Klinickd biochemie Kapitola 3. Analyticka faze

Kapitola 3  Analyticka ¢ast vySetieni

Po preanalytické fazi je vzorek zpracovany a pfipraveny k vlastni analyze, ke konkrétnimu testovani. Vzorek
vstupuje do analytické faze laboratorniho diagnostického procesu, kde bude méren. V laboratofi klinické
biochemie to budou pifevazné chemické reakce, kterym bude testovany vzorek podrobovan a na jejichz
konci bude zadany vysledek.

Méreni v laboratofi klinické mediciny a v8e co s timto méfenim souvisi bude pfedmétem této kapitoly.
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3.1. Mérenim se zabyva metrologie

Podstatou prace v analytickeé fazi je méreni. Méfenim se zabyva véda zvana metrologie (neplést si

s meteorologii). Metrologie je (stale se vyvijejici) véda o méfeni a jeho aplikaci a pfesné definuje celou fadu
metrologickych pojmU. Od pracovnika s vy$Sim odbornym vzdélanim se ocekava urcita orientace v dané
problematice, a proto se s nékterymi metrologickymi pojmy blize seznamime. Vychodiskem i oporou v této
¢innosti nam bude posledni preklad (2008) Mezinarodniho metrologického slovniku, tzv. VIM3, ktery je

k dispozici na strankach Uradu pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi. Definice prevzaté

z tohoto slovniku budou oznaceny symbolem (VIM3). VétSinou je najdete v Dodatku k této kapitole.

Méreni je
e soubor €innosti, jejichZ cilem je stanovit hodnotu mérené veli€iny
e cesta, kterou se ziskéa vysledek analyzy.

Toto sice nejsou definice, ale podstatu pojmu vysvétluji docela jasné.

Mé&reni porovnava veli¢iny, pfipadné zjistuje pocet analyzovanych sloZek (entit). Méfeni také popisuje
podminky méfeni, postup méfeni a kalibrovany mérici systém. Méreni predem predpoklada popis veli¢iny, a
to takovy, aby ur€enému pouziti vysledku méreni odpovidal. Tento aspekt bude dale probran podrobnéji.

Z fyziky vime, Ze veli€ina je fyzikalni nebo chemicka vlastnost jevu, télesa nebo latky, ktera ma velikost.
Tato velikost mlze byt vyjadrena jako ¢islo a odkaz neboli reference, kterou muze byt napf. méfici jednotka
(3,4 molll).

Mezinarodni soustavu velicin (ISQ) tvofi soubor sedmi zakladnich veli¢in, kterymi jsou: délka, hmotnost,
Cas, elektricky proud, termodynamicka teplota, latkové mnoZstvi a svitivost. Zakladni veli¢inou se rozumi ta
veli€ina, ktera v dané soustavé veli€in nemdze byt vyjadrena jinou veli¢inou, tudiz zakladni veliiny jsou
vzajemné nezavislé. Naproti tomu odvozena veli¢ina je velicina v soustavé veli€in definovana pomoci
zakladnich veli€in této soustavy. Odvozenou veli€inou je napf. hmotnostni koncentrace, kdy se jedna o podil
hmotnosti a objemu, pfiCemz objem je délka umocnéna na tfeti. Na dalSi pfiklady jisté pfijdete sami.

Na mezinarodni soustavé veli¢in ISQ, na jejich nazvech, znackach, v€etné fad pfedpon a jejich nazvl a
znacek, spole¢né s pravidly pro jejich pouZiti, je zaloZena (1960) Mezinarodni soustava jednotek (SI).
Jednotkou, pfesnéji, méfici jednotkou, se rozumi dohodou definovana a pfijata realna skalarni veli€ina, se
kterou muze byt porovnavana jakakoliv jina veli€ina stejného druhu (délka s délkou, hmotnost

s hmotnosti...) a toto porovnani se vyjadfuje jako Cislo udavajici podil téchto veli€in (,kolikrat je jednotka
obsaZena v naméfené veli€iné*). Realnymi skalarnimi veli€inami byly jeSté v nedavné minulosti ¢asti
lidského téla — palec, dlan, loket, popfipadé véci denni potfeby — védro, konev atd. Moderni doba pouZziva
modernéjSi prostfedky, napf. metr je definovan ,jako vzdalenost, kterou urazi svétlo ve vakuu béhem
Casového intervalu 1/299 792 458 sekundy (tj. svétlo urazi ve vakuu za sekundu presné 299 792 458
metri))“.V CR jsou zakonnymi méricimi jednotkami pouze jednotky uvedené v CSN ISO 80000-1

oo fijna 1983, sedmnacté jednani o mirach a vdhach( CGPM)
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(z dCinnosti od 1.8.2011, tato norma nahradila normu 1SO 1000 z ¢ervna 1997)) a jsou jednotkami Sl
(Systéme International d’Unité). Soustava Sl byla u nas zavedena v roce 1974 a povinnost pouZivat ji plati

od roku 1980.

Nasledujici tabulka ukazuje vztahy mezi zakladnimi veli¢Ginami a jejich jednotkami, nazvy a zkratky jednotek:

) R Zakladni jednotky SI
Zakladni veli¢ina
Nazev \ Znacka

metr m
hmotnost kilogram kg
cas sekunda s
elektricky proud ampér A
termodynamicka kelvin K
teplota

mol mol

Veli€inou hodnou zajmu v klinické biochemii je
latkové mnozstvi. Zakladni jednotkou latkového
mnozstvi v soustavé Sl je mol. Jednotky méreni
pouzivané v klinickych laboratofich musi byt
odvozeny od této zakladni jednotky, pfipadné musi
vychazet ze soustavy Sl, nebo byt z ni odvozeny.

Za zminku stoji jeSté pojem méfena velicina,
anglicky measurand, tedy objekt, ktery je méfen.
Meérenou veli¢inu (napf. koncentraci) v daném
vzorku je tfeba specifikovat (napf. koncentrace
¢eho), tzn., je tfeba popsat nositele veli€iny (pfiklad:
koncentrace bilirubinu), pfipadné i dalSi okolnosti
(napf. teplotu, méfeno pri 37 °C, soustavu, v séru
apod. ). Zména hodnoty méfené veli€iny, zejména

vyrazna zména (oproti ,normalu®), vede v klinické biochemii vétSinou k usudku, ze organismus neni

v optimalnim stavu, neni zdrav.

.Nositelem veli€iny* pfi méfeni v klinické biochemii je analyt (komponenta, analyzovana slozka, nékdy se
setkame i s pojmem entita), nachazejici se ve vzorku (biologického materialu), pochazejiciho z néjakého

systému.

Prikladem komponent mohou byt atomy, molekuly, ionty,
radikdly, makromolekuly, fyzikdlni télesa (buriky, mikroby,
viry) atd., priklady systémii pripadajicich v uvahu ve
zdravotnické laboratori jsou uvedeny v tabulce vpravo:

Vzorek je jedna nebo vice reprezentativnich &asti
odebranych ze systému za ucelem ziskani informaci
0 systému - ze zjisténych vlastnosti vzorku usuzujeme,
nékdy opravnéng, nékdy méné opravnéné, na vlastnosti
systému.

Vysledkem prvotniho odebrani je primarni vzorek.
V praktickém (laboratornim) Zivoté je primarnim
vzorkem odbérova nadobka (zkumavka), ktera je

Zkratka

Systém (anglicky)  Systém (Cesky)

blood krev

serum

plasma

urine

spinal fluid lr;r:(c:liliomlsm ety
amnial fluid plodova voda
faeces

patient pacient

pfijata laboratofi. Pravé ta je myslena, pokud se mluvi o zpracovavani primarnich vzork a mysli se tim
skute€nost, Ze nedochazi k Zddnému rozpipetovavani pfijatého vzorku, jeho alikvotaci (viz dal), pfelévani do
dalSich nadobek apod., ale pfimo tato (prvotni) zkumavka, resp. jeji obsah, se zpracovava, {j., Ze se napf.

vloZi do analytické linky &i mériciho systému.

Analyticky vzorek je do laboratofe dodana Cast vzorku, ze které se odebiraji zkouSené (analyzované) ¢asti
pro jednotlivé analyzy. Jak je zfejmé z pfedchoziho odstavce, analytickym vzorkem muze byt pfimo vzorek

primarni.

Analyticky podil je podil Cili ¢ast materialu, ktery je odebrany z analytického vzorku a s nimz se provadi
aktualni méfeni nebo pozorovani. Nazyva se také alikvot (aliquot).

Priklad pouZiti: jedna ¢dst — alikvot — je urcena pro biochemicky analyzdtor, druhd pro imunochemicky analyzdtor,

dalsi je uréena pro elektroforetické déleni apod.
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Prehled jednotek dtleZitych z hlediska klinické biochemie a
nékterych probranych pojmu

Mérena velicina Jednotka Analyt
Latkova koncentrace elektrolyt( mol/I S-Na*
Hmotnostni koncentrace proteind g/l S-1gG
Katalyticka koncentrace enzymu kat/I S-AST
Arbitrarni koncentr

bitrarni ko c? trace U/l STSH
proteohormonl
Latkova zména pfi vylu¢ovani

I/d U-C

elektrolytu el deeli
Hmotnostni zména pfi vylucovani .

. d U-protein
proteinu 4 proteiny
Objemova zména u glomerularni .
. ) & I/s S,U-kreatinin
filtrace
Pocetni koncentrace elementt n/l U-leukocyty

Legenda k tabulce: Prvni radek
tabulky pod nadpisy ukazuje, Ze
mérenou (odvozenou) velicinou je
ldtkova koncentrace, analyzovanou
sloZkou v daném systému (v séru)
jsou elektrolyty, konkrétnim
analytem je sérovy kation Na®,
jednotkou (mirou stanovované
veliciny) je mol/l. Jinymi slovy, méri
se ldtkovd koncentrace konkrétniho
elektrolytu v konkrétnim systému

v mol/l. Nékteré, snad na prvni
pohled nejasné, vztahy urcitych
(odvozenych) jednotek k molu
vysvitnou z jejich definice — typickym
pfikladem je katal na litr (kat/l), kde
staci si prostudovat definici katalu

v kapitole 12 na str. 12-6.

K Fazeni veli€in stejného druhu podle velikosti se pouziva usporadany soubor hodnot veli¢iny u veli¢in
daného druhu, zvany stupnice hodnot veli¢iny, nebo kratce, méfici stupnice (vim3).

Rozeznavaji se tfi typy stupnic:

pomérna (relativni) kvantitativni stupnice
nominalni (jmenovita) stupnice

ordinalni (pofadova) stupnice

a. Pomérna kvantitativni stupnice se ziska pomoci vzorku, u kterych je znamy obsah mérené veliciny.
Tyto vzorky se nazyvaji méfici standardy nebo etalony Ci kalibratory. Vysledky méFfeni u neznamych

vzorkl se srovnavaji ¢i poméru;ji (proto pomérna) s touto stupnici.

Sestrojeni této stupnice je kalibraci méfeni (viz odst.3.3.). V posledni dobé se velmi ¢asto proces
kalibrace odehrava pfimo u vyrobce (vyrobci dodavaji uzaviené systémy, . pfistroj (analyzator),
reagencie, kalibratory, kontrolni vzorky, pfipadné pfimo i kalibra¢ni kfivky, které se instaluji do
analytického systému pomoci ¢arového kédu.

Nominalni stupnice se pouziva ke klasifikaci méfené veli€iny pfi kvalitativnich méfenich, pfi kvalitativni
analyze (tato méreni se oznadluji téz jako pozorovani).Pozorovani je druh vy$etreni, které vede

k vyjadfovani vysledkd na nominalni stupnici nebo na ordinalni stupnici. Hodnoty veli¢in jsou
oznacovany slovné nebo dohodnutymi symboly.

Priklady nominalnich stupnic
Vysetieni/pozorovani Nominalni stupnice
negativni/pozitivni

A+, A; Rh(D)pozitivni

Dusitany (nitrity) v modi (pfitomnost)
Krevni skupina (typ)

Vysledek méreni laboratore v EHK

akceptovatelny/neakceptovatelny

Nomindlni = jmenovity, formdini, tykajici se jmen, vyjadreny v penézich; nomindini hodnota — hodnota udand na
bankovce, cenném papiru...

Ordinalni stupnice (stupnice podle poradi priority hodnot) pfedstavuje velikost hodnot veli€iny, ale bez
pfesného matematického vyjadreni. VySetfovani, které vede k vysledkim na ordinalni Skale, se
oznacuje jako semikvantitativni analyza.

Ordinare (I.) = fadit

Priklad ordinalni stupnice

Vysetieni/pozorovani Ordinalni stupnice

U-celkova bilkovina (pritomnost) negativni; +1; +2;+3; +4
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Mé&feni neni mozné bez méridla, pfipadné bez mériciho systému. Méridlo, Cili méfici pfistroj, je zafizeni,
jehoz konstrukce vychazi z principu méfeni, a které se pouziva k méfeni bud samotné, nebo ve spojeni
s dal8imi pfidavnymi zafizenimi. Méficim systémem je sestava jednoho nebo vice méfidel, pfipadné i
dalSich zafizeni, slouZici ke konkrétnimu méfeni.

Priklad sloZeni mériciho systému: mérici pristroj Ci pristroje - ostatni technickd zarizeni - postup méreni — reagencie —
kalibrator - referencni Cili kontrolni materidly.

Mé¥ici princip, princip méfeni (VIM3), jev, ktery slouZi jako zaklad méreni. Tento jev mize byt fyzikalni,
chemické nebo biologické povahy.

Priklad: V klinické biochemii jsou k méreni latkového mnoZstvi hojné vyuZivdny spektrofotometrické metody, kde
meéricim principem je absorpce (zarivé) energie; ke zjisténi aktivity/koncentrace ionti mohou byt pouZity iontové
selektivni elektrody, kde méricim principem je zména potencialu indikacni elektrody; pritomnost i nepritomnost urcité
ldtky v Zivném prostredi miZe vést k ristu ¢i zastaveni ristu kolonie bakterii — princip zjisténi pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti testované latky v ristovém médiu podle chovdni bakterii.

Postup méreni (jehoz relativné slozitou definici dle VIM3 najdete v Dodatku) ma laboratorni personal k
dispozici ve formé standardniho operac¢niho postupu (SOP). Podrobné popsany postup méfreni v SOP,
umozfiuje méfeni provést pripadné i malo zacvi¢ené osobé&. Casto byvaiji k dispozici i zkrdcené pracovni
postupy, resp. navody, které popisuji zakladni ukony (pfipravu reagencii, umisténi reagencii v analyzatoru
apod.).

Vysledek méreni je hodnota veliiny ziskana méfenim.

Poznamka: Preferovanym formdtem IUPAC-IFCC pro oznacovdni velicin v laboratorni mediciné je ,,Systém-SloZka; druh
veli¢iny“, viz pfiklad s vdpnikem, niZ v Sedém poli.

IUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezindrodni unie pro Cistou a uZitou chemii)

IFCC = International Federation of Clinical Chemistry (Mezindrodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny)

Standardizovany laboratorni vysledek v klinické biochemii by mél vZdy obsahovat tyto informace:
vySetfovany systém (pacient, krev, plazma, sérum, mo¢, mozkomisni mok)

vySetfovany analyt’/komponenta (kreatinin, mocovina, glutamatdehydrogenaza, glukéza)
druh méfené veli€iny (latkové mnoZstvi, hmotnostni koncentrace, latkovéa zména)
Ciselnou hodnotu ( 2,14, 38,4; 215)

jednotku (mol/l, wkat/l, g/l)

Kdyz doposud uvedené informace shrneme do (hypotetického) vysledku méfeni, mlze zapis vysledku
méreni na pracovisti klinické biochemie vypadat napf. takto: S-Ca = 2,14 mmol/l. Nazvy jednotlivych ¢lent
rovnice jsou uvedeny ve schématu:

systém I analyt I Ciselna hodnota vysledku I jednotka méreni I

Ny oo, N X ek

{S-i Ca )= ¢ 214 X mmol/ .

Uvedeny zapis Ize interpretovat napf. takto:

e v analyzovaném vzorku krevniho séra (systém) byla zjisténa latkova koncentrace (méfena veli¢ina)
2,14 (Ciselna hodnota) mmol kalcia v litru séra (koncentrace s jednotkou méfeni mmol/l)
latkova koncentrace vapniku v krevnim séru je rovna 2,14 mmol vapniku v jednom litru séra, nebo
koncentrace vapniku je 2,14 mmol v litru séra,
analyzovany vzorek obsahuje v litru séra 2,14 jednotek atom( vapniku,
zjisténa koncentrace vapniku v 1 litru séra predstavuje 2,14 (odvozené) jednotky, jinymi slovy, tato
koncentrace je 2,14x vétsi nez je méfici jednotka, atd., atp.

Chyba méreni. Nauka o méfeni, metrologie, vychazi z pfedpokladu, Zze méfeni vede pouze k pfiblizné
hodnoté, vice nebo méné odliSné od hodnoty skute¢né, ktera je svou podstatou nezjistitelna (podobné, jako
nelze dosahnout absolutni teplotni nuly). Rozdil hodnoty zji§t&né a skutecné byl nazvan chybou (od
chybéti, néco nameérfené hodnoté chybi). Urcitou chybou je zatizeno kazdé méfeni.
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Chyba méreni, chyba (VIM3), naméfena hodnota veli¢iny minus referenéni hodnota.

Pozndamka: Chyba méreni neni omyl, vyrobni chyba apod. Je to pojem pouZitelny za urcitych podminek. Predchozi
vyddni VIM (VIM2) definovalo touto definici pojem odchylka. V praxi se setkdme s obéma pojmy.

Znalost chyby umozfiuje korekci, Cili opravu vysledku.

Chyby mérfeni se rozdéluji na chyby systematické (soustavné, anglicky systematic errors) a chyby
nahodné (nahodilé, anglicky random errors).

Chyby systematické ovliviiuji vysledek stejnym smérem (navysuji nebo snizuji vysledek).
Systematické odchylky se také nazyvaji bias [ anglickd vyslovnost je pfiblizné bai.s]. Svlj pavod maji v nékterém
faktoru, ktery pfi urcitych stejnych podminkach mérfeni oviivriuje ve stejném smyslu méreni opakovana.

Méreni se provadi uréitou metodou pouzitim méficiho pfistroje, takze chyby systematické Ize rozdélit na
chyby

e metody, které vznikaji z nedokonalosti pouzité metody méfeni (napf. ovlivnéni hodnot hustoty mogi
pfitomnosti bilkovin, eliminace chyby se provadi zavedenim pfislusné korekce, pfipadné méfenim
veli¢iny nékolika riznymi metodami a zhodnocenim souhlasu &i nesouhlasu vysledkt)

e meéricich pristroju, zplsobené jejich nedokonalou, $patnou, zhor§enou &i neodpovidajici funkci
(chyba se eliminuje duslednym sledovanim stavu méficiho zafizeni a dodrzovanim pokynud pro
udrzbu)

e 0sobni, které maiji plivod v osobé, ktera provadi méfeni (uplatni se zejména pfi manualnim méfeni,
napf. odmérovani kapalin, méfeni ¢asu, odecitani ze stupnice atp., kdy zkuSeny pracovnik vykazuje
lepSi vysledky, nez pracovnik nedostatecné, pfipadné Spatné zapracovany, s malou zkuSenosti; tyto
chyby Ize eliminovat zejména zavedenim pfistroji, mechanizace a automatizace).

Systematicka chyba mize mit slozku Celkova chyba ;
e konstantni (vysledek je u vSech hladin odchylen ¢ >
vzdy stejnym smérem o stejnou hodnotu) a
e proporcionalni (vysledek se lisi od spravné hodnoty Systematicka S—
u vSech hladin stejnym smérem o stejny nasobek). chyba (BIAS) primér v
e Dal8i moZnosti je kombinace obou pfedchozich. <
Typickymi zdroji systematickych chyb jsou rozdilné N
laboratofe, rozdilné metody, rozdilné pfistroje a pracovnici
laboratofi.
Systematickou chybu charakterizuje aritmeticky pramér.
Referencni
Jak uvidime déle, je systematicka chyba v podstaté totozna hodnota Nahodna chyba
s pojmem pravdivost. I:l Namérené hodnoty
Napriklad chemikdlie, reagencie, kalibrdtory a komponenty pristroju se PFehled chyb méfeni

mohou ¢asem ménit (kazit se) a byt pfi¢inou narustajicich ¢i klesajicich
trendd v laboratornich vysledcich.

Chyby nahodné se odlisuji od chyb systematickych pfedevsim tim, Ze nezname jejich pivod. Jsou
vzajemné nezavislé, jsou nepfedvidatelné a nezdlvodnitelné.
Odhad jejich vyskytu Ize zjistit statistickymi metodami zalozenymi

na poctu pravdépodobnosti. ,f"

3 konstantni chyba, @
Nahodnou chybu charakterizuje smérodatna odchylka. 2 o ‘.,.’ X
Zdroje nahodnych chyb ovliviiuji kazdé méFeni riizné, a to jak E “i';jsa”a " »
pozitivng, tak negativné (navysuiji i snizuji vysledek). Eliminace g i PR
chyby je mozna opakovanym méfenim a vypocitanim < .-}. PRl
aritmetického priméru (pfi nahodném vyskytu chyby v obou 5 . e
smérech je pfi opakovaném méFeni pravdépdobné, Ze se chyby, = [ ..-m" proporcionaini chyba
minimalné z v&si ¢asti, vzajemné vyrusi). L
Jak uvidime déle, je nahodna chyba v podstaté totoZzna s pojmem vztazna metoda
preciznost. Chyba ndhodna a chyba systematicka

(konstantni a proporcionalni)
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Prikladem nahodného ptusobeni mohou byt nap¥.
e vykyvy (fluktuace) v elektro-optickém mechanismu méficiho pfistroje,
smichavani vzorku a reagencie,
teplota pfistroje,
odparovani vzorku a reagencii.
Dal$i nahodné ovlivnéni mlize mit svUj puvod v kalibraci metody, ktera m{ize ovlivnit nahodnym
zpusobem vysledky ze dne na den.

Soucet chyby nahodné a chyby systematické dava chybu celkovou (viz obrazek ,Pfehled chyb méfeni® na
predchozi strané).

nekorektni lidskou ¢innosti. K hrubym chybam by v praci laboratornich pracovnikd dochazet nemélo, ale
nelze je zcela vyloucit. Kazda lidska ¢innost je zatizena asi 5% chybou. Snizit toto procento muze piné
automatizovany ¢i robotizovany provoz (asi ha 0,5%). Ke snizovani osobnich chyb vyznamné pfispiva také
dlsledné dodrzovani zasad spravné laboratorni prace.

Nejcastéjsi chyby a omyly v analytické fazi méficiho procesu zpusobené lidskou ¢innosti:

- nespravné uchovavani reagencii (nevhodna teplota, svétlo rozkladajici svétlocitlivé reagencie Ci
analyty, prosla doba exspirace...)

- nespravna pfiprava reagencii (Spatné poméry fedéni, nekvalitni destilovana voda, zaména
reagencii...)

- pfi manualni praci: nespravné odmérovani roztoku, Spatna teplota vodni Iazné, nespravné c¢asové
intervaly, chyby ve vypoctech ...

- pfi praci na automatech: neznalost ovladani pfistroje, chybné vkladani reagencnich souprav, nadobek
S reagenciemi, nespravné zadavani pozadavk(, chybné viozeni vzorkl, chybna kontrola (nespravné ci
vadné kontrolni vzorky) ...

- §patné nastavena metoda (nevhodné chemické parametry...)

- nespravné fedéni (pfipadné nefedéni) pfili§ koncentrovanych (aktivnich) vzorku

- nespravna funkce méficiho pfistroje (zanedbani vnitfni kontroly jakosti)

3.2. Kalibrace je hledani vztahu mezi signalem mériciho pristroje a koncentraci

V analytickém procesu predstavuje kalibrace ustfedni zaleZitost. Spatné nakalibrovana metoda dava $patné
vysledky, je nepouzitelnd. P¥i kalibraci jde v principu o nalezeni vztahu mezi zavisle a nezavisle
proménnymi, tj. mezi hodnotami veli¢iny dané etalony (standardy) a hodnotami analytického signélu
(danymi vétsinou méfidlem, mé&ficim systémem).

Prakticky se kazdé mé&feni provadi na n&jakém pfistroji (fotometr, koagulometr, coulometr...), ktery na
mérfenou veli€inu reaguje odezvou Cili signalem (generace ¢ zména napéti, proudu apod.).

Nap¥. pfi fotometrii miiZe byt popsdn tento sled krokii:

Analyt reaguje s Cinidlem za tvorby barevné slouceniny. Intenzita zbarveni této slouceniny je pfimo umérna ptvodni
koncentraci analytu. Pfistroj — fotometr, méfi intenzitu zbarveni prostfednictvim proudu, ktery se tvofi po dopadu
svételného zareni na detektor. Odezvou Cili signdlem je v tomto pfipadé intenzita proudu, ktera je ve vztahu

k intenzité zabarveni slouceniny a tedy i ve vztahu k plvodni koncentraci analytu. Intenzita proudu muZze byt
vyjadrena v ampérech (mA, BIA) nebo po prevodu hodnot proudu na absorbanci, jako absorbance. V tomto pfipadé
bude nejcastéjsi odezvou absorbance.

SCHEMA FOTOMETRU

vh/pA ABS

o

ZDROJ FILTR KYVETA SE VZORKEM DETEKTOR A PREVODNIK UKAZATEL
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Popsany soubor ¢innosti (a podobné dalSi soubory ¢innosti provadéné za definovanych podminek) ustavuje
mezi touto odezvou S (intenzitou signalu, indikaci) a méfenou vlastnosti ¢ (mnozstvim, koncentraci
stanovovaného analytu ap.) funkeni vztah (tzv. kalibraéni funkce):

S =f(c).

Opakovdni z matematiky: VZdy, kdyZ miZeme k danému souboru Cisel priradit jistym zplsobem jiny soubor cisel,
mdme co Cinit s funkcni zavislosti.

Tato funkéni zavislost (pfedpis, ,jisty zplsob pfifazeni“) mize byt

o linearni, kdy funkci je rovnice pfimky a grafickym vyjadfenim funkce je pfimka, nebo

e nelinearni, kdy grafické vyjadreni (relativné slozité) funkce predstavuje kfivka odlidna od pfimky.
Pro popsany pfipad s fotometrem plati (za pfedpokladu, Ze ¢ = koncentrace)

A =1f(c)

coz fika, ze absorbance A je néjakou funkci f koncentrace (c), Cili hodnota absorbance se méni (podle
néjakého predpisu, tj. funkce — linearni, nelinearni) v zavislosti na hodnotach koncentrace daného analytu.
Existuji matematické postupy umozniujici rozhodnout, zda se jedna o linearni &i nelinearni zavislost.

Linearni zavislost (funkce) je vyjadfena obecnou rovnici y = a + b.x,
kde y = hodnota odezvy, a = Usek na ose y (intercept), b = smérnice pfimky a x = mnoZstvi-koncentrace analytu; a by se
mélo blizit nule

Pro pfipad vySe uvedeného vztahu mezi absorbanci a koncentraci analytu bude obecna rovnice vypadat
takto:
A=a+b.cresp.A=a+Kk.c

Nejjednodussim prikladem této funkéni zavislosti (1j. kalibracni kfivky), je vztah pro a = 0 (pfimka
prochazejici po¢atkem — viz obrazek na dalsi strance):

A =k.c,
s obvykle pouZivanou symbolikou, tj. absorbance (A) je pfimo umérna koncentraci (c), k je smérnice krivky.

Schematické znazornéni linearnich kalibraénich krivek prochazejicich i neprochazejicich pocatkem

A
Krivka
0,8 neprochéazejici
podatkem Krivka
prochazejici
07 pocatkem

cona I
A7mereme

0,5 0 = hodnota nulového
kalibratoru

0,4 Lo
Cka = hodnota kalibratoru

0,3 .. . . o
sklon kFivky je dan smérnici k

"""""""""" 0.2 a = tzv. intercept, Cast
vytnuta kfivkou na ose y
Intercept a 0,1
-1 r’'d 9
_____________________________ » C

Z této rovnice Ize vypocitat kalibracni faktor f: f = c/A

Kalibraéni faktor je nejjednodussim vyjadrenim kalibrace. Upravenim vztahu dostaneme c =f . A,

coz je analyticka funkce, kterou mizeme zjistit obsah stanovované slozky z intenzity signalu (tj. princip
stanoveni koncentrace analytu pomoci faktoru).
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Pribéh kalibraéni funkce se ovéfi zpracovanim sady standardd (u linearnich zavislosti je to obvykle pét
standardu) o vzrlstajici koncentraci a vynesenim do grafu. Kalibrac¢ni kfivka se proklada experimentalnimi
body metodou nejmensich &tverca.

Jednou ovéreny linearni priibéh (postupem popsanym dale u nelinearnich zavislosti) dané funkce umozruje
napfisté pracovat jiz s omezenym pocétem kalibratora (etalon(, standardl), tedy v pfipadé linearnich
zavislosti se kalibracni kfivka vétSinou sestroji pomoci kalibratoru s nulovou hodnotou stanovovaného
analytu a kalibratoru s urcitou hodnotou tohoto analytu, nejasté&ji hodnotou blizkou horni hranici
referencnich hodnot.

Pracovni rozsah v pfipadé linearni zavislosti je oblast kalibra¢niho grafu mezi (dolni) mezi stanovitelnosti
(Lo, viz kapitola 4, str. 4-11) a bodem, kde kfivka zavislosti signalu/odpovédi pfistroje na koncentraci
pfestava byt linearni, pfipadné& horni mezi stanovitelnosti (viz kapitola 4, obr. na str.4-12).

U nelinearnich zavislosti se obvykle pouziva standardni roztok (kalibrator) o nulové hodnoté
stanovovaného analytu a pét az sedm dalSich standardnich roztoku (kalibratord), s koncentracemi
pokryvajicimi pracovni rozsah metody (viz obr. niz).

Jak u linearnich tak u nelinearnich zavislosti se kazdy standard (kalibrator) pfi kalibraci méfi 2 - 5x (u sedmi
standardnich roztoku je to tedy az 35 méfeni). Konecny tvar kalibraéni kfivky u nelinearnich zavislosti je
razny. Pribéh maze byt polynomicky, velmi ¢asto se provadi tzv. kubicka neboli spline interpolace.

Pozndmka: Na uvedeném odkazu je mozno si ,,pohrdt” s sestici namérenych bod( a intuitivné si ozfejmit o co se
v principu jednd.

Obecny priklad pribéhu nelinearni kalibra¢ni krivky

C = hodnoty kalibrator(

nejvys&i koncentraci analytu. Vysledky mimo tyto meze se uvadéji formou ,vysledek <dolni limit*, pfipadné
Lvysledek >horni limit, pokud se u vysokych koncentraci pavodni vzorek (z néjakych divodu) nefedi nebo
se ho neaplikuje men3i mnozZstvi. Konkrétni postup pfi kalibraci se ozfejmi v praktickych cvi€enich klinické
biochemie.

Nové kalibrace se provadéji vzdy
e se zavedenim metody
po nasazeni novych Sarzi ¢inidel €i kalibratoru
je-li v interni kontrole jakosti indikovana systematicka chyba
po opravé, Uupravé, preventivni prohlidce a kontrole méficiho pfistroje
v souladu s pozadavkem vyrobce diagnostické soupravy na frekvenci kalibraci

% Z praktického hlediska je vyhodné, shoduje-li se oblast linearity s pracovnim rozsahem, ne vidy tomu tak viak je.
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3.3. Definitivni, referenéni a rutinni metody méreni

Zakladnimi zdroji spravné uréenych hodnot jsou
e definitivni a
o referen¢ni metody méfeni.

Definitivni (primarni, absolutni) metody méreni jsou uréené zejména pro stanoveni spravnosti jinych
metod méreni (referencénich a rutinnich) a hodnot analyt v primarnich referencénich materialech
Jsou to kvalitativné nejvy$Si metrologické metody, které, jsou-li uplatiiovany, Ize pIiné popsat a pochopit a
pro které Ize poskytnout Uplny rozbor nejistot v jednotkach Sl, a proto Ize jejich vysledky pfijmout bez
odkazu na etalon méfené veliciny.

Definitivni metody

- vykazuji nejvyssi metrologickou kvalitu

- jejich postup méfeni je zcela pochopen a je dokonale dokumentovan
- maji pfesné znamou a dostatecné nizkou nejistotu meéreni

- jejich vysledky jsou vyjadiené v Sl jednotkach

- jsou vysoce specifické

Tyto metody jsou prakticky nezavislé jak na prostfedi v némz se sledovany analyt nachazi (ij. na tzv.
matrici?), tak na jiném standardu (4. vysledek nezavisi na kalibratoru/standardu, ale vyplyva z metody).
Analyza materialu primarni (definitivni) metodou se provadi s umyslem pfibliZit se co nejtésnéji k ,pravdivé

o

hodnoté“.

2 priklad rozdilnych matric: stanoveni Na® v séru — bilkovinnd matrice, stanoveni Na* v moci — matrice roztoku
elektrolytu, Cili krystaloidni

Principy primarnich/definitivnich metod méreni

e ID/MS resp. IDIGC/MS (ij. izotopova diluce Eili fedéni/hmotnostni spektrometrie resp. izotopova
diluce/plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie)
Pti izotopoveé diluci kombinované s hmotnostni spektrometrii se ke stanovovanému analytu prida izotop
analytu nebo analyt znaceny stabilnim izotopem (napf. deuteriem) jako vnitfni standard; nechd se ustavit
rovnovaha mezi izotopy (pfipadné znacenou a neznacenou formou analytu) a pomoci hmotnostni
spektrometrie se zméfi pomér izotopl (resp. neznaceny analyt/znaceny analyt).
Metoda je velmi pfesna a nezavisla na matrici.
gravimetrie (vazeni)
volumetrie (odmérna analyza) — k témto dvéma principdm neni tfeba cokoliv dodavat
coulometrie (podrobnosti ke coulometrickym titracim viz kapitola 9, str. 9-34)
shiZeni bodu tani (kryoskopie, podrobnosti viz kapitola 5, str. 5-5)

Referenéni metody se pouzivaji pro posouzeni spravnosti rutinnich metod a certifikaci laboratofi a

méricich systému.

Referenéni metody

- maji dobfe prozkoumany a velmi podrobné popsany postup méfeni

- maji dokumentovanou, uvedenou a dostate¢né nizkou nejistotu méfeni

- navazuji na primarni metody méfeni, nebo na primarni referencni materialy (tzv. navaznost na primarni
metody ¢&i primarni referenéni materialy), jinymi slovy, poskytuji stejné nebo obdobné vysledky jako
metody primarni

Referenéni metody jsou na rozdil od primarnich metod do jisté miry vysledkem shody (domluvy) odbornikud

a Casto predstavuji soudoby maximalni standard kvality (state-of-the-art, tj. na Urovni doby, nejmodernég;jsi).

P¥i jeho pfekonani vyvojem, jsou nahrazeny metodami dokonalejSimi. Primarni metody jsou v podstaté

referencni metody nejvyssi kvality. Primarni a referencni metody vykazuji oproti metodam rutinnim

predevsim vyznamné vySsi selektivitu.

Rutinni metody jsou metody uzivané v bézném provozu v klinickych laboratofi.
Maji ndvaznost na metody referenéni. Nékteré rutinni metody mohou byt metodami referenénimi (napf.
hexokinazova metoda pfi stanoveni glukézy, coulometrickeé titrace pfi stanoveni chloridovych aniont().

Nékdy se Ize setkat i s pojmem metody unifikované [unifikovany = shodny, sjednoceny, sourody], €imz se mysli
metody, které byly doporu¢eny k vdeobecnému pouzivani; jsou to metody poskytujici shodné vysledky

v laboratofich, které je pouzivaji; vSeobecny profit z pouzivani unifikovanych metod je zfejmy.

Vzajemné vztahy mezi definitivnimi, referenénimi a rutinnimi metodami jsou uvedeny, spolu s kalibracnimi
materialy, na schématu ,Navaznost® na strané 3-10.
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3.4. Referenéni materialy slouzi kalibracim a kontrolam

Referencni materialy jsou uréeny pro kalibrace pfistroju nebo pro verifikaci (ovéfeni) méfici metody.
V daném mérfeni mlze byt referenéni material pouzit pouze bud pro kalibraci nebo k prokazovani kvality.
Materialy uréené ke kontrole kvality nelze pouzivat jako kalibratory.

Certifikovany referenéni material, CRM (VIM3), referencni material doprovazeny dokumentem vydanym
zpusobilou osobou a poskytuje jednu nebo vice specifikovanych hodnot viastnosti s pfidruzenymi
nejistotami a navaznostmi s pouZitim platnych postupd.

Prikladem mohou byt komercni referencni materidly s pridélenymi hodnotami koncentraci analyti a pridruZzenymi
nejistotami méreni uvedenymi v pripojeném certifikdtu a slouZici jako kalibrator, nebo jako kontrolni material
pravdivosti méreni.

Primarni referenéni materialy — jsou validovany pomoci definitivnich méficich metod (jsou vztazeny na
pravdivé hodnoty).. Primarni referenéni materialy slouzi k vyvoji a validaci referenénich méficich metod.

Sekundarni referenéni materialy — slouzi k vyvoji a pfipravé kalibracnich material(i pro rutinni metody a jsou
zdrojem dat (hodnot) pro kontrolni materialy. Néktefi autofi nehovofi o pfiprave, ale uvadéji jako sekundarni
referencni material pfimo kalibracni a testovaci material (CTM).

Kontrolni materialy — se pouzivaji ke sledovani (monitorovani) rutinnich metod, tedy za ucelem sledovani
jakosti (kontroly kvality, QC), nikoliv k u¢elim kalibrace.

Metrologicka navaznost, (metrological traceability) (VIM3), vlastnost vysledku méfeni, pomoci niz mize
byt vysledek vztazen ke stanovené referenci pfes dokumentovany nepreruseny fetézec kalibraci, z nichz
kazda se podili svym prispévkem na stanovené nejistoté méreni.

Referenci pro tuto definici mize byt definice méfici jednotky nebo postup méreni.

Myslim, Ze podstatu metrologické navaznosti (a také ,realné skalarni veli€iny pfijaté dohodou”, se kterou jsme se
setkali u vykladu méficich jednotek) velmi dobfe objasni nasledujici tryvek z vodu publikace ,,Metrologie v kostce”,
coz je preklad publikace ,Metrology — in short” 3rd edition, July 2008, od autor(i Preben Howarth, z Danish
Fundamental Metrology Ltd, a Fiona Redgrave, z National Physical Laboratory. (EURAMET project 1011, Ucastnici:
DFM Denmark,NPL United Kingdom, PTB Germany):

, Trest smrti hrozil tomu, kdo zapomnél nebo zanedbal svoji povinnost zkalibrovat své meridlo délky pri kazdém
uplriku. Takové bylo riziko krdlovskych architekti odpovédnych za budovadni chramd

a pyramid pro faraony ve starém Egypté tfi tisice let pfed nasim letopoctem. Prvni krdlovsky loket byl definovadn jako
délka predlokti od lokte ke Spicce nataZzeného prostrednicku viddnouciho faraona,

plus sitka jeho ruky. Prvotni méreni bylo preneseno na c¢ernou Zulu a do ni vytesdno. Pracovnikim na stavenistich byly
preddny Zulové nebo drevéné kopie a architekti byli odpovédni za jejich udrZovani.”

Metrologicka navaznost
e je nastroj pro zajisténi spravnych vysledki
e apostup, ktery dava do vztahu naméfené hodnoty s hodnotami referenéniho standardu.

Je dulezité, aby kalibraéni materialy pouzivané v laboratofi navazovaly na referenéni materialy vy$$iho

fadu, jak je zfejmé z nasledujiciho obrazku (i z vySe uvedené ukazky), ktery také asi nejlépe poslouZzi
pochopeni navaznosti.
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NAvVAZNOST

Definice Sl jednotky
Primdrni mérici metoda

Primarni kalibrator

Referencni méfici metoda

Mezindrodni védecké organizace

Referencni kalibrator Méf¥ici metoda zvolena vyrobcem

Pracovni kalibrator vyrobce Stala metoda vyrobce

Produktovy kalibrator vyrobce

Vyrobce IVD

Laboratorni rutinni méfici metoda
Rutinni vzorek
Kontrolni material
VYSLEDEK
Vzorku pacienta
Vzorku kontrolniho
Laborator

Primarni metodou je definovan primarni referenéni material, na ten se nakalibruje referenéni metoda, a ta je
nasledné zdrojem hodnot pro sekundarni referenéni material, ktery slouzi ke kalibraci rutinnich metod.
Referen¢ni metody spolu s referenénimi materialy také poskytuji data pro pfipravu kontrolnich materialt pro
vnitfni i vnéj§i sledovani jakosti/hodnoceni kvality rutinnich metod (viz dal). Utvar na obrazku vpravo svou
riznou Sifkou nahote a dole vyjadfuje nejistotu jednotlivych metod.

Poznamka: Misto pojmu metrologickd ndvaznost se ¢asto pouziva jednodussi pojem ndvaznost

Vysledky dosazené v riznych laboratofich riznymi metodami by pfi zajisténi metrologické navaznosti mély
pro stejny analyt poskytovat stejné vysledky (i kdyz, velmi pravdépodobné) s riznymi nejistotami.

Vyrobce pfistrojli, reagencii, diagnostickych souprav musi pro své vyrobky provést tzv. validaci, Cili ovéfit,

ze vyrobek vyhovuje zamysSlenému pouziti (napf. stanoveni hodnot konkrétniho analytu v krevnim séru

Clovéka). Namérfené hodnoty (u diagnostickych souprav jsou to napf. linearita, meze stanovitelnosti,

nejistoty apod.) jsou soucasti popisu daného vyrobku.

Zdravotnicka laboratof pak musi ovéfit (verifikovat), Ze uvadéné hodnoty jsou platné v konkrétnich

podminkach konkrétni laboratore.

Jedna se tedy v podstaté o (objektivni) potvrzeni faktu, Ze dana metoda splfiuje podminky na ni kladené

Napft.:

e je pouzita spravna analytickda metoda méfeni

e je pouzit spravny analyticky postup méfeni

e jsou zabezpecCeny takové podminky v preanalytické fazi, Zze je dosahovano spravnych a pfesnych
vysledk

e  jsou pouzity vhodné a vyhovuijici pfistroje

e je dostate€né spravné oSetfena postanalyticka faze méfeni — vhodny pocitacovy program apod.)
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3.5. Automatizace a jeji role v klinické chemii

O uloze mechanizace a automatizace v klinickych laboratofich byla jiz zminka v kapitole vénované
preanalytické a ¢astecné i postanalytické fazi laboratorniho diagnostického procesu. K témto pojmim
dluzno dodat jesté pojem dalsi, robotizace, coz je celosvétové uzivané slovo ptiivodem od ¢eského
spisovatele Karla Capka, ktery slovo ,robot“ pouzil v roce 1920 ve svém romanu R.U.R., a to jiz v ndzvu
(Rossum’s Universal Robots). Ma vyznam ,umély ¢lovék“ a v pojmu robotizace budeme hledat €innosti,
které kopiruji a nahrazuji ¢innost ¢lovéka. Pfikladem z klinické laboratofe muze byt ,ruka“ prenasejici
stojanky se zkumavkami z jednoho pfistroje do druhého, vozik, ktery se sam naviguje a dorazi s nakladem
na uréené misto apod. Oproti automatt vykazuji roboty jednu dulezitou schopnost: v kritické situaci maji
moznost volby, rozhoduji se.

Automatizace laboratornich procest zcela jisté zvysila kvalitu laboratorni prace. Uvadi-li se, Ze chybovost
lidské prace je asi 5%, pak zavedeni automat( snizuje tuto chybovost desetkrat, na hodnotu 0,5%, a to je jiz
vyznamny posun. Proto byla do této kapitoly vénované analytické kvalité zafazena i kratka zminka o

automatickych systémech pouzivanych v klinickych laboratofich.

3.5.1. Automatické analyzatory
Prvni laboratorni pracovisté, ktera zaCala vyuzivat automatické analyzatory, byla pracovisté klinické

biochemie.
Umoznil to

- vznik novych analytickych metod (bez agresivnich €inidel a postupl ztézujicich automatizaci, jako

jsou var, deproteinace, centrifugace aj.)
- rozvoj vypocetni a pfistrojové techniky.

V soucCasné dobé existuji automaty i pro postupy, o nichz se nepfedpokladalo, ze jsou automatizace
schopné: elektroforéza, heterogenni imunoanalyza, mo¢ova analyza pomoci diagnostickych prouzki,
mocovy sediment, krevni natéry a mikroskopie diferencialu bilé fady apod.

Automaty jsou pfistroje pracujici samostatné, autonomné [automatos, . = z vlastniho podnétu]. Jsou to
pristroje opatfené zpétnou vazbou, ktera ovliviiuje vstup. Jsou tedy schopny regulace a samostatné, Cili
autonomni prace. Rozvoj automatd byl umoznén rozvojem techniky a pocitacové védy.

Automaty ve formé automatickych (chemickych) analyzatort vstoupily do nasich laboratofi v osmdesatych
Iétech minulého stoleti (v ostatni Evropé v létech sedmdesatych, po¢atky jsou na konci padesatych let),

masivniho rozsifeni se doCkaly poCatkem devadesatych let. Rozvoj v tomto oboru stale pokraduje a pfistroje

tohoto typu zastaravaji relativné rychle (i kdyZ jsou pouzitelné pomérné dlouhou dobu — kolem 10 let).

3.5.2. Rozdéleni automatickych analyzatort

Prehled rozdéleni automatickych analyzatort
(Déleni prevzato z J.Racek a kol.: Klinicka biochemie)

nglfr"? Typ analyzatoru Princip déleni Typ analyzatoru
centrifugalni malé
Zpu'sob pritokové (kontinualni) Ml e a’rychlost stfedni
prace analyzatoru
diskrétni velké
optické systemy o o . batch mode
. Poradi provadénych testu
Princip elektrochemické systémy random access
méreni p——
kombinovane systemy Prostiedi v némz probiha (,mokré* analyzétory)
jednoucelové 2.0 ~Sucha chemie*
Pocet pro nékolik vybranych metod centralni
provadénych . Zafazeni v diagnostickém
metod mnohoucelove
ozl bed-side
kombinované

Pavel Nezbeda
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3.5.2.1. Déleni podle zplsobu prace

e centrifugalni
,Boom* téchto pfistroji zdanlivé pominul. Vznikly
Z potfeb kosmického vyzkumu — gravitacni pole je
vytvareno centrifugalni silou, rotaci. V téchto pfistrojich
tvofi pracovni prostor, ,kyveta“, ve kterém probiha
reakce, soucast rotoru/disku. Kyveta se sklada z nékolika
navzajem spojenych Casti, do kterych se pipetuje vzorek
a jedna pfipadné dvé reagencie. Ke vzajemnému spojeni
roztok(l a promichani dochazi po roztoéeni rotoru/disku
odstredivou silou. Svou roli hraji i sily kapilarni. Svételny
paprsek fotometru prochazi kyvetou zezdola nahoru, €i
opacné. Vlastni méfeni je velmi rychlé, nicméné je
mozno provadét vZdy jen jeden typ reakci (napf. stanovit
ALT, mocovinu nebo glukosu apod.), tj. pfistroj pracuije ,,po Piccolo Express
metodach® (batch mode). Pokusem o robotizovany
centrifugalni analyzator byl pfistroj MONARCH fy IL Instruments, ktery pouzival rotory na jedno
pouziti, vyuzival robotické prvky a diky propracovanému softwaru bylo mozno stanovit nékolik
analytti vedle sebe (odlozeni rotoru na inkubaéni misto a prace s druhym rotorem, poté navrat
k praci s ptivodnim rotorem atd.). Pokus vS8ak nebyl pfili§ uspésny. V sou¢asné dochazi k oziveni
centrifugalniho principu zejména v malych pfistrojich typu POCT, pro humanni i veterinarni
medicinu. Pfikladem muze byt maly chemicky analyzator Piccolo
Express od firmy ABAXIS, ktery ma k dispozici nékolik specifickych
diskd — panell de facto soubort, &ili Ize stanovit nékolik parametr(
soucasné (nikoliv ovdem jednotlivy parametr). BioChemistry Panel
Plus panel zmifiovaného pfistroje umoziiuje sou¢asné stanoveni
albuminu, alkalické fosfatazy, alaninaminotransferazy, amylazy,
aspartataminotransferazy, mocoviny, kalcia, kreatininu, C-reaktivniho
proteinu, gamaglutamyltransferazy, glukosy, celkové bilkoviny a
kyseliny mocové, tedy celkem 13 parametra.

Piccolo Express — rotor/disk

e pritokové (kontinualni)
V téchto analyzatorech prochazel vzorek a reagencie systémem hadicek, vzajemné oddéleny
vzduchovou
bublinou. Na
vhodném misté
doSlo k promichani
vzorku a reagencii
(oddélily se
vzduchové bubliny a
reagencie se
vzorkem prosly
spiralové sto¢enou
hadickou), ve
vyhfivané oblasti
k inkubaci (pribéh
vlastni reakce) a

fotometrii v pratokové Technicon AutoAnalyzer Il (AAIl)
kyveté_ Metoda anawzy Uveden firmou Technicon’ v roce 1972, dosud po celém svété pracuji stovky téchto pfistrojd,
mnoho z nich jesté s logem firmy Technicon®

se nazyva kontinualni
prutokova analyza
(CFA), pfipadné segmentovana pritokova analyza (segmented flow analysis, SFA). Zdokonaleny
zplsob se nazyva FIA, pratokova injekéni analyza (flow injection analysis), ktera je obdobna SFA,
ale do systému neni zavadén vzduch. Pfikladem (SFA) jsou pfistroje firmy Technikon Corporation.
Pristroj této firmy AutoAnalyzer byl prvnim automatickych analyzatorem, ktery byl pouZit v klinickych
analyzach, a to jiz v roce 1957 a zcela zménil dosavadni charakter prace. (Firma Technicon prodala
v roce 1980 tuto ¢ast své Cinnosti firmé Revlon, ktera o sedm let pozdéji u€inila totéz a prodala firmu
spole¢nosti Bayer. Vlastnikem této ¢asti Bayeru je v soucasnosti firma Siemens).
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3.5.2.2,

3.5.2.8.

diskrétni
Zde dochézi k oddélenému (Cili diskrétnimu) pipetovani vzorku a reagencii do reak&nich nddobek
(kyvet), k promichani michadlem a nasledné (po urcité
inkubacni dobé) fotometrii. Kyvety jsou bud

k jednorazovému pouziti a musi se proto do pfistroje

stale doplfiovat, nebo je pfistroj vybaven myci stanici,

kyvety jsou promyvany a opakované pouzivany. Jsou to
nejrozsifengjsi analyzatory a prikladem jsou napfr.
analyzatory firmy Hitachi (704, 717, 917, MODULAR),

Olympus (AU 400, AU 640, AU 2700, AU 5400), Abbott
(AEROSET, ARCHITECT) aj. Analyzatory Dade Behring
Dimension® pouZzivaji plastické kyvety na jedno pouZiti,

které si analyzator vytvari sam ze specialni félie; po zataveni

ABBOTT Architect c4000

slouzi soucasné jako snadno skladovatelny, pfepravovatelny a p |
spalitelny sacek s odpadem. Lgi
asgggggﬁ
v , . . vw ” & B _’z F,.F’ z.
Déleni podle principu méfeni g ; s _: j 'J g 50

optické systémy

Jsou nejcastéjsi. Principem je klasicka fotometrie v UV/VIS
oblasti, umoznuijici i turbidimetricka méreni. Moderni
analyzatory vétSinou maji moznost pracovat sou¢asné s minimalné dvéma vinovymi délkami
(bichromatické méreni), coz zpfesnuje analyzy

Meéf¥ici kyvety analyzatort
Dade Behring Dimension

elektrochemické systémy

Maiji za princip potenciometrii, amperometrii, konduktometrii apod. Tyto systémy umoziuji pracovat
bez ohledu na optické vlastnosti vzorku (hemolyza, zakal), tedy i v pIné krvi. Na elektrochemickych
principech pracuji analyzatory na stanoveni pH a parC|aIn|ho tlaku krevnich plynt (AB rovnovaha)
ale take stale ast&ji ke stanoveni koncentrace iontti (Na*, K*, CI') a ionizovanych frakci (Ca®*,

Mg "), prostiednictvim tzv. iontové selektivnich elektrod (ISE). ISE s imobilizovanym enzymem

v membrané tvofi tzv. enzymovou elektrodu, vhodnou ke stanoveni riznych substratl (glukosa — viz
kapitola 7. Glukosa, laktat, mo€ovina, kreatinin). Tyto elektrody byvaji ve velmi rychlych statimovych
analyzatorech (pro omezeny pocet zakladnich analyz). Analyzator tohoto typu provede z&kladni
vySetfeni z nékolika kapek krve b&hem nékolika desitek sekund (vétSinou do minuty).

kombinované systémy

Jsou velmi ¢asté — napf. vétSina modernich analyzatord
pracujicich na optickém principu obsahuje tzv. ISE-modul
pro stanoveni iontl na elektrochemickém principu.

integrované systémy
Kombinace biochemického a imunochemického
analyzatoru.

Déleni podle poétu provadénych metod Vitros 5600 Integrovany systém

jednoucelové
Provadéji jednu, vysoce frekventni metodu — typickym pfikladem jsou glukézové analyzatory

pro nékolik vybranych metod

Provadéji nékolik spole€¢né poZadovanych metod: napf.
acidobazické analyzatory, analyzatory iont, kombinace
acidobazickych analyzatord s iontovym modulem, analyzatory pro
soucCasné stanoveni glukosy, moc€oviny, kreatininu apod.

mnohoucelové

Selektivni vybér metod z nabidky nékolika desitek metod, ¢asto
Ize volit i druh analyz (biochemické analyzy, analyzy Iékovych
hladin, imunochemické analyzy apod.)

BIOSEN C-line Clinic
Analyzator glukdzy a laktatu
firma EKF Diagnostics
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3.5.2.4.

3.5.2.5.

3.5.2.6.

kombinované

Kombinované analytické systémy slozené z nékolika vySe uvedenych pfistroju, fizené pocitatem
z jednoho centra (napf. dva analyzatory s vykonem 1000t/hod poskytuji kombinovany systém

s vykonem 2000 t/hod.).

Déleni podle velikosti a rychlosti analyzatoru

malé: zpracovavaji do 300 testl/analyz za hodinu

stfedni: zpracovavaji zhruba 400 — 800 testl/h

velké: zpracovavaji nad 1000 testa/h, nékdy 2 i 3 tisicwe testl za hodinu, pfipadné i vice
Toto déleni je ovdem individualni a pouze pfiblizné

Déleni podle poradi provadénych testt

pracujici podle metod

Tzv. ,batch mode* analyzatory. Typickym pfikladem jsou centrifugalni (ale i jiné) analyzatory. U
v8ech vzorkU se nejprve zpracuje jeden typ analyzy, pak druhy atd. U téchto pfistroja je
predpokladem tzv. uzavrfeny prijem materialu a jsou problémy napf. se statimovymi vzorky

pracujici ,,po pacientech*

Tzv. ,random access” analyzatory, Cili analyzatory s nahodnym pristupem. Analyzator provadi
vSechny analyzy postupné pro jednotlivé pacienty, jak byly zadany pozadavky (napf. pro pacienta €.
1 - ALT, AST, BIL, GLUK, pro pacienta €. 2 — mocovinu, kreatinin, kyselinu mocovou atd.).
Nejrozsifenéjsi typ analyzatort

Déleni podle prostredi v némz probiha reakce

roztok

Prevazna vétSina analyzatord pracuje s roztoky reagencii, tj. reagencie jsou bud pfimo od vyrobce
v kapalné formé&, nebo se, napf. z praskovych ¢€i lyofilizovanych chemikalii, roztoky pfipravi
rozpousténim destilovanou vodou

»Sucha chemie® (dry chemistry)
Tento typ pfistroju vyuziva chemikalie imobilizované ve vrstvé celulézy zelatiny, kde po zvihceni
(vzorkem) dojde k vyvinu zbarveni, které je moZzno méfit reflexni (tj. odraznou — paprsek zbarvenim
neprochazi, ale odrazi se) fotometrii. Typickym pfikladem jsou reagencni prouzky pro analyzu mo¢i.
Existuji vSak i diagnostické prouzky pro stanoveni celé fady analyt( v pIné krvi pacienta (pracuje

s nimi napf. pfistroj REFLOTRON fy Roche Diagnostics). Firma Kodak vyvinula fadu vicevrstevnych
filmd uréenych pro klinicko-biochemické analyzy v séru; jednotlivé vrstvy slouzi k separaci, reakcim
pomocnym i kone€né reakci s vyvinem zbarveni. Tyto filmy se pouzivaji v analyzatorech EKTACHEM,
které tvofi celou vykonnostni fadu od malych po velké pfistroje. Prace s témito analyzatory je velmi
,cista“, s malym snadno spalitelnym odpadem, je vSak P

draZsi a filmy jsou vyvinuty pro omezeny, i kdyz Siroky, ==
okruh analyz

/,e.'/

= Upper slide mount

‘—Spraadi'\g layer
Reagent layer

Slovni¢ek pojmi k obrazku:

Mount podlozka, podpora, drzak Semipermeable layer
Upper horni Indicator layer
Lower dolni Support

Slide film, slide Lower slide mount
Layer vrstva

Spreading roznaseci, rozdélujici

Reagent reagencni

Semipermeable polopropustnd

Indicator indikacéni

Support podpora, opora

llustrativni ukazka konstrukce
vicevrstvého filmu (slide) fy Kodak

Pavel Nezbeda 3-15



Klinicka biochemie Kapitola 3. Analyticka faze

3.5.2.7. Déleni podle zafazeni v diagnostickém procesu
Analyzatory

e centrdlni
Analyzator umistény v centralni laboratofi a provadéjici podstatnou €ast rutinnich (pfipadné i
specialnich) analyz pozadovanych po laboratofi

e uldzZka pacienta
Men8i analyzatory jednoucelové, ¢i s omezenym
spektrem metod, na principu suché chemie nebo
na elektrochemickych principech umoZzaujici tzv.
bed-side diagnostics (diagnézu u lizka pacienta),
point-of-care testing (testovani, vySetfovani
v laboratornich koutech), near-patient testing
(testovani, vySetfovani v blizkosti pacienta)

Poznamka: Mezi vykonnostnimi parametry analyzdtoru je nékdy
uvdden i parametr WALKAWAY, coZ je doba, za kterou pristroj
provede maximadlné mozZny pocet analyz bez zdsahu obsluhy (tj. Reflotron Plus®
pristroj se maximdlné naplni, zadd se maximdlni pocet poZadavkd
a obsluha miZe” walkaway” — odejit, a vrdtit se aZ po této dobé,
kdy budou analyzy provedeny. Pak miZe doplnit reagencie...

atd.).

Pfenosny analyzator urceny do
ambulanci praktickych Iékard, pfipadné
k lGZku pacienta. Principem je ,sucha
chemie”. Fa ROCHE s.r.o.
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3.6. Nékteré vybrané analyzatory

Zde jsou na obrazcich ukazany nékteré (namatkou) vybrané analyzatory

Olympus AU5400
Dva analyzatory AU2700 tvofici vysoce
Beckman-Coulter AU480 vykonny kombinovany systém
Kompaktni, stfedné vykonny a spolehlivy,
rozsifeny analyzator s vynikajicimi ISE

Biochemické analyzatory ADVIA 1600 (Siemens) a Vitros 5,1 FS (Ortho-Clinical Diagnostics a Johnson-Johnson company)

—

‘ vrracﬁ’%"' s4|Fs

Chamistry

ADVIA 1600, vykonny automaticky analyzator firmy VITROS 5.1 predstavuje kombinaci ,,mokré” a ,,suché”
Bayer (dnes Siemens) svého ¢asu pomérné hojné chemie. Zakladem je plivodni EktaChem doplnény o
rozsiteny v CR mokrou chemii v ,mikro” provedeni (malé nadobky, malé
objemy)

Kombinované analyzatory Architect ci8200 (Abbott) vievo a Dimension® RxL (Dade Behring) vpravo

ci 82

-

: i“/
Dva spojené analyzatory — biochemicky
a imunochemicky; diky patentovanému
myti davkovacl lze pracovat s primarni Biochemicky analyzator
zkumavkou bez tvorby alikvotd s heterogennim modulem pro
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Klinicka biochemie Kapitola 3. Analyticka faze

Modularni analyticky sytém cobas® 6000 a Cobas (vlevo) a stolni imunochemicky analyzator Cobas e411 (Roche)

Biochemické analyzatory firmy Beckman-Coulter

PFedstavitel analyzatorti fady UniCel® DxC
fedstavitel analyzatoru fady Uni X Synchron LX systém

Analyzator firmy Siemens

=

nmal

|
i

-

Synchron CX systém Dimension Vista 1500 Intelligent Lab System
v sobé skryva 4 technologie
(ISE, fotometrie, nefelometrie, imunochemie)
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cvidence

Pristroje na bazi proteinové biocipové technologie firmy Randox
Vlevo Evidence® Investigator (poloautomat) a vpravo automaticky analyzator Evidence®

Podrobnosti o analyzatoru Evidence® Investigator Ize nalézt na odkazu:
http://www.randox.com/Evidence%20Investigator.php, kde si Ize stahnout i broZuru o biochipové technologii
pouZzité v tomto pfistroji.

Podrobnosti véetné videa k analyzatoru Evidence® http://www.selectscience.net/suppliers/randox-laboratories-
Itd/?complD=7614&u=62E1AFEQ-3EB2-46A2-852F-
E564D43E7F2E

A k analyzatoru Evidence Evolution:
http://www.selectscience.net/products/evidence-
evolution/?prodID=86723&u=62E1AFEQ-3EB2-46A2-
852F-E564D43E7F2E&techBID=116

Evolution je celosvétové prvni plné automaticky
imunochemicky sytém typu random access na
platformé biochipové technologie. Systém je schopen
provést 2940 testl za hodinu, pracovat v modu batch i
true random access a okamZity STAT. Systém je
napojitelny na perianalyticky modul s radiofrekvenéni
identifikaci vzorka.

Evidence Evolution

Prvni pIné automatizovana laboratorni linka Power Procesor Beckman-Coulter v Cechéach, v klinickych
laboratorich KlinLab s.r.o. v Praze (Immunotech a.s.)

Nejedna se o Uplnou automatizaci, ale o vysoky stupefi automatizace, ktery je z obrazkd patrny.

Realizace linky: firma Immunotech a.s.
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3.7. Nékolik poznamek k analytickym reakcim

3.7.1. Dvé dulezité analytické reakce v klinické biochemii

V klinické biochemii se muzeme setkat s analytickymi reakcemi riznych typ(, nicméné dvé z nich zaujimaiji
svym zplsobem vyznamné postaveni. Jsou to modifikovana Trinderova reakce a opticky ¢i UV test.

3.7.1.1. Modifikovana Trinderova reakce

V roce 1940 popsal Emerson vysoce citlivou barevnou reakci fenolti s 4-aminoantipyrinem v pfitomnosti
oxidacniho Cinidla, jejimz vysledkem jsou chinoniminova barviva. Jedna se zde o spojeni (kopulaci) dvou
Cinidel za oxida¢nich podminek, proto se tento typ reakce obecné nazyva oxidacni kopulace. V roce 1969
Trinder pouzil tuto reakci v usporadani, ve kterém jako oxidaéni €inidlo vyuzil peroxid vodiku rozlozeny
peroxidazou. Tato Trinderova reakce byva Casto, vzhledem k vySe uvedené skute€nosti, nazyvana
Emerson-Trinderovou reakci. Reakce se stala predmétem badani za ucelem zlepSeni jejich analytickych
vlastnosti. Pri této ¢innosti se doslo k zavéru, Ze misto prostého fenolu, je Iépe pouzit fenol substituovany,
napf. 4-chlor-3-methyl-fenol. Uspofadani se substituovanymi fenoly pak nesou nazev modifikovana

Trinderova reakce.
OH :‘:
N
+

N
HaC—\,~ H3C
3C N _—0 + 2H,0, N o
R
_ POD 2
HC NH, HsC /N
4_aminoantipyrin fenol O
O

chinoniminové barvivo

Na schématu je ,klasicka“ Trinderova reakce. Modifikovana

OH
Trinderova reakce by obsahovala misto fenolu napf. jiz oH
zminény 4-chlor-3-methyl fenol nebo 3-methylfenol (jak je tomu
CHs CHs
Cl

v pfipadé reagencii fy Erba Lachema, viz kap.7, str.7-2) apod.

4-chlor-3-methyl-fenol 3-methyl-fenol

PFi stanoveni konkrétniho analytu (glukosa, cholesterol...) pfedchazi Trinderové reakci oxidace tohoto
analytu za tvorby jeho oxidované formy a peroxidu vodiku a Trinderova reakce tak slouzi v podstaté ke
stanoveni H,0..

cholesterolu, které tvofi pfevazujici formu vyskytu tohoto analytu v séru/plazmé/krvi a jako takové by
oxidovat nesly, protoze oxidovatelna OH- skupina cholesterolu je vazana pravé v esteru.

Jakékoli vedlejSi/soutézivé reakce odcCerpavajici peroxid vodiku snizuji vytéznost (Trinderovy) reakce a
poskytuji falesné nizsi vysledky (napf. reakce s kyselinou askorbovou a nékterymi I&Civy).

Obecné schéma tohoto typu analytické reakce

analyt —- oxidovany analyt + H,0,
4-aminoantipyrin + substituovany fenol messssss——lie—-  chinoniminové barvivo
peroxiddza (POD)
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Vyuziti modifikované Trinderovy reakce

Stanoveni

glukézy (metoda GOD/POD) — kapitola 7, str. 7-2

kreatininu (enzymové stanoveni, barevny test) — kapitola 8, str. 8-7
kyseliny mocové (enzymové metody) — kapitola 8, str. 8-13
cholesterolu (enzymové metody) — kapitola 14, str. 14-4
triacylglyceroll (enzymové metody) — kapitola 14, str. 14-6.

3.7.1.2. Opticky/UV test

Tento typ analytické reakce vyuziva skute¢nosti, ze redukovana forma NAD/NADP ma jiné fyzikalné-
chemické vlastnosti nez forma oxidovana. Chemicky spravné zapisy téchto dvou nukleotidll vypadaiji takto:

Oxidovana forma Redukovana forma

NAD" NADH + H"
NADP* NADPH + H*

Pro stru¢nost byva nékdy formalné spravny, ale ponékud zdlouhavy zapis redukované formy nahrazovan
meéné spravnym, zato vSak rychlejSim (a mozna i pfehlednéj$Sim) zapisem NADH,/NADPH, (nékdy i pouze
NADH/NADPH) a zkratky nazvi oxidovanych forem se ¢asto pisi bez kladného znaménka.

Redukované formy, na rozdil od forem oxidovanych, absorbuji zareni o vinové délce 340 nm, absorp&ni
krivky téchto forem tedy budou mit rozdilny pribéh:

Prabéh absorpéni kfivky dvou forem NAD/NADP

Oxidovana forma
NAD/NADP

~
o .l

154 I

1.34

A

|
RV
094

Redukovana forma

/ NADH,/NADPH;
‘I
1
"

0.54

- l /

034 k /
- \/

a] U
— —

§ .8 ¢ 8 ¢ 58 5 ¢85 ¢ 8 e s s 5.8 86 8 ¢ 5 8 & ¢ 3 8 8 58

220 260 300 340 180 420 460 S00 540 580 620 650 700 740 780 820

<
~
(-
——
._\\-
e e
7

vinova délka [nm]

Lze si predstavit, Ze pfi preméné NAD(P) na NAD(P)H, v kyveté, kterou bude
prochazet zareni o vinové délce 340 nm, bude na vystupu pozorovatelny
narlst absorbance.

Pti preméné NAD(P)H, na NAD(P) tomu bude opacné.
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Zavislost nartistu absorbance pfi 340 nm Lze mé¥it rychlost priibéhu reakee, tj. zménu
na stoupajici koncentraci NAD(P)H absorbance za ¢asovou jednotku, &ili pomér AA/At,
0,600 ptresnéji AA/1 min.
Asg

0,500 VétSinou se méfi zména absorbance za 3 minuty a
déli se tfemi (pfi manualnim provedeni) nebo se

66 nastavi vhodny cas, resp. pocet méficich bodu

' v automatickém analyzatoru. Zde zélezi na

moznostech analyzatoru.

0,300

AA PFi opaéném pribéhu reakce ma graf opacény pribéh
0,200 - : (kfivka sméruje dol), princip méfeni vsak zlstava
At zachovan.

0,100
Podrobnosti jsou uvedeny dale v textu.

0'000 Ve s . v ’ . .

0 1 ) 3 4 5 Vyuziti tohoto typu reakce je znacné, jak vysvitne

. . . z dalSich ¢asti tohoto ucebniho textu.
¢as v minutach

3.7.2. Prubéhy analytickych reakci jsou dulezité

V této ¢asti textu jsou ukazany nejobvyklejsi formy ¢asového priibéhu chemickych reakci pfipadajici

v Uvahu v laboratofich klinické biochemie a zpUsoby jejich vyhodnocovani a zjisStovani vysledku.

Na jednoduchych grafech jsou znazorfovany reakéni koordinaty, tj. pribéhy zavislosti signalu/indikace
(nejCastéji absorbance) na €ase a principy vyhodnoceni.

3.7.3.1. End point

Reakce dosahne po urcité dobé koncového bodu (end point), kdy rychlost pfemény vychozich slozek na
produkty rovna se preméné produkti na vychozi slozky. V obecném schématu reakce se rychlosti v; a v,
sobé rovnaji: vy = V.

Vi
A+B — C+D
V2

MéFi-li se absorbance vznikajiciho produktu (vétsina pfipadl), pak od okamziku vyrovnani rychlosti se jeji
hodnota neméni. Méfi se hodnota absorbance dosazena v tomto koncovém bodu. ,Pfetazeni“ doby
inkubace neni rozhodujici, pokud vysledny produkt je stabilni.

Obrazek ukazuje jak mize napriklad vypadat
pribéh zavislosti absorbance na ¢ase
A Vv pfipadé reakce end point.

V pracovnim néavodu pro tuto metodu bude

0,5 uvedena, jak vyplyvéa z obrazku, napf. tato
0,4 formulace: ,Inkubujte 5 minut a zméfte
absorbanci roztoku pfi xxx nm"*.
AA za
03 5 &asovych ., o . S
jednotek Pozndmka: pfi kalibraci se vyndseji na osu x
02 hodnoty koncentraci analytu v kalibracnich
’ roztocich a na osy y hodnoty absorbance
01 namérené pro tyto jednotlivé koncentrace.
0 1 2 3 4 5 6 7 cas
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3.7.3.2. Kinetické méreni

Reakce probiha tak rychle, Ze je mozno za ¢asovou jednotku, nejéastéji 1 minutu, zaznamenat zfetelny
narust ¢i pokles absorbance. V anglosaské literatufe se nazyva tento zplsob méfeni rate (rychlost, ev.
pomeér). V grafickém znazornéni vypada princip méfeni takto:

Na obrazku je znazornéno méreni

A zmény absorbance (AA) v daném
pfipadé v tfiminutovém intervalu.
0,8 Zména absorbanc za jednu minutu
se ziska vydélenim namérené
0.7 zmény absorbance AAg, tfemi:
0,6
AA = AA3m/3
0,5
0,4 AAszm Podminkou pro tento zptisob
mérfeni je linearni pribéh zavislosti
03 absorbance na &ase. U kinetickych
02 meéreni enzymovych se toleruje
’ maximalné 15% odchylka od
01 < — linearity prabéhu.
3 min
o[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 .
_____________________________ » Cas

Poznamka: pri kalibraci se vyndseji na osu x hodnoty koncentraci analytu v kalibracnich roztocich a na
osy y hodnoty AA,,;,namérené pro tyto jednotlivé koncentrace.

3.7.3.3. Méreni v konstantnim case

Méfeni v konstantnim Case (v anglosaské literature fixed time) je podobné méreni kinetickému. Neméfi se
ale zména absorbance za jednu minutu, ale za urcity (konstantni) ¢as, napf. 10, 20 nebo 30 minut, tzn. od
¢asu ,nula“ do ¢asu ,10% ,20% ,30“...., méfi se tedy absorbance dosazena po urcité dobé. ,Pfetazeni”
inkubacni doby by vedlo k fale§né pozitivnim vysledkim, je tedy tfeba pfesné dodrzet inkubacni ¢as. Toho
se dosahuje napf. zastavenim reakce v konkrétnim ¢ase inhibitorem. Pfi analyze na automatickém
analyzatoru neni tfeba reakci zastavovat, analyzator presné méfi Casové intervaly.

0,6
0,5
0,4
0,3
A6m

0,2

0,1
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3.7.3.4. Dvoubodové méreni

Dvoubodové méfeni (v anglosaské literatufe two point, 2P) je obdobou méfeni v konstantnim ¢ase. Méfeni
nezacdina v8ak v Case ,0% tj. na poCatku reakce, ale az po uplynuti urcité doby, v méficim bodé P1.

A Na obrézku je zndzornéno méreni
06 absorbance (Apy.p,) Vv daném
’ pfipadé mezi casovymi useky
1 2-6.
0,5
0,4
Ap1-p2 P¥i pohledu na ilustraéni obrazek
03 je potreba si uvédomit, Ze pribéh
reakce v ¢ase nemusi byt takto
02 v linearni (jak je pozadovano pro
01 < > meéreni typu rate), ale Ize
dvoubodové méfit napr. reakce
P1-P2 typu end point.
ol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 .
_____________________________ » Cas

Dvoubodové méreni je obvyklé pfi analyze na automatickych analyzatorech, kdy prvni méfici bod (P1) se
obvykle ur€uje tak, aby méfeni absorbance probéhlo t&ésné po pfidani vzorku a druhy bod bud po urcité
dobé prubéhu reakce (fixed time), nebo po dosazeni rovnovahy (end point — viz nasledujici schéma).

A Pri tomto nastaveni metody
dochazi v podstaté k ,blankovani“
0,5 A zabarveni ¢i zakaleni vzorku a
neni pro tyto pfipady tfeba stavét
0.4 specialni ,slepy” (blank) vzorek.
o3 A p1p2 o 3 ] .
’ Tato uspofadani maji tu vyhodu, Ze
0.2 Ize odedist ,sérovy blank*, tzn.
Y vlastni zabarveni vzorku
0,1 biologického materialu. Vyznamné
P1 P2 napf. u stanoveni bilirubinu.
0 1___Zv_'3._.‘1____5_7_6'_'_7._.§__._9'_'_1.0_.___> Pozndmka: pri kalibraci metody se na osu x
vyndseji hodnoty koncentrace kalibracnich

roztokl a na osu y namérené hodnoty
absorbance (v daném prikladu Ap;.ps) pro
3.8.4. Vy€erpani reakéni smési tyto koncentrace.

Zde se nejedna o zplsob mérfeni, ale o asty Ukaz v denni praxi

klinické biochemie. Mlze se stat, ze béhem reakce dojde k takovému poklesu koncentrace soucasti Ci
soucasti reakéni smési, Ze reakce prestane probihat. Tento jev je obvykly zejména pfi enzymovych reakcich
(viz kapitola 12), kdy stanovovany analyt se muze vyskytovat v analyzovaném vzorku v takovém mnoZzstvi,
ze dojde k prekroceni katalytickych moznosti enzymu ¢&i ke spotfebovani substratu a k praktickému
zastaveni reakce.

A Reakce s koncentraci analytu v oblasti linearity metody by
méla probihat podle zelené ¢ary (pokles absorbance v ¢ase).
PFi vyrazném nadbytku napf. stanovovaného enzymu vsak
reakce probihd zpocatku vyrazné rychle a po kratké dobé
dochazi ke spotfebovani substratu a praktickému zastaveni
03 AAsm reakce. S ) .

Pokud bylo (kinetické) méreni nastaveno napf. mezi 2. a 5.
¢asovym Usekem (zelena Sipka) je ve skutecnosti namérena

0,5

0,4 N

o2 \ falesné nizka hodnota. Automaty maji funkce, které hlidaji
0,1 ™N tyto skutecnosti: napf. je limitovana rychlost zmény
\_1 AAs absorbance s ¢asem, je hlidana spodni (¢i horni) hranice
m (limita) absorbance apod.
0 1_ _ _% . _3. _ 4_1 o :_ o §_ ) _Z _ .E:ls Pti tzv. reflexnim retestovani automat posune oblast méreni,

napt. vtomto pripadé by to mohlo byt mezi body 0-1, tzn., Ze
zméri pocatecni rychlost reakce.

Pavel Nezbeda 3-24



Klinicka biochemie Kapitola 3. Analyticka faze

3.9. Dodatek

3.9.1. Vybrané pojmy a definice z metrologie

Méreni (VIM3) je proces experimentalniho ziskavani jedné nebo vice hodnot veli¢iny, které mohou byt
duvodné pfifazeny veliciné.

Poznamka: Od zacdatku je tfeba vzit na védomi, Ze kazdy védni obor md nejen svou terminologii, ale i ur¢ita slovni
spojeni a zpUsob vyjadfovani. Napf. v pravé uvedené definici je pod slovnim spojenim ,mohou byt diivodné prifazeny”
mozno tusit napf. skutecnost, ze jsme zméfrili néjaky délkovy rozmér (délka = jedna z veli¢in) a protoze jsme méfili
spravnym postupem a kalibrovanym méridlem, miZzeme zméreny vysledek (napf. 1, 35 m) opravnéné (tedy i
dlvodné) povaZzovat za hodnotu, kterou dana, mérena veli¢ina ma, Cili, jinymi slovy, jsme tuto hodnotu veli¢iné
priradili.

Velicina (VIM3) je fyzikalni nebo chemicka vlastnost jevu, télesa nebo latky, kteréa ma velikost, jez mize
byt vyjadiena jako Cislo a reference.

Poznamka I: reference = odkaz, odvoldvka, odvoldni, vztah, poukdzdni; timto odkazem muze byt napf. mérici jednotka
(2,0 mmol/l, kde ¢islo je 2,0 a reference je mmo/l), nebo postup méreni, referencni materidl ¢i jejich kombinace.

Poznamka Il: od pojmu ,fyzikalni nebo chemicka vlastnost...., ktera ma velikost” je treba odlisit pojem “jmenovita
vlastnost”, coz je vlastnost jevu, télesa nebo latky, kde vlastnost nemad velikost (pohlavi ¢lovéka, barva vzorku natéru,
barva pfi kapkové zkousce v chemii, poradi aminokyselin v polypeptidu apod.). Jmenovita vlastnost ma hodnotu,
kterd mize byt vyjadiena slovnég, Cislicemi, pismeny, Ci jinak. Pro jmenovité vlastnosti se nepouziva méreni. V této
souvislosti je vhodnéjsi pouZivat pojem ,vySetieni”.

Poznamka IlI: Velicina je Cesky vyraz pro latinské quantitas, mnoZstvi, pocet (odvozeno od quantum, tj. kolik, jak
mnoho). V angli¢tiné ma podobu quantity, kde latinsky pGvod je zfejmy (na rozdil napf. od némdciny, kde tu latinu neni
znat — messgrdsse, ale vyznam je stejny; francouzské vyjadreni grandeur zcela odpovida vyrazu v esting).

Mérici jednotka (VIM3), realnéa skalarni velicina, definovana a prijata konvenci, se kterou mize byt
porovnavana jakakoliv jina veli¢ina stejného druhu vyjadfenim podilu veli¢in jako Cisla. Zkraceny nazev je
jednotka, casto se pouziva v kombinaci s nazvem veliciny, napf. hmotnostni jednotka nebo jednotka
hmotnosti. Mérici jednotky jsou oznacovany konvenci pridélenymi nazvy a znaCkami.

Poznamka: ,podil veli¢in...” vlastné vyjadruje , kolikrat je méfici jednotka obsaZzena v namérené hodnoté veliciny”

Mezindrodni soustava jednotek (VIM3), soustava jednotek zaloZzena na Mezinarodni soustavé veli€in,
jejich nazvech, znackach, vcetné rad predpon a jejich nazvi a znacek, spole¢né s pravidly pro jejich pouZiti,
pfijata Generalni konferenci pro vahy a miry (CGPM).

Hodnotou veliciny (VIM3) se rozumi ¢islo a reference, které spole¢né vyjadiuji velikost veliciny.
Priklady: délka tyce 1,25 m, resp. 125 cm; hmotnost objektu 0,534 kg, resp. 534 g, teplota daného vzorku +18 °C.

Ciselna hodnota veliéiny (VIM3), &islo ve vyjadreni hodnoty veliginy kromé jakéhokoliv &isla slouziciho
jako reference.

Priklady: ve vyse uvedenych prikladech hodnot veliciny, jsou ¢iselnymi hodnotami veli¢iny Cisla 1,25/125; 0,534/534,
18. Je ziejmé, Ze Ciselnd hodnota veli¢iny v danych prikladech zavisi na méfici jednotce.

Referenc¢ni hodnota (veliciny) (VIM3): hodnota veli¢iny pouzivana jako zaklad pro porovnani s hodnotami
veli¢in stejného druhu.

Poznamka: Referencni hodnotou veli¢iny mlze byt prava hodnota veli¢iny mérené veli¢iny, nebo konvencéni hodnota
veli¢iny. Referencni hodnota veliCiny s pfidruzenou nejistotou méreni je obvykle poskytovana s referenci k materialu,
napf. certifikovanému referenénimu materialu, k zafizeni, napt. stabilizovanému laseru, k referen¢nimu postupu
méreni, k porovnavani etalony (standardy).

Odvozena veli¢ina (VIM3) je veli¢ina v soustaveé velicin definovana pomoci zakladnich velicin této
soustavy.
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Priklad: V soustavé velicin, kterd ma za zdkladni veliciny délku a hmotnost, je hustota odvozenou velicinou
definovanou jako podil hmotnosti a objemu (coZ je tfeti mocnina délky).

Dalsi odvozené veliciny: Plosny obsah, objem, rychlost, hustota, pomérnd hustota, sila, tiha, prdce, energie, vykon,
dynamicka viskozita, povrchové napéti, tlak, kmitocet, frekvence otaceni (otdacky), vinova délka, Avogadrova
konstanta, moldrni zlomek, molalita, elektricky ndboj, elektricky potencidl, kapacita, hustota elektrického proudu,
odpor (rezistance), elektrickd vodivost, aktivita, poloc¢as (pfemény), ozareni.

Odvozena jednotka (VIM3) , méfici jednotka pro odvozenou velicinu

Priklad: Kilometr za hodinu, znacka km/h je odvozenou mérici jednotkou rychlosti, ale mimo SI (nicméné jej prijatd pro
pouZiti s Sl). Tzv. koherentni odvozenou jednotkou rychlosti v soustavé Sl je metr za sekundu (m/s). Mol na metr
krychlovy (mol/m3 resp. mol.m’3) je koherentni odvozend jednotka Idtkové koncentrace.

Zakladni jednotka (VIM3), mérici jednotka, ktera je pfijata konvenci pro zakladni velicinu. V kazdé
koherentni (tj. souvislé, systémové, soudrzné, logické) soustavé jednotek (takovou je napr. Mezinarodni
soustava jednotek Sl) existuje pro kazdou zakladni veli¢inu pouze jedna zakladni jednotka.

Soustava jednotek (VIM3), soubor zakladnich jednotek a odvozenych jednotek, spole¢né s jejich nasobky
a dily, stanoveny v souladu s danymi pravidly pro danou soustavu velicin.

Poznamka: Koherentni soustava jednotek je soustava jednotek zaloZzena na dané soustavé velicin, ve které méfici
jednotka pro kazdou odvozenou velic¢inu je koherentni odvozenou jednotkou.
[koherentni = souvislé, systémové, logické]

Priklad: Soustava koherentnich jednotek Sl a vztah( mezi nimi. Uvédomme si, Ze Sl neplati aZ tak dlouho. Ti starsi
z nds se ucili jinou koherentni soustavu jednotek, a to CGS, tj. ,centimetr, gram, sekunda”, kde zdkladni jednotky jsou
zfejmé z ndzvu soustavy.

Mérena velicina je veliCina, ktera ma byt méfena..

Poznamka: veliciny lze chapat v obecném smyslu (délka, cas, latkové mnozstvi...) a v konkrétnim smyslu (délka
konkrétni tycky, koncentrace bilirubinu v konkrétnim krevnim vzorku). Measurand (mérena veli¢ina) je konkrétni
veli¢ina subjektu, ktery ma byt méren.

Priklady mérenych velicin (s ohledem na prostredi klinické biochemie): Idtkovd koncentrace, hmotnostni koncentrace,
katalytickd koncentrace, Idtkovd a hmotnostni zména aj. (elektrolytd, proteind, prvkd, metaboliti apod.).

Zde si je tfeba uvédomit skute¢nost, ze méreni, méfici systém a podminky za jakych je méreno, mohou
ménit jev, téleso nebo latku tak, Ze veli€ina, ktera je (pravé) méfena, se muze lisit od mérené veliciny jak je
definovana. V tomto pfipadé je nutno pouzit odpovidajici korekci.

Priklad: odmérné nddobi kalibrované na teplotu 25 °C ale vytemperované na teplotu mistnosti 23 °C bude poskytovat
vysledky, které je nutno korigovat na definovanou teplotu 25 °C; hodnoty namérené urinometrem je nutno korigovat
na pritomnost bilkovin, glukdzy apod.

Systém. Cesky vyraz pro systém je soustava. Z toho Ize intuitivné vytusit, Ze se jedna o souhrn prvkd, které
spolu néjakym zpldsobem souviseji tak, Ze tvori smysluplny celek. Systém je vymezen hranicemi, a to
hranicemi skute€nymi nebo myslenymi a oblast mimo tyto hranice se nazyva okoli. Systémem v dané
souvislosti mGze byt napfiklad organismus, pacient, organ, tkari, burika, chemicka latka. Systém studovany
v klinickych laboratofich mlize byt odvozen nebo pfipraven z biologického materialu.

Komponenta, Cili slozka, je definovatelna ¢ast systému. V odborném tisku se ¢asto misto pojmu
komponenta pouziva pojem entita.

Prikladem komponent mohou byt atomy, molekuly, ionty, radikdly, makromolekuly, fyzikdlni télesa (buriky, mikroby,
viry) atd.

Pavel Nezbeda 3-26



Klinicka biochemie Kapitola 3. Analyticka faze

Analyt je slozka vzorku stanovovana analyzou a uvedena v nazvu méfené veli€iny. Synonymem jsou
vyrazy analyzované sloZka a komponenta.

Priklad: stanovovanou slozkou/komponentou/entitou/analytem miZe byt napr. glukosa v plazmé, Cili P-glukosa,
vdpnik v séru, neboli S-Ca, amyldza v moci, tj. U-AMS apod.

Metodou méreni ¢i mérfici metodou se rozumi ,genericky popis logického organizovani ¢innosti pouZitych
pfi méreni, (VIM3).

Poznamka: Podle zplsobu zjistovani mérené veliciny lze rozeznavat mérici metody pfimé, nepfimé, absolutni a
relativni, kontaktni a nekontaktni, komparacni, kompenzacni a omezovaci, substitucni, diferencni, statické,
dynamické... Metody pfimé stanovuji veliinu pfimo podle definice méfené veli¢iny, vSechny ostatni metody jsou
nepfimé a jsou zaloZeny na znamém vztahu mérené veliciny k jinym veli¢indm, hodnota mérené veliéiny se zjistuje
vypoctem, odectenim z nomogramu, z grafu ¢i z tabulky.

Priklad: Pfimé méreni teploty teplomérem — hodnota mérené veliciny se odecte pfimo na stupnici méfidla, nepfimé
stanoveni odporu R kovového vodice zmérenim protékajiciho proudu I pri daném napéti U a vypoctem podle vztahu
R=U/I. Délku Ize stanovit absolutné, tj. vzhledem k jednotce, pfimo na stupnici méridla (ta uddvd ndsobek zdkladni
jednotky délky — metru), koncentrace se stanovuje (vétsinou) relativné, vzhledem k etalonu (standardu, normdluy).

V tomto pripadé uddva vysledek méreni ndsobek hodnoty standardu, na ktery bylo méridlo nakalibrovdno.

Postup méreni (VIM3), podrobny popis méreni podle jednoho nebo vice méricich principlt a dané metody
meéreni, zaloZzeny na modelu méreni a zahrnujici jakykoliv vypocet nutny k ziskani vysledku méreni

Vysledek méreni (VIM3), soubor hodnot veliciny pfifazeny mérené veli¢iné spole¢né s jakoukoliv
dostupnou relevantni (1j. podstatnou, ddlezitou) informaci. Je to hodnota ziskana mérenim. Relevantni
informaci muze byt napf. nejistota méreni (viz kapitola 4, str. 4-8).

Méridlo, mérici pristroj (VIM3), zafizeni pouzivané k méfeni bud’ samotné, nebo ve spojeni s jednim nebo
vice pfidavnymi zafizenimi. Konstrukce mériciho zafizeni vychazi z principu méreni.

Poznamka: zachazeni s méfidly (mimo jiné) upravuje zakon ¢. 505/1990 Sb., Zakon ze dne 16. listopadu 1990 o
metrologii.

Mérici systém (VIM3) , sestava jednoho nebo vice méfidel a ¢asto dalSich zafizeni, véetné jakychkoliv
Cinidel a zdroju, sestavena a prizptsobena k poskytovani informace pouzivané ke generovani hodnot

veliciny ve specifikovanych intervalech pro veli¢iny specifikovanych druhd. Jsou to tedy vSechny slozky,
které jsou zapotrebi k provedeni danych vysetreni. Mérici systém se mize skladat i z jediného méridla.

Poznamka 1: Preferovanym formatem IUPAC-IFCC pro oznacovani veli¢in v laboratorni mediciné je ,,Systém-Slozka;
druh veli¢iny”.

Poznamka 2: Nejistota méreni charakterizuje miru rozptyleni namérenych hodnot, tj. popisuje interval, ve kterém se
s danou pravdépodobnosti (napf. 95%), nachazi vysledek (podrobnosti jsou uvedeny v kapitole 4, na str. 4-8).

Kalibrace (VIM3): ¢innost, ktera za specifikovanych podminek v prvnim kroku stanovi vztah mezi
hodnotami veli€iny s nejistotami méreni poskytnutymi etalony (standardy) a odpovidajicimi indikacemi s
pridruzenymi nejistotami méreni a ve druhém kroku pouzije tyto informace ke stanoveni vztahu pro ziskani
vysledku méfeni z indikace.

Poznamka: Indikacemi se v definici rozumi hodnota analytického signdlu.

Etalon, standard méreni, standard, (measurement standard, etalon) (VIM3), realizace definice dané
veli¢iny, se stanovenou hodnotou veliciny a pfidruZzenou nejistotou méreni, pouzivana jako reference.
(srovnej téz text na str. 3-3, pomérna kvantitativni stupnice).

Nékteré priklady: vodikovd referencni elektroda s pridélenou hodnotou veli¢iny 7,072 a pridruZzenou standardni
nejistotou méreni 0,006; fada referencnich roztoku kortisolu v lidské plazmé, ktera ma certifikovanou hodnotu veli¢iny
s nejistotou méreni pro kazdy roztok; referencni materidl poskytujici hodnoty veli¢iny s nejistotami méreni pro
hmotnostni koncentraci kaZdého z deseti riiznych proteint
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Limit of detection — Lp, (VIM3), naméfena hodnota veli¢iny ziskana danym postupem méreni, pro kterou je
pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o nepritomnosti sloZzky v materialu B, pricemz pravdépodobnost
nepravdivého tvrzeni o jeji pritomnosti je c.

Poznamka: IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii)
doporucuje implicitni hodnoty pro B a & rovné 0,05. Odtud plyne pfiblizny vyklad vySe uvedené definice, Ze mez
detekce je takové mnoiZstvi analytu, které zajistuje, Ze chybnd interpretace vysledku bude 5%: 5% bude
pravdépodobnost, Ze toto mnozstvi ve vzorku nebude rozpoznano, 5% bude pravdépodobnost, Ze toto mnozstvi bude
detekovdno jako pfitomné ve vzorku, i kdyZ analyt ve vzorku pfitomen nebude. Jinymi slovy, pfi tomto mnoZstvi
analytu je 95% pravdépodobnost (= témér jistota), Ze vysledek bude spravné interpretovan — pritomnost i
nepfitomnost analytu budou (spolehlivé) rozpoznany. (implicitni = zahrnuty, obsazeny, ale nevyjadieny ptfimo)

Referenéni material, RM (VIM3), material dostatecné homogenni a stabilni, s referenci ke specifikovanym
vlastnostem, které byly stanoveny tak, Ze se hodi pro jejich zamyslené pouZziti pfi méreni nebo pri zkoumani
Jjmenovitych vlastnosti.

Poznamka: referencni material zahrnuje materialy ztélesnujici veliciny (lidska plazma bez pridélené hodnoty veliciny
latkové koncentrace latkového mnoZstvi cholesterolu, pouZivana jako kontrolni material preciznosti méreni) stejné
jako jmenovité vlastnosti (stupnice barev indikujici jednu nebo vice specifikovanych barev).

Validace (VIM3), ovéfovani, Ze specifikované pozadavky jsou pfiméfené pro zamys$lené pouZiti.

Priklad: postup méreni bézné pouZivany pro méreni hmotnostni koncentrace dusiku ve vodé, smi byt také validovdn
pro mereni v lidské plazmé.

Ovérovani, (verifikace, VIM3) poskytnuti objektivniho dikazu, Zze dana polozka splriuje specifikované
poZadavky.

Priklad: ovéreni, Ze pracovni postup (manudlni, v analyzdtoru) pro stanoveni urcitého analytu v lidském séru popsany
vyrobcem diagnostické soupravy plati také pro konkrétni podminky konkrétni laboratore

3.10. Nékteré odkazy mohou byt uzite€né

Velmi uziteny WEB o historii jednotek, definicich jednotek, pfevodu jednotek, atd:
http://www.converter.cz/index.htm

Databazi biologickych variaci Ize nalézt na adrese http://www.westgard.com/biodatabasel.htm.
Westgardova stranka je v dané oblasti veskrze uzite€nym zdrojem informaci .

Hlavnim pramenem informaci textu 3. kapitoly byl edukacni CD-ROM ,Metrologicka terminologie v klinické a analytické
laboratofi®, 2. pfepracované vydani, autort doc. Ing. Zbyrika Plzaka, CSc., RNDr. Bedficha Friedeckého, Ph.D. a RNDr
Josefa Kratochvila, ktery Cerpa (zejména) z tretiho vydani Mezinarodniho metrologického slovniku (VIM 3).

Dalsi uzite¢nou pomuckou byl edukacni CD-ROM ,Analyticka kvalita v klinické laboratofi“, od autori RNDr. Bedficha
Friedeckého, Ph.D. a RNDr Josefa Kratochvila.

Dale byla velmi uzZite¢nou pomuckou Technicka fyzika od dr. F. Nachtikala, 2. vydani, JCMF, Praha 1937.
Ddalezitym zdrojem byl i preklad Mezinarodniho metrologického slovniku z roku 2008 (VIM 3), uverejnény na strankach

Uradu pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi, dostupny na adrese:
http://www.unmz.cz/files/Sborniky%20TH/Terminologie %20v%20oblasti%20metrologie DEF.pdf

ROC analyza viz napf.: http://gim.unmc.edu/dxtests/ROC1.htm
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3.11. Kontrolni otazky a pokyny si projdéte

© 0o N o gk~ NP
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18.
19.

20.
21.

22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

Co je to metrologie?

Umite vyjadfit pojem ,méfeni“?

Vite co je veli€ina?

Vite co je to méfici jednotka?

Jaky je vztah mezi veli¢inou a méfici jednotkou?

Cim se li$i zakladni veli¢ina od odvozené veliginy?

Co je to stupnice? Jaké stupnice znate?

Jsou v CR zakonné i jiné méfici jednotky nez jednotky SI?

Ktera zakladni jednotka je nejvice uzivana v klinické biochemii? Které zakladni veliiny se tyka?

. Co je to systém? Které systémy obvykle pfipadaji v uvahu v klinické biochemii?

. Co si pfedstavite pod pojmem primarni vzorek?

. Umite popsat mérici sytém?

. Které c¢asti tvofi vysledek méreni v klinické biochemii?

. Prostudujte si pojem chyba. Co to je? Jaké chyby znate? Jak se to fekne anglicky?
. Zkuste svymi slovy fici co je kalibrace, pak svUj vyrok zkonfrontujte s definici.

. Je rozdil mezi pojmy etalon a standard?

. Co si predstavujete pod pojmem funkéni zavislost? Da se vyjadfit graficky? Pokud ano, jak byste

postupovali?

Co je to kalibracni faktor a co je to analyticka funkce?

Chépete rozdil mezi linearitou a pracovnim rozsahem metody? Nezapomerfite si k tomu precist
poznamku na str. 3-8.

Jak se provadi kalibrace? Dovedete si to pfedstavit prakticky?

Promyslete, jaky je rozdil mezi definitivni, referenéni a rutinni metodou méfeni. Promyslete riizna
hlediska.

Chépete rozdil mezi referenénim a certifikovanym referenénim materialem? Ktery z nich bude
drazsi?

Co je to metrologicka navaznost? Jak se to fekne anglicky?

Co je to validace?i A co verifikace?

Jaky je rozdil mezi mechanizaci, automatizaci a robotizaci?

Rozdélte automatické analyzatory.

Jaky je rozdil mezi Trinderovou reakci a modifikovanou Trinderovou reakci?

Jaky je princip UV testu?

Jaky je rozdil mezi méfenim end point, rate, two point a fixed time?

Ceho se tyka pojem vy&erpani reakéni smési?
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