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Moznosti eliminace interferenci u biochemickych vysetreni se

zamérenim na lipemické vzorky
Abstrakt

Predkladand bakalaiska prace se zabyva charakteristikou celkové biochemické
laboratorni analyzy pii stanovovani vySetfeni a moznymi laboratornimi chybami, které
mohou nastat. V teoretické ¢asti jsem popsala nejéastéjsi interference v lidském séru pii
biochemickém stanoveni. Je zde kladen diiraz na lipemické vzorky, u nichz se zamétuji

na eliminaci sérovych interferenci.

V soucasné dobé se pii této problematice vyuziva proces vycefovani. Nejptistupnéjsi
a technicky nejjednodussi je vyuziti vycefovaciho systému LipoClear. Tento systém by
mél umoznit vycefeni a nasledné méfeni i siln€¢ chyldéznich vzorkd a poskytnout
spolehlivé vysledky u fady analytti. V ptibalovém letdku systému LipoClear je znamo 19
analytd, pfi jejichZ stanoveni se nijak vyrazné nelisi vysledky ziskané analyzou ¢irych sér
a po pouziti LipoClearu. V klinickych laboratofich se rutinné stanovuje fada analytu,
ktera v ptibalové dokumentaci vyrobce neni uvedena a diky tomu laboratofi nezbyva, nez

si u¢innost v téchto piipadech ovéfit vlastnim experimentem.

V praktické ¢asti je zjistovano, zda tento systém je pouZitelny pfi stanoveni lipazy a C-
reaktivniho proteinu. Na analyzatoru Advia 1800 od spole¢nosti Siemens byly zméfeny
koncentrace vybranych analyti. Dale jsem vypocetla a srovnala vytéznosti a miru
ucinnosti z vymeéfenych hodnot koncentraci analytti pied a po vycefeni lipoproteint

systémem LipoClear.

Cile prace byly dle o¢ekavani naplnény a bylo potvrzeno, ze lipaza lze stanovovat, ale

CRP nikoliv.

Kli¢ova slova

Chylézni (lipemické) sérum; preanalytickd ¢ast analyzy; vycetovani; lipaza; C-reaktivni

protein



Possibilities of elimination of interferences in biochemical examination

with a focus on lipemic samples

Abstract

This bachelor thesis deals with the characteristic of the overall biochemical laboratory
analysis in determining the examination and possible laboratory errors that may occur. In
the theoretical part, I described the most frequent interferences in human serum at
biochemical determination. There is emphasis on lipemic samples, where I focus on the

elimination of serum interferences.

At this time, the process of cleansing is being used in this issue. The most accessible and
technically simplest is to use the LipoClear Cleansing System. This system should allow
clearing and subsequent measurement of highly chylosable specimens and provide
reliable results for a range of analytes. There are 19 analytes known in the LipoClear
package insert, which do not differ significantly in the results obtained with clear serum
analysis and LipoClear. Clinical laboratories are routinely determined by a number
of analytes, which are not listed in the manufacturer's package leaflet, leaving the

laboratory free to check their efficacy in these cases by their own experiment.

In the practical part, it is determined whether this system is applicable to the determination
of lipase and C-reactive protein. On the analyser Advia 1800 from Siemens the
concentrations of selected analytes were measured. I further calculated and compared the
yields and efficacy rates from the measured values of analyte concentrations before and

after lipoprotein cleansing by the LipoClear system.

The goals of the work were as expected, and it was confirmed that lipase can be

determined, but CRP does not.

Key words

Chylose (lipemic) serum; the pre-analytical part of the analysis; cleansing; lipase; C-

reactive protein
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UvVOD

Vybérem tohoto tématu bych rada v teoretické ¢asti poukéazala na problematiku tykajici

se preanalytickych chyb u biochemickych vySetieni a jejich moZzného odstranéni.

V odbornych textech je uvadéno, Ze mnozstvi preanalytickych chyb predstavuje celkove
50— 70 % vSech chyb pfi laboratornim vySetfeni. Pravé v této ¢asti laboratorniho
vySetfeni se vyskytuji divody, pro¢ k interferencim a zejména k chylozité (lipémii)

dochazi.

Dale se bakalai'ska prace bude zaobirat pfedevsim endogennimi interferencemi v lidském
séru, jakymi jsou hemolyza, ikterita a lipémie (chylozita). Blize se budeme zajimat
o lipémii u konkrétnich biochemickych vySetfeni, kde bude proveden vycefovaci
experiment systémem LipoClear, v némz budou hrat roli analyty — lipaza a C-reaktivni
protein. Vyrobce této metody uvadi v piibalovém letaku vytéznost C-reaktivniho proteinu
pouhych 9 %, naopak lipdza uvedena neni, takze je zde mozZnost pokusit se ovefit si

pravdivost a pouzitelnost téchto méfeni.

Diivod vybéru téchto analytl je ten, Ze jsou pozadovany lékaii jako jedny z prvotnich

dilezitych vysetieni z hlediska klinického vyznamu.

Cilem teoretické ¢asti bude popis nejcastéjsich interferenci pii biochemickém stanoveni
s dirazem na lipémii. Bude popsan princip stanoveni a klinicky vyznam vybranych

analytl, u kterych bude sledovana pouzitelnost systému LipoClear.

V praktické casti bakalaiské prace bude proveden experiment vycefovaci metody pii
pouziti systému LipoClear. Ugelem bude zjiiténi pouZitelnosti této metody na vzorcich

sér pacientd pro konkrétni biochemické vysetieni.



TEORETICKA CAST

1  Biologicky material

V klinickych laboratotich je pfevazné vysetfovana krev, hlavné plnd, nesrazliva krev,
krevni sérum a krevni plazma. Dale jsou to vzorky moce, nativni nebo sbirané za urcité
casové obdobi, méné Casto punktaty, mozkomisni mok, zfidka sliny, Zalude¢ni obsah

a stolice. Bakalafska prace bude zamétena na interference v lidském séru.

1.1 Krevni sérum

Krevni sérum je Cira, nazloutla tekutina, bez bunéénych element, ziskana centrifugaci
z plné srazlivé zilni krve. Zkumavka srazlivé krve se nejprve necha po dobu 30 — 45 minut
odstat, aby doslo ke koagulaci krve. Za béznych podminek je sérum nazloutla tekutina,
vzhledem podobné krevni plazmé, ale s rozdilnym slozenim. Neobsahuje fibrinogen, coz
je protein, Ucastnici se koagula¢niho srazeciho procesu, dale nékteré koagula¢ni faktory

(I, IT, VIII a XIII), které jsou spotifebovavany v prubehu srazeni (Trojan, 2003).

1.2  Krevni plasma

Krevni plasma je tekutd, mirn€¢ opaleskujici koloidni slozka krve, sestavajici se z vody,
organickych a anorganickych latek, zejména Zzivin, proteinti, hormont, elektrolyt
(minerald), a dalSich. Na rozdil od krevniho séra, plasma obsahuje fibrinogen. Nedilnou
soucasti krevni plasmy je piimés rozpusténych krevnich plyni (CO,, O2). Rozpad
erytrocytll v krevni plasmé ma za nasledek samotné zabarveni krevni plasmy do bledé

Zluta, a to diky piitomnosti vzniklych barviv (Trojan, 2003).

V lidském téle se vyskytuje ptiblizné 2,8 - 3,51 (40 - 45 ml/kg hmotnosti) krevni plasmy.
Z celkové extracelularni tekutiny predstavuje podil plasmy 25 % spolu s lymfou. Obsah
vody v plazmé ¢ini 91 - 92 %, zbytek jsou rozpusténé latky. Za fyziologickych podminek
je slozeni krevni plasmy neménné, vice nez 70 % plasmy se vyméni intersticidlni
tekutinou za 1 minutu. Jeji pH je 7,4 + 0,04, neboli [H'] 40 nmol/l. Osmolarita se
pohybuje v rozmezi 280 — 300 mOsm/l. Funkce plasmy nespociva pouze v transportu
latek mezi riiznymi organy a v nosicstvi krevnich elementd. Dal$i vyznamnou funkci je

regulace acidobazické a osmotické rovnovahy (Trojan, 2003).



2 VySetreni biologického materialu

Kdyz pacienta postihne urcitd nemoc, ¢i ma néjaké zdravotni potize, tak navstivi
prislusného 1ékare. Lékat stanovi diagnézu a navrhne, aby pacient podstoupil mimo jiné
i laboratorni vySetfeni k prikazu jednotlivych analyti. Lékat vypiSe pozadavky na
zadanku, zdravotni sestra dle pozadavki vybere vhodné odbérové zkumavky a jehly,

odebere pacientovi material a tento material se zddankou zasle do sjednané laboratofte.

2.1 Preanalytickd faze — mimolaboratorni

V celkové diagnostice hraje kli¢ovou roli pravé preanalytickd ¢ast vySetfeni. Jestlize
vznikaji chyby v preanalytické ¢asti, ma laboratot urcity podil zodpoveédnosti na jejich
odstranéni. Tyto chyby maji vyraznou incidenci, jak publikoval Bonini et al. z r. 2002 ve
svém ¢lanku. Uvedl v nich seznam dostupnych praci, které hodnotily laboratorni chyby.
Pise, ze v preanalytické ¢asti bylo v Sesti studiich odhaleno 31,6 — 75 % chyb. Carraro

(2007) se zabyval chybami ve statimovém rezimu, kde detekoval 61,9 % chyb.

Nejcastejsimi chybami v mimolaboratorni preanalytice byly nespravné zvoleni odbérové
zkumavky, malé mnozZstvi materidlu ve zkumavce, prazdné odbérové zkumavky, $patné

identifikace pacientli a chyby u pozadavku na jednotliva vySetfeni (Carraro, 2007).

Hlavnimi body pfi chybovani podle Hawkinse (2012) zahrnovaly nespravna zvoleni
vySetfeni, Spatné identifikace pacienta, chyby pii odbéru materialu, nevhodna zachazeni
se vzorkem a transport. Procentudlné to vychazelo na 46 — 68 % chyb z celkového

procesu.

Na pacienta plsobi fada nepfiznivych vlivli vici laboratornimu vySetfeni. Kdyz
pohlédneme na osobu pacienta jako takovou, uvidime ¢initele, kterym se d4 nebo neda
né&jak predchazet. Podle toho se rozdéluji na faktory neovlivnitelné a ovlivnitelné (Racek,

1999).
Neovlivnitelné faktory

® Pohlavi — ¢ili rozdily mezi muZzem a zenou jsou vykazujici u sloZeni krevniho obrazu,
kde kazdy ma jiné fyziologické koncentrace hemoglobinu nebo odlisné mnozstvi

cervenych krvinek (Racek, 1999).
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® VEk — zde jsou patrné rozdily v referen¢nich mezich mezi détmi a dospélymi. Déti maji
niz8i horni referen¢ni meze a napiiklad nachdzime u nich pozitivni dusikatou bilanci kvili
pritomnosti dusikatych kataboliti. Naopak vys$si aktivitu maji kyselé a alkalické fosfatazy
a také kvuli rychlejsi tvorbé kosti vyssi koncentrace fosforu, nez jako tomu je
u dospélych. Clearance kreatininu je vypovidajici pouze kdyz se bude brat v uvahu

i telesna hmotnost ditéte, v lepSim piipadée povrch téla (Racek, 1999).

® Rasa —u negroidni rasy bylo prokézano vyrazné¢ nizs$i mnozstvi granulocytd, neZ u rasy

bilé. Rasy se mezi sebou lisi i v koncentracich AMS nebo CK (Racek, 1999).

e Cyklické zmény — mohou byt ziejmé v pribéhu dne i mésice. Napiiklad koncentrace

kortizolu ptes den ¢i hormony v menstrua¢nim cyklu (Racek, 1999).

e Gravidita — pfi t€hotenstvi se v moci a krvi objevuje vys$i mnozstvi bilkovin. To
zapti¢inuje trofoblast, ktery iniciuje produkci i jinych latek. Také organy vyvijejiciho se
plodu vytvati tadu latek, jako napiiklad hormont hCG, transkripéni faktor SP-1,
glykoprotein AFP, placentarni ALP, estrogeny a dalsi. Ve tfetim trimestru se zvysuje
cholesterolémie. Koncentrace hemoglobinu se snizuje diky hemodiluci, coz ma za
nasledek zvyseni glomerularni filtrace, ktera dale ovlivni koncentraci urey a kreatininu

jejich snizenim (Racek, 1999).

e Dalsi nemoc — pokud zaroven u pacienta jsou i dal$i onemocnéni, o jejichz existenci
oSetfujici lékat zatim nevi a pacient se 1é¢i i u jiného lékare, ve vysledcich laboratorniho
vySetfeni se vyskytuji i dal$i odchylky od normalnich hodnot. Ptikladem muze byt
u chronické aktivni hepatopatie vyskyt vyssich koncentraci ALT a AST jako u infarktu
myokardu. Dal$im dikazem je u pacienta s revmatoidni artritidou pfirGistek koncentrace
CRP. Pokud jsou takto postizeni pacienti léceni s bolesti na hrudi pti podezieni na infekci,

je zde riziko Spatnych zavért (Racek, 1999).

e Biologicky polocas stanovované latky — je nezbytné za akutnich stavl pacienta zvazit
i biologicky polocas. Kdyz pacient trpi dlouhotrvajici deficienci a nevyvazenosti potravy,
je mu umoznéno uzit jakykoli bilkovinny negativni reaktant, napf. albumin, ktery ma
pomérné dlouhy biologicky poloc¢as. Oproti tomu transferin nebo prealbumin maji kratky
biologicky polocas a je vhodné je pouZit pii kratkodobych stavech. Pfi infarktu myokardu
se hodnoti aktivity enzymu a hladiny svalovych proteinti v séru. Pokud se zvoli nespravny

test, je mozné ziskat faleSné¢ negativni vysledek. Povédomi o latkdch a jejich

11



schopnostech se urcitou rychlosti vylucovat z t€la pacienta je prilezitosti ke spravnému
vyhodnocovani hladin 1éku a toxickych latek. Rik4 se tomu polo¢as eliminace xenobiotik

(Racek, 1999).

® 7Zpusob stanoveni referen¢nich hodnot — vyskytuji se pacienti, ktefi maji hodnoty kolem
referen¢nich rozmezi a ptitom jsou zdravi. Uvadi se, Ze jejich vyskyt je pfiblizné 5 %.
Lékat, kdyz vidi jakykoli vysledek mimo stanovena fyziologicka rozmezi, povazuje jej

za patologicky (Racek, 1999).
Ovlivnitelné faktory

o Fyzicka namaha — diky nadmérnému pohybu se ptesunuje tekutina z cévniho fecisté do
mezitkanového prostoru, pfitom dochazi ke zkoncentrovani krve a v séru se zvySuje
koncentrace celkové bilkoviny, latky s bilkovinou spojenymi, hemoglobin a hematokrit.
Pti pohybové aktivité se relaxuji svalové bilkoviny do krve - CK, AST, LD a myoglobin.
Jestlize pacient vykond kratkodobou fyzickou zatéz, anaerobni, klesa hodnota pH krve
a nariistd koncentrace laktatu. Dal$im piiklad nastava pfi tzv. ,,centralizaci‘‘ cirkulujici
krve, kde klesa clearance kreatininu a naopak stoupa moc¢ovina a do moci se vyplavuji
proteiny, erytrocyty a cylindrické valce. Zaroven se indikuje vyskyt sekundarniho
hyperaldosteronismu, ktery vykazuje snizeny pomér U-Na" / U-K'. Je ovlivnén
i metabolismus lipid, kde se snizuje koncentrace TAG v séru, zvySuje se HDL
cholesterol a volné mastné kyseliny. TéZ koncentrace glykémie roste, ale po spotifebovani
glykogenovych zdroju klesa az do doby, kdy se misto cukrti zaénou spotiebovavat lipidy
(télesny tuk) a vznika ketonémie a ketonurie. Jesté se pii vyssi fyzické aktivité¢ méni

hladiny hormont (Racek, 1999).

o Psychika a stres — hodné lidi se obava odbéru krve, operativnich vykontd nebo i jen
navstévy lékare. Pti stresu se vyplavuji hormony nadledvin (z klry i diené) a ovliviuji
metabolismus, zejména se zvysi hladina glykémie ¢i koncentrace volnych mastnych
kyselin. Také ledviny a GIT jsou vici stresu citlivéjsi, co se tyce jejich fyziologickych

funkei (Racek, 1999).

o Potrava, tekutiny a alkohol — jednak se po poziti potravy zvysuji hladiny lipoproteini
(viz podkap. 2.1.1 Vliv pfipravy pacienta na odbér), dale se v séru zvySuje mocovina
a kyselina mocova, zvysi se aktivita ALP pfi snézeni tucné potravy u osob s krevni

skupinou 0 Lewis pozitivni. Po jidle také klesa koncentrace fosforu. Co se tyka moce,
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pokud pacient pozije zeleninu ¢i ovoce, mo€ se stava zasaditéjsi, naopak kdyZ sni maso
atucnd jidla — moc¢ se okyseluje. U pacienta, ktery nedodrzuje pitny rezim, se krev
zkoncentruje a bude bohata na celkovou bilkovinu, zvysi se hemoglobin a hematokrit.
Alkohol ma za nasledek zvyseni TAG (to je popsano v podkap. 2.1.1), indikuje vyplaveni
jaternich enzymt (ALT, AST, GMT), zptisobi hypoglykémii a také porusi vylucovani
kyseliny mocové z ledvin (Racek, 1999).

o Koufeni — ma za nasledek zvySovani karbonylhemoglobinu a hladin thiokyanatanii
v krevnim séru. Kouficim pacientim je bezucelné vySetfovat zalude¢ni sekreci. Dopad
kuractvi na fadu laboratornich vysetfeni je malo vyznaény, procentudlné se tento vliv
pohybuje v rozmezi + 10 %. Pfikladem miize byt zvySeni fibrinogenu, hemoglobinu
a karcinoembryondlniho antigenu. Jesté je popsan vliv na hladiny teofilinu a jeho rychlost
pfemény v krvi. Déle koufeni pomoci volnych radikalti zvysuje oxidaci LDL a naopak

snizuje koncentraci vitamin C v krvi (Racek, 1999).

o Léky — vliv 1é¢iv se déli na dva zplisoby — prvnim je, Ze ovliviiuje pfeménu stanovované
latky (rychlost; spojovani na transportni bilkovinu), druhym zptisobem je, Ze interferuje

vlastni reakce (Racek, 1999)

o Operace — Pii operacnich vykonech je podédvano narkotikum, jehoz uc¢inkem mimo jiné
také ovliviiuje biochemické testovani. PoruSenim svalové tkané pii fezu a zaroven pfi
zhmozdéni se uvolnuji svalové bilkoviny (CK, AST, LD a myoglobin) jako tomu je
u pohybové zatéze. SoucCasné pied a pii zdkroku ma pacient stres a jeho hormonalni

odpovéd’ zvysi hladinu koncentraci bilkovin akutni faze (Racek, 1999).

Preanalyticka mimolaboratorni ¢ast analyzy nezasahuje do vlastni analyzy biologického
materialu. Jednd se o pfipravu pacienta k odbéru vzorku, samotny odbér vzorku, zapis
identity pacienta na vzorek, faze pokracuje transportem do laboratofe, kde konci
predanim materialu se zddankou odpovédnému laboratornimu pracovnikovi (Dastych et

al., 2015).

2.1.1 Vliv pripravy pacienta na odbér

Existuje mnoho faktord, které maji v preanalyze vliv na vysledek laboratorniho vySetfeni.
Proto musi byt zajisténa prevence téchto preanalytickch chyb, jejich monitorovani

a postupné opravovani (Dastych et al., 2015).
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Pacient by m¢l byt poucen, jak se chovat ptfed odbérem vzorku. Standardné se uvadi

provadeét odbér rano po probuzeni a nalac¢no. Déle:

e Je nutné, aby byl pfed odbérem la¢ny. Pokud by nedodrzel hladovéni, v krvi se
objevuji zvySené hodnoty glykemie a triacylglycerola.

e Nem¢él by vykonavat vyssi fyzickou zatéz, tzn. vyhnout se posilovani, cyklistice,
béhu, atd. Tito pacienti mohou mit zvySené hodnoty myoglobinu, AST, CK.

e M¢l by se vyvarovat poziti alkoholovych napoji. Nasledkem je opét zvySeni
triacylglycerolti a moznost docileni k chyloznimu séru, coz bude rozebrano pozdéji

(Dastych et al., 2015).

2.1.2 Vlastni odbér vzorku

Kazdy pacient by mél pfed odbérem biologického materidlu podepsat informovany
souhlas. Pouh¢ poskytnuti zdravotnické pomoci Iékafem nebo zdravotnim pracovnikem
nestaci. Aby se zabrdnilo protipravnimu jednani, byl vytvofen informovany souhlas.
Informovany souhlas je svobodny a zahrnuje souhlas pacienta k poskytnuti Iékatské péce,
coz je podminkou k poskytnuti pomoci Iékafem a zaroven je ve shodé lege artis (Zakon

¢.372/2011 Sb. o zdravotnich sluzbach...).
Odbér venozni krve

Nejcastéji je provadén odbér z mista loketni Zily. Pfi odbéru zaleZi na poloze pacienta.
Pokud je pacient ve vertikalni poloze, v téle se presouva tekutina z intravazalniho
prostoru do intersticidlniho. V této situaci dochdzi ke zvySovani koncentraci hematokritu
a vysokomolekularnich latek (a latek na n¢ vazanych) v krvi az o 10 — 15 %. Vhodng&jsi
variantou je odbér v horizontalni poloze — vleze, avSak nejpocetnéji je odebirana krev

vsedé (Racek, 1999).

Dalsi soucasti odbéru je i nutna dezinfekce ktize pied odbérem. Alkoholovy dezinfekéni
prostiedek zkresli vysledek vySetfeni koncentrace alkoholu v krvi, takze koncova
hodnota muize vykazovat falesnou pozitivitu. Jestlize se potka i malé mnozstvi krve

s dezinfek¢ni latkou, ktera bude povrchové aktivni, dojde k hemolyze krve (Racek, 1999).

Stazeni a tzv. cvieni pazi by nemélo byt dlouhé, jelikoZ pfi tomto aktu se premistuje
tekutina z cévniho fecist¢ do intersticia, kde, jak uz bylo popsano, se zvySuje koncentrace

vysokomolekularnich latek v odebrané krvi. Udava se, Ze az o 10 %. Ve stazené pazi
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dochdzi i k anaerobnimu metabolismu a jako reakce se projevi acidéza. Zvysi se hladiny

laktatu a kalia az 0 20 %, aktivita CK az o 10 % (Racek, 1999).

Pokud zdravotni sestra vyvine ptilisny podtlak pfi nasavani krve do odbérové zkumavky,

sméfuje tim k mechanické hemolyze (Racek, 1999).

Odebirani krve pacienta ze zavedené jehly v dob¢, kdy mu kape infuze, ¢i z kanyly, ve
které je tzv. heparinova zatka, je povazovano za nejvétsi chyby, pokud neni odpusténo
dostate¢né mnozstvi krve pied jejim naplnénim do zkumavky. Jestlize se tomu tak stane,

je nutnost pouziti jiné zily (Racek, 1999).
Odbér arterialni krve

Arteridlni krev se ziskava punkci arterie a pomoci kanyly. Slouzi k analyze krevnich
plynt (O, CO») a acidobazické rovnovahy (ABR). Je velice dilezité provadét odbér za
anaerobnich podminek. Arteridlni krev se odebirda do stiika¢ky s antikoagulans
heparinatem lithnym a také do kapilary, ve které by se nemély pro spravnost vysledkt
vyskytnout bubliny. Ty by mohly zvysit vysledky pO» az o 5 kPa (Racek, 1999; Dastych
et al., 2015).

Arterializovana kapilarni krev mé nejvetsi vyznam pii odbéru dobie prokrvené periferni
krve. Vysledky odbéru krve zusniho lalic¢ku a arteridlni krve jsou témeéf stejné ve
srovnani s nabérem z prstu, ktery byl dobfe prokrveny - zde nalézame pO: nizsi

az o nékolik kPa, nez pii odbéru z tepny (Racek, 1999).
Odbér kapilarni krve

Kapilarni krev se vyuziva ke stanoveni glykémie, pficemz se piidava NaF, aby se

zabranilo enzymové glykolyze (Dastych et al., 2015).

Kapilarni krev je odebirana z prstu. Zde se muize vyskytnout problém hemolyzy. Ta
vznika pfti del§im styku krve s dezinfek¢nim ¢inidlem, anebo pokud zdravotni sestra ptili§
vytlacuje krev z mista vpichu, a diky tomu dochdzi s nafedéni krve tkanovym mokem

(Racek, 1999).

2.1.3 Transport materidlu do laboratore

Dal$im krokem je nutnost odebrany materidl s pozadavky dopravit do pfislusné

laboratote. Uzavieny material je odnesen ¢i odvezen sjednanou osobou, nebo poslan
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potrubni postou. Potrubni poSta ma nasledujici nevyhody — rychlost patron, dobrzd’ovani,
nardZeni do stén potrubi, vibrace, atd. Nésledkem muze byt mechanické poskozeni
biologického materialu, vyskyt hemolyzy. Pokud se material musi transportovat z vétsich

vzdalenosti, je potfeba dbat na teplotu ptepravy a ¢as prepravy (Dastych et al., 2015).

Jak pise Friedecky (2010) ve svém c¢lanku, je nutno pouzivat k transportu termoboxy,
pfipravené vytemperovanim na pozadované teploty a také by v nich pfepravované vzorky

mély byt upevnény tak, aby se pfedchdzelo neprospéSnym narazim.

V zimnim obdobi je nutno ptfedchazet znehodnoceni materidlu zmrznutim a v letnich
meésicich prehfatim vzorkid. Dal$im parametrem je monitorovani ¢asu pirepravy a jeho
ucast na ¢asu odezvy laboratorniho vysetfeni. Doba odezvy (zkr. TAT = turne around
time) je Cas, za ktery musi byt zhotoven vysledek laboratorniho vySetfeni. Doba odezvy
se dale rozliSuje na laboratorni a celkovy. Laboratornim ¢asem odezvy rozumime dobu
od ptijmu vzorku po vydani vysledku laboratoii; celkovym ¢asem rozumime dobu od
odbéru biologického materidlu po vydani vysledku osetiujicimu lékati. Existuje jeste tzv.
roz§ifeny Cas odezvy, ktery udava dobu od odbéru vzorku po reakci oSettujiciho 1ékare
na laboratorni vysledek, ktery k nému dorazil. Podle druhu vySetfeni se stanovuje vlastni
TAT. Pro statimova vySetieni je TAT = 60 minut, glykemie a ABR maji TAT = 30 minut.
U ptipadt, kde nelze dodrzet ¢asovd omezeni pro transport vzorkl, je moznost plné
indikace analyzatorti pfimo u lizka pacienta — tzv. POCT (z angl. Point of care testing)

(Dastych et al., 2015).

2.2 Preanalytickd fize — laboratorni

Zacatek preanalytického procesu laboratorniho se odehrava v laboratofi, kde je
biologicky material s zaddankou piijat. Laboratorni pracovnik je povinen zkontrolovat
identifika¢ni udaje na zadance a na odbérové nadobce (zkumavce), a jestli souhlasi
zkumavka s pozadovanym vySetfenim. Na zaddance v papirové formée jsou udaje pacienta,
jeho rodné ¢islo, diagndza, kod pojistovny, pracovisté klinického 1ékate, denni pofadové
¢islo a dohromady s pozadovanymi metodami vneseny do laboratorniho informaéniho

systému (LIS) pocitace (Dastych et al., 2015).

Pokud je pozadovano vySetfeni ze séra nebo plazmy, je nutno provést centrifugaci

zkumavek s plnou srazlivou nebo nesrazlivou krvi (Dastych et al., 2015).
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Takto zcentrifugovany vzorek je oznaen Stitkem s carovym kodem, rodnym cislem,
jménem pacienta, datem piijmu, dennim pofadovym cislem, typem biologického
materialu a mistem ¢i piistrojem, kde bude vzorek analyzovan. V piipad¢, kdy ma pacient
vice druhti zkumavek na dal$i vySetieni, jsou opatfeny stejnymi Stitky s pripadnymi

alikvoty (Dastych et al., 2015).

Chyby, které vznikaji v laboratorni preanalytické ¢asti, ¢ini 3 — 5 %. Jsou to omyly pfi
ttidéni vzorkd, alikvotovani, pipetovani, oznacovani S§titky a chyby v centrifugaci

(Hawkins, 2012).

Preanalyticka ¢ast laboratorni analyzy konci vloZzenim analytickych vzorkl do pfistroje,

eventualné zahdjenim manudlni analyzy (Dastych et al., 2015).

2.3 Analytickd fdze

Analytickym procesem rozumime zpracovani vzorku v analyzatoru nebo manudlné. Pro
spravnost a piesnost vysledkil je potfeba se drzet predepsanych zasad a pokynl pfi
vykonavani laboratorni prace. Jde o oblasti logistické, analytické a technické. Oblast
logistickou zahrnuje zachdzeni a uchovavani vzorku ptred analyzou, skladovani
a dohlizeni na spravné pouzivani reagencnich setd. Analytickd oblast se sklada
z korektniho pribéhu reakce, interni kontroly kvality, vyhodnocovani, kalibrace
a kontrolovani analyz reak¢nich systémi. Posledni oblasti je technickd, ktera sestava
z bezchybného technického stavu piistroji, pravidelnych udrzeb a z monitorovani

spravného chodu analytické piistrojové techniky (Dastych et al., 2015).

Laboratof je odborné pracovisté a k vykonavani vySetfeni musi byt zptisobila. Aby takto
mohla fungovat, musi laboratorni metody za urcity casovy usek prochéazet validaci, jak
od IKK, tak i od EKK. Cesky institut pro akreditaci se idi podle evropské normy ISO
(z angl. International Organization for Standardization = mezinarodni organizace pro
normalizaci) ¢islo 15189 z roku 2013 v ¢asti 3.26: Zdravotnické laboratore — pozadavky
na kvalitu a zpiusobilost, dle niz pod pojmem validace je potvrzeni prostfednictvim
experimentli objektivnich dikazi, Ze pozadavky na zamyslené pouziti jsou splnény

(Jabor et al., 2013; Dastych et al., 2015).

Validita neboli analytickd spolehlivost provedeni nékterého testu jesté nic neurcuje o

jeho vypovédi. Pro stanoveni diagnézy je doporuc¢ené vyuziti dalSich charakteristik, a to
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specifitu testu (ST), citlivost testu (CT), prediktivni hodnotu pozitivniho vysledku (PH")
a negativniho vysledku (PH"), a (UT) u¢innost testu (Masopust, 1998).

Analytickd faze laboratorniho vySetfeni zodpovid4d za nejmensi cetnost chyb. Bonini
(2002) uvadi 13,3 az 31,6 % analytickych chyb, pfi statimovém rezimu je jich 15 %
(Carraro, 2007). Carraro (2007) téz ptisel na to, Ze nahodné chyby méteni byly 7x méné
Casté nez systematické chyby, které nebyly determinovany. Studie, kterou sestavil
Hawkins (2012), ukazuje 7 - 13 % chyb souvisejicich s poruchami analyzatort

a s lidskymi omyly.

Analytické znaky laboratornich metod udédvaji vykonnostni parametry v postupu meéteni.
Mezi tyto znaky patii — opakovatelnost, presnost, vychyleni (bias), pracovni rozsah, mez

detekce a mez stanovitelnosti (Dastych et al., 2015).
Dalsimi dtlezitymi znaky jsou analyticka specificnost a analyticka interference.

Analyticka specifi¢nost je definovana jako schopnost metody nebo postupu stanovovat
vyhradné¢ méfenou veli¢inu. Hodnoti se jako stupeni vlivu jinych interferenci, nez
métenych komponent (slozek) a stupent matricovych vlivi na vysledky méfeni, neboli na
vystupni signal. Jako problém pfi vyhodnocovani signalu je uvedeno eliminovani vlivu
Sumu. Intenzitou vystupniho signdlu je obecné funkci mnozstvi slozky ¢i analytu.
Zavislost signalu na obsahu interferujicich, doprovodnych slozek vzorku c;i je nezbytné
eliminovat nebo alespon v co nejvyssi mite redukovat (Carraro, 2000; SEKK.cz; Dastych

et al., 2015).

Analyticka interference je systematickd chyba méfeni zplisobend analytickym
interferentem. Analyticky interferent ovliviiuje méfenou veli¢inu, ktera zaptiCinuje
prirastek ¢i pokles odezvy (signalu), tzn., Ze mohou zvysit ¢i snizit naméfenou hodnotu
analytd, indikovanych méficim pfistrojem. Interferent sdm o sob&é nemusi byt zdrojem
meéficitho systému. Tyto systematickd chyby se laboratofe snazi eliminovat nebo
korigovat. Interference se vyjadiuje hodnotou vychyleni — bias. Bias obecné znazornuje
odchylku stfedni hodnoty od pfijaté referen¢ni hodnoty. Vysledek se udava predevsim

v procentech (Carraro, 2000; SEKK.cz; Dastych et al., 2015).

Interferenty pochazeji z exogennich a endogennich zdroji. Exogennimi interferenty jsou
drogy, 1éky; endogennimi jsou hemoglobin, lipidy, bilirubin, antikoagulancia a kiizové

imunochemické reakce (Carraro, 2000; SEKK.cz; Dastych et al., 2015).
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Ztizenim tzv. sérovych indexi umoznilo laboratofim vyjadfit stupen interferenci —
hemolyzy, ikterity a chylézy (lipémie) za pomoci natedéni vzorkl od pacientli

fyziologickym roztokem a nasledné stanoveni absorbance pii méfeni dvou vinovych

nm. Vysledné hodnoty sérovych indexli se stanovi konvertovanim uvedenych hodnot
odpovidajicimi faktory a viceméné souhlasi koncentraci v mg/dl. Rozpéti stanoveni
u hemolytického indexu je pak 5 - 1200, ikterického 0 - 60 a chylézniho indexu je
byt ovlivilovany, nalezneme v pfibalovych letadcich vyrobct reagencii (Trencanska,

2009).

2.4 Postanalytickd fize

Tato konecnd, postanalyticka faze je sloZena <cinnostmi zajiStujicimi premény
analytického vysledku na informaci podlozenou dikazy. Ziskané vysledky analyzy se
prenesou na médium, a to na papirové ¢i prostfednictvim online pfenosu do laboratorniho
informacniho systému (LIS), kde jsou uvolnény vytisténim pro zadatele. Nez se vysledky
vydaji, podléhaji validaci diky interni kontrole kvality, proces pokracuje kontrolou
spravnosti provedeni analyzy, s jejichz vysledky by méla uvedena diagnéza pacienta
korespondovat. Dale se kontroluji vysledky podle historie a posledniho vysledku
laboratorniho vySetteni, tzv. delta-check. Namétené vysledky se porovnavaji s ostatnimi

parametry, pfipadné se konzultuji s osetfujicim Iékafem pacienta (Dastych et al., 2015).

Riziko chyb v této fazi podle Boniniho (2002) studie se vyskytuje mezi 9 - 30,8 % ze
vSech chyb, coz neni malé mnozstvi. Carraro (2007) vypozoroval ze své studie ve
statimovém rezimu vySetfovani 23,1 % chyb. Nejcetnéjsi se v postanalytivké fazi
ukazovaly chyby pfi interpretaci vysledk. Méné cCastéji tomu bylo u prekroc¢eni doby
odezvy — TAT (Carraro, 2007). Hawkins (2012) se zabyval studiemi interpretace, kde
dochazelo k chybné nebo nedostate¢né validaci analytickych dat, odesilani vysledkt
$patnému adresatovi, chybovani pti ruénim piepisovani vysledku a ke Spatnému postupu
pti hlaSeni vysledkl v kritickych intervalech. Tyto chyby se vyskytovaly ve 13 — 20 %.
Dalsi chyby v naslednych krocich postanalyzy dle Hawkinse (2012) vystupuji
v piekvapivych 25 — 46 %. Patii mezi né¢ zmeSkanad ¢i zpozdéna reakce na hlaSeni
laboratote, opét chybnd interpretace, nepatficny nebo necely nésledny plan

a nerespektovani objednavek.
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Zanalyzovany biologicky materiél se po vySetieni uchovava po dobu stability pfislusnych
analytli, které je moZzno doordinovat. V naSem ptipadé sérum pro lipdzu a CRP se
uchovava v lednicce pii +2 az +8 °C po dobu 48 hod nebo pii -20 °C v mrazaku po dobu

nékolika tydnt (Laboratorni ptirucka CL Nemocnice Strakonice, a.s., 2017).
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3 Stav biologického materialu

Za fyziologickych podminek by mélo byt sérum (plazma) ¢iré, nazloutlé barvy. Vlivem

fady analytickych chyb a interferenci se sérum (plazma) méni a pro naslednou analyzu je
3.1 Hemolyza ve vzorku

Vzorky hemolytické krve se po centrifugaci o€ividné daji rozeznat od normadlni
fyziologické, a to diky zméné barvy séra (plazmy) docervena. Pfi¢inou je rozpad
erytrocytu s naslednym vylitim hemoglobinu a celkového obsahu do séra nebo plazmy.
Veétsinou k ni dochazi pfi nespravné provedeném odbéru, transportu nebo pii zpracovani

krve (Racek, 1999; Prochazka et al., 2013).

Viditelnou hemolyzu 1ze pozorovat od koncentrace hemoglobinu 300 mg/1, kde je sérum
(plazma) nartizovélé a se zvySujici se koncentraci hemoglobinu barva tmavne do ruda,
pricemz se zvySuje i stupenn hemolyzy. Tudiz Ize fici, Ze ¢im je stupent hemolyzy vyssi,

tim je barva intenzivnéjs$i (Guder et al., 2003).

Naésledujici obrazek €. 1 zobrazuje zvysujici se sled koncentraci hemolyzy v séru.

Minimal 20 1,000

50 100 250 500
Obr. 1: Hemolytické vzorky sér a jejich vizualni a koncentra¢ni rozdily (Zdroj: Ally, 2015)

Obréazek ¢. 1 ukazuje Skalu barev séra pti hemolyze, pfi které se koncentrace hemoglobinu

zvySuje. Koncentrace je zde udavana v mg/dl.

3.1.2 Rozdéleni hemolyzy

Hemolyzu lze rozdélit podle mist vzniku — in vivo a in vitro.

1) In vivo hemolyza vznikd v organismu pii hemolytické anemii anebo pfi

inkompatibilnich transfuzich.
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2) Cast&jsi formou je in vitro hemolyza, ta naopak vznikd mimo organismus. Rozliduje
se podle pti¢in vzniku — mechanickd, tepelnd, osmotické a chemickéd hemolyza.

e Mechanicka hemolyza: vznikd pti odbéru nasdvanim nebo vystiikovanim krve
jehlou, silnym tfepanim zkumavky, nadmérné silnymi otackami pii centrifugaci
¢i pred¢asnym sta¢enim a dlouhotrvajicim transportem nebo potrubni postou.

e Tepelnd hemolyza: pfi niZ je krev vystavena piilis nizké ¢i ptili§ vysoké teploté.

e Osmoticka hemolyza: je zplisobena i velmi malym mnozstvim vody ve zkumavce,
kde dojde k osmotické nerovnovaze mezi prostiedim a erytrocytem - v prostredi
s niz§im osmotickym tlakem voda vstupuje do erytrocytu, ten nabyva v kulovity
tvar a praska.

e Chemicka hemolyza: je nasledkem ucinku chemikalie na erytrocyt, zejména se
muze jednat o dezinfekéni prostiedek (Racek, 1999; Dylevsky, 2000; Guder et al.,
2003).

3.1.2 Vliv hemolyzy na biochemické analyzy

Hemolyza ovliviiuje vysledky fady stanoveni, mezi které patii napt. vySetieni ACP, ALB,
ALP, ALT, amoniaku, AMS, AST, BIL (konjugovaného i nekonjugovaného), K,
kreatininu, CK, Fe, GGT, LD, TnT a dalsich (Masopust, 1998; Racek, 1999; Prochazka
et al., 2013).

Vyvazany hemoglobin mé schopnost piimo zabranovat vyvoji chemickych reakeci.

Mechanismu téchto interferenci existuje nékolik:

e Prasknutim membrany erytrocytd se uvolni jejich obsah do extracelularniho prostoru
(séra, plazmy), pfi¢emz se zvysi koncentrace analytd, jejichZ koncentrace v erytrocytech
je vyssi, nez vséru ¢i plazmé. Pii tomto procesu dochdzi predevS§im ke zvySeni
koncentraci ALT, AST, LD, Mg, P a K". Hemoglobin ma také schopnost fedit, pfi niZ se
koncentrace naopak snizuji. Zde jde napf. o glukdzu, bilirubin, ALP, Na“a CI" (Racek,

2006; Benovska et al., 2010).

e Dalsim mechanismem muZze byt chemicka a fyzikalné-chemicka interference
analytické reakce volného hemoglobinu nebo jinych latek, vyplavenych z obsahu
prasklého erytrocytu. Hemoglobin se mize chovat jako pufr a ménit pH c¢inidla. To se

stava pti analyze ALB a ALP. Hb mutZe také ptisobit jako rozkladné ¢inidlo a tim snizovat
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vysledky analyzy BIL. Pii analytickych reakcich mé vliv také na koncentraci CK. (Guder
et al., 2003; Schneiderka et al., 2004; Racek, 2006; Benovska et al., 2010).

e Pii spektrofotometrické analyze Cervené zbarveni Hb neni Zadouci. Interference maji
za nasledek vyssi schopnost Hb absorbovat v oblasti vinovych délek jiz od 340 nm. V tu
chvili Hb za¢ina absorbovat zafreni a s tim souvisi ovliviiovani fotometrickych metod. Ku
ptikladu se uvadi koncentrace LD je 160x vyssi nez jeji koncentrace v plazmé, u Mg 3x
vy$3i neZz v plazmé& a u K' je jeho koncentrace 22x vy33i neZ v plazmé (Carraro et al,

2000; Lippi et al., 2006; Benovska et al., 2010).

Pti nalezu hemolytického vzorku in vitro je nejlepsim feSenim zazaddéani o novy odbér. Pti
in vivo hemolyze novy odbér nepomtize, jelikoz jde o Zivot ohrozujici poruchy (Jindrova

et al., 2012).

3.2 Ikterita ve vzorku

Ikterita séra nebo plazmy znamend, Ze se v krevnim fecisti vyskytuje vyssi koncentrace

bilirubinu — konjugovaného ¢i nekonjugovaného (Masopust, 1998).

Po centrifugaci se ikterické sérum (plazma) prezentuje svou intenzivni zlutou, Zluto
oranzovou az zlutohnédou barvou, zplsobenou rizné silnou koncentraci zlucového
barviva bilirubinu, jinak nazyvanou jako hyperbilirubinémii. Barva ikterického séra c¢i
plazmy je viditelnd od minimalni koncentrace BIL > 20 pumol/l, ktera je zaroveit horni

referen¢ni mezi u dospélého ¢loveéka (Masopust, 1998; Dastych et al., 2015).

Hlavni vznik bilirubinu je z hemoglobinu uhynulych erytrocytt v retikuloendotelovém
systému (RES) sleziny, jater a kostni dfené, dale z Hb prekurzori erytrocyti, rozloZzenych
pri své syntéze. Barvivo pii vyssich koncentracich zptsobuje zluté zbarveni kiize a sliznic
a nasledn¢ Zloutenku. Fyziologicky ma4 bilirubin krystalickou formu, je nestaly a vaze se
na albumin. Ve vod¢ se méné rozpousti a naopak v tucich snaz. Volny BIL se chova pro

bunky toxicky, ta se snizuje praveé vazbou na ALB (Masopust, 1998; Dastych et al., 2015).

Volny (celkovy; nekonjugovany) bilirubin se v jatrech enzymaticky spojuje (konjuguje),
pricemz vznikaji estery bilirubinu a kyseliny glukuronové — takto slouc¢eny se oznacuje
jako konjugovany (vazany; ptimy) bilirubin, ktery je ve vod¢ rozpustny a méné toxicky

(Masopust, 1998; Dastych et al., 2015).
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Obrazek €. 2 ukazuje rizné koncentrace bilirubinu v lidském séru a jejich barevnou

odlisnost.
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Obr. 2: Stupné bilirubinémie v lidském séru (Zdroj: Trencanska, 2009)

3.2.1 Vliv hyperbilirubinémie na biochemické analyzy

Pokud koncentrace volného bilirubinu piekro¢i 20 umol/l, za¢ne BIL prostupovat do
tkani, sliznic a kize a ménit jejich barvu. Cast bilirubinu se vylou¢i zlu¢i, druhd &ast
pokracuje do enterohepatalni cirkulace. Pouze nekonjugovany BIL je schopny pronikat
hematoencefalickou membranou, coZ ma za nasledek rozvoj toxické encefalopatie =

novorozenecké zloutenky (Masopust, 1998; Dastych et al., 2015).

Zbarveni do intenzivnich Zlutych odstini ma vliv na zvySovani absorbance v mistech

vlnovych délek 400 — 500 nm (Dastych et al., 2015).

V séru bilirubinové interference o mirn€é zvySenych koncentraci plisobi na stanoveni
kreatininu, ACP, TAG, cholesterolu, amoniaku a dal$ich. Pti vysokych koncentracich
BIL jsou ovliviiovany stanoveni CK, CK-MB, laktatu, amikacinu a DHEA. Jako tomu
bylo u hemolyzy, je potieba se fidit ndvody na jednotliva stanoveni od vyrobct reagencii

(Masopust, 1998; Racek, 1999).
3.2.2 Rozdéleni hyperbilirubinémi
K tomuto defektu v krvi dochazi ve vSech fazich transportu:

e Pii zvySené lyze Hb — zvySené i mnozstvi poskytovaného BIL jatrim, ty nestaci
zpracovavat a prenaSet BIL

e Pti snizené funkci odstraniovani BIL hepatocyty
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e Pii nizké schopnosti vyrabét konjugovany BIL = snizena funkce enzymu UDP-
glukoronatbilirubinglukosiduronattransferazy
e Pii poruse eliminovani BIL do kapilar zluci

e Pfi nasledném prostupovani BIL z kapilar do jaternich sinusoidti (Masopust, 1998)

Hyperbilirubinémie se deli podle toho, o jaky bilirubin se jednd — konjugovany

nebo nekonjugovany:
1) Pfevaha nekonjugovaného BIL

Zde spada pfemira geneze bilirubinu a jatra poté nestihaji vysoké koncentrace BIL
zpracovavat. Soucasné¢ lze nalézt i urobilinogen v moci. Jako piiklad sem patii
novorozeneckd Zloutenka, Gilbertliv syndrom, Crigleriv-Najjartiv syndrom a Luceytv-

Driscolltiv syndrom (Masopust, 1998).
2) Pievaha konjugovaného bilirubinu

Konjugovany BIL se vraci zpatky do krve z divodu uzavieni zlu€ovych cest, také putuje
i skrz filtraci glomeruly do moce. V piipadé, Ze uzaveér je zcela absolutni, BIL
neprostupuje do stiev a tim padem se neprodukuje vibec UBG, ktery barvi stolici do
hnédych odstinl, takze vysledna stolice bude mit svétlé zabarveni. Neprichodnost
zlu¢ovodu muize byt zptisobena kamenem ¢i nddorem. Uvedenymi piiklady mohou byt
primarni  bilidrni  cirhéza, Rotorltv  syndrom, Dubin-Johnsoniiv ~ syndrom
a hyperbilirubinémie bez uzavieni zluCovych cest, zpisobené léky — cholestaza

(Masopust, 1998; Schneiderka et al., 2004; Racek, 2006).
3) Hyperbilirubinemie smiSené

Hyperbilirubinémie smisené vznikly v kombinaci volného i vazaného BIL z vicera pticin.
Jsou zde poskozené hepatocyty, u nichz doslo k chybé pii vychytavani BIL a jeho
spojovani, dale i k porucham exkrece konjugovaného BIL do Zluc¢e. Nasledkem toho jsou
v krvi k nalezeni vy3si koncentrace obou BIL a také konjugovany BIL s UBG v moci.
Tyto poruchy se vyskytuji u pacientd z uzivani drog, alkoholu, 1ékt ¢i jinych jedd, dale
u nemocnych, postizenych virovymi hepatitidami (Schneiderka et al., 2004; Racek,

2006).
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3.3 Chylozita ve vzorku

Chylézni (lipemické) sérum ¢i plazma souvisi s obsahem lipidt (Racek, 1999).

Obecné lipidy jsou nerozpustné ve vode, takze aby se mohly s vodou misit, je nutné, aby
byly navazény na jiné Castice — na bilkoviny apoproteiny, jejich spojenim vznikaji

-----

rozde¢leni na jednoduché a slozené lipidy (Zima et al., 2007).

A) Jednoduché lipidy — jsou estery vyssich MK a alkoholu (glycerolu), patii sem
cholesterol, estery cholesterolu, TAG, monoacylglyceroly a diacylglyceroly (Masek et
al., 1973; Racek, 1999; Zima et al., 2007).

B) Slozené lipidy — maji navic jes$té¢ jednu funkéni skupinu (pt. zbytek kyseliny
fosforecné); patii sem fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny (LDL, VLDL, IDL, HDL,
chylomikrony) (Masek et al., 1973; Racek, 1999; Zima et al., 2007).

Divody vyskytu chylozity

Hlavni interferenci, kterou se v této bakalafské praci budeme zaobirat, je lipémie
(chylozita) séra nebo plazmy. Na obrazku €. 3. vidime po centrifugaci krve zakalené,
mlécéné sérum (plazmu), ve kterém se vyskytuji velké ¢astice lipoproteind, TAG, z nichz
hlavné chylomikrony a VLDL. Diky jejich pfitomnosti se paprsky svétla rozptyluji za
vzniku zékalu od koncentrace TAG cca > 4,5 mmol/l (Dastych et al., 2015).

A B

Obr. 3: Srovnani chylozniho (A) a ¢irého (B) séra (Zdroj: Sasaki et al., 2015)
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Dulezitou roli zde hraji chylomikrony a VLDL. Chylomikrony se rodi v mukose tenkého
stieva. Jejich funkci je predevsim transport TAG z potravy. Chylomikrony jsou nejvetsi
z lipoproteintl a jsou v séru okem viditelné jako zakal, kde odrazeji svételné paprsky
dokonce pii < 3,4 mmol/l. Jejich meziprodukty a lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
(VLDL) mohou byt neviditelné i pifi koncenteraci TAG cca 9,07 mmol/l.
Je vypozorovano, ze zdkal ma rizné stupné hustoty VLDL a to diky jeho velikosti

a slozeni (Karlson et al., 1987; Guder et al., 2003; Dastych et al., 2015).

Kdyz ¢lovék ma poruchu lipidového metabolismu nebo pozije velmi tuéné jidlo
anedodrzi 12 hodinové laénéni anebo vypije pied odbérem alkohol, chylomikrony pfi
travicim procesu prostupuji do lymfy stfev. Zde se lymfa transformuje v zakalenou
mlé¢nou tukovou emulzi. Tato emulze se dale slouc¢i skrvi. V cirkulaci krve se
hydrolyzuje prostfednictvim lipoproteinové lipazy v mastné kyseliny, které jsou nasledné
uplatnény jako zdroj energie ¢i jsou uschovany v tukové tkani v podobé TAG. TAG jsou
tuky prirozeného charakteru. Jejich nazev nam napovida, Ze na vSech tfech
hydroxyskupinach glycerolu maji piipojené esterifikaci tfi mastné kyseliny. (Cervinka et

al, 1982; Racek, 1999).

VLDL maji hojné mnozstvi cholesterolu a jeho esterti. Jsou produkovany jatry. Jejich
funkeci je transport nizkého poctu estert cholesterolu a TAG. Tyto latky jsou eliminovany
jako mikrony v krevni cirkulaci. Céstice VLDL jsou metabolizovany pies IDL na LDL

(Zima et al., 2007).
LDL jsou dillezitymi nosici cholesterolu z jater do tkani (Karlson et al., 1987).

HDL, lipoproteiny o vysoké hustoté, obsahuji nejvétsi mnozstvi proteint. Jsou
produkovany z krve z apolipoproteini A-1. Sestavaji se z apoproteind a fosfolipidi.
Od chylomikront, VLDL a bunéénych membran v krevni cirkulaci piijimaji a vaZou
cholesterol, ktery pak ptenaseji z tkani do jater (Masek et al., 1973; Racek, 1999; Zima
et al., 2007).

LDL cholesterol ma vliv na vznik kardiovaskularnich chorob. U pacientd se vyskytuje
zvySena hladina LDL. Naopak zvySena hodnota HDL se poklada za faktor ochrany pted
KVO. Funkce HDL je ta, Ze s sebou odnasi cholesterol, ¢imZ pozitivné snizuji jeho
hladinu (Masek et al., 1973; Karlson et al., 1987; Racek, 1999; Zima et al., 2007; Dastych
et al., 2015).
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3.3.1 Vliv chylozity na biochemické analyzy

Chylézni vzorky diky vyskytu TAG, lipoproteint o nizké hustoté (VLDL) a chylomiker
jsou schopny ovliviiovat chemické reakce jednotlivych stanoveni. Tyto vzorky mohou
interferovat pti stanoveni ALT, AST, ethanolu, konjugovaného BIL, glukdzy, IgA, 1gG,
IgM, kreatininu, Mg, myoglobinu, Fe, TRF, ceruloplasminu, prealbuminu a dalSich.
Ptitomnost TAG o vysSich koncentracich zabrarniuje vySetfeni fady analytd, zejména

stanoveni katalytickych enzymt (Brady et al., 1994; Berniovska et al., 2010).

Chyloza vyvolava ve vzorku zékal, ¢imz ovliviluje méfeni metod zaloZenych pravé na

méteni zdkalu - jde o turbidimetrii, nefelometrii a fotometrii (Kroll et al., 1994).

Vsechny tii popsané interference se neobjevuji pouze samostatné, ale mohou se také
i vzagjemné kombinovat. Napiiklad hemolyza s chylozitou nebo chylozita s iktericky

zabarvenym sérem ¢i plazmou (Jindrova et al., 2012).
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4  Vybrané analyty pro experiment

4.1 Lipaza

TéZz nazvem pankreatickd lipaza, triacylglycerolacylhydrolasa, je hydrolyticky enzym
katalyzujici triacylglyceroly, které obsahuji dlouhé fetézce mastnych kyselin. Lipaza
$tépi postranni fetézce na 1. a 3. uhliku za vzniku dvou mastnych kyselin a 2-

monoglyceridu (Novak, 2002).

Sérova lipaza je produkovana z bunék lalicka slinivky bfisni (pankreatu). VétSinové
mnozstvi je vyméSovano do pankreatického vyvodu a zbylé mnozstvi (asi 1 %) je
vyméSovano bazalnim polem, kterym je vedeno rovnou do lymfy a krve. V moci se LPS
fyziologicky nevyskytuje, protoze se v ledvinach glomerularni filtraci vstieba zpét

renalnimi tubuly (Masopust, 1998).

Lipazu je mozZno nalézt jednak v pankreatu, dale i ve stfevni sliznici, zaludku, bilych
Stanoveni AMS se vyuziva vice, ale LPS ma oproti ni relativné vyssi specificnost (Novak,

2002).

Vysetieni LPS je pouzivano pti diagnostice akutni pankreatitidy, kdy laboratorni hodnoty
dosahuji mnohem vyssich koncentraci, nez tomu je u AMS a také mnohem déle ziistavaji
v séru. Primérné je koncentrace LPS u akutni pankreatitidy vys$si nejméné 6 — 8x
a maximalné az 46x, nez je norma. U chronické pankreatitidy a mukoviscidézy jsou

hodnoty LPS mirné snizené (Masopust, 1998).

Laboratorni vysledky mohou byt také zvySeny pfii akutnich otravach alkoholem, ¢i

btisnich zranénich zplisobenych nehodami a také po operacnich vykonech (Novak, 2002).

Koncentrace LPS je mozno stanovovat pomoci turbidimetrie a nefelometrie (Novék,

2002).

Co se tyCe stanoveni lipazy v analyzatoru Advia 1800 v laboratofi, kde byl proveden

experiment, je méfeni zalozené na kolorimetrické metod¢ (Siemens, 2017).
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4.2  C-reaktivni protein

C-reaktivni protein dostal pojmenovani diky tomu, Ze reaguje velmi citlivé na projevy
akutniho zanétu. Stanovovana koncentrace se rapidné zvySuje pii bakterialni infekci,
predevsim pfi reakcich na C-polysacharid bunéénych stén pneumokokt. Je vyplavovan
jatry. Jeho vyskyt je znakem nespecifické zanétlivé reakce v séru pacienti. Jeho
koncentrace se zvySuje pfi imunitni odpovédi na infekce (virové a bakterialni),
imunopatologické reakce (revmatickd horecka, revmatoidni artritida a dalsi), dale pfi
naruSeni tkani, odumirani bun¢k, pfi traumatu, po operacnich stavech, béhem infarktu
myokardu ¢i zhoubnych nadorovych onemocnéni. Pomoci CRP 1ékafi monitoruji pribéh
nemoci, terapii a nekr6z. V imunitnim systému se ucastni jako jeden z aktivatort
komplementu, dale ma svou roli pti fagocytdze a pii vypousténi lymfokinti (Kleiner et al.,

1999; Novék, 2002).

Koncentrace CRP se vyhodnocuje aglutinaci latexovych ¢astic, enzymoimunologickou

analyzou (EIA) ¢i nefelometrii (Novak, 2002).

Pii experimentu v pfistroji Advia 1800 se CRP stanovuje latexem obohacenou

imunoturbidimetrickou metodou (Siemens, 2016).
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PRAKTICKA CAST

5  Cil prace a hypotézy

Cilem prace je vyzkouset si pravdivost a pouzitelnost méfeni biochemickych stanoveni
lipazy a C-reaktivniho proteinu pomoci vy¢efovaci metody LipoClear na zaklad¢ vypocti

vytéznosti a korela¢niho koeficientu.

Hypotéza ¢. 1:  Systém LipoClear je pouzitelny pro stanoveni koncentrace lipazy

v lidském séru.

Hypotéza ¢. 2:  Systém LipoClear je dle BuneSové et al. (2009) nepouzitelny pro

stanoveni koncentrace C-reaktivniho proteinu v lidském séru.
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6 Metodika

Vsechny vzorky byly zpracovany v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice a.s.
v oddéleni klinické biochemie pomoci analytického analyzatoru Advia 1800 od vyrobce

Siemens.

6.1 Princip stanoveni vybranych analytit

Spektroskopie a kolorimetrie

UV/VIS absorpcni spektroskopie je optickou metodou, vychazejici z prichodu svételného

paprsku vzorkem, v némz exponencialné klesd intenzita svétla. Ve spektrometrii se

uplatituje Lambert-Beertv zakon, popsany v nasledujici rovnici,
L= I, (A) 107eMecl
kde: Ip— je intenzita paprsku dopadu,
I — intenzita proslého paprsku,
1 — je opticka draha (tloustka vzorku),
¢ — koncentrace vzorku,

e - zna¢i extinkéni koeficient [em™.mol™.1,], jinymi slovy — molarni absorp&ni
koeficient, ktery je zavisly na vinové délce (A), coz je ptizna¢né pro jakoukoli molekulu
a jeho métenim jsme schopni dostat informace o chemické stavbé vzorkl. Spektrometry
obvykle pii méfeni ukazuji i absorbanci A, ktera je ke koncentraci vzorku ptimo umérna

(Cibigek, 2014).

Vypocet absorbance (A) je uveden nize,
Iy
A=log7= eM)cl

Pokud se méfi v kyveté s tloustkou 1 cm, tak vypoctem podilu, kde délenec je absorbance
a délitel molarni absorpéni koeficient, dostaneme vysledek koncentrace vzorku

v jednotkach mol/I (Cibicek, 2014).
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Spektrometrie je nejcastéji pouzivanou metodou pii métfeni koncentraci jednotlivych

komponent v roztocich (Cibicek, 2014).

Kolorimetrie, stejné jako spektrometrie, je optickd metoda. Je zaloZend na porovnavani
intenzity barevného roztoku, kde nezname a chceme zjistit jeho koncentraci, s roztokem
stejné latky o zndmé koncentraci — tedy se standardy. Intenzita barev je zavisla na jeji
koncentraci v roztoku. Kolorimetry méfi mnozstvi svétla, jez prochazi vzorkem (Rosina,

2006).

V analyzatoru pfi zjiStovani koncentraci lipazy je vySetieni stanovovano pomoci
enzymatické reakce, ktera je katalyzovana lipazou. Vyslednym produktem je
metylresorufin, jenz se stanovuje spektrofotometricky — kolorimetricky. Chromogenni
substrat lipazy je Stépen katalytickou aktivitou lipazy na dalsi produkty, které se
v alkalickém prosttedi samovolné rozkladaji na glutagovou kyselinu a metylresorufin.

Aktivita lipazy ve vzorku pfi této chemické reakci je imérna produkcei metylresorufinu.

Tato analyza probihd pfi vlnové délce 571/694 nm. Referencni rozmezi lipazy se
pohybuje mezi 12 - 53 U/I, coz v ptepoc¢tu na hodnoty vychazejici z analyzatoru Advia

1800 ¢ini 0,2 - 0,88 pkat/l. (Siemens, 2017).
Turbidimetrie a nefelometrie

Turbidimetrie spolu s nefelometrii jsou analytické metody, pouzivané v klinickych

laboratofich ke stanovovani specifickych bilkovin.

Turbidimetrie je optickd metoda, pfi niz se mé&ii prochazejici svétlo, zeslabené rozptylem
na c¢asticich. Mé&ii se stupné zdkalu — turbidity. Aby se suspenze zakalu nerozplynula
a zustala stala pro pottebné kroky k analyze, pouziva se ochrannych polymert, z nichz

nejcastéji polyetylenglykol.
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Na obrazku €. 4 je zobrazeno schéma turbidimetrie a nefelometrie.

Obr. 4: Turbidimetrie a nefelometrie (Zdroj: vlastni)

Soucasti turbidimetrické soustavy je zdroj svétla (1), absorpéni spektrofotometr (2),
méfici zafizeni (3) adetektory (4 a 5). Ty snimaji odrazené (rozptylené) svétlo pfi
nefelometrii (4) a detekuji prochazejici oslabené paprsky svétla pii turbidimetrii (5)

(Stern, 2006).

Pro stanoveni Kkoncentrace CRP v analyziatoru je vyuzivano metody

imunoturbidimetrie s obohacenim o latex. Koncentrace analytu je zde funkci intenzity

v

sebe vazou protilatky anti-CRP. Diky tomuto spojeni a zaroven pfitomnosti proteinu
CRP, kdy se v analyzatoru smiché latexova reagencie se sérem pacienta, dojde k rychlé
aglutinaci (shlukovani ¢astic), a tim k zvySeni zakalu. Zakal se méfi pii vinové délce 571
nm turbidimetricky. Kone¢nym krokem analyzy je zjistovani koncentrace CRP

z kalibracni kiivky, jeZ se sestroji z fady kalibratora.

Ocekéavané hodnoty C-reaktivniho proteinu jsou v rozmezi 0 — 10 mg/1 (Siemens, 2016).
6.2 Instrumentace

Centrifuga

Pro ziskéni séra z plné krve bylo nutné pouziti nechlazené centrifugy Eppendorf 5702.

-----

a temperovany (typ 5702 RH).
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Centrifuga umi pracovat za maximalnich otacek 4400 RPM a pfi zatizeni RCF 3000x g.

Hlavni souéasti je rotor, ktery je mozno vymeénit za jiny typ (Cibicek et al, 2014).

Principem centrifugaéni metody je sedimentace rozptylenych ¢éstic, navozena
pusobenim silového pole. Rychlost usazovani castic je urovana nejen pusobenim
silového pole, ale i velikosti, tvarem, hmotnosti, hustotou ¢astic, viskozitou roztoku
a faktorem tfeni. Jestlize na usazované slozky puasobi jen gravitacni sila, proces
sedimentovani je pomaly ¢i Zadny. Pokud chceme proces urychlit a vyuzijeme rotaci
vzorku i kolem osy rotace, dojde k jesté o n€kolik fadt vys$simu ucinku nazyvanému
setrvacna odstrediva sila. Zde se uplatiiuje pojem centrifugace, neboli odstfedéni. Pti
sedimentaci dochazi k oddéleni slozek roztoku na dv¢ frakce — frakce na dné¢ zkumavky
(sediment; pelet), nad ni je supernatant, obsahujici rozptylené ¢astice, které se neusadily

(Cibicek et al., 2014).

Centrifuga Eppendorf 5702 byla vyuzita dvakrat - k odsttedéni séra od plné krve a pfi
sedimentovani lipoproteind ve zkumavkach LipoClear. Na obrazku ¢. 5 je pofizena

fotografie této centrifugy i s nastavenymi otackami pro stoc¢eni zkumavky LipoClearu.

Gontrituge 370F

Obr. 5: Centrifuga Eppendorf 5702 (Zdroj: vlastni) Obr. 6: Vortex Classic (Zdroj:

vlastni)

35



Vortex

Michaci zatizeni Vortex typ Classic od vyrobce VELP Scientifica (viz obr. €. 6, vyfoceny
autorkou) se pouziva k dokonalej$§imu promichéani roztoki a je zde umoznéno nepietrzité
nebo automatické michani pii vlozeni zkumavky do pryzového drzaku a naslednym
lehkym zatlacenim. Vortex micha bezpecné, vifivé (krouziveé), rychlost lze nastavit
ota¢enim knofliku. Rychlost michani je od 0 — 3000 ot./min. Tyto a dalsi informace lze

nalézt v uzivatelské piirucce piistroje.
Advia 1800

K vySetteni obou analyti bylo vyuzito automatického pfistroje Advia 1800 od firmy
Siemens. Advia 1800 pracuje na principu turbidimetrie, absorpéni spektrofotometrie
a potenciometrického méfeni selektivnimi ISE elektrodami. Na analyzatoru lze
zpracovavat krevni sérum, plazma, mo¢, punktat, mozkomisni mok a dalsi. Najednou Ize
analyzovat velké mnoZstvi materidlu o malych objemech. Analyzator se sklada
z pocitacové jednotky s monitorem LCD, kldvesnice, mysi a tiskarny. Pocita¢ pracuje
v operatnim systému Windows XP, kde je umoznéné propojeni s laboratornim

informa¢nim systémem (Siemens, Uzivatelska pfirucka Advia 1800, 2008).

Na obrazku ¢. 7 je mozno vidét popisovany analyzator Advia 1800 spolu s dal$imi

analyzatory a pomocnymi piistroji.

Obr. 7: Advia 1800 s ptidruzenymi ptistroji (Zdroj: vlastni)
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Kazdy den ptfed denni sménou je nutné vSechny metody nechat projit pfislusSnymi
kontrolami. Pokud se tyto kontroly nevesly do pfedem nastavenych mezi dle navodu
vyrobce reagencii a kontrol, je nezbytnou soucasti je nakalibrovat. Poté je umoznéno na

pristroji zpracovavat vzorky pacientii (Siemens, laboratorni piirucka Advia 1800).

6.3 Biologicky materidl pro pouZiti k experimentu

Pfi experimentu byla pouzita lidské srazliva krev - jeji slozka - krevni sérum. V obdobi
unor - duben 2018 jsem si nasbirala vzorky sér pacientd, u kterych jsem vidéla
v laboratornim informaénim systému zméfené pozadavky na LPS a CRP. Hodnoty téchto
analytd byly variabilni — od fyziologickych hodnot po patologické. Zvolila jsem pro
experiment 40 vzorka lipazy a 40 vzorkl C-reaktivniho proteinu. Kdyz jsem méla takto

dostate¢né velky pocet materialu, zacala jsem s vlastnim experimentem.

Pro vybér vzorkl k analyze bylo potfeba volit ty pacienty, kterym po prvotni analyze
zbyvalo dostate¢né mnozstvi séra, minimaln¢ 2 ml a aby bylo jesté potencionalné mozné
n&jaka vysetieni ptidélat. Vybrani pacienti méli mimo LPS a CRP i jiné pozadavky na

vySetfeni, ty ovSem byly pro mij experiment irelevantni.

Sérum jsem rozplnila do dvou eppendorfovych zkumavek s vickem (1ml) po 1 ml, tyto
zkumavky jsem popsala lihovym fixem pftislusnou identifikaci dle fiktivnich Zadanek

a dala zamrazit do mrazaku pfi teploté -20 °C, kde setrvaly do analyzy.

6.4 Chemicky materidl pro pouZiti k experimentu

e REAGENCIE: Pfi bézném provozu analyzatori Advia 1800 se pouzivaji pro stanoveni
jednotlivych analytii reagencie. Reagencie pro lipazu i CRP se skladaji z dvou ¢inidel.

Kazdé z nich se umist'uje do reagen¢niho kruhu 1 (R1) a reagen¢niho kruhu 2 (R2).

Lipaza: Cinidlo 1 v R1 sestava z téchto komponent: TAPS (koncentrace 100 mmol/l),
deoxycholat sodny (koncentrace 34 mmol/l) a azid sodny (koncentrace 0,05 % w/v).
Druhé ¢inidlo v R2 ma komponenty: kyselinu vinnou (+; koncentrace 9,5 mmol/l),
kolipdzu (koncentrace 460 U/ml), 2-propanol (koncentrace 0,65 mol/l) a DGGMR
(koncentrace 0,4 mmol/l). Pti pouziti reagencii je nutné davat pozor na piipadné bubliny.

Je potieba je odstranit a zajistit homogenitu ¢inidla (Siemens, 2017).

Stabilita lipazovych reagencii je v Advii 1800 10 dni. Uchovavaji se pii 2 — 8 °C
(Siemens, 2017).
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CRP: Cinidlo 1 vR1 obsahuje glycin (koncentrace 170 mmol/l), chlorid sodny
(koncentrace 100 mmol/l), EDTA disodna sl hydrat (koncentrace 50 mmol/l) a azid
sodny (koncentrace 0,09 % w/v). Cinidlo 2 v R2 se sklad4 z anti-CRP krali¢i protilatky
(koncentrace dle jednotlivych Sarzi vyrobce), synteticky vyrobeny latex a azid sodny

(koncentrace 0,09 % w/v) (Siemens, 2016).

Stabilita reagencii CRP_2 v analyzatoru je 60 dni. Uchovavaji se pii 2 — 8 °C (Siemens,

2016).

e KALIBRATORY: Kalibrace je proces, pii kterém se hleda vztah mezi méfenym
signadlem a métfenou jednotkou. Pro kazdy test, kde je vyhodnocovana koncentrace ¢i
aktivita, je zapotiebi sestavit kalibra¢ni kfivku. Pti kalibraci se pouzivaji analytické

standardy (etalony) o znamé koncentraci (SEKK.cz).
Lipaza - ADVIA Chemistry Enzyme 1 Calibrator (REF 10916057)

C-reaktivni protein — ADVIA Chemistry C-Reactive protin Calibrators 2 (REF
06487741)

e KONTROLY: Kontrolni materidly jsou vyuzivany k operativnimu fizeni kvality

ve vnitfnim 1 v externim hodnoceni kvality (SEKK.cz).
Lipaza — Liquid Assayed Multiqual 1, 2, 3 od vyrobce BIO-RAD

C-Reaktivni protein — Liquichek Immunology Control 1, 2, 3, také od vyrobce BIO-
RAD

e LIPOCLEAR: Zkumavky LipoClear® LC15 od vyrobce StatSpin®, spole¢nosti IRIS.
Zkumavky obsahuji pfedplnéné neiontové polmery ve vodném roztoku (0,3 ml). Jsou
netoxické (LipoClear — navod k pouziti).

6.5 Pomuiicky

Pro experiment bylo vyuzito nasledujiciho bézného laboratorniho vybaveni:

Reakéni zkumavky, eppendorfovy zkumavky o obj. 1 ml svickem a bez vicka,
automatickd pipeta Finnpipette™ F2 o maximalnim obj. 1000 pl od vyrobce Thermo

Scientific, ptislusné Spicky o max. obj. 1000 pl, stojanky, lihovy fix, ochranné rukavice.
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6.6 Postup pr¥i experimentdlnim stanoveni LipoClearem

Preanalytika

Do laboratoie byly postupné pfijaty zkumavky srazlivé krve pacienti k vySetieni. Pro
analyzu séra bylo potieba jej oddé€lit od ostatnich slozek krve pomoci centrifugace po
dobu 10 minut pfi 4000 otackach za minutu. Pfislusna pracovnice laboratofe fadné
zkontrolovala identity pacientd, zkumavky polepila Stitky a predala je dal

k prvotni analyze.

Zkumavky je mozno vkladat do analyzatoru Advia 1800 bud’ prostfednictvim VersaCell

X3 systému nebo kruhem piimo v analyzatoru.
Analytika

Vlastni experiment zacal piipravou fiktivnich Zadanek v systému LIS, kde jsem vytvofila
fiktivni Zadanky, zacinajici ¢islem 830, do nich jsem zadala pozadavky na lipazu a C-
reaktivni protein pod piislusnymi kédy. Spolecné se automaticky zadaly tzv. ,,popisy**,
neboli sérové indexy, které charakterizuji analyzovany material pro pfitomnost
interferenci — hemolyzy, ikterity a chylozity. Z tiskarny mi vyjely S$titky s bar cody,

kterymi jsem polepila ¢isté zkumavky, potiebné pro analyzu v Advii 1800.

Postupné jsem vzorky v eppendorfovych zkumavkach vyndavala po péti kusech
z mrazéaku, nechala je rozmrazit a vytemperovat na pokojovou teplotu po dobu 30 minut.
Prazdné cisté reakéni zkumavky jsem polepila Stitky s bar cody ¢iselné fady zac¢inajici
¢islem 830. Do nich jsem vlozila jednu z dvojice eppendorfovych zkumavek se sérem od
jednoho pacienta. Poté jsem odstfihla vicko. Nasledné jsem téchto 5 vzorka vlozila pifimo
do analyzatoru Advia 1800 kruhem. Pfes program v Advii jsem zadala zpracovani pro
vzorky v eppendorfovych zkumavkach dle ndvodu vyrobce analyzatoru a odstartovala
analyzu. Po né€kolika minutach se mi vysledky pfenesly do informacniho systému

v pocitaci.

Z ledni¢ky jsem vyndala zkumavky LipoClear (LC15) a nechala je vytemperovat po dobu
10 minut. Popsala jsem si je pro identifikaci pro jednotlivé pacienty opét ¢isly 830 a dal.
Za pouziti obou eppendorfovych zkumavek se vzorky sér jsem rozplnila LipoClear
zkumavky o objemu 0,3 ml, kam jsem napipetovala 1,5 ml séra. Pomoci Vortexu jsem

naplnéné LipoClear zkumavky promichala a pak jsem je nechala ptisobit 5 minut. Po
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uplynulé dobé¢ jsem je dala stocit do centrifugy po dobu 20 minut pfi zatizeni 2000x g

(3600 ot/min).

Po vycetfeni na nasledujicim obrazku €. 8 je vidét stocend LipoClear zkumavka

s usazenymi lipidy na dné.

Obr. 8: LipoClear zkumavka s vy€efenymi a usazenymi lipidy (Zdroj: vlastni)

Aby pokracujici kroky v analyze byly maximalné ptesné, bylo nutné odpipetovat pouze
vyCisténé sérum, tzn. odebrat sérum pfiblizn¢ ze stfedu LipoClear zkumavky
anedotknout se usazeného sedimentu. Sérum jsem prepipetovala do Cistych
eppendorfovych zkumavek bez vicka a opét vlozila do odpovidajicich plastovych
zkumavek s bar cody, které¢ mi poslouzily uz ptedtim pti méteni prvotnich, nevyc€etenych
sér. V LISu jsem zmétené nevycefené hodnoty sér spolu s ,,popisy‘* zastopovala a tim
jsem mohla pod stejnymi Cisly fiktivnich zddanek méfit znovu v analyzatoru. Tyto
vyCefena séra jsem opét vlozila do Advie 1800 stejnym zptisobem jako minule a opétovné

stanovila hodnoty LPS a CRP s ,,popisy*‘. Vysledky z obou méfeni jsem si vytiskla.

Nakonec bylo nezbytné vysledky z méfeni po vycefeni vynasobit 1,2 x, kvili

vykompenzovani ztrat objemil plivodnich vzork.
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7  VYSLEDKY

Vysledky jsem zpracovala v programu Microsoft Excel 2013. V tomto programu jsem
vytvoftila tabulky s naméfenymi hodnotami lipazy a C-reaktivniho proteinu a pomoci

vzorcu zjistila jednotlivé vytéznosti, primérnou vytéznost a korela¢ni koeficient méteni.

7.1 VytéZnost

Vytéznost, angl. recovery, je charakteristikou metody, kterd vyjadiuje miru schopnosti
méfici metody detekovat veskery analyt v analyzovaném vzorku. Je mirou u¢innosti dané

metody.
Pro vypocet byl pouzit vzorec pro relativni vyjadieni vytéznosti v %, viz nize,

R(a) = % x 100 [%]

kde: R(a) - je vytéZnost v matrici, udavand v %
O(a) - je vyslednéd hodnota analytu, ndsobend koeficientem 1,2 z méfeni po vyceteni
O - je hodnota analytu z méfeni pted vycefenim.

7.2 Korelacni koeficient

Korela¢ni koeficient uddva linedrni vztah dvou méteni - pied a po vycefeni jednotlivych
analytl. Zjistuje se mira zavislosti - zda existuje optimalni vztah mezi dvéma méfenimi.

Korelaéni koeficient nabyva hodnot od -1 do +1.
Vyhodnoceni korela¢niho koeficientu lze vyjadfit nasledujicim vztahem,

_ Cov(X,Y)
Qe xQy

kde: Oy, — je korela¢ni koeficient

x ay — jsou stfedni hodnoty z primérti hodnot pted vyceteni a po vyceteni.
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7.3 Vysledky z vySetieni lipdazy

Do nésledujici tabulky €. 1 jsem zanesla 40 vzorku sér se stanovenymi analyty LPS pted
eliminaci a po eliminaci lipoproteint. V tabulce lze nalézt hodnoty koncentraci

jednotlivych vzorkd, jejich vytéznosti, primérnou vytéznost a korela¢ni koeficient.

Tab. 1: Prehled hodnot analytu lipdza

Lipaza Konfentravcev[ulfat/l] Koncentravcev [ul,(at/l] Vyténost [%]
pred vycefenim po vycefeni
Vzorek ¢. 1 0,24 0,23 95,83
Vzorek ¢. 2 0,31 0,29 93,55
Vzorek €. 3 0,33 0,32 96,97
Vzorek ¢. 4 0,38 0,36 94,74
Vzorek €. 5 0,38 0,31 81,58
Vzorek ¢. 6 0.4 0,37 92,50
Vzorek ¢. 7 0,41 0,4 97,56
Vzorek ¢. 8 0,41 0,41 100,00
Vzorek ¢. 9 0,47 0,42 89,36
Vzorek ¢. 10 0,48 0,44 91,67
Vzorek ¢. 11 0,52 0,49 94,23
Vzorek ¢. 12 0,53 0,53 100,00
Vzorek ¢. 13 0,58 0,54 93,10
Vzorek ¢. 14 0,58 0,56 96,55
Vzorek €. 15 0,62 0,62 100,00
Vzorek ¢. 16 0,63 0,63 100,00
Vzorek ¢. 17 0,73 0,7 95,89
Vzorek ¢. 18 0,79 0,76 96,20
Vzorek ¢. 19 0,82 0,82 100,00
Vzorek ¢. 20 0,89 0,84 94,38
Vzorek ¢. 21 0,96 0,92 95,83
Vzorek ¢. 22 1,14 1,09 95,61
Vzorek ¢. 23 1,42 1,33 93,66
Vzorek ¢. 24 1,65 1,54 93,33
Vzorek €. 25 1,75 1,64 93,71
Vzorek ¢. 26 1,88 1,73 92,02
Vzorek ¢. 27 2,35 2,28 97,02
Vzorek ¢. 28 2,49 2,35 94,38
Vzorek ¢. 29 2,73 2,64 96,70
Vzorek ¢. 30 2,73 2,65 97,07
Vzorek ¢. 31 2,94 2,84 96,60
Vzorek ¢. 32 3,41 3,396 99,59
Vzorek ¢. 33 3,87 3,87 100,00
Vzorek ¢. 34 3,87 3,77 97,42
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Vzorek ¢. 35 5,16 5,17 100,19
Vzorek ¢. 36 9,21 9,144 99,28
Vzorek ¢. 37 10,65 10,64 99,91
Vzorek ¢. 38 11,98 10,98 91,65
Vzorek €. 39 19,43 19,836 102,09
Vzorek €. 40 78.5 78,02 99,39
Prumérna
vytéznost [%] 95,99
Korel. koef.
EXCEL 1,000

Z tabulky €. 1 je zfejmé, Ze hodnoty koncentraci lipazy pied a po vyceteni vzorkli se moc
nezménily. Jednotlivé vytéznosti byly témét stoprocentni, taktéz primérna vytéznost byla
vysokd a cinila 95,99 %. Korela¢ni koeficient pro LPS nabyl hodnoty 1,000, ktera

vykazuje silnou a pfimou zavislost mezi méfenimi.

Déle jsem hodnoty z tab. ¢. 1 vynesla do obrdzku €. 9, kde jsou barevné znazornény

odlisnosti koncentraci lipazy pied pouzitim LipoClearu a poté.

OdlisSnost hodnot lipazy
®Pred vycefenim A Po vycefeni
90
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70

~
=)
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Koncentrace lipazy [pkat/1]
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Vzorek €.

Obrazek 9: Graf s hodnotami koncentraci z vySetfeni lipazy

Jak je vidno z obrazku ¢. 9, hodnoty lipazovych koncentraci se lisily jen minimaln¢.

43



7.4 Vysledky z vySetieni C-reaktivniho proteinu

Pro analyt C-reaktivni protein byla vytvoiena tabulka ¢. 2, kde je opét 40 vzorkl sér

s jejich vyhodnocenymi charakteristikami, jako tomu bylo u piedeslé tabulky (tab. 1).

Tab. 2: Prehled hodnot analytu C-reaktivni proteinu

crp | Koneenrace imenl | Koneentrce 2 |y
Vzorek ¢. 1 6,9 1,9 27,54
Vzorek ¢. 2 8,2 2 24.39
Vzorek €. 3 8 1 12,50
Vzorek ¢. 4 6,4 1,1 17,19
Vzorek €. 5 13,5 1,2 8,89
Vzorek ¢. 6 18.5 3 16,22
Vzorek ¢. 7 20 2 10,00
Vzorek ¢. 8 22,9 2,3 10,04
Vzorek ¢. 9 24,1 6,1 25,31
Vzorek ¢. 10 25,9 7,44 28,73
Vzorek ¢. 11 27,2 7 25,74
Vzorek ¢. 12 48,1 6,36 13,22
Vzorek ¢. 13 52,5 15,5 29,52
Vzorek ¢. 14 55,8 7.4 13,26
Vzorek ¢. 15 56,7 3,6 6,35
Vzorek ¢. 16 64,5 22,1 34,26
Vzorek ¢. 17 71,8 7,6 10,58
Vzorek ¢. 18 76,6 10,2 13,32
Vzorek ¢. 19 79,4 7,4 9,32
Vzorek ¢. 20 82,7 8.9 10,76
Vzorek ¢. 21 83,4 22.8 27,34
Vzorek ¢. 22 102,5 8.5 8,29
Vzorek ¢. 23 107,6 20,64 19,18
Vzorek €. 24 111,3 6,5 5,84
Vzorek ¢. 25 119,3 9,5 7,96
Vzorek ¢. 26 124.9 28,9 23,14
Vzorek ¢. 27 128.,8 26,6 20,65
Vzorek ¢. 28 132,9 30,7 23,10
Vzorek ¢. 29 149,7 17,3 11,56
Vzorek ¢. 30 167,3 35,4 21,16
Vzorek ¢. 31 168.2 314 18.67
Vzorek ¢. 32 169,1 33,6 19,87
Vzorek €. 33 176,2 16,1 9,14
Vzorek ¢. 34 184,8 13,56 7,34
Vzorek €. 35 2149 15,96 7,43
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Vzorek ¢. 36 218.2 32,6 14,94
Vzorek €. 37 230,1 18,3 7,95
Vzorek €. 38 245 24,7 10,08
Vzorek €. 39 250,4 12 4,79
Vzorek ¢. 40 532,9 21,36 4,01
Priumérna
vytéznost [%] 15,49
Korel. koef.
EXCEL 0,585

Z tabulky ¢. 2 vidime znatelné odlis$nosti u koncentraci mezi méfenimi a jejich vytéznosti

jsou procentudlné nizké. Primérnd vytéznost Cinila pouhych 15,49 %. Korelacni

koeficient nabyl hodnoty 0,585, coz znaci velmi malou zavislost mezi méfenimi.

Hodnoty z tab. 2 byly promitnuty do obrazku ¢. 10.
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Vzorek ¢.

Obrazek 10: Graf s hodnotami koncentraci z vySetfeni C-reaktivniho proteinu

Obrazek ¢. 10 zobrazuje jasné odchylky v méfeni CRP. Modré body znazornuji analyzu

pred eliminaci lipoproteint, ¢ervené naopak po eliminaci pomoci systému LipoClear.
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8 DISKUSE

Praktickda cast bakalaiské prace probihala v Centralnich laboratofich Nemocnice
Strakonice, a. s. v useku klinické biochemie. Pracovala jsem pod dohledem vedouciho
odborného pracovnika laboratote. Cilem experimentalni prace bylo ovéfit si pouzitelnost
meéfeni vycCefovaci metody LipoClear pro vybrané analyty. K analyze jsem pouzila
celkem 80 vzorku biologického materialu, z toho 40 vzorkt pro vySetieni lipazy a 40 pro
vySetfeni C-reaktivniho proteinu. Vybrané analyty jsem méfila pomoci analyzatoru Advia
1800 od vyrobce Siemens. Nejprve jsem provedla méfeni analytli ze séra bez pouziti

systému LipoClear, poté s pouzitim tohoto vycetovaciho systému.

Vysledky pii analyze lipazy jsou zapsané v tab. €. 1. Ta ukazuje, Ze hodnoty koncentraci
pted a po pouziti LipoClearu jsou si velmi blizké. Také jednotlivé vytéznosti, jejichz
charakteristika uruje miru ucinnosti pfi vyuziti systému vycefovani, jsou bezmala
stoprocentni. Na obrazku €. 9 je zobrazen graf, kde modré a cervené body znaci jednotlivé
koncentrace pied a po vycefeni séra a ty jasn¢ vykazuji shodu. Primérna vytéZznost
s hodnotou 95,99 % a korela¢ni koeficient s vysledkem 1,000 jsou dikazem, Ze lipaza

jako biochemicky analyt vyhovuje pro moznost pouziti LipoClearu.

Hypotéza ¢. 1 je experimentem vyhodnocena, Ze pouZitelnost lipazy pro biochemicka

stanoveni vyhovuje.

Casopis FONS Bulletin z roku 2009 vydal &lanek od BuneSové et al., nazvem Limity
pouziti LipoClearu pri analyze chylosnich sér, kde bylo sepsano nékolik analyti
s vyméfenymi vytéznostmi. Podle jejich analyzy bylo zjisténo, Ze C-reaktivni protein mél

vytéznost pouhych 9 %. A pravé to jsme si chtéli v hypotéze ¢. 2 ovétit.

Podle tabulky €. 2 mzeme fici, Ze C-reaktivni protein s primérnou vytéznosti 15,49 %
neni mozné pouzit k vy¢etovani LipoClearem. Jeho jednotlivé vytéZnosti se pohybovaly
od 4,01 % do 34,26 %. Korela¢ni koeficient byl vypocten s vysledkem 0,585. Tato
hodnota vyjadiuje slabou az Zadnou zdvislost mezi méfenimi. Jako ptiklad lze
vyzdvihnout vzorek €. 40 z tabulky €. 2, ten m¢l hodnotu koncentrace pfed vycefenim
532,9 mg/l a po vycefeni jen 21,36 mg/l, coz odpovidalo nejnizsi vytéznosti ze vSech
méfeni — 4,01 %. Obrazek ¢. 10 zobrazuje zietelné odliSnosti mezi provedenymi

méfenimi.
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Dlivodem tak nizkych vytéznosti a slabé zavislosti mezi méfenimi je, zZe C-reaktivni
protein je protein a ten vlivem vysrdZeni lipoproteinii ze séra na dno LipoClearovych
zkumavek ztraci piiblizn€ 0,4 — 0,8 g/dl téchto proteint praveé vlivem ztraty lipoproteint,

jak uvadi manual k LipoClearu.

Lipidy jsou hydrofobniho charakteru, a aby mohly v lidském organismu ve vodném
prosttedi spravné fungovat, jsou transportovany krvi ve spojeni s albuminem nebo
apoproteiny (= proteiny), navdzanych na ¢asticich lipoproteinti, kde tato forma umoziuje

lipidim ptisobit ve dvou fazovych rozhranich (Novak, 2002).

Protein CRP interaguje ochotné¢ s mnoha membranami nebo intracelularnimi ligandy
a mimo jiné zejména i s oxidovanym LDL cholesterolem. Tento lipoprotein se vysrazi na
dno zkumavek LipoClearu a to ma za nasledek, Ze koncentrace vysetfovaného analytu

CRP v séru rapidn¢ ubyde (Grenier, 2011).

Hypotézu ¢. 2 timto potvrzuji, Ze neni mozné ke stanoveni koncentrace C-reaktivniho
proteinu u chyloznich sér pouzit systém LipoClear. Dle vysledkt z vlastniho experimentu
a z vysledkii experimentu BuneSové et al. (2009) je CRP jednim z né€kolika vySetieni

nevyhovujicich pii vycetovani LipoClearem.
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9 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo v teoretické ¢asti zohlednit a popsat mozné interference,
které mohou nastat vlivem preanalytickych vlivli a chyb, jak uz ptimo osobou pacienta,
tak i pfi odbéru vzorku, piinaklddani s biologickym materidlem, jeho dopraveé do

laboratote, atd.

Pro vybér experimentu pro praktickou ¢ést jsem se nechala inspirovat asopisem FONS
Bulletin, kde v jednom ¢lanku bylo téma zaméiené také na pouzitelnost pro jednotlivé

analyty a jejich rozdily ve vytéznostech pted a po vySetieni vzorki systémem LipoClear.

Zaujalo m¢ vysetieni C-reaktivniho proteinu, ktery provedla Bunesova et al. v roce 2009.
CRP mél vytéznost pouhych 9 %, oproti tomu napiiklad myoglobin mél vytéznost 132 %,
ptimy bilirubin 125 %, celkovy bilirubin 99 %, IgG a IgA témét 100 %, kdezto IgM jen
31 %.

CRP jsem si timto vybrala pro vlastni pokus o pravdivost a pouZzitelnost méfeni. Lipaza
v piibalovém letaku vyrobce nebyla popsana, takze jsem mohla pokusit se ovéfit si jeji

pouzitelnost.

Ve vysledcich jsem prokazala, ze C-reaktivni protein, stejné jako tomu bylo
u experimentu Bunesové et al. (2009), neni mozny vySetfovat u chyldéznich sér po pouziti
systému LipoClear. Naopak lipaza se ukazala jako schopnd méfeni a nevykazovala témét

zadné odlisnosti pied a po vycefeni.
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Seznam zkratek

ABR - acidobazicka rovnovaha

ACP — kysela fosfataza

AFP — alfa-fetoprotein

ALB - albumin

ALP — alkalicka fosfataza

ALT — alaninaminotransferaza

AMS - amylaza

BIL - bilirubin

CK - kreatinkinaza

CK-MB — kreatinkinaza v srde¢nim svalu

CI' - chloridovy aniont

CO:— oxid uhli¢ity

CRP — C-reaktivni protein

DGGMR - 1,2-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid(6 -methylresorufin)ester
DHEA - dehydroepiandrosteron

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EKK - externi kontrola kvality

Fe - zelezo

GIT — gastrointestinalni trakt

GMT / GGT — gamma — glutamyltransferaza

Hb - hemoglobin

hCG — human chorionic gonadotropin — lidsky choriovy gonadotropin
HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

IDL — lipoproteiny se stiedni hustotou

IgA — imunoglobulin A

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

IKK — interni kontrola kvality

ISE — iontové selektivni elektroda

ISO - International Organization for Standardization — mezinarodni organizace pro

normalizaci
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K" - draslikovy kationt

KVO - kardiovaskularni onemocnéni

LD — laktat dehydrogenaza

LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou

LIS — laboratorni informacni systém

LPS - lipaza

Mg - hoi¢ik

MK — mastna kyselina

Na" - sodikovy kation

NaF — fluorid sodny

02 - kyslik

P - fosfor

pO2 — parcidlni tlak kysliku

POCT - point of care testing — testovani v misté péce o pacienta
RES - retikuloendotelovy systém

SP-1 — specificky protein 1 — transkripéni faktor SP1
TAG - triacylglycerol

TAPS - N-tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropansirova kyselina
TAT — turn around time — doba odezvy

TnT - troponin

TRF - transferin

UBG - urobilinogen

U-K* - moCovy kationt drasliku

U-Na" - moc¢ovy kationt sodiku

VLDL - lipoprotein s velmi nizkou hustotou
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