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Abstrakt

Tématem moji bakalaiské prace byla laboratorni diagnostika zloutenky
novorozencl. Laboratorni diagnostika spociva ve stanoveni koncentrace bilirubinu
vplné krvi nebo vplazmé Hodnotila jsem vzdjemnou korelaci a moznost
zastupitelnosti dvou laboratornich metod zaloZenych na riznych principech stanoveni,
vriuznych typech biologickych material, pomoci statistického vyhodnoceni
laboratornich vysledkl. Problematiku stanoveni bilirubinu u novorozencu jsem pojala
komplexné¢ a do hodnoceni jsem zahrnula i porovnani POCT meéteni hladiny bilirubinu s
laboratorn¢ stanovenou koncentraci bilirubinu v Krvi.

Teoreticka ¢ast obsahuje obecné udaje o typech zloutenek a metabolismu bilirubinu
v organismu. Ddle pak informace tykajici se samotné zloutenky novorozenct. Popsala
jsem zde pficiny vzniku, zdravotni rizika pro novorozence, ktera z hyperbilirubinémie
vyplyvaji a uvedla také moznosti terapie.

Podklady pro vyhodnoceni metod stanoveni bilirubinu jsem ziskala na zakladé
experimentu.  Probihal v Nemocnici Jindfichiv Hradec, as. na souboru
120 novorozenct. Soubor tvofili terminovi i pfedterminovi novorozenci, 37 z nich bylo
Vv pribéhu experimentu 1éceno fototerapii.

Laboratorni stanoveni koncentrace bilirubinu jsem provadéla na oddéleni klinické
biochemie téze nemocnice. Ve vzorku plné krve jsem stanovila koncentraci bilirubinu
metodou piimé fotometrie na analyzatoru Cobas b221. Zbyly materidl v odbérové
nadobce jsem odstiedila a v separované plazmé stanovila koncentraci bilirubinu
chemickou azokopulaéni metodou na analyzatoru Integra 400 plus.

Meéteni POCT provadély détské zdravotni sestry na oddéleni. Jednd se o
neinvazivni méfeni bilirubinu novorozencli pomoci transkutanniho bilirubinometru
JM-103 Konica Minolta Hill-Room Air-Shields.

K posouzeni korelace vysledkli jsem pouzila statistickou metodu linearni regrese

(Passing-Bablok) a metodu diferen¢niho grafu (Bland-Altman).



Ze statistického vyhodnoceni vyplyva, ze laboratorni metody vici sobé vykazuji
velmi dobrou korelaci vyjadienou korelacnim koeficientem r = 1,025 a primeérnou
diferenci -1,41 umol/I.

Pro posouzeni méfeni bilirubinu POCT, jsem pouzila metodu ptimé fotometrie,
jako metodu srovnavaci. Korelaéni koeficient sice dosahoval hodnoty r = 0,803, ale
prumérna diference mezi obéma metodami Cinila -45,6 umol/l. Z téchto udaji vyplyva,
ze hladiny bilirubinu novorozencti méfené transkutdnnim bilirubinometrem byly nizsi
V porovnani s koncentraci bilirubinu stanovenou laboratorni metodou.

Z tady studii vyplyva, ze méteni bilirubinu v rezimu POCT, pomoci transkutdnniho
bilirubinometru uvedeného typu, poskytuje mnohdy podhodnocené vysledky. Z tohoto
divodu je nutné, vysledky méfeni z oblasti diskrimina¢nich hodnot, ovéfit v laboratofi.
Transkutanni méfeni bilirubinu novorozencii je spolehlivd screeningova metoda, ktera
eliminuje Cetnost krevnich odbéri u novorozenci a piedevSim snizuje trauma
novorozence vlivem odbérti krve. Obecné se nedoporuCuje provadét transkutanni
meéfeni za podminek fototerapie, coz jsem potvrdila vysledky svého experimentu, kdy
u lé€enych novorozencii doslo k velmi vyraznému podhodnoceni vysledkil. Jediny
zpusob sledovani efektu této terapie, pii jejim soucasném provadéni, je laboratorni
stanoveni koncentrace bilirubinu.

Z vysledki moji studie vyplyva, Ze stanoveni koncentrace bilirubinu novorozencii
metodou piimé fotometrie v plné krvi vyborné koreluje se stanovenim chemickou
metodou Vv plazmé na biochemickém analyzatoru. Tato metoda muze plnohodnotné
nahradit metodu chemickou. Upfednostiuji metodu piimé fotometrie v plné krvi pro jeji
nesporné vyhody. Na vySetfeni je potfeba malé mnoZstvi vzorku, pfed analyzou neni
tteba separace, vysledek je rychle dostupny, obsluha i1 Udrzba analyzatoru je
jednoducha.

V soucasné dobé byva rovnéz obvyklé, Ze tyto typy analyzatori, opatfené modulem
pro piimé méteni novorozeneckého bilirubinu, funguji jako POCT pfistroje u lizka

pacienta.



Abstract

The topic of my Bachelor Thesis was laboratory diagnostics of newborn jaundice.
Laboratory diagnostics consists in determining full blood or plasma bilirubin
concentration. | assessed the cross-correlation and the possible interchangeability of two
laboratory methods based on different principles of determination, in different types of
biological material, by means of statistical evaluation of lab results. | treated the topic of
bilirubin determination in newborns from a complex perspective, and | included a
comparison of POCT bilirubin level measurements with lab-determined blood bilirubin
concentrations in the assessment.

The theoretical part contains general facts about types of icterus and about bilirubin
metabolism in the organism. It also contains information pertaining of newborns
jaundice as such. | have described the causes, the health risks for the newborn implied
by their hyperbilirubinemia, and | have also specified the possible therapy.

I have collected the backgrounds for the assessment of the methods of bilirubin
determination experimentally. The population consisted of normal term and pre-term
babies, 37 of whom were treated with phototherapy during the experiment.

I did the lab determinations of bilirubin concentration at the Clinical Biochemistry
Department of the same Hospital. | determined the bilirubin concentration in a full
blood sample by means of direct photometry on a Cobas b221 analyzer. | centrifuged
the remaining material in the collection tube, and | determined the bilirubin
concentration in the separated plasma by chemical azo coupling method on the Integra
400 plus analyzer.

The POCT measurements were carried out by the pediatric nurses on the
department before every blood sampling. They were non-invasive bilirubin
measurements in  newborns by means of the transcutaneous bilirubinometer
JM-103 Konica Minolta Hill-Room Air-Shields.

In order to assess the correlation of results, | used the linear regression (Passing-
Bablok) statistical method, and the difference chart (Bland-Altman) method.



The statistical evaluation implies that the lab methods show very good mutual
correlation, which can be expressed with a correlation coefficient of r = 1,025 and a
mean difference of -1,41 pmol/I.

| used direct photometry method as a comparison method to assess the bilirubin
measurements done by the POCT method. While the correlation coefficient reached the
value r = 0,803, the average difference between both methods amounted to
-45,6 umol/l. This data clearly shows that newborn bilirubin levels measured by
transcutaneous bilirubinometer are lower compared to the bilirubin concentration
determined by the lab method.

Many studies imply that bilirubin measurements in the POCT mode using
transcutaneous bilirubinometer of the stated type often yield rather underestimated
results. Measurement results from the discrimination range must be re-checked in the
lab. Transcutaneous measurement of newborn bilirubin is a reliable screening method
eliminating the numerous blood takings in newborns most importantly reducing the
trauma suffered by the newborn during the blood takings. Making transcutaneous
measurements during phototherapy conditions is not generally recommended, which
was confirmed by my experimental results, when the results in newborns under
phototherapy treatment have been very significantly underestimated. The only way of
how to monitor the effect of this therapy while the therapy is going on, is by means of
lab determination of bilirubin concentration.

The results of my study imply that full blood bilirubin concentration determination
by direct photometry method in newborns correlates excellently with the plasma
determination by the chemical method on the biochemical analyzer. This method is
fully capable to be used as a substitute for the chemical method. | prefer this full-blood
determination method, because of its indisputable advantages. The examination requires
only a small quantity of the sample, the sample does not require separation before
analysis, the result is available quickly, and analyzer operation and maintenance are
simple.

Analyzers of this type, equipped with modules for direct bilirubin measurement in

newborns are often used as POCT instruments near the patient’s bed.
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Seznam pouzitych zkratek

CLS JEP Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
CNeoS Ceska neonatologicka spolecnost
EHK Externi hodnoceni kvality

IVD In vitro diagnostika

LIS Laboratorni informacni systém
NIS Nemocni¢ni informacni systém
POCT Point of Care Testing

RES Retikuloendotelidlni systém
SEKK Systém externi kontroly kvality
UDP Uridindifosfat

VKK Vnitini kontrola kvality
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Uvod

Zloutenka novorozence je nejéastdj§i diagnoza, ktera se V novorozeneckém obdobi
objevuje. Pfi¢inou je nadprodukce bilirubinu, ktery vznika zvySenym katabolismem
hemu v duasledku rozpadajicich se erytrocyti po porodu. I kdyZz je zvySena hladina
bilirubinu v novorozeneckém obdobi fyziologickym jevem, neméla by presahnout
definované meze. V opa¢ném piipad¢ se jedna o patologickou Zloutenku novorozence
se vSemi zdravotnimi riziky pro dalS$i vyvoj novorozence. Pouze pfesnd a spravna
laboratorn¢ stanovena koncentrace bilirubinu v krvi je rozhodujicim kritériem pro
zahajeni G¢inné terapie hyperbilirubinémie.

Namétem pro volbu tématu moji bakalafské prace byla prakticka zkuSenost
z laboratote, kde jsem zaméstnana. Vedeni laboratofe fesilo moznost stanovovat hladinu
bilirubinu novorozenct v plné krvi na analyzatoru krevnich plynd, pro jeji nesporné
vyhody, vymeénou za stavajici chemickou analyzu bilirubinu v plazmé¢. Pied kone¢nym
rozhodnutim bylo tfeba vzajemnou korelaci obou metod ovéfit, protoze pripadny
nesoulad by mohl negativné ovlivnit terapii novorozenecké zloutenky. Na podkladech
odborné literatury a ¢etnych zahrani¢nich studii zabyvajicich se diagnostikou zloutenky
novorozencu, jsem také ziskala informace o transkutannim méfeni v rezimu POCT.
Na zakladé téchto faktid jsem se rozhodla zpracovat téma diagnostiky novorozenecké
Zloutenky do bakalatské prace a formulovat zakladni cile.

Stanovit hladinu bilirubinu novorozenct v plné krvi a v plazmé z téhoz vzorku.
Pomoci statistickych postupii, jako je linearni korelace (Passing- Bablok) a diferenéni
graf (Bland — Altman) prokazat t€snou korelaci obou laboratornich metod a tim i jejich
zastupitelnost. Dale posoudit kvalitu transkutanniho méfeni POCT porovnanim
s laboratornim stanovenim koncentrace bilirubinu, definovat jeho pouziti v praxi

na zaklad¢ fakti vyplyvajicich ze studii ve srovnani s vlastnim méfenim.

11



1 Teoreticka cast

1.1 Zloutenka

Pri¢iny vzniku

Hyperbilirubinémie je projevem patologického metabolismu bilirubinu, kdy stoupa
jeho koncentrace v krvi. Vznikd poruchou rovnovahy mezi vznikem, samotnym
pribéhem metabolismu a vylou¢enim bilirubinu z organismu. Vyznacuje se zvySenou
koncentraci bilirubinu v krvi nad 17 pmol/1 (18, 23, 35).

Bilirubin prostupuje z cév do okolnich tkani, pfevazné do téch s vyssim podilem
fosfolipidii. Rozpousti se a zpusobuje jejich zluté zbarveni (18), coz se klinicky
projevuje zlutozelenym zabarvenim sliznic a k@ze — zloutenkou (ikterem). Tento
klinicky ptiznak je patrny az po ptekroceni sérové koncentrace 43 pumol/l bez ohledu
na veék (13, 14).

Typy Zloutenek
a vyluCovani bilirubinu a tim jsou jatra (hepar). Podle lokalizace pfi¢iny vzniku
Zloutenky se také odvijeji jejich nazvy (23) :

m Prehepatalni ikterus
Pfi¢inou je zvySeny rozpad erytrocyti napt. pii hemolytické anémii nebo neucinné
erytropoéze. Z uvolnéného hemoglobinu tak vznika velké mnozstvi bilirubinu. Jatra
nejsou schopna takovéto mnozstvi bilirubinu metabolizovat.

m Hepatalni ikterus
Pfi¢ina je pfimo v jatrech. Jednd se o rlzné poruchy na fadé¢ mist v jaternim
metabolismu bilirubinu. Jde pfedevsim o vychytavani bilirubinu z krevniho obéhu, jeho
konjugace, sekrece z hepatocytu, uvoliovani do Zlue. Patii sem i poSkozeni nebo
dokonce uplny zanik samotného hepatocytu.

m Posthepatalni ikterus
Pfic¢inou je porucha odtoku zluc¢i zptisobena uzaveérem zlu¢ovych cest (36).
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Kazdy z vyjmenovanych typt iktert je charakteristicky hyperbilirubinémii urcitého
typu, nalezem produktli metabolismu bilirubinu v moc¢i nebo zménou barvy stolice.
VSsechny zminéné parametry se vySetfuji v laboratofi. Laboratorni vysledky tak pfinaseji

cenné informace pro Iékate, ktery mize zvolit adekvatni zptisob 1éCby.

1.2 Bilirubin

Historie bilirubinu

Prvni zminky o bilirubinu byly publikovany v odborném ¢lanku v roce 1847, jehoz
autorem byl Rudolf Virchow. Popisoval v ném strukturu krystalti ¢erveného pigmentu
v prokrvacenych tkanich a pojmenoval ho hematoidin. Bilirubinem poprvé nazval
tmavé¢ Cerveny pigment izolovany ze Zluce v roce 1864 Georg Stadeler. Pravé on také
vyslovil hypotézu vzniku bilirubinu z hemu a objasnil souvislosti mezi Zlutym
zabarvenim kuze i sliznic a onemocnénim jater. Samotné slovo bilirubin je sloZzeninou
dvou nazvu pochazejicich z latiny, bilis (zlu¢) a ruber (¢erveny) (34).

Bilirubin je povazovan za potencialné toxicky produkt katabolismu hemu.
V lidském organismu existuje mnoho slozitych fyziologickych mechanismii pro jeho
detoxikaci. Znalost téchto mechanisml je nutnd pro interpretaci klinického vyznamu,
predevsim, vysoké koncentrace bilirubinu v séru (20).

V literatufe se miZeme setkat se zminkou o prognostickém vyznamu koncentrace
bilirubinu ve vztahu k né&kterym onemocnénim. Patii mezi né postiZzeni jater,
onemocnéni zpusobena oxida¢nim stresem, jako je aterosklerdza. Na zékladé novych
studii je povazovana hladina bilirubinu jiz pod 10 umol/l za rizikovou pro vznik téchto

onemocnéni (34, 38).
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1.2.1 Mechanismus syntézy bilirubinu

Za fyziologickych podminek se v organismu syntetizuje kolem 250 mg bilirubinu
denné. Z toho 80-85 % produkce pochazi z erytrocytli po skonceni jejich Zivotnosti.
Jedna se piiblizné o 120 dni staré erytrocyty. Pomoci makrofagh RES jsou
transportovany piedevs§im do sleziny. Z erytrocytt se uvolni hemoglobin, ktery podléha
dalsi degradaci. Z 1g hemoglobinu vznikne 34 mg bilirubinu. Molekula hemoglobinu se
rozpadne na jednotlivé slozky:

m Globin - podlehne dalsimu metabolizovani

m Zelezo - navaze se na transferin

m Hem - oxidaci, pomoci enzymu hemoxygenazy, se hemovy kruh otevie a dojde

pfitom K uvolnéni oxidu uhelnatého

Z hemu vznika zeleny pigment biliverdin, ktery vstupuje do dalsi enzymatické
reakce. Pomoci biliverdinreduktazy je teprve pfeménén na bilirubin (23, 32, 38).

Syntéza bilirubinu probiha také v jinych tkanich jako je kostni dienn (z neucinné
erytropoézy), jatra (Kuppferovy bunky), kiize (tkafiové makrofagy). Zbyvajicich
15-20 % denni produkce bilirubinu pochazi z dal§ich hemoproteinti - myoglobinu,
cytochromi a katalaz (13, 23, 32).

Chemicka struktura molekuly bilirubinu

Bilirubin fadime mezi Zlu¢ova barviva, coz jsou degradacni produkty porfyrini.
Jsou to heterocyklické slou€eniny, které obsahuji ctyfi pyrolova jadra navzajem spojena
metinovymi mustky (11, 23).

Molekula bilirubinu je v plazmé transportovana prostiednictvim albuminu,
ke kterému je navazana nekovalentni vazbou. Albumin disponuje dvéma vazebnymi
misty pro bilirubin. Ob¢é mista nemaji stejnou vazebnou afinitu vii¢i bilirubinu. Toto
usporadani bilirubinu s albuminem se nazyva nekonjugovany bilirubin (13).

Nekonjugovany bilirubin je extrémné nepolarni, prakticky nerozpustny ve vodé
pii fyziologickém pH a télesné teplot¢ (32). Pfirozené¢ se vyskytuje bilirubin
oznacovany jako 4Z, 15Z — bilirubin IXa, jehoZz chemické struktura je znazornéna

na obrazku 1.
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Obrdzek 1. Konvencni ,,linedrni tetrapyrolovd “forma izomeru

bilirubinu IXa (42,15)
Zdroj: (Vitek et al. 2003, 35) s.24

Jak ze samotného nazvu bilirubinu vyplyva, vznika z izomeru X protoporfyrinu,
Stépenim o — metinového mustku porfyrinového makrocyklu. Obsahuje dvojné vazby v
poloze 4 a 15 v konfiguraci Z. Diky tomuto uspoiadani mize v molekule vzniknout Sest
vodikovych mustkd, jak je patrné z obrazku 2. Tyto intramolekularni mistky zptsobuji
blokaci exponovanych polarnich skupin molekuly vodnym rozpoustédlim, coz je
podstatou hydrofobniho charakteru bilirubinu. Zajistuji také stabilitu celé molekuly (11,
32).

Obrazek 2 .Planarni model trojrozmérné konformace molekuly
bilirubinu IXa s vodikovymi miistky
Zdroj: (Vitek et al. 2003, 35) .24
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1.2.2 Eliminace bilirubinu z organismu

Nekonjugovany bilirubin neni filtrovan ledvinami podobné jako jiné slouceniny,
které jsou také navazané na albumin. Hlavni cesta k jeho vylouceni z organismu je
do Zluce pres jatra. Zde dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou, ktera zajistuje
rozpustnost ve vod¢ a tim vylouceni do Zluce (8, 34).

Konjugace bilirubinu v jatrech

Po transportu bilirubinu do jater ze systémové cirkulace prob¢hne jeho translokace
pies bazolateralni membranu hepatocytu. Uvolnény bilirubin je dale transportovan
pfes membranu prostiednictvim aktivniho nosic¢e do cytosolu. Zde se navaze na dva
druhy transportnich proteinti: protein Y (jaterni ligandin) a protein Z. Cytosolové
proteiny umoznuji transport nekonjugovaného bilirubinu hepatocytem, zabranuji
pasivnimu refluxu bilirubinu nazpét do cirkulace, ptesouvaji bilirubin do hladkého
plazmatického retikula, kde je konjugovan s kyselinou glukuronovou. Reakce je
katalyzovana mikrosomalni bilirubin-UDP-glukuronyltransferasou. Timto zptsobem
vznikaji konjugaty netoxické a rozpustné ve vodé. Z 90% je tvoii diglukuronid, z 10%
monoglukuronid. Konjugovany bilirubin se dostava pies kanalikularni membranu
hepatocytu pomoci aktivniho transportu (5, 17).

Metabolismus bilirubinu ve stievé

Po vylouceni z jaterni buiiky se dostava, ptes systém Zlu¢ovodd, do tenkého a dale
tlustého stfeva. Bilirubin zde vstupuje do stfevniho metabolismu a podléha dekonjugaci
pusobenim B-glukuronidazy pochazejici z baktérii a v mensi mife také z enterocytd.
Cast dekonjugovaného bilirubinu je prostiednictvim enterohepatilniho ob&hu opét
zachycena hepatocyty. Dalsi ¢ast je zredukovana enzymy produkujicimi stievni baktérie
na derivaty bilirubinu. Oxidoredukéni enzymatické reakce probihaji v tlustém stieve,
protoze ma nejmohutnéjsi bakterialni osidleni z celého stfevniho traktu. Anaerobni
bakterie zde pfevazuji nad aerobnimi. Vzniklé derivaty bilirubinu jsou bezbarvé
tetrapyroly, které maji spole¢ny nazev urobilinogeny. Mezi nejznaméjsi patii
sterkobilinogen, mesobilinogen a urobilinogen. Nejvétsi mnozstvi urobilinogent se

dostava dal, do tlustého stfeva, kde samovolné oxiduji na hnédo-oranzové pigmenty
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zpusobujici charakteristické zbarveni stolice. Dalsi ¢ast urobilinogenti se vstfebava ze
stieva do portalniho feCisté a jatry je sekretovana do zluCe. Jen mala Gast se dostava

do krevniho ob¢hu a ledvinami je vylouc¢ena do moce (5, 17).

1.2.3 Frakce bilirubinu v Krvi

Jednotlivé typy bilirubinu vznikaji v organismu postupné, V prubéhu jeho
metabolismu a daji se také stanovit v laboratofi:

m Celkovy bilirubin — sklada se z konjugovaného, nekonjugovaného a &-bilirubinu.
o-bilirubin je konjugovany bilirubin kovalentné navdzany na albumin, S polo¢asem
19 dni, fyziologicky se u zdravych jedincl nevyskytuje.

m Piimy bilirubin — je tvofen z vétsi Casti konjugovanym bilirubinem, déle delta-
bilirubinem, také ¢aste¢né bilirubinem nekonjugovanym.

m Konjugovany bilirubin — tvoii ho mono- a diglukosiduronat, nachazi se pfevazné
ve Zlu¢i, je ve vode rozpustny, polocas ma nékolik hodin.

m Nepiimy bilirubin — jeho koncentrace 1ze vypocitat jako rozdil mezi bilirubinem
celkovym a ptimym (13, 14).

Oznaceni pfimy a nepiimy bilirubin vzniklo na zékladé vysledku chemické reakce
pfi laboratornim vySetfovani. Jedna se o azokopulaéni reakci v pfitomnosti akceleratoru,
kterym muze byt metanol nebo kofein. V prvni fazi reaguje (pfimo, bez ptidani
akceleratoru) pfimy bilirubin. Touto reakci jsou nadhodnocovany nizké a
podhodnocovany vysoké koncentrace piimého bilirubinu (8). V druhé fazi dojde
Kuvolnéni vazby mezi nekonjugovanym bilirubinem a albuminem reakci
s akceleratorem. Odtud pochazi synonymum nepfimy bilirubin pro bilirubin
nekonjugovany (14).

Naprosto spolehlivych vysledkii stanoveni obou frakci se d& dosahnout
chromatografickymi metodami. Toto vySetfeni se provadi jen v nékolika
specializovanych laboratofich, pro svoji ndro€nost se Vrutinni laboratorni praxi

neuplatnila (8).
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1.3 Zloutenka novorozence

Problematiku novorozenecké Zloutenky jsem si zvolila jako téma bakalaiské prace.
Je to typ zloutenky, ktery se vyznaduje fadou specifik. Zloutenka novorozence je
fyziologickou souéasti novorozeneckého obdobi. Postihuje 60 % vSech novorozencu. Je
zpusobena hyperbilirubinémii nekonjugovaného typu (21, 28, 35).

Typickym klinickym symptomem je ikterus, zluté zabarveni - nejdfive sklér,
pozdéji ktize i sliznic. Tento pfiznak je mozny u novorozence pozorovat od koncentrace
85 umol/l bilirubinu v séru (13). Intenzita i délka trvani zloutenky je u kazdého ditéte
individudlni a je ovlivnéna fadou faktort. Podle toho se d4 Zloutenka novorozence
rozdélit do dvou skupin:

m Fyziologicka Zloutenka novorozence (icterus neonatorum)

m Patologicka zloutenka novorozence (icterus neonatorum gravis) (36)

Kazdy zobou typli ma charakteristicky klinicky obraz 1 délku trvani. Je
charakterizovan urlitymi parametry. Mezi zékladni parametry diferenciace
novorozenecké Zloutenky se uvadi gestatni a postnatalni vek ditéte a koncentrace
bilirubinu v krvi. Tyto tudaje jsou zapracovany do Hodrova-Polackova grafu.
Novorozenci jsou tak zafazeni do pfislusného pasma rizikovosti, které nabizi konkrétni
feseni terapie (viz piiloha 1).

Laboratorni stanoveni koncentrace celkového bilirubinu je jedinym spravnym
kritériem méfeni miry hyperbilirubinémie, které vede k fadné klinické diagnostice
novorozenecké zloutenky. Patologické hodnoty bilirubinu v novorozeneckém obdobi by

mohly zanechat nevratné nasledky na zdravi ditéte (16).

1.4 Fyziologicka Zloutenka novorozence

Za fyziologickou hyperbilirubinémii novorozence je povazovana koncentrace
bilirubinu v krvi s maximalni hodnotou do 204 pmol/l u terminového novorozence.

Nastupuje piiblizné 3. den po porodu a mizi do konce prvniho tydne Zivota. Vzestup
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hladiny bilirubinu by mé¢l byt do 85 pmol/den. Tento typ zloutenky novorozence
nevyzaduje 1é¢bu a odezni spontanné bez zdravotnich komplikaci (13, 29).

Jind situace nastdva u piedterminového novorozence. Intenzitu i délku trvani
zloutenky zhorSuje celkova nezralost ditéte, predevsim jaterni glukuronkonjugacni a
transportni systémy. Zloutenka nastupuje 3. - 4. den Zivota, koncentrace bilirubinu
Vv krvi je vyssi, dosahuje hodnot az 257 umol/l, celkova doba trvani je 7-9 dni. U vétSiny
téchto novorozencu je indikovana terapie (15, 24).

Pfi¢inami  vzniku  novorozenecké  Zloutenky je zvySené  hromadéni

nekonjugovaného bilirubinu z divodi, které jsem popsala v nasledujicich kapitolach.

1.4.1 ZvySena syntéza bilirubinu

V pribéhu nitrodélozniho Zivota potiebuje plod vysokou koncentraci hemoglobinu,
aby mohl uc¢inn¢ ziskavat kyslik z matetské krve a dodavat ho do vlastnich tkani. Thned
po porodu novorozenec ziskavd kyslik vlastnimi plicemi. Potteba vysoké hladiny
hemoglobinu u n&j klesa. Zivotnost erytrocyti novorozence ve srovnani s dospélymi je
snizend. Proto se rozpadaji a vyplavuje se znich velké mnozstvi hemoglobinu
do organismu. Hemoglobin musi byt pfeménén na bilirubin a vylouc¢en z organismu
bezprostiedné v poporodnim obdobi. Nadprodukce bilirubinu je dvojnasobnd nez
V dospélém veku (8-10 mg na kilogram télesné vahy). Soubézné je nahrazovan fetalni
hemoglobin adultnim (10, 35).

Role fetalniho hemoglobinu v ontogenezi

Od 12. tydne tchotenstvi probiha cCervena krvetvorba V jatrech i ve slezing
(hepato-linealni obdobi). Erytrocyty tohoto obdobi se spiSe podobaji makrocytim.
Nemaji jadro, obsahuji fetalni hemoglobin HbF, ktery z 90-95 % ptedstavuje hlavni
hemoglobin plodu az do 32. tydne. Zbylych 10-15 % tvofeno hemoglobinem dospé&lého
typu HbA. Po 32. tydnu nitrodélozniho zivota zacind postupnd vyména HbF za HbA.
Tato obména kon¢i asi 6 mésicti po narozeni, ale nepatrna cast HbF (asi 0,5%) zlstava

po zbytek zivota. U novorozence probiha erytropoéza v kostni dieni vSech kosti. V Krvi
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se nevyskytuji téméf zadné cervené bunky s jadrem, pouze 4-5% retikulocytu.
Erytrocyty jsou vétsi nez u dospélého. Maji objem 110 fI a Zivotnost 90 dni (33).

Plod ma pro svij intrauterinni vyvoj k dispozici pomérné malo kysliku. Je to
zpusobeno daleko niz§im pO; V placenté nez v plicich matky. Proto erytrocyty plodu
obsahuji HbF, ktery ma vyssi afinitu ke kysliku nez HbA. Tim se dokéze pln¢ nasytit a
zajistit dostate¢né okysliceni plodu (19). Fetalni hemoglobin se od adultniho 1isi také
svym molekularnim sloZenim v globinové slozce. Obsahuje dva fetézce a a dva fetézce
v na rozdil od adultniho, se dvéma fetézci a a dvéma B (HbA1) nebo dvéma fetézci a a

dvéma & (HbA2) (21).

1.4.2 Specifika metabolismu bilirubinu novorozence

U ditéte v novorozeneckém obdobi se zvySenou mérou uplatiuje tzv.
enterohepatalni reabsorbce bilirubinu. Ve stfevé je prokdzéna znacnd aktivita enzymu
B-glukuronidazy pochazejici z mateifského mléka. Snadno dochazi k pfeméné jiz
konjugovaného bilirubinu opét na nekonjugovany, ktery se dostiva ze stieva
do krevniho ob&hu a jesté vice zvysuje jiz tak vysokou hladinu bilirubinu (35).

Velké mnozstvi bilirubinu je také obsazeno ve smolce. Cim déle zlistavé ve stieve,

tim vice podporuje reabsorbci bilirubinu do krve (28).

1.4.3 Funk¢ni nevyzralost jater

Funk¢ni nevyzréalost jater je minéna ve smyslu konjugace bilirubinu. Zapfticiiuji to
dva faktory. Prvnim je nedostatek aktivnich transportnich protein v hepatocytu. Jejich
exprese se zvysuje po neckolika tydnech zivota. Druhym faktorem je nedostate¢na
aktivita enzymu  bilirubin-UDP-glukuronyltransferasy. =~ Tim vznikd porucha

v glukuronidizaci bilirubinu (35).
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1.4.4 Chybéjici stievni mikrofléra

V novorozeneckém obdobi dochazi kresorpci nekonjugovaného bilirubinu
z tenkého stfeva. Chybi intersticidlni mikroflora, kterd kontroluje zpétnou resorpci
nekonjugovaného bilirubinu do portalniho obéhu. V tenkém stievé také neni dostatek
bilirubin redukujicich baktérii, proto i tvorba bilirubinoidii je omezena. Dostatecné
osidleni zazivaciho traktu bakteridlni mikroflorou, zajistujici fyziologickou produkci

urobilinoidd jako v dospélosti, za¢ina od Sestého tydne zivota (35).

1.4.5 Hyperbilirubinémie kojenych novorozenci

Na vzniku Zzloutenky kojenych novorozenct se podili vice faktorti. Pfitomnost
inhibitort  glukuronizace, zvySeny obsah mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
Vv mateiském mléce, snizena jaterni clearance bilirubinu, sniZzeny piijem kalorii,
genetické vlivy, zvySeni reabsorbce bilirubinu v gastrointestinalnim traktu. Vlivem
téchto faktorti dochézi k velmi pozvolnému poklesu hladiny bilirubinu az do 12. tydne
zivota. Vyskyt zloutenky u kojenych novorozenct je ¢astym divodem k opétovné
hospitalizaci (17, 29).

Na vzniku novorozenecké Zzloutenky se podileji jest€ dalSi faktory: ukonceni
clearance ptebyte¢ného bilirubinu placentou, poporodni hematomy, geneticky dané
hemolytické anémie, hypotyredza, vrozené konjugacni defekty, CastéjSi vyskyt u deéti

diabeticek (13).
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1.5 Patologicka Zloutenka novorozence

Hlavnim indikéatorem patologické Zloutenky novorozence je Casnost nastupu a to
Vv prvnich 24 hodinach po porodu. Charakteristickym kritériem pro patologii
novorozeneckého ikteru je koncentrace bilirubinu v krvi ptesahujici hodnotu 220 umol/l
u donosenych a 256 umol/l u nedonosenych novorozencu. Hladina bilirubinu stoupa
0 vice nez 85,5 umol/den, za¢ina ustupovat po 1 tydnu u donosenych a po 2 tydnech
u nedonoSenych novorozenc.

Vzdy patologickym nalezem je konjugovana hyperbilirubinémie, kdy koncentrace
konjugovaného bilirubinu tvoii > 15 % celkového bilirubinu (29, 33). Pficiny vzniku
konjugované hyperbilirubinémie novorozence jsou: jaterni onemocnéni (vrozené
metabolické vady, infekce, sepse, toxické latky), onemocnéni zlucovych cest,

parenteralni vyziva (13).

1.5.1 Inkompatibilita mezi krvi matky a plodu

Neslucitelnost krve matky a plodu se projevuje jiz v pribéhu té¢hotenstvi. Matka je
nositelkou jiného typu krve nez plod, ktery jej zdédil po otci.

Nejcastéji se vyskytuje inkompatibilita v systému Rh, zptsobena D-antigenem,
Rh-negativni matka a Rh-pozitivni plod. Béhem téhotenstvi dochazi, téméf vzdy,
K pfestupu malého mnozstvi krve plodu do krevniho obéhu matky ptes placentu. Rh-
pozitivni fetalni erytrocyty zpusobuji tvorbu protilatek v krvi matky. Tyto protilatky
zustavaji v obéhu v pohotovostnim stavu. V piipadé opakovaného setkani s Rh-
pozitivnimi erytrocyty je jejich tvorba daleko rychlejsi. Po senzibilizaci vznikaji v Krvi
matky protilatky typu G. Diky své malé molekule snadno ptestupuji pies placentu do
téla ditéte, kde napadaji a likviduji jeho Rh-pozitivni erytrocyty jesté pfed narozenim.
Dusledkem rozpadu erytrocytl je anémie a Zloutenka, ktera je patrna jiZ pii narozeni.

V laboratofi se také vySetfuje amniova tekutina, v které je rovnéz hladina bilirubinu

vysoka (15, 28, 36).
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Dal$im typem je inkompatibilita v ABO-systému. Vyskytuje se ve 20-25 %
téhotenstvi, ale klinicky manifestuje jen v 10 % (21). Vznika v piipad¢, kdy matka ma
krevni skupinu 0, dit¢ A nebo B nebo AB. Tento druh inkompatibility ma mirné&jsi
nasledky pro plod nez neslucitelnost v Rh-systému. Anémie i zloutenka maji leh¢i
charakter. Je to zpisobeno pfirozenou pfitomnosti protilatek anti-A a anti-B v Krvi
matky. Placentou prochazeji jenom v omezené mife, na rozdil od inkompatibility
vV Rh-systému (15, 21).

Existuji aloimunizace, které jsou zpusobené atypickymi antigeny. NejCastéji se

jedna o antigeny c, E, Kell (28).

1.5.2 Jadrovy ikterus

wevr

vznikd v dGsledku hyperbilirubinémie. Hydrofébni, ale vtucich rozpustny
nekonjugovany bilirubin, pronikd do centrdlniho nervového systému. Tento piestup
nekonjugovaného bilirubinu jesté vice podporuje hypalbuminémie, takze moznost
vazby albumin-bilirubin je nedostate¢na. Za fyziologickych podminek takto vazany
volny bilirubin pfes hematoencefalickou bariéru nepronika (29).

Toxicita bilirubinu, na bunéné trovni, spofivd v posSkozovani bunécnych
membran, jejich permeability 1 transmembrdnovych transporti. Velkou mérou
negativné zasahuje i do oxidativni fosforylace v mitochondriich (14).

Nasledky toxického plisobeni bilirubinu na mozkovou tkan ditéte jsou nevratné a
zanechaji nasledky v podob¢ chronickych onemocnénich jako je vyvojova a mentalni
retardace, motorické postizeni nebo hluchota (29).

Pro diagnostiku jadrového ikteru u novorozencii neexistuje limitni hodnota cut-off
pro bilirubin. Jeho rozvoj je ovliviiovan mnoha faktory jako je napf. stupen zralosti

novorozence, hemolyza, pfed¢asny porod, sepse, acidoza (14).
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1.6 Diagnostika Zloutenky novorozence

Nejprve je intenzita zloutenky hodnocena osetfujicim Iékafem a zkuSenou sestrou
optometricky za optimalnich svételnych podminek dle doporucenych oSetfovatelskych
postuptt CNeoS.

Poté nasleduje transkutdnni méfeni. Toto vySetfeni je orientacni a slouzi
pro sledovani vyvoje zloutenky. V pfipadé nalezu patologickych hodnot nasleduje
vySetfeni koncentrace celkového bilirubinu v laboratofi, které je pro spravnou
diagnostiku a lé¢bu hyperbilirubinémie nezbytné (3). Pozadavek ze strany lékatru
na klinickou laboratof je tedy stanoveni koncentrace bilirubinu pfesné s povolenou miru
nejistoty. Velmi dilezité je také zminit pozadavek na v€asnost vySetfeni. V laboratofi je
stanoveni zafazeno do rezimu statim, tedy povinnost dostupnosti vysledku do hodiny
od piijmu vzorku laboratofi.

MozZnostmi stanoveni hladiny bilirubinu, v¢etné laboratorni diagnostiky zloutenky

novorozencu se budu podrobné zabyvat v nasledujicich kapitolach.

1.7 Terapie Zloutenky novorozence

1.7.1 Fototerapie

Zakladni 1é€ebnou metodou ke snizeni hladiny bilirubinu vyloucenim z organismu
novorozence je fototerapie. Jak je jiZ z nazvu patrné, jednd se o 1é€bu za pomoci svétla.
Nejvyssi tcinnost pfi fototerapii ma modré svétlo o vinové délce 460 nm, protoze tato
vlnova délka odpovida absorpénimu maximu bilirubinu.

Princip fototerapie souvisi s chemickou strukturou uspofadani molekuly bilirubinu
a jeho fyzikdlnimi vlastnostmi. Molekula pfirozeného izomeru bilirubinu 4Z, 15Z
absorbuje foton, zméni svoji strukturu za vzniku izomert ZE/EZ (viz ptiloha 3). Tato
konfigurace derivatl bilirubinu je hydrofilni. Diky této zméné na hydrofilni charakter,

muzou byt produkty fototerapie vylouceny prostiednictvim jater do zluce i do moce, bez
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potieby konjugace. Tim se dafi uc¢inné snizovat hyperbilirubinémii novorozence (29,
34).

Fototerapie, vedle 1écebnych ucinki, sebou piinasi i urcita rizika pro novorozence.
Patfi mezi né hypertermie, hypotermie, dehydratace, méni se i barva moci a stolice

Vv pribéhu fototerapie aj. (3).

1.7.2 Vyménna transfuze

Vyménna (exsanquinaéni) transfuze je 1é¢ebna metoda G¢inna, ale invazivni. Je
indikovana pti hemolytické nemoci novorozence, kdy dojde k odstranéni velké casti
bilirubinu, senzibilizovanych erytrocytd i protilatek, které se na vzniku hemolyzy
podileji. Pouziti vyménné transfuze ptfedstavuje pro dit¢ zdvazna rizika, jako jsou:
vzduchova embolie, infekce nebo ndhlé umrti. K provedeni tohoto vykonu Ilékati
pfistupuji jenom v zavaznych ptipadech a po nelspéSnych vysledcich pouziti vSech
ostatnich terapii. Provadéni se proto soustieduje do Perinatologickych center

na neonatologicka pracovisteé (3, 29).

1.7.3 Imunoterapie

Patfi do skupiny farmakologické lécby. Ma profylaktickou povahu. Spociva
V intraven6znim podani imunoglobulind, které dokdzou vyvazat protilatky pochazejici
z téla matky. Tim je sniZeno riziko hemolyzy. Aplikace imunoglobulinti je indikovéana
U novorozencl s rozvinutym izoimunnim hemolytickym onemocnénim, kteti nespliiuji

dané podminky pro vyménnou transfuzi (3, 29).
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2 Cile prace a hypotézy

>

Stanovit koncentraci bilirubinu v krvi novorozenct pomoci dvou laboratornich
metod u téhoz souboru novorozencti metodou ptimé fotometrie v plné krvi a
poté metodou chemickou v krevni plazmé z t¢hoz vzorku krve.

Vysledky zpracovat statistickymi postupy aplikovanymi v klinické biochemii pii
porovnavani vysledkd stanoveni jednoho analytu pomoci dvou metod na
rozdilnych principech, linearni korelaci (Passing-Bablok) a diferenénim grafem
(Bland-Altman).

Vyhodnotit miru porovnatelnosti laboratornich metod, posoudit vyhody a

nevyhody obou metod, navrhnout pouzitelnost pro klinickou praxi.

Posoudit spolehlivost vysledkt stanoveni koncentrace bilirubinu naméfenymi v
rezimu POCT pomoci transkutanniho bilirubinometru a porovnat je s
laboratornimi vysledky pomoci tychz statistickych postupti jako v piipadé

laboratornich metod.

Na zaklad¢ teoretickych znalosti 0 vzniku, prib&hu, 1écby novorozenecké

zloutenky a prostudovanim odborné zahrani¢ni literatury, zabyvajici se predevSim

otazkami méfeni koncentrace bilirubinu u novorozenct, jsem formulovala tyto

hypotézy:

1) Stanoveni koncentrace bilirubinu novorozencti je mozné provadét dvéma

laboratornimi metodami zalozenymi na rtiznych principech, které vykazuji tésnou

korelaci a jsou pro diagnostiku novorozenecké hyperbilirubinémie zcela zaménitelné.

2) Stanoveni bilirubinu screeningovou metodou POCT s pouzitim transkutanniho

bilirubinometru ma z pohledu korelace s laboratornimi metodami sva omezeni, ktera je

tteba vzhledem k diagnostice hyperbilirubinémie respektovat a vySetteni POCT

provadét nalezitym zptisobem.
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3 Metodika vyzkumu

3.1 Volba souboru

Vysetfovany soubor tvofilo 120 novorozencti. 37 Z nich bylo 1é¢eno fototerapii
pro zavaznost hyperbilirubinémie. VSichni byli hospitalizovani v Nemocnici Jindfichiiv
Hradec, a.s. na novorozeneckém odd¢leni nebo na jednotce intermediarni péce pro
novorozence. Experimentalni méteni probihalo od 9. 2. 2012 do 17. 9. 2012. Neuvadim
jména ani rodna ¢isla novorozencii v ramci dodrzovani zdkona o ochrané osobnich

udajii. Oznacila jsem je pouze potadovymi Cisly.

3.2 Metodika experimentu

Zakladem moji bakalafské prace je experiment, ktery spocival v méfeni
koncentrace bilirubinu novorozenci.

Prvni méfeni provedly détské zdravotni sestry pifimo u liZka pacienta pomoci
transkutanniho bilirubinometru. Dle ordinace lékafe byl proveden odbér krve a
vystavena zadanka na laboratorni vysetfeni bilirubinu v Krvi.

Vlastni laboratorni meéfeni jsem provadéla na oddéleni klinické biochemie
Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s., kde jsem také zamé&stnana.

Nejprve jsem stanovila bilirubin metodou piimé fotometrie v plné krvi. Zkumavku
se zbytkem materialu jsem odstiedila a nasledné provedla stanoveni bilirubinu
chemickou metodou Vv krevni plazmé& Metoda stavajici, dosud pouzivana, byla
chemicka, porovnavana byla metoda piimé fotometrie. Vsechny typy stanoveni
bilirubinu u novorozencti jsem zaznamenala do tabulky 4.

Namétené vysledky jsem zpracovala nasledovné:
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1) Porovnani metody piimé fotometrie stanoveni bilirubinu v plné krvi s chemickou
metodou Vv krevni plazmé pomoci linearni korelace (Passing-Bablok) (viz obrazek 6) a
diferen¢niho grafu (Bland-Altman) (viz obrazek 7).

2) Porovnani metody piimé fotometrie stanoveni bilirubinu v plné krvi s metodou
meéfeni v rezimu POCT pomoci transkutanniho bilirubinometru opét linearni korelaci
(Passing-Bablok) (viz obrazek 8) a diferen¢nim grafem (Bland-Altman) (viz obrazek 9).

3) Porovnani metody pfimé fotometrie stanoveni bilirubinu v plné krvi s metodou
méieni v rezimu POCT pomoci transkutanniho bilirubinometru opét linearni korelaci
(Passing-Bablok) (viz obrazek 10) a diferenénim grafem (Bland-Altman)
(viz obrazek 11). Do uvedeného porovnani nebyli zahrnuti novorozenci podstupujici
fototerapii v pribéhu experimentu.

S prubéhem experimentu byl sezndmen primat détského oddéleni MUDr. Miroslav
Toms i hlavni sestra nemocnice Bc. Dana Béhounova. Metodiku jsem nastavila tak, aby
cely vyzkum probihal paraleln¢ s ordinaci lékafe v souladu s pfislusnymi SOP

pro stanoveni koncentrace bilirubinu novorozencii na lizkovych oddélenich.

3.3 Preanalyticka faze

Nedilnou soucésti laboratornich analyz je preanalyticka faze. Zahrnuje parametry,
které vyznamnou mérou ovliviiuji laboratorni vysledky. Tyto vlivy se nachazeji pted,
ale 1 pfi samotném odbéru biologického materidlu, dale také mezi odbérem a
zpracovanim biologického materialu laboratofi (17).

Nedodrzovani instrukci a doporuéeni, vychazejicih ze strany laboratote a tykajicich
se preanalytickych postupt, je zdrojem vice nez 50 % laboratornich chyb. Nékteré
zdroje uvadeji az 70-80 % chyb. V ramci bezpecné péce o pacienty je v klinickych
laboratofich zavadén systém odmitnuti vzorku. Tento systém napomdhd eliminovat
chyby spojené s preanalytickou fazi. Konkrétné se jedna o pfitomnost hemolyzy,
chybnou identifikaci vzorku a zddanky, nedodané nebo ztracené vzorky, chybna volba

odbérového systému, opozdény transport vzorku ve vztahu ke stabilit€¢ analytu,

28



nedodrzovani doporuc¢eného poméru materidlu a aditiva, nevhodné antikoagulacni
¢inidlo (2).

Faktory preanalytické faze ovliviiujici laboratorni stanoveni koncentrace bilirubinu:
m Odbér krve

Krev byla novorozenciim odebirana na lizkovych oddélenich. Odbér krve je fizen
SOP a pokyny vyrobce odbérového systému (viz piiloha 2). Na vysetieni bilirubinu je
do laboratofe zasilan vzorek venozni nebo kapilarni krve z paticky. Doporuc¢enym
odb&rovym systémem je BD Vacutainer® Microtainer™ s piidavkem aditiva Lithium
heparin. Je nutné dodrzet uvedeny objem vzorku z diivodu dodrzeni spravného poméru
vuci aditivu.
m Identifikace vzorku a zadanky

Oznaceni vzorku krve a zddanky na vySetfeni musi mit shodnou identifikaci. Oboji
musi obsahovat vSechny nalezitosti dle prislusnych SOP. V piipad¢ nejednoznacné nebo
nepiesné identifikace laboratof tento vzorek odmitne. Pro pacienta by to, v opa¢ném
ptipadé, znamenalo velké riziko s vaznymi az fatalni nasledky (2).
m Stabilita bilirubinu za podminek uskladnéni v mistech bez pfistupu svétla.

Bilirubin je stabilni: 2 dny pfi 20 az 25°C

7 dni pti 4 az 8°C
1 rok pfi -20°C

m Transport vzorku

Cas od odbéru vzorku az po samotné vlozeni do analyzatoru musi byt omezen
na minimum z divodu omezené stability vic¢i pfimému sluneénimu zareni. Koncentrace
bilirubinu muze takto klesnout az o 30 % za hodinu (14). Pfeprava zkumavky
z ordinujiciho oddéleni do laboratofe musi byt zajiSténa v uzavieném boxu bez
pfitomnosti svétla.
m Interference

NejcastejSimi interferen¢nimi faktory ovlivitujicimi stanoveni bilirubinu v plazmé
chemickou metodou je hemolyza a lipémie. Vyrobce reagencii (firma Roche), které
jsem pouzivala ke stanoveni ve svém experimentu, uvadi vyznamny vliv hemolyzy od

H indexu 1000 a v ptipad¢ lipémie od L indexu 1400 (26).
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3.4 Vnitini kontrola kvality

VKK je stanoveny soubor postupl osvojeny a provadény pracovniky laboratofe,
vedouci ke kontinudlnimu hodnoceni laboratorni prace a zajisténi pozadavkl na kvalitu.
Cilem VKK je rozhodnuti, jestli naméfené vysledky analytické série jsou dostatecné
spolehlivé, aby mohly byt vydany. Kazdy laboratorni vysledek predstavuje pouze odhad
skute¢né koncentrace nebo obsahu analytu. Jeho soucésti je tzv. nejistota vysledku.
Urceni miry nejistoty vysledku se stanovuje na zékladé stanoveni mezilehlé pfesnosti a
hodnoty bias (vychyleni), které jsou soucésti kontrolniho systému (VKK a EHK)
Mezilehla preciznost je vyjadiena smérodatnou odchylkou (SD), resp. hodnotou
variacniho koeficientu (CV%) a bias, jako rozdil mezi stfedni hodnotou vysledku
stanoveni a referen¢ni hodnotou (22, 23, 30).

Kontrolni systém pro stanoveni bilirubinu byl hodnocen v programu Unity Real
Time, Bio-Rad v souladu s Westgardovymi pravidly s pouzitim komer¢nich kontrolnich

materiala.

3.5 Externi hodnoceni kvality

EHK je v Ceské republice zajistovano SEKK spol. sr.0. Pardubice. EHK je
soucasti procesu zajiStovani kvality laboratornich méfeni. Smyslem EHK je
vyhodnocovani vykonnosti jednotlivych ucastnikii prostfednictvim mezilaboratorniho
porovnavani vysledkii dosazenych v rozeslanych materidlech do vice laboratofi.
Vysledky jsou statisticky zpracovany a vyjadieny graficky. Ugastnikiim jsou potom

vysledky zpétné sdélovany (22).
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4 Laboratorni ¢innost

4.1 Stanoveni koncentrace bilirubinu novorozenci metodou piimé

fotometrie v plné krvi

4.1.1 Instrumentace

Koncentraci bilirubinu novorozenct v plné krvi jsem stanovovala na analyzatoru
Cobas b221 firmy Roche (viz ptiloha 4). Tento typ pfistroje méfi pouze celkovy
bilirubin novorozenci, neumoziuje méfit konjugovanou a nekonjugovanou formu.

Jednd se o analyzator, ktery umozinuje méfit parametry v riznych typech
biologickych materialt jako je sérum, plazma, plna krev nebo i dialyzacni roztoky.
Pomérné Sirokd je 1 Skdla méfenych parametri od substratdi, iontl pfes parametry
acidobazické rovnovahy az po derivaty hemoglobinu a bilirubin novorozencu.
Pro méteni koncentrace bilirubinu, spolu s celkovym hemoglobinem a jeho derivaty
musi byt nainstalovan specidlni tzv. COOX modul. Méfeni ostatnich parametrd,
zalozené na elektrochemickych principech, vyZaduje pfitomnost specialnich elektrod.

COOX modul se sklada z hemolyzéru a méfici kyvety. Pro vlastni méfeni musi byt
vzorek plné krve hemolyzovan, aby nedochdzelo k rozptylu svétla cervenymi
krvinkami. K hemolyze vzorku dochazi pusobenim ultrazvuku. Dulezitymi soucastmi
optického systému je halogenova lampa a polychromator, ktery umoZiluje méteni

v rozsahu vinovych délek 450-670 nm s odezvou 512 signali (25).

4.1.2 Princip metody

Hemolyzovany vzorek je proméfovan svétlem pochazejicim z halogenové lampy,

v uvedeném rozsahu vlnovych délek. Jeho c¢astecnym pohlcenim vznikd absorpéni

spektrum (viz ptiloha 9). Absorp¢ni kiivka typicka pro bilirubin se nachazi v rozmezi
31



vlnovych délek cca 460-520 nm. Nepohlcené svétlo je optickym vldknem smérovano
na polychromator, kde se lame a dopada na fotosenzitivni piijimac. Velikost vysledného
elektrického signdlu je pfepoctena na absorpci. Vyslednd koncentrace celkového
bilirubinu se vypocitd pomoci slozitého vypocetniho algoritmu (9) na zédkladé Lambert-
Beerova zakona.

Tato spektrofotometricka metoda pokryva méfici rozsah dostateény i pro ptipad
velmi patologické hladiny bilirubinu a to 51,3-855,0 umol/l. Stanoveni je ovlivnéno
pritomnosti absorbujicich latek jako jsou diagnostickd a terapeutickd barviva nebo

vysoka koncentrace mastnych emulzi (25).

4.1.3 Postup stanoveni

Dle metodiky mého experimentu jsem nejprve stanovila bilirubin u novorozenci
V plné krvi. Thned po doruceni vzorku krve jsem zkontrolovala tdaje na zkumavce
s tdaji na zadance. Elektronickou zadanku jsem pfijala do LISu, poté se vytiskl ¢arovy
kod s prisluSnymi udaji o vzorku a vysetfeni. Pomoci adaptéru byl nasat piislusny
objem vzorku 111 pl do méficiho prostoru analyzatoru (viz piiloha 5). ldentifikace
novorozence se prenesla do analyzatoru elektronicky. Po uplynuti 110 s (25) byla
vyslednd koncentrace bilirubinu vytiSténa na souhrnném vysledkovém listu
na termotiskarné analyzatoru a zaroven byla ithned dostupna v LISu, ktery byl propojen
s analyzatorem on-line. Po kontrole laborantkou byl vysledek odeslan do NISu
na ordinujici oddéleni. V tisténé podobé byl vysledek dostupny po Iékatiské kontrole.

VKK byla zajistovana pomoci doporuc¢enych komerc¢nich kontrolnich materialt
na tfech hladinach a to COMBITROL PLUS 1,2,3. Analyzator Cobas b221 je plné
automaticky piistroj z hlediska rekalibraci metod. Jednotlivé hladiny kontrolnich
materidli se pravidelné stfidaji v pribéhu tydne. Vysledky jsou vyhodnocovany
programem Unity Real Time, Bio-Rad (viz obrazek 3).

EHK pro stanoveni bilirubinu v plné krvi neni zavedeno, protoze V kontrolnich

cyklech SEKK neni nabizen vhodny kontrolni material.
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4.2 Stanoveni koncentrace bilirubinu novorozenca chemickou

metodou v plazmé

4.2.1 Instrumentace

Bilirubin v plazmé novorozencii jsem vySetfovala pomoci biochemického
analyzatoru COBAS INTEGRA 400 plus (viz pfiloha 6). Jedna se o analyzator, ktery je
mozné pouzivat v bézném rutinnim, ale 1 statimovém reZimu, popifipadé¢ miize byt
vyuzit i pro specialni ucely. Analyzator pracuje s uzavienym systémem reagencii, které
jsou plnény do kazet opatfenych carovym kodem, ktery zajistuje automatickou
registraci udaji o nich. Reagen¢ni kazety jsou do analyzatoru vkladany ve stojancich,
jak demonstruje ptiloha 7. Analyza probiha v méticim modulu v plastovych kyvetach.
Pfipojeni na LIS umoziiuje oboustranny automaticky pienos laboratornich vysledku a

pozadavku (27).

4.2.2 Princip metody

Celkovy bilirubin reaguje s diazoniovymi ionty v pfitomnosti vhodného
solubiliza¢niho c¢inidla pfi pH 1-2 za vzniku barevného produktu azobilirubinu.
Intenzita zbarveni vniklého azobarviva je pfimo umérna koncentraci bilirubinu a méfi se

fotometricky. Tento typ reakce oznaovan jako azokopulace.
kyselina
bilirubin  + diazoniovy iont ———————> azobilirubin

Vyrobce reagencni kazety uvadi méfici rozsah metody 1,7-430,0 umol/l. Tento
rozsah je dostateény pro diagnostiku a monitorovani 1é€by novorozence i s velmi
patologickou Zloutenkou. Vzorky, u nichz je i tento koncentra¢ni limit piekrocen, jsou
automaticky nafedény analyzatorem a vysledek je prepocitan piisluSnym fedicim
faktorem (26).
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4.2.3 Postup stanoveni

Vzdy pied zahajenim méieni vlastniho vzorku jsem provedla VKK na dvou
hladindch bilirubinu. Pouzivala jsem komercni kontrolni materidly BIO-RAD
Lyphochek® Unassayed Chemistry Control (Human) s koncentraci bilirubinu na dolni
hladin¢ referen¢niho rozmezi novorozenecké zloutenky a materidl ROCHE Precibil
s deklarovanou hodnotou koncentrace bilirubinu, kterd se nachazi nad referenénimi
mezemi, V oblasti patologické. Vysledky analyz obou kontrol v jednotkach pmol/l jsem
zapsala do kontrolniho softwaru Unity Real Time, Bio-Rad (viz obrazek 4). V piipadé
nesouladu kontrolniho systému jsem provedla rekalibraci metody pomoci kalibratoru
C.f.a.s. doporuc¢eného vyrobcem reagencii.

Krevni plazmu jsem separovala centrifugaci po dobu 10 minut piti 2000 g.
Zkumavku jsem oznacila ¢arovym koédem obsahujici informace o identifikaci vzorku a
pak vlozila ve vzorkovém stojanu do analyzatoru (viz ptiloha 8). Po odstartovani za¢ne
probihat vlastni analyza. Prostfednictvim pocitace analyzatoru, ktery je on-line pfipojen
na laboratorni informacni systém, dojde k nacteni pozadavku na stanoveni bilirubinu u
vzorku s pfislusnou identifikaci. Analyza zacind pipetovanim plazmy v piislusném
objemu do plastové méfici kyvety. Pozdéji nasleduje piidavek piislusného objemu
reagencii. Od tohoto okamziku zac¢ind probihat chemicka reakce, ktera je zaroven
principem metody. Vysledna koncentrace analytu je vypocitana automaticky pro kazdy
vzorek na zéklad¢ kalibracni kiivky v jednotkach umol/l. Vysledek je z analyzatoru
prenesen do laboratorniho informacniho systému. Odtud je vysledek uvolnén
laborantkou na ordinujici oddéleni. Po nasledné kontrole 1ékafem oddé€leni je nakonec
uvolnén k tisku.

V pribéhu mého vyzkumu jsem také méla moznost tcastnit se dvou kontrolnich

cyklit EHK organizovanych SEKK.

Vysledek stanoveni novorozeneckého bilirubinu v ramci EHK je uveden v tabulce

3, grafické vyhodnoceni (viz piiloha 10 a 11).
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5 POCT

Obecné je hlavnim ukolem POCT technik optimalizovani diagnostického procesu,
ale i dalsi monitorovani 1é¢by piimo v misté péce o pacienta. Znamena to moznost
pouzivani piistrojd POCT u lizka pacienta, v ambulancich nebo pouzivani zatizeni

samotnym pacientem. POCT je vSak nedilnou soucasti laboratorni diagnostiky (1).

5.1 Transkutanni méreni Vv rezimu POCT

Cetné studie ukazuji, Ze nejéastdj§im diivodem odbéru krve u novorozencii je
stanoveni bilirubinu v souvislosti s novorozeneckou zloutenkou. Samotny odbér krve je
bolestivy invazivni proces, pfinasejici riziko vzniku infekce. Pro rodice i samotného
novorozence predstavuje stresovou situaci, pro oSetiujici persondl casovou zatizenost.

Aby se pocet odbérit krve snizil, byly zkonstruovany pfistroje pro neinvazivni
vySetfeni bilirubinu — transkutdnni bilirubinometry. Od roku 1980, kdy byl na trh
uveden prvni tento piistroj, prosly celou fadou technickych inovaci. Mezi novinkami
bych uvedla Ze, vysledky jsou vyjadiené rovnou v pumol/l bez piedeslé kalibrace
pfistroje za Gcelem ptevodu arbitrarnich jednotek na koncentraci bilirubinu, vysledky

dale nejsou ovlivnéné rasou ani vékem novorozence (6).

5.1.1 Instrumentace

Zatizeni, kterym byl méfen bilirubin novorozenct v priitbéhu mého experimentu, je
transkutanni bilirubinometr JM-103 Konica Minolta Hill-Room Air-Shields (viz piiloha
11). Samotné méfeni probiha na mistech s dostate¢nou cirkulaci krve. Doporuc¢ovanymi

méficimi body jsou: celo, sternum nebo bficho novorozence. Méfeni prob&hne
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automaticky, po pfitlaeni bilirubinometru méfici sondou na té€lo novorozence, vysledek

je zobrazen na displej v umol/l (12).

5.1.2 Princip méreni

Timto zpusobem se neméfi piimo koncentrace bilirubinu v Krvi novorozence, ale
stupen intenzity zlutého zabarveni subkutanni tkan€. Vlastni princip spociva v rozdilné
absorpci svétla, ktera je promé&fovana kratkou a dlouhou optickou drahou svételného
paprsku pii dvou vinovych délkach (viz piiloha 12). Pouziva se svétlo modré o vinové
délce 400 nm a svétlo zelené o vinové délce 500 nm. Piistroj je konstruovan tak, aby
byl minimalizovan vliv melaninu a stupen zralosti pokozky novorozence (12).

Vyrobce deklaruje méfici rozsah od 0 az 425pumol/l s pfesnosti + 25 umol/l.

Vyznamnou interferenci je fototerapie. Vlivem pusobeni svétla dochazi ke snizeni
koncentrace bilirubinu v subkutanni tkani, coz nekoreluje s koncentraci bilirubinu v krvi
(12).

Postup stanoveni 1 kontrolni systém, na pfisluSnych liZzkovych, je fizen

doporuc¢enim vyrobce pfistroje.
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6 Vysledky
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6.1 Hodnoceni VKK obou laboratornich metod stanoveni bilirubinu

novorozencu

Pro grafické hodnoceni VKK obou laboratornich metod jsem zvolila sloupcovy

graf, ktery je generovan softwarem Unity Real Time, Bio-Rad. Umoziuje detailné;si

pohled na prubé¢h kontrolniho systému. Celkové vysledky mezilehlé preciznosti za

obdobi mého experimentu jsem zpracovala do tabulky 1.

Tabulka 1. Hodnoceni mezilehlé preciznosti laboratornich metod

METODA PRIME FOTOMETRIE CHEMICKA METODA
< HODNOCENI < HODNOCEN({
NAZEV MEAN NAZEV MEAN
KONTROLY sSD CV% KONTROLY SD CV%
COMBITROLL | 101 | 057 | 056 || vppiocHex | 8297 | 1.65 | 1,99
COMBITROL?2 215 0,83 0,38
COMBITROL3 | 368 | 279 | 076 | PRECIBIL 124057 1 475 | 1,97
Tabulka 2. Variacni koeficienty mezilehlé preciznosti udavané vyrobci
METODA PRIME FOTOMETRIE CHEMICKA METODA
KONCENTRACE BILIRUBINU (umol/l) KONCENTRACE BILIRUBINU (umol/l)
V KONTROLNIM MATERIALU CV% V KONTROLNIM MATERIALU CV%
AUTOTROL PLUS Roche PRECIPATH Roche
103,7 0,78
210,8 0,96 80,7 2,00
367,2 0,78

Zdroj: Navod k obsluze Cobas b221 systém - Technické parametry,s.A64-A65
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Do tabulky 2 jsem shrnula hodnoty mezilehlé preciznosti (CV%) obou
laboratornich metod tak, jak je uvadi vyrobce 1VD firma Roche.

Rozhodujicim parametrem pii pravidelné¢ provadéné verifikaci laboratorni metody
je hodnota variacniho koeficientu, kterd by méla odpovidat tdajim vyrobce IVD
diagnostika.

Kontrolni material pro spektrofotometrickou metodu pokryva rozmezi ocekavanych
hodnot od 101 umol/l do 368 umol/l. Ocekavané hodnoty kontrol pro chemickou
metodu spadaji do rozmezi od 82,97 umol/l do 240,57 umol/l. Zvoleny rozsah
kontrolniho systému obou metod je dostate¢ny pro diagnostiku fyziologické i

patologické zloutenky novorozence.

6.2 Hodnoceni EHK chemické metody stanoveni bilirubinu
novorozenci v séru
Vysledky EHK obou kontrolnich cykli jsem zpracovala do tabulky 3. Ugastnikiim

byly rozeslany dva kontrolni materialy A,B.

Tabulka 3. Hodnoceni EHK stanoveni novorozeneckého bilirubinu v séru

. MERENA
CisLO
KONTR. KONC. 0
KONTR. MATERIAL | BILIRUBINU AV D% Dmax
CYKLU
[umol/]

BIL 1/12 A 288,0 290 -0,69 21
BIL 1/12 B 156,0 162 -3,70 21
BIL 2/12 A 155,6 161 -3,35 21
BIL 2/12 B 277.,6 290 4,17 21

Zdroj: Legenda vysledkového listu SEKK, kontrolni cykly BIL 1/12, BIL 2/12
Legenda K tabulce: AV vztaznd hodnota, D% procentudlni rozdil (bias), Dy prijatelny rozdil(%)
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6.3 Tabulka koncentraci bilirubinu novorozencu mérené v laboratori

I POCT

Tabulka 4. Koncentrace bilirubinu u novorozencu [umol/l]

¢vz. | JIM | COBAS | INT Jévz.|IJM | COBAS | INT jévz. | IM | COBAS | INT
1. | 164 209 215 | 21. | 164 187 192 | 41. | 151 172 178
2. 1199 204 209 | 22. | 179 242 247 || 42. | 148 174 177
3. | 126 193 210 | 23. | 166 189 211 | 43. | 181 204 215
4. | 156 209 206 | 24. | 166 224 221 || 44. | 67 176 173
5. | 244 237 247 | 25. | 134 187 192 | 45. | 64 139 136
6. | 146 196 197 | 26. | 162 188 188 | 46. | 137 190 190
7. | 181 190 200 | 27. | 158 209 214 | 47. | 125 196 194
8. |174 179 181 | 28. | 101 166 168 | 48. | 83 151 159
9. 1199 233 235 | 29. | 240 230 232 | 49. | 231 249 227
10. | 162 201 204 | 30. | 115 161 180 J 50. | 245 283 251
11. | 164 260 254 | 31. | 222 286 272 | 51. | 171 275 266
12. | 241 239 219 | 32. | 222 226 214 | 52. | 168 215 232
13. | 150 196 199 | 33. | 215 217 211 | 53. | 163 229 240
14. | 182 208 222 | 34. | 60 98 90 o54. | 184 252 260
15. | 216 245 244 | 35. | 136 198 195 J 55. | 168 180 189
16. | 240 234 237 | 36. | 153 192 203 § 56. | 41 141 150
17. | 118 157 165 | 37. | 123 210 214 § 57. | 50 151 152
18. | 208 244 251 | 38. | 115 177 172 | 58. | 203 235 248
19. | 246 261 273 | 39. | 80 173 184 | 59. | 96 192 221
20. | 190 224 218 | 40. | 169 161 162 | 60. | 216 226 234

Legenda: JM- méren
bilirubinu v plazmé,

7 bilirubinu POCT, COBAS- stanoveni bilirubi

vysledky mérent bilirubinu pri fototerapii
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Tabulka 4. Koncentrace bilirubinu u novorozencii [umol/l]- pokracovaini

évz. | JIM | COBAS | INT jévz. | JM | COBAS | INT fé.vz. | IM | COBAS | INT

61. | 183 209 212 | 81. | 106 192 185 | 101. | 62 87 81

62. | 220 254 250 | 82. | 58 133 144 §102. | 238 280 272
63. | 194 245 239 | 83. | 125 162 173 § 103. | 146 216 236
64. | 168 229 237 | 84. | 146 168 167 | 104. | 124 180 181
65. | 179 242 274 | 85. | 230 289 237 | 105. | 99 175 174
66. | 86 195 195 | 86. | 168 195 185 § 106. | 55 109 108
67. | 192 239 230 | 87. | 134 209 230 §107. | 173 204 216
68. | 112 184 208 |J 88. | 151 226 214 | 108. | 220 267 262
69. | 112 194 191 | 89. | 101 191 183 § 109. | 139 243 241
70. | 167 205 208 90. | 212 219 203 | 110. | 148 214 201
71. | 154 166 163 91. | 181 245 223 | 111. | 161 205 205
72. | 204 211 222 92. | 115 148 149 | 112. | 217 216 241
73. | 102 159 167 93. | 227 242 228 | 113. | 266 283 291
74. | 144 153 165 94. | 225 211 206 § 114. | 186 246 261
75. | 250 274 279 95. | 236 234 226 | 115. | 147 146 147
76. | 165 221 241 96. | 94 177 169 | 116. | 161 196 202
77. | 146 205 215 97. | 182 229 208 | 117.| 182 194 199
78. | 264 264 259 98. | 163 230 207 | 118. | 144 229 236
79. | 138 250 235 99. | 136 201 197 §119. | 134 184 191
80. | 111 171 189 | 100. | 146 222 198 | 120. | 224 261 271

Legenda: JM- méreni bilirubinu POCT, COBAS- stanoveni bilirubinu v plné krvi, INT- stanoveni
bilirubinu Vplazmé,l vysledky mérent bilirubinu pri fototerapii

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Zastoupeni ¢etnosti novorozenci v jednotlivych kategoriich podle koncentrace
bilirubinu v krvi

23

KATEGORIE CETNOSTI

20

151

10

100-119-
140-159-
160-179
180199
220-239
260-279

< 200-219

KONCENTRACE EILIRUEINU KRVl [pmol/l]

Obrazek 5. Histogram Cetnosti novorozencii podle koncentrace bilirubinu v krvi, N=120
Zdroj: Viastni data

Pro nazorny piehled vysledkt z tabulky 4 jsem zpracovala histogram, ktery
vypovida o pocetnim zastoupeni novorozencii v jednotlivych kategoriich podle
koncentraci bilirubinu v Krvi v prabéhu mého experimentu.

Rozsah koncentraci bilirubinu novorozenct stanovenych Vv laboratofi se pohyboval
v rozmezi 81-289 umol/l. Z obrazku 5 vyplyva, Ze nejpocetnéj$i zastoupeni bylo
v kategorii Cetnosti 25-30, které odpovidalo rozmezi koncentraci bilirubinu v krvi
200-219 umol/l. Konkrétné se jedna o 28 vzork.

Autofi odborné literatury uvadéji téméef shodné rozmezi pro diferenciaci
fyziologické a patologické zloutenky. Dalo by se fici, Ze uvedené rozmezi také zasahuje
do oblasti diskrimina¢nich hodnot, Vv kterych se rozhoduje o 1écbé patologické

Zloutenky novorozence.
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6.4 Korelace metody primé fotometrie a chemické metody

Cobas b221
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Obrazek 6. Linearni korelace

(Passing-Bablok)

120 160

200

240

280 320

Obrazek 1. Diferencni graf
(Bland — Altman)

Tabulka 5 . Vysledky porovnani metody primé fotometrie v plné krvi (analyzator

Cobas b221) s chemickou metodou Stanoveni bilirubinu v krevni plazmé (analyzator

INTEGRA 400 plus), N=120

PASSING - BABLOK BLAND - ALTMAN
STATISTICKE PARAMETRY Vysledek 95% int_erva_l Vysledek 95% int_erva_l
spolehlivosti spolehlivosti
MEAN DIFFERENCE - -1,41 -3,64 az -0,828
SLOPE 1,025 0,970 az 1,091 - -
INTERCEPT -7 -20,5 az -3,5 - -
KORELACNI KOEFICIENT [r] | 0,950

Zdroj: Software Method Validator — Version 1.1.10.0 (freeware), ©Philippe Marquis 1999, Metz FRANCE
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6.5 Korelace metody piimé fotometrie a POCT

300 - IM103

250 -

200 -

150

100

50

Difference

-40

-80

Cobas b221

0 50 100 150 200

Obrdzek 8. Linedrni korelace

(Passing-Bablok)

250 300 0

160 200 240 280

80
Obrazek 9. Diferencni graf

(Bland — Altman)

[ novorozenci na fototerapii

Tabulka 6. Vysledky porovnani metody primé fotometrie stanoveni bilirubinu v plné

krvi (analyzator Cobas b221) s metodou transkutinniho méreni VreZimu POCT

(pristroj IM-103), N=120

PASSING - BABLOK

BLAND - ALTMAN

STATISTICKE PARAMETRY 95% interval i 95% interval

Vysledek | so1enlivosti Vysledek spolehlivosti

MEAN DIFFERENCE - - -45,6 -51,1 az -40
SLOPE 1,340 | 1,174 az 1,518
INTERCEPT -117,3 | -151,4 a7 -83,2
KORELACNI KOEFICIENT [r] | 0,803

. . . O, .\ .
Zdroj: Software Method Validator — Version 1.1.10.0 (freeware), ~Philippe Marquis 1999, Metz FRANCE
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6.5.1 Korelace primé fotometrie a POCT bez novorozencu na fototerapii

407 Difference
. -
oF——=—=—-=—--- T
40 = a" " .I
u . = n
-80
Cobas b221 Mean
4% 120 160 200 240 280 2 o 80 120 160 200 240 280
Obrazek 10. Linearni korelace Obrazek 11. Diferencni graf
(Passing-Bablok) (Bland — Altman)

Tabulka 7. Vysledky porovndni metody primé fotometrie stanoveni bilirubinu v plné
krvi (analyzator Cobas b221) s metodou transkutanniho meéreni vV rezimu POCT

(pristroj JIM-103), nezahrnuti novorozenci na fototerapii, N=83

PASSING - BABLOK BLAND - ALTMAN
STATISTICKE PARAMETRY Vysledek 95% interval Vysledek 95% interval
spolehlivosti spolehlivosti
MEAN DIFFERENCE 34,5 -40,2 az -28,9
SLOPE 1,151 | 1,000 az 1,324
INTERCEPT 659 |-104,2 az -34,0
KORELACNI KOEFICIENT [r] | 0,841

. . . O, .\ .
Zdroj: Software Method Validator — Version 1.1.10.0 (freeware), Philippe Marquis 1999, Metz FRANCE
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7 Diskuse

Veskerou laboratorni ¢&innost jsem provadéla samostatné. Ridila jsem se
ptislusnymi SOP, které jsou v platnosti na oddéleni klinické biochemie Nemocnice
Jindfichuv Hradec, a.s.

Vysledné hodnoty varia¢nich koeficientti mezilehlé preciznosti (CV%) IKK obou
laboratornich metod neptekracuji limity deklarované vyrobcem. Stejné tak vysledky
analyzy kontrolnich vzorki EHK obou dvou cykli spliovaly toleranéni limit, kdy
nejvétsi rozdil od vztazné hodnoty (bias) neptekrocil 4,2 %.

Koncentra¢ni rozmezi obou laboratornich metod bylo 81-289 pumol/l. Z linearni
korelace (Passing-Bablok) vyplyva, Zze koncentrace bilirubinu stanovené laboratornimi
metodami, vykazuji velmi dobrou linearni zavislost r = 0, 950. Diferencni graf (Bland-
Altman) uvadi nizkou hodnotu primémé diference — 1,41 umol/l. Na zakladé obou
udaju statistického vyhodnoceni lze konstatovat, ze laboratorni metody spolu velmi
dobie koreluji a jsou tudiz vzajemné zastupitelné (viz tabulka 5). Vysledek potvrzuje i
prace némeckych autort, kde Grohmann et al. (6) uvadi r = 0,980 a 0,987 pro korelaci
dvou chemickych metod na azokopulaénim principu méfenych na dvou riznych
analyzatorech a dvou metod na principu pifimé fotometrie na analyzatorech krevnich
plyni.

Stanoveni koncentrace bilirubinu novorozencii ptimou fotometrii ma fadu vyhod:
malé mnozstvi materialu (111 pl) pfi odbéru krve do kapilary s piidavkem aditiva Lithia
heparinu, odpada zpracovani vzorku pied vlastni analyzou odstted’ovanim, pipetovanim
atd., rychlost dostupnosti vysledku (110 s), snadnd obsluha a udrzba analyzatoru.
Metoda ma dostate¢ny méfici rozsah pro véasnou diagnostiku i dostate¢nou spolehlivost
pfi sledovani hyperbilirubinémie novorozencti V prubéhu terapie. Pro statistické
vyhodnoceni POCT metody a laboratorni metody jsem pouzila vysledky stanovené
pfimou fotometrii Z vySe uvedenych divoda.

Koncentracni rozmezi metody piimé fotometrie a méfeni transkutdnnim

bilirubinometrem v rezimu POCT bylo 41-289 umol/l. Linearni korelace byla sice
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uspokojiva r = 0,803, ale diferen¢ni graf (Bland Altman) vykazoval velmi vyraznou
prumé&rnou diferenci -45,6 umol/l. Z uvedenych fakti vyplyva, ze transkutanni méfeni
poskytuje podhodnocené vysledky viic¢i laboratornimu stanoveni (viz tabulka 6).

Pro posouzeni téchto dvou méteni jsem pouzila statistické postupy jako v piipadé
metod laboratornich. Vysledné hodnoceni bylo vsak ovlivnéno celou fadou faktord.
Nejveétsi podil na této diferenci ma ucast 37 novorozencii, které jsem zahrnula
do zkoumaného souboru a byly 1éCeni fototerapii. Nejvyznamnéj$i rozdil
v koncentracich bilirubinu jsem zaznamenala u vzorku ¢. 79, ktery dosahoval
112 pmol/l. Vyznamny vliv fototerapie jsem demonstrovala na obrazcich 9 a 10, kde
hodnoceny soubor obsahoval pouze novorozence bez fototerapie. Z tabulky 7 vyplyva,
ze prumé&rna diference Se snizila na hodnotu — 34,5 umol/l a korela¢ni koeficient potom
na 0,841. Zecca et al. (37) publikoval vysledky svoji studie o pouzivani transkutanniho
meéfeni pii soucasné probihajici 1é¢bé fototerapii. Potvrdil dobrou korelaci mezi
laboratornimi vysledky a transkutdnnim méfenim za podminky pielepovani mista
meéteni néplasti doddvanou vyrobcem pfistroje.

Jiz samotné transkutdnni méfeni bilirubinu novorozencli je zatiZeno fadou
negativnich faktort. V prvni fad¢ je to fakt, ze se méfi intenzita zlutého zbarveni kize a
podkozi, ktera se skute¢nou koncentraci bilirubinu v krvi pouze koreluje. Stillova et al.
(31) ve své studii prokazuje diferenci mezi mistem méfeni na téle novorozence
porovnanim s laboratorné stanovenou koncentraci bilirubinu v Krvi. Pro sternum uvadi
diferenci 0,9 umol/l, pro ¢elo dokonce -21,9 pumol/l. Této hodnoté piisuzuje vliv
pusobeni pfimého denniho svétla. V jinych studiich autofi poukazuji na matetska
znaménka na ktzi, pohmozdénou kuzi (4), rasu novorozence, jako na dalsi negativni
faktory.

Vysledky transkutanniho méfeni u lizka pacienta mnohdy poskytuji podhodnocené
vysledky, které maji omezené pouziti zejména v oblasti koncentraci V rozmezi
200-250 pmol/l bilirubinu, coz jsou hladiny klinicky vyznamné z hlediska rozhodovani
o terapeutickém zasahu pro novorozence (6).

Dle tohoto souhrnného vyhodnoceni vysledki, obou laboratornich metod i metody

POCT, povazuji prvni i druhou hypotézu za potvrzenou.
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8 Zavér

Koncentrace bilirubinu novorozenct stanovena metodou piimé fotometrie Vv plné
krvi velmi dobie koreluje s koncentraci bilirubinu stanovenou chemickou metodou
Vv krevni plazmé. Obé¢ laboratorni metody jsou pro diagnostiku novorozenecké zloutenky
zcela zaménitelné.

POCT meéfeni S pouzitim transkutanniho bilirubinometru je neinvazivni metoda.
Uplatiuje se piedev§im ve screeningu novorozencu u lizka pacienta, kdy je mozné
takto snizit pocet krevnich odbéri na vySetieni koncentrace bilirubinu. PouZzivani
transkutanniho méfeni ma svoje omezeni predevS§im proto, ze mnohdy poskytuje
podhodnocené vysledky viéi laboratornimu stanoveni. To ma nejvétsi vyznam v oblasti
diskrimina¢nich hodnot, kdy se rozhoduje o 1é¢bé hyperbilirubinémie. Transkutanni
méfeni se obecné viibec nedoporucuje pii soucasné probihajici 16¢bé fototerapii. V obou
ptipadech je nutné vysledky ovéfit stanovenim koncentrace bilirubinu v laboratofi.
Vysledky moji porovnavaci studie potvrdily ur€ité rozdily mezi laboratorni metodou
a POCT transkutannim métfenim, které se mohou v praxi vyskytnout a které by mély byt
minimalizovany nalezitym pouzivanim POCT, pfipadné nastavenim korelace
S pouzivanou laboratorni metodou.

Jako rutinni laboratorni metodu pro stanoveni koncentrace bilirubinu v krvi
novorozencll bych doporucovala metodu piimé fotometrie z divoda zkvalitnéni péce
0 novorozence s hyperbilirubinémii (dostatecné koncentra¢ni rozmezi, maly objem
vzorku, rychlost dostupnosti vysledku), ale 1 z pohledu laboratorniho provozu (vzorek
nevyzaduje separaci, jednoducha obsluha 1 Udrzba analyzatoru, sprdvné nastaveny
systém kontroly kvality). Dikazem spolehlivosti je instalace analyzatorti krevnich plynt
opatfenych COOX modulem na liZzkova détska odd¢leni, kde se pouzivaji v reZimu
POCT.

Domnivam se, Ze vysledky této bakalafska prace mohou nalézt praktické vyuziti,
jak pro laboratorni profesionaly zabyvajici se moznostmi stanoveni bilirubinu
novorozencu, tak 1 pro Ilékafe VKklinické praxi pecujici o novorozence

S hyperbilirubinémii.

49



9

Seznam informacnich zdroji

BERANEK, M., B. FRIEDECKY a A. JABOR. et al. Spravné zavadéni a
pouzivani POCT. CESKA LEKARSKA SPOLECNOST JANA EVANGELISTY
PURKYNE. Ceskd spolecnost klinické biochemie [online]. 2006 [cit. 2013-04-20].
Dostupné z: http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni--poct-spravne-
zavadeni-a-pouzivani#06
BUNESOVA, M., J. BLAZKOVA, P. COUFAL, B. FRIEDECKY, M.
KAPUSTOVA, J. KOTRBATY a P. MALINA. Doporuéeni k pevzeti
biologického materialu klinickou laboratoti. Klinickd biochemie a metabolismus:
casopis Ceské spolecnosti klinicke biochemie. 2011, roc. 19, ¢. 2, s. 128-130.
ISSN 1210-7921. Dostupné z: http://www.cskb.cz/res/file/lKBM-pdf/2011/2011-
2/IKBM-2-11-128-pranal.pdf
DORT, J., H. TOBRMANOVA. Hyperbilirubinemie novorozence: Doporugené
postupy v neonatologii. Ceskd neonatologicka spolecnost CLS JEP [online].
1.10.2006 [cit. 2013-04-20]. Dostupné z: http://www.neonatology.cz/
doporuceni-a-postupy
EL-BESHBISHI, S. N., K. E. SHATTUCK, A. A. MOHAMMAD a J. R.
PETERSEN. Hyperbilirubinemia and transcutaneous bilirubinometry. Clinical
Chemistry [online]. 2009, ro¢. 55, ¢. 7, s. 1280-1287 [cit. 2013-04-20]. ISSN 0009-
9147. Dostupné z: http://www.clinchem.org/cqi/doi/10.1373/clinchem.2008.121889
EHRMANN, J., P. HULEK et al. Hepatologie. 1. vyd. Praha: Grada, 2010.
ISBN 978-802-4731-186.
GROHMANN, K., M. ROSER, B. ROLINSKI, I. KADOW, C. MULLER, A.
GOERLACH-GRAW, M. NAUCK a H. KUSTER. Bilirubin measurement for
neonates: comparison of 9 frequently used methods. Pediatrics. 2006, ro¢. 117,
¢.4,s. 1174-1183. ISSN: 1098-4275. Dostupné z:
http://pediatrics.aappublications.org/content/117/4/1174.full.html
JABOR, A. Preanalyticka faze. ZAMECNIK, M. Encyklopedie laboratorni
mediciny I [online]. Pardubice: SEKK, 2002, bfezen 2012 [cit. 2013-02-11].

50


http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni--poct-spravne-
http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2011/2011-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%202/KBM-2-11-128-pranal.pdf
http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2011/2011-%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%202/KBM-2-11-128-pranal.pdf
http://www.neonatology.cz/
http://www.clinchem.org/cgi/doi/10.1373/clinchem.2008.121889
http://pediatrics.aappublications.org/content/117/4/1174.full.html

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

ISBN 80- 238 — 9775 — 6.

JIRSA, M. Biochemické vysetiovaci metody v hepatologii. SCHNEIDERKA, P.
et al. Vybrané kapitoly z klinické biochemie. Praha: Karolinum, 1998. ISBN
8071845051.

KAJABOVA, M. Stanoveni novorozeneckého bilirubinu POCT technikami.
FONS. 2011, ro¢. 21, ¢. 1, s. 19-21. ISSN: 1211-7137.

KIRK, J.M. Neonatal jaundice: a critical review of the role and practice of
bilirubin analysis. Annals of Clinical Biochemistry. 2008, roc. 45, ¢.

5, s. 452-462. ISSN: 1758-1001. Dostupné z: http://acb.rsmjournals.com/content/
45/5.toc

KODICEK, M. Barviva Zlucova. Biochemické pojmy : vykladovy slovnik
[online]. Praha: VSCHT Praha, 2007 [cit. 2013-04-20]. Dostupné z:
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.html?p=barviva_zlucova
KONICA MINOLTA SENSING, Inc. Instruction Manual Jaundice Meter JM-
103. Osaka, 2002. Dostupné z: http://www5.konicaminolta.eu/fileadmin/
CONTENT/Measurement_Instruments/Products/Instruction_Manuals/JM-103.pdf
KVASNICOVA, V. Bilirubin celkovy. ZAMECNIK, M. Encyklopedie
laboratorni mediciny | [online]. Pardubice: SEKK, 2002, biezen 2012

[cit. 2013-04-20]. ISBN 80 — 238 — 9775 — 6. Dostupné z:
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie/B/MZAHR.htm

KVASNICOVA, V. S-Bilirubin celkovy. ZAMECNIK, M. Encyklopedie
laboratorni mediciny 1 [online]. Pardubice: SEKK, 2002, biezen 2012 [cit. 2013-
04-20]. ISBN 80 — 238 — 9775 — 6. Dostupné z: http://www.enclabmed.cz/
encyklopedie/B/KVACJ.htm

LEIFER, G. Novorozenec s vrozenymi malformacemi. LEIFER, G. Uvod do
porodnického a pediatrického osetrovatelstvi. Praha: Grada, 2004, s. 369-397.
ISBN 80-247-0668-7.

LO, S. Bilirubin: The lab's role in diagnosis of neonatal hyperbilirubinemia
Clinical laboratory news. 2010, ro¢. 36, ¢. 6, s. 10-13. ISSN: 0161-9640. Dostupné
z: http://lwww.aacc.org/publications/cln/2010/june/Pages/SeriesArticle.aspx

51


http://acb.rsmjournals.com/content/45/5.toc
http://acb.rsmjournals.com/content/45/5.toc
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.html?p=barviva_zlucova
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie/B/MZAHR.htm
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie/B/KVACJ.htm
http://www.aacc.org/publications/cln/2010/june/Pages/SeriesArticle.aspx

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

MASOPUST, J. Pozadovadni a hodnoceni biochemickych vysetreni I.¢dst. Praha:
Karolinum, 1998. ISBN ISBN 80-7184-648-1.

MASOPUST, J., R. PRUSA, Patobiochemie metabolickych drah. Praha:
Univerzita Karlova, 1999. ISBN 80-238-4589-6.

MOUREK, J. Fyziologie. Praha: Grada, 2005, ISBN 80-247-1190-7.
MUKHERJEE, S. Impaired bilirubin conjugation. Medscape reference [ online].
©1994-2013, updated : Sept 27, 2012 [cit. 2013-04-20]. Dostupné z:
http://emedicine.medscape.com/article/171585-overview

MUNTAU, A.C. Pediatrie. 4. vyd. Praha: Grada, 2009, ISBN 978-80-247-2525-3.
PLZAK, Z., B. FRIEDECKY a J. KRATOCHVILA. Metrologické terminologie
Vv klinické a analytické laboratofi. In: SEKK spol. s r.o. [online]. Pardubice, 1995,
6.3.2013[cit. 2013-04-20]. Dostupné z: http://www.sekk.cz/terminologie/index.htm
RACEK, J. Klinickd biochemie. Praha: Galén, 1999. ISBN 80-7184-971-5,

ISBN 80-7261-023-1.

RASOCHOVA, J. Fyziologie novorozenecké zloutenky. Brno, 2010. Bakalatska
prace. Masarykova univerzita, Fakulta 1ékatska, Katedra porodni asistence.

Ved. pr. MUDr. Zuzana Novakova, Ph.D. Oponent doc. MUDr. Igor Crha, CSc.
ROCHE DIAGNOSTICS GmbH. Ndvod k obsluze Cobas b 221 verze 8.0.
Mannheim, prosinec 2006. REF/No. 03261395001.

ROCHE DIAGNOSTICS. Total Bilirubin Special: Specidlni celkovy bilirubin
(BILTS). Mannheim, 2009. Dostupné z: http://www.roche-diagnostics.cz/
objednavky/info/03261638pi.pdf

ROCHE DIAGNOSTICS GmbH. Uzivatelska prirucka Integra 400 plus verze
2.4. Mannheim, ¢ervenec 2006.

ROZTOCIL, A. et al. Moderni porodnictvi . Praha: Grada, 2008,

ISBN 978-80-247-1941-2.

STRANAK, Z. Novorozenecky ikterus. Postgradudlni medicina-priloha:
Vybrané kapitoly pro praktické lékare pro deti a dorost. Praha: Mlada fronta,
2007, ro¢. 13, ¢.2, s. 40-45. ISSN 1214-7664. Dostupné z: http://zdravi.e15.cz/
clanek/postgradualni-medicina-priloha/novorozenecky-ikterus-308641

52


http://emedicine.medscape.com/article/171585-overview
http://www.roche-diagnostics.cz/objednavky/info/03261638pi.pdf
http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/novorozenecky-ikterus-

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

SUCHANEK, M., B. FRIEDECKY, J. KRATOCHVILA, M. BUDINA a V.
BARTOS. Doporuéeni pro uréeni odhadi nejistot vysledki méfeni/klinickych
testdi v klinickych laboratofich. In: Ceskd spolecnost pro alergologii a klinickou
imunologii [online]. 1994, 13.7.2012 [cit. 2013-04-20]. Dostupné z:
http://slicsaki.wz.cz/data/Doporuceni_odhadu_nejistot.pdf
STILLOVA, L., K. MATASOVA, T. MIKITOVA, J. STILLA, H.
KOLAROVSZKA a M. ZIBOLEN. Transkutanna bilirubinometria u
nedonosenych novorodencov. Ces.-slov. Pediat. 2008, rog. 63, &. 1, s. 3-8. ISSN
0069-2328.
THOMAS, L. Clinical Laboratory Diagnostics: Use and Assessment of Clinical
Laboratory Results. 1st ed. Editor Lothar Thomas. Frankfurt am Main: TH-Books,
€1998, 5.192-201. ISBN 39-805-2154-0.
TRAVNICKOVA, E. Fyziologie krve. TROJAN, S. et al. Lékarskd fyziologie. 4.
vyd. Praha: Grada, 2003, s. 111-156. ISBN 80-247-0512-5.
VITEK, L. Bilirubin a interni nemoci: vyznam pro kliniku a praxi. Praha: Grada,
2009. ISBN 978-80-247-2351-8.
VITEK, L., L. SEDLACKOVA, P. BRANNY a T. RUML. Chemické listy
[online]. 2003, roc. 97, €. 1 [cit. 2013-04-20]. ISSN 1213-7103. Dostupné z:
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2003_01_03.pdf
VOKURKA, M. Poruchy metabolismu bilirubinu - ikterus. NECAS, E. et al.
Patologicka fyziologie organovych systémii. 2. vydani. Praha: Karolinum,
2009, s. 499-502. ISBN 978- 80-246-1712-1.
ZECCA, E., G. BARONE, D. DE LUCA, R. MARRA, E. TIBERI a C.
ROMAGNOLLI. Skin bilirubin measurement during phototherapy in preterm and
term newborn infants. Early Human Development [online]. 2009, ro¢. 85, €. 8, s.
537-540 [cit. 2013-04-20]. ISSN 03783782. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378378209000899
ZIMA [T. Laboratorni diagnostika. Praha: Galén, 2002. ISBN 80-726-2201-3.

53


http://slicsaki.wz.cz/data/Doporuceni_odhadu_nejistot.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2003_01_03.pdf
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378378209000899

10 Pilohy

Hyperbkilirubinemie
= 420 W
= ao0o A '
E 380 - L —
= a0 A -'_’___,..--
= 340 I
= 320
= 300 - |l
o 280 o .
280 - /
240 4 #________,__...___.__._——
220 “_—_____,_..--' 1.
200
180 =TT
180 4 I
140 o /
120 4
100
80
B0 o
40
20
o]
o 24 48 T2 a8 120 144 168
WEkK [h]
Donofeni (t.t. = 37) MedonosSeni (t.t. = 37)
Bh ABC a jiné Bh ABO a jinég
W VT VT (FT) T WT
I W WT (FT) FT WT WT
11 FT E WT (FT) FT
01 B =] FT B
I E -- B b
> - wyBatfeni bilirubinu 1x denné&
B - wySetfeni bilirubinu 2x denné
FT - o 1 pasmo difive u nedonocSanych == 231.t.t.. pii RDS
- pfi indikaci kK WT po dobu pifipravy wyhkonu
- wZdy po wykonu VT
- ukonéeni po poklesu bilirubinamia do |. pasma
(FT) - fototerapeuticky pokus, max. 12 hodin. pfi nedspéchu provedeni VT
WT - pro cpakowani indikace stejng jako u premi WT
Fievzato z doporudeni C NEOS

Priloha 1. Hodruv-Polackiv graf
Zdroj: http://www.medove.czZDOWNLOAD/hyperbilirubinemie.pdf
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Priloha 2. Pokyny vyrobce odbérového systéemu pro odber krve u novorozence

Zdroj: http://www.bd.com/vacutainer/
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Priloha 3. Izomery bilirubinu
Zdroj: http://criglernajjar.altervista.org/Photopics.htm
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cobas b 221

Priloha 4. nalyzdtor krevnich plynii Cobas b221
Zdroj: Vlastni foto

Priloha 5. Nasavani vzorku do analyzdatoru Cobas b221
Zdroj: Vlastni foto
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Priloha 6. Biochemicky analyzator INTEGRA 400 plus
Zdroj: Vlastni foto

Priloha 7. Umisteni reagencni kazety do analyzatoru

Zdroj: Vlastni foto
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Priloha 8. Priprava vzorku pred vlozenim do analyzatoru

Zdroj: Vliastni foto
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Priloha 9. Absorpcni spektrum derivatit Hb a bilirubinu
Zdroj: Navod k obsluze Cobas b221 systém, S.A122
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Vase vysledky [umol/l]: A = 288 B =156 .
Vase skupina: (6) Stanoveni s kys. sulfamovou

Cerné body = vlastni skupina

Sedé body = ostatni vysledy
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Priloha 10. EHK stanoveni koncentrace bilirubinu
novorozencii v séru - kontrolni cyklus BIL1/12

Zdroj: SEKK EHK

Vase vysledky [umol/l]: A = 155,6 B =277,9
Vase skupina: (6) Stanoveni s kys. sulfamovou

Cemé body = vlastni skupina

Sedé body = ostatni vysledy
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Priloha 11. EHK stanoveni koncentrace bilirubinu
novorozencii v séru - kontrolni cyklus BIL2/12
Zdroj: SEKK EHK
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Priloha 12. Transkutdnni bilirubinometr JM -103
Zdroj: Vlastni foto
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Priloha 13. Princip mereni JM-103
Zdroj:(EL-BESHBISHI et al. 2009, 4) s.1285, po uprave

60



61



