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SOUHRN

Nejistota stanoveni iontli na automatickych biochemickych analyzatorech je vétsi, nez
cilovad nejistota méfeni, vypoctend z biologickych variabilit. Zdroje a slozky nejistoty
automatizovaného stanoveni iontl nejsou bézné¢ diskutovany. V této praci byla provedena
testovaci stanoveni iontlli na automatickém analyzatoru. Bylo pouzito uméle pfipravenych
roztoku i redlnych sér od pacientd. Namétena data byla pouzita k vypoctu a rozboru nejistoty
stanoveni. Statistické zhodnoceni vysledkd specificky nastavenych pokusi pomohlo
identifikovat a kvantifikovat jednotlivé vlivy na nejistotu méteni. Pomoci Paretovy analyzy
byla ur€ena vyznamnost slozek nejistoty. Byla vypracovdna doporuceni pro rutinni provoz ke

snizeni nejistoty stanoveni iontu.



SUMMARY

The uncertainty of ions determination on automatic biochemical analyzers is larger
than target measuremet uncertainty, calculated from biological variabilities. Sources and
components of automated ions determination uncertainty are not discussed frequently. The
experimental ions determinations by automatic analyzer were carried out in this study. The
syntetic solutions and real human serum samples were used. The measured data were used to
calculate and analyse uncertainty of determination. The statistical interpretation of results of
specifically configurated tests helped to identify and quantify individual factors of
measurement uncertainty. The significances of measurement uncertainty components were
determined by Pareto analysis and recommendations for routine usage were made to restrict

uncertainty of ions determination.
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1 UVOD

Stanoveni koncentrace iontli v krevnim séru patii mezi nejcastéj$i pozadavky lékatt
na klinicko-biochemickou laboratot. Majoritné zastoupené anorganické ionty krevniho séra,
kterymi jsou sodné, draselné, vapenaté a hoifecnaté kationty a chloridové, fosfatové a
hydrogenuhli¢itanové anionty hraji velkou roli v udrzovani podminek vnitiniho prostiedi
zivého organismu. Tyto ionty jsou zakladnimi slozkami vSech tekutin v organismu a
vychyleni jejich koncentrace z fyziologickych rozmezi znamend ohrozeni zivota.
Multifaktoridlni vztahy mezi koncentracemi jednotlivych iontli a metabolickymi vztahy
celého organismu nedovoluji zpravidla jednoduché diagnostické rozhodnuti Iékate a vyzaduji
fadu dopliujicich vySetfeni. Na druhou stranu je vySetieni iontli velmi levnou a rychlou
metodou k nahlédnuti na celkovy stav organismu. Pfi 1é€bé chorob spojenych s iontovou
dysbalanci jsou zarovenn dobrym markerem tspé$nosti 1é¢ebného zasahu. Z chorobnych stavi
patii k nejvyznamnéj$Sim piic¢indm vychyleni koncentrace iontl z fyziologického rozmezi
rizna onemocnéni ledvin (akutni i chronické selhani ledvin), poruchy aciodazické rovnovahy
(tézkeé infekce, duSeni, katabolismus), poruchy vyzivy a funkce traviciho traktu (priyjmy,
zvraceni, otravy) a mnoho dalSich. Dilezité je i sledovani koncentrace iontii krevniho séra v

ptipad¢ jejich 1é¢ebného podavani.

Mineralogramem ¢i iontogramem se v mediciné v uZ§im slova smyslu nazyva
stanoveni tfi ionti: draselného, sodného a chloridového. Na rozdil od dalSich iontti, které se
zpravidla stanovuji spektrofotometricky, se tato tridda vétSinou stanovuje potenciometricky.
Jiné metody jsou okrajové, nebo na ustupu. Soucasnd dominace potenciometrie je dana
zejména snadnosti technického provedeni a nizkou cenou. Nevyhodou je pak pomérné vysoka
nejistota potenciometrického stanoveni iontt, ktera je na hranici uspokojivosti pro medicinské

pouziti.

Provoz klinicko-biochemické laboratofe musi neustale fesit problematiku zvySujiciho
se poctu pozadovanych vySetfeni. Mnoho analytickych postupti muselo opustit zdravotnictvi
nikoliv kvili zastaralosti, nebo nejistoté stanoveni, ale kvlli pomalosti provedeni. Je snaha
obsdhnout stanovovani co nejvice analytd pokud moZno cinnosti jednoho univerzalniho
analyzatoru. Takovy pfistroj je zpravidla uzavieny systém, do kterého obsluha zasahuje s

postupem védy a techniky stale méné. Mnoho charakteristik spojenych s kvalitou méfeni je



tedy pouze v kompetenci vyrobce a nikoliv uzivatele (obsluhy) analyzatoru. Jedna se
napiiklad o preciznost pipetovani, vykyvy napéti v elektrické siti, nejistota koncentrace
reagencii a podobné. Stale vSak zlstava ve hie fada rusivych vlivl, které obsluha analyzatoru
ovlivituje a muze je omezit. To jsou napiiklad zalezitosti okolo manipulace se vzorkem, odpar
vody ze vzorku, doba méfeni, teplota okoli, rusivé elektromagnetické pole atd. Rada rusivych
vlivll spojenych zejména s individualitou kazdého vzorku a jeho matri¢énim vlivem je obecné

tézko feSitelnych a je predmétem neustalého vyzkumu.

Identifikace a rozbor zdrojl nejistoty stanoveni iontll na automatickém analyzatoru v
klinické praxi je zdkladnim ptedpokladem k vytvotfeni optimalizace tohoto provozu a snizeni
nejistoty méteni. Na rozdil od bazalniho vyzkumu, kde se muizeme zabyvat fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi méfici soustavy, ¢i dokonce jen jejich casti, je automaticky
analyzator nerozebratelny. Je nutno jej studovat statisticky jako celek se zamétenim nikoliv na
soucastky pfistroje, ale na jednotlivé rusivé vnéjsi vlivy. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o
hodnoceni funkce vyrobku, tak nastdva prvni problém jiz se ziskdnim literarnich dat. VétSina
informaci z oblasti kvality méfeni automatickych analyzatori je bud zobecnéna a
konstatovana bez hlubsiho studia, nebo je vyrobnim tajemstvim poskytovatele. Nedostupnost
informaci o pivodu nejistoty stanoveni analytli na automatickych analyzatorech byva casto

zbyte¢nou piic¢inou poklesu kvality analyz.

Statistické nazvoslovi pouzité vpraci bylo ujednoceno podle normy' TNI 01

0115:2009.

Cilem této prace bylo vytvofit piehledny a statisticky podloZzeny seznam rusivych
vlivli, zhorSujicich ptesnost méfeni iontt v klinicko-biochemické laboratofi. Dale byla
vypracovana doporuCeni smeétujici k zmirnéni téchto vlivii a tim zpfesnéni stanoveni. Na

pocatku vlastni prace bylo vytyceno nekolik hlavnich ukola:

1) Vypracovani literarni reSerSe tykajici se zadaného tématu

2) Provedeni experimentl potfebnych k identifikaci a rozboru jednotlivych slozek nejistoty
3) Statistické vyhodnoceni naméfenych dat a kvantifikace slozek nejistoty

4) Vypracovani praktickych doporuceni pro obsluhujici personal



2 TEORETICKA CAST

2.1 Postaveniionta v mediciné

2.1.1 Vnitini prostiedi’

Zivé organismy se skladaji z latek, které mizeme velmi $iroce rozdélit na stavebni,
zasobni a funkéni. Pomiiime nyni z didaktického divodu latky stavebni a zasobni, které jsou
vlastni fyzickou strukturou organismu. Funkéni latky ucastnici se metabolickych déji jsou
riznorodé, pocitané v milionovych fadech, vyskytuji se ve velice Sirokém rozmezi
koncentraci a vzajemnym ovlivilovanim v ramci metabolickych drah vytvari nesmirné slozity
mechanismus metabolismu. K tomu aby tento systém mohl dobfe fungovat potiebuje
nastaveni vnitiniho prostfedi, které lze s ur¢itymi vyhradami nazvat chemickou terminologii
jako reakéni podminky. Systém udrzovani konstantniho vnitiniho prostfedi navzdory kolisani

podminek vnéjsich nazyvame jednim slovem HOMEOSTASA.

Podstatou vnitiniho prostfedi organismu je voda. Ta vSak sama o sob¢ nestaci
Kudrzeni stavu zivota. Jsou vni rozpustény, nebo dispergovany latky ucastnici se
metabolickych procest. Metabolismus je systém velmi dynamicky a proto musi existovat
mechanismy, které jej fidi a udrzuji ve stabilnim chodu. K tomu, aby bylo moZzno provadét
prisun substratii, veskeré jejich promény a nakonec i vyluCovani katabolitd (produktl), musi
byt udrZzovéano konstantni sloZeni vlastniho roztoku, ve kterém se vSechno odehrava. Nejvétsi
vliv na vlastnosti tohoto zakladniho roztoku ma pH a iontové slozeni. Protoze je pH
specifickym (logaritmickym) vyjadienim koncentrace jednoho z iontdl, tedy vodikového iontu,

tak mizeme problematiku shrnout do jedné véty:

Zisadni vyznam pro spravné fungovani organismu ma iontové sloZeni jeho vnitiniho

v 3s2
prostredi”.



2.1.2 Biologicky vyznam ionta

lonty se v organismu ucastni nastaveni reak¢nich podminek ve smyslu iontové sily,
pH, solvatacnich charakteristik, interakce s organickymi slouceninami napiiklad komplexnim
mechanismem atd. Mimo to se u€astni membranovych procest. Jejich riiznd koncentrace
uvnitf a vnd buiiky, vytvai na cytoplasmatické membrang elektricky potencial®. Tento
potencial je podstatou drazdivosti biologickych struktur a je tak zodpovédny za nejzakladnéjsi
podstatu zivého chovani systému. Déle se ionty UcCastni reakci katalyzovanych enzymy
Vv podob¢ kofaktori, maji signalni vyznam a mnoho dalSich funkci, které jsou vsSak jiz

pomérné specifické a tizce vazané na konkrétni metabolické a reakéni situace.

2.1.3 VysSetieni iontt v medicing”*®

V celé této praci bude dale pojednavéno jiz jen o tfech iontech: draselném, sodném a
chloridovém. Jedna se o hlavni ionty séra. Jejich stanoveni patii mezi nejcastéji pozadovana
vySetfeni a vétSinou se stanovuji shodnym zpusobem, tedy potenciometricky v pratoku
senzorem a to najednou. Tyto divody znich délaji jakousi nerozlu¢nou trojici. Jejich

potenciometrické stanoveni je pfedmétem této prace.

Dalsi vyznamné anorganické ionty jako vépenaty, hofec¢naty, hydrogen a
dihydrogenfosfore¢nanovy, hydrogenuhli¢itanovy a siranovy maji sva specifika, odliSné
funkce 1 jiné zplsoby stanoveni nez zminéna hlavni tridda. Jejich stanoveni je 1ékari
pozadovano méné a patii jiz k cilenéjSim vySetfenim, nez jen k obecnému zhodnoceni

celkového stavu pacienta. Tato prace se témito dal§imi ionty jiZ hloubé&ji nezabyva.

2.1.4 Fyziologické koncentrace ionti

Dvé nejvyznamnéjsi funkce iontli v organismu, tedy nastaveni reakéniho prostiedi
roztoku a drazdivost biologickych membran jsou pro zivot zadsadné diilezité a vyzaduji silné

regula¢ni mechanismy udrzujici koncentrace iontd ve vhodnych rozmezich. Rozmezi, kterd



jsou pro zivot nejvhodnéjsi, nazyvame fyziologickym rozmezim. Lékatsky ne zcela spravné je
pouzivani vyrazu normalni hodnoty. Fyziologické hodnoty jsou odlisné pro rtizné télesné
tekutiny. V literatute a klinické praxi se rutinné setkavame s udaji pro krevni sérum (Tab. 1),
vnitrobunéény obsah (Tab. II), eventueln¢ mozkomisni mok. Velmi Sirokd rozmezi
koncentraci ionti jsou v moci. Ta totiz netvofi vnitini prostiedi a je odpadnim produktem.
Zde tedy nemd organismus divod uzkostlivé nastavovat presné slozeni. Stanoveni iontil
v moéi je vSak dilezité z divodu hodnoceni bilan¢niho hospodafeni organismu s ionty.
Stanovit ionty mizeme i v mnoha jinych tekutinach jako jsou pot, slzy, Zalude¢nich stavy,
vypotek, eventuelné dal$i. Vyznam téchto stanoveni je vSak v bézné klinické praxi omezeny.
Lékarsky pozadovano je rutinné jen vySetfeni iontl v krevnim séru a moc¢i. Jind stanoveni

ackoliv jsou proveditelnd, pozadovany nebyvaji.

. . o ’ , v v 2
Tab. I: koncentrace iontd v krevnim séru ¢lovéka

Dolni Horni
fyziologicka mez | fyziologick4 mez
mmol/I mmol/I
Na* 137 145
K" 3,6 4,6
Cr 98 106

Tab.l1: koncentrace iontll uvniti bunék®

Fyziologické intracelularni
koncentrace iontu
mmol/|
Na* 10-14
K" 160
Cr 4

2.1.5 Regulace vnitiniho prostiedi a bilance ionti

K udrZovani stabilniho vnitiniho prostiedi existuje fada t€innych mechanismi. Hlavnimi

pfesuny iontil v organismu jsou:

1) Ptijem potravou
2) Vylouéeni moci

3) Pfesun mezi vnitrobunéénym a mimobunéénym prostorem



Vedle t&chto hlavnich presunt iontl jsou i dal§i®, které hraji v&t3i roli spide ve zvlastnich
ptipadech zatéze organismu. U zdravych osob se projevuji minimalné nebo vibec. Jedna se o
poceni, ztraty stolici, prijem, ztraty zvracenim, Parenteralni piijem (podavani ionti do zily
piimo do ob¢hu), presun iontl do specifického kompartmentu (absces, vypotek), 1écebna
dialyza, tonuti a mnohé dal§i. Vzhledem k §ifi tématu, které vSak nema piimou vazbu

. . o o v ) Iy vevg e . v 2-6
k analytice iontli, miize zajemce najit podrobné&jsi informace v literatuie”.

2.1.5.1 Prijem iontl potravou

V bézné stravé se nachazi chlorid sodny, kuchynska stl. Déle i soli draselné,
zastoupené zejména v potravinach rostlinného piivodu. V béZnych potravinach je sodnych
iontli dostatek, nebo az nadbytek vzhledem k potiebam lidského organismu. Draselnych iontt
naopak muze n€kdy pochybét, zejména je-li niz$i spotieba rostlinné stravy. Snizenou
koncentraci draselnych iontl v séru z diivodu niz8iho piijmu vidivdme €asto u starSich osob.
Chloridové ionty jsou natolik samoziejmou soucasti jakékoliv stravy, Ze je jejich nedostatek
z divodu snizeného piijmu vyjimecny. Smrtelné piipady akutniho nedostatku, nebo
nadmérného piijmu iontld potravou se vyskytuji vzacné, ackoliv principielné mozné jsou.
Velmi casté jsou vSak choroby spojené s chronickym nedostatkem nebo nadmérnym piisunem
(hypertenze u nadmérného soleni). Tyto choroby mohou mit ¢asem za nasledek i smrt.
Snizeny piijem iontd nemusi byt zptisoben jen jejich chybénim ve stravé, ale i poskozenim
vsttebavaci funkce traviciho traktu. NejCastéj$i pfi¢iny hypochloridémie a soucasné i
hypokalémie zptisobené poruchou funkce traviciho traktu byva zvraceni a prijem. Chronicka
zanétlivad onemocnéni stiev (napiiklad Chrohnova choroba) byvaji rovnéz nékdy doprovazena

hypokalémii.

2.1.5.2 Vyluéovani ionti moci

Problematika regulace vylucovani je natolik Siroka, Zze se o ni piSi samostatné

monografie”®. Jeji vyzkum patii mezi nejintenzivn&ji rozvijejici se medicinské oblasti.



V ledvinach se mo¢ tvofi v nefronech, kde je krev nejprve v glomerulu mechanicky
filtrovana. Takzvana primarni mo¢, jak se filtratu fik4, pak prochéazi tubularnim systémem
Z kary ledvin do dfen¢ a po otoCce v Henleho klicce zpét do dien€. Po celé této trase je filtrat
obohacovan nebo ochuzovan o své slozky ¢innosti tubularnich bunék. Ty mohou na zaklad¢
hormonalni regulace z mozku, srdce i samotnych ledvin zvySovat ¢i snizovat vstfebavani a
vylu¢ovani vody, mineralt a dalSich latek tak, aby slozeni obihajici krve bylo pokud mozno
co nejvice konstantni. Kromé aktivniho transportu latek do lumen tubuli (do moci) nebo
naopak zpét do bunék a krevniho ob¢hu vyuzivd ledvina i1 protiproudového systému
s osmolarnim gradientem. Jeho podstatou je pruchod tubulu s protékajici moci z kary do
diené ledvin, pficemz kiira ma nizsi osmolaritu nez dfen. Gradient je vytvaren aktivni ¢innosti
iontovych kanalii a umoznuje pasivni navrat vody do organismu. Tento gradient umoziuje
redukci objemu glomerularniho filtratu (primarni moci) zhruba o dva fady. PoruSeni

osmolarniho gradientu patii k jedném z pticin selhavani ledvin.

W . ] . . Vo4 4 . o4 4 2'6
2.1.5.3 Piesun ionti mezi vnitrobunéénym a mimobunéénym prostorem

Rozdilna, ale stabilné udrzovana koncentrace iontil na stranach biologickych membran
(naptiklad cytoplasmaticka membrana obklopujici buiiku) je podstatou existence elektrického
potencidlu na téchto strukturach. Malé vykyvy koncentrace iontil zpiisobuji zménu potencialu
a davaji tak vznik vzruchu, ¢i signalu, kterému biologicky fikdme podrazdéni. Vzhledem
k tomu, Ze zakladnim piedpokladem Zivého chovani organické soustavy je jeji drazdivost, pak
je podstata této drazdivosti 1 podstatou Zivota. Zanikem rovnovahy koncentraci iontli na
stranach membrany kon¢i Zivot daného systému. Enzymy, pfenasece a iontové kandly, které
zabezpecuji udrZeni koncentrace iontll na strandch membrany v mezich slucitelnych se
biologické membrané a smrt. Piesun iontd z intersticia (mezibunécného prostoru) do buiky
nebo naopak je medicinsky velmi vyznamny. V intenzivni mediciné patii tento pochod
k zakladnim sledovanym dé&jam a spolu s acidobasickou rovnovahou se zde iontogram

vysetiuje u jednoho pacienta i n€kolikrat za den.



Pfesun iontl mezi vnitrobunéénym a mimobunénym prostorem je fizen hlavné
hormonalné, koncentraci iontli, pH, metabolickou zatézi a kotransportem s nékterymi
metabolity. Mnohocestnost piesunu ionti ma nevyhodu v tom, ze je mnoho pfilezitosti
k poskozeni nékterého z mechanismi. Na druhou stranu je bohatost tohoto systému i
pojistkou a jeden poskozeny mechanismus je vykryvan mnoha néhradnimi. Na rozdil od
ledvin, které reguluji mnozstvi iontll v organismu rychlosti v horizontu hodin az dni, mutize

prestup iontll z bunék do intersticia a naopak ménit koncentrace ionti jiz za desitky minut.

2.1.6 Biologicka variabilita*®’

PfestoZe se organismus snazi vSemi svymi prostiedky udrzovat stabilni homeostazu,
neni vnitini prostfedi absolutné ptesné nastaveno na neménné slozeni. Nejen vnéjsi vlivy, ale i
vnitini déje neustale rovnovazny stav narusuji a ten musi byt opét navracen do optimalnich
hodnot. Typickymi béZznymi pficinami kolisani a zmén slozeni vnitiniho prostfedi jsou
biologické rytmy se stfidanim spanku a denni aktivity, stfidani vlivii spojenych se zménou
rocnich obdobi eventuelné pocasi, zména stavu lacnosti a sytosti. Krom¢ toho se projevuje
jesté nepravidelnd intraindividudlni variabilita, kterd naseda na zmény vyvolané Zivotnimi
cykly. Ta je dana interakci naSeho organismu s nepravidelnymi vnéj$imi vlivy, jako jsou
zména polohy téla, zména teploty, zména fyzické aktivity, variabilita stravy a vypitych tekutin
atd. Nekteré latky je schopen organismus 1 navzdory vysSe zminénym vlivim udrZovat ve
velmi uzkém rozmezi. Jiné mohou kolisat velmi Siroce. Hormony zodpovédné za ftizeni
homeostatickych mechanismi mohou i za zcela fyziologickych podminek kolisat ve svych
koncentracich béhem dne az o nékolik fada. Pfikladem mohou byt hormony kortizol,
melatonin ¢i adrenalin. Lékat si pfi hodnoceni vysledku stanoveni analyti v krevnim séru
musi byt védom téchto fyziologickych dennich zmén. Napiiklad hormon kortizol se proto
musi odebirat vzdy ve stejnou dobu a to rano pied probuzenim pacienta, jinak se jeho hodnoty
nedaji vzajemnym porovnanim koncentraci vyhodnotit pro diagnostické ucely. Proménlivost
koncentrace iontll krevniho séra je u zdravého c¢lovéka, nevystaveného extrémnim vlivim,
pomérné maléd ve srovnani s jinymi analyty. Divodem je jiz zminény fakt, ze urcuji zakladni

vlastnosti vnitiniho prostiedi a organismus jejich homeostazu udrzuje velmi intenzivné.



Intraindividualni variabilita ionta*®’

K 4,8%
Na": 0,7%
Cl: 1,2%

Krom¢ pribéznych zmén hodnot koncentraci analytll v séru jednotlivce se v medicing
musi jesté pocitat s rozdily mezi jednotlivei. I kdyz dva lidé budou shledani zdravymi, budou
se tak citit a i v dlouhé dob¢ po vysetieni, stale budou v dobré kondici a bez prokazatelného
chorobného stavu, tak piesto nemusi mit stejné hodnoty koncentraci latek obsazenych v jejich
téle. Na rozriznéni slozeni vnitiniho slozeni v populaci, €ili na interindiviudlni variabilitu,

maji nejvetsi vliv vek, pohlavi, rasa, zivotni navyky, atd.

. .. P v g g . 0 4,6,7
Interindividualni variabilita iontd

K 5,6%
Na*: 1,0%
Cl: 1,5%

Intraindividudlni 1 interindividudlni variabilita maji velky vyznam pii hodnoceni
zdravotniho stavu pacienta a dale maji vyznam pro analytické hodnoceni nejistoty méfent,
ktera by neméla byt vétsi nez cilova nejistota vypoctena z biologickych variabilit (viz kap.
2.3.3.2).

2.2 Specifika stanoveni mineralogramu v mediciné

Soucasna véda a technika Vv analytické chemii nabizi velmi Sirokou paletu metod
stanoveni draselného, sodného a chloridového iontu. Jejich vyuzitelnost vSak neni univerzalni
a kazdy prakticky obor si z nich vybira ty, které jsou slucitelné s jeho provozem, naroky na
kvalitu, finanénimi moZnostmi a dal§imi konkrétnimi poZadavky. VySetfeni iontd v krevnim
séru, eventuelné moci, mozkomisnim moku ¢i jiné télesné tekutiné v klinické praxi ma tyto

pozadavky:



. Statistické a analytické
1) Preciznost a piesnost
2) Nejistota méfeni do limitu spocitaného z biologickych variabilit (tzv. cilova
nejistota méieni)
3) Robustnost pfi praci s biologickou matrici, odolnost proti interferencim

4) Reprodukovatelnost a srovnatelnost mezi pracovisti

1. Technické
5) Rychlost
6) Maly objem vySetfovaného materialu

7) Proveditelnost stanoveni v mist¢ se stanovenim mnoha dalSich analytt

1. Finanéni

8) Cena

Statistickymi a analytickymi charakteristikami stanoveni iontll se bude zabyvat zbytek

této prace v dalSich kapitolach.

Technické pozadavky musi Celit faktu, Ze klinicko-biochemicka laboratot piijima
denné stovky az tisice vzorkli, z nich pfiblizn€ dvé tfetiny pfichazi s Zadosti o stanoveni
zakladnich iontd - mineralogramu. V laboratofich malych poliklinik se tak denné stanovi
mineralogram v ptiblizné¢ 100-300 vzorcich, ve velkych okresnich nemocnicich to byva kolem
500-1000 pozadavki. Fakultni nemocnice se pohybuji v fadu tisici téchto stanoveni denné.
V ptipadé¢ urgentniho pozadavku na vySetfeni (statimové vySetieni) je laboratof povinna vydat
vysledek do jedné hodiny od ptijmu vySetfovaného materialu. Tento statimovy vzorek je vSak
vysetifovan soucasné s dalSimi desitkami, ¢i stovkami jinych statimovych vySetfeni, které

musi byt rovnéZ do hodiny vydany.

Bézny vzorek z odbéru krve standardné obsahuje po centrifugaci a usazeni bunéénych
soucasti krve 3-4 ml odd¢leného krevniho séra. Z tohoto mnoZstvi se ¢asto pozaduje 10-30
riznych stanoveni zcela neptibuznych analytli. Odebrand mnozstvi krve od novorozencii a
kojencii se pohybuji jesté o fad nize a l1ékar jiz musi pecliveé vazit indikaci kazdého stanoventi,

aby nedoslo k vyplytvani nedostupného vzorku na méné dulezité analyty. VétSina analyzator
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je schopna vysetfit bézné medicinské analyty v objemu desitek mikrolitri séra. Maloktery
analyt vyzaduje nad 200 mikrolitr vzorku. Podle druhu analyzitoru je pozadavek na

mnozstvi séra k vySeteni vSech tii hlavnich iontti dohromady v rozmezi 20-80 pl.

Jednim  zlimitd  stanoveni iontd v Klinicko-biochemické laboratofi je
automatizovatelnost a propojitelnost se stanovenim jinych analyti. Mezi nejvétSi Casové
zdrzeni provozu patfi rucni prepipetovavani a tvorba alikvott. V nékterych ptipadech to
dokonce ohrozuje kvalitu méfeni. Idealnim analyzatorem by v tomto ptipadé byl pfistroj,
ktery by dokazal z jedné zkumavky vysetiit vS§echny pozadované analyty. Tato vymozZenost je
stale v klinické praxi vzacnosti. V bézném provoze se vSak dafi omezit mnozstvi pfistroji
Vv laboratofi na tfi: Koagulometr (vySetfeni riznych parametrd krevni srdzlivosti),
hematologicky analyzator (vySetfeni krevniho obrazu, stanoveni poctu bunék - krvinek v krvi)
a biochemicky analyzator. Posledné jmenovany pfistroj vySetiuje z oddéleného krevniho séra
nizkomolekularni latky jednoduchymi barevnymi ¢i precipitacnimi reakcemi fotometricky,
eventuelné turbidimetricky, déale n&které druhy proteind (albumin, celkova bilkovina, CRP,
protilatky a antigeny, onkomarkery, enzymy atd.). Jedna se v podstaté o automaticky

spektrofotometr s pipetorem. Soucasti tohoto biochemického analyzatoru je i vySetfeni iontu.

Finan¢ni pozadavky na stanovovani analytii nejsou predmétem této prace a je to téma
Siroké, vSeobecné diskutované napiic¢ vSemi obory. Téma uzavieme jen udajem, Ze b&zné
stanoveni draselného, sodného a chloridového iontu v klinicko-biochemické laboratofi

z krevniho séra, se uétuje zadateli v fadu desitek korun (15-25,- k¢, stav z tinora 2010).

2.2.1 Preanalyticka faze*®

AN

V dob¢ mezi pozadanim I€kate o vySetieni iontll a vlastni interakci méticiho systému
se vzorkem se nachdzi nekolik krokl, které vyznamné zasahuji do kvality ocekévaného

vysledku.
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2.2.1.1 Interference na urovni preanalytiky

Odbér vzorku krve je uskutecnén ze zily pacienta. Vysledek tedy podéd informaci o
hodnotach koncentraci analytl v dobé odbéru. Byl-li napiiklad bezprostiedné pifed odbérem
podéan nitroziln¢ piipravek obsahujici vySetfované ionty, pak odeslany vzorek bude ve
vysledku uvadét koncentraci iontl navySenou o tento pfipravek. Jakékoliv vychyleni
iontogramu z nastavené rovnovahy se organismus snazi vyrovnavat, takze v dobé za nékolik

hodin jiz vydany vysledek vySetfeni neudava skutecnou aktudlni informaci o stavu pacienta.

Dalsim zkreslenim je hemolyza. Vlivem mechanického poskozeni erytrocytd,
naptiklad tfepanim s odbérovou zkumavkou, dojde k jejich popraskani a vnitrobunéény obsah

se smisi s krevnim sérem. Obohati jej tak zejména o draselné ionty.

Krev, kterd neni ihned analyticky zpracovana podléhd zménam. Krevni bunky 1 po
odbéru zachovavaji zivotni funkce a spotfebovavaji kyslik a glukosu, které vsak jiz nemohou
byt dopliiovany. Postupné rovnéz slabnou vitdlni funkce bunck a selhavd iontova pumpa
udrzujici rozdilné sloZeni vnitrobunééného a mimobunééného prostiedi. Jiz po nékolika
hodinach po odbéru méfitelné vzrista ve vySetfovaném vzorku koncentrace draselnych iontl
prostupujicich z bunék do séra. Tento jev se urychli v chladném prostiedi, protoze za chladu
enzymy iontovych pump pracuji pomaleji. Paradoxné tak chlazeni, které pouZivame
K prodlouzeni trvanlivosti vétSiny analytd, vtomto piipadé¢ dobu pouzitelnosti vzorku

zkracuje.

Pro odbér krve existuje fada odberovych systémil. Zkumavky jsou opateny riiznym
obsahem, podle svého dal§iho urceni a jejich zdména miize zasdhnout do spravnosti vysledku.
Pro néktera métfeni se pouziva nesrazlivad krev. Cinidla pouZitd k zabranéni srdZeni krve

mohou obsahovat méfené ionty a tim faleSné zvysit jejich koncentraci ve vzorku.

2.2.1.2 Spravny preanalyticky postup

Krev je od pacienta odebirana ze zily. V dob¢ odbéru jsou zastaveny veskeré nitrozilni

vstupy léciv. Krev je odebirdna nejlépe do zkumavky bez chemickych ¢inidel. Vhodny je
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ptidavek mechanického srazedla, napiiklad krastenu (povrchové upravené kulicky z
polystyrenu). Krev se nechd kratce nékolik minut stat, aby ziskala Cas ke srazeni. Se
zkumavkou se netiepe. Po celou dobu se s ni manipuluje pii pokojové teploté. Po té se
zkumavka se vzorkem centrifuguje 10 minut pii 3600 otackach za minutu. Vysledkem je
oddéleny krevni kolac, jak se fikd vespod usazené srazenin€ s krevnimi bunikami, a vrchni

¢ast oddéleného krevniho séra.

Spravny preanalyticky postup se vyznacuje rychlym provedenim, mechanickou a
teplotni Setrnosti ke vzorku, volbou spravného odbérového systému a ohledem na medikaci,

ktera predchazela odbéru.

Centrifugaci oddélené krevni sérum je jiz plné€ zplsobilé k vySetfeni v beézném
Klinicko-biochemickém analyzatoru. Do analyzatoru je zpravidla mozno vkladat zkumavku
celou i s vespod oddélenym krevnim kola¢em. Moderni analyzatory umi odsavat sérum od
hladiny a nedochazi tak ¢asto k ucpani jehel srazeninami. Pokud chceme krev pouzivat delsi
dobu, nebo ji odesilame na jiné pracovisté, pak je nutné pipetou oddélit sérum do jiné Cisté
zkumavky. V takto oddéleném séru je koncentrace iontd stabilni dlouhodobé a trvanlivost
vzorku je omezena na né€kolik dnl pouze jeho biologickou zkazou (bakteridlni kontaminace,
hniti organické hmoty). Zmrazené vzorky oddéleného séra 1ze pouzZivat mésice aZ roky podle

teploty uloZeni.

Centrifugaci se oSetfuje 1 vzorek moce. Po ochladnuti totiz v mo¢i krystalizuji nékteré
latky a v patologickych piipadech obsahuje moc i hlen, krev a dalsi pfimési, které mechanicky

vadi pfi zpracovani analyzatorem.

2.2.2 Metody stanoveni mineralogramu v mediciné

Metod? vlastniho stanoveni iontd v krevnim séru je mnoho, ale v pritbé¢hu 20.stoleti
dominovaly dvé metody. Prvni z nich je plamenova fotometrie, kterd je dnes jiz zcela na
ustupu a v podstaté¢ se povazuje za historickou. Druhou metodou, kterd je vSak dnes

universalné roz$ifena, je potenciometrie. S jinymi metodami se setkdvame raritné.

13



2.2.2.1 Plamenova fotometrie

I ptfes jednoznacny ustupu této metody z klinickych laboratofi, se miizeme s touto
metodou jeste okrajove setkat a navic se s ni statisticky a analyticky srovnavaji dal§i metody,

zejména potenciometrie.

Zpravidla se dnes splamenovou fotometrii muzeme v klinicko-biochemickych
laboratotich setkat jesté okrajove jako se zdloznim pfistrojem nebo pii méfeni lithnych ionth
v krevnim séru, neni-li K dispozici jina metoda. Toto stanoveni vyuzivaji psychiatii
k monitoraci koncentrace lithnych iontll v krevnim séru u pacientt, kterym byla lithna sul
podéana naptiklad pti 1é€bé maniodepresivnich stavii, nékterych sexudlnich uchylek, ¢i ke

stabilizaci nalady.

Navzdory dobrym statistickym parametrim i uspokojivé cen¢ plamenové fotometrie,
je jejim velkym nedostatkem technickd neprovazatelnost s uspofddanim bézného
biochemického analyzatoru. Potfeba zdroje plynu, permanentni plamen, naroky na zvlastni
technickd povoleni, nutnost tvorby alikvoti a dal§i obtiznosti vytésnily tuto metodu

z klinickych laboratofi.

2.2.2.2 Potenciometrie

Potenciometrie je dnes suverénné dominujici metoda stanoveni draselného, sodného a
chloridového iontu v krevnim séru. Jejimi pfednostmi jsou velmi dobrd technicka
zakomponovatelnost do jinych analytickych systémi, nizkd cena, rychlost analyzy,
jednoduchost obsluhy. Nevyhodou je nestabilita elektrod, nékdy i neselektivita — zejména u
chloridové elektrody. Vyrobci i literarni zdroje deklaruji linearitu v dostate¢ném rozsahu

koncentraci pokryvajicim hodnoty vyskytujici se v medicinskych vzorcich.
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2.2.2.3 Fyzikalnéchemicky princip potenciometrie a iontové selektivni

elektrody

Me¢éteni koncentrace pomoci potenciometrie je zalozeno na elektrochemickém jevu,
kdy si analyt v roztoku vyménuje s jinou nemisitelnou fazi (dalsi roztok, nebo pevny povrch)
naboj (elektron) a vytvafi tim na fazovém rozhrani potencial. Vyska potencidlu zavisi na
koncentraci a druhu analytu a na druhu interagujici druhé faze. Vysledny potencial se
zaznamenava v bezproudovém stavu na voltmetru. V praxi se analyt stanovuje ze zméfeného
napéti elektrochemického ¢lanku, tvofen¢ho indikac¢ni elektrodou ponofenou do
analyzovaného roztoku a elektrodou referentni spojenou s analyzovanym roztokem solnym
mustkem. V biologické matrici existuje mnoho iontl a protoze potencidl na elektrodé¢ je dan
souCtem vSech jejich interakci s veSkerymi analyty ochotnymi k vyméné naboje, tak je tteba
pouzit selekéniho mechanismu zarucujiciho méfeni jen jednoho iontu. K tomu slouzi iontoveé
selektivni membrana, ktera propousti k indikacni elektrod¢€ jen pozadovany analyt. Membrana
muze byt sklenénd, krystalicka, nebo kapalna. S krystalickymi elektrodami se v klinicko-
biochemickych laboratofich setkdvame malo. Vyjime¢né se uziva v potenciometrickém
stanoveni chloridi,, kdy je krystalickou membranou tableta chloridu stfibrného. Sklenéné
membrany je uZzito napiiklad k selekci sodnych iontl, nebo vodikovych iontl u pH metru.
Kapalnd membrana je nejcastéji pouzivana v iontovéselektivnich elektrodach pro méfeni
iontt v Klinicko-biochemickych analyzatorech. V praxi se vétSinou nejedna o kapalinu ve
smyslu tekutiny, ale o polymerni hmotu, nej¢astéji modifikovany PVC. Tento polymer v sob¢
obsahuje aktivni sloZku zodpové&dnou za selekci analytu. VSeobecné jde vétSinou o ionex, €i
neutralni ionofor. Existuje velmi Siroka paleta ionext a ionofort uzivanych v membranach
iontovéselektivnich elektrod v Klinicko-biochemickych analyzatorech. Za vSechny uved'me
znamy valinomycin, schopny selektovat draselné ionty, crownethery vyuzivané jak pro
draselné, tak i sodné ionty a kvarterni amonné soli vyuzivané jako selektory chloridt. Sirsi

ptehled aktivnich iontové selektivnich slozek je v literatufe?.

15



2.2.2.4 Technické usporadani potenciometrie pro medicinské pouziti

Praktick¢é provedeni potenciometrického stanoveni ionti v krevnim séru
potenciometricky musi respektovat zakladni pozadavky zahrnujici naroky na rychlost a
robustnost k individualnimu slozeni matrice vzork. Méfeni probiha v pritokovém systému,
kdy je elektroda omyvana po sobé jdoucimi vzorky, nebo referenénim roztokem. M¢éfeni
jednoho vzorku tak trva pfiblizné jednu minutu. Vzorek mize byt méfen piimo stykem
krevniho séra s povrchem elektrody, nebo po natfedéni roztokem o velké iontové sile ¢imz se
snizi matriéni rozdily mezi jednotlivymi vzorky. RozliSujeme podle toho potenciometrii na
pfimou bez fedéni a nepiimou s fedénim. Vzorky moce byvaji natolik rozdilného slozeni a

Sirokého spektra iontové sily, ze se vyuziva fedéni vzdy.

Vysettovany vzorek je nasat jehlou ze zkumavky v mnozstvi asi 20-80 pl a natfedén
fedicim roztokem kujednoceni svych matri€nich vlastnosti. Poté protéka kolem
iontovéselektivni indikacni elektrody. VétSinou jsou vSechny tfi, tedy draslikova, sodikové a
chloridové elektroda sefazeny tésné za sebe do jednoho modulu a vSechny tf1 zakladni ionty
se tak méfi najednou v Case 1 prostoru. Potencial se méii proti referencni elektrodég, ktera je
oddélena solnym mistkem. Ten mize byt bud’ jako stabilni, nebo prutokovy s odchodem
roztoku solného mustku po smiseni s vzorkem Vv prostoru za elektrodami do spole¢ného
odpadu. Nameéifeny potencidl je jednak porovnavan s referencnim roztokem, ktery kolem
elektrod protékd mezi vzorky a dale je vyuzivano kalibra¢niho srovnani pomoci periodicky

provadeéné kalibrace.

Zvlastnim ptipadem je potenciometrie v plné krvi bez separace séra. Toto méfeni ma
sice rtizna technickd omezeni, ktera jsou vSak vyvéazena rychlosti s jakou dostavame vysledek.
Tento postup je vyuzivan v POCT (Point-of-care testing - vySetieni u lizka nemocného) a

dava vysledek do dvou minut od odbéru vzorku.
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2.2.2.5 Specifika vysledku a srovnani potenciometrie s plamenovou

fotometrii

Abychom mohli vysledek méfeni spravné interpretovat, je tieba jeSté¢ popsat

postanalytickou fazi softwarového vyhodnocenti, ktera se li§i podle pouzitého postupu méteni.
Krev obsahuje z fyzikalnéchemického hlediska tii slozky:

1) bunééné elementy
2) makromolekularni a micelarni slozky, koloidné rozpusténé v krevnim séru

3) vlastni vodné prostiedi s vlastnostmi pravého roztoku

Ionty jsou rozpustény ve vodné slozce krve. Métime-li koncentraci iontl stejného vzorku na
plamenovém fotometru a srovnavame s potenciometrickou odezvou, pak potenciometrie
produkuje vys§i naméfené hodnoty2’4. Plamenova fotometrie totiZ ten stejny pocet
jednotlivych Castic iontd méti v celém objemu vzorku, zatimco potenciometrie jen v jeho
vodné casti. Asi 7% krevniho séra jsou koloidné dispergované slozky neobsahujici roztok
solutd. Ty vypliuji sice prostor v séru, ale netvofi s nim pravou homogenni fazi. Druhou
odli$nosti obou metod je vliv iontové sily na aktivitu iontl. V tak koncentrovaném prostredi,

jakym je krevni sérum, je aktivita iontll vyrazné nizsi nez skutecnéd koncentrace. Oba zminéné

faktory musi analyzator vyuZivajici potenciometrickou metodiku softwarové korigovat.

2.2.2.6 Dalsi moZnosti stanoveni iontéi v medicinském prostiedi’

Pro aplnost zminme jest€¢ okrajové metody, jako jsou spektrofotometrie produkta
Stépenych beta-galaktosidasou po aktivaci sodnymi kationty nebo tryptofanazou po aktivaci
draselnymi ionty, déale fluorescence nilské modii na optickém vldkné v zéavislosti na
koncentraci sodnych ionti a fluorescence trinitroanilinu po aktivaci draselnymi ionty a
kone¢n¢ atomova absorpcni spektrometrie. Chloridy se kromé potenciometrie vhodné pro
stanoveni v krevnim séru, nékdy stanovuji coulometrickou titraci. Ze stfibrné anody
uvoliovany stiibrny kationt srazi chloridy v roztoku a hledany bod ekvivalence nastava

vysrazenim vesSkerych chloridi. Coulometrickd metoda stanoveni chloridi slouzi jako
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referenéni metoda a v praxi je vyuzivana napiiklad ke stanoveni chloridi v potu. Vysetieni
chloridi v potu vyuzivaji 1ékafi pfi diagnostice mukoviscidosy (cystické fibrosy).
Spetrofotometricky se méfi koncentrace kyseliny chloranilové vznikajici z chloranilanu
rtutnatého vlivem chloridii. Podobn¢ jako u kationtl i chloridy 1ze méfit na optickém vlakné
s fluorescenci barviva Chromoionophore VI nebo derivati porfyrinu na jeho povrchu.
Argentometrie a merkurimetrie jsou v klinické praxi zcela raritni manualni metody vyuzivané

spise v dobach ptes vznikem automatizovanych metod.

Pouziti téchto metod mé& vyznam v nékterych specidlnich ptipadech. Napiiklad
stanoveni iontll na optickém vlakné je uzito v pfistrojich zachranné sluzby, nebo pfistrojich
POCT (malé pftistroje piimo u pacienta). Jde o ptenosné pfistroje pro urgentni medicinu a

praci mimo dosah nemocnic¢niho zafizeni.

2.3 Kbvalita stanoveni iontii v klinické praxi

Stanoveni jakéhokoliv analytu libovolnou metodou vyZaduje nejen vlastni praktické
provedeni od odbéru vzorku aZ po vydani naméfené hodnoty, ale 1 zavére€né zhodnoceni
vypovédni hodnoty a vyvozeni disledkt pro sledovany subjekt. Vysledkem hodnoceni jsou
potom praktické kroky k feSeni néjakého problému. V klinické praxi je vzorek odebran od
pacienta za Ucelem zjisténi pfitomnosti ¢i nepfitomnosti chorobného stavu a posouzeni jeho
zavaznosti. Vyvozenym disledkem je rozhodnuti o 1écbé. Samotna chemicka analyza je jen
jeden zkrokti vtomto procesu. Analyza pro klinické ucely musi spliiovat urcité
charakteristiky kvality, aby nedochdzelo k vydavani vysledki vedoucich k Spatnému
terapeutickému rozhodnuti. Kontrolou téchto charakteristik kvality se zabyva systém vnitini a
externi kontroly kvality. K pochopeni celkové problematiky je tfeba nejprve vysvétlit

zakladni ndzvoslovné pojmy a statistické principy kontroly.
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2.3.1 Metrologicka terminologie’

Jasna terminologie je podminkou bezchybné a jednoznatné komunikace mezi
odbornou vefejnosti. Nazvoslovi se ¢asem meéni a upravuje podle dobovych pozadavkl
souvisejicich s danym stavem védy a techniky. Posledni vét$i zména statistické nazvoslovné
terminologie probéhla vroce 2008, kdy bylo vydano tfeti vydani Mezinarodniho
metrologického slovniku (VIM 3). V souvislosti s mezinarodnimi upravami doslo i k posunu
v ¢eské terminologii. Ta jednak reflektuje zmény v Mezindrodnim metrologickém slovniku a
navic zavadi nové Ceské ekvivalenty foneticky pfibuzné anglickym originalim. Vlastni ¢eska
norma je pristupna v dokumentu’ Ufadu pro technickou normalizaci TNI 01 0115:2009
platném od 1.3.2009. Mezinarodni podklad vydala Mezinarodni organizace pro normalizaci a
je ptistupny jako ISO/IEC Guide 99:2007 International vocabulary of metrology - Basic and
general concepts and associated terms (VIM).

Pro nazornost je v nésledujici tabulce uveden vybér nejbéznéjSich metrologickych
pojmi s anglickym originalem a v potfebnych piipadech i star§im ekvivalentem. Podrobné;jsi

udaje jsou rozsahlé a jsou zdjemctim dostupné piimo v norm&" TNI 01 0115:2009.
Piehled vybranych ekvivalenti preferovanych termint podle VIM 3 zajimavych pro
chemii a laboratorni medicinu:

Anglicky termin Cesky ekvivalent Starsi ekvivalent

(je-li odlisny)

measurement trueness pravdivost méfeni

measurement accuracy presnost méteni spravnost métfeni
measurement precision preciznost méteni presnost méteni
intermediate measurement precision mezilehla preciznost méteni

measurement repeatability opakovatelnost méteni

measurement reproducibility reprodukovatelnost méteni

measurement uncertainty nejistota méfeni
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combined stand. measurement uncertainty kombinovana standardni nejistota méfeni

target measurement uncertainty cilova nejistota méteni
expanded measurement uncertainty roz$ifena nejistota méfeni
coverage factor koeficient rozsifeni
metrological traceability metrologicka navaznost
measurement bias vychyleni méfeni

2.3.2 Zakladni znaky analytické metody™ "

Z velkého mnozstvi metrologickych pojmu, které uvadi norma TNI 01 0115:2009, je
pro hodnoceni kvality méfeni v Klinicko-biochemické laboratoti dilezity nasledujici vybér

(doporuceni Ceské spole&nosti klinické biochemie - CSKB):
Pravdivost

- Tésnost shody mezi aritmetickym primérem nekoneéného poctu opakovanych
namétenych hodnot veli¢iny a referenéni hodnotou veli¢iny. Pravdivy vysledek je zatizen

zanedbatelnou systematickou chybou. Mirou pravdivosti je obvykle vychyleni (bias).
VytéZnost

- Podil z mnoZstvi analytu, pfitomného v analyzovaném vzorku zkouseného materialu nebo
piidaného k nému, ktery je extrahovan a podrobovan méteni. VytéZznost je podil rozdilu
mezi udaji meficiho systému pii méteni vzorku se zndmym pfidanym mnozstvim analytu
¢i slozky a vzorku bez pfidavku a pfidaného mnoZstvi. Udava miru schopnosti méfici
metody (postupu) postihnout méfenym signalem veskery analyt pfitomny ve vzorku. Je

mirou ucinnosti dané metody.
Preciznost - dfive piesnost (v podminkach opakovatelnosti nebo reprodukovatelnosti)

- Té&snost shody mezi indikacemi nebo naméfenymi hodnotami veliCiny ziskanymi
opakovanymi meéfenimi na stejném objektu nebo na podobnych objektech za

specifikovanych podminek.
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Nejistota méreni

Nezaporny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veli¢iny pfifazenych k métené
veli¢iné na zdkladé pouzité informace. Parametr pfidruzeny k vysledku méfeni, ktery
charakterizuje miru rozptyleni hodnot, které by mohly byt diivodné piisuzovany métené
veli¢in€. Parametrem muZze byt napt. smérodatna odchylka nazyvana standardni nejistota

méfeni.

Mez detekce, mez stanovitelnosti, pracovni interval, linearita, analyticka citlivost

(souvisi s kalibraci)

Mez detekce daného analytického postupu je dana nejmensim mnozstvim analytu ve
vzorku, které mize byt detekovano, ale které nemusi byt stanovitelné jako exaktni
hodnota.

Mez stanovitelnosti metody je nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku, které mulze byt
stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty.

Pracovni interval je uzavieny interval hodnot mnozstvi ¢i obsahu méfené veliCiny ve
vzorku, pro ktery bylo validaci potvrzeno, Ze metoda (postup) je v ném aplikovatelna
(nejistota méfeni je v této oblasti pfijatelnd). OhraniCeni tvofi nejcastéji zdola mez
stanovitelnosti (dolni hranice pracovniho rozsahu nesmi byt z definice mensi nez mez
stanovitelnosti).

Linearita kalibraéniho vztahu je rozsah hodnot obsahu, mnozstvi ¢i koncentraci, ve
kterém je analyticky signal linearni funkci hodnot obsahu, mnozstvi ¢i koncentrace.
Citlivost je podil zmény indikace méficiho systému a odpovidajici zmény hodnoty

veliCiny, ktera je métfena. Citlivost je dana sklonem (smérnici) kalibracni zavislosti.

Analyticka selektivita, interference

Analyticka selektivita je takova vlastnost méficiho systému pouzivajiciho specifikovany
postup méieni, pomoci né¢hoz poskytuje namétené hodnoty veli¢iny pro jednu nebo vice
métenych veli¢in, Ze hodnoty kazdé méfené veli¢iny jsou nezdvislé na jinych métenych
veli¢inach nebo jinych veli¢indch v ramci zkoumaného jevu, télesa nebo latky. Selektivita
je takova vlastnost analyzy, stanoveni ¢i postupu, kdy je stanoveni analytu v urcité
matrici zavislé na pritomnosti omezeného mnozstvi urcitych pifimési za definovanych

podminek reakce. Selektivita se méni s obsahem, (mnozstvim, koncentraci) analytu a

21



n¢kdy i v zavislosti na nastaveni parametru metody (souvislost s robustnosti). Mirou
selektivity je znamy, kvantitativnim zpisobem vyjadieny vliv matrice. Pouze minimum
metod chemické analyzy lze oznacit za specifické. Proto doporuceni IUPAC (2001) dava

piednost obecnému pouzivani terminu selektivita.
Robustnost

- Schopnost metody poskytovat pfijatelné vysledky méteni i v piipadé, Zze dojde k malym
odchylkdam od méficiho postupu ¢i slozeni vzorku. Udava jeji spolehlivost pfi bézném

pouzivani.
Srovnani s jinymi metodami

- Porovnavani dvou ¢i vice metod je béznou tlohou ¢innosti v zkuSebnich laboratofich

(zkusebnich laboratofich dle normy ISO/IEC 17 025).
Kritéria spolehlivosti

- Schopnost vyrobku nebo sluzby plnit pozadované funkce za urcenych podminek po
piredepsanou dobu. U analytickych metod méteni je spolehlivost dana preciznosti a
pravdivosti - bias postupu méteni. U ptistrojové techniky (analytické instrumentace) jde o
jeji bezporuchovost. V tomto piipadé jsou vyrazy spolehlivost a bezporuchovost

synonyma.

2.3.3 Metrologie v laboratorni mediciné

2.3.3.1 Specificita a citlivost

Literarni zdroje se v analytické chemii Casto hloubé&ji zabyvaji dvéma analytickymi

znaky, specificitou ¢i selektivitou a citlivosti (senzitivitou).

Z hlediska klinické praxe je vSak velmi dualezité¢ si uvédomit, ze podobné pojmy ve
zdravotnické literatute, ackoliv defini¢né maji blizko k analytickym definicim, neznamenayji

totéz. Z chemického hlediska nas zajima schopnost metody citlivé a specificky stanovit
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analyt. Z klinického hlediska nas zajima jak citlivé a specificky zvolené stanoveni analytu
pomaha stanovit diagnosu pacienta. I velmi citliva a specificka analytickd metoda mtze mit
Spatnou klinickou specificitu ¢i senzitivitu, pokud je mezi vySetfovanymi nemocnymi a
zdravymi osobami jen maly rozdil koncentraci sledovaného analytu, nebo naopak pokud i
pfirozeny rozptyl hodnot pfevySuje odchylky dané vlivem nemoci. Analyticka a klinicka
senzitivita a specificita vSak spolu souvisi. Analytické vlastnosti metody jsou totiz jednim
z faktorti urcujicich vlastnosti diagnostické a jsou tedy podmnozinou faktort, které urcuji
klinickou senzitivitu a specificitu. Obecné se doporucuje pred pojmy specificita a senzitivita

staveét 1 vztahovy vyraz ,,analyticka®, nebo ,klinicka®.

V klinickych souvislostech se obé& charakteristiky n¢kdy spojuji do jedné, graficky
znazornéné veliGiny, kterou tzv. ROC kiivka* (receiver operating characteristic). Ta ukazuje
miru schopnosti diagnostické metody byt citliva i specificka a tim 1 odlisit zdravé jedince od

nemocnych.

2.3.3.2 Klinicky vyznam analytickych znaku metody

Aby bylo moZno vyuZzivat analytickou metodu pro ucely vyhodnoceni stavu vySetfované
osoby, tedy stanoveni diagnosy a po té 1 navrzeni lécebného postupu, musi dosahovat
analytické znaky urcité pozadované kvality. Pfili§ velka nejistota méfeni by mohla zpusobit,
ze zdravy ¢lovek bude 1é¢en 1 kdyZ neni nemocny, nebo naopak ze nemocny ¢lovék nebude
1éCen, protoze nebude choroba rozpoznana. Analytickd metoda tedy musi mit své znaky
nastaveny tak, aby stav nemoci dokazala diferencovat proti stavu zdravi. Naopak pokud
analyticka metoda poskytuje vysledek s mensi nejistotou, nez je biologicka variabilita analytu
ve vySetfovaném systému, pak jiz dal$i zpfesiovani nepiinasi lepsi vysledky ve stanoveni

diagno6zy. ZvySovani kvality méteni pod hranici biologické variability je bezucelné a drahé.

Podobna je i zalezitost meze stanovitelnosti. V krevnim séru se i v pfipad¢ Zzivot
ohroZujicich sniZzeni koncentrace nékterych analytl stile pohybujeme vysoko nad mezi
stanovitelnosti. Napiiklad koncentrace sodnych iontl v krevnim séru se nedostava bézné pod
hranice slucitelnosti se Zivotem, ale odhadem to bude pravdépodobné koncentrace kolem 80

mmol/l. Mez stanovitelnosti v fadech jednotek mmol/l je tedy pIné postacujici pro vysetieni
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veskerého spektra hodnot ziskanych od jakychkoliv pacientd. Snizovani meze stanovitelnosti

pod fad milimold na litr séra je opét jen financné narocné zbytecnost, kterou lékat nevyuzije.

2.3.3.3 Cilova nejistota méfeni a rozsiena cilova nejistota méfeni™

K urceni dostatecné kvality méfeni se v metrologické terminologii klinické biochemie
zavadi pojem cilova nejistota méfeni — target measurement uncertainty (TMU). Jde o
parametr vypocteny (1) z intraindividualni a interindividualni variability. Analytickd metoda

by hodnotu nejistoty danou timto parametrem neméla piekracovat.

TMU (%) = z * (0,5 * CV;) + 0,25 * /(CViz +CV§) (W)

Kde ,,z je kvantil jednostranného normalniho rozdéleni — na hlading spolehlivosti 95% je
jeho hodnota 1,65. CV; je intraindividualni variabilita a CVy je interindividualni variabilita ve
formé varia¢niho koeficientu (CV). TMU je mezinarodné zvykla zkratka pro cilovou nejistotu
meéfeni — Target measurement uncertainty. Obé uvedené biologické variability jsou ziskany

empiricky Vv rozsahlych studiich a jsou dostupné v literarnich zdrojich’.

Cilova nejistota méteni je vlastné sloZena z poZzadavku na mezilehlou preciznost (prvni ¢len
vztahu pro vypo€et TMU, star§Sim ndzvem mezilehld piesnost) a vychyleni (druhy ¢len téhoz
vztahu). Mezilehla preciznost, by neméla byt vétsi neZ polovina intraindividualni variability.
Maximalni vychyleni (vyjadiené jako bias) by nemélo pfesahnout ¢tvrtinu celkové biologické

variability, tj kombinace intraindividualni a interindividualni variability.

Ne vzdy vSak mame to S$tésti, ze je analyticka metoda jistéjsi, nez pozadovana troven
TMU pro klinické tcely. Jsou to mimo jiné praveé ionty sodny, draselny a chloridovy, jejichz
nejistota stanoveni pomoci potenciometrie je vy$$i neZ cilova nejistota méfeni vypocitana
z biologickych variabilit. V tomto piipadé je odbornou spole¢nosti CSKB (Ceska spoleénost
klinické biochemie) stanovena rozsifena cilova nejistota méteni (Tab. II1.). Je urcena tak, aby
zvysena nejistota vydaného vysledku jesté neovlivitiovala diagnostické rozhodovani 1€kare a

soucasng, aby bylo realné dosahnout takové kvality méfeni v rutinnim analytickém provozu.
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Tab. I11: Porovnani teoretické a rozsifené
cilové nejistoty méfeni

iont TMU Rozsifena TMU
Na* 1% 5%
K* 5,6% 8%
CI 1,5% 7%

Rozsitena cilova nejistota méfeni iontl je zavazna pro vSechny klinicko-biochemické

laboratore v Ceské republice a je kontrolovana systémem externi kontroly kvality.

2.3.3.4 Systém kontroly kvality

Kvalita méfeni v klinicko-biochemické laboratofi neni dana fixné od vyrobce
analytického systému, ale je ovliviiovana fadou jevl, kterymi se budeme dale zabyvat.
K tomu, abychom vsak byli schopni kvalitu méfeni udrzet, musime mit predev§im ndstroj
k jeji kontrole a nastroj k indikaci zhorSeni charakteristik kvality méfeni. Té€mito nastroji jsou

systém vnitini kontroly kvality a systém externi kontroly kvality.

2.3.3.5 Systém vnitini kontroly kvality

Vnitini kontrola kvality se uskutecituje kazdodennim métenim kontrolnich vzorki se
znamou koncentraci analyti. Spravnym postupem je kontrola pted zapocetim denniho
provozu a pak opét po jeho skonéeni a to nejméné na dvou koncentraénich hladinach. Casto
se vSak v bézném provozu provadi jen jedna kontrola denné. Laboratof si tak denné sama

ovetuje stabilitu svého analytického systému.

Vyhodnoceni vnitini kontroly kvality meéfeni vyzaduje nejen samotné opakované
stanovovani koncentrace analytl v kontrolnim materidlu, ale i jejich vyhodnocovani a
statistické postupy odhalujici mozné zavady. Systém pravidel pro hodnoceni vnitini kontroly
kvality vypracoval Dr. James O. Westgard a jsou proto znamy pod ndzvem Westgardova

pravidla®.
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2.3.3.6 Westgardova pravidla'

Vnitini kontrola kvality neni pouhym zméfenim koncentrace analytu se zndmou
koncentraci (kontrolniho materidlu) a naslednym konstatovanim zptisobilosti méfeni
k vydavani vysledkt. Je to kontrola s ¢asovym sledovanim tendenci v analytickém systému.
Odhaluje skryté zavady dané napiiklad starnutim chemikalii, dlouhou dobou od kalibrace,

poskozenim soucasti analyzatort atd.

Zakladem kontroly je jiz zminéné kazdodenni meéteni kontrolnich vzorkd. Jejich
vysledky jsou zapisovany a kontrolovany nejen ve vztahu k deklarované koncentraci, ale i ve
vzajemném vztahu mezi sebou. Vznika tak tzv. Levey-Jenningav regulacni diagram (diagram
kvality, kontrolni graf, Control chart). Ten ma vodorovnou ¢asovou osu a svislou osu
S vynaSenymi naméfenymi hodnotami kontrolniho materidlu. Diagram je opatfen navic
vodorovnou linii znézorfiujici deklarovanou hodnotu koncentrace analytu v kontrolnim
materidlu a dvé dalsi linie na kazdé strané, které znazornuji vychyleni o jednu ¢i dvé
smérodatné odchylky. Jejich hodnoty jsou uvedeny vyrobcem analytického systému a souvisi
s TMU, event rozSifenou nejistotou mefeni. Nékdy byva graf ve sloupcové podobé postaven

svisle.

Pro kazdy analyt a kazdou jeho kontrolni hladinu koncentrace je sestrojen svij
diagram. V ném se kvalita m&feni hodnoti pomoci tzv. Westgardovych kontrolnich pravidel*!
(Westgard Rules). Piehled zakladnich a doplnujicich pravidel je v ptiloze (Tab. IV, Tab. V).

Hodnoceni Westgardovych pravidel:

Néahodné chyby, detekované zpravidla pravidly 1x3s, nebo R4s, zhorSuji
reprodukovatelnost vysledku a preciznost analytického systému. Byvaji zplisobovany
vykyvem napéti v elektrické siti, nestabilitou objemu pipetovani ¢i davkovani, kontaminaci,

bublinami v systému atd.

Systematické chyby typu trendu, nebo bias (vychyleni, zhorSeni piesnosti) se obvykle
odhaluji pomoci pravidel 2x2s, 4x1s, nebo pravidla 10x. Byvaji zplGsobovany chybami v

kalibraci, nastaveni inkubacni teploty, chybé v elektronice, u optickych metod vnikem
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nezadouciho svétla naptiklad stérbinou v krytu detektoru, Spatné uvedenou reagencii (zdména
za jiny lot s jinou koncentraci a podobn¢). Trendy byvaji zplisobovany starnutim reagencie,

nebo ¢idel.

Diilezité je myslet i na moznost chyby v kontrolnim materialu. I ten ma svou zivotnost

a predepsané limity pouziti.

2.3.3.7 Systém externi kontroly kvality

Externi kontrola kvality je periodické vyhodnoceni laboratofe nezavislou instituci,
ktera zasila své kontrolni materialy. Koncentrace analytu v kontrolnim materidlu neni predem
koncovému uzivateli analytického systému zndma. Po vyhotoveni analyzy se vysledek odesila
puvodci kontrolniho materidlu. Po doruceni idajii od vSech ucastnikii se vyhodnoti chyba
kontrolniho stanoveni a nejistota méfeni u jednotlivych analytd pro kazdou laboratot. Usp&sné
stanoveni koncentrace analyti v kontrolnim materidlu by mélo byt podkladem pro
divéryhodnost prace klinicko-biochemické laboratofe. Je snaha o zavedeni povinnosti uspét
Vv této kontrole pod hrozbou vypovédi smluvnich vztahti s pojisStovnou v ptipadé opakovaného
netspéchu. Kontrolni materidl je vyhodnocovan na dvou koncentra¢nich hladinach analytu a
je hodnocen zvlast’ pro jednotlivé typy analytickych systémti. Koncovi uZivatelé ucastnici se
kontrolniho mechanismu jsou tedy roztiidéni do skupin podle metody kterou ke stanoveni
iontl pouzivaji. Hodnoti se pfesnost stanoveni kontrolniho materidlu a nejistota vypoctena
z dlouhodobych vnitinich kontrol. Dale se porovnava vzijemnd poloha vysledkid od
jednotlivych ucastnikli. Ukazka casti vysledkové listiny vydavané firmou SEKK spol. s r.o.?
je vpriloze (Obr. 1). Graficky je zde znazornéna fada hodnot stanovenych jednotlivymi
laboratofemi pro dany analyt. Stfedni linie pfedstavuje deklarovanou koncentraci analytu
Vv kontrolnim materidlu a linie nad a pod ni jsou meze dané toleran¢nim rozpétim odvozenym

z rozsitené cilové nejistoty méfeni (rozsitené TMU). Usedky vedouci symetricky od hodnot

jednotlivych stanoveni pfedstavuji miru nejistoty méfeni v dané laboratofi.

Nejcastéjsim ptvodcem kontrolniho materidlu pro klinicko-biochemické laboratoie
v Ceské republice je firma SEKK spol. s r.0."%. Pro méné b&zné analyty je nutno hledat jiné,

vétSinou zahrani¢ni poskytovatele kontrolniho materialu.
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2.3.3.8 Referen¢ni material a navaznost v metrologii®°

Abychom vitbec mohli provadét kontrolu kvality méfeni v jednotlivych laboratotich,
musi existovat ujednoceni v tom, jak je vibec deklarovany a definovany rozmeér obsahu
analytu u jednotlivych kontrolnich prvkii. Musi existovat i ujednocend metrologie jako
takova. Zakladnim predpokladem je respekt ke stejnym mérnym jednotkdm. Pocatek
organizace metrologického ujednoceni spadd az kroku 1790, kdy byl zahajen postup
K vytvofeni ujednocené miry délky - metru. V priabéhu 19. stoleti se metrologicka soustava
postupné zmeénila v komplexni systém jednotek SI, uzndvany v odborné vetejnosti po celém
svété. Samotnd shoda na tom, co je jednotkou délky, hmotnosti, ¢asu atd. nestaci k tomu,
abychom v klinickych laboratotich mohli vzajemné porovnavat naméfena data. Vsechny
laboratote v soucasnosti jiz vydavaji vysledky stanoveni v jednotkach mol na litr, nebo gram
na litr. OvSem vzhledem k chovani organické matrice a zvolenym béznym analytickym
metodam nebyva signal vydany analytickym systémem vzdy adekvatni a mezilaboratorné se
lisi. K ujednoceni slouzi systém referencnich materidli poskytovanych referenénimi
laboratofemi. Nejvys$Sim referencnim materidlem byva nadnarodni etalon poskytovany
referenéni metodou pro narodni referencni laboratofe. Ty podle n€j vyhotovuji kontrolni
(referencni) materidl pro laboratofe nizSich Urovni eventuelné pro koncové klinicko-
biochemické laboratofe. Veskera problematika navaznosti se tykda jak kontrolnich materiald,

tak 1 kalibratora.

Pro defini¢ni potfeby se uvadi nasledujici Vysvétleni13: Néavaznost (Traceability) je
vlastnost vysledku méteni nebo hodnoty etalonu, kterou mize byt urcen vztah k uvedenym
referencim, zpravidla narodnim nebo mezinarodnim etalonim, pfes neporuseny fetézec

porovnavani, jejichz nejistoty jsou uvedeny.

Kromé kontroly kvality méfeni ma vztah veskerych kontrolnich materiald k jednomu
referen¢nimu materialu — etalonu i druhy neméné vyznamny divod. Je jim mezilaboratorni
porovnatelnost. Pacient vySetfeny jednou laboratoii by mél odchézet s vysledkem, ktery by se
nem¢l lisit od vysledku, ktery na stejném vzorku vyhotovi jiné laboratot. Je to nutné z divodu
vedeni 1éCby. Zvyseni, ¢i snizeni koncentrace analytu v séru musi odpovidat skute¢nosti a
nikoliv vychylkdm v jednotlivych laboratofich. V opaéném ptipad¢ by 1ékat mohl rozdil mezi

vysledky dvou laboratoii zameénit s trendem ve zdravotnim stavu pacienta a zah4jit nespravny
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1écebny postup. Mezilaboratorni porovnatelnost vysledkii vSak neni dodnes uspokojiveé
dofesena a lékar je povinen respektovat napiiklad rozdilna referencni rozmezi jednotlivych

analyti u jednotlivych laboratoii. Zejména v imunochemii jsou rozdily znacné.

2.3.3.9 Validace a verifikace

Pti zavadéni a provozu jakékoliv laboratorni metody jsou nutné dva procesy
souvisejici s kontrolou kvality méteni. Validace je systém statistického hodnoceni kontrolnich
meéfeni pti vytvoreni nové metody, nebo po zasahu do ptivodni metody a mé za ukol prokazat
systematickou platnost (validitu) podavanych vysledkd. Validaci zpravidla u uzavienych
systémi provadi vyrobce analytického systému a doklada ji v dokumentaci. Verifikace
(ovéteni platnosti), nebo také mala validace, jak se ji nékdy tikd, je pouhym ovéfenim, ze
systém opravdu meéti spravné. Verifikaci provadi kazdy koncovy uzivatel s uréitym casovym
odstupem, vétSinou vSak jednou do roka. Praktické provedeni sestdva ze statistick¢ho
zhodnoceni kazdodennich kontrol kvality za uplynulé obdobi a malé série Cerstvé namétenych
kontrolnich vysledkli v podminkach opakovatelnosti. Velmi lidové bychom verifikaci mohli
prirovnat ke zkouSeni obuvi v obchodé. I kdyz je na boté uvedend Ciselnd velikost, kterou si
pravidelné kupujeme, pfesto si boty pted zaplacenim vyzkousSime (verifikujeme vyrobcem

deklarovany udaj).

4 . . 14 . A4 L4 14 o r we W W r e (] 14'2
2.3.4 Cinitelé ovliviiujici nejistotu vysledku pri méreni ionti 3

Literarni zdroje tykajici se nejistoty potenciometrického méfeni koncentrace iontli jsou
zpravidla zaméfeny na vyzkumnou oblast. Popisuji klasické ucebnicové vlivy na vysledek
potenciometrického stanoveni. Naproti tomu udaje pro prakticky provoz s méfenim na
automatickém biochemickém analyzatoru jsou omezeny na nevelky souhrn doporuceni
vyrobce. Rozbor zdrojii nejistoty stanoveni iont na automatickém analyzatoru neni

V souhrnné forme¢ bézné vyrobci poskytovan.
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14-19 .

Literatura i odborna periodika®®?

3 , 7y . . ’ ;o
zabyvajici se potenciometrickym stanovovanim

iont uvadi zpravidla tyto rusivé vlivy:
Teplota — vliv na aktivitu iontt i rychlost vymény naboje na povrchu elektrody
Vykyvy napéti v elektrické siti — pfimy vliv na velikost vysledného signalu
Vn¢éjsi elektromagnetické pole - napt. magnetickd michacka ma vliv na potencial ISE
Hluk — mechanické vibrace ovliviuji déje na povrchu elektrody
Aktivace ISE - piestavka mezi méfenimi a vliv pfedchoziho prostedi (vzorku)
Neselektivita ISE a interference s jinymi ionty
pH jakozto zvlastni druh interference s HsO" ionty
Nejistota koncentrace reagencii
Nejistota kalibrace
Vliv iontové sily — projevuje se zménou aktivity iontd a tim i potencialu na ISE

Kontaminace povrchu elektrod (makromolekuly, proteiny atd.) — snizuje citlivost ISE

Vsechny tyto vlivy musime respektovat a omezit nebo stabilizovat jejich vliv pfi
klasickém laboratornim potenciometrickém méteni. V klinicko-biochemické laboratoii mame
vSak k dispozici analyzator s uzavienym systémem a fadu jevii nemiZeme ovlivnit. Dokonce
se objevuji nové vlivy zplsobené mechanikou analyzatoru, naptiklad: nepravidelnost
pipetovani, bublinky v systému, koagula v krevnim séru, odpar vzorku pii ¢ekani ve fronté
vzorkd. Souhrnny ptehled vlivii na nejistotu stanoveni iontll na automatickém analyzatoru

znazoriuje Ishikawiiv diagram®® (Obr. 2).
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Vnéjsi Matrice
prostiedi Kondice ISE Chemikalie vzorku

Prestavka
Teplota Y\mezi méfenimi} Nejistota

Vykyvy v \Pamét‘ na \ koncentrace
k

elek.siti \Ppredchvzorekl Cinidela
kalibratoru

iontova
sila

Neselektivita

N, Nejistota stanoveni
7" koncentrace iontd

Pipetovani

viechny
zminéné

Od .
par vlivy

Bublinky

Koagula
nelinearita

Priprava Mechanika Nezjistitelne Kalibrace
vzorku  analyzatoru (nahodne)
vlivy

Obr. 2: Ishikawtliv diagram zobrazujici slozky nejistoty stanoveni iontt.

Je samoziejmosti, ze s kazdym analytickym systémem dostavame od vyrobce nejen
vlastni pfistroj, ale 1 manudl s uvedenim postupli a také vystrah a varovani pied chybami.
Najdeme tam takova doporuceni jako: nepouzivat mobilni telefony v blizkosti analyzatord,
nepouzivat proexpirované reagencie a senzory, mé&fit jen pfedepsané typy materiali (moc,
sérum, likvor), je uvadén pracovni teplotni interval jako prevence piehfivani pfistroje, byva
deklarovan linearni rozsah kalibracni zavislosti. Je ovSem zarazejici jak Casto chybi naptiklad
udaje o nejistoté koncentrace reagencii, nebo jak skromné jsou udaje o interferencich. Rovnéz
interval kritickych hodnot u kontrolnich materialii se nekryje ptresn¢ s udaji TMU, piipadné

roz§itené TMU. To je vSak déno nesjednocenim domadcich piedpisi se zahrani¢nim

dodavatelem.
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2.4 Projevy nejistoty stanoveni ionti v praxi

Samotna statistika a vypoCty s ni spojené byvaji pro laika Casto na prvni pohled
teoretizovanim vytrzenym z reality. Abychom mohli zdGvodnit pouzivani slozitych
kontrolnich mechanismu, které zatézuji laboratof ¢asové i finanéné, méli bychom mit v rukou

vazné dukazy o riziku ¢i dokonce existenci nepfesnosti v méteni.

2.4.1 PoruSeni navaznosti

Pfi provadéni internich kontrol kvality mame ke kazdému kontrolnimu materialu
Vv piibalovém letdku uvedenou deklarovanou koncentraci sledovanych analytl. Pro klinicko-
biochemické tucely vsak byvaji deklarované hodnoty koncentraci rozdilné pro rtzné
analytické systémy. Napriklad pro piistroje fady Dimension je v certifikatu®® kontrolnich
roztokl Bio-Rad uvedena hodnota koncentrace draselnych iontit 4,05 mmol/l a pro pfistroj
Architect vtémzZe kontrolnim materialu koncentrace 3,88 mmol/l K+. Oba udaje jsou
vyti§tény ve spolecném dokumentu pro stejnou Sarzi kontrolniho materialu. Tady vidime, ze

uz ani teoreticky se nepfedpoklada, ze by pfistroje mély méfit stejné.

2.4.2 Vysoka nejistota

Westgardovska pravidla vnitini kontroly kvality umoznuji ptrijmout za platnou sérii
méfeni 1 kdyZz vysledek méfeni kontrolniho materidlu presdhl odchylku od deklarované
hodnoty koncentrace o dvé smérodatné odchylky. Dvé smérodatné odchylky na obé strany u
draselnych iont podle informaci z pfibalového letaku pro kontrolni material Bio-Rad-2 ¢ini

rozmezi 0,78 mmol/I.
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2.4.3 Systematické chyby

Pti prohlizeni vysledkli externi kontroly, kde méame k dispozici nahled na
mezilaboratorni porovnani, zjistime, Ze u mnoha analyti existuje dost vyznamna
celorepublikova systematicka chyba. Primér z méteni desitek ¢i stovek laboratoti se ¢asto lisi
o n¢kolik procent od deklarované hodnoty kontrolniho materidlu. Napiiklad vysledek
hodnoceni chloridovych iontii ve vzorku B z data 17.4.2009 od firmy SEKK spol. s r.0. mél
celorepublikovy median namétenych koncentraci ptiblizné o 2% niZe, nez je deklarovano
(referen¢ni hodnota). Vezmeme-li v Gvahu, ze TMU pro chloridy je 1,5%, tak jiz jenom
systematickd chyba na strané¢ analytického systému, nebo kontrolniho mechanismu tuto
rezervu pro nejistotu nejen Ze zcela vycerpalo, ale 1 piesahlo. Nebyt rozsifeni TMU na 7%,
pak by v externi kontrole kvality vyhovovalo méfeni pouhé jedné tfetiny laboratofi. Zarazejici
je zejména fakt, Ze stiedni hodnota (median) naméfenych koncentraci v ramci celé Ceské
republiky by byla na zakladé nerozsifené TMU zamitnutelnd. Ukazka grafické casti

vysledkové listiny externi kontroly kvality je v ptiloze (Obr. 1).

2.4.4 Prakticky dopad na pacienta

Predpokladejme, Ze do ordinace lékafe pfichdzi pacient s nespecifickymi potizemi.
Lékat je nucen provést obecna skriningova vySetfeni k ozfejmeni zdravotni situace pacienta.
Predpokladejme, ze skutecnd koncentrace draselnych iontl v séru tohoto pacienta bude 3,5
mmol/l. Tato koncentrace je sice jiz niz§i, nez je obvyklé pro fyziologicky stav, ale
neznamena je$té nijak alarmujici hodnotu. Z ptedchozich tii odstavel vyplyva, ze laboratot
meéfici na pfistroji Dimension, kterd uspéla v hodnoceni externi kontroly kvality a v ramci
systému vnitini kontroly dnes naméfila o dvé smérodatné odchylky (1s = 0,2 mmol/l) vyssi
hodnotu nez deklarovanou, miize stanovit koncentraci draselnych iontii u piredpokladané¢ho
pacienta na 3,90 mmol/I (3,5 + 2*0,2 = 3,9 mmol/l K¥). To je v podstaté& fyziologicka hodnota
a I¢ékart ji u pacienta s nespecifickymi potizemi vyhodnoti zpétné jako toho ¢asu diagnosticky
nepfinosnou. Nebudou-li nalezeny jiné vyrazné patologické projevy, bude pacient

pravdépodobné propustén domt. Jinad laboratof, méfici na piistroji Architect, ktera rovnéz
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uspéla v externim hodnoceni kvality méfeni a dnes stanovila v kontrolnim materialu draselné
ionty v koncentraci o dvé smérodatné odchylky nizsi, nez je deklarovano, mize stanovit u
téhoz pacienta koncentraci draselnych ionti na 2,93 mmol/l (3,5 - 2*0,2 — 0,17 = 2,93 mmol/Il
K", kde 0,17 je systematicky rozdil mezi stanovenim na piistrojich Dimension a Architect (viz
kap. 2.4.1.). Tato hodnota lékafem rozhodné nebude piijata jako fyziologickda a v zadném
pfipadé¢ by ji nemél bez dal§iho upfesnéni pfiiny ambulantné¢ doSetfovat v domacich
podminkach. Pacient bude pravdépodobné¢ odeslan k dosetieni do nemocnice. Zvoleny piiklad
je sice zvolen tak, aby uvedl piiklad projevu dvou maximalnich, jesté povolenych odchylek
soucasn¢, ale ukazuje, Ze principielné je mozné, aby lékar pacienta vedl diagnosticky a

1é¢ebné zcela rozdilnym zplisobem jen proto, Ze jej nechal vySettit v jiné laboratofi.

Vyznam systému kontroly kvality a dtlezitost dodrzovani spravnych laboratornich
postuptl jsou o to patrnéjsi, kdyz si navzdory vyse uvedenému piikladu uvédomime, ze

draselné ionty zdaleka nejsou analytem s nejvétsi nejistotou méfeni.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pristroje a pomiicky

3.1.1 Pouzité chemikalie

Chlorid sodny NaCl p.a., Lachema, Ceské republika

Clorid draselny KCI p.a., Lachema, Ceska republika

Chlorid vapenaty bezvody CaCl, p.a., Lachema, Ceska republika

Chlorid hofe¢naty krystalicky MgCl, p.a., Lachema, Ceska republika

Siran hofe¢naty krystalicky MgSO,.7H,0 &isty, Lachema, Ceska republika

Siran sodny bezvody Na,SO4 p.a., Lachema, Ceska republika

Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO3 p.a., Lachema, Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan sodny krystalicky Na,HPO,4.12H,0 p.a., Lachema, Ceska
republika

Dihydrogenfosfore¢nan sodny krystalicky NaH,PO,4.H,0 p.a., Lachema, Ceska
republika

Hydroxid sodny NaOH p.a., Ing. Petr Svec — PENTA, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova HCI p.a., Analytika s r.o., Ceska republika

Smésné lidské krevni sérum, separace ze srazlivé krve centrifugaci 10 minut pfi
3600 otackach za minutu

Individualni lidské krevni sérum, separace ze srazlivé krve centrifugaci 10 minut
pti 3600 otackach za minutu

Kontrolni material, Liquid Assayed Multiqual 1 a 2, Bio-Rad Laboratories (v textu
jen zkracen¢ Biorad 1 a 2)

Kontrolni material, Dade® TRU-Liquid Moni-Trol 1 a 2, Siemens Medical

Solutions Diagnostics (v textu zkracené jen Monitrol 1 a 2)

Spottebni material a piislusenstvi ,,QuickLYTE®“ pro meéfeni ionti na biochemickém

analyzatoru Dimension RxL:

IMT Standard A
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- IMT Standard B

- IMT Flush Solution

- IMT Sample Diluent
- IMT Dilution Check
- Salt Bridge Solution

Koupené roztoky a voda:

3.1.2

- Demineralizovana voda z ptistoroje AQUAL 29, AQUAL, Brno, Ceska republika
pro piipravu jednotlivych roztoki

- Demineralizovana voda z piistroje AQUA OSMOTIC 05 KOMPAKT

- Demineralizovana voda z pfistroje AQUA OSMOTIC 03

- Ringertv roztok — Ringers injection ,,fresenius® 500ml, Fresenius Kabi Italia S.r.l.

- Fyziologicky roztok — 0,9% sodium chloride in water for injection u.s.p., Fresenius
Kabi Italia S.r.I.

DalSi pomicky

- automatické pipety

- plastove Spicky na pipety

- sklenéné laboratorni nddobi

- plastové zkumavky s vicky

- Lahve s vickem, kulaté, Sirokohrdlé, PE, 100 ml

- laboratorni folie PARAFILM ,,M* Pechiney, Chicago, USA

- latexové rukavice

- odbérové stiikacky S-Monovette® 7,5 ml Serum, Sarstedt, bez aditiv pro odbér
srazlivého séra, obsahuji aktivator srdZzeni naneseny na krastenovych kulickach

- Sample Cups with Lids 1,5 ml, Dimension (dale v textu jen vzorkovnicka)
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3.1.3 Pristroje

analytické vahy KERN 770-15, Némecko

- analytické laboratorni vahy Chirana 15420 (ptesnost +/- 10 mg)

- horkovzdusny sterilizator HS 62A, Chirana

- centrifuga Rotofix 32A, Hettich, Némecko

- pH metr InoLab pH Level 1

- pH elektroda SenTix 41

- biochemicky analyzator Dimension RXL s oddilem pro potenciometrické stanoveni

iontl QuickLYTE: Integrated Multisensor Cartridge

Dimension RxL je stfedné¢ velky biochemicky analyzator ureny pro
klinickobiochemické laboratofe. Integruje fotometrické metody, potenciometrické stanoveni
iontll a heterogenni imunochemicky modul. Jedné se o uzavieny systém pouzivajici zasobniky
na reagencie Flex. Fotometrické reakce se uskutectiuji v kyvetach, které se vytvari z
kyvetového filmu ptimo v pfistroji. Stanoveni iontl probiha v senzoru "QuikLYTE integrated
multisensor", ve kterém vzorek protéka kolem plo$né uspotfadanych iontové selektivnich
elektrod a nakonec pted odtokem do odpadu se smichdva s roztokem solného mustku, ktery
protekl kolem referentni elektrody. Vzorek je nasavan jehlou ze vzorkovnicky umisténé v

segmentu karuselu.

3.2 Pracovni postup

Podstatou této prace je méfeni vzorkl za takovych podminek, aby se vyrazné projevil
jen jeden sledovany rusivy vliv na nejistotu stanoveni iontu. Je vyuzito méfeni za podminek
opakovatelnosti s vystavenim série méfeni, nebo riznych sérii meteni skale intenzity vnéjsiho
nebo vnitiniho Cinitele, ktery snizuje preciznost méteni, nebo zpiisobuje vychyleni stanovené

koncentrace od deklarované. Vysledky jsou statisticky zpracovany.
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3.2.1 Priprava roztoki a vzorki

K jednotlivym experimentim bylo pouzito jednak uméle piipravenych vzorkl soli a

dale individualniho ptivodniho i smésného a chemicky upraveného séra pacienti.

Umélé roztoky byly pfipraveny z demineralizované vody a soli NaCl, KCIl, MgSOy,,
CaCl,, MgCl,, Na,SO4 béznym gravimetrickym postupem pii laboratorni teploté v bézném
laboratornim skle. Byly ur¢ené k experimentim, které vyzaduji porovnavani skute¢né
koncentrace s odezvou analyzatoru (stanovenou hodnotou) a k experimentim, které vyzaduji
minimalizaci projevu matri¢nich efektt. Jedna se zejména o experimenty s mé&fenim vlivi
iontové sily, linearity, pamétového efektu, a interferenci. Koncentrace soli ¢i iontl

Vv jednotlivych roztocich jsou uvedeny u kazdého experimentu.

Rignerav roztok a fyziologicky roztok byly odebirany z originalniho baleni a pouzity
pro experimenty bez jakékoliv piedchozi tpravy, vyjma fedéni demineralizovanou vodou.
Byly pouzity v téch experimentech, kde byla velk4 a predem spatné¢ odhadnutelna spotieba
méfeného materidlu. Tyto roztoky jsou dostupné ve velkém mnozstvi a odbér z jedné
uzaviené lahve zarucuje konstantni slozeni. Nejistota deklarované koncentrace jednotlivych
iontll je u zvolenych experimentli nevyznamna, protoze jeji hodnota neni zahrnuta do vypocti
a nahrazuje ji stfedni hodnota naméfenych dat. Jednd se o experimenty s méfenim vlivl
kalibrace, elektromagnetického zafeni, teploty, kondice ISE, stafi ISE, iontové sily,

pamétového efektu a k porovndni opakovatelnosti méfeni.

Sérum ziskané od realnych pacientii bylo pouzito k experimentim s odparem vzorku, a
sledovani vlivu pH. Sérum bylo ziskdno odbérem od pacientli do zkumavek Sarstedt bez
protisrazlivych Ccinidel, opatfenych uvnitf kulickami krastenu, jako urychlovace srazeni.
Odd¢leni séra od krevnich elementi bylo provedeno centrifugaci pti 3600 otackéach za minutu
po dobu 10-ti minut za laboratorni teploty. Pro experimenty s vétsim mnozstvim séra bylo
pouzito smé&sné sérum nckolika desitek pacientli. Zvolena séra nebyla iktericka, hemolyticka
ani chylosni. Nastaveni pH vzorkid smésného séra bylo provedeno titraci koncentrovanym
roztokem NaOH a HCI za kontroly pH metrem, tak aby byl objemovy piidavek cinidla

zanedbatelny a v matrici vzorku ménil jen pH, nikoliv v§ak koncentrace ostatnich matri¢nich
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komponent. Zadny vzorek nebyl mraZen a jejich pouziti bylo vzdy v priibdhu 24 hodin od
pfipravy.

Zakladni predpoklady o celkové nejistoté meteni byly odvozeny ze slozek kombinované

nejistoty reprodukovanych méfeni na kontrolnich materialech Monitrol a Biorad.

3.2.2 Nejistota vaZeni a volumetrickych operaci’®

V ptipadé piipravovanych roztokli, kde hraje dilezitou roli vztaZzeni stanovené
koncentrace ke skutecné (deklarované) koncentraci je nutno znat i nejistotu deklarované

koncentrace. Ta je dana nejistotou vazeni a odmérovani objemu.
Nejistota vaZeni

Nejistota vazeni ma zdroje v nejistoté spojené s opakovanym vazenim (smérodatna
odchylka opakovaného vézeni), v nejistoté linearity vazeni, kterou deklaruje vyrobce vah a
nakonec V nejistoté kalibrace, ktera je dana nejistotou hmotnosti kalibra¢niho zavazi.

Nejistota vazeni je pak vyjadiena vztahem:

uc(m) - \/2 * (u%ml) + u%mz) + u%m3)) (2)

Kde U1y je smérodatna odchylka vazeni (vstupni data jsou v pfiloze v tabulce V1), umy)
je odchylka vazeni od linearity vyjadiena jako toleranc¢ni limit (+tol) a pfevedena na
smérodatnou odchylku a uma) je nejistota zavazi. Pfi diferencnim vaZzeni se tento piispévek

zapocitava dvakrat.
U(ml) = 0,00005 mg

+tol

Umy) =5 = 0,05774 mg

Umy) = 0,30000 mg

Ueemy = /2 * (0,00005)2 + (0,05774)% + (0,30000)2 = 0,43205 mg
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Nejistota volumetrickych operaci

Nejistota volumetrie ma zdroje V nejistoté spojené s opakovanym dopliiovanim po
znacku, vyjadiena jako smerodatna odchylka opakovaného odmétovani pipetou, byretou nebo
odmérnou nadobou (vstupni data jsou v pfiloze v tabulce VI), v nejistoté tolerance
jmenovitého objemu (+tol), kterou deklaruje vyrobce skla a nakonec Vv nejistoté spojené

s teplotni roztaznosti skla. Nejistota vazeni je pak vyjadiena vztahem:

— 2 2 2
Uy = J Uiy, T Uy, + Uiy, 3)

Kde uqmy je vybérova smérodatna odchylka odméfovani (dopliiovani po znacku), uy)
je nejistota spojena s toleranci jmenovitého objemu (tol=0,1ml) pfevedena na smérodatnou
odchylku (tol/\3) a Uv3) je nejistota spojend s teplotni roztaznosti skla, vypoctend jako soucin
méfeného objemu, koeficientu teplotni roztaznosti (0,00021°C™) a piedpokladu maximalni
teplotni vychylky béhem operace (100ml * 0,00021 * 43°C) a rovnéz pievedend na
smérodatnou odchylku (/73).

uey = /0,071362 + 0,057742 + 0,036372 = 0,09873 ml

Vyznam nejistoty vazeni a odmeéfovani objemu pro ucely této prace je patrnéjsi
z relativnich nejistot (cca 0,04% pii vazeni 1g a 0,10% pii odméfovani 100ml). Celkova

nejistota ptipravy pracovnich roztokd bude v zavislosti od vaZenych hmotnosti kolem 0,11%.

3.2.3 Cisténi chemického nadobi

Veskeré nadobi pouzité pro manipulaci s krevnim sérem bylo pouzito jednorazove.
Rovnéz veskeré zasobni nadobky a zkumavky byly pouzity jednorazové i pro umeélé roztoky.
Laboratorni sklo pouZzivané k ptipravé umélych roztokt bylo vymyvano destilovanou vodou a
suseno v horkovzdusném sterilizatoru (susarn¢). Kazda vzorkovnicka pouzita k méteni byla

jen na jedno pouziti a po méfeni vyhozena do odpadu.
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3.3 Statistické zpracovani naméfenych dat*"*®

Zpracovani vysledkd bylo provadéno pomoci statistického software?® QC Expert 2.7
(Trilobyte, CR) na hlading vyznamnosti o = 0,05. Pro nazorna graficka zobrazeni a nékteré

opakované jednoduché vypocty byl pouzit program Microsoft Office Excel 2007.

3.3.1 PouZité statistické metody”>***°

Z méteni sérii vzorkll ovlivnénych jednotlivymi sledovanymi parametry byly ziskany
prislusné slozky nejistoty mefeni. Tyto slozky nejistoty byly ziskany bud’ v podobé¢ variacnich
koeficientl v ptipadech zvySeného rozptylu namétenych hodnot, nebo v podobé relativni
vychylky (bias jako zména v procentech proti pivodnimu, nerusenému stavu). Ob¢ slozky

jsou voln& kombinovatelné podle obecného vztahu®:

UC(Y(Xl,Xz, )) = \/2le Cizu(Xi)z = \/2le u(Yl Xi)z (4)

Kde uc(y) je kombinovana standardni nejistota hodnoty y a Xi, X2, ... Xp jSOU nejistoty
navzajem nezavislych parametri ur€ujicich nejistotu y. ¢ je citlivostni koeficient vypocteny

jako parcialni diferencial y podle x;.

Pro modely, které zahrnuji pouze s¢itani nebo rozdil veli¢in, je vypocet zjednoduSen
tim, Ze je citlivostni koeficient roven jedné. Podobné se vypocet zjednoduSuje, kdyz

pouzijeme relativni pfispévky nejistot.

Vypocty kombinace nejistot jsou provadény jen z dat, ktera testovanim na statistickou
vyznamnost (p=0,05) prokazala vliv na celkovou nejistotu méfeni. Pro testovani vlivl
vychylujicich stfedni hodnotu stanoveni jsou vyuzity testy shodnosti vysledki a parové testy
vyuZivajici porovnani t charakteristik s kritickymi hodnotami studentova rozdéleni. Pro
testovani statistické vyznamnosti vlivl, které navysuji rozptyl naméfenych dat bylo vyuZzito F

testu porovnani rozptyli. K t€émto vypoctlim byl pouZit statisticky software?® QC Expert 2.7.
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Pro jednodussi praci s citlivostnim koeficientem byly jednotlivé slozky nejistoty pfedem
pfepocitany na bézné se vyskytujici rozsah rusivého vlivu. VéEtSinou se jedna o rozmezi dané
fyziologickym rozpétim (biologickou variabilitou) dané sledované charakteristiky, pfipadné
jde o rozpéti fyzikalnich charakteristik ptisobicich na analyticky systém (proménlivost teploty

Vv laboratofi a podobn¢).

Ze slozek nejistoty Vv Ishikawoveé diagramu (Obr. 2) byly do vypoctu celkové
kombinované standardni nejistoty zahrnuty jen statisticky vyznamné slozky nejistoty. Zcela
vynechano bylo méteni vlivu hluku. Rovnéz byly pii vypoctech dil¢ich kombinovanych
nejistot vypoustény nékteré komponenty vypoctu, pokud je jejich pfispévek nepatrny. Jedna
se v n&kterych piipadech naptiklad o nejistoty priméru. Nepatrnost vlivu nejistoty priimeéru je
demonstrovana naptiklad v kapitole 4.2.1. U malych sérii méfeni se zavére¢nou kombinaci
vysledkt vice sérii byla piesnost priméru zvySovana eliminaci odlehlych hodnot. Prosty
vypocet nejistoty praméru by totiz v téchto ptipadech naopak vedl k faleSnému navyseni

rozsahu kombinované nejistoty.

Pojmy vychylka a bias jsou dale v praci brany jako synonyma. Pokud neni uvedeno

jinak, jsou uvadény vzdy jako relativni veli€ina v rozmérech procent.

Vysledky mezivypocth provadéné v tabulkovém editoru MS Excel byly

zaokrouhlovany na dvé desetinnd mista az po dokonceni vypocti.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Celkova nejistota méreni

Celkova nejistota méfeni je nejistota s jakou stanovujeme analyty v priabéhu dlouhé
doby pod vlivem vsech béznych rusivych vlivli s asovym odstupem dnti az mésici. K jejimu
zjisténi bychom museli po dobu n¢kolika tydnti az mésicti méfit sadu aspoi tficeti kontrolnich
vzorkd s deklarovanou koncentraci analyti pfedem stanovenou referenéni metodou. Tuto
moznost nyni nemdme. Za aspon orienta¢ni zdroj informaci o velikosti celkové nejistoty
stanoveni iontli budeme pro potieby této prace povazovat kombinovanou nejistotu a jeji
slozky, spocitané z vysledkii méfeni na ctyfech kontrolnich materidlech v podminkéach

reprodukovatelnosti.

4.1.1 Nejistota v podminkach reprodukovatelnosti

Zékladni statisticky obraz o celkové nejistoté méfeni iontd na automatickém klinicko-
biochemickém analyzatoru nam dava vyhodnoceni vysledkii métfeni kontrolniho materialu
vV podminkdch reprodukovatelnosti. Je zde zahrnuta vétSina rusivych vlivl, vcetné téch, které
jsou proménné s ¢asem a ovlivnéné obsluhujici osobou. Je to tedy celek nejistoty, ktery
V sobé zahrnuje vétSinu niZze popsanych sloZek nejistoty. Ve srovnéni s nejistotou stanoveni
analyti v realnych vzorcich chybi u nejistoty vypoctené z reprodukovaného méfeni
kontrolnich materidl nékteré vlivy, jako naptiklad vliv rGznorodosti iontové sily mezi
vzorky, nebo vliv rtiznorodosti koncentrace interferentll. Ob¢ tyto charakteristiky se totiz
s reprodukci méfeni na jednom kontrolnim materidlu neméni a jsou konstantni. Navic se pfi
kontrolnim méfeni neuplatiiuje ani chyba zpiisobena odparem vzorku. Kontrola totiZ probiha
jesté pred zacatkem denniho provozu a kontrolni vzorek tedy neceka po napipetovani na své
stanoveni déle nez n€kolik minut. Pro porovnani nékterych systematickych vlivii bychom
potiebovali mnoho rtznych kontrolnich vzorkt. Nyni jsou k dispozici jen Ctyfi (Monitrol a

Biorad, kazdy na dvou koncentra¢nich trovnich).
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Tabulky VIII a IX v ptiloze zahrnuji vysledky méfeni kontrolnich materidli za

nékolikamési¢ni obdobi na dvou koncentracnich hladinach.

K vypoétu odhadu kombinované nejistoty méfeni byl pouzit vztah® doporuceny firmou
SEKK sr.0. vramci externiho hodnoceni kvality (External Quality Assessment,

Mezilaboratorni porovnavani zkousek):

— 2 2 2 2
ur,tot - Jur,repro + Br + ur,ref + ur,xp (5)

kde
Urtot j6 kombinovana nejistota

Urrepro je variaéni koeficient, Cili relativni smeérodatnd odchylka meéfeni kazdodennich

vnitinich kontrol uvedena v procentech

SD

Urrepro = CV = * 100 (6)

Xpram

Pticemz SD je vybérova smérodatna odchylka

1
SD = \/E ?zl(xi - Xprl"lm)2 (7)

Br je vychyleni stfedni hodnoty z kazdodennich kontrol od referen¢ni hodnoty kontrolniho
materialu v procentech. Koncentrace analytd v referen¢nim materialu deklaruje jeho vyrobce.

Br — Xpriam —Xrefer %100 (8)

Xrefer

Uy ref j€ nejistota deklarované hodnoty koncentrace analytu v kontrolnim materialu (v %). Tu
by mél uvadét vyrobce kontrolniho materidlu. V piipadé kontrolnich materialt Monitrol a

Biorad tento tidaj dostupny neni. Pro ucely této prace se uvede nulova nejistota.

Urxp je nejistota priméru méfeni (v %). Ta je pii jednom meéfeni shodna s variatnim
koeficientem kazdodenniho meéteni (% SD zprimérné hodnoty) a v piipadé nekonecné

mnoha méfeni se blizi nule.

SD

R a— 100 9)
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Vysledek kombinované nejistoty meéfeni iontd na analyzatoru Dimension RXxL
vV podminkéch reprodukovatelnosti pro kazdy iont na dvou koncentracnich urovnich uvadi
tabulka VII. Vypocet byl proveden z vysledkt vnitinich kontrol za obdobi v délce 5 mésic.
(kvéten-zafi 2009). Vlastni jednotlivé vysledky stanoveni jsou V piiloze v tabulce VIII.

K méfeni byly pouzity kontrolni roztoky Monitrol 1 a Monitrol 2.

Tab. VII: Vypoctené charakteristiky z méteni kontrolniho materialu Monitrol 1 a 2 pro

vypocet kombinované nejistoty v podminkdch reprodukovatelnosti

lont | Referen¢ni | Stiredni | Preciznost | Bias | Nejistota | Kombinovana | RozSifena
hodnota | hodnota CcVv % | Praméru | Nejistota (%) | TMU (%)
mmol/I mmol/I (%)

Na* 128 127,12 1,51 0,69 0,19 1,66 5

Na* 145 144,85 1,29 0,11 0,16 1,30 5

K" 5,55 5,31 2,02 4,34 0,25 4,79 8

K" 4,76 4,73 2,41 0,65 0,30 2,52 8

e} 106 102,43 1,34 3,37 0,17 3,63 7

o} 91 89,38 1,88 1,78 0,23 2,60 7

Podobné méfeni bylo provedeno na kontrolnich roztocich Biorad 1 a Biorad 2 v obdobi
leden az biezen 2010. Jednotlivé naméfené hodnoty jsou v tabulce IX. Vypoctené

charakteristiky a kombinovana nejistota jsou v tabulce X.

Tab. X: Vypoctené charakteristiky z méteni kontrolniho materialu Biorad 1 a 2 pro vypocet
kombinované nejistoty v podminkéch reprodukovatelnosti

lont | Referen¢ni | Stiredni | Preciznost | Bias | Nejistota | Kombinovana | Rozsifena
hodnota | hodnota CcVv % | Priméru | Nejistota (%) | TMU (%)
mmol/I mmol/I (%)

Na* 111 109,30 1,00 1,53 0,18 1,84 5

Na* 138 134,33 2,15 2,66 0,39 3,44 5

K* 2,08 2,11 3,88 1,60 0,71 4,25 8

K* 4,05 3,89 2,33 3,87 0,43 4,54 8

o} 73,4 72,83 2,45 0,77 0,45 2,61 7

ClI 96,8 93,17 2,82 3,75 0,51 4,72 7
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Hodnota kombinované nejistoty Uy 1ot by méla byt mensi, nez rozsitena cilova nejistota
méteni TMU (viz kapitola 2.3.3.3). 95% vysledkd méfeni by se mélo nachazet v rozmezi +/-
2*TMU.

Hodnota systematické vychylky stanoveni je pro kazdy kontrolni vzorek jina, protoze
systematicky ptisobici vlivy, jako jsou iontova sila, interferenty, pH, atd jsou v kazdém

vzorku jiné. Pro jejich statistické zhodnoceni jsou Ctyfi kontrolni materialy nedostacujici.

4.1.2 Nejistota v podminkach opakovatelnosti

Kombinovand  nejistota  vypoCtena  z vysledkii  méfenych v podminkach
opakovatelnosti ndm udédva minimalni nejistotu méfeni, jaké lze dosahnout na daném
analytickém systému. Jeji velikost je dana obsluhou neovlivnitelnymi faktory, jako je
nepiesnost pipetovani, vykyvy napéti v siti, nehomogenity v méfeném materialu (bublinky,
mikroskopické ¢astecky) atd. Kombinovanou nejistotu v podminkach opakovatelnosti
vypocitavame z vysledki métfeni provedenych v sérii ihned za sebou jdoucich vzorki. Tyto
vzorky jsou zjedné lahvicky kontrolniho materialu, pipetované v jednom case, jednou
pipetou, jedou osobou, za stejnych teplotnich podminek, stejné vzdusné vlhkosti. Jejich
meéfeni probihaji s minimalnim casovym rozestupem, tj. pifiblizn€ jedné minuty a mezi

métenim jednotlivych vzorkl neprobiha zadna uprava analyzatoru, idrzba, ani kalibrace.

Do vypoctu nejistoty v podminkach opakovatelnosti neni zahrnuta systematicka
vychylka priméru stanovenych hodnot od deklarované koncentrace, protoze vlivy piisobici na
vychylku se s odstupem ¢asu méni a pfi riznych meétenich opakovatelnosti bychom dosli
K riznym zavérum. Systematickd vychylka je soucasti vypoltu nejistoty v podminkach
reprodukovatelnosti. Z toho divodu také pro méfeni nejistoty méfeni v podminkach
opakovatelnosti nemusime pouzivat vzorek s pfesné znamou (deklarovanou) koncentraci. Vse

vztahujeme k naméfenému primeéru at’ je jiz jakykoliv.

Vlastni jednotlivé vysledky stanoveni jsou v piiloze v tabulce XI. K méfeni byl pouzit
Ringerv roztok. Méfeni bylo tiikrat opakovano s odstupem meésice na jiném senzoru, aby

bylo mozno porovnat jaky je rozdil opakovatelnosti mezi senzory (Tab. XII-XIV).
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Tab. XII: Charakteristiky prvni série méfeni

v podminkdch opakovatelnosti

Na* K* Ccr
mmol/l | mmol/l | mmol/I
SD 0,62 0,03 1,04
Pramér | 152,83 4,11 142,83
CV 0,40 0,79 0,73
U.prum, 0,10 0,19 0,17
U.komb. 0,42 0,81 0,75

Tab. XIII: Charakteristiky druhé série méfeni

v podminkach opakovatelnosti

Na* K* Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/Il
SD 0,68 0,04 0,99
Pramér| 151,89 4,12 143,5
CV 0,45 0,93 0,69
U.prum, 0,10 0,22 0,16
U.komb. 0,46 0,96 0,71

Tab. XI1V: Charakteristiky tieti série méfeni

v podminkach opakovatelnosti

Na* K* Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/I
SD 0,77 0,04 1,00
Primér| 156,33 | 4,18 146,22
CV 0,49 0,92 0,69
U.prum, 0,12 0,22 0,16
U.komb. 0,50 0,94 0,70

Méfeni za podminek opakovatelnosti po vizualizaci do podoby sloupcového grafu (Obr.
3) ndam muze napoveédét o plivodu nejistoty vice. Nad sebou ulozené grafy pro jednotlivé ionty
ukazuji, ze cast vychylek od stfedni hodnoty je u vSech tfi iontl shodna a jen nékteré jsou
individudlni. Pfipady, kdy jsou vSechny tfi ionty vychyleny k vyss§i, ¢i niz$§i stanovené
koncentraci musi byt zptsobeny vlivem plisobicim na celkovou vlastnost nasatého vzorku,
tedy naptiklad nepiesnost pipetovani vzorku ¢i fediciho roztoku, nebo vykyv v napéti
elektrické sité. Vychylky neshodujici se u jednoho vzorku ve vsech tfech iontech jsou
zpusobeny vlivem pisobicim individudlné na kazdou elektrodu zvlast, naptiklad
mikroskopické c¢asteCky ve vzorku. VétSina vlivi plsobicich individudlné na kazdou

elektrodu zvlast je pravdépodobné zpusobenych mikroskopickymi lokdlnimi fyzikalné
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chemickymi vlivy, jejichz podchyceni neni v moznostech této prace. Jejich pfitomnost
nedokazeme piedpovidat a povazujeme je za nahodné. Graficka vizualizace je V piiloze
(Obr.3).

Pro jednotlivé ionty je podil zakladni nejistoty pfi opakovani méteni ugpakov.:

UNa,opakov. - 0,46 %
UK,opakov.: 0,90 %
Uci,opakov. - 0,72 %

4.2 Podchytitelné slozky nejistoty

Rozdil mezi celkovou nejistotou a nejistotou v podminkéch opakovatelnosti tvoii podil
nejistoty zpisobeny vlivy, které maji casovou a interindividudlni proménlivost. Tyto vlivy
jsou zpravidla jiz 1épe zjistitelné a fadu z nich mizeme omezit, ¢i dokonce zcela odstranit.
Zakladnim predpokladem omezeni ¢i odstranéni té€chto rusivych vlivl je jejich identifikace a

kvantifikace. V nasledujicich kapitolach budou individualné rozebrany.

4.2.1 Kalibrace

Kalibrace slouZzi k urceni zavislosti mezi koncentraci analytu a odezvou analytického
systétmu. Zpétn¢ pak u jednotlivych vzorkli z odezvy odeitame na zaklad¢ kalibracni
zavislosti koncentraci analytu. Nepiesnost, které se dopustime pfi kalibraci ma trvaly vliv na
celou sérii nasledné meéfenych vzorki. Vychylky jednotlivych priméri koncentraci
stanovenych po jednotlivych kalibracich jsou podkladem pro vypocet té Casti nejistoty, kterd
je dana nepiesnosti kalibrace. Tabulka XV. zobrazuje primérné hodnoty koncentraci ionti

stanovenych po jednotlivych kalibracich a z nich vypoctené charakteristiky.
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Tab. XV: Pruimérné hodnoty stanovované po
jednotlivych kalibracich a zhodnoceni
prispévku kalibrace K nejistoté méfeni
Na"* K* Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/l
Kal-1 | 151,2 4,10 143,6
Kal-2 | 152,0 4,12 143,4
Kal-3 | 151,4 4,12 143,0
Kal-4 | 152,2 4,12 143,2
Kal-5 | 152,4 4,14 1444
Kal-6 | 152,6 4,16 143,8

Primér| 151,97 | 4,13 143,57
SD 0,56 0,02 0,50
CVial, 0,37 0,50 0,35
Uprim.kat.| 0,07 0,09 0,06

Ukal, 0,37 0,51 0,35

Kalibrace a méteni mezi nimi byly provedeny nejrychlej$im moznym zplisobem. Mezi
jednotlivymi méfenimi nebyl proveden zadny jiny ukon, krom¢ kalibrace mezi sériemi
vzorkid. Pokus byl proveden na Ringerové roztoku jako vzorku. Jednotlivé namétené hodnoty

jsou v priloze v tabulce XVI.

Do odhadu celkové nejistoty méfeni iontl pouZijeme variatni koeficient
mezikalibra¢nich priméri meéfeni CVia a nejistotu odhadu priméru Uprmka.. Z Nich
vypocitanou kombinovanou nejistotu mezikalibra¢nich stanoveni povaZzujeme za vyjadreni

vlivu nejistoty kalibrace na celkovou nejistotu méteni.

Ukalib, = \/ CVia, + U rimkal (10)

Jak jiz bylo feceno v kapitole 3.3.1., vliv nejistoty priméru na celkovy vysledek je

nepatrny. V tomto piipadé jde spiSe o demonstraci této skutecnosti.
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Pro jednotlivé ionty je kalibra¢ni podil ukalip. na celkové nejistoté méteni:

Una,kalib. - 0,37 %
UK kalib.- 0,51 %
Ucl kalib. - 0,35 %

4.2.2 Odpar vzorku

Odpar vzorku je velmi proménlivy vliv na nejistotu méteni. Je ovlivnén

1) Teplotou okoli
2) Vzdu$nou vlhkosti

3) Pomérem objemu vzorku k plose, ze které se odpatuje (k plose hladiny)

4) Teplotou vzorku

Za standardni podminky vlivu odparu vzorku na nejistotu méfeni byla zvolena
laboratorni teplota 26,5°C, 36% vlhkost vzduchu a 500 pl vzorku ve vzorkovnicce (sample

cup). Vicko s otvorem bylo po dobu odparu uzaviené, takze odpar byl jen pfes malé okénko.

Jako dopliyjici pokus (Obr. 5 v ptiloze) byl sledovan vliv odparu na 200 pl vzorku pfi
24°C a pii 9°C (lednice) po dobu 6,5 hodiny. Kontrolnim vzorkem je uzaviena vzorkovnicka,
jejiz obsah se odpafoval jen nckolik minut béhem méteni. Véazeni vzorku je kontrola, Ze
zména koncentrace iontl je opravdu zplisobena pouze odparem a nikoliv jinym vlivem
(adsorpce, znecisténi). Doba méfeni v délce Sesti a pul, ¢i deviti hodin byla zvolena proto, ze

je dostate¢né¢ dlouhd k jednoznaénému zaznamenani zmeénéné koncentrace, ale nestaci jesté na

uplné odpareni vzorku. Navic je to doba, po kterou je v laboratoti standardni provoz.

Tab. XVII: Navyseni koncentrace iontti odparem za ¢asovy tisek 9 hodin (vzorek 500ul)

Na* K" CI
Cas (hodiny) mmol/l |mmol/l |mmol/l
0 140,00 | 3,46 | 103,33
9 150,83 | 3,85 | 112,50
Vypoétena hmotnost vzorku po odparu (mg) 464,10 | 450,20 | 459,30
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Po deviti hodinach vazil vzorek 460 mg +/- 10mg

Primér z oCekévanych hmotnosti spocitany ze zmén koncentraci iontd byl 457,86 mg.
Ocekavana a skute¢na hmotnost po odparu se lisi o -0,46% (Interval spolehlivosti: -1,71% az
2,64%) a prokazuje, ze zkoncentrovani vzorku je opravdu vysledkem odparu. Jiné vlivy
(adsorpce, znecisténi) maji méné nez 5% vyznam (zvazena a vypoctend hmotnost vypaiené

vody se li§i o méné nez 5%).

Za 9 hodin odparu v zavi¢kované vzorkovniéce za laboratorni teploty (26,5°C) doslo
narustu koncentrace analytt o 8,43%. Adekvatni zména za hodinu ve stejnych podminkach je
0,94%. Graficky je odpar znazornén v ptiloze (Obr. 4) na sodném iontu jako ptikladu.

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce XVII.

Kazdy vzorek je vystaven odparu po jinou dobu. Doba ¢ekani od opusténi pipety po
nasati jehlou analyzatoru se pohybuje od né€kolika minut do hodiny, n¢kdy i déle. Pokud
bychom pouhym kvalifikovanym odhadem stanovili primérnou dobu odparu na 30 minut,
pak je primérna vychylka stanoveni zptisobena odparem asi pul procenta: 0,47%. V piipade¢,
ze je vzorku pouze 200 pl a vzorkovnicka c¢eka s otevienym vickem, pak je tato vychylka za

pul hodiny dokonce kolem 2,6%.

Testem shodnosti primért byly porovndny stfedni hodnoty série méteni v podminkach
opakovatelnosti a stejna série s vysledky povySenymi o koncentra¢ni piirGstek vlivem odparu
za pul hodiny. Kriticka hodnota 2,00 je mens$i nez vypocCtena t-statistika 2,79 a dokazuje tak
statisticky vyznamny rozdil primérné nameétené hodnoty po ptlhodiné ¢ekani vzorku na

vlastni proces métent.

Vysledek nejistoty pro jednotlivé ionty byl sjednocen do jedné primérné hodnoty,
protoze odpar plisobi na zkoncentrovani vSech iontil stejné¢ a malé rozdily mezi vysledky jsou

zpusobeny pouze rozdilnym vlivem zaokrouhlovani ¢isel v riznych fddovych hodnotach.

Je tieba si uvédomit, ze odpar vzorku snizuje kvalitu méteni jen jednostranné, tedy

smérem k faleSnému zvySeni koncentrace iontd.

Vzhledem k tomu, Ze pramérna doba ¢ekani vzorku na stanoveni je odhadnuta, pak je

tteba 1 vypoCet prumérné vychylky stanoveni vlivem odparu vzorku brat spiSe jako
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kvalifikovany odhad, nez pfesny vypocet. Do vypoctu z tohoto diivodu nemd smysl ani

vkomponovavat slozku nejistoty prameéru.

Pro ucely vypoctu celkové kombinované nejistoty budeme dale shodné pro vSechny

ionty vyuzivat stejnou hodnotu vychylky:

Uodpar.: 0,47 % (vSechny tFi ionty shodné)

4.2.3 RuSeni elektromagnetickym zafenim

Elektromagnetické zafeni je obecné povazovano za rusivy prvek svlivem na
elektroniku. V tadé¢ piirucek k nejriznéj$im piistrojim véetné biochemickych analyzatort je
poznamka upozoriiujici na zakaz pouzivani mobilnich telefoni v blizkosti pfistroje.
Opravnénost této poznamky a hloubka jejiho vyznamu byla sledovana na pokusu s méfenim
koncentrace iontll v Ringerové roztoku nejprve v podminkach opakovatelnosti bez vlivu
elektromagnetického zareni a po té pod jeho vlivem. Technicky byl pokus uspofadan tak, ze
mobilni telefon (Siemens C55) byl poloZen piimo na senzoru (vzdalenost od ISE asi 1 cm).
Opakovanym volanim bylo vyvoldvano a ukon¢ovano kazdych 20 sekund zvonéni ptichoziho
hovoru. Tato ¢innost mobilniho telefonu je nejvétsim zdrojem elektromagnetického zatfeni a
je to patrné napiiklad po pfilozeni mobilniho telefonu navazujiciho spojeni ke
klasickému starému pocitaovému monitoru, nebo k reproduktorim. Kompletni tabulka
hodnot namétenych vysledka je v piiloze (Tab. XVIII) a vypoctené charakteristiky v tabulce
XIX. Do hodnoty pro vypocet nejsou zahrnuty prvni dvé hodnoty, protoze jsou zatizeny

vlivem odlisné kondice ISE.
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Tab. XIX: Srovnani kvality méfeni v klidu a pfi ruSeni elektromagnetickym
zafenim se zdrojem ve vyzvéanéjicim mobilnim telefonu

Na" K" CI
mmol/l | mmol/l | mmol/Il
Primérna
koncentrace 152,83 4,11 142,83
Klidovy stav SDuiid 0,62 0,03 1,04
CVuiid. 0,40 0,79 0,73
Upriim,klid. 0,15 0,01 0,25
Primérna
Ruseni koncentrace 153,4 4,12 143,26
vyzvanénim SDmobil 1,10 0,04 1,21
CVmobil. 0,71 1,00 0,84
Upriam,mobil. 0,24 0,01 0,27
Bias % 0,37 0,22 0,30

Podil elektromagnetického zafeni na nejistot¢ meéfeni iontd je patrny z navyseni
rozptylu a vychylky hodnot po ruseni vyzvanéjicim mobilnim telefonem. Kvantifikace tohoto

podilu se dopocte jako rozdil nejistoty pti ruSeni méfeni a bez ruseni.

Nejprve spocteme kombinované nejistoty stanoveni v klidu (11) a pfi vyzvanéni

mobilniho telefonu (12).

Uklid = \/ CVidia + Upram, aid (11)

— 2 2
Umobil = \/CVmobil + uprﬁm.,mobil (12)

Déle spocteme (13) podil vlivu elektromagnetického zafeni z vyzvanéni mobilu

Unavyseni Na celkovou nejistotu méfeni v podminkach opakovatelnosti.

— 2 142 — 2 2 _ 2 12
Unavyseni = \/ Umobil — Ukiid = \/ CVinobil T Upram,mobil — CViiid = Uprim, kiid (13)

unavyﬁeni,Na = 0,6205
Unavyseni,K = 0,6111
unavyéeni,CI = 0,4346
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Kombinovand nejistota zpusobena elektromagnetickym zafenim vyzvangjiciho
mobilniho telefonu se vypocte (14) z vychylky stfednich hodnot pfes a po ruSeni a navyseni

rozptylu hodnot.

Uelmg = \/urzlavyéeni + Bgl.mg (14)

Pro jednotlivé ionty je podil elektromagnetického ruseni (mobilni telefon siemens ¢55)

na nejistoté méfeni Uelmg.:

UNael-mg.- 0,72 %
UK,eI-mg.: 0,65 %
Ucl,el-mg.- 0,53 %

Tyto udaje jsou vSak vysledkem po ruSeni rychle periodicky vyzvangjicim mobilnim
telefonem poloZzenym pifimo na senzoru. Takova situace nikdy v praxi nenastava a je tedy
udajem o maximalni technické mozZnosti ruseni méfeni elektromagnetickym zafenim se
zdrojem v mobilnim telefonu. Namétené hodnoty proto v zadném piipadé€ nelze zapocitat do
celkové kombinované nejistoty. Tento pokus ma za cil ukazat, ze ani tak bezprostfedni
blizkost mobilniho telefonu a volba jeho ¢innosti na maximalni ruSivy projev nema za
nasledek piesazeni limitl nejistoty méfeni nad TMU (Tab. I1l). Mé&feni ionti na piistroji
Dimension RxL je tedy robustni k poZivani takového mobilniho telefonu, jakym je Siemens
C55 v blizkosti analyzatoru. Zhodnocenim statistické vyznamnosti rozdilnosti primért a
rozptylt méfeni v klidu a pod vlivem ruseni periodicky vyzvangjicim mobilnim telefonem se
navic ani vtomto extrémnim piipadé nepotvrdila statistickd vyznamnost rozdilnosti
prumérnych hodnot stanoveni. Test shody rozptyli prokazuje statisticky vyznamny rozdil jen
pro sodné ionty (Fna.=3,08, Fnaki=2,32). Vliv bézného elektromagnetického zafeni na

celkovou kombinovanou nejistotu budeme pro nase ucely povazovat za nulovy.
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4.2.4 Teplota

Byla prométena zavislost odezvy senzoru (stanovené koncentrace iontll) na zméné
jeho teploty. Teplotni rozsah 19,2°C az 30,2°C byl takto Siroky zvolen proto, aby bylo mozno
ptesnéji analyzovat zavislosti vychyleni stanovenych hodnot na teploté¢ (Tab. XX). Data, ze
kterych vychazi vypocet zavislosti jsou v pfiloze v tabulce XXI. Primérné hodnoty
stanovenych koncentraci pii horni a dolni teplotni hranici méfeni a z nich spocitané zmény
méfeni pfipadajici na zménu teploty o 1°C, jsou v tabulce XXIII. Relativni vychylka (Bias %,
Tab. XXIII) vyjadfuje zmény ve vysledcich méfeni piipadajici na variabilitu teploty zjiSténou

V laboratofi.

Tab.XX: Zavislost odezvy senzoru (Cna+, Ck+, Ccl-) na teploté (t, °C)

lont | Zavislost odezvy na teploté (°C) | Koeficient determinace

Na* Cna+ = 0,0605t + 154,88 R2=0,0736

K" ck+ = 0,0080t + 3,9554 R2=0,3250

Cr Cci- = 0,7908t + 122,41 R?= 10,8806
Tab. XXII: Vliv teploty na zménu odezvy senzoru

ACNa+ ACk+ Acc.
mmol/l | mmol/l | mmol/l

Zména stanovené koncentrace v rozmezi 19,2 a 30,2°C 0,67 0,09 8,70
Rozpéti stanovenych koncentraci pri konst. teploté, tj.| 2,47 0,13 4,17
rozmezi dané £2SD na obé strany od primérné hodnoty

Jiz z pouhého prohlédnuti vysledki regrese a hodnot v tabulce XXII, je patrné, ze na
draselny a sodny iont ma teplota v rozsahu 19,2°C az 30,2°C zanedbatelny vyznam. Mtzeme
srovnat smérodatnou odchylku ziskanou z vysledki v podminkach opakovatelnosti s teplotni
zménou priumérné stanovené koncentrace a zjistime, Ze 95% hodnot (£2SD) pro konstantni
teplotu se nachazi ve vétsi vzdalenosti od stfedni hodnoty, nez primérné hodnoty stanovené
pfi teplotach 19,2°C a 30,2°C. Tento fakt jesté vice vynikne, kdyz si uvédomime, Ze senzor
méni svou teplotu béhem dne jen tzce mezi 27,2°C az 29,2°C (minimalni a maximalni
zjisSténa hodnota). Pro draselny i sodny iont je navic korelace regresni zavislosti (RZ) malé

(Tab.XX).
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Chloridovy iont vykazuje vétsi zménu odezvy senzoru V zavislosti na teploté, nez
odpovida prostému rozptylu hodnot a spolehlivost zavislosti je vétsi nez u sodného a
draseln¢ho iontu. Tento vyznam je vSak sledovatelny jen na velkém teplotnim rozsahu
(19,2°C az 30,2°C). Pro bézné vykyvy teploty senzoru (27,2°C az 29,2°C) je zména
koncentrace pouhych 1,50 mmol/l, tedy mén¢, nez je rozptyl 95% hodnot pii konstantni
teploté (rozmezi 4,17 mmol/l). Pfesto vSak na rozdil od draselného a sodného iontu ma smysl
zapocitavat nejistotu stanoveni chloridi zavislou na vykyvech teploty senzoru, protoze je

dobfe korelovana.

Abychom mohli vypocitat vliv zmény teploty na nejistotu stanoveni iontli, museli
bychom porovnat rozptyly méfeni za konstantni teploty a méfeni za teplotniho rozmezi.
V tomto teplotnim rozmezi by vSak kazdy vyznamny teplotni pfirtistek musel byt zastoupen
statisticky vyznamnym souborem méteni. To by zahrnovalo pro rozmezi 19,2°C az 30,2°C
kolem dvou tisic naméfenych hodnot pro kazdy iont (pro kazdy ptirtstek o 0,2°C 30 méfend,
aby bylo moZzno pouzit Gaussovo rozdéleni). To je u netermostatovaného pfistroje technicky
velmi obtizny ukol. Byla tedy zvolena metoda, kdy se z koncentraci namétenych pii teploté
20,5°C (£0,1) a 30,1°C(£0,1) vypocetly priméry a z rovnice piimky prolozené té¢mito body
Vypocitana zména pfisluSejici teplotnimu rozmezi 2°C. Byla tak ziskdna hodnota vychylky
(Bias %, Tab. XXIII) stanoveni ionti vlivem teploty v bézném rozmezi, ke kterému dochazi

na senzoru pristroje Dimension RxL.

Tab. XXI11I: Odvozeni vychylky stanoveni vlivem béznych teplotnich zmén v laboratofi

Na* K" Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/I
Primérna stanovena koncentrace pro 20,5°C 155,92 | 4,11 | 138,85
Priimérna stanovena koncentrace pro 30,1°C 156,42 | 4,19 | 146,17
Zména stanoveni koncentrace pi'i zméné teploty o 1°C | 0,05 0,01 0,76
Odezva pii 28°C (stir‘edni teplota senzoru) 156,31 | 4,17 | 144,57
Bias % odpovidajici zménam o 2°C kolem 28°C 0,07 0,42 1,05

Jako prispévek k celkové nejistot¢ meéfeni ionti budeme pocitat procentuelné

vyjadienou vychylku méfeni odpovidajici zméné o 2°C (% Bias / 2°C) uvedené v poslednim
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radku tabulky XXIII. Tuto hodnotu pouzijeme pro vypocet celkové kombinované nejistoty i
pfes to, ze v teplotnim rozmezi £1°C (o 2°C) se priméry namétfenych hodnot statisticky 1isi
jen nevyznamné (p=0,05). Divodem je fakt, Ze hodnota vychylky (Bias %) neni ziskana
statistickym zhodnocenim dvou méfeni pii teplotach liSicich se o 2°C, ale regresi z Sirsiho a
tedy i vyznamnéjsiho teplotniho rozmezi. I pfi sebemensim rozméru je tedy dilem statisticky
prokazaného vlivu teploty na vychylku stanovené iontd. Testovani na statistickou vyznamnost

V tomto ptipad¢ postrada smyslu.

Do celkové nejistoty méfeni budeme zapocitavat vliv teplotnich vykyva jen pro

chloridové ionty, protoze pro zbyvajici dva ionty je zavislost nizce korelovana.

Ucl teplota- 1,05 %

4.2.5 Kondice ISE v senzoru

I velmi zédkladni literatura v€etné stfedoSkolskych ucebnic uvadi, Ze iontove selektivni
elektroda musi byt kondiciovana pted kazdym pouzitim. Je znama a ve vSech piibalovych
letacich k elektrodam uvedend nutnost namacet elektrody v roztocich pfislusného iontového
slozeni. V dokumentaci k analyzatorim vSak chybi udaj o kvalit¢ prvnich méfeni.
Ptredpoklada se pravdépodobné, ze kdyz je ISE v senzoru po cely den omyvana roztoky (IMT
Standard A, IMT Standard B, IMT Flush Solution, IMT Sample Diluent, IMT Dilution
Check, Salt Bridge Solution), tak jsou elektrody vlastné trvale v prostedi, které je udrzuje

Vv stabilni kondici a schopné méfit nezavisle na tomto vlivu.

Pro pokus ovétujici tuto charakteristiku bylo zvoleno vyhodnoceni primérné vychylky
prvnich az ¢tvrtych naméfenych hodnot po dvouhodinovych pauzach ve srovnani s primérem
stanoveni v sérii od tfeti hodnoty dale (B(%)prim,j)-

1 yn
1 Xj——— =3 Xj )*100
B(%)prim,; = — jn=1( = ]) (15)

Kde: X;je prvni, druhd nebo dalsi méfend hodnota v kazdé sérii

57




Xij jsou jednotlivé stanovené hodnoty v sériich (tfeti aZ n-t4 hodnota)
n je pocet méfeni v sérii
m je pocet sérii

Tabulky XXIV-XXVI v piiloze ukazuji naméfené hodnoty jednotlivych sérii méfeni.

V tabulce XXVII jsou vypoctené relativni odchyleni (Bias %) prvnich ¢tyf stanoveni v sérii.

Tab. XXVII: Relativni vychyleni hodnot v poradich od priméru méteni série
Na* K* cr
(%) (%) (%)
Primérné % vychyleni 1. méfené hodnoty -0,89 -0,93 -2,27
Primérné % vychyleni 2. méiené hodnoty | -0,12 0,73 -0,44
Priamérné % vychyleni 3. méiené hodnoty | -0,34 -0,32 -0,01
Pramérné % vychyleni 4. méiené hodnoty | -0,32 -0,32 -0,48

Abychom mohli vysledky hodnotit jako normalné rozdélené, potiebovali bychom
aspon 30 hodnot kazdého meéfeni a aspoit 30 prvnich hodnot ze sérii méteni. To by
ptedstavovalo 900 stanoveni. Takovy soubor méfeni neni K dispozici. Proto byl ué¢inén vybér
Zz mensich soubort a za statisticky vyznamnou odchylku je nutno povazovat vétsi odchyleni,
nez jednotka neyjmensiho desetinného mista Skaly, ve které se 1ont méfi. V malém souboru dat
totiz zaokrouhleni ta toto desetinné misto tvofi fddov€ srovnatelnou chybu jako samotny
rozptyl hodnot. Takovou vychylkou je 0,1 mmol/l pro K™ a 1 mmol/l pro Na* a CI". Pii
procentualnim (vzhledem ke stfednim méfenym hodnotam Na* 151 mmol/l, K* 4,4 mmol/l a
CI" 135 mmol/l) vyjadfeni je to pro K* 2,27%, pro Na* 0,66% a pro Cl" 0,74%. Z takto
nastavenych podminek vyplyva, Ze statisticky vyznamné se odchyluji od priméru pouze prvni

meéteni sodného a chloridového iontu (Tab. XXVII).

Z vysledku méfeni a provedenych vypoctl 1ze konstatovat, Ze po dvouhodinové pauze
je prvni naméfena hodnota sodného iontu primémé o 0,89% (1,34 mmol/l) nizs§i nez
odpovida opakovanim zjisténému priméru a hodnota chloridového iontu priméme o 2,27%

(3,06 mmol/l) nizsi, nez odpovida opakovanim zjisténému pruméru na témze vzorku. Pro
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draselny iont nelze z dostupnych dat spolehlivé ur€it, zda je prvni hodnota Vv sérii statisticky

vyznamné¢ odchylend od primérnych namétenych hodnot celych sérii méteni.

Pro jednotlivé ionty je podil vlivu kondice ISE na celkovou nejistotu méfent:

UnNa,kondice- 0,89 %
UK kondice- bez prokazaného statisticky vyznamného vlivu (aprox. k 0,00 %)
Ucl kondice- 2,27 %

4.2.6 Stari ISE

S opotiebenim iontove selektivni membrany na povrchu elektrod v senzoru dochazi ke
snizeni schopnosti elektrody interagovat s ionty na svém povrchu. To znamena, Ze dochazi ke
snizeni citlivosti métfeni. Kazdy moderni analyzator ma tuto skutecnost oSetfenou tfemi
zpusoby. Jedna se o ¢asové omezeni pouziti senzoru, omezeni pouziti na pfedepsany pocet
mefeni a omezeni méteni jakmile smérnice kalibracni zavislosti klesne pod vyrobcem urcenou

hodnotu.

Byly provedeny dv¢ série dvaceti mé&feni (Tab. XXVIII v pfiloze). Prvni série jednoho
roztoku byla proméfena dvacetkrat rychle za sebou na starém senzoru v dobé konce jeho
zivotnosti a druhd série téhoz roztoku byla proméifena stejnym zpusoben na novém senzoru.
Aby do pokusu nezasahoval zvySenim nejistoty vliv kondicionace elektrod, byly prvni tfi
hodnoty obou sérii méfeni vynechdny z vypocti. Z obou fad sedmnacti vysledkli byly

spocteny rozptyly a srovnany F-testem (Tab. XXIX).

Tab. XXIX: Test shodnosti rozptyli méfeni na staré a nové ISE
(porovnani citlivosti)

Rozptyl Rozptyl Pomér Kriticka Prorovnani
staré ISE | nové ISE | rozptyli (F) hodnota (Fyrit) | rozptyli
Na* 0,60 0,57 1,05 2,38 Shodné
K* 1.54.10° | 0,59.10° 2,63 2,38 Rozdilné
Cr 1,03 0,63 1,63 2,38 Shodné
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Na zaklad¢ testu shodnosti rozptylii jevi odliSnost v souvislosti se stafim senzoru
pouze citlivost stanoveni draselnych iontti. Pfi nahlédnuti na charakter dat (Tab. XXVIII v
ptiloze), kdy se mezi stejnymi Ciselnymi vysledky o minimalni hodnotu (0,1 mmol/l) u
nového senzoru odliSuje jedno stanoveni a u starého senzoru tii stanoveni ze sedmnacti, pak
bude pravdépodobné vhodnéjsi fidit se robustnim testem, ktery statistickou vyznamnost
nepotvrzuje. Rozdil mezi citlivosti stanoveni pomoci starého a nového senzoru je pti dodrzeni
pravidel nastavenych vyrobcem zanedbatelny. Do vypoctu celkové kombinované nejistoty

tento vliv zapocitavat nebudeme.

4.2.7 Interference

Vliv interferentli z fad iontd konkurujicich méfenym iontim na iontové selektivni
membrané o misto na ionoforech je znamy. Mezi analytickymi systémy se velmi lisi.
Sledovan byl vliv iontl, jejichZ interference je fyzikaln€ mozna a zaroven se v lidském séru
vyskytuji ve vyznamném mnoZstvi: sodny a draselny kationt mezi sebou, dale vapenaty a
hofe¢naty kation. Z aniontd jsou to siranovy, hydrogenuhliitanovy a hydrogen i

dihydrogenfosforecnanovy.

Pro sledovani interference mezi kationty byl pfipraven zékladni roztok smési chloridu
(Na*, K*, ca*, Mg%). K jeho alikvotim byla pfiddna vzdy jedna ze sloucenin navic.
Piidavek byl ucinén rozpuSténim krystalické latky v zakladnim roztoku tak, aby nedoslo
k vyznamnému navySeni objemu roztoku (zména objemu o promile, zmény koncentraci

pfidavkem o desitky procent).

Tab. XXX: Interference hlavnich kationtd séra mezi sebou

Na*" mmol/l K" mmol/l
Koncentrace| SD | Koncentrace | SD
Zakladni roztok 127,8 0,42 2,98 0,04
Pridavek 3,27 mmol/l K" 128 0,67 6,27 0,05
Piidavek 33,02 mmol/l Na* 161,4 1,17 3,01 0,03
Ptidavek 2,41 mmol/l Ca®* 128 0,47 2,99 0,03
PFidavek 2,66 mmol/l Mg®* 128,3 0,67 3,00 0,00
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Z tabulky XXX vzajemné interference kationtl je patrné, ze se naméfené koncentrace
jednotlivych ionti neli§i mezi roztokem s nizkou a vysokou koncentraci interferentu.
Koncentrace interferentd byly zvoleny tak, aby pokryly moznd rozmezi vyskytujici se
V lidském séru. Sodny, draselny, vapenaty a hofeCnaty iont svymi zménami koncentrace ve
zvolenych rozmezich nezménily statisticky vyznamné odezvy iontové selektivnich elektrod
vac¢i sodnym ¢i draselnym iontim. Byl proveden test shodnosti pramérd (Tab. XXXI)
stanovenych koncentraci ionti v sériich liSicich se mezi sebou koncentraci interferujiciho
iontu. Z porovnani t charakteristik s kritickymi hodnotami studentova rozd¢leni vyplyva, Ze

sledované ionty neinterferuji se stanovenim sodnych a draselnych iontt.

Tab XXXI:. Test shodnosti stanoveni iontl v pfitomnosti interferentli a bez nich

Interferent | tna tk tNa, krit | Tk krit | Komentar

Na" nelze | 1,80 |nelze |2,10 | Na' neinterferujes K*

K* 0,80 |nelze |[2,10 |nelze | K" neinterferujes Na"

Ca”* 1,00 (060 [210 [210 |ca™ neinterferujesNa ani K
Mg 1,99 060 [210 [210 |Mg™ neinterferujesNa*ani K

Pro sledovani interferenci na chloridové ISE byly zvoleny roztoky siranu sodného,
siranu hotfec¢natého (oba uzity soucasné i pii sledovani vlivii iontové sily), hydrogenuhli¢itanu

sodného, hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosforecnanu sodného.

Interference siranti s chloridy byla proméfena na nezavislych roztocich MgSO, a
Na,SO,. Spole¢nym vyhodnocenim bylo zjisténo, ze do 60 mmol/I siranovych iontll je mozno
zavislost odezvy chloridové elektrody povazovat za linedrni a vyjadfit ji rovnici y = 1,006x o
spolehlivosti R? = 0,9785. Do této koncentrace lze tedy interferenci sirant k chloridiim
aproximovat na pomér 1:1. Ackoliv se tato skutecnost zda vyznamnd, je sniZena na Groven
bezvyznamnosti, kdyz si uvédomime, zZe v lidském séru neptesahuje koncentrace siranovych
ionti bézné¢ uroven nad 1 mmol/l. V piipadé 1écebného intravendézniho podani siranu
hofec¢natého Ize podat i 20 ml 10% MgSO, s predpokladanym teoretickym zvysenim sirant
V séru o asi 3,33 mmol/l. Toto zvySeni na cca 4 mmol/l siranti v litru séra v§ak ma trvani jen
n¢kolika minut. Pouze bezprostiedni odbér krve po podani takového mnozZstvi siranii

intraven6zné by zvysil odezvu chloridové elektrody nad meze nejistoty stanoveni chloridt. To
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je vsak jev natolik zfidkavy, Ze jej nelze zapocitat mezi pravidelné zdroje nejistoty méteni

iontu.

Uréeni miry interference hydrogenuhli¢itanového aniontu (bikarbonatu) s chloridy na
ISE neni mozné pouhym proméienim roztoku této soli. Analyzator totiz pouziva pro detekci
vzduchovych bublin v analytickém systému méfeni povrchového napéti a vzorek roztoku
NaHCO; do koncentraci 50 mmol/l vyhodnocuje falesné jako vzduchovou bublinu. Tato
technicka nepfijemnost byla vyfesena smichanim roztoku NaHCO3 S krevnim sérem v poméru
1:1. Vysledky stanoveni iontl v této smeési byly porovnany s vysledky stejného séra
nafedéného deionizovanou vodou 1:1. Vliv rozdilné iontové sily je minimalni a byl zanedban.
Vzorek séra fedéného vodou mél stanoveno 49,33 mmol/l chloridii a vzorek séra fedéného
roztokem NaHCOj3 (po smichani 24,41 mmol/l) 59,5 mmol/l. Navyseni o 10,17 mmol/l tedy
pfipadd na vliv 24,41 mmol/l bikarbonatu. Pti fyziologickém rozmezi bikarbonatu v séru
zdravé populace (22-26 mmol/l) je vliv biologické variability bikarbonatu v séru (SD = 1

mmol/l) na nejistotu stanoveni chlorida (102 mmol/l): CV ¢ pikarb. = 0,4083 %.

V ptipadé fosfore¢nanu byl u roztoku NaH,PO, fesen stejny technicky problém jako u
NaHCOs;. Roztok Na;HPOQO, tyto potize sice necinil, ale pfesto byl proveden pokus s méfenim
interferenci hydrogenfosfore€nanového aniontu s chloridy na ISE jak pfimym méfenim
Cistého roztoku NayHPO,, tak i jeho smési se sérem 1:1 pro porovnani obou zptsobt. Pokus

byl rozdélen na pokus s hydrogenfosfore¢nany a dihydrogenfosfore¢nany.

Hydrogenfosfore¢nanovy aniont byl v roztoku o koncentraci 24,83 mmol/l smichan se
sérem 1:1 a byly stanovena koncentrace chloridovych iontl: 63,5 mmol/l. Naméfené hodnoty
byly porovnany s koncentraci chloridd v séru nafedéném 1:1 pouhou vodou: 47,75 mmol/l.
Rozdil 15,75 mmol/l je vliv 12,42 mmol/l hydrogenfosfore¢nanu (zfedén sérem na polovinu).
Chloridova ISE je tedy 1,27-kréat citlivéjsi k hydrogenfosfore€nantim, nez k chlodridim.
Biologicka variabilita fosfatd je 12,67%. I ptes tyto vysoka ¢isla je vliv fosfatd na nejistotu
stanoveni chloridi nizky, protoze koncentrace ionizovanych (nikoliv celkovych) fosfata
Vv séru je pouhych 0,5 mmol/l. Hydrogenfosforecnany tvoii v soustavé fosfatového amfolytu
za fyziologickych podminek 80%, tedy asi 0,4 mmol/l. Nasobeni této koncentrace
biologickou variabilitou (12,67%) a vlivem na chloridovou ISE (1,27) a pod¢leni stiedni
koncentraci ionizovanych chloridii udavéa nejistotu stanoveni chloridii vlivem biologické

variability hydrogenfosfore¢nant. CV ¢ hydrogenfos. = 0,0630 %. V ptipadé podobného vypoctu
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z méfeni roztoku hydrogenfosforecnanu sodného piimo bez fedéni sérem dostaneme vysledek
CVcihydrogenfos. = 0,0585 %. Rozdil vysledku obou metod se pfi vypo¢tu kombinované
nejistoty interferentli projevi na tretim desetinném misté a v piipadé celkové kombinované

nejistoty je vliv jesté mensi. Rozdilnost obou metod mizeme pro ucely této prace zanedbat.

Podobné spocitame i vliv dihydrogenfosfore¢nanového aniontu. Ten byl v roztoku o
koncentraci 24,35 mmol/l smichén se sérem 1:1 a byly stanovena koncentrace chloridovych
iontl: 53,0 mmol/l. Naméfené hodnoty byly porovndny s koncentraci chloridi v séru
nafedéném 1:1 pouhou vodou: 47,75 mmol/l. Rozdil 5,25 mmol/l je vliv 12,17 mmol/l
dihydrogenfosfore¢nanu (zfedén sérem na polovinu). Chloridovd ISE ma tedy afinitu
k dihydrogenfosfore¢nantim rovnou pftiblizné 0,43 nasobku afinity k chlodridim. Biologicka
variabilita fosfatd je 12,67%. Dihydrogenfosfore¢nany tvoii v soustavé fosfatového amfolytu
za fyziologickych podminek 20%, tedy asi 0,1 mmol/l (20% z ionizovaného fosfatu, tedy
z 0,5 mmol/l). Nasobeni této koncentrace biologickou variabilitou (12,67%) a relativnim
vlivem na chloridovou ISE (0,43) a pod¢leni stfedni koncentraci ionizovanych chloridii udava
nejistotu  stanoveni chloridi  vlivem biologické variability dihydrogenfosfore¢nani.

CVCI,dihydrogenfos. =0,0054 %

Vliv interferentl a jejich biologické variability na stanoveni chloridl se spocita jako
kombinace nejistot zpisobenych jednotlivymi vlivnymi ionty, tedy jako odmocnina souctu

¢tverct prispévki nejistot HCO3™ a HPO42, H2PO, .

Uginterf, = v 0,40832 + 0,06302 + 0,00542 = 0,4131 %

Pouze pro chloridovou ISE ma vliv interferentii vyznam na celkovou nejistotu méfent:

Ucl,interf.- 0,41 %
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4.2.8 lontova sila

Iontova sila je jeden ze zakladnich parametra ovliviiujicich odezvu iontové selektivni
elektrody k méfenym iontim. Na rozdil od vSech ostatnich sledovanych vlivi ji nemtzeme
méfit, i kdyZ urdité moznosti jejiho odhadu existuji*? (viz dale v této kapitole). Proto byly
pfipraveny roztoky o zndmém slozeni a tedy i znamé iontové sile. Experiment vSak vyzadoval
vylouceni nepfirozenych solutti a také solutl, jejichz chemickd podstata nedovoluje jasné
spocitat iontovou silu (proteiny a podobné). Vybér latek byl tedy jen velmi uzky: NaCl, KCl,
CaCl,, MgCl,, MgSO4, Na;SO4. Zéakladnim principem pokusu je sestaveni Skaly roztokd o
rizné koncentraci sodnych, draselnych a chloridovych iontl a rizné iontové sile. Po té bylo
provedeno stanoveni téchto iontl v pfipravenych roztocich. Stanovend koncentrace byla
porovnana s tou, ktera byla urena z navazky jednotlivych soli a byla vypoctena vychylka
stanoveni od gravimetricky a volumetricky urcené koncentrace. Vychylka byla v procentualni

stupnici vynasena do grafu proti vypoctené iontové sile.

Byla provedena tada pokust, jejichz pouziti pro kone¢ny vypocet zavislosti vychylky
stanoveni na iontové sile se ukazalo jako nevhodné. VysSe popsané latky byly rGzné
kombinovany a byly znich pfipravovany roztoky riznych koncentraci. Nakonec byl jako
zdroj dat pro vypocet nejistoty zvolen pokus s méfenim ptipraven¢ho roztoku pouze

s obsahem rtiznych koncentraci chloridu draselného a sodného.

1) experiment s prostym Fedénim Ringerova roztoku.

- Ringertv roztok ma iontovou silu 157,75 mmol/l. Jeho fedénim demineralizovanou
vodou byla pfipravena Skdla roztokli o snizujici se koncentraci. Primérné nameétfené
hodnoty jsou v tabulce XXXII v ptiloze. Tabulka XXXIII ukazuje jiz vypoctené hodnoty
vychylek stanoveni sodného a chloridového iontu v zavislosti na iontové sile. Data
z tabulky XXXIII vizualizuje graf na obrazku 6. Tento pokus je jen orienta¢ni, protoze
neni k dispozici deklarace nejistoty koncentrace Ringerova roztoku a navic je méfeno
dosti nizko pifi dolni ¢asti kalibracni zavislosti. Poslouzil k rychlé orientaci

Vv problematice a nastaveni dalSich pokust.
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Tab. XXXIII: Relativni vychylky stanoveni Na"a CI v zavislosti
na iontové¢ sile fedéného Ringerova roztoklu

Tontova sila (mol/) |Na’ bias % |CI bias%
0,157750 4,13 -9,00
0,131458 5,53 -9,20
0,112679 5,97 -11,44
0,105167 7,55 -12,68
0,078875 9,07 -16,92
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Vychylka stanoveni sodnych a chloridovych ionti zavisla na
iontové sile roztoku zpiisobené Fedénim Ringerova roztoku
- linearni extrapolace na nulovou vychylku
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Obr. 6: Relativni vychylka stanoveni iontli v zavislosti na zmén¢ iontové sily

zpusobené fedénim Ringerova roztoku.

Nameétend data vytvari v grafu soustavu bodi, které¢ vSak rozsahem spektra iontové

sily nedostacuji k protnuti osy x, neboli dosazeni iontové sily s nulovou vychylkou stanoveni.

Nulova vychylka je tedy vysledkem velmi orientaéni extrapolace. Dal§im divodem

nepiijatelnosti vysledkli tohoto experimentu je nizkd koncentrace draselnych iontd a tim

padem i Spatn¢ sledovatelna vychylka vlivem zmény iontové sily. Pokus vSak poslouzil aspon

k orientaci v problematice.
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2) Experiment s navySovanim iontové sily siranem hore¢natym
- Sirokého spektra iontové sily 1ze dosahnout dobie latkou s vicemocnymi ionty. Zvoleny
siran hofeCnaty umoziiuje snadno pii konstantni koncentraci sodnych, draselnych a
chloridovych iontii ménit iontovou silu roztoku o vice nez fad vySe nez je iontova sila

diive pouzitého Ringerova roztoku.

Roztok smési chloridu sodného a chloridu draselného byl ptipraven v jedné zakladni
koncentraci a z ngj byly pfipraveny roztoky o stejné koncentraci sodnych, draselnych a
chloridovych iontl, ale rizné iontové sile navySované siranem hotfe¢natym. Celkem bylo
ptfipraveno 5 roztokli (kromé zdkladniho bez MgSO,) a to vzdy z deviti dili zakladniho
roztoku a jednoho dilu rizné koncentrovaného siranu hofe¢natého. Naméfené koncentrace
sodnych, draselnych a chloridovych iontd by v pfipadé idedln¢ selektivnich elektrod a
nulovém vlivu iontové sily mély byt mezi pokusy stejné. Ve skutecnosti jsou ve hie
interference sirant pfi stanoveni chloridl, vliv iontové sily na citlivost potenciometrického
stanoveni a dale snizena disociace chloridu hofe¢natého (v roztoku jsou chloridy i hotfe¢naté
ionty), ¢imz se ndm sniZzuje i iontova sila roztoku. Naméfené hodnoty koncentraci jsou
v piiloze v tabulce XXXIV. Skute¢né, gravimetricky stanovené koncentrace ionti v roztocich
byly: Na*: 140,1275, K*: 4,4507, CI': 144,5782 (ve viech roztocich stejng), Mg** a SO,
postupné: 99,8565 - 79,8852 - 59,9139 - 39,9426 - 19,9713 - 0 (vSe je v jednotkach mmol/l).
V tabulce XXXV jsou uvedeny relativni vychylky stanovenych koncentraci iontl
od koncentraci vypoCtenych z gravimetrické pfipravy roztokd. Stejné hodnoty jsou

vizualizovany v grafu na obrazku 7.
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Obr. 7: Relativni vychylka stanoveni iontli V zavislosti na zméné iontové sily

zpuisobené Skalou koncentraci MgSOgq,

Tab. XXXV: Relativni vychylky stanoveni iontl v zavislosti na

iontov¢ sile roztoklu nastavené piidavkem MgSQO4

Iontova sila roztoku Na* K* ClI
mol/I bias % bias % bias %
0,144578 3,33 2,36 -7,45
0,224463 2,76 1,36 0,71
0,304349 1,34 0,86 10,39
0,384234 0,05 -0,64 16,75
0,464119 -1,52 -2,64 22,56
0,544004 -1,66 -2,64 26,71

Pti srovnani téchto hodnot s hodnotami naméfenymi na Skéle rizné fedénych roztoka

siranu sodného (viz nasledujici experiment €.3) zjistime, ze se zde podepisuje kromé& iontové

sily opravdu velmi vyznamné i vliv nizké disociace chloridu hotecnatého a interference siranti

s chloridy.
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3) Experiment s riiznymi koncentracemi siranu sodného
Tento experiment mél poslouzit jednak k posouzeni vychylky stanoveni sodnych iontl na
iontové sile a také k posouzeni miry interference sirant s chloridovou ISE. Byla
piipravena koncentracni Skala roztokl siranu sodného. V téchto roztocich byly stanoveny
chloridové a sodné ionty. V piipadé siranovych iontti (Tab. XXXVI.) byla sledovana
interference s chloridy (fale$né zjisténa pritomnost chloridl) a v piipadé sodnych iontt
(Tab. XXXVII) byla spo¢itana vychylka (Tab. XXXVIII) stanovené koncentrace od

gravimetricky zjisténych hodnot v zavislosti na iontové sile roztoku.

Tab. XXXVII: Srovnani koncentrace sodnych iontl
spocitané z navazky a ziskané stanovenim

Na;SO4smmol/l  |Na” mmol/l | Na"mmol/l

gravimetrie vypocteny stanoveny
145,41 290,82 258,00
109,06 218,11 198,83
72,70 145,41 137,00
36,35 72,70 73,67

Tab. XXXVIII: Relativni vychylky stanoveni sodnych iontl v
zavislosti na iontové sile roztokud s riznou koncentraci Na,SOg4

Tontova sila | Bias (%) Na*
0,109057 1,32
0,218115 -5,78
0,327172 -8,84
0,436230 -11,29
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Zavislost vychylky stanoveni sodného kationtu na iontové sile
roztoku
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Obr. 8: Grafické zobrazeni dat z tabulky XXXVIII, relativni vychylka stanoveni

sodnych iontl v zavislosti na zméné iontové sily zptisobené Skalou koncentraci Nay;SO4

Kiivka znazornujici vychylku stanoveni sodného iontu je posunuta v grafu (Obr. 7)
z experimentu ¢.2 s navySovanim iontové sily siranem hofeénatym proti grafu (Obr. 8)
Z pokusu se siranem sodnym doprava, protoze v roztoku se siranem hofecnatym je teoreticky
vypoctend iontova sila ve skutecnosti snizena ubytkem hofecnatych a chloridovych iontt
z roztoku jejich nizkou disociaci ze soustavy MgClyag). Za realnou tedy mizeme povazovat

spise predstavu o vlivu iontové sily z grafu méfeni na roztoku siranu sodného (Obr. 8).

K porovnani vlivu iontové sily na vychyleni stanovenych iontii a interference siranti
s chloridy pomlze srovnani experimenti 2 a 3. Tabulka XXXVI ukazuje stanovené
koncentrace chloridit v roztocich, které zadné chloridy neobsahuji. Obsahuji pouze

interferujici siran sodny ve ¢tyfech koncentracich.
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Tab. XXXVI: Interference sirand na chloridové ISE

Koncentrace Na,SO, mmol/l | Detekovana koncentrace CI' mmol/I
145,41 102,00
109,06 79,33
72,70 63,50
36,35 35,83

AZ do koncentrace siranti kolem 60 mmol/l je interference siranti s chloridy pfiblizné
na urovni 1:1. To odpovida idajim naméfenym z testovani interference. Velmi vysoky narast
vychylky stanoveni chloridt s rostouci koncentraci siranu hote¢natého (experiment 2.) je tedy
ve veétsi mife vliv interference se sirany, nez vliv iontové sily. Protoze je vSak ve hie jesté
navic ubytek chloridovych iontl z roztoku vlivem vazby na hofecnaté ionty, tak nelze vliv

interference jen jednoduse odecist.

4) Experiment se $kalou koncentraci chloridu sodného a chloridu draselného
- Vzhledem ke zkuSenostem S riznymi interferencemi byla nakonec zéavislost vychylky
stanoveni iontll na iontové sile urena z prometeni Skéaly roztokii neobsahujicich zddné
interferenty. Bylo vyuZzito moznosti métit koncentrace vSech iontl az do koncentrace 300
mmol/l, jak je deklarovano v piibalovém letaku® k senzoru. Byly pripraveny roztoky
(Tab. XXXIX v ptiloze) obsahujici pouze chlorid sodny o konstantni koncentraci kolem
130 mmol/l a chlorid draselny o koncentraci od 0 do 150 mmol/l. Bylo tak ziskdno
spektrum roztokd s iontovou silou od 0,13 do 0,28 mol/l (Tab.XL). Relativni vychylky
(Tab.XL) stanoveni spoctené z namétenych dat (Tab. XXXIX v pfiloze) vynesené do
grafu (Obr. 9), opét pfinasi diskutabilni vysledky. Pivodné ocekavany priusecik osy x
(nulové vychylky stanoveni) s pfimkami vychylek vSech ionti v oblasti kolem 0,167
(piedpokladana iontova sila séra® v mol/l — vysvétleno déle v textu) je posunut k vy$sim

hodnotam a navic se zavislosti jednotlivych iontli protinaji pod osou x.
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Tab. XL: Relativni vychylky stanoveni iontd v zavislosti
na iontové sile roztoki s riiznou koncentraci KCI

I.sila (mol/l)| Na-bias K-bias | Cl-bias
(%) (%) (%)

0,13 2,98 - -11,71
0,14 2,81 3,20 -9,34
0,18 1,20 1,77 -6,63
0,23 -0,26 -0,28 -4,99
0,28 -1,43 -1,85 -2,38

Vychylky stanoveni (Bias%)

Zavislost vychylky stanoveni iontii na iontové sile
- roztok s obsahem pouze Na*, K*, ClI-

4
2 W
y = -29,952x + 6,7963 y =-36,504x + 8,2866
0 R2=10,9911 2=0,9953
( 0,05 0,1 0,15 0,2 0,3
22 ¢ Na-bias
B K-bias
-4 Cl-bias
y =55,787x - 17,696 Linedrni )
(Na-bias)
R?=0,9503
6 Linearni (K-bias)
Linearni (Cl-bias)
-8
-10
-12

Iontova sila (mol/l)

Obr. 9: Grafické zobrazeni dat z tabulky XL, relativni vychylka stanoveni sodnych

iontl v z&vislosti na zméné iontove sily zpisobené skalou koncentraci KCl1

Tentokrat je odchylka od ocekavanych vysledkii zptisobena pravdépodobné tim, ze
analyzator je koncipovany na realné sérum projevujici se pomérné bohatou Skalou matri¢nich

jevi (proteiny, malé ale mnohocetné interference atd.). Experiment s roztokem obsahujicim
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pouze métené slozky tedy vystavuje senzor prostiedi bez téchto vlivl. Analyzator ma vsak
softwarové oSetienou korekci naméfenych vysledkli. Neptitomnost matri¢nich vlivii séra tedy
zpusobuje snizeni hodnot stanovenych koncentraci iontli a tim 1 posunuti vSech zavislostnich
piimek smérem k niz§im hodnotam. Nejvétsi zména je pozorovatelnd u chloridové ISE. I tak
je vsak vysledek ptinosny. Pfi posouzeni vlivu variability iontové sily mezi séry neni totiz
dilezita absolutni hodnota vychylky, ale pouze jeji zména. Tu lze odecist i ze softwarem
posunuté piimky. Z vysledku tohoto experimentu pouzijeme tedy jen smeérnice piimek
zavislosti vychylek stanoveni na iontové sile. Dosazenim biologické variability iontové sily

do vztahu pak ziskdme rozsah vlivu variability iontové sily na vychylku stanoveni iontt.

Odvozeni biologické variability iontové sily

Abychom mohli uréit miru podilu rizné iontové sily na nejistotu stanoveni iontd,
museli bychom znat distribuci iontové sily v populaci. Museli bychom znat jeji stfedni
hodnotu a intraindividudlni a interindividudlni variabilitu. Existuje velké mnozstvi praci,
kterych se iontova sila krevniho séra tykd, protoZe pracuji s méfenim analytli v krevnim séru,
jejichZz odezva na analytickém systému zavisi na iontové sile, nebo se zabyvaji vzajemnou
interakci imunologicky aktivnich molekul, ktera na iontové sile také zavisi. Piesto je velmi
obtiZzné najit praci, kterd by iontovou silu krevniho séra studovala jako cil a nikoliv jen jako
pozadi ¢i popracovni podminku své prace. Chybi systematické informace o iontové sile
krevniho séra. Dostupné jsou jen utrzkovité a Casto velmi staré zpravy. D.D. Van Slyke®
uvadi, Ze iontova sila lidského séra je pfiblizné 0,167. Tuto hodnotu stanovil na zékladé¢ zmén
disocia¢ni konstanty kyseliny uhli¢ité do prvniho stupné, kterd je v podminkdch roztoku
S touto iontovou silou 6,13, stejné jako v krevnim séru. Van Slykeho tdaj je velmi blizky
hodnot¢ iontové sily, pii které byla v této praci namétrena nulova vychylka stanoveni sodnych

iontl v rizné koncentrovanych roztocich siranu sodného.

Vypocet iontové sily séra je velmi obtizny, protoze fada vyznamnych solutli neni plné
disociovéana (Ca+", Mg+" disociuji jen asi na 50%) a prispévek nékterych majoritnich slozek
séra nelze definovat viibec (proteiny), protoze se jejich ionizovatelné ¢asti mohou vyskytovat

pod povrchem molekuly, jindy jsou navdzany na rizné jiné ionty i neionizovan¢ molekuly.
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Vzhledem ktomu, ze zprovedenych pokusti (Experimenty 1-4 siontovou silou)
vyplyva uz graficky (Obr. 6-9) zjevné velka zévislost nejistoty stanoveni iontl na iontové sile
matrice, nemizeme tuto nejistotu aproximovat k nule a zanedbat ve vypoétu kombinované
nejistoty. Variabilitu iontové sily je tedy nutno kvalifikované odhadnout a ptes piibliznou
zavislost vychylky stanoveni iontll na iontové sile odhadnout primérnou vychylku stanoveni

iontl vlivem variability iontové sily.

Variabilitu iontové sily bychom mohli odhadnout vypoctem z variability ionizovanych
solutli v matrici krevniho séra. To je kol nelehky, kdyz si uvédomime, ze naptiklad mnozstvi
naboji na molekule proteinti séra se da tézko odhadnout. To bychom vsak jest¢ nemuseli
povazovat za zavaznou prekazku, kdyz si uvédomime, Ze mnozstvi ndbojii na povrchu
albuminu je proménlivé s pH a iontovym slozenim. Nejistota stanoveni ionti vlivem té Casti
iontové sily, za kterou zodpovidaji proteiny, je vlastn¢ z vétSi Casti obsazena v nejistoté
zpusobené zménami pH, protoZe na ném zavisi ionizovanost povrchu proteinli a tim i
mnozstvi iontdl na né navazanych. PfestoZe proteiny na svém povrchu obsahuji mnoho
funkénich skupin (karboxyly, hydroxyly, aminy, karbaminy, thioly, tercidlni a kvarterni
dusiky), tak vlivem interakce s okolim je vétSina téchto skupin obsazenych ionty z okoli a
neucastni se tedy piispévku k iontové sile. Toto na prvni pohled silné a nepodloZené tvrzeni
Ize podlozit vypoctem zbytku iontové sily (Tab. XLI), ktery pfipada na proteiny (hlavné
albumin), po odecteni ¢asti iontové sily ptipadajici na nizkomolekularni ionty, které snadno

stanovime.

Tab. XLI: Koncentrace (v§e v mmol/l) ionizovanych soluti?, vypocet efektivniho
naboje albuminu a podilu albuminu na iontové sile séra.

lontova Bez
Na'|K*' |Ca* |Mg* |P |Albumin |HCO3® |[UA |CI |Sila* albuminu | Rozdil | Ef.nab.alb.
138 [4,0/1,2 |06 |05 [0,6 (40g/l) | 24 8 102 | 167 142,6 24,39 9,04

P — fosfaty (dohromady HPO4> a H,POy, stfedni stupeti disociace je 1,8)

Mr albuminu = 67 000 g/mol

UA™ — neméfitelné anionty (béZné nestanovované), vétSinou jednosytné (zjednoduSeni)

Tont.sila — Van Slykeho® tidaj o iontové sile séra

Bez alb. — teoreticka sila séra bez zapoéteni albuminu

Rozdil — iontova sila pfipadajici na albumin za pfedpokladu spravnosti Van Slykeho
udaje o iontové sile séra

Ef.nab.alb. — efektivni naboj albuminu, teoreticky naboj na povrchu této molekuly
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Naboj na povrchu albuminu (latkova koncentrace naboje na jeden mol albuminu)
spocteny z rozdilu celkové iontové sily a jeji ¢asti pripadajici na malé ionty je ve skutecnosti
efektivnim a v iontové sile se ucastnicim nabojem. Na litr séra tedy ptipada 15,07 nédboje
albuminu. Rozdil od literarniho tdaje 11,2 mmol/I® tvoii ta Cast, ktera pfipadd na vazané
vapenaté, hotecnaté a sodné ionty (dohromady cca 3,87 mmol/l ndboje). Fakt, ze koncentrace
vazanych iontd je doplitkem latkové koncentrace vypocéteného efektivniho naboje na povrchu
albuminu Kk jeho literarn¢ uvadéné latkové koncentraci naboje, potvrzuje spravnost

predpokladu, ze takovym podilem se albumin tcastni iontové sily séra.

Z intraindividudlni a interindividudlni biologické wvariability iontii tabelované
v literatufe’ spocitame celkovou biologickou variabilitu jednotlivych iontéi v populaci (Tab.
XLII), z ¢ehoz mizeme odhadnout celkovou biologickou variabilitu iontové sily v populaci.
Z grafu (Obr. 9) méfeni zavislosti vychylky stanovené hodnoty iontd od deklarované hodnoty
na iontové¢ sile pak odecteme jaka vychylka pfipadd na rozmezi iontové sily vyskytujici se
bézné v populaci. Tato hodnota bude mirou vlivu iontové sily na celkovou nejistotu stanoveni

iontu.

Zacneme vypoctem celkové biologické variability iontd (16) z dostupnych literarnich

udajit’ o intraindividualni a interindividualni variabilit& (Tab. XLI).

CVx,biol. = \/CV)?,intra. + CV)?,inter. (16)

Tab. XLII: Biologicka variabilita hlavnich iontt séra

lont CVx,intra. (%) CVx,inter. (%) CVx,biol. (%)

Na 0,7 1,0 1,22

K 4,8 5,6 7,38

Cl 1,2 1,5 1,92

Ca 1,9 2,8 3,38

Mg 3,6 6,4 734

P 8,5 94 12,67

Albumin 3,1 4,2 5,22

HCO3- Neni tabelovano | Neni tabelovano | 4,17 (vypocteno z refer.mezi)
UA Neni tabelovano | Neni tabelovano 12,5 (vypocteno z refer.mezi)

CVqpiol. je celkova biologicka variabilita (16)
CViintra, je intraindividualni variabilita
CVyinter. j interindividudlni variabilita kazdého jednotlivého iontu
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Podilem vlivu jednotlivych iontl na celkovou iontovou silu (Umérny jejich stfedni
koncentraci), se vynasobi piislusné biologické variability (17) a vypoctené podily variability

(Tab. XLII) se skombinuji v celkovou biologickou variabilitu iontové sily v populaci (18).

0,5%Cy*z2
uI,x -

* CVy biol. (17)

Lcelk.

Kde u, x je podil variability jednotlivého iontu na variabilitu iontové sily v populaci, cx
je koncentrace iontu, z je naboj iontu, Ik Je celkova iontova sila séra (tabelovédna stiedni
hodnota 0,167 mol/l, resp. 167 mmol/l) a CVypio1. biologicka variabilita iontu (Tab. XLII, Tab.
XLI).

Tab. XLIII: Podil variability ionizovanych iontil na variabilité iontové sily v populaci

lont Biologicka variabilita Stiedni koncentrace Naboj |Ujx
CVbiol. mmol/I

Na* 1,22 138 1 0,50
K" 7,38 4 1 0,09
o} 1,92 102 1 0,59
ca** 3,38 12 2 0,05
Mg?* 7,34 0,6 2 0,05
P 12,67 0,5 1,8 0,06
Alb 5,22 0,6 9,04 0,77
HCO3 4,17 24 1 0,30
UA 12,5 8 1 0,30

Ui xje prispévek kazdého iontu k variabilité iontové sily

Celkova variabilia iontové sily v populaci se pak spocitd jako kombinace ptispévki

variabilit jednotlivych iontd (21).

Uy = ’ Qzlulz,x (18)

Odhad biologické variability iontové sily v populaci: u;= 1,18 %

Vzhledem k tomu, ze vSak ne vSechny variability ionti v krevnim séru jsou nezavislé

a naptiklad zvySeni ¢i snizeni koncentrace sodnych iontl ¢aste¢né koreluje (pfimé umeéra) se
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zménami chloridovych iontd, pak bude variabilita iontové sily o néco vétsi. V ptipadé 100%
pfimé tméry mezi koncentracemi sodnych a chloridovych iontd by byla variabilita iontové
sily 1,41 %. Vztah sodnych a chloridovych ionti vSak neni tésny na 100%. Mira
korelovanosti neni tabelovdna a nyni nemame moznosti, jak ji zjistit. Proto budeme dale
pocitat se stiedni (primérnou) hodnotou u; = 1,29 %. Ptepocet tohoto variacniho koeficientu
na smérodatnou odchylku iontové sily nam déva hodnotu SD; = 0,0021543 pro vypocet
Vv jednotkach mol/l (1,29% = 0,0129 a 0,0129*0,167 = 0,0021543, kde 0,167 je iontova sila

séra’?

Vypocet vlivu variability iontové sily na vychylku stanoveni ionti

Ze smérnic zavislosti vychylky stanoveni iontli na iontové sile matrice (Obr. 9)
muzeme dosazenim smérodatné odchylky iontové sily za proménnou x vypocitat stiedni

vychylku stanoveni vlivem biologické variability iontové sily.
Uk =36,504*SD,
Una = 29,952 * SD,
Uct =55,787 * SD,

Kde: uk je stfedni vychylka (Bias %) stanoveni draselnych iontl vlivem iontové sily,
Ui Na J€ stiedni vychylka stanoveni sodnych iontt vlivem iontové sily, U, ¢ je stfedni vychylka
stanoveni chloridovych iontll vlivem iontové sily, SD; je smérodatna vychylka iontové sily
vypoctena z biologické variability iontové sily. Konstanty jsou absolutni hodnoty smérnic
z grafu zavislosti vychylky stanoveni na iontové sile ziskaného z dat méteni roztoki chloridu

sodného a draselného bez dalsich ptimési (Experiment 4, Obr. 9).

Do vypoctu celkové kombinované nejistoty stanoveni iontl pouzijeme tedy jako podil

vlivu iontové sily hodnoty:

Ui.sila, K- 0,08 %
ui.sila,Na: 0,06 %
Ui.sila,Cl- 0,12 %
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I pfes experimentalni vyhotoveni podkladl pro tyto dil¢i vysledky je vSak nutno déle
brat na zfetel, Ze cely postup obsahuje fadu aproximaci a literdrné velmi variabilnich tdaju.

Proto je vhodné tyto hodnoty chapat spise jako kvalifikovany odhad, nez jako pfesny zaver.

Nutno jest¢ podotknout, ze podil albuminu na variabilit¢ iontové sily bude velmi
pravdépodobné zaviset vice na pH, nez na koncentraci tohoto proteinu. Je to dano tim, Ze i
mald zména pH se projevuje zménou ionizovanosti funkénich skupin na povrchu proteint.
Funkénich skupin maji proteiny mnoho a rozptyl ionizovanosti vlivem pH tedy bude
vyznamny. Nasledkem toho je podil albuminu na variabilité iontové sily séra a tim i nejistote

meéteni z vEtsi ¢asti pravdépodobné obsazen v nejistoté méteni zavislé na pH.

4.2.9 Acidobazické poméry

Pro zjiSténi zavislosti nejistoty stanoveni iontd na pH byly pfipraveny tfi vzorky
smésného séra o rizném pH. Sérum bylo zvoleno proto, Ze volba jakéhokoliv jiného roztoku
neumoziuje dokonalé napodobeni fyziologickych pufrovacich mechanismil a byly by pouze
hypotetickym modelem. Prvni vzorek séra byl okyselen koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Tato kyselina byla zvolena proto, ze obsahuje pouze fyziologicky pfitomné
ionty. Druhy vzorek byl alkalizovan koncentrovanym roztokem hydroxidu sodného. Volba
¢inidla byla rovnéz zdivodu obsahu pouze fyziologicky pfitomnych iontd. Vysoka
koncentrace titrujicich roztokii byla zvolena proto, aby zmény pH bylo dosazeno se
zanedbatelnou zménou ostatnich parametrd, které jsou zavislé na zméné objemu (nafedéni)
roztoku. Poslednim roztokem bylo smésné sérum bez tprav. VSechny tfi vzorky byly pied

upravami vzaty z jedné dobfe promichané smési krevnich sér.

Ve vzorcich sér bylo upravami dosazeno pouze zmény pH a malého pfirGstku
sodnych, nebo chloridovych iontil. Tento pfirtstek je vSak zndmy a lze jej odecist. Rozmezi
pH bylo zvoleno tak, aby pokrylo veskeré pH snesitelné senzorem: 4,85 - 8,11 - 9,48.
Stanoveni pH bylo provedeno na pH metru InoLab pH Level 1 selektrodou SenTix 41.
Stanovené koncentrace ionti jsou v tabulce XLIV. Spektrum pH slucitelné se zivotem je
samoziejmé vyrazné uzsi a pokus tak pokryva veskeré klinické ptipady. pH moci sice mize

zabihat 1 do téchto extrémd, ale ve srovnani se sérem, nema moc¢ tak silnou pufrovaci kapacitu
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a IMT Sample Diluent tak jednotlivé vzorky moci fedénim sjednocuje vyznamnéji, nez
sérum. pH prostfedniho vzorku séra, které nebylo upraveno neni fyziologické, ale je lehce
alkali¢téjsi, protoze nese nasledky vyprchani oxidu uhli¢itého. Podil na zméné pH ma i
odd¢€leni erytrocytii. To vSak neni na zdvadu pokusu, protoze tento jev je soumcéfitelny se
vSemi ostatnimi vzorky, které laboratofi prochazi. Stejnému jevu jsou totiz vystaveny i ostatni

vzorky.

Protoze ve vychylce stanoveni od skute¢né hodnoty koncentrace hraji roli nejen pH,
ale 1 iontova sila, teplota a interferenty, byl jako udaj s nulovou vychylkou vzat vysledek
meéfeni na vzorku bez tGpravy. To proto, ze od né€j se oba dalsi roztoky 1isi jen okyselenim ¢i

alkalizaci (zména iontové sily je mald, mozno zanedbat).
Pouzité standardizované roztoky:
1,0052 mol/l NaOH

1,1967 mol/l HCI

Vypocty sloZeni vzorku vzniklych ipravou 10ml smésného séra (Tab. XLV):

(vypoclty provedeny softwarem bez zaokrouhlovani, ruéni vypocet se proto lisi)

Okyseleny vzorek:
Spotteba 0,40 ml HCI1
Konecny objem: 10,4ml
Koeficient nafedéni koncentrace vSech soluti: 0,96

PtirGstek koncentrace chloridd titraci kyselinou chlorovodikovou: (po korekei
nafedéni): 46,02 mmol/l (Vypocet: 0,0004 ml HCI * 1196,7 mmol/l HCI / 0,01 1 a fedéni
0,96).
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Alkalizovany vzorek:
Spotieba 0,15 ml NaOH
Konecny objem: 10,15ml
Koeficient nafedéni koncentrace vSech soluti: 0,99

Piiristek koncentrace sodnych ionti titraci hydroxidem sodnym: (po korekci
natfedéni): 14,86 mmol/l (Vypocet: 0,00015 ml NaOH * 1005,2 mmol/l NaOH / 0,01 1 a
fedéni 0,99).

Tab. XLIV: Primérné naméfené koncentrace iontd (mmol/1)

pH Na* K" Cl

4,85 140,25 5,26 130,00
8,11 137,17 513 100,83
9,48 147,17 5,05 103,67

Tab. XLV: Vypoctené koncentrace iontti (mmol/I)

pH Na* K" CI

4,85 131,89 4,94 142,98
8,11 137,17 513 100,83
9,48 149,99 5,06 99,34

Zptsob vypoctu hodnoty v tabulce: Pivodnich 10ml smésného séra obsahuje 137,17
mmol/l Na*, pii titraci NaOH vyndsobeno fedicim faktorem 0,99 a piipocten piiriistek Na* (z
roztoku NaOH) 14,86. Podobné se vypocte ptirtistek chloridii v okyseleném vzorku. Ostatni

pfipady zmény koncentrace jsou jen nafedéni pfidavkem objemu titracniho ¢inidla.
Relativni vychylky (Tab. XLVI) se vynesou do grafu (Obr. 10) a vypocteme smérnice.
Tab. XLVI: Relativni vychyleni naméfenych hodnot

od ptedpokladanych (%)
(pomér hodnot z tabulek XLIV a XLV)
+

pH Na* K Cl
4,85 -6,34 -6,62 9,08
8,11 0,00 0,00 0,00
9,48 1,88 0,15 -4,35




Bias méreni koncentrace ionti v zavislosti na pH séra
__ 10
S 8
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Obr. 10: Zavislost vychyleni méfeni na pH

Nejistotu stanoveni iontli ziskdme pii zhodnoceni fyziologického rozmezi® pH
Vv populaci (p=0,05): 7,36 az 7,44 , coz je rozsah +£2SD, tedy 4xSD. Jedna SD ma v pH

stupnici tedy rozmér 0,2.

Ze smérnic zavislosti vychyleni stanoveni iontd na pH (Obr. 10) a smérodatné
odchylky pH v populaci (0,2) vypocéteme stiedni vychylky stanoveni vlivem pH (Tab.
XLVII).

Tab. XLVII: Odvozeni stfedni vychylky stanoveni vlivem variability pH séra v populaci

Funkce vychyleni Smérnice | SD pH | Bias % pro populaci
(p=0,05)
Cl" |y=-2,8795x + 23,112 | 2,8795 0,2 0,5759
K" |y= 1,5649x - 13,864 | 1,5649 0,2 0,3130
Na" |y= 1,8072x - 15,004 | 1,8072 0,2 0,3614

Pti hodnoceni vlivu pH na vychyleni stanovenych koncentraci iontl je vSak tfeba mit
na paméti, ze pH, neboli koncentrace vodikovych iontt, je vliv zasahujici do mnoha fyzikalné
chemickych vlastnosti matrice. Mimo jiné vyrazné ovlivituje disociaci molekul na ionty (vliv
na vazbu iontll na bilkoviny, vliv na disociaci 1 nizkomolekuldrnich latek) a tim 1 iontovou
silu matrice séra. Nizké pH zvySenim disociace iontll zvySuje iontovou silu matrice. Tento

fakt by mohl byt pfi¢inou zvyseni odezvy ISE viici chloridovym iontim (Bias pii nizkém pH
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roste do pozitivnich hodnot) a sniZeni odezvy ISE vii¢i kationtim (K", Na"), kdy bias klesa do

zapornych hodnot. V alkalické oblasti méteni tentyz mechanismus plisobi obracen¢.

Pro jednotlivé ionty je podil biologické variability pH na celkové nejistoté méteni:

UNa,acidobas. - 0,58 %
UK acidobas. - 0,31 %

Ucl,acidobas. - 0,36 %

4.2.10 Pamétovy efekt

Vliv koncentrace analytu z pfedchoziho vzorku na naméfeny vysledek v nasledujicim
vzorku byl sledovan pomoci stiidani ¢tyfikrat opakovaného méfeni Ringerova roztoku a
realného krevniho séra. Vlastni hodnoty v jednotlivych sériich méfeni jsou v pfiloze v tabulce
XLVIIL. Oba vzorky se od sebe vyznamné 1i§i matrici. Pro vypocty je dualezitd primérna
naméfend hodnota koncentraci iontl v séru a Ringerové roztoku, protoze testujeme
vyznamnost vychyleni prvnich hodnot jednotlivych serii od téchto primérti (Tab. XLIX pro
Ringertiv roztok, Tab. L pro sérum). Nevadi nam tedy, Ze se naptiklad vlivem nizké iontové
sily vyznamné systematicky odchyluji stanovené hodnoty v Ringerové roztoku. Podstatné je
to, ze vSechny ostatni vlivy, kromé stfiddni matrice vzorkil jsou konstantni a nepfispivaji ke

zméndm koncentraci prvnich hodnot ve srovnani s priméry méfent.

Vliv ptedchoziho vzorku na prvni métfeni néasledujiciho vzorku bylo testovano testem
shodnosti primértt prvnich hodnot naméfenych po zméné€ matrice a praméra vsech
namétfenych hodnot. Bylo pouzito srovnani dvou hodnot pomoci t-testu pro shodné rozptyly.

Shodnost rozptylt byla potvrzena.
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Tab. XLIX: zhodnoceni vlivu pfedchazeni Ringerova roztoku krevnimu séru.

lont Prvni Prumér Kriticka
hodnoty V sérii t-statistika hodnota Komentar
mmol/I mmol/I Lkrit.
Na* 142,00 142,42 0,78 2,16 Bez vlivu pfedch.vzorku
K* 5,53 5,54 0,25 2,16 Bez vlivu predch.vzorku
Ccr 105,33 106,33 1,83 2,16 Bez vlivu ptedch.vzorku

Tab. L: zhodnoceni vlivu pfedchazeni krevniho séra Ringerovu roztoku.

lont Prvni Prumér Kriticka
hodnoty V sérii t-statistika hodnota Komentar
mmol/I mmol/I Tirit.
Na* 153,50 152,56 1,84 2,10 Bez vlivu predch.vzorku
K* 4,18 4,18 0,27 2,10 Bez vlivu pfedch.vzorku
Ccr 143,25 144,50 2,19 2,10 Patrny vliv pfedch.vz.

Ke stejnym vysledkim dojdeme i bez pomoci QC Expertu pouhym porovnanim
pramérnych procentudlnich vychylek prvnich hodnot sérii s varianim koeficientem vsech

hodnot méteni jednoho vzorku a jednoho iontu (Tab. LI).

Tab. LI: Porovnani primérného vychyleni prvniho méfeni v sérii s relativni vychylkou
celého méfeni

Na* K* Cr
Priimérna vychylka prvnich hodnot stanoveni v séru (%) -0,29 | -0,15 | -0,94
CV — variaéni koeficient 0,56 0,93 0,83
Primérna vychylka prvnich hodnot stanoveni v Ringerové] 0,61 | 0,45 | -0,87
roztoku (%)
CV - variaéni koeficient 0,63 | 0,96 0,71

Z tabulky LI je patrné, Ze primérna vychylka prvni hodnoty stanoveni chloridd
V Ringerov¢ roztoku po pfedchazejicim krevnim séru je vétsi nez by odpovidalo primérnému
vychyleni. Tato tabulka je vSak jen velmi orientacni, kvili nizkému poctu namétfenych
hodnot. Dopliujicim pokusem (Tab. LII) ovétujicim vliv pfedchoziho vzorku na nasledujici
méfeni je méfeni krevniho séra po koncentrovaném roztoku chloridu draselného (296,6
mmol/l). Koncentrace tohoto roztoku o dva tady ptfevysuje koncentraci draselnych iontil

V krevnim séru.
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Tab. LII: Shodnost prvnich hodnot méfeni po koncentrovaném
roztoku KCI (296,6 mmol/l) s ostatnimi hodnotami v sérii

Primér | Pramér Kriticka
1.hodnoty | dalSich | t-statistika | hodnota Komentar
mmol/I mmol/I tirit
Na* 138,67 138,67 0 2,228 1. hodnota se nelisi od dalSich
K* 4,63 4,29 6,932 2,228 1. hodnota je vyssi nez dalsi
CI 99,00 101,11 3,034 2,228 1. hodnota je niz$i nez dalsi

Z dopliyjiciho pokusu je patrné, ze draselnd ISE po zméteni koncentrovaného roztoku
draselnych iontd nadhodnoti koncentraci draselnych iontti v nésledujicim vzorku. Tento efekt
je vSak pozorovatelny az pii koncentracnim rozdilu obou roztokli o dva fady. Chloridova ISE
po koncentrovaném vzorku paradoxné¢ u dalSiho vzorku stanovenou koncentraci
podhodnocuje. Vzhledem k tomu, ze u pokusu se stfidanim séra a Ringerova roztoku je tomu
naopak (v koncentrovanéj$im vzorku je prvni naméfend hodnota podhodnocena proti dal§im),
tak je pravdépodobné¢ mechanismus vzniku odchylek stanoveni pod vlivem ptedchoziho
v membrané ISE, nebo u kovového povrchu elektrody. Do kombinované celkové nejistoty
vliv ptedchoziho vzorku zapocitidvat nebudeme, protoZze se projevuje az pii takovych
matri¢nich rozdilech vzorkd, které se bézné nevyskytuji. Tento zdroj nejistoty by mohl zacit
hrat vyznamnou roli snad jen tehdy, kdyby byly stfidavé mezi sebou vySetfovany vzorky séra

a moce.

4.2.11 Nelinearita zavislosti odezvy na koncentraci

K ovéfeni deklarované linearity33 odezvy analytického systému potifebujeme sadu
roztokti (Tab. LIIT), které budou vzijemné izoosmolarni, o konstantnim pH, se stejnou
iontovou silou a stejnou matrici. Jedind odliSnost je koncentrace méfenych iontl. Byla
prométfena tato soustava roztokl o protichiidné vzrlstajicich moldrnich koncentracich

chloridu sodného a draselného (Tab. LIII).
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Tab. LIII: Koncentrace roztoku spocitané z navazek a stanovené koncentrace
v s + + R PRT: fo e e ’
(skute¢né koncentrace Na™ a K* odpovidaji koncentracim jejich soli)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
NaCl mmol/| 0 50,03 | 100,05 | 125,03 & 150,01 | 200,03 | 250,04
KCI mmol/l 249,89 | 199,76 | 149,63 | 124,76 | 99,88 | 49,94 0
Priméry naméienych hodnot
Na*" mmol/I 3,9 51 99,4 124,4 149,4 201 251,2
K" mmol/l 233,15 | 193,33 | 14541 | 124,08 | 100,46 | 51,38 0,26

Vychylka stanovenych hodnot od gravimetricky a volumetricky uréenych koncentraci
ma jednak ptvod ve vlivu iontové sily a dale v nelinearité méfeni. Iontova sila plisobi na
vSechny tyto roztoky stejné (je konstantni). Rozdil odchylek mezi jednotlivymi roztoky je

tedy pouze vliv nelinearity méfeni.

K otestovani linearity bylo pouzito nejprve Mandelova testu, ktery je obsaZen
vnorm&* ISO 8466-1. Podstatou testu je porovnani rezidualnich rozptyldi linearniho a
kvadratického modelu. Nulovéa hypotéza o platnosti linedrniho modelu se zamita, jestlize je

vypocteny kvantil Fisher-Snedecorova rozdéleni vétsi nez tabelovana kriticka hodnota Figi .
Pro sodné ionty: F = 2,03 a Fy;i;=5,59 (p=0,05), linearni model se piijima
Pro draselné ionty: F=93,3 a Fyi;=5,59 (p=0,05), linearni model se zamita

Provedeme dale test modelu v QC Expertu, kde se vyuzivd urCeni vyznamnosti
kvadratického ¢lenu matematického popisu modelu. Tentokrat je linearita zamitnuta u obou

iontu.

Pro sodny iont hrani¢i dolni mez intervalu spolehlivosti kvadratického ¢lenu tésné
s nulou (0,0001-0,0003). Pokud vSak odstranime prvni naméfenou hodnotu (nulova
koncentrace Na*), pak i test v QC Expertu doporuduje linearni model jako vhodny (interval
spolehlivosti kvadratického ¢lenu zahrnuje nulu, kvadraticky ¢len je tedy nevyznamny).
Bé7né se v klinické praxi setkavame s koncentracemi Na* v séru od 100 mmol/l vyse a vliv
nelinearity na neptfesnost méfeni koncentraci pod 50 mmol/l je z hlediska klinické praxe zcela

bezvyznamny.

Pro draselny iont je problém obraceny. Nesetkavame se s koncentracemi v séru nad 10

mmol/l a proto zkusime vynechat nejvys$$i méfenou koncentraci. Po jejim vynechani je
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kvadraticky ¢len nevyznamny. Pro koncentrace do 200 mmol/l K* tedy vychazi linearni

model jako vhodny.
Matematicky popis modell z vysledkt v§ech naméfenych dat:
Na™: y = 0,0002x% + 0,9409x + 3,6309
K" y=-0,0005x% + 1,0485x + 0,1645

Tyto vysledky vSak neberou v vahu rozsah bézné¢ méfenych dat a vyrobcem
nastavenou kalibra¢ni pfimku pro bézny rozsah meéfeni. Abychom piredesli ukvapenym
zavérim z bezmyslenkovité pouzitych matematickych operaci, musime probrat namétena data

i logickou tvahou.

Jiz z pouhého prohlédnuti naméfenych dat je patrna jen mald odchylka naméfenych
dat od vypoctenych z gravimetrickych podkladi pro sodné ionty. Pro koncentrace od 100
mmol/l Na* vyse, je odchylka naméfenych hodnot od vypoétenych mensi nez 1%. Z grafu
zavislosti vychylky méfeni na iontové sile (Obr. 9) dokonce vyplyva, ze je tato odchylka
zpusobena pouze vyssi iontovou silou. Samotny vliv nelinearity je u sodnych ionti z pohledu
realnych potfeb mediciny skutecné zanedbatelny v rozsahu vychylky cca desetiny az setiny

procenta méfené koncentrace.

Draselné ionty vykazuji podstatné vétsi miru nelinearity a pii vyssich koncentracich je
odchylka naméfenych hodnot od vypoctenych 6,70 % (pro ¢=249,89 mmol/l). Je v§ak nutno
dodat, 7e v krevnim séru se nevyskytuji hodnoty kalemie nad 10 mmol/l K*. Z naméfenych
dat je evidentni, ze pfimka kalibracni zavislosti je t€snd s kiivkou odezvy zejména pravé
v oblasti jednotek az desitek mmol/l K*. Pro oblast klinickych hodnot, tedy na useku 0-10
mmol/l K* se nelinearita projevuje vlivem odchyleni v ¥adu setin procenta méfené hodnoty.
Tak nizkou nelinearitu vSak nemiizeme testovat na pfistroji, ktery jiz primarné zaokrouhluje
vysledek na jednotky desetin mmol/l, které piedstavuji u bézné métenych koncentraci
ptiblizné 2-3% odchylku. Vzhledem k tomu, Ze nas zajima vliv nelinearity na méfeni realnych
vzorkll séra, pak nds nemusi znepokojovat nelinearita zjiSt€énd Mandelovym testem pro
koncentra¢ni rozsah 0-300 mmol/l. Pouze formaln¢ vsak miizeme prohlésit, ze se nepodarilo

potvrdit udaj od vyrobce®, deklarujici linearitu mé&feni v rozsahu 0-300 mmol/l K*.
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Chloridové ionty nelze v dostupnych podminkach otestovat na linearitu kalibraéni
zavislosti. T¢. totiz neni k dispozici sada roztokti o proménné koncentraci chloridii a soucasné
konstantni iontové sile a nepfitomnosti interferentd. Pro ucely této prace nezbyva, nez
diivéfovat Gdaji v pribalovém letaku (certifikatu®®) a spolehnout se na deklaraci linearity

v rozsahu 0-330 mmol/I.

Do celkové kombinované nejistoty stanoveni iontl nebudeme zapocditavat vliv

nelinearity kalibracni zavislosti, protoze je v méfenych rozsazich statisticky nevyznamny.

4.2.12 Chyba pipetovani, vykyv napéti v siti a dalsi celkové vlivy

Pti prohlédnuti sloupcového grafu (Obr. 3 v piiloze) stanovenych koncentraci iontl
vV podminkach opakovatelnosti zjistime, Ze n€které vychylky od priméru jsou u vSech iontd
shodnym smérem a dokonce podobného relativniho rozsahu a jiné nikoliv. Ackoliv neni
vsilach koncového wuZivatele analyzatoru kvantifikovat jednotlivé vlivy na tUrovni

izolovanych fyzikalnich pfi¢in, mizeme aspon vizualné v grafu upozornit na tento jev.

Vlivem nepravidelnosti v pipetovani vzorku ¢i fediciho roztoku dochdzi ke zcela
shodné procentudlni zméné koncentrace vSech méfenych iontd. K témuz dojde pfi zméné
napéti vsiti. I zde totiz jsou elektrody vystaveny stejnému vlivu. Naopak drobné
nehomogenity ve vzorku, jako jsou mikrokoagula, smitka, mikroskopické turbulence
v proudéni vzorku kolem elektrod a podobné, maji vliv natolik lokalni, ze nezasdhnou
prostorové ani ptisobenim svych fyzikalnich poli (magnetismus) do oblasti vice elektrod. Tam
se potom vychylka stanoveni projevi jen u jednoho, eventueln¢ dvou iontti. Vzhledem k tomu,
ze veskeré tyto jevy se vyskytuji najednou a nemizeme je izolované pozorovat, tak nelze
provést ani jejich spolehlivé statistické vyhodnoceni. Velmi obrazn€ bychom mohli nejistotu
méteni v podminkach opakovatelnosti oznacit za statistické pozadi nejistoty stanoveni iontt,

na které nasedaji ostatni slozky celkové nejistoty.
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4.3 Kombinovana nejistota stanoveni

Nasledky vsSech sledovatelnych vlivli na nejistotu stanoveni iontll lze matematicky
vyjadfit v podobé variacnich koeficientd nebo procentudlné vyjadiené vychylky (Bias %).
Dtivodem je fakt, ze rusivy vliv na ISE miZze bud’ snizovat stabilitu méfeni a tim zvySovat
rozptyl (potazmo varia¢ni koeficient), nebo muze pouze ménit miru interakce ISE s ionty a
tim posouvat naméfenou hodnotu k vy$Sim ¢i niz§im hodnotam. Procentualné vyjadrena
vychylka i smérodatnd odchylka jsou spolu s nejistotou priméru jiz pfimo pouzitelné jako
jednotlivé Cleny vypoctu kombinované nejistoty. Veskeré tyto vychylky musi byt prevedeny
na miru, kterd odpovida béznym vlivim, tj.: teplota £1°C, zmény slozeni matrice
odpovidajicim biologické variabilité (interferenty, iontova sila, pH), odpar vzorku za dobu,
kterd je u ¢ekani na stanoveni b&zna, nebo primérnd, vliv pamétového efektu sledovat po
realnych koncentra¢nich zménach mezi vzorky. Takto nastavené pokusy produkuji diléi

kombinované nejistoty vhodné k vypoctu celkové kombinované nejistoty podle vztahu:

Ucelk komb. — ’Z)r(lzl u)zi,komb. (19)

Kde Ucelkkomb je celkova kombinovanad nejistota a uykemn, jsou prispévky k nejistoté
méfeni jednotlivych ruSivych vliva, tak jak byly popsany a vypocteny v pfedchozich

kapitolach.

Do vypoctu nejsou zahrnuty nejistoty zptisobené témi vlivy, které se neprokazaly na
statisticky vyznamné Urovni a to ani v rozsahu plsobeni vétSim, neZ je bézny. Jsou to: :
Elektromagnetického zatfeni, staii ISE, pamétovy efekt, nelinearita kalibrace a chyba
pipetovani a vykyvu napéti (posledni dvé jsou totiz uz zahrnuty v opakovatelnosti). Ostatni

slozky celkové kombinované nejistoty (Tab. LIV) se zahrnou do vypoctu:

Obecny vypocet kombinované nejistoty:

— 2 2 2 2 2 2 2 2
Ucelk komb. = \/uopakov. + Ujcatip, + Ugdpar + Uteplota + Uondice T Uisila  Uacidobas. T Uinterf,

(20)
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Kde:

Uopakov. J€ zékladni nejistota pfi opakovani méfeni

Ukalib. je vliv kalibrace

Uodpar  J€ VIiv 0dparu

Uteplota  J€ VIiv teploty (jen CI')

Ukondice j€ VIiv kondice ISE (jen Na*a CI')

Uisiia  Je vliv iontové sily

Uacidobas. J€ V1iv acidobazickych vykyvi

Uinterf.  je vliv biologické variability interferentt (jen CI")

Pro jednotlivé ionty pak vztah vypusténim statisticky nevyznamnych polozek nabyva tvari:

— 2 2 2 2 2 2
UNa,celkkomb. = \/uNa,opakov. + UNa kalib. + uNa,odpar + UNa kondice + UNa isila + UNa,acidobas.

(21)

— 2 2 2 2 2
UK celkkomb. = \/uK,opakov. + Ug kalib. + uK,odpar + UK i sila + Uk acidobas. (22)

Uc],celk komb. =

— 2 2 2 2 2 2 2 2
- \/uCI,opakov. + uCl,kalib. + uCl,odpar + uCl,teplota + uCl,kondice + uCl,i.sﬂa + uCl,acidobas. + uCl,interf.

(23)

Tab. LIV: Vyznamné slozky nejistoty stanoveni iontl S uvedenim
svého ptispévku k nejistoté stanoveni
(relativni vychylky, nebo relativni sm.odchylky)

Na' (%) | K'(%) |CI (%)
Opakovatelnost | 0,46 0,90 0,72
Kalibrace 0,37 0,51 0,35
Odpar 0,47 0,47 0,47
Teplota Nevyzn. | Nevyzn. | 1,05
Kondice ISE 0,89 Nevyzn. | 2,27
Iontova sila 0,08 0,06 0,12
pH 0,58 0,31 0,36
Interference Nevyzn. | Nevyzn. | 0,41
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Celkova kombinovana nejistota stanoveni iontt:

Ucelk.komb.Na- 1,31 %

Ucelk.komb.K - 1,18 %

Ucelk.komb.Cl- 2,13%

Vypoctené hodnoty celkové kombinované nejistoty bychom v idedlnim ptipadé méli
srovnat s kombinovanou nejistotou vypoctenou z mnohasouborového reprodukovaného
meéfeni. Jak jiz vSak bylo napsano vyse, tak zejména systematickd vychylka je v ptipadé
pouhych ¢tyi kontrolnich vzorkli zatizend konstantnimi vlivy. Proto budeme celkovou
kombinovanou nejistotu srovnavat jen s hodnotami variacniho koeficientu, ¢ili S mirou
preciznosti dlouhodobého reprodukovaného meéteni dostupnych ctyf kontrolnich materiala

(Tab. VIl a Tab. X).

4.4 Paretova analyza

Pro praktické zhodnoceni a vyvozeni zavéru pro prakticka opatieni potiebujeme zjistit,
které vlivy maji nejvétsi vyznam a ma smysl se zabyvat jejich omezenim, ¢i eliminaci. Pro

kazdy iont sestaveny graf Paretovy analyzy ukazuje podil rusivych vlivl na jejich stanoveni.
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Paretova analyza rusivych vlivii na stanoveni sodnych ionti
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Obr. 11: Graf Paretovy analyzy vyznamnosti sloZek nejistoty stanoveni sodnych iontt
Paretova analyza ruSivych vlivii na stanoveni draselnych iontu
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Obr. 12: Graf Paretovy analyzy vyznamnosti sloZek nejistoty stanoveni draselnych iontt
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Paretova analyza ruSivych vlivii na stanoveni chloridovych ionti
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Obr. 13: Graf Paretovy analyzy vyznamnosti slozek nejistoty stanoveni chloridovych iontl

Z graft Paretovy analyzy (Obr. 11, Obr. 12, Obr. 13) je patrné, Ze jednotlivé elektrody

Vv senzoru rozhodné nemayji stejné vlastnosti.

4.5 Rozbor vysledkii Paretovy analyzy a celkové kombinované nejistoty

Na vysledcich vypoctu celkovych kombinovanych nejistot je patrné, ze pro sodné a
chloridové ionty se podafilo poskladanim vSech zndmych sloZzek nejistoty méfeni ziskat
celkovou kombinovanou nejistotu podobného ¢iselného rozméru, jako je velikost variaéniho
koeficientu preciznosti reprodukovaného méteni. Viditelné je to zejména pii srovnani
s méfenimi méné pocetnych sérii (30 méfeni v kazdé sérii) na kontrolnich roztocich Biorad 1
a 2, které jsou rozméry statistickych souborti srovnatelné se soubory pro rozbor vlivii na
nejistotu stanoveni. Pro draselné ionty vSak dostdvame hodnotu celkové kombinované
nejistoty mensi, nez odpovida predpokladu odvozenému z preciznosti reprodukovanych dat.
Vysvétlenim je nizkd koncentrace draselnych iontl ve vySetfovanych vzorcich a tim i méteni

ve velmi uzkém rozsahu koncentraci a navic se zaokrouhlovanim na jedno desetinné misto
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(nelze zménit, je dano vyrobcem analyzatoru). Nejmensi cifra, na kterou analyzator
zaokrouhluje vysledky, tvofi ve vysledcich stanoveni draselnych iontd 2,5%, zatimco u
chloridii jen 1% a u sodnych ionti dokonce jen 0,7%. Neptijemnym disledkem je ztrata dat,
ktera se pohybuji svym vyznamem pod témito procentudlnimi vyznamy. Pfi vypoctech
nejistot se tedy pro draselné ionty ¢ast dat ztratila jiz v softwarovém nastaveni analyzétoru.
Jako dominantni slozka nejistoty stanoveni draselnych iontl nam proto vyplynul zakladni
rozptyl hodnot dany ndhodnymi vlivy na pozadi veSkerych ostatnich (znamych) vlivi. I ptes
toto pesimistické zjisSténi mame k dispozici nahled na ty slozky nejistoty, které se projevily

vyrazné.

45.1 Chloridova iontové selektivni elektroda

Opravnénost postesku nad nestabilitou chloridové ISE v literatute? je potvrzena i
vysledkem rozboru slozek nejistoty. Viditelné je to uz na rozméru nejistoty stanoveni
chloridii vlivem kondice ISE a vlivu teplotnich vykyvl (prvni dva sloupecky v Paretove
grafu). Pokud bychom z grafu Paretovy analyzy odstranili nejistotu pii podminkach
opakovatelnosti, kterou nemiizeme v bézném provoze ovlivnit, dostaneme do 80% vlivu i vliv
interferentd ve vzorku a vliv pH. Z té€chto vSech vlivii nemiizeme ovlivnit biologickou
variabilitu interferentd a acidobazickych poméri V krevnim séru populace. Vysledky
jednoznacné ukazuji, ze pro zvyseni kvality métfeni chloridd na pfistroji Dimension RxL je

tteba dodrzet nasledujici pokyny:

1) Pied zapocetim vlastni série mefeni zméfit 2-3 nepotiebné vzorky s podobnou
matrici, jako maji nasledujici vySetfované vzorky

2) Analyzator by mél stat v klimatizované mistnosti bez vykyvi teplot.

3) Omezit prepipetovavani vzorkl, pfipravu alikvotli a vyvarovat se méfeni malych
objemil vzorki ve velkych sériich. Pfistroj neumoziuje vySetfeni séra v uzavieném
odbérovém systému pies membranu, takze je tfeba aspon provadét meétfeni po
jednom, maximalné¢ dvou blocich (blok ma 10 zkumavek) v pivodnim odebraném

mnozstvi vzorku.
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4.5.2 Sodikova iontové selektivni elektroda

Sodikova ISE vykazuje ponékud vétsi stabilitu méfeni, neZz elektroda chloridova.
Kazdopadné¢ vliv kondice ISE je i zde na prvnim misté mezi vlivy na nejistotu méteni. Hned

za vlivem pH vzorku, které ovlivnit nemiizeme, stoji vliv odparu pii tvorbé alikvota.

Pro zvySeni kvality méfeni sodnych iontl na pfistroji Dimension RxL je tieba dodrzet

nasledujici pokyny:

1) Pied zapocCetim vlastni série méfeni zméfit 2-3 nepotiebné vzorky s podobnou
matrici, jako maji nasledujici vysetfované vzorky
2) Omezit prepipetovavani vzorkd, piipravu alikvoti a vyvarovat se méfeni malych

objemt vzorki ve velkych sériich.

4.5.3 Draslikova iontové selektivni elektroda

Vlivem zaokrouhleni jiz vstupnich dat vydanych analyzatorem zanikl ve vypoctech
vyznam ovlivnitelnych ruSivych vlivli na nejistotu stanoveni draselnych iont v krevnim séru.
V grafu Paretovy analyzy stoji na prvnich dvou mistech zékladni nejistota pfi opakovani
meteni a vliv kalibrace, kterd je ovlivnitelnd obsluhou jen ¢aste¢né€. Za vyznamny dil nejistoty

stanoveni draselnych iontli je mozno povazovat jesté vliv odparu vzorku pti tvorbé alikvott.

Pro zvySeni kvality méfeni sodnych iontil na ptistroji Dimension RxL je tfeba dodrZet

nasledujici pokyny:

1) Kalibraci provadét pokud mozno po zméteni nékolika vzorkd, aby kalibrace nebyla
ovlivnéna zménou kondice ISE.
2) Omezit piepipetovavani vzorkd, piipravu alikvotll a vyvarovat se méfeni malych

objemt vzorki ve velkych sériich.
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4.5.4 Celkova zhodnoceni a doporuceni

Z vysledku statistického zpracovani dat vyplyva, ze personal by se mél zaméfit zejména
na fakt, ze prvni hodnoty méfeni maji vétsi chybu stanoveni, neZ méfeni nasledujici, dale by
nemél prodluzovat dobu prace s otevienym vzorkem a uz viubec ne pokud jde o alikvot
s malym objemem pod 500 pl. Vedeni laboratofe by mélo zajistit stabilitu teploty prostredi,

ve kterém se méii. Laboratof by tedy méla byt klimatizovana.

Paradoxné se nepotvrdily v§eobecné predpokladané ptedstavy o rusivém vlivu pouzivani
mobilnich telefonll v blizkosti analyzatoru. Maly vliv na méfeni maji 1 pamétovy efekt ISE a
stafi ISE. VIiv interferentt je patrny jen u chloridové ISE. Nelinearita kalibra¢ni zavislosti je

Z hlediska pozadavku klinické praxe nevyznamna (pro chloridy nebylo ovéteno).

Vyznamnymi slozkami nejistoty stanoveni iontl jsou i vlivy, které obsluha analyzatoru
ovlivnit nemutze. Jsou to vlivy technickych nepravidelnosti pii manipulaci analyzatoru se

vzorkem a biologické variability pH a iontové sily.

Zakladni nejistota méfeni v sérii opakovanych vzorkd nese znamky zatéZe nejistotou
objemu pipetovani a pravdépodobné i vlivu nehomogentit ve vzorku v dobé&, kdy prochazi
senzorem. Zaméieni na zpiesnéni mechaniky pipetovacich jehel a pump ¢i stiikacek s
pfipadnym zdokonalenim systému filtri lze doporucit vyrobci na zdkladé zjiSténych

statistickych charakteristik nejistoty neruSeného opakovaného méteni.

Jak jiz bylo feCeno, vliv pH na iontové¢ selektivni elektrodu je spiSe projevem ovlivnéné
iontové sily pfi uvolnéni ¢i navazani iont na albumin. Samotna zména kyselych vodikovych
iontll a hydroxylovych aniontli je koncentraéné nepatrnd a nemiiZe se projevit na signalu
elektrod. Pti secteni statistické vahy vlivu pH a iontové sily na nejistotu méteni zjisStujeme, ze
je podil tohoto spojeného vlivu znaény. Je vyzvou pro vyrobce analytického systému upravit

fedéni vzorku pted analyzou tak, aby byl vliv iontové sily dokonaleji eliminovan.
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5 ZAVER

Hlavni naplni této prace byla identifikace a rozbor jednotlivych slozek nejistoty, jejich
kvantifikace a nasledné vypracovani praktickych doporuceni pro obsluhujici personal. Prace
byla provadéna na biochemickém analyzatoru Dimension RxL. K méfeni byly pouzity uméle
pfipravené roztoky, zakoupené kontrolni materidly a lidské smésné i individualni krevni

sérum.

Pokusy byly nastaveny tak, aby se v métenych sériich projevil selektivné vzdy jen jeden
sledovany rusivy vliv na nejistotu stanoveni iontli. Namétfena data byla po té statisticky

zpracovana. Kone¢né vysledky byly graficky znazornény pomoci Paretovy analyzy.

Vypocet celkové kombinované nejistoty pro kazdy iont a porovnani velikosti této
nejistoty s nejistotami  zjiSténymi pii  reprodukovaném meéfeni umoznuje kontrolu
davéryhodnosti vysledki prace. Za dostateéné informacné vytézné se daji povazovat vysledky
rozboru a kvantifikace slozek nejistoty stanoveni sodnych a chloridovych iontd. Naopak
statistické zpracovani dat pro draselné ionty vykazuje zna¢né rezervy a pro zvyseni vypoveédni
hodnoty dat by bylo nutno méfit podobné koncipované experimenty na podstatné

rozsahlejSich souborech vzorkd.

Vysledky statistického zpracovani nameétfenych dat byly pouzity pro vypracovani

pracovnich doporuceni pro personal obsluhujici biochemicky analyzator Dimension RxL.

Za nejdulezitéjsi opatieni lze povazovat nutnost zahdjeni vlastni série méfeni az po
nékolika méfenich podobnych vzorkd, jejichz vysledky nepotfebujeme, vybaveni laboratote
klimatizaci a minimalizace manipulace se vzorkem, nerozlévani do alikvotd a po otevieni

zkumavky urychlené provadét méteni.

Vyzvou pro vyrobce analytickych systému je zaméteni na robustnost méfeni ve vztahu
k iontové sile matriéniho roztoku vzorkid. Rovné€Z mechanika analyzatoru s projevy

nepravidelnosti pipetovani eventuelné oSetfeni homogenity vzorku si zaslouZi pozornost.

Celkové¢ lze konstatovat, Ze byly splnény vytycené cile této prace. Podatilo se rozebrat a
kvantifikovat slozky nejistoty a na zékladé toho vypracovat pracovni opatfeni v podobé

doporuceni pro obsluzny personal.
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Obr. 1 (prvni polovina): Vysledky externi kontroly kvality s grafickym
mezilaboratornim porovnanim (duben 2009), ¢ast grafii je na nadledujici strané
Stiedni vodorovna linie piedstavuje deklarovanou hodnotu koncentrace refer.materialu
Vrchni a dolni linie pfedstavuji toleranéni limit
Jednotlivé usecky jsou odhady $itky nejistoty méteni jednotlivych laboratoti

Ve stifedech tsecek jsou vlastni stanovené hodnoty (v papirové verzi zvyraznény teckou)
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Obr. 1 (druha polovina): Vysledky externi kontroly kvality s grafickym mezilaboratornim
porovnanim (duben 2009), ¢ast grafli je na pfedchozi strané
Stfedni vodorovna linie predstavuje deklarovanou hodnotu koncentrace refer.materialu
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Tab. 1V: Zakladni Westgardova pravidla

Sym_bol Popis a funkce pravidla

pravidla

1x3s Série mefeni je zamitnuta, byl 1i vysledek kontrolniho méfeni odlisny od
deklarované hodnoty o nejméné tii smérodatné odchylky.

1x2s Je-li odchylka namétfené koncentrace kontrolniho materidlu od
deklarované hodnoty nad dvé smérodatné odchylky, ale méné nez o tfi,
pak je nutno provést hlubsi kontrolu, rekalibraci atd. Neni vSak nutno jesté
zamitat namétenou sérii.

2X2s Namétend série méfeni je odmitnuta, byla-li kontrolni hodnota odchylena
dvakrat po sob¢ o vice nez dvé smérodatné odchylky v jednom sméru.

R4s Naméfena série je odmitnuta, dosSlo-li ke zméné€ o vice nez Ctyfi

smérodatné odchylky proti pfedchozimu kontrolnimu méteni. Naptiklad
byla li prvni kontrolni hodnota o dvé a pul smérodatné odchylky pod
deklarovanou hodnotou a druha kontrolni hodnota jednu a ptl smérodatné
odchylky nad deklarovanou hodnotou, pak je jejich vzajemna poloha
vzdélena o Ctyfi smerodatné odchylky a série méfeni musi byt odmitnuta.
4x1s Série mefeni je odmitnuta, jestlize je Ctyfikrat po sobé odchylka od
deklarované hodnoty nad jednu smérodatnou odchylku a to vzdy na
stejnou stranu.

10x Série méfeni je odmitnuta, je-li vysledek kontrolniho méteni desetkrat
vychylen jen na jednu stranu od deklarované hodnoty.

8x Série méfeni je odmitnuta, je-li vysledek kontrolniho méfeni osmkrat
vychylen jen na jednu stranu od deklarované hodnoty.

12 Série méfeni je odmitnuta, je-li vysledek kontrolniho méfeni dvanactkrat

vychylen jen na jednu stranu od deklarované hodnoty.

Tab.V: Dalsi Westgardova pravidla

Kromé vyse popsanych pravidel se uzivaji 1 dalsi pravidla. Ty vyuZivaji spiSe obory klinické
hematologie, imunologie a dalSich obori, kde je statistické hodnoceni vysledki ponékud
odlisné nez v klasické chemické (byt’ klinické) analyze.

Symbol
pravidla

Popis a funkce pravidla

223 2s | série méfeni je odmitnuta, byly-li dvé ze tii po sob€ jdoucich kontrolnich méteni
odchyleny od deklarované hodnoty o vice nez dvé smérodatné odchylky

4x1s Série meteni je odmitnuta, jestlize je ¢tyfikrat po sobé odchylka od deklarované
hodnoty nad jednu smérodatnou odchylku a to vzdy na stejnou stranu.

6x Série méfeni je odmitnuta, je-li vysledek kontrolniho méteni Sestkrat vychylen
jen na jednu stranu od deklarované hodnoty.

9x Série méfeni je odmitnuta, je-li vysledek kontrolniho méteni devétkrat vychylen
jen na jednu stranu od deklarované hodnoty.

T Série méfeni je odmitnuta, jestlize je v kontrolnich hodnotach setrvaly trend po

dobu aspon sedmi kontrolnich méfeni.
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Tab. VI: Vstupni data pro vypocet nejistoty vazeni a volumetrickych operaci

Opakované navazky | Hmotnosti opakované
pokusného objektu [g] dopInéné odmérky
[g=ml]
16,2252 156,4762
16,2251 156,4965
16,2251 156,3884
16,2251 156,3263
16,2252 156,4675
16,2251 156,3119
16,2252 156,4935
16,2251 156,4240
16,2252 156,4619
16,2251 156,5284
16,2251 156,3771
16,2251 156,4173
16,2252 156,3210
16,2252 156,3295
16,2252 156,4082
Smérodatna odchylka | Smérodatna odchylka
0.0000516 0,071357

101



Tab. VIII: Vysledky kazdodennich vnitinich kontrol za obdobi kvéten-zaii 2009 na
kontrolnich materialech Monitrol 1 a Monitrol 2 (v hlavi¢ce jsou deklarované koncentrace)

Na Na K K Cl Cl
128 mmol/l | 145 mmol/l | 5,55 mmol/l | 4,76 mmol/l | 106 mmol/l | 91 mmol/I

126 | 130 | 151 | 145 |} 53 | 53 |49 | 48 J103| 102 |90 | &9

130 | 128 | 147 | 145 | 54 | 51 |4,7| 48 J103| 102 |89 | &9

129 | 131 | 147 | 143 )} 54 | 53 |48 | 49 |104| 103 87| 92

126 | 129 | 146 | 143 | 52 | 53 |4,7| 4,7 100 101 |87| 91

126 | 127 | 146 | 144 |} 53 | 53 |48 | 4,7 |102] 101 ]J90| 89

126 | 126 | 144 | 146 | 53 | 53 |49 | 48 |102] 103 |89| 89

128 | 126 | 144 | 143 | 54 | 52 |48 S) 101| 105 |92| 88

128 | 126 | 143 | 148 | 54 | 54 |46 | 48 |102] 104 ]J90| 92

128 | 127 | 144 | 147 | 53 | 54 |4, 7| 4,7 |103| 104 |89 | 88

127 | 126 | 143 | 147 | 53 | 53 |46 | 48 100/ 102 |89| 90

127 | 126 | 145 | 145 |} 53 | 53 |48 | 4,7 |102| 104 ]J90| 88

128 | 125 | 148 | 144 | 54 | 51 |4,7| 44 104 102 |90| &9

128 | 128 | 144 | 148 |} 51 | 53 |48 | 4,7 |102] 102 ]}89| 90

126 | 126 | 142 | 147 |} 53 | 52 |51 | 48 |102] 102 }89| 90

125 | 126 | 146 | 146 | 52 | 53 |48 | 4,7 102 102 |91| &9

127 | 127 | 143 | 145 | 52 | 57 |4,7| 4,7 102 102 |88| 91

127 | 128 | 145 | 146 | 53 | 52 |45 | 4,7 104 102 |88| 91

128 | 127 | 144 | 148 | 53 | 54 |4, 7| 46 104 101 |90| &9

127 | 124 | 143 | 146 | 52 | 54 |48 | 46 |104| 102 89| 87

127 | 125 | 142 | 147 | 52 | 56 |46 | 4,7 104 103 |88| 90

128 | 132 | 143 | 145 )} 54 | 53 |46 | 4,7 |104] 103 J90| 92

127 | 135 | 143 | 144 )} 54 | 54 |48 | 4,7 |102] 101 89| 95

125 | 126 | 142 | 147 | 55| 53 |46 | 4,7 |101| 102 |89 | &9

127 | 129 | 144 | 145 )} 54 | 53 | 47| 46 |J101] 101 J90| 91

125 | 128 | 144 | 144 | 53 | 53 |49 | 46 104 102 |88| 91

126 | 127 | 143 | 142 | 52 | 52 |48 | 48 |101| 102 |88| 92

125 | 125 | 146 | 142 } 54 | 54 |46 | 4,7 |108] 100 J89| 89

124 | 127 | 145 | 146 | 52 | 53 |4,7| 4,7 |103| 103 |90 | 82

126 | 128 | 145 | 144 |} 52 | 54 | 4,7 | 46 |104| 102 89| 89

127 | 128 | 145 | 146 | 51 | 53 |48 | 4,7 |103] 103 89| 89

125 | 128 | 145 | 145 | 53 | 53 |49 | 46 102 103 |88| &9

124 | 129 | 144 | 141 )} 54 | 53 |48 | 4,7 |101] 100 88| 90

130 - 145 - 5,3 - 4,8 - 103 - 90 -
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Tab. IX: Vysledky kazdodennich vnitinich kontrol za obdobi leden — biezen 2010 na
kontrolnich materidlech Biorad 1 a Biorad 2 (v hlavi¢ce jsou deklarované koncentrace)

Na K Cl
111 138 2,08 4,05 73,4 96,8
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/I
110 137 2,1 4 72 94
110 137 2 4 71 95
108 137 1,9 3,9 70 96
112 134 2 3,8 71 92
106 136 2,1 4 72 94
110 136 2,1 3,8 72 94
109 136 2 4 72 95
109 134 2,1 3,9 72 92
109 134 2,1 4 76 92
109 131 2,3 3,9 72 91
109 131 2,1 3,8 72 91
109 126 2,1 3,7 73 87
109 133 2,1 3,9 72 89
110 131 2,2 3,9 71 92
109 133 2,1 3,9 71 90
109 132 2,1 3,9 73 90
110 132 2,1 3,9 74 96
112 136 2,2 4 72 93
110 136 2,1 4 72 94
109 137 2,1 3,9 76 94
109 136 2,2 3,9 76 89
109 133 2,2 3,8 72 96
110 137 2,1 4 72 98
109 128 2,3 3,8 76 94
109 135 2,1 3,7 76 94
109 136 2,1 3,8 73 98
109 139 2,1 3,8 73 96
108 136 2,1 3,9 73 94
110 136 2,1 4 72 93
109 135 2,2 3,9 76 92
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Tab. Xl: Vysledky méfeni tii nezavislych sérii dvacetkrat opakovanych stanoveni iontd

Vv Ringerov¢ roztoku

Na* K* Cr Na* K* Ccr Na* K" Ccr
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/I
152 4 138 153 4,2 143 157 4,2 146
154 4,1 139 151 4,1 143 157 4,2 147
153 4,1 144 152 4,1 144 157 4,2 147
152 4,1 142 152 4,1 143 155 4,1 145
153 4,1 143 152 4,1 143 156 4,1 146
153 4,1 143 151 4,1 143 156 4,2 146
153 4,1 144 151 4,1 143 157 4,2 148
153 4,1 142 152 4,1 143 156 4,2 146
153 4,1 143 152 4,1 143 156 4,2 146
153 4,1 143 152 4,1 145 157 4,2 147
154 4,2 140 153 4,2 143 157 4,2 146
152 4,1 145 151 4,1 143 158 4,2 148
154 4,2 143 152 4,1 145 156 4,2 147
153 4,1 143 151 4,1 144 156 4,2 146
152 4,1 142 152 4,1 144 157 4,2 147
152 4,1 143 151 4,1 141 156 4,2 146
153 4,1 143 152 4,1 143 156 4,2 146
152 4,1 142 152 4,1 144 156 4,2 146
153 4,1 143 153 4,2 144 155 4,1 144
153 4,1 143 153 4,2 145 157 4,2 145
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Sodné ionty
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Obr. 3: Sloupcové grafy opakovanych stanoveni iontti [mmol/I] v Ringeroveé roztoku

Sloupce nad sebou se stejnym potadovym cislem patii stanoveni z jedné vzorkovnicky
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Tab. XVI.: Vysledky stanoveni iontti v Ringerové roztoku po kalibracich

Na* K* Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/l
Kalibrace 1

152 4,1 142
151 4,1 144
151 4,1 144
151 4,1 144
151 4,1 144
Kalibrace 2
153 4,2 142
152 4,1 144
152 4,1 144
152 4,1 144
151 4,1 143
Kalibrace 3
154 4,2 142
150 4,1 143
151 4,1 143
150 4,1 143
152 4,1 144
Kalibrace 4
152 4,1 141
153 4,2 145
153 4,1 144
151 4,1 143
152 4,1 143
Kalibrace 5
153 4,2 142
153 4,2 146
152 4,1 146
152 4,1 145
152 4,1 143
Kalibrace 6
153 4,2 141
153 4,2 145
152 4,1 144
152 4,1 144
153 4,2 145

106



Vliv odparu vzorku na koncentraci - sodik
(0,5ml ve vzorkovnici)
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Obr. 4: Graf zkoncentrovani vzorku vlivem odparu, vzorkovnicka s otvorem ve vicku, objem

vzorku 0,5 ml, teplota 26,5°C, vlhkost vzduchu 36%

Vliv odparu vzorku na koncentraci - sodik
(0,2ml ve vzorkovnici)
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Obr. 5: Graf zkoncentrovani vzorku vlivem odparu pfi riizné teploté, objem vzorku 0,2 ml
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Tab. XVIII: Vysledky méfeni opakovanych stanoveni v Ringerové roztoku v klidu a pfi
ruseni elektromagnetickym zéafenim se zdrojem v opakované vyzvangjicim mobilnim telefonu
,»Siemens C55°

Klidové méreni RusSené méreni
Na* K* Ccl Na* K* Ccl
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/I
152 4 138 153 41 140

154 4,1 139 155 4,1 144
153 4,1 144 156 4,2 145
152 4,1 142 152 4,1 143
153 4,1 143 153 4,1 142
153 4,1 143 154 4,1 143
153 4,1 144 152 4,1 142
153 4,1 142 152 4,1 143
153 4,1 143 153 4,1 143
153 4,1 143 154 4,1 143
154 4,2 140 153 4,1 142
152 4,1 145 152 4,1 143
154 4,2 143 153 4,1 144
153 4,1 143 153 4,1 143
152 4,1 142 155 4,2 145
152 4,1 143 154 4,1 144
153 4,1 143 153 4,2 145
152 4,1 142 153 4,1 143
153 4,1 143 154 4,2 144
153 4,1 143 154 4,1 144
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Tab. XXI: Vysledky stanoveni iontd v Ringerové roztoku v pribéhu teplotni zmény na

senzoru
Na* K" Cr Teplota Na* K* Cr
Teplota °C | mmol/l | mmol/l | mmol/I °C mmol/l | mmol/l | mmol/l

19,2 155 4,2 136 24,0 157 4,1 140
20,2 156 4,1 140 26,7 158 4,3 143
20,2 155 4,1 137 26,7 157 4,2 143
20,4 157 4,2 140 27,0 158 4,3 144
20,4 156 4,1 138 27,0 156 4,2 142
20,4 156 4,1 139 28,5 158 4,2 144
20,4 155 4,1 138 28,5 157 4,1 146
20,6 156 4,1 139 28,6 159 4,3 146
20,6 156 4,1 138 28,6 156 4,2 146
20,6 157 4,1 139 29,5 157 4,2 146
20,6 156 4,1 141 29,5 157 4,2 147
20,5 156 4,1 138 29,6 157 4,2 147
20,5 155 4,1 138 29,6 155 4,1 145
20,5 155 4,1 137 29,6 156 4,1 146
20,6 156 4,1 140 29,6 156 4,2 146
20,6 156 4,1 139 29,9 157 4,2 148
20,7 157 4,2 141 29,9 156 4,2 146
20,7 156 4,1 139 30,0 156 4,2 146
20,0 157 4,2 140 30,0 157 4,2 147
20,0 155 4,1 138 30,0 157 4,2 146
21,0 158 4,2 142 30,0 157 4,2 148
21,0 156 4,1 139 30,2 156 4,2 147
22,2 157 4,1 140 30,2 156 4,2 146
22,2 157 4,1 139 30,2 157 4,2 147
23,0 157 4,1 139 30,2 156 4,2 146
23,0 154 4,1 139 30,2 156 4,2 146
23,5 157 4,1 139 30,2 156 4,2 146
23,5 156 4,1 140 30,2 155 4,1 144
24,0 157 4,1 139 30,2 157 4,2 145
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Tab. XXI1V: Vysledky sledovani vlivu kondice ISE na vychyleni prvnich naméfenych hodnot

sodnych iontii v riznych roztocich

Série 1 | Série 2 | Série 3 | Série4 | Série 5 | Série 6

mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/Il
1 152 136 157 164 150 143
2 154 138 157 166 151 143
3 153 137 158 165 150 144
4 152 138 158 164 151 144
5 153 137 158 165 152 145
6 153 138 158 166 151 145
7 153 139 159 166 153 145

Tab. XXV: Vysledky sledovani vlivu kondice ISE na vychyleni prvnich namétenych hodnot
draselnych iontii v riiznych roztocich (série 3 a 6 bez obsahu K* nezapo¢itavany).

Série 1 | Série 2 | Série 3 | Série 4 | Série 5 | Série 6
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l
1 4 4.4 0,4 51 4,1 0,2
2 4,1 4,5 0,3 52 4,1 0,2
3 4,1 4.4 0,3 51 4,1 0,2
4 4,1 4.4 0,2 51 4,1 0,2
5 4,1 4,4 0,2 51 4,1 0,2
6 4,1 45 0,2 51 4,1 0,2
7 4,1 4,5 0,2 5,2 4,1 0,2

Tab. XXVI: Vysledky sledovani vlivu kondice ISE na vychyleni prvnich naméfenych hodnot
chloridovych iontl v riznych roztocich

Série 1 | Série 2 | Série 3 | Série 4 | Série 5 | Série 6

mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/I
1 138 101 138 151 139 122
2 139 102 140 156 141 126
3 144 101 142 154 141 126
4 142 101 141 153 142 125
5 143 101 143 154 142 126
6 143 101 142 154 142 126
7 144 102 143 154 142 126
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Tab. XXVIII: Vysledky stanoveni sérii méfeni na starém a novém senzoru

Stary senzor Novy senzor
Na* K* Cr Na* K* Ccr
mmol/l | mmol/l | mmol/Il mmol/l | mmol/l | mmol/I
157 4,2 146 150 4,1 139
157 4,2 147 151 4,1 141
157 4,2 147 150 4,1 141
155 4,1 145 151 4,1 142
156 4,1 146 152 4,1 142
156 4,2 146 151 4,1 142
157 4,2 148 153 4,1 142
156 4,2 146 151 4,1 141
156 4,2 146 152 4,1 141
157 4,2 147 152 4,1 142
157 4,2 146 152 4,1 140
158 4,2 148 150 4 140
156 4,2 147 151 4,1 142
156 4,2 146 151 4,1 142
157 4,2 147 151 4,1 141
156 4,2 146 152 4,1 141
156 4,2 146 153 4,1 142
156 4,2 146 152 4,1 142
155 4,1 144 151 4,1 140
157 4,2 145 153 4,1 142
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Tab. XXXII: Vysledky stanoveni iontd ve Skale nafedénych vzork Ringerova roztoku

Na"
vypocteno | stanoveno
redéni mmol/I mmol/I
Netedéno 147 153,33
5:1 122,5 129,67
5:2 105 111,67
2:1 98 106,00
1:1 73,5 80,83
K+
vypoéteno stanoveno
fedéni | mmol/l mmol/I
Netedéno 4 417
5:1 3,33 3,5
5:2 2,86 2,98
2:1 2,67 2,78
1:1 2 2,1
Cl
vypocteno | stanoveno
redéni mmol/I mmol/I
Neredeéno 155,5 142,67
5:1 129,58 118,67
5:2 111,07 99,67
2:1 103,67 92
1:1 77,75 66,5
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Tab. XXXIV: Vysledky stanoveni iontt v roztoku o konstantni koncentraci méfenych ionta
Na'=140,1275, K'=4,4507, CI'=144,5782 a proménlivé koncentraci MgSO4 uréeného
k nastaveni $kaly iontové sily

MgSO, | Na’ K* Cr
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l
145 4,1 133
144 4,1 133
145 4,1 135
145 4,1 133
0 145 4,1 135

145 4,1 145
145 4,1 146

143 4 145
144 4,1 146
19,9713 143 4 146
143 4,1 160
141 4 158
140 4 158
143 4 161
39,9426 143 4,1 161
140 4 168
141 4 169
140 4 169
139 3,9 168
59,9139 141 4 170

138 3,9 183
138 3,9 176
138 3,9 175
138 3,9 176
79,8852 138 3,9 176
138 3,9 183
138 3,9 183
138 3,9 184
138 3,9 183
99,8565 | 137 3,9 183
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Tab. XXXIX: Vysledky stanoveni ionti v roztocich o konstantni koncentraci chloridu
sodného (konstantni koncentraci sodného iontu) a proménlivé koncentraci chloridu draselného

Navazka Vypoctena koncentrace Stanovena koncentrace
NaCl KCI Na* K" Cr Na* K* Cr
g/100 ml | g/100 ml | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l
0,7464 0,0000 127,6989|0,0000 |[127,6989]1132,25 0,23 113,50
0,7519 0,0791 128,639910,61033 | 139,2502]132,00 10,73 124,75
0,7624 0,3809 130,4363|51,09323 | 181,5295]1132,00 |52,00 169,50
0,7516 0,7480 128,5885|100,3353 | 228,9239] 128,25 |100,05 |217,50
0,7575 1,1245 129,5979]150,8384 | 280,4363| 127,75 |148,05 |273,75
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Tab. XLVIII: Vysledky stanoveni iontt ve stéidajicich se kratkych sériich vzorkti Ringerova
roztoku a individudlniho lidského krevniho séra

Na K Cl
Vzorek | mmol/l | mmol/l | mmol/l
152 4,1 143
152 4,1 144
151 4,1 144
Ringer 152 4,1 144
141 55 105
142 55 106
142 55 106
Serum 142 55 106
154 4,2 142
152 4,2 145
152 4,2 145
Ringer 152 4,2 144
142 55 105
142 55 106
143 5,6 107
Serum 142 55 107
153 4,2 144
152 4,2 144
153 4,2 145
Ringer 152 4,1 144
143 5,6 106
143 5,6 107
143 5,6 107
Serum 144 5,6 108
154 4,2 143
153 4,2 146
153 4,2 145
Ringer 153 4,2 145

0 0 0

130 5 96

0 0 0

Serum 121 4,7 89

153 4,2 144
150 4,1 145
153 4,2 145
Ringer 152 4,1 146

Posledni série se sérem neni hodnocena pro chybu stanoveni zptisobenou nedostatkem vzorku
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