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Ovéreni (verifikace) referencnich mezi zakladnich biochemickych

vySetieni

Abstrakt

Tématem mé bakalaiské prace je prakticka aplikace postupu, kterym se dle doporucené
odborné literatury ovétuji (verifikuji) v klinické praxi pouzivané referencni meze/
intervaly (RI) uvadéné vyrobcem ¢i jinou déarcovskou laboratofi. Cilem verifikacniho
postupu je zjistit, ze RI stanoveny jinde ¢i pievzaty z vyzkumu, je v praxi konkrétni
zdravotnické laboratofe pouzitelny, a to se smysluplnou spolehlivosti a s pouzitim
relativné malého poctu referen¢nich individui (n = 20). K ovéfovani bylo pouzito dat
celkem 20 rutinnich Kklinicko-biochemickych metod. Z této prace vyplyva, ze vybér
referencnich jedinct je lepsi provadét pomoci smysluplnych diagnostickych celk a
zatazovat do vybéru pro konkrétni referen¢ni mez pouze jedince, u nichz byly v pfipadé

diagnosticky sdruzenych analytti a priori dosazeny fyziologické hodnoty.

Klicova slova
Referenc¢ni distribuce; referencni jedinec; referen¢ni hodnota; referencni mez/interval,

referencni populace; referencni vybér.



Verification of the reference limits of basic biochemical examinations

Abstract

The topic of my bachelor thesis is the practical application of the verification procedure
according to the recommended professional literature as to verify the reference limits /
intervals (RI) reported by a manufacturer or other donor laboratory. The purpose of the
verification procedure is that RI found out elsewhere or taken from research is
transferable to a particular medical lab, with meaningful reliability by examining a
relatively small number of reference individuals (n = 20). Data from 20 routine clinical-
biochemical methods were used in this verification process. This work suggests, that
selecting reference individuals, is better performed with meaningful diagnostic units,
and that only those individuals who have previously had physiological values in the
case of diagnostically complex analytes would to be included in the selection for a

specific reference.

Key words
Reference distribution; Reference individual; Reference value; Reference limit /

interval; Reference population; Reference sample group.
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1 Uvod

Referencni hodnoty jsou nedilnou soucasti vysledkového listu laboratorniho vysSetieni a
slouzi k porovnani se ziskanymi hodnotami pacienta. Ovéfeni referennich mezi
stanovovanych metod uklada laboratofi za povinnost norma CSN EN ISO 15189
V plném znéni, pokud laboratof zméni postup laboratorniho vysetifeni nebo postup pied
vysetienim. Cilem této prace je ovefeni dosud interpretovanych referencnich mezi
zakladnich biochemickych vySetfeni oddélenim Klinické biochemie a hematologie
v Nemocnici Prachatice a.s. Téma této prace jsem si vybrala, protoze mize byt

piinosem 1 této laboratofi.



2 Zakladni pojmy

V této c¢asti uvadim nékolik zakladnich vyrazi, tykajicich se tématu této préace.
Kmenovym vyrazem jsou referencni hodnoty. Jedna se o hodnoty ziskané pozorovanim
¢i méfenim referenCnich jedincl na vybrané referencni skupin€é a vyuzivaji se
k vymezeni normalnich hodnot. Obtiznost specifikace ,,normalnich“ hodnot si

v odborné praxi vyzadala definovani referen¢niho intervalu (C28-A3, 2008).

2.1 Referencni interval

Jako referencni rozmezi se obvykle pouziva interval vymezujici 2,5 - 97,5% percentil
vysledku referen¢ni populace daného stanoveni (Henny, 2016). Referen¢ni interval (RI)
se tedy vztahuje k sérii hodnot pozorovanych na vybrané referen¢ni skupiné ¢i
predikované pro referencni populaci a je definovany specifickymi procenty (C28-A3,
2008). Zjisténi RI ovliviiuje volba referen¢ni skupiny, pouzita statistickd metoda, vybér
metody pro stanoveni daného analytu i pouzité komercni soupravy. Ze zavislosti RI na
metodé stanoveni dan¢ho analytu tedy vyplyva, Ze by laboratoie mély posoudit, zda
hodnoty pievzaté z literatury odpovidaji mistni populaci a metod¢ stanoveni daného
analytu. Referen¢ni intervaly né€kterych analytii se méni v zavislosti na pohlavi a véku
vySetfovaného pacienta. Hodnoty, které jevi zavislost na v€ku pacienta, nemusi mit
spojitou naslednost. Na vysledné hodnoty ma velky vliv preanalyticka ¢ast stanoveni, a
to predevSim: pfiprava pacienta, odbér a transport vzorku (Zima, 2013). V né€kterych
pfipadech mlZe byt pouZita pouze jedna referencni hodnota, pak se obvykle jedna o

horni referen¢ni mez/limit (Henny, 2016).

2.2 Pozorovand hodnota

Pozorovana hodnota (vysledek laboratorniho testu pacienta) je konkrétni kvantitativni
hodnota, ziskana pozorovanim ¢i méfenim testovaného subjektu (napf. pacienta), jeZ ma
byt srovnavédna s referencni hodnotou, referencni distribuci ¢i referencnimi mezemi

(C28-A3, 2008).

2.3 Preciznost méieni
Preciznost méteni je tésnost shody mezi nezavislymi vysledky testd ziskanymi

opakovanym méfenim za stanovenych podminek (C28-A3, 2008).



2.5 Referencni individuum
Jako referen¢ni individuum je zde oznacena osoba - jedinec, vybrany k testovani na

zakladé dobie definovanych Kritérii (C28-A3, 2008).

2.6  Referencni populace
Skupina vSech referencnich individui se nazyva referenni populace. Referencni
populace ma obvykle neznamy pocet ¢lent, a proto se jedna o hypotetickou entitu (C28-

A3, 2008).

2.7 Referencni vybérova skupina
Referen¢ni vybérova skupina je adekvatni pocet osob vybranych k reprezentaci
referen¢ni populace (C28-A3, 2008).

2.8 Referencni distribuce
Pojmem referencni distribuce je zde mySleno rozlozeni referencnich hodnot.
Hypotetickou distribuci referencni populace lze testovat pomoci referencni distribuce

referen¢ni skupiny vzorkt a adekvatnich statistickych metod (C28-A3, 2008).

2.9 Zjisténi nebo také urceni referencniho intervalu
Zjisténi, ureni, stanoveni ¢i zavadéni RI je postup pouzivany pii jeho vytvateni,
zahrnujici vSechny kroky od vybéru referencnich jedincti, v€etné detailli analytickych

metod a tidaji o jejich sbéru (vzorkovani) a analyze (C28-A3, 2008).

2.10 Vymezeni referencniho intervalu
Detailni popis charakteristik RI je nazyvan vymezenim referen¢niho intervalu (C28-A3,
2008).

2.11 Prevzeti referencniho intervalu
Jako prevzeti RI je oznacen postup, kterym lze pfizplsobit jiz diive stanoveny

referencni interval nové analytické metod¢ nebo do jiné laboratote (C28-A3, 2008).

2.12 Verifikace ¢i validace referencniho intervalu
Verifikaci ¢i validaci RI nazyvame postup, kterym se zajiStuje s pouzitim relativné
malého poctu referencnich individui, ze RI stanoveny jinde Ci pievzaty z jiné studie, je

lokaln¢ pouzitelny (C28-A3, 2008).

10



2.14 Referencni mez

Referencni mez (limit) je hodnota odvozena z referencni distribuce a uzita pro popisné
ucely. Je obvyklou praxi definovat referen¢ni mez tak, aby stanovena ¢ast referencnich
hodnot byla mensi nebo rovna resp. vétsi nebo rovna horni ¢i dolni mezi. Referen¢ni
mez je popisnou charakteristikou referen¢nich hodnot a mtize se liSit od riznych jinych

typt rozhodovacich mezi (C28-A3, 2008).

3 Referen¢ni hodnoty

Interpretace laboratornich testd je jednou z hlavnich obav nejen zdravotnich laborantt.
Referencni intervaly dopliluji vysledky kvantitativni analyzy, aby s interpretaci
pomohly pfedevsim lékaiim. Porovnani vysledku laboratorni analyzy s referen¢nimi
hodnotami neni jedinym vystupem, ale je také podnétem pro vyzadani dalSich
laboratornich analyz (Dalton, 2010). Jako prvni se stanovenim referen¢nich mezi
zabyvali Grasbeck a Fellman, kteti publikovali v roce 1968 ¢lanek, kde se prozatimné
pracovalo s pojmem ,,normalni hodnoty*. Koncept referencnich mezi byl oficialn¢ ptijat
v roce 1970. Navrhovatelem byla skandinavska skupina v ¢ele s Ralphem Grasbeckem,
a stalo se tak na konferenci v roce 1969. Na prvotni popud reagovaly mezinarodni a
narodni spolecnosti vydanim vlastnich doporuceni tykajicich se referencnich hodnot a
specifikaci dulezitych faktort ovliviiujicich vysledné hodnoty vydavané zdravotnickymi
laboratofemi (napf. standardizaci odb&ri vzorkli, podminek preanalytické faze
zpracovani vzorku a postanalytického zpracovani dat (Grisbeck, 2005). V Ceské
republice se tématem referennich mezi zabyval RNDr. Jan Hendl, ktery ve své
publikaci z roku 1987 popisuje ziskani referen¢nich hodnot, jejich zpracovani, procesy
srovnani s nalezenymi hodnotami a ostatni problematiku. Jeho doporuceni jsou
inspirovana doporucenimi IFCC a ptidava dalsi dilezité pfipominky tykajici se napf.
individualnich referen¢nich mezi nebo diskrimina¢ni analyzy =z hlediska teorie
rozhodovani. Dal$i zdsadni opatfeni piedstavuje evropska smeérnice, kterd vyrobciim
udava povinnost uvadét referencni limity v ptilohovych listech u reagencii (98/79/CE).
Na nové poznatky v oblasti referen¢nich mezi zareagoval CLSI ve spolupréaci s IFCC-
LM revizi svého dokumentu, vénovanému stanoveni referencnich intervalt (Siest et al.,
2013). Pokyn C28-A3 piedstavuje v soucasnosti nejvyznamnéjsi krok ve vyvoji
referencnich mezi (Ozarda, 2016). Plivodni teorie nebyla zménéna, pouze byly
pozménény cesty zavadéni referen¢nich mezi, napf. pouzité statistické metody, metoda

pro zpracovani hodnot niz§iho poctu subjektli ¢i moZnosti zajiSténi zdravych jedincu.
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Presto nckteré dilezité otazky stdle zlstdvaji nezodpoveézeny. Napi.: Zda jsou
referenéni meze skute¢né pro 1ékafe dilezité nebo zda pfiliS nezasahuji do jejich
rozhodovani. Dalsi se tykaji uskali posuzovani zdravi pouzitych subjektii (Siest et al.,
2013). Stale je také feSen problém platnych referen¢nich intervali urcitych vékovych
skupin, stejn¢ jako konkrétni hodnoty pro téhotné Zeny a netradicni vzorky.
Nejnaro¢néjsi téma bezpochyby predstavuje stanoveni referencnich mezi pro geneticka
vysetieni (Ozarda, 2016). Nicméné obecnou pravdou ziistava, ze stanoveni referencnich
intervalt je vzdy naro¢né jak Casové tak piedev§im finan¢né. Laboratofe musi mit
velice dobie nastavené analytické systémy, mit je pod stalou kontrolou a musi ovladat
zasady vybéru vhodné populace (Henny, 2007). V nékterych piipadech jsou
rozhodovaci meze vydavany narodnimi nebo mezindrodnimi spole¢nostmi jako v
ptipadé celkového cholesterolu nebo glykovaného hemoglobinu. Pro novou metodu,
kde nejsou v literatute spolehlivé referen¢ni meze, je vhodné vyuzit primarné stanovené
hodnoty. Tam, kde jsou v literatufe ovéfené referencni meze, lze s vyhodou vyuzit
publikovanych dat. Postup navrhovany IFFC je povaZzovan za nejlepsi fesSeni, ale pro
béZnou praxi klinické laboratofe je velmi narocny a slozity na provedeni. V soucasné
dobé neni metoda, kterd by byla jednoduchd a zaroven univerzalni. NejvétSim
problémem byva vybér referencni populace, ¢imz predev§im mohou byt referencni
limity zkresleny, 1 kdyz je statistickd metoda vybrana spravné. Nejcast€j$i pticinou
vylouéeni byva ptitomnost akutniho nebo chronického onemocnéni, nadvahy, abusu
alkoholu nebo kouteni (Henny, 2011). Stale zGstava problém zamény referenc¢nich
intervald a klinickych rozhodovacich mezi (Ozarda, 2016). Bylo zjisténo, ze
v situacich, kde nejsou pod kontrolou preanalytické a analytické podminky, neni vhodné
pouzit neptimy postup. To plati rovnéz pro skupiny, jako jsou novorozenci, déti a starsi

osoby, kde je stanoveni referenénich mezi velice obtizné (Ceriotti, 2007).

Zdravotnické laboratofe by se mély zaméfit predev§im na presnost vysledkl, které
uvadeji. Vysledné laboratorni hodnoty by se vyznamné nemély lisit od hodnot
vydanych referencni laboratofi. Je proto vyvijen tlak na vyrobce souprav, aby zajistili
navaznost svych metod na referen¢ni materialy a v ptipad¢ laboratofi, aby zajistily
spravné zavedeni metod. Pfi stanoveni referencnich mezi je pfedev§im velmi obtizné
ziskat dostateCn¢ pocetny vzorek referencnich jedinci, a to zejména u metod, kde
referencni meze zavisi napiiklad na v€ku a pohlavi. N&které laboratofe nebo vyrobci

vyuzivaji jako jejich zdroj studii, které byly provedené pied vice nez desitkami let, a
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kde byly pouzity rozdilné metody i populace. Z toho tedy vyplyva, Ze laboratofe by
mély minimalné ovétovat (verifikovat) zvolené referenéni meze v misté, kde laboratot
pusobi (Horowitz, 2010). Zdroje referen¢nich intervald, jez maji byt ovéfeny, se mohou
lisit. Jsou uvadéné ve standardnich operacnich postupech laboratoii, ¢i ptibalovych
listech, nebo publikované v renomovanych odbornych doporuc¢enich mezinarodnich

odbornych spolecnosti (Tate et al., 2015).

Dokument C28-A3 zahrnuje doporuceni tykajici se postupi k ziskani a verifikaci
referenCnich intervalli ve zdravotnickych laboratofich. Dale jsou zde diskutovany
otazky preanalytickych a analytickych postupi. Pivodni doporuéeni z roku 2000 bylo
opakovang piepracovano, a to predevsim ze dvou diivodl: Prvnim bylo, Ze u nékterych
analyti byly referencni intervaly nahrazeny tzv. rozhodovacimi limity, které byly
vytvofeny na zékladé¢ ndrodnich ¢i mezinarodnich dohod. Druhym divodem bylo
zjisténi, Ze jen velmi malo zdravotnickych laboratofi provadi vlastni studie zamétfené na
referencni intervaly. Laboratofe obvykle vyuzivaji studie provedené pied desitkami let,
kdy byla jina volba populace i analytické metody nez v soucasnosti. Pokud se laboratoie
k vlastnimu stanoveni uchyli, ¢asto pouziji méné subjektii, nez je doporuceno. Z téchto
divodu se doporucuje spiSe referencni intervaly ovetovat tj. verifikovat, nez provadét
naro¢né studie. Laboratof mutize verifikovat referenéni meze dvéma rozdilnymi zptisoby:
pomoci jejich pienositelnosti dle protokoldrniho dokumentu CLSI EP09, ktery je
soucasti dokumentu C28-A3. V tomto ptipad¢ neni nutné zajistovat vzorky od zdravych
jedincli, coz je pro vétSinu laboratoii vyhodné. Mohou vyuzit vzorky pacienti, které
maji k dispozici, aniz by se zjiStovalo, zda jde o zdravou populaci. Druhy postup

vyZzaduje vybér minimalné 20 zdravych jedinct (C28-A3, 2008).

Kone¢nou podobu referenc¢nich intervald ovliviiuji predevsim kritéria vybéru
referencnich jedinctl, preanalytické podminky a statistické zpracovani dat. Snaha by
mela byt zacilena na standardizaci metod, minimalizaci az eliminaci rozdilnosti
analytickych metod a riiznych mistnich vlivli. Srovnatelnost vysledk 1ze zajistit pouze
standardizaci méficich postupii, jejiz souasti je navazani na oficidlni ,,referencni métici
systém®, nezdvisly na analyzatoru, reagenciich ¢i analytickém principu. Pokud je
srovnatelnosti metod dosazeno, pak jedinym divodem zdravotnické laboratote k urceni
referencnich mezi je specifickd rozdilnost konkrétni referenéni populace, pro niz
laboratoi pracuje. Existuji analyty, jejichZz hodnoty dané meéfené veliiny jevi

vyznamnou rozdilnost v zévislosti na druhu populace. Pro vétSinu analyti vSak tato
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rozdilnost neplati. Proto mlzeme obvykle vyuzit multicentrickych studii. Kritéria
provadéni téchto multicentrickych studii uvadi dokument C28-A3. Dtiraz je zde opét
kladen na vybér referencnich jedinct a jejich pocet, ktery je umérny rozdéleni intervalt
v zavislosti na veku, pohlavi, rase atp. Jasné¢ definovany musi byt podminky
preanalytické faze. Dale je nutny prikaz navaznosti vysledki a mezilaboratorni
srovnatelnosti, jez jsou jasnym dusledkem standardizace metody. V praxi zdravotnické
laboratoie je klicova vykonnost pouzitého programu kontroly kvality kazdé analytické

metody (C28-A3, 2008).

V dalsi casti této kapitoly bych rada uvedla nékteré studie zabyvajici se tématem

referenénich mezi.

Prace G. L. Horowitze z roku 2010 se zabyva postupy pro stanoveni rozhodovacich
limith se zaméfenim na piesnost. Dale se zabyva postupy pro ovéfeni referencnich
rozmezi ptevzatych z jinych zdroju a stanovenim referen¢nich intervalli. V ¢asti ovéreni
referenénich intervall se pozastavuje nad tim, Ze k ovéfeni referencnich intervalt staci
laboratofi dvacet referencnich jedincli, pfesto ovéfeni provadi velice malo laboratofi.
Navrhuje i shromazd’ovani dat z jednotlivych ovéfovani. To by bylo moznosti srovnani

jednotlivych zacastnénych pracovist’ a dalSich statistickych vystupu.

Studie Arzideha et al. zroku 2010 reaguje na situaci, kdy laboratofe z finan¢nich
divodi obvykle nestanovuji referenéni meze a Casto opomijeji problém jejich
pfenositelnosti. Jednalo se o stanoveni referencnich limitd pro stanoveni kreatininu
Vv séru 1 plasmé s vyuzitim statistickych metod. Autofi vyuzili databazi z nékolika
laboratofi, a s pomoci kritérii pro vylouceni nevhodnych referen¢nich jedinct ziskali

vhodné referenéni intervaly, pouze s omezenim vhodnosti pro riizné analytické postupy.

Rozsahla studie byla provedena v severni Evropé. Spolupracovalo zde 102 klinickych
laboratofi, kdy kazd4d vybrala minimalné 25 referen¢nich jedincti s rovnomérnym
zastoupenim véku a pohlavi. Odebrané a zpracované vzorky téchto referencnich jedinct
byly pouzity pro analyzu 25 biochemickych stanoveni. Se stanovenimi byl analyzovan i
referen¢ni kontrolni material. VSechny naméfené hodnoty byly shromazdény do
centralni databdze a pouzity pro vypocty referencnich intervalli v severskych zemich

(Rustad et al., 2004).

Porovnanim referencnich hodnot riznych vékovych skupin S$panélské populace se
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zabyva studie Millan-Calentiho et al. zroku 2012. Jako referenéni populace byla
pouzita skupina 600 jedincii ve v€ku nad 65 let. Dosazené vysledky byly porovnany
s referen¢nimi hodnotami pouzivanymi pro mladé dospélé jedince. Nékteré studované
metody mély vysokou cast hodnot nad horni hranici referencni meze. Jednalo se o
gluk6zu, mocovinu kreatinin, celkovy cholesterol a HDL-cholesterol. Studie navrhuje
zamétit se do budoucna na stanoveni referen¢nich intervalli pro starSi dospélou

populaci, a tim pfispét k v€asné a spravné diagnostice zejména diabetu a dyslipidémie.

V Ceské Republice se referenénimi intervaly zabyva prace Sprongla a kol. z roku 2014,
ktera prezentuje praktické ovéteni referen¢nich mezi ptevzatych z jiné zahrani¢ni
studie. Do referen¢ni skupiny autor zatradil 200 jedinct. Ovéfeni provedl pro stanoveni:
ALT, AST, GGT, ALP, Na, K, Ca, ureu, kreatinin, kyselinu mo¢ovou, celkovy bilirubin
a albumin. Zavérem bylo doporuceni mozné aplikace hodnot referencnich intervalll ze
zahrani¢ni studie pro dospé€lou populaci. Autor v zdvaru doporucuje pouzit jednotné

referenéni hodnoty v ramci celé Ceské republiky.

Tématikou referen¢nich mezi pro détskou populaci se zabyva napt. studie Stranda at al.
(2018), ktera uvadi referencni intervaly lipidl v souvislosti s onemocnénim dyslipidémii
u norskych déti ve véku 6-12 let. Jednalo se o celkovy cholesterol, HDL cholesterol a
LDL cholesterol. Studie se zucastnilo 1340 déti a referencni intervaly byly vytvotfeny
podle doporuceni IFCC. Bylo zjisténo, Ze referencni intervaly zkoumané skupiny
odpovidaji hodnotam stanovenym v ostatnich zemich. Byla zde zdlraznéna dulezitost
vhodnych referen¢nich mezi ve vztahu k v€ku a pohlavi pacienta. Podobna studie byla
provedena také pro némeckou détskou populaci. Zde bylo studovano 2571 jedinct ve
véku od 0,5 do 16 let. Zde byly zjiStovany hodnoty triglyceridi, celkového
cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu a apolipoproteinti Al a B. Zavérem bylo zjisténi,

ey e

al., 2016).

Dalsi studii zabyvajici se referencnimi hodnotami je prace Ichihary at al. (2017). V této
studii bylo méfeno 23 klinickych analyti pro 13 396 zdravych jedincti. Ve studii §lo o
porovnani mezinarodnich hodnot z 12 zemi. Bylo zjiSténo, Ze jsou hodnoty mezi
zemeémi téméf srovnatelné s ohledem na pohlavi, vék, koutfeni a konzumaci alkoholu.
Rozdilnosti hodnot byly zjistény v souvislosti s etnickymi rozdily v nachylnosti

k chorobam souvisejicimi s vyzivou.
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4

Tvorba referenénich hodnot

Zavadéni nové metody vyzaduje tvorbu fyziologickych referen¢nich hodnot a nasledny

odhad referen¢niho intervalu. Zde se musi postupovat podle dobife definovaného

protokolu, ktery zahrnuje nésledujici operace:

Zjisténi analytickych interferenci a zdrojii biologické variability z védecké a
1ékaiské literatury

Stanoveni vybérovych a rozd€lovacich kritérii referenc¢nich jedinci a
vytvoreni dotazniku pro zjisténi téchto kritérii

Vytvofeni informovaného souhlasu sucasti ve studii a dohled na jeho
vyplnéni referencnimi jedinci

Rozdéleni referencnich jedinc na zdkladé vyplnénych dotaznikli a dalSich
vhodnych zdravotnickych posudkt

Vytazeni nevhodnych jedincti pomoci vybérovych kritérii

Zajisténi vhodného poctu jedinch

Spravna a disledna edukace referenc¢nich jedincti pred odbérem vzorku

Odbér a nakladani s biologickym materidlem referencnich jedinci podle
rutinni praxe

Analyza vzorkli podle analytické metodologie za dobfe definovanych
podminek a v souladu s rutinni praxi

Zpracovani dat referencnich hodnot a vytvoreni histogramu k posouzeni jejich
distribuce

Vytazeni moznych chybnych a odlehlych hodnot

Provedent statistické analyzy ziskanych hodnot, vybér metody odhadu a odhad
referencniho intervalu

Dokumentace vSech ptechozich operaci

Tento postup pro ziskani referen¢nich hodnot je v souladu s pfistupem ,,a priori“. Pro

metodu ,,a posteriori“ plati stejné uvahy k zahrnuti osob resp. jejich métenych hodnot,

pouze k témto operacim dochazi az po provedeni méteni (C28-A3, 2008).

4.1  Multicentrické studie referenénich intervalii

Hodnoty referenc¢nich intervalti ovliviiuje mnoho proménnych. Patii mezi né kritéria

vybéru referencnich jedincii, preanalytické podminky, statistické ovéfeni dat a mnohé

dalsi. Pro laboratof, kterd si stanovuje své vlastni referencni intervaly, pfedstavuji
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kritické body volba pouzité analytické metody a definice populace, z niz jsou referenc¢ni
jedinci vybirani. Vzhledem ke standardizaci metod je snaha o minimalizaci vlivl
rozdilnosti plynoucich z bezpo¢tu analytickych metod a regionalnich odlisnosti. Pokud
jiz bylo u n¢jaké metody dosazeno srovnatelnosti, pak je jedinym diivodem pro urceni
referencnich mezi ptfedpoklad néjaké rozdilnosti v referencni populaci. Takova
rozdilnost vlivu rasy existuje napt. u sérového kreatininu. Dalsi regionélni rozdilnosti
mohou byt ve srovnani s Asijskou populaci napt. u nekterych specifickych proteinti.
Nicméné pro vétSinu analyth nebyly zjistény téméi zadné rozdilnosti mezi populacemi,
proto je mozné u téchto analytd provést multicentrické studie referencnich intervali. U
téchto studii je nutné dodrzovat tato kritéria:

e Vybér referencnich jedincti podle bodi vyjmenovanych v ptedchozi ¢asti pro
tvorbu referen¢nich hodnot. Pocet center podilejicich se na studii a pocet
referenénich jedincti by mél byt umérny poétu cilovych hodnot s ohledem na
rozdé¢leni podle véku, pohlavi, rasy atd.

e Jasna definice podminek preanalytické casti

e Prikkaz ndvaznosti vysledkii na uzndvané standardy, idedln€¢ zahrnujici
miniméaln¢ dva referenéni materidly Surenymi cilovymi hodnotami
vztazenymi na referenéni metodu. Tato Cast je velice dulezita, protoze
zajiSténi navaznosti na referen¢ni materidl umoznuje jeji celosvétovou
srovnatelnost vysledkil méfeni.

e Dobfe definovany program kontroly kvality s jasnymi kritérii pro pfijeti nebo
vylouceni ziskanych laboratornich tidaju, ktery je definovan ,,a priori*
Dodrzenim téchto kritérii by mély byt rozeznany rozdilnosti v populacich. Pro populace
bez rozdilnosti by méla byt data pifedana k dalSimu zpracovani. U populaci, kde budou
nalezeny rozdilnosti, se musi tyto rozdilnosti dobfe zdokumentovat. Pokud jiz byly
takto referencni meze stanoveny, pak je povinnosti zdravotni laboratofe tyto meze jiz

pouze validovat (C28-A3, 2008).

4.2  Vybér referenénich jedinci

Definice zdravi piedstavuje problém kazdé podobné studie. Proto prvnim krokem
vybéru referencnich jedincii pfedstavuje stanoveni kritérii pro vylouceni evidentné
nezdravych jedinci z referen¢niho vzorku. Tato kritéria jsou vice versa zavisla na typu
stanoveni, které je pfedmétem studie. Kazda laboratof nebo vyzkumny pracovnik

mohou pouzit riizné kritéria, jako napf. rizna vySetfeni, anamnéza nebo klinické testy.
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Jedinci mohou byt vylouceni z divodu konzumace alkoholu, darcovstvi krve, uzivani
1€k, genetickych faktort, kufdctvi, neddvno prodélané operace, t€hotenstvi, laktace,
obezity, diety, cviceni, poloha pfi odbéru, zivotniho prostiedi, lacnéni ¢i pfijem potravy
a mnoho dalSich. Nejcastéji pouzivana kritéria jsou vék a pohlavi subjekt. To co lze
V jedné laboratofi pouzit jako vyluCovaci kritérium, se mutize v jiné laboratofi jevit jako
kritérium slouzici k naslednému rozdéleni populace (rozdélovaci kritéria). Kritéria by
vsak méla byt definovana a popsana jesté pred zahajenim studie. Doporucuje se pouzit
vhodny dotaznik. Dobie definované dotazniky poskytuji vyborny zplsob pouziti
vylucovacich i rozdélovacich kritérii. Dotaznik by mé¢l mit co nejjednodussi formu a
formulace otazek by méla byt takova, aby formou odpovédi bylo ,,ANO/NE® nebo jen
velmi jednoducha odpovéd. Samoziejmosti je zachovani divérnosti pii zachdzeni
s takto ziskanymi informacemi a vysledky testl. Doporucuje se také v dotaznicich
uvadét jméno, adresu a telefonni Cislo pro ptipad vyskytu abnormalit v testech a

nutnosti zpétné vazby.

Pti vybéru referencnich jedincii neni nutné vybirat mladé dospé€lé jedince. Naopak je
doporucen vybér ze vSech vékovych kategorii s obezietnosti zaméfenou na fakt, ze
hodnoty souvisejici s vékem nemusi prezentovat stav dobrého zdravi. Pokud se
referencni jedinci vybiraji z referencni populace pomoci definovanych kritérii pred
sbérem a analyzou vzorki, pak se tento zpuisob nazyva ,,a priori. Pokud jsou kritéria
pouzita az poté, co jsou vzorky nasbirany, pak se zpisob nazyva ,,a posterioric.
Odbornici se piiklangji k pfimym technikdm, ale v nékterych ptipadech, jako napf.
Vv pediatrii, mize byt obtizné pouzit piimou techniku. V takovych pftipadech je
pouzitelna nepiima technika sbéru dat, kde se vyuzivd hodnot z databaze a jejich

nasledného statistickych zpracovani.

4.3 Preanalytické a analytické uivahy

Pti ziskavani referencnich dat je samoziejmosti brat zietel na analytické a preanalytické
proménné. Proto musi byt peclivé definovany a pouZivany vSechny preanalytické
faktory, vCetné piipravy osob, odbéru vzorkii a postupt, analytické metody a pfistroje.
Nize je uvedena tabulka ¢. 1 s ptiklady dilezitych preanalytickych faktora (C28-A3,
2008).
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Tab. €. 1. Mozné preanalytické faktory

Piiprava osob Odbér vzorki Manipulace se vzorky
e Pfedchozi dieta e Vlivy okoli béhem e Transport
odbéru
e Lacnéni vs pfijem potravy e Cas e Srazeni
e Abstinence 1¢kil e T¢lesny postoj e Separace
séra/plazmy
e Lékovy rezim e Typvzorku e Uskladnéni
e Doba odbéru v relaci e Misto odbéru e Piiprava k analyze
s biologickym rytmem
e Fyzicka aktivita e Pritok krve
e Doba odpocinku pied e Vybaveni
odbérem
e Stres e Technika
e Doba zatazeni
ruky

(C28-A3, 2008)

4.4 Analyza referencnich hodnot

Referencni interval je interval mezi dvéma hodnotami, tzv. horni a dolni mezi, které
jsou odhadovany specifickymi procenty hodnot populace, ze které byly referenéni
osoby vybirany. V nékterych piipadech je potiebna jen jedna referencni mez. Statistické
metody uréuji referenéni meze postupy parametrickymi a neparametrickymi (C28-A3,
2008).

Parametrickd metoda v praxi piedpokladd, Ze pozorované hodnoty, nebo néckteré
matematické transformace téchto hodnot sleduji Gaussovské pravdépodobnostni
rozloZeni. Hodnoty, které¢ Gaussovské rozlozeni nemaji, se musi pfedem transformovat
a poté teprve otestovat, zda maji normalni rozloZeni. Pro toto zpracovani je nutna
statisticka teorie a odpovidajici softvérové vybaveni (C28-A3, 2008).

Pti zavadéni referencnich hodnot se doporucuje jednoducha neparametrickd metoda,
ktera neni tolik ndro¢nd na statistické zpracovani. Zde se klade vyssi diiraz na vybér
referen¢nich jedinct, testovani odpovidajiciho po¢tu osob a pfedchazeni analytickym

chybam (C28-A3, 2008).

Pokud laboratof nemutze znéjakého duvodu zajistit dostateéné velky vzorek
referen¢nich jedinct, mize vyuzit ,robustni metodu“. Takova metoda piedstavuje
kompromis mezi parametrickymi a neparametrickymi metodami. M4 vzhled

parametrické metody, v niz se nepozaduje vysoky pocet referencnich jedinci, stejné
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jako v neparametrické metodé. Zaroven nevyzaduje, aby ziskané hodnoty sledovaly
Gaussovské rozlozeni. Tato metoda ma Vv podstate formu parametrickou s vyjimkou
toho, Ze nepouziva primér a smérodatnou odchylku, ale robustnich mér polohy a Sife.
Robustni metoda byla vyuzita v nejriznéjSich situacich, kde velikost vzorku
nedosahovala 120 referenc¢nich jedinct a kde se o populaci soudilo, Ze nema normalni

rozlozeni (C28-A3, 2008).

4.5 Prenositelnost

Stanoveni spolehlivych referen¢nich intervalii je narocny ukol, proto je mozné vyuzit
pfenosu téchto hodnot z jiné donorské zdravotnické laboratotre. Jde o feSeni, které je
mén¢ nakladné a pohodlnéjsi. Pienos referencnich hodnot vyzaduje splnéni jistych
podminek, aby mohly byt piijaty. Pokud ptedpoklddame, ze plvodni studie byly
provedeny spravné, potom pienos referencnich dat zahrnuje dva odliSné problémy:
srovnatelnost analytickych systémt a srovnatelnost testovanych populaci (C28-A3,

2008).

V ptipadech, kdy si laboratof jiz referencni hodnoty pro dany analyt stanovila a
rozhodne se pro zménu analytické metody, neni nutné k zavedeni novych referenc¢nich
intervalll provadét novy sbér novych referencnich vzorki. Nutnosti vSak zistava
srovnani téchto dvou metod. Vystupem je zjisténi, zda 1ze vyuZit starych referencnich
dat nebo je nutné zavést nové. Ma-li novd metoda podobnou preciznost a zndmé
interference, pouziva-li stejnych standardi nebo kalibratord a poskytuje-li hodnoty

srovnatelné, pak lze referencni interval prevzit (C28-A3, 2008).

Pokud chce zdravotni laboratof prevzit referencni hodnoty zavedené jinou laboratofi
nebo vyrobcem pro stejny ¢i piijatelné srovnatelny analyticky systém, pak je nutné
posoudit srovnatelnost referen¢ni populace. V ramci pfevodu téchto hodnot by mély byt
srovnatelné i dalsi preanalytické faktory, jako napft. ptiprava referen¢nich jedinct nebo
odbér vzorku a nakladani s nim. V takovém piipad¢ se doporucuje validace referen¢nich

mezi. Tento typ pfenosu je v klinickych laboratofich stale cast&jsi (C28-A3, 2008).

4.6 Validace/verifikace referencénich mezi
K ovéteni referencnich mezi lze vyuzit tfi postupl: subjektivni posouzeni, statisticky
test na relativné malém poctu referencnich jedincii nebo hodnoceni relativné vysokého

poctu referencnich jedinct (C28-A3, 2008).
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Pro subjektivni posouzeni referenc¢nich mezi je nutné adekvatnim zptsobem popsat a
posoudit vSechny demografické proménné referencni populace a proménné
geografickych lokaci. Nutné je také fadné posouzeni vSech detailti preanalytickych a
analytickych postupii. Pokud vSe odpovida predem ur¢enym podminkdm, pak musi
laboratorni pracovnik posoudit, zda jsou tyto podminky v souladu s operacemi v dané

laboratofi a s testovanou populaci (C28-A3, 2008).

Pti validaci resp. zde spise verifikaci s pouzitim malého poctu referencnich jedinct se
nejcastéji vybird dvacet jedinci odpovidajici vlastni populaci a provadi se srovnani
S piivodni vétsi studii. Jedinci by méli tvofit homogenni skupinu. Zde by mély byt opét
preanalytické a analytické podminky v souladu s postupy vV piijmové laboratofi.
Referencni meze lze oznacit za ovétené (verifikované), pokud nebyly vice nez dva
vysledky mimo ptivodni referencni interval. Pokud je vice nez dva namétené vysledky
mimo plvodni referencni interval, pak je nutny vybér dalSich 20 referen¢nich vzorki.
Jestlize nejsou vice nez dva nové vysledky mimo plvodni referenéni meze, muize
puvodni referenéni interval povazovat za ovéreny. Jsou-li vice nez dva nové vysledky
mimo puvodni referencni meze, pak by méla laboratot piezkoumat analytické postupy,
zvazit mozné rozdily v biologickych charakteristikdch vzorkovanych populaci a zvazit,
zda by si neméla zavést vlastni referenc¢ni intervaly dle pokynd v plném rozsahu (C28-

A3, 2008).

V ptipad¢ referen¢niho intervalu, kriticky dualezitétho pro klinickou interpretaci
vySetfované metody, muze laboratof provést validaci s pouzitim velkého poctu
referencnich jedinci. V takovém piipadé€ se vybird vétsi populace referencnich jedinct,
napf. 60. Opét je nutné peclivé dodrzovat postupy preanalytickych a analytickych fazi.
Vétsi studie ma veétsi statistickou silu k odhaleni rozdild mezi ptavodni studii a nové

zkoumanou populaci (C28-A3, 2008).

Dale je popsan zptsob verifikace referen¢niho intervalu tak, ze se referen¢ni populace
ur¢i podle vybranych laboratornich ukazatelt, které tvoii smysluplny diagnosticky
celek. Napt. pii ovéfovani referen¢nich mezi renalnich funkénich ukazatelt byli vybrani
z databdze laboratorniho informac¢niho systému pacienti, ktefi méli hodnoty sodného
kationtu v séru, draselného kationtu v séru, urey v séru, kreatininu v séru 1 moci a

osmolality v séru i mo¢i v referen¢nim intervalu (Jabor, 2008).

Pro hruby odhad, zda hodnoty referen¢nich mezi od vyrobce odpovidaji, 1ze také vyuzit
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vysledkli externiho hodnoceni kvality. Je nutné se zaméfit na rozdilné vysledky

kontroly mezi jednotlivymi diagnostickymi technologiemi (Jabor a Franekova, 2013).

3) Preanalytické vlivy na laboratorni vySetieni

Podminky ovliviiyjici preanalytickou fazi stanoveni analytu mohou byt rozdéleny na
ovlivnitelné a neovlivnitelné. Dilezitym ovlivnitelnym faktorem je strava. Pokud neni
odbér proveden nala¢no, je ovlivnéna koncentrace glukozy, triacylglycerolti, volnych
mastnych kyselin a lipoproteini. Strava s vysokym obsahem tuki zvysi hladinu
triacylglyceroli a snizi hladinu dusikatych latek v séru. Pfi zvySeném piijmu bilkovin je
zvysSena hladina amoniaku a urey. Déle je ovlivnéna hladina hormond, tcastnicich se
traveni, které ovlivituji dalsi analyty. Vliv na hladinu nékterych analytii mé i konzumace
napoji. Ovlivnitelnym faktorem je fyzickéd zatéZ organismu pied odbérem, kterd mize
ovlivnit koncentraci glukoézy, aspartataminotransferazy (AST), laktatdehydrogenazy
(LDH), kreatinkinazy (CK), laktatu a mastnych kyselin. Pti dlouhodobé zvysené fyzické
zatézi dochazi k poklesu glykémie, zvysSeni hladiny kreatininu a laktdtu a sniZeni
hladiny cholesterolu a triacylglycerold. Dal§imi ovlivnitelnymi faktory jsou mechanické
trauma, vliv 1€kd nebo stres. Jako neovlivnitelné faktory fadime ve€k, pohlavi, rasu a
biologické rytmy. Pti odbéru krve je nutné brat ztetel na nacasovani odbéru, polohu
pacienta, doba zataZeni paZe turniketem a volba odbérového systému (Svagera a

Sigutova, 2013).

5.1 Priklad preanalytickych a analytickych podminek p¥i stanoveni glukozy

Stanoveni glukozy se obvykle provadi zplazmy nebo plné krve. Pro odbér se
doporucuje zkumavka s antiglykolytickou piisadou NaF a dale s antikoagulanty
K2EDTA, heparin, oxalat nebo citronan. Stanoveni z plné krve bez antiglykolytickych
pfisad je nutné provést ihned po odbéru, protoze dochazi k ubytku glukézy o 5-7% za
hodinu. V odbéru s antiglykolytickou pfisadou dochazi také k ubytku glukézy, ale zde
se jedna o glukézu kovalentné vazanou na proteiny. Je nutna spravna interpretace
vysledkll, protoZze se 1iSi koncentrace glukézy v plné krvi a plazmé. V plné krvi je
koncentrace praimérné nizsi o 10 az 15%. Koncentrace gluk6zy v odbéru z arterie je 0 5
az 10% vyssi nez v odbéru vendznim. Vzorek pro stanoveni glukézy v séru bez
antiglykolytické ptisady je nutné zpracovat do jedné hodiny po odbéru, tzn. oddélit

sérum od krevnich elementt. Stabilita vzorku pro stanoveni glukézy z plazmy je 24 h
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pfi teplot& 18-26°C (Fons, 2007).

Pro stanoveni glukozy se vyuziva spektrofotometrie. Nejcastéji se vyuziva stanoveni
s glukézaoxiddzou (GOD) a peroxidazou (POD), zalozené na oxidaci glukdzy na D-
glukonolakton a peroxid vodiku. Néktera spektrofotometricka stanoveni vyuzivaji pro
katalyzu hexokinazu. Dal$i vyuzivanou metodou je reflexni fotometrie. Tato metoda je
vyuzivana pii stanoveni glukézy glukometry. Vyuzivd se také metody
ampérometrického méteni a referenéni metoda ID-GC/MS. Zakladem této metody je

pridani glukézy se znadenym uhlikem **C (Fons, 2007).

Pro zjiSténi dlouhodobého priméru hladiny glukézy v krvi je mozné vyuzit stanoveni
glykovaného hemoglobinu. Hodnotu tohoto stanoveni je mozné vyuZzit pro zjisténi

poruchy gluk6zové homeostdzy (Friedecky et al., 2015).

5.2  Piiklad preanalytickych a analytickych podminek pii stanoveni krevnich lipidu
Mezi standardni vySetfeni krevnich lipida patii celkovy cholesterol, triacylglyceroly
(TAG), HDL cholesterol a LDL cholesterol. LDL cholesterol je mozné ptimo méfit
nebo vypocitat podle Friedewaldova vzorce s podminkou, Ze hladina TAG neptesahne
4,5 mmol/l (Friedewald et al., 1972). Tato stanoveni lze doplnit o vypocty non-HDL
cholesterol a remnantni cholesterol. Hodnotu non-HDL cholesterolu ziskame ode¢tenim
hodnoty HDL-cholesterolu od hodnoty celkového cholesterolu. Hodnotu remnantniho
cholesterolu ziskdme odectenim HDL a LDL cholesterolu od celkové hodnoty
cholesterolu. Jedna se o cholesterol na lipoproteinech bohatych triglyceridd. Pro krevni
lipidy jsou stanoveny referencni meze pii odbéru nala¢no. Hlavnim divodem bylo
zvy$ovani hladiny triglyceridli v zavislosti na p¥ijmu potravy. Doporu¢eni CSKB
ohledné odbéri pro stanoveni krevnich lipidi se zabyva otazkou, zda je nutny odbér
nala¢no. Odbér bez la¢néni nevylucuje, ale upozoriiuje na zménu hladiny TAG oproti
odbéru nalacno. Také pro vypocet hodnoty LDL-cholesterolu doporucuje upiednostnit
odbéry nala¢no (Soska et al., 2017). CSKB a CSAT doporuéuje u krevnich lipidi
nahradit referencni meze na vysledkovych listech hodnoticimi mezemi, které uvadi ve
svém doporuceni pro prevenci a lécbu kardiovaskuldrnich onemocnéni. Je zde také
kladen diiraz na individudlni pfistup k pacientim pii interpretaci vysledkd, napf.
zhodnoceni rizikovych faktorti a hladiny jednotlivych krevnich lipidii vi¢i ostatnim

(Soska et al., 2010).

V preanalyticka fézi pro stanoveni cholesterolu je dulezit¢é neptfekracovat dobu
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komprese vény ptes 3 minuty. Del§i pouziti manzety by mohlo ovlivnit hladinu
cholesterolu. Doba od odbéru do zpracovani vzorku by neméla piesahnout 4 h.
Koncentrace cholesterolu v krvi je ovlivnéna v€kem pacienta, dietou, pohlavim a
menstruacnim cyklem. Pro stanoveni HDL-cholesterolu je vhodna tfitydenni dieta pied
odbérem a separace krevnich elementti do 2-3 hodin po odbéru. Pro stanoveni TAG je
nutnd separace plazmy do dvou hodin po odbéru krve (Fons, 2007). ZvySeni hladiny
TAG muze zplsobit poziti alkoholu i n€kolik dni po konzumaci. Dale je nutné brat
zietel na zadvazné akutni choroby, které mohou vysledky cholesterolu ovlivnit i dva

meésice po prodélani nemoci (Zima a kol., 2007).

Nejvyuzivanéj$i metodou v praxi pro stanoveni cholesterolu a TAG jsou enzymové
metody. Jako referen¢ni metoda pro stanoveni cholesterolu se vyuziva izotopova diluce

s hmotnostni spektrofotometrii (Fons, 2007).

6 Stanovované analyty

V posledni kapitole teoretické ¢asti bych rada v kratkosti uvedla stanovované analyty.

Albumin

Albumin je bilkovina produkovana hepatocyty a tvofi nejvétsi podil z celkového
mnozstvi bilkovin v lidské krvi. ZvySeni hladiny albuminu je obvykle dasledkem
dehydratace. Snizeni hladiny albuminu miiZe byt zplisobeno rliznymi pii¢inami, jako
napf. onemocnénim ledvin, onemocnénim jater, malabsorpci, malnutrici, infekci nebo

nadorovym onemocnénim (Ambrozova, 2017a).

Alkalicka fosfataza (ALP)

ALP se vyskytuje prakticky ve vSech tkéanich téla. Jeji koncentrace je zvySena
Vv osteoblastech, hepatocytech, placenté, ledvindch, stievni stén€ a v mlécnych zldzach
v laktaci. ALP vyskytujici se v séru zdravych dospé€lych jedinci pochazi obvykle
Z hepatocytl. U déti a dospivajicich osob mize byt zvySena o mnozstvi pochazejici
Z kosti. Tato skutecnost se projevuje zvySenim rozsahu referen¢nich hodnot u téchto
skupin. Hodnota ALP muze byt také zvySena u tc¢hotnych Zen. Patologicka pficina
zvySeni hladiny ALP nastdva pii onemocnéni jater a Zlu€ovych cest, kosti, ledvin, §titné
zlazy nebo traviciho tustroji. Dale muze byt zvySena u pacienti s Hodgkinovym
lymfomem, leukémii, mononukledézou nebo sarkoidézou. Snizeni hladiny ALP muze

byt zpasobeno hypotyredézou, t€Zkou anemii nebo hypofosfatasémii (Ambrozova,
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2017h).

Alaninaminotransferaza (ALT)

ALT je enzym, ktery je pfitomny v mnoha tkanich, ale nejvyssi hodnoty koncentrace se
vyskytuji v jatrech a ledvinach. Pfi poskozeni tkan¢ je tento intracelularni enzym
uvolnén do krevniho fecisté. Zvyseni hladiny ALT nastava pfi onemocnéni jater, jako je

hepatitida, mononukle6za a cirhdza (Ambrozova, 2017c).

Aspartataminotransferaza (AST)

AST je nitrobunéény enzym, vyskytujici se v nejvyssich koncentracich ve tkanich srdce,
jater, svali a ledvin. PoSkozeni téchto tkani miize zapficinit zvySeni koncentrace AST
Vv séru. Zvyseni hladiny tohoto enzymu muze byt dale zpiisobeno infarktem myokardu,
tézkou anginou, onemocnénim jater, onemocnénim kosterniho svalstva, kiecemi,
tepelnym Sokem, popaleninami, akutni pankreatitidou, intenzivnim cvi¢enim, toxickym
Sokem, mozkovym infarktem a traumaty. Snizeni hladiny miZe nastat pii urémii,

nedostatku vitaminu B a po nékterych lécich (Ambrozova, 2017d).

Bilirubin

Vétsinové mnozstvi bilirubinu vzniké rozkladem cervenych krvinek zejména ve slezin€.
Zde dochazi k odstranéni Zeleza z hemové skupiny a pfeméné na bilirubin. Nizsi podil
z celkového mnozstvi bilirubinu vznikd rozpadem myoglobinu a cytochromi a
katabolismem nezralych Cervenych krvinek v kostni dieni. Vznikly bilirubin je navazan
na albumin a transportovan do jater. Tento bilirubin je oznaovan jako neptimy nebo
nekonjugovany bilirubin, ktery je v jatrech konjugovan kyselinou glukuronovou. Tento
konjugovany neboli pfimy bilirubin je pfenesen do zazivaciho traktu, kde je téméf
vSechen metabolizovan. Koncentrace celkového bilirubinu je zvySena pii onemocnéni

jater, hemolytickém onemocnéni a nékterych vrozenych enzymovych deficitech

(Ambrozova, 2017¢).

Glukoza

Glukoéza je hlavnim zdrojem energie pro bunky v téle. Po piijeti z potravy je Vv jatrech
pfeménéna na glykogen nebo na mastné kyseliny, které jsou ulozeny v tukové tkani.
Koncentrace glukézy v krvi je udrZzovana hormony, které jsou zvelké Ccasti
produkovany pankreatem. Nejcastéjsi pfi¢inou zvySeni hladiny glykémie je
nedostate¢na sekrece nebo u€innost inzulinu, tzv. diabetes mellitus. Dal§imi pfi¢inami

hyperglykémie jsou pankreatitis, dysfunkce S$titné zlazy, renalni poSkozeni a jaterni
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choroby (Ambrozova, 2017f).

Cholesterol

Cholesterol je pfijiman z potravy a pfiblizné tfi Ctvrtiny jsou syntetizovany vSemi
bunikami téla. Slouzi pro vystavbu membran a vznik lipoproteini, steroidnich hormont
a zluCovych kyselin. V plasmé se vyskytuje ve formé¢ volné, neesterifikované a
esterifikované s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Méfi se obé formy dohromady,
jako celkovy cholesterol. Cholesterol v plasmé je velmi $patné rozpustny ve vodném
prostiedi, proto je transportovan v komplexech s apolipoproteiny. Vys$§i mnozstvi
cholesterolu transportuji lipoproteiny o nizké hustoté (LDL), zbyvajici mnozZstvi
lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL), velmi nizké hustot¢ (VLDL) a chylomikrony.
Cholesterol je stanovovan pro hodnoceni rizika aterosklerézy. Dale je stanoveni
koncentrace cholesterolu dulezité pii metabolickych poruchach lipidd a lipoproteinti

(Ambrozova, 2017g).

Kyselina mocova

Kyselina mocova je kone¢nym produktem rozkladu nukleovych kyselin. V plasmé& se
vyskytuje kyselina mocCova castecné volna a castené vazand na albumin nebo
specificky globulin. Cast volné kyseliny mo¢ové je vyloudena do mo¢i a piiblizné jedna
tretina je vyloucena stfevy. Abnormalni hladina kyseliny mocové naznacuje poruchu
pfemény purind, nukleovych kyselin nebo nukleoproteint. ZvySend hladina miize byt
pozorovana pii rendlni dysfunkci, dné, leukémii, polycytémii, aterosklerdze, diabetu,
hypotyredze nebo pii nékterych genetickych onemocnénich. Se sniZenou hladinou

mocovou se setkavame u pacienttt s Wilsonovou chorobou (Ambrozova, 2017h).

Lipoproteiny

Plasmatické lipoproteiny jsou cCastice obsahujici cholesterol, triacylgloceroly,
fosfolipidy a proteiny v rizném mnozstvi. Vné&jsi ¢ast je slozena fosfolipidy,
neesterifikovanym cholesterolem a proteiny. Vnitini cast obvykle obsahuje
esterifikovany cholesterol, a triacylglycerol (TAG). Tyto sférické ¢astice umoznuji
transport cholesterolu a TAG krevnim fecistém. Rozd¢€leni lipoproteint je na zaklade
podilu proteinti a lipidd a uréuje jejich hustotu. Ctyfi zakladni typy jsou chylomikrony,
lipoproteiny o velmi nizké hustoté¢ (VLDL), lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) a
lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL). Hlavni funkci HDL cholesterolu je transport

cholesterolu z perifernich tkani do jater. Nizka hladina HDL cholesterolu je spojena
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s rizikem vzniku koronarnich srde¢nich onemocnéni (Ambrozova, 2017ch).

Mocovina

Mocovina je kone¢nym produktem rozkladu bilkovin v jatrech. Velka ¢ast je vyloucena
moci. Zbytek mocoviny je Stépen bakteriemi v gastrointestindlnim traktu na amoniak.
Hladina mocoviny je vysetfovana pii akutni nebo chronické nedostatecnosti ledvin, pro
stanoveni bilance dusiku nebo monitorovani pacienta v dialyzaénim programu

(Ambrozova, 20171).

Triacylglyceroly (TAG)

TAG nebo také triglyceridy nalezi do skupiny lipida ziskanych z potravy. Jedna se o
estery trojsytného alkoholu glycerolu. V lidském zasobnim tuku jsou to obvykle
nerozvétvené monokarboxylové kyseliny s velikosti fetézce 16-18 uhlikt. V krvi jsou
tyto lipidy vazéany na lipoproteiny, jedna je predevsim o chylomikrony a lipoproteiny o
velmi nizké hustoté. Stanoveni hladiny TAG se vyuzivd pro screening rizika
koronarniho onemocnéni a dale pii diagnostice a 1é¢bé hyperlipidémii (Ambrozova,

2017j).

Proteiny celkové

Syntéza plazmatickych proteini probihda v jatrech, lymfatickych orgénech,
plazmatickych bunkach a kostni dfeni. Vyznamem téchto bilkovin je udrZeni
osmotického tlaku plazmy, transport lipid{i, aminokyselin, hormoni a dalSich dilezitych
latek. Chorobny stav muze zpusobit vyrazné zmény pomeéru celkovych proteini a
jednotlivych frakci. Hypoproteinémie mize byt zplsobena onemocnénim ledvin,
krvacenim, poruchou vstfebavani proteinit v tenkém stfevé, rozsahlymi popaleninami
nebo také nedostatkem proteinli. ZvySeni koncentrace plazmatickych proteinti miize
nastat napft. pii zadvazné dehydrataci, mnohocetném myelomu chronickém zanétu nebo
sarkoid6ze. Vyznamné zmény v poméru celkovych proteinli a jednotlivych frakei
mohou nastat pfi cirthoze jater, akutnich ¢i chronickych infekcich, nékterych

onemocnénich ledvin, akutni hepatitidé ¢i lupus erythromatodes (Ambrozova, 2017k).

Fosfor

V lidském organizmu se fosfor nachazi v kostech v podobé¢ fosfatti vapniku, buiikach
svalli a vnitfnich organech. Zde je ve formé fosfolipidi, nukleovych kyselin a ATP.
V séru se nachézi volny, vazany na proteiny nebo ve vazb¢ s vapnikem a hot¢ikem ve

form¢ anorganickych fosfati a organicky vazané kyseliny fosfore¢né. Fosfor ptrechazi
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do bunék mekkych tkani pfi potiebé metabolickych a energetickych procesech a naopak
se vyplavuje z bunéénych prostor pii katabolickych procesech. Snizeni hladiny vapniku
a zvySeni hladiny parathormonu a vitaminu D zplsobi vyplaveni fosforu z kosti.
Zvysena hladina fosforu v séru mize byt dale zptisobena snizenou glomerularni filtraci
fosfati. Snizend hladina fosforu je obvykle zjisténa pii  kiivici nebo

hyperparathyroidismu (Ambrozova, 20171).

Sodik

Jedna se o kationt extracelularni tekutiny. V téle je vyuzit pro normalni distribuci vody
a pro udrzeni osmotického tlaku. Nizké koncentrace sodiku mohou byt zpisobeny
snizenym pfijmem z potravy, zvySenym piijmem diuretik, dlouhodobym zvracenim
nebo metabolickou acidézou. ZvySena koncentrace mize byt zjiSténa u jedinct

s Cushingovym syndromem nebo pii zavazné dehydrataci (Ambrozova, 2018).

Kalium

Kalium je hlavnim kationtem v buiice. Jeho koncentrace v erytrocytu je pfiblizné 23x
vy$$i nez v plazmé, proto je nutné zpracovavat pouze nehemolytické vzorky. SniZeni
mnozstvi drasliku v plazmé mutze byt zpiisobeno nedostatenym piijmem z potravy
nebo zménou prerozdéleni mimobunééného drasliku. Pfi¢iny zvySeni koncentrace
drasliku mohou byt nésledkem nevhodné intraven6zni terapie, dehydratace, Soku,

diabetické ketoacidozy nebo popalenin (Ambrozova, 2018).

Chloridy

Tyto anionty jsou soucasti extracelularni tekutiny. Obvykle jsou pfijimany potravou a
vyluCovany s dalSimi ionty moc¢i. Nizka hladina chloridii je obvykle naméfena pii
dlouhodobém zvraceni, metabolické acidozy nebo onemocnéni ledvin. Pficina zvySeni
mnozstvi chloridii v plazmé muize byt metabolickd acidoza, onemocnéni ledvin nebo

hyperparatyredza (Ambrozova, 2018).

Gama-glutamyl transferaza (GGT)

GGT je enzym, ktery katalyzuje pifenos gama-glutamylové skupiny z gama-
glutamylpeptidi na jiné peptidy, aminokyseliny nebo vodu. Vyskytuje se ve vSech
tkanich, zvlasté v membranach bunck s vysokou absorp¢ni nebo sekrecni schopnosti.
Vétsinové mnozstvi GGT nachézejici se v séru pochdzi z jater a zlucovych cest, proto je
tento analyt ordinovan pii diagnostice a monitorovani hepatobiliarnich onemocnéni

(Ambrozova, 2017m).
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Kreatinin

Kreatinin vzniké dehydrataci kreatinu v organismu, ktery je ulozen ve svalové tkani
Vv podobé kreatinfosfatu. Tento kreatinfosfat je v téle vyuzivan pro regeneraci ATP.
Kreatinin odchazi z organismu pomoci glomerularni filtrace, proto je zvySeni hladiny

kreatininu spojeno se snizenou funkci ledvin (Ambrozova, 2017n).

Celkovy vapnik

V organismu je vétS§inové mnozstvi vapniku ulozeno v kostech. V lidském séru se
nachazi jako volny nebo komplexné vazany dvojmocny iont. Pro organismus je
nezbytny V koagula¢ni kaskdd¢, metabolismu kosti, aktivaci enzymu, fizeni
koncentra¢ni schopnosti ledvin, pro snizeni permeability bunééné membrany a
neuromuskuldrni drazdivost. Hyperkalcémie nastava pii neumérném piijmu vapniku
potravou, neimérném uvoliiovani z kosti nebo pii poruse ledvinovych funkei. Naopak
hypokalcémie mtze byt disledkem snizené¢ho ptivodu nebo zvysené spotteby vapniku

Vv organismu, dale napft. poruchy endokrinni regulace (Ambrozova, 20170).

Cholinesteraza (CHE)
Tento enzym je syntetizovan v hepatocytech a je vyluCovan do krevni plasmy. Jeho
koncentrace Vv krevni plasmé je tedy vyuzivana pro sledovani chronickych onemocnéni

jater nebo pro urceni rozsahu jejich akutniho poSkozeni (Masopust, 1998).

29



7 Cil prace

Cilem této prace je ovétfeni dosud interpretovanych referencnich mezi zakladnich
biochemickych vysetfeni oddélenim Klinické biochemie a hematologie v Nemocnici
Prachatice a.s. Do zdkladnich biochemickych metod jsem zahrnula celkem 20
zékladnich biochemickych metod, a to stanoveni glukozy, celkového bilirubinu, natria,
kalia, chloridii, kalcia, fosforu, mocoviny, kreatininu, kyseliny mocové, ALT, AST,
GGT, ALP, cholinesterazy, celkového cholesterolu, lipoproteinli o vysoké hustoté,

triacylglycerold, celkovych proteini a albuminu.
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8 Metodika

8.1 Analyza vzorki

Jako referen¢ni jedince jsem pouzila dvacet ndhodné odebranych vzorkti darcim krve
Z transfizni stanice, z dvodu edukace darcti pied odbérem 1 jejich vybéru do systému
darcii. Odbéry byly provedeny do zkumavky pro srazlivou krev s gelem proskolenymi
pracovniky transfazni stanice, byly ihned transportovany do laboratoie a zpracovany pii
teploté 15-25°C. Po pfijmu byla provedena centrifugace 3000 r.p.m. po dobu 10 minut.
Déle byla vSechna séra analyzovana pomoci pfistroje Architect c8000 od firmy Abbott.
Vsechna méteni byla provedena pod vedenim opravnéné osoby. Analyzator byl pred
méfenim vzorkd nakalibrovdn a kalibrace vSech metod byly ovéfeny pomoci dvou
hladin certifikovaného referenéniho kontrolniho materialu Omni CORE. Pro stanoveni

hladin analytu byly pouzity nasledujici principy metod:

Albumin
Principem metody stanoveni albuminu v séru je navazani bromkresolové zelené na
lidsky albumin za vzniku barevného komplexu, jehoz mnozstvi je pfimo Umérné

koncentraci albuminu v séru. Komplex je stanoven spektrofotometricky pii 628 nm.

Alkalicka fosfataza (ALP)
Metoda vyuzivd hydrolyzy bezbarvého p-nitrofenylfosfatu za vzniku zlutého p-
nitrofenolu. Tato reakce je katalyzovana alkalickou fosfatdzou. Métena absorbance pii

404nm je ptimo umeérna aktivité alkalické fosfatazy ve vzorku.

Aspartataminotransferaza (AST)
AST katalyzuje reakci L-aspartatu na 2-oxoglutarat za vzniku oxalacetatu, ktera se za
pritomnosti NADH redukuje na L-malat. Méfen je pokles absorbance pii vlnové délce

340nm.

Celkovy bilirubin
Vyuziva se reakce konjugovaného i nekonjugovaného bilirubinu s diazoreagencii, za
pfitomnosti povrchové aktivni latky. Nartist absorbance pifi vinové délce 548 nm je

pfimo imérny koncentraci celkového bilirubinu.

Glukoza
Principem stanoveni glukézy je jeji fosforylace hexokindzou za pfitomnosti

adenosintrifosfatu a iontt hoi¢iku za vzniku glukoza-6-fosfatu, ktera je dale oxidovan
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na glukonat-6-fosfat. Tato reakce je sptazena s redukci NAD" na NADH. Mnozstvi
vzniklého NADH je piimo umérné mnozstvi spotfebované glukézy. Vznikly NADH

absorbuje pfi vinové délce 340 nm a je detekovan spektrofotometricky.

Cholesterol

Zakladem stanoveni je enzymatickd hydrolyza esteri cholesterolu ve vzorku na
cholesterol a volné mastné kyseliny. Volny cholesterol, véetné¢ piivodné ptitomného
cholesterolu je déale oxidovan na cholest-4-en-3-on a peroxid vodiku. Peroxid vodiku
dale reaguje s kyselinou hydroxybenzoovou a 4-aminoantipyrinem za vzniku

chromoforu, ktery je métfen pti vinové délce 500 nm.

Kyselina mocova

Zakladem tohoto stanoveni jsou dvé reakce. Prvni je oxidace kyseliny mocové urikazou
za vzniku peroxidu vodiku. Dale reaguje peroxid vodiku za pritomnosti peroxidazy
s dal$imi reaktanty za vzniku chinoniminového ¢inidla. Vysledna zména absorbance pfi

vlnové délce 604nm je pfimo umérna koncentraci kyseliny mocové.

Ultra HDL Cholesterol
Tato metoda je zalozena na reakci cholesteroloxidazy s non-HDL neesterifikovanym
cholesterolem a na selektivnim rozpousténi HDL cholesterolu za pouZiti specifického

detergentu. Vznika chromogen, ktery je kvantifikovan pti vinové délce 604 nm.

Mocovina

Test funguje na principu kinetick¢é metody. Mocovina ve vzorku je hydrolyzovédna
uredzou na amoniak a oxid uhlicity. Dale amoniak a a-oxoglutarat reaguje na glutamat a
vodu za soubézné oxidace NADH. Na 1 mol mocoviny se oxiduji dva moly NADH.
Pocatecni rychlost poklesu absorbance métené pii vinové délce 340 nm je Umérna

koncentraci moc€oviny ve vzorku.

Triglyceridy (TAG)

Zde je principem né€kolik naslednych enzymatickych reakcei triacylglycerolu za vzniku
dihydroxyacetonfosfatu a peroxidu vodiku. Nésleduje reakce peroxidu katalyzovaného
peroxidazou za vzniku ¢erveného barviva. Absorbance tohoto barviva je pfimo umérna

koncentraci triacylglycerolt pfitomnych ve vzorku.

Proteiny

Reakce pro stanoveni proteini probihd v alkalickém prostfedi s méd’natymi ionty.
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Intenzita zabarveni je pfimo iimérna koncentraci proteinu. Stanovuje se métfeni nartstu

absorbance pii 572 nm.

Fosfor
Pro stanoveni anorganickych fosfati se vyuziva reakce s molybdenanem amonnym za
vzniku komplexu, ktery je poté méfen pii vinové délce 340 nm. Naméfena absorbance

je pfimo umérna hladiné anorganického fosforu ve vzorku.

Natrium, kalium, chloridy

Sodné, draselné a chloridové ionty byly stanoveny pomoci iontove selektivni elektrody,
ktera vyuziva selektivni membrany pro jednotlivé ionty. Mezi referenéni a méfici
elektrodou vznikd elektricky potencial, jehoz hodnota je porovnana s piedem

stanovenym napé&tim pro kalibrator a pfevedena na koncentraci iontu.

Gamaglutamyltransferaza (GGT)
Test vyuziva reakce kde GGT katalyzuje pfenos gama-glutamylové skupiny z donoru na
akceptor za vzniku 3-karboxy-4-nitroanilinu. Rychlost nartistu absorbance pii vinové

délce 412 nm je ptimo imérna mnozstvi GGT ve vzorku.

Kreatinin
Zakladem stanoveni je reakce kreatininu ve vzorku s pikratem v alkalickém prostiedi za
vzniku kreatinin-pikratového komplexu. Rychlost tvorby komplexu, méfena jako narist

absorbance pii vlnové délce 500 nm, je pfimo umérnéd koncentraci kreatininu ve vzorku.

Celkovy vapnik
Principem stanoveni vapniku je fotometrie. Vapnik reaguje s barvivem arsenazo Il
Vv kyselém prostiedi za vzniku nachového komplexu. Vzniklé zbarveni se méfi pii

vlnové délce 660 nm.

Alaninaminotransferaza (ALT)

ALT pfitomna ve vzorku katalyzuje pfenos aminoskupiny z L-alaninu na 2-oxoglutarat.
Za ptitomnosti pyridoxal-5-fosfatu vznikd pyruvat a L-glutamat. Pyruvat se za
pritomnosti NADH a laktatdehydrogenazy redukuje na L-laktat. Pii této reakci se
NADH oxiduje na NAD. Tato reakce je monitorovana métfenim rychlosti poklesu

absorbance pii vinové délce 340 nm.
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Cholinesteraza

Principem testu pro stanoveni hladiny cholinesterazy je jeji katalytické piisobeni
V hydrolytické reakci butyrylthiocholinu za vzniku butyratu a thiocholinu. Thiocholin
redukuje trojmocné zelezo, které je piitomné v reak¢ni smési. Katalyticka koncentrace
cholinesterazy je pfimo imérna intenzité¢ zbarveni vysledné smési a je métena pii 405

nm.

Meéieni vSech hodnot bylo vzdy provedeno dvakrat a pro zpracovani vysledkii byl
pouzit prumeér téchto dvou hodnot. Pro zjisténi rozlozeni hodnot byl wvyuzit
Kolmogorovy-Smirnovovy test s 10% hladinou vyznamnosti a pro kazdy analyt byl

vypracovan frekven¢ni histogram.

8.2  Postup pro ovéieni referencnich mezi

Bylo vybrano dvacet referenc¢nich jedincti, u kterych byly stanoveny hodnoty
zakladnich biochemickych metod. Hodnoty byly porovnany s referen¢nimi intervaly.
Vzhledem k tomu, Ze u né€kterych metod byly vice nez dvé hodnoty mimo referenéni
interval, nemohl byt referencni interval povazovan za verifikovany. Nasledoval novy
vybér referencnich jedincti. Vzhledem k pfedchozimu neuspéchu byli jedinci vybrani
pti splnéni kritérii vybranych laboratornich ukazatelii. Hodnota urcitého ukazatele byla
povazovana za ,,zdravou®, pokud hodnoty ukazatelii stejné funkce byly v referencnim
intervalu. Tedy napf. hodnota sodného kationtu byla povazovana za normalni, pokud
ostatni hodnoty rendlnich ukazateli byly v referen¢nim intervalu. Takto bylo vybrano
dalSich 20 referen¢nich jedinct, u kterych byly opét stanoveny zakladni biochemické
analyty. Pokud bylo vice neZ dvé hodnoty kaZzdého analytu mimo referencni interval,
pak nebyl tento interval verifikovan. Pokud nebylo vice nez dvé hodnoty z plivodnich
dvaceti referencnich jedinci mimo referenéni meze, pak se povaZoval referencni

interval za verifikovany.
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9 Vysledky a diskuze

Pro méfeni jsem zatadila do skupiny dvaceti referencnich jedinci sedm Zen a Ctrnact
muzl ve vékovém rozmezi dvacet az Sedesat tfi let. VSechny namétené hodnoty byly
porovnany s referen¢nimi intervaly pro dané pohlavi a vékovou skupinu a byly
statisticky zpracovany. Dale je pro kazdou metodu posuzovano rozlozeni dané populace

a stanovena nulova hypotéza, zda je toto rozloZeni je Gaussovské.

Glukoza
Ovétfované referenéni rozmezi: 3,30 — 5,59 mmol/I

Tab. €. 2. Namétené hodnoty pro stanoveni glukdzy

poradi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

glukéza | 5 51 | 555 | 490 | 540 | 456 | 6,47 | 540 | 416 | 516 | 6,03
(mmol/l)
pofadi mefeni] 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
glukoza

501 | 539 | 397 | 469 | 575 | 535 | 6.48 | 7.33 | 4,75 | 3.78
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Pro stanoveni glukézy bylo zjisténo normalni rozlozeni hodnocené populace, jak
ukazuje obr. 1 a dale bylo zjisténo, ze nelze odmitnout nulovou hypotézu na 10%
hladin¢ vyznamnosti. Referencni meze pro glukézu nebyly zvolenym postupem
oveéfeny. Pii méfeni leZzely vice nez dv€ hodnoty mimo referenéni meze 1 pfi
opakovaném meéteni. Tyto hodnoty nebyly dlivodem zmény referencnich mezi, protoZe

jsme predpokladali nedislednost referencnich jedinct pii laénéni pted odbérem.
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Obr. 1. Rozlozeni naméfenych hodnot gluk6zy
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Celkovy bilirubin

Ovétované referencni rozmezi: 3,40 — 20,5 umol/l

Tab. ¢. 3. Naméfené hodnoty pro stanoveni celkového bilirubinu

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
celkovy
bilirubin 172 | 93 | 90 | 185| 88 | 108 | 91 | 164 | 21,8 | 53
(umol/l)
pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
celkovy
bilirubin 77 | 78 | 95 | 139|173 | 184 | 16,7 | 150 | 11,6 | 15,8
(umol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Populace referen¢nich jedinci mé pro metodu celkového bilirubinu normélni rozlozeni.
Tato skuteCnost je znazornéna na obr. 2. Nulovou hypotézu na 10% hlading
vyznamnosti nelze zamitnout. Pivodni referencni interval celkového bilirubinu byl

ovéten. Pouze jedna hodnota z dvaceti méfeni byla mimo referencni meze.
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Obr. 2. Rozlozeni naméfenych hodnot celkového bilirubinu
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Natrium

Ovéfované referenéni rozmezi: 130-145 mmol/I

Tab. €. 4. Namétené hodnoty pro stanoveni natria

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

natrium
(mmol/l) 141 | 138 | 141 | 142 | 142 | 143 | 140 | 141 | 141 | 140

pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

NAIUM | 138 | 140 | 141 | 141 | 140 | 141 | 139 | 139 | 141 | 140
(mmol/l)

Referencni skupina pro stanoveni natria méla normalni rozloZeni, coZ je znazornéno na
obr. 3. Nulova hypotéza tudiz nebyla zamitnuta na 10% hladiné vyznamnosti. VSechny
naméfené hodnoty lezely v referenénim rozmezi, proto byl referenéni interval

povazovan za ovétreny.
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Obr. 3. Rozlozeni namétenych hodnot natria
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Kalium

Ovéfované referencni rozmezi:

3,8-5,5 mmol/l

Tab. €. 5. Naméfené hodnoty pro stanoveni kalia

pofadi méteni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
Kalium ) 5 | 405 | 340 | 450 | 3.90 | 430 | 410 | 3.90 | 3,95 | 485
(mmol/l)
pofadi méfeni| 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
Kalium 1 ) 10| 440 | 445 | 425 | 410 | 450 | 3.95 | 3.90 | 490 | 450
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Komogoriv — Smirnoviv test ukdzal normalni rozloZeni hodnot kalia referencnich

jedinct, jak je znazornéno na obr. 4, proto nebyla zamitnuta nulova hypotéza na 10%

hladin¢ vyznamnosti. Pro stanoveni kalia byly také referenéni meze ovéfeny, pouze

jedna hodnota leZela mimo interval.
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Obr. 4. Rozlozeni naméfenych hodnot kalia
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Chloridy

Ovéfované referenéni rozmezi: 97-108 mmol/I

Tab. €. 6. Namétené hodnoty pro stanoveni chlorida

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

chloridy | 106 | 103 | 101 | 108 | 106 | 109 | 104 | 107 | 100 | 106
(mmol/l)

pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

chloridy 1 102 | 105 | 108 | 103 | 105 | 104 | 103 | 102 | 104 | 104
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Populace pro stanoveni chloridiit méla normalni distribuci a nulova hypotéza na 10%
hlading vyznamnosti nebyla zamitnuta. Rozlozeni namétenych hodnot chloridi je
znazornéno na obr. 5. Referen¢ni interval pro stanoveni chloridii byl povazovéan za
spravné stanoveny, protoze z dvaceti jedinc byla pouze jednomu stanovena hodnota

mimo rozmezi.
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Obr. 5. Rozlozeni naméfenych hodnot chlorida

39




Celkovy vapnik

Ovéfované referenéni rozmezi: 2,10 - 2,55 mmol/l

Tab. €. 7. Naméfené hodnoty pro stanoveni celkového vapniku

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

celkovy
vapnik 2,28 | 239 | 254 | 230 | 248 | 2,17 | 2,41 | 2,24 | 253 | 241
(mmol/l)

poradi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

celkovy
vapnik 2,36 | 2,27 | 2,14 | 231 | 2,31 | 2,37 | 2,31 | 2,56 | 2,37 | 2,40
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Distribuce hodnot kalcia byla normalni, jak je znazornéno na obr. 6. Nulovou hypotézu
toho stanoveni na 10% hladiné vyznamnosti nelze zamitnout. Posouzené referencni
rozmezi celkového kalcia ukazalo, ze je uréené spravné. Pouze jedna hodnota neleZela

V referenéni oblasti.
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Obr. 6. Rozlozeni namétenych hodnot kalcia
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Fosfor

Ovéfované referenéni rozmezi: 0,74 — 1,52 mmol/l

Tab. ¢ 8. Namétené hodnoty pro stanoveni fosforu

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(r;?f]';olgl) 1,15 | 0,97 | 0,84 | 0,99 | 1,29 | 097 | 1,04 | 1,19 | 1,09 | 0,77

pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

(rffﬁf,f)‘iin 0,94 | 1,12 | 1,04 | 1,03 | 0,82 | 0,88 | 0,97 | 1,24 | 1,14 | 1,02

Ovéfeni referencnich mezi fosforu rovnéz prokazalo normalni rozlozeni hodnot, tj. Ze
nulovou hypotézu na 10% hladin¢ vyznamnosti nelze zamitnout. Toto zjisténi je
vyobrazeno na obr. 7. Interval byl povazovan za ovéfeny, protoze se vSech dvacet

hodnot vyskytovalo uvnitf intervalu.
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Obr. 7. Rozlozeni namétenych hodnot fosforu
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Mocovina

Ovéfované referenéni rozmezi: muzi 2,8 — 8,3 mmol/l, zeny 2,0 — 6,7 mmol/Il

Tab. €. 9. Namétené hodnoty pro stanoveni mocoviny

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

urea (mmol/l)] 3,90 | 5,60 | 3,95 | 500 | 480 | 7,10 | 520 | 4,90 | 3,55 | 6,00

poradi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

urea (mmol/l)] 2,80 | 4,25 | 455 | 5555 | 3,60 | 4,25 | 6,85 | 565 | 3,30 | 3,95

Hodnoty naméfené zenam jsou podbarveny Sedé.

Nameétené hodnoty mocoviny mély normalni rozlozeni, jak je ukazano na obr. 8.
Nulovou hypotézu tohoto stanoveni nelze s 10% hladinou vyznamnosti zamitnout.
Referencni interval pro stanoveni mocoviny byl také ptijat. VSechny naméfené hodnoty

leZely uvnitf tohoto intervalu.
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Obr. 8. Rozlozeni naméfenych hodnot mocoviny

42




Kreatinin

Oveétované referencni rozmezi: muzi 64 -104 pmol/l, zeny 49 -90 pmol/I

Tab. €. 10. Naméfené hodnoty pro stanoveni kreatininu

pofadimeteni] L | 2 | 3 | 4 | 5 ] 6 | 7 | 8 | 9 10
kreatinin | o | o1 5 | 685 | 695 | 645 | 850 | 84,0 | 650 | 695 | 805
(umol/1)

pofadi mefeni| 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 20
kreatinin | 21 ¢ | 670 | 57.0 | 81.5 | 84.0 | 78,0 | 755 | 96,5 | 745 | 70,0
(umol/1)

Hodnoty naméfené Zendm jsou podbarveny Sed¢.

Pro stanoveni kreatininu bylo zjisténo normalni rozloZeni namétenych hodnot, jak
ukazuje obr. 9, tj. Ze nelze zamitnout nulovou hypotézu na 10% hladiné vyznamnosti.
Vsechny naméfené hodnoty patfily do pivodniho referencniho intervalu, proto byl

povazovan za ovéfeny.

[e)]
1

Frequency
D

S N
-

B

40 50 60 70 80 90 100 110
pramér

Obr. 9. Rozlozeni naméfenych hodnot kreatininu
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Kyselina mocova

Ovéiované referencni rozmezi: muzi 210-420 pmol/l, Zeny 15 — 350 pmol/l

Tab. €. 11. Naméfené hodnoty pro stanoveni kyseliny mocové

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
kyselina
mocova 158 | 324 | 281 | 420 | 261 | 323 | 305 | 312 | 361 | 309
(umol/l)
pofadi mefeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
kyselina
mocova 324 | 233 | 216 | 445 | 331 | 331 | 543 | 333 | 424 | 306
(umol/1)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou a hodnoty naméfené zenam jsou

podbarveny Sed¢.

Nameétené hodnoty pfi ovérfeni referencnich hodnot kyseliny mocové nemély normalni
rozlozeni, jak ukazuje obr. 10, tj. nulova hypotéza byla na 10% hladiné¢ vyznamnosti
zamitnuta ve prospéch alternativni hypotézy. Pro stanoveni kyseliny mocové se
nepodafilo interval ovéfit. Z dvaceti naméfenych hodnot bylo vice nez dvé mimo oblast
ovéfovaného intervalu i pfes opakovani ovétfeni referencnich mezi. Divodem bylo

zfejmé nedodrzeni dietniho rezimu referencnich jedinct.
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Obr. 10. Rozlozeni naméfenych hodnot kyseliny mocové
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Alaninaminotransferaza (ALT)

Ovétované referencni rozmezi: zeny 0,05 — 0,73 pkat/l, muzi 0,05 — 0,85 pkat/l

Tab. €. 12. Naméfené hodnoty pro stanoveni ALT

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ALT (pkat/) | 0,36 | 0,31 | 0,49 | 0,50 | 0,53 | 0,45 | 0,64 | 0,38 | 0,47 | 0,67

poradi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

ALT (ukat/l) | 0,74 | 0,54 | 0,52 | 0,49 | 0,57 | 0,73 | 0,56 | 0,50 | 0,85 | 0,65

Hodnoty naméfené Zendm jsou podbarveny Sed¢.

Pro stanoveni ALT byla zjiS§téna normalni distribuce hodnot. Tato skutecnost je
znazornéna na obr. 11, €ili vysledkem testovani nulové hypotézy bylo doporuceni
nezamitnout ji na 10% hladin¢ vyznamnosti. Referen¢ni interval byl povazovan za

ovéfeny, protoze vSechny namétené hodnoty lezely uvnitt posuzovaného intervalu.

12 4

™\
10 4
8 -
>
(&)
]
56
o
g
[N,
4 7 3
2 / \
0 \'
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
pramér

Obr. 11. Rozlozeni naméfenych hodnot ALT
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Aspartataminotransferaza (AST)

Ov¢étované referencni rozmezi: 0, 05 — 0,75 pkat/l

Tab. ¢. 13. Naméfené hodnoty pro stanoveni celkového AST

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AST (pkat/l) | 0,24 | 0,29 | 0,38 | 0,37 | 0,32 | 0,43 | 0,40 | 0,29 | 0,36 | 0,39
pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
AST (pkat/l) | 0,55 | 0,34 | 0,32 | 0,38 | 0,32 | 0,53 | 0,39 | 0,54 | 0,47 | 0,39

Stanovené hodnoty pro AST nemély normalni rozlozeni, jak je ukédzano na obr. 12 a

nulova hypotéza byla na 10% hladin¢ vyznamnosti odmitnuta ve prospéch alternativni

hypotézy. Nicmén¢ referencni rozmezi bylo ovéfeno, nebot’ vSech dvacet ziskanych

hodnot nalezelo posuzovanému intervalu.
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Obr. 12. RozloZeni naméfenych hodnot AST
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Gamaglutamyltransferaza (GGT)

Ovéfované referencni rozmezi: <1,10 pkat/l

Tab. €. 14. Naméfené hodnoty pro stanoveni GGT

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GGT (pkat/) | 0,20 | 0,34 | 0,50 | 0,52 | 0,32 | 0,38 | 0,40 | 0,23 | 0,33 | 0,79
pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
GGT (pkat/) | 0,87 | 0,50 | 0,68 | 0,50 | 0,47 | 0,93 | 0,66 | 0,35 | 0,52 | 0,35

Pro stanoveni GGT byly naméfeny hodnoty, které nemé€ly normalni rozlozeni. Toto

rozlozeni ukazuje obr. 13 a nulova hypotéza byla zamitnuta na 10% hladiné

vyznamnosti ve prospéch alternativni. Ovéfeni referenénich mezi bylo hodnoceno

kladné, protoze vSech dvacet hodnot leZelo uvnitf referen¢niho intervalu.
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Obr. 13. Rozlozeni naméfenych hodnot G7GT
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Alkalicka fosfataza (ALP)

Ov¢étované referencni rozmezi: zeny 0,58 — 1,74 pkat/l, muzi 0,67 — 2,15 pkat/l

Tab. €. 15. Namétfené hodnoty pro stanoveni ALP

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ALP (pkat/l) | 0,83 | 1,33 [ 1,22 | 1,36 | 0,98 | 1,02 | 1,05 | 1,35 | 1,24 | 1,40
pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
ALP (ukat/l) | 1,53 | 2,60 | 1,32 | 1,37 | 1,38 | 1,43 | 1,50 | 1,15 | 1,40 | 1,08

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou a hodnoty naméfené zendm jsou

podbarvené Sed¢.

Ovéfeni referencnich hodnot ALP pfineslo hodnoty, které nemély normalni rozlozeni.

Tyto hodnoty jsou znazornény na obr. 14. Pro stanoveni ALP byla tedy nulova hypotéza

na 10% hladiné¢ vyznamnosti zamitnuta ve prospéch alternativni hypotézy. Nicméné

verifikaci referen¢nich mezi alkalické fosfatazy bylo prokazano, ze je interval stanoven

spravné. Pouze jedna z dvaceti naméfenych hodnot leZzela mimo tento interval.
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Obr. 15. Rozlozeni namétenych hodnot ALP
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Cholinesteraza

Ovéiované referencni rozmezi: zeny 66 - 180 pkat/l, muzi 77 — 192 pkat/l

Tab. €. 16. Namétené hodnoty pro stanoveni cholinesterazy

poradi méfeni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

cholinesterdza | “gq | 79 | 178 | 140 | 126 | 208 | 177 | 82 | 191 | 130
(ukat/1)

poradi méfeni | 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

cholinesterdza | 145 | 119 | g9 | 117 | 148 | 164 | 190 | 174 | 175 | 131
(ukat/1)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou a hodnoty naméfené zendm jsou

podbarveny Sed¢.

Pti ovéfeni referenéniho intervalu cholinesterazy byly ziskany hodnoty normalniho
rozdéleni. Tato skute¢nost je vyobrazena na obr. 15. Nulova hypotéza tohoto stanoveni
nemuze byt na 10% hladiné vyznamnosti zamitnuta. Z naméfenych hodnot
cholinesterazy bylo zjiSténo, Ze mize byt interval pouzit dal beze zmén. Pouze jedna

ziskana hodnota lezela mimo tento interval.
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Obr. 15. RozloZeni naméfenych hodnot cholinesteraza
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Cholesterol

Ovéfované referenéni rozmezi: 3,4 — 5,2 mmol/I

Tab. €. 17. Namétfené hodnoty pro stanoveni cholesterolu

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

cholesterol 1 65 | 4,60 | 5,10 | 4,70 | 5,60 | 4,60 | 5,00 | 4,00 | 3,85 | 5,50
(mmol/l)
pofadiméfeni| 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
cholesterol | ¢ g0 | 550 | 4,50 | 4,0 | 5,10 | 5,50 | 4,10 | 4,70 | 4,40 | 4,40
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaceny barvou.

Naméfené hodnoty pii validaci referencniho intervalu cholesterolu mély normalni
rozdéleni, jak ukazuje obr. 16 a nulovou hypotézu na 10% hladiné vyznamnosti nelze
proto pro toto stanoveni odmitnout. Referencni interval nebyl ovéten, i pfes opakovani
postupu pro ovéteni referencnich mezi. Z dvaceti referen¢nich jedincth méli vice nez dva
hladinu cholesterolu mimo plvodni referencni interval. Divodem bylo ziejmé
nedodrzeni dietniho rezimu pred odbérem. Pro cholesterol byly jiz pevné stanoveny
referen¢ni meze, proto neni nutné je jiz ovétovat. Toto stanoveni jsme provedli pouze ze

zajimavosti.
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Obr. 16. RozloZeni naméfenych hodnot cholesterol
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Ultra HDL cholesterol

Ovéfované referenéni rozmezi: Zeny >1,68 mmol/l, muzi >1,42 mmol/l

Tab. ¢. 18. Namétené hodnoty pro stanoveni celkového Ultra HDL cholesterolu

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

UHDL
colesterol | 1,82 | 1,11 | 1,86 | 0,97 | 1,71 | 1,52 | 1,55 | 1,39 | 1,46 | 1,74
(mmol/l)

poradi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

UHDL
cholesterol | 1,49 | 1,72 | 1,70 | 1,36 | 1,41 | 2,17 | 0,98 | 1,65 | 1,42 | 1,42
(mmol/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznadeny barvou a hodnoty naméfené zenam jsou

podbarveny Sedé.

Referen¢nim jedincim pro stanoveni ultra HDL cholesterolu byly naméfeny hodnoty
s normalnim rozdélenim. RozloZeni namétenych hodnot je vyobrazeno na obr. 17 a
statistické zpracovani pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu ukazalo, ze nelze pro toto
stanoveni zamitnout nulovou hypotézu na 10% hladin¢ vyznamnosti. Interval pro tento
ukazatel nebyl ovéfen. Ze ziskanych hodnot lezelo vice nez dvé mimo ptivodni interval,
i pfes opakovani postupu pro ovéteni referencnich mezi. Zde bylo pravdépodobné opét
divodem netspéchu ovéfeni referenénich mezi nedodrzeni dietniho rezimu referenc¢nich

jedinct.

H
1

Frequency
w

2 -

1 N

11 / \\

0

0,6 0,8 1 1,2 14 . .16 1,8 2 2,2 2,4
pramér

Obr. 18. RozloZeni namétenych hodnot ultra HDL cholesterolu
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Triglyceridy (TAG)

Ovéfované referenéni rozmezi: Zeny <1,10 mmol/l, muzi <2,08 mmol/Il

Tab. €. 19. Naméfené hodnoty pro stanoveni TAG

pofadi mefeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TAG 0,60 | 1,46 | 0,58 | 1,85 | 0,54 | 0,91 | 0,78 | 0,54 | 0,70 | 1,49
(mmol/l)
poradi mé&feni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
TAG 158 | 1,07 | 069 | 069 | 1,49 | 1,63 | 1,70 | 0,85 | 1,50 | 0,78
(mmol/l)

Ovéfenim referencnich mezi triglyceridi byly ziskdny hodnoty, které neodpovidaly

normalnimu rozdéleni, jak je zndzorné€no na obr. 18 a nulova hypotéza tohoto stanoveni

byla na 10% hladiné vyznamnosti zamitnuta ve prospéch alternativni hypotézy.

Referen¢ni meze tohoto ukazatele byly ovéteny, protoZze namétené hladiny triglyceridl

patiily vSechny do tohoto rozmezi.
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Obr. 18. Rozlozeni namétenych hodnot TAG
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Celkové proteiny

Ovétované referencni rozmezi: 64 — 82 g/l

Tab. €. 20. Namétfené hodnoty pro stanoveni celkovych proteint

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

celkove | eoo | 676 | 77.8 | 721 | 797 | 688 | 707 | 714 | 84.2 | 737
proteiny (g/l)

pofadi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

celkove 777 | 71,2 | 649 | 71,7 | 659 | 753 | 749 | 82,7 | 76,1 | 77,7
proteiny (g/l)

Hodnoty lezici mimo RI jsou vyznaéeny barvou.

Naméfené hodnoty celkovych proteinitt mély normalni distribuci, jak je ukdzano na obr.
19. Statistické zpracovani téchto hodnot ukazalo, ze nelze zamitnout nulovou hypotézou
na 10% hladin¢ vyznamnosti. Z dvaceti naméfenych hodnot se nachazely pouze dvé

mimo ovéfovany interval, proto byl interval povazovan za spravny.
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Obr. 20. RozloZeni namétenych hodnot celkovych proteinti

53



Albumin

Ovétované referencni rozmezi: 35 — 53 g/l

Tab. €. 21. Namétfené hodnoty pro stanoveni albuminu

pofadi méfeni| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

albumin (g/l) | 42,3 | 39,6 | 51,8 | 42,2 | 50,2 | 41,8 | 47,7 | 43,7 | 51,0 | 44,4

poradi méfeni| 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

albumin (g/l) | 45,9 | 41,7 | 40,2 | 46,5 | 445 | 47,8 | 48,6 | 49,2 | 455 | 48,5

Stanovené hodnoty albuminu mély normalni rozlozeni. Toto rozlozeni je znazornéno na
obr. 20. Testovani hypotéz prokéazalo, zZe nulovou hypotézu o Gaussovském rozlozeni
hodnot nelze na 10% hladiné vyznamnosti zamitnout. Referen¢ni jedinci méli vSichni
hladinu albuminu lezici v referen¢nim intervalu, proto byl referenéni interval povazovan

za ovéfeny.
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Obr. 21. Rozlozeni namétenych hodnot albuminu
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10 Zavér

V této praci byly ovéieny referen¢ni intervaly pro celkovy bilirubin, natrium, kalium,
chloridy, kalcium, fosfor, = mocovinu, kreatinin, alaninaminotransferazu,
aspartataminotransferazu, gama-glutamyltransferazu, alkalickou fosfatazu,
cholinesterazu, triacylglyceroly, celkové proteiny a albumin. Pro tato stanoveni lezelo
minimaln¢ 18 vyslednych hodnot z dvaceti v ptivodnim referenénim intervalu pro danou

metodu.

Pro stanoveni glukozy, kyseliny mocové, celkovy cholesterol a HDL-cholesterol se
nepodafilo referenéni meze ovéfit. Divodem nebyly chybné piivodni referencni
intervaly, ale nedislednost referen¢nich jedinct pti dodrzeni laénéni pfed odbérem a
stravovacich navykil. Pro ovéfeni téchto metod by byla nutnd peclivéjsi edukace
referenc¢nich jedinci pied odbérem. Dale by bylo nutné dlouhodobé sledovani
stravovacich navyk, télesnych aktivit a celkového Zivotniho stylu referencnich jedinc.
Tento postup by byl velice nejen Casové, ale i financné nérocny. To je také diivodem,
pro¢ vétSina laboratoii neovefuje referencni meze. Problematickym bodem se miize
jevit i vlastni rozsah ovéfovanych referen¢nich mezi, k nimz jsou posléze naméiena data
vztahovana, paklize se pii vybéru jedinct nerespektuji rozdilnost téchto RI s ohledem
na pohlavi. Nicméné kli¢ovy divod toho, pro¢ se nepodafilo nékteré referencni
intervaly metodou malych vybéra referen¢nich jedinct ovéfit, spocival dozajista v ne
zcela disledném vybéru vhodnych tzv. zdravych jedinct. Teprve v prubéhu prace jsem
zjistila, ze volbu tzv. zdravych jedinci je s vyhodou lepSi provadét pomoci
smysluplnych diagnostickych celki a zatazovat do vybéru pro konkrétni referen¢ni mez
pouze jedince, u nichZz byly Vv pfipadé¢ diagnosticky sdruzenych analyth predem
dosazeny fyziologické hodnoty: napiiklad do referencniho vybéru pro ovéteni
mocoviny v séru zahrnout pouze jedince S fyziologickymi hodnotami kreatininu, jakoz i
celého mineraloramu tak, jak doporucuje odborna literatura (Jabor, 2013). PotiZ spoc¢iva
ve faktu, ze casto nejsou vysledné hodnoty analyti smysluplné smeétujicich
k podobnému  diagnostickému cili dostupné =z diavodi rozdilnych podminek
preanalytické faze (napf. nebyly k dispozici vysledky glykovaného hemoglobinu pro

vybér zdravych jedinct pro ovéteni referencnich mezi glukdzy).

Doufam, Ze vysledky mé prace budou prospésné laboratofi Oddéleni klinické biochemie

a hematologie Nemocnice Prachatice a.s., jejiZ referencni hodnoty jsem ovétovala.
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12 Zkratky
ALP — alkalicka fosfataza

ALT — alanin aminotransferaza

AST — aspartat aminotransferaza

CLSI - The Clinical and Laboratory Standards Institute

CSL JEP — Ceska 1ékatska spolenost Jana Evangelisty Purkyné

GGT — gama-glutamyltransferaza

IFFC-LM - International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
RI — referen¢ni interval

SOP — standardni operac¢ni postup

TAG - triacylglyceroly
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