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Zavedeni spektrofotometrického stanoveni citrati a oxalati v modi do
rutinniho provozu klinické laboratore

Abstrakt

Stanoveni hladiny citrat a oxalati v mo¢i mé velky vyznam pii diagnostice a nasledném
monitorovani pacientdi s urolitiazzou. Udaje o koncentraci téchto latek v moéi spolu s
dalsimi metabolickymi vySetfenimi pomahaji urcit pravdépodobnost recidivy urolitiazy.
Soucasné pomahaji lékafim k nalezeni vhodnych reZimovych opatfeni pro pacienty s

touto chorobou.

Tato bakaléaiska prace se zabyva zavedenim stanoveni citrati a oxalati do rutinniho
provozu klinické laboratote. V teoretické ¢asti je nejprve struéné popsana problematika
urolitiazy, jeji rozdéleni, etiopatogeneze, 1écba a profylaxe. Dlraz je kladen na tlohu
citrati a oxalati. Dale jsou charakterizovany jednotlivé druhy mocovych konkrementi a
moznosti jejich analyzy. Nasleduje ptibliZzeni procesu verifikace métficiho postupu a s ni
spojenych vykonnostnich parametrt. Jsou zde téz vyjmenovany a popsany souvisejici
analytické vlastnosti metod. V ramci popisu zavadéciho procesu je stru¢né vysvétleno

nastaveni parametrti v laboratornim a nemocni¢nim informa¢nim systému.

V laboratoti UKBH FN Plzefi jsme pro stanoveni koncentrace citratii a oxalattl v mogéi
zvolili enzymatické metody a automaticky analyzitor Beckman Coulter AU480.
Teoreticka ¢ast bakalarské prace tedy pokracuje popisem spektrofotometrie a fungovani
pouzitého pristroje. Vyzkouseli jsme reagencie od zahrani¢nich vyrobcti INstruchemie
(Holandsko) a LTA (Italie). Nasleduje vysvétleni principti metod od vyse uvedenych
vyrobcl, ve stru¢nosti jsou uvedeny dal$i mozné zpisoby stanoveni téchto analyt. Pro
rutinni pouZiti byly vybrany reagencie od firmy INstruchemie. JelikoZ tento vyrobce jiz
své metody na spektrofotometrech firmy Beckman Coulter validoval, prob&hla na UKBH

pouze jejich verifikace.

Praktickd cast této bakaldiské prace se zabyva nejprve piipravou reagencii k analyze a
pokracuje naprogramovanim parametri jednotlivych metod do analyzatoru. Hlavni
naplni této prace je zevrubny popis provedeni jednotlivych fazi analyz, jeZ jsou
vyzadovany verifikaénim procesem. Po uspéSném dokonceni vSech méfeni a
vyhodnoceni jejich vysledkl byly vypracovany piislusné verifika¢ni protokoly a metody

uvedeny do rutinniho provozu laboratofe.
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Introduction of spectrophotometric determination of citrates and
oxalates in urine into routine clinical laboratory

Abstract

Determination of the level of citrates and oxalates in urine is of great importance in the
diagnosis and subsequent monitoring of patients with urolithiasis. Data about urine
concentrations of these substances, together with other metabolic tests, help to determine
the likelihood of recurrence of urolithiasis. At the same time, they help physicians find

appropriate regime measures for patients with the disease.

This bachelor thesis deals with the introduction of the determination of citrates and
oxalates in the routine operation of a clinical laboratory. The theoretical part first briefly
describes the issue of urolithiasis, its distribution, etiopathogenesis, treatment and
prophylaxis. Emphasis is placed on the role of citrates and oxalates. Furthermore,
individual types of urinary stones and possibilities of their analysis are characterized. The
following is an approach to the process of verification of the measuring procedure and
associated performance parameters. The related analytical properties of the methods are
also listed and described here. Within the description of the implementation process the
setting of parameters in the laboratory and hospital information system is briefly

explained.

In the laboratory of UKBH FN Plzen we chose enzymatic methods and an automatic
analyzer Beckman Coulter AU480 to determine the concentration of citrates and oxalates
in urine. The theoretical part of the bachelor thesis continues with a description of the
spectrophotometry and operation of the instrument used. We tested reagents from foreign
manufacturers INstruchemie (Netherlands) and LTA (Italy). The following is an
explanation of the principles of the methods from the above manufacturers and briefly
lists other possible methods for the determination of these analytes. Reagents from
INstruchemie were selected for routine use. As this manufacturer has already validated
its methods on Beckman Coulter spectrophotometers, only their verification has taken

place at UKBH.



The practical part of this bachelor thesis deals first with the preparation of reagents for
analysis and continues with programming the parameters of individual methods into the
analyzer. The main content of this work is a detailed description of the implementation
of individual phases of analysis, which are required by the verification process. After
successful completion of all measurements and evaluation of their results, appropriate
verification protocols were prepared and the methods were put into routine operation of

the laboratory.
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Uvod

Zavadéni metod do rutinni praxe klinické laboratote je proces zahrnujici mnoho krokd.
Vétsina metod je zavadéna do provozu bud’ pti zakladani nové laboratote, nebo postupné
behem casu, kdy medicinsky a technologicky pokrok ptinasi nové diagnostické moznosti.
K zavadéni novych metod dochazi, kdyz se oteviou nova odd¢€leni ¢i ambulance, které ke
svému provozu vyzaduji specifickou laboratorni diagnostiku. V tomto ptipadé byly do
pasobnosti metabolické poradny, ktera je sou¢ast Ustavu klinické biochemie a
hematologie (UKBH) v plzenské fakultni nemocnici (FN), pfiddna péte o pacienty

s diagndzou urolitidzy.

Urolitidza je onemocnéni provazené tvorbou solidnich konkrementti v mocovych cestach.
Tyto konkrementy kromé poSkozeni tkani zptsobuji také vyssi riziko infekce €1 obstrukce
mocovych cest. Navic v momenté, kdy jsou konkrementy uvedeny do pohybu, zplisobuji
pacientiim silnou kolikovitou bolest. Po odstranéni konkrementi z mocovych cest, at’ uz
spontanné, nebo pomoci invazivni metody, dochazi vice nez u poloviny pacientl
k recidivé onemocnéni. ProtoZe urolitidza je onemocnéni pievazné multifaktoridlni, pro
zvraceni tohoto trendu je tieba zjistit jednotlivé pticiny onemocnéni a eliminovat rizikové
faktory tvorby mocovych konkrementti. Tato uloha spad4d z hlediska medicinské
odbornosti spiSe do plisobnosti internistii ¢i biochemikl nez urologli. Soucasti vysetieni
provadénych vramci metafylaxe urolitidzy je stanoveni biochemickych markera
urolitidzy, ke kterym patfi mimo jiné i nové zavadéné metody na stanoveni citrati a

oxalatt v moci.

Poté, co bylo na UKBH rozhodnuto o zavedeni novych metod do rutinni praxe, bylo
s ohledem na provozni okolnosti v laboratofi urceno, Ze stanoveni citrati a oxalatii v moci
bude provadéno pomoci enzymatickych metod na biochemickém analyzatoru AU480 od
firmy Beckman Coulter. Protoze firma Beckman Coulter ve svém portfoliu metod citraty
a oxalaty nemd, byly pro porovnani zvoleny metody od firem INstruchemie a LTA.
Vybrané metody byly nasledné zavedeny do rutinniho provozu v souladu s normou CSN

ENISO 15189.

Kromé samotného analytického procesu stanoveni, musi byt zavadéné metody také
implementovany do nemocnicnich a laboratornich systémi (NIS a LIS), které umoZiiuji
rychly a efektivni pribéh vSech jednotlivych krokl od zadani pozadavki na vySetteni, az

po predani validnich vysledkt 1ékafi.
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laboratote je zajistit spravnou preanalytickou cast samotného stanoveni, zahrnujici
informovani pacienta, spravny odbér ¢i sbér vySetfovaného materidlu a pfipravu na

samotnou analyzu.

Cile této prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

1) Stru¢né seznameni s problematikou urolitidzy a vyznamu provadéni laboratornich

metod s ni souvisejicich. Diraz bude kladen hlavné na stanoveni citratti a oxalatii v moci.

2) Naprogramovani a vloZeni komeréné dodavanych reagencnich souprav na stanoveni
citrat a oxalatl od vyrobct INstruchemie a LTA do biochemického analyzatoru AU480

firmy Beckman Coulter.

3) Provedeni kalibraci, zméteni kontrolnich vzorkli a porovnani metod od obou vyrobcii

na zaklad¢ vysledkii méteni a provozné ekonomickych kritérii.

4) U obou metod vybraného vyrobce provést verifikaci (poptipad¢ validaci) v souladu s

normou CSN EN ISO 15189.

5) Popis zavedeni téchto novych metod do laboratorniho a nemocni¢niho informacniho

systému.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Kyselina citronova

Kyselina citronova (citric acid) je slaba trikarboxylova kyselina, jejiz systematicky nazev
je kyselina 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova nebo kyselina 3-karboxy-3-
hydroxypentandiova. Vyskytuje se bud’ v ¢istém stavu, nebo jako monohydrat. Je to
bezbarva krystalickd, ve vodé rozpustna latka bez zapachu, ktera ma siln¢€ kyselou chut’.
V piirodé se vyskytuje prakticky ve vSech druzich rostlin a Zivo€ichil, nejvice je obsaZena
v citrusovych plodech. Hlavni tloha kyseliny citronové v organismu je ucast v citrdtovém
(Krebsové) cyklu, coz je hlavni aerobni draha energetického metabolismu, kterd oxiduje

acetylové zbytky ziskané z cukra, tukii a proteinti.

Kyselina citronova vytvafi stabilni komplexy s mnoha kovy, ¢ehoZ je vyuzivano pii
Cisténi (napt. kotle a vymeéniky tepla). Tato schopnost je klicova pii blokovani
krystalizace oxalatovych soli v moc¢i a bude podrobnéji popsana v kapitole 1.3.4.2.
Kyselina citronova a jeji sodné nebo draselné soli jsou hojné pouZivané pii vyrobé

potravin. Jeji estery se pridavaji do plastovych oball jako zmekcovadla.

Priimyslova vyroba je zalozena na fermentaci sachardézy nebo glukdézy pomoci
mikroorganismil. NejCastéji se vyuziva hub Aspergillus niger, mén¢ cCasto kvasinky
(Verhoft, 2005). Stanovit koncentraci kyseliny citronové Ize mnoha zptsoby, pficemz
moznosti jejiho stanoveni v moci jsou podrobnéji popsany v kapitolach 1.9.5 a 1.9.6.

OH
o © O «H,0

HO OH OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec monohydratu kyseliny citronové

Zdroj: Sigma-Aldrich (dostupné z: hittps://lurl.cz/OzV CH)
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1.2 Kyselina §tavelova (oxalova)

Kyselina $tavelova (oxalic acid) je silna dikarboxylova kyselina, jejiz systematicky
nazev je kyselina ethandiova. Jedna se o nejsilngjsi organickou kyselinu (disociacni
konstanta prvniho stupné pKa; ma hodnotu 1,27). Vyskytuje se nejcastéji jako dihydrat.
Dihydrat kyseliny st'avelové je bezbarva ve vode rozpustna latka bez zapachu, ktera tvori
bezbarvé hranoly ¢i granule. Kromé leptavych G¢inki je také jedovata, nejnizsi smrtelna

déavka pro ¢loveéka (LDLo) peroralné je 71 mg/kg.

V piirod¢ se nachazi vétSinou ve formée soli, které jsou rozsifené u rostlin 1 zivoCichu
(Riemenschneider, Tanifuji, 2005). U zivocichl vznika hlavné jako odpadni produkt
metabolismu. U ¢lovéka je to metabolizmus kyseliny askorbové a glycinu (Kawaciuk,
2009). Jen zhruba desetina pochazi z potravy. Velké mnozstvi oxalatii obsahuje Spenat,
rebarbora a mangold. Zatimco oxalaty alkalickych kovii a troymocného Zeleza jsou dobie
rozpustné ve vod¢, oxalaty kovi alkalickych zemin jsou témét nerozpustné, coz ma vliv

na tvorbu mocovych konkrementt (viz kapitola 1.3).

Kyselina Stavelovd ma mnohé vyuziti. Pro snadnou rozpustnost oxalatu zelezitého je
vyuzivana naptiklad pro odstranéni rzi. Dalsi vyuziti ma pii zpracovani textilii, pi1 béleni
ktze, dieva a buni¢iny. Vyznamné misto ma i v chemické syntéze, kde jsou vyuzivany
jeji redukeni vlastnosti (sama je oxidovana na CO> a H»O), schopnost tvorby estert a
dehydrata¢ni schopnosti. (Riemenschneider, Tanifuji, 2005). V analytické chemii je

vyuzivana jako standard pii alkalimetrickych titracich (Kiizek, Sima, 2015).

Primyslova vyroba kyseliny §tavelové vyuziva nékolik metod. Cast je zaloZena na
oxidaci sacharidd, ethylenglykolu a propenu pomoci kyseliny dusi¢né. Jind moznost je
dvoukrokova reakce, kde reaguje oxid uhelnaty s niz§im alkoholem za vzniku diesteru
kyseliny Stavelové, ktery je néasledné hydrolyzovan na kyselinu $tavelovou a ptivodni
alkohol (Riemenschneider, Tanifuji, 2005). MozZnosti méfeni koncentrace kyseliny

Stavelové jsou Siroké. Analyza hladiny v moci je popsdna v kapitolach 1.9.7 a 1.9.8.

O

« 2H.0
HOJ\H/OH 2

O

Obrazek 2: Strukturni vzorec dihydratu kyseliny Stavelové
Zdroj: Sigma-Aldrich (dostupné z: https://1url.cz/OzVC2)
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1.3 Urolitiaza

Urolitidza je pomérné ¢asté zdvazné onemocnéni, pii kterém vznikaji moc¢ové kameny ve
vylucovaci soustave. Jedna se o multifaktorialni chorobu s urologickymi projevy, ktera
ma vysokou tendenci k recidivé (Stejskal, 2009). Ta se projevuje alespon jednou za zivot
u zhruba 50 % pacientd a asi u 10 % pacientd dochazi k castému opakovani. Urolitidzu
lze povazovat za civiliza¢ni chorobu, kdy nejvyssi prevalence (> 10 %) je ve statech s
vysokou Zivotni urovni jako USA, Kanada a Svédsko (Tiirk et al., 2019). Celosvétova
prevalence se pohybuje mezi 2-3 % a v Ceské republice je odhadovana mezi 0,5-5,8 %
(Petiik, 2011). Statistické udaje z USA za obdobi 2013-2014 ukazuji, Ze nejvyssi
incidence v tomto regionu je u muzu starSich 60 let (17,8 %), nasledovanych muzi ve
veku 40-59 let (12,6 %). U Zen je prevalence nizs$i, ma vSak stoupajici tendenci
(dvojnasobny vzestup za obdobi 2007-2013) a to obzvlast’ ve véku 20-39 let, kde je vyssi

nez u stejné starych muza (Chen et al., 2016).

Odstranéni mocového konkrementu bez vyfeSeni pfi¢iny jeho vzniku vede cCasto k
recidivé tvorby. Recidivujici urolitidzy zatézuji pacienty svymi bolestivymi projevy a
invazivni zékroky, které se pouzivaji k odstranéni konkrementtli, traumatizuji renalni
parenchym a mocové cesty. To muze Casem vést az k postizeni funkce ledvin.
K renalnimu selhdni mize vést i kombinace urolitidzy s infekci v mocCovych cestach.

Mimo to jsou invazivni zakroky odstraiiujici mocové kameny pomérné finanéné narocné.

Proto je velmi dilezit¢ predchézet vzniku recidivy urolitidzy. Lze toho dosahnout
naptiklad odstranénim metabolickych poruch a ipravou zivotospravy (viz kapitola 1.3.7).
Z toho diivodu by méla probihat spoluprace mezi urology a internisty se zamefenim na

metabolismus (Stejskal, 2009; Kawaciuk, 2009).

1.3.1 Rozdéleni

Urolitidzu lze rozdélit dle Stejskala (2009) na zakladé€ nékolika kritérii. Prvnim zptisobem
déleni je dle mista vyskytu konkrementu v mocovych cestach, druhym podle etiologie a
treti moznosti je déleni na zéklad€ slozeni mocového konkrementu. Konkrementy Ize také

tridit podle jejich viditelnosti RTG spektru (Kim et al., 2007).

Podle vyskytu se déli urolitidza na nefrolitidzu, ureterolitidzu, cystolitidzu a uretrolitiazu.

Toto déleni urolitiazy je zobrazeno na obrazku €. 3, ktery ukazuje i jednotlivé podtypy
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nefrolitidzy. Obrazek zobrazuje i prostatolitidzu, kterd ale nevznikd z moce, nybrz z

prostatického sekretu (Kawaciuk, 2009).

Zpusob déleni podle etiologie rozliSuje konkrementy vzniklé z pfi¢in neinfekénich,
infek¢nich, genetickych a 1ékovych . Mezi neinfekéni konkrementy patii kalciumoxalaty,
kalciumfosfaty a konkrementy z kyseliny mocové. K infekénim konkrementim patii
karbonatapatitfosfat, urat amonny a karbonatapatit. Z genetickych pficin vznikaji

konkrementy cystinové, xantinové a 2,8-dihydroxyadeninové (Tiirk et al., 2019).

—
o — W S < Pyelolitiziz;
Kalikolitiaza _ /‘:--4.' [ ; Yelohitiaza
v L 5
-
= Iy

Pyvelokalikolitiaza
koraliformmni

Odlitkovi
kalikolitidza

Ureterolitiaza
lumbalni

Ureterolitiiza
intramuralni

Cystolitiaza

Prostatolitiaza

Uretrolitiiza

Obrdazek 3: Deéleni urolitiazy dle vyskytu v mocovych cestach
Zdroj: Vlastni tvorba dle Kawaciuka (2009)

Rozdélit mocové konkrementy na zakladé typu a sloZeni konkrementu 1ze néasledovné.

Nejcastéjsi jsou konkrementy kalciové, poté struvitové (hotfecnatoamonné fosfaty), dale

jsou to konkrementy kyseliny mocové a jejich soli (uraty), cystinové konkrementy,
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konkrementy indukované Iéky a ostatni (Alelign, Petros, 2018). Jednotlivé slouceniny,
které mohou byt soucasti moc¢ovych konkrementd, jsou zobrazeny v tabulce €. 1. Velice

Casto jsou konkrementy tvoreny smési vice latek (Tiirk et al., 2019).

Tabulka 1: Latkové slozeni mocovych konkrementii — serazeno dle cetnosti vyskytu

Jméno
Chemické jméno mineralu Chemicky vzorec
Kalciumoxal4dt monohydrat Whewellit CaC204.H20
Kalciumoxalat dihydrat Weddelit CaC204.2H20
Kalciumfosfat Apatit Cai0(PO4)s.(OH)2
Kalciumhydroxylfosfat Karbonétapatit | Cas(PO4)3(OH)
B-trikalciumfosfat Whitlockit Ca3(POa4)2
Karbondtapatitfosfat Dahllit Cas(PO4);:0H
Kalciumhydrogenfosfat dihydrét Brushit CaHPO4.2H20
Uhli¢itan vapenaty Aragonit CaCOs3
Oktakalciumfosfat CasH2(PO4)s.5H20
Kyselina mocova Uricit CsHaN4O3
Kyselina mocova dihydrat Uricit CsH403.2H20
Amoniumurat NH4CsH3N403
Natriumurat monohydrat NaCsH3N403.H20
Magnesiumammoniumfosfét Struvit MgNH4PO4.6H20
hexahydrat (tripelfosfat)
Magnesiumhydrogenfosfat trihydrat Newberyit MgHPO4.3H20
Magnesiumamoniumfosfat monohydrét | Dittmarit MgNH4(PO4).H20
Cystin [SCH2CH(NH2)COOH]2
Xantin
2,8-dihydroxyadenin
Proteiny
Cholesterol
Kalcit
Urat draselny
Trimagnesium fosfat
Melanin
Matrix
Lékové konkrementy: Allopurinol,
Amoxicillin, Ceftriaxon, Quinolon,
Efedrin, Indinavir, Magnesium trisilicat
Sulfonamid, Triamteren, Zonisamid

Zdroj: Uroweb Guidelines — urolithiasis (Tiirk et al., 2019)
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1.3.2 Mocové konkrementy a jejich etiologie

Mocové konkrementy se skladaji z krystalické a nekrystalické faze. Zakladem mocového
konkrementu byva organicky material, zvany matrix. Ten funguje jako zaklad, na kterém
dochazi k agregaci krystali a rastu konkrementu. Samotnid matrix a nekrystalicky
materidl tvofi 10-65 % objemu konkrementu, i kdyZz jeji hmotnostni podil ¢ini u
neinfekénich konkrementti zhruba jen 3 %. Matrix se sklada nejvice z proteind (hlavné
albumin), dalSimi slozkami byvaji sacharidy, lipidy, glukosamin, voda a ostatni
anorganické soucasti. Lipidovou soucasti matrix tvoii hlavné fosfolipidy z bunéénych
membran. Fosfolipidova soucast matrix podporuje tvorbu kalciovych konkrementt

(Kawaciuk, 2009; Alelign, Petros, 2018).

V nasledujicich podkapitolach budou stru¢né popsany jednotlivé skupiny konkrementt,
které jsou rozdélené podle jejich sloZeni a poruchy vedouci k jejich vzniku. V ptiloze jsou

jejich fotografie potizené stereomikroskopem (obrazky ¢. 16-22).

1.3.2.1 Kalciové konkrementy

Konkrementy obsahujici vapnik se vytvaii pfevazné v ledvinach a predstavuji az 80 %
vSech mocovych konkrementti. Nejcastéji se vyskytuji jako Cisty kalciumoxalat (50 %).
Ten muze byt ve form¢é monohydratu, jenz je zvany jako whewellit anebo dihydratu,
zvaného weddellit. Méné casty je kalciumfosfat (5 %), jenz se oznacuje jako apatit.
Pomérné cCasta je smés kalciumoxalatu a kalciumfosfatu (45 %). DalS§imi minerély
obsahujici vapnik je kalciumhydrogenfosfat (zvany brushit). Konkrementy slozené Cisté
z téchto dvou mineralt se vyskytuji velice vzacné, nejcastéji jsou soucasti oxalatovych
konkrementti (Kawaciuk, 2009; Alelign, Petros, 2018). Faktorem majicim vliv na tvorbu
téchto kament je pH moce. Pfi rozmezi 5,0 az 6,5 se tvoii pievazné kalciumoxalatové
konkrementy. Pti pH 6,5-6,8 a souc¢asnou hyperkalciurii se tvofi brushit a pti pH vyS$im

nez 6.8 se tvofi apatit (Tirk et al., 2019).

Na vzniku kalciumoxalatové urolitidzy se miize podilet n€kolik pficin, s tim Ze se Casto
jedné o jejich kombinaci. Jednak nizky objem moce, dale hyperkalciurie, hyperoxalurie,
hypocitraturie a hypomagnesiurie zpiisobend nedostate¢nym piijmem hoic¢iku potravou
(Hruska, Beck, 2013). Fosfore¢nanové konkrementy vznikaji na zékladé tfi rliznych
pfic¢in. Jsou to hyperparathyre6za, rendlni tubuldrni acidéza a infekce mocovych cest

(Tiirk et al., 2019).
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Hyperkalciurie ptedstavuje stav, kdy je odpad vapniku do moce vétsi nez 200 mg/24

hodin, nebo pomér vapnik/kreatinin v moc¢i je vyssi nez 0,18. Tradi¢ni déleni rozliSuje
hyperkalciurii na absorp¢ni, renalni, resorpcni a hyperkalciurii spojenou se ztratou fosfatt
ledvinami. Velice ¢asta je hyperkalciurie bez zjevné ptiiny neboli idiopaticka. Absorp¢ni
hyperkalciurie je zpisobend nadmérnym vstiebavanim vapniku v gastro-intestinalnim
traktu. Renalni hyperkalciurii zptisobuje porucha resorpce vapniku v distalnim tubulu. S
poruchou ledvin je spojeno i nadmérné vylucovani fosfatl, které indukuje vyssi aktivaci
vitaminu D, to vede ke zvySenému vstiebavani nejen fosforu, ale i vapniku, jehoz
piebytky jsou vylucovany do moce. Resorpéni hyperkalciurie je vétSinou zplsobena
hyperparathyre6zou, kdy vysoké hladiny parathormonu zplisobuji nadmérné uvoliiovani
vapniku z kosti. Moznou pfi¢inou mize byt nadmérny piijem sodiku, ktery vede k jeho
zvySené exkreci do moce a zaroven tak snizuje resorpci vapniku. DalSi pficiny

hyperkalciurie mohou byt naptiklad zvySena citlivost k vitaminu D, nadmérny ptijem

vapniku v potravé, sarkoid6za, mnohocetny myelom a dalsi (Leslie, Hussain, 2020).

Hyperoxalurie je zvySeny odpad oxalatu do moce (> 0,5 mmol za 24 hodin). I mirné
zvySena hladina oxaldti v moci pfedstavuje vyrazné vyssi riziko urolitiazy nez
hyperkalciurie. Hyperoxalurie se dé€li na primarni, enterickou a metabolickou. Primarni
hyperoxalurii predstavuji tfi typy autozomalné recesivnich defektii enzymii, podilejicich
se na metabolismu kyseliny glyoxalové. Entericka hyperoxalurie, pti které dochazi ke
zvysené absorpci oxalatli, mize byt zpiisobena stfevnimi chronickymi onemocnénimi
(Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida). Dale syndromem kratkého stfeva jako disledek
rozsahlejsi resekce, nebo nizkym piijmem véapniku potravou. Vapnik se ve stfevech vaze
na oxalat za vzniku Spatné rozpustného a vstiebatelného kalciumoxalatu. S vapnikem
souvisi také sekundarni hyperoxalurie. Tu zptsobuje tukova malabsorpce, kdy mastné
kyseliny vazou vapnik a z kyseliny $tavelové vznikaji dobfe vstiebatelné naptiklad sodné
¢i draselné¢ oxalaty. Metabolickd hyperoxalurie je zplsobena obvykle narazovym
pfijmem vétstho mnozstvi oxalati a tuk. V1iv miZe mit i nepfitomnost bakterie

Oxalobacter formigenes, ktera rozklada oxalaty ve stfevech (Kawaciuk, 2009).

Hypocitraturie je snizeny odpad citratl do moce (< 2,5 mmol/24 hodin). Citraty ptsobi
jako inhibitory kalciové urolitidzy (vice v kapitole 1.3.4.2). Pfi¢ina mize byt idiopaticka,
dal$im divodem miiZe byt distalni renalni tubularni aciddza, coz je jedna varianta vrozené

metabolické poruchy, kdy ledviny nedokdzou vytvaiet kyselou mo¢ vylu¢ovanim
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H" iontt. Také chronické priijmy véetné Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy zptisobuji

ztraty alkalického stfevniho obsahu (Kawaciuk, 2009; Hruska, Beck, 2013).

1.3.2.2  Struvitové konkrementy (horecnatoamonné fosfaty)

Struvitové konkrementy tvoii pfiblizné 10-15 % ze vsSech pripadi urolitidz. Jsou
nazyvany také jako tripelfosfaty nebo infekéni kameny. Vytvaii se u pacienti s
chronickymi infekcemi mocovych cest, které jsou zpisobeny bakteriemi schopnymi
Stépit mocCovinu pomoci enzymu uredzy (Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a
Enterobacter). Vznikly amoniak zptsobuje vzestup pH moce (obvykle > 7) pfi kterém je
v moc¢i pritomny fosfat malo rozpustny a spolu s amoniakem vytvafi nerozpustné

produkty (Alelign, Petros, 2018).

1.3.2.3  Konkrementy kyseliny mocové a jejich soli (uraty)

Tyto konkrementy tvoii ptfiblizn¢ 3—10 % ze vSech piipadii urolitidz (Alelign, Petros,
2018). Na rozvoj urolitiazy z kyseliny moc¢ové maji nejvétsi vliv tii faktory. Jsou to nizky
objem moce, nizké pH a hyperurikosurie. Pfi¢iny hyperurikosurie mohou byt vrozené,
ziskané a idiopatické, jez jsou nejcastéjsi. Velky vliv ma strava bohatéd na puriny (Dursun

et al., 2014).

1.3.2.4 Konkrementy cystinové

Cystinové konkrementy predstavuji méné nez 2 % vSech konkrementd. Vyskytuji se u
jedincli s autozomalné recesivni genetickou poruchou, kterd obzvlast u homozygoti
zpusobuje zhorSenou tubuldrni resorpci aminokyseliny cystinu v ledvinach. Cystin, ktery
je malo rozpustny se tak vyskytuje v moci v mnohem vyssich koncentraci nez u zdravych

osob a vytvari konkrementy (Kawaciuk, 2009; Alelign, Petros, 2018).

1.3.2.5 Konkrementy indukované léky

Jsou pomérné vzacné, s vyskytem menSim nez 1 % ze vSech konkrementii. Néktera 1éciva
(nebo jejich metabolity) maji litogenni vlastnosti a mohou bud’ zakladat jadra
konkrementli anebo sama konkrement vytvafi (pfiklady jsou v tabulce €. 1) Jind 1é¢iva
mohou svym plsobenim v organismu naruSit metabolismus oxalat ¢i purind. Jsou to

napiiklad kortikosteroidy, thiazid a furosemid (Kawaciuk, 2009; Alelign, Petros, 2018).
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1.3.3 Analyza konkrementii

Analyza mocového konkrementu by mela byt provedena u kazdého prvozachytu
urolitiazy a v nékterych ptipadech i recidivy (Tirk et al., 2019). Mocové konkrementy
obsahuji ptiblizné€ 40 litogennich latek (Kawaciuk, 2009). K jejich stanoveni se pouzivaji

rizné metody — fyzikélni a chemické.

1.3.4 Chemicka analyza

Driive rozsifena analyza, kterd umoZiovala ziskat informace o pfitomnosti hlavnich
kationtd a aniontd (Ca, Mg, NHa, fosfat, oxalat, karbonat, urat, xantin nebo cystin).
Metoda ale ¢asto poskytovala nespravné vysledky (az nékolik desitek procent v ptipadé
hodnoceni kalcium oxalatovych konkrementlt). V soucasnosti jiZ neni doporucovana a

rutinn¢ se neprovadi (Kawaciuk, 2009).

1.3.4.1 Infracervena spektroskopie

InfraCervend spektrofotometrie je vyuzivdna pro kvalitativni 1 Castecné kvantitativni

analyzu mocovych konkrementli. Metoda je podrobnéji popsana v kapitole 1.9.3.

1.3.4.2 Polarizacni mikroskopie

Oproti béznému mikroskopu, kde svétlo kmitd ve vSech rovinach, polariza¢ni mikroskop
(viz obrazek ¢. 25 v priloze) vyuziva svétlo kmitajici pouze v jedné rovin€. Toho se
dosahuje pomoci dvou polarizacnich filtrt. Vstupni filtr se nazyva polarizator a vystupni
filtr, ktery je umistény za pozorovanym objektem se nazyva analyzator. Polarizator méni
bézné svétlo na linearné polarizované. Je-li analyzator orientovan tak, aby jeho kmitova
rovina byla kolma na polarizator, tak skrz mikroskop Zadné svétlo neprochazi — zorné
pole je temné. Pokud je vSak do drahy polarizovaného paprsku umistén dvojlomny
pfedmét, tak je tento paprsek rozloZzen na dva paprsky, jejichz kmitové roviny jsou
vzajemné kolmé. Analyzatorem projde paprsek, jehoz kmitova rovina je rovnobézna s
nim. To zplsobi, Ze se dvojlomny objekt zobrazuje svétle ¢i barevné (pii pouziti bilého

spojitého paprsku) na tmavém pozadi (Plachy, 2004).

1.3.4.3 Rentgenova difrakce

Metoda je zaloZena na interakci RTG zéfeni s krystalickou strukturou vzorku. Na vzorek
zkoumaného materidlu dopadd monochromatické rentgenové zéfeni, které se na

jednotlivych atomech ve vzorku rozptyluje, anebo pii splnéni podminek Braggova zdkona
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dojde ke konstruktivni interferenci. Pii méteni je otdceno jak vzorkem, tak detektorem
zafeni a je pribézné zaznamenavana intenzita zafeni na detektoru. Pfi splnéni Braggova
zakona dojde ke zvySeni intenzity dopadajiciho zafeni. Vysledny difrakéni zdznam
(difraktogram) ukazuje polohu a intenzitu difrak¢nich maxim, z ¢ehoz lze pomoci
specialniho softwaru odvodit krystalovou mtizku. Pomoci databaze difrak¢nich dat tento

software dokaze identifikovat slozeni vzorku (Véavra, Pinkas, 2010).

1.3.4.4 Morfologicka studie

Mocovy konkrement je prohliZen nejprve prostym okem a nasledné skrze
stereomikroskop. Je zhodnocena jeho povrchova struktura a po nalomeni i vnitini. Pro

vySetieni je mozno pouzit téz elektronovy mikroskop (Kawaciuk, 2009).

1.3.5 Etiopatogeneze
1.3.5.1 Obecna etiologie

Tvorba urolitiazy je komplexni proces, na kterém se podili mnoho faktord, jez lze je
rozdé€lit na vnitini a vnéjsi. Vnitini faktory jsou naptiklad vék, pohlavi, rasa a dédi¢nost.
V ramci dédicnosti se jedna o vrozené biochemické a anatomické odlisnosti, jez zvysSuji
riziko urolitidzy (napfiklad rendlni tubularni acidéza a stendza ureteropelvického
piechodu). K wvnéjSim faktoraim patii geografickd poloha, klimatické podminky,
zaméstnani, dieta, pfijem tekutin a jejich mineralni sloZzeni. Nékteré metabolické poruchy
souvisejici s urolitidzou jsou zminény v kapitole 1.3.2. Lze zminit negativni vliv obezity

a vysokého krevniho tlaku (Kawaciuk, 2009; Alelign, Petros, 2018).

V soucasné dob¢ dochazi k pokroku ve vyzkumu soustfedéného na vliv riznych genii a
jejich exprese na vznik hyperkalciurie a hyperoxalurie, které patii k hlavnim rizikovym

faktorim urolitiazy (Sayer, 2017).

1.3.5.2 Patogeneze

Vznik mocovych konkrementl je slozity fyzikaln&-chemicky proces, ktery jesté neni
zcela objasnén. Podstatou tohoto procesu je vznik pfesyceného (hypersaturovaného)
roztoku. V tomto roztoku je rozpusténo vice slozek, nez by odpovidalo jejich bézné
rozpustnosti. Z piesyceného roztoku mohou snadno vypadnout méné rozpustné latky, coz
vede nejdiive ke vzniku volnych krystald a pozdéji k jejich nukleaci. Proces pokracuje

rustem krystalil, jejich agregaci a retenci v renalnim epitelu (Alelign, Petros, 2018).
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Rozpustnost latek v moci je ovlivnéna hodnotou pH a koncentraci ostatnich latek v moci,
kdy nékteré z nich ptisobi jako promotory nebo naopak inhibitory krystalizace. Ke vzniku
volnych krystalii dochazi pfi naruseni rovnovahy mezi nimi (Alelign, Petros, 2018). Podle
Robertsona (2017) nehraji inhibitory krystalizace takovou inhibi¢ni roli v pfesycené

moci, jako spiSe v méné presyceném metastabilnim prostiedi.

Krystalova nukleace miize byt homogenni nebo heterogenni. Proces zacina tim, Ze se

jednotlivé atomy, ionty nebo molekuly za¢nou v presycené moci shlukovat. V téchto
shlucich dochazi k jejich ¢astéjsim srazkam, jejichz disledkem dojde k fazové zméné a
vzniku krystalll s charakteristickou mtizkou. Naptiklad ionty vapniku a oxalatu se spojuji
a vytvari nerozpustny krystal kalciumoxalatu. Pfi homogenni nukleaci se volné krystaly
za¢nou shlukovat, az vytvofi jadro (nidus). Jakmile je vytvotfeno, tak na jejich povrchu

dochazi ke krystalizaci i pfi niz§im pfesyceni moce.

U castéjsi heterogenni nukleace jadro tvoti bud’ organicky zéklad (matrix), nebo krystaly
s jinym sloZenim, nez jaké na né nasedaji (naptiklad kalciumoxalat nased4 na nidus z
kyseliny mocové). Tento zaklad piisobi jako pojivo pro volné krystaly, a proto pfi
heterogenni nukleaci nemusi byt moc tolik pfesycend. Matrix mohou tvofit odloupané
epitelie, renalni valce, erytrocyty a bakterie (Aggarwal et al., 2013; Alelign, Petros,
2018).

Rast krystali nastdva, kdyz nidus dosdhne kritické velikosti a snizi se jeho volna
energie. Tento utvar je jiz stabilni a roste pfidavanim dalSich komponent k jadru.
Rychlost rastu krystalti v moci je mald, kdezto pritok moce ledvinami trva jen par minut,
a proto jedna samotna Castice se nemuze zvétsit do problematické velikosti. K takovému
narGstu je tieba agregace (Aggarwal et al., 2013). Detailni studie fezu mocovych
konkrementli ukazuje na Casté opakovani rozpusSténi, zlomy a rekrystalizace v prubchu

jejich ristu (Sivaguru, et al., 2020).

Agregace je spojovani menSich krystalii za vzniku vétSich. VSechny modely urolitidzy
predpokladaji, ze na zadrZeni krystali v ledving se s nejvétsi pravdépodobnosti podili

praveé agregace (Alelign, Petros, 2018).

Retence je dalSi vyznamny a slozity proces pfispivajici ke vzniku urolitidzy. Bunky
renalniho tubularniho epitelu mohou byt poskozeny vysokou hladinou oxalatu v moci,
jez v nich vytvafi oxidacni stres. PoSkozené builky maji buné€nou membranu s

aniontovym charakterem, na ktery nasedaji vytvorené krystaly. Ty poté pronikaji do
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bunck a nésledné se dostavaji az k bazalni membran¢, kde se vytvaii jejich depozit.
Poskozeni bunék tubulil mize vést az k jejich apoptdze, kdy se z nich poté uvolni
vezikuly, které slouzi jako jadra krystalizace. Jako zaklad pro rast oxaldtovych
konkrementli mohou slouzit Randallovy plaky. Ty vznikaji, kdyz se krystaly
fosfore¢nanu vapenatého spolu s organickou matrici ukladaji do intersticialni casti
bazalni membrany Henleovy klicky a nasledné prorustaji skrz urolthelium (Alelign,
Petros, 2018). Urothelium je epitelialni vystelka ledvinové panvicky a uretery (de Groat,
Birder, 2011).

Inhibitory urolitidzy jsou latky, které zabranuji nebo brzdi néktery z vySe popsanych

procesti vedoucich ke vzniku urolitidzy. Mohou to byt anorganické latky, jako hofcik,
pyrofosfaty, citrat jako maléd organicka latka a velké makromolekuly jako nefrokalcin,

Tamm-Horsfalliiv protein a dalsi (Alelign, Petros, 2018).

Citraty jsou schopny inhibovat nukleaci, rist a agregaci. Nukleaci inhibuji tvorbou
rozpustnych komplexl s ionizovanym vapnikem a tim Ze snizuji presycenost moce. Rist
a agregaci krystall brzdi svoji silnou adsorpci na povrchy krystali. Dochézi k inkorporaci
citratovych ionta do krystalické miizky a tim je zvySena jejich rozpustnost.
(Ster et al., 2018). Podobné jako citraty i nefrokalcin je schopen potlagit nukleaci, riist a
agregaci kalciumoxalatu. Hoic¢ik (byt je soucasti struvitovych konkrementl) vytvaii
rozpustné komplexy s oxalaty (Kawaciuk, 2009). Tamm-Horsfalltiv glykoprotein ptisobi
jako silny inhibitor agregace krystalti, avSak nikoliv jejich rastu. Pyrofosfaty jsou silné

inhibitory krystalizace kalciumfosfatu (Sobotka, Hanus, 2011).

Promotory urolitiazy jsou latky, které napomahaji vzniku konkrementt. Patii k nim
vapnik, oxalat, kyselina mocova a cystin. Dal$imi promotory jsou sodik (viz. podkapitola
1.3.2.1), lipidy bunécné membrany a Tamm-Horsfalliv protein. Ten plsobi jako

promotor krystalizace, ale zaroven jako inhibitor agregace (Alelign, Petros, 2018).

1.3.6 Diagnostika

Véasna diagnoza urolitidzy umoznuje zahdjit vhodnou lécbu a predejit tak vzniku
zavaznych nasledkd. Klinicky obraz jednotlivych druhii urolitidzy se mize zna¢né liSit

(Kawaciuk, 2009). V této kapitole budou stru¢né popsany zakladni diagnostické postupy.
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1.3.6.1 Zdakladni klinické projevy

Urolitidza mize ¢asto mit zcela asymptomaticky pribé¢h, nebo mize byt provazena
typickou ledvinovou kolikou. K té dochazi, kdyz se mensi mocovy konkrement uvolni a
vnikne do mocovodu, popfipadé¢ kdyz zablokuje pyeloureteralni ptechod. Bolest se
projevuje hlavné pfi pohybu a fyzické zatézi. Je nejcastéjsi v bederni oblasti a mize se
také vyskytovat podél mocovodu, kterym sestupuje konkrement (Kawaciuk, 2009).
Kromé bolesti se mlize u pacienti vyskytovat horecka a zvraceni (Wimpissinger et al.,
2007). Béhem sestupu konkrementu moc¢ovodem muize dojit k jeho zaklinéni. V této fazi
je konkrement asymptomaticky, dokud se neprojevi infekce, nebo obstrukéni uropatie

v podobé& hydronefrdzy ¢i obstrukéniho megaureteru (Kawaciuk, 2009).

Odlitkové konkrementy bez pfitomnosti infekce téZ byvaji asymptomatické. Pokud tyto
konkrementy zptisobi méstnani moce, nebo jsou infikovany, tak se tento stav projevuje

tupou bolesti ledviny (Kawaciuk, 2009).

Cystolitidza vznikd vétSinou pfimo v mocovém meéchyii jako disledek stazy moce.
Naptiklad pti hyperplazii nebo karcinomu prostaty. Ureterolitiaza je zpiisobena nejcastéji
konkrementem uvolnénym z mocového méchyte. Odlitkové konkrementy v méchyiti
mohou byt dlouho asymptomatické, potiZe se projevuji ¢asto pferuSovanou mikci. Takto
se projevuje 1 konkrement v uretie, k tomu byva Casta paliva ¢i fezava bolest pii moceni.

MiiZe se objevit i makroskopicka hematurie ¢i infekce v moci (Kawaciuk, 2009).

1.3.6.2 Zakladni laboratorni vysetreni

Zékladni laboratorni vysetfeni by mélo byt provedeno u kazdého litiaka. Z Cerstvé moce
se provede chemické vySetfeni, kde ma vyznam pfiblizna hodnota pH, specifické
hmotnosti a nitrith. V mocovém sedimentu se hodnoti pfitomnost hematurie a
leukocyturie. Z nabéru krve (sérum/plazma) je provadéno stanoveni kreatininu, kyseliny
mocove, vapniku (ionizovany/celkovy), sodiku, drasliku a C-reaktivniho proteinu (CRP).
Pozadovéan je také zdkladni krevni obraz bez diferencidlu a v ptipadé planované

intervence tromboplastinovy ¢as (Tiirk et al., 2019).

1.3.6.3 Zobrazovaci metody

Ultrasonografie ledvin a mocového méchyte je vySetfeni, které je zalozeno na zpracovani

zvukovych signalli, odraZzenych na rozhrani mezi riznymi tkanémi (Hrazdira, Mornstein,

2001). Tato neinvazivni, bezpecna a levna metoda je doporucovana pii diagnostice jako
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primarni. DokaZe zaznamenat kameny nachézejici se v dutém systému ledvin a v hornich
¢astech mocovodu, které se projevuji jako hyperechogenni utvary s akustickym stinem.
Vysetieni musi byt provadéno pti naplnéném mocovém méchyii (BureSova et al., 2010).
Ultrasonografie je primarni diagnostickd metoda u déti a téhotnych zen, protoze
nezpusobuje radiacni zatéz a u déti neni nutna sedace ¢i anestezie (Palmer, 2006; Tiirk et

al., 2019).

Rentgenové (RTG) zobrazovaci metody

VySetteni pomoci RTG paprskil je zaloZzeno na jejich rozdilné absorpci a rozptylu v
jednotlivych tkanich na zaklad¢ absorpéniho koeficientu, coz vede k zeslabeni
prochdzejiciho paprsku. Absorpéni koeficient je dany primérnym protonovym cislem
prvkli obsazenych v jednotlivych tkanich. Mnohé mekké tkané maji pomérné malé
rozdily mezi svymi absorbcnimi koeficienty a pro jejich vzajemné rozliSeni jsou mimo
jiné vyuzivany kontrastni latky obsahujici t€Zké kovy. Pro zobrazeni mocovych cest je
pouzivano sloucenin jédu. RTG metody jsou presné a levné, ale vySetfené osoby vzdy
obdrZi urc¢itou davku ionizujiciho zafeni (Hrazdira, Mornstein, 2001).

1. Nativni nefrogram (Prosty RTG snimek) dokaze dobie zaznamenat kontrastni
konkrementy, ke kterym patfi kalciumoxalatové a kalciumfosfatové. Huie
viditelné jsou struvity, apatity a cystinové konkrementy. Konkrementy z kyseliny
mocoveé a jejich soli (uraty) jsou pro RTG paprsky lucidni, stejné tak Iékove,
xanthinové¢ a z 2,8-dihydroxyadeninu (Kawaciuk, 2009; Tiirk et al., 2019).

2. Wylucovaci urografie (anglicky — Intravenous urography — IVU) je metoda
vyuzivajici podani kontrastni latky obsahujici jod. Dokaze zaznamenat i RTG
lucidni konkrementy z kyseliny mocové. Dale umoziuje zviditelnit zmény v
dutych systémech, jez jsou bud pfi¢inou (napf. stendéza pyelouretdlniho
ptechodu), nebo nésledkem urolitidzy jako je méstnani, hydronefréza a poSkozeni
parenchymu ledviny (Kawaciuk, 2009). Vysetfeni ma nékterd omezeni, napiiklad
nelze pouzit pii gravidité a alergii na jodovou kontrastni latku (BureSova et al.,
2010).

3. Nativni spirdlni CT (anglicky — Non-contrast-enhanced computed tomography —
NCCT) je rentgenova zobrazovaci metoda, kdy (zjednodusené teceno) RTG
paprsek diky pohyblivé rentgence prochédzi postupné télem a béhem toho jsou
z detektoril (¢asto umisténych v kruhu) ziskédny absorpcni profily, které nasledné

vyhodnocuje pocita¢ (Hrazdira, Mornstein, 2001). CT je rychlé a neinvazivni
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vySetieni, které dokaze zobrazit konkrementy (mimo indinavirovych) bez ohledu
na chemické slozeni. Lze téZ s jeji pomoci rozpoznat rozsifeni hornich Casti
vyvodovych cest (Kawaciuk, 2009). Byla prokézana vétsi presnost NCCT metody
nez IVU pfi identifikaci urolitidzy u pacientii (specifita > 95 %) a stala se proto

metodou prvni volby (Worster et al., 2002).

1.3.6.4 Metabolické vysetreni

Kazdy prvné zachyceny litiak je po zdkladnim biochemickém vySetieni a analyze
konkrementu IR spektrometrii ¢i rentgenovou difrakci zatfazen do skupiny s nizkym nebo
vysokym rizikem tvorby kamene. Jako rizikovi pacienti jsou zafazovani naptiklad ti, co
maji urCité konkrementy (napf. uraty, brushit a cystin), déti, mladistvi, kazdy pacient s
recidivou a ti s odlitkovou nebo mnohocetnou urolitidzou. U téchto pacientl se provadi
specifické metabolické dopliujici vySetfeni. Jeho soucasti je stanoveni stejnych analyth
jako pii zakladnim laboratornim vysSetieni, dale se v séru/plazmé stanovuje hoicik,
celkova bilkovina, albumin, jaterni testy a lipidovy profil. Provadi se také zakladni
stanoveni acidobazické rovnovahy (ABR), u Cerstvé odebrané moce se zméfi piesna

hodnota pH pomoci pH metru.

Velmi dilezité je stanoveni parametrt, které maji vliv na tvorbu urolitidzy ze sbirané
moci za 24 hodin. Jsou to odpady mineralii (sodik, draslik, chloridy, vapnik, fosfor a
hot¢ik), kyseliny mocové, oxalatl a citrati. Toto vySetieni je indikovano minimalné tfi
tydny po odstranéni kamene, s tim Ze pacient udrzuje stejnou zivotospravu jako pied
projevem nemoci (vice o preanalytice v kapitole 2.5). V pfipad¢, Ze je sbér za 24 hodin
obtizny (naptiklad u déti) je mozno parametry stanovit z jednorazové moce a vypocitat

cvwr

vysledky mohou liSit v zavislosti na dobé odbéru, pohlavi, véku a télesné vahy.

U pacienttl, ktefi v rdmci prevence urolitidzy zacnou brat 1éky, by se mélo vySetieni
opakovat za 8—12 tydnti a podle vysledki ptipadné upravit davkovani. Jakmile se hladiny
odpadii vrati do normy, je doporuceno kontrolni vySetieni 1krat ro¢né (Kawaciuk, 2009;

Tirk et al., 2019).
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1.3.7 Terapie

Lécba urolitidzy je volena podle velikosti, umisténi a typu konkrementu. Je nutno
zhodnotit pfitomnost piipadnych komplikaci (obstrukce, infekce), celkovy stav pacienta
a také jeho prani (Petiik, 2011). Obstrukce ureteru ¢i ledvinné panvic¢ky s piipadnou
infekci je feSena pomoci stentu, zavedeného ureteroskopicky (viz podkapitola 1.3.6.4),
nebo pomoci perkutanni nefrolitotomie (viz podkapitola 1.3.6.5). Pfi renalni kolice je
analgetickou uc¢innost nez opiaty (Tiirk et al., 2019). Nasledn¢ budou stru¢né popsany v

soucasnosti nejcastéjsi zptisoby odstranéni konkrementd z mocovych cest.

1.3.7.1 Medikamedikamentozni expulzni terapie (MET)

MET je také nazyvana jako konzervativni terapie a znamena odchod konkrementu
spontanni cestou. Provadi se u menSich konkrementti, kde je vyssi pravdépodobnost
takového odchodu a tam kde nejsou pritomny komplikace (obstrukce, infekce). Pii MET
jsou podavany medikamenty, které zeslabuji tonus uretry a soucasné snizuji frekvenci a
silu jeji peristaltiky. To umoziuje snadnéjsi prichod kamene mocovymi cestami (Petfik,

2011; Turk et al., 2019).

1.3.7.2  Peroralni chemolyza

V ptipadé konkrementu slozeného z kyseliny moc¢ové (nikoliv uratit) 1ze pouzit peroralni
chemolyzu, kdy po podani napt. kalium citratu dojde k alkalizaci moce, ktera konkrement
rozpousti. Je tieba dosahnout pH moce mezi 7,0 az 7,2 (vyssi pH piedstavuje riziko
vzniku kalciumfosfatové urolitidzy). Tato metoda se dnes vyuziva jen vyjimecné (Tiirk

etal., 2019).

1.3.7.3 Extrakorporalni litotrypse (ESWL)

Zkratka ESWL znamena Extracorporeal shock wave lithotripsy. Tato metoda vyuziva
vlastnosti razovych vin, jez jsou generovany mimo télo a zaméteny do mista vyskytu
konkrementu. Lze ji tedy provést pouze u piesné lokalizované litidzy. Konkrement je
rozbijen tak, Ze opakované razové viny zplisobuji tlakovy gradient na rozhrani kamene a
okolniho prostfedi. Efekt je zavisly na energii vin, ale s rostouci energii hrozi poskozeni
okolni tkané. Zac¢ina se tedy s nizkou energii, jez zplisobi vazokonstrikci okolnich cév a

tim 1 niz$i poSkozeni tkani (Hrazdira, Mornstein, 2001; Petiik, 2011).
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1.3.7.4 Ureteroskopie

Tato terapie vyuziva vétSinou flexibilni pfistroje (ureteroskopy), které umoznuji ptistup
do wuretery i ledviny skrz mocové cesty. Konkrementy Ize vyjmout pomoci
endoskopickych klesti nebo kost. ObjemnéjSi konkrementy jsou pifed vyjmutim
rozruSeny pomoci laseru, nebo pneumaticky. U pacientii s obstrukci, nebo kde hrozi

komplikace lze zavést stent (Tiirk et al., 2019).

1.3.7.5 Perkutanni nefrolitotomie (PNL)

Pfi tomto zakroku je litidza odstraiovana pomoci riznych ohebnych ¢i neohebnych
nastrojii, které jsou zavedeny punkci z povrchu téla do dutého systému ledviny.
Konkrementy jsou pfed vyjmutim rozruSeny pomoci ultrazvuku, nebo laseru. Perkutanni
nefrolitotomie je indikovana naptiklad u odlitkové a objemnéjsi litiazy, dale u velmi

tvrdych konkrementt, které odolavaji ESWL (Petiik, 2011).

1.3.7.6 Laparoskopie a oteviena chirurgie

Tyto invazivni zdkroky jsou v soucasnosti provadény pouze vyjimecné a jsou povazovany

za posledni mozZnost, jak feSit komplikované ptipady urolitiazy (Tiirk et al., 2019).

1.3.8 Metafylaxe kalciovych konkrementii

Metafylaxe (néasledna péce s prevenci) je zcela zdsadni pro omezeni pravdépodobnosti
recidivy urolitiazy. U pacientl, ktefi se nefidi jejimi zdsadami, je pravdépodobnost
recidivy po prvnim roce 10-23 %, pfiblizné 50 % béhem 5-10 let a zhruba 75 % do 20
let (Moe, 2006).

Vsichni pacienti s urolitidzou, bez ohledu na riziko recidivy, by se méli fidit nasledujicimi
doporucenimi. Prvni se tyké pfijmu tekutin. Litiaci by méli vypit 2,5 az 3,0 litry tekutin
(nejlépe s neutralnim pH) denné a toto mnozstvi by mélo byt rovnomérné€ rozlozeno po
cely den. Jejich pfipadnd nadmérna ztrata by méla byt adekvatné kompenzovana. Strava
by méla byt pestra, vyvazend, bohata na zeleninu a ovoce. Obsah zivociSnych bilkovin (v
zavislosti na véku) a sodiku by mél byt omezen. Dalsi obecna doporuceni smétuji k
uchovani normalnich hodnot Body Mass Indexu (BMI), krevniho tlaku a ptfiméfené

fyzické aktivité (Tiirk et al., 2019).
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U pacientl s vy$s$im rizikem recidivy urolitidzy je kromé Gpravy zivotospravy nezbytna
farmakologicka 1écba. Ta je volena podle typu mocového konkrementu a poruchy, ktera

jeho tvorbu zptsobuje (Tiirk et al., 2019).

Pacienti s kalciumoxaldtovymi konkrementy by kromé vysSe zminénych obecnych
doporuceni méli konzumovat stravu s nizkym obsahem oxalatu a tuku. M¢l by ale byt
zachovan normalni piijem vapniku a v pfipad¢ enteralni hyperoxalurie je doporucena jeho
dodate¢na suplementace. U enteralni hyperoxalurie a hypocitraturie je doporuceno
podavat alkalické citraty. U pacientl s kalciumfosfatovymi konkrementy je doporuc¢eno
snizovat hyperkalciurii pomoci farmaka hydrochlorothiazidu. Pokud maji vyssi hodnoty

pH moce, 1ze ji okyselit podanim L-methioninu (Tiirk et al., 2019).

Samoziejmosti je zaméfit se na lécbu primarnich pficin urolitidzy, coZ mohou byt
rozmanité vrozené nebo ziskané poruchy. Popis jejich 1é€by by byl mimo rozsah této

bakalarské prace.
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1.4 Validace a verifikace metody

Procesy validace a verifikace laboratornich metod jsou naprosto nezbytné pro fungovani
vSech klinickych laboratofi, kterym zajistuji potiebnou kvalitu vyslednych dat. Dévaji
jistotu jak Iékaiam, ktefi ordinuji pozadavky na vysetfeni, tak i samotnym pacientiim, ze
vysledky dodané laboratofi odpovidaji co nejvice skutecnému stavu vysetfovaného. To
plati za ptedpokladu dodrzeni vSech postupti mimolaboratorni preanalytické faze
vySetfeni. Na presnosti téchto vysledkd tak mnohdy zavisi spravna diagnostika, terapie a
prevence. To ve vysledku ovlivni zdravi, kvalitu zivota a n€kdy 1 pfeziti pacienta

(Friedecky et al., 2011).

Validace a verifikace metod je vyZzadovana normami Fizeni kvality (CSN ISO 15189).
Pouzivani tadné validovanych a verifikovanych metod je také vyzadovano pfti akreditaci
laboratofe, coZ je dle normy CSN EN ISO 15189 postup, jimz autoritativni orgdn udéluje
formalni uznani, ze organizace je zpusobila k vykonu urcitych cinnosti.
V piipadé nasi laboratote, ktera je soudasti Ustavu klinické biochemie a hematologie
(UKBH) ve Fakultni nemocnici v Plzni je timto autoritativnim organem Narodni
autorizac¢ni stfedisko pro klinické laboratofe (NASKL). Dalsi akreditani organ piisobici
v Ceské republice je Cesky Institut pro akreditaci (CIA). Osvédéeni vydané témito organy

tak potvrzuje zptisobilost laboratoie k provadéni analyz a odbéru primérnich vzork.

Na useku klinické biochemie UKBH FN Plzen se Fidi proces validace/verifikace pii
aplikaci nového analytického meéficiho systému, nebo novych metod do provozu
laboratofe v souladu s dokumentem Standard systému Fizeni kvality v KL UKBH FN
Plzenn (SLN/UKBH/0/003/00/VERZEQ7). Tento postup je vypracovdn manazerem
kvality. Samotny postup verifikace je provadén podle dokumentu Validace a verifikace

Biochemie, ktery je vypracovan hlavnim analytikem.

1.4.1 Validace

Validace je dle mezindrodniho metrologického slovniku (/nternational vocabulary of
metrology — VIM 3) definovana takto: Overovani, Ze specifikované pozZadavky jsou
primérené pro zamyslené pouziti. Ve slovniku managementu kvality je validace
charakterizovana jako potvrzeni ziskané prostrednictvim poskytnuti objektivnich diikazu,
Ze pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci byly spinény.
Obecné lze fict, ze validace prokazuje vhodnost metody pro dany ucel pouziti. Proces

validace dokazuje formou poskytnuti objektivnich diikazi o jejich vykonnostnich
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charakteristikdch schopnost spliiovat pozadavky na kvalitu vysledki v souladu s

potiebami zdkaznikl (Barwick, 2016).

Klinicka laboratot smi pouzivat pouze validované metody. Samotnou validaci v naprosté
vetsing provadéji vyrobei in vitro diagnostik (IVD), a to v souladu se smérnici [IVD 98/79
Evropského parlamentu. Validované reagencie jsou vyrobcem oznaceny znackou shody
CE (z francouzského conformité européenne). Klinické laboratote provadi validaci pouze

ve dvou ptipadech.

V prvnim, kdyZ pracovnici laboratofe metodu validovanou od vyrobce néjak modifikuyji.
V takovém piipad€ je tfeba provést takzvanou ,kiizovou* validaci. Pfi ni jsou
porovnavany vykonnostni parametry ptivodni a modifikované metody. Tento postup by
m¢él prokazat, Zze modifikaci nebyly poruseny vlastnosti metody pro dany ucel pouziti.
Druhy pfipad je, kdyZ pracovnici laboratofe vyvinou vlastni metodu (tzv. in-house
metoda). Zde jiz musi dojit k validaci v plném rozsahu (Friedecky et al, 2011). Jednotlivé
vykonnostni parametry, vyzadované pro validaci metody, jsou uvedeny v tabulce ¢. 2 a

popsany v kapitole 1.6.

1.4.2 Verifikace

Verifikace laboratorni metody je proces, jehoz cilem je ovéfit a poskytnout objektivni
dukazy, Ze méfici postup mé odpovidajici vykonnost v konkrétnich podminkach dané
laboratoie a je v souladu s pfisluSnymi pozadavky na kvalitu, stanovenou vyrobcem
béhem validace metody (Ambrozova, Kratochvila, 2016). Verifikace tedy pouziva
obdobné nastroje jako validace k prokazani zptisobilosti laboratorniho personalu, zafizeni
a prostfedi k provadéni jiz validovaného meéticiho postupu. Verifikace je de facto

zkracena validace.

V klinickych laboratofich se verifikuji vSechny metody a postupy méfeni pted jejich
uvedenim do provozu. Jak uz bylo uvedeno v pfedchozi podkapitole — pouziti verifikace,
jakozto zkracené validace je podminéno dodrzenim postupu uddvaného vyrobcem.
Verifikace dale musi byt provadéna v pravidelnych intervalech, jejich Cetnost si urcuje
sama laboratof ve svém verifikacnim planu. Doporucena minimalni ¢etnost verifikace
metod je lkrat roéné (Friedecky et al., 2011). Stejné jako u validace tak 1 pribéh
verifikace musi byt fddné¢ zdokumentovan. Rozdil mezi validaci a verifikaci je zndzornén

v nasledujici tabulce.
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Tabulka 2: Vykonnostni parametry validace a verifikace analytického postupu

Validace Verifikace
Opakovatelnost Opakovatelnost
Mezilehla preciznost Mezilehla preciznost
Vychyleni (bias) Vychyleni (bias)
Pracovni rozsah Pracovni rozsah

Mez detekce a mez stanovitelnosti
(eventuelné mez blanku)

Ostatni (matricové interference, srovnani s
jinou metodou, srovnani pomoci vysledka
EHK, robustnost, vytéznost ...)

Zdroj: Doporuceni k provadeni validace a verifikace analytickych metod v klinickych

laboratorich (Friedecky et al., 2011)

1.5 Analytické viastnosti metod
1.5.1 Preciznost

Preciznost (anglicky Precision; do roku 2008 oznaCovana jako spravnost) je ze vSech
souhlasu mezi jednotlivymi vysledky dané metody, které byly ziskany opakovanou
analyzou té¢hoz vzorku za pfedem stanovenych podminek. Rozdil vysledkt jednotlivych,
nezavislych stanoveni je dan velikosti nahodnych chyb (anglicky Random error), které
odchyluji vysledek ndhodné vSemi sméry a jejichz vyskyt nelze nikdy zcela vyloucit.
Mira preciznosti neboli nepreciznost, je udavana formou smérodatné odchylky (anglicky
standard deviation — SD) opakovanych vysledkl analyzy, kdy vétsi smérodatna odchylka

znamena mensi preciznost metody.

Pro vypocet smérodatné odchylky je nutné znat hodnotu aritmetického priiméru (anglicky
arithmetic mean — AM) vysledki méfeni jednotlivych vzorki. Tato hodnota se poté
pouzije ve vzorci pro vypocet smérodatné odchylky. Preciznost je Casto také vyjadifovana
terminem variacni koeficient (anglicky coefficient of variation — CV), coZ je pomé&r
smérodatné odchylky a hodnoty priméru vysledkti opakovanych analyz. Vysledek je po
vynasobeni ¢islem 100 vyjadien v procentech. Vzorce pro jednotlivé vypocty jsou

uvedeny na dalsi strané:
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Kde:
X ... Jednotlivy nezavisly vysledek méteni analytu
n ... pocet méteni pouzitych k vypoctu

AM ... aritmeticky primeér
SD ... smérodatnd odchylka

CV ... variacni koeficient

Rozlisuji se tii zplsoby, jak vyjadfit preciznost metody. Jsou to opakovatelnost (viz.
kapitola 7.6.7), mezilehla preciznost (viz. kapitola 7.6.2) a reprodukovatelnost.
Reprodukovatelnost je vyjadieni prenositelnosti metody, provadéné stejnym méticim

systémem a stejnym typem reagencii riznymi laboratofemi (Senft, 2012).

1.5.2 Pravdivost

Pravdivost (anglicky Trueness) udava tésnost shody aritmetického priméru opakované
namétenych koncentraci analytu se skute¢nou hodnotou koncentrace tohoto analytu —
pravdivost je tedy vlastnost opakovanych méfeni. Skutecnou hodnotu analytu ale nelze
nikdy absolutné pfesné stanovit, proto se misto ni pouzivd dohodnuté referen¢ni hodnota,
ziskand na zakladé meéfeni referen¢nimi metodami pifi velkém poctu opakovani v
referencnich laboratofich. Pravdivost determinuji systematické chyby (anglicky
systematic error), které narozdil od chyb ndhodnych odchyluji vysledek vzdy na jednu
stranu (Senft, 2012; AmbroZzova, 2019). Pravdivy vysledek ma tedy zanedbatelnou
systematickou chybu. Mira pravdivosti je obvykle udavana parametrem vychyleni neboli
bias, ktery je popsan v podkapitole 1.6.3 (Kfizeneckd, Synek, 2014). Alternativné lze
pouzit parametr vytéznost, ktery je popsan v podkapitole 1.6.4.

35



1.5.3 Piesnost

Ptesnost (anglicky accuracy; do roku 2008 oznaovana jako spravnost) je definovana dle
mezinarodniho metrologického slovniku jako tésnost shody mezi namérenou hodnotou
veliciny a pravou hodnotou mérené veliciny. Na rozdil od pravdivosti je presnost
analyticka vlastnost metody platici pro jedno méfeni. Pfesnost v sobé zahrnuje ndhodnou
1 systematickou chybu méfeni neboli kombinuje preciznost a pravdivost (Senft, 2012;
Ambrozova, 2019). Matematickym vyjadfeni piesnosti je celkovd chyba méfeni

(anglicky total error, TE). Vzorec pro vypocet celkové chyby dle Westgaarda (2017):

TE=2z-5D+ [b] nebo TE=2z-CV+[b][%]

Kde:

SD ... smérodatnd odchylka

CV ... variacni koeficient

/b/ ... bias

z ... statisticky ndsobek, ktery odpovida 95 % intervalu spolehlivosti (1,96)

Parametry celkova chyba méfeni a kombinovana nejistota méfeni (viz podkapitola 1.5.6)
jsou vyuzivany pro hodnoceni analytické kvality méfeni. Aktualni mezindrodni normy
pro analytickou kvalitu (CSN ISO 17025:2018 a 15189 ed.2: 2013) jiz davaji prednost
vypoctu kombinované nejistoty. Porovnavaci studie prednosti a nedostatki obou
parametra pak piisla se zavérem, ze stanoveni celkové chyby méfeni je pro laboratote
jednodussi a mélo by byt zachovano pro vyhodnocovani externiho hodnoceni kvality

(Friedecky, Kratochvila, 2019).

1.5.4 Analyticka citlivost

Analyticka citlivost (anglicky Analytical sensitivity) je vztah mezi vlastnostmi detektoru
a specifickych vlastnosti méfené¢ho analytu. Dal§i mozZnosti popisu je, ze jde o podil
analytického signalu (napiiklad absorbance) ku koncentraci analytu, umocnéné
koeficientem linearity. Lze tedy konstatovat, Ze citlivost je smérnice kalibra¢ni funkce
(Ktizek, Sima, 2015). Analytickou citlivost si lze také piedstavit, jako rozdil mezi
koncentracemi méfeného analytu, ktery je mozné spolehlivé (nejcastéji na 95 %) zachytit
pomoci daného méticiho detektoru. Znalost citlivosti jednotlivych metod je dalezitd pro

zhodnoceni jejich vhodnosti pro stanoveni konkrétniho analytu v konkrétni laboratofi.

wewvr
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laboratofi je proto vhodné pouzit takovou metodu, kterd ma citlivost odpovidajici

predpokladané koncentraci tohoto analytu ve vzorcich pacientli (Racek et al., 2006).

Rozsah méfitelnych koncentraci se pifi validaci metody nejcastéji stanovuje pomoci

parametrt analytické citlivosti. Jsou to mez detekce, mez stanovitelnosti a oblast linearity.

1.5.4.1 Mez detekce

Mez detekce (anglicky Limit of detection, LoD) piedstavuje takovou koncentraci
stanovovaného analytu, kterd je jiZ metodou detekovatelna, ale jeSté ji nelze dostatecné
piesné kvantifikovat. Mez detekce spektrofotometrickych metod se obvykle definuje jako
trojnasobek hodnoty smeérodatné odchylky opakované meéfeného nulového vzorku
(blanku). Pocet opakovani je minimaln¢ desetkrat v jedné sérii méfeni. Trojnasobek
smérodatné odchylky blanku by mél zhruba na 90 % prokazovat pfitomnost analytu ve
vzorku. Preciznost méfeni analytu s koncentraci blizko u meze detekce je velmi nizka.

Je-li vyjadiena formou varia¢niho koeficientu, byva obvykle 40 % (Kiizek, Sima, 2015).

1.5.4.2 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (anglicky Limit of quantification, LoQ) piedstavuje nejnizsi
koncentraci analytu, kterou lze danym analytickym postupem zméfit s dostate¢nou
preciznosti (K¥izek, Sima, 2015). Vyjadfeno v relativni smérodatné odchylce CV, &ini
tato preciznost pro klinické laboratofe obvykle 20 %. Mez stanovitelnosti 1ze urcit
vypoctem jako trojndsobek hodnoty meze detekce. Alternativni postup je promeéieni
deseti vzorktl s koncentraci analytu kolem ocekavané meze stanovitelnosti. Tyto vzorky
se proméfuji deset dni pro ziskani jejich mezilehlé preciznosti. Nejnizsi hodnota
koncentrace analytu, kterd ma jesté dostate¢nou preciznost, je nasledné urena jako mez

stanovitelnosti (Friedecky et al., 2011).

1.5.4.3 Oblast linearity

Oblast linearity je takovy rozsah koncentraci analytu, ve kterém ma zavislost mezi
naméfenym signalem a koncentraci tvar pfimky. Metody, které maji dostatecné Sirokou
oblast linearity (Casto spektrofotometrické) mohou vyuzivat dvoubodovou kalibraci (viz

kapitola 2.6), coz je rychlejsi a levné&jsi (Senft, 2012).
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1.5.5 Analyticka specificnost

Analyticka specificnost urcuje, jak je konkrétni metoda ovlivnéna pfitomnosti jinych
latek, které se nachazeji spolu s métenou latkou v analyzovaném biologickém materidlu.
Biologické materidly obsahuji velké mnozstvi chemickych latek, které mohou reagovat
se stejnym ¢inidlem jako stanovovana latka. Témto reakcim se fika interference. Mohou
zpusobit faleSny nartist, nebo pokles naméfenych hodnot u kvantitativnich metod, nebo
zpusobit falesnou pozitivitu/ negativitu u metod kvalitativnich. Dulezita je téz znalost ¢i
piedpoklad ocekavaného mnozstvi interferujici latky. Protoze velmi specifické metody
jsou Casto naro¢né a zdlouhave, voli se pro klinické ucely takové metody, u kterych je
specifi¢nost nizsi, ale pfipadna interference nema vliv na spravnou interpretaci vysledki
(Racek et al., 2006). Nekteré metody (napf. oxalaty v moci) jsou pouZitelné pro analyzu
aZ po odstranéni interferujicich latek ze vzorku, poptipadé po separaci analyzované latky

ze vzorku.

Interferujici latky lze rozdé€lit na endogenni a exogenni. Mezi endogenni interferenty
v séru/plazmé patii nejCastéji bilirubin, hemoglobin a triacylglyceroly. Mezi exogenni

interferenty v séru/plazmé a moci patii naptiklad vitaminy a mnohé 1éky (Senft, 2012).

1.5.6 Nejistota méreni

Kazdy kvantitativni vysledek méfeni dané¢ho analytu, ktery vyda laboratot je vlastné
pouze odhadem skutecné hodnoty. Absolutné piesného vysledku s nulovou nejistotu
nelze dosdhnout. Podle mezinarodniho metrologického slovniku VIM3 je nejistota
nezdaporny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veliciny prirazenych k mérené
veliciné na zdkladé pouzité informace. Nejistota tedy urCuje vysledek ne jako bod, ale
jako interval, ve kterém se vysledek s urcitou pravdépodobnosti nachazi. Tento interval
nejistoty navic ve vétSiné piipadii neni stejny v celém rozsahu meéfeni. Pro rutinni
laboratofte je proto doporuc¢ovano vypocitat hodnoty nejistot v minimalné tfech oblastech.
Jedna by méla byt uprostied a dvé pobliz krajnich mezi referen¢niho rozmezi. Z toho

divodu je nejistota pfitazovéana vzdy ke konkrétnimu vysledku, a nikoliv k celé metodé.

Nejistotu lze vyjadiit n€kolika zpusoby. Standardni nejistota (oznaluje se U) je
vyjadfovand formou smérodatné odchylky ¢i varia¢niho koeficientu (viz podkapitola

1.5.1) a znaci tak piispévek casti méticiho procesu k celkové nejistoté. Kombinovana
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nejistota (oznacuje se Uy pak zahrnuje jednotlivé dil¢i (standardni) nejistoty. Vypocita

se podle vzorce, kde U7 az Upznamenaji jednotlivé dil¢i nejistoty:

Ue =Ju? + ui+...+ ui

Rozsifena kombinovana nejistota absolutni (Ugabs), nebo relativni (Ugre)) je
kombinovana nejistota, ktera je vyndsobena koeficientem rozsiteni (%). Tento koeficient
nabyva nejcastéji hodnoty k= 2. To znamena4, ze vysledek vydany jako napt. 2,00 mmol/l
(Ugabs = 0,20 mmol/l) se s pravdépodobnosti 95 % nachazi v intervalu 1,8-2,2 mmol/I

(kolektiv autort, 2014).

Stejné jako se samotna analyza sklada ze souboru po sob¢ jdoucich kroki, tak i nejistota
takové analyzy se vzdy sklada z n¢kolika ¢asti. VSechny tyto nejistoty je nutné vyhodnotit
a poté shrnout do takzvané bilance nejistoty (anglicky budget). Tato bilance udava
hodnoty a zdroje nejistoty. Dale také zahrnuje zplisoby vyhodnoceni nejistot, které jsou
dva. Vyhodnoceni typu A jsou ziskavana pomoci statistického vyhodnoceni experimentu
(naptiklad preciznost a bias). Vyhodnoceni typu B jsou ziskdvana z jednotlivych
certifikatl, naptiklad z certifikat referen¢nich materialti, analytickych vah a analyzatora

(Suchanek, Milde, 2013).

Vypocet nejistoty je ve srovnani s celkovou chybou méteni pomérné slozity. Je to dano
tim, Ze soucasna norma ISO 15189 sice vypocet nejistot pozaduje — postup, jak toho
docilit vSak nijak nespecifikuje. V piipad¢€, ze neni k dispozici referencni material s
metrologickou navaznosti, ktery je nutny pro urceni bias (viz podkapitola 1.6.3), mnozi
autotfi 1 GUM (Guide for the expression of uncertainty in measurement), doporucuji
omezit urceni nejistoty jen na preciznost (Friedecky, Kratochvila, 2019). Starsi
doporuceni pro urceni odhadl nejistot vysledkt (Suchéanek et al, 2006; Friedecky et al.,
2011) udéavaji moznost pouzit pro vypocet kombinované nejistoty misto bias hodnotu

vytéznosti pii pouziti rutinnich vzorka (viz podkapitola 1.6.4).

Pti vypoctu nejistot 1ze bias zanedbat, pokud plati nerovnost:

2 2
/babs / Sk\/uref,abs + uXp,abs

Kde:

Dabs ... bias absolutni, vyjadien v jednotce méteni
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Uretaps ... standardni nejistota hodnoty vzorku o zndmém obsahu

Uxpaps ... standardni nejistota priiméru vysledkli méfeni vzorku o znamém obsahu

k ... koeficient rozsiteni (jeho hodnota je obvykle 2)

Pokud je nejistota méfeni vypoctena z mezilehlé preciznosti vyrazné vétsi (3x) nez bias,
v tom pripad¢ bias prispiva ke kombinované nejistoté méné nez 5 % a je mozné ho téz

zanedbat (kolektiv autori, 2014)

1.5.7 Metrologicka ndavaznost

Metrologicka navaznost (anglicky traceability) je podle Mezinadrodniho metrologického
slovniku viastnost vysledku méreni, pomoci niz miize byt vysledek vztazen ke stanovené
referenci pres dokumentovany nepreruseny retezec kalibraci, z nichz kazda se podili svym
prispévkem na stanovené nejistoté mereni. Méla by vést k situaci, kdy laboratote na celém
svete pii stanoveni urcitého analytu budou poskytovat vysledky bez vyznamnych rozdili.
Toho 1ze docilit hierarchickou ndvaznosti od pracovnich kalibratort a internich kontrol
kvality (IQC — anglicky internal quality control) dodavanych vyrobci IVD diagnostik
pies referencni materidly az k mezinarodnim referenénim materidliim. Je zapotiebi

pocitat s tim, ze kazdy takovy mezistupeni pfinasi urcitou nejistotu (Senft, 2012).

1.5.8 Biologicka variabilita

Pro urceni vhodnosti dané analytické metody k méfeni urc¢itého analytu je dilezita znalost
jeho biologickych variabilit. Dale srovnani téchto variabilit s variabilitou analytickou a
pravdivosti metody. Biologické variability predstavuji urcité rozlozeni hodnot dané¢ho
analytu v dasledku ptisobeni riznych biologickych vlivii v ¢ase. Pokud jsou sledovany
zmény u jednoho biologického jedince, jednd se o intraindividudlni variabilitu (CV}).
Kdyz jsou sledovany primérné hodnoty analytu u vétSiho mnozstvi jedinct ze stejné
populace, jde o interindividudlni variabilitu (CV;). Protoze tyto variability maji ndhodny
charakter a 1ze u nich tedy pfedpokladat Gaussovské rozloZeni, lze je matematicky
vyjadiit ve formé smérodatné odchylky nebo variaéniho koeficientu. Variabilita

interindividualni se znaci jako CV; a variabilita analytickd, coz je mezilehla preciznost

pouzité metody, se znaci jako CV.. Pro ur€eni celkové variability CVrplati vztah:

CVr= /CVaZ + CV?
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Pro zvazovanou metodu musi platit, Zze jeji odchylka (bias) jako vyjadieni pravdivosti
musi byt mensi nez Ctvrtina celkové variability (B < 0,25 CV7). Déle se posuzuje vztah
mezi variabilitou analytickou CV; (mezilehla preciznost metody) a intaindividualni CV.
V optimalnim ptipadé plati vztah: CV, < 0,25CVi. Pomér CV, < 0,5CV; je jesté piijatelny,
ale vyssi pomér CV, < 0,75CV; l1ze akceptovat jen ve vyjime¢nych ptipadech kvuli
technologickému omezeni (Minaf, Stancik, 2008; Senft, 2012).

Ziskat vlastni hodnoty biologickych variabilit je mimo moznosti vétSiny laboratofi. Diive
bylo mozZno Cerpat tyto hodnoty pouze z Westgardovy databéaze biologickych variabilit,

ktera je volné pfistupnd na webu https://www.westgard.com/biodatabasel.htm. Od

kvétna 2019 je na internetovych strankdch Evropské spolecnosti klinické chemie a
laboratorni mediciny EFLM (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine) zptistupnéna nova, postupné dopliovana databaze

(https://biologicalvariation.eu), jejiz tidaje vznikly na zaklad€ sjednocenych postupt

vybéru vhodnych jedincti a harmonizaci analytickych metod (Kratochvila, 2019).

1.5.9 Kriticka diference

Kriticka diference (anglicky critical diference, CD) ma stejny vyznam jako nasledujici
terminy — nejmensi vyznamna zména a referen¢ni zména hodnoty (anglické ekvivalenty
jsou least significance change, LSC a reference change values, RCV). Tyto terminy
znamenaji nejmensi rozdil mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vysledky métfeni jednoho
analytu u téhoz pacienta, ktery jiz predstavuje klinicky vyznamnou zménu (Sentt, 2012).

Kritickou diferenci lze vypocitat podle vzorce (Jabor, Friedecky, 2008):

CD =bpo +ki- /Cvaz + CV# nebo CD =kz- /CVa2 + CV?

Kde:

CV, ... analyticky varia¢ni koeficient odpovidajici mezilehlé preciznosti

CV; ... intraindividualni varia¢ni koeficient (viz pfedchozi podkapitola)

brer ... bias relativni

ki ... koeficient k; = 2,33 = 1,645 \/2 (pro jednostranny interval spolehlivosti
a dv¢ naslednd méteni)

k2 ... koeficient k2= 2,77 = 1,96 - /2 (pro oboustranny interval spolehlivosti

a dveé naslednd meéteni)
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1.6 Vykonnostni parametry validace a verifikace analytické metody

1.6.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost (anglicky repeatibility) je takova preciznost metody (viz kapitola 1.5.1),
kdy jsou vzorky zméfeny béhem kratkého ¢asového intervalu ve stejné laboratofi, stejnou
metodou, na stejném analyzatoru se stejnymi reagenciemi a kalibratorem. To vSe provadi
stejny operator na stejném analyzatoru (Ambrozova, Kratochvila, 2016). M¢ti se
minimaln¢ dvé hladiny analytu v sérii o 20 opakovani. Jedna hladina by se méla nachdzet
uvnitt referencniho intervalu a druha nad hodnotou horniho referencniho, nebo
rozhodovaciho intervalu. Pfipadné 1ze pouzit hladinu nachazejici se pod spodni hranici
referencniho rozmezi. Jako vzorky lze pouzit referenni materiadly, materidly interni

kontroly kvality anebo vzorky pacientii (Friedecky et al., 2011).

1.6.2 Mezilehla preciznost

Mezilehlé preciznost (anglicky Intermediate precision) je preciznost metody métend za
podobnych podminek jako opakovatelnost (viz ptredchozi kapitola) za delsi Casovy tsek.
Tedy stejnd metoda na stejném meéficim systému, ale miize byt provadéna riznymi
operatory. Taktéz muze dojit ke zmén¢ SarZe reagencii a jejich kalibratorti (Senft, 2012).
Na materidly ke stanoveni mezilehlé preciznosti jsou stejné pozadavky jako u

opakovatelnosti, mohou tedy byt pouzity stejné materialy.

Existuji dva rtizné zpiisoby ziskani mezilehlé preciznosti. Prvni moznosti je pouziti
vysledki vnitini kontroly kvality. Pouziji se k tomu 2—3 rtizné kontrolni hladiny analyta
po dobu 3—6 mésict, pricemz odlehlé vysledky se do vypoctu nezahrnuji. Druha varianta
pro vypocet mezilehlé preciznosti spociva v pravidelném proméiovani 2—3 materiala s
odliSnymi hodnotami daného analytu po dobu optimaln¢ 20 dni. Pokud je béhem tohoto
intervalu, kdy probihd méfeni zaznamenan odlehly vysledek, je vhodné tento interval

méteni nalezité prodlouzit (Friedecky et al., 2011).

1.6.3 Vychyleni (bias)

Vychyleni (bias) je vyjadienim pravdivosti metody odhadem jeji systematické chyby
pomoci analyzy nejlépe matricového referen¢niho materidlu. Tim je dokumentovan stav
navaznosti méfeni v konkrétni laboratofi. Bias mize byt také dle Doporuceni k provadéni

validace a verifikace analytickych metod (Friedecky et al, 2011) kvantifikovan jako
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vytéznost (viz nésledujici podkapitola). Vzorce pro vypocet bias, vytéznosti a jejich

vzéjemny vztah jsou nasledujici (Suchanek et al, 2006):

Dabs = Cmeas — Cref brer = Cmeas ~ Cref R= Smeas 100 bres=R- 100

Cref Cref
Kde:
baps ... bias absolutni, vyjadien v jednotce méeteni
bres ... relativni hodnota bias (%)
R ... vytéznost (%)

Cmeas ... naméfena koncentrace referen¢niho materialu (obvykle jako AM)

Crer ... deklarovana koncentrace referenéniho materialu

Ptic¢iny bias mohou byt mnohé, jejich vyskyt a relativni vyznam se u kazdé metody lisi.
Patfi sem naptiklad odchylky pfii ptipravé kalibratoru (chyby pii vaZzeni nebo meéieni
objemu), pouziti kalibratoru s odliSnou matrici od matrice vzorka pacientil, nekorigovana
ztrata analytu béhem extrakce, nestabilita analytu pii transportu ¢i skladovéani. Bias
mohou Casto zpiisobit piitomné interferujici latky (Theodorsson, 2012). Interference byly

popsany v podkapitole 1.5.5.

Pro urceni systematické chyby pomoci hodnoty bias je diilezité eliminovat nahodné
chyby, toho je dosahovano méfenim v sé€riich. Dokument EP15-A3 (User Verification of
Precision and Estimation of Bias, 3rd ed.) udava minimalni rozsah méfeni jednotlivych
referenCnich materialti ve formatu 5x5. Tedy kazda kontrola je méfena pét dni v sérii

s minimalné péti opakovanimi (Ambrozova, Kratochvila, 2016).

Pro stanoveni bias se pouzivaji materialy, které maji znamou koncentraci daného analytu.
Pravdivost udavané koncentrace doklada atest Ci certifikat od vyrobce, ktery pro ovétreni
koncentrace daného analytu pouzil referencni postupy méfeni. UZivatel nasledné
porovna koncentraci uvedenou v atestu s vlastnimi zprimérovanymi vysledky. Matrice
referencniho materidlu by méla byt stejna, nebo se co nejvice blizit matrici redlnych
vzorkd pacientii. Takové podminky splituji certifikované referencni materidly od
uznavanych vyrobci, naptiklad od firem IRMM Geel, NIST USA a dalSich. Dals$imi
doporu¢ovanymi materidly pro urceni bias jsou vzorky validované v cyklech EHK, avSak
matrice téchto vzorkd ne vzdy odpovidd matrici vzorkd redlnych (Ambrozova,

Kratochvila, 2016). V pfipad¢, Ze ani jeden z téchto materidlll neni k dispozici, lze
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alternativné provést mefeni vytéznosti (viz dalsi kapitola) po pfidani nematricového

referencniho materialu do nativnich vzorki pacientd (Friedecky et al.,2011).

Hodnota bias jako vyraz systematické chyby méfeni mé vyznam pii vypoctu
kombinované nejistoty (viz kapitola 1.5.6), celkové chyby méfeni (viz kapitola 1.5.3) a

urceni referen¢nich mezi dané¢ho analytu.

1.6.4 Vyteinost

Vytéznost (anglicky recovery, R) je pomér zndmého mnozstvi analytu pfitomného nebo
pfidaného do métené¢ho vzorku k mnoZstvi analytu extrahovaného ¢i naméfeného.
Vytéznost Ize ziskat analyzou referenc¢nich materidl se stejnou matrici, jako maji
pacientské vzorky. Velice Casto vSak tyto referencni materialy k dispozici nejsou.
V takovém piipadé lze vytéznost odhadnout tak, Ze se k bézné¢ méfenym vzorkiim
pacientll pfida ptidavek v podobé nematricového roztoku méfeného analytu (spike) o
znamé koncentraci (Thompson, Ellison, 1999). Vytéznost lze také pouzit pro
vyhodnoceni analytické selektivity méteni, kdy se urcuje vliv interferujicich latek. V
tomto ptipadé se jako pridavek pouzivaji roztoky obsahujici hodnocenou interferujici
latku (Friedecky et al., 2011). Vzorec pro vypocet vytéznosti z méfeni referencniho

materidlu je uveden v pfedchozi podkapitole.

V piipadé stanoveni vytéznosti za pouziti ptidavku je postup dle Doporuceni k provadeni
validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratorich (Friedecky et al, 2011)

nasledujici:

e Vyberou se vzorky od nékolika pacientii (doporuceno je 5) a zvoli se vhodny
nematricovy referencni material (nejcastéji jako vodny roztok). Koncentrace
analytu ve smésich pacientskych vzorkii a referenéniho materialu by se méla
pohybovat v intervalu pracovniho rozsahu posuzované metody a idedln€ by m¢la
byt pobliz klinickych rozhodovacich mezi.

e Vzorky k méfeni vytéznosti se pfipravi nasledovné. Nejprve se piipravi dilci
vzorek s pfidavkem. Smicha se vzorek pacienta s referencnim roztokem v poméru
9 : 1 (vzorek A). Nasledn¢ se ptipravi dil¢i vzorek s fedénim, kdy se smiché ve
stejném pomeru 9:1 pacientsky vzorek s fyziologickym roztokem nebo nulovym
kalibratorem (vzorek B).

e Vzorky A, B od kazdého pacienta se zmé&ii v duplikatech. Z téchto duplikath se

vypocte jejich pramér.
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e 7 primérné hodnoty méteni vzorku A od jednoho pacienta se odecte prumeérna
hodnota vzorku B od stejného pacienta. Tento rozdil se oznaci jako D (duplikat).

e Vypocita se koncentrace C pridavku referenc¢niho roztoku do vzorku pacienta dle

vzorce:
_ G5 Vs
Vst Vi
Kde:
¢s ... koncentrace ptidavku referen¢niho roztoku
Vs ... objem piidavku referen¢niho roztoku

Viz ... objem vzorku

e Vypocita se vytéznost R v procentech:

R=—-100

Y )

1.6.5 Pracovni rozsah

Pracovni rozsah analytické metody je takové koncentracni rozpéti analytu ve vzorku, v
jehoz ramci Ize ziskat dostateCnou pfesnost a preciznost mefeni. Lze tedy méfit i mimo
oblast linearniho dynamického rozsahu, coz je oblast koncentraci, v niz ma zavislost

signalu na koncentraci analytu linearni priibéh (K¥izek, Sima, 2015).

Vyrobce diagnostik udava rozsah méteni, ktery se pii verifikaci ovéfuje v podminkach
konkrétni laboratofe. V idedlnim ptfipad¢ se vyuzivaji sady referenCnich materiala,
piipravené¢ piimo pro tuto ulohu. Tam kde tyto materidly k dispozici nejsou, je
doporuceno métit smesi lidského biologického materidlu. Pro metody, které maji linearni
zavislost signalu na koncentraci, se doporucuje piipravit dvé smési. Prvni smés (pool) s
vysokou koncentraci analytu, kterd je pobliz hranice rozsahu deklarované vyrobcem.
Druhou smés naopak s nizkou koncentraci analytu (lze pouzit nulovy kalibrator). Ani
jedna z téchto smési nesmi svoji koncentraci piekrocit deklarovany pracovni rozsah. Z
téchto dvou smési se nasledné piipravi vzajemnym misenim dalsi tfi vzorky. VSech pét
vzorkll je poté zmé&feno v tripletu, pii ndhodném potadi méfeni. Pomoci metody linearni
regrese se zhodnoti a verifikuje zavislost naméfenych hodnot na znamych hodnotéach

teoretickych (Friedecky et al., 2011).
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1.7 Referencni interval a meze

Pii hodnoceni vysledki jednotlivych analyti od konkrétniho pacienta méa referencni
interval zasadni vyznam pro ureni, zda tyto vysledky jsou fyziologické, nebo
patologické. Referencni interval je rozmezi vysledkii stanoveni mezi horni a dolni
referencni mezi. U vétSiny analytt jsou dulezité ob¢ tyto meze, u nékterych analytd je

klinicky vyznamna pouze horni (vyjimecné dolni) referencni mez (Racek et al., 2006).

Referencni (fyziologické) rozmezi je definovano Ceriottim (2007) jako interval, ktery pri
aplikaci na populaci vysetrovanou laboratori korektné obsahuje vétsinu osob s
charakteristikami odpovidajicimi referencni skupiné a vylucuje ostatni. Referencni
skupinou je mysSlen ndhodné vybrany soubor lidi z dané populace, ktefi splituji urcité
poZzadavky. Nejcastéji jde o neptfitomnost nemoci a splnéni nékterych preanalytickych
podminek (odbér na lacno, fyzicky klid pfed odbérem atd.). Referen¢ni skupiny byvaji
Casto rozde€leny na jednotlivé subpopulace dle pohlavi, véku a rasy. Vybérova referencni
skupina je otestovana na dany analyt a riznymi matematickymi postupy je urceno
rozmezi vysledkl pro vétSinu téchto osob. Obvykle vétsina znamena 95 % z celku (2,5—
97,5 % percentil). Pro uréeni referencnich mezi je tedy zasadni vybér spravné referencni

skupiny (Racek, 2006).

Kazda laboratof musi referencni intervaly uddvané vyrobcem anebo doporucené
odbornymi spole¢nostmi potvrdit na vzorku populace vlastnich pacientii. Doporuceny
postup pro validaci referen¢nich intervalli v jednotlivych laboratofich na konkrétnim
meéficim systému je nasledujici. Zméfi se minimalné€ 20 vzorki biologického materialu od
zdravych pacientl a 19 téchto vysledkll (95 %) by se mélo nachazet uvnitt vyrobcem
uvadéném referencnim intervalu. Stejny postup se provadi, kdyz jedna laboratot prechazi
z jednoho méficiho systému na druhy. Jednotlivé metody na stanoveni konkrétniho
analytu poskytuji u stejnych pacientii stejné vysledky pouze tam, kde jsou tyto metody
navazané na referen¢ni kalibracni materialy. Tam, kde tato navaznost neni, mohou méfici
systémy IVD jednotlivych vyrobcil vykazovat pro stejnou referencni populaci odlisné
referenéni meze. Uvnitf téchto intervall vSak musi zistat stejny pocet pacienti.
Alternativni postup k validaci referencnich intervalu spociva ve znalosti postupi, které
vyrobce IVD pouzil k jejich stanoveni (napiiklad demograficky popis referencni populace
vcetné geografickych podminek, zplisob vyhodnoceni statistickych dat, preanalytické a
analytické podminky méfeni). Validujici laboratot posoudi, zda tato data 1ze aplikovat na

populaci svych pacientti (Friedecky, 2005).
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1.8 Kontrola kvality

Aby bylo mozné udrzet spolehlivost vysledki v laboratofi, je nutno provadét pravidelnou
kontrolu kvality. Ta umoziuje véas detekovat chyby v celém procesu analyzy a redukovat
je jest¢ pred vydanim vysledkti Iékaiftim. Pokud je kontrola kvality provadéna a
vyhodnocovana vlastnimi pracovniky laboratofe, jedna se o interni kontrolu kvality
(anglicky Internal quality control, 1QC)). Externi kontrola kvality (External quality
control, EQC) je organizovana a vyhodnocovana externi povéfenou instituci (Friedecky,

2006; Kratochvila, 2008).

1.8.1 Interni kontrola kvality (1QC)

Prakticky je IQC provadéna méfenim kontrolnich vzorki, kdy vysledky jejich analyzy
jsou porovnavany s vysledky ocekavanymi (skute¢nd hladina nemusi byt zndma).
Kontrolni vzorky jsou méfeny za stejnych podminek jako vzorky pacientské. Také
matrice kontrolnich vzorkd by se méla co nejvice podobat vzorkim pacientii (této
vlastnosti se fikd komutabilita). Kazdy analyt by mél byt kontrolovan alespont na dvou
hladinach kontrol od stejného vyrobce. Vyrobce kontrol udéava tzv. atest, coz je rozmezi,
ve kterém se naméfené hodnoty mohou pohybovat. Ocekavané hladiny jednotlivych
kontrol by se mély idedln¢ nachazet pobliz t€ém klinicky vyznamnym, s tim ze jedna
hladina by méla byt ve fyziologickém a druhd v patologickém rozmezi. Frekvence
stanoveni se u jednotlivych analyta 1i§i. Obecné ale plati, Ze s kazdou analytickou sérii
méieni by méla byt stanovena minimalné jedna hladina QC. Analytickd série je
ekvivalentem jedné pracovni smény s maximalni délkou 24 hodin. Dalsim pravidlem je
nutnost provadét IQC pii jakychkoliv pochybach o funkcnosti metody ¢i analyzatoru.
Déle po vyméné reagencii, po kalibraci metody a po servisnim zdsahu v méfici ¢asti

analyzatoru (Racek et al., 2006; Kratochvila et al., 2008).

Vyhodnoceni IQC probihd jak z kratkodobého hlediska, tak z dlouhodobého. Pro
kratkodobé hodnoceni vysledk IQC slouzi regulacni grafy, ze kterych lze odecist
preciznost a pravdivost metody (viz kapitoly 1.5.1 a 1.5.2). Nejcastéji je pouzivan
Levey-Jenningstv graf (viz obrazky 10 a 11). Jeho prostfedkem prochdzi centralni osa,
znacdici definovanou nebo o¢ekavanou hodnotu. Pod a nad ni jsou vyznaceny regulacni

meze, které obvykle predstavuji dv€ smérodatné odchylky od centralni osy.

Pti vyhodnocovani IQC jsou napomocna tzv. Westgardova pravidla. Je to systém pro

detekci chyb v analytickém procesu, ktery umoziuje pracovnikim laboratofe rozlisit
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ndhodnou a systematickou chybu a soucasné zabrénit zbytecnému opakovani méfeni.
Tento systém lze naprogramovat do analyzatoru nebo laboratorniho informac¢niho
systému (LIS). Pouziva se Sest zdkladnich pravidel, a to bud’ samostatné, nebo ve vhodné

kombinaci pro dané stanoveni (Bartos et al., 2008).

Pro dlouhodobé vyhodnoceni jsou pouzivany indexy spolehlivosti (zpisobilosti). Jsou to
charakteristiky, které vyjadiuji schopnost analytického procesu vyhovét pozadavkim ve
formé cilové hodnoty vcetné jejich hornich i dolnich limitl. Pro vypocet indext
spolehlivosti je vyuzivan odhad smérodatné odchylky a aritmeticky praimér vysledki QC
(Bartos et al., 2008).

1.8.2 Externi kontrola kvality (EQC)

Kontrola kvality je provadéna také vn&j§im nezavislym organem. V Ceské republice tuto
funkci zastava Systém externi kontroly kvality (SEKK). Existuji také nadnérodni kontrolni
systémy, které umoziuji testovat méné bézné analyty. Externi hodnoceni kvality je
dualezitou soucasti celého procesu udrzovani a zlepSovani kvality laboratornich vysledka.
Cilem je porovnavani vysledki méfeni externich kontrol z jedné laboratote s vysledky
ostatnich laboratofi. Lze tak odhalit piipadné neocekavané zdroje chyb ¢i nejistot méteni.
Ucast na programu (pokud je k dispozici) vyzaduje norma CSN ISO 15189, s &etnosti
alespont dvakrat rocné. Kontrolni vzorky EQC by mély byt (tak jako v piipadé IQC)
stanoveny za stejnych podminek jako vzorky pacientti a jejich matrice by méla byt co
nejvice komutabilni. To znamena, Ze se sloZenim co nejvice podobaji vzorkiim pacienta

(Zima et al., 2019).

48



1.9 Metodika
1.9.1 Spektrofotometrie

Absorp¢ni spektrofotometrie patii mezi spektroskopické metody, které jsou zalozeny na
pozorovani produkce elektromagnetického zafeni, nebo jeho interakce s hmotou. Sleduji
se predevSim emise (vyzafeni), absorpce (pohlceni zéieni) a rozptyl (elasticky a

neelasticky) elektromagnetického zateni (Kubala, Cibicek, 2014).

Je nejCastéji vyuzivana pro stanoveni analytu rozpusténého v roztoku. V piipadé
absorpéni spektrofotometrie je sledovano mnozstvi elektromagnetického zafeni ve
viditelné a blizké ultrafialové oblasti, které proslo vzorkem a bylo zeslabené absorpci ¢i
rozptylem. Absorpce je zpisobena pohlcenim fotonu prochédzejiciho zafeni, které vede
k vybuzeni atomu ¢i molekuly do vysSiho energetického stavu. Pro méfeni lze zvolit
libovolnou vinovou délku, ale az na vyjimky je zvolena takova, kterd je blizko
absorp¢niho maxima stanovené latky. Pti vybéru vhodné vinové délky je tieba dbat na
dosazeni co nejvyssi citlivosti. Toho se dosahne volbou vinové délky blize absorpéniho
maxima. Soucasn¢ je tfeba se vyhnout ostrému absorpnimu pasu, kde piipadna

nepiesnost v nastaveni vinové délky zptsobi velkou zménu v naméfené absorbanci.

Ze znamé intensity svétla vstupujiciho do kyvety s méfenou absorbujici latkou /p a
intenzity svétla kyvetou proslého / lze spocitat veli¢inu zvanou transmitance 7. Hodnota
této veliCiny je nepfimo umérna koncentraci absorbujici latky. To je z praktického
hlediska nevyhodné, proto je misto transmitance pouzivana veli¢ina zvana absorbance A

(zaporny dekadicky logaritmus transmitance), kterd poskytuje pfimo umérnou zavislost

na koncentraci (Kas et al., 2005). Matematické vztahy mezi absorbanci a transmitanci:
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Vztah mezi koncentraci analytu v roztoku vzorku a jeho absorbanci je vyjadien pomoci

Lambert-Beerova zdkona. Zde je jeho zjednoduSeny matematicky zapis:

A=&E,.c./

Kde:

A ... absorbance
&1 ... molarni absorbé&ni koeficient latky pfi vinové délce 4 (jednotka 1 cm™ mol™)

1 ... tloustka kyvety ve sméru Sifeni svétla v cm

¢ ... koncentrace v mol.]’!

Lambert-Beeriiv zdkon plati pouze pfi splnéni urcitych podminek. Prvni podminkou je
pouziti monochromatického zéteni, které bylo odiivodnéno vyse. Dalsi podminkou je,
aby se vyslednd absorbance métfené¢ho analytu pohybovala v rozmezi 0,1 az 1,0. Pii
mensSich nebo vétsich hodnotach absorbance je presnost métfeni siln€ omezena ndhodnymi
fluktuacemi. Ptili§ koncentrovany vzorek je tedy vhodné natedit. Naopak u vzorku s
nizkou koncentraci Ize ptipadné pouzit kyvetu se Sir§i méfenou vrstvou nebo pouzit pro

stanoveni daného analytu citlivéj$i metodu.

Platnost Lambert-Beerova zdkona mohou také omezit nckteré vlastnosti méfeného
analytu. Mohou to byt napfiklad interakce analytu s rozpoustédlem, piitomnost
koloidnich c¢astic v roztoku, problematickd matrice vzorku (lipémie, bilirubin a
hemoglobin), fotochromni ¢i fotochemické reakce analytu a zmény indexu lomu s

koncentraci analytu (Zaruba et al., 2016).

Mnoh¢é automatické spektrofotometry, které provadeji kromé spektrofotometrickych 1
turbidimetrické méfeni, operuji s terminem optické hustoty (anglicky optical density —

OD). Ta je definovana stejné jako absorbance:

Iy

0D = log ]

Termin absorbance lze pouzit v piipad¢, Ze dochazi k absorpci zafeni. KdyZ je ale
intenzita paprsku zateni vstupujiciho do kyvety snizovana rozptylem na velkych ¢asticich
(¢asto komplex antigen-protilatka) je vhodn&j$i pouZzivat termin opticka hustota. Jedna
se tedy o nadfazeny termin, ktery zahrnuje jak absorpci, tak rozptyl zareni (Kas et al.,

2005).
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Pomoci absorpéni spektrofotometrie I1ze stanovit velké mnozstvi latek. Je-li v roztoku
vzorku pfitomna pouze Cista analyzovand latka, 1ze méfit pomoci jedné vinové délky
pobliz jejiho absorpéniho maxima. V piipadé ze chceme stanovit hladinu analytu v
biologickém vzorku, je nutné potlacit interferenci dalSich latek, pfispivajicich k signalu.
Toho Ize docilit tim, Ze je vzorek proméfen na vice vinovych délkach a vliv matrice je

eliminovan pomoci empirickych vzorct (Kubala, Cibic¢ek, 2014).

U nekterych latek Ize pouzit ptimé méfeni absorbance. Ptikladem jsou latky barevné
(napf. porfyriny), pfeciSténé nebo vystupujici ze separacnich kolon. VétSina latek je
analyzovana pomoci specifické reakce s pfidanym cinidlem, kterd poskytuje barevny
produkt, jehoz absorbance je métena (Kubala, Cibicek, 2014). V soucasnosti k t€émto
specifickym reakcim Casto patii reakce enzymatické. V téchto reakcich je analyzovana
latka substratem specifick€ho enzymu, ktery katalyzuje jeji pfeménu na produkt. Tento
produkt mize byt sdm barevny, nebo vstupuje do dalsi reakce poskytujici méfitelnou
odezvu. Obracenim tohoto zptisobu Ize také stanovit katalytickou aktivitu analyzovaného
enzymu. Vyhodou pouziti enzymt ke stanoveni je mimo jejich vysoké specifi¢nosti také
to, Ze umoznuji vyhnout se pouzivani agresivnich Cinidel, vysokych teplot ¢i dlouhé

inkubacni doby (Racek et al., 2006).

Pti stanoveni analyti pomoci chemické ¢i enzymatické reakce se vyuzivaji dva zplisoby
meéieni této reakce. Prvnim zplisobem je metoda end-point. Principem této metody je
meéieni rozdilu mezi absorbanci v ¢ase smichani vzorku s reagenciemi (Ao) a absorbanci
A v Case, kdy uz reakce probéhla (v takzvaném konecném cCase). Tento rozdil je amérny
koncentraci stanovované latky (Vavrova, © 2020). Druhym zpiisobem je kinetické
meéieni. Méfi se zde zméena absorbance v uréitém ¢asovém intervalu, kdy reakce probiha
linearné. K ustaleni linearni reakce dochédzi az za néjaky Cas po smichani vzorkid s

reagenciemi. (Vavrova, © 2020).

1.9.2 Spektrometr a jeho soucdsti

Optické piistroje pouzivané k méteni absorpéniho spektra latek se nazyvaji spektrometry.
Zakladni komponenty, ze kterych jsou sloZeny: zdroj elektromagnetického zafeni,

monochromator, méfici kyveta, detektor zareni a prevodnik signalu.
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Jako zdroje elektromagnetického zafeni jsou pouzivany ty, které poskytuji spojité

spektrum ve VIS a blizké UV oblasti. Nejcastejsi jsou halogenové lampy a xenonové

vybojky. Méné casté jsou wolframové zarovky a LED diody (Zaruba et al., 2016).

Monochromator je zafizeni, které vstupujici spojité elektromagnetické zareni rozdéluje
na fadu monochromatickych paprskii, ze kterych je vybrana potfebnd vinova délka.
Kli¢ovou soucasti monochromatoru je disperzni prvek. Tim mize byt bud’ opticky hranol
(v soucasnosti se jiz nepouziva) nebo miizka. Opticky hranol rozklada svétlo na zaklade
rizného indexu lomu paprski jednotlivych vinovych délek. Opticka miizka je vyrobena
z transparentniho materidlu, ve kterém jsou vrypy v urcitych vzdalenostech od sebe.
Rozklad spojitého spektra probihd na principu ohybu a odrazu zateni. Ohyb zafeni mize
nastat pouze, je-li vzdalenost mezi jednotlivymi vrypy blizkd vlnové délce zateni.
Jednotlivé optické miizky charakterizuje vzdalenost vrypt (udéva se jejich pocet na 1

mm) a urcuje tak pro kterou oblast spektra je Ize pouzit (Klouda, 2003).

Roztok s mé&fenym analytem je umistén v métici nddobce — kyveté. Materidl, z kterého je
kyveta vyrobena nesmi absorbovat zafeni, pouzivané k samotnému meéfeni. Proto se
pouziva nejcasteji kiemenné sklo, které¢ neabsorbuje UV zafeni (Hrazdira, Mornstein,
2004). Casto jsou z diivodu niz§i ceny pouzivany kyvety plastové (pouzitelné pro UV i

VIS spektrum), byt’ poskytuji mensi pfesnost pii méteni.

Optické spektrometry obsahuji detektory, jejich zdkladem je cCidlo, které dopadajici
elektromagnetické zatreni (neelektricky signal) pievadi na signal elektricky. Tento signal
je nasledné upraven na pottebny tvar pro vyhodnoceni. Pro detekci viditelného a blizkého
ultrafialového zareni 1ze vyuzit naptiklad fotoelektrické ¢lanky (naptiklad fotonka). Ty
pracuji na principu vnéjsiho fotoelektrického jevu. Pfi ném dopadajici fotony vyrazeji z
fotocitlivého povrchu katody elektrony, které nasledné smétuji k anod¢. Tim vznika
proud, jehoz intenzita odpovidd mnozstvi dopadajicich fotonii. Dal§i moZznosti detekce
VIS a UV zéfeni je vyuZiti vnitiniho fotoelektrického jevu. Zakladem je polovodicova
soucastka (naptiklad kifemikova fotodioda), na kterou je pfivedeno napéti. Dopadajici
fotony vyrazeji elektrony z vnitiniho materidlu polovodice, kterym nésledné zacne
protékat méftitelny elektricky proud. Moderni automatické analyzétory, jako naptiklad
AU480 od firmy Beckman Coulter, vyuZivaji tuto technologii v podob& diodovych poli.
Diodové pole (Diode Array, DA) je soustava n¢kolika desitek az tisic fotodiod vedle sebe,

které zaznamendavaji celé vymezené spektrum vinovych délek (Klouda, 2003).

52



Spektrometry lze podle konstrukce rozdé€lit na jednopaprskové, dvoupaprskové a tzv.
Diod—array—detectors. Jednopaprskové pftistroje maji pouze jednu optickou drdhu a
posunovatelné kyvety, naplnéné referencnim a métenym vzorkem. Nejdfive je zméfena
kyveta s referenénim vzorkem (blankem) a poté je zméfena kyveta se vzorkem.
Ptistroj nasledné vypocita absorbanci. U dvoupaprskového pftistroje je svételny paprsek
ze zdroje rozdelen na dvé drahy. Jedna draha prochazi kyvetou s blankem a druha se
vzorkem. Toto uspotadani je vhodnéjsi pro méfeni pii vice vinovych délkach. Treti typ
uspotadani Diod—array—detectors (obr. 4) se od predeslych dvou lisi tim, ze kyvetou
neprochazi monochromaticky paprsek, ale spojité zareni ze zdroje. To je po prichodu
kyvetou pomoci optické mtizky rozdéleno na jednotlivé vinové délky a ty jsou nésledné
detekovany pomoci diodového pole. Kazdéa dioda z desitek az tisicti je uréena pro jednu

konkrétni vinovou délku (Kas et al., 2005).

dicdové

pole
zdroj svétla
~ ! 7
- O a /
s ~
1 opticka
miiZka

Kyveta
Obrazek 4: Princip spektrometru typu Diod—array—detectors
Autor: Vejrazka, 2008, dostupné z: hitps://lurl.cz/FzVke

1.9.3 Infralervena spektrometrie

Infracervend spektrofotometrie patii mezi spektroskopické metody (viz kapitola 7.9.7).
Je zaloZzena na meéteni absorpce infracerveného zareni (IR) molekulami latek. VInova
délka IR zéfeni zaujimé rozmezi 0,78—1000 pm. Pfi préci s touto metodou se ale obvykle
misto vlnové délky udava vlnocet. Energie IR zafeni neni dostate¢nd na piechod
elektronil do vyssich energetickych hladin, dochazi pouze ke zméndm vibracné-rotacnich
stavli molekul. Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu maji vyznam hlavnég vibra¢ni stavy
(rotacni stavy splyvaji), které absorbuji pouze zafeni odpovidajici energii daného

piechodu. Obzvlasté absorpéni pasy v oblasti 1500 az 670 cm™ jsou uréeny celkovou
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strukturou molekuly a jsou tedy typické pro danou latku (nazyvaji se oblasti otisku palce
— anglicky fingerprint region). Absorpéni spektra jsou pomoci pocita¢e srovndna s
elektronickou knihovnou a identifikovana (Klouda, 2003). Infracervené spektrometry
maji podobnou konstrukei jako ty pracujici s UV a VIS, jen vyuzivaji soucasti, které jsou

vhodné pro infra¢ervenou oblast spektra (obrazek IR spektrometruv piiloze — ¢. 26).

1.9.4 Biochemicky analyzdator AU480 od spoleénosti Beckman Coulter

Pro meéfeni citratl a oxalati v moci byl vybran biochemicky analyzator AU480 firmy
Beckman Coulter. Tento analyzator je urcen pro in vitro diagnostiku a na tseku klinické

biochemie UKBH FN Plzei je vyuzivan pro méné frekventované a vyzkumné metody.

Analyzator méfi na principu absorp¢ni spektrofotometrie a turbidimetrie. Muze byt také
vybaven ISE modulem s iontové selektivnimi elektrodami pro méfeni ionti sodiku,
drasliku a chloridu. Pfistroj mize mit na palubé¢ maximalné¢ 60 fotometrickych testi,
umisténych v chladici jednotce, plus tfi ISE testy. Rychlost stanoveni je 400

fotometrickych testli za hodinu, nebo 800 testl véetné ISE.

Reakéni jednotku, ve které probihd meéteni, tvori rotani disk obsahujici 88 kyvet
z kfemenného skla (délka optické drahy je 5 mm). Rota¢ni disk je ulozen v systému suché
lazné, ktera je temperovana na 37 °C. Analyzator je schopen pipetovat vzorek o objemu
1,0-25,0 ul. Pipetovaci jehla je opatfena detektorem srazenin a hladiny kapaliny.
Vzorkem miize byt sérum, plazma, mo¢ nebo jiné tekutiny s viskozitou ve stejném

rozsahu jako sérum (napt. punktat nebo likvor).

Reagencie mohou byt davkovany v objemech 10-250 ul. Mnozstvi reagencni smési v
kyveté se musi pohybovat v rozmezi 90-350 pl. Zdrojem svétla pro méteni je halogenova
lampa. Jako detektor zafeni slouzi pole kiemikovych fotodiod, méficich 13 rtiznych
vlnovych délek v rozsahu 340-800 nm. Mé&fitelny rozsah absorbance je 0,0 az 3,0. Systém
vyuziva maximalné 28 (PO az P27) méficich bodl pfi maximalni reakéni dobé 8 minut a

37,5 sekund, piicemz 1 méfici bod odpovida piiblizn¢ 18.5 sekundam.

Analyzéator vyuziva tfi zékladni analytické zplisoby méfeni. Jsou to metody analyzy
koncového bodu, pevného bodu (end-point) a pomérna (kinetickd) metoda. Metody end-
point a kinetické I1ze na tomto analyzatoru méfit v n€kolika variantach. Pro stanoveni
citratl 1 oxalati bude pouZzivana metoda end-point ve dvoukrokové varianté. Detaily

metody end-point jsou popsany v kapitole 2.6
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Obrazek 5: Biochemicky analyzator AU480 Beckman Coulter

Zdroj: web firmy Beckman Coulter Ceskd republika s.r.o.

Obrazek 6: Jednotlivé soucasti analyzatoru AU480 Beckman Coulter

Zdroj: uzivatelska prirucka analyzatoru AU480 firmy Beckman Coulter
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Legenda k obrazku €. 6

. Jednotka pro pfenos reagencie

. Jednotka kyvetového kola

. Jednotka pro ptenos vzorki

. Myci tryska

. Jednotka fotometrie

. Jednotka podavace stojankt

. Jednotka STAT (statimového) rotoru
. Jednotka sbéru stojanki

. Jisti¢ a pojistky

. Provozni tlacitka

. Jednotka podavace stojanki

. Stiikacka

. Jednotka ISE (volitelnd)

. Jednotka peristaltického Cerpadla
. Ulozeni kanystrt

. Chladici jednotka na reagencie
17. Michaci jednotka
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Informace v této kapitole byly prevzaty z uzivatelské ptirucky k analyzatoru AU480 od

firmy Beckman Coulter.

1.9.5 Princip stanoveni citratit — metoda od firem INstruchemie a LTA

Enzymatické metody pro stanoveni citrati v moc¢i jsou bézné¢ pouzivané v rutinnich
laboratofich. Jde o spektrofotometrické metody, kdy nejCastéjsi varianta je zaloZzend na
principu Stépeni kyseliny citronové (citratu) pomoci enzymu citratlyazy (CL) na
oxalacetat a acetat. Oxalacetat a jeho dekarboxyla¢ni produkt pyruvat je nasledné¢ za
pritomnosti enzymt malatdehydrogenazy (MDH) a laktatdehydrogenazy (LDH)
transformovan na L-malat a L-laktit. Obou téchto reakci se jako kofaktor
malatdehydrogendzy  a  laktatdehydrogendzy  Gcastni  redukovana  forma
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), ktera je v reakci pfeménéna na formu
oxidovanou (NAD"). NAD" narozdil od NADH: neabsorbuje elektromagnetické zafeni
o vlnové délce 340 nm. To zpiisobi pokles absorbance této vinové délky pii méfeni, ktery
je ptimo umérny koncentraci ve vzorku pfitomného citratu. Pfi méfeni je pouZivana
metoda end-point (princip metody je popsan v kapitole 2.6). Informace jsou prevzaty z
piibalovych dokumentaci firem LTA (2008) a INstruchemie (2019) k jejich reagencnim

setim. Na dalsi stran¢ jsou uvedeny rovnice vyse popsanych reakci:
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., Citratlyaza , , i
Citrast ——— Oxalacetat + Pyruvat + CO; + Acetat

, " Malatdehydrogenaza i "
Oxalacetat + NADH + H Malat + NAD

i " Laktatdehydrogenaza , N
Pyruvat + NADH + H Laktat + NAD

1.9.6 Dalsi principy stanoveni citratit

Byly vyvinuty mnoh¢ dalsi metody na stanoveni citratd. V nasledujicich podkapitolach
budou uvedeny a velmi stru¢né€ popsany jednotlivé skupiny metod na jedné nebo nékolika
jejich variantach. Popis vSech variant téchto metod by byl mimo rozsah této bakalaiské

prace.

1.9.6.1 Chemické metody

Chemické spektrofotometrické metody patii k nejstar§Sim zplsoblim stanoveni citratd,
jsou velmi pracné a v praxi se jiZ nepouzivaji. Bylo popsano vicero variant nepiimého
stanoveni, kdy je nejprve kyselina citrénova oxidovana manganistanem draselnym v
kyselém prostiedi za pfitomnosti bromu za vzniku pentabromacetonu. Ten lze nasledné
stanovit bud’ gravimetricky (vazkova analyza extrahovaného pentabromacetonu) anebo

kolorimetricky (Deysher, Holm, 1942).

Jedna z variant kolorimetrického stanoveni probiha nasledovné. Pentabromaceton, ktery
byl vyextrahovan do éteru je protiepavan s vodnym roztokem thiomocCoviny. Ve vodné

wewvr

To je po ustaleni zméteno pii 460 nm (Natelson et al., 1948).

1.9.6.2 Separacni metody

V rutinni praxi je ¢asto vyuzivana kapilarni elektroforéza ve variant€ s nepiimou detekeci,
kde pouziti elektrolytu absorbujiciho v UV oblasti (nejcastéji K2Cr.04) umozituje méfeni
neabsorbujicich aniontii v krvi a moci. Je tedy vhodna pro stanoveni jak citratd, tak i
oxalatli. Aby se negativni piky jednotlivych ionti dobte rozdé¢lily, je tieba pouzit vhodné

elektroforetické podminky (Holmes, 1995).

Dalsi separa¢ni metodou stanoveni citratli v moci, nebo jinych biologickych tekutinach
je izotachoforéza. Jde o elektromigraéni separacni techniku, kterd umoziuje separaci a

meéteni kationtll nebo aniontll v roztocich. Vzorek je ddvkovan mezi dva elektrolyty s
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rozdilnou pohyblivosti iontd. Vedouci elektrolyt obsahuje ionty s vyssi pohyblivosti a
koncovy elektrolyt naopak s niz§i pohyblivosti, nez maji stanovované ionty ve vzorku.
Ty se po zapnuti konstantniho stejnosmérného proudu zacnou d¢lit dle své pohyblivosti,
dokud nenarazi na vedouci a koncovy elektrolyt. Poté se vSechny ionty pohybuji
ustalenou rychlosti diky gradientovému potencialu. Protoze ionty jsou v kapilate
rozvrstveny ve stejnych koncentracich, §itka zony urcuje jejich mnozstvi ve vzorku. Pro

méfeni se Casto pouzivaji vodivostni, teplotni ¢i fotometrické detektory (Klouda, 2003).

Pro stanoveni citratl je vyuZivana také vysokoucinna iontova chromatografie (HPIC).
Metoda, kterou popsali Singh a Nancollas (1985) vyuziva jako stacionarni fazi
iontoméni¢ pro anionty. Jako mobilni faze slouZi roztok uhli¢itanu sodné¢ho o koncentraci
8.0 mmol/l pti isokratické eluci, pii které se slozeni mobilni faze béhem méfeni neméni.

Pro detekci byl pouzit vodivostni detektor.

1.9.6.3 Ostatni enzymatické metody

Enzymatické stanoveni citratu pomoci reakce s citratlydzou ma kromé metody
vyuZivajici malatdehydrogendzy a laktatdehydrogenazy jesté par alternativnich variant.
Prvni z nich je reakce vzniklé a-ketokyseliny oxaloctové s fenylhydrazonem za vzniku
oxalacetat fenylhydrazonu. Ten siln¢ absorbuje v UV oblasti. Pro méfeni je pouzivana

vlnova délka 330 nm (Petrarulo et al., 1995).

Dalsi varianta enzymatického stanoveni citratu je vyuzivana v biosenzorech, které maji
uplatnéni hlavné v potravinaiském primyslu. Zde je kromé citratlyazy pfitomna
oxalacetatdekarboxylaza, ktera rozklada vznikajici oxalacetat na pyruat a oxid uhliCity.
Oba enzymy jsou imobilizovany v enzymovém reaktoru, kudy prochazi nasavany vzorek.
Vznikajici uhli¢itanové ionty jsou nasledné potenciometricky méfeny pomoci ISE

elektrody (Kim, 2005).

1.9.7 Princip stanoveni oxaldatit — metoda od firem INstruchemie a LTA

Vétsina enzymatickych metod na stanoveni oxalatl je zalozena na oxidaci katalyzovanou
enzymem oxalatoxidazou za vzniku peroxidu vodiku a oxidu uhli¢itého. Vznikly peroxid
vodiku lze zméfit fotometricky poté co zreaguje s chromogenem. Firma INstruchemia ve
své metod€ vyuziva reakci peroxidu vodiku s 3-Methyl-2-benzothiazolinon-hydrazonem
(MBTH) a N, N-diethylanilinem (DEA), za katalytického plisobeni enzymu peroxidazy,

kdy vznikd modré indaminové barvivo. Nejvhodnéjsi vinova délka pro méteni je 595 nm.
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OH OXALATE 0XIDASE
xzon + 03 > ZCOQ + H,O,
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Obrazek 7: Reakce probihajici pri stanoveni oxalatu pomoci oxalatoxiddzy

Zdroj: Spectrophotometric determination of urinary oxalate with oxalate oxidase

prepared from moss (Laker et al, 1980)

Firma LTA uvadi pouze reakci peroxidu vodiku s 3-dimethylamino-benzoovou kyselinou
za vzniku modrého zbarveni. Konkrétnéjsi informace v piibalovém letaku nejsou
uvedeny. Letdk vSak uvadi v literarnich zdrojich studii Spectrophotometric determination
of urinary oxalate with oxalate oxidase prepared from moss (Laker et al., 1980). Podle
této studie se jedna o stejnou reakci, kterd je pouzitd u firmy INstruchemie. Oba vyrobci

vyuZzivaji pro métfeni oxalatli metodu end-point (princip je popsén v podkapitole 2.6).

Pti reakci peroxidu vodiku s chromogenem katalyzované peroxidazou silné interferuji
dvojmocné kovy a kyselina askorbova (vitamin C). Stejné tak je reakce citliva na zmény
v koncentraci chloridu sodného (Laker et al., 1980). Pfed samotnym stanovenim je tedy

nutno tyto interferenty odstranit. Oba vyrobci k jejich eliminaci pouZzivaji rozdilné

postupy.
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Firma INstruchemie dle jejiho ptibalového letaku vyuziva precipitaci oxaldtu se siranem
vapenatym a bezvodym ethanolem. Vznikly precipitat je po separaci rozpustén a poté
muze probéhnout métfeni vyse popsanym zpusobem. Tento postup podrobnéji ve své
studii popisuji Berckmans a Boer (1988). Precipita¢ni reagent dihydratu siranu
vapenatétho mé koncentraci 9,7 mmol/l. Jako precipitaéni rozpoustédlo slouzi
sukcinatovy pufr o slozeni: kyselina jantarova (50,0 mmol/l), Na,EDTA (5,0 mmol/l) a
thimerosal (6,0 umol/l) jako konzervant. Pomoci roztoku NaOH (1,0 mmol/l) je pH

rozpoustédla upraveno na hodnotu 3,8.

Firma LTA ve svém pfibalovém letdku podrobnosti o odstranéni interferujicich latek
neuvadi, pouze je uvedeno aktivni uhli jako obsah purifikacnich zkumavek. Ve vyse
zminéné studii (Laker et al., 1980) je uveden princip odstranéni interferentli skrz vyménu

iontd na povrchu aktivniho uhli.

1.9.8 Dalsi principy stanoveni oxalati

Zde stejné jako v kapitole 1.9.6 zde budou velmi stru¢né popsany dalsi jednotlivé skupiny

metod pro stanoveni oxalatil, a to na jedné nebo nékolika jejich variantach.

1.9.8.1 Chemické metody

Chemické spektrofotometrické metody patii k nejstarSim zptisobtim stanoveni a v praxi
se jiz bézné nepouzivaji. Zprvu byly popsany metody neptimé. Naptiklad reakce, kdy je
kyselina Stavelova nejprve redukovana na kyselinu glykolovou pomoci praskového
hot¢iku a kyseliny sirové. Ta pak reaguje s 2,7-naftalendiolem za vzniku barevného
produktu (Calkins, 1943). Nasledné byly popsany reakce pfimého stanoveni, napiiklad
reakce kyseliny oxalové s indolem v kyselém prostiedi, kdy vznikd rGzové zbarveni
(Bergerman, Elliot, 1955). Dalsi varianta stanoveni je zaloZena na katalytickém plisobeni
dvojmocného Zeleza na reakci bromi¢nanového aniontu s jodidovym za vzniku aniontu
trijodidového, ktery absorbuje pii 352 nm. Oxalat v této reakci plisobi jako aktivator

katalytického u¢inku dvojmocného Zeleza (Chamjangali et al., 2005).

1.9.8.2 Separacni metody

Jednou z moZnych technik je vysokoucinna kapalinova chromatografie na nepolarnich
adsorbentech (RP—HPLC). Jako stacionarni faze slouzi silikagel a jako mobilni faze
napiiklad smés methanolu a roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,001 mol/l. Pro

méteni lze pouzit UV detektor (Suryavanshi et al., 2016).
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DalSim zptsobem stanoveni je plynova chromatografie. Oxalat v moci je zde separovan
pomoci precipitace s chloridem vapenatym. Nasledné je pfeménén na dimethyloxalat,
ktery je stanoven pomoci plynového chromatografu. Jako nosny plyn je pouzito hélium a

méfeni je provedeno na plamenovém ionizacnim detektoru (Park, Gregory, 1980)

Pomérné Castou metodou stanoveni oxalatl je kapilarni elektroforéza. Princip stanoveni

je popsan v podkapitole 1.9.6.2.

1.9.8.3 Ostatni enzymatické metody

Pro stanoveni oxalatu lze pouzit enzym oxalat dekarboxylazu. Ta z oxalatu odstépi oxid
uhli¢ity za vzniku kyseliny mravenci. Oxalat v moci je nejprve separovan pomoci
precipitace s chloridem vapenatym. Po rozpusténi oxaldtu pomoci pufru je do roztoku
pfidan enzym oxalat dekarboxyldza. Reakce se nechd probéhnout v uzaviené nadobg, ve

které se pomoci tlakoméru méti vznikajici CO> (Mayer et al., 1963).

1.10 Zavedeni metod do informacnich systémii

1.10.1 Zavedeni metod do laboratorniho informacniho systému (LIS)

Kazda metoda, kterd mlze byt pouzita v rutinnim provozu laboratofe, se nachazi v
takzvaném narodnim ¢&iselniku laboratornich polozek (NCLP). Je to seznam metod, ktery
je sefazen dle mezinarodni nomenklatury IFCC/UIPAC. U vSech metod je uvedena
komponenta (analyt, entita), syst¢ém (druh materidlu), druh veli¢iny s jednotkou SI
(zkratka z francouzstiny — Le Systeme International d'Unités) a méfici procedura. Na
zakladé téchto péti znakd ma kazdd metoda vlastni &islo neboli kli¢ NCLP. Tento kli¢
slouzi jako identifikace pro pienos mezi LIS a NIS. U vsech polozek v NCLP jsou

uvedeny udaje o referenc¢nich rozmezich, preanalytice, interpretaci vysledki a dalsi.

V laboratoii UKBH ve FN Plzei je jako LIS zaveden FONS Openlims od firmy
Stapro s.r.0. Zavedeni nové metody zaéina vybranim dané metody ze seznamu NCLP a
ta je nasledné vlozena do tzv. lokalniho ¢iselniku metod (kazda laboratoi ma svij vlastni).
V tomto Ciselniku lze metodé¢ ptitadit libovolné identifikacni Cislo. Nasleduje nastaveni

jednotlivych parametrii potfebnych pro spravnou funkci LIS pfi analyze.

Jeden z prvnich parametrl je takzvany rozpad do blokd. Pfi ném je metoda zadana do
hlavniho bloku Centrdlni prijem ptitazena do blokli pro jednotlivé tseky laboratote.

U metody mtize kazda laboratof upravovat referencni meze na zakladé méfeni vlastni
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populace pacientd (viz kapitola 1.7). Déle 1ze ke kazdé metodé, pokud je tieba, ptifadit
dalsi metody a navazané vypocty. Napiiklad k metodé na stanoveni odpadu analytu do
moce se prifadi diuréza a ¢as sbéru, nebo kreatinin pro vypocet poméru analyt/kreatinin.
Pro metody urcené na stanoveni ze séra ¢i plazmy se piifazuji metody LIH pro uréeni
urovné lipémie, ikterity a hemolyzy. Nésleduje nastaveni tisku identifikacnich Stitki.
Obvykle je na stitku uvedeny identifikacni idaje (rodné ¢islo a celé jméno) pacienta, Cislo
vzorku a oznaceni daného bloku. Ke kazdé metodé jsou také pfifazeny vykony pro
pojistovnu. K vykonu samotné metody se navic dodava vykon separace (pokud je
zpracovana plazma/sérum), poptipadé ptiprava vzorku. U vétSiny metod se nastavuje
kontrola vysledki, tedy aktudlnich hodnot vzhledem k pfedchozim a vzhledem
k referencnimu rozmezi. Kromé referen¢nich mezi jsou u kvantitativnich metod
nastaveny dal$i meze vysledku, jez oznacuji miru patologie daného vysledku (ve
vysledkovém listu je pfedstavuji hvézdicky). To poméahd pracovnikiim laboratote zachytit

extrémni vysledky nékterych analytl, které ohroZuji pacienta na Zivoté.

Ke kazdé metod¢ pouZivané v rutinnim provozu musi byt provadéna kontrola kvality
(vice v kapitole 1.8.1). Do LIS se proto musi zadat parametry pouzitych kontrol jako
nazev, deklarovand hodnota, smérodatna odchylka a maximalni rozmezi (£ 2SD). Méla

by byt také nastavena Westgardova pravidla pro hodnoceni kontrol (viz kapitola 1.8.1).

Na zavér zbyva nastavit vzijemna komunikace mezi NIS, LIS a pfisluSnym
analyzatorem. U kazdé metody (plus jeji QC), pokud pozadavky a vysledky maji probihat
online mezi LIS a analyzatorem, je nutno nastavit ¢isla komunikacnich kanalti (vzorky a
jednotlivé QC maji vlastni Cislo). Prenos pozadavkl a vysledki mezi LIS a NIS dané
metody probihd na zakladé ¢&isla NCLP. Informace byly pievzaty z uZivatelského
manualu k programu FONS Openlims.
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1.10.2 Zavedeni metod do nemocnicniho informacniho systému (NIS)

Ve FN Plzei je pouzivan nemocni¢ni informacni systém Medicalc4 od firmy Medicalc
software s.r.o. Zavedeni nové metody zacina podobnym zptsobem jako u laboratorniho
informaéniho systému FONS Openlims. Ze seznamu NCLP (viz predchozi kapitola) je
vybrana konkrétni metoda, které je prifazeno stejné identifikacni ¢islo jako v lokalnim
seznamu LIS. Nasleduje pfidani metody do elektronické zadanky, ve které mohou
prislusni Iékafi a zdravotnici zadavat pozadavky na vysetfeni z ndbéru konkrétniho
pacienta. Stejn¢ tak jako v LISu, lze ke kazdé metod¢, pokud je tieba, ptifadit dalsi
metody a navazané vypocty. Nakonec je nastavena online komunikace mezi NIS a LIS.

Informace byly pfevzaty z uZivatelského manuélu k programu Medicalc4.
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2. Prakticka ¢ast

2.1 Reagencie a chemikalie
2.1.1 Obsah reagencnich setii

e Reagencni set pro stanoveni citratli v moci od firmy INstruchemie
(kromé standardu, vyrobce koncentrace latek a aktivity enzymu neuvadi)
o Reagencni pufr: pufr, glycylglycin, NADH>, MDH, LDH, stabilizatory;
lyofilizat
o Startér: CL; lyofilizat
o Startér — rozpoustéci roztok: pfipraven k pouziti
o Standard: kyselina citrénova 2,0 mmol/l; pfipraven k pouZziti
e Reagencni set pro stanoveni citratii v moci od firmy LTA
o Pufr: Goodiv pufr >10 mmol/l; pH = 7,8; LDH 500 U/1; ptipraven k
pouziti
o Substrat/Enzym: MDH > 350 U/l; NADH; > 0,1 mmol/l; lyofilizat
o Startér: CL > 300 U/l; lyofilizat
o Standard: kyselina citronova 1,30 mmol/l; pfipraven k pouziti
e Reagencni set pro stanoveni oxalatli v moci od firmy INstruchemie
(kromé¢ standardu, vyrobce koncentrace latek a aktivity enzymt neuvadi)
o Precipitacni reagent: siran vapenaty; pfipraven k pouziti
o Precipitacni solvent: pufr; pfipraveno k pouziti
o Reagenc¢ni puft: citratovy pufr; pfipraven k pouziti
o Barevny reagent: MTBH, stabilizatory; piipraven k pouziti
o Startér: oxalatoxidaza, peroxidaza; lyofilizat
o Startér — rozpoustéci roztok: glycerol; ptipraveno k pouziti
o Standard: oxalat 0,312 mmol/l, stabilizator — 0,05% azid sodny;

pripraven k pouziti

64



e Reagencni set pro stanoveni oxalati v moci od firmy LTA

o Reagent 1: sukcindtovy pufr (pH 3,8), kys. 3-dimethylamino benzoova,
konzervanty a stabilizatory; ptipraven k pouziti

o Reagent 2: sukcinatovy pufr (pH 3,8), konzervanty a stabilizatory;
ptipraven k pouziti

o Reagent 3 (startér): oxalatoxidaza, peroxidaza, konzervanty a
stybilizatory; lyofilizat

o Roztok pro fedéni vzorkti: pufr (pH 7,0), EDTA, konzervanty a
stabilizatory; pfipraven k pouZiti

o Standard: kyselina Stavelova 0,5 mmol/l, konzervanty a stabilizatory;
pfipraven k pouziti

o Purifika¢ni zkumavky: aktivni uhli.

Metrologické navaznosti kalibratora a QC.

Firma INstruchemie pouZiva k ovéfeni metrologické ndvaznosti koncentrace citratl v
kalibratoru a kontrolach vyssi referen¢ni material Citric Acid from USP USA od firmy
US. Pharmacopeia (certifikat viz obrazek ¢. 37 v ptiloze). U oxalati certifikovany
referen¢ni material (CRM) v soucasnosti neexistuje. V obou ptipadech firma postupovala
v souladu normou ISO17511: 2003, oddil 4.3.2 (zejména pozndmka 3 a 4) a oddil 5.1
(zejména poznamky 1 az 3). U firmy LTA jsme metrologické navaznosti nezjistovali z

davodu, Ze tyto metody nebyly zavedeny.

2.1.2 Priprava reagencii

Reagendni set pro stanoveni citratd v moc¢i od firmy INstruchemie

* Pracovni roztok (Reagent R1): Lyofilizovany substrat se rozpusti s 10 ml H20;

stabilita 1 mésic pfi teploté 2—6 °C, nebo 2 mésice pfi teploté¢ —20 °C

» Startovaci roztok (Reagent R»): Lyofilizovany startér se rozpusti s 2,0 ml
rozpoustéciho roztoku; stabilita 3 tydny pii teploté 2—6 °C, nebo 2 mésice pii

teploté —20 °C

Poznamka: Reagencie mohou byt zmrazeny pouze jednou, je doporuceno frakcionovat.
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Reagenéni set pro stanoveni citratd v moc¢i od firmy LTA

Pracovni roztok (Reagent R1): Lyofilizovany substrat se rozpusti s 20 ml pufru;

stabilita 10 dni pfi teploté 4 °C, nebo 1 mésic pfi teploté¢ —20 °C

Startovaci roztok (Reagent R»): Lyofilizovany startér se rozpusti s 0,5 ml pufru;

stabilita 24 hodin pfi teploté 4 °C, nebo 1 mésic pti teploté —20 °C

Poznamka: Reagencie mohou byt zmrazeny pouze jednou, je doporuceno frakcionovat.

Reagencni set pro stanoveni oxalati v moc¢i od firmy INstruchemie

Pracovni roztok (Reagent Ri): V poméru 1:1 se smicha barevny reagent

s reagencnim pufrem; stabilita 24 hodin pii teploté 4 °C

Startovaci roztok (Reagent R»): Lyofilizovany startér se rozpusti s 2,0 ml

rozpoustéciho roztoku; stabilita 14 dni pii teploté 4 °C

Reagendni set pro stanoveni oxalati v moci od firmy LTA

2.1.3

Pracovni roztok (Reagent Ri): V poméru 1 : 1 se smichd reagent 1 s reagentem

2; stabilita 1 mésic pfii teploté 2—8 °C

Startovaci roztok (Reagent R»): Lyofilizovany reagent 3 (startér) se rozpusti s

2,0 ml deionizované H»O; stabilita 1 mésic pfi teplote 2—8 °C
Ostatni pouZité chemikalie

Pracovni roztoky pro biochemicky analyzator AU480 Beckman Coulter
o Moyeci roztok — koncentrovany promyvaci roztok (Beckman Coulter)
o Myci roztok fedény (2 %) — promyvaci roztok, uréeny pro Wash 1

proceduru

o 1M roztok kyseliny chlorovodikové (HCI) — promyvaci roztok, ur¢eny
pro Wash 2 proceduru

o 1M roztok NaClO — promyvaci roztok, uréeny pro Wash 2 proceduru
Deionizovana H>.O
Bezvody ethanol
Koncentrovana HCl

5M roztok NaOH
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e Kyselina citronova — referen¢ni standard v ¢istém stavu,

firma Sigma-Aldrich (certifikat viz obrazek ¢. 35 v ptiloze)

e Oxalat sodny — referen¢ni standard v Cistém stavu;

firma Sigma-Aldrich (certifikat viz obrazek ¢. 36 v ptiloze)

2.1.4 Priprava referencnich roztoki

Navazky pottebnych mnozstvi chemikalii byly vypocteny podle vzorce:

m=c.V.M

Kde:

m ... hmotnost vg

¢ ... koncentrace v mol/l
V ...objemvl

M ... molarni hmotnost v g/mol
Molarni hmotnost kyseliny citronové je 192,12 g/mol.

Molarni hmotnost §tavelanu sodného je 134,00 g/mol.

Ptiprava referen¢nich roztoki kyseliny citronové o koncentracich 2.5 a 4,0 mmol/l

Pomoci analytické vahy bylo navdaZzeno do navazovacich misek vypoctené mnozstvi
referencniho standardu kyseliny citronové v ¢istém stavu. Navazka 0,024 g pro roztok o
koncentraci 2,5 mmol/l a 0,0384 g pro roztok o koncentraci 4,0 mmol/l. Kazd4 z obou
navazek byla splachnuta znavazovaci misky pomoci deionizované H,O do vlastni
odmérné banky o objemu 50 ml. Baiiky byly nasledn¢ doplnény po rysku deionizovanou

H>O. Referenc¢ni roztoky byly skladovany v chladniéce pii 2—6 °C.

Pfiprava referen¢niho roztoku $tavelanu sodného o koncentraci 1.0 mmol/l

Pomoci analytické vahy bylo navazeno do navazovaci misky mnozstvi 0,0268 g
referenc¢niho standardu §t'avelanu sodného v Cistém stavu. Tato navazka byla splachnuta
z navazovaci misky pomoci deionizované H.O do odmérné baiiky o objemu 200ml.
Banka byla nasledné doplnéna po rysku deionizovanou H>O. Referen¢ni roztok byl

skladovén v chladni¢ce pti 2—6 °C.
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2.2 Interni kontroly kvality

Pro vyzkouSeni vSech metod stanoveni citratli a oxalati v moc¢i a verifikaci metod

vybranych byly pouzity nésledujici materialy. Od firmy INstruchemie byly pouzity

Citrate/oxalate control normal level a Citrate/oxalate control high level a od firmy LTA

byl pouzit Control set oxalic acid/citric acid, ktery obsahuje ob¢ hladiny kontrol.

Koncentrace pouzitych firemnich kontrolnich materialti je uvedena v tabulce ¢. 3. Dale

byl pouzit roztok ptipraveny z referencniho standardu kyseliny citronové v Cistém stavu

o koncentraci 2,500 mmol/l. Jeho ptiprava je popsana v predchozi podkapitole.

Tabulka 3: Koncentrace pouzitych kontrolnich materialu

Koncentrace v mmol/l
Kontrolni material Citrat Oxalat
INstruchemie — Normal level 0,510 0,174
INstruchemie — High level 5,930 0,415
LTA — Control 1 0,572 0,284
LTA — Control 2 4,217 0,941

2.3 Instrumentace

2.3.1

PouZité vybaveni

Biochemicky analyzator AU480 od firmy Beckman Coulter (viz kapitola 1.9.4)
pH metr Jenway 550 (viz obrazek ¢. 24 v ptiloze)

Centrifuga Hettich — Universal 320 R

Vortex Heidolph Reax top

Vodni lazen Julabo ED (v. 2)

Termostat HS 61A (BTM Medical Technologi s.r.0.)

Mrazici box a chladnicka

Ptistroj na vyrobu deonizované vody GORO s.r.o MID 150

Analyticka vaha Sartorius BP 110 S

Laboratorni vybaveni béZné pouZzivané: reakéni zkumavky, kalibrované pipety,
jednorazové Spicky na pipety, jednordzové plastové Pasteurovy pipety, odmérné
baiiky, nalevky, navaZovaci sklo (misky a 1zicky), stficky, savy absorpéni

material (bunicina), latexové rukavice
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2.3.2 PouZity software

e FONS Openlims

e Medicalc4

e Ovladaci software pro biochemicky analyzator AU480
e SLP

e Microsoft Windows 10

e Microsoft Office 365

2.4 Naprogramovdni metod do analyzdtoru

V této kapitole je na zaklad¢ firemniho uzivatelského manudlu stru¢né popsan postup,
kterym se programuji metody na biochemicky analyzator AU480 firmy Beckman
Coulter. Konkrétni hodnoty zadavanych parametrti, tykajici se metod na stanoveni citrati

a oxalatd budou uvedeny v kapitole 2.6.

AU480 ma k dispozici 120 programovatelnych kanalt pro fotometrické metody. Vybrany
nastaveni metod se nachdzeji v oddilu Specific Test Parameters pod zalozkou General
(viz obrazek nize), kde se nastavuji parametry samotné¢ metody pro jednotlivé typy

materidlu (sérum, moc¢ atd.).
TETTTTT R pesifie Test Paramsters

( LIH ] ( ISE ] ( ] ( Calculated Tests ] ( Range ]

TestName [9o5.U_CIT3 - B Type  |Moc - Operation [yes
Sample Volume 3.4yl Dilution o] uL oD Limit
Min.OD Max.0D
Pre-Dilution Rate 1 L | |
A Reagent OD Limit
Reagent Volume R1(R1-1) 170 uL Dilution 0uL
First Low | -2.0000 High | 3.0000
Last Low | -2.0000 High [ 3.0000
R2(R2-1) 34 uL Dilution ou
Dynamic Range Low | 0.100 High | 8.000
Correlation Factor A | 1 B | 0
i 340
T lemgi pri. nm Sec. 720 nm Factor for Maker A | 1 B | 0
Method END
Reaction Slope = Onboard Stability Period Day Hour
Measuring Point-1  First 0 Last 27
Measuring Point-2  First 0 Last 10
Linearity Limit 00
Lag Time Check
Edit List Display Print
I — e I D

Obrazek 8: Snimek obrazovky naleZici k analyzatoru AU480 se zobrazenou zalozZkou

"General" v oddilu "Specific Test Parameters"
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Hlavnimi parametry jsou objemy vzorku, reagencii a jejich ptipadné automatické fedéni.
Pokracuje se nastavenim primarni a sekundarni vinové délky méfeni. Nasleduje urceni
metody méfeni (Method). Vsechny zkouSené a zavadéné metody stanoveni citratii a
oxalatl vyuzivaji méfeni koncového bodu (end-point), coz znaci zkratka END. Polozka
Reaction Slope znamena, jestli pii reakci dochazi k vzestupu absorbance (+ u oxalati),
nebo k poklesu (— u citratll). Nasledujici polozky Measuring Point-1 a 2 uréuji jednotlivé
méftici body (viz kapitola 1.9.4). Parametry jako Linearity Limit, Lag Time Check, OD
Limit a Reagent OD Limit hlidaji pribéh reakce a po piekroceni téchto rozmezi je
ohlasena chyba. Na ni pak reaguje operator, popiipad¢ lze naprogramovat napiiklad
automatické opakovani s fedénim. Parametr Dynamic range nastavuje pracovni rozsah
metody, ve kterém metoda poskytuje pfesné a precizni vysledky (viz kapitola 1.6.5).
Pomoci Correlation Factor se nastavit opravu hodnot koncentrace vysledki vzorka.
Zadané¢ faktory A a B jsou vlozeny do interpola¢niho vzorce kalibrace Y=AX+B, kde Y
je koncentrace vzorku, X je podil namétené OD a koncentrace kalibratoru. Korela¢ni
faktory defacto upravuji pribéh kalibracni piimky (kiivky). Hodnota A posunuje kiivku
nahoru ¢i doli a hodnota B méni sklon kiivky. Factor for Maker je to samé, co
Correlation Factor, akorat je urCen piimo vyrobcem reagencii, zatimco Correlation
Factor je upravovan analytiky na zakladé vysledkii kontrol kvality. Poslednim
parametrem Onboard Stability Period 1ze nastavit stabilita reagencii od jejich nacteni v

analyzatoru.

V zélozce LIH se provadi nastaveni parametr pro métfeni lipémie, ikterity a hemolyzy u
metod analyzujicich vzorky sér Ci plazem. V zalozce ISE jsou parametry pro iontove
selektivni elektrody. Pod zalozkou Calculated Test 1ze naprogramovat vypocitany test na
zéklad¢ zadaného vzorce po naméieni vysledkii metod v ném uvedenych. Tato moznost
byla vyuzita u metody stanoveni oxaldtu od firmy LTA (viz kapitola 2.6). V zalozce

Range lze nastavit referencni rozmezi (viz kapitola 1.7) a varovné hodnoty (panic value).

Po naprogramovani hlavnich parametri testu, pfichdzi na fadu parametry kalibrace (oddil
Calibration Parameters, zalozky Calibrators a Calibration Specific). Kazdému
kalibratoru lze pfifadit bud’ ID ¢tené pomoci barkodu, nebo mu prifadit fixni pozici v
konkrétnim kalibra¢nim stojanku. Kazdy kalibratoru je nasledné pojmenovan, jsou mu
nastaveny koncentrace analytll (polozka Set Conc Value) a 1ze mu nastavit ¢islo SarZe a
expirace. Je také moZné nastavit (zalozka Calibration Specific) parametry jednotlivych

kalibratort pro jednotlivé druhy vzorkl (sérum, moc a jiné), nebo na né pouzit sérovou
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kalibraci (polozka Use Serum Cal). Analyzator AU480 umoziuje pouzit celkem 15 typt
kalibra¢nich ktivek (polozka Calibration Type). Enzymatické metody stanoveni citratl a
oxalatl pouzivaji typ oznaCovany AB (coz je dvoubodova kalibrace), kdy kfivka je
generovand pomoci jednoho kalibratoru a reagenc¢ni slepé (blanku). Nasledné Ize vybrat
interpolaéni vzorec pro kalibra¢ni kiivku v zavislosti na zvoleny typ kalibrace. Polozka
Counts nastavuje pocet meéfeni blanku a kalibratort (1-4), Pfi tfech a ctyfech
opakovanich jsou vylou¢eny odlehlé hodnoty a priumér vypocten ze zbylych dvou. Dalsi

parametry nejsou u kalibrace citrat a oxalatl pouZivany.

Podobnym zptsobem jako kalibratory se programuji kontroly kvality v oddilu QC
Parameters se zalozkami Controls a QC Specific. Zde se nastavuje nazev kontrol, jejich
SarZe, expirace a jejich pozice v kontrolnim zeleném stojanku nebo ve statimovém kruhu.
Nésledné se nastavi vyrobcem deklarované koncentrace, smérodatné odchylky a
maximalni pfipustny rozsah kontroly. Lze téz nastavit Westgardova pravidla, ta ale jsou

obvykle soucasti evidence kontroly kvality v LIS.

Déle se pii programovani metod do analyzatoru AU480 provadi nastaveni reagencii. Ty
mohou byt identifikovany bud’ pomoci ID Stitkli, nebo je jim urcena fixni pozice v

reagencnim kruhu. U jednotlivych reagencii lze nastavit velikost pouzité lahvicky.

Vzorky se do analyzatoru AU480 vkladaji bud’ ve stojancich Sedych rutinnich, nebo
statimovych Cervenych. Tieti moznosti je vkladani do statimového kruhu na palubé
analyzatoru. Identifikace vzorkii k méfeni mize probihat skrze nacteni ID Stitkl vzorkad,
kdy si je systém spoji s pozadavkem na analyzu. Dal§im zplsobem je sekvencni rezim
meéieni, kdy analyzator provede u prvniho vzorku ve stojanku analyzy, které jsou
pozadované u prvniho zatim nezpracovaného vzorku v poradi. Tietim zplisobem je rezim
analyzy podle ¢isla stojanku. V tomto rezimu jsou vzorky identifikovany podle cisla

stojanku a pozice vzorkové nadobky v ném.

Aby analyzator mohl pfijimat pozadavky na vySetfeni a poté odesilat jejich vysledky,
musi byt sprdvné nastavend komunikace mezi analyzatorem a LIS. Tu obstardvaji
komunikacni protokoly a dal§i parametry, které se nastavuji pii zavadéni samotného
analyzatoru do provozu (oddil Online). Pti zavadéni novych metod se musi nastavit ¢islo

online testu, které musi odpovidat ¢islu v hostitelském systému LIS
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2.5 Preanalyticka faze stanoveni citratii a oxaldatit v moci

2.5.1 Mimolaboratorni preanalyticka faze

Vysetieni odpadu citratu a oxalatu v moci by nemélo byt provedeno diive nez po 20 dnech
od odstranéni litidzy a stejné tak od prodélani jinych akutnich stavii. Pro stanoveni odpadu
citratu a oxalatu do moce je nejvhodnéjsi pouzit 24hodinovy sbér moce. Tam kde to neni
mozné (naptiklad u pediatrickych pacientil) 1ze pouzit mo¢ jednorazovou. Pacient je
poucen o rezimnich opatfenich a o tom, jak provést sbér moce. Je mu zdliraznéna nutnosti
dodrzeni tohoto postupu pro ziskani spravnych vysledki, které zaruci volbu vhodného

1é€ebného postupu.

Pacient pred zapocetim a béhem sbéru moc¢e nemusi dodrzovat zvlastni dietu. Neni vSak
vhodné konzumovat potraviny vys$§im obsahem oxalatu (napt. Spenat, rebarbora, horka
cokolada). Dale by se mél vyvarovat vysokych davek vitaminu C (nad 2 g/den) a piti

vétSiho mnoZstvi mléka. Také neni vhodné uzivani projimadel.

Pro sbér moce slouZi specialni sbérna nadoba (viz obrazek ¢. 32 v pftiloze). Dle
doporu¢eni Mayo Clinic (©2020) je pro sbér moce na stanoveni oxalati a citrath
nejvhodnéjsim konzervaénim c¢inidlem diazolidinyl mocovina (Diazolidinyl Urea). Mezi
dalsi doporucend konzervacni ¢inidla do moce pro stanoveni oxalati patii 10 % thymol v
isopropanolu a pro citraty je krom¢ thymolu vhodna jesté kyselina boritd. Evropska
asociace urologie (Tiirk et al., 2019) také doporucuje thymol nebo kyselinu boritou. Na
rozdil od mnohych vyrobcli reagencii (véetné INstruchemie a LTA), tyto zdroje jiz

nedoporucuji pouzivat jako konzervant koncentrovanou kyselinu chlorovodikovou.

V laboratofi UKBH FN Plzef bylo jako konzervaéni &inidlo zvolen 10% roztok thymolu
v isopropanolu. Sbirand mo¢ na stanoveni odpadu citratu a oxalatu je dale pouzita pro
stanoveni dalSich analytli jako soucast metabolického vySetfeni urolitidzy (viz kapitola
1.3.5.4). Jsou to vapnik, hot¢ik, fosfor, sodik, draslik, chloridy a kyselina mocova. Déle

je z této moce stanoven kreatinin pro vypocet jeho clearance.
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Postup pro spravny sbér moce:

e Pacient obdrzi specialni sbérnou nadobu na mo¢ (viz obrazek ¢. 32 v priloze) a

lahvic¢ku s konzervaénim ¢inidlem.

e Pacient se rano vymoci do WC a od té doby veskerou moc¢ sbira po dobu 24 hodin

do sbérné nadoby.

e Pacient mo¢i do jiné nadoby, nez je sbérnd, z této nddoby je nésledné pielita do

sbérné nadoby, ktera je hned poté uzaviena.

o Konzervacni ¢inidlo je do sbérné naddoby nalito s prvni porci moce. Pacient by
nemél mocit pfimo do sbérné nadoby s konzervacnim ¢inidlem, protoze hrozi v

ptipad¢ potiisnéni pokozky ¢inidlem jeji podrazdéni.
e Pacient je upozornén, aby se vymocil pfed kazdou stolici.

Pacient donese veskerou nasbiranou moc¢ ve sbérné nadobé do ambulance, poptipadé
piimo do laboratote. V ramci vySetfeni na metafylaxi urolitidzy je taktéz pacientovi
odebrana krev na dalsi vySetfeni a dva vzorky jednorazové moce na vyseteni hodnoty
pH (pomoci pH metru) a na vySetfeni moce chemicky plus morfologicky. Nasledn¢ je
veSkery odebrany a nasbirany biologicky materidl odeslan spolu se zddankou do
laboratofie, a to véetné sbérné nadoby s jejim obsahem. Tento postup byl sepsan dle

pokynti pro pacienty od MUDr. Broze (2019).

2.5.2 Laboratorni preanalyticka faze

V laboratofi povéieny pracovnik velmi dikladné promicha sbérnou nadobu s nastfadanou
moci pacienta a odlije cca 10 ml moce do tii pfipravenych zkumavek uréenych pro tento
objem. Na pfijmu je odebrany a nasbirany materidl zaddn do laboratorniho informac¢niho
systému a oznaCen identifikacnimi (ID) Stitky s Carovym kdédem. Dvé zkumavky se
sbiranou moci pro stanoveni citratli a oxalatl jsou nasledné uskladnény v mrazicim boxu
pii teploté¢ —20 °C. Ostatni material je zpracovan béznym zpiisobem dle pokynti SLP

(spréavnd laboratorni praxe).
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2.5.2.1 Laboratorni preanalyticka faze stanoveni citratii

Stanoveni citratu v moci bude provadéno pfiblizné€ jednou za 14 dni. Zmrazené vzorky se
po roztati promichaji. Oba vyrobci (INstruchemie a LTA) v navodu udavaji pouziti
nativnich vzorka ¢iré moce. Piipadny zakal a necistoty budou odstranény centrifugaci.

Z praktického hlediska je také dilezité, aby moc¢ nebyla kontaminovana bakteriemi, které
mohou v mo¢i pfitomné citraty metabolizovat a zpUsobit tak falesné snizené vysledky.

Tomu je zabranéno pouzitim konzervacniho ¢inidla (Singh, Nancollas, 1985).

2.5.2.2 Laboratorni preanalyticka faze stanoveni oxalatu

Stanoveni oxalatli v moc¢i bude provadéno také zhruba jednou za 14 dni. Pfed vlastnim
stanovenim oxalatii v moci je nutné ze vzorkll odstranit interferujici latky. Firma
INstruchemie k tomu vyuziva precipitaci se siranem vapenatym a bezvodym alkoholem.
Firma LTA vyuzivd vyménu iontll na povrchu aktivniho uhli. Principy jsou podrobné
vysvétleny v kapitole 1.9.7. Vyrobce uvadi moznou interferenci velmi vysokych hladin
kyseliny askorbové (> 900 pmol/l u metody INstruchemie). To je oSetieno informovanim

pacientil ohledné sbéru moce (viz kapitola 2.5.1).

Ve vzorcich moce se mohou vyskytovat krystaly oxalatu, které je nutné rozpustit. Toho
se dosahuje pfidanim koncentrované HCI o objemu 100 pl na 10 ml moce, coz zpiisobi
pokles hladiny pH na <2. Je doporuceno takto acidifikované moce inkubovat v termostatu

pii 55 °C po dobu 30 minut (Holmes, 1995).

Pracovni postup preanalytické faze u metody firmy INstruchemie:

e Po okyseleni a inkubaci vzork moci, opét upravit jejich pH tak aby jeho hladina
byla v rozmezi 6,5-7,5. Pro méfeni pH se pouzije pH metr od firmy Jenway 550
dle ptislusného navodu. Optimalni postup je ptidat ke vzorku moce 100 pl 5SM
roztok NaOH. Zm¢fit hodnotu pH a pokud je tieba, upravit hodnotu ptidanim SM
roztoku NaOH nebo 1M roztoku HCI tak, aby bylo dosaZeno vysledné hodnoty
pH od 6,5 do 7,5.

e Thned po Upravé hladiny pH napipetovat 100 pl vzorku moce do zkumavky ¢i

Eppendorfky s konickym dnem (viz obrazek v piiloze €. 33).

o Kalibrator a QC neprochazi tipravou pH, jinak se zpracovévaji stejnym zptisobem

jako vzorky.
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e Do kazdé zkumavky se vzorkem napipetovat 700 ul precipitacniho reagentu a poté

1500 pl bezvodého ethanolu (nelze pouzit 96 % roztok ethanolu).

e Zkumavky uzaviit, pouze jednou promichat a nechat inkubovat minimalné 3

hodiny nebo ptes noc pfi laboratorni teploté.
e Zkumavky centrifugovat 10 minut pfi pretizeni 2000 g.
o Slit supernatant a polozit zkumavky dnem vzhtiru na bunic¢inu po dobu 2—3 minut.

e Opatrné osusit vnitiek kazdé zkumavky od zbylého supernatantu tak, aby nedoslo

ke kontaktu s precipitatem.
e Do zkumavek se precipitatem napipetovat 500 pl precipitacniho solventu.

e Zkumavky protiepat na vortexu tak, aby nedoSlo ke kontaktu roztoku s jejich

vicky a inkubovat 10 minut ve vodni 1dzni pfi teploté 37 °C.
e Znovu protfepat na vortexu.

e Vzorky jsou ptipraveny k méfeni na AU480 po dobu 24 hodin pii laboratorni
teplotg.

Pracovni postup preanalytické faze u metody firmy LTA

e Smichat I ml moce s 1 ml roztoku pro fedéni vzorku.

e Zm¢éfit hodnotu pH a pokud je tieba, upravit hodnotu ptidanim 1M HCIl nebo 1M
NaOH tak, aby bylo dosazeno vysledné hodnoty pH od 5,0 do 7,0.

e Sm¢és pielit do purifikacni zkumavky s aktivnim uhlim.

e Vyrobce udavd nutnost ditkladné michat po dobu 5 minut za pribézného
pfevraceni zkumavky nebo pouziti rotaéniho michadla. Byl pouzit vortex
Heidolph Reax top s ndstavcem pro vkladani zkumavek, ktery byl nastaven na

500 otacek za minutu.

e Vzorky zcentrifugovat nebo piefiltrovat a poté jsou pfipraveny k méteni.
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2.6 Analyticka faze stanoveni citrdatii a oxaldtii v moci

Analyza vSech pouzitych metod stanoveni citrati a oxalati byla provedena na
biochemickém analyzatoru AU480 firmy Beckman Coulter. Nez lze zacit s méfenim, je
nutno nejprve zkontrolovat mnozstvi pracovnich roztokd nutnych pro chod analyzatoru.
Jde o koncentrovany promyvaci roztok v kanystru ve spodni ¢asti ptistroje (viz obrazek
v priloze €. 29), kterym jsou po natfedéni deionizovanou H,O promyvany reakéni kyvety
a myci tycky. Déle je to fedény promyvaci roztok na myti vzorkové jehly, umistény ve
statimovém kruhu. Kazdy den pied spusténim analyz je nutné provést denni tdrzbu, ktera
spociva v kontrole stavu pipetovacich jehel, michacich tycek a mycich stanic plus jejich
piipadné otfeni. Nasleduje spusténi procedury W1, pii které jsou promyty vSechny
pipetovaci jehly, kyvety a michadla. Jednou tydné je provadéna procedura W2, pii které
je analyzator za pomoci 1M roztoki HCI nebo NaOH promyt dikladnéji.

Po provedeni téchto kazdodennich ukonti je mozné ptistoupit k pfipravaim na samotné
meéfeni. Do chladici jednotky, ve které je udrZzovana teplota v rozmezi 4—12 °C se na
urcené pozice vlozi potrebné reagencie, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 2.1.2.
Reagencie mohou byt nality do plastovych lahvi¢ek rtiznych objemi (15; 30; 60 ml) od
firmy Beckman Coulter. Lahvicky o objemu 15 a 30 ml se vkladaji spolu s vymezovacimi
segmenty. Startovaci roztoky (reagenty R») maji velmi maly objem (0,5-2,0 ml), proto
jsou nality do zkumavek, které se vkladaji do specidlnich adaptérti. Po vlozeni reagencii
je nutno provést nacteni jejich mnozstvi, respektive hladinu reagentu ve zkumavce. Poté
je analyzator piipraven k méfeni. Fotografie v piiloze (obrazek ¢. 29) ukazuje pracovni

prostor analyzatoru AU480.

Vzorky, kalibratory a QC jsou do analyzatoru vkladany pomoci 10mistnych stojankii do
piihradek pohyblivého pasu jednotky podavace stojankii. Jednotlivé stojanky jsou

oc¢islované a barevné rozliSené (rutinni, statimové, kalibracni a kontrolni).

Pokud byly vlozeny nové pfipravené reagencie anebo vysledky méteni QC vykazuji vétsi
odchylky, je nutno provést kalibraci. V analyzatoru lze zadat bud’ pouze slepou zkousku
(blank), nebo kompletni kalibraci dle parametri metody. Po zadéni pozadavkul je do
modrého stojanku, urc¢eného pro slepou zkousku vlozena na pozici ¢. 1 zkumavka s
deionizovanou H>O. Vyjimka je u stanoveni oxalati metodou firmy INstruchemie, kde je
misto deionizované H>O pouZivan roztok na rozpousténi precipititu. Do Zlutého

kalibra¢niho stojanku jsou na pfisluSnou pozici vlozeny zkumavky s kalibratory.

76



Nasleduje zadani pozadavkid na stanoveni QC. Ty jsou vkladany do pfislusnych pozic
v zelenych stojancich. Pokud jsou jejich vysledky akceptovatelné, l1ze zacit s méfenim
vzorki pacientl. Moznosti vkladani stojanku se vzorky a odesilani vysledkt do LIS jsou

popsany v kapitole 2.3.

Po zadani povelu start, zaéne analyzator s naprogramovanymi procesy. Nejprve jsou
stojanky se vzorky transportovany ke ¢teckam carovych koda a senzortiim zkumavek.
Dojde k identifikaci ¢isel stojankt, pozic se zkumavkami a jejich ID $titki (pokud jsou
pfitomny). Nasledné je stojanek posunut do mista, kde vzorkova jehla provede nasati
naprogramovaného mnozstvi vzorku. Rameno s jehlou poté do piislusné meéftici kyvety
napipetuje nasaty vzorek a jehla je nasledné promyta v proplachovacim zasobniku
deionizovanou vodou zevnitt i zvenku. Stejnym zpisobem pracuje reagencni jehla, ktera
pipetuje do této kyvety potiebné reagencie umisténé v chladicim prostoru. Kyveta, ve
které probiha reakce je umisténa v rotaénim disku, kde je udrZzovana konstantni teplota
37 °C. Reagencni smés v kyvet¢ je promichdna pomoci tycek s teflonovym povrchem,
které jsou nasledné promyty. Fotometrické méieni probiha dle schématu zndzornéného
na obrazku €. 4. Halogenova zarovka vytvaii svétlo spojitého spektra, které prochazi
reagencni smési v kyveté. Proslé svétlo je poté na difrakéni miizce rozlozeno na
specifické vinové délky, jejichz intenzitu zafeni méti pole kiemikovych fotodiod. Méfeni
je provadéno v 18sekundovych intervalech po celou dobu reakce (celkem 28 méticich
bodil). Pro vypocet koncentrace jsou pouzity hodnoty v intervalech a vlnovych délkach
nadefinovanych ve specifickych parametrech testi. Po dokonceni fotometrickych méfeni

je obsah kyvety jednotkou mycich trysek odsan a kyveta je nasledn¢ promyta a vysusena.

Vsechny cCtyfi pouzité metody vyuzivaji dvoukrokovou analyzu typu end-point. Jeji
prubéh je zndzornén na obrazku €. 9, ktery ukazuje stanoveni oxalatl (pii stanoveni citrati
dochézi po ptidani startovaciho roztoku k poklesu optické denzity). Tabulky €. 4 a 5
ukazuji jednotlivé parametry méfeni vSech Ctyf metod, které jsou naprogramovany do
analyzatoru (viz kapitola 2.4). Nejprve je davkovana reagencie R; a poté vzorek.
Vzorkem je pfi méfeni blanku deionizovand H>O nebo nulovy kalibrator a pfi kalibraci
jim je standard s deklarovanou hodnotou analytu. Po inkubaci v méficim bodé¢ 10
analyzator zaznamena optickou denzitu OD; této smési. Nasledné je nadavkovana

reagencie Ry, ktera odstartuje samotnou reakci. V méficim bod¢ 27 analyzator zaznamena

hodnotu OD». Vysledna koncentrace (C) vzorku nebo QC je vypoctena dle vzorce:
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C vzorku = C standardu -

OD

(0D1 —0D2)vzorku — (OD1 —0D2)blanku

(0D1 —0D2)standardu — (OD1 —0OD2)blanku

R1 0

S 1 2 T

9 10R211

Pz

Px

Obrazek 9: Pribeh méreni dvoukrokové analyzy metodou end-point

Zdroj: uzivatelska prirucka k analyzatoru AU480 firmy Beckman Coulter

Legenda k obrazku €. 9:

Ri: Davkovani reagencie R

R>: Davkovani reagencie R»

S : Davkovani vzorku

Pz: Hodnota OD pied ddvkovanim reagencie R»

Px: Hodnota OD po davkovani reagencie R»

Tabulka 4: Zakladni parametry méreni pouzitych metod

Citrat Citrat Oxalat Oxalat
INstruchemie LTA INstruchemie LTA
Zﬁ;komni reagentu I 170 (170) | 250 (1000) | 170 (170) | 100 (1000)
Déavkovani vzorku (ul) 3,4(3,4) 6,3 (25) 34 (34) 5(50)
Inkubace (min) 3(3) 3(3) 303) 3 (X)
Zﬁ;kovani reagentu 2 34 (34) 10 (25) 34 (34) 10 (100)
Inkubace (min) 5(9) 5(10) 5(5) 5(10)
Meéfici bod 1 27 (27) 27 (X) 27 (27) 27 (X)
Meéfici bod 2 10 (10) 10 (X) 10 (10) 10 (X)
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Tabulka 5: Dalsi parametry méreni pouzitych metod

Citrat Citrat Oxalat Oxalat

INstruchemie LTA INstruchemie LTA
Vlnova délka primarni (nm) 340 (340) 340 (340) 600 (600) | 600 (580-600)
Vlnova délka sekundéarni (nm) 700 (700) 700 (X) 700 (700) 700 (X)
Tloustka kyvety (mm) 5(5) 5(10) 505 5(10)
Sklon reakce - - + +
Limit detekce (mmol/l) 0,05 0,10 0,024 X
Rozsah méfeni (mmol/l) 8,00 2,10 1,50 1,00

Vysvétleni k tabulce:

Udaje pied zavorkou byly naprogramovany do analyzatoru AU480 s vyjimkou tloustky
kyvet, coz je dana vlastnost. Udaje v zavorce jsou uvedeny ve firemnich piibalovych
listech metody v ramci validovaného postupu. K odklonéni od postupu doslo z diivodu
konstrukénich omezeni analyzatoru AU480 (podrobnosti viz kapitola 4.1). Znacka X

znamena, ze v piibalovém listu metody tento tidaj nebyl neuveden.

Poznamka k metodé stanoveni oxalati metodou firmy LTA:

Metoda stanoveni oxalat od firmy LTA je dle navodu kalibrovana pomoci samotné¢ho
kalibratoru bez Gpravy a fedéni. Kontrolni a pacientské vzorky jsou smichany s roztokem
pro fedéni vzorkli v poméru 1 : 1 a nasledné pielity do purifikacnich zkumavek s aktivnim
uhlim. Vysledky méteni tak musi byt vynasobeny dvakrat. Toho 1ze u analyzatoru AU480
dosahnout naprogramovanim tzv. vypoctené¢ metody, kdy analyzator naméiené hodnoty

vynasobi automaticky.

2.7 Postanalyticka Cdst stanoveni citratit a oxalatit v moci

Nameétené hodnoty citrath a oxalatl ve vzorcich moce analyzator odesle do LIS. Poté
laborant v programu FONS Openlims zkontroluje a potvrdi tyto vysledky. Program
nasledné vypocte z téchto naméfenych hodnot analytt jejich odpad do moce tak, Ze je
vynasobi diurézou moce za 24 hodin. V piipadé dodani jednorazové moce provede
vypocet indexu analyt/kreatinin (index analyt/kreatinin je vypocitan i u sbirané moce za
24 hodin). Vypocitané hodnoty jsou porovnany s jejich referencnim rozmezim a
pfipadnymi pfedchozimi vysledky. Nakonec jsou tyto kone¢né vysledky odeslany do

NIS, kde je ma k dispozici oSetiujici 1ékar.
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3. Vysledky

3.1 VyzkouSeni metod vyrobcit INstruchemie a LTA

Pro vyzkousSeni metod od obou vyrobct jsme pouzili kontroly od obou vyrobct. Od firmy
INstruchemie se jedna o Normal Level (Sarze 50260617) a High Level (Sarze 51051217)
a od firmy LTA jsme pouzili hladiny Control 1 a Control 2 (Sarze G011.194). Kazdou
hladinu jsme zméfili Skrat. Nasledné jsme zméfili pét nahodné vybranych vzorkl od

pacientli pouzitych na vysetieni chemické (semikvantitativni) a mo¢ového sedimentu.

Tabulka 6: Stanoveni citratu v moci — porovnani vysledkit QC metodou od INstruchemie

INstruchemie LTA
Cislo meFent Normal level High level Control 1 Control 2
(0,510 mmol/1) | (5,930 mmol/1) | (0,572 mmol/l) | (4,217 mmol/l)

1. 0,502 6,172 0,519 4,193
2. 0,484 5,967 0,539 4,050
3. 0,477 6,171 0,561 4,123
4. 0,523 6,034 0,561 4,101
5. 0,493 5,753 0,571 4,297

AM 0,496 6,019 0,550 4,153

SD 0,016 0,155 0,019 0,085
b -0,028 0,015 —-0,038 -0,015

Tabulka 7: Stanoveni citratit v moci — porovnani vysledki QC metodou od LTA

LTA INstruchemie
Cislo méfent Control 1 Control 2 Normal level High level
(0,572 mmol/l) | (4,217 mmol/l) | (0,510 mmol/l) | (5,930 mmol/l)
1. 0,578 4,364 0,540 6,220
2. 0,566 4,273 0,502 6,032
3. 0,521 4,110 0,490 5,915
4. 0,504 4,011 0,524 6,103
5. 0,553 4,173 0,531 6,174
AM 0,544 4,186 0,517 6,089
SD 0,028 0,123 0,019 0,108
b —-0,048 -0,007 0,015 0,027
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Tabulka 8: Stanoveni oxalatii v moci — porovnani vysledkit QC metodou od

INstruchemie
INstruchemie LTA
Cislo mefeni Normal level High level Control 1 Control 2
(0,174 mmol/1) | (0,415 mmol/1) | (0,284 mmol/l) | (0,941 mmol/1)
1. 0,189 0,424 0,285 0,939
2. 0,163 0,395 0,297 0,929
3. 0,188 0,408 0,306 0,977
4. 0,186 0,391 0,315 1,003
5. 0,171 0,414 0,292 0,944
AM 0,179 0,406 0,299 0,958
SD 0,010 0,012 0,011 0,028
b 0,031 —-0,021 0,053 0,018

Tabulka 9: Stanoveni oxalatui v moci — porovnani vysledkit QC metodou od LTA

LTA INstruchemie
Cislo méfent Control 1 Control 2 Normal level High level
(0,284 mmol/1) | (0,941 mmol/l) | (0,174 mmol/l) | (0,415 mmol/l)
1. 0,220 0,807 0,113 0,428
2. 0,284 1,004 0,162 0,324
3. 0,254 0,699 0,152 0,436
4. 0,184 0,716 0,100 0,288
5. 0,212 0,690 0,124 0,310
AM 0,231 0,783 0,130 0,357
SD 0,035 0,118 0,023 0,062
b -0,187 -0,168 —-0,252 -0,139
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3.2 Verifikace stanoveni citrdatit a oxalatu metodou INstruchemie

Pro stanoveni citratdl a oxalati v moéi na pracovisti UKBH FN Plzen byly vybrany
metody od firmy INstruchemie. Divody vedouci k tomuto rozhodnuti jsou shrnuty v
kapitole 4.1. Obé metody byly verifikovany dle postupu popsaného v fizeném dokumentu
UKBH FN Plzeti — Validace a verifikace biochemie. Tento dokument byl vypracovan
vrchnim analytikem na zaklad€¢ Doporuceni k provadeni validace a verifikace
analytickych metod v klinickych laboratorich (Friedecky et al., 2011) od Ceské
spolec¢nosti klinické biochemie. Provedli jsme métfeni opakovatelnosti, mezilehlé

preciznosti, pracovniho rozsahu a vytéznosti (jako alternativa bias).

3.2.1 Opakovatelnost

Doporuceni pro stanoveni preciznosti za podminky opakovatelnosti je uvedeno v kapitole
1.6.1. Pro stanoveni opakovatelnosti citratti byly vybrany ob¢ hladiny kontrol od firmy
INstruchemie — Normal Level (Sarze 50260617), High Level (Sarze 51051217) a
referen¢ni roztok kyseliny citronové o koncentraci 2,500 mmol/l, ktery jsme piipravili v
laboratoii z referen¢niho standardu v ¢istém stavu (postup piipravy popsan v kapitole
2.1.4). Pro stanoveni opakovatelnosti oxalati byly vybrany obé hladiny kontrol od firmy
INstruchemie — Normal Level (Sarze 50260617), High Level (Sarze 51051217) a hladina
Control 2 (Sarze G011.194) od firmy LTA. U vSech kontrol obou metod jsem provedl
stanoveni v sériich po 10 méfeni (jako jeden operator). Z vysledkli jsme vypocetli

prumérnou hodnotu, smérodatnad odchylku a varia¢ni koeficient.
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Tabulka 10: Vysledky preciznosti stanoveni citratii za podminky opakovatelnosti

INstruchemie Referencni INstruchemie
5 Normal level | roztok kyseliny High level
Cislo méfeni | (0,510 mmol/l) | citronové | (5,930 mmol/l)
(2,50 mmol/l)
1. 0,482 2,547 5,958
2. 0,541 2,567 5,866
3. 0,504 2,555 5,880
4. 0,546 2,530 5,920
5. 0,532 2,534 5,876
6. 0,520 2,583 5,869
7. 0,507 2,574 5,878
8. 0,490 2,512 5,902
9. 0,467 2,572 5,867
10. 0,527 2,540 5,923
AM 0,512 2,551 5,894
SD 0,026 0,023 0,031
CV % 5,123 0,891 0,524

Tabulka 11: Vysledky preciznosti stanoveni oxalatii za podminky opakovatelnosti

INstruchemie | INstruchemie LTA
Cislo méfeni Normal level High level Control 2
(0,174 mmol/1) | (0,415 mmol/l) | (0,941 mmol/l)
1. 0,168 0,429 0,946
2. 0,175 0,392 0,936
3. 0,160 0,423 0,951
4. 0,159 0,409 0,958
5. 0,179 0,391 0,945
6. 0,171 0,430 0,967
7. 0,185 0,377 0,948
8. 0,172 0,381 0,950
9. 0,166 0,419 0,919
10. 0,169 0,431 0,957
AM 0,170 0,408 0,948
SD 0,008 0,021 0,013
CV % 4,696 5,188 1,386
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3.2.2 Mezilehla preciznost

Doporuceni pro stanoveni mezilehlé preciznosti je uvedeno v kapitole 1.6.2. Pro
stanoveni mezilehlé preciznosti byly pouzity stejné kontrolni materidly jako u
opakovatelnosti. Méfili jsme po dobu zhruba dvou mésict, vzdy maximalng¢ jedno méteni
denné¢ pro kazdou hladinu kontroly. V pribéhu méfeni mezilehlé preciznosti byla
ptiblizné kazdy tyden provedena rekalibrace u obou metod a kazdych 14 dni byl pfipraven
novy startovaci roztok. Od kazdé kontroly jsme béhem této doby postupné ziskali 20
vysledkd, ze kterych jsme vypocetli primérnou hodnotu, smérodatnou odchylku a

variacni koeficient.

Tabulka 12: Vysledky méreni mezilehlé preciznosti stanoveni citratu

INstruchemie Referen¢ni INstruchemie
Cislo metent Normal level rgztok kyseliny High level
(0,510 mmol/l) | citronove (2,50 | (5,930 mmol/l)
mmol/l)
1. 0,567 2,542 6,156
2. 0,477 2,547 6,171
3. 0,523 2,599 6,034
4. 0,482 2,600 5,935
5. 0,536 2,607 5,963
6. 0,493 2,491 5,753
7. 0,570 2,471 5,946
8. 0,545 2,473 5,811
9. 0,502 2,517 5,945
10. 0,501 2,438 5,841
11. 0,518 2,474 6,037
12. 0,528 2,450 6,098
13. 0,563 2,505 6,089
14. 0,505 2,576 5,850
15. 0,558 2,491 5,822
16. 0,514 2,550 5,976
17. 0,545 2,557 5,876
18. 0,566 2,589 5,739
19. 0,542 2,556 5,462
20. 0,507 2,501 5,672
AM 0,527 2,527 5,909
SD 0,029 0,053 0,174
CV % 5,559 2,083 2,947
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Obrazek 10: Levey-Jenningsuv graf méreni citratit QC Normal a High Level
Zdroj: Printscreen z programu FONS Openlims

Tabulka 13: Vysledky méreni mezilehlé preciznosti stanoveni oxalatii

5 INstruchemie | INstruchemie LTA
Cislo méteni Normal level High level Control 2
(0,174 mmol/l) | (0,415 mmol/l) | (0,941 mmol/l)

1. 0,182 0,422 0,952
2. 0,180 0,413 0,874
3. 0,189 0,437 0,876
4. 0,182 0,446 1,037
5. 0,155 0,411 0,897
6. 0,195 0,420 0,939
7. 0,167 0,449 0,978
8. 0,177 0,431 0,985
9. 0,186 0,387 0,937
10. 0,182 0,425 0,944
11. 0,163 0,423 0,872
12. 0,178 0,442 0,991
13. 0,178 0,422 0,968
14. 0,162 0,420 0,926
15. 0,185 0,433 0,940
16. 0,155 0,420 0,952
17. 0,180 0,437 1,013
18. 0,174 0,425 0,919
19. 0,184 0,396 0,929
20. 0,171 0,414 0,922
AM 0,176 0,424 0,943
SD 0,011 0,015 0,045
CV % 6,215 3,633 4,731
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Obrazek 11: Levey-Jenningsiv graf méreni oxalatit QC Normal a High Level
Zdroj: Printscreen z programu FONS Openlims

3.2.3 Vytéinost

Postup k provadéni vytéznosti a jejiho vypoctu je popsan v kapitole 1.6.4. Pro stanoveni
vytéznosti jsme vybrali pét pacientskych vzorktt moc¢i (pro kazdou metodu vzorky od
jinych pacientl). Jako pfidavky slouzily vodné roztoky Stavelanu sodného
(c = 1,000 mmol/l) a kyseliny citronové (¢ = 4,000 mmol/l). Roztoky jsme piipravili z
Cistych referencnich materialu od firmy Sigma-Aldrich (pfiprava obou roztokt je popsana
v kapitole 2.1.4). Vzorky a pridavky byly vybrany na zaklad¢ uvahy popsané v kapitole
4.2.1. Koncentrace pridavka kyseliny citronové a Stavelanu sodného v jejich smésich se
vzorky jsme vypocetli dle vzorce uvedeného v kapitole 1.6.4 — koncentrace ptidavku
kyseliny citronové byla vypoctena na 0,400 mmol/l a koncentrace piidavku Stavelanu

sodného na 0,100 mmol/I.

Pozndmka: Vzorky moc¢i s piridavky uréené k meéfeni vytéznosti oxalatl proSly
preanalytickym postupem popsanym v kapitole 2.5.2.2. Pfi¢emz k pfidani standardniho
roztoku $tavelanu sodného a destilované H,O do vzorkli moc¢i doslo az po upravé pH

vzorkl zpét na neutralni hladinu.
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Tabulka 14: Vytéznosti citrati u jednotlivych vzorkii

Vzorek ¢. 1 Vzorek 1 A | Vzorek 1 B
Meéieni ¢. 1 2,096 1,683
Meéieni ¢. 2 2,068 1,650

@ méieni 2,082 1,667
Rozdil @A a OB 0,416

Vzorek ¢. 2 Vzorek 2 A | Vzorek 2 B
Meéieni ¢. 1 1,032 0,614
Meéieni ¢. 2 1,028 0,595

@ m¢éieni 1,030 0,605
Rozdil @A a OB 0,426

Vzorek €. 3 Vzorek 3 A | Vzorek 3 B
Meéieni ¢. 1 0,851 0,417
Meéfeni ¢. 2 0,846 0,429

0 méteni 0,849 0,423
Rozdil @A a OB 0,426

Vzorek ¢. 4 Vzorek 4 A | Vzorek 4 B
Megieni ¢. 1 1,223 0,802
Me¢ieni €. 2 1,262 0,809

@ m¢éieni 1,243 0,806
Rozdil DA a OB 0,437

Vzorek ¢. 5 Vzorek 5 A | Vzorek 5 B
Megéieni ¢. 1 2,833 2,379
Me¢ieni €. 2 2,830 2,451

@ m¢éieni 2,832 2,415
Rozdil @A a OB 0,417

Tabulka 15: Vyteznost citratii — souhrn

Gislo vzorku Rozdil OA a OB | Konc. ptidavku | VytéZnost (%)
D C R
1. 0,416 0,400 104,000
2. 0,426 0,400 106,500
3. 0,426 0,400 106,500
4. 0,437 0,400 109,250
5. 0,417 0,400 104,250
0 0,424 0,400 106,100
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Tabulka 16:Vyteznosti oxalatii u jednotlivych vzorkii

Vzorek ¢. 1 Vzorek 1 A | Vzorek 1 B
Megieni ¢. 1 0,331 0,240
Mg¢ieni €. 2 0,335 0,234

@ méieni 0,333 0,237
Rozdil @A a OB 0,096

Vzorek ¢. 2 Vzorek 2 A | Vzorek 2 B
Meéieni ¢. 1 0,179 0,080
Meéieni ¢. 2 0,171 0,082

@ m¢éieni 0,175 0,081
Rozdil @A a OB 0,094

Vzorek ¢. 3 Vzorek 3 A | Vzorek 3 B
Meéieni ¢. 1 0,204 0,111
Meéfeni ¢. 2 0,200 0,112

0 méteni 0,202 0,112
Rozdil @A a OB 0,091

Vzorek €. 4 Vzorek 4 A | Vzorek 4 B
Meéieni ¢. 1 0,419 0,323
Mg¢ieni €. 2 0,413 0,324

@ méieni 0,416 0,324
Rozdil @A a OB 0,093

Vzorek ¢. 5 Vzorek 5 A | Vzorek 5 B
Megéieni ¢. 1 0,490 0,393
Me¢éieni €. 2 0,480 0,398

@ m¢éieni 0,485 0,396
Rozdil @A a OB 0,090

Tabulka 17: Vytéznost oxalatii — souhrn

“ Rozdil @A a OB | Konc. Pfidavku | Vytéznost (%)
Cislo vzorku
D C R

1. 0,096 0,100 96,000

2. 0,094 0,100 94,000

3. 0,091 0,100 91,000

4, 0,093 0,100 93,000

5. 0,090 0,100 90,000

o 0,0928 0,100 92,800
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3.2.4 Pracovni rozsah

Postup k provadéni pracovniho rozsahu byl popsan v kapitole 1.6.5 na zdkladé
Doporuceni k provadeni validace a verifikace analytickych metod v klinickych
laboratorich (Friedecky et al., 2011). Pro méfeni pracovniho rozsahu metody na
stanoveni citratu v moc¢i jsme pouzili jednotlivé pacientské vzorky (divod je popsan
v kapitole 4.2.4) s vyjimkou nizké hladiny u oxalatd. Jako vzorek s nizkou hladinou L
jsme pouzili mo¢ od 18letého pacienta o koncentraci 0,20 mmol/l, kterou jsme nasledné
naredili destilovanou H>O v poméru 1 : 1. Jako vzorek s vysokou hladinou H jsme pouzili
moc¢ od 80leté pacientky, jejiz vysledna hodnota po nafedéni 1 : 1 byla 10,75 mmol/l.
Tento vzorek, protoZe se nachdzi mimo oblast pracovniho rozsahu, jsme natedili vzorkem
moce s béZnou koncentraci citratu tak, aby jeho koncentrace byla ptiblizn€ 7,90 mmol/I.
Pro  vypocet byla pouzita sméSovaci rovnice, dostupnd online na

https://www.labo.cz/mft/koncentracer.php.

Pro méteni pracovniho rozsahu metody na stanoveni oxalati v moci byl jako vzorek s
nizkou hladinou L pouzZita smé&s moci, jejiz vyslednou koncentraci jsme vypocetli a
zaokrouhlili na 0,08 mmol/l. Jako vzorek s vysokou hladinou H jsme pouzili moc,
ziskanou od autora této bakalaiské prace, ktery béhem 12hodin zkonzumoval vétsi
mnozstvi potravin bohatych na oxalaty. Ziskand moC meéla koncentraci oxalath
0,790 mmol/l. Tuto mo¢ jsme dale zahustili odpafovanim a nasledné zméftili jeji

koncentraci v tripletu. Primér téchto hodnot jsme zaokrouhlili na 1,20 mmol/I.

Nasledny postup byl spolecny pro citraty i oxalaty. Smichanim vzorkid L a H podle
tabulky ¢. 18 vznikly dalsi tfi vzorky s vzestupnou koncentraci analytu. V piipad¢ oxalata
jsme vzorky pfipravovali jiz v acidifikovaném stavu. Uzitim sméSovaci rovnice jsme
vypocetli teoretické koncentrace téchto vzorkl. VSech pét vzorka jsme ndsledné zméftili

standardnim postupem v tripletu.

Tabulka 18: Priprava vzorkii pracovniho rozsahu

Vzorek ¢islo | SloZeni vzorku
1. L
2. 3L+ 1H
3. 2L +2H
4, 1L+ 3H
5. H
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Na zavér jsem v programu Microsoft Excel vytvoril grafy (metodou linearni regrese) ve
kterych lze vyhodnotit zavislost priméri naméfenych hodnot (osa y) na teoretickych
znamych (osa x). Z grafli jsem odecetl hodnoty smérnice a usekii pfimek. Pomoci

excelové tabulky jsem také vypocital hodnoty korelaénich koeficienta.

Tabulka 19: Vysledky méreni pracovniho rozsahu citratii a teoretickych hodnot

Cislo 1. méfent 2. méfeni 3. méteni O méteni Teoreticka
vzorku (mmol/I) (mmol/I) (mmol/l) (mmol/l) | hodnota (mmol/l)

1. 0,077 0,109 0,117 0,101 0,100
2. 2,016 2,027 1,997 2,013 2,065
3. 3,944 3,935 3,898 3,926 4,025
4. 5,866 5,905 5,852 5,874 5,988
5. 7,717 7,856 7,899 7,824 7,950
5 Citraty — pracovni rozsah
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Obrdazek 12: Graf zavislosti prumeérii namérenych hodnot citratii na teoretickych.

Odectené hodnoty z tabulky a grafu pracovniho rozsahu:

Korelac¢ni koeficient 1,000
Smérnice piimky 0,984
Usek ptimky -0,013
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Tabulka 20: Vysledky mérent pracovniho rozsahu oxalatii a teoretickych hodnot

Cislo 1. méfent 2. méfeni 3. méteni O méteni Teoreticka
vzorku (mmol/I) (mmol/I) (mmol/l) (mmol/l) | hodnota (mmol/l)
1. 0,108 0,111 0,104 0,108 0,080
2. 0,368 0,380 0,379 0,376 0,360
3. 0,619 0,603 0,635 0,619 0,640
4. 0,870 1,016 0,933 0,940 0,920
5. 1,163 1,262 1,214 1,213 1,200

Oxalaty — pracovni rozsah
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Obrazek 13: Graf zavislosti prumeérii nameérenych hodnot oxalatu na teoretickych.

Odectené hodnoty z tabulky a grafu pracovniho rozsahu:

Korela¢ni koeficient

1,000
Smérnice ptimky 0.984
Usek ptimky 0.013
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3.2.5 Vypocet nejistot méieni

Dle dokumentu Doporuceni k vypoctu nejistot kvantitativnich vysledkii méreni v
klinickych laboratorich (kolektiv autorti, 2014), pokud nejsou k dispozici vySe zminéné
referencni materialy, l1ze jako hodnotu absolutni nejistoty vysledku (#;ezs ) pouzit
smérodatnou odchylku (SD) mezilehlé preciznosti a jako hodnotu relativni nejistoty
vysledku (2 res) 1ze pouzit variacni koeficient (CV) mezilehlé preciznosti. Pti vypoctu
kombinované nejistoty U res byl pouzit koeficient rozsifeni o hodnoté 2. Hodnoty timto

zpusobem vypoctenych nejistot jsou uvedeny v tabulkach ¢. 21 a 22.

Tabulka 21: Hodnoty nejistot stanoveni citratii na zaklade mezilehlé preciznosti

Materidl Koncentrace Uc,abs Ucrel Ucabs Ucrei
(mmol/l) | (mmol/l) (%) (mmol/I) (%)
Normal LeV'el 0.510 0,029 5,56 0,058 11,12
INstruchemie
High Level' 5.930 0,174 2,95 0,348 5,89
INstruchemie
Referepcm O’ 2,500 0,053 2,08 0,106 4,17
kys. citronové

Tabulka 22: Hodnoty nejistot stanoveni oxalatu na zaklade mezilehlé preciznosti

. Koncentrace|  Ucaps Ucrel Ucabs Uc rel
Material
(mmol/l) | (mmol/) (%) (mmol/l) (%)

Normal Level 1100 1 0011 6.22 0,022 12,43
INstruchemie
ngh LeVel ‘ 0’415 03015 3’63 0,030 7,27
INstruchemie
Control 2
LA 0,941 0,045 4,73 0,090 9,46
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My jsme ale pro vypocet nejistot zvolili postup, kde zapocitdvame vytéznost méfeni misto
bias. Jako pomtcku jsme zvolili Excelovy soubor 2014 nejistota_vypocet.xlsx, dostupny

z: https://www.sekk.cz/infoservis/2014_nejistota_vypocet.xlsx. Ten obsahuje nasledujici

vzorec pro kombinovanou nejistotu Ugres:

2
—_ 2 2 2 2
Uc,rel = (2 ' J UpmpM rel + uref,rel + uXp,reI) + brel
Kde:

Uurmrel ... nejistota méfeni z mezilehlé preciznosti (%)

Urefrel ... nejistota referen¢niho materidlu (%)
Uxprel ... nejistota priméru méteni referencniho materialu (%)
brel ... bias relativni (%)

Bias byl vypocten z vytéznosti R pomoci vzorce:
bre] = R - 1 00

Vypocet zahrnuje nejistotu referenéniho materialu  Urefrel, pouzitého na piipravu
standardnich ptfidavkl. Vyrobce Sigma-Aldrich uvadi relativni rozsifenou nejistotu pro
standard citratu Ugm = = 0,10 % (k = 2) a pro standard oxalatu Ugm = + 0,09 %

(k =2). Cistota t&chto referenénich materialii je 99,94 % u citratu a 99,83 % u oxalatu, a
proto byla pfi vypoctu zanedbana. Dale je k nejistoté referencniho materialu pfictena
nejistota analytickych vah. Vyrobce vahy Sartorius uvadi SD = 0,1 mg. Pro navazku
referencniho materialu citratu o m = 38,4 mg byla spoctena relativni nejistota na 0,26 %.

Pro navazku referen¢niho materidlu oxaldtu o m = 26,8 mg byla spoctena relativni

nejistota na 0,37 %. Vysledné hodnoty urefres jsou uvedeny v tabulkach ¢. 23 a 24.
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Tabulka 23: Hodnoty nejistot stanoveni citratii se zapoctenim vyteznosti a nejistoty

referencniho materialu

Velikost (%)

Slozka Usrer Normal Levgl High Leve! Refer.enéni O’

’ INstruchemie | INstruchemie | kys. citronové
Unprel 5,56 2,95 2,08
Urefrel 0,31 0,31 0,31
Usxp,rel 0,90 0,90 0,90
Drer 6,10 6,10 6,10
Vysledny Ugrer 12,82 8,69 7,63

Tabulka 24: Hodnoty nejistot stanoveni oxalatii se zapoctenim vytéznosti a nejistoty

referencniho materialu

Velikost (%)

Slozka Ueref Normal Leyel High Leve! Control 2
’ INstruchemie | INstruchemie LTA
Uypm,rel 6,21 3,63 4,84
Urefrel 0,42 0,42 0,42
Usp,rel 1,15 1,15 1,15
brei - 17,20 - 17,20 -17,20
Vysledny Ugrei 14,57 10,52 12,32
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3.2.6 Verifikacni protokoly

Verifikacni protokoly (viz obrazky €. 14 a 15) jsme vytvotili pomoci programu SLP. Do
protokolll jsme zanesli vSechny potiebné udaje o pouzitych reagencii, QC, jaky byl pouzit
analyzator a jméno operatora. Zadali jsme hodnoty souvisejici s mezilehlou preciznosti
(AM, SD a CV) a ¢asovy rozsah, ve kterém méteni probihalo. Do kolonek uréenych pro
naméiené hodnoty bias jsme zadali hodnoty rozdilti koncentraci mezi vzorky s ptidavkem
referenc¢niho roztoku a vzorky s ptidavkem dest. H>O (tabulky ¢. 14 a 16). Program sam
vypocital jednotlivé vykonnostni parametry, které jsme zkontrolovali s parametry

ziskanymi pomoci programu MS Excel.

Do verifikanich protokoli se téz =zaddvaji hodnoty biologickych variabilit
intraindividualnich (CV}) a interindividualnich (CV,). Udaje o citratech a oxalatech nova
databaze Evropské spole¢nosti klinické chemie a laboratorni mediciny EFLM (dostupna

z: https://biologicalvariation.eu ) zatim neobsahuje. Pro variability oxalatu jsme pouZili

Westgardovu databazi biologickych variabilit (dostupna Z:

https://www.westgard.com/biodatabasel.htm.) a ¢lanek Problems in the metabolic

evaluation of renal stone disease: audit of intra-individual variation in urine metabolites
(Anandaram et al., 2006) pro variability citratu. Udaje o senzitivits, specifi¢nosti a

ostatnich znacich metody jsme nevyplnovali.
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Verifikaéni protokol: Verif. prot. UKBH_B Loch Citrat v moéi AU480

Metada:
Arnalyrdtar
Wyhadnaotl:

U_Citrét
ALMAD
Feai Martin
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2881
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Pidarvel mirazao da mada
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3. Kombinovanad nejistota

YT
12,725

Koritich d derence dvo namedrych
mésfeni{hadnata SO 36}
Vzerek A ]
Veerek B T
Vzerek C 74

Wyl de k rdfeni sa paybue o kamba inbercal
o 95% imbervalu spale blivos)
10,349 - 0450

pra clavau hadn.
0400

ramk A
Wrarek B
Wramk G
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Obrazek 14: Verifikacni protokol stanoveni citratii v moci enzymatickou metodou
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Verifikaéni protokol: Verif. prot. UKBH_B Loch Oxalat v moti AU480

Calate AUT magent sat erymatic methad
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Obrdazek 15: Verifikacni protokol stanoveni oxalatii v moci enzymatickou metodou
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4. Diskuse

4.1 VyzkouSeni metod vyrobcit INstruchemie a LTA

Ptfi porovnavani metod pred zavedenim do rutinniho provozu v laboratofi se berou do
uvahy hlediska analyticka, provozni a ekonomickd. Analytické hledisko znamena
porovnani metod podle jejich preciznosti a presnosti. Déle se porovnava pracovni rozsah
metody s rozsahem ptedpokladanych vysledkii u pacientti. Velmi dilezité je z tohoto
hlediska také to, zda je nutna validace metody, nebo staci jen verifikace. Z provozniho
hlediska se hledi na naro¢nost pfipravy reagencii a vzorka pted analyzou. Déle se pak
soustiedi na stabilitu reagencii a logistiku. V logistice je z pohledu laboratoie
nejdualezitéjsi Cas mezi objednanim a dorucenim reagencii do laboratote. To je ovlivnéno
v ptfipadé¢ zahrani¢nich vyrobct jejich vzdalenosti nebo ptitomnost obchodniho
zastoupeni &i pobocky v Ceské republice. Ekonomické hledisko, jak uz z nazvu vyplyva,
se soustedi na cenu reagencii, pomocnych roztokt a dopravy reagencii od vyrobce ¢i

distributora do laboratorfe.

4.1.1 Metody na stanoveni citratu v moci

Metody od obou vyrobcii poskytuji na biochemickém analyzatoru AU480 srovnatelné
vysledky jak z pohledu piesnosti, tak preciznosti. Pracovni rozsah obou metod je
rozdilny, zatimco metoda INstruchemie udéava linearni prib¢h reakce az do koncentrace
8,00 mmol/l, tak metoda LTA udava pouze do 2,10 mmol/l. Vzhledem k predpoklddanym
vysledkiim u pacientli (viz podkapitola 4.2.1) by bylo nutné u metody LTA provadét
Cast¢jsi opakovani méieni po nafedéni. Ohledné zavedeni metod do provozu a nutnosti
provedeni verifikace nebo validace je stav nasledujici. V pfipad¢ INstruchemie staci
provést pouze verifikaci, protoze firma uvadi postup pro stanoveni na biochemickém
analyzatoru AU5800. Tento pfistroj patii do stejné rodiny jako AU480, a tedy pouziva
stejné analytické procesy. Rozdil mezi témito analyzitory je ve velikosti kapacity
stanoveni za hodinu. Firma LTA uvadi pouze postup aplikovatelny na ruéni ¢i
poloautomatické fotometry pouZivajici kyvety s délkou optické drahy 10 mm (analyzator
AU480 ma optickou drahu kyvety 5 mm). PoZzadovana délka inkubace reagencni smési
po ptidani startovaci reagencie (R2) je 10 minut, coZ je pfes mozné maximum na
analyzatoru AU480 (5,4 minut). Z toho vyplyva nutnost validace v ptipad¢ zavedeni této

metody na analyzator AU480.
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Metody od obou vyrobct vyzaduji ke stanoveni Cirou nativni mo¢. Ptiprava reagencii je
u obou vyrobctll jednoducha a rychla. Problém ptedstavuje pouze objem piipravovaného
startreagentu (R2). V ptipad¢ INstruchemie je tento objem 2,0 ml a pouze 0,5 ml u LTA,
coz je velmi malo s ohledem na takzvany mrtvy objem (zbytek reagentu na dné lahvicky,
ktery zlstane nezpracovan). Udavana stabilita reagencii pii chladni¢kové teplot¢ je vyssi
u metody firmy INstruchemie (R; — 1 mésic; R> — 3 tydny) nezu LTA (R; — 10 dni; R> —
24 hodin). Oba vyrobci udavaji stabilitu u reagencii zmrazenych na —20 °C (pouze jeden
cyklus zmraZeni a rozmrazeni), ale podle naSich zkuSenosti rozmraZené reagencie od

obou vyrobctl jiZ nefunguji.

Z pohledu logistiky ma vyhodu italska firma LTA, kterda ma v Ceské republice
distributora (Gali s.r.0.). Reagencie tak mohou byt dodany béhem nékolika dni a za nizsi
postovné. Holandska firma INstruchemie zastoupeni v Ceské republice nema, a tak
doprava reagencii poStou trvd zhruba 14 dni. Reagencie na stanoveni citrati od firmy
LTA maji nizsi cenu nez reagencie INstruchemie. Po zohlednéni vSech vyse popsanych
kritérii bylo rozhodnuto, Ze do rutinniho provozu na UKBH ve FN Plzni bude zavedena
metoda stanoveni citratu v moc¢i od firmy INstruchemie. V pfipad¢, Zze by firma LTA
zvétSila objem startreagentu na 2 ml v lahvicee a validovala metodu na analyzatory firmy
Beckman Coulter, tak by predstavovala vhodnéjsi volbu pro rutinni provoz nasi

laboratore.

4.1.2 Metody na stanoveni oxaldtu v moci

Metoda stanoveni oxalati v moci od firmy INstruchemie poskytuje na biochemickém
analyzatoru AU480 dostateCné piesné a precizni vysledky. Metoda od firmy LTA na
stejném analyzatoru vykazuje tendenci k vychyleni vysledki méieni k nizSim hodnotam.
To mize byt zpisobeno nutnym odchylenim od postupu dané¢ho vyrobcem pfii aplikaci
na analyzator AU480. Firma LTA uvadi postup aplikovatelny na ru¢ni ¢i poloautomatické
fotometry pouZivajici kyvety s délkou optické dradhy 10 mm (analyzator AU480 ma
optickou drdhu kyvety 5 mm). PoZzadovana délka inkubace reagencni smési po ptidani
startovaci reagencie (R2) je 10 minut, coZ je pfes moZné maximum na analyzatoru AU480
(5,4 minut). Lze téZ predpokladat vliv preanalytického procesu s aktivnim uhlim.
Vzhledem k nemoZnosti spravné funkce metody od firmy LTA na AU480 jsme se
rozhodli, Ze do rutinniho provozu na UKBH ve FN Plzni bude zavedena metoda stanoveni

oxalatu v mo¢i od firmy INstruchemie.
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4.2 Verifikace metod na stanoveni citrdtu a oxaldatii v moci

Verifikace metod na UKBH ve FN Plzen se fidi dokumentem Validace a verifikace
biochemie vypracovanym dle aktualnich doporuceni Ceské spole¢nosti pro klinickou
biochemii. To zahrnuje méfeni preciznosti za podminek opakovatelnosti a mezilehlé
preciznosti. Vzhledem k tomu, ze referencni materialy jsou k dispozici pouze v Cistém
stavu, provedli jsme méfeni vytéznosti. Na zaklad¢ vysledkli vytéznosti a preciznosti
jsme vypocitali nejistoty métfeni a kombinované nejistoty méfeni dle Doporuceni k
vypoctu nejistot kvantitativnich vysledkii mereni v klinickych laboratorich (kolektiv
autort, 2014). Provedli jsme také ovéteni pracovnich rozsahii obou metod udavanych

vyrobcem. Nakonec jsme u obou metod vypracovali verifika¢ni protokol.

4.2.1 Vybér pouzitych hladin QC a preciznost méieni

Pro vybér vhodnych hladin QC a referencnich roztok je tfeba ptiblizn€ znat ocekavané
hodnoty citratl a oxalati v samotnych vzorcich moc¢i u pacientti. Z hlediska metafylaxe
urolitiazy ma nejveEtsi vyznam jejich odpad do moce. Referencni meze odpadu citratu je
> 2,50 mmol/24h a v pfipadé oxalati < 0,50 mmol/24h. Naméfené hodnoty ve vzorcich
Tabulka ¢. 25 ukazuje, jak se méni vypocitand hodnota odpadu do moce se stoupajici

diurézou pii1 dané namétené hodnot¢ analytu.

Tabulka 25: Vztah mezi diurézou a namérenou hladinou analytit a jeho viiv na vysledny

odpad do moce
Vypoctend hodnota odpadu do moce (mmol/24 h)
Citrat Oxalat
Diuré Naméreno Naméreno Naméreno Naméreno
tureza 1,000 mmol/l | 2,000 mmol/l | 0,100 mmol/l | 0,300 mmol/l
500 0,500 1,000 0,050 0,150
750 0,750 1,500 0,075 0,230
1000 1,000 2,000 0,100 0,300
1250 1,250 2,500 0,125 0,380
1500 1,500 3,000 0,150 0,450
2000 2,000 4,000 0,200 0,600
3000 3,000 6,000 0,300 0,900
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Lze ale také pouzit prepocet na index analyt/kreatinin u jednordzovych vzorkli moci.
Toho je vyuzivano zejména u déti a pacientd, kteti nejsou schopni provést 24hodinovy
sbér moce. Referencni meze obou indexi ukazuje tabulka ¢. 27. Tabulka ¢. 26 ukazuje,

jak se méni tento index se stoupajici hladinou kreatininu.

Tabulka 26: Vztah mezi namerenou hodnotou analytit a kreatininu

Vypoctend hodnota poméru analyt/kreatinin (mmol/mmol)
Citrat Oxalat
Kreatinin v Naméteno Naméteno Naméteno Nameéteno
mo¢i (mmol/l) | 1,500 mmol/l | 3,000 mmol/l | 0,300 mmol/l | 0,500 mmol/l

0,50 3,000 6,000 0,600 1,000
1,00 1,500 3,000 0,300 0,500
2,00 0,750 1,500 0,150 0,250
4,00 0,375 0,750 0,075 0,125
6,00 0,250 0,500 0,050 0,083
10,00 0,150 0,300 0,030 0,050
14,00 0,107 0,214 0,021 0,036
18,00 0,083 0,167 0,017 0,028
22,00 0,068 0,136 0,014 0,023
26,00 0,058 0,115 0,012 0,019

Tabulka 27: Referencni meze indexu citrat/kreatinin a oxalat/kreatinin u deti

Referencni rozmezi
Vek (mol/mol)
Citrat Oxalat
<5 let >0,25 —
> 5 let >0,15 —
< 6 mésicu - <0,36
6 mésict — 2 roky — <0,17
2-5 let - <0,10
5-14 let - <0,07
> 14 let - <0,04

Zdroj: Diagnostic examination of the child with urolithiasisor nephrocalcinosis
(Hope, Kemper, 2010)

Na udajich v tabulce €. 25 je vidét, Ze pii vysoké diuréze i menSi naméfena hodnota

analytu v mo¢i miZe znamenat patologicky zvySeny odpad do moce. U pacientd, ktefi

dodrzuji doporuceny zvyseny piijem tekutin, se da oekavat zvySend diuréza, a tedy nizsi

hodnoty citratl a oxalat. Naméfené hodnoty ve vzorku sbirané moce za 24 hodin se daji
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predpokladat v rozmezi zhruba 0,10-0,25 mmol/l u oxalati a 0,80-3,0 mmol/l u citrata.
Naopak u jednordzovych moci, kde se pocita index analyt/kreatinin se mohou vyskytovat

hodnoty jak nizké, tak vysoké (podle momentalniho piijmu tekutin u pacienta).

Pro méfeni preciznosti metody na stanoveni citratti firmy INstruchemie jsme kromé obou
kontrol od stejného vyrobce (koncentrace viz tabulka ¢. 28) ptipravili také roztok kyseliny
citronové (z referen¢niho materialu) o koncentraci 2,500 mmol/l pro ovéteni metody pfi
hlading lezici mezi firemnimi kontrolami. V ptipad¢ oxalati jsme také pouzili kontroly
firmy INstruchemie (koncentrace viz tabulka €. 30). K ovéfeni metody pii vysSich
hladinach oxalath jsme pouzili kontrolu Control Level 2 od firmy LTA o koncentraci

0,941 mmol/I.

Tabulka 28: Hodnoty QC citratii deklarované vyrobcem

Deklarovana | Rozsah méfeni 1 SD
Kontrola hodnota +3 SD (mmol/l) CV%
(mmol/l) (mmol/l)

Normal Level 0,510 0,360 — 0,640 0,05 9,15
INstruchemie

High Level 5,930 4,450 — 7,410 0,49 8,32
INstruchemie

Ptipraveny

referen¢ni © 2,500 B B B

Tabulka 29: Zjistené hodnoty QC citratu

Opakovatelnost Mezilehl4 preciznost

Primér 1 SD 0 Primér 1 SD 0

Kontrola | o) |@mmotny| V' ”* | (mmoln) | (mmotny| <V

Normal Leral 0,512 0,025 512 0,527 0,029 5,56
INstruchemie

High Leve! 5,894 0,029 0,52 5,909 0,170 2,95
INstruchemie

Pfipraveny 2,551 0,022 0,89 2,527 0,051 2,08
referencni O
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Tabulka 30: Hodnoty QC oxalatii deklarované vyrobcem

Deklarovana | Rozsah méfeni 1SD
Kontrola hodnota +3 SD (mmol/l) CV %
(mmol/I) (mmol/I)
Normal Level 0.174 0,124 — 0,224 0,017 9,58
INstruchemie
High Level 0.415 0,365 — 0,465 0.017 4,02
INstruchemie
Control Level
S TA 0,941 0,772 — 1,111 0,057 6,00
Tabulka 31: Zjisténé hodnoty QC oxalatii
Opakovatelnost Mezilehla preciznost
Primeér 1 SD 0 Primér 1 SD o
Kontrola | oiy [ mmot)y| €V | (mmoly | (mmotny | V7
Normal Level | - ;- 0,008 4,46 0,176 0,011 6,22
INstruchemie
High Level 0,408 0,020 0,52 0,424 0,015 3,63
INstruchemie
Control Level
S LTA 0,948 0,012 1,32 0,943 0,043 4,73

Na zaklad¢ hodnot QC od vyrobct uvedenych v tabulkach ¢. 28 a 30 a nami zjisténych
hodnot za podminek opakovatelnosti a mezilehlé¢ preciznosti (tabulky ¢. 29 a 31) Ize
vyvodit nasledujici zavéry. V piipad¢ citrati 1 oxalatd jsou zjisténé hodnoty
smérodatnych odchylek a varia¢nich koeficientli nizsi nez hodnoty od vyrobce. To svédci
o tom, Ze preciznosti za obou podminek méfeni jsou dostateCné pro rutinni provoz v

laboratofi.

4.2.2 Vytéinost méieni

Pro metody stanoveni citrdt a oxalatd nejsou k dispozici komutabilni referenéni
materidly a ani kontrolni materialy z cykli EHK. Z toho diivodu nelze provést stanoveni
hodnoty bias. Zvolili jsme tedy alternativu v podobé vytéZnosti pomoci roztokl
pfipravenych z komeréné dostupnych referennich materialit s deklarovanou cistotou
analytu (viz kapitola 3.2.3). Pfi vybéru koncentrace referencnich roztok pro méfeni

vytéznosti jsme vychazeli z Doporuceni k provadeéni validace a verifikace analytickych
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metod v klinickych laboratorich (Friedecky et al., 2011), podrobnosti viz kapitola 1.6.4.
Vzhledem k tomu, Ze rozhodovaci meze u citratti a oxalatd jsou zavislé na diuréze nebo
koncentraci kreatininu v moci, urcili jsme koncentrace standardnich pridavkl na zaklade¢

nejcastéji namétenych hodnotach u vzorki pacientd.

Vytéznost standardniho pfidavku citratu o koncentraci 0,400 mmol/l do vzorku moce v
poméru 1 : 9 byla vypoctena na 106.1 %. Vytéznost standardniho pridavku oxalatu o
koncentraci 0,100 mmol/l do vzorku moce v poméru 1 : 9 byla vypoctena na 92.8 %.
Firma INstruchemie u metody na stanoveni citratl vytéznost neuvadi a u metody
na stanoveni oxalatti v moci uvadi vytéznost 100,1 %. Této primérné hodnoty vytéznosti
bylo ale dosazeno pti koncentracich standardnich pfidavki 0,247 mmol/lI; 0,344 mmol/l
a 0,608 mmol/l. Celkové hodnoty koncentrace oxalat ve smésich vzorka a pridavka
nebyly uvedeny. Lze pfedpoklédat, ze hodnoty téchto koncentraci byly vyssi nez naSe a
nespliiovaly tak doporuceni, Ze vysledna koncentrace smési vzorku a pfidavku by méla
byt v oblasti klinickych rozhodovacich mezi. Snizujici se preciznost a citlivost metody
smérem k niZ8im hodnotdm oxalath ma za nasledek niZs§i vytéznost, kterd je ale pfi

hodnoté 92,8 % stale dostacujici.

4.2.3 Pracovni rozsah

Pracovni rozsah byl proveden (s vyjimkou vzorku L pro oxalaty) s jednotlivymi vzorky
moci. Divodem je do soucasné doby malé¢ mnozstvi stanovenych pacientskych vzorkd,
ve kterych se navic jen vzacné vyskytuji extrémné nizké ¢i vysoké koncentrace.
Na zakladé vyslednych grafti zavislosti priméri naméfenych hodnot na teoreticky
znamych, vcetné¢ hodnot z nich odectenych (korelacni koeficient, smérnice a usek
piimky) lze konstatovat, ze metoda na stanoveni citratu ma preciznost a odchylku
srovnatelnou v celém méficim rozsahu. TotéZ 1ze poveédét o stanoveni oxalatu, kde byly
prokazany tytéz vlastnosti do hodnoty 1,30 mmol/l. Piipadné odchylky v rozmezi hodnot

1,30-1,50 mmol/l nejsou klinicky vyznamné.

4.2.4 Nejistota méieni

Maximalni ptipustné hodnoty relativni rozsitené nejistoty Ugres méfeni citratii a oxalatt
nejsou nikde uvedeny, ale miizeme provést porovnani s hodnotami Ugres pro kreatinin v

moc¢i méteny Jaffého metodou v nasi laboratofi. Porovnani s metodou stanoveni

kreatininu v moci je ptithodné z diivodu, Ze u vzorki nesbirané moce budou vysledky
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meéteni citratl a oxalatl prepocitany na jejich index s mocovym kreatininem. Pro hodnotu
kreatininu v mo¢i 5,17 mmol/l je Ugrer = 16,77 % a pro hodnotu 11,8 mmol/l je
Ucrel = 19,88 %. Hodnoty Ugres citratt a oxalatd jsou vyrazné nizsi. TaktéZz mizeme

porovnat Ugrel citrati a oxalati s hodnotami Dmax jinych analytd (viz nasledujici

kapitola). Lze tedy konstatovat, ze ob& zavadéné metody disponuji piijatelnou nejistotou.

4.2.5 Verifikacni protokoly

Pti kontrole a porovnani hodnot vykonnostnich parametra verifikovanych metod, které
vypocital program SLP pti tvorbé verifika¢nich protokolti a MS Excel, jsme zaznamenali
diskrepanci u hodnot variacnich koeficientl mezilehlych preciznosti. Ta je zptisobena
tim, Ze zatimco program MS Excel vypocital hodnoty priméra a standardnich odchylek
z jednotlivych méfeni mezilehlé preciznosti, tak program SLP pocita se zaokrouhlenymi
hodnotami. Ty jsou do programu zadany ru¢né na tfi desetinna mista. Odchylky vsak ¢ini

<0,1 % a jsou tedy nevyznamné.

V zavéru verifikaéniho protokolu byva srovnani hodnot Ugres s hodnotami Dmax, jeZ

poskytuje spolecnost SEKK. Hodnota Dmax (pfijatelny rozdil v procentech) udava
maximalni pfijatelnou hodnotu rozsifené relativni kombinované nejistoty a jde o
hodnotici kritérium pro vysledky EHK. Protoze hodnota Dmax pro citrat/oxalat v moci

neni k dispozici, provedli jsme porovnani s hodnotami Dmax pro kreatinin a celkovy
vapnik v moc¢i. Protoze hodnoty U re; pro metody stanoveni citratti a oxalatl jsou niZzsi,

mohli jsme vyvodit zavér, ze metody jsou vhodné pro klinické pouziti.
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5. Zavér

Hlavnim cilem mé bakalatské prace bylo popsat cely proces zavadéni metod na stanoveni
citratl a oxalatii v moc¢i do rutinniho provozu klinické laboratote. Protoze citraty a oxalaty
patii k latkam, jez maji zasadni vliv na vznik urolitidzy, zabyvala se prvni ¢ast mé prace

touto problematikou.

Dalsi ¢ast prace byla vénovana verifikaci a validaci. To zahrnuje popis jejich
vykonnostnich parametrii a analytickych vlastnosti metod. Nasledn¢ jsem popsal
analyzator AU480 firmy Beckman Coulter a princip metody spektrofotometrie, kterou
vyuziva k méteni. Na tento pristroj jsme naprogramovali ¢tyfi metody na stanoveni citratti
a oxalati od dvou zahrani¢nich vyrobct INstruchemie (Holandsko) a LTA (Italie). Na

zaver teoretické Casti prace jsem popsal zavedeni metod do programti LIS a NIS.

Hlavni ¢ast prace obsahuje zevrubny popis celého procesu meéteni zahrnujici jeho
preanalytickou, analytickou a postanalytickou cast. Nejprve jsme vyzkousSeli metody od
obou vyrobcii opakovanym méfenim kontrol kvality a vzorkd nahodné vybranych

pacientll. Po zvazeni riiznych aspektii, jsme vybrali metody od firmy INstruchemie.

Nasledovalo provedeni verifikaci u obou vybranych metod. Ob¢ prokazaly dostate¢nou
preciznost meétfeni za podminek opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti. Me¢ieni
vytéznosti, které bylo provedeno jako nahrada za bias, prokéazalo piijatelnou
systematickou odchylku. Na zaklad¢ téchto méfeni byly vypocteny rozsifené nejistoty
meéieni. Nakonec jsme ovéfili, ze obé metody maji srovnatelnou preciznost a odchylku v

celém (v pripadé oxalat téméi celém) pracovnim rozsahu méieni.

Ob¢ metody na stanoveni citratli a oxalatii v moci prokazaly pfi verifikaci vhodnost pro
pouziti v podminkach nasi laboratofe a byly tedy zavedeny do rutinniho provozu UKBH
FN Plzen. Dosazené vysledky obou verifikaci byly zaznamenany do verifika¢nich
protokoll. Tato bakalaiska prace ukazuje na celkovou naro¢nost procesu zavadéni metod,
na jehoz zéklad¢ ale lze poskytovat 1ékaiim spolehlivé vysledky, jez potiebuji ke své

praci.
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8. Prilohy

Obrazek 16: Kalciumoxalatové konkrementy nalomené (Whewelit)
Zdroj: UKBH FN Plzen

Obrazek 17: Kalciumoxalatové konkrementy (Weddelit)
Zdroj: UKBH FN Plzei

Obrdazek 18: Kalciumfosfatové konkrementy (dahlit)
Zdroj: UKBH FN Plzeri

Obrdzek 19: Kalciumfosfatové konkrementy (smési s prevahou apatitu)
Zdroj: UKBH FN Plzen
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Obrazek 20: Kalciumfosfatové konkrementy (brushit)
Zdroj: UKBH FN Plzeii

Obrazek 21: Struvitové konkrementy
Zdroj: UKBH FN Plzen

Obrazek 22: Konkrement kyseliny mocové (vlevo) a urdtu amonného (vpravo)
Zdroj: UKBH FN Plzen
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Obrazek 23: Cystinové konkrementy
Zdroj: UKBH FN Plzen
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Obrazek 24: pH metr Jenway 550 Obrazek 25: polarizacni mikroskop
Zdroj: vlastni foto Olympus BX45
Zdroj: vlastni foto

-

Obrazek 26: IR spektrometr Nicolet iS5
Zdroj: vlastni foto
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Obrazek 27: IR spektrum whewelitu Obrazek 28: IR spektrum weddelitu

(screenshot obrazovky programu Omnic)  (screenshot obrazovky programu Omnic)
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Obrazek 29: Analyzator AU480 — pracovni cast (vlevo) a spodni cast (vpravo)
Zdroj: vlastni foto

Obrazek 30: Reagencni sety citratu (vlievo) a oxalatu (vpravo) firmy INstruchemie
Zdroj: vlastni foto

Obrazek 31: Reagencni sety citratu (vlevo) a oxaldtu (vpravo) firmy LTA
Zdroj: vlastni foto
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Obrazek 32: Sberna nadoba  Obrazek 33: Eppendorfka Obrazek 34: Zkumavka s

na moc¢ (5ml) pro stanoveni oxalatu  aktivnim uhlim (stanoveni
Zdroj: www.omniprax.cz metodou firmy INstruchemie  oxalati metodou firmy LTA)
Zdroj: vlastni foto Zdroj: vlastni foto
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Certificate of Analysis

Certificate no. U9-0918 for reference material

Supplier of the reference | Sigma-Aldrich Production GmbH, Industriestrasse 25, CH-8471 Buchs,
CITRIC ACID, ANHYDROUS material Swizeriand
Object of certification: | Productno. 71804, - NazC:0, in50mLglass
CERTIFIED REFERENCE MATERIAL s s i
Certification report no. 1170/XV2, BAM Berlin
COOH Intended use: This reference material is intended for use as reductometric standard and cannot
be employed as purity standard.
HO—C—COOH Storing and handling: Ensure that the reference material is stored in the dark 1\ e wllmn the padaagmg of

the bottie) at lemperatures in the range of 5°C to 30°C. Before any use as
reference material, it has o be dried for 3 hours at 105" O har e ok opened
COOH the reference material should be used according to established rules in analytical
chemistry (i e. to guarantee that no contamination can take place). The use of
‘samples less than 120 mg is prohibited in order to avoid possible inhomogeneities

CERTIFIED PURITY: 99.94%, U =0.1%k=2 with smaller sample Sizes (see part. 2 of certfication report).
(Mass Balancefas is basis) Number of pages of this | 1
certificate:
NOMINAL PACKAGE SIZE: 1g Annex: Certification report no. 1170/V/2 (2 pages), BAM Berlin, as part of this certiicate
Expiry date: 23 August 2023
CATALOG #: PHR1071 LOT #: LRAB7603
Certiied value and its Uncertainty according 1o 1S0 Guids 35
CERTIFICATE VERSION: LRAB7603.1 ISSUE DATE: 14 March 2018 Constituent (formula) and relative Expanded uncertainty
Nore: Cartificates may be updated due to Pharmacopeial Lot changes or the availabilicy of new data molar mass for reporting oo yalic Coverage facior=2 | Methods of analysis
Check our website at- WWW. ldrich.com for the most Sodium oxalate " g
w=99.83% 25 20,09 % 28 .
gl 0.8983 melimel 2 £0.0008 metimol fadax IEraticn
CRM EXPIRATION: 31 December 2022 (Proper Storage and Handling Required). -
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STORAGE: Store at Room Temperature, keep container tightly closed. Attachment of a
20 mm ahuminum crimp seal recommended for unused portions
The responsibilty for this certiicate in case of any inquiry lies only with BAM Berin

CHEMICAL FORMULA: CsH:O7 MW: 192.12 Bertin, 23. August 2018
BAM Beriin/G:
PHYSICAL DESCRIPTION: White powder in amber vial CAS #: 77-02-9 Flead of Department Analytical Chemisty, Reference Materials %
HAZARDS: Read Safety Data Sheet before using. All chemical reference materials -
should be considered potentially hazardous and should be used only by qualified e B
laboratory personnel. Dr. F. Emmeding

unger

partal publication, require the approval
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Obrazek 36: Certifikat referencniho
materialu oxalatu sodného, pouzitého
k priprave referencnich roztokiu

Obrazek 35: Certifikat referencniho materidlu
kyseliny citronové, pouzitého k priprave
referencnich roztokii

USP Certificate

US. Fhemacopsia
The Stordard of Gl

Citric Acid

LOT HOK310
Molecular Formula
CsHg 07
o & Molecular Weight
192,13
. e ]

 [IE4 REFERENCESTANDARD |

CITRIC ACID 200mg
CAUTION! Iritant

CAT.NO. 1134388 USP ROCKVILLE, MD LOT HOK310

Qualiy Assurance
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ONTVANGSTNUMMER: 2o/ 3907 —
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Ontv. 17 201130005
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Obrdazek 37: Certifikat referencniho
materidlu kyseliny citronové, pouzity
firmou INstruchemie pro metrologickou
navaznost stanoveni
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9. Seznam zKkratek

ABR acidobazicka rovnovaha

AM aritmeticky pramér (angl. arithmetic mean)

BMI Body Mass Index

CD kritické diference (angl. critical diference)

CE Evropské shoda — znacka shody (franc. conformité européenne)

CL citratliaza

CRM certifikovany referen¢ni material

CRP C-reaktivni protein

CT pocitacova tomografie (angl. computed tomography)

Cv variacni koeficient (angl. coefficient of variation)

CVa analyticky variaéni koeficient odpovidajici mezilehlé preciznosti

CVg interindividudlni variabilita (= interindividualni variaéni koeficient)
CVi intraindividudlni variabilita (= intraindividualni varia¢ni koeficient)
CVr celkova variabilita

CIA Cesky Institut pro akreditaci

CSN Ceska statni norma

CSN EN Ceska verze evropské normy

CSN EN ISO  Ceska verze mezinarodni normy (pievzaté evropskou komisi pro normalizaci)
DA diodové pole (angl. Diode Array)

DEA N, N-diethylanilinem

Dmax piijatelny rozdil v procentech (angl. acceptable percent difference)
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EFML European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
EHK externi hodnoceni kvality

EP15-A3 User Verification of Precision and Estimation of Bias, 3rd ed.

EQC externi kontrola kvality (angl. external quality control)

ESWL extrakorporalni litotrypse (angl. extracorporeal shock wave lithotripsy)
FN Fakultni nemocnice

GUM Priivodce vyjadrenim nejistoty pii méfeni (angl. Guide to the expression of

uncertainty in measurement)
HPIC vysokoucinna iontova chromatografie (angl. High Pressure lon

Chromatography)
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D
IFCC
1QC
IR
ISE
SO

IUPAC
IVD
VU

LDH
LDLo
LED
LIH
LIS
LoD
LoQ
LSC
MBTH
MDH
MET
NAD+
NADH2
NASKL
NCCT

NCLP
NIS
NSAID
oD
PNL

QC

identifikace

the International Federation of Clinical Chemists

interni kontrola kvality (angl. internal quality control)
infracervené zareni (angl. InfraRed nebo infrared radiation)
iontové-selektivni elektroda (angl. lon-Selective Electrode)
Mezinarodni organizace pro normalizaci (angl. International Organization for
Standardization

the International Union of Pure and Applied Chemistry

in vitro diagnostikum

vylu€ovaci urografie (angl. intravenous urography)

klinicka laboratof

laktatdehydrogenaza

nejmensi pozorovana smrtna davka (angl. lethal dose low)
elektroluminiscen¢ni dioda (angl. Light-Emitting Diode)
lipémie, ikterita, hemolyza

laboratorni informacni systém

mez detekce (angl. limit of detection)

mez stanovitelnosti (angl. limit of quantification)

nejmensi vyznamna zmeéna (angl. least significance change)
3-Methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon

malatdehydrogenaza

medikamedikamentdzni expulzni terapie (angl. medical expulsive therapy)
nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid — redukovand forma

Narodni autorizacni stiedisko pro klinické laboratoie
bezkontrastni pocitacova tomografie (angl. non-contrast-enhanced computed
tomography)

narodni Ciselnik laboratornich polozek

nemocni¢ni informacni systém

optickd hustota (angl. optical density)

perkutanni nefrolitotomie (angl. percutaneous nephrolithotomy)

kontrola kvality (angl. quality control)
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RCV referencni zména hodnoty (angl. reference change values)
RP-HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie na nepolarnich absorbentech

(angl. revers phase—high—performance liquid chromatography)

RTG rentgen

SD smérodatna odchylka (angl. standard deviation)

SEKK Systém externi kontroly kvality

SI systém mezinarodnich jednotek (franc. Le Systeme International d'Unités)

SLN standardni postupy spolecné pro 1€kare a sestry

SLP Spravna laboratorni praxe

TE celkova chyba (angl. total error)

UKBH Ustav klinické biochemie a hematologie

USA Spojené staty americké (angl. United states of America)

Uuv ultrafialové zateni (angl. Ultraviolet)

VIM mezinarodni metrologicky slovnik (angl. International vocabulary of
metrology)

VIS viditelné svétlo
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