Laktat

Analyzovany materidl: plasma, likvor

Specidlni preanalytické pozadavky: K odbéru pro stanoveni v plasmé se vyuzivaji zkumavky s
fluorid/EDTA nebo fluorid/oxalatem.Plasmu je nutno rychle po odbéru stogit.
Pro stanoveni v likvoru se pouZzivaji zkumavky bez piisad.

Interference: neni vyznamna

Referencni rozmezi:  P- laktat : 0,6 - 2,3 mmol/l
CSF-laktat : 1,2 - 2,1 mmol/l

T™U: -
Referencni metoda: -
Certifikovany referencni materidl: -

Laktat (sul kyseliny mlééné) vznika predevsim v kosternim svalstvu, mozku, kdzi a erytrocytech.
PFiblizné 65% laktatu je zpracovano v jatrech. Vétsi mnozstvi laktatu vznika pfi dlouhodobé intenzivni
fyzické aktivité. Laktat je kone€nym produktem glykolyzy za anaeorobnich podminek. Signifikantni
laktatovou acidozu predstavuje koncentrace laktatu vétsi nez 5 mmol/l a pH mensi nez 7,25.

Pot obsahuje znacné mnozstvi laktatu. Pti analyze je tieba zabranit dotyku Spicek.

Doporucené rutinni metody:
Stanoveni s laktatdehydrogenasou

LD
L - laktat + NAD" < - pyruvat + NADH + H'
(pH 9_9:6)
ALT
pyruvat + L - glutamat < —>- L-alanin + oxoglutarat

Reakce laktat - pyruvat bézné bézi vyrazné vlevo. Pti pH 9 - 9,6 a néasledné reakcei, kdy je
spotfebovavan pyruvat se rovnovaha posunuje vpravo.
Fotometricky se méfi nartist absorbance NADH pii 340 nm.

Stanoveni s laktatoxidasou
Laktat je v pritomnosti specifického enzymu laktatoxidasy oxidovan na pyruvat:



LOD
L - laktat + O, < > pyruvat + H,O,

Peroxidu vodiku pak dale reaguje oxida¢ni kopulaci napt. s 4-aminofenazonem a 1,7 —
dihydroxynaftalenem v pfitomnosti peroxidasy (POD) za vzniku barviva, jehoz absorbance je
piimo umeérna koncentraci laktatu.

2 H,0, + 1,7 — dihydroxynaftalen + 4-aminoantipyrin’ < ---------------—- > barvivo + 4H,0

Stanoveni v hemolyzatu ¢i plasmé -
- Elektrochemicky na POCT ¢i glukometrech s vyuzitim biosenzoru:

Pfi stanoveni se vyuziva kapilarni odbér.

Princip:
V senzoru je zabudovan enzym LOD, ktery katalyzuje vznik peroxidu vodiku

L - laktat + Oy < ----- > pyruvat + H,O,

Peroxid vodiku se rozkladda na platinové elektrodé za uvolnéni elektront — generovany proud
se stanovi amperometricky .

Mikroskopické vySetfeni moce — popis jednotlivych Castic

Erytrocyty

Erytrocyty jsou bezjaderné buiiky s piskotovitym tvarem, nejmensi ze zakladnich elementt
nachazenych v moci.

Pfi¢iny hematurie:

1. Renalni (glomerulonefritida, nador ledvin)

2. Prerenalni (hemoglobinurie a myoglobinurie — hemolyza, svalova traumata, popaleniny)
3. Subrenalni (krvaceni do mocovych cest — zanét, kamen, nador; hemoragicka diatéza)

Erytrocyty. Sipky ukazuji na akantocyty (dimorfni
erytrocyty) jejichz nalez svéd¢i pro rendlni krvaceni.
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Dysmorphic red cells (arrows), with many other red
cells and three white cells, Sedi-Stain, <400,

Leukocyty jsou bezbarve jaderné bunky priblizné€ kulateho tvaru.
Priikaz leukocytii v moci svédci pro bakteridlni zanét mocovych cest nebo ledvin.

Leukocyty obklopené gramnegativnimi bakteriemi

White cells and purple-staining gram-negative bacfe:
ria (rods) on cytocentrifuged preparation of urine
sediment stained with Wright's stain, <1000.



Epitelie se déli na dlazdicové (skvamozni), buiiky pfechodného epitelu a renalni tubulérni.
Dlazdicové (skvamozni) epitelie — pochdzi z uretry a vaginy. Maji nepravidelny tvar, velké, dobie
viditelné jadro. Jejich klinicky vyznam je minimalni, vétSinou svédci o kontaminaci. Jedna se o Casty
nalez.

Bunky pfechodného epitelu —jedna se o buiiky epitelarni vystelky urinalniho traktu — mocovy
meéchyft a proximalni ¢ast uretry u muzi. Buniky pochazejici z hlubsich vrstev jsou hustsi a kulatéjsi.
Ty, které jsou v pfimém kontaktu s moci, absorbuji vodu a vypadaji jako balonky s vodou.

Jsou mensi nez dlazdicové epitelie. Mohou mit i dvé jadra. Mensi po¢et miize byt normalni, velké
mnozstvi se objevuje vlivem infekci a nékterych léku.

Buriky prechodného epitelu

Two transitional epithelial cells, one folded squamous
epithelial cell. Cytospin, Wright’s stain, x400.

Renalni tubularni epitelie je mozno povazovat za vyznamny nalez. Byvaji vSak identifikovany velmi
ziidka. Velky pocet svéd¢i o renalni tubularni nekréze nebo virové infekcei. Jsou malé, asi dvakrat veétsi
nez neutrolily, polyedrické, maji ¢asto excentrické ohrani¢ené jadro.

Renalni tubularni epitelie

Cuboidal or polyhedral renal tubular epithelial cells
probably from the small collecting ducts; very difficult
to differentiate from transitional epithelial cells. Sedi-
Stain, x400.



Ovalna tukova téliska — jedna se o renalni tubularni epitelie nebo mikrofagy naplnéné
tukem. Objevuji se pii velké permeabilité glomerulu u pacientd se snizenym albuminem, ktefi maji
zvysenou syntézou proteind a lipoproteind.

Valce vznikaji precipitaci proteinu v tubulech ledvin. Zaklad tvoii Tamm — Horsfalliiv glykoprotein,
ktery je sekretovan z renalnich tubularnich bunék. Vyssi tendence pro tvorbu valct je pii kyselejsim
pH, vi pfitomnosti vétsi koncentrace plasmovych bilkovin, pfi dehydrataci organismu nebo po narocné
fyzické aktivite.

K charakteristickym vlastnostem patii definovana vnéjsi linie, paralelni strany, zakulacené konce, tvar
tubulu.Obcas je mozno pozorovat tlomky valct. Bez barveni jsou pod mikroskopem $patné viditelné,
lepsi viditelnost poskytuje fazova kontrastni mikroskopie.

Vélce mohou byt hyalinni, bunééné, granulované, tukové, voskové a smésné.

Po vytvoreni vélce neziistavaji ve stejném stavu, ale postupné se vyviji. Cim jsou horsi tlakové
podrninky v ledving, tim zGstavaji déle a dojde k tvorbé pozdé&jsich stadii valci. Bunky obsazené

v bunécnych valcich podléhaji postupné degeneraci, dochazi ke zborceni, ztrat¢ bunééné membrany a
tvorbé granuli. V tomto stadiu se valce nazyvaji granulované. Granule postupné podléhaji dalsi
generaci, ztrat¢ struktury, valcova hmota zhoustne, zkiechne a zvoskovati, vznikaji voskové valce.

Hyalinni valce - jedna se o nalez, ktery neni v mensim mnozstvi patologicky. Objevuji se

v koncentrované kyselé moci. Ve velkém poctu se mohou objevit pfi zanétech. Byvaji pak uzké

v dasledku otoku tubuld.

Bunééné vilce — do této kategorie patfi erytrocytarni, leukocytarni (granulocytarni), z rendlnich
tubularnich epitelii, bakteridlni. Nalez vSech téchto valct je patologicky.

Erytrocytarni valce — objevuji se pfi glomerularni nefritidé,jsou nejkiehéi ze vsech valci, proto jsou
nalezeny vyjimecné.

Leukocytarni valce — nejcastgji z neutrofili, objevuji se pfi zanétech a infekcich.

Viélce renalnich tubularnich epitelii — napf. po otravé Hg nebo etylenglykolem, pfi hepatitidé, kdy
dochazi k poskozeni tubult. Neni-li jisté, zda-1i jsou Castice ve valci leukocyty nebo epitelie, nazveme
valec bunécny.

Bunéény valec pravdépodobng z erytrocytl

Cellular cast (probably red cell origin). Sedi-Stain,
%400,

Granulované valce — granule vznikaji po rozbiti bunééné membrany ve valci ¢i tubulech. Maly



pocet se jich miize objevit po intenzivni fyzické aktivité ( hodné jich bylo nalezeno u otuzilct), ale
vEtsi pocet je siln€ patologicky. Obsahuji agregované plasmatické proteiny, fibrinogen, globuliny.
Neni v nich mozno urcit piivod buiiek, ze kterych granule vznikly. Vidime-li na valci pouze n€kolik
granuli, fadime valce mezi hyalinni.

Voskové valce — jejich piitomnost je nejzavaznéjsi, objevuji se pii chronickém onemocnéni ledvin.
Rika se jim valce renalniho selhani. Maji homogenni strukturu, ale v n&kterych ¢astech mohou
prechézet ve valec jiného typu — napf. granulovany. Jsou nejSirsi ze vSech valcl a mivaji
nepravidelné zalomené konce. Vypovidaji o poskozeni tubult a obsahuji ¢astecky ledvin. Zustavaji
v tubulech ledvin nejdéle.

Voskovy valec s granulovanym koncem

g

Broad waxy cast with central fissure and granular end. Sedi-Stain. A, Low-power,
%160. B, Higher magnification of same cast as in A, showing granular end and fat
inclusions, x<400.

Tukové vilce — objevuji se v pfipadé silné renalni dysfunkce, nefrotického syndromu. Casto jsou
v moci s pénou, siln€ zvySenou bilkovinou a albuminem, u diabetiki, po intoxikaci Hg. Obsahuji
ovalna tukova téliska. Specialnim barvenim lze rozlisit, zda je v nich pievaha cholesterolu ¢i
triglyceridu.

Pseudovalce — napt. vlakna hlenu, vlakna z plinek
Krystaly a amorfni drt’ — vétSinou se nejedna o pfili§ vyznamny nalez. NejCastéji se objevuji oxalaty,
kyselina mocova, fosfaty a triplfosfaty. Vyjimecné je tieba pocitat s tvorbou 1ékovych, bilirubinovych,

cystinovych a myoglobulinovych krystalt.

Krystaly kyseliny mocové



Uric acid, large, barrel-shaped, x100 Uric acid, large, lemon-shaped, <400,

Pii mikroskopickém vysetfeni moce hodnotime také pritomnost dalSich nalezenych kategorii jako jsou
napf. bakterie, kvasinky, plisné, hlen, spermie atd.

Kvasinky — typické fetizkovité fazeni
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Many slightly stained yeast, white cells (4), and red
cell (arrow). Sedi-Stain, <400.



Mocové konkrementy

Stﬁ’daj ici se vrtvy

e —
Priarez konkrementem z

mocoveého mechyre, apatitu a whewellitu s

sklada se z vrstev struvitu  Qdlitkovy kamen z panvicky
a apatitu. ledvinné tvofeny vrstvami

struvitu a apatitu.

primési weddellitu,
vybrus, PM
zvétseno 160x

Metody pouzivané k analyze mocéovych konkrementu:
1) INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE

Infracervena spektrometrie je metoda, ktera zkouma absorpci infracerveného zateni molekulami
vzorku. Poskytuje informace o pfitomnych funkénich skupindch a o molekulové struktute latky a
slouzi i k jejimu kvantitativnimu stanoveni.

V infracervené oblasti je aktivni vétSina molekul, pficemz absorp¢ni spektrum je pro latku tak
charakteristické, ze kromé izomert prakticky nelze najit dve rizné latky se stejnym spektrem.

Pti absorpci elektromagnetického zafeni v infraCervené oblasti spektra nastava zména vibracnich a
rotacnich stavii molekuly.

Infradervena ¢ast spektra se déli na oblast blizkou, stiedni a vzdalenou (rota¢ni zmény). Pti analyze
mocovych konkrementil se vyuziva stfedni oblast, ve které dominuji vibraéni zmény - v rozsahu 4 000
do 400 cm™.

InfraCervené spektrum

Vznika superpozici absorpcnich past nalezicich vibracim dvojic atomt, skupin atomil nebo celé
molekuly. Znazornuje zavislost absorbance A nebo transmitance T na vino¢tu nebo vinové délce .

V infracerveném spektru se rozlisuji dvé oblasti:

«  oblast skupinovych vibraci mezi 4 000 aZ 1 400 cm™

+  oblast "otisku palce" pod 1 400 cm™, kde se nachézeji deformacni a skeletové vibrace, které
jsou charakteristické pro molekulu urc¢ité chemické slouceniny.

Metodika pripravy vzorku
Pii analyze konkrementii se v IC nejéastéji pouziva KBr technika, kterd spociva v lisovani smési

jemné rozetfené analyzované latky s KBr. Slisovanim suché smési tlakem cca 500 MPa v lisovaci
formé vznikaji prihledné tablety, které se analyzuji v spektrometru.



Priklady IC spekter:

2) Polarizaéni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskop je vyuzivan v geologii, mineralogii a metalurgii. Oproti béznému
mikroskopu je vybaven polarizatnim zafizenim, které umoziuje studovat i ty vlastnosti minerald,
které nejsou patrné v obycejném (nepolarizovaném svétle). Optickymi metodami Ize mineraly
studovat v prochazejicim nebo v odrazeném svétle.

Optické jevy, k nimz dochazi v dasledku interakce polarizovaného svétla a krystali, jsou casto
neobycejné slozité. Kvalitni vyuziti polarizaéniho mikroskopu vyzaduje mnoho dalSich znalosti a
predevsim praktickych zkusenosti.

Stanoveni hormond, 1€ka, tumormarkert, kardiomarkerti, anemickych markert
a osteomarkert

Ke stanoveni uvedenych parametra se pouzivaji pfevazn¢ imunoanalytické metody. Dalsi
vyznamnou metodikou pro tyto analyty je vysokou€inna kapalinova chromatografie.

Imunoanalytické metody jsou zaloZeny na specifické reakci antigen — protilatka.

Muzeme je rozdelit z nékolika hledisek:

- dle uspotadani reakce — kompetitivni, nekompetivni (sendvi¢ové)

- dle prostifedi — homogenni imunoanalyza (stanoveni a detekce piimo v reakéni smési —
fluoroimunoanalyza, pf. ptistroj Kryptor, firma Brahms )

heterogenni imunoanalyza (po separaci vytvoreného imunokomplexu —

vétSina pouzivanych metod)

- dle techniky pouzité k méfeni signalu — radioimunoanalyza, enzymoimunoanalyza,
luminiscenéni imunoanalyza, fluoroimunoanalyza

- dle pouzité znacky (Casto je predmétem patentu konkrétni firmy)



Kompetitivni stanoveni:

Stanovovany antigen soutézi se stejnym antigenem, na ktery je navazana znacenka o
limitované mnozstvi protilatky. Velikost odezvy je nepfimo zavisla na koncentraci
stanovovaného analytu. Kalibra¢ni kiivka ma hyperbolicky tvar.

Metoda je vhodna pro nizkomolekularni analyty s malou molekulou (pt. T3, steroidni
hormony, B12, folat, teofylin, fenytoin). S vyhodou se u ni pouzivaji polyklonalni protilatky.

Sendvicové stanoveni:

Stanovovany antigen ze vzorku reaguje a dvéma protilatkami, které jsou v reakéni smési

v piebytku. Jedna protilatka byva znacend, druha protilatka umoziuje separaci vznikajiciho
komplexu. Velikost méfeného signalu je ptimo umérna koncentraci stanovovaného antigenu

( parabolicky tvar kalibra¢ni kiivky).

Metoda se pouziva pro vétsi molekuly a molekuly s vys$si molekulovou vahou, které umoznuji
vazbu protilatek na dvé determinanty — pf. TSH, ferritin, nddorové antigeny (CA), PSA, S100,
CKMB mass, Troponin T, osteomarkery (PINP, 3- CrossLaps). PouZzivaji se pfi ni dvé
monoklonalni nebo jedna monoklonalni a jedna polyklonalni protilatka.

Miistkové uspotadani:
Podobné jako sendvicové uspotfadani, ale princip je pouzivan ke stanoveni protilatek (pf.
IgA). Protilatka reaguje s dvéma antigeny.

nekompetitivni —
sendvi¢ové uspofadani
kompetitivni usporadani

Signal

Analytické koncentrace

Specificita a senzitivita imunochemickych vySetfeni jsou ovlivnény pouzivanou protilatkou.
Pouzivany jsou protildtky monoklondlni a polyklonalni.

Monoklonalni protilatky — jsou produkovany hybridovy, které se ptipravuji fuzi
imunizovanych slezinnych butiek s nddorovymi. Po vy¢isténi a selekci produkuji jen jedinny
typ protilatky. S touto protilatkou se dosahuje vyssi specificity. Lze ji produkovat
kontinudlné.

Polyklonalni protilatky — pfipravuji se imunizaci zvitete, jsou vzdy smési protilatek, jsou
schopny rozeznat i izoformy antigenu a maji proto vyssi citlivost. Zavisi na imunizovaném
zvirteti a jejich ziskani miize byt neopakovatelné.

Pro vyslednou senzitivitu stanoveni je podstatny také zptisob detekce — dostatecnou citlivost
maji napf. luminiscencni metody.



Ruéni metody:

Radioimunoanalyza:

Jedna se o nejstarSi imunoanalytickou metodu, ktera se fadi k heterogenni imunoanalyze.
Pouziva se jiz od roku 1959. Je velmi citliva, ale naro¢na na ru¢ni praci a na zachovani
predpist pii praci s radioizotopy.

Jako znacka se pouziva izotop jodu '*’I. Jedna se o X — zaFi¢ s polotasem rozpadu 60 dni.
Vyjime&ng, pouze v malo laboratofich se pouziva znadeni B — zaFi¢em triciem (CH)

s polo¢asem rozpadu kolem 12 rokd.

Radioimunoanalyza se pouziva v kompetitivnim uspotradani (RIA) nebo jako sendvicova
metoda (IRMA — Imunoradiometrickd analyza).

Presto, ze pocet analytli stanovovanych radioimunoanalyzou nebyva v souc¢asnych
laboratotich pfili§ vysoky, ma tato analyza v rdmci imunoanalytickych metod nezastupitelné
misto. V nabidce jsou Casto stanoveni noveé pouzivanych analytt, ktera jesté nebyla
vypracovana pro automatické imunoanalyzatory.

Schematické znazornéni kompetitivniho stanoveni (RIA):

Schéma zachycuje jednotlivé kroky — smichani komponent, inkubaci (vznik komplexu
antigen-protilatka), separaci ( v tomto ptipadé ukotveni komplexu na pevném nosici a
promyti) a detekci.

D prvni® protilatka
e znadeny antigen
o neznaceny antigen

——
(o
@ m

inkubace dekan- méfenf
tace

promyti

Piiklad - stanoveni 17-OH Progesteronu:

Zvysené hladiny 17-OHP v krvi nasvéd¢uji vrozenému metabolickému onemocnéni
kongenitalni adrenalni hyperplasii (CAH).

Principem stanoveni je kompetitivni RIA ve zkumavkéach potazenych protilatkou proti 17-
OHP. Sérum a standardy se inkubuji ve zkumavkach potaZenych protilatkou spolecné s
17-OHP znagenym '*°I (radioindikator). Po inkubaci a odsati obsahu zkumavek se méi
radioaktivita navazaného komplexu ve zkumavce. Koncentrace 17-OHP ve vzorcich se
odecitaji z kalibracni kiivky.

Detekce se provadi s vyuzitim scintilaéniho dektoru:

Gama m¢étic LB 2104 je multidetektorovy gama méfic, je uréen pro kvantitativni méteni



radioaktivity gama zateni radioaktivnich nuklidt. Scintila¢ni detektor je zaloZen na vzniku
luminiscence pii prichodu ionizujiciho zafeni vhodnou latkou - scintilatorem. Pro detekcei
zafeni gama se jako scintila¢ni jednotky pouzivaji krystaly NaJ/Tl, tj. jodidu sodného, v némz
je obsaZeno malé mnoZstvi thalia. Systém je vybaven 12 scintilacnimi jednotkami (sondami)

a fotonasobic¢em.

Pti priichodu zatfeni gama scintilaénim krystalem dochazi k fotoelektrickému jevu a ke
Comptonove rozptylu (foton vyrazi elektron a ztraci ¢ast energie). Elektrony uvolnéné z
atomovych obalil excituji atomy krystalu. Pfitom vzniké viditelné luminiscenéni zafeni zvané
scintilace. Pro pfeménu scintilaci na elektrické impulsy, se pouzivaji fotonasobice.

Pti detekci je mozno méfit az 12 zkumavek soucasné.

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Stanoveni patii k enzymové imunoanalyze, kdy je enzym vyuzivan jako znacka. Enzymova
imunoanalyza miiZze byt vyuzivana také na imunoanalyzatorech (pf. Immulite, Siemens,
enzym ALP). U ru¢ni techniky ELISA se nejcastéji jako znacka pouziva kienova peroxidasa.
Opét miiZzeme vyuZit uspofadani kompetitivni nebo sendvicové.

Stanoveni se provadi na mikrotitracnich destickach, potazenych protilatkou. Jednotlivé faze
stanoveni jsou velmi obdobné jak bylo uvedeno u radioimunoanalyzy. Pro usnadnéni prace se
Casto vyuzivaji vicekandlové pipety a automatické promyvaci stanice.

K detekci slouzi vertikalni fotometr pro mikrotitracni desticky (reader). Uspotfadani umoziuje
proméfit koncentrace v celé desti¢ce soucasné.

Nevyhodou stanoveni je nutnost provedeni vicebodové kalibra¢ni zavislosti pii kazdém
méteni. Vzhledem k tomu, Ze metodika se v soucasnosti pouziva vétsinou pro vysoce
specialni analyty, které nebyly dosud pfevedeny na automatické imunoanalyzatory, byvaji
vzorky skladovany, dokud se jich neshromazdi vétsi pocet. Mikrotitracni desticky je mozno
rozlozit na jednotlivé pouzky, takze neni nutné zpracovat celou desticku.

Na pracovistich, kde se provadi vétsi pocet ELISA stanoveni je mozno zakoupit také systém,
kde je pipetovani, promyvani i méfeni automatizovano ( BRIO od firmy DRG).

Piiklad ELISA - stanoveni luteinacniho hormonu:

Souprava je urcena ke stanoveni LH v séru sendvicovou ELISA. Jamky v mikrotitracni
desti¢ce jsou potazeny monoklonalni protilatkou proti LH, ktera vychytdva LH ze vzorku.
Druha protilatka, ktera se ptidava, je polyklonalni a je znaCena kienovou peroxidasou. Po
inkubaci 1 h pti 37 °C a pétinasobném promyti deionizovanou vodou se pfida substrat
tetrametylbenzidin, ktery reaguje s enzymem. Reakce se zastavi kyselinou sirovou a intenzita
zbarveni se méti pii 450 nm.

Luminiscen¢ni imunoanalyza (heterogenni) — automatické imunoanalyzatory:

Analyzatory s luminiscencni - zejména piimou chemiluminiscen¢ni detekci jsou na trhu
znacn¢ rozsifené. Vyznacuji se vysokou citlivosti, takze jsou pro stanoveni hormonii velmi
vhodné. Luminofory pouzivané ke znaceni nemaji interference v biologickych materialech.
Zavedeni nové metody na analyzatory je ¢asove i financn¢€ naro¢né trva vétSinou nékolik let,
coz je proti RIA a ELISA metodam, které jsou vyvijeny mnohem rychleji, zfetelnd nevyhoda.
Nabidka metod byva proto pozadu za technikou RIA a ELISA.

Velkou vyhodou je vSak automatizace a v posledni dobé moznost provedeni klinickych a
imunoanalytickych metod na automatech z jedné zkumavky.

1) Cheminiluminiscence — ptistroj Centaur, firma Siemens (Bayer)



Princip méFeni: systém méfi kvantitativni mnozstvi svétla emitovaného béhem
chemiluminiscencni reakce, pevna faze jsou paramagnetické Castice, znacka je AE
(acridinium ester) - chemiluminiscenéni latka, kterd emituje svétlo pti oxidaci H,O, v
alkalickém prostiedi. Reakce probiha béhem jedné sekundy a je velice citliva ( 1079).

Jako v ptedchozich ptipadech se vyuziva kompetitivni i sendvicova reakce.

a) Kompetitivni — pf. stanoveni estradiolu
Estradiol ve vzorku soutézi s estradiolem oznacenym akridinium esterem o limitované
mnozstvi krali¢i protilatky proti estradiolu. Krali¢i anti estradiolova protilatka je navdzana na
my$i protilatku proti kralicimu IgG, kterd je spojena s paramagnetickymi ¢asticemi.

1 Antibody 3 Analyte-specific Antigen in the Sample
2 PMP 4 AE-labeled Antigen

Po inkubaci systém magneticky odseparuje komplex antigen — protilatky s paramagnetickymi
Casticemi a promyje Castice.
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1 PMP-Antibody-Antigen Complex
2 PMP-Antibody-Antigen-AE Complex

Dale se ptida peroxid vodiku a v luminometru NaOH, ktery inicializuje chemiluminiscenéni
reakci.

a) Sendviova — pf.stanoveni hCG

Pouziva se konstantni mnozstvi dvou protilatek. Prvni je polyklondlni kozi protilatka proti
hCG, oznacena acridinium esterem. Druhd, monoklonalni mysi protilatka proti hCG je
kovalentné vazana s paramagnetickymi ¢asticemi. Tyto dvé protilatky jsou specifické pro
odlisné pritomné epitopy, free betasubjednotku a betasubjednotku intaktni molekuly.



1 Acridinium Ester 3 Analyte-specific Antigen in the Sample
2 Antibody 4 Other Antigens : 1 PMP-Antibedy-Antigen-Antibody-AE Complex

Po separaci, odsati a promyti se opét davkuje reagent a probéhne chemiluminiscencni reakce.
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1 Magnets
2 PMP-Antibody-Antigen-Antibody-AE Complex
3 Cuvette

2) Elektrochemiluminiscence —pfistroj Elecsys nebo Modular s modulem E 170 (Roche
Diagnostic)

Podle uspotadani metody — kompetitivni nebo sendvicové — jsou protilatka nebo antigen
biotynilovany. Dalsi specificka protilatka je zna¢ena rutheniovym komplexem.



Pfi sendvicovém uspotadani pak protilatky reaguji s antigenem ve vzorku (napt. TSH) za
tvorby sendviCového komplexu. Firma vyuzivd dv€ monoklondlni protilatky. Po ptidani
mikroc¢astic potazenych streptavidinem se komplex vaze na pevnou fazi interakci biotinu se
streptavidinem.

SANDWICH PRINCIPLE

Y BIOTINYLATED
ANTIBODY




Mikrocastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody. Po piidani substratu
tripropylaminu (TPA) a pfivedeni napéti na elektrody vznikd elektrochemiluminiscenéni
emise — ruthéniovy komplex uvolni na elektrodd elektron za vzniku Ru(bpy);’" kationu.
Ruthéniovy marker se po luminiscen¢ni reakci regeneruje.

v

Pti kompetitivni reakci (napf. stanoveni fT4) soutézi stanovovany antigen s biotynilovanym
antigenem o limitované mnoZstvi znac¢ené protilatky (polyklonalni). Pouze komplex
biotynilovany antigen — protilatka se mize vazat na paramagnetické castice. Komplex
stanovovany analyt — protilatka je pfi separaci odstranén. Déle probihé reakce stejné jako

v pfedchozim piipad¢€. Velikost signalu je vSak nepfimo imérna koncentraci stanovovaného
analytu.



COMPETITIVE PRINCIPLE

@ anticen Sk RU

BIOTINYLATED
ANTIGEN

Homogenni fluorescen¢ni imunoanalyza — TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate
Emission) - Kryptor (Brahms)

Princip méteni:
» Neradioaktivni pfenos energie z donoru (kryptatova struktura s iontem europia v
centru) na akceptor (chem. modif. protein)
* Meéfeni signalu emitovaného z imunokomplexu s ¢asovym zpozdénim
» Mc¢éfeny vzorek je ozafen dusikovym laserem, nasledné donor (kryptat) emituje
fluorescencni signal, po ném emituje signal akceptor

Odpadaji promyvaci a separacni kroky



AACC
AAS
ABR
ALTM
B.b
BCR
CA
CDhC
CE

CE
CEDIA
CMIA
CRM
CSF
CUSUM
cVv
CIA
CSKB
DELFIA
DGKL
DPM
EC
ECLIA
EHK
EIA
EKK
ELFO
ELISA
EMIT
EN
ERM
ESI
EU
FAAS
FAES
FIA
FID
FPIA
GC
HAMA
HPLC
IC

ID
IEF
IFCC
ILMA
IQC
IR
IRMA

Zkratky

Americka spole¢nost pro klinickou chemii

Atomova absorpéni spektrometrie

Acidobazicka rovnovaha

Primérna hodnota souboru spocitana po vylou€eni odlehlych vysledku
Odchylka praméru méfeni od spravné hodnoty (mira pravdivosti)
Evropska spole¢nost referenénich instituci

Sacharidovy tumorovy antigen

Centrum pro slledovani nemooci a jejich prevence (USA)
Kapilarni elektroforéza

Produkt vyhovuje pozadavkim Evropské direktivy 98/79 EC pro diagnostické in vitro
zafizeni

Homogenni imunoanalyza vyuzivajici rekombinantni DNA technologii
Chemiluminiscen&ni imunoanalyza na mikro¢asticich
Certifikovany referencni material

Mozkomisni mok

Metoda VKK formou kumulativniho souctu

Variaéni koeficient (Relativni smérodatna odchylka)

Cesky institut pro akreditaci

Ceska spoleénost klinické biochemie

Lanthanidy zesilena fluoroimunoanalyza

Némecka spolec¢nost klinické chemie a laboratorni mediciny
Dé&diéné poruchy metabolismu

Evropska komise

Elektrochemiluminscenéni imunoanalyza

Externi hodnoceni kvality

Enzymoimunoanalyza

Externi kontrola kvality

Elektroforéza

Heterogenni enzymoimunoanalyza

Homogenni enzymoimunoanalyza

Evropska norma

Evropsky referenéni material

Elektrosprayova ionizace

Evropska unie

Plamenova atomova absorpCni spektrometrie

Plamenova atomova emisni spektrometrie

Fluorescenéni imunoanalyza

Plamenovy ioniza¢ni detektor

Fluorescencéni polarizaéni imunoanalyza

Plynova chromatografie

Lidské anti-mysi protilatky

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

lontova chromatografie

Izotopové ziedovani

Izoelektricka fokuzace

Mezinarodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny
Imunoanalyza luminiscenéni (nekompetitivni)

Vnitini Fizeni kvality

Infradervena spektrometrie

Imunoradiometricka analyza



IRMM
ISE
ISO

IU (V)
IVD MD
1ZIP
JCTLM
LASER
LC

LIA

LIS
LOT
MEIA
MS
MS/MS
NAA
NCLP
NIST
NZIS

PCR
PENIA
PETIA
pH
POCT
PRM
QC
QCM

RIA
RM
ROC

s2

SD
SEKK
SIKK
SLP
SOP
SRM
TAT
TDM
TEa
TLC
™
TMU
TRACE

VK
VKK
WHO

Mezinarodni institut pro referenéni materialy a méfeni
lontové selektivni elektroda

Mezinarodni komise pro normalizaci

Mezinarodni jednotka

In vitro diagnostické zafizeni pro zdravotnické ucely
Internetovy pfistup ke zdravotnim informacim pacienta
Spole¢na komise pro navaznost v laboratorni mediciné
Zesilovani svétla pomoci stimulované emise zareni
Kapalinova chromatografie

Luminiscenéni imunoanalyza

Laboratorni informaéni systém

Cislo sarze

Enzymova imunoanalyza na mikro€asticich
Hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Neutronova aktivaéni analyza

Narodni &iselnik laboratornich polozek

Narodni ustav pro normalizaci a technologie (USA)
Narodni zdravotnicky informacni systém

Krevni plazma

Hladina pravdépodobnosti

Polymerazova fetézova reakce

Imunonefelometrie zesilena ¢asticemi
Imunoturbidimetrie zesilena ¢asticemi

Zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych iont
Laboratorni metody a testy provadéné v misté péce o pacienta
Primarni referenéni material

Rizeni kvality

Material kontroly kvality

Vytéznost (recovery)

Radioimunoanalyza

Referencni material

Operaéni kfivka pouzivana ke sledovani specifiCnosti a citlivosti metod
Krevni sérum

Smérodatna odchylka

Rozptyl

Smérodatna odchylka

Systém externi kontroly kvality (CR)

Systém interni kontroly kvality

Spravna laboratorni praxe (také nazev pocitacového programu)
Standardni operaéni postup

Standardni referenéni material

Cas odezvy

Sledovani terapeutickych koncentraci 1€k

Celkova analyticka chyba

Tenkovrstenna chromatografie

Tumorové markery

Cilova nejistota méfeni

Fluorescenéni imunoanalyza vyuzivajici kryptandy vazici fluorofor (Eu3+)
Mo¢

Varia¢ni koeficient (Relativni smérodatna odchylka)
Vnitfni kontrola kvality (ekvivalence IQC)

Svétova zdravotnicka organizace

Primér






