Specifické rysy
klinicko - biochemické analytiky

m PREANALYTICKA faze
m ANALYTICKA faze
m POSTANALYTICKA faze

Analyticka faze nemuize korigovat
chyby faze preanalytické

(G.von Boroviczeny)
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Faktory neovlivnitelné

Pohlavi

Rasa, etnicka a socialni skupina
Vék

Cyklické zmény

Gravidita

Biologicky poloCas

Soucasné probihajici jina nemoc

Zpusob stanoveni referencnich hodnot

Faktory oviivnitelné

« Fyzicka aktivita pied odbérem
= Psychicky stres

« Dieta

» Koufeni

* Léky

= Nadmoiska vySka

« QOperace
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PREANALYTICKA faze

» Pfed odbérem biologického materialu

» P¥i odbéru biologického materialu

* Mezi odbérem a analyzou
biologického materialu (transport)

ANALYTICKA faze

v Standardni operacni postupy (SOP)

analytické

technické

logistické

statistické

POSTANALYTICKA faze

v Validace vysledku

v Vydej vysledku

v Uskladnéni vzorkU

v dal8i postanalytické Cinnosti




ANALYZOVANY MATERIAL
m B-KREV
= VENOZNI / ZILINI (V)
= ARTERIALN{ @)
= KAPILARNI ©

Pfiklad oznaceni: aB-pO, , VB-Glukosa

04/11/2014

= S-krevni SERUM
= SRAZLIVA krev
doba srazeni 30min a vice
(— aktivator sraZeni, gel +/-)
centrifugace 10 min, 1500x g

Pomérkrvea =
antikoagulacniho Cinidla!

u P-krevni PLAZMA Thned po odbéry: 5 — 10 x etrng

prevrdtit, netfepat!

= NESRAZLIVA krev
— protisrazliva Cinidla, gel +/-

HEPARIN-Li,Na,NH4,

EDTA
CITRAT
OXALAT
- > B {plné krev)
po centrifugaci — P (plazma)




Vzhled séra / plasmy

« HEMOLYTICKY
« IKTERICKY
« CHYLOZNI
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= U- MOC

JEDNORAZOVA
SBIRANA

m B- KREV
u S- SERUM

u P-PLAZMA

= U- MOC

= MOZKOMISNI MOK (likvor)
w STOLICE

= MOCOVY KAMEN

= VYPOTEK

= SLINY

= POT




Odbér a zachazeni s
biologickym materiadlem
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Priprava pacienta pred odbérem
biologického materidlu

« Informovanaost pacienta
* Rezim pired odbérem

Odbér biologického materialu

Nacasovani odbéru

Misto odbéru

Poloha pii odbéru

Zpusob odbéru a odbérové systémy
Turniket

QOdhér: Krev

Moé

MozkomiSni mok

Stolice

Sliny, Pot, ...




Odbér krve — obecné podminky

1 - 2 dny vynechat Iéky?, vitaminy, fyzickou zatéz,

vynvecvhat tucna jidla, alkohol, omezit maso; ne po nocni

sméné

m Rédnov 6 -8h, nalacno (10 - 12 h)

m Pred odbérem nekoufit, nepit kdvu, rano vypit 300 ml
neslazeného Caje (vody)

m 30 minut pred venepunkci télesny klid v ¢ekarné, odbér
vsedé/vleze

m Turniket jen na 15 s, ,nepumpovat™

m Misto bez jizev, hematom{, ne strana po mastektomii

(lymfostéza) nebo s otokem
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Odbér krve — obecné podminky

Odbér musi byt
= anaerobni
= bez bublin
= s dokonalym promichanim krve s pfidanymi Cinidly
Cinidly

Poloha pacienta pfi odbéru

Rozdily pfi zméné polohy
vleze - vstoje/vsedé (Guder et al. 1996)

5-10% Ca, AST, ALP, albumin,
cholesterol, bilkoviny,...
11 -15% Ery, hematokrit, ...
16 — 50% Epinefrin, ...
>50% Renin, norepinefrin,...




= JEDNORAZO
] Sélll.ll !Iel x aktivator

- -

srazeni
= PLASMA heparinNH,Li, EDTA;NaF,

ODBEROVE SOUPRAVY
VE
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/ SARSTEDT

Povinné udaje na laboratorni
Zadance

Odbomest

.‘@ Den.  Mésk Tk
199

Nakl stedisko Hodina Minuta

pdl .(.as odbény,




Transport biologického materiélu

+ Donéska
» Automobilova a jina pfeprava
« Potrubni posta

Casova odezva (TAT, tumaround time)
je doba, za kterou je k dispozici vysledek
« TAT laboratorni

« TAT celkovy

04/11/2014

Cetnost preanalytickych chyb

Hemolyza 40 - 70%
Nevhodny vzorek 19 - 46%

Chybna identifikace 1-2%
(znaceni odbérovych nadobek/zkumavek 50%,
zadavani dat do LIS 22%)

Hemolyza

» in vitro > 98%
> invivo < 2%

oviiviiuje minimainé 40 analytd
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Vznik hemolyzy (in vitro)

m Odbér

m Transport

m Zachazeni

m Skladovani (mimo i v laboratori)

Mechanismy plsobeni hemolyzy

= Uvolnéni hemoglobinu a dalSich
intracelulamich latek do séra nebo
plazmy
- zvySeni koncentrace (K, LD,...)
- snizeni koncentrace (Glukosa, Na,...)
m Chemicka interference (oviivhéni CK
adenylatkinasou,...)
= Spektrofotometricka interference

Klinicko-biochemicka diagnostika

1- l: Ial l-; I Il

2. Semikvantitativni analyza —
diagnostické prouzky

3. Kvantitativni analyza




m Spektroskopické metody
- Absorpéni
= Fatometrie — UV/VIS (kolorimetrie) - bar. Latky, NAD(P)H

‘ni spektroskapie (AAS) — Ca, Mg, Fe, Cu,
Mg, Mn, Zn, ...

- Emisni

= Plamenova emisni fatametrie (PES) — Na, K, (Ca, Mg, Li),...

Potenciometrické metody

= pH

= Krevni plyny — pCo,, pO,

= Iontové selektivni elektrody — Na, K, Ca
m Elektroforetické metody — bilkaviny, iscenzymy, lipoproteiny
= Imunochemické metady — bilkoviny, peptidy, hormony, TDM

n Chromatografické metody — glykovany Hb (HbAIC), 1é¢iva,
metabolity,...
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Analyza anorganickych latek

KATIONTY: Na*, K*, Ca2+, Mg2*, Fe, Zn, ...

PES — vzorek se rozprasuje do plamene ( propan ~ 1925 °C,
acetylen ~ 3000 °C)

1 i/ HAR

t
‘_ i ; L pesed’plamene
4 4 . > =
- s \ 3 N
K -770 nm_.?\?a -588nm 598 o A

AAS — fadové citlivéjsi; Ca, Mg, Zn, Cu, Al, Fe
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ISE — méfi aktivitu iontl (zavisi na iontové
sile, vazbé na bilkoviny a anionty)

Aktivita a vyjadfuje redlné (s termodynamickymi rovnicemi
konzistentni) plisobeni rozpusténé slozky / (iontu) odpovidajici jeji
koncentraci korigované zahrnutim ,stinicich* coulombickych interakci
vyjadienych aktivitnim koeficientem y

a=qy

Pfi nekone¢ném zfedéni roztoku elektrolytu je y— 1
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wws

ISE — méri aldtivitu iont (zavisi na iontové
sile, vazbé na bilkoviny a anionty)

Aye = Ce - Yne -~ Molarni
B = Mype - Tue oo MOIINE |0 (P) = 0.93 ka/kg
¥ie (P} = Ypee (P} - p (H,0)/py,0(P)

mmol/l T Na*

140 — vl gl a5

1 Toemmlicoy st — T e (P)=0.74
B elektro ¥ {
vazany 24% | é
100 —| - — - o
| aktivni 74% g r
“r
- i
L g| [ <
ik dL T

Na* (128-145 mmol/I), K* (3.0-5.2 mmol/I)
vétsSinou kvantifikovany soubézné

1. PES

2. ISE - Na (specialni sklo), K (valinomycinova eloda)
3. fotometrické metody

a) Na+ enzymaticky

CH,0H
CH,OH o lo}
o_ o S O
-galaktosidasa
0N ) ON
2-nitrofenyl-galaktosid LI
bezbarvy

Vyvazani nadbytku Na*: {ﬁ
Na* + kryptand .. Na*-kryptand ‘-'\f‘-/

11
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b) K+ enzymaticky
+

PEP + ADP [pyruvat|+ ATP

pyruvatkinasa

pyruvat + NADH # H* —— laktat + NAD*

b) K* enzymaticky

+

PEP + ADP [pyruvat|+ ATP

pyruvatkinasa

pyruvat + NADH & H*——— laktat + NAD*

Iinterference Na* (Na-kryptand),
NH4* (preinkubace s glutamatdehydrogenasou)

NH,* + a-ketoglutarat + NADH + H* GD, Glu + NAD* + H,0

¢) vazba do chromogennich crown-ether{i (18-crown-6)

Caz* (2.5 mmol/l)

volny

Vazany s bilkovinami
transport plasmou na albuminu (nespecificka vazba,
12-30 Ca na molekulu Alb, kompetice mezi H+ a Ca?+),
vazba na globuliny (Alb/globuliny ~ 7/2),

vazba i s HCO;, laktdt, citrat ..

Ca2
1.25I

Lionizovany“Ca?*
1.15 mmol/l

~neionizovany“ Ca
(soli, komplexy)

01 mmal/l

12
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Stanoveni CaZ+

Celkovy Ca
= PES, AAS
= Fotometrie — tvarba barevnych komplexd

(alizarin, methyithymolova modf, o-kresol-
ftaleinkomplexon)

Ca?* + o-kresolftalein

Cerveny komplex (570 nm)

Ionizovany Ca - ISE
Iontové selektivni membrana:
Iontoménice — na bazi organofosfati
(dioktyifenylfosfat)
Neutrdlni nosi€e s vhodnymi stérickymi a
elektrostatickymi viastnostmi

h1|(::l:'] A Y2+ = 0.29

= ik ] Komplikace - koncentrace
~ Ca?* zavist na pH

Mg2* (0.65 — 1.05 mmol/I), 71% voiny, 229 Alb, 7% globuiiny

Poskytuje barevné komplexy s fadou latek
Methylthymolova modié = komplex 510 a 600 nm

kalmagit = fialovy komplex 532 nm
Enzymové metody (komplex Mg.ATP)

glycerolkinasa
Glycerol + Mg.ATP ———— glycerol-3-P + Mg.ADP
glycerol-P-oxidasa .

hexokinasa
D-glukosa + Mg.ATP—— D-glukosa-6-P + Mg.ADP

Glukosa-6-P-dehydrogenasa | NADPH

13



Fe (7.16 — 28.6 umol/l), so0- 1600 ug/t
AAS
kolorimetrie

Fe2* - barevné komplexy s fadou latek
bathofenantrolin, trispyridyltriazin (TPTZ), ferrozin
(3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-fenylsulfonat)-1,2,4-triazin)

1. Disociace Fe z transferinu (kyselé prosttedi)
2. Redukce Fe3* na Fe2* (hydrazin, hydroxylamin,

3. Tvorba komplex@ a fotometrie
Stanoveni ferritinu 15 - 200 ug/L
TIBC - celkova vazebna kapacita 2500 - 4000 ng/L
neprimé stanoveni transferinu

Saturace transferinu nadbytkem Fe, odstranéni nadbytku
adsorbentem (ionexy, MgCO;), stanoveni koncentrace
Fe v plivodnim vzorku a po nasyceni
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ANIONTY: CI (101 - 111 mmol/Il)

1. Merkurimetricka titrace

2 CI + Hg(NO5), = HgCl, + 2 (NO,)
nadbytek Hg2+ + bisfenylkarbazon = modry komplex

2. Coulometricka titrace (referenéni metoda)

titrace Ag* vznikajicich elektrolyzou Ag elektrody, méfi se doba
rozpousténi elektrody do ekvivalentniho bodu)

3. Fotometrické stanoveni - thiokyanatové metoda

Hg(SCN), + 2 CI = HgCl, + 2 SCN-
3 SCN- + Fe3+ = Fe(SCN); ... €erveny komplex

Anorganicky fosfor (0.81 —1.55 mmeol/l)

H,PO,’, HPO,*
(1:1 acidosa, 1:9 alkalosa, 1:4 pH 7.4,
100:1 pH 4.5 v modi)

1. tvorba fosfomolybdenovych komplexd v kyselém
prostiedi
- méfeny piimo : (NH,)5[P(M0;04().] ... 340 nm
- po redukci na fosfomolybdenovou modf ... 600 nm
(kys. askorbova, kys. aminonaftolsulfonova, SnCl2, ..)
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2. Enzymové metody

Schulz:

fosfat | + glykogen

fosfoglukosamutasa

fosforylasa
glc-1p ———————» glc6-P

glc-6-P-DH

glc-6-P /\ 6-P-glukonat
NADP* NADPH]+ H"
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Scopes:
fosfat
F-1,6-P-aldolasa [EEET ] ga-3-P-DH
fruktosa-1,6-bis-P I jehyd-3-P >
NAD" [ NADH |+H"

fosfoglyceratkinasa
— > 1,3-P-glycerat ﬁ» 3-P-glycerat

ADP ATP

hexokinasa
glc-6-P glc

ADP
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