CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE

FAKULTA BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

Katedra zdravotnickych obori a ochrany obyvatelstva

BAKALARSKA PRACE

2016 Petra Feketova



CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inZenyrstvi
Katedra zdravotnickych obori a ochrany obyvatelstva

Point of care testing — metody a vyuziti
Vv klinické biochemii

Bakalarska prace

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi

Studijni obor: Zdravotni laborant

Autor bakalaiské prace: Petra Feketova

Vedouci bakalarské prace: as. MUDr. Lenka Fialova, CSc

Kladno 2016



A

CZECH TECHNICAL UNIVERSITY IN PRAGUE

Faculty of biomedical engineering
Department of health care disciplines and population protection

Point of care testing — methods
and utilization in clinical biochemistry

Bachelor Thesis

Study Programme: Specialization in Health Care

Branch of study: Medical Laboratory

Author: Petra Feketova

Thesis advisor: as. MUDr. Lenka Fialova, CSc

Kladno 2016



[ Ceské vysoké uéeni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi l

Katedra zdravotnickych oboril a ochrany obyvatelstva Akademicky rok: 2015/2016

Zadani bakalarské prace

Student: Petra Feketova

Obor: Zdravotni laborant

Téma: POCT - metody a vyuziti v klinické biochemii
Téma anglicky: POCT - methods and utilization in clinical biochemistry

Zasady pro vypracovani:

V prehledné bakalarské praci bude vymezen pojem vySetfeni v mimolaboratornich podminkach
(POCT - point of care testing, vysSetfeni u pacienta), pojednan vyznam, specifika, oblasti vyuziti,
vyhody a nevyhody téchto vySetfeni v klinické biochemii. Cilem prace bude podat prehled technologii
vyuzivanych systémy POCT - instrumentélni i neinstrumentélni, a uvedeni prehledu analytickych
piistuptl, které POCT metody vyuZivaji (napf. imunochemické a imunochromatografické metody,
reflexni fotometrie, elektrochemie). Déle prace pojedné podrobnéji o vybranych oblastech a
analytech, kde je aplikace vySetieni v mimolaboratornich podminkach potfebna (napt. diabetologie,
nefrologie, kardiologie, toxikologie).

Seznam odborné literatury:

[1] RACEK, Jaroslav, Klinick4 biochemie, ed. 2. pfepr., Praha: Galén, c2006, 329 s., ISBN 80-7262-324-9 -

[2] STERN, Petr, Obecna a klinicka biochemie: pro bakalatské obory studia, ed. 1., Praha: Karolinum, 2005, 258
s., ISBN 80-246-1025-6

[3] KAS, Jan, Milan KODICEK a Olga VALENTOVA, Laboratorni techniky biochemie, ed. 1., Praha: VSCHT, 2005,
258 s., ISBN 80-7080-586-2

[4] CHROMY, Vratislav, Bioanalytika: analytické metody v klinické chemii a laboratorni medicing, ed. 2.,
pleprac. a dopl., . Brno: Masarykova univerzita, Pirodovédecka fakulta, Ustav chemie, 2011, 331 s., ISBN
978-80-904539-3-7

[5] KAPLAN, Lawrence A, Amadeo ] PESCE a Steven C KAZMIERCZAK, Clinical chemistry: theory, analysis,
correlation, ed. 4., St. Louis: Mosby, 2003, 1179 s., ISBN 0-323-01716-9

zadani platné do:  30.09.2017
Vedouct: as. MUDr. Lenka Fialové, CSc.




PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalaiskou praci s nazvem Point of care testing — metody a
vyuziti v klinické biochemii vypracovala samostatné a pouzila k tomu uplny vycet citaci

pouzitych pramend, které uvadim v seznamu ptilozeném k bakalaiské praci.
Nemam zavazny divod proti uziti tohoto Skolniho dila ve smyslu § 60 zdkona

¢.121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pradvem autorskym a o

zméné nékterych zakont (autorsky zakon).

V Kladn€ 19.5. 2016

Petra Feketova



PODEKOVANI
Na tomto misté bych rdda pod¢kovala pfedev§sim mé vedouci prace p. as. MUDT.
Lence Fialové, CSc. za pomoc, cenné rady a piipominky, odborné vedeni mé bakalaiské

prace a konstruktivni kritiku. Dale bych chtéla podékovat mé rodin€ za emo¢ni podporu.



Abstrakt:

Piehledna bakalaiské prace pojednava o vysetfeni v mimolaboratornich podminkach,
0 jeho vyznamu, vyhodéach a nevyhodach; a pouziti v klinické biochemii. Cilem této prace
je podat ptehled technologii, které jsou vyuzivany v POCT - instrumentalni a
neinstrumentalni; a ptehled analytickych pfistupii, které POCT pouziva — optické metody,
imunochemické metody a elektrochemie. Prace je dile zamétena na vybrané oblasti a
analyty, kde je aplikovano POCT — diabetologie, nefrologie, hCG, CRP, monitoring drog;

a troponiny v ramci kardiologie.

Piinosem této prace je uceleny piehled o metodach a analytickych pfistupech
vyuzivanych v POCT a déle seznameni s konkrétnimi vybranymi analyty, které vyuzivaji

testovani v rezimu POCT.

Kli¢ova slova:

Point of care testing, glukometr, diagnostické prouzky, imunochromatografie, protilatky.



Abstract:

This bachelor thesis focuses on examination in non-laboratory conditions, of its
importance, advantages and disadvantages; and its use in clinical biochemistry. The goal
of the thesis is to give an overview of technologies, which are used in POCT —
instrumental and non-instrumental; and an overview of analytical approaches, which
POCT uses — optical methods, immunochemical methods and electrochemistry. The
thesis then focuses on selected fields and analytes, in which POCT is applied —

diabetology, hCG, CRP, drugs monitoring; and troponins within cardiology.

The contribution of this thesis is an overview of methods and analytical approaches
used in POCT and familiarization with specific selected analytes, which are tested in
mode POCT.

Key words:

Point of care testing, glucometer, diagnostic strips, immunochromatography, antibody.
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1 Uvod

Point of care testing (POCT) zahrnuje fadu vysSetfeni, které je mozné provadét
V mist¢ oSetieni pacienta. Vysetfeni v rezimu POCT ptedstavuje rychle se rozvijejici Cast
klinické diagnostiky. Za nejdilezitéjsi POCT pfistroj je povazovan osobni glukometr pro
méfeni hodnoty glykémie, ale spada sem spousta dal$ich analytd, které 1ze pomoci POCT

stanovit.

POCT je pouzivano Vv ordinacich praktickych Iékait a ve zdravotnickych zafizenich
pfimo v misté oSetfeni pacienta jako rychlé orientacni testy. Nékteré typy test mohou
byt vyuzivany i k tzv. self-monitoringu, pacient si komer¢ni test ¢i zafizeni mize sam
opatfit a v domacich podminkach pouzit. K self-monitoringu patii pfedev§im osobni

glukometr a z jednorazovych testli napt. téhotensky test.

Prace se nejdiive zamétfuje na vymezeni POCT, jeho specifika a oblasti vyuZiti.
V dalsi casti podava piehled technologii vyuzivanych systémy POCT, které délime na
instrumentalni a neinstrumentalni. Nasledujici kapitola se tyka analytickych pfistupt,
které POCT vyuziva a to konkrétné optické metody zahrnujici absorpéni fotometrii,
reflektometrii, turbidimetrii, nefelometrii a fluorimetrii. Budou popsany principy
imunochemickych testil, precipitace, aglutinace, metody MEIA a imunochromatografie
vyuzivané pro stanoveni fady analytl. Déale budou popsany elektrochemické metody,

které se v ramci POCT vyuZivaji — potenciometrie, ampérometrie a moderni biosenzory.

Posledni ¢ast prace podrobné pojednava o vybranych oblastech a analytech, kde se
POCT ptistroji a testli vyuziva. Mezi vybrané patii glukometrie, glykovany hemoglobin,
Siroka skala analytd stanovovanych pomoci diagnostickych prouzkt v ramci nefrologie,
dale stanoveni hCG, CRP a drog pomoci imunochromatografickych testl a jako posledni

budou probrany kardiomarkery zastoupené troponiny.
Prace podava uceleny piehled analytickych pfistupi a vybranych analyti
vySetiovanych v rezimu POCT. V domaci literatufe se nevyskytuje zadnd souhrnna

prehlednd prace zabyvajici se POCT, tato bakaldiska prace by tedy mohla plnit funkci

struéného piehledu vysetifeni v mimolaboratornich podminkach.
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2 Cile prace

Cilem prace je podat stru¢ny piehled o skupiné vySetieni v klinické biochemii
spadajici do rezimu POCT. V samostatnych kapitolach bude vysvétlen pojem a uloha
POCT a dale metody, které jsou v oblasti POCT vyuzivany. Dalsi ¢ast se soustfedi na
vybrané analyty, které jsou pomoci POCT vySetiovany. Konkrétné se jedna o glykémii,
glykovany hemoglobin, analyzu moce diagnostickymi prouzky, stanoveni okultniho
krvaceni ve stolici, lidského choriového gonadotropinu (hCG ), C-reaktivniho proteinu

(CRP), drog a kardiomarkeru troponinu.
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3 Point of care testing

Point of care testing (POCT) byva nejjednoduseji definovano jako laboratorni
metoda provadéna u pacienta. Mezi dal$i definice patii vySetieni In vitro
v mimolaboratornich podminkach. Kromé& ndzvu point of care testing se pouziva i near
patient testing, bedside testing popiipadé off-site testing. Nejpouzivangj$im terminem
vsak zlstava point of care testing, ve zkratce POCT. (Chromy, 2011, s. 127)

Neni zvykem nazev POCT do &estiny piekladat. CSN EN ISO 22870:2006 zavedla
termin vySetfeni u pacienta, ve zkratce VUP. VUP je normou definovano jako:
., VySetieni, které se provadi v blizkosti pacienta nebo primo u pacienta s vysledkem

vedoucim k mozné zmeéné péce o pacienta. . (Houska, 2006)

K dosud nejobsahlej§im dokumentim zabyvajicim se POCT patii smérnice
americké NACB (National Academy of Clinical Biochemistry). POCT je tu definovano
jako: ,, ... klinické laboratorni vysetieni konané blizko mista péce o pacienta a typicky
provadené zdravotnickymi pracovniky, kteri nemaji primarni laboratorni vzdélani, nebo
provadené pacienty samotnymi (sebekontrola). Terminem POCT se oznacuje kazdé

vySetreni uskutecnéné mimo laborator*. (CZEDMA, 2011, s. 1)

3.1 Specifika a oblasti vyuziti

, Raciondlni potreba zavedeni POCT nastava pouze tehdy, jestlize dotycné
vySetreni/stanoveni neni dostupné v misté spolupracujici klinické laboratore nebo

V potrebném case a jestlize zavedeni POCT prokazatelné prispéje ke zlepSeni zdravotni

péce.” (CZEDMA, 2011, s. 3)

POCT se zavadi tehdy, pokud v misté oSetfeni pacienta neni poZzadované vysetieni
dostupné, poptipad¢ jim klinicka laboratof nedisponuje, a tudiz by vysledek nebyl dodan
Vv potfebném case. Dulezitym faktorem pro zavedeni POCT je tedy TAT (turn around
time — doba odezvy, cas, ktery uplyne mezi zadanim pozadavku a dodanim vysledku).
TAT je zasadni v rozhodovacich situacich, kdy je na zdklad¢ vysledku urcena dalsi
medicinska péce. Od POCT se ocekava rychle vydany vysledek, ktery je dale vyuzit pro
urCeni diagndzy, posouzeni zdravotniho stavu, screening chorob, zahdjeni nebo
monitorovani 1écby. Je tfeba ale myslet na to, ze pomoci POCT technologii nelze

dosahnout takové kvality vysledki jako v piipadé vySetieni v laboratofi. Dal$im neméné
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dalezitym pozadavkem je, aby provedeni testii bylo jednoduché a bezpe¢né. (Chromy,
2011, s. 127, 128, 130)

Vysetteni v rezimu POCT se uplatiiuje pfedevsim v misté péce o pacienta (jednotky
intenzivni péce, detaSovana lizkova oddéleni), v ordinacich praktickych 1ékait, v self-
monitoringu (v domécim prostfedi, napt. glukometry), v decentralizovanych pracovistich

V ramci nemocnic, v terénu, v 1ékarnach, v sanitnich vozech a dalgich. (Sprongl, 2009)

POCT umoznuje provadét stale Sirsi paletu vySetfeni pocinaje stanovenim
patologickych soucasti moci, pres Siroké spektrum proteinii po vysetieni nukleovych
kyselin. Mezi nejrozsitenéjsi vysetieni v rezimu POCT patii stanoveni glykémie osobnim
glukometrem (diabetologie), mocova analyza pomoci diagnostickych prouzki
(nefrologie), vySetfeni okultniho krvaceni do stolice (gastroenterologie), stanoveni
kardiomarkert pii podezieni na infarkt myokardu (kardiologie), imunochromatografické
stanoveni hCG a drog, imunoturbidimetrické stanoveni CRP a Vv neposledni fad¢ i

stanoveni pfitomnosti alkoholu v krvi (toxikologie).

Testy jsou jak kvalitativni, tak kvantitativni, napt. markery srde¢niho infarktu, hCG
a C-reaktivni protein. K provadéni slouzi diagnostické prouzky suché chemie, které se
mohou odecitat pouhym okem, tyto metody fadime mezi neinstrumentalni. V POCT se
uplatiuji 1 instrumentdlni metody vyuZzivajici jednoduché ale i mnohaparametrové

ptistroje, které nam odecitaji dany parametr ve vzorku. (Racek, 2006, s. 289)
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4 Prehled metod pouzivanych POCT

POCT vyuziva Siroké spektrum riznych technologii, které se v posledni dobé¢
intenzivné rozviji a zdokonaluji. Mizeme je rozd¢€lit podle nékolika hledisek — na metody

instrumentélni a neinstrumentalni nebo podle povahy analytické metody.

4.1 Prehled neinstrumentalnich metod

Neinstrumentalni metody (anglicky non-instrument-based systems) piedstavuji
vyznamnou formu POCT technologii, které vyuzivaji imunochemickych metod,
enzymatickou analyzu nebo chemickou reakci s opticky citelnym koncem reakce.
Neinstrumentalnimi metodami se vySetiuje cela fada vzorkl — plné krev, sérum, plazma,
moc¢, vykaly, plodova voda, sliny. Nejcastéjs$i formou neinstrumentalnich metod POCT

je kvalitativni analyza. (Jacobs, 2010, s. 311)

Kompetitivni i nekompetitivni imunoanalyzy se vyuzivaji k detekci mnoha analyti,
napi. hCG, drog, kardidlnich markeri ale 1 ke zji$téni zralosti fetalnich plic. Kvalitativni
analyza se pouziva pfedevSim k vySetfeni na okultni krvéaceni. Pfiklady metod a

vySetfovanych analytt jsou uvedeny v tabulce 1. (Jacobs, 2010, s. 311)

Tabulka 1 - Pfiklady neinstrumentalnich metod

Typ analyzy Princip analyzy Format Vzorek Analyt
Kvalitativni | Chemicka reakce Impregnovany papirovy | Stolice | Okultni
strip krvaceni
Latexova aglutinace Reagenéni kazeta Krev, Krev
plazma,
sérum
Imunochromatografie Reagencni kazeta Krev, Kardio-
plazma, | markery
sérum
Microparticle Enzyme Reagencni kazeta Mo¢ Drogy
Immunosorbent Assay
(MEIA)
Inhibice aglutinace Reagencni kazeta Mo¢ Drogy
Semi- Chemicka/enzymatickd | Impregnovany papirovy | Moc¢ Mocova
kvantitativni | reakce strip analyza
Impregnovany papirovy | Krev Glukoza
strip
Reagencni kazeta Sliny Ethanol
Latexova aglutinace Reagencni kazeta Sérum Myoglobin
Kvantitativni | Imunochromatografie Reagenéni kazeta Krev, CK-MB,
sérum, | troponiny
plazma

(Jacobs, 2010, s. 312, vlastni zpracovani)
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4.1.1 Obecna struktura diagnostickych prouzkii pro analyzu moci

Chemické vySetfeni moc¢i se provadi vyhradné diagnostickymi prouzky.
Diagnosticky prouzek je plastovy pasek, na kterém jsou nalepena poli¢ka z porézniho
materialu impregnovaného reagenciemi v suchém stavu. Po namoceni prouzku do moci
moc¢ difunduje do matrice, kde rozpusti suché reagencie, ty reaguji s analyzovanou latkou
za vzniku barevného produktu. Jednotlivé reakéni principy budou probrany v kapitole

6.2. (Stern, 2005, s. 208)

4.1.2 Imunochromatografické prouzky

Prouzek ma4 testovaci a kontrolni zénu, je impregnovan konjugatem - protilatkami
proti analytu (nap#. hCG/kardiomarkeru/danym drogam), zna¢enymi nejcastéji koloidnim
zlatem. Po ponofeni prouzku do biologického materialu reaguje analyt, pokud je
v biologickém materialu pfitomen, se znac¢enou protilatkou a imunokomplex se projevi
V testovaci zoné jako cerveny prouzek, ktery hodnotime jako pozitivni reakci.
Nezreagovany konjugét dale vzlind do kontrolni zony, kde zreaguje s protilatkami a
vznikne tak dalsi prouzek, ktery hodnotime jako kontrolu funkcnosti testu. (Stem, 2005,

S. 165) Detailnéji jsou prouzky popsany v kapitole 5.2.5.

4.1.3 Obecna struktura prouzku na stanoveni glykémie

Moderni pfenosné glukometry pouzivaji k méfeni glykémie detekéni prouzky na
principu elektrochemie. Testovaci prouzek je nejdiive vlozen do glukometru a poté na
n¢j pacient aplikuje malou kapku své krve, kterou ziska vpichem lancetou do Spicky prstu.
Vysledek méteni je pak zobrazen na display glukometru. (Yoo, 2010, s. 4564) Vice o

struktufe prouzku a jeho ¢astech je uvedeno v kapitole 6.1.

4.2 Prehled instrumentalnich metod

Instrumentdlni metody se stavaji stile sofistikovangj$imi. Jsou vysoce
automatizované, pouzivaji co nejmenSi mnoZzstvi vzorku, vyzaduji pouze minimalni
udrzbu a eliminuji ¢i maji automatickou kalibra¢ni funkci. Tato zdokonaleni ve funkcich
byla umoZnéna vyvojem a miniaturizaci elektrod a biosenzorti. Velmi dilezitou soucasti
pfistroji. POCT je propojeni s laboratornim informac¢nim systémem. VétSina POCT
pfistroji vyzaduje pouze n€kolik mikrolitrh plné krve nebo moci. Analyzator bud’ provadi

analyzu z plné krve nebo ma vnitiné zabudovany systém — filtraci nebo centrifugaci — a
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separuje tak cervené krvinky a analyzuje ziskanou plazmu. Mezi dnes nejpouzivanéjsi

instrumentalni metody patii reflexni fotometrie a biosenzory. (Jacobs, 2010, s. 311-312)

Piiklady instrumentalnich metod a vySetfovanych analyt jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 - Priklady instrumentalnich metod

Technologie

Format

Vzorek

Analyt

Fotometrie - reflektometrie

Reagencni prouzek

Plna krev, plazma,
sérum

Glukoza

Fotometrie - transmitance

Reagenéni kazeta

PIné krev, plazma,
sérum

Drogy, glukoza

latexové aglutinace

Fluorimetrie Reagencni kazeta Sérum CK-MB,
myoglobin
Potenciometrie/elektrochemie | Biosenzorovy Plna krev Glukoéza
prouzek
Imunochromatografie Reagenéni kazeta Plna krev CK-MB,
myoglobin
Turbidimetrie — inhibice - Plna krev CRP

(Jacobs, 2010, s. 313, vlastni zpracovani)
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5 Analytické pristupy vyuzivajici POCT

V nasledujicich kapitolach budou probrany analytické piistupy, které jsou vyuzivany
pii  vySetfeni vrezimu POCT. Kapitoly seznamuji s metodami optickymi,

imunochemickymi a elektrochemickymi.

5.1 Optické metody

Analyza latek pomoci svétla zahrnuje Sirokou Skalu metod. Optické metody jsou
zalozeny na méfeni intenzity svétla v zavislosti na koncentraci reaktant. Tyto metody
patii mezi metody instrumentalné nenaro¢né, proto se pouzivaji v podobé senzort,

biosenzori a mikroanalyzatorii. (Cibicek, 2014, s. 20, 21, 44)

5.1.1 Absorpcni fotometrie

Absorp¢ni fotometrie se zabyva kvantitativnim hodnocenim zmény intenzity zafeni
po pruchodu vzorkem. Zakladnim vztahem pro absorpcni fotometrii je Lambert-Beertiv

zakon:

A=a-c-l

A = absorbance (bezrozmérna veli¢ina)

a = absorp¢ni koeficient pro danou vlnovou délku

¢ = molarni koncentrace roztoku

| = délka optické drahy (tzn. tloustka vrstvy roztoku)
(Chromy, 2011, s. 166)

Na méfeni intenzity zéafeni se pouzivaji fotometry nebo spektrofotometry, které
méii v ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) oblasti spektra. Fotometr méfi intenzitu
zafeni piijedné urcité vinové délce, oproti tomu spektrofotometr umoziiuje menit
vlnovou délku méteni v Sirokém intervalu. Fotometry a spektrofotometry jsou sestavené
ze tii zakladnich casti: zdroje zafivé energie, filtru nebo mfiZzky pro nastaveni uzkého
pasma zareni a detektoru, ktery méfi zafivou energii propusténou vzorkem. Mezi filtr
respektive miizku a detektor se vklada kyveta se vzorkem. Jako zdroj svétla se nejcastéji

pouziva zarovka s wolframovym vlaknem, deuteriové a xenonové vybojky. K vybéru
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urcité vinové délky je zapotiebi pouzit filtru nebo monochromatoru (obr. 1). (Chromy,
2011, s. 166)

Absorpcni filtr je vrstva tvofena z riizného materialu, napt. skla, zelatiny, kapaliny
nebo plastu. Tato vrstva propousti pouze pozadované vinové délky elektromagnetického
zateni. DalS$im filtrem, ktery umoziuje méfit v jedné vinové délce, je interferencni filtr.
Je tvoren destickou z SiO2, ktera je z obou stran pokryta vétSinou stiibrnym filmem.
Zateni proniklé do vnitini vrstvy se odrazi a interferuje. Vinovou délku tak Ize ménit

naklonénim tohoto filtru. (Klouda, 2003, s. 61)

Pro vybér spektra urcité vinové délky jsou pouzivany monochrométory, které
vstupujici zafeni rozdéli na fadu monochromatickych paprski, znichz se vybere
pozadovand vlnova délka. Zatizeni se skldda ze vstupni Stérbiny, kterou pronika
ptivadény paprsek, disperzniho prvku a vystupni Stérbiny pro paprsek vybrané vinové
délky. Moznost monochromatoru meénit souvisle vinovou délku mu umoziuje proméieni
spektra. Jako disperzni prvky se pouzivaji hranoly a mftizky. Hranoly vyuzivaji jevu
disperze svétla - pti prichodu svétla latkou dochazi k rozlozeni bilého svétla na jednotlivé
barvy v zavislosti indexu lomu na vlnové délce, zaieni s mensi vinovou délkou se lame
vice nez zéfeni s vétSi vinovou délkou. Miizka je tvofena transparentnim materidlem
s fadou rovnobéznych car neboli vrypl. Jejim principem je ohyb a odraz zafeni.
V zavislosti na vzdalenosti vrypli a vlnové délce svétla miizka rozdéluje svétlo do
nékolika svazki, které se $ifi riznymi sméry. V modernich spektrofotometrech se hranol
umist'uje k predseparaci svazku vinovych délek pred miizku. Ve starSich ptistrojich jsou

hranoly hlavnim disperznim prvkem. (Klouda, 2003, s. 61, 62) K méfeni intenzity zafeni,

které vzorkem proslo, slouzi detektory elektromagnetického zatfeni.

dvoupaprskove

jednopaprskove

1
1
zdroi  monochromator vzorek  detektor

Obrézek 1 - Schéma absorpcniho spektrometru

(Cibigek, 2014, 5. 25)
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5.1.2 Reflektometrie

Pomoci reflexni fotometrie méfime reflektanci, tedy svételné zareni odrazené a
rozptylené od barevné reagenc¢ni vrstvy. Tuto metodu vyuziva predev§sim sucha chemie
pfi analyze moci pomoci diagnostickych prouzki. Zdrojem svétla je obvykle LED (Light-
Emmiting Diode, dioda emitujici svétlo), odrazené svétlo je pomoci filtri a zrcadel

vedeno k fotonasobici. (Chromy, 2011, s. 105)

5.1.3 Turbidimetrie

Turbidimetrie méfi absorbanci — miru pohlceni svétla vzorkem — ke kvantifikaci
zakalu. Zakal prochazejici svétlo rozptyluje vSemi sméry a detektor, ktery je umistén
Vv ose svételného toku, méti zateni proslé vzorkem. Detekované zafeni je tedy ochuzené
o rozptylenou slozku zateni (obr. 2). Turbidimetrie se vyuZziva pro méfeni analytt, které

se vyskytuji ve vyssi koncentraci.

5.1.4 Nefelometrie

Nefelometrie vyuziva rozptylu svétla ¢asticemi v roztoku (obr. 2). Tato metoda se
pouziva pii nizsich koncentracich ¢astic, nebot ma vyssi citlivost nez turbidimetrie.
Zdrojem svétla je bud wolframova zérovka, nebo xenonova vybojka. Detektor
dopadajiciho svétla je umistén v kolmém sméru vzhledem ke vstupujicimu paprsku a méti

Vv thlu 30 °. Detektorem muze byt fotodioda popiipade fotondsobic.

zdro)
monochromatického , kyveta se vzorkem
zéfeni R i C
0°
[ S -
rozptylené - ’/' detektor
svitio ;
///
9Q® : / B
=
A

Obrazek 2 — Schéma nefelometrie (A, B) a turbidimetrie (C)

(Cibigek, 2014, s. 30)
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5.1.5 Fluorimetrie

Fluorimetrické stanoveni vyuziva jevu, kdy v nékterych latkdch po ozareni
dostatecné energetickym zdrojem svétla vznikd fotoluminiscence. Latky pfitom emituji
(vyzaruji) svétlo, intenzita tohoto svétla je pfimo umérnd koncentraci fluoreskujici
slouceniny. (Schneiderka, 2000, s. 271) Detekce pomoci fluorimetrie se vyuziva
napiiklad ke stanoveni kardiomarkeru - CK-MB a myoglobin. (Jacobs, 2010, s. 313)
Zdrojem zatfeni muze byt halogenova zarovka nebo xenonova vybojka. Svétlo ze zdroje
prochazi interferen¢nim filtrem nebo miizkovym monochromatorem. Po prichodu svétla
vzorkem se méfi emitovana fluorescence, svétlo je nejdiive vedeno pres filtr nebo reflexni

mifzku a vybrana vinova délka pak dopada na fotonasobic. (Stern, 2005, s. 167)

5.2 Imunochemie

Imunoanalyza slouzi ke stanoveni koncentrace specifickych bilkovin a dalSich

latek, jejim zakladem je reakce mezi protilatkou a antigenem in vitro.

Protilatky jsou glykoproteiny, které fadime mezi imunoglobuliny, nebot jsou
soucasti globulinové frakce bilkovin krevniho séra. Maji specifickou schopnost vazat
antigen, jehoz pfitomnost v organismu tvorbu dané protilatky vyvolala. Imunoglobuliny
délime podle struktury do péti tfid: 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. V imunochemickych
reakcich in vitro se nejéastéji pouziva v lidském téle nejvice rozsiteny IgG. Molekula IgG
ma charakteristickou strukturu ve tvaru pismene ypsilon — dva identické tézké fetézce a
dva identické lehké polypeptidové fetézce, ty jsou navzijem spojeny disulfidickymi

mustky. Na koncich ramének jsou vazebna mista pro antigen.

Antigen je makromolekula (pfirozeného ¢i syntetického ptvodu), kterd je
imunitnim systémem rozezndna jako cizi a se kterou se dana protilatka specificky vaze.
Imunogenem oznacujeme kompletni antigen, Ktery je v organismu schopen vyvolat
obrannou reakci imunitniho systému a to tvorbou imunoglobulini aktivovanymi
lymfocyty. Nekompletni antigen neboli hapten je nizkomolekularni latka, ktera nedokaze
sama vyvolat tvorbu protilatek — neni imunogenni, ale stile muze s protilatkami
specificky reagovat. Specificka komplementarni vazebna mista protilatek reaguji
s determinantnimi misty na imunogenu za vzniku imunokomplexu antigen-protilatka.
(Kas, 2005, s. 38-39)
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5.2.1 Imunoprecipita¢ni metody

Principem imunoprecipita¢nich metod je vznik imunkomplexu v roztoku v podobé
viditelného precipitditu. Na rozdil od pouhého imunokomplexu, ktery vznikne za
jakéhokoli poméru koncentraci antigenu a protilatky, imunoprecipitat se vytvoii v zoné
zvané ekvivalence. Zona ekvivalence je oblast optimalnich koncentraci antigenu a
protilatky v ur¢itém poméru. Pomér poctu molekul v zoné ekvivalence je blizky hodnoté
1:1. Nadbytek jedné slozky imunointerakce brani vzniku precipitatu (obr. 3). (Kas, 2005,
s. 39)
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Obrazek 3 - Vytvoreni precipitatu v zavislosti na koncentraci antigenu

(Bartos, 2004)

Béhem precipitaéni reakce interaguje antigen s protilatkou za vzniku
nerozpustného precipititu. Pribéh tvorby a kone¢ny vysledek reakce lze sledovat a
stanovit diky zménam optickych vlastnosti roztoku. Kvalitativné l1ze vzorek hodnotit
pouhym okem, zda se viditelny precipitat vytvofil ¢i nevytvofil. Kvantitativni stanoveni
se provadi nefelometricky, popfipadé¢ turbidimetricky. Pfi reakci antigenu s protilatkou
vznika zakal, spektrofotometricky zméfime intenzitu proslého svétla detektorem, ktery je
u nefelometrie mimo linii zdroje svétla a u turbidimetrie je umistén pfimo proti zdroji
svétla. Intenzita rozptyleného svétla je zavisla na koncentraci vzniklého precipitatu a ta
je tmérna plivodni koncentraci sledovaného imunoreaktantu (protilatce popiipadé
antigenu). (Kas, 2005, s. 40) Typickym testem, ktery vyuziva imunoprecipitaéni metodu,
je téhotensky test.

Podobné precipitaci je aglutinacni reakce. Aglutinace je shlukovani ¢astic, ke

kterému dochazi v ptitomnosti protilatky. Protilatka se vaze na n€kolik ¢astic a spojuje je
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tak do shlukt. Aglutinacni metody jsou citlivéjsi nez metody precipitacni. Jejich hlavnim
rozdilem je charakteristika pouzitého antigenu, u precipitace se jedna o rozpustny antigen,

pii aglutinaci se pouzivaji nerozpustné (korpuskularni) antigeny.

Pfi aglutinaci miize byt vyuzito latexovych castic, coz jsou stejné velké kruhové
Castice, na nichz jsou sorbovany antigeny nebo protilatka. Smichdnim latexového
reagentu se vzorkem dochazi k vazbé mezi antigenem a protildtkou a tim shlukovéni
latexovych ¢astic, které detekujeme turbidimetricky. Latexovych Castic se vyuziva ke
stanoveni CRP — ¢astice ma na povrchu protilatku proti lidskému C-reaktivnimu proteinu.
Kromé latexovych castic mohou byt pouzity i ¢astice zlata (naptiklad v t€hotenském

testu). (Chromy, 2011, s. 235)

5.2.2 Imunoturbidimetrie, imunonefelometrie

Tyto metody vyuzivaji také precipitatni metody, ale od imunoprecipitace se lisi
zpuasobem detekce imunokomplexu. (Chromy, 2011) Reakce jsou zaloZeny na méfeni
mnozstvi vzniklych imunokomplexi mezi specifickou protilatkou a antigenem.
Koncentrace analyzovaného antigenu popiipad¢ protilatky je umérna rychlosti tvorby
zakalu a jeho hustoté. Nefelometrie a turbidimetrie se pouzivaji predev§im ke stanoveni
sérovych bilkovin (Bartinkova, 2011, s. 45), v rezimu POCT se jedna o CRP. (Jacobs,
2010, s. 313)

U nefelometrie je zdrojem svétla vybojka nebo laser, detektor je umistén mimo linii
zdroje svétla a méfi intenzitu zableskl svétla, které je odrazeno od komplexii antigen-
protilatka. Turbidimetrie jako zdroj svétla vyuZziva diodu, detektor je umistén piimo proti
zdroji svétla (obr. 4). K detekci se vyuziva absorbance, méti se tedy ubytek intenzity
svétla, které proslo roztokem. Citlivost nefelometrickych reakci je mozné zvysit latkami
zvyraznujicimi tvorbu iunokomplext. Nejcastéji se pouZivaji latexové partikule, které
umoznuji stanovovat hladiny antigeni, které se v té€lnich tekutinach vyskytuji v nizkych

koncentracich (napft. hladiny CRP u novorozenct). (Bartinkova, 2011, s. 45-46)
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Obrazek 4 - Schéma imunoturbidimetrie a imunonefelometrie

(Svecova, 2013)

5.2.3 Inhibice aglutinace

Pomoci inhibice aglutinace se daji detekovat nizké hladiny antigenii, metoda se
vyuziva ke stanoveni hCG a drog. Reak¢ni smés obsahuje Castice (erytrocyty) obalené
antigenem a specifickou protilatku. Po pfidani vzorku, ktery obsahuje hledany antigen,
dojde knavazani antigenu ve vzorku na protilatku a nedojde tak k hemaglutinaci
(pozitivni vysledek). Pokud ve vzorku antigen neni pfitomen, protilatka se navaze na
navazany antigen na erytrocytech, dojde k hemaglutinaci a vysledek se projevi aglutinaci
krvinek (negativni vysledek). V POCT testech mohou byt v aglutinaci pouzity latexové
Castice a Castice zlata, princip je stejny jako u erytrocytll. (Chromy, 2011, s. 235)

5.2.4 Microparticle Enzyme Immunosorbent Assay

Microparticle Enzyme Immunosorbent Assay (MEIA) je moderni forma ELISA
metody, ktera vyuziva vazby jednoho z partnertt imunochemické reakce (antigen nebo
protilatka) na pevny nosi¢ (strip) a druhého partnera na mikroc¢astici. Oproti klasické
ELISA metodé ma MEIA tu vyhodu, ze mikroc¢astice jsou rozptylené a predstavuji tak
homogenni zplsob analyzy. Ktomu je mozno na mikroCastice navédzat vice
imunochemickych partneril a provést tak na jednom mikronosici vice imunochemickych
stanoveni. (Mikrocasticova imunochemicka analyza, 2013, s. 1) Metody MEIA se

vyuziva napft. na stripech ke stanoveni drog.
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5.2.5 Imunochromatografie

Imunochromatografie kombinuje imunoanalyzu s tenkovrstvou chromatografii.
sebekontrola) a profesionalni POCT. Imunochromatografie v OTC-POCT se vyuziva
nejcastéji ke stanoveni hCG k urceni téhotenstvi, dale k ur¢eni ovulace, stanoveni drog,
urceni infek¢nich onemocnéni a cholesterolu. Profesiondlni POCT jsou vyuzivany
piredevsim k urceni infek¢nich onemocnéni, kardialnich markert jako troponint, CK-
MB, myoglobinu; a dale k potvrzeni t€hotenstvi a stanoveni drog. (Warsinke, 2009, s.
1397)

Imunochromatografie se vyuzivd v imunochromatografickych testovacich
prouzcich a pfistrojich zaloZzenych na imunochemickych metodach. Testy mohou byt
Cist¢ manualni (neinstrumentalni metoda) nebo se mohou odecitat pomoci pfistroje
(instrumentalni metoda). Imunochromatograficky se daji stanovit jednotlivé analyty, ale

i celé spektrum (napiiklad vice kardialnich markert najednou). (Warsinke, 2009, s. 1397)

5.2.5.1 Imunochromatograficky test

Schéma imunochromatografického testu je na obrazku 5. Na plastovém vyztuzeni
je umisténa membrana. Na zacatku testu na membrané je jedna ¢i vice podlozek, na které
se aplikuji vzorky a reagencie. Na vlastni membrané jsou pak vétSinou dvé mista
Vv podobé uzkych pti¢nych linek, na kterych jsou imobilizované protilatky nebo konjugaty
proteini s analytem. Na konci testu je umisténa absorpcni podlozka, ktera urychluje tok
tekutiny membranou. Cely systém mulze byt ulozen Vv plastovém krytu, ktery mé otvory
pouze pro aplikaci vzorku a odeéteni vysledku (obr. 5 D). Nejvyznamnéj$imi slozkami
imunochemického testu jsou membrana, protiladtka a znacka k barevnému zviditelnéni

vysledku testu. (Gdselova, 2014)
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Obrazek 5 - Schéma imunochromatografického testu; A — pohled z boku, B — pouzity
format detekce ¢. 2, viz kap. 5.2.5.4, C — pohled shora, D — komer¢ni souprava,
a— podlozka pro vzorek, b — podlozka pro konjugat, ¢ — testovaci linie, d — kontrolni linie,
e — absorp¢ni podlozka, f — membrana, g — podlozka pod membréanu, h — plastovy kryt,
I — konjugat bilkoviny s haptenem, j — hapten, k — konjugat primarni protilatky s barevnou

¢astici, | — sekundarni protilatka

(Goselova, 2014)

5.2.5.2 Membrana

vvvvvv

se umist'uji na plastové vyztuzeni. Nej€astéji pouzivanym materidlem je nitroceluldza,
ale pouzivaji se 1 jiné polymerni materialy, napt. nylon nebo polyethylen. Pro vybér
membrany je dilezita jeji schopnost dobie vazat detekéni ¢inidlo a vhodna velikost jejich
port, kterd ovliviiuje kapilarni sily a tim 1 prabéh detekéniho procesu. Membrana dale
obsahuje podlozku pro vzorek, které se vyrab&ji z celulozy, a podlozku pro konjugat, ta
je tvotena sklenénymi, celulozovymi nebo polyesterovymi vldkny. Podlozka pro vzorek
muze byt nasycena riznymi reagenciemi (proteiny, detergenty), které ovliviiuji rychlost
pritoku vzorku diagnostickou membranou, reakéni dobu analyzy, ale mohou ptisobit i
jako filtr odstranujici hrubé ¢astice ze vzorku. Na konci membrany je umisténa absorpéni
podlozka, ktera nasava roztok z membrany a urychluje tak postup detekce. (Géselova,

2014)
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5.2.5.3 Znacky pouzivané k vizualni detekci

K vizualni detekci vysledku testu se pouzivaji barevné znacky ve formée nanocastic
(velikost v fadu desitek nm). Nejpouzivanéjsi je znaceni koloidnim zlatem, které je
cervené. Kromé nanocastic zlata se pouzivaji napf. i nanocastice uhliku, v mensi mite pak
barevné latexové nanocCéastice a nanocastice selenu. Typicky primér nanocastic
vV imunochemickych testech je 40 nm. Nanocastice zlata nepodléhaji rozkladnym
procesim ucinkem svétla, nejsou toxické, jejich aplikace je snadna a jsou dlouhodobé

stabilni (pfi skladovani v suchu pfi 4 °C). (GOselova, 2014)

5.2.5.4 Detekéni princip

Princip imunochromatografie spoc¢iva v pohybu kapaliny membranou, na které je
testovaci a kontrolni linie. Pokud je analyt ve vzorku pfitomen, zachyti se v testovaci zoné
a to se projevi zbarvenim linie podle druhu pouzité znacky. Prebytecnd protilatka se
zachyti na kontrolni linii, ktera se také zbarvi. Pokud vzorek analyt neobsahuje, zbarvi se

pouze kontrolni linie jako diikaz spravné prob¢hlé detekce. (Goselova, 2014)

Pouzity format detekce se voli podle typu analytu. Nizkomolekularni latky majici
jedno vazebné misto pro protilatku se mohou detekovat pouze pomoci kompetice.
Nejcastéji se pouzivaji dva formaty: (1) Protilatka je nanesena na testovaci linii, znaceny
analyt je aplikovan na podlozku pro konjugat a soutézi s analytem ve vzorku o vazebné
misto na protilatce. (2) Na testovaci linii je nanesen konjugat analyt-protein, na podlozce
pro konjugat je znacena protilatka, v tomto uspotadani spolu soutézi o vazebné misto na
protilatce analyt vazany na testovaci linii s analytem vzorku (obr. 5 B).
Vysokomolekularni latky, které maji vice nez jedno vazebné misto se detekuji v tzv.
sendvicovém formatu. Na testovaci linii je nanesena specifickd protilatka, na podlozce
pro vzorek je aplikovana znacena specificka protilatka. Analyt se v pribéhu detekce vaze

na znaCenou protilatku, se kterou putuje membranou a v testovaci linii se vaze na

specifickou protilatku. (Gdselova, 2014)

Béhem reakce se méni intenzita zbarveni prouzku, test tak mlze byt pouzit ke
kvalitativnimu ¢i semikvantitativnimu hodnoceni. Odecet se provadi vizualnég, k dosazeni
spolehlivéjsi interpretace vysledkli byly vyvinuty imunochromatografické readery,

vétSina z nich je zaloZena na reflektometrii. (Warsinke, 2009, s. 1398)
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5.3 Elektrochemické metody

Elektrochemie se zabyva zavislosti elektrochemického chovéani roztoku na jeho
koncentraci a slozeni. Zakladem elektrochemickych metod je prace s elektrodami.
V¢étsSina méieni je zaloZend na potenciometrickych principech. Elektrochemickych metod
se vyuziva ptedevsim pro méteni glukozy a acidobazické rovnovahy. (Chromy, 2011, s.
106-107) Jelikoz se jednd o instrumentalné nendrocné metody, jsou elektrochemické
metody, podobné jako metody optické, vyuzivany v podobé senzord, biosenzoru a

mikroanalyzatort. (Cibicek, 2014, s. 44)

5.3.1 Potenciometrie

Zakladem potenciometrie jsou elektrodové oxidacné-redukéni  reakce
Vv rovnovazném stavu, tedy stavu, kdy soupravou neprobihd elektricky proud. M¢ti se
ustalené napéti (potencial) mezi dvéma elektrodami, jedna znich je referentni
(porovnavaci) a druhd slouzi jako indikaéni (méfici). Nejcastéji se pouzivd membranova
iontove selektivni elektroda (ISE) a enzymova elektroda. Jako referentni elektroda je
vyuzivana vétSinou argent-chloridova nebo Ag/AgCl. Detektorem signalu je voltmetr.
(Chromy, 2011, s. 107) Potencial indikaéni elektrody zavisi na koncentraci stanovované

latky, pficemz referen¢ni elektroda ma potencial konstantni.

5.3.2 Ampérometrie

Hlavni roli hraje ampérometrie v glukometrech zaloZzenych na vyuZiti Clarkovy
elektrody v kombinaci skotvenym enzymem GO (glukozaoxidaza). Princip
ampérometrie je zaloZen na méteni proudu prochézejiciho indikaéni elektrodou, na kterou
je vloZen konstantni potencial. Velikost tohoto proudu v pfitomnosti stanovovaného
analytu je pfimo imérna jeho koncentraci ve vzorku. Detektorem elektronii z oxida¢né-

redukénich reakei je ampérometr. (Chromy, 2011, s. 107; Cibicek, 2014, s. 44)

5.3.3 Enzymové elektrody

Enzymové elektrody maji pied indikaéni elektrodou membranu nebo sitku
s imobilizovanym enzymem, ktery katalyzuje pfeménu vzorku na produkt. Produkt je
dale detekovan potenciometricky nebo ampérometricky. Enzymové elektroda se vyuziva
pro stanoveni glukozy, kotvenym enzymem je v tomto piipadé glukdzaoxidaza ci

glukézadehydrogenaza. (Chromy, 2011, s. 107)
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5.3.4 Biosenzory

Senzory jsou zafizeni, ktera detekuji pfitomnost urcitych latek a prevadéji ji na
signal, ktery lze dale zpracovat. Pfi zpracovani se vyuziva pfrevodu signdlu na
elektronicky prvek. Senzor se skladd zptfevodniku, ktery pievadi biosignal do
méfitelného signalu a je tvoien selektorem castic a citlivé vrstvy, a elektronického prvku
zpracovavajiciho signal do Citelné podoby. Biosenzory tvoii specifickou skupinu
chemickych senzori, oproti senzorum vyuzivaji navic specificky biologicky element,
nejcasteji se jedna o enzymy. Biosenzory jsou Siroce vyuzivany pii méfeni hladiny
glukozy v krvi diabetikd pomoci osobnich glukometrii (Chromy, 2011, s. 150-151; Yoo,
2010, s. 4559-4560) a dale v téhotenskych testech a ke stanoveni alkoholu v Krvi.
(Sobrova, 2012, s. 31)

Biosenzory pro stanoveni glukdzy obsahuji vétsinou Ctyti elektrody: platinovou
mérnou elektrodu potazenou glukozaoxidazou, srovnavaci argentchloridovou elektrodu,
platinovou elektrodu urCenou ke stabilizaci konstantniho potencialu a platinovou
elektrodu bez enzymu slouzici ke stanoveni interferujicich latek. (Breinek, 2011, s. 12-

13)

Vétsina soucasnych glukézovych biosenzori pracuje s pievodnikem na
elektrochemickém principu (Y00, 2010, s. 4560) popiipadé na fotometrickém principu.
Konstrukce glukometrii vyuZivajicich biosenzory se pak 1i$i podle zpisobu jejich pouZiti,
zejména jestli jsou ureny pro sebekontrolu pacientii nebo pro profesiondlni pouziti
zahrnujici fizenou glukometrii. (Schneiderka, 2012, s. 2) Nejdostupné&jsi a nejcastéji
pouzivany je biosenzor na stanoveni glukézy vyuZzivajici enzymy a ampérometrie.
Amperometrické senzory sleduji proudy elektronli mezi biologickym systémem a

elektrodou. (Yoo, 2010, s. 4560)
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6 Vybrané oblasti a analyty

V rezimu POCT je mozné provadét celou Skalu vySetfeni riznych analytt. Kvali
odbornym, technickym a ekonomickym faktorim jsou ale doporucovéana jen néktera
z nich. Od POCT technologii se ofekava piedevsim rychld informace bezprostiedné
vyuzitelna pro ur€eni diagndzy, posouzeni zdravotniho stavu a predev§im zahijeni a
monitorovani 1é¢by. V této kapitole se zaméfime pouze na nékteré oblasti POCT v oboru
klinické biochemie. Vyznamné je vyuziti POCT v diabetologii, zejména stanoveni
hladiny glukézy v krvi, dale v kardiologii naslo uplatnéni POCT stanoveni kardialnich
markerti, v gastroenterologii uz se dlouhd 1éta pouziva POCT okultniho krvaceni do
stolice. (Chromy, 2011, s. 130) Nedilnou ¢asti POCT jsou také diagnostické mocové
prouzky, testy na stanoveni CRP, t¢hotenské testy a testy na stanoveni drog a alkoholu.

Vybrané analyty budou probrany v nasledujicich kapitolach.

6.1 Diabetologie

Diabetes mellitus je celosvétovy problém vefejného zdravi. Je to jedna
z vyznamnych pti¢in morbidity a mortality. Diagnostika a 1é¢ba diabetu mellitu vyzaduje
ptisnou kontrolu hladiny gluk6zy v krvi. Moznosti poskytnuti takové piisné a piitom
spolehlivé kontroly glykémie je stale predmétem intenzivniho vyzkumu, pficemz hlavni
roli hraji elektrochemické biosenzory pro stanoveni glykémie. (Wang, 2000, s. 983)
Efektivnim nastrojem sledovani pribéhu diabetu mellitu je i1 Stanoveni glykovaného

hemoglobinu (HbAxc).

6.1.1 Glukometrie

Glukometrie zaujima stéZejni misto pii dlouhodobém sledovéani 1é€by diabetu
mellitu. Stanoveni glukozy v krvi vrezimu POCT se provadi pomoci osobnich
glukometrii nebo glukometrt pro profesionalni pouziti, které vyuzivaji testovaci prouzky
s fotometrickou ¢i elektrochemickou detekci. Soucasné prouzky pro stanoveni glukézy
pouzivaji elektrochemickou detekci zaloZzenou na oxidaci redukovaného koenzymu.
(Schneiderka, 2012a, b)
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6.1.2 Enzymy pouZivané pro stanoveni glukozy

Meéieni glukozy je obvykle zaloZeno na preméné glukdzy jednim z téchto tii enzymu:
hexokinaza, glukdzaoxidaza (GO) nebo glukézadehydrogenaza (GDH). Hexokinaza se
pouziva v referen¢nich metodach pro meéteni glukozy pomoci spektrofometrie v
klinické laboratofi. V osobnich glukometrech pro kontrolu hladiny glukozy v krvi se
nejcastéji setkdvame s enzymy ze skupin glukozaoxiddz nebo glukézadehydrogenaz.
Tyto enzymy se lisi svymi redox potencialy, kofaktory a selektivitou pro glukézu. (Yoo,
2010, s. 4560)

Glukézaoxidaza je standardnim enzymem biosenzort pro jeji vysokou selektivitu
vuci glukoéze. Glukoézové biosenzory jsou zaloZeny na imobilizované glukézaoxidaze,
ktera katalyzuje oxidaci gluk6ézy vzdusnym kyslikem za vzniku glukonolaktonu a
peroxidu vodiku. Glukézaoxiddza pro katalyzu vyzaduje redoxni kofaktor —
flavinadenindinukleotid (FAD), ktery je poc¢ate¢nim akceptorem elektront a je redukovan
na FADH,. FADH: je kyslikem oxidovan a vznikd peroxid vodiku, ktery je
elektrochemicky oxidovan. (Yoo, 2010, s. 4560) Elektrony z enzymové reakce jsou
pfeneseny prostfednictvim medidtoru na oxidoredukéni indikator (napf. kys.
fosfomolybdenova). (Chromy, 2011, s. 131) Referentni elektroda zachycuje pocet
prenosu elektront. Tento tok elektrond je imérny poc¢tu molekul glukdzy pritomné v Krvi
(obr. 6). (Yoo, 2010, s. 4560)

Glukoza + GO-FAD* — glukonolakton + GO-FADH:

GO-FADH; + Oz — GO-FAD + H202

H202 — 2H" + O + 2¢°

Obrazek 6 - Schéma enzymové reakce katalyzované glukdzaoxiddzou

V posledni dobé roste 1 pocet biosenzort zalozenych na enzymu
glukozadehydrogenaze (GDH). Do této skupiny  patii GDH-PQQ
(pyrrolochinolinchinonovy koenzym) a GDH-NAD (nikotinamidadenindinukleotidovy
koenzym). GDH katalyzuje nejen oxidaci glukézy ale i ostatnich sacharidd (napf.
maltozy). Enzymatické reakce s GDH-PQQ jsou nezavislé na rozpusténém kysliku a ani
nepotiebuji NAD. Je to mimofadné G€inny enzymaticky systém s vysokou rychlosti
elektronového pienosu, ale je relativné drahy. (Yoo, 2010, s. 4560, 4561) Enzymy GDH-
NAD a GDH-FAD kombinuji vlastnost GDH-PQQ - nezavislost na kysliku, se
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substratovou specifitou GO. Je mozné, ze v budoucnu budou tyto enzymy vice

pouzivany. (Schneiderka, 2012a)

6.1.3 Principy detekce signalu

Peroxid vodiku jako produkt glukézaoxidazové reakce (viz obr. 6) lze vyuzit
k oxidaci leukobarviva za katalyzy enzymem peroxidazou a vznikly barevny produkt
méfit fotometricky. Castou aplikaci je oxidaéni kopulace 4-aminoantipyrinu
s aromatickym aminem nebo fenolem. Dal$imi chromogennimi akceptory mohou byt

o-tolidin, indofenol, o-dianisidin a dalsi.

V roce 1987 byly na trh uvedeny prvni prouzky s ampérometrickou detekci.
Naprosta vétsina dneSnich prenosnych glukometri vyuziva elektrochemickou detekci,
pfevazné ampérometrii, méné se pouziva coulometrie. Vyhodou elektrochemické detekce
je vyssi presnost (na rozdil od fotometrie vysledek nezavisi na velikosti kapky krve),
potfeba menSiho mnozstvi krve a eliminace rizika zneCisténi méfici jednotky.
(Schneiderka, 2012b) Existuji tfi zakladni pfistupy vyuzivané pro elektrochemické
snimani glukdzy: méteni tbytku kysliku, méfeni mnozstvi peroxidu vodiku vzniklého
enzymovou reakci nebo vyuziti imobilizovaného medidtoru, ktery ptfevadi elektrony

z glukozaoxidazy na elektrodu. (Yoo, 2010, s. 4560)

6.1.4 Testovaci prouzky

Moderni glukometry (tzv. glukometry druhé generace) vyuzivaji detek¢ni prouzky,
které jsou zalozené na elektrochemickém principu. Testovaci prouzek je tvoten plastovou
podlozkou s nejméné dvéma elektrodami, komtrkou a chemickymi slozkami — stabilnim
enzymem, oxidac¢né-redukénim medidtorem a povrchové aktivnimi latkami, které
umoziuji minimalizovat ¢as potiebny k naplnéni komurky (obr. 7). Prouzky mohou mit
fadu dodatecnych funkci jako naptiklad automatickou detekci naplnéni ¢i moZnost plnit

prouzek vice kapkami krve béhem urcitého ¢asového tseku. (Schneiderka, 2012b, s. 2)
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Homi plastova vrstva

Referentni argentchlondova

clektroda

Samonasavaci vrstva

Gralitova aktvni
clektroda

Spodni plastova vrstva

Biochemicke slozky

Obrazek 7 - Schéma testovaciho prouzku zalozeném na elektrochemickém principu
(Electrochemical Glucometers, 2016, pieklad popisu)

Konstrukce prouzku se muze vyrazné liSit poctem a typem elektrod, je mozné
vyuzit dvé identické elektrody (biamperické méfeni), nebo elektrodu pracovni a
referentni, nebo tiielektrodové zapojeni (obsahujici pomocnou elektrodu). Dalsi
elektrody jsou pfidavany za ucelem detekce naplnéni komuirky nebo kompenzace

hematokritu. (Schneiderka, 2012b, s. 2)

Pracovni elektroda se vyrabi sitotiskem nebo technologii ink-jet z uhlikového
inkoustu (smés uhlikovych ¢astic a polyesterového pojiva), nebo vakuovym napafovanim
zlata nebo paladia. Jako referentni elektroda se pouziva argentchloridova elektroda nebo
inertni vodi¢. AgCl elektroda se zhotovuje sitotiskem inkoustu, ktery obsahuje Castice
stiibra a AgCl v polyesterovém pojivu, referentni elektroda z inertniho kovu se pfipravuje

ze stejného materialu jako pracovni elektroda. (Schneiderka, 2012b, s. 2)

Prouzky pro pfistroje pracujici na fotometrickém principu (tzv. glukometry prvni
generace) maji na svém povrchu chemikalii, ktera poskytuje se stanovovanou glukozou

barevnou slouceninu. Vyuzivana je jiz zminovana oxida¢ni kopulace 4-aminoantipyrinu
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s aromatickym aminem nebo fenolem. Tato technika stanoveni glukozy se ale pouziva

omezeng, nebot” ustupuje modernéjsi elektrochemické metodé. (Bernard, 2011)

6.1.5 Mediatory

K oxidaci glukozy lze misto O2 vyuzit i jind oxidovadla tzv. elektroaktivni
mediatory/pienasece (vyuzivané v glukometrech druhé generace). Mediatory jsou malé
molekuly, které jsou schopné existovat v oxidované i redukované form¢ s redox
potencialem blizkym redox potencidlu koenzymu. Usnadiiuji a urychluji vyménu
elektronii mezi enzymy a elektrodou. Patii mezi né vétSinou oxidoredukéni systém
vyuzivajici oxidaci NADH a/nebo flavinovych nukleotidi (FAD) nebo derivaty
ferrocent. Pokud mediator pasobi pfimo na enzym, substrat reaguje nejprve s 0xidovanou
formou enzymu a mediétor poté oxiduje redukovany enzym a ziskané elektrony ptreda
povrchu elektrody (obr. 8). Casto se vyuziva pisobeni medidtoru na produkty
enzymovych reakci, napf. na peroxid vodiku. Vyuziti medidtori umoznuje snizit

potiebny elektrochemicky potencial. (Chromy, 2011, s. 253, 254)

Product ENnz(ieq) Med gy EJE
7

Obrézek 8 - Ptenos elektront na elektrodu pomoci mediatoru

Electrode

(Hsueh, 2014)

6.1.6 Vlastnosti pienosnych glukometri

Jsou preferovany glukometry s jednoduchym intuitivnim ovladdanim, kratkou
dobou analyzy, s co nejmensim potiebnym mnozstvim krve, umoziujici odbér arteridlni,
kapilarni a Zilni krve, poptipadé odbér z alternativnich mist a v neposledni fad€ s co
nejjednodussi udrzbou (napt. osobni glukometr firmy Accu-Chek, obr. 9). Objem
pozadované krve se pohybuje mezi desetinami mikrolitru az do nckolika mikrolitri.

Vlastni analyza u vétsiny glukometrti trva méné nez 20 s. Udrzba glukometru se tyka
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oCisty a dezinfekce pfistroje, dobijeni baterie a aktualizace udaju o Sarzi prouzkda.
(Schneiderka, 2012b)

AcCCU-CHEK®

Performa Nano

038 @t
UM
)

mmol/L

Obrazek 9 - Osobni glukometr firmy Accu-Chek
(Accu-Chek® Performa Nano, 2015)

Na glukometry pro profesionalni pouziti jsou kladeny dalsi technické pozadavky:
zajisténi validity vysledkl, zabezpeceni dat, pfipojeni k laboratornimu a nemocni¢nimu
informa¢nimu systému (LIS/NIS) pro snizeni rizika chyby a pravdépodobnosti poskozeni
pacienta. Glukometry pro profesionalni pouziti se li§i od osobnich glukometrii svou

hardwarovou a softwarovou vybavou. (Schneiderka, 2012b)

Do hardwarové vybavy profesionalnich glukometrli patii integrovand ctecka
carového kodu (snimani identifikace operatora a pacienta, informace o Sarzich
kontrolnich materidlii) a koncova stanice pro obousmérnou komunikaci se softwarem a
LIS/NIS, koncova stanice dale slouzi pro dobijeni baterie glukometru. (Schneiderka,
2012b)

Softwarova vybava profesionalnich glukometrti umoziuje zabezpeceni dat, validitu
vysledku, identifikaci operatora manualnim vstupem nebo pomoci ¢arového kodu,
identifikaci pacienta manualng, ¢arovym koédem ¢i vybérem ze seznamu elektronicky
stazeného do glukometru. Uzite¢nou vlastnosti je moznost pfipojeni komentare

k vysledku méfeni. (Schneiderka, 2012b)

Glukometry se nesmi pouzivat u pacientd s poruchami krevniho obéhu
(dehydratace, hypotenze, Sok), u dialyzovanych pacienti a novorozencii. VSechny
hodnoty namétené na glukometrech pro profesionalni pouziti nad 15 mmol/l a pod 3

mmol/l musi byt ovéfeny v klinické laboratofi. (Schneiderka, 2012b)
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6.1.7 Glykovany hemoglobin HbA:c

Glykovany hemoglobin HbA1c ma nesmirny vyznam pro sledovani prubéhu diabetu
mellitu. Vznikd neenzymovou reakci glukézy s hemoglobinem. Hladina glykovaného
hemoglobinu tedy zavisi na délce Zivota erytrocyt (primérné 120 dni) a na koncentraci
krevni glukézy. Mnozstvi glykovaného hemoglobinu tak pfedstavuje hodnoty primérné
glykémie za poslednich 6—8 tydntli. Oproti stanoveni plazmatické glukézy ma glykovany
hemoglobin tu vyhodu, Ze je mnohem stalejsi, neméni se v prubéhu dne a neni zapotiebi
provadét meéfeni nalacno. (Beranek, 2013, s. 44, 45) Pro stanoveni glykovaného
hemoglobinu se pouziva n€kolik instrumentdlnich metod, mezi nejcastéjsi patii afinitni

chromatografie a imunochemické metody. (Friedecky, 2011a, s. 486)

6.1.7.1 Ambulantni pFistroje pro vySetieni HbA:.

Obsluha vSech ambulantnich pfistroji pro vysetieni HbA1c je velmi jednoducha.
Odebrand krev se mikropipetou vlozi do pfistroje, ktery je automatizovany, sam
vyhodnoti vysledek a zobrazi ho na display. Na naSem trhu je n¢kolik firem a tedy i
ptistroji pro stanoveni glykovaného hemoglobinu v podminkéch ambulantnich 1ékatt

(napft. pristroj SMART 700/340, obr. 10). (Karen, 2011, s. 19-20) Pichled systému pro

méfeni HbA1c uvadi tabulka 3.

Obrazek 10 - Pristroj SMART 700/340 pro stanoveni HbAxc

(Karen, 2011, s. 20)
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Tabulka 3 - Pichled systémiu pro méfeni HbA1c

Vyrobce POCT méfici systém Princip stanoveni
Axis Shield Afinion Afinitni chromatografie
Axis Shield NycoCard Afinitni chromatografie
Bio-Rad In2lt Afinitni chromatografie
Boditech Med Inc i-Chroma Imunochemicka metoda
DiaSys InnovaStar Imunochemickéd metoda
EUROlyzer SMART 700/340 ; 700 | Enzymova imunoanalyza
Infopia Clover Afinitni chromatografie
Quitient Diagnostics | Quo-Test Afinitni chromatografie
Siemens AlcNow Imunochemicka metoda
Siemens DCA Vantage Imunochemicka metoda

(Friedecky, 201 1a, s. 436)

Vysledek méteni HbA1c je mozno vydat v nasledujicich jednotkach: jednotka
mmol/mol IFCC (nové¢ standardizovana jednotka, pouziva se v Evrop¢), jednotka % IFCC
(pouziva se v Evropd) a jednotka % DCCT (pouziva se v USA, Doporuceni CSKB:
Glykovany hemoglobin a jeho stanoveni v rezimu POCT zroku 2011 ji ale
nedoporuduje). Od roku 2004 je v Ceské republice stanoveni HbAs. standardizovano na
bazi referenéni metody stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA1c IFCC (%). Podstatou
standardizace je ziskavani srovnatelnych vysledki méteni v riznych laboratotich a pfi

pouziti riznych metod méteni a piistroju. (Friedecky, 2011b, s. 126)

Metoda afinitni chromatografie pro stanoveni HbAic separuje pomoci kolony
s boronovou kyselinou celkovy glykovany hemoglobin, neglykovany hemoglobin se na
kolong nezachyti a je eluovan jako prvni. Nasledné jsou glykované hemoglobiny z vazby
na boronatovou kyselinu vytlaCeny sorbitolem a eluovany. Jednotlivé frakce jsou

sledovany fotometricky. (Beranek, 2013, s. 46)

H bAlc

polyklonalnich protilatek rozeznavajicich aminokyseliny na amino-konci pB-fetézce nebo

Imunochemické metody detekuji pomoci monoklonalnich nebo
glukézovy zbytek, oveéi monoklonalni protilatky rozeznéavaji oba antigeny. Hodnoti se
pomér HbA1:c Kk celkovému hemoglobinu stanovenému fotometricky. Jsou dostupné
metody na principu enzymové imunoanalyzy, latexové imunoaglutinacni inhibice a

turbidimetrické inhibi¢ni imunoanalyzy. (Beranek, 2013, s. 48)
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6.2 Nefrologie

Vysetfovani moc¢i v rezimu POCT se provadi vyhradné¢ pomoci diagnostickych
prouzkt a zahrnuje vySetieni pH moci, prikaz ptitomnosti bilkoviny, gluk6zy, ketolatek,
Zlu¢ovych barviv bilirubinu a urobilinogenu a prikaz krve v moci (obr. 11). Na trhu jsou
ale 1 prouzky napt. na soucasné stanoveni mikroalbuminurie a kreatininu. Prouzek se
muze odecitat subjektivne, coz ma vyznam v ordinacich 1ékaiti a v domacim prostredi;
nebo objektivné pomoci reflexniho fotometru v ordinacich a klinickych laboratotich.
(Racek, 2006, s. 59) Reagencie prouzkti mohou interferovat s riznymi latkami, vznikaji
tak faleSné pozitivni a faleSn€ negativni vysledky. Piehled analytii, principl jejich

stanoveni a moznych faleSnych vysledku je uveden v tabulce 3 na konci kapitoly.

Obrazek 11 - Tuba s diagnostickymi prouzky, Skéla pro subjektivni odecitani

(vlastni zdroj)

6.2.1 Konstrukce diagnostickych prouzkii

Diagnosticky prouzek je plastovy pasek, na kterém jsou nalepeny plosky
z porézniho materialu. Na tyto ploSky jsou fixovany reagencie v suchém stavu (obr. 12).
Prouzek se ponoti do zkoumané moce na 1 — 2 s, pti vytahovéani prouzku se prebyte¢na
mo¢ otfe o okraj zkumavky. Po namoceni prouzku do moce za¢ne mo¢ difundovat
vrstvami a rozpousti pfitomné reagencie. Rozpusténé c¢inidlo reaguje s analyzovanou
latkou za vzniku barevného produktu. Vysledné zbarveni povrchu se odecitd po vyrobcem
stanovené reak¢ni dobé (vétsinou 30 - 120 s) bud’ proti barevné stupnici, kterd je soucasti

baleni prouzkli nebo pomoci reflexniho fotometru. Prouzky pro zakladni vysetfeni moce
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je tteba chrénit ptfed vlhkosti, nepfiméfenym teplem a svétlem, nemély by se mrazit.

(Stern, 2005, s. 163, 208; Stern, 2007, s. 1)

Nylonova sitka
4 Reagencni papir.
Absorbujici papir
Nosna folie

Obrézek 12 - Konstrukce prouzki pro zékladni vySetfeni moce
(Stern, 2007, s. 2)

Technologie vyroby je pomérné slozita, protoze je nutné zabranit, pfedevSim u
prouzki s vice reagenc¢nimi vrstvami, aby rozpoustédlo ¢inidla, kterym se nanasi dalsi
vrstva, nerozpustilo jiz nanesenou vrstvu. To je zajist€éno postupnou impregnaci a
susenim jednotlivych ¢inidel (obr. 13) a navic pfidanim separaéni vrstvy polymeru, ktera

od sebe ¢&inidla oddéluje, tato vrstva praska pii hydrataci moéi. (Stern, 2007, s. 2)

1. susarna 2. susarna @

Nezpracovana 1 M_atr‘if_e )
matrice se suchym cinidlem

i

1. impregnacni 2. impregnaéni
stanice stanice

Obrazek 13 - Technologie impregnace vlaken

(Stern, 2007, s. 2)

6.2.2 Reflexni fotometr

V klinickych laboratotich ale i v ordinacich 1ékait se pro odecet vysledki analyzy
moce pouzivaji specidlni reflexni fotometry, které mohou byt manuélni ¢i plné
automatické. Automaticky analyzator moci na principu mocovych prouzkl davkuje na
prouzek ze zkumavky se vzorkem moc¢ a po jedné minuté méii reflektanci kazdé zoény,
poloautomaticky reflexni fotometr vyzaduje vloZeni jiz namocenych prouzkl (napf.

Mocovy Reader LAURA, obr. 14). Prouzkové readery jsou nastaveny a ureny pouze pro
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originalni prouzky vyrobce. Pfi méfeni reflektance je zdrojem svétla obvykle LED
produkujici barevné, nebo bil¢ svétlo. Jeho odraz od barevné zoény prouzku vede

soustavou zrcadel k filtrim a k fotonasobiéi signalu. (Chromy, 2011, s. 136, 139)

Obrazek 14 - Mocovy Reader LAURA

(Mocovy Reader LAURA, 2016)

6.2.3 Acidita (pH) moci

pH moce urcujeme pomoci reagen¢niho policka, které obsahuje tii indikatory:
bromthymolovou modf, fenolftalein a methylovou cerven. Prolindnim barev téchto
indikatort vznika Siroké spektrum barevnych odstinti: od oranzové pro kyselou moc, ptes
Zlutou, zelenou az k modré pro alkalickou mog. (Stern, 2005, s. 164) Pokud mo¢ neni
konzervovana, dojde k rozmnozeni mikroorganismil rozkladajici mo¢ovinu na NHz a tim

k posunu pH k vyssim hodnotam. (Slanina, 2011, s. 5)

6.2.4 Proteinurie

Zdbna prouzku je citlivd témét vyhradné na albumin, reakce navic byva falesné
negativni v pfitomnosti napt. Bence-Jonesovy bilkoviny. Metoda je zaloZena na tzv.
bilkovinné chybé acidobazického indikatoru. Policko pro dikaz bilkovin je
impregnovano tetrabromfenolovou modii pufrovanou na pH 3,0. V nepfitomnosti
bilkoviny je prouzek Zluty, v pfitomnosti albuminu poskytuje s indikatorem komplex a
barva policka se méni pfes zlutozelenou v zelenou az modrozelenou. Tento
semikvantitativni dikaz albuminu bilkovinnou chybou indikatoru ale neni pfili§
spolehlivy, v laboratofi by bylo vySetteni doplnéno zkumavkovou metodou. Fale$né
pozitivni vysledek se objevuje pii kontaminaci moce vagindlnim nebo uretralnim

sekretem, pfi silné alkalickém pH moce, pfi kontaminaci nadobky dezinfekénim
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ptipravkem, (Stern, 2005, s. 163, 164, 208) a také v disledku interference s metabolity
penicilinu. Pfi vySetfeni proteinurie diagnostickym prouzkem nezachytime
mikroalbuminurii a vys$i koncentrace jinych proteinii nez albuminu (faleSné negativni

vysledek). (Tesaf, 2015, s. 55)

6.2.5 Glykosurie

Glukoéza patii mezi nizkomolekuldrni latky a je tedy volné filtrovana glomerulem,
jeji koncentrace v primarni moci je stejnd jako v plazmé. VeSkera glukoza je pak
reabsorbovana v proximalnim tubulu ledvin a ve fyziologické moci je prakticky

neprokazatelna. (Racek, 2006, s. 62)

Principem priukazu glykosurie v moc¢i je oxidace glukozy ve vzorku vzduSnym
kyslikem na o-glukonolakton a peroxid vodiku, tuto reakci katalyzuje enzym
glukézaoxidaza. Peroxid vodiku je St€pen enzymem peroxidazou na kyslik a vodu. Kyslik
oxiduje bezbarvy reaktant na barvivo, které poté odecteme vizualn¢ ¢i fotometricky (obr.

15). (Racek, 2006, s. 61)
GO
glukéza + O2 — d-glukonolakton + H.0>

PxD
H20; + reaktant — H0 + barvivo
Obrazek 15 - Princip prikazu glukozy v moci (GO — glukézaoxidaza, PxD - peroxiddza)

Pro dikaz glukozy se vyuziva reagencni poli¢ko, které je impregnovano enzymy
gluk6zaoxiddzou a peroxiddzou, a reaktantem. Vznikly peroxid vodiku se vyuziva bud’
k oxidaci  vhodné leukobaze (bezbarvy  oxidoredukéni indikator,  napf.
tetramethylbenzidin) na barevné oxida¢ni produkty, nebo k oxidacni kopulaci se 4-
aminoantipyrinem s vhodnym derivatem fenolu. Zbarveni se méni podle typu barevného

systému ze Zluté do Cervené az modrozelené. (Chromy, 2011, s. 88-92, 137)

Falesn¢ negativni vysledek miize zpusobit vysoka koncentrace kyseliny askorbové
(vitamin C) vmoci a salicylaty, falesné¢ pozitivni vysledek zptisobuje kontaminace
odbérovych nadob oxida¢nimi &inidly (soudast dezinfekénich prostiedk). (Stern, 2005,

s. 163)
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6.2.6 Ketonurie

Ketolatky v moci zastupuji aceton a kyselina acetoctova jako metabolity mastnych
kyselin. Principem analyzy je reakce ketoskupiny s reagenciemi impregnovanymi na
policku: nitroprussid sodny a hydroxid sodny, ktery ndm vytvaii silné alkalické prostiedi.
Reakéni policko se miize zménit v krémovou, rizovou az temné fialovou barvu podle
koncentrace ketolatek v moci. (Stern, 2005, s. 163) Diagnosticky prouzek nedetekuje
B-hydroxybutyrat, faleSn¢ pozitivni vysledek se objevuje u pacientll uzivajici levodopa

(antiparkinsonika, 1€k nahrazujici chybéjici dopamin). (Tesaf, 2015, s. 55)

6.2.7 Hematurie

Krev v moci se stanovuje reakei hemoglobinu z erytrocyti, které jsou na prouzku
lyzovany. Prouzek obsahuje barevny indikator — tetramethylbenzidin a hydroperoxid,
stanoveni hemoglobinu je zalozeno na pseudoperoxidazové aktivit¢ hemu. Hemoglobin
pfitomny v moci katalyzuje oxidaci indikatoru peroxidem a vznikd modrozelené
zbarveni. Prouzek je navic potazen sitovinou obsahujici jodistan draselny, ktery oxiduje
kyselinu askorbovou, pokud je v mo¢i ptitomna. Ma totiz silné redukujici u¢inky a reakci
katalyzovanou hemoglobinem by zpomalovala, az zastavila. Falesn¢ pozitivni nalez je
Vv pfipadé nedostatecného vymyti Cisticich oxida¢nich pfipravktl pii opakovaném
pouzivani sbérnych nadobek. Falesné nizsi vysledky zpisobuje konzervace moce
formaldehydem, vysoka proteinurie (> 5 g/1) (Stern, 2005, s. 164) a kyselina askorbova.
(Tesaf, 2015)

6.2.8 Bilirubin

V moci se stanovuje pouze konjugovany bilirubin (nekonjugovany bilirubin je
Vv krvi vazén na albumin a ten glomerulem neprojde). Bilirubin se stanovuje kopulaci
s diazotovanym dichloranilinem v pfitomnosti silné kyseliny za vzniku cerveného az
cervenofialového zbarveni indikacniho policka. FaleSn¢ pozitivni reakce je zpiisobena
1é¢ivy, které jsou v kyselém prostiedi ¢ervené (napi. fenazopyridin). Citlivost reakce se
ztraci pfi pusobeni slune¢niho zafeni na mo¢ (oxidace bilirubinu) a pii vyssi koncentraci

kyseliny askorbové nebo dusitanu v moéi. (Stern, 2005, s. 164)
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6.2.9 Urobilinogen

Urobilinogen se prokazuje na podobném principu jako bilirubin. Pouziva se jina
diazoniova sul  (4-methoxybenzendiazoazoniumfluoroborat),  specificka  vuci
urobilinogenu. Pfi pozitivni reakci se reagencni policko barvi do ¢ervena. Stani moce na
slune¢nim svétle zpisobuje oxidaci urobilinogenu na urobilin a fale$né snizeni nalezu.
(Stern, 2005, s. 164) Fale$né pozitivni vysledek mohou zpiisobit 1éky zbarvujici mo& do

Cervena. (Kvalitativni chemicka analyza moce, 2015)

6.2.10 Leukocyty

Leukocyty pfitomné v moci jsou ve vétSiné piipadl granulocyty. Reagencni
policko obsahuje ester indoxylu, ktery $tépi esteraza ptitomna v granulocytech na
indoxyl. Volny indoxyl reaguje s diazoniovou soli za vzniku fialového zbarveni. Pozitivni
nalez leukocyt v modi svédéi o bakteridlnim zanétu. (Stern, 2005, s. 164) Fale$né
negativni reakce muze byt zplisobena glykosurii, vysokou hustotou moci a vysokou
koncentraci oxalatii. FalesSné pozitivni nalez mUze vzniknout pii kontaminaci moce

z genitalu. (Tesaf, 2015, s. 56)

6.2.11 Dusitany

Bakterie, které vyvolavaji infekce mocového ustroji (napi. Escherichia coli,
Proteus, Klebsiella, nékteré enterokoky), redukuji dusi¢nany na dusitany. Prikaz
dusitani v mo¢i poukazuje na uroinfekci. Princip stanoveni je zaloZen na Grissové reakci:
dusitany reaguji se sulfanilamidem nanesenym na prouzku a vznikd diazoniova stl, ta
reaguje s dalsi imobilizovanou latkou — derivatem benzochinolinu a vznika rizova
azosloucenina. (Beranek, 2013, s. 154) Falesn¢ negativni vysledky jsou pii vysoké
diuréze (moc nesetrvala v mo¢ovém méchyii dostatecné dlouho, aby mohla probéhnout
preména dusi¢nani na dusitany), hladovéni, dieté bez rostlinného ptivodu a pfi infekci
mocovych cest enterokoky nevytvaiejicich nitrity. (Stern, 2005, s. 165; Tesat, 2015, s.
56)

6.2.12 Mikroalbuminurie a kreatinin

Pro stanoveni mikroalbuminurie jsou na trhu napf. prouzky MicroalbuPHAN®
LAURA, které umoznuji v€asné zjisténi mikroabuminurie pro ptfedchazeni pocatecnich

poskozeni ledvin a komplikaci u diabetikli. Diagnostickym prouzkem se soub&zné
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stanovuje albumin a kreatinin pro zvySeni piesnosti interpretace vysledkt. To je zajisténo
vypocétenim poméru albuminu ke kreatininu. Prouzky MicroalbuPHAN® LAURA jsou
ureny pro semikvantitativni hodnoceni mikroalbuminurie s vyuzitim objektivniho
vyhodnoceni mocovym analyzatorem LAURA® Smart. (MicroalbuPHAN® LAURA,
2015)

Test na stanoveni albuminu je zalozen na jiz popsané bilkovinné chybé
acidobazického indikatoru (viz Proteinurie 4.2.4), test na stanoveni kreatininu v moci
pouziva metodu zaloZzenou na reakci kreatininu s Kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou
v alkalickém prostfedi, vznikd Cervenooranzového zbarveni. (MicroalbuPHAN®

LAURA, 2015)

Tabulka 4 - Piehled analytd stanovovanych diagnostickymi prouzky

Analyt Princip reakce Fale$né pozitivni Fale$n¢ negativni
vysledek vysledek
pH Smés acidobazickych Mikroorganismy -
indikatori
Proteinurie | Bilkovinna chyba Kontaminace Mikroalbuminurie,
acidobazického sekretem, vysoka koncentrace
indikatoru dezinfekénim jinych proteinli nez
prostfedkem, albuminu
alkalické pH moci,
metabolity penicilinu
Glykosurie | Gluk6zaoxidazova Oxidacni ¢inidla Kyselina
reakce askorbova,
salicylaty
Ketonurie Reakce kyseliny Levodopa B-hydroxybutyrat
acetoctové a acetonu
s nitroprussidem
sodnym v alkalickém
prostredi
Hematurie Pseudoperoxidazova Kontaminace nadob | Konzervace moce
aktivita hemu Cisticimi oxida¢nimi | formaldehydem,
prostfedky vysoka proteinurie,
kyselina askorbova
Bilirubin Azokopulacni reakce Léciva zbarvujici Expozice svétlu,
moc¢ do ¢ervena kyselina askorbova,
(fenazopyridin) dusitany
Urobilinogen | Azokopula¢ni reakce Léciva zbarvujici Expozice svétlu
moc¢ do ¢ervena
Leukocyty Esterdzova aktivita Kontaminace moci z | Glykosurie, vysoka
granulocytd genitalu hustota moce,
oxalaty
Dusitany Grissova reakce - Vysoka diuréza,
hladovéni
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6.3 Gastroenterologie

POCT v gastroenterologii je zamétfeno na odhaleni okultniho krvaceni ve stolici.
Toto vySetfeni mé znacny vyznam pro v€asnou diagnostiku kolorektalniho karcinomu.
Kolorektalni karcinom pfedstavuje vazné zdravotni riziko pro evropskou populaci,
piredevsim pro stfedni Evropu, kde je druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti na rakovinu.
Vyskyt kolorektalniho karcinomu v Ceské republice patii k nejvyssim v Evropé, v roce
2010 bylo diagnostikovano 8 265 pacientl s timto karcinomem a 3 991 osob na toto
onemocnéni zemielo. Kolorektalni karcinom lze zachytit jiz v Casnych stadiich
onemocnéni. V roce 2000 byl v Ceské republice zaveden screening okultniho krvaceni ve
stolici. Okultni krvaceni ve stolici lze stanovit tzv. guajakovym testem (chemicky prukaz

hemoglobinu), nebo pomoci imunochemickych testd. (Kocna, 2015, s. 78)

6.3.1 OKultni krvaceni ve stolici: chemicky priikaz hemoglobinu

Chemickym testem uréujeme pfitomnost celé krve nebo hemoglobinu z rozpadlych
erytrocytli ve stolici pfi podezieni na skryté krvaceni do stfev v disledku napft. viedu,
nadoru apod. Stanoveni je zalozeno podobné jako prikaz krve v moci, tedy na
pseudoperoxidazové aktivit¢ hemu (erytrocyti): hem katalyzuje oxidaci indikatoru
(guajakova pryskyfice nebo dimethylbenzidin) peroxidem za vzniku zbarveni. (Chromy,
2011, s. 262; Schneiderka, 2000, s. 119) Vysledek testu mize byt ovlivnén pfitomnosti
kyseliny askorbové nebo hemoglobinu z potravy (maso, krev), proto je doporuceno 3 dny
pted timto testem dodrzovat dietni omezeni — vyhnout se masu, potravindm obsahujicich
vysoké mnozstvi vitaminu C a i n€kterym druhiim zeleniny. (Schneiderka, 2000, s. 119)
Stolice by se méla odebirat ze dvou rtiznych mist stolice, krev totiz nemusi byt rozptylena

rovnomerne.

6.3.2 OKkultni Kkrvaceni ve stolici: imunochemicky prikaz globinové
¢asti hemoglobinu

Jedna se o imunochemickou detekci hemoglobinu reakci s monoklondlni
protilatkou proti lidskému hemoglobinu. Tento test ma tu vyhodu, Ze pacient nemusi drzet
specidlni dietni opatfeni, nebot’ protilatka reaguje pouze s lidskym hemoglobinem. Test
je zaloZen na imunochemickém principu, konkrétné na imunochromatografii. Pacient
odebere vzorek stolice do odbérové nadobky, ve které je pfitomen stabilizujici roztok.

Poté se nanese kapka extraktu na test a odecita se vysledek (napi. FOB TEST viz obr.
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16). Pokud je hem ve vzorku pfitomen, navaze se na n¢j znacena protilatka proti lidskému

hemu a na testu se vytvofi dva barevné prouzky — 1 kontrolni a 1 testovaci. Negativni

vysledek je oznacen jen jednim prouzkem — pouze znacend protilatka (kontrolni linie).

(Schneiderka, 2000, s. 119, 120)

Obrazek 16 - Imunochemicky FOB TEST pro priikaz okultniho krvaceni ve stolici

(ONE STEP FOB TEST)

6.4 Stanoveni hCG

Lidsky choriovy gonadotropin (hCG) je glykoprotein produkovany placentou, je
tvofen dvéma podjednotkami — a-podjednotkou, ktera je shodna s a-podjednotkami
dal§ich hormonti (luteiniza¢ni hormon, folikulostimula¢ni hormon a thyreotropni
hormon), a B-podjednotkou, kterd je specifickd pro hCG. Urceni téhotenstvi je zalozeno
na stanoveni lidského choriového gonadotropinu (hCG), resp. jeho B-podjednotky.
Plazmatické koncentrace hCG stoupaji velmi brzo po nidaci vajicka, hormon se vylucuje
do krve a moce, kde ho lze stanovit. Nejvyssi koncentrace hCG v moci pii t€hotenstvi je
v 8. tydnu gravidity. (Ledvina, 2009, s. 424; Zima, c2013)

Tehotensky test vyuziva principu sendvi¢ové imunoanalyzy. Na membrang testu je
nanesen nekotveny konjugat mysi monoklonalni protilatky proti lidskému choriovému
gonadotropinu (hCG) sorbovany na koloidnim zlatu, ve sméru difuze vzorku jsou dvé
zony s kotvenymi protilatkami. Prvni, testovaci zona obsahuje kotvenou sekundéarni
protilatku proti hCG (napt. kozi), druha, kontrolni zéna obsahuje kotvenou protilatku
proti my$imu IgG (kozi nebo praseci, obr. 17). (Chromy, 2011, s. 302)
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Test line
Control line

Flow direction
—_

Membrane

Sample pad Adsorbent pad

Conjugate pad Adhesive backing

Obrézek 17 - Schéma téhotenského testu
(Kvalitativni chemicka analyza moce, 2015, s. 5)

Prouzek se ponoti do moce po rysku a moc¢ zacne vzlinat. Pokud je v mo¢i pfitomen
hCG, reaguje se znacenou mysi protilatkou proti hCG, vznikly imunokomplex difunduje
nahoru a zachyti se na kotvené protilatce v prvni zon€ (testovaci), tato pozitivni reakce se
projevi Cervenym prouzkem diky karminové barvé koloidniho zlata. Nezreagovany
konjugat (pii nizké koncentraci hCG) nebo imunokomplex (pfi dostatecné koncentraci
hCG) imunochromatograficky vzlina do kontrolni zény, kde zreaguje s kotvenou
protilatkou proti mySimu 1gG a vznikne dal$i ¢erveny prouzek bez ohledu na pfitomnost
hCG, tento prouzek slouzi jako kontrola. Pozitivni t€hotensky test ma tedy dva prouzky,
negativni test ma jeden prouzek (kontrolni; obr. 18, 19). Misto koloidniho zlata Ize pouZit
1jiné barvivo, ale pravé koloidni zlato je v imunochemickych testech pouzivano nejvice.

(gtern, 2005, s. 165; Chromy, 2011, s. 302)

Kontrola (C)
Test (T)
C C C C
T T T T
= =z = z
= = = =

Jste tthotna  Nejste téhotna Neplatny vysledek

Obrazek 18 - Vysledky téhotenského testu

(Gravitest 10, 2009)
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Obrazek 19 - Ruzné typy pozitivnich t€hotenskych testl

(Kvalitativni chemicka analyza moce, 2015, s. 4)

6.5 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je jednim z nejcitlivéjSich a nejptesnéjsich ukazatelt
aktivity zanétu pojiva. Koncentrace CRP mohou pfi zanétu z vychozich hodnot kolem
1 mg/l stoupat az tisicindsobné. Hlavni funkci CRP je opsonizace — vytvofeni vazby
S bakterialni sténou a buné¢nou membranou organizmi, vaze se na nekrotické buiky a
buniky poskozené komplementem. Tyto vazby zvysuji clearenci (odstranéni z krevniho
ob¢hu) poskozenych bun¢k a patogeni makrofagy a neutrofily. (Kazda, 2012, s. 168 -
170) Stanoveni CRP se vyuziva k rozliSeni, zda pacient trpi bakterialni ¢i virovou infekci.
Pti bakteridlni infekci se hodnota CRP mnohonasobné zvysuje, u virové infekce se
zvySovat nemusi. Stanoveni CRP v ordinaci poméha lékafi v rozhodovani o nasazeni
antibiotické 1é¢by a zarovenn mu dava informaci o pribéhu onemocnéni a ucéinnosti

antibiotik. (Lankova, 2007)

CRP mizeme stanovit riiznymi imunochemickymi metodami, v rezimu POCT se
pouziva imunoturbidimetrické stanoveni s latexovymi ¢asticemi. Mikropartikule jsou
potazeny protilatkou proti lidskému CRP, spole¢né vytvofi imunokomplex a
turbidimetricky se méfi mira zakalu (pfi 340 nm). (Chromy, 2011, s. 189) Pro stanoveni
hodnoty CRP v krvi se v ordinacich 1ékaiti pouZziva napt. pfistroj QuikRead. Méfeni se

provadi z Cerstvé odebrané kapilarni krve smichané s roztokem v umélohmotnych
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zkumavkach se specialni zatkou. Nejdiive se méfi blank (slepy vzorek), poté se pomoci
zatky vtlac¢i reagencie do roztoku, promicha se a méti se vzorek po probéhlé chemické

reakci (piistroj QuikRead a set pro analyzu viz obr. 20). (Lainkova, 2007)

Duiddead’ CRP

Obrazek 20 - Pristroj QuikRead a set pro stanoveni CRP

(Dolezelova, 2010, s. 4)

6.6 Toxikologie

Pro ptfimou orienta¢ni identifikaci drog se vyuzivaji imunochemické diagnostické
testy. Imunochemické testy pro detekci drog pracuji na principu kompetice (SoutéZeni)
mezi stanovovanym analytem a znaenym analytem o pfitomnou protilatku.
Imobilizovany analyt na testu mize byt znacen enzymaticky ¢i fluorescenéné. Detekce
stanovovaného analytu je tedy zalozena na jeho schopnosti vytésnit znaceny analyt z jeho
vazby na specifickou protilatku. Specifické protilatky (nejcastéji se jednd o mysi
monoklonélni protilatky) jsou fixovany na povrchu €astic koloidniho zlata (zbarvuje
kontrolni a testovaci zénu do ¢ervena), nebo na povrchu modie zbarvenych mikrocastic
(vysledné zbarveni je pak modré). Pro rychlou orienta¢ni analyzu v reZimu POCT, ktera
je vyuzivana napf. v terénu policisty pii silni¢nich ¢i celnich kontrolach, na misté ¢inu ¢i
na letiStich, se pouZivaji jednordzové imunochromatografické testy S vizudlnim
vyhodnocenim vysledku. (Identifikace drog v pevném stavu pomoci spektralnich metod

- imunochemické diagnostické testy, 2014, s. 6, 7)

Na imunochromatografickém principu pracuji napt. 1 testy ULTIMED
MULTIDrugControl Card (10) (obr. 21). Tento test moznuje rychlé screeningové

vySetieni eventualni pfitomnosti 10 drog, zneuzivanych latek a jejich metaboliti v moci.
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(Senft, 2008) Piehled stanovovanych analyt na testu ULTIMED MULTIDrugControl
Card (10) uvadi tabulka 5.
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Obrazek 21 - Test ULTIMATED MULTIDrugControl (10)

(Senft, 2008)

Tabulka 5 - Piehled stanovovanych analytii na testu ULTIMED MULTIDrugControl

Card (10)

Latka v moci Zkratka
Amfetamin AMP
Barbituraty BAR
Benzodiazepiny | BZO
Buprenorfin BUP
Extaze MDMA
Kanabinoidy THC
Kokain COC
Methadon MTD
Metamfetamin MET
Opiaty OPI

(Senft, 2008)

Uprostied prouzku je testovaci linie (T), kde je imobilizovany konjugat (drug-
conjugate), na zacatku testovaci membrany jsou sorbovany mikrocastice, na nichz je
fixovana barevna mysi monoklonalni protilatka (anti-drug monoclonal antibody) o
jejichz vazebna mista soutézi analyt a imobilizovany konjugat. V horni ¢asti stripu je

oblast membrany oznac¢ena C (kontrolni linie), zde je kotvena druha protilatka proti
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barevnému antigenu na zacatku testovaci membrany, ptidavaného vyrobcem do setu (obr.

22). (Senft, 2008)

Testovaci prouzek se ponofi do moce, ta chromatograficky vzlina, pokud
neobsahuje testovanou latku ¢i jeji metabolit, nebo je jeji obsah nizsi nez detek¢ni limit
testu, protilatky se nemaji na co navazat a vzlinaji az K linii T, kde s imobilizovanym
konjugatem utvoii komplex a vznikne barevny prouzek. Imunokomplex dale vzlina Kk linii
C, kde zreaguje barvivo s imobilizovanou protilatkou a vznikne druhy barevny prouzek
(kontrola). Pokud mo¢ testovanou latku obsahuje, utvoii s protilatkou imunokomplex a
viinii T tak nemize vzniknout barevny testovaci prouzek, nebot' protilatky na
mikrocasticich uz jsou nasyceny drogou ze vzorku. Komplex tedy vzlina dal az k linii C,
zde reaguje barvivo z pocatku testu s druhou imobilizovanou protilatkou a vytvoii se
barevny prouzek (kontrola). V obou ptipadech musi v kontrolni zon¢ vzniknout barevny
prouzek, jako kontrola, ze byl test proveden spravné a probehlo vzlinani (vyhodnoceni

testu viz obr. 22). (Senft, 2008)

Negativni Pozitivni

_.-——-"""'H[ _— T

Kontrolni i testovaci
linie maji navazany _
jim odpovidajici Lo
barevny konjugat

+ Testovacl linle Baniva + +
Pokud neni droga pfitomna R
oba typy barviv se navazi

Pokud je v biologickém
materialu pfitomna droga,
zabrani vazbé barviva

v oblasti testovaci linie
Bariva Dvé viditelné linie Jedna viditelna linie . .

Kontrolni, zname mnoZstvi
dvou typil barviv |
volné pohyblivych

v oblasti testu

Wzorek moci Vzorek modi

bez drogy putujici s drogou putujici

testovacim prouzkem testovacim prouzkem
spolu s barvivy

Obrézek 22 - Schéma uspotadani imunochromatografického drogového testu
(Rychlé diagnostika drogovych zavislosti, 2016)

U Iéciv, u kterych hrozi predavkovani a ve vétSich davkach jsou toxicka, je nutné
kontrolovat jejich hladinu, jedna se o tzv. therapeutic drug monitoring (TDM,

terapeuticky monitoring 1é¢iv; drug(s) znamena jak 1é¢iva, tak i drogy, néktera 1éciva
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mohou fungovat i jako drogy, pro to existuje termin drug of abuse). (Chromy, 2011, s.
41) TDM je velmi uziteény V intenzivni péci ale i v dlouhodobé terapii 1éky jako napf.
imunosupresivy, antiarytmiky (napf. digoxin) ale i antiepileptiky. Pravé tyto 1éky maji
uzké terapeutické okno (rozdil mezi terapeutickou a toxickou davkou) a je tedy nezbytné
podrobovat pacienty léCenymi témito piipravky terapeutickym monitoringem. Existuji
pokyny doporucujici TDM, pokud nastanou tyto okolnosti: (1) pokud je znam vztah mezi
koncentraci Iéku a jejim terapeutickym/toxickym efektem, (2) pokud je uzké terapeutické
okno, (3) pokud neni k dispozici parametr urcujici klinickou ucinnost, (4) pokud je u
pacientti velka individualni proménlivost farmakokinetickych parametr a (5) pokud je
moznd interakce s doprovodnymi 1é¢ivy. Seznam nejCastéji sledovanych 1éku, které

spliuji vyse uvedena kritéria, je uveden v tabulce 6. (Sanavio, 2015, s. 3)

Tabulka 6 - Nejcastéji sledované 1éky v ramci TDM

Skupina 1éCiv Priklad 1€kt
Antiretrovirotika -
Antikonvulziva Karbamazepin

Kyselina valproova
Fenobarbital fenytoin
Lithium
Imunosupresiva Cyklosporin
Takrolimus
Mykofenolat mofetil
Antibiotika Aminoglykosidy
Vankomycin

Léky na srdce Digoxin

Cytotoxické 1éky | Methotrexat
Psychotropni léky | Tricyklicka antidepresiva
Bronchodilatatory | Theofylin

Kofein

(Sanavio, 2015, s. 3, vlastni zpracovani)

6.7 Kardiologie

Biochemické markery kardialnich onemocnéni, zejména kardialni troponiny (cTn),
hraji zéasadni ulohu v diagnostice, prognoze, monitoringu a stratifikaci rizika pfi
podezieni na infarkt myokardu. Stanoveni kardialnich markert je k dispozici prakticky
V kazdém modernim zdravotnickém centru, které ma urgentni piijem. V soucasné¢ dobé
je mozné vysetiit fadu kardidlnich markerdi, nicméné stanoveni troponinli ma
pfi posouzeni poskozeni myokardu nejveétsi zastoupeni. Vzhledem Kk potiebé mit
vysledky stanoveni kardidlnich markert co nejrychleji pro v€asnou diagnézu a terapii,

byly vyvinuty testy v rezimu POCT. (Christenson, 2009, s. 151)
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6.7.1 Troponiny

Troponin je komplex tii bilkovin a je slozen ze tfi podjednotek s rozdilnymi
strukturami a funkcemi: (1) TnT — troponin T, vaze troponinovy komplex k molekule
tropomyosinu; (2) Tnl — ma inhibi¢ni G¢inek na kontrakci svalu v nepiitomnosti vapniku
a TnC; a (3) TnC — vaze kalcium. Troponiny C, I a T jsou obsazeny Vv kontraktilnim
aparatu pricné pruhovaného svalu (srdce a kosterni svaloviny) a ovliviiuji regulaci
svalové kontrakce. V kardiomyocytech produkované troponiny I a T (cTnl a ¢TnT) jsou
natolik odlisné od troponint kosterniho svalu, ze je miizeme povazovat za organove
specifické. Pri¢inou zvySeni cTnl a cTnT je celd fada stavli — ischemicka nekréza u
akutniho infarktu mykardu (AIM), srde¢ni selhani, chronické renélni insuficience, plicni

embolie a dalsi. (Friedecky, 2015)

Kardialni troponiny jsou jiz standardni soucasti diagnostiky akutniho infarktu
myokardu. K hodnoceni vysledkti méfeni troponinti se pouziva jako interpretacnich
kritérii hodnot 99. percentilii a rozdili hodnot koncentraci troponinii namétenych u
pacienta ve dvou nebo vice ¢asovych intervalech. Podle Doporugeni CSKB: Pouzivéni
kardialnich troponinti pfi podezieni na akutni koronarni syndrom z roku 2015 cTnT
stanovuji dva POCT systémy (Roche Cobas a Radiometer AQT 90 Flex), ostatni systémy
méii cTnl. (Friedecky, 2015)

6.7.1.1 Stanoveni troponini

Prtkaz a diferenciace TnT z myokardu od TnT z kosternich svalt jsou zalozeny na
specifickych monoklonélnich protilatkach proti TnT z myokardu pomoci diagnostickych
prouzkii. Na pocatku prouzku jsou pouze sorbovany mikrocastice koloidniho zlata,
jejichz povrch je potazen primarni protilatkou proti kardialnimu TnT. Ve sméru difuze
vzorku jsou ve dvou pruzich kotvené sekundarni protilatky proti cTnT. Na start testu se
kapne krev, cTnT v ni obsazeny vytvoii komplex s primarni protilatkou, imunokomplex
difunduje k druhé kotvené protilatce. V prvnim, kontrolnim pruhu je jen takové mnozstvi
protilatky, které postacuje k vyvazani fyziologické hladiny cTnT a diky pfitomnosti
koloidniho zlata vznikne Cerveny prouzek (negativni test). Pokud je cTnT zvyseno,
difunduje vySe k sekundarni protilatce v druhém, testovacim pruhu, dojde k navazani
cTnT na sekundarni protilatky a vznikne druhy cerveny prouzek (pozitivni test).
(Chromy, 2011, s. 190, 246) Piikladem testu na stanoveni CTNnT je napi. diagnosticky
prouzek od firmy Roche Diagnostics (obr. 23).
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Obrazek 23 - Reagen¢ni kazeta pro stanoveni ¢cTnT od Firmy Roche Diagnostics

(Roche CARDIAC Trop T Sensitive test (visual), c1996-2016)

6.7.1.2 Vyhodnoceni testu

Vysledek testu se miize hodnotit vizualng, odecitaji se vzniklé prouzky v indikacni
z6n¢. Pii normalnim obsahu cTnT se v indikac¢ni z6né objevi jeden barevny prouzek,
takovy test je negativni, pfi dostatecné zvySené hladin€ cTnT se vytvoii dva prouzky,

které hodnotime jako pozitivni vysledek testu.

v

Automatické vyhodnoceni zajistuje spolehlivéjsi vysledky diky eliminaci
potencidlnich chyb zptisobenych vizualnim odectem. Odecteni vysledki 1ze provést napf.
pomoci piistroje cobas h 232 od firmy Roche Diagnostics (obr. 24). Piistroj je idealni pro
pouziti na pohotovostech, v jednotkach intenzivni péce, v sanitkach ale i v ordinacich
1€katti véetné kardiologli. Do pristroje se vklada nepouzity prouzek, na né€jz se nanese
vzorek krve. Po uplynuti reakéni doby pfistroj pomoci fotometrie sam provede odecet

vzniklych pruht a na display zobrazi vysledek. (cobas h 232 systém POC, ¢1996-2016)

Obrazek 24 - Pristroj cobas h 232 od firmy Roche Diagnostics

(cobas h 232 systém POC, ¢1996-2016)
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7 Diskuse

POCT je Siroce vyuzivany typ vySetfeni aplikovany mimo laboratof. NejcastejSimi
uzivateli jsou nelaboratorni pracovnici jako 1ékafi, sestry, oSetfovatelé, ale patii sem i
samotni pacienti. POCT umoziuje vykonavat rychly orientacni test a stanovovat tak fadu
analytli. V ordinacich lékatri a na lazkovych odd€leni se jedna predevSim o stanoveni
glykémie, glykovaného hemoglobinu, acidobazické rovnovahy, stanoveni CRP,
kardialnich troponini a hCG. V self-monitoringu ma nejvétsi zastoupeni glukometrie
V podobé osobnich glukometra pro stanoveni hladiny glykémie. Diky tomuto pfistroji si

diabetici mohou kontrolovat svlij zdravotni stav a urcit tak davku pfijimaného inzulinu.

Vzhledem ke skupin¢ uzivatelt, ktera POCT pouziva, je nutné personal i pacienty
dostate¢n¢ edukovat. Co se tyce zdravotnického personalu, mél by mit teoretické znalosti
tykajici se pfislusného vysetieni a pouzité technologie, dale by mél umét vyhodnotit
vysledky a znat klinicky vyznam daného vySetfeni. Zdravotnicky personal i pacienti by
m¢éli znat charakter a podminky skladovani pouzivanych reagencii a dalsiho materialu; a

musi byt dostatecné proskoleni o obsluze zatizeni a postupu méfent.

POCT miuzeme dé¢lit na metody instrumentalni a neinstrumentalni nebo podle
povahy pouzité analytické metody. Mezi neinstrumentalni metody patii predevSim
diagnostické prouzky pracujici na principu suché chemie a imunochromatografie, a
umoziuji uzivateli odecist vysledek bez pouziti pfistroje. V nemocniénich zafizenich a
Vv ordinacich lékafi se vyuZivaji instrumentalni metody, které pracuji na principu
fotometrie, elektrochemie a imunochemie. Tyto metody jsou pouzity V pfistrojich na
odecet vysledk, jejich pouziti vede k presnéjSimu zhodnoceni testu a eliminuje mozné

chyby zpiisobené vizualnim odectem.

Optické metody v Cele s reflektanci jsou vyuzivany ve fotometrickych ptistrojich
pro odecet zbarveni diagnostickych prouzkd a imunochromatografickych reagenc¢nich
kazet. Imunochromatografie vyuziva vazby antigenu a znacené protilatky pro detekci
analytii jako jsou hCG, CRP, troponiny, okultni krvaceni ve stolici a drogy a jejich

metabolity. Elektrochemické metody jsou v podobé elektrod pouzivany v glukometrech.

POCT je v mediciné Siroce vyuzivano a ma fadu vyhod. K nejcastéji zminované
vyhodé¢ patii TAT, umoziiuje rychlejsi reakci v terapii, v€asné urceni diagndzy, zahéjeni

1écby a jeji monitorovani. S POCT také odpada nutnost transportu vzorku, snizuji se
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administrativni naroky, k vétsin¢ testil je zapotfebi mensi objem vzorku a v neposledni
fadé¢ POCT minimalizuje preanalytické chyby vzniklé Spatnym odbérem, nespravnym

oznaéenim materialu a nevhodnym transportem vzorku. (Sprongl, 2002)

POCT ma i své nevyhody, nejvétsi nedostatek je cena POCT analyz, uvadi se, ze
jsou 2x az 10x draz$i nez vysetfeni provadénd v centrdlnich laboratofich. K dal$im
nevyhodam patii zajiSténi pfesnosti a spravnosti metod, nebot’ mnoho testl je zaloZeno
na subjektivnim hodnoceni zmény barvy, obsluha miize opomijet a zanedbavat
pravidelnou udrzbu POCT pfistroji a navic v rezimu POCT je mozné provadét omezené

spektrum metod. (Sprongl, 2002)

Vyznam a vyuziti POCT pfistrojii a testd stale vzriista a s tlakem na vyvoj POCT
stale dochazi k miniaturizaci laboratornich technologii. Pfedpokladem dal$iho vyvoje
POCT je pfechod na mikrotechnologie az nanotechnologie a kolujici ¢ipy, tzv. laboratot
na Cipu. (Kazda, 2012, s. 315) Tato miniaturizace umoziuje finan¢ni Gspory, Setii zivotni
prostiedi a vede k vyssi dostupnosti a mobilité technologii. Laboratof na ¢ipu (LOC) je
zatizeni, které integruje veSkeré potfebné laboratorni postupy (od odebrani vzorku pies
jeho transport az po chemickou reakci a detekci) na plochu o velikosti milimetrii ¢i
nékolika malo ¢tvere¢nich centimetri a splituje tak hlavni cil této miniaturizace, tzv.
UTAS (micro total analysis systém). Princip LOC je dnes aplikovan pro miniaturizaci
imunoanalyz, biochemickych reakci ale i genetickych technologii, napf. PCR. (Principy
imunoanalytickych metod, 2016)

Cipy pouzivané v LOC jsou sloZenim velmi podobné pogitadovym &iptim, skladaji
se z ktemiku ¢i oxidu kiemicitého. LOC ma komplikovany systém kanalkd o priméru
nckolika stovek nanometrti az desitek mikrometrii a délce nékolika milimetri az
centimetri. Tyto kanalky se podle potieby kitizi, rozvétvuji a Usti do mikroreaktort,
mikromixérd, separacnich kanélkl a detekénich komiirek. Vzorek putuje timto systémem
mikrokanalkil, v mikroreaktoru se setka s potfebnymi reagenciemi, v mikromixéru dojde
ke smichani smési, v separacnich kanalcich se odd€luji nezddouci slozky smési a
vysledek je v detekéni komtirce odecten a pomoci integrovaného pocitace se zobrazi na

display pfistroje. (Pumera, 2004)

Kapalina v mikrokanalcich je transportovana pomoci elektroosmotického tlaku.
Povrch kanalki mé diky svému materidlu, ze kterého je vyrobeny, zdporny naboj, ktery

je kompenzovan tenkou vrstvickou kladnych iont. Ve vloZeném elektrickém napéti se
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tato vrstva zacne pohybovat smérem ke katod¢ a tim se rozpohybuje cely obsah kanalku.
Tok tekutiny je ale pouze laminarni bez turbulenci a tudiz se dva proudy kapaliny
Vv mikrokanalku nemisi. Proto je nutné¢ na mikroCip umistit i mikromixér, ktery vzorek

S potfebnymi reagenciemi smicha. (Pumera, 2004)

Dalsim cilem konkrétn¢ v glukometrii je neinvazivni stanoveni glykémie, které
vyuziva optické ¢i transdermalni piistupy. Optické glukézové senzory vyuzivaji fyzikalni
vlastnosti svétla intersticialni tekutiny nebo ptfedni komory oka. Tento typ piistupu
zahrnuje polarimetrii, Ramanovu spektroskopii, infraéervenou absorp¢ni spektroskopii,

fotoakusticky jev a optickou koherentni tomografii. (Yoo, 2010, s. 4564)

Prvni transdermalni gluk6ézovy senzor schvéileny US FDA (Food and Drug
Administration, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv Spojenych statli americkych) byl
GlucoWatch Biographer vyrobeny firmou Cygnus, Inc. (Redwood City, CA, USA).
Tento pristroj podobny hodinkdm je zaloZzen na trandermalni extrakci intersticidlni
tekutiny reverzni iontoforézou a pfi snizeni hodnoty inzulinu pod pozadovanou mez
vydava zvukovy signal. Hodinky ale byly v roce 2008 staZzeny z prodeje, protoze maji
dlouhou zahtivaci dobu, vydavaji faleSné alarmy, jsou nepfesné a drazdi pokozku.
Pfestoze se neinvazivnimi piistupy stanoveni glykémie véda stale zabyva, spolehliva

metoda neinvazivniho stanoveni glykémie doposud neni k dispozici. (Yoo, 2010, s. 4564)

57



8 Zavér

Prace seznamuje s pojmem vySetfeni v mimolaboratornich podminkach, podava
piehled technologii, které systémy POCT vyuzivaji, a piredklada piehled analytickych
ptistupt, které metody POCT pouzivaji. Podrobnéji se prace zaméfuje na vybrané oblasti

a analyty, kde je POCT aplikovéano.

Prace je ucelenym piehledem metod a vybranych analytii stanovovanych mimo
laboratof. Praci by bylo mozné rozsifit o dalsi analyty spadajici do POCT, napt. parametry
acidobazické rovnovahy, elektrolyty (Na, K, Cl, Ca, Mg) a fada testi z oblasti
mikrobiologie; stejné tak o experimentalni ¢ast, jeji délka by pak ale piesahovala rozsah
bakalaiské prace. Experimentalni ¢ast by se mohla tykat napt. zhodnoceni spravnosti a
presnosti metod v rezimu POCT porovnanim hodnot stanovenych pomoci POCT

S hodnotami namétenymi v klinické laboratofi.
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