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Abstract

Paper describes usage of certified reference materials NIST - SRM 965a, SRM 927d and SRM
916a. These materials are intended primarily for use in clinical chemistry on determinations of
glucose, total protein and bilirubin. Their properties and fitness for given purposes were
compared and evaluated. By means of these materials was verified the traceability and esimated
the uncertainty for reference mehods of analyts mentioned above.

Motto:
Di jemu Pilat: “Co jest pravda?” (10)

1. Uvod

V Kklinické biochemii patii stanoveni glukosy, celkové bilkoviny a celkového biliruibinu

V krevnim séru (plasmé) cela desetileti k zakladnim rutinné provadénym analysam.

V Referen¢ni laboratoii pro klinickou biochemii byly postupné zavedeny referen¢ni metody

ke stanoveni téchto tfi analyti. Hexokinasova metoda pro stanoveni glukosy (11), biuretova
metoda dle Doumase pro stanoveni celkové bilkoviny (2) a metoda Jendrassika-Grofa

v provedeni dle Doumase pro stanoveni bilirubinu (4). Vysledky zminénych metod jsou postupné
navazovany na certifikované referen¢ni materialy (CRM) a urcovany prislu$né nejistoty. Byly
pouzity materialy z produkce NIST a to SRM 965a, SRM 927d a SRM 916a. Kazdy z nich ma
sva specifika. Toto sdéleni se snaZi nejprve podrobné analysovat tidaje z jejich certifikati a
kriticky je zhodnotit. Po ziskani experimentalnich dat stanovenim jednotlivych analyta

v prislusnych RM pak urcit celkové nejistoty téchto vysledki, zhodnotit piispévky jednotlivych
sloZek nejistot, moZnosti jejich sniZeni a kriticky zhodnotit pouzité RM.

2. Udaje o SRM 9652, 927d a 916a z certifikatia NIST a jejich vyhodnoceni
2.1. SRM 965a - glucose in frozen human serum

Pouziti: hodnoceni spravnosti postupii uzivanych ke stanoveni glukosy v lidském séru.

Baleni: zmrazené lidské serum zatavené ve sklenénych ampulich, 4 rizné koncentrace, od kazdé
2x2 ml, tedy celkem 8 zatavenych sklenénych ampuli.

Material: smésné lidské sérum, filtrace, pfidavky monohydratu D-glukosy, pH nastaveno na 7.5
pri 37°C, filtrace sterilnim filtrem 0.22 pm.

Skladovani: -50°C ve tmé (-20°C po dobu jednoho tydne).

Certifikované parametry: jsou uvedeny v tab. 1. Koncentrace glukosy jsou uvedeny s rozsifenou
kombinovanou nejistotou pro hladinu spolehlivosti 95%, faktor pokryti = 2.

Tab. 1
koncentraéni irovei |  koncentrace (mmol/l) | nejistota (mmol/l) |
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aroveii 1 1.918 10.020

|
[aroven 2 4,357 0.048 |
[uroven 3 6.777 0.073 |
[arovet 4 16.24 0.19 |

Necertifikované parametry: zadné.

Expirace: 4 roky od certifikace.

Pouzité analytické postupy: ID/GC/MS (isotopové ziedéni/plynova chromatografie/hmotova spektrometrie
-absolutni metoda).

Hodnoceni: Je to matricovy RM uréeny pro glukosu v lidském séru. Jedna se o smésné lidské sérum

s eventuelnim pridavkem glukosy a material je dodavan ve zmrazeném stavu. Rozsahem koncentraci (4
urovné) priblizné pokryva dolni polovinu koncentraci glukosy, které jsou slucitelné se zivotem. K pouziti
staci obsah sklenéné ampule rozmrazit, vytemperovat a promichat.

2.2. SRM 927d - bovine serum albumin (7% solution) - total protein standard

Pouziti: standardisace postupt pouzivanych pfi klinickych stanovenich celkové sérové bilkoviny,

pro kritické posouzeni pracovnich kalibracnich a kontrolnich materiala pouzivanych v téchto postupech a
jako referenéni material pro stanoveni celkové bilkoviny spektrometricky ve viditelné oblasti (biuretova
reakce).

Baleni: 10 zatavenych sklenénych ampuli, v kazdé 2.2 ml vodného roztoku hovéziho albuminu.

Material: hovézi albumin rozpustén v 0.02 mol/l chloridu sodném, pH nastaveno roztokem NaOH 1.0 mol/l
na 6.5 az 6.8, sterilisovano membranovou filtraci a testovano na sterilitu.

Skladovani: 2 az 8°C.

Certifikované parametry: koncentrace hovéziho albuminu analysou aminokyselin (s kombinovanou
rozsifenou nejistotou pro hladinu spolehlivosti 95% a faktorem pokryti = 2) je 65.41 * 0.82 g/I.
Necertifikované parametry: koncentrace bilkoviny biuretovym ¢inidlem (s kombinovanou rozsifenou
nejistotou pro hladinu spolehlivosti 95% a faktorem pokryti = 2) je 70.10 g/l #0.74 g/l.

Expirace: 4 roky od certifikace.

Pouzité analytické postupy: necertifikovana koncentrace bilkoviny je stanovena referenéni biuretovou
metodou (2). Certifikovana koncentrace hovéziho albuminu je vypoctena z vysledktl dvou nezavislych
metod pro stanoveni aminokyselin. Prvni metoda ID-LC/MS/MS (isotopové ziedéni, kapalinova
chromatografie/tandemova hmotnostni spektrometrie) je absolutni metodou stanoveni aminokyselin.

V hydrolysatu (HCI) se stanovuje fenylalanin, prolin a valin. Druha metoda je postavena na komerénim
analysatoru aminokyselin (ionexova chromatografie, derivatisace ninhydrinem a spektrometricka detekce
pfi 570 a 440 nm), zde se stanovuji v HCI-hydrolysatu aminokyseliny alanin, leucin, lysin a kyselina
asparagova/asparagin. Uvedena méreni byla kalibrovana na SRM 2389.

Hodnoceni: Jedna se o nematricovy RM urcéeny ke standardisaci pfi stanoveni celkové sérové bilkoviny
v klinickych vzorcich. Materialem je roztok hovéziho albuminu ve vodé s prfidavkem NaCl a pH
nastavenym na 6.5 az 6.8 v kapalném stavu. Obsahuje jedinou uroven koncentrace 70.1 g/l, ktera je
priblizné ve spodni tietiné fysiologickych hodnot. Uvedena koncentrace neni certifikovana (!). K pouziti
stai obsah sklenéné ampule vytemperovat a promichat.

2.3. SRM 916a - bilirubin

Pouziti: kalibrace a standardisace postupti uzivanych ke stanoveni bilirubinu v klinickych vzorcich a
pro rutinni hodnoceni pracovnich kalibraénich a kontrolnich materialii pouzivanych v téchto postupech.
Baleni: jedna lahvic¢ka obsahujici 100 mg krystalického bilirubinu pod argonem. Lahvicka je zatavena

v polyesterovém obalu, ktery je rovnéz naplnén argonem.

Material: bilirubin je isolovan z praseci zlu¢i a vykrystalisovan jako kyselina, je posléze €iStén pomoci
chloroformu a siranu sodného (3) a nasledné z chloroformu rekrystalisovan.

kladovani: po otevieni musi byt material uchovavan v pevné uzaviené lahvi¢ce pfi 2 az 8 °C a chranén
pred svétlem. Standardni roztoky bilirubinu v roztoku albuminu chranéné pred svétlem a uchovavané pfi -
20 °C vykazuji pokles koncentrace o cca 1.5% a pfi -70°C o cca 1% za mésic (4).

Certifikované parametry: €istota bilirubinu jako hmotnostni zlomek = 98.3% * 0.3% (nejistota je cca 0.3
relativnich procent), preparat obsahuje cca 1.2% chloroformu.

V tab. 2 jsou uvedeny necertifikované parametry: molarni absorptivity stanovené v 6 laboratorich,
rozsifené nejistoty jsou uvedeny pro hladinu spolehlivosti 95% s faktorem pokryti 2.57 a smérodatnou
odchylkou zahrnujici presnost “between-lab”, “within-lab” a nasledné i €istotu.

Tab. 2 |
méieny systém, nm molarni absorptivita ‘ nejistota ‘




| | (litr.mol*.cm®) | (litr. mol*.cm?)
lalkalické azobarvivo, 598 176641 631
‘neutrélni azobarvivo, 530 ‘57079 ‘765
bilirubin v kofeinovém ¢inidle, 432 50091 891
Ibilirubin v kofeinovém ¢inidle, 457 149241 1466

Expirace: 4 roky od certifikace.

Pouzité analytické postupy: charakterisace a urceni stupné €istoty byly provedeny v Centru analytické
chemie NIST gravimetrii, TLC, HPLC, NMR, MS a VIS spektrometrii, méreni molarni absorptivity bylo
provedeno spektrometricky v Sesti u€astnickych laboratorich.

Hodnoceni: Jedna se o nematricovy RM v substanci uréeny ke kalibraci a standardisaci stanoveni
bilirubinu v klinickych vzorcich. Materidlem je substance s certifikovanym hmotnostnim zlomkem
bilirubinu v pevném stavu (krystaly). K pouziti dle (4) je treba presné odvazit priblizné 40 mg substance
do 200 ml odmérné bariky a rozpustit v roztoku hovéziho albuminu 40 g/l. Tento zakladni roztok je tieba
pro pouziti presné ziredit roztokem hovéziho albuminu 40 g/l. Napr. k ziskani roztoku cca 40 mg/l
(trojnasobek horni fysiologické meze koncentrace v séru) je treba do 50 ml odmérné banky odmérit
10.0 ml zakladniho roztoku a doplnit albuminem 40 g/l. Roztoky bilirubinu je tfreba peé¢livé chranit pred
svétlem. Hotové k pouziti, rozplnéné v nadobkach z plastické hmoty a skladované ve tmé pfi teploté -70°C
jsou stabilni 6 mésicu. Z popsanych operaci vyplyva, ze pouziti je pracné a komplikované.Pfi pfipravé

k pouziti pak dale vznika dodate¢na nejistota ve vysledné koncentraci bilirubinu.

3. Navazani vysledkl na RM a urceni celkovych nejistot

Za podminek reprodukovatelnosti byla uvedenymi metodami pro dany analyt ziskana sada vysledk
koncentrace v RM. Pro glukosu byl pouzit SRM 965a troven 3 a pro celkovou bilkovinu SRM 927d.

Z diivodi dosud nedostateéné presnosti vysledkl nebyl pro bilirubin pouzit material SRM 916a, nybrz
necertifikovany obdobny RM Bilirubin AppliChem A1393,0250, hmotnostni zlomek bilirubinu min. 98%,
bal. 250 mg. Byly vypocteny stiredni hodnoty a smérodatna odchylka. S pouzitim referenéni hodnoty RM
byla spoctena vychyleni (bias) a s pouzitim standardnich nejistot koncentraci v RM byly spoéteny
rozsifené kombinované nejistoty. Vysledky uvadi tab. 3.

3.1. Pouzité symboly a vypocéty

prum(c) - stredni hodnota vysledkt stanoveni v RM

s(r) - smérodatna odchylka

syst(bias) - bias (vychyleni)

u(k) - standardni nejistota koncentrace RM

u(c) - kombinovana nejistota vysledku stanoveni v RM

U(c) - rozSifena kombinovana nejistota vysledku stanoveni v RM

k - faktor pokryti ¢i rozSireni (coverage factor); pro cca 95% spolehlivost pouzijeme k = 2
Pro predpokladané rovnomérné rozdéleni plati: syst’(bias) = bias%/3

Plati zakon $ifeni chyb: (c) = s(r) + syst®(bias) + u?(k)

Plati defini€éni rovnice U(c) =k . u(c)
3.2. Vysledné statistiky a diskuse
Tab. 3

|
| statistika | glukosa \ celkova bilkovina | bilirubin ‘
s(r) 0.127 mmol/l 0.412 g/l 11.678 mg/l |




%(r) 0.0161 10.1697 2.816
'syst(bias) 0.313 mmol/I 2.7 g/ -2.0 mg/l
syst?(bias) 0.0327 2.43 11.33
u(k) 0.0365 mmol/l 0.37 g/l 10.28 mg/I
u?(k) 0.00133 0.1369 0.0784
u%(c) 0.0501 2.7366 14.2244
u(c) 10.2239 mmol/l 11.654 g/l 2.06 mg/l
U(c) 0.448 mmol/I 13.309 g/l 4.12 mg/l
prum(c) 17.09 mmol/I 72.8 g/l 38.6 mg/l

U glukosy je nejistota koncentrace v RM vzhledem k ostatnim slozkam zanedbatelna. Na celkové nejistoté
6.6% se nejvic podili vychyleni a ve srovnatelné mire téz presnost. Vhodnou korekci vychyleni Ize
celkovou nejistotu snizit odhadem o 2%.

U celkové bilkoviny se na celkové nejistoté nejvic podili vychyleni. Jeho vhodnou korekci Ize celkovou
nejistotu 4.7% snizit odhadem o 2%. Vzhledem k problematické standardisaci (12) pouzivanim samotného
hovéziho nebo lidského albuminu k pripravé RM existuje patrné dalSi slozka nejistoty souvisejici s tim, ze
lidské sérum obsahuje kromé cca 60% albuminu radu dalSich bilkovin.

U bilirubinu se také na celkové nejistoté 10.1% podili predevsim vychyleni. Jeho vhodnou korekci Ize
nejistotu snizit odhadem o 4%. DalSiho snizeni celkové nejistoty je (snad) mozno docilit zlepSenim
presnosti . Relativni smérodatna odchylka je 4%. Ponévadz RM pro bilirubin je substance s definovanou
Cistotou, z niz je tfeba nejprve pomoci vazeni a odmérovani objemu pripravit roztok k analyse (viz odst.
2.3), je standardni nejistota u(k) koncentrace roztoku RM dana kromé nejistoty hmotnostniho zlomku
bilirubinu v substanci rovnéz nejistotou vazeni a nejistotou odmérovani. Zatimco relativni rozSirenou
nejistotu hmotnostniho zlomku uvazujeme cca 0.3% (relativnich !), je relativni rozsifena nejistota
koncentrace RM cca 1.4% (100 . 2 . u(k) / 40.6).

4. Zaveér

Zminéné RM byly analysovany citovanymi referenénimi metodami a dale byly uréeny stifedni hodnoty
vysledku a jejich nejistoty. U vSech tfi analyti je mozno podstatné snizit nejistotu vhodnou korekci
vychyleni.

U glukosy, pokud by byly pouzity i zbyvajici 3 arovné SRM 965a s obdobnym vysledkem, by vysledky
byly spolehlivé navazany v rozsahu koncentraci 2 az 16 mmol/l. RM ma prislusné hodnoty ce rtifikovany,
je matricovy a rozsifené nejistoty jeho koncentraci jsou cca 1%.

U celkové bilkoviny jsou vysledky spolehlivé navazany v okoli koncentrace 70 g/I. Vzhledem

k fysiologickému rozmezi celkové bilkoviny cca 66 az 87 g/l a s prihlédnutim k rozmezi hodnot
sluéitelnych se zivotem je zadouci pouzit také RM s koncentraci kolem 50 g/l a kolem 100 g/I, které
bohuzel nebyly k disposici. V SRM 927d koncentrace celkové bilkoviny neni certifikovana, material neni
matricovy. Pfi stanoveni celkové bilkoviny biuretovou reakci v séru vliastné stanovujeme smés latek -
sérovy albumin, smés sérovych glykoproteint a lipoproteini a imunoglobuliny. Standardisace tohoto
stanoveni je pfinejmensim diskutabilni a pravdépodobné brzy dozna podstatnych zmén (12). Z divodu
historickych a také proto, ze koncentrace celkové bilkoviny v séru je klinicky vyznamna a analyticky
relativné snadno a levné dostupna, bude navzdory problémam patfit jeSté dlouho mezi rutinni stanoveni.

U bilirubinu je zadouci zlepsit presnost, relativni smérodatna odchylka je 4%. RM je substance

s definovanou éistotou, z niz se nejprve pomoci vazeni a odmérovani objemu pfipravi roztok k analyse
(viz odst. 2.3). Standardni nejistota u(k) koncentrace roztoku RM je pak dana kromé nejistoty
hmotnostniho zlomku bilirubinu v substanci rovnéz nejistotou vazeni a odmérovani objemu. Rozsifena
nejistota hmotnostniho zlomku je certifkovana. Relativni rozSifena nejistota u(k) koncentrace RM, ktera je
cca 1.4% (100 . 2 . u(k) 40.6), vSak certifikovana neni a je zavisla na zplisobu pripravy (navazka,
rozpousténi a fedéni). Alternativou je pouziti jiného CRM (matricového, bez dodateéné nejistoty pripravy).

5. Pouzité zkratky

RM - referenéni material



CRM - certifikovany referenéni material
NIST - National Institute of Standards and Technology = Americky standardisacéni institut.

SRM - standard reference material. Tuto zkratku pouziva NIST pro své CRM, aby po americkém zpusbu
odlisil americké CRM od neamerickych.
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