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KVANTITATIVNE STANOVENEHO METODOU
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Epidemiologicko-mikrobiologické oddéleni OHEO Ceské Bud&jovice
(nacelnik oddéleni: pplk. MUDr. Vénceslav Husek)

C-reaktivni protein (dale CRP) je bilkovina,
kterd se za fyziologickych podminek v lidské
plazmé& nevyskytuje. Jeji orientacni, semikvan-
titativni nebo kvantitativni stanoveni je v sou-
¢asné dobé neodmyslitelnou soucCéasti diagnos-
tiky a terapie zanétd a rozpadovych tkaio-
vych procesli. Provddi se rliznymi sérologic-
kymi metodami, nejCastéji precipitaci s anti-
sérem. "

Nejvyhodnéj§i metodou pro Kkvantitativni
stanoveni CRP je jednoduchéa radidlni difuze,
pfi niZ antigen i protildtka voiné prostupuji
polotuhym médiem. Protildtka — antisérum
CRP (napf. Sevatest ACRP, n.p., Sari¥ské Mi-
chalany) je inkorporovdana na ploché vrstvé
agarového gelu nalitého na sklenénou destic-
ku. Z kruhového otvoru do ného difunduje
antigen — vySetfované nebo standardni sé-
rum. P¥i reakci se vytvaii okolo otvoru kru-
hovy precipitat, tvofeny komplexem antigen-
-protilatka, jehoZ celo se po urcCité dobé za-
stavi. Primd&r precipitaéniho prstence je pfimo
amérny koncentraci CRP v séru.

Obr. 1. Sklenénd desti¢ka s nalitym agarovjm gelem
s inkorporovangm antisérem (1). Do gelu jsou vyrezdny
otvory (3), do kterijch je kdpnuto sérum, které difun-
duje do gelu a reaguje s antisérem, ¢imZ vytvdri pre-
cipitaéni prstenec (2). A—D prstence vzestupné kon-
centrace standardniho séra, E—H prstence sér pacientii.

Odecdtenim z kalibra¢ni primky sestrojené
na milimetrovém, semilogaritmickém a v né-
kterych pripadech i logaritmickém papiie se
ur¢i koncentrace CRP. Pfimka se konstruuje
z hodnot dvojmoci praimérd precipitaénich
prstenct fady vzestupnych fedéni definované-
ho vzorku séra.

Presnost vysledkl této metody je urcena ra-
dou faktort. Cast jich vychéazi z vlastni tech-
nologie metody, ale ¢ast nepresnosti miZe
vznikat pfi grafickém reSeni.

Vynaseni hodnot je omezeno rozliSovacimi
moZnostmi milimetrového papiru. Body, ur-
Cujici mnoZstvi CRP v jednotlivych redénich
standardniho séra, témér nikdy neleZi presné
v primce. Kalibra¢ni piimka se proklada
zkusmo a jeji pFesnost je proto zdavisld na
zkuSenosti pracovnika. Dochézi zde tedy
k osobni chybg&, kterda se ovSem podstatné
méni, jakmile hodnoceni provadi jind osoba.
Pfi zpétném odecitdni mnoZstvi CRP v séru
pacienta miiZe opét dochédzet ke zkresleni,
které je dané rozliSovaci moZnosti milimetro-
vého papiru. Tyto moZné nepfesnosti jsme se
snazili omezit pouZitim jednoduchého vypoctu.

Druhym, neméné diileZitym divodem, ktery
nas vedl k zavedeni této metody, byla velka
dasova uspora, které jsme timto zptisobem do-
sahli.

Postupovali jsme metodou analyzy linedrni-
ho trendu, fixné naprogramované v minikal-
kuladce Texas Instruments 51 SR/II.

Vzhledem k tomu, Ze tyto kalkulaCky se za-
budovanym fixnim programem nebo kalkulac-
ky programovatelné jesté zdaleka nejsou bé&Z-
nym vybavenim naSich laboratofi, vypracovali
jsme metodu pro nejjednodussi vypocetni mi-
nitechniku se zdkladnimi funkcemi.

Vychézeli jsme pii tom z vyrovnani kolisa-
ni zavislosti druhé mocniny primérd preci-
pitacnich prstenci na fedéni standardniho
vzorku séra metodou nejmenSich ¢tverci.
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Tato metoda je zaloZena na predpokladu, Ze
souCet ¢tvercli odchylek vyrovnanych hodnot
od hodnot skute¢nych je miniméalni. V naSem
pifipadé se jedna o linearni zAvislost, proto
trend poclitdme z normdélni rovnice pfimky
(yi = a + bx). To tedy v praxi znamenda urcit
charakteristiky prFimky. PouZili jsme nejjed-
nodussiho moZného zplsobu a vypocitali cha-
rakteristiky ze vztahii:

g = Yyi b=EXi-Yi
n Y x4

a, b = charakteristiky pfimky

yi = plvodni hodnoty dvojmoci priméra
precipitacnich prstenci standardniho
vzorku

X; = poradi Fedéni

n = pocet Fedénil.

Pritom jsme predpokladali, Ze Y x; =0, Ce-
hoZ jsme dosdhli poloZenim nuly do stiedu
souboru vzestupnych koncentraci vzorku defi-
novaného séra. ProtoZe mame sudy pocet fe-
déni (&tyfi), jsou prostfedni hodnoty dvé a
znatime je tedy —0,5 a +0,5.

Po vypocteni prisluSnych charakteristik vy-
rovnané piimky dosadime tyto hodnoty spo-
le¢nd s hodnotou dvojmoci priméru piislus-
ného precipita¢niho prstence séra pacienta
do rovnice odvozené ze zdkladni rovnice pfim-
ky:

Xi, = _y'b—a

Vypoétené hodnoty udévaji poradi koncen-
trace CRP séra pacienta v souboru hodnot li-
nedrniho trendu standardy. K témto hodnotam
najdeme v pfevodni tabulce odpovidajici Cis-
la, kterd udédvaji mnoZstvi CRP v séru pacienta
v procentech a mg/l. Pro linedrni trend pouZi-
vame jako standardu CRP-Standard-Serum,
Behringwerke AG, Germany, se stadlym ob-
sahem CRP 8.10°mg/l, co? je pro nas 100 %.
Pro tuto standardu je také vypoftena pievod-
ni tabulka.

Pro dal3i zjednoduSeni vypocti a urychleni
metody jsme sestrojili nésledujici tabulku,
kterou jsme rozmnoZili.

Do této tabulky doplnime chybg&jici tdaje,
tj. druhé mocniny primérid precipitatnich
prstencii, pfislusejicich jednotlivym Fed&nim
zékladniho vzorku (y;). Sloupec y; seCteme a
délime ¢&tyfmi (n), ¢imZ dostaneme kon-
stantu a.

V jednotlivych Fadcich vyndsobime y;.X; a
zapiSeme vysledky do posledniho sloupce, kte-
ry seteme a dé&lime péti (Ix?). Tak ziskdme
konstantu b.

Hodnoty druhych mocnin primérd precipi-
tacnich prstenct sér pacientli dosazujeme do
vztahu uvedeného pod tabulkou a vyhleddme
v prevodni tabulce odpovidajici tidaje. PouZi-
vame prevodni tabulku vypoctenou na dvé de-
setinnd mista, kterd je dost rozsdhld a velmi
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Tab. 1. Tabulka zjednodulujici vypolet koncentrace
CRP
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presnd. Pro stru¢nost zde uvadime tabulku
vypocCtenou na jedno desetinné misto, pomoci
které 1ze snadno spocitat i tabulku podrobnou,

jejiz cast je zde rovnéZ uvedena. (Tab. 3, 4
ab.)

Xj

Priklad:
Redéni stand. séra Séra pacienti
25% 4,5mm A: 6,1 mm
50% 5,5mm B: 4,3mm
75% 6,4 mm C: 3,8mm
100 % 7,3mm D: 5,3mm
Tab. 2. Tabulka zjednodulujici vypolet koncentrace

CRP s doplnéngmi hodnotami (viz text)
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s Tab. 3
Pfevodni tabulka vypoétend na jedno desetinné misto — kladné hodnoty
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
0 62,5 65,0 67,5 70,0 72,5 75,0 77,5 80,0 82,5 85,0
5,0 5,2 5,4 5,6 5,8 6,0 6,2 6,4 6,6 6,8
1 87,5 90,0 92,5 95,0 97,5 100,0 102,5 105,0 107,5 110,0
7,0 7,2 7,4 7,6 7,8 8,0 8,2 8,4 8,6 8,8
2 112,5 115,0 117,5 120,0 122,5 125,0 127,5 130,0 132,5 135,0
9,0 92 | 94 9,6 9,8 10,0 10,2 10,4 10,6 10,8
3 137,5 140,0 142,5 145,0 147,5 150,0 152,5 155,0 157,5 160,0
11,0 11.2 11,4 11,6 11,8 12,0 12,2 12,4 12,6 12,8
4 162,5 165,0 167,5 170,0 172,5 175,0 177,5 180,0 182,5 185,0
13,0 13,2 13,4 13,6 13,8 14,0 14,2 14,4 14,6 14,8
5 187,5 190,0 192,5 195,0 197,5 200,0 202,5 205,0 207,5 210,0
15,0 15,2 15,4 15,6 15,8 16,0 16,2 16,4 16,6 16,8
6 212,5 215,0 217,5 220,0 222,5 225,0 227,5 230,0 232,5 235,0
17,0 17,2 17,4 17,6 17,8 18,0 18,2 18,4 18,6 18,8
7 237,5 240,0 242,5 245,0 247,5 250,0 252,5 255,0 257,5 260,0
19,0 19,2 19,4 19,6 19,8 20,0 20,2 20,4 20,6 20,8
8 262,5 265,0 267,5 270,0 272,5 275,0 277,5 280,0 282,5 285,0
21,0 21,2 21,4 21,6 21,8 22,0 22,2 22,4 22,6 22,8
9 287,5 290,0 292,5 295,0 297,5 300,0 302,5 305,0 307,5 310,0
23,0 23,2 23,4 23,6 23,8 24,0 24,2 24,4 24,6 24,8
10 312,5 315,0 317,5 320,0 322,5
25,0 25,2 25,4 25,6 25,8
Hodnoty prvniho fddku udévaji mnoZstvi CRP v procentech.
Hodnoty druhého fddku uddvaji mnoZstvi CRP v mg/ml a po vyndsobeni 10% v mg/l.
Pievodni tabulka vypoétend na jedno desetinné misto — zdporné hodnoty
—0,0 —0,1 —0,2 —0,3 —0,4 —0,5 —0.,6 —0,7 —0,8 —0,9
—2 12,5 10,0 7,5 5,0 2,5 0,0
1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0
—1 37,5 35,0 32,5 30,0 27,5 25,0 22,5 20,0 17,5 15,0
3,0 2,8 2,6 24 2,2 2,0 1,8 1,6 14 1,2
0 62,5 60,0 57,5 55,0 52,5 50,0 47,5 45,0 42,5 40,0
5,0 4,8 4,6 4,4 4,2 4,0 3,8 3,6 3,4 3,2
Hodnota vypoétena Hodnota vyhledana metoda, kterd je do znatné miry objektivni,
ze vztahu v pfevodni nenirocnd na vypocetni techniku a pfFinasi
pod tab. 2 tabulce zaroveil pomérné velkou ¢asovou tsporu. Ve
= A 0,09 ' 64,75% 5,18 .10° mg/l vl}ognle bmoqtlflkiicll1 ji %zg pouZit u mnoha ji-
g B —161 W50 1,78, 10%mgl TYCL JADORATOYDICIE MELOdl.
g C '—1,98 13,00 0/0 1,04 . 103 mg/l Souhrn
=¥ D —0,74 44,00 %  3,52.103mg/1

PouZity priklad je z b&Zné denni praxe.

Pro posouzeni zjednoduSené metody jsme
testovali vysledky spocCitané podle programu
analyzy linedrniho trendu minikalkulacky Te-
xas Instruments 51 SR/II s vysledky této me-
tody. PFi pouZiti prevodni tabulky vypoctené
na jedno desetinné misto jsme hodnotili mo-
difikaci péarového t-testu pro malé soubory
deset vySetfeni po péti pacientech na hladiné
vyznamnosti P = 0,01. Ani v jednom pfipadé
nebyl rozdil ve vysledcich obou metod statis-
ticky vyznamny.

VypocCet koncentrace CRP

je jednoducha

Prace se zabyva vypoCtem mnoZstvi C-reak-
tivhiho proteinu v séru stanoveného kvantita-
tivné metodou jednoduché radidlni difuze. Je
navrZzena jednoduchd vypoCetni metoda, kteréa
nahrazuje grafické FeSeni kalibracni primky
vypoctem linedrniho trendu s minim4lnimi né-
roky na vypocetni techniku. Dochazi tak ke
zpiesnéni a objektivizaci metody i ke znacné
casové tuspore.
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veni; Radidlni diftuze
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Tab. 4
Cdst prevodni tabulky vypoétené na dvé desetinnd mista — zdporné hodnoty
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
0,00 62,50 62,75 63,00 63,25 63,50 63,75 64,00 64,25 64,50 64,75
5,00 5,02 5,04 5,06 5,08 5,10 5,12 5,14 5,16 5,18
0,10 65,00 65,25 65,50 65,75 66,00 66,25 66,50 66,75 67,00 67,25
5,20 5,22 5,24 5,26 5,28 5,30 5,32 5,34 5,36 5,38
0,20 67,50 67,75 68,00 68,25 68,50 68,75 69,00 69,25 69,50 69,75
5,40 5,42 5,44 5,46 5,48 5,50 5,52 5,54 5,56 5,58
0,30 70,00 70,25 70,50 70,75 71,00 71,25 71,50 71,75 72,00 72,25
5,60 5,62 5,64 5,66 5,68 5,70 5,72 5,74 5,76 5,78
0,40 72,50 72,75 73,00 73:25 73,50 73,75 74,00 74,25 74,50 74,75
5,80 5,82 5,84 5,86 5,88 5,90 5,92 5,94 5,96 5,98
0,50 75,00 75,25 75,50 75,75 76,00 76,25 76,50 76,75 77,00 77,25
6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10 6,12 6,14 6,16 6,18
0,60 77,50 77,75 78,00 78,25 78,50 78,75 79,00 79,25 79,50 79,75
6,20 6,22 6,24 6,26 6,28 6,30 6,32 6,34 6,36 6,38
0,70 80,00 80,25 80,50 80,75 81,00 81,25 81,50 81,75 82,00 82,25
6,40 6,42 6,44 6,46 6,48 6,50 6,52 6,54 6,56 6,58
0,80 82,50 82,75 83,00 83,25 83,50 83,75 84,00 84,25 84,50 84,75
6,60 6,62 6,64 6,66 6,68 6,70 6,72 6,74 6,76 6,78
0,90 85,00 85,25 85,50 85,75 86,00 86,25 86,50 86,75 87,00 87,25
6,80 6,82 6,84 6,86 6,88 6,90 6,92 6,94 6,96 6,98
1,00 87,50 87,75 88,00 88,25 88,50 88,75 89,00 89,25 89,50 89,75
7,00 7,02 7,04 7,06 7,08 7,10 7,12 7,14 7,16 7,18

Hodnoty prvniho fadku udévaji mnozstvi CRP v procentech.
Hodnoty druhého fddku udévaji mnoZstvi CRP v mg/ml a po vyndsobeni 102 v mg/l.

Tab. 5
Cdst prevodni tabulky vypoétené na dvé desetinnd mista — kladné hodnoty
—0,00 —0,01 —0,02 —0,03 —0,04 —0,05 —0,06 —0,07 —0,08 —0,09
—1,00 37,50 37,25 37,00 36,75 36,50 36,25 36,00 35,75 35,50 35,25
3,00 2,98 2,96 2,94 2,92 2,90 2,88 2,86 2,84 2,82
—0,90 40,00 39,75 39,50 39,25 39,00 38,75 38,50 38,25 38,00 37,75
3,20 3,18 3,16 3,14 3,12 3,10 3,08 3,06 3,04 3,02
—0,80 42,50 42,25 42,00 41,75 41,50 41,25 41,00 40,75 40,50 40,25
3,40 3,38 3,36 3,34 3,32 3,30 3,28 3,26 3,24 3,22
—0,70 45,00 44,75 44,50 44,25 44,00 43,75 43,50 43,25 43,00 42,75
3,60 3,58 3,56 3,54 3,52 3,50 3,48 3,46 3,44 3,42
—0,60 47,50 47,25 47,00 46,75 46,50 46,25 46,00 45,75 45,50 45,25
3,80 3,78 3,76 3,74 3,72 3,70 3,68 3,66 3,64 3,62
—0,50 50,00 49,75 49,50 49,25 49,00 48,75 48,50 48,25 48,00 47,75
4,00 3,98 3,96 3,94 3,92 3,90 3,88 3,86 3,84 3,82
—0,40 52,50 52,25 52,00 51,75 51,50 51,25 51,00 50,75 50,50 50,25
4,20 4,18 4,16 4,14 4,12 4,10 4,08 4,06 4,04 4,02
—0,30 55,00 54,75 54,50 54,25 54,00 53,75 53,50 53,25 53,00 52,75
4,40 4,38 4,36 4,34 4,32 4,30 4,28 4,26 4,24 4,22
—0,20 57,50 57,25 57,00 56,75 56,50 56,25 56,00 55,75 55,50 55,25
4,60 4,58 4,56 4,54 4,52 4,50 4,48 4,46 4,44 4,42
—0,10 60,00 59,75 59,50 59,25 59,00 58,75 58,50 58,25 58,00 57,75
4,80 4,78 4,76 4,74 4,72 4,70 4,68 4,66 4,64 4,62
—0,00 62,50 62,25 62,00 61,75 61,50 61,25 61,00 60,75 60,50 60,25
5,00 4,98 4,96 4,94 4,92 4,90 4,88 4,86 4,84 4,82

Hodnoty prvniho fddku udévaji mnoZstvi CRP v procentech. -
Hodnoty druhého fddku udévaji mnozZstvi CRP v mg/ml a po vyndsobeni 103 vmg/1.



