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ABSTRAKT

metddach.

Ciele: Nasim cielom bolo zistit nadvdznost vytvoreného referencného materidlu na presne urcené mikrobiologické
zdroje a overenie vlastnosti referencného biologického materidlu s ohladom na ziskany absorbancny signdl pri
jednotlivych vinovych dizkach. Dalsim cielom nasej prdce bolo vyuZitie vytvoreného referenéného materidlu pre
overenie miery zhody vysledkov referenéného a overovaného pristroja prostrednictvom pdrového merania.
Vzorka: Spracovali sme 576 vysledkov stanovenia absorbancie spracovdvaného biologického materidlu uréeného
pre referenéné ucely pri troch vinovych di?kach (405 nm, 450 nm a 492 nm), pomocou referenéného
a overovaného pristroja.

Metddy: Ziskané ddta sme spracovali v programe MS-Excel. Statisticky sme spracovali parametre: aritmeticky
priemer, smerodajnd odchylka, medidn, minimdlna hodnota, maximdlna hodnota a variacny koeficient. Pre ucely
Statistického overenia zhody vysledkov na overovanom pristroji sme vyuZili Passing-Bablokov regresny model,
s pomocou ktorého sme spracovali 216 (z pévodne pouZitych 576) vysledkov absorbancie spracovdvaného
biologického materidlu uréeného pre referenéné ucely, pri jednotlivych vinovych dizkach.

Vysledky: Variacny koeficient opakovanych merani absorbancie vytvoreného referencného materidlu bol
vrozmedzi 1 — 5 % v pripade referencného pristroja. V pripade overovaného pristroja dosiahol aZ 24%. Na
zaklade vysledkov Passing-Bablokovej analyzy konstatujeme, Ze overovany pristroj vykazoval so zvysujucou sa
koncentrdciou spracovdvaného biologického materidlu urceného pre referencné ucely, menej spravne vysledky.
Zdver: Nasa prdca potvrdzuje dbleZitost vyuZivania referencnych materidlov v laboratdrnych vysSetrovacich
metddach v zdravotnictve a to najmd v oblasti rutinnej laboratdrnej diagnostiky.

Klucové slovd: Referencné materidly. Laboratérne metddy. Riadenie kvality. Referencny pristroj. Referencny
kmeri.

ABSTRACT

Background: In our study, we focused on the importance of reference materials in laboratory examination
methods.

Objectives: Our objective was to determine the continuity of the created reference material with precisely
determined microbiological sources and to verify the properties of the reference biological material with regard
to the obtained absorbance signal at individual wavelengths. Another goal of our work was the use of the created
reference material to verify the degree of agreement between the results of the reference and verified device
through paired measurement.

Sample: We processed 576 results of determining the absorbance of processed biological material intended for
reference purposes at three wavelengths (405 nm, 450 nm and 492 nm), using a reference and verified device.
Methods: We processed the obtained data in program MS-Excel. We statistically processed the parameters:
arithmetic mean, standard deviation, median, minimum value, maximum value and coefficient of variation. For
the purposes of statistical verification of the agreement of the results on the verified device, we used the Passing-
Bablok regression model, with the help of which we processed 216 (from the originally used 576) absorbance
results of the processed biological material intended for reference purposes, at individual wavelengths.

Results: The coefficient of variation of repeated absorbance measurements of the created reference material
ranged from 1% to 5% in the case of the reference device. In the case of the verified device, it reached up to 24%.
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Based on the results of the Passing-Bablok analysis, we conclude that the verified device showed less correct
results with increasing concentration of processed biological material intended for reference purposes.
Conclusion: Our work confirms the importance of using reference materials in laboratory examination methods
in healthcare, especially in the field of routine laboratory diagnostics.

Key words: Reference materials. Laboratory methods. Quality management. Reference device. Reference strain.

uvob

Ako napoveda ndzov, referencné materidly si vzorky a roztoky, ktoré su dostatocne a kvalitne
definované, aby mohli slizit na kalibraciu laboratdrnych pristrojov alebo na overenie kvality vysledkov
ziskanych v laboratdriu, pri pouzitej metéde stanovenia laboratdrnych parametrov stanovenych za
danych experimentalnych podmienok.

Napriek tomu, Ze referen¢né materialy maju dolezity vyznam, bezne nie su ,vidiet”. Ich parametre
sa nevydavaju s vysledkovymi listami pacientov a zostdvaju tak vnutornym systémom laboratdria,
ktory ma vyrazny podiel na zabezpeceni jeho spravnej praci.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA

Laboratérna diagnostika je suvisly opakujuci sa proces, do ktorého na jednej strane vstupuju
materidly, vzorky a spotrebny materidl a s pomocou personalno-technického vybavenia pracoviska sa
ziskaju vysledky, ktoré opustaju pracovisko spolu s ostatnymi elementami a kruh sa opakuje. Nie je to
vSak samohybny kruh, Ziadne ,,perpetuum mobile", pretoze okrem materidlu, energii a informdcii je
nutné zabezpedit jeho trvaly chod v pozadovanej kvalite. KIG¢ovy vyznam pri tom zohravaju kontrolné
areferencné materialy, ktorych vyuZitie je uUzko spojené so zakladnymi metodologickymi
,Vlastnostami" metdd.

Presnost merania - pod tymto pojmom rozumieme mieru rozptylenia nameranych hodn6t.
Inymi slovami je to miera zhody ciselnych vysledkov, ziskanych opakovanym meranim jednej vzorky,
za Specifickych podmienok opakovatelnosti. Presnost merania zavisi iba od distribucie nahodnych
chyb. Na pravdivud ani konkrétnu hodnotu sa nevztahuje [1, 2].

Sprdvnost merania - termin spravnost merania predstavuje tesnost zhody vysledku merania
(namerand hodnota veli¢iny) a pravej (skutoénej) hodnoty veliciny. Je to rozdiel medzi aritmetickym
priemerom vzorky a teoreticky ocakdvanou hodnotou. Hodnotenie sprdvnosti spociva v porovnani
nameranych Udajov voci o¢akavanej hodnote. Ako vzorka sa pouziva referencny material, certifikovany
referenény material alebo vysledok medzilaboratérneho porovnavania skisky vhodnej vzorky [3].
(mnoistvo) stanovovaného analytu vo vzorke. V tejto koncentracii sa jeho pritomnost mdZze danou
metddou spolahlivo dokdzat. Medza detekcia sa odliSuje od medze blanku (slepy pokus, kontrolna
vzorka). Kontrolnu vzorku tvori roztok, ktory neobsahuje uvedeny analyt. NajcastejSie sa vyuziva voda
alebo fyziologicky roztok. Po viacndasobnom merani tychto vzoriek zistime intenzitu signalu bez
pritomnosti stanovovaného analytu. Miera zvySenia signdlu vzhfadom ku kontrolnej vzorke umoznuje
urcit koncentraciu analytu vo vzorke. VSeobecne sa medza detekcie uvadza ako hodnota podielu 3,3-
nasobku smerodajnej odchylky merania kontrolnej vzorky a smernice kalibra¢nej priamky [2, 3].
analytu, pri ktorej ho je danou metédou eSte mozné stanovit s prijatefnou hodnotou presnosti (s
neistotou uréenou vopred). Vypocitame ju ako podiel 10-ndsobku smerodajnej odchylky (s) merania
kontrolnej vzorky a smernice kalibracnej priamky (a) [1].

Medza linearity - pod pojmom medza linearity rozumieme schopnost analytickej metddy
poskytujuca odozvu, linedrne zavisiacu od koncentracie analytu. Cast kalibracnej krivky, v ktorej je
intenzita signalu priamoumerna koncentracii stanovovaného analytu sa oznacuje ako oblast linearity.

evvs

oblasti predstavuje medza linearity (LOL, z angl. Limit of Linearity) [3].
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REFERENCNE MATERIALY

Referenény materidl (RM) predstavuje dostatocne homogénny a ¢asovo staly roztok alebo latku.
RM moéze byt ¢ista latka na kalibraciu alebo vo forme zmie$aného plynu, kvapaliny alebo pevnej latky.
Obsahuje jednu alebo viac vlastnosti, ktoré si dobre zname. Takouto vlastnostou je napriklad
stanovovany analyt v definovanej koncentracii, pripadne aj vlastnosti matrice roztoku, v ktorom sa
analyt nachadza. RM sa zaraduju pravidelne ku kazdej sérii vzoriek [4].

V laboratdriach sa vyuZivaju ako RM Cisté latkové materidly a matricové materidly. Matricové RM
obsahuju analyt v prirodzenej matrici. Ich vyhodou je identifikacia matricového efektu, ktory méze
ovplyvnit presnost procesu chemického merania. Existuju dva typy matricovych RM. Prvym typom je
certifikovany RM (CRM), ktory je vydany a certifikovany organizaciou vseobecne akceptovany ako
technicky sp6sobily. Druhym typom je interny RM, vyvinuty laboratériom pre jeho vlastné interné
poutzitie [5].

Hierarchia RM pozostava z piatich hlavnych stupriov kvality, od narodnych metrologickych a inych
primarnych Standardov ¢i analytickych Standardov az po RM a CRM. S kaZzdou vys$Sou Uroviiou
sa zvysuje aj Uroven poziadaviek na certifikaciu a vysledovatelnost [6].

Do6vody pouzZivania referencnych materialov v humannej laboratérnej diagnostike

VyuZitie RM spociva napriklad v kalibracii pristrojov (kalibracia laboratérnej metédy). Dal$im
vyuzitim je kontrola kvality a priradovanie hodnét materidlom. Ich pouzitie v humannej laboratérnej
diagnostike zarucuje metrologickl nadvaznost vysledkov vySetrenia voci medzinarodnym Standardom.
Medzi hlavné dovody pouZivania RM v laboratdrnych vysetrovacich metddach patri pomoc s vyvojom
a validdciou presnych metdd analyzy a zabezpecenie sledovatelnosti vysledkov merania, overenie
aktualne pouzivanych testovacich metéd, zabezpecenie dlhodobej primeranosti a integrity programov
zabezpecCovania kvality merania ataktiez pouZivanie vo forme testovacich materidlov pre
medzilaboratérne porovndvanie a programy testovania odbornej sposobilosti [4, 6, 7].

Poziadavky na vlastnosti referen¢nych materialov

Medzi poziadavky na vlastnosti RM patri jasne definovand merana veli¢ina, lahkd dostupnost,
uvedeny vysledok merania, stabilita pri definovanych skladovacich podmienkach, homogenita a zndma
Cistota so suvisiacou neistotou (primarne RM) [7].

Neistota merania predstavuje parameter, spdjajlci sa s vysledkom merania. Charakterizuje ho
rozptyl hodnét, ktoré mozno pripisat meranej velicine.

Vysledovatelnost (angl. traceability) znamena vlastnost vysledku merania alebo hodnoty
Standardu, ktord zvycajne suvisi s ndrodnymi alebo medzindrodnymi Standardmi, prostrednictvom
nepreruseného retazca porovnavani, pricom vietky maju uvedené neistoty [6].

CIELE
V nasej $tudii sa zameriavame na spracovanie dat biologického materidlu stanovovaného optickymi
laboratérnymi metddami pre ucely simulacie definovania RM s dérazom na:
e nadvéaznost vytvoreného RM na presne uréené mikrobiologické zdroje,
e overenie stability referenéného biologického materidalu s ohfadom na ziskany absorbancny
signal pri jednotlivych vinovych dizkach,
e vyuZitie vytvoreného materidlu pre overenie vysledkov z iného analyzatora

MATERIAL A METODY
Pristroje

Vyrobca nami pouzZivaného referencného pristroja pre stanovenie absorbancie mikrotitracnych
platni Apollo11 LB 913 je BERTHOLD TECHNOLOGIES so sidlom v Nemecku. Alternativhou nahradou
za uvedeny pristroj predstavoval analyzator Humareader fy HUMAN (MIOS junior), ktory je kompaktny
fotometricky systém na vseobecné pouZitie.
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Biologicky material

Spracovanym kmefiom bola E. coli (CCM 3954; Ceska sbirka mikroorganism@, Masarykova
univerzita Brno) [8]. Pri priprave RM bola pouzitd Christensenova metdda, ktorej princip spociva v
adherencii baktérii na steny mikrotitracnej platnicky, premyvani PBS (z angl. Phosphate-buffered
saline, fosfato-pufrovany fyziologicky roztok), fixovani, farbeni a findlnom merani optickej denzity
buniek pri vinovej dizke, ktord je v pévodnej metéde 590 nm. Vzorky jednotlivych kmefiov boli
stanovené jednorazovo v triplikdtoch. Tato kvantitativna metéda v mikrotitracnych platni¢kach je
povaZzovana za zlaty Standard medzi metéddami detekcie biofilmov [9].

Pre ucely nasej Studie sme spracovali tri r6zne Urovne miery adherencie patogénu (v dalSom texte
uvadzané ako: level 1, level 2, level 3), avsak v porovnani s povodnou Christensenovou metédou sme
opticky denzitu vzorky v mikrotitraénych platni¢kach stanovili pri troch odli$nych vinovych dizkach: 405
nm, 450 nm a 492 nm.

Statistické spracovanie dat

Ako zakladné Statistické parametre popisnej Statistiky ziskanych dat boli vyuzité pocet vzoriek,
aritmeticky priemer, smerodajna odchylka, median, minimdlna a maximdlna hodnota.

Pre ucely Statistického overenia zhody vysledkov na overovanom pristroji sme vyuzZili Passing-
Bablokov regresny model. Ide o neparametricki metddu, ktord nepredpoklada normalne rozlozenie
nameranych hodnét. Daldou vyhodou tejto $tatistickej metddy je necitlivost k ndhodnym chybam
oboch porovnavanych metdd, Co je doblezité predovsetkym v pripade intra- a interindividudlnej
variability, ktora je beZna pre Zivé biologické systémy [10].

VYSLEDKY
Vytvorenie modelového referenéného materidlu a overenie jeho vlastnosti

Vysledky stanovenia absorbancie spracovavaného biologického materidlu uréeného pre referenéné
Gely pri vinovej dizke 405 nm referenénym pristrojom uvadzame v tabulke 1. Z vysledkov je zrejmé,
Ze priemernd hodnota (aritmeticky priemer) dosiahla najvyssSiu hodnotu 1,578 (level 3). Naopak

evve

najnizsiu hodnotu, aj podla ocakavania, ma tzv. blank (slepy pokus) a to konkrétne 0,209. Daldim

hodnoty 0,210 aZ po hodnotu 1,553, pricom vo vSetkych pripadoch je ¢iselnd hodnota medianu velmi
podobna alebo aj rovna &iselnej hodnote aritmetického priemeru. Pri danej vinovej dizke a danom
pristroji je najmensia namerand hodnota 0,196 pri slepom pokuse a so stlpajucou koncentraciou sa
zvysuje. Celkovo najvys$Sia namerana hodnota v tomto pripade je 1,674 pri najvyssej koncentrdcii.
variaéného koeficientu 1 %, sme ziskali pri strednej koncentracii (level 2). Analogicky sme vyhodnotili
aj vysledky stanovani absorbancie pri ostatnych dvoch zvolenych vinovych dizkach 450 nm a 492 nm
na referenénom pristroji, pricom varia¢ny koeficient nepresiahol 5 % (tab. 1).

Nasledne sme vykonali identické laboratdrne stanovenie na overovanom pristroji (tabulka 2).
Vidime, Ze v pripade stanovenia absorbancie pri vinovej dizke 405 nm najvys$ia hodnota aritmetického
priemeru predstavuje v pripade najvyssej koncentracie cislo 1,197. Tato hodnota je o0 0,381 nizsia
ma slepy pokus. Rozmedzie medianu je od Ciselnej hodnoty 0,438 aZ po hodnotu 1,291 pri najvyssej
koncentracii. Zistili sme, Ze takmer vo vsetkych pripadoch je jeho Ciselnd hodnota velmi podobna
Ciselnej hodnote aritmetického priemeru. Najmensia namerana hodnota zo vsetkych nameranych
hodnot je 0,261, netypicky pri najvyssej koncentracii. Celkovo najvyssia namerana hodnota 1,330 bola
zistend pri najvyssej koncentracii, pricom sa liSi 0 0,344 v porovnani s celkovo najvy$sou hodnotou
ziskanou pri merani pristrojom pri rovnakej vinovej dizke. Hodnota variaéného koeficientu 24 % vysla

cvve

vyrazne liSi od ostatnych nameranych hodnét v pripade najvyssej koncentracie.
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cvve

evve

postupovali aj v pripade laboratdrneho stanovenia absorbancie na overovanom pristroji pri vinovych
dlzkach 450 nm a 495 nm, pri ktorom sme vSak nezaznamenali zadsadne vysokd hodnotu variacného
koeficientu (tab. 2).

Tabulka 1 Absorbancia biologického materidlu stanovena na referencnom pristroji Apollo11 LB 913

Vinova dizka Level n X sd Xm min. manx. Vk
1 60 0,850 0,0389 0,852 0,750 0,946 5%
405 nm 2 12 1,013 0,0135 1,013 0,984 1,034 1%
3 12 1,578 0,0493 1,553 1,516 1,674 3%
blank 12 0,209 0,0081 0,210 0,196 0,225 4%
1 60 0,665 0,0324 0,662 0,593 0,743 5%
450 nm 2 12 0,815 0,0096 0,818 0,790 0,828 1%
3 12 1,414 0,0469 1,396 1,357 1,500 3%
blank 12 0,128 0,0044 0,128 0,122 0,140 3%
1 60 0,550 0,0286 0,549 0,490 0,614 5%
492 nm 2 12 0,685 0,0103 0,686 0,665 0,702 1%
3 12 1,300 0,0488 1,280 1,234 1,390 4%
blank 12 0,096 0,0046 0,096 0,090 0,109 5%
Legenda: n— pocet vzoriek, x— aritmeticky priemer, sd— smerodajnd odchylka, xn»— median, min. — minimdlna

hodnota, max. — maximalna hodnota, Vk — variacny koeficient

Tabulka 2 Absorbancia biologického materialu stanovena na overovanom pristroji MIOS junior

Vinova dizka Level n % sd Xm min. max. Vk
1 60 0,870 0,0235 0,869 0,819 0,925 3%
405 nm 2 12 0,961 0,0169 0,958 0,927 0,992 2%
3 12 1,197 0,2846 1,291 0,261 1,330 24%
blank 12 0,437 0,0161 0,438 0,411 0,463 4%
1 60 0,682 0,0213 0,681 0,641 0,742 3%
450 nm 2 12 0,762 0,0161 0,757 0,745 0,804 2%
3 12 1,069 0,0275 1,073 1,009 1,106 3%
blank 12 0,352 0,0189 0,354 0,323 0,380 5%
1 60 0,563 0,0200 0,560 0,527 0,636 4%
492 nm 2 12 0,637 0,0160 0,633 0,615 0,676 3%
3 12 0,929 0,0251 0,927 0,879 0,970 3%
blank 12 0,298 0,0225 0,298 0,260 0,336 8%
Legenda: n— pocet vzoriek, x— aritmeticky priemer, sd — smerodajnd odchylka, x, — medidn, min. — minimalna

hodnota, max. — maximalna hodnota, Vk- variacny koeficient

Dal3im cielom $tudie bolo vyuzit vytvoreny RM pre Gcely overenia vysledkov z iného analyzatora.
V nasom pripade bol referenénym pristrojom Apollo11 LB 913 a overovanym pristrojom MIOS junior.
Mikrotitracné platnicky boli stanovené na oboch pristrojoch a jednalo sa o parové meranie. Z dovodov
obmedzenej vypoctove]j kapacity excelove] aplikdcie sme z kazdej hladiny (level 1, level 2 a level 3)
zaradili pre kazdu vinovd dizku 12 merani (spolu 36). Slepy pokus sme neoverovali. Zékladné $tatistické
parametre spolu s uvedenim zistenej regresnej rovnice podla Passing-Babloka uvddzame v tabulke 3.

Tabulka 3 Porovnanie pristrojov s pomocou Passing-Bablokovho modelu

Level Pristroj n X sd Xm min. max. Linedrny model*
U Overovan |3 | 075 Tom | o0 | oss | osr ] YZ004r0%:
> [ overovany |36 |07 [o14 | o6 | oer | o | ¥"0010n
* | overoweni 36|t 020 | o | ose | iss | VIO

Legenda: n — pocet pacientov, X — aritmeticky priemer veku v rokoch, sd — smerodajna odchylka, x,» — median, min. —
minimalna hodnota, max. — maximalna hodnota, * vo vSeobecnej rovine y =a + bx;
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Ak interval spolahlivosti priesecnika nezahffia Cislo O alebo ak interval spolahlivosti smernice
nezahfna Cislo 1, povazujeme vysledky ziskané na testovanom pristroji za rozdielne a nezlucitelné
s vysledkami referenéného pristroja. V tabulke 4 vidime, Ze v pripade level 1 sa interval spolahlivosti
priesecniku pohybuje v rozsahu od 0,00 do 0,08 a teda zahrfia nulu. Interval spolahlivosti smernice je
od 0,89 do 1,00 ¢ize zahfna €islo 1. Preto mozeme konstatovat, Ze overovany pristroj MIOS junior pri
urovni miery adherencie 1 poskytuje zhodné vysledné hodnoty s referenénym pristrojom Apollo11 LB
913.V pripade level 2 pozorujeme, Ze interval spolahlivosti priese¢niku sa pohybuje v rozsahu od -0,09
do -0,02 a nezahfna nulu. Interval spolahlivosti smernice je od 0,96 do 1,06 a teda nezahfna Cislo 1.
Mobzeme preto konstatovat, Ze overovany pristroj MIOS junior neposkytuje pri Grovni miery adherencie
2 zhodné vysledné hodnoty s referenénym pristrojom Apollo11 LB 913. V pripade levelu 3 vidime, Ze
interval spolahlivosti priese¢niku sa pohybuje v rozsahu od -0,97 do -0,37 takZe nezahffa nulu. Interval
spolahlivosti smernice je od 1,02 do 1,45 a nezahtna Cislo 1. Podla toho mdzeme konstatovat, Ze
overovany pristroj MIOS junior neposkytuje pri zvySujlucej sa Urovni miery adherencie zhodné vysledné
hodnoty s referenénym pristrojom Apollo11 LB 913.

Tabulka 4 Interpretacia rozdielov medzi pristrojmi Passing-Bablokovym modelom

Level Pristroj Linedrny model* a I1S(a) b I1S(b)

Referencny

" y y =0,04 +0,96x 0,04 0,00; 0,08 0,96 0,89; 1,00
Overovany

2 Referencny y =-0,06 + 1,01x -0,06 -0,09; -0,02 1,01 0,96; 1,06
Overovany
Ref cny

3 crerencny y =-0,65 +1,22x -0,65 -0,97;-0,37 1,22 1,02; 1,45
Overovany

Legenda: n — pocet pacientov, X — aritmeticky priemer veku v rokoch, sd — smerodajna odchylka, x, — median, min. —
minimalna hodnota, max. — maximalna hodnota, * vo vieobecnej rovine y = a + bx; a-priesecnik, b — smernica, IS — 95%-né
intervaly spolahlivosti priesecnika a smernice

DISKUSIA

Prvym cielom Studie bolo modelové spracovanie RM, ktorym bol biologicky materidl, konkrétne
Standardny kmen E. colizo zbierky mikroorganizmov, pre potreby optickych laboratérnych
vysetrovacich metdéd a urcenie jeho zakladnych parametrov (priemerna hodnota, smerodajna
odchylka, median, minimum, maximum a variaény koeficient).

V tomto momente sa nasa praca zdanlivo dostdva do rozporu s klasickymi definiciami RM, ktoré
vychadzaju predovsetkym z koncepcie ich klasického chapania (Cistota, identita, obsah, stabilita,
homogenita, atd...) najma v oblasti analytickej chémie ale aj biochémie. Musime v$ak zdoraznit, Ze
laboratérne vySetrovacie metddy v zdravotnictve su ¢asto syntézou poznatkov aj postupov viacerych
»analytickych” disciplin. Na druhej strane, mikrobioldgia pouZiva horeuvedené ,analytické” pojmy iba
zriedkavo. Ovela CcastejSie vyuZiva pojem ,referenény” kmen, ktory je napriklad ,klasickej”
anorganickej chémii Uplne cudzi. V naSom pripade teda vyuzivame laboratérnu vysSetrovaciu metédu
ako priklad syntézy viacerych laboratérnych disciplin, pricom povodné , akademicko- Sablénovité”
chapanie RM je nutné modifikovat tak, aby zodpovedalo kaZdodennej rutine laboratérnych
vySetrovacich metdd v zdravotnictve.

Vzhladom na nadvdznost zdroja biologického materidlu sme vychadzali z experimentéalnych
vlastnosti (tvorba biofilmu). Pre ucely nasej Studie boli spracované tri r6zne Urovne miery adherencie
(level 1 — 3) patogénu stanovované pri troch vinovych dizkach. Primarne vlastnosti nasho RM sme si
urcili zakladnym Statistickym spracovanim. Takto vytvoreny RM sme ndsledne vyuZili pre porovnanie
presnosti stanovenia absorbancie na dvoch pristrojoch. Tu chceme zdéraznit, Ze cielom nasej studie
nebolo zaoberat sa samotnou mierou adherencie a tvorby biofilmu daného mikroorganizmu, pretoze
sme ju pre Ucely nasej Studie vyuZivali iba ako ndstroj, nie ciel.

Z aspektu vyuzitia optickej metédy merania sme vychadzali z prace [11], v ktorej bolo opakované
stanovenie absorbancie n = 11 pri vSetkych riedeniach vzorky okrem slepého pokusu v pristroji B, kedy
sa pocet opakovani n = 8. Pouzité vinové dizky boli 590 nm v pripade pristroja A a 600 nm pre pouzity
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pristroj B. Ich variacny koeficient predstavoval Vk = od 0,97 do 126,05 s pouZitim pristroja A a Vk = od
1,84 do 126,63 pre pristroj B.

V pripade nasich vysledkov sme zistili, Ze pri opakovanom stanoveni absorbancie n = 60 v pripade
2 a level 3) pri vinovych dizkach 405 nm, 450 nm a 492 nm odchylky, Vk = od 1 % do 5 % pre referenény
analyzator aVk = od 2 % do 24 % pre overovany analyzator. V tabulke 2 vidime, Ze v pripade
overovaného pristroja MIOS junior doslo pri vinovej dizke 405 nm v pripade najvyssieho riedenia
vzorky k vyrazne odchylnej hodnote Vk = 24 %.

Pre spracovanie dat RM sme vyuzili vinové dfiky 405 nm, 450 nm a492 nm merania
a Christensenovu metdédu. Vychdadzali sme z prace [9], v ktorej bola tdto metdda vyuzitd. Hoci je
pdvodne uvedend vinova dizka 590 nm, v literatdre sa uvadza rozpétie vinovych dizok od 570 nm do
620 nm, v ktorom je stanovovanie mozné. KedZze nam neslo o vyuZitie Christensenovej metédy ale
o definovanie ,modelového” RM, (pri vyuZziti vSetkych kultivacnych médii a chemikalii p.a. Cistoty a
vody s definovanou vodivostou) preto sme si v ramci ,vyvoja“ dovolili vyuzit meranie absorbancie pri
ovela nizich vinovych dizkach. Zistili sme, ze vo vietkych troch pripadoch to referenény aj overovany
pristroj bol schopny detegovat. Level dva a tri dosahuju najvyssiu koncentraciu, staci 12 dat a napriek
tomu je variacny koeficient (Vk) pomerne nizky. Naopak, v pripade levelu 1 mame sice 60 dat, avsak
variacny koeficient (Vk) je vyssi, a to priemerne 5 %. Aj samotny slepy pokus je ukazovatelom tejto
chyby.

Daldim ciefom bolo overenie miery zhody vysledkov referenéného a overovaného pristroja
prostrednictvom pdrového merania vytvoreného RM. Porovnanie parametrov RM sa teda uskutocnilo
na dvoch réznych pristrojoch, ktoré vyuzivaju identické optické metddy stanovenia. Overovany pristroj
(MIOS junior) je starsi a tomu zodpovedaju aj menej spravne namerané Udaje.

Pre ucely Statistického overenia zhody vysledkov na overovanom pristroji sme vyuzili Passing-
Bablokov regresny model, ktory vyuZiva Statistické parametre [12]: pocet pacientov (n), aritmeticky
priemer (x) veku v rokoch, smerodajnu odchylku (sd), medidn (xx), minimdalnu a maximalnu hodnotu
ako aj linedarny model vo vSeobecnej rovine y = a + bx a na overenie zhody stanovenia: priesecnik (a),
smernicu (b) a 95% intervaly spolahlivosti priesecnika a smernice (IS). Vo vysledkovej Casti Studie
uvadzame v tabulke 3 nami ziskané zakladné Statistické parametre porovnania pristrojov.

Metodologicky sme vychadzali z prace [10], v ktorej sa stanovovali parametre Cys C, CRP (C-
reaktivny protein) a INR (z anglického International Normalised Ratio, medzindrodny normalizovany
pomer) pomocou POCT (z anglického Point of Care Testing) analyzatora a laboratérneho analyzatora
a nasledne sa overila miera zhody vysledkov, rovnako ako v nasej prdci, neparametrickou metddu
regresie podla Passing-Babloka. Hoci rozdiel naSich prdc spociva v rozdielnych pristrojoch
aj v meranych vzorkach, mézeme potvrdit efektivitu uvedenej Statistickej metddy.

Istym obmedzenim bolo vyuZitie bezplatného vypoétového modulu pre MS- Excel, ktorého
pocetnost bola obmedzena na 50 jednotiek. To je aj vysvetlenim rovnakého poctu statistickych
jednotiek (n = 36) pre vietky tri vinové dizky spolu. Pre level 1 sme zredukovali pocet na zakladny
dvanast-jamkovy riadok mikrotitracnej platnicky s vynechanim ostatnych merani a merani slepého
pokusu.

ZAVER

Pouzivanie RM je klucové pre zabezpecenie spolahlivosti vysledkov testov laboratérnych
vySetrovacich metdd, ¢im sa zvysSuje kvalita poskytovanych zdravotnickych sluzieb. SluZia ako
referencné body napriklad na porovnavanie a kalibraciu testovanych metdd a pristrojov. Pochadzaju
od certifikovanych vyrobcov a su charakterizované presne zndmou zlozkou alebo koncentraciou urditej
latky a pomahaju zabezpecit, Ze merania st v stlade s normami a predpismi.

Z vysledkov nasej prace mozeme konstatovat, Ze nami overovany pristroj MIOS junior poskytol so
zvysujucou sa koncentraciou spracovavaného biologického materidlu uréeného pre referencné ucely,
menej spravne namerané Udaje. Dévodom tejto skutocnosti je pravdepodobne jeho skorsi rok vyroby
oproti referen¢nému pristroju Apollo11 LB 913.
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Nasa praca potvrdzuje délezitost vyuzivania RM v laboratérnych vysetrovacich metddach
v zdravotnictve a to najma v oblasti rutinnej laboratérnej diagnostiky.
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