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Wstęp

W laboratoriach medycznych na całym świecie wykonuje się dziennie miliony oznaczeń różnych parametrów biochemicznych, które wspomagają decyzje kliniczne. Ogromny postęp wiedzy w zakresie medycyny laboratoryjnej i pełna automatyzacja niektórych oznaczeń zmienia postrzeganie laboratorium medycznego. Wzrasta przekonanie o niezawodności automatów, prostocie wykonywania oznaczeń i wiarygodności wyników niezależnie od tego, gdzie są wykonywane i przez kogo. Niestety coraz częściej obserwuje się też bezkrytyczne akceptowanie informacji zawartych w materiałach producentów automatów/metod. Po wielu latach pracy w laboratorium i pracy dydaktycznej ze studentami analityki medycznej, rozmów z diagnostami na kursach specjalizacyjnych i konferencjach szkoleniowo-naukowych widzę jeszcze jedną niepokojącą tendencję – bardzo szybko zanika podstawowa wiedza analityczna, którą powinna posiadać każda osoba wykonująca oznaczenia w laboratorium medycznym. Zanika również podstawowa wiedza niezbędna do właściwego wykorzystania wyników laboratoryjnych do celów klinicznych.
Skłoniło mnie to do napisania całkowicie nietypowego podręcznika dotyczącego laboratorium medycznego. Jego nietypowość wynika z tego, że każdy rozdział (niezależnie od tematyki) ma związek z cyframi, wzorami i obliczeniami. Pozornie wydaje się to odległe od „diagnostyki laboratoryjnej”, ale bez rzetelnej wiedzy podpartej właściwymi obliczeniami czy też wiedzy, której nie da się zrozumieć bez obliczeń, żaden wynik, nawet najlepiej zinterpretowany, nie będzie w pełni wiarygodny. Zatem nie będzie mógł być bezpiecznie wykorzystany dla dobra pacjenta.
Część pierwsza książki przeznaczona jest głównie dla diagnostów laboratoryjnych i dotyczy typowych, dobrze znanych obliczeń, niezbędnych w każdym laboratorium analitycznym. W tej części umieszczono istotne informacje o walidacji i weryfikacji metod ilościowych i jakościowych stosowanych w laboratorium medycznym, informacje dotyczące porównywania metod, błędów laboratoryjnych i oceny niepewności pomiaru, a także kontroli jakości ze szczególnym uwzględnieniem laboratoriów medycznych. Czytelnik znajdzie w tej części praktyczne wskazówki na temat interpretacji wyników w zależności od precyzji metody czy też zmienności biologicznej. Wiadomości omówione w pierwszej części podręcznika stanowią podstawę dobrej praktyki laboratoryjnej.
W drugiej części książki znajduje się wiele niezależnych rozdziałów przeznaczonych dla diagnostów laboratoryjnych i lekarzy. Można znaleźć tam informacje o sposobach obliczania różnych wskaźników i indeksów z wykorzystaniem podstawowych oznaczeń laboratoryjnych i/lub danych demograficznych. Dotyczą wielu problemów analitycznych/biochemicznych i/lub klinicznych, dla których obliczone wskaźniki są pomocne w procesie diagnostycznym. Każdy rozdział podaje w zarysie problem i sposób obliczania wskaźników, a także wskazuje na ograniczenia dotyczące wykorzystywania indeksów w praktyce. Celem tej części podręcznika jest przede wszystkim zwrócenie uwagi na to, że bezkrytyczne programowanie automatów i obliczanie wszystkich możliwych wskaźników może prowadzić do mylnych wniosków i nie zawsze ma sens. 
Programy kształcenia studentów na kierunkach medycznych zawierają przedmioty w większym lub mniejszym stopniu wykorzystujące statystykę lub przedmiot statystyka w medycynie. Nie oznacza to, że w laboratorium medycznym wszyscy są biegli w obliczeniach statystycznych, dlatego w trzeciej części podręcznika umieszczono bardzo prosty niezbędnik statystyczny, w którym zawarte są podstawowe informacje o tym, co oznaczają określone pojęcia statystyczne i jak powinno się przeprowadzać obliczenia statystyczne, a także jak za pomocą prostych obliczeń można udowodnić, że postępowanie analityczne jest poprawne. Ta część książki zawiera tylko te informacje, których nie podano wcześniej. Ostatni rozdział trzeciej części dotyczy zagadnień bardzo dobrze znanych lekarzom i diagnostom, ale stanowi dopełnienie całości podręcznika i pozwoli diagnostom ocenić wartość diagnostyczną testu tak, jak oceniają testy lekarze.
Podręcznik jest dedykowany diagnostom laboratoryjnym, lekarzom i studentom. Każdemu, kto interesuje się medycyną laboratoryjną, a zwłaszcza laboratorium medycznym, niezależnie od specjalności. Mam nadzieję, że książka nie tylko w dużym stopniu przyczyni się do poprawy wiarygodności wyników uzyskiwanych w laboratorium medycznym, lecz także przekona każdego, że nic nie zastąpi głębokiej wiedzy w zakresie analityki medycznej i umiejętności interpretacji wyników. Gdy w grę wchodzi bezpieczeństwo pacjenta, same automaty i przeliczniki komputerowe nie wystarczą. Bardziej potrzebna jest wiedza analityczna.
Krystyna Sztefko



CZĘŚĆ I

Praktyczne podstawy laboratorium medycznego


1

Stężenia i jednostki w laboratorium medycznym

Każda mierzona lub oznaczana wielkość w medycznym laboratorium jest wyrażana wartością liczbową. Wynik uzyskany metodami ilościowymi, wyrażony tylko liczbą, nie ma żadnej wartości diagnostycznej, a porównywanie wyników stężenia tego samego analitu uzyskanych u tego samego pacjenta czy też uzyskanych w różnych laboratoriach bez uwzględnienia jednostki, w jakiej wynik jest wyrażony, jest jednym z częstszych błędów poanalitycznych.
1.1.
Jednostki układu SI i jednostki spoza układu SI
W Polsce od przełomu lat 60. i 70. XX wieku obowiązują jednostki układu SI. Dotyczy to również laboratoriów medycznych. Jednostki układu SI wraz z jednostkami fizycznymi zebrano w tabeli 1.1.
TABELA 1.1 Jednostki układu SI








	
Wielkość podstawowa


	
Jednostka podstawowa


	
Symbol jednostki





	
Czas


	
sekunda


	
s





	
Długość 


	
metr


	
m





	
Masa 


	
kilogram


	
kg





	
Prąd elektryczny


	
amper


	
A





	
Temperatura termodynamiczna


	
kelwin


	
K





	
Ilość substancji


	
mol


	
mol





	
Światłość


	
kandela


	
cd






Spośród siedmiu podstawowych jednostek układu SI w medycynie laboratoryjnej powszechnie stosuje się: mol będący jednostką ilości (liczności) materii, kg (kilogram) i s (sekunda). W laboratoriach medycznych są również stosowane jednostki pochodne wykorzystujące podstawowe jednostki podniesione do odpowiednich potęg, które zestawiono w tabeli 1.2.
TABELA 1.2 Jednostki pochodne stosowane w laboratorium medycznym








	
Wielkość


	
Jednostka





	
Nazwa


	
Symbol





	
Powierzchnia


	
Metr kwadratowy


	
m2





	
Objętość 


	
Metr sześcienny


	
m3





	
Gęstość


	
Kilogram na metr sześcienny


	
kg·m–3





	
Objętość właściwa


	
Metr sześcienny na kilogram


	
m3·kg–1





	
Stężenie molowe


	
Mol na metr sześcienny


	
mol·m–3





	
Stężenie masowe


	
Kilogram na metr sześcienny


	
kg·m–3






Zarówno wysokie, jak i niskie wartości wymagają stosowania przedrostków do wyrażania dziesiętnych wielokrotności i podwielokrotności jednostek podstawowych i jednostek pochodnych SI. W medycynie laboratoryjnej ze względu na niskie stężenia substancji oznaczanych w materiale biologicznym są stosowane podwielokrotności jednostek, które zestawiono w tabeli 1.3.
TABELA 1.3 Podwielokrotności jednostek








	
Przedrostek 


	
Symbol


	
Mnożnik 





	
decy


	
d


	
0,1 = 10–1





	
centy


	
c


	
0,01 = 10–2





	
mili


	
m


	
0,001 = 10–3





	
mikro


	
µ


	
0,000 001 = 10–6





	
nano


	
n


	
0,000  000 001 = 10–9





	
piko


	
p


	
0,000 000  000 001 = 10–12





	
femto


	
f


	
0,000 000 000  000 001 = 10–15





	
atto


	
a


	
0,000 000 000 000  000 001 = 10–18





	
zepto


	
z


	
0,000 000 000 000 000 000 001 = 10–21





	
jokto


	
y


	
0,000 000 000 000 000 000  000 001 = 10–24






Jeżeli stężenie substancji wynosi 0,000003 mol/l, to podawanie wyniku w takiej formie niesie za sobą duże prawdopodobieństwo pomyłki. Wynik można wyrazić jako 3 × 10–6 mol/l, ale bardziej czytelne i łatwiejsze przy porównywaniu z innymi wynikami jest podanie wartości 3 µmol/l.
Niektóre jednostki pochodne SI mają specjalne nazwy i symbole ze względu na ich częste stosowanie i skomplikowane wyrażanie w jednostkach podstawowych. Należy tu wymienić jednostkę ciśnienia (paskal, Pa), ładunek elektryczny (kulomb, C), konduktancję (simens, S), temperaturę (stopień Celsjusza, C), natężenie oświetlenia (luks, lx), aktywność katalityczną (katal, kat – mol·s–1). 
W laboratorium medycznym są także stosowane jednostki nienależące do układu SI ze względu na powszechność użycia, takie jak np. jednostka czasu (minuta, godzina, doba) czy też jednostka objętości (litr).
Zależność pomiędzy jednostkami należącymi do układu SI i jednostkami spoza układu jest następująca: 
minuta (min) = 60 s,
godzina (h) – 60 minut = 3600 s,
doba (d) = 24 h = 86 400 s,
litr (l, L) = 1 dm3 = 10–3 m3,
1 m3 = 1000 litrów,
1 dm3 = 1 litr (l),
1 cm3 = 1 mililitr (ml).
Więcej informacji na temat jednostek można znaleźć: https://www.gum.gov.pl/pl/redefinicja-si/jednostki-miar/3269.
Przepisy regulujące sprawy legalnych jednostek miar to: Ustawa z dnia 11 maja 2001 r. – Prawo o miarach (tekst jedn.: Dz.U. z 2020 r. poz. 2166) oraz Rozporządzenie Rady Ministrów z dnia 5 czerwca 2020 r. w sprawie legalnych jednostek miar (Dz.U. z 2020 r. poz. 1024) wraz z Obwieszczeniem Prezesa Rady Ministrów z dnia 9 lipca 2020 r. o sprostowaniu błędu (Dz.U. z 2020 r. poz. 1224).
1.2.
Stężenie roztworów
Dla każdego diagnosty laboratoryjnego obliczanie stężenia substancji w płynach biologicznych to konieczna umiejętność. Stężenie analitu może być wyrażone jako stężenie procentowe, molowe, normalne i molalne.
Stężenie procentowe
Stężenie procentowe wyraża relatywne stężenie substancji rozpuszczonej w roztworze. W rutynowym laboratorium medycznym stosuje się stężenie procentowe wagowo-wagowe i stężenie procentowe wagowo-objętościowe, bardzo rzadko jest stosowane stężenie procentowe objętościowo-objętościowe.
Stężenie procentowe wagowo-wagowe (c%w/w) określa się jako liczbę gramów substancji zawartej w 100 gramach roztworu i obliczane jest ze wzoru:
[image: 17738.jpg]
Przykładem może być stężenie glukozy wyrażone jako 100 mg%. Oznacza to, że w każdych 100 g roztworu o takim stężeniu znajduje się jest 0,1 g glukozy i 99,9 g wody. 
Stężenie procentowe wagowo-objętościowe (c%w/v) określa się jako liczbę gramów substancji zawartej w 100 ml roztworu i obliczane jest ze wzoru:
[image: 17752.jpg]
Taki sposób wyrażania stężenia jest nadal stosowany w laboratoriach medycznych, np. stężenie glukozy 90 mg/dl = 90 mg/100 ml, stężenie cholesterolu 190 mg/dl = 190 mg/100 ml. Oznacza to, że przygotowanie 100 ml roztworu o takim stężeniu c%w/v wymaga zważenia substancji, a następnie dodania takiej objętości, np. wody, aby końcowa objętość wynosiła 100 ml. Wykorzystuje się w tym celu kolby miarowe.
Z powyższych definicji wynika, że stężenie wagowo-wagowe nie jest równoważne stężeniu wagowo-objętościowemu. Istotne jest również to, że stężenie wagowo-wagowe w przeciwieństwie do stężenia wagowo-objętościowego nie zależy od temperatury otoczenia, gdyż operujemy masą substancji i masą roztworu. W przypadku stężenia wagowo-objętościowego objętość roztworu zmienia się, gdy zmienia się temperatura otoczenia.
Stężenie procentowe objętościowo-objętościowe c%v/v
Ostatnim rodzajem stężenia procentowego jest stężenie procentowe objętościowo-objętościowe, określone wzorem:
[image: 17768.jpg]
W rutynowym laboratorium medycznym to stężenie jest bardzo rzadko wykorzystywane.
Stężenie molowe
Stężenie większości substancji biochemicznych oznaczanych w laboratorium medycznym wyrażane jest jako stężenie molowe (zgodnie z układem SI). Stężenie molowe z definicji jest to liczba moli substancji zawarta w 1 litrze roztworu (jeden mol to taka ilość substancji, która zawiera 6,023 × 1023 atomów, cząsteczek, jonów lub elektronów). 
Stężenie to określa się wzorem:
[image: 17780.jpg]
a liczbę moli (n) oblicza się ze wzoru:
[image: 17791.jpg]
przy czym należy pamiętać, że zarówno masa substancji, jak i masa molowa muszą być wyrażone w tych samych jednostkach masowych. Na przykład, jeżeli masa substancji jest wyrażona w miligramach, to masa molowa w miligramach na mmol. 
Pytanie akademickie przewijające się w wielu źródłach dotyczy zapisu jednostki: jedne źródła podają mol/l, inne mol/L. Jeden i drugi zapis są używane zamiennie. Czasem używa się symbolu 1 M, co oznacza 1 mol substancji zawarty w jednym litrze roztworu. Zatem symbol 1 M zawiera już w sobie objętość.
Wiele substancji biochemicznych oznaczanych we krwi czy w surowicy/osoczu występuje w niskich lub bardzo niskich stężenia, dlatego ich stężenie wyraża się w mmol/l, µmol/l lub nmol/l.
Stężenie normalne
Określanie stężenia substancji biochemicznych w płynach biologicznych poprzez stężenie normalne jest coraz rzadsze. Z jednej strony wynika to ze stosowania jednostek układu SI (mol), a z drugiej strony jest związane z trudnościami, jakie sprawia dobre rozumienie tej jednostki i jej przeliczania. Stężenie normalne jest to liczba gramorównoważników substancji zawarta w jednym litrze roztworu i określa się go wzorem:
[image: 17812.jpg]
Z definicji – jeden gramorównoważnik oznacza taką ilość substancji, która w reakcjach chemicznych zastępuje jeden gram wodoru lub osiem gramów tlenu.
Z punktu widzenia chemii klinicznej należy zwrócić uwagę na wyrażanie stężenia jonów sodowych i potasowych, których jeden mol jest równy jednemu gramorównoważnikowi, zatem stężenie jonów sodowych:
[image: 17832.jpg]
gdzie: 
Eq – z języka angielskiego to skrót od Equivalent.
Przeliczanie stężenia molowego na stężenie normalne można uprościć, korzystając ze wzoru:
[image: 17844.jpg]
przy czym wartościowość oznaczać może wartościowość metalu lub liczbę jonów wodorowych.
Jeżeli mamy do dyspozycji jednomolowy kwas siarkowy(VI), to jest on dwunormalny, a nie jednonormalny, gdyż kwas ten zawiera dwa atomy wodoru. I odwrotnie, gdy mamy do dyspozycji jednonormalny kwas siarkowy(VI), to jego stężenie molowe wynosi 0,5 mol/l.
Stężenie molalne
Stężenie molalne jest wykorzystywane w przypadku pomiaru właściwości fizycznej roztworu, np. pomiar osmolalności surowicy lub moczu. Stężenie molalne określa liczbę moli substancji rozpuszczonej w 1 kilogramie rozpuszczalnika: 
[image: 17858.jpg]
Roztwór jednomolalny ma nieco większą objętość niż roztwór jednomolowy, chociaż oba roztwory zawierają taką samą liczbę moli.
1.3.
Przeliczanie stężeń
Przeliczenie stężenia wyrażonego w jednostkach spoza układu SI na stężenie wyrażone w jednostkach układu SI lub odwrotnie jest proste wtedy, gdy dostępne są odpowiednie przeliczniki. Dla diagnosty laboratoryjnego takie przeliczenia nie powinny nigdy stanowić problemów. Przeliczenie stężenia molowego na stężenie masowe wymaga znajomości masy atomowej lub cząsteczkowej substancji:
[image: 17870.jpg]
Ta prosta zależność może być wykorzystana, jeżeli po obu stronach zależności stosowane są te same prefiksy. Należy też pamiętać o objętości, na jaką przeliczane jest stężenie. 

	Przykład  

Stężenie glukozy wynosi 180 mg/dl. Ile wynosi to stężenie w mmol/l?

Pierwszy etap: przeliczenie stężenia masowego na objętość jednego litra:

180 (mg/dl) × 10 = 1800 (mg/l)

Drugi etap: obliczenie liczby moli w masie 1800 mg:

1 mol glukozy = 180 g; 1 mmol glukozy = 180 mg

1800 mg × 1 mmol/180 mg = 10 mmoli

Zatem stężenie glukozy 180 mg/dl w jednostkach SI będzie wynosiło 10 mmol/l.

W skrócie przeliczenie mg/dl na mmol/l wymaga bardzo prostego wzoru:

[image: 17881.jpg]

i odwrotnie, mmol/l na mg/dl: 

[image: 17895.jpg]


W biologii molekularnej, gdy ekstrahuje się podwójną nić DNA (dsDNA), pojedynczą nić DNA (ssDNA) lub oligonukleotydy, ich ilość może być wyrażona w mikrogramach lub pikomolach na objętość, np. na ml lub na µl. Zamiana jednostek określających ilość dsDNA wyrażonej w µg/ml na pmol/µl przedstawiono poniżej:
[image: 17913.jpg]
Zamiana pmol/µl na µg/ml dla dsDNA przedstawiona jest poniżej:
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gdzie:
n	–	liczba nukleotydów (liczba par zasad),
X	–	liczba pikomoli na mikrolitr dsDNA, a 660 to średnia masa molowa na 1 parę zasad.
Gdy istnieje potrzeba zamiany jednostek dla ssDNA lub ssRNA, w równaniach przeliczeniowych wprowadza się zamiast 660 wartość 330.
1.4.
Jednostki w laboratorium medycznym
W laboratorium medycznym ilościowe oznaczenie danej substancji dokonuje się na podstawie zdefiniowanych metod. Podstawą obliczenia wyniku jest odniesienie końcowego sygnału reakcji (wykorzystanej w danej metodzie) uzyskanego dla próbki pacjenta do sygnału reakcji dla substancji wzorcowej o znanym stężeniu lub ilości. 
To, w jakich jednostkach będzie wyrażony wynik, zależy od rodzaju substancji oznaczanej:
1.	Jednostki układu SI stosowane są dla substancji, dla których są znane właściwości fizyczne i chemiczne, są dostępne referencyjne procedury pomiarowe oraz jest wykazana zgodność pomiarowa. Stężenia większości prostych substancji biochemicznych (glukoza, mocznik, jony), a także sterydów czy wielu niskocząsteczkowych hormonów i leków są wyrażane w jednostkach SI.
2.	Jednostki spoza układu SI są stosowane wtedy, gdy:
a)	nie jest znana masa molowa analitu lub mierzony analit jest heterogenny, ale dostępne są międzynarodowe referencyjne procedury pomiarowe i przyjęte jednostki. Klasycznym przykładem jest wyrażenie stężenia białka całkowitego w surowicy (g/l), stężenia hemoglobiny mierzonej spektrofotometrycznie (g/dl, g/L);
b)	nie jest znana masa molowa analitu lub mierzony analit jest heterogenny, ale są dostępne referencyjne międzynarodowe procedury pomiarowe. Przykładem jest wyrażanie aktywności enzymatycznej w jednostkach („unit”, U);
c)	nie ma międzynarodowej przyjętej procedury referencyjnej i nie ma spójności metrologicznej z układem SI, a jednostkę określa IU („WHO International Unit”). Ta jednostka określa heterogenną grupę jednostek substancji, a każda z nich jest zdefiniowana przez międzynarodowy certyfikowany materiał referencyjny (Certified Reference Material, CRM). Ze względu na ciągłą zmianę zarówno metod, jak i redefiniowanie materiałów referencyjnych należy zwrócić uwagę, że aktualnie stosowany w różnych laboratoriach materiał referencyjny (CRM) dla danego analitu może być inny niż stosowany wcześniej. Skrót IU nie jest tym samym, co skrót U.
Obecnie większość wyników w laboratorium medycznym jest uzyskiwana na automatach biochemicznych, immunochemicznych czy hematologicznych. Obliczenia wykonywane przez systemy komputerowe tych automatów są zaprogramowane przez producenta i czasem niedostępne lub nieznane dla użytkownika. W wielu przypadkach ustawiony algorytm obliczenia stężenia na podstawie sygnału reakcji, np. automacie immunochemicznym, jest niezmieniany przez lata. Należy jednak pamiętać, że za zaprogramowanie automatu i wybór właściwej jednostki, w jakiej wynik będzie podawany, czy też jej zmiany w przypadku zmiany standaryzacji metody, odpowiada diagnosta laboratoryjny. 
Ten sam analit, różne jednostki
Stosowanie różnych jednostek dla tego samego analitu może prowadzić do klinicznie istotnych błędów spowodowanych nieprawidłową interpretacją wyników. Jeżeli wyniki podawane w różnych jednostkach bardzo różnią się między sobą, np. stężenia kwasu moczowego wyrażonego w mmol/l i µmol/l (np. 0,42 mmol/l i 420 µmol/l), popełnienie błędu przy interpretacji wyniku jest mało prawdopodobne. W niektórych przypadkach jednak niezwrócenie uwagi na jednostki przy interpretacji wyników może prowadzić do bardzo poważnych konsekwencji klinicznych. Na rycinie 1.1 na przykładzie witaminy D3 pokazano, jak łatwo popełnić błąd, jeżeli nie weźmie się pod uwagę jednostek, w jakich analit ten jest wyrażony. 
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RYCINA 1.1. Klasyfikacja statusu witaminy D3 w surowicy krwi w zależności od tego, w jakich jednostkach wyrażone jest stężenie.
STĘŻENIE WITAMINY D3 może być podawane w ng/ml, µg/l i nmol/l. Jednostka ng/ml = µg/l. Aby uzyskać wynik w nmol/l, należy jednostki spoza układu SI przemnożyć przez 2,5: 
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Interpretacja wyniku stężenia witaminy D3 wymaga odniesienia wyniku pacjenta do określonego zakresu stężeń odpowiadającym deficytowi witaminy, stężeniu subotymalnemu, optymalnemu, wysokiemu, potencjalnie wysokiemu i toksycznemu. Jeżeli stężenie witaminy D3 będzie wynosiło 48 ng/ml, to zgodnie z zaleceniami będzie to stężenie optymalne, ale jeżeli stężenie będzie wyrażone jako 48 nmol/l, będzie to oznaczało, że pacjent ma niedobór witaminy i powinien być suplementowany. Podobnie przy stężeniu 110 ng/ml pacjent będzie miał stężenie określane jako potencjalnie toksyczne, ale jeżeli będzie ono wyrażone w nmol/l, będzie stężeniem optymalnym. Zwracanie uwagi przez lekarzy i diagnostów, a także pacjentów na jednostki, w jakich wyrażone jest stężenie, zwłaszcza w przypadkach „popularnych” analitów, takich jak witamina D3, ma istotne znaczenie przy doborze właściwej suplementacji.
To samo stężenie, różne jednostki
To samo stężenie analitu może być wyrażone w różnych jednostkach, np.:
[image: 17975.jpg]
Niekiedy można spotkać wyrażenie stężenia analitu w jednostkach, które mają dwa prefiksy, np. 55 mµmol/µl, co oznacza 55 nmol/µl. Takie wyrażanie jednostek jest całkowicie niepoprawne.
Przy wyrażaniu jednostek powinny obowiązywać dwie proste reguły. W pierwszej kolejności wykorzystuje się jednostki układu SI i jednostki pochodne, powszechnie stosowane. Zatem jednostką objętości powinien być jeden litr. Drugą zasadą powinno być stosowanie jednego przedrostka (prefiksu) dotyczącego jednostki w liczniku. 
Prawidłowe wyrażenie stężenia jonów sodowych to 140 mmol/l, a nieprawidłowe to 140 µmol/ml lub 0,14 mol/l.
Pomimo obowiązującego układu SI nadal wielu lekarzy, pracowników laboratoriów i pacjentów korzysta z jednostek spoza układu SI, takich jak mg/dl lub mg%, do wyrażenia stężenia, np. glukozy czy cholesterolu. Wynika to nie tylko z wieloletniego przyzwyczajenia, lecz także z zaleceń różnych towarzystw amerykańskich i publikowanych wyników z badań klinicznych prowadzonych w Stanach Zjednoczonych, gdzie układ SI nie jest obowiązkowy. Również stężenia glukozy oznaczone za pomocą glukometru są podawane w mg/dl przez większość modeli.
1.5.
Cyfry znaczące
Aby obliczyć stężenie analitu oznaczane np. metodą spektrofotometryczną, wartość absorbancji próbki nieznanej jest mnożona przez stężenie wzorca i dzielona przez absorbancję wzorca. W każdego rodzaju obliczeniach końcowe wyniki mogą być podane z dowolną dokładnością (nie mylić z dokładnością metody). Zawsze jednak należy mieć na uwadze, z jaką dokładnością jest mierzone stężenie. Nie można podawać stężenia białka całkowitego w surowicy krwi jako 61,3581 g/l, jeżeli nie jest ono zmierzone z dokładnością do czwartego miejsca po przecinku. Wartość liczbowa wyniku jest pochodną dokładności i precyzji metody, co należy uwzględnić, podając ostateczny wynik. Nie można podawać objętości dobowej moczu jako 1268,3 ml, jeżeli pomiaru dokonano z dokładnością do jednego mililitra. W przypadku obliczania wartości będących pochodną kilku pomiarów, na przykład przy obliczaniu klirensu kreatyniny, na końcowy wynik największy wpływ ma zawsze najmniej dokładny pomiar, a więc pomiar objętości moczu. 
Każdy pomiar jest związany z określoną niepewnością, dlatego wynik pomiaru lub obliczeń opartych na wynikach pośrednich pomiarów albo będących np. efektem mnożenia lub dzielenia dwóch wyników powinien być podany w taki sposób, aby można było stwierdzić, z jaką dokładnością dana wielkość została zmierzona. W laboratorium medycznym wyniki można uzyskać przez bezpośredni pomiar, np. zważenie odczynnika, zmierzenie objętości moczu, lub pośrednio, np. przez obliczenie stężenia analitu w próbce na podstawie pomiaru absorbancji w próbce badanej i próbce wzorcowej oraz stężenia w próbce wzorcowej. Prezentacja wyniku z pomiaru bezpośredniego musi uwzględniać dokładność pomiaru. Wynik ważenia glukozy równy 2 g nie jest równoznaczny z zapisem 2,0 g czy 2,00 g, ponieważ w każdym przypadku dokładność ważenia jest inna. Podając wynik ważenia w postaci odpowiedniego zapisu, podkreśla się, z jaką dokładnością substancja została zważona. Zapis 2 g wskazuje, że pomiaru dokonano z dokładnością do 1 g. W przypadku zapisu 2,0 g pomiar jest dokonany z dokładnością do 0,1 g, a w przypadku zapisu 2,00 g pomiaru dokonano z dokładnością 0,01 g. W przypadku każdego wyniku pomiaru jest podana inna liczba cyfr znaczących. Określenie liczby cyfr znaczących w danym wyniku podlega określonym regułom. Oczywiste jest, że każda niezerowa cyfra jest cyfrą znaczącą. Problemem jest określenie, kiedy cyfra zero jest cyfrą znaczącą, ponieważ liczby mogą zawierać zero pomiędzy niezerowymi cyframi, liczba może zawierać zero na końcu i wreszcie w liczbach mniejszych od jedności zero może znajdować się po przecinku. 
Reguły są następujące: 
1.	Zera znajdujące się pomiędzy niezerowymi cyframi są cyframi znaczącymi, np. 1205 (4 cyfry znaczące), 2,07 (3 cyfry znaczące), 12054 (5 cyfr znaczących).
2.	Dla liczb większych od jedności zera znajdujące się na końcu są cyframi znaczącymi, jeżeli liczba zawiera przecinek, np. 2,00 (3 cyfry znaczące), 1,78060 (6 cyfr znaczących). Ostatnie zero jest uznawane jako istotne. W przypadku liczb całkowitych uznanie zera na końcu może być niejednoznaczne, np. 14 000 g to 14 kg. Uznanie końcowych zer za cyfry znaczące zależy od dokładności pomiaru. 
3.	Dla liczb mniejszych od jedności zera znajdujące się przed przecinkiem lub po przecinku nie są cyframi znaczącymi, np. liczba 0,002 ma jedną cyfrę znaczącą. Często tego typu liczby mają notację naukową: 0,002 można zapisać jako 2 × 10-3. 
Określenie cyfr znaczących w każdym przypadku przedstawiono na poniższych przykładach:

	Przykład 

258,4 – 4 cyfry znaczące,

0,0026 – 2 cyfry znaczące,

2584 – 4 cyfry znaczące,

260 – 3 cyfry znaczące,

260,00 – 5 cyfr znaczących.

Większość wyników w laboratorium medycznym uzyskuje się pośrednio, poprzez porównanie sygnału reakcji (absorbancji, radioaktywności, fluorescencji) w próbce badanej i sygnału w próbce wzorcowej o znanym stężeniu. Również pośrednio, poprzez wykorzystywanie różnych wzorów są obliczane istotne wskaźniki, np. oszacowanie przesączania kłębuszkowego (eGFR), wyrażenie stężenia kortyzolu w moczu w stosunku do wydalania kreatyniny czy obliczenie klirensu kreatyniny. Podczas wykonywania jakichkolwiek obliczeń istotne jest zwrócenie uwagi, co dzieje się z cyframi znaczącymi. Wynik końcowy dodawania lub odejmowania różnych liczb nie może być bardziej precyzyjny niż najmniej precyzyjna liczba. Podobnie wynik końcowy mnożenia lub dzielenia nie może mieć więcej cyfr znaczących niż liczba z najmniejszą liczbą cyfr znaczących. 

	Przykład 

1)	Dodawanie: do laboratorium dostarczono cztery frakcje moczu zebrane w ciągu doby. Na skierowaniu podano objętości kolejnych frakcji w litrach: 0,2, 0,185, 0,34, 0,11. Dodając objętości, uzyskuje się wynik 0,835 l. Końcowy wynik może być podany tylko z dokładnością do jednego miejsca po przecinku, ponieważ objętość jednej z frakcji została zmierzona z taką dokładnością, a więc dobowa objętość wynosi 0,8 l.

2)	Mnożenie: obliczając stężenie analitu w próbce pacjenta na podstawie pomiaru absorbancji ze wzoru:

[image: 18002.jpg]

Jeżeli Awz = 0,563; Ax = 0,358, cwz = 2,0

to z przykładowych danych uzyskujemy wynik:
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ale stężenie wzorca jest podane z dokładnością do pierwszego miejsca po przecinku, zatem wynik musi być podany z tą samą dokładnością, czyli 3,1. 

W przypadku mnożenia cyfr, z których jedna może być tylko liczbą całkowitą, np. liczba probówek równa 4, a w każdej z nich znajduje się po 1,7 mg substancji, to razem mamy 4 × 1,7 mg = 6,8 mg (dwie cyfry znaczące), ponieważ liczba całkowita ma nieograniczoną ilość cyfr znaczących, zatem nie limituje liczby cyfr znaczących w końcowym wyniku.


W przypadku korzystania z bardziej skomplikowanych wzorów, gdy wymaganych jest kilka operacji matematycznych, zawsze najpierw wykonuje się mnożenie i dzielenie, a potem dodawanie i odejmowanie (podstawowe zasady matematyczne). 
1.6.
Zaokrąglanie wyników
Zaokrąglanie wyników to nic innego, jak usuwanie cyfr z liczby tak, aby liczba wskazywała prawidłową liczbę cyfr znaczących. Dotyczy to zwłaszcza wyników, które są efektem działania, np. mnożenia dwóch cyfr. Korzystając z kalkulatora, otrzymuje się zwykle dużo cyfr po przecinku. Jeżeli zastosuje się odpowiednie reguły, cyfry są usuwane tak, aby uzyskać prawidłową liczbę cyfr znaczących, zależną od dokładności pomiaru.
Korzysta się z trzech reguł zaokrąglania: 
1)	Jeżeli cyfra do zaokrąglenia jest mniejsza od 5 – jest ona usuwana
7,372 – po zaokrągleniu 7,37
2)	Jeżeli cyfra do zaokrąglenia jest większa od 5 – wtedy ostatnia cyfra jest zaokrąglana do następnej wyższej cyfry
7,376 – po zaokrągleniu 7,38
3)	Jeżeli cyfra ostatnia jest równa 5, to zaokrągla się do wyższej cyfry, jeżeli poprzedzająca cyfra jest nieparzysta. Jeżeli cyfra, która ma być ostatnią, jest parzysta, to pozostaje ona bez zmian. Statystycznie redukuje się dodatni bias zaokrąglenia. Dla tej reguły – zawsze ostatnia cyfra po zaokrągleniu jest lub będzie cyfrą parzystą. Ta reguła zaokrąglania nie jest powszechnie stosowana i najczęściej ostatnią cyfrę zaokrągla się do cyfry wyższej.
7,375→7,38
7,385→7,39
Reguły dotyczące cyfr znaczących i zaokrąglania oraz rekomendacje dotyczące podawania wartości stężeń mogą spowodować, że tej samej wartości wyrażonej w jednej jednostce odpowiadają inne wartości wyrażone w innej jednostce. Występuje to w przypadku hemoglobiny glikowanej wyrażonej w mmol/mol i w jednostkach [NGSP, %] (National Glycohemoglobin Standardization Program) (tab. 1.4). Zależność pomiędzy tymi dwoma jednostkami wyraża równanie:
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TABELA 1.4 Efekt zaokrąglania jednostek dla hemoglobiny glikowanej („brakujące cyfry”)
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1.7.
Obliczenia z uwzględnieniem jednostek
Dokonując jakichkolwiek obliczeń, w których korzysta się ze stężeń, należy pamiętać, że jednostki też podlegają działaniom matematycznym:
1.	W przypadku dodawania i odejmowania wyników jednostki muszą być takie same i pozostają takie same po obliczeniach, np.
5 mmol/l + 2 mmol/l = 7 mmol/l
2.	W przypadku mnożenia lub dzielenia wyników jednostki są mnożone i dzielone tak samo jak cyfry, np.
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Gdy oblicza się stosunek stężeń danego analitu w różnych materiałach biologicznych, np. w surowicy i moczu lub surowicy i płynie mózgowo-rdzeniowym, należy zwracać uwagę, aby stężenia wyrażane były w tych samych jednostkach, w przeciwnym razie stosunki stężeń analitu w różnych płynach biologicznych wyrażonych w różnych jednostkach będą różne.

Przykład  

Załóżmy, że stężenie analitu (masa molowa 80 g/mol) w moczu wynosi 20 mg/l (0,25 mmol/l), a stężenie kreatyniny w tym samym moczu wynosi 40 mg/l (305 µmol/l), zatem stosunek stężeń tych dwóch substancji można obliczać:

Poprawnie:
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Niepoprawnie:
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Tylko pierwsze dwa obliczenia są poprawne, ale nie wyklucza to błędu przy interpretacji wyniku, jeżeli nie weźmie się pod uwagę właściwego dla danego stosunku przedziału wartości referencyjnych.
Podsumowanie
1	Obowiązującym w Polsce układem jednostek jest układ SI.
2	W laboratorium medycznym stężenia analitów powinny być podawane w mol/l lub podjednostkach, np. mmol/l.
3	Jednostki spoza układu SI są dopuszczone do stosowania, jeżeli dla danego analitu nie ma wzorca spójnego z układem SI.
4	Przy porównywaniu wyników tego samego analitu oznaczonego w różnych laboratoriach obowiązkiem diagnosty laboratoryjnego i lekarza jest sprawdzenie jednostek, w jakich wyniki są podawane.
5	Jakiekolwiek działania na liczbach nie może dać w efekcie wyniku bardziej dokładnego niż najmniej dokładna liczba uwzględniona w obliczeniu.
6	Przy obliczaniu stosunku stężeń tego samego analitu w różnych płynach biologicznych należy pamiętać, aby stężenia te były wyrażone w tych samych jednostkach. 
Piśmiennictwo 
1.	Bae Y., Hansen K.: Recommendations on measurement units – why and how. eJIFCC. 2019, 30(3): 250–275.
2.	Wendt U., Polek A., Łangowski K., Rogulski J.: Jednostki układu SI i ich zastosowanie w medycynie. Diag Lab. 2009, 45: 15–162. 
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Rozcieńczanie roztworów

Rozcieńczanie roztworów to jedna z podstawowych, użytecznych i często niezbędnych czynności laboratoryjnych. 
W laboratoriach medycznych rozcieńczenia są wykonywane m.in. w celu:
—	przygotowania serii wzorców do kalibracji metody (jeżeli metoda tego wymaga);
—	przygotowania roztworów o tak niskim stężeniu, że nie da się odważyć ilościowo substancji niezbędnej do sporządzenia takiego roztworu, potrzebnych np. do weryfikacji granicy pomiaru (LOD);
—	rozcieńczenia płynów biologicznych (surowica, mocz, płyn mózgowo-rdzeniowy), w których stężenie danego analitu jest poza zakresem pomiarowym metody;
—	wyznaczenia miana przeciwciał.
Automatyzacja procesów analitycznych istotnie zmniejszyła liczbę manualnie wykonywanych czynności i większość rozcieńczeń w laboratorium medycznym jest ograniczona do odpowiedniego zaprogramowania analizatora. Każdy krok rozcieńczenia jest wykonywany automatycznie, a automaty podają ostateczny wynik stężenia uwzględniający już rozcieńczenie. Czasem jednak istnieje konieczność manualnego rozcieńczania surowic. Dzieje się tak w sytuacji konieczności większego rozcieńczenia próbki, niż jest to możliwe do zaprogramowania na automacie. Gdy stężenie analitu w próbce występuje w ekstremalnie wysokich stężeniach, np. przy oznaczaniu markerów nowotworowych metodami immunochemicznymi, wtedy nie ma innego sposobu jak rozcieńczanie próbki manualnie, bez względu na rodzaj stosowanej metody. Konieczność przygotowywania kalibratorów poprzez odpowiednie rozcieńczenia wyjściowego roztworu (stock solution) jest coraz rzadsza, ponieważ kalibratory dla większości metod są obecnie przygotowywane przez producentów zestawów odczynnikowych i automatów w postaci gotowych do użycia. Nie zwalnia to jednak diagnostów laboratoryjnych z posiadania umiejętności prawidłowego rozcieńczania roztworów. 
2.1.
Sposoby rozcieńczania
Rozcieńczanie to technika analityczna wykorzystująca rozpuszczalnik (woda, bufor) do zwiększenia objętości roztworu, a tym samym obniżenia stężenia nie tylko substancji oznaczanej, lecz także wszystkich innych substancji obecnych w roztworze, w tym różnych substancji interferujących (jeżeli są obecne). Do powszechnego słownictwa w laboratorium medycznym weszło słowo „diluent”, które oznacza roztwór służący do rozcieńczania (rozcieńczalnik). Określenie to stosuje się niezależnie od metody, ale nie należy zapominać, że jego skład w każdym przypadku jest inny i nie można go zastąpić żadnym materiałem biologicznym (różne matryce).
Rozcieńczenie można zapisać prostym wzorem:
[image: 18156.jpg]
co równa się: 
[image: 18176.jpg]
Objętość próbki zawsze stanowi część całkowitej objętości próbki po rozcieńczeniu. Chcąc uzyskać rozcieńczenie 1 : 10, należy postąpić zgodnie z poniższym zapisem:
[image: 18199.jpg]
Przy wykonywaniu rozcieńczeń należy pamiętać, że w żadnym kroku postępowania nie usuwa się substancji, którą chcemy oznaczyć. Zatem liczba moli substancji pozostaje taka sama, a zmianie ulega tylko objętość roztworu po rozcieńczeniu. Całkowitą ilość substancji w roztworze określa się, mnożąc stężenie przez objętość. Korzystając z definicji stężenia molowego:
[image: 18212.jpg]
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gdzie:
cm	–	stężenie molowe, 
V	–	objętość roztworu, 
n	–	liczba moli.
Zawsze można porównać liczbę moli przed rozcieńczeniem i po rozcieńczeniu roztworu:
[image: 18242.jpg]
gdzie:
c1	–	stężenie substancji w roztworze (lub surowicy) przed rozcieńczeniem,
V1	–	objętość roztworu (surowicy) przed rozcieńczeniem,
c2	–	stężenie substancji w roztworze po rozcieńczeniu,
V2	–	objętość roztworu (surowicy) po rozcieńczeniu.
Z tego prostego wzoru można obliczyć zarówno stężenie substancji mierzonej po rozcieńczeniu 
[image: 18253.jpg]
jak i końcową objętość roztworu po rozcieńczeniu, aby uzyskać żądane stężenie.
[image: 18265.jpg]
Nie zawsze objętość końcowa jest sumą objętości roztworu przed rozcieńczeniem i objętości rozpuszczalnika. W przypadku zmieszania alkoholu oraz wody dochodzi do zjawiska kontrakcji i objętość końcowa jest mniejsza niż suma objętości alkoholu i wody użytych do zmieszania.
Konieczność odpowiedniego rozcieńczenia próbki do określonej objętości końcowej jest częsta w laboratorium pediatrycznym. 

	Przykład 

Nierzadko laboratorium uzyskuje bardzo małą objętość krwi od noworodka i ma do dyspozycji np. tylko 50 µl surowicy, a zleconych jest oznaczenie kilku analitów, do których w sumie potrzebne jest 200 µl surowicy, uwzględniając przestrzeń martwą automatu. Wtedy pojawiają się w sumie trzy problemy: 

—	jak rozcieńczyć próbkę, 

—	czy po rozcieńczeniu stężenie któregokolwiek z analitów nie będzie poniżej czułości metody, 

—	czy można wykorzystać ten sam diluent do każdego z oznaczeń.

Do obliczenia rozcieńczenia korzysta się ze wzoru: 

[image: 18281.jpg]

czyli

[image: 18297.jpg]

Z równania wynika, że do 50 µl surowicy należy dodać 150 µl diluentu.

Zatem próbka będzie rozcieńczona w stosunku 1 : 3 (jedna część surowicy i trzy części diluentu, czyli czterokrotnie).

Dla większości parametrów jest ważny wzrost stężenia. Gdy oznaczenie analitów przeprowadza się na automacie, z reguły do wszystkich oznaczeń wykorzystuje się ten sam diluent, ale przy równoczesnym korzystaniu z metod automatycznych i manualnych do oznaczenia tego samego analitu dobrze jest znać wpływ diluentu na dane oznaczenia.
Po analizie rozcieńczonej surowicy lub moczu wymagane jest pomnożenie końcowego wyniku (automatycznie lub manualnie) przez rozcieńczenie. Brak uwzględnienia końcowego rozcieńczenia, czyli brak pomnożenia uzyskanego w rozcieńczonej próbce wyniku przez końcowe rozcieńczenie, jest częstym błędem laboratoryjnym. 

	Przykład 

Stężenie glukozy we krwi u pacjenta z niekontrolowaną cukrzycą było poza liniowym zakresem mierzalności dla danej metody. Surowicę rozcieńczono manualnie 4-krotnie i uzyskano wynik 11,2 mmol/l. Aby uzyskać rzeczywiste stężenie glukozy w surowicy, należy pomnożyć przez 4. Zatem stężenie glukozy w surowicy wynosi 44,8 mmol/l. 

Może się zdarzyć, że na automacie jest tylko możliwe zaprogramowanie dwukrotnego rozcieńczenia, wówczas najpierw wykonuje się rozcieńczenie manualne dwukrotne, a potem rozcieńczoną próbkę wstawia do automatu i programuje się ponownie dwukrotne rozcieńczenie. Na takie sytuacje należy zwracać szczególną uwagę, ponieważ często zapomina się o wprowadzeniu do algorytmu obliczeniowego automatu wcześniejszego manualnego rozcieńczenia.
Rozcieńczenie vs stosunek rozcieńczeń
Rozcieńczenie 10-krotne nie jest tym samym, co rozcieńczenie w stosunku 1 : 10. Rozcieńczenie to stosunek objętości próbki przed dodaniem rozpuszczalnika do całkowitej objętości próbki po rozcieńczeniu. Zatem rozcieńczenie 10-krotne oznacza dodanie do 1 części próbki 9 części rozpuszczalnika, a rozcieńczenie 1 : 10 oznacza dodanie do jednej części próbki 10 części rozpuszczalnika. Innymi słowy, stosunek dwóch objętości oznacza, w jakiej proporcji należy zmieszać próbkę i wodę/bufor/diluent. 

	Przykład 

Zmieszano próbkę i diluent w stosunku 1 : 1 oraz 1 : 2. Czy rozcieńczenia są takie same? Odpowiedź brzmi nie.

Zmieszanie jednej objętości próbki i jednej objętości wody powoduje dwukrotne rozcieńczenie.

1 : 1 to rozcieńczenie dwukrotne

Zmieszanie jednej objętości próbki i dwóch objętości wody powoduje trzykrotne rozcieńczenie.

1 : 2 to rozcieńczenie trzykrotne


Rozróżnienie określenia rozcieńczenia i stosunku, w jakim mają być zmieszane próbka i diluent, jest krytyczne, ponieważ ma wpływ zarówno na przygotowanie roztworów o odpowiednim stężeniu, jak i na prawidłowe obliczenia ostatecznego wyniku w próbce rozcieńczonej.
Rozcieńczenie „podwajające” (doubling dilution)
To rozcieńczenie jest najprostsze i jest często wykorzystywane. Można go określić jako rozcieńczenie „przez połowę”, gdyż w każdej następnej probówce ilość substancji jest mniejsza o połowę.
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Przykład takiego rozcieńczenia pokazano na rycinie 2.1.
[image: 18373.jpg]
RYCINA 2.1. Rozcieńczenie podwajające (doubling dilution).
Rozcieńczanie sekwencyjne (seryjne)
Gdy stężenie substancji mierzonej jest bardzo wysokie i istnieje potrzeba rozcieńczenia surowicy np. 1000-krotnie lub 10 000-krotnie, to nie ma możliwości wykonania takiego rozcieńczenia przez proste dodanie surowicy i diluentu, np. zmieszanie 1 ml surowicy i 999 ml rozcieńczalnika. Po pierwsze, jest to niepraktyczne, a po drugie, wymaga użycia dużych objętości diluentu i niepotrzebnej pracy z dużymi objętościami. Dlatego stosuje się sekwencyjne rozcieńczanie próbki. 

	Przykład 

Próbkę surowicy na oznaczenie stężenia HCG należy rozcieńczyć 20 000-krotnie. Można to zrobić różnymi sposobami, na przykład: w kolejności a) lub b):

a)	najpierw dwudziestokrotnie (1 : 19), potem dziesięciokrotnie (1 : 9), ponownie dziesięciokrotnie (1 : 9) i ponownie dziesięciokrotnie (1 : 9)

lub

b)	najpierw dziesięciokrotnie (1 : 9), potem pięćdziesięciokrotnie (1 : 49), potem dziesięciokrotnie (1 : 9) i ponownie czterokrotnie (1 : 3).

Rozcieńczenia się mnoży, zatem w przypadku 

a) 20 × 10 × 10 × 10 = 20 000, 

a w przypadku:

b) 10 × 50 × 10 × 4 = 20 000. 


Przykład takiego rozcieńczenia pokazano na rycinie 2.2.
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RYCINA 2.2. Rozcieńczenie sekwencyjne.
2.2.
Miano
Rozcieńczenie surowicy wykonuje się w celu określenia miana przeciwciał, które określa ilość przeciwciał rozpoznających dany epitop. Miano wyrażane jest jako odwrotność największego rozcieńczenia surowicy (rozcieńczenie seryjne), przy którym wynik reakcji antygen przeciwciało jest jeszcze pozytywny. Innymi słowy, miano jest odwrotnością rozcieńczenia. Im wyższe jest stężenie przeciwciał, tym większa liczba rozcieńczeń jest wymagana do uzyskania niemierzalnego stężenia przeciwciał. Rozcieńczenia ustala się w zależności od spodziewanego miana. Miano przeciwciał określa tylko ilość wolnych przeciwciał w surowicy; jeżeli przeciwciała są już połączone z antygenem, to wynik pomiaru będzie ujemny. Miareczkowanie przeciwciał (ustalanie miana) należy do testów, które nie są standaryzowane.
Miana przeciwciał nie należy mylić z ilościowym pomiarem ilości przeciwciał w surowicy. W przypadku oznaczania miana wykonuje się wiele rozcieńczeń surowicy i dodaje antygen, aby obserwować reakcję, np. reakcję aglutynacji. W przypadku ilościowego pomiaru anty-TPO wykorzystuje się reakcję immunochemiczną, mierząc stężenie przeciwciał anty-TPO za pomocą odpowiedniego antygenu. 
Podsumowanie
1 Rozcieńczenie to procedura analityczna mająca na celu zmniejszenie stężenia substancji w roztworze.
2	Rozcieńczenie to stosunek objętości próbki przed dodaniem rozpuszczalnika do całkowitej objętości próbki po rozcieńczeniu.
3	Rozcieńczenie podwajające pozwala na zmniejszanie stężenia analitu o połowę w każdym kolejnym kroku
4	Rozcieńczenia seryjne są przydatne, gdy istnieje potrzeba wykonania bardzo dużych rozcieńczeń surowicy.
5	Niezależnie od sposobu rozcieńczania, końcowe rozcieńczenie jest iloczynem kolejnych rozcieńczeń. 
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Weryfikacja metod ilościowych

Zgodnie z ISO 15189:2012 [1] każda procedura analityczna w medycznym laboratorium powinna być walidowana lub weryfikowana przed wprowadzeniem jej do rutynowego wykorzystania w celach diagnostycznych. W najprostszy sposób walidację metody definiuje się jako proces określenia parametrów charakteryzujących sprawność działania metody, jej ograniczenia i przydatność do określonych celów. Według definicji ISO walidacja to potwierdzenie przez zbadanie i dostarczenie obiektywnych dowodów na to, że szczególne wymagania dla konkretnego zamierzonego celu są spełnione [ISO 8402:1994]. Procesowi walidacji podlegają wszystkie cechy metody analitycznej. Obecnie laboratoria korzystają z metod, które są walidowane przez producenta. W takim przypadku ponowna walidacja w laboratorium nie jest potrzebna, ale konieczne jest przeprowadzenie weryfikacji metod, aby potwierdzić istotne dla laboratorium parametry walidacyjne.
Weryfikacja metody dotyczy procedury, która jest walidowana przez producenta, a jej celem jest określenie, do jakiego stopnia parametry charakteryzujące metodę, otrzymane przez producenta w procesie walidacji mogą być odtworzone w środowisku użytkownika/laboratorium. Weryfikuje się walidowane metody producenta, który dostarczył odczynniki, opis procedury i aparaturę pomiarową wraz ze szczegółowymi danymi dotyczącymi walidacji. 
Pojęcia ewaluacja, walidacja i weryfikacja metod są czasem błędnie używane zamiennie, ponieważ pojęcia te oznaczają:
1.	Ewaluacja metody – termin globalny stosowany do określenia analitycznych i klinicznych cech wykonania nowego testu w laboratorium.
2.	Walidacja metody – wykazanie, czy określone wymagania są adekwatne do zamierzonego celu.
3.	Weryfikacja metody – dostarczenie obiektywnego dowodu, że dana metoda spełnia określone wymagania.
W laboratoriach medycznych oznaczenie stężenia różnych substancji w materiale biologicznym obecnie jest wykonywane przy użyciu gotowych do bezpośredniego zastosowania metod analitycznych, w większości w pełni zautomatyzowanych. Metody te są walidowane przez producenta, a wyniki tych walidacji są dostępne w instrukcji do oznaczania danego analitu. Jeżeli laboratorium korzysta z gotowych metod bez żadnych modyfikacji, zgodnie z instrukcją, odpowiedzialność za proces walidacji jest po stronie producenta. Nie oznacza to jednak, że laboratorium może bezkrytycznie decydować o wyborze nowych metod manualnych czy nowej platformy automatycznej i wprowadzać je do rutynowego stosowania bez weryfikacji podstawowych parametrów walidacyjnych podanych przez producenta. Pominięcie procedury weryfikacji metod i wprowadzanie ich do rutynowego stosowania w celach diagnostycznych tylko na podstawie zapewnień producenta o bardzo dobrej jakości metod zawsze będzie stawiać wiarygodność laboratorium pod znakiem zapytania.
3.1.
Rekomendacje dotyczące walidacji/weryfikacji metod
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) w 2020 roku opublikowało rekomendacje dotyczące walidacji i weryfikacji metod, a także wprowadziło zmianę w nazewnictwie. Zamiast terminu „metody” wprowadzono termin „procedury badawcze” [2]. Spośród 19 szczegółowych rekomendacji podanych przez EFML poniżej przedstawiono najważniejsze z nich. Pierwsza rekomendacja jest oczywista: 
Laboratorium powinno korzystać tylko z tych procedur badawczych (metod), które są przez dane laboratorium walidowane lub weryfikowane do celu, dla jakiego będą wykorzystywane.
Dla diagnosty laboratoryjnego oznacza to, że jeżeli dana procedura badawcza (metoda) jest walidowana i weryfikowana tylko do oznaczania stężenia analitu w surowicy krwi, to nie może być wykorzystana do pomiaru tego analitu w moczu. Uogólniając, jest oczywiste, że jakakolwiek zmiana w procedurze analitycznej przeprowadzona przez laboratorium powoduje, że metoda wymaga ponownej walidacji. Obecna automatyzacja metod analitycznych ogranicza w praktyce modyfikacje procedur, a gotowe zestawy odczynnikowe dla metod manualnych też bardzo rzadko są modyfikowane przez laboratoria. Niektóre laboratoria specjalistyczne i/lub naukowe często opracowują własne procedury pomiarowe lub adaptują metody opisane w piśmiennictwie. Takie metody przed zastosowaniem ich w laboratorium medycznym do wykorzystania klinicznego muszą być poddane pełnej walidacji. Wynika to z kolejnej rekomendacji podanej przez EFLM w zakresie konieczności walidowania metod w laboratorium medycznym: 
Laboratorium powinno walidować:
—	metody niestandardowe,
—	metody własne (opracowane przez laboratorium),
—	walidowane metody, które są wykorzystywane nie do celu, w jakim zostały opracowane,
—	walidowane metody, które zostały zmodyfikowane.
Jeżeli wszystkie cechy metody są udostępnione dla laboratorium przez producenta automatów czy zestawów odczynnikowych i są one akceptowalne przez dane laboratorium, to metody mogą być tylko weryfikowane, a nie walidowane. Laboratorium powinno posiadać dostępne informacje od producenta dotyczące procedury badawczej lub wyniki z wiarygodnego niezależnego 
Ciąg dalszy dostępny w wersji pełnej.
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Weryfikacja metod jakościowych i półilościowych
Dostępne w wersji pełnej.

5

Porównywanie metod ilościowych i jakościowych
Dostępne w wersji pełnej.

6

Błąd całkowity a niepewność pomiaru
Dostępne w wersji pełnej.

7

RCV, indeks osobniczy, delta check
Dostępne w wersji pełnej.

8

Kontrola jakości w laboratorium medycznym
Dostępne w wersji pełnej.

CZĘŚĆ II

Klinicznie i laboratoryjnie użyteczne wzory i wskaźniki
Dostępne w wersji pełnej.

9

Bufory 
Dostępne w wersji pełnej.

10

Wskaźnik HIL
Dostępne w wersji pełnej.

11

Spektrofotometria
Dostępne w wersji pełnej.

12

„Saturacja” – pulsoksymetr vs oksymetr
Dostępne w wersji pełnej.

13

Stosunek aldosteronu do reniny
Dostępne w wersji pełnej.

14

Wolne hormony
Dostępne w wersji pełnej.

15

Wapń 
Dostępne w wersji pełnej.

16

Cholesterol LDL-C
Dostępne w wersji pełnej.

17

Bilirubina
Dostępne w wersji pełnej.

18

Morfologia
Dostępne w wersji pełnej.

19

Markery zwłóknienia wątroby
Dostępne w wersji pełnej.

20

Chromatografia
Dostępne w wersji pełnej.

21

Luka osmotyczna
Dostępne w wersji pełnej.

22

Luka anionowa
Dostępne w wersji pełnej.

23

Filtracja kłębuszkowa (GFR)
Dostępne w wersji pełnej.

24

TDM i podstawy farmakokinetyki
Dostępne w wersji pełnej.

25

Wskaźniki insulinooporności
Dostępne w wersji pełnej.

CZĘŚĆ III

Obliczenia statystyczne
Dostępne w wersji pełnej.

26

Niezbędnik statystyczny dla diagnostów laboratoryjnych
Dostępne w wersji pełnej.

27

Wartość diagnostyczna testu – czułość, swoistość, wartości predykcyjne, iloraz prawdopodobieństwa
Dostępne w wersji pełnej.
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