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Datum:

Jméno:
Skupina:

CVICENI 1: Krev, sérum, plazma, analyzatory. Interpretace vysledk

Uvod

Klinicko-biochemické vySetfeni v sobé zahrnuje tfi ¢asti (dopis):

1.1 Odbér krve
1.1.1 Odbér zilni krve

Dva typy odbérovych systému (dopi$), (prvni typ uz se nepouZzivd):

1.1.2 Odbeér kapilarni krve

Kdy se pouziva, do ¢eho se odebira (dopis):

1.2 Zpracovani krve

Dopi$ jak se pfipravi sérum, nesrazliva krev, plazma:
sérum:
nesrazliva krev:

plazma:

1.2.1 Priprava krevni plazmy
Princip viz 1.2.
Provedeni

F Priblizné 5 ml krve odebrané do centrifugaéni zkumavky, obsahujici nékteré
z protisrazlivych €inidel, odstfedujte 10 min pfi 2500 ot./min.






Ulohy

antikoagulaéni €inidlo | strukturni vzorec (u heparinu napis mechanismus U¢inku
jen nazvy monosacharidovych
stavebnich jednotek)

Oxalat sodny (lithny,
draselny)

Citrat trisodny

EDTA-Naz (K2, Ks)
(disodna sul
ethylendiamintetraoctove
kyseliny, edetan disodny)

Heparin

4 Uvedte priklady, kdy volba antikoagulaéniho €inidla maze ovlivnit vysledky
nékterych biochemickych analyz.

EDTA-K; ovlivhuje stanoveni:
(dopis)

Lithné soli ovliviiuji stanoveni: Li™ (pfi terapii bipolarnich afektivnich poruch se pouziva uhlicitan
lithny, je tfeba provadét terapeutické monitorovani plazmatické
koncentrace Li* a udrZovat ji vhodnym davkovacim reZzimem
v rozmezi 0,4-0,8 mmol/l)

Na*, K* (pfi jejich stanoveni emisni plamenovou spektrofotometri,
kde se pouziva Li* jako vnitfni standard)

4 Hematokrit udava, jaky objemovy podil zaujimaji v pIné krvi erytrocyty. Jaky
objem plazmy Ize teoreticky ziskat po odstfedéni 2 ml nesrazlivé krve, je-li
hematokrit 0,4?






4 Popiste vzhled obsahu zkumavky pfed a po centrifugaci nesrazlivé krve
(dokreslete vysledek barevné do obrazku zkumavky).

W

4 Uvedte hlavni rozdil ve slozeni krevni plazmy a séra (jednou vétou).

4 Co znamena, kdyz plazmu/sérum oznacime jako:
hemolytické:
iktericke:
chylézni:

4 Je mozné uchovat krev pro ziskani plazmy v mrazicim boxu pfi -20 °C?

1.3 Biochemické analyzatory

Zavadény v 70. let 20. stoleti. Principy stanoveni koncentrace analytd (chemickych
individui): spektrofotometrie, imunoturbidimetrie, chemiluminiscence,
enzymoimunoanalyza na mikrocasticich, fluorescencni polarizacni imunoanalyza, a;.
lontové selektivni elektrody (ISE) na stanoveni Na*, K*, CI".

Takt analyzatoru (dopiS):

Pocet testll za hodinu pfi taktu 4 s (dopis):

1.3.1 Hlavni soucasti automatického analyzatoru

Transportni systém

Pipetor

Davkovace reagencii

Reakcni kyvety

Inkubacni lazen

Zdroj svételného zareni, monochromator, detektor
Reagencie

Michadlo

Myci stanice





Rizeni prib&hu analyz: - definuji se parametry metod
Sledovani pribéhu analyz: - zobrazuji se (monitor) a pfenaseji se vysledky
(informacni systém)
- monitoruje se priibéh reakce
- analyzator provadi autodiagnostiku a pfi poruse nebo
nedodrzeni pfesného prub&hu analyzy se zastavi
a zobrazi chybové hlaseni

1.3.2 DalSi biochemické analyzatory

Pracuji na principu ,suché chemie® (vSechna Cinidla jsou soucasti diagnostického
prouzku). Stanoveni koncentrace analytu na principu metody reflexni fotometrie.

Konkrétni priklady analyzator(: glukometry, analyzatory Accutrend®, Reflotron®.

Vyhody téchto analyzatort (dopis$):

Nevyhoda téchto analyzatort (dopi$):

DalSim principem stanoveni je imunoprecipitace (stanoveni sérovych a mocovych
bilkovin) a nasledné nefelometrické méfeni intenzity rozptyleného svétla. (Pfi
nefelometrii se pozoruje rozptyl smérem kolmym (v 90° uhlu) na dopadajici svételny
paprsek, takze na fotoClanek dopada pouze rozptylené svétlo.)

Konkrétni pfiklad analyzatoru: nefelometr Turbox®.

PFiklady protein stanovovanych nefelometrem Turbox® (dopis):





1.3.3 Interni kontrola kvality

Provadéji se kontrolni analyzy pomoci kontrolnich vzorkd s deklarovanou hodnotou

stanovovanych analytll. Za vyhovujici se povazuji vysledky kontrolnich analyz

v rozmezi + 2 SD (smérodatna odchylka). Pouzivaji se dvé kontroly: jedna v oblasti

referen¢nich hodnot, druha v patologické oblasti.

Validace vysledku (nalezu).

validace = ovéfeni platnosti, schvaleni platnosti, potvrzeni platnosti

validita = spravnost, platnost

supervizor = dohlizitel, osoba zodpovédna za validaci vysledkd, které neprojdou
elektronickou validaci

1.4 Interpretace vysledku
1.4.1 Porovnani vysledku s referenénim intervalem

Definice referencniho intervalu (dopis):

1.4.2 Rozhodovaci analyza

Vyuziva jedinou hrani¢ni hodnotu (,kritickou hodnotu diferenciace®). PFiklad:
cholesterol 5 mmol/I.

Pozitivni test (dopiS):

Negativni test (dopiS):

1.4.3 Kriticky rozdil

Pro posouzeni dvou po sobé nasledujicich vysledki méfeni v urcitém asovém
intervalu. Umozriuje urcit vliv IéCby na sledovany parametr (napf.
hypocholesterolemika na plazmatickou koncentraci cholesterolu).

Je-li rozdil dvou mérfeni (v %) vySSi nez je hodnota kritického rozdilu (CD), pak se
tyto vysledky od sebe liSi s 95 % pravdépodobnosti (rozdil neni zplisoben
analytickou ani biologickou variabilitou). Po Case se provede treti vySetfeni.

V opacném pfipadé pocitame aritmeticky primér hodnot stanovovaného parametru.

1.4.4 Faktory ovliviujici interpretaci

Dieta
Koufeni (dopi$ ovlivnéné vysledky)

a)





Alkohol (dopiS ovlivnéné vysledky)
a)
b)
c)
d)
e)

Doba odbéru

Poloha pacienta

Hemolyza

Komprese Zily/prstu
Stabilizace vzorku/skladovani
Stres

Transport

1.5. Sdélovani vysledkd biochemického vysetrovani

Privodni formular (zadanka) — obsahuje pozadovana vysetreni.
Vysledkovy list (nalezova zprava) — obsahuje vysledky stanoveni spolu s interpretaci.

4 Které rubriky jsou soucasti vSech formulara?





Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. Pan Z. se ma nasledujici den dostavit k odbéru krve. Popiste, jaka zakladni
pravidla by mél 24 hodin pfed odbérem dodrzet.

4 2. Pan S. je zavodnim plavcem K rannimu odbéru krve se dostavil po
2hodinovém tréninku v bazénu. Které analyty v krvi mohou byt v dusledku
fyzické namahy ovlivhény?

4 3. SleCna M. (22 let, ligova hracka koSikové) pfisSla na pravidelnou sportovni
prohlidku spojenou s odbérem krve. Pfichodu do ordinace pfedchazelo
hodinové stani v pfeplnéné tramvaji a rovnéz v ordinaci nebylo volné misto
k posazeni. Pfi analyze plazmy byla koncentrace celkovych bilkovin na
horni hranici normy a hladina albuminu mirné zvySena. Pfi kontrole po dvou
tydnech byly ob& hodnoty normalni. Cim by mohl byt pdivodni nalez
vysvétlen?






Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 2: Vy$etfeni metabolismu lipid(i a cholesterolu

Uvod

Zakladni lipidové vysetfeni: TAG (triacylglyceroly), celkovy cholesterol, HDL-cholesterol
b vypocet LDL-cholesterol, non-HDL cholesterol.
Zakladni poruchy: hyperlipidemie (hypercholesterolemie a/nebo hypertriacylglycerolemie),
hyperlipoproteinemie (€asto se  HDL-cholesterolu - dyslipoproteinemie).

Laboratorni diagnostika:  alespor 2 vySetfeni v rozmezi 2 - 8 tydnl za bézného
zivotniho stylu, pocitaji se rozdily parametrt v % (viz
cvieni 1), prekroCi-li rozdil kriticky rozdil (CD) provede se
3. vySetieni, jinak aritmeticky primér

analyt kriticky rozdil v %
Celkovy cholesterol > 20
LDL-cholesterol > 25
HDL-cholesterol > 25
Triacylglyceroly > 65

2.1 Stanoveni celkového cholesterolu v séru a krvi
2.1.1 Enzymové stanoveni cholesterolu v séru

zbytek

mast.ne cholesterolesteraza, + H,O
kyseliny >

Hﬁﬁ i

+ R—C-OH

R—C— HO . .
© holesterol mastna kyselina
ester cholesterolu cholestero
cholesteroloxidaza, + O, -
- H,0, O
@]
O NH
z cholestenon o N
\ (cholest-4-en-3-on)
N N
N
N CH, OH N N CH,
‘ + peroxidaza, + 2 H,0, - ‘
CH, - 4H,0 CH, O
4-aminofenazon fenol
O NH, o N
Cl
N \ OH \ \
N CH; peroxidaza, + H,0O, - SN CH,
| cl - 2 H,0, - HCl |
CHs CH,
Cl . . , S
4-aminofenazon Cervené zbarvené produkty oxidacni kopulace

3,4-dichlorfenol





Provedeni (viz skripta)

Vypocet koncentrace celkového cholesterolu v séru: ¢, = —* C
X A STD
STD
Agevvennnnn absorbance vzorku pfi 500 nm (bezrozmérné Cislo)
Astp.....absorbance standardu pfi 500 nm (bezrozmérné Cislo)
Cereeenns koncentrace cholesterolu ve vzorku (mmol dm nebo-li mmol ™)

CSTD-.:... koncentrace cholesterolu v kalibraCnim roztoku (mmol dm™ nebo-li mmol I'l)
Vysledky:

Vypocet vzorek 1:

Vypocet vzorek 2:

Hodnoceni

Rozhodovaci analyza - porovnani zjisténé koncentrace s hrani¢ni hodnotou sérové
koncentrace cholesterolu 5 mmol I'. - cholesterol (Casto u diabetu nebo hypotyredzy),
~ cholesterol (pokrocilé jaterni cirhdzy nebo hypertyre6za), ref. inferval cholesterolu je
3,6 - 5,2 mmol I"*. (dopi§ hodnoceni a zavér)

2.1.2 Stanoveni cholesterolu analyzatorem Reflotron® v krvi

Stejny princip stanoveni jako v 2.1.1. VSechny reakce probihaji v reakénim
(diagnostickém, testovacim) prouzku. Rozdil je v chromogennim substratu, ktery
reaguje s peroxidem vodiku - je jim dimethylbenzidin.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek:

2.1.3 Stanoveni cholesterolu analyzatorem Accutrend® v krvi

VSechny reakce probihaji v reakénim prouzku. Analyzator Accutrend® je v kapesnim
provedeni na rozdil od analyzatoru Reflotron®, ktery je ve stolnim provedeni.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek:





2.2 Stanoveni triacylglycerolt v krvi

Vyuziva se analyzator Reflotron® s reak&nimi prouzky na triacylglyceroly, ve kterych
probihaji vSechny reakce.

i
i Ri—C—OH
o H,C-O—C—R: o H,C-OH
I lipazy, + 3 H,0 I |
R3—C—O-CH ﬁ » Rz_ C—OH + HO-CH
H,C-O—C—R2 o) H,C-OH
triacylglycerol (TAG) R3— C—OH glycerol
mastné kyseliny
H,C—OH H,C—OH H,C—OH
lycerolkindza, + ATP lycerolfosfatoxidaza, + O
HO-CH il » HO-CH o —~ 2, 0=C 4
- ADP | I - H,0, | I
HZC—OH HzC_O_ lI:J_OH H2C_O_|I:>_OH
OH OH
glycerol )
glycerol-3-fosfat _ glyceronfosfat
(dihydroxyacetonfosfat)
H3 H3
- peroxidaza, + H,0, R
H,N /N N/ NH >
— -2H0
H,C CH,
3,3',5,5 -tetramethylbenzidin (TMB) benzidinova modF

redoxni indikator

Provedeni (viz skripta)

Vysledek:

Hodnoceni

Rozhodovaci analyza - porovnani zjisténé koncentrace s hrani¢ni hodnotou sérové
koncentrace triacylglycerolt 2 mmol I'. (dopi$ hodnoceni a zavér)





Pro terapeutickou rozvahu v klinické praxi postaci rozdéleni hyperlipidemii do tfi
skupin:
I. hypercholesterolemie,
II. hypertriacylglycerolemie,
[ll. kombinované (smiSené) hyperlipidemie.

Patogenezi jednotlivych metabolickych defektl postihuje geneticka klasifikace
hyperlipoproteinemii, ktera definuje jednotlivé nozologické jednotky.

Klasifikace hyperlipoproteinemii podle Fredricksona na zakladé elektroforézy
lipoproteinl na typy |-V, je postupné opousténa, ale v klinické praxi se stale pouziva
(LEDVINA, M., STOKLASOVA, A. a CERMAN, J. Biochemie pro studujici mediciny. 1. vyd. dil 1.
Praha : Karolinum, 2004. Kapitola 10.11, Metabolismus lipid(i za patologickych okolnosti, s.
207-209.).

2.3 Stanoveni HDL-cholesterolu a vypoéet LDL-cholesterolu

K séru se pfida kyselina fosfowolframova s MgCl, nebo heparin s MnCl,, ¢imz se
vysrazeji chylomikrony, VLDL a LDL. SraZzenina se oddéli centrifugaci, v
supernatantu se stanovi cholesterol, tj. HDL-cholesterol (HDLchoj).

Vypocet LDL-cholesterolu (LDLche) pomoci Friedewaldova vzorce:
LDLcho = ChO|Ce|k - TAG/2,2 - HDLcho

Cholcei.. celkovy cholesterol
TAG...... triacylglyceroly
véechny koncentrace jsou v mmol I, vyznam ostatnich symbolu viz vyse

Vztah plati pro sérové koncentrace TAG nizsi nez 4,5 mmol I™.
DalSi odvozené parametry lipidového metabolismu

Index Cholcei/HDL chol
Non-HDL ol (NOI’I-HDLCh0| = ChO|Ce|k - HDLch0|)

Provedeni

Vzhledem k ¢asové narocnosti se uloha provede jen teoreticky. V nasledujici tabulce
jsou zadany hodnoty Cholcek, TAG a HDLcho pro pét pacient. Dopocitej hodnoty
LDLchor, Index Cholcei/HDLchot @ NOn-HDLcho. PoOrovnej vSechny hodnoty s
hodnotami zadoucimi (ozna¢ N, -, ). Ohodnot riziko vzniku aterosklerézy u
jednotlivych pacientu (pacienta s nejvy$Sim rizikem oznac 1, s nizSim rizikem 2 atd.,
pokud je riziko stejné oznac€ ho stejnym Cislem).





Cholcek |LDLchot | TAG HDLchot | Index Non-HDLchol
(mmol I1) | (mmol I1) | (mmol I1) | (mmol I1) | Cholce/HDLchol | (Mmool I1)
Zadouci <5,0 <3,0 <2,0 >1,0 <5 <38
hodnoty
poradi rizika
vzniku ate-
rosklerozy
Pacient 1 75 1,3 14
Pacient 2 7,6 1,4 15
Pacient 3 6,0 2,0 14
Pacient 4 6,1 2,1 1,3
Pacient 5 49 1,4 1,5

2.4 Chylomikronovy test

Chylomikrony by se nemély po 12 hodinovém lacnéni v krvi vyskytovat. Pokud jsou
pritomny je ziskané sérum chyl6zni (mlééné zakalené) a po 12 hodinovém
skladovani pfi 4 °C chylomikrony vystoupaji (flotuji) k hladiné vzorku.

2.4 Elektroforéza lipoproteintl v séru

Provedeni (viz skripta)

Déleni lipoproteinti na agarézovém gelu.
Elektroforeticky pufr (Tris-barbitalovy) je zasadity (pH = 8,75) b lipoproteiny jsou

zaporné nabité a proto putuji k anodé.

Detekce (barveni) roztokem Sudanové ¢erné.

Hodnoceni elektroforeogramu

Denzitometricky pfi 580 nm - ur€i se procento optické hustoty jednotlivych frakci
lipoproteinll vzhledem k celkové barevné plose.

katoda (-)

anoda (+)

lipoprotein referen¢ni interval
a-lipoproteiny (HDL) 23-46 %
pre-b-lipoproteiny (VLDL) [3-18 %
b-lipoproteiny (LDL) 42-63 %

Obkresli do protokolu elektroforeogram.
Oznac jednotlivé frakce lipoproteint a
a vizualné zhodnot jejich zastoupeni

(ozna¢ N, -, ).






Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. U Pana J. (45 let) byla pfi preventivni kontrole zjiSténa hladina cholesterolu
6,0 mmol I". Po 8 tydnech bylo vySetieni opakovano a byla zjisténa hodnota
5,2 mmol I'. Hodnota kritického rozdilu (CD) pro cholesterol je 20 %.
a) Co vyjadfuje hodnota CD?
b) Jaky zavér Ize udélat z obou vySetfeni? Je nutno udélat tfeti vySetfeni
nebo Ize uzavfit, Ze praimérna hodnota z obou vySetfeni je 5,6 mmol I"t?

4 2. U pana P. (36 let) byla opakované zjisténa hladina cholesterolu kolem 8,1
mmol I'*. Hladina LDL-cholesterolu byla 4 mmol I". Hodnoceni dietnich navy-
kd prineslo informaci, Ze jeho pfijem cholesterolu je kolem 600 mg den™.
Muzi byla doporu€ena dieta s nizkym obsahem cholesterolu a zména
zivotniho stylu. Po tfech mésicich byla zjisténa prGimérna hodnota
cholesterolu 7,4 mmol I, Muzi byl pfedepsan preparat Colestid (obsahuje
kolestipol-hydrochlorid), ktery vaze v tenkém stfevé Zlu€ové kyseliny a
zvySuje jejich exkreci do stolice. Uzivani tohoto Iéku vedlo ke snizeni hodnot
cholesterolu na rozmezi 5,7 - 6,4 mmol I

a) Jak Ize hodnotit prvni ndlezy cholesterolemie?

b) Které typy potravin by mély byt vynechany a které by naopak mély
prevazovat ve stravé pana P.?

c) Je pfijem cholesterolu potravou jedinym zdrojem cholesterolu
vV organismu?

d) Jaky je vztah mezi cholesterolem a Zlu€ovymi kyselinami? Pro¢
uzivani Colestidu mohlo vést ke snizeni hladiny (koncentrace)
cholesterolu?





4 3. U pana Z. (40 let) byly prokadzany vysoké hladiny celkového a LDL-
cholesterolu (10 mmol I'*, resp. 8,6 mmol I™"). P¥i klinickém vysetfeni byla
zjiSténa charakteristicka xantomata na Slachach. Otec pana Z. zemfel v 55
letech na infarkt myokardu. Bylo uzavieno, Ze pacient trpi familiarni
hypercholesterolemii. PfiCinou této choroby je defekt v genu pro LDL
receptor.

a) Cim Ize vysvétlit zvySenou hladinu cholesterolu u pacienta?
b) Jak by bylo jednozna&né mozno potvrdit diagndézu?






Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 3: Vysetieni metabolismu sacharid(i. Diabetes mellitus

Uvod

Stanovuje se koncentrace glukozy v krvi, plazmé nebo séru (glykemie, glukosemie).
Podezieni na diabetes mellitus (DM) pfi glykemii v celé kapilarni nebo zilni krvi vysSi
nez 5 mmol I nebo v plazmé &i séru vy$si nez 6 mmol I,

Diabetes mellitus (DM) je onemocnéni charakterizované absolutnim (DM 1. typu)
nebo relativnim (DM 2. typu) nedostatkem inzulinu. Zndmy je také téhotensky
(gestaéni) DM u nékterych Zzen v prubé&hu gravidity (nutno Ié¢&it inzulinem, po porodu
porucha mizi).

3.1 Enzymové stanoveni glukézy v séru

Metoda end-point (do ustaleni reak¢ni rovnovahy).

HO HO
O OH (0]
glukosaoxidaza, + O,
OH »> OH O
- HZOZ
OH OH
OH OH
b-D-glukopyranéza D-glukono-1,5-lakton
O NH Z :
2 fenol o N
N_ \ + peroxidaza, + 2 H,0, N \
Shh NG
CH, CH,

4-aminofenazon . « .
Cervené zbarveny produkt

oxidaéni kopulace

Provedeni (viz skripta)

A

Vypocet koncentrace glukézy v krevnim séru: ¢, = *— * Cqp
ASTD

Axeveeennns absorbance vzorku pfi 495 nm (bezrozmérné €islo)

Astp..... absorbance standardu pfi 495 nm (bezrozmérné Cislo)

Crevreens koncentrace glukézy ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmol ™)

Cstp......kONcentrace glukézy v kalibraénim roztoku (mmol dm® nebo-li mmol I'l)

Vysledek:






Hodnoceni vypoc¢teného vysledku (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referen¢nim intervalem koncentrace glukézy nalacno u
zdravych dospélych. Referenéni hodnoty uvedené v tabulce v mmol I se lisi podle
typu zpracovavaného materialu.

Venozni Kapilarni
Krev 3,1-50 3,3-5,6
sérum, plazma 3,3-5,6 3,9-6,3

b
Hypoglykemie (pod 2,8 mmol I”* klinické pfiznaky [ Glc pro mozek, aktivace sympatiku])
Normoglykemie
Hyperglykemie

Stanoveni diagnézy diabetu z hodnoty glykemie
Rozhodovaci analyza - porovnani zjisténé koncentrace s hraniéni hodnotou
koncentrace glukézy uvedené v tabulce v mmol I™.
Potvrzeni diagnézy DM:
1 x pfekroceni hrani¢ni hodnoty + sou€asna pfitomnost klinickych pfiznak
(polyurie, polydipsie, ubytek hmotnosti, ketonurie),
nebo u bezpfiznakového nemocného - nejméné 2 x pfekroCeni hranicni hodnoty.

PIna krev Plazma
venézni |  kapilarni venézni |  kapilarni
Nalaéno 7 8
Kdykoli po jidle 10 | 11 12

3.2 Stanoveni glykemie osobnim glukometrem

Obdobny princip stanoveni jako v 3.1. VSechny reakce probihaji v reakénim
(diagnostickém, testovacim) prouzku. Hodnoty béhem dne neprekraéujici 7 mmol I™*
jsou uspokojivé.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek:

3.3 Oralni glukézovy toleranéni test (0GTT)

Funkéni zkouSka (0GTT) se provadi pfi zjiSténi koncentrace glukdzy v séru nebo
plazmé nala&no v rozpéti 6 - 8 mmol I'* nebo v Zilni & kapilami krvi 5 - 7 mmol I, P¥i
vysSich koncentracich glukézy a pfi charakteristickych pfiznacich cukrovky se oGTT
neprovadi.





Provedeni (viz skripta)

V nasledujici tabulce jsou zadany hodnoty glykemie dvou pacientu. Doplfi hodnoty
spoluzacky nebo spoluzaka. Porovnej vSechny hodnoty s hrani¢nimi hodnotami nebo
referencnim intervalem (ozna€ N, -, --). U vSech tfech osob zhodnot” gluk6zovou
toleranci. (Kdyz vSechny 3 hodnoty nezapadaji do jednoho typu hodnoceni rozhoduji
hodnoty proOh a2 h.)

Glykemie v kapilarni krvi (venézni plazmé) v mmol |1
Gluk6zova tolerance 0 h (nalacno) | 0,5 h po zatézi | 1 h po zatézi | 2 h po zatézi
Normalni <6 <11 <8
Porusend > 6 >11 8-11
Diabetes mellitus >7 >11 >11
Pacient 1 53 9,4 11,0 9,7
Pacient 2 4,2 7,2 6,6 4,8
Spoluzak
pozn. u lidi nad 50 let jsou horni hranice referen&nich hodnot posunuty o 0,55 mmol I~ na kazdou
dekadu

3.4 Diikaz a stanoveni glukézy v moci

Glukosurie — koncentrace glukézy v moéi > 0,8 mmol I (niz8i hodnoty b&znymi
zkouSkami neprokazatelné), nastane pfi pfekroceni renalniho gluk6zo-
vého prahu 10 mmol I'* (u rtiznych lidi kolisa v rozmezi 2,8 -18 mmol I

Renalni glukosurie — pfi normoglykemii a porudené tubularni resorpci glukézy

Vyuziva se specifického dikazu glukézy. Dikaz redukujicich sacharid(

Benedictovym cCinidlem (nespecifické pro glukézu) se nékdy pouZziva jako doplrikové

vySetfeni.

3.4.1 Specificky dukaz glukézy diagnostickymi prouzky glukoPHAN

Obdobny princip stanoveni jako v 3.1. VSechny reakce probihaji v diagnostickém

prouzku. Rozdil je v chromogennim substratu, ktery reaguje s peroxidem vodiku - je

jim tetramethylbenzidin.

Provedeni (viz skripta)

Hodnoceni

Citliva (od 2 mmol I'"), specificka pro glukézu zkouska. Lze hodnotit
semikvantitativné.

Vysledek:





Ovéreni:
FaleSné negativniho vysledku:

(vysvétli pfiCinu faleSné negativity)

FaleSné pozitivniho vysledku:
(vysvétli pfiCinu faleSné pozitivity)

3.5 Dukaz ketolatek v moci

U spravné léCeneého diabetika je v moCi nenalézame.
Ketolatky v moci + hyperglykemie + glukosurie = diabeticka ketoacidéza.

@)
Legalova reakce
Na,[Fe(CN);NO] + CHs('{_R + NaOH 2 »Na,[Fe(CN);-N(OH)=CH-CO-R] +H,0
nitroprusid sodny R = -CH,COOH, -CH, fialové zbarveny produkt

acetoacetat, aceton

Provedeni (viz skripta)
Hodnoceni

Normalni okolnosti — vylu€ovani ketolatek do 0,5 mmol den™. P¥i fyzické namaze bez
dodavky sacharidu, nékolikadennim hladovéni, redukéni dieté s prfevahou proteinu,
diabletes mellitus — ketonemie nad 200 mmol I, vyludovani ketolatek mog&i 100 mmol
den™ i vice.

Vysledek:

3.6 Stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA;

Glykovany hemoglobin HbA; vznika neenzymovou ireverzibilni reakci hemoglobinu
HbA, s glukézou. Nejcastéji se stanovuje forma (frakce) HbA;. — posouzeni
uspésnosti kompenzace diabetu v prubéhu 2 mésicl. (Vyplyva z primérné doby
Zivota erytrocytu 4 mésice).

Princip (vlastni provedeni viz skripta)

1. Hemolyza krve azidem sodnym P hemolyzéat s uvolnénym hemoglobinem.

2. Neglykovany hemoglobin méa vice volnych NHs" skupin I kladné&ji naboj nez
glykovany hemoglobin P zachyceni HbA, na katexu pfi pH = 6,9, HbA;
zUstane v roztoku.





3. Zmeéfeni absorbance roztoku frakce HbA; a roztoku obsahujiciho celkovy
hemoglobin HbA (HbA, + HbA;).
4. Vypocet procentualniho zastoupeni glykovaného hemoglobinu dle vztahu:

. A(HbA,)
% zastoupeni glykovaného hemoglobinu = Y * 100%
Peasiotpen gy J A(HbA) * 10 ’
A(HbA).............. absorbance roztoku HbA; pfi 415 nm (bezrozmérné Cislo)
A(HDbA)............... absorbance roztoku HbA pfi 415 nm (bezrozmérné €islo)

Konstanta 10 ve jmenovateli je kvuli 10 x vét§Simu fedéni roztoku HbA k analyze nez
bylo fedéni roztoku HbA;.

Vypocty a vysledky:

Hodnoceni

Porovnani vysledkl s referenénim intervalem procentualniho zastoupeni
glykovaného hemoglobinu. Referencni interval zavisi na pouzité metodé.

referencni interval zastoupeni HbA1 v %

zdravy metabolismus, 45-70
stabilizovany diabetik

nedostatec¢né kontrolovany diabetes, | > 8,5
metabolicky nevyrovnany diabetik

hodnoceni zjisténé zastoupeni HbA: v %

vysledky a
hodnoceni
z praktik

v

chromatrografii, afinitni chromatografii, imunochemicky, elektroforeticky).

referenéni interval zastoupeni HbA1.v %

zdravy dospély 28-40

kompenzace diabetu vyborna <45

kompenzace diabetu uspokojivd |4,5-6,0

kompenzace diabetu neuspokojiva | > 6,0

pozn. Glykovany hemoglobin se vySetfuje 1x za 3 mésice u DM 1. typu, nejméné 2x za rok
u stabilizovanych diabetik( 2. typu.





3.7 Pozdni komplikace diabetu - mikroalbuminurie

Zdravy Clovék - vyluCovani albuminu moci do 30 mg den™.

Mikroalbuminurie - >20 - 100 mg I albuminu (M=68000) v moci (citlivé imunochemic-
ké testy), objevuje se v pocate€ni reverzibilni fazi nefropatie, je
zpUsobena malym zvySenim permeability bazalni membrany glo-
merulu.

Proteinurie - nad 100 mg I proteint v mogi (b€zné méné citlive testy).

Mikroalbuminurie se stanovuje imunochemicky, viz CVICENI 9: VySetfeni funkce
ledvin 11, tloha 9.4.

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. U Pani P. (56 let) byla pfi bézné preventivni prohlidce zjisténa hodnota
glykemie nala¢no 6,5 mmol I (ZiIni krev). Zvazte, zda je u pacientky
indikovan oGTT. Pokud ano, popiste jeho provedeni.

4 2. Pan S. (58 let) béhem dvou mésicu ztratil na vaze 7 kg, stézuje si na Casté
moceni a pocity zizné. Pfi vySetfeni glukozy v kapilarni krvi pfimo v ordinaci
(pacient uvadi, Ze lehce snidal pfed dvéma hodinami) byla zjisténa hladina
12 mmol I'*. O jakou poruchu se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna? Co je
jeji pfi€inou?

4 3. Pan R. (40 let) je od svych 33 let [é€en na DM typu 1. Podle pokynd svého
lékafe dochazi pravidelné do diabetologické poradny. Zde je u néj
sledovana glykemie nalac¢no, glukosurie a ketonurie. Které dalSi ukazatele
sacharidového metabolismu by mély byt zjistény?





4 4. Pan P., diabetik pichajici si kazdé rano inzulin, béhem dne intenzivné
fyzicky pracoval na zahradé a opomenul jidlo. Za¢ala se u ného projevovat
slabost, zmatenost, tfes, buSeni srdce a dalSi pfiznaky. Glukometrem mu
byla zjisténa hodnota glykemie 2,6 mmol I, Pokuste se vysvétlit, ¢im byl
tento stav zpUsoben a jak ho oznaCime. Zamyslete se nad rychlou,
okamzitou pomoci.

A4 5. U pani B. byla nalaéno v plazmé zji$téna hodnota glykemie 6,2 mmol I'*. Je
tedy u ni zvySené riziko DM, IékaF proto pozaduje vySetfeni oGTT. Hodnoty
oGTT testu pro pani B.: glykemie nalaéno 6,2 mmol I, 1 h po zatézi 11,0
mmol I'* a 2 h po zatézi 10,5 mmol I'*. Vyhodnotte vysledky zatéZového
testu a udélejte zavér.

4 6. Osmnactilety diabetik (typ 1) byl na kontrolnim vySetfeni; neudaval od
posledni kontroly Zzadné obtiZze. Sam si nevySetfoval ?Iukosurii ani glykemii.
Testy: %Iukéza v plazmé (2 h po snidani) : 15 mmol I, gluk6za v moc€i 95
mmol I'*, hemoglobin A 4,4 %. Pacient pfiznal, Ze v noci byl na oslave,
kde jedl sladké mouéniky. Posudte naméfené hodnoty z hlediska této
informace.






Datum:

Jméno:
Skupina:

CVICENI 4: Vybrana vysetfeni u onemocnéni jater | — enzymova stanoveni

Uvod

Zadny z jaternich testd neni specificky pro urgity typ poskozeni jater P pouZivaji se
kombinace laboratornich vySetfeni + doplnéni dalSimi diagnostickymi metodami (US,
CT, MRI)".

Biochemické testy na vySetieni funkce jater a Zlucovych cest
- ukazatele poSkozeni hepatocytu (AST, ALT, GMD)
ukazatele cholestazy (ALP, GMT)
kapacita jater pro transport organickych aniontd a odstrafiovani endogennich
a exogennich latek z cirkulace (bilirubin, ZluCové kyseliny)
kapacita jater pro metabolizovani cizorodych latek (aminopyrin,
bromsulfoftalein)
synteticka Cinnost jater (albumin, CHS, koagulacni faktory)
nespecifické testy zpfesnujici diagndzu (sérologické testy na hepatitidy,
hladiny imunoglobulinG, specifické protilatky)

Zakladni screening

- na odhaleni jaterniho onemocnéni:
aminotransferazy (vétSinou staci ALT)
ALP

- pro posouzeni syntetické €innosti jater:
albumin
CHS

- pro zjisténi zmén v metabolismu bilirubinu
Zlu€ova barviva v moci
sérovy bilirubin

Pfi patologické zméné nékteré hodnoty udélat rozSifujici vySetfeni.

4.1 Stanoveni katalytické koncentrace ALT v séru
Kineticka metoda (méfeni béhem prvnich minut reakce).

Opticky test (méfi se rychlost ubytku NADH ~ rychlost poklesu absorbance pfi 340 nm).
COOH COOH COOH COOH

ALT z pfidaného séra
HN—/CH 4+ O=—7C > O:C‘: + HN—CH
CH, CH, CH, CH,
L-alanin ruvat
CH, P CH,
COOH COOH
2-oxoglutarat L-glutamat

:*US = ultrasonografie, CT = vypocetni tomografie, MRI = zobrazovani magnetickou rezonanci
AST = aspartataminotransferaza, ALT = alaninaminotransferaza, GMD = glutaméatdehydrogenaza,
ALP = alkalicka fosfataza, GMT = gama-glutamyltransferdza, CHS = cholinesteraza






COOH COOH

‘ laktatdeh 3
O:(‘: +  NADH + H* aktatdehydrogenaza HO—CH +  NAD
CH, CH,
pyruvat L-laktéat

Provedeni (viz skripta)

Vypocet katalytické koncentrace ALT v krevnim séru:

katal. konc. ALT (ukat dm™) = %540* 29,10

DA340....zména absorbance vzorku pfi 340 nm (bezrozmérné Cislo)

Dt......... doba za kterou doSlo ke zméné absorbance 0 DAz4o (mMin)

Odvozeni vztahu viz skripta. Vztah plati pro objem séra 0,1 ml a celkovy objem
reakCni smési (pracovni roztok + sérum) 1,1 ml.

Vysledek:

Hodnoceni
Porovnani vysledku s referenénim intervalem katalytické koncentrace ALT

0,1 - 0,8 mkat I™*. Nejvétsi aktivita ALT je v jatrech > — ALT v séru indikuje pfedevsim
poruseni integrity cytoplazmatické membrany hepatocytl. (dopi$ hodnoceni a zaveér)

4.2 Stanoveni katalytické koncentrace AST v séru

Kineticka metoda (méfeni béhem prvnich minut reakce).
Opticky test (méfi se rychlost ubytku NADH ~ rychlost poklesu absorbance pfi 340 nm).

COOH COOH COOH COOH
AST z pfidaného séra
HN—CH + O=—cC » O=C + HN—CH
CH, CH, CH, CH,
COOH CH, COOH CH,
L-aspartat oxalacetat
COOH COOH
2-oxoglutarat L-glutamat





COOCH COOH

o—¢ +  NADH + H* malatdehydrogenaza R Moty + NAD*
CH, CH,
COOH COOH
oxalacetat L-malat

Provedeni (viz skripta)

Vypocet katalytické koncentrace AST v krevnim séru dle stejného vztahu jako ALT v
Uloze 4.1.

Vysledek:

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referennim intervalem katalytické koncentrace AST
0,05 - 0,72 mkat I'*. - AST v séru indikuje poruseni integrity cytoplazmatickych
membran ve tkanich s vysokou aktivitou AST, nej¢astéji v myokardu a jaternim
parenchymu. (dopi$§ hodnoceni a zavér)

Ke studiu: vyznam stanoveni AST a ALT v diagnostice hepatobiliarniho poSkozeni

Aminotransferazy - citlivy ale nespecificky ukazatel vétSiny jaternich onemocnéni, N ALT a AST

vylu€uje s nejvétsi pravdépodobnosti hepatobil. onemocnéni.

>20x- ALT, AST - akutni virova hepatitida, akut. toxické poSkoz. jater, stavy spojené s jaterni
hypoperfuzi resp. hypoxii a méstnanim (Sok, akutni pravostranné srde¢ni selhani)

nékolikanas. - ALT, AST - u fady dalSich jaternich chorob

AST - 30 % v cytoplazmé, 70 % v mitochondriich
- AST - poruSeni integrity cytoplazmatickych membran ve tkanich s vysokou aktivitou AST (myokard,
jaterni parenchym)
AST/ALTK1 - zanéty jater (pfevazuji cytoplazmatické enzymy)
AST/ALT>1 - nekrdza jaternich bunék, progrese do jaterni cirhdzy (= mitochondriélni frakce AST),
pozn. také u akutniho infarktu myokardu (AIM)
AST/ALT>2 - specificky test alkoholickych jaternich dorob





4.3 Stanoveni katalytické koncentrace ALP v séru

ALP je membranové vazana, 3 hlavni izoenzymy: placentarni, stfevni, tkafiové nespecificka ALP (zahrnujici izoformy jaterni,
kostni a ledvinnou). Jsou i tzv. onkogenni izoenzymy produkované nadorovymi bufikami. Stanoveni aktivity v séru se
vyuziva hlavné k posouzeni kostnich a hepatobiliarnich onemocnéni.

Metoda konstantniho €asu (reakce se po 10 min zastavi inhibitorem).

I
O—P—o0O 0
| ALP, Zn®" (kofaktor), o
0] pH=10,2 (pH-optimum) ||
+  H,0 > + HO—P—O
OH
NO
NO, ) 2 ; fosfat
4-nitrofenylfosfat 4-nitrofenolat
(Zluty)

Provedeni (viz skripta)

Vypocet katalytické koncentrace ALP v krevnim séru:

A -A
katal. konc. ALP (ukat dm®) = —*—2*4
ASTD
Axeveeennns absorbance vzorku pfi 420 nm (bezrozmérné Cislo)
Ao absorbance porovnavaciho roztoku pro vzorek pfi 420 nm (bezrozmérné Cislo)

AsTp..... absorbance standardu pfi 420 nm méfena proti porovnavacimu roztoku pro
standard (bezrozmérné Cislo)
Odvozeni vztahu viz skripta.

Vysledek:

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem katalytické koncentrace ALP
0,66 - 2,2 mkat I™* (dospéli), do 8 mkat I'* (dé&ti). Dano zejména jaternimi, stfevnimi a
kostnimi izoenzymy. (dopi$ hodnoceni a zavér)

Ke studiu: vyznam stanoveni ALP v diagnostice hepatobiliarnino poSkozeni

ALP - podstatna Cast jaterni ALP je v buné€nych membranach bunék vystelky Zlu¢ovych cest

22x- ALP (s pfevahou jaterniho izoenzymu) - cholestaza, obstrukéni ikterus, vzacnéji infekéni mononu-
kle6za (- ALP mechanickymi vlivy, detergenénim u¢. zlu€ovych kys., také - jaterni syntézy ALP)

mirné - ALP - fada jaternich onemocnéni bez vyraznéjsi cholestatické slozky

- ALP (s pfevahou stfevniho izoenzymu) - nékt. nemocni s jaterni cirh6zou (— vychytavani izoen. v jatrech)

ALP vZdy posuzovat spolu s ostatnimi ukazateli obstrukce, zejména GMT.





Ke studiu: dalSi enzymové ukazatele poSkozeni hepatocytu a cholestazy

Laktatdehydrogenaza (LD) a jeji LDs (M) izoenzym. LD - vSudypfitomna, cytoplazmaticka, 4
podjednotky dvou typt (H a M) B 5 izoenzymu. Ref. interval LD: 3,5 - 7,7 mkat I'* z toho LDs 6 - 16 %.
- - LD - Casna stadia akutni virové hepatitidy, stavy spojené s jaterni hypoperfuzi, resp. hypoxii

- LDs - onemocnéni jater, kosterniho svalstva, néktera nadorova onemocnéni

- LDs3 - mGze byt u infek&ni mononukle6zy

Gama-glutamyltransferaza (GMT). GMT - vSudypfitomna, nejvice v jatrech, ledvinach pankreatu a

ve stfevé. V jatrech: 1) v mikrosomalni frakci hepatocytl, 2) v buné€nych membranach bunék vystelky

Zluovych cest. Ref. interval GMT u dospélych: do 0,84 mkat I”'. Citlivy nepili§ specificky marker

jaterniho onemocnéni.

>10x- GMT - cholestaza, primarni i metastatické nadory jater

<10x- GMT - ostatni onemocnéni jater bez cholestazy

izolované - GMT - alkoholici bez znamek jaterniho poSkozeni (enzymova indukce mikrosomalni GMT),
podobny efekt ma fenobarbital a jiné enzymové induktory

- GMT - mdze byt u akutni pankreatitidy

Glutaméatdehydrogenaza (GMD). GMD - typicky mitochondrialni enzym.
- - GMD - nekrotizujici formy hepatopatii (t€zké toxické poskozeni, hepatodystrofie)
- GMD - také - syntézy enzymu napf. drazdénim endotelu Zlu€ovych cest cholestazou (tumor, zanét)

5-Nukleotiddza (NTS). NTS - je pfitomna ve stfevé, mozku, srdci, cévach, pankreatu a jatrech.
- NTS - pfedevsim jaterni posSkozeni (vysoka specifita pro jaterni onemocnéni), NTS koreluje s aktivi-
tou ALP a GMT, vyznam v diagnostice u déti, kdy je ALP fyziologicky -

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. U pacienta R. s podezfenim na cholestazu byly mimo jiné vySetfeny tyto
jaterni enzymy: ALP, ALT, AST, GMT. U ALP byla zjisténa katalyticka
koncentrace 8,5 mkat I, hodnoty ALT a AST jsou jen lehce zvySené. Je
mozné uvazovat o cholestaze? Jaké hodnoty (- zvySené, N normalni &i
snizené) Ize oCekavat u GMT?

4 2. Pan K. byl hospitalizovan s akutni virovou hepatitidou. Pfi biochemickém
vy$etfeni enzym( byly nalezeny tyto hodnoty: ALT 36 mkat I}, AST 17,4
mkat ™. Vyhodnot'te pomér AST/ALT a vysvétlete jeho hodnotu. Dale se
zamyslete, zda pfi tomto typu jaterniho onemocnéni je zcela nezbytné
vySetfeni na GMT a CHS.





4 3. Pri kontrole u chlapce F. (12 let) byla nalezena v séru zvySena hodnota
ALP, hodnoty ALT, AST a GMT jsou ve fyziologickych mezich. Pokuste se
naznacit moznou pficinu.






Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 5: Vybrana vysetfeni u onemocnéni jater Il — Zlu¢ova barviva a
albumin

Uvod

Biochemické testy méfici kapacitu jater vychytavat endogenni a exogenni
latky z cirkulace (Zlu€ova barviva, indocyaninova zeler).

Biochemické testy méfici syntetickou ¢innost jater (prealbumin (t, = 2 dny),
transferrin (t, = 3 - 5 dn(), albumin (t, = 19 dnd), CHS’, koagulaéni faktory).

Zlugova barviva:
bilirubin (odbouravanim Hb", mensi &ast odbouravanim jinych hemoprotein(i
(myoglobin, katalaza, nékteré cytochromy) = zkratovy bilirubin)
urobilinogen— oxidac¢ni produkt urobilin
sterkobilinogen — oxidaéni produkt sterkobilin

Rozdéleni bilirubinu:
nekonjugovany (toxicky, nerozpustny ve vodé, vazany na albumin P neprojde
do moci)
konjugovany (chem. bisglukosiduronat bilirubinu, tvorba v hepatocytech, méné
toxicky, rozpustny ve vodg, vylu€ovan do zluce)
d-bilirubin (po dlouhodobém - konjugovaného bilirubinu P kovalentni
peptidova vazba hlavné na albumin (propiony! bilirubinu neenzymové reaguje
s —NH; skupinou lysinu bilkovin), nefiltruje se do moci, biologicky polo€as 19
dni jako albumin, mira pfedchoziho trvani konjugované hyperbilirubinemie)

Déleni iktera (ikterus = Zloutenka, Zluté zbarveni kGize a sliznic - bilirubinem):
prehepatalni (hemolyticky, — nekonjugovany bilirubin)
hepatalni neboli hepatocelularni (smiSeny, - konjugovany i nekon;. bilirubin)
posthepatalni (obstrukéni, - konjugovany bilirubin)

5.1 Stanoveni celkového bilirubinu v séru

diazotace

+ HCI, + HNO, .
HO,S NH, T2H,0 HO,S N=N CI

4-aminobenzensulfonova kyselina 4-sulfobenzendiazonium-chlorid
(sulfanilova kyselina)

v

"t,, = biologicky polo¢as, CHS = cholinesteraza, Hb = hemoglobin
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(v silné alkalickém prostfedi modré) 0,8 H H

pozn. z hlediska reaktivity
primy bilirubin - konjugovany bilirubin rozpustny ve vodé, pfimo poskytuje azokopulaéni reakci
nepfimy bilirubin - nekonjugovany bilirubin nerozpustny ve vodé, vazany na albumin, poskytu-
je azokopulaéni reakci jen v pfitomnosti akceleratort (kofein, benzoat aj.),
které ho uvolfiuji z jeho vazeb na albumin a sou€¢asné ho solubilizuji

reakce v pfitomnosti akceleratortl B stanovi se celkovy bilirubin

reakce v nepfitomnosti akceleratori > stanovi se konjugovany bilirubin
celkovy bilirubin - konjugovany bilirubin = nekonjugovany bilirubin

Provedeni (viz skripta)

Vypocet koncentrace bilirubinu v krevnim séru: ¢, = —— * C4,
STD

Axeveeennns absorbance vzorku pfi 605 nm (bezrozmérné Cislo)

Astp..... absorbance standardu pfi 605 nm (bezrozmérné €islo)

Cxevrennn. koncentrace bilirubinu ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmol %)

CsTo......koncentrace bilirubinu v kalibraénim roztoku (mmol dm™ nebo-li mmol 1)





Vysledky:

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem sérové koncentrace celkového
bilirubinu 5 - 20 mmol I'* (novorozenci star$i 1 mésice a dospéli) a konjugovaného
bilirubinu max. 5 mmol I"X. Nekonjugovany bilirubin 17 - 70 mmol I"* + normalni
hodnoty ostatnich vySetifeni P chronicka hemolyza (hemolyticka anémie), benigni
hyperbilirubinemie Gilbertova typu ( aktivity UDP-glukuronyltransferazy).
Fyziologicka postnatalni hyperbilirubinemie - donoSeni novorozenci ve 2. - 3. dnu

Zivota mohou mit: nekonjugovany bilirubin az 135 mmol I}, celkovy bilirubin do 170
mmol ', rychla normalizace na hodnoty dospélych. (dopi$§ hodnoceni a zavér)

Ke studiu: vyznam stanoveni bilirubinu v diagnostice hepatobiliarniho poSkozeni

Bilirubin - diagnosticky test u chronickych jaternich chorob predevSim provazenych cholestazou.

Poskozeni hepatocytu - poruseno vychytavani, konjugace a nasledné exkrece bilirubinu do zluci

P bilirubin v mo¢i, urobilinogen v modi (podkoz. hepatocyty ho vSechen
nevychytaji z portalni krve).
170-500 mmol I™* bilirubin - obstrukce Zlu¢ovych cest nekompletni i kompletni (pfi kompletni nejde
Zadny bilirubin do stfeva b urobilinogen (Ubg) se netvofi > negativni
Ubg v modi, acholicka stolice

Urceni typu hyperbilirubinemie: pomér nekonj. a konj. bilirubinu v séru, dalsi jaterni testy, vyluCovani
bilirubinu a jeho derivatd do moc¢i, mnozstvi Zlu€ovych kyselin v krvi a;.
Zluéové kys. - senzitivni ukazatel u jaternich cirhdz (citlivéj$i nez vyse-
tfeni AST), nejvysSi hodnoty u primarni biliarni cirh6zy a primarni skle-
rotizujici cholangoitidy.

Diferencialné diagnostické poznamky ke zvySené hladiné bilirubinu (vybér):

Virova hepatitida: nekomplikovany prabéh 5-10x-, cholestaticky prabéh 10-20x-

Cholestaza: 5-10x- (sou¢asné - ALP, GMT), az 20x- (pfi sou¢asném rozpadu erytrocytt nebo ~— glo-

merularni filtrace)
Cirhoza jater: lehké - (aktivni forma), horni hranice bilirubinu (inaktivni forma)
Primérni biliarni cirh6za: 10x- (pozdéji nez - enzymud ALP a GMT), rovnéz - IgM, v 90 % pfipadu
autoprotilatky proti mitochondriim






5.2 Zjisténi bilirubinu v mog¢i

V detekéni zéné diagnostického prouzku pro bilirubin je stabilni diazoniova sl, ktera
s konjugovanym bilirubinem (jiny v moci neni) poskytuje azokopulacni reakci barvivo
azobilirubin.

Pozor: bilirubin se pusobenim svétla rozklada a na vzduchu se snadno oxiduje B
pouzivat Cerstvou moc.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek (semikvantitativni) a hodnoceni:

Hodnoceni

Negativni vysledek - zdravy &lovék (mlze byt nepatrné mnozstvi az 0,5 mmol I'*
bilirubinu v moci béznymi zkouSkami neprokazatelné)
Pozitivni vysledek - pfi - konj. bilirubinu v plazmé& nad 30 mmol I,
1) neschopnost hepatocytt vyloucit konjugovany bilirubin do Zluce
> hepatocelularni (hepatalni) hyperbilirubinemie,
2) uzaver zluCovych cest b obstrukéni hyperbilirubinemie

Ale dlouhodobé trvani konjugované hyperbilirubinemie B d-bilirubin (neprochazi do
moce) P negativni vysledek.

5.3 Zjisténi urobilinogenti v mo¢i

V detekéni z6né diagnostického prouzku pro urobilinogen je stabilni diazoniova sil,
ktera s urobilinogenem v kyselém prostfedi poskytuje azokopulacni reakci Cervené
azobarvivo.

bilirubin (ve zZluc€i) — do tl. stfeva - bakterialni redukce na urobilinogen (Ubg) (bezbarvy)
urobilinogen - vétSina vstifebani do krve — do jater - odbourani
- nepatrna &ast vylou¢ena mosi (4 mmol den™)
- neresorbovany zbytek vylouceni stolici (pfeména na zlatozluta
barviva stolice urobilin a sterkobilin)

Pozor: podobné jako bilirubin se i urobilinogen pusobenim svétla rozklada a u€inkem
vzdusneho kysliku se oxiduje na urobilin P pouzivat €erstvou (do 2 h) zchladlou mo¢&
(vhodna je poledni nebo odpoledni mocg).

Provedeni (viz skripta)

Vysledek (semikvantitativni) a hodnoceni:





Hodnoceni

Horni mez fyziologické koncentrace urobilinogenu v mo¢i je pfiblizné 17 mmol I*
- urobilinogen - citlivd zndmka funkéniho zatizeni nebo nedostateénosti hepatocytu
- neschopnost vychytat z krve a pfeménit vétSinu urobilinogenu resor-
bovaného v tlustém strevé

funkéni zatizeni - znacna fyzicka zatéz, jednorazové poziti vétsi davky ethanolu,
nadmérna hemolyza
poskozeni jaternich bunék - virovy zanét, toxické poskozeni (téz u hore¢natych
stavul), nadory jater

- urobilinogen - Uplna obstrukce Zlu€ovych cest P acholicka stolice
(urobilinoidy) - chybéni stfevni mikrofléry P stolice do oranzova, na vzduchu zelena
(novorozenci, terapie nékt. antibiotiky)
- zrychlena pasaz (prajmy)

Nalez vzdy zpfesnit jaternimi testy, zkouskou na bilirubin v moci.

Ke studiu: typy ikteru podle vztahu pri€iny k funkci jater a laboratorni nalezy v séru a v mo¢i

Typ ikteru Bilirubin Ubg ALT ALP Pozn.
sérum, | sérum, | moc, stolice mo¢ sérum | sérum -
nekon;. koni. koni. derivaty

Prehepatalni - - - polycholicka - N N LD Hg (LDy1)-

(hemolyticky) stolice retikulocyty —

(tmava)

Hepatalni — - - N — - - LD Ms (LDs)-

ve vrcholu poruchy - -

Posthepatalni N — - acholicka - N (-) - GMT-, ALP-

(obstrukéni) stolice

Typ nalezu: - zvySeni, —— vyrazné zvySeni,  sniZeni, - negativni, N normalini (fyziologicky)

5.4 Stanoveni albuminu v séru

Albumin - syntéza v hepatocytech 14g/den, polo¢as 19 dni, funkce: onkoticky tlak,
pufr, transport latek

CH, CH, albumin + BCP — {albumin-BCP}
HO < o Zluty zeleny komplex
| pfi pH = 5,2 za pfitomnosti povrchové aktivnich latek (Brij 35)

=
Br Br

BCP je acidobazicky indikator, pfechazi ze Zluté do
N modré pfi pH = 5,2 - 6,8. BCP tvofi s albuminem

| komplex ochotnéji nez s dalSimi bilkovinami ve vzorku.
= PFi navazani albuminu na BCP jevi BCP proteinovou

chybu - nabude zbarveni odpovidajici vy$Si hodnoté

pH nez udrzuje pufr. Absorp&ni maximum komplexu je

mimo oblast v niz absorbuiji bilirubin a hemoglobin.

bromkresolovy purpur (BCP)

Provedeni (viz skripta)





Vypocet hmotnostni koncentrace albuminu v krevnim séru: ry = *rsmo
STD

Axevvvnnnnn absorbance vzorku pfi 600 nm (bezrozmérné &islo)

Astp..... absorbance standardu pfi 600 nm (bezrozmérné €islo)

Y hmotnostni koncentrace albuminu ve vzorku (g I™")

rstp..... hmotnostni koncentrace albuminu v kalibracnim roztoku (g I'l)

Vysledky a hodnoceni:

Hodnoceni

Porovnani vysledkd s referenénim intervalem sérové koncentrace albuminu 35 - 53 g ™%,

- albumin - obvykle dehydratace

~albumin - proteosyntéza v jatrech, nadmérné ztraty albuminu (rozsahlé popaleniny,
chronické zanéty traviciho ustroji), zména distribuce (unik do ascitu),
vzhledem k polo€asu 15 - 20 dni neklesa u akutnich poruch

~ albumin - postupny pokles + - g-globulini = chronické jaterni choroby

~ albumin - se sou¢asnym vzestupem b-globulint je u pokrogilych cholestaz

chronické hepatalni choroby - albumin lehce
cirh6za - nizka hodnota pod 30 g I"* (projev ~ &innosti hepatocytti)

Ke studiu: dalSi testy na proteosyntézu v hepatocytech

Cholinesteraza (CHS). CHS je v fadé organu, ma nékolik izoenzymu. Celkova CHS (také
pseudocholinesteraza) je prevazné jaterniho plvodu, fyziologicka funkce je nejasna. Ref. interval CHS:
65 - 200 mkat I™.
mirné - CHS - akutni virova ¢i toxicka hepatitida
vyrazné  CHS - chronicka hepatitida, cirhdza, novotvary jater, infiltrativni procesy (pokles koreluje
s poklesem albuminu a hemokoagulacnich faktor(), nahly pokles u uvedenych
nemocnéni je nepfiznivé znameni (prognosticky vyznam); také otrava organofosfaty,
thiofosfaty, nékterymi léky, Amanita phalloides (muchomarka zelena)

Hemokoagulaéni faktory. Vétsina je jich syntetizovana v jatrech. Maji kratké polocasy, proto

podléhaji rychlym zménam. Pouziva se Quicklv test (protrombinovy €as) - zachycuje aktivitu zevniho
srazeciho systému, vysledek se vyjadfuje hodnotou INR (international normalized ratio). Ref. interval
INR: 0,8 -1,2. Vyznam stanoveni: 1) monitorovani antikoagulacni terapie kumarinovymi antikoagulancii,
2) vySetieni funkci jater (schopnost proteosyntézy).

- INR - jaterni cirhéza, déle trvajici obstrukéni ikterus (malabsorpce vitaminu K), antikoagulagni terapie.

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. Pani G. je hospitalizovana s podezfenim na obstrukéni ikterus. Ktera
z biochemickych vySetfeni, s nimiz jste se seznamili, mohou pfispét
k potvrzeni této diagnozy? Jaké hladiny stanovovanych parametrd (-
zvy3Sené, N normalni,  snizené) Ize oCekavat?





4 2. Naznacte, jaké hladiny (- zvySend, N normalni, — snizena) nékterych
jaternich parametrt stanovovanych v séru (ALT, AST, CHS, albumin) je
mozné sledovat u alkoholika s prokdzanou jaterni cirhézou.

ALT: v klidové formé cirhézy je N nebo jen lehce -

AST:

AST/ALT:

CHS:

albumin:

4 3. Uvedte, podle kterych parametr(l stanovovanych v séru a v moci muzete

rozliSit mezi sebou dva typy hyperbilirubinemii - hemolyticky ikterus a
obstrukéni ikterus.

sérum;

A4 4. U pana S. (28 let) byl pfi vstupni prohlidce prokazan bilirubin v moci. Jaka
dalsi vySetfeni by méla byt provedena? Budou-li negativni, co mohlo byt
pri€inou nalezu v moci?

DalSi vySetfeni moci:

DalSi vySetfeni séra:






Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 6: Laboratorni diagnostika infarktu myokardu

Uvod

Ischemicka choroba srdec¢ni (od ischemie = mistni nedokrevnost tkané). Jednim
z projevul je angina pectoris (AP) (bolest za hrudni kosti) - déleni:
stabilni - pfi zatézi
instabilni - ndhle vznikla, zesilujici se, hrozi infarkt myokardu (IM)
variantni (taky vazospasticka, Prinzmetalova) - klidové bolesti
Némé ischemie myokardu (bolest neni pfitomna) jsou podstatné Castéjsi nezli
symptomatické.
Vice viz skripta a u€ebnice patofyziologie a vnitfniho Iékafstvi.

Ischemie— nedostate¢né zasobeni O,— anaerobni metabolismus— -laktat, ATP—
- pH— —permeability bunéénych membran, unik bilkovin z cytoplazmy

Kratkodoba ischemie - reverzibilni, upraveni reperfuzi okyslicené krve.

DelSi ischemie - prohloubeni acidozy— zastaveni glykolyzy— ireverzibilni poSkozeni
bunék - nekréza (infarkt)— do krve troponiny (hlavné T a |) a mito-
chondrialni frakce CK a AST

Z&klad diagnostiky IM: EKG (poznaji se jednotlivé typy infarktu)
Definitivni diagnoza IM: biochemické markery - kombinace 3 (myoglobin, CK-MB
mass, srdecni troponin T nebo )
(laktatdehydrogenaza (LD) a jeji izoenzymy uZ se nestanovuiji)
soucCasné alespon 1 ze 4 kritérii - klinické pfiznaky ischemie
- patologické Q viny na EKG
- zmény EKG svédcici pro
ischemii (elevace Useku ST)
- souvislost s koronarni inter-
venci (angioplastika, stent)

6.1 Stanoveni katalytické koncentrace kreatinkinazy v séru

Kreatinkinaza (CK) - cytoplazmaticky a mitochondrialni enzym katalyzujici fosforylaci
kreatinu. 2 podjednotky: B (brain), M (muscle) P 3 izoenzymy: CK-MM (kosterni,

srdecni svalstvo), CK-MB (ze 40% celkové CK v srde€nim svalu, v kosternim jen z 1
- 2 % celkové CK), CK-BB (hlavné mozek, hladka svalovina délohy, nékteré nadory).

Kineticka metoda.
Opticky test (méfi se rychlost pfirGstku NADPH ~ rychlost vzristu absorbance pfi 340 nm).

CK Z pfidaného séra, + ADP,

H Mg N-acetylcystein (aktiva-
| | - tory CK) diadenosinpentafosfat,
N r AMP, EDTA (inhibitory adenylat- NH,
HN—C o kinazy) > HN=—C
\ - ATP
CH, CH,
kreatinfosfat kreatin






Mg®* (aktivator hexokinazy)

@)
HO Hexokinaza, + ATP, O_|‘:|>_o
O

O OH > - O_OH
- ADP
OH OH
OH OH
OH OH
b-D-glukopyran6za b-D-glukopyrandza-6-fosfat
I I
o—r—o o;r—o
- H -
O N , 9lukéza-6-fosfatdehydrogenaza O © .
OH + NADP > OH O + NADPH+H
OH OH
OH OH
b-D-glukopyranéza-6-fosfat 6-fosfo-D-glukono-1,5-lakton

Provedeni (viz skripta)

Vypocet katalytické koncentrace CK v krevnim séru:

katal. konc.CK (ukat dm™) = %:’40 * 108,47

DA340....zména absorbance vzorku pfi 340 nm (bezrozmérné Cislo)

Dt......... doba za kterou doslo ke zméné absorbance o DA3z4o (Min)
Vztah plati pro objem séra 0,02 ml a celkovy objem reakéni smési (Cinidlo + sérum)
1,02 ml.

Vysledek:

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem katalytické koncentrace CK
0,41 - 3,16 mkat I"* (muzi), 0,41 - 2,83 mkat I™* (Zeny).

Ke studiu: vyznam stanoveni kreatinkinazy pro diagnostiku infarktu myokardu

- CK - pfi IM po 3 - 6 h, vrchol obvykle po 24 h, pozor moznost uvolnéni CK z kosterniho svalu
(fyzicka namaha, kfece, poranéni svald, i.m. inj.) P CK je nespecificky a méalo vyznamny
ukazatel IM, pro potvrzeni diagnozy stanovit CK-MB a dalSi markery IM (myoglobin, troponin)





6.2 Stanoveni katalytické koncentrace CK-MB v séru

CK-MB: 40 % celkové CK v srde¢nim svalu (v kosternim svalu jen 1 - 2 % celkové
CK) b - CK-MB je specifi¢téjSi marker poSkozeni myokardu nez celkova CK.

Princip stanoveni je az na jeden rozdil stejny jako pfi stanoveni celkové CK.

Rozdil oproti stanoveni celkové CK: pfed stanovenim aktivity CK pfidat protilatku
proti podjednotce M P CK-MM je neaktivni, CK-MB vykazuje polovi¢ni katalytickou
koncentraci (pouze od podjednotky B).

Provedeni (obdobné jako v Uloze 6.1)

Uloha se prakticky neprovadi.
Vyhodnot nasledujici katalytické koncentrace v dobé maxima: CK ............ 36 mkat I
CK-MB ..... 2,9 mkat I'*

Hodnoceni

Porovnani vysledku s hraniéni hodnotou katalytické koncentrace CK-MB 0,4 mkat I
Porovnéni podilu aktivity CK-MB na aktivité celkové CK v % s hrani¢ni hodnotou 6 %.

Ke studiu: vyznam stanoveni CK-MB pro diagnostiku infarktu myokardu
- CK-MB - specifictéjsi marker IM nez celkova CK, ¢asovy prubéh nardstu aktivity jako celkova CK,
- CK-MB je ale i u poSkozeni kosternich svali b stanovit podil CK-MB na celkové CK,
pokud > 6 %, CK-MB je s vysokou pravdépodobnosti kardialniho ptuvodu
- CK-MB mass - v séru stoupa asi o 1 h dfive nez aktivita CK-MB, stanovuje se imunochemicky
hmotnostni koncentrace (prokazi se i Caste¢né degradované molekuly bez enzymo-
vé aktivity) P citlivéjsi stanoveni (s vétsi zachytnosti) nez CK-MB, horni referencni
limit CK-MB mass je do 5 mg I"*

CK byla ve 20. stol. zlatym standardem lab. diagnostiky akutniho infarktu myokardu (AIM). Dnes je
stanoveni CK-MB mass doporu€ovano jen v pfipadé nedostupnosti stanoveni kardialnich izoforem
troponinu T nebo |I.





6.3 Stanoveni troponinu T v Krvi

Troponiny: T (spojuje troponin s tropomyozinem), | (zamezuje tvorbé akto-myozinovych
mustk(), C (vaze Ca"). Troponiny jsou spolu s tropomyozinem regulaéni proteiny
kontrakce pfiéné pruhovaného svalstva. Troponin T (TnT): pfevazné v tropomyozi-
novém komplexu, jen 6 % volného podilu v cytoplazmé P pfi ischemii se nejprve
uvolni cytoplazmaticky TnT (hladina stoupa v pribéhu 4 -6 h), pfi pfechodu do
nevratné faze ischemie se uvolni i TnT z tropomyozinového komplexu (maximum
kolem 4 dne). - TnT pfetrvava 10 dni az 2 tydny.

Stanoveni je zaloZeno na principu imunochromatografie (detailni popis ve skriptech).
(Automatické analyzatory vyuZzivaji imunochemické stanoveni v roztoku zaloZzené na
podobnych principech.)
Provedeni (viz skripta)
Hodnoceni

a) kvalitativni - souprava Cardiac T Rapid Assay (bez Cardiac Readeru)

- jeden prouzek (kontrolni) - negativni test, c(TnT) = 0 nebo < 0,1 mg I

- dva prouzky (indikaéni a kontrolni) - pozitivni test, ¢(TnT) > 0,1 mg I

- Zadny prouzek - nefunkéni test

Vysledek hodnotit po 15 — 20 minutach (ne pozdéji!). Svalovy TnT neinterferuje
do koncentrace 500 mg I

Nakresli si vzhled testu pro negativni, pozitivni a neplatny test.

b) kvantitativni - souprava Cardiac T Quantitative (pomoci Cardiac Readeru)

Vyhodnoceni se provadi po 12 minutch:

Koncentrace TnT | Udaje na displeji Komentar
<0,03mg I1 Trop T negative IM Ize vylougit po provedeni nového testu s Cerst-
vym vzorkem krve 10 — 12 h po zaCatku pfiznaku
0,03-0,1mg |1 Trop T LOW Koncentrace TnT se mize dale ménit - opakujte
<0,1 ng mlt test za 1 h s Cerstvym vzorkem krve
0,1-2mglt Trop T = x*ng mlt Zjisténo poskozeni myokardu
(kvantitativni vysledek)
>2mg |t Trop T HIGH Zjisténo masivni poskozeni myokardu
> 2 ng ml!

Referen¢ni hodnoty: za limitni hodnotu (rozhodovaci hranice) je pokladana
koncentrace 0,1 mg I





Ke studiu: vyznam stanoveni TnT a Tnl pro diagnostiku infarktu myokardu

TnT se za fyziologickych okolnosti uvolfiuje do plazmy jen pfi apoptéze myocytu v mnoZstvi

soucasnymi metodami neprokazatelném P u zdravych osob TnT neprokazeme.

az 300x- TnT nad limit detekce - AIM

mirné - TnT - u nestabilni anginy pectoris (Spatna prognéza onemocnéni)

- TnT - kdyz dospély myocyt pficné pruhované svaloviny nabyva charakteru embryonalniho tvoficiho
kardiospecificky cTnT (pfi dermatomyozitidé, polymyozitidé, regeneraci svalovych vlaken po
Urazech)

- TnT - az u 1/3 dialyzovanych pacientu

Troponin | (Tnl) mé& obdobné pouziti pfi diagnostice AIM jako TnT, ma i podobnou kinetiku.

vyhody oproti stanoveni TnT: Tnl neni tvofen embryonalnimi burikami kosterni svaloviny, méné Casty
vzestup u dialyzovanych pacienttd nez u TnT

nevyhody oproti stanoveni TnT: chybi standardizace metody (obtize pfi porovnavani vysledku)

V diagnostice AIM jsou oba troponiny zaménitelné. Stanoveni troponind je ve srovnani s jinymi

ukazateli poSkozeni myokardu vyrazné citlivéjsi a jen toto stanoveni ukaze i velmi malé poSkozeni
myokardu, napf. pfi nestabilni anginé pectoris.

6.4 Stanoveni myoglobinu v krvi

Bilkovina myoglobin se nachazi ve vSech pficné pruhovanych svalech véetné srdecni
svaloviny. Je to hemoprotein vazajici kyslik. Pfi ischemii myokardu je uvolfiovan mezi
1. a 2. h (dfive nez CK) a vzhledem k nizké M, = 17 000 se filtruje v glomerulech,
vylu€uje se ledvinami a z krevniho ob&hu mizi v pribéhu 12 - 24 h.

Stanoveni je zalozeno na principu imunochromatografie, podobné jako u troponinu.

Provedeni (viz skripta)

Hodnoceni
Koncentrace myoglobinu | Udaje na displeji
<30 mg 1 Myoglobin LOW
<30 ng ml!
30 - 700 mg I Myoglobin = x* ng ml1
(kvantitativni vysledek)
>700mg I Myoglobin HIGH
> 700 ng ml!

Fyziologicka hladina myoglobinu zavisi na individualnich faktorech jako je télesna
vaha, vék, pohlavi. Za limitni hodnotu (rozhodovaci hranice) je pokladana
koncentrace 60 mg I (Zeny) nebo 70 mg I'* (muzi).





Ke studiu: vyznam stanoveni myoglobinu pro diagnostiku infarktu myokardu

- myoglobinu - AIM (doporu¢ovany ¢asny marker), ale faleSna pozitivita u nékterych myopatii a urazt
postihujicich svalovou tkan (uvolnéni z kosterniho svalstva), rovnéz pfi renalnim
selhani (poskozené ledviny fyziologicky uvolnény myoglobin nevylou&i) B kombinovat
s jinymi laboratornimi ukazateli AIM

6.5 Stanoveni katalytické koncentrace AST v séru

Viz CVICENI 4: Vybrana vy$etfeni u onemocnéni jater | — enzymova stanoveni,
Uloha 4.2.

Ke studiu: vyznam stanoveni AST pro diagnostiku infarktu myokardu
- AST - pfi AIM pocatek vzestupu 4 - 6 h po zaCatku ischemie, vrchol mezi 1. - 2. dnem, normalizace
do 5 dnl
AST/ALT > 1 - AIM, ale i fada dalSich onemocnéni P stanoveni AST neni pfi diagnostice AIM pfilis
specifické a jeho vyznam se snizuje

Dodatek: klasické laboratorni metody v diagnostice IM

Enzym Pocatek vzestupu (h) | Maximum aktivity (h) Normalizace aktivity (d) | Nasobek horni ref.
meze v dobé maxima

AST 4-8 16 - 48 3-6 do 25

CK 3-6 16 - 36 3-5 do 25

LD 6-12 24 - 60 7-15 do8

HBD 6-12 30-72 10-20 do8

HBD = a-hydroxybutyratdehydrogendza (odpovida H-podjednotkdm izoenzymii LD)

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. Na oddéleni byla pfijata Zena s podezfenim na akutni infarkt myokardu.

Hodnota CK je 9,6 mkat I'*. Které dal$i biochemické parametry je tfeba
vysetfit k potvrzeni AIM?






4 2. Vysvétlete vztah mezi CK-MB a CK-MB mass. Uvedte, v ¢em spociva
vyhoda stanoveni CK-MB mass a v ¢em spociva rozdil mezi stanovenim a
hodnocenim CK-MB a CK-MB mass.

4 3. U hospitalizovaného pacienta s akutnim infarktem myokardu jsou prabézné
sledovany biochemické parametry. Uvedte, jaké hodnoty (- zvySené, N
normalni,  snizené) byste o¢ekavali v ¢ase 4 hodiny a 24 hodin po za¢atku
ischemie u téchto parametrl: celkova CK, CK-MB, AST, TnT, Tnl,
myoglobin.

4 h:
24 h:

4 4. Muz 49 r., byl pfijat pro podezieni na AIM. Nalezy na EKG pro to nesveédcily.
Biochemickym vySetfenim z krve odebrané 2 hodiny po nastupu obtizi byly
ziskany tyto hodnoty: myoglobin 30 mg I*, troponin T < 0,033 mg I, CK 11
mkat I, CK-MB mass 3 mg I'*. Lze potvrdit IM?

4 5. Pan F. dostava tfikrat denné intramuskularni injekce anxiolytik. Byl
pfevezen do nemocnice s neurcitymi bolestmi na hrudniku a pocitem
dugnosti. Hodnota CK byla 5 mkat I"*. Hodnoty CK-MB mass a troponinu T
byly negativni, EKG rovnéz. Cim Ize vysvétlit zvySené hodnoty CK?

4 6. Pan L. byl pfivezen rano na kliniku. Uvadi, ze od v€erejSiho veCera (vice
nez 12 hodin) citi silnou bolest v oblasti hrudniku. Biochemickym
vy$etfenim byly ziskany tyto hodnoty: myoglobin 29 mg I, troponin T 0,33
mg I, CK 18 mkat I, CK-MB mass 10 mg I™*. Nasvédguiji biochemické nalezy
IM? Jak Ize komentovat hodnotu myoglobinu?






Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 7: Vysetfeni bilkovin v krevnim séru

Uvod

Plazmatickych bilkovin je nékolik desitek a s vyjimkou imunoglobulint je vétSina
syntetizovana v jatrech.
Klasifikace plazmatickych bilkovin dle funkce:
- bilkoviny s transportni funkci
bilkoviny branici infekci
bilkoviny zapojené do srazeni krve a fibrinolyzy
enzymy a jejich inhibitory
bilkoviny chranici pfed ucinkem volnych radikalu
- dalSi bilkoviny
VSechny bilkoviny v plazmé kromé toho udrzuji koloidné-osmoticky tlak,
acidobazickou rovnovahu a pfedstavuji pohotovou proteinovou rezervu.

7.1 Stanoveni celkovych proteinii v séru biuretovou reakci

HN / NH
ocC ' CO
Cuz2+
R—CH . R—CH
CuSO,, EDTA-Na,, NaOH

bilkovina nebo peptid > HN “ NH
ocC CO

R—CH R—CH

HN NH

Cervenofialovy komplex

Provedeni (viz skripta)

o . . . A
Vypocet hmotnostni koncentrace proteinu v krevnim séru: ry =——* rsp
STD

" biuretova reakce = reakce peptidt a bilkovin (latek se 2 a vice peptidovymi vazbami) s ionty Cu®* v
alkalickém prostfedi za vzniku ¢ervenofialového komplexu






Axevvennnne absorbance vzorku pfi 545 nm (bezrozmérné Cislo)

Astp..... absorbance standardu pfi 545 nm (bezrozmérné Cislo)
Y hmotnostni koncentrace proteinti ve vzorku (g 1)

rstp..... hmotnostni koncentrace proteinu v kalibraénim roztoku (g I'l)

Vysledky:

Hodnoceni vypoctenych vysledku (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledkl s referenénim intervalem koncentrace celkovych proteind v
krevnim séru 65 - 85 g I,

Hypoproteinemie - porucha proteosyntézy u jaternich chorob, podvyziva, tézké
akutni infek&ni choroby, rozsahla nadorova onemocnéni, nadmeérné ztraty albuminu
exsudatem nebo modi; relativni pokles pfi zfedéni plazmy (objemné infuze, zastava
vylu€ovaci €innosti ledvin)

Hyperproteinemie - méné Casté, nejcastéji zpusobena dehydrataci (dlouhodobé
Ziznéni, vysilujici prajmy, zvraceni), dalSi pficinou je zvySena syntéza imunoglobulin(
(chronické zanéty, gamapatie)

Pro detailngjSi vySetieni se stanoveni celkovych proteint doplfiuje podrobnou
analyzou jednotlivych frakci proteintd (viz uloha 7.3).

7.2 Stanoveni albuminu v séru

Provedeni i hodnoceni, viz CVICENI 5: Vybrana vy$etfeni u onemocnéni jater |l -
Zluéova barviva a albumin, Uloha 5.4.

7.3 Elektroforéza proteint
Provedeni (viz skripta)

Déleni proteint na agarézovém gelu.

Elektroforeticky pufr (Tris-barbitalovy) je zasadity (pH = 8,6) b proteiny jsou zaporné
nabité a proto putuji k anodé.

Detekce (barveni) roztokem amidocerné.





Hodnoceni elektroforeogramu

Denzitometricky pfi 570 nm - urCi se podil integrované absorbance jednotlivych frakci
proteinu z celkové absorbance separovaného vzorku. Vizualné - orientacni hodnoceni.

Porfadi jednotlivych frakci podle klesajici pohyblivosti (5 zakladnich frakci):

proteinova frakce | charakteristika referenéni rozmezi | priklady
albumin vyrazny pas v Cele 0,52-0,70 prealbumin, albumin
ai-globuliny nevyrazny Uzky pas 0,02-0,05 ai-glykoprotein, az-antitrypsin
ap-globuliny difzni pas 0,05-0,10 ceruloplasmin, haptoglobin
b-globuliny Casto rozdéleny na by a by 0,06-0,13 transferrin, fibrinogen
g-globuliny velmi Siroky pas 0,10-0,19 imunoglobuliny

katoda (-) Obkresli do protokolu elektroforeogram.

Oznac jednotlivé frakce proteint a
a vizualné zhodnot jejich zastoupeni
(ozna¢ N, -, ).

anoda (+)

Ke studiu: charakteristické zmény ve spektru sérovych proteinii u nékterych patologickych stavu
- al, a2, b-globuliny - ranna faze akutnich zanétlivych onemocnéni (- reaktantd akutni faze)

DalSi onemocnéni spojena s vyraznymi zménami spekira proteind: nefroticky syndrom, nékteré
maligni tumory, mnoho&etny myelom a jiné monoklonalni gamapatie.

Podrobnéjsi déleni zakladnich elektroforetickych frakci umoznuji imunoelektroforetické metody.

7.4 DUkaz C-reaktivniho proteinu v séru aglutina¢nim testem

Plazmaticky C-reaktivni protein (CRP) ma nazev podle vazby na polysacharidovy
obal pneumokokl C. U&astni se nespecifické imunitni odpovédi v pocatecni fazi po
penetraci antigent do organismu a stimuluje fagocytézu. CRP je dominujici bilkovina






akutni faze s rychlou odpovédi (za€ina po 6 h, max. za 48 h). Jeji koncentrace
vyznamné stoupa pfi zanétlivé reakci a pfi malignim nadorovém bujeni. K prikazu se
pouZiva latexovy aglutinacni test.

Princip latexovych aglutina¢nich testu:
latexové Castice potaZené specifickou protilatkou + antigen (protein) — aglutinat (viditelny shluk)

Vznik aglutinatu - pozitivni vysledek.
Zadna aglutinace - negativni vysledek.

Pfi pozitivnim vysledku je mozné postupnym fedénim séra (titrace séra) ziskat i
semikvantitativni vysledek.

Kromé CRP se latexovym aglutinaénim testem stanovuje revmatoidni faktor a
anti-streptolysin O.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Fyziologické koncentrace CRP < 6 mg I, pokud je > 6 dojde k aglutinaci.
- CRP - fada zanétlivych onemocnéni a onemocnéni spojenych s rozpadem tkané.
CRP ma u zanétu nejrychlejsi a nejvétsi narlist ve srovnani s ostatnimi bilkovinami.

Diferencialni diagnostika:
Vyrazny, €asny narust CRP - bakterialni zanét (- CRP nékolik h pfed - sedimentace).
Maly narust CRP - virovy zanét.

Praxe: rozhodnuti o nasazeni antibiotické |€Cby, hodnoceni efektivity 1€Cby. Ke
stanoveni CRP se pouziva napf. pfistroj CRP QUICK Read firmy Orion Diagnostika.

7.5 Stanoveni IgE v séru metodou ELISA

Imunoglobuliny tfidy E (IgE) jsou vychytavany na bunéény povrch, zejména na
receptory zirnych bunék a cirkulujicich bazofila, proto je jejich plazmaticka
koncentrace normalné velmi nizka. - IgE je spojeno s alergickymi projevy. Pokud
antigen (alergen) pfemosti dvé molekuly IgE na povrchu zirné buriky, dojde k jeji





degranulaci, uvolnéni mediatort (napf. histaminu a bradykininu) a navozeni
anafylaktické reakce. Ke stanoveni IgE je pouzita metoda ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) - heterogenni enzymova imunoanalyza, kdy koncentrace
antigenu se stanovuje pomoci enzymové aktivity imunokomplexu vazaného na
pevnou fazi.

Princip ,sendvi€ového uspofadani“ metody ELISA (pfima nekompetitivni ELISA)

Molekula IgE (antigenu) v testovaném vzorku (séru) se vaze mezi protilatku proti IgE
(anti-lgE), kterd je zakotvena na povrchu jamky a druhou protilatku proti IgE, ktera je
oznacena kfenovou peroxidazou (anti-IgE konjugat). Detekuje se peroxidazova
aktivita imunokomplexu, ktera je umérna koncentraci IgE ve vzorku séra. Jako
chromogen peroxidazoveé reakce se pouziva tetramethylbenzidin (TMB) a jako
substrat peroxid vodiku. (Rovnice chemické reakce, viz CVICENI 2: VySetteni
metabolismu lipidu a cholesterolu, tloha 2.2.) Vznika modry produkt, jehoz zbarveni
se zmeéni na Zluté po zastaveni enzymoveé reakce pfidavkem kyseliny HCI. Intenzita
Zlutého zbarveni se hodnoti spektrofotometricky pfi 450 nm v destiCkovém ,readeru®
nebo pouze vizualné (semikvantitativné). Koncentrace bilkoviny se odecte z
kalibracniho grafu, ktery se sestroji z naméfenych hodnot pro standardy. (U bilkovin
o velmi nizkych koncentracich se jejich koncentrace vyjadfuje na zakladé katalytické
koncentrace vzniklého imunokomplexu v kat It nebo U I'))

Provedeni (viz skripta)

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Referen¢ni rozmezi IgE v séru zavisi na véku a pro dospélou zdravou populaci bez

alergie je u této metody do 150 kU I,

- IgE - parazitarni infekce, atopie” (pouze priikaz atopie nikoli hodnocenti jeji
zavaznosti podle hodnoty IgE)

~ IgE - dlouhodoba steroidni terapie, choroby b-lymfocytt (napf. chronicka
lymfocytarni leukemie)

" atopie = dédi¢na tendence reagovat tvorbou protildtek IgE na obecné alergeny, projevuje se sklonem
k alergii (precitlivélosti na nékteré antigeny vnéjsiho prostredi); klinické projevy: astma,
rinokonjunktivitida, syndrom alergického ekzému/dermatitidy





7.6 Stanoveni ferritinu v séru metodou ELISA

Ferritin je zasobni protein pro Zelezo v bufkach (pfedevsim sleziny, kostni dfené,
jater a stfevni sliznice). Mr=440000 bez ionti Fe**. Apoferritin (neobsahuje Fe**) ma
24 podjednotek uspofadanych sféricky s prostorem uvnitf pro Zelezité ionty. Ferritin
obsahuje pfiblizné 23 % Zeleza. V plazmé je za normalnich okolnosti jen malé
mnozstvi ferritinu a jeho koncentrace odrazi tkanové zasoby Zeleza.

Princip je stejny jako v Uloze 7.5. Rozdily: antigenem je ferritin, protilatky jsou
anti-ferritin a anti-ferritin konjugét.

Provedeni (viz skripta)

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem ferritinu v séru pro danou metodu

30 - 220 mg I'* (muzi), 24 - 160 mg I'* (Zeny).

~ ferritin - zasoby Zeleza (hyposideremie), pfi anémii signalizuje sideropenickou
anémii (z nedostatku Zeleza)

- ferritin - fada nadorovych onemocnéni (nespecificky), tumorovy marker pro
sledovani ucinku terapie u Hodgkinovy choroby a melanomu

- ferritin - zanét (ferritin je bilkovinou akutni faze)

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1.V ordinaci détského Iékafe je oSetfeno dité (12 let) s nasledujicimi potizemi
— horec€ka, celkova unava, silny kasel. Lze vyuZzit nékterych stanoveni
probiranych v tomto cvi¢eni k moZnosti rozhodnout, zdali ditéti nasadit
antibiotika?

4 2. Které zmény ve spektru sérovych proteinl nastavaiji pfi chronickych
zanétlivych onemocnénich?





4 3. Jaky nalez ve spektru sérovych proteinu Ize oCekavat pfi chronickych
hepatopatiich?

~ albumin, - g-globuliny, — a;-globuliny, — protrombin (Quick(v test),
~ cholinesteraza (ale pfi steatdéze -), (pfi cholestaze - a,- a b- globuliny)

4 4. Uvedte, jaké zmény (- zvySené, snizené, N normalni) v bilkovinném
spektru Ize pfedpokladat u pacienta s téZkym bronchialnim astmatem.
(UvaZujte pouze z hlediska bilkovin probiranych v tomto cvieni).

Dalsi lab. diagnostika: ¢asta eozinofilie, eozinofily ve sputu i v lavazni tekutiné ziskané pfi
bronchoskopii (bronchoalveolarni lavaz, BAL)

4 5. Mlada Zena po porodu je bleda, trpi zvySenou unavou a Castymi infekcemi,
ma potiZze s udrzenim teploty. Krevni obraz svéd¢&i pro anémii. Pfi stanoveni
hladiny ferritinu je zji$téna hodnota 15 mg I'*. Co je pfi¢inou anémie?






Datum:

Jméno:
Skupina:

CVICENI 8: Vysetfeni funkce ledvin |

Uvod
Fyziologie ledvin viz pfislusné u€ebnice.

Kdy se provadéji biochemické testy pro vySetfeni funkce ledvin a poruch vyvodnych
mocovych cest?
pfi klinickych znamkach budicich podezieni na poruchu mocovych cest
(oligurie, polyurie, dysurie, otoky apod.)
pfi nahodném nalezu bilkoviny nebo krve v moci
je-li pfi bézném vysSetfeni hladina kreatininu v séru na horni hranici nebo vyssi
pfi podezfeni na infekci moCového ustroji
pfi diferencialni diagnostice arterialni hypertenze

Jaké klinicko-biochemicka vySetifeni se pouzivaji pro stanoveni diagndzy
onemocnéni ledvin?
chemické vySetfeni moci a mikroskopické vySetfeni mocového sedimentu
vySetfeni proteinurie
vySetfeni funkce ledvin
specialni imunologicka vysSetfeni

Klinicko-biochemicka vySetfeni jsou doplhovana vysetfenimi pomoci zobrazovacich
metod, biopsii a dalSimi metodami specialnimi pro danou poruchu.

8.1 Objektivni a fyzikalni vySetreni moci

Odbér mogi
prvni ranni mo¢ - vétsinou stfedni proud modi
moc¢ sbirana urcity Casovy interval (3, 6, 12 nebo 24 h) - dodrzet pravidla sbéru

Pro kvantitativni stanoveni je doporu€ovan krat$i sbérny interval nebo korekce
mnoZzstvi analytu v prvni ranni moc€i na exkreci kreatininu (mol analytu/mol kreatininu).

Objem mogi

diuréza = objem moé&i vylougeny za 24 h (u dospélych 1000 - 2000 ml den™)

oligurie = snizené diuréza pod 500 ml den™ (zavazna znamka funkéni nedostateénos-
ti u ledvinovych poruch, nékdy vznika u hore¢natych onemocnéni, nadmé-
rného poceni, tézkych prijmu)

anurie = diuréza pod 100 ml den™

polyurie = zvy3ena diuréza nad 2500 ml den™ (pfi nadmérném pf¥ijmu tekutin, po po-
dani diuretik, nékdy z psychickych vlivu (roz€ileni, tréma); pfi diabetes
insipidus (porucha regulace vazopresinem) je diuréza 10 - 20 | den™)

Barva
Normalné je mo€ podle koncentrace svétle az zlaté Zluta. Pfi polyurii je velmi bleda.
Stanim tmavne (chromogeny se oxiduji O, na barviva). Barvu moci zpUsobui;i:






Prirozena mocCova barviva - urochrom, uroerythrin, stopy biopterinu a koproporfyrinu.
Exogenni barevné sloZky - néktera IéCiva a potraviny.
Patologické soucasti - nékteré jsou také barevné.

Barva moci Mozna pficCina
Jasné Zluta riboflavin, vitaminové smési
Rizova az Cervena hemoglobin, myoglobin, porfyriny, rostlinna barviva

(Cervena fepa, borlvky, rebarbora)

Hnéda az tmavohnéda | bilirubin, methemoglobin, melanin

Zelena biliverdin

Zapach

Normalné jako hovézi bujon, ale méni se poZzitim nékterych potravin (chfest, Cesnek,
kava aj.) a inhalaci tékavych latek (chloroform, terpentyn, toluen).

Pach v moci:

acetonu - ketonurie

¢pavku - infekce mocovych cest baktériemi obsahujicimi ureazu

hnilobny - sulfan, methanthiol - bakterialni rozklad pfi proteinurii, jaterni kdma
konské staje - fenylketonurie (fenyloctova kyselina)

Zakal

V teplé Cerstvé modi je patologickym nalezem (moc je &ira). Po ochladnuti mize
zakal nebo vétsi sedlina vznikat i v normalni moci. Jemny oblackovy zakal (nubecula)
je tvoreny glykoproteiny, vétsi sedlina je z vylou€enych soli - fosfaty v alkalické mo¢i,
mocova kyselina nebo uraty v kyselé moci.

8.1.1 Stanoveni pH moci

Provadi se acidobazickym indikatorem nevykazujicim proteinovou chybu

v pFitomnosti proteind. Vyuziva se indikaéni zény pH na riznych diagnostickych
prouzcich PHAN (Pliva-Lachema), ktera obsahuje smésny acidobazicky indikator.
pH se urci pomoci srovnavaci stupnice. Pozor, pfi skladovani nekonzervované moci
dochazi k pomnozeni mikroorganisma, které hydrolyzuji mo€ovinu na NHz a CO; a
pH se posouva k vys§§im hodnotdm. Proto je Iépe pouzit Cerstvou moc.

Provedeni (viz skripta)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):





Hodnoceni

Normalni pH modi je 5,5 - 6,5. Krajni meze 4,5 a 8,0.

acidurie - pH < 5,5 (masita strava — vysSi produkce fosfatl a sulfatu, stoupa
vylu€ovani mocCoveé kyseliny; metabolicka nebo respiracni acidoza;
hladovéni (souCasné ketonurie); dekompenzovany diabetes (soucasné
glukosurie a ketonurie))

alkalurie - pH > 6,5 (vegetarianska strava; infekce mocovych cest; metabolicka nebo
respiracni alkal6za)

8.1.2 Stanoveni osmolality mogi

Osmolalita” mog&i zavisi na koncentraci vylu¢ovanych latek, obvykle je nepfimo
umérna diuréze.
Osmolalita zdravych: 500 - 850 mmol kg™ s extrémy 30 a 1200 mmol kg™.

Dobra koncentraéni schopnost ledvin - pfi omezeni pfijmu tekutin je osmolalita
alespori 850 mmol kg™.

Porucha koncentraéni a zred’'ovaci schopnosti ledvin - osmolalita moci =
= osmolalita ultrafiltratu ~ 290 mmol kg™

Princip stanoveni osmolality: osmometry vyuzivaji kryoskopie (méfeni snizeni
teploty tuhnuti roztoku)

Misto méfeni osmolality je mozno diagnostickymi prouzky stanovit hustotu
(objemovou hmotnost) , ktera zavisi na iontové koncentraci moci. Referencni
interval b&hem dne pfi normalnim pfijmu tekutin a potravy: 1015 - 1030 g I"*
(odpovida osmolalité asi 600 -1100 mmol kg™).

Provedeni (pomoci osmometru)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

" Molalita = latkové mnozstvi rozpusténé latky délené hmotnosti rozpoustédla
Osmolalita = celkové latkové mnozstvi osmoticky aktivnich €astic rozpusténych v kilogramu vody

" Hustota (objemova hmotnost) = hmotnost systému délena jeho objemem, termin specificka
hmotnost je nespravny a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ho nepouziva!





Hodnoceni

osmolalita > 800 mmol kg™ - v kterémkoli se sbiranych vzork(i mo&i béhem dne
znaci dobrou koncentraCni schopnost ledvin, jinak se
musi provést koncentracni pokus

Koncentracni pokus:

pacient vecefi bez piti, nepije celou noc

7:00 - vzorek 1 (ranni mocg)

podat intranazalné 3 kapky ADIURETINU" nas. gtt. sol. (15 mg desmopresinu)
odebrat Ctyfi 1hodinové porce moci v 8:00, 9:00, 10:00, 11:00

ve vSech vzorcich moci stanovit osmolalitu

porovnat osmolalitu s hrani¢ni hodnotou v tabulce, pokud je osmolalita

v kterémkoli vzorku > hrani¢ni hodnota je koncentracni schopnost ledvin dobra

V&k (roky) | Osmolalita mo&i (mmol kg™)
15-19 1086
20 - 29 1028
30 - 39 970
40 - 49 912
50 - 59 854
60 - 69 796

8.2 Stanoveni kreatininu v séru a moci

Kreatinin je anhydrid kreatinu, ze kterého vznika ve svalech. Do moci je vylu€ovan
prevazné glomerularni filtraci, jeho koncentrace v krvi a moci je dosti stala.

Kineticka metoda (méfeni béhem prvnich minut reakce).

H

|l |

/N—C NO, /N_C NO,

HN=— p HN=—C

\ ‘ Jaffého rgeakce \ ‘ —
l‘\l—CHz + ho— “N—no, OH > T—CH7\:>:
CH, CH, o

kreatinin NO, NO,

pikrova kyselina oranzoveé Cerveny produkt

" ADIURETIN nosni kapky obsahuje desmopresin (5 mg v jedné kapce); desmopresin (1-deamino-8-p-
arginin-vazopresin, DDAVP) je superaktivni analog vazopresinu s prodlouzenym trvanim ucinku a
vysokym stupném selektivity vici V,-receptorim (zodpovédné za antidiureticky ucinek), jeho
antidiureticky ucinek je 12 x vyssi nez u ADH (antidiureticky hormon, adiuretin, vazopresin)





Provedeni (viz skripta)

L - o DA
Vypocet koncentrace kreatininu v krevnim séru: ¢, = oA “— * Csrp
STD

DA....... rozdil absorbanci vzorku pfi 505 nm v ¢asech 120 s a 30 s po pfidani ¢inidla
(bezrozmérné Cislo)

DAstp...rozdil absorbanci standardu pfi 505 nm v ¢asech 120 s a 30 s po pfidani
Cinidla (bezrozmérné Cislo)

Cxeeeereens koncentrace kreatininu ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmol %)

CSTD...... koncentrace kreatininu v kalibraCnim roztoku (mmol dm nebo-li mmol I'l)

. . DA
Vypocet koncentrace kreatininu v moci: ¢, = — * Cqp * D
DA«
D.......... Cislo zfedéni (zfedovaci faktor), tj. kolikrat byl vzorek moci zfedén vodou

vyznam ostatnich symbolu viz vySe
Vypocet denni exkrece kreatininu:

denni exkr. kreatininu (mmol/den) = diuréza(l/den) * Cyeyirin (mo) (MMOI/T)

Pozor, koncentraci kreatininu v mog¢i dosazovat v mmol/l, nikoliv v mmol/l.

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem koncentrace kreatininu v séru pro

danou metodu 70 - 125 mmol I"* (muzi), 50 - 105 mmol I'* (Zeny).

~ kreatinin - (> 140 mmol I'Y) - ~ glomerulamni filtrace pfi akutni nebo chronické
insuficienci ledvin (praxe: vyhledavani nefropatii a sledovani jejich
prubéhu); postizeni kosterniho svalstva rozpadem (trauma, svalova
dystrofie)

Denni exkrece kreatininu: 9 - 16 mmol den™ (1,0 - 1,8 g den™), pfi dobré funkci ledvin

~ hmotnosti a aktivité svalstva, zavisi na véku a pohlavi, u daného jedince pomérné

stala hodnota (PP d& se vyuZit i na kontrolu zda pfi sbéru moci nedoslo k hrubé chybg).






8.3 Urceni velikosti glomerularni filtrace z kreatininové clearance

Velikost glomerularni filtrace (GF) zavisi na filtracnim tlaku, permeabilité glomerularni
membrany a velikosti filtracni plochy. Hodnota GF je méfena nepfimo jako tzv.
renalni clearance.

Clearance urcité latky je teoreticky objem krevni plazmy, ktery je za Casovou
jednotku €innosti ledvin této latky zcela zbaven.

Clearance latek prechazejicich pfi ultrafiltraci v glomerulech volné do primarni moci a
nesecernovanych ani nereabsorbovanych v tubulech se rovna rychlosti glomerularni
filtrace. Toto splfuji inulin, sinistrin a s urCitym omezenim kreatinin.

Inulin je fruktan, uZ se nepouZziva.

Sinistrin je taky fruktan ale na rozdil od inulinu ma vysokou rozpustnost ve vodeé a
lepSi stabilitu v zasaditém prostfedi. Stanoveni renalni clearance pomoci inulinu
nebo sinistrinu (INUTEST inj.) vyZaduje dosazeni jejich stalé plazmatickeé
koncentrace fizenou infuzi a kvantitativni odbér moc¢i vyplachem mocového méchyre
cévkou.

Kreatinin je endogenni latka, kromé glomerularni filtrace podléha ¢astecné (10 %) i
tubularni sekreci P kreatininova clearance (clearance endogenniho kreatininu) >
inulinova nebo sinistrinova clearance (tj. glomerularni filtrace). Vyhodou je, Ze diky
pomérné stalé koncentraci kreatininu v plazmé a moci neni tfeba provadét
kontinualni infuzi a neni tfeba zavadét cévku do mocového méchyre.

Odvozeni vztahu pro renalni clearance:

n=n,bPc*V, =c,*V, P GF»CIkrzvpzz—“*Vu
p

Mo latkové mnozstvi kreatininu v objemu plazmy V,, ktery byl od kreatininu za
gasovou jednotku zcela ogistén (mol s™)

Nyeeeenne latkové mnozstvi kreatininu v objemu definitivni mo¢i V, vylou¢eném za
gasovou jednotku (mol s™)

Cperevrnens koncentrace kreatininu v plazmé (mol I™")

Cleerernnns koncentrace kreatininu v definitivni moc¢i (mol I'l)

Voo objem plazmy od kreatininu zcela o&istény za éasovou jednotku (ml s™)

A/ objem definitivni mogi V., vylougeny za &asovou jednotku (ml s™)

Clir....... kreatininova clearance (ml s™)
GF....... glomerularni filtrace (ml s™)

Pozor, ¢, se udava v mmol I'Y, ¢, v mmol I'* - pfed dosazenim do vztahu nutno
prevést na stejné jednotky; V, se udava v ml den™ - pfed dosazenim do vztahu nutno
prevést na ml s™; pfi dodrzeni téchto zasad dostaneme GF v ml s™.

GF=Cl,,=Cl

inulin sinistrin

< Clkr

Cl........ renalni clearance pfisludné latky (inulinu, sinistrinu, endogenniho kreatininu)
-1
(mls™)





Korigovana glomerulami filtrace (na standardni télesny povrch 1,73 m?):

1,73

GF,, = GF*=>
S

kor

S télesny povrch vysetfovaného (m?)

Télesny povrch ur€ime bud z nomogramu podle vysSky a hmotnosti, nebo vypoctem:

S=0,167*vw*h

A hmotnost vySetfovaného (kg)
h......... vy$ka vySetfovaného (m)

4 Z hodnot zjisténych v Uloze 8.2 vypodcitejte hodnoty primérné 24h clearance
kreatininu za pfedpokladu, Ze télesny povrch pacienta je roven pravé vasemu.

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem kreatininové clearance (Cly,) korigova-
né na1,73m? 1,3 - 2,6 ml s™ (dospéli 20 - 60 let). Cly, zavisi na véku a pohlavi.
~ Cly - funkéni poruchy spojené s dehydrataci (prajmy, poceni, diuretika) nebo
s omezenym prokrvenim ledvin
Cl < 0,5 ml s™ - nedostateéna funkce ledvin
Clis < 0,15 ml s - selhani ledvin se véemi znamkami uremického syndromu

Pro spravné stanoveni Cly, je nezbytny korektni sbér moci (nutna dobra spoluprace
pacienta, jinak nema smysl vySetfeni provadét, protoze by dalo Spatné zavadéjici
vysledky) a spravné pfesné zmeéfeni objemu moci odmérnym valcem.





8.4 Vypocet podilu resorpce a exkreéni frakce vody

Tubularni resorpce vody (podil vody resorbovany z glomerularniho filtratu):

GF-V c
R(H,0) ==+ :1-C—p

u

GF-V,.. objem vody resorbovany hlavné v proximalnim tubulu (obligatné), ale i
v terminalnich oddilech nefront (fakultativné) za ¢asovou jednotku (ml s™)

Exkrec¢ni frakce vody (podil vody vylou¢eny do moci):

c

Vv
EF(H,0) = L

- p
CU

Plati:

R(H,0) + EF(H,0) =1

Pozor, ¢, se udava v mmol I'Y, ¢, v mmol I'* - pfed dosazenim do vztaht nutno
prevést na stejné jednotky; V, se udava v ml den™ - pfed dosazenim do vztah( nutno
prevést na ml s, tj. stejné jednotky jako GF.

4 Z hodnot ziskanych v uloze 8.2 vypoctéte podil resorbované vody a exkre¢ni
frakce vody.

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledkl s referenCnim intervalem celkové resorpce vody 0,985 - 0,997 (t;.
98,5 - 99,7 %).
~ R(H,0) - porucha regulace resorpce vody vazopresinem (diabetes insipidus)

Vzhledem k objemu primarni (glomerularni) moci (ij. filtratu krevni plazmy) = 180 | za
den se nepatrna zména podilu resorbované vody projevuje znacnou zménou diurézy.





Problémy souvisejici s timto tématem

4 1.

Pacient K. na internim oddéleni provadi sbér moci (24 h) a bude mu mimo
jiné stanovovana koncentrace kreatininu v moc¢i. Sbér zac¢al v 7 h rano,
prvni porci moci (190 ml) dal do sbérné nadoby, pokracoval dale cely den a
konCil druhy den opét v 7 h rano, pficemz tuto porci (120 ml) dal téz do
sbérné nadoby. Zméreny objem moci byl 1850 ml. Koncentrace kreatininu
stanovena v mog¢i tohoto pacienta byla 9,3 mmol I"!. Je mozné ze zadanych
udaju spravné vyhodnotit vylou¢ené mnozstvi kreatininu za den?

. Mlady muz (38 let) v podzimnim obdobi se citi unaveny, bere preventivné

davky vitamina (B-komplex, vitamin C). Pokuste se zamyslet, zdali tento
fakt mlze ovlivnit vzhled modéi a pfipadné néktera stanoveni provadéna
v moci.

. Pan B. byl hospitalizovan a v ramci vySetfeni ledvin mu byla sbirdna moc¢ a

odebrana krev na stanoveni kreatininové clearance. Hodnoty z laboratofe:
koncentrace kreatininu v séru 120 mmol I™*, koncentrace kreatininu v mogi
9,2 mmol I'* a denni diuréza byla 1620 ml. Vypogitejte clearance kreatininu
a vyhodnotte vysledek.

. Muz, 22 r, trpél 3 mésice Zizni, hodné pil a hodné mocil. Pfi biochemickém

vy$etteni byla glukéza v mogi negativni, glykemie nala¢no: 4,9 mmol I™%.
Osmolalita ranni mo¢i byla 330 mmol kg™. Byl proveden koncentraéni
pokus: v zadném ze vzorkd moci odebranych prvni az ¢tvrtou hodinu po
podani DDAVP nepresahla osmolalita 800 mmol kg™. Jaky zavér o
koncentracni schopnosti ledvin Ize ucinit?






Datum:

Jméno:
Skupina:

CVICENI 9: Vysetieni funkce ledvin Il

Uvod

Viz CVICENI 8: Vysetieni funkce ledvin |.

9.1 Dukaz proteinurie

Normalné pronika bazalni membranou glomerull do filtratu jen mala ¢ast
plazmatickych proteind, z nichz vétSina je resorbovana v tubulech B denné je v moci
nejvyse nékolik mg malo rozmérnych plazmatickych globulind o M;<60000 a
glykoproteint z epitelu dutého systému ledvin a vyvodnych cest, coz neni bé&Znymi
zkouSkami na proteinurii prokazatelné.

proteinurie = vylu€ovani vice nez 150 mg proteinl za den
fyziologicka (jde o glomerulami proteinurii, viz dale); neSkodna, zvl. u mladych osob
pfi zhorSeném prokrveni ledvin, napf. po télesné namaze, silnych emocich,
horecce, dlouhém stani (= ortostaticka proteinurie)
patologicka; pficiny:
prerenalni
renalni
postrenalni

Pfes den je vyluCovani proteini moci asi 2x vySSi nez v noci (zavislost na poloze téla
a namaze) P vySetfeni na proteinurii se musi provadét z prvni ranni moci, abychom
zachytili no¢ni klidovou proteinurii. Pfi pozitivnim vysledku vySetfeni nékolik dni po
sobé opakujme, abychom odlisili fyziologickou pfechodnou proteinurii od patologické.

Pfi zjiSténi proteinurie proveést nasledujici vysetreni:

hematurie
morfologické vySetfeni moCového sedimentu
mikrobiologické vySetfeni moci

podle potfeby:

- funkéni zkousky ledvin (glomerulérni filtrace, tubularni funkce)
kvantitativni stanoveni proteinurie (biuretova reakce)
urceni typu proteinurie (SDS PAGE = elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti SDS)

9.1.1 Prikaz proteinurie sulfosalicylovou kyselinou

COCH
OH

HO,S

5-sulfosalicylova kyselina

denaturuje bilkoviny — tvorba zakalu az srazeniny podle mnozstvi bilkoviny






Provedeni (viz skripta)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

pozitivni zkouska - pfi koncentraci bilkovin od 100 mg I
slabé pozitivni zkouska - slaby zakal, nemusi prokazovat proteinurii, potvrdit dalSi

zkouskou

negativni zkouska - dalSi zkousky se neprovadéji

9.1.2 Prikaz proteinurie diagnostickymi prouzky albuPHAN

tetrabromfenolova modr
3,3°,37,4,5,5",5",6-oktabromfenolsulfonftalein

Provedeni (viz skripta)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Indikaéni zéna na konci prouzZku je nasy-
cena tetrabromfenolovou modfi a kyse-
lym pufrem o pH=3. Tetrabromfenolova
modfF je acidobazicky indikator sulfofta-
leinového typu. Vykazuje proteinovou
chybu - tj. v pfitomnosti proteinu nabude
zbarveni odpovidajici vysSi hodnoté pH,
nez které v indikacni zoné prouzku zajis-
tuje pufr. Indikator je pufrovan na pH Zlu-
té formy a bilkovina posunuje zbarveni
do Zlutozelené az modré. Kromé toho ma
albuPHAN indikacni zénu na ur€eni pH,
ktera obsahuje smésny acidobazicky
indikétor.

Zdravi dospéli: do 150 mg den™ proteinti v mogi, z toho max. koncentrace albuminu
je 20 mg I"". albuPHAN indikuje albumin od koncentrace 100 mg I, na globuliny a





glykoproteiny je méné citlivy. Zluté zeleny odstin odpovidajici zbarveni mezi policky
srovnavaci stupnice ,neg.“ a ,300 mg I"** se hodnoti jako stopy.

FaleSné pozitivni vysledky: u pacientl uzivajicich IéCiva na bazi chininu a chinolinu,
v neobvykle alkalickych mocich (pH~8), v neutralnich koncentrovanych mocich

s vysokou pufraéni kapacitou. Test provést znovu s novym papirkem po okyseleni
moci nékolika kapkami zfedéné kyseliny na pH = 5 az 6.

9.2 Zjisténi krevniho barviva v moci

Moci zcela zdravych lidi se vylouc¢i az milién erytrocytl za den, coz nelze prokazat

béznymi chemickymi zkouskami.

hematurie = vyskyt vétSiho mnozstvi erytrocytll v moci; narGzovélé az masové zbar-
veni (spektroskopicky Ize prokdzat hemoglobin (Hb)), u masivni hemo-
globinurie az zbarveni ¢erného piva od hematinu (vznika degradaci Hb)

hemoglobinurie = pfitomnost volného hemoglobinu v moci

myoglobinurie = pfitomnost svalového myoglobinu v mo i

H, H,
CH, CH,
o-tolidin pseudopgoxidézové a_ktivita tolidinova modF
(3,3 -dimethylbenzidin) Erytr?,cytuf a hemoglobinu,
redoxni indikator ysely pur =
+ - Hzo +
|
O H
/ /
O O
H.C CH, H,C CH,
kumenhydroperoxid 2-fenylpropan-2-ol

Leukocyty (Leu) maji vysokou peroxidazovou aktivitu, nékteré baktérie obsahuji také
peroxidazu b pfitomnost Leu a nékterych baktérii v moci mize zpUlsobit pozitivitu
zkouSky na Hb i v jeho pfipadné nepfitomnosti. V tomto pfipadé zkousku zopakovat
z povaifenym vzorkem (inaktivace peroxidaz). Pokud by i potom vySel Hb pozitivni, je
skutecné pritomen (pseudoperoxidazova aktivita Hb zUstava zachovana i po
povareni).





Provedeni (viz skripta)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

negativni vysledek - Zluta indikacni zéna

pozitivni vysledek - Zlutozelena az modra indikacni zéna, intaktni erytrocyty zpuso-
buji nerovhomérné zbarveni - hematurii potvrdi nalez ¢etnych
erytrocytl v mocovém sedimentu

__citlivosti testu: pfitomnost vétSiho mnozstvi redukujicich latek - vitamin C (pfi vyso-
kém davkovani), uraty (v pfilis§ koncentrovanych mocich), gentisat (antirevmatikum).

Fale$né pozitivni vysledek: ptitomnost Fe**, I, stop silnych oxida¢nich &inidel
(desinfekénich prostfedku obsahujicich chlor, chlornan, chloramin).

9.3 Stanoveni bilkovin v moé¢i

Nalez bilkoviny v mo¢€i — vhodné stanovit celkové mnozstvi bilkovin vylou€enych za
24 h (fyziologické rozmezi 40 - 100 mg den™?, hraniéni hodnota je 150 mg den™).
Cast jsou bilkoviny plazmatické (albumin), &ast bilkoviny secernované v tubulech
(Tammauv-Horsfalliv protein).

PFi normalni diuréze je koncentrace bilkovin v moci tak nizka, Zze se béznymi

metodami viibec neprokazi.

Diagnostika proteinurii: stanovit hmotnostni koncentraci bilkovin v g I'*, p¥i znalosti
diurézy je mozno spogéitat ztratu bilkovin v g den™; je vyhodné
urcit spektrum vylu€ovanych proteinl k posouzeni selektivity
a k rozlieni plvodu proteinurie (elektroforéza v agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu, stanoveni albuminu a
b2-mikroglobulinu)

9.3.1 Kvantitativni stanoveni bilkovin v mog¢i biuretovym €inidlem

Bilkoviny v moci se vysrazeni kyselinou chloristou, pak se provede stanoveni
biuretovym Cinidlem. Princip biuretové reakce, viz CVICENI 7: VySetfeni bilkovin
v krevnim séru, uloha 7.1.

Provedeni (viz skripta)





.y , . , . A
Vypocet hmotnostni koncentrace proteinu v krevnim séru: ry =——* rsp

STD
Axevvvnnnnn absorbance vzorku pfi 545 nm (bezrozmérné Cislo)
Astp..... absorbance standardu pfi 545 nm (bezrozmérné Cislo)
Y hmotnostni koncentrace proteint ve vzorku (g 1)

rstp..... hmotnostni koncentrace proteinu v kalibraénim roztoku (g I'l)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Proteinurie:

mirného stupné - do 500 mg den™

stfredniho stupné - do 1500 mg den™

vyrazna - vice nez1500 mg den™; vice neZ 3,5 g den™ - nebezped&i vzniku nefrotic-
kého syndromu (proteinurie, hypoproteinemie (hypalbuminemie), periferni
edémy, hyperlipidemie)

9.3.2 Kvalitativni stanoveni bilkovin v mo¢€i elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu v prostredi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)
Princip a provedeni: viz videozdznam.

4 Vyhodnotte modelové elektroforeogramy a urCete pravdépodobny typ proteinurie.





Ke studiu: déleni proteinurii podle mista ptivodu

selektivni
1. Prerenalni
glomerularni
Renalni <

tubularni (kompletni, inkompletni)...
3. Postrenalni (subrenalni)

neselektivni

smiSena

4. Arteficialni

1. Prerendlni: pfi - plazmatické koncentraci nizkomolekularnich snadno filtrovatelnych proteinu,
jejichz filtrace mlze prekrogit reabsorpéni kapacitu proximalniho tubulu. V moci jsou monomery,
ev. dimery lehkych fetézcu imunoglobulind nebo hemoglobinu, nebo myoglobin.

2. Renalni, glomeruléarni: - permeability glomeruli b pfestup molekul bilkovin do glomerularniho
filtratu a odtud do moci.

selektivni: postizeni vnéjsi ¢asti bazalni membrany a podocytd, v moci je hlavné
albumin (M,=68000) a transferrin (M,=89000), bilkoviny s vétsi M, (zejména imunoglobu-
liny) nelze v mod&i prokazat
neselektivni: postizeni vnitini ¢asti bazalni membrany a mesangia, do moci kromé
albuminu a transferrinu pronikaji i proteiny s vétsi M,, predevSim imunoglobulin tfidy G
Renalni, tubularni: pfi poruSené zpétné resorpci profiltrovanych nizkomolekularnich bilkovin
v proximalnim tubulu (toxické poskozeni tubull, pyelonefritidy).
kompletni: vylu€ovany v8echny proteiny s M,=10000 az 70000 (a,-antitrypsin, ay-kysely
alykoprotein, protein vazajici retinol, b,-mikroglobulin)
inkompletni: v moci jsou tzv. mikroproteiny (inkompletni tubularni mikroproteinurie), tj.
proteiny s M,;=10000 az 40000 (a,-kysely glykoprotein, b,-mikroglobulin)
Renalni, smiSena: kombinace viz schéma, nejCastéji je u chronické renalni insuficience.

3. Postrenalni: pfi krvaceni, rstu malignich tumort a zanétech v moc€ovych cestach ¢i v moGovém
méchyfi.

4. Arteficidlni: pacient pfida do moci bilkovinu umysiné (obvykle vajec¢ny bilek).

9.4 Prukaz mikroalbuminurie

Zdravy &lovék - vyluSovani albuminu moéi do 30 mg den™

Mikroalbuminurie - >20 -100 mg I"* albuminu (M,=68000) v moéi (citlivé imunochemic-
ké testy), objevuje se v pocate€ni reverzibilni fazi nefropatie, je
zpUsobena malym zvySenim permeability bazalni membrany glo-
merult B - exkrece proteinl se stfedni M;, nejvice albuminu

Proteinurie - nad 100 mg I'* proteind v mogi (b&Zné méné citlivé testy).

Stanoveni se provadi v ¢erstvé ranni moci, po vylou€eni manifestni proteinurie.
Perzistentni mikroalbuminurie je potvrzena opakovanym pozitivhim nalezem ve dvou
ze tfi vySetfeni provadénych béhem jednoho tydne.

9.4.1 Dukaz mikroalbuminurie diagnostickymi prouzky Micral-Test Il

Stanoveni je zaloZzeno na kombinaci chromatografické a imunochemické metody

(detailni popis ve skriptech). Prouzky dodava Roche Diagnostics.

Provedeni (viz skripta)





Vysledky a hodnoceni (viz pravidla za ulohou 9.4.2):

9.4.2 Imunonefelometrické stanoveni mikroalbuminurie

Proteiny se stanovuji pomoci imunoprecipitace v roztoku s naslednym
nefelometrickym méfenim intenzity vzniklého zakalu nefelometrem Turbox®

Provedeni (viz skripta)

Vysledek a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s hraniéni hodnotou koncentrace albuminu v ranni mogi 20 mg I™*.
- albumin - pocatek poruchy glomerularni filtrace (napf. u diabetikd v disledku
neenzymoveé glykace kolagenu typu IV v bazalni membrané glomerulu,
u hypertonikl v dusledku zvySeného filtracniho tlaku)

9.5 Stanoveni mo€oviny v séru a moci

Mocovina: tvofi témér %2 neproteinovych dusikatych latek v krvi;
syntéza v jatrech z CO, a NH3 (z deaminace aminokyselin);
krvi se dostane do ledvin, je filtrovana v glomerulech, pfevazna ¢ast
mocoviny z glomerularniho filtratu je vylu€ovana v definitivni moci i kdyz
Vv ledvinach dochazi k recirkulaci mocoviny mezi sbéracim kanalkem a
descendentnim raménkem Henleovy kli€ky (spolu s aktivnim transportem
Na" a dal3ich iontu z tlusté ¢asti vzestupného raménka Henleovy klicky do
intersticia dfené se tato recirkulace podili na vzniku osmotické stratifikace
drené ledvin); mocovina je také zpétné resorbovana v proximalnim tubulu
<10 % mocoviny je vylu€ovano gastrointestinalnim traktem a kazi

Kineticka metoda (méfeni béhem prvnich minut reakce).
Opticky test (méfi se rychlost ubytku NADH ~ rychlost poklesu absorbance pfi 340 nm).





H,N-CO-NH, ureaza

mocovina + 2H0 » 2NH. 4+ COs”
(urea, karbamid)
COOH COOH
o=—c H,N—CH

glutamatdehydrogenaza (GMD) .
> CH, 4+ NAD" + H,0

CH, 4+ NH,” + NADH

CH, CH,
COOH COOH
2-oxoglutarat L-glutamét

Provedeni (viz skripta)

DA

X *

DA 4o

Vypocet koncentrace mocoviny v krevnim séru: ¢, = Csrp

DA....... rozdil absorbanci vzorku pfi 340 nm v ¢asech 30 s a 180 s po pfidani séra
(bezrozmérné Cislo)

DAsTp...rozdil absorbanci standardu pfi 340 nm v ¢asech 30 s a 180 s po pfidani
séra (bezrozmérné cislo)

Cxeveneeees koncentrace mocoviny ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmol 1)

CsTo......koncentrace mocoviny v kalibraénim roztoku (mmol dm™ nebo-li mmol 1)

, " DA
Vypocet koncentrace moc€oviny v moci: ¢, = “—* Cqp * D
DA 4o
D.......... Cislo zfedéni (zfedovaci faktor), tj. kolikrat byl vzorek moci zfedén vodou

(vétSinou 20x% - 50x), vyznam ostatnich symboll viz vySe

Vypocet celkového latkového mnozstvi moc€oviny vylou¢ené béhem 24 h:

celk. lat. mn. vylou¢. mocoviny (mmol/den) = diuréza (I/den) * Cpozovinamor) (MmMol/1)=

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):





Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem koncentrace mocoviny v séru

3,2 - 8,3 mmol I (muzi), 2,6 - 6,7 mmol I (Zeny).

Koncentrace mocoviny v séru zavisi na pfijmu bilkovin a pfi dobré funkci jater a
ledvin je odrazem katabolismu bilkovin.

Obvyklé vyluéovani mogoviny (denni odpad mo&oviny): 330 - 600 mmol den™ (20 -
35 g den™).
Zavisi také na privodu bilkovin potravou. Mocovina tvofi asi 84 % vSeho dusiku modi.

Ke studiu:

Pfi€iny - mocoviny:
prerenalni
renélni

Prerendlni: - odbouravani bilkovin (- katabolismus), nadmérny pfivod bilkovin, masivni krvaceni do
gastrointestinalniho traktu, intenzivni trénink sportovct B mirné — mocoviny (ale vyraz-
néjSi nez — u kreatininu), sou¢asné je vysoka koncentrace mocoviny v moci, ktera ma
vysokou osmolalitu

Renalni: zavazné poruchy funkce ledvin > znaéné - modoviny (desitky mmol I'"), retence modoviny a

jinych nebilkovinnych dusikatych latek vede ke vzniku syndromu uremie; pfi Spatném prokr-
veni ledvin v disledku dehydratace dochazi ke zvySeni zpétné resorpce mocoviny v proxi-
malnich tubulech (- moc&oviny az pfi — glomerularni filtrace o vice nez 70 %, u kreatininu je -
uz pfi— glomerularni filtrace o 50 %, proto je stanoveni kreatininu v séru leps$i pro véasné
rozpoznani selhani filtraéni funkce ledvin)

Pficiny  mocoviny:
nedostatek proteind v potravé
gravidita
téZké jaterni poruchy s rozvojem jaterniho kématu (neschopnost syntetizovat moc€ovinu se
sou€asnym - koncentrace aminokyselin a amoniaku v krvi)

9.6 Orienta¢ni hodnoceni dusikové bhilance

Dusikova bilance = rozdil mezi hmotnosti dusiku pfijatého potravou ve formé
proteind a aminokyselin do téla a hmotnosti vylou¢eného dusiku z téla

Hmotnost dusiku pfijatého potravou: N (gden™) = m,.(9) * 0,16

Mprot..... hMotnost pfijatych protein( 0,16.....prmérny obsah dusiku v proteinech

Hmotnost dusiku vylouceného moci a ostatnimi ztratami:

Nour (@den™) = (Cumen)mee ¥ Vy ¥ % * 0,028 + 1

(CurREA)mo..... koncentrace mogoviny v moéi (mmol ™)

AV diuréza (I den™)
84...vvvirnnnnn procentudlni zastoupeni dusiku z mo&oviny na dusiku vylou¢eném moci
0,028............ hmotnost dusiku (g) v 1 mmol mocoviny





Lo, ostatni ztraty dusiku stolici a potem (g den™)
PFi masivni proteinurii pfi€ist kK Nout: (rprot * 0,16 * V)

FPROT weerrrrrnnnnnaaaaans hmotnostni koncentrace proteint v moéi (g I™')

4 Vypoctéte odpad dusiku za 24 h na zakladé koncentrace mocoviny v moci
stanovené v uloze 9.5 (diuréza je uvedena na lahvic¢ce s moci).

A4 Zhodnotte dusikovou bilanci za pfedpokladu, Ze vySetfovana osoba pfijala
v potravé za den 80 g protein(. (Viz pravidla nize.)

Hodnoceni

Vyrovnana dusikova bilance: N\ = Nour, zdravy dospély za normalnich okolnosti
Pozitivni dusikové bilance: Ny > Nouyr, rostouci organismus, rekonvalescence;
zadouci navodit pfi chronické renalni insuficienci a
dalSich chorobé&ch
Negativni dusikova bilance: Niy < Nour, zdvazné poskozeni zdravi (tézké infekce,
urazy, operace, popaleniny, nedostatek protein(, hla-
dovéni); vlastni proteiny jsou zdrojem energie, odpad
dusiku jsou desitky g den™ b vyrazné ~ t&lesné hmo-
tnosti (ztrata 1 g dusiku ~ 6,25 g protein(, tj. 25-30 g
svalové hmoty)
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Problémy souvisejici s timto tématem

4 1.

Po sportovnim utkani stfedoskolskych tymua u vSech studentu byla
provedena orienta¢ni analyza moci pomoci diagnostickych prouzkd. U
vétSiny z nich byla zjiSténa bilkovina v moci. Jaky byste navrhli dalSi postup
a pokuste se naznacit mozné pficiny tohoto nalezu.

. U pani C. (65 kg), ktera je dlouhodobé hospitalizovana, je tfeba navodit

pozitivni dusikovou bilanci. V moc€i ji byla stanovena koncentrace moc&oviny
(220 mmol I'"), diuréza &inila 1450 ml, denni pfijem proteint byl 60 g.
Vyhodnotte, zdali u této pacientky bylo dosazeno pozitivni dusikové
bilance.

. Pan Y. (diabetik 1. typu, 45 let) se dostavil na pravidelnou kontrolu do

ordinace. Lékar odebral krev na stanoveni glykemie, glykovaného
hemoglobinu. Dale provedl vySetfeni moci diagnostickym prouzkem
pentaPHAN (Pliva-Lachema) s negativnim vysledkem ve vSech zonach (pH,
bilkoviny, glukdza, ketony, krev). Které dalSi vySetfeni moci byste u pacien-
ta doporucili v souvislosti s moznosti poSkozeni ledvin u diabetik(.

. Pani K . (85 let, diabeti¢ka s kardiomyopatii) byla pfevezena do nemocnice

s nasledujicimi pfiznaky: nevolnost, spavost, zmatenost, oligurie. PFi stati-
movém vySetfeni plazmy byly zjistény tyto hodnoty: glukéza 8,2 mmol I,
modovina 45 mmol I, kreatinin 350 mmol I, K* 7 mmol I, CK 1,2 mkat I,
albumin 30 g I'. Ktery z nalez( je nejvice alarmujici?

ref. interval plazmatického K*: 3,8 - 5,2 mmol I", hodnota nad 6,5 mmol I'lje indikaci
k hemodialyze, koncentrace 9 - 10 mmol I m(iZe vést k nahlé zastavé srdce na podkladé
fibrilace komor
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Datum: Jméno:
Skupina:

CVICENI 10: Zakladni chemicka kvalitativni analyza modi. Orientacéni
analyzy moc¢i pomoci diagnostickych prouzkt

Uvod

Zakladni chemické vySetfeni moci:
pH
osmolalita
proteiny
krev resp. hemoglobin
glukoza
ketolatky
ZluCové barvivo (bilirubin)
derivaty Zlu¢ového barviva (urobilinogen, urobilinoidy)

Jedna se o patologické soucasti moci. Citlivé metody je zachyti i v moc€i zdravého
Clovéka, proto se pouzivaji metody, které zachyti hledané latky az pfi prekro€eni jejich
fyziologického rozmezi.

Vysetreni se obvykle provadi diagnostickymi prouzky. Pfi pozitivnim vysledku mluvime
napf. o proteinurii, hematurii atd.

Kromé patologickych soucasti moci Ize prokazat napf. drogy nebo hormony pomoci
testd vyuzivajicich imunochromatografii.

10.1 Vysetireni moc¢i polyfunkénimi diagnostickymi prouzky

Polyfunkéni diagnostické prouzky PHAN (Pliva-Lachema) obsahuiji tyto indikacni zény:
hemoglobin/erytrocyty, ketony, bilirubin, urobilinogen, glukéza, bilkoviny, pH,
dusitany, askorbova kyselina, specifickd hmotnost, leukocyty.

vr  wawvos

Principy testd napsanych kurzivou budou probrany nyni.

pozn. Prouzky PHAN vyuzivaji pro zjiStovani bilirubinu a urobilinogenu v moci reakci s triazenem, ze
kterého se v kyselém prostfedi uvolfiuje vlastni inidlo diazoniova sul. Prouzky jinych vyrobct mohou
vyuZzivat stabilnich diazoniovych soli, jak bylo zminéno ve cvi€eni 5.
Cl

CHs Priklad triazenu na zjistovani bilirubinu.
- — Triazen je staly v alkalickém roztoku,
Cl N=—N-—N——-CH,COOH v kyselém prostredi se §t&pi na reaktivni
2,4-dichlorbenzendiazoniovy kation a
1-methyl-1-karboxymethyl-3-(2,4-dichlorfenyl)triazen N-methylglycin (sarkosin).
PFi dodrzeni reakéniho ¢asu umozniuji diagnostické prouzky proveést vizuélné
semikvantitativni stanoveni ur€ovanych latek na zakladé porovnani intenzity zbarveni
indikacni zény se srovnavaci stupnici. Prouzky k tomu uréené mohou byt hodnoceny
elektronicky méfenim reflektance.






Dusitany (Griessova reakce: diazotace a azokopulace s 1-naftylaminem, nebo jeji
modifikace)
diazotace

+ HCI, + HNO, (dusitany jsou N=NCI
v moci pfi bakteriurii, misto HCI

je v prouzku silné kysely pufr)
“2H,0 >

O =
' I
N

1-naftylamin naftalendiazonium-chlorid
NH, NH,
" i' azokopulace ] ]
1-naftylamin
+ - Hcl g N
N=N'cI N
naftalendiazonium-chlorid 4-[(1-naftyl)azo]naftalen-1-amin

(barvi indikacni zénu do rdzova)
Leukocyty (vyuziti esterazové aktivity leukocytl, zachyti intaktni i lyzované leukocyty)

OOC-CH-NH-SO, 4  HOOC-CH-NH-SO,

| T |
| CH indoxylesterdza z granulocytu | CH
: nebo histiocyti R + s
N - N
H H

indoxyl
_ CH, (3-hydroxyindol) CH, _
3-[(N-tosyl-L-alanyl)oxy]indol N-tosyl-L-alanin
OH azokopulace OH
| > |
+ N=—N R, _S4—N=N R,
N N
H H
indoxyl R, R,
(3-hydroxyindol) o o L azobarvivo barvi indikacni zénu
néjaka stabilni diazoniova sl bézovofialové





Askorbova kyselina (vyuZiti jejich silnych reduk&nich viastnosti)
askorbova kyselina + kyselina fosfomolybdenov&d — dehydroaskorbova kyselina + fosfomolybdenova modf

Negativni reakce: indikaCni zéna je zluta
Pozitivni reakce: zelenozZluté az zelenomodré zbarveni kombinujicim dvé barvy - Zlutou
moc¢ s modrym redukénim produktem

Vitamin C (askorbova kyselina) interferuje se stanovenim téch analytd, které je
zaloZeno na reakcich s H,O,. Kromé toho rozklada (redukuje) aryldiazoniové kationty i
stabilni diazoniové soli na produkty neschopné azokopulace.

Specifickd hmotnost (nespravny nazev pro hustotu nebo-li objemovou hmotnost)

Br Indikaéni zéna prouzku na stanoveni hustoty
obsahuje analyticky systém zaloZzeny na vyméné
kationt(l z mod&i za H ionty polyelektrolytu, coz je
Casto kopolymer methylvinyletheru s kyselinou
maleinovou. Vyménnou reakci uvolnéné vodikoveé
CH(CH;), ionty okyseluji slabé pufrovany acidobazicky
CH(CH,), indikator v alkalické formé. Indikator pfechazi,

0 o}
NV CH,
S<
0

v zavislosti na obsahu kationt v mogi (hlavné Na™,
OH K*, NH,", které jsou zastoupeny nejvice), do formy
bromthymolova modf kyselé za plynulé zmény zbarveni. Indikatorem je
3,3 -dibromthymolsulfonftalein nejCasté&ji bromthymolova modf s barevnym

pfechodem z modré do zluté pfi pH =7,6 - 6,0.
Barevna stupnice ma pro hustotu moci Skalu od modrozelené pres tmavé zelenou do
tmavé Zluté. Takto stanovena hustota nezahrnuje neelektrolyty glukézu, bilkoviny,
kreatinin, mocCovinu apod.

VysSetruje se vzdy jen €erstva moc¢ (nejpozdéji do 2 h po odbéru), sbirana do zcela
Cistych nadob, dobfe promichana, necentrifugovana.

Diagnostické prouzky na mo& dostupné v CR: PHAN (Pliva-Lachema), Combur-Test
(Roche Diagnostics), Multistix, Labstix (Bayer), Medi-Test Combi (Macherey-Nagel).
Principy stanoveni analytu jsou vétSinou stejné, na nasledujici strané je pfehled
informaci k prouzkim PHAN.





mmmmm Diagnostické prouzky PHAN® pro analyzu moce

Diagnostické prouzky PHAN® pro analyzu moce

Diagnostické prouzky PHAN® pro analyzu moce
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Prouzky pro specialni vysSetieni
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Reakéni zony | Vyhodnoceni Srovnavaci stupnice Princip reakce Citlivost Konvenéni Specificita reakce Interference
testu Si jednotky
po jednotky
Hemogk)bin g 10 ca50 ca.250
Ery/ul 50 . oxidace chromogenu organickym 0,3 mg/l 0,03 mg/dl specificka pro hemoglobin a kys. askorbova,
Erytrocyty cabls 10 @S0 s peroxidem v pfitomnosti hemoglobinu 5 Ery/ul myoglobin extrémné vysoka spec. hmotnost
Ery/ul
Ketony e oo s asm s o . . ) ) vysoka: kys. acetoctova Iéky nebo diagnostika na bazi fenolftaleinu
mmoll ca60s alkallgky pufr s nitroprusidem 0,3-0,5mmol/l | 3,0-5,0 mg/dl & aceton nebo sulfoftaleinu (Novopuren)
sodnym (Legalova reakce) vy . .
mg/d| Zadna: B-hydroxymaselna
Bilirubin 60 ‘ — K tri kvseld tredi 25-30ma/l | 0.25-0.30 ma/di specificka pro vysoké koncentrace kyseliny askorbové
arb.j. caous reakce s triazenem v kyselem prostredi 9 - 9,U Mg o0 - 9,90 Mg konjugovany bilirubin a urobilinogenu, svétlo
Urobilinogen womal 1N SU3 1026 202 bili &tlo, f idi
pmol/l ca60s reakce s triazenem v kyselém prostredi 6,0 umol/l 0,35 mg/dl urobilinogen, svetlo, fehazopyridin,
mg/d sterkobilinogen bilirubin
e wmad 2% ss s e . ; specificka pro D-glukézu vysoké koncentrace kys. askorbové, zbytky
G|ukols;la cab0s .. enzym;tlcka r:akce. glukosaoxidasa, 0,1 mmol/l 2 mg/dl gisticich prostfedki (peroxidy a jiné
mmo peroxidasa, chromogen oxidacni latky)
Bilkoviny w0350 10100 50500 tetrabromfenolova modf v pfitomnosti 0,14l 10 mg/dl specificka pro albumin, léky na bazi chininu a chinolinu, alkalické modi
g/l ca60s proteinll ma barevny pfechod pfi niz§im znacné nizsi pro jiné pH > 8, zbytky Cisticich prostfedk, desinfekéni
mg/dI pH (proteinova chyba indikatoru) nizkomol. bilkoviny prostiedky typu kvarternich amoniovych soli
S . C cizorodeé latky kyselé a alkalické povahy,
pH ca60s . .. smésny acidobazicky indikator stara moé (ma pH kolem 9,0)
_ . » specificka pro nitrity, vysoka koncentrace kys. askorbové, diuréza,
Dusitany ca60s modifikovana Griessova reakce 1,0 mg/I 0,1 mg/dl 70% pro bakteriurii fenazopyridin
Kyselina
askorbova mee 0610 LIZ0 2340 3460 redukce kyseliny fosfomolybdenové na 0,2 - 0,3 mmoll/l 3 -5 mg/dl e 1 s o , .
molll ca60s molybdenovou modF nespecificka redox. reakce redukujici latky v pfitomné modi
mg/dI
Specificka o o D e | jontova vymeéna a barevna zména vysoké koncentrace kyseliny askorbove,
hmotnost ca60s . . . acidobazického indikatoru pH > 6,5
e 025 s s enzymaticka reakce: esteraza Stépi granulocyty, intenzitu barevné reakce zvysSuje alkalické pH,
Leukocyty ca120s substrat na volny indoxyl, ktery dale 10 Leu/pl histiocyty vy$$i hustota moce a vysoka koncentrace
Leu/ul bilirubinu

reaguje s diazoniovou soli

— @) PLIVA Lachema

@ PLIVA Lachemq





Provedeni (prouzek ponofit, vyjmout, offit, polozit vodorovné, pockat na vysledek)

Vysledky:

Hodnoceni (jen bakteriurie a leukocyturie, ostatni uz bylo popsano v pfedchozich cvienich)

Bakteriurie (po&et baktérii vy$si nez 10°/ml mo&i; mo&ové cesty jsou normalné sterilni)
Test prokazuje dusitany, které nejsou normalné soucasti modci, ale které v moci vznikaji
pfi bakteriurii pdsobenim mikroorganism( Escherichia coli, Proteus, Klebsiella,
Aerobacter, Citrobacter, Salmonella a ¢aste¢né i plisobenim enterokok, stafylokoku a
pseudomonad na dusi¢nany (normalni slozka moci), které mikroorganismy redukuji na
dusitany (prikaz NO," Griessovou reakci).
Pfed vySetfenim na bakteriurii dodrzet:
pfedchozi den normalni dieta zahrnujici zeleninu > dostate€né mnozstvi NO3™ v moci
dostatecné dlouha doba retence moci v mocovém méchyfi (aspon 4 h)
vylouceni mozné antibakterialni 1éEby (snizuje pocCet baktérii v moci)
Vysledky:
- negativni (30 - 50 % pripadu bakteriurie - infekce baktériemi neredukujicimi NO)
pozitivni (50 - 70 % pfipadu bakteriurie)
faleSné negativni (pfi polyurii, Castém moceni, nadmérném lacnéni, hladovéni,
nadmeérnych davkach vitaminu C)
faleSné pozitivni (pfi bakterialni kontaminaci vzorku)

Leukocyturie (> 20 leukocytt/ml moci; pfi 10 - 20 leukocytd/ml moci znovu provést
vySetfeni s novou Cerstvou moci)

zanétlivé onemocnéni ledvin (pyelonefritida)

zanétlivé onemocnéni dolnich mocovych cest (cystitida, uretritida)
PFi pozitivnim nalezu stanovit proteinurii, hematurii, nitriturii, pH a provést mikroskopické
vySetifeni mocoveho sedimentu.
Abakterialni leukocyturie je pfi zanétech zpusobenych toxickymi latkami, infekcich
trichomonadami, viry, plisnémi.





4 Jaky vliv ma dlouhodobé skladovani moc&i na moznou pfitomnost erytrocytd, pfip.
leukocytd, baktérii, koncentraci glukozy, NO,", H', bilirubinu, urobilinogen(, acetoacetatu?

Ery, Leu
baktérie
Glc
NO2
o
bilirubin, urobilinogen
acetoacetat
10.2 Prikaz drog” v mogi
10.3 Priikkaz barbiturata v moci

Pro rychlou kvalitativni detekci uvedenych latek jsou v CR nejvice pouzivany testy
DynexTest® zaloZzené na imunochromatografickém principu.

Dostupné jsou testy pro jednotlivé drogy: opiaty (morfin/heroin), THC (marihuana),
amfetamin, metamfetamin (pervitin), kokain, PCP (fencyklidin), barbituraty,
benzodiazepiny, metadon (opioid).

Kombinovany test 5 drog: (amfetamin,metamfetamin, THC,opiaty,kokain).

Opiaty (morfin/heroin): detekce opiata a jejich metabolitd, které nachazime zvysSené v
moci jiz nékolik hodin po aplikaci a pretrvavaji zvySené 3 - 10 dnu.

THC (=tetrahydrokanabinol, v marihuané a hasisi): detekce THC a jeho metabolitd,
které nachazime zvySené v moci jiz nékolik hodin po koufeni marihuany a pretrvavaji
zvySené 3 - 10 dnu, u chronickych kufakul i nékolik tydnl po preruseni koureni.

’ drogy = omamné a psychotropni latky, droga ma psychotropni U¢inek a muze vyvolat zavislost
Iékopisny termin droga = upravena surovina nerostného, rostlinného ¢&i Zzivo¢isného pdvodu

anglicky termin drug = droga ve smyslu omamné a psychotropni latky; I€k; jed

Omamnymi a psychotropnimi latkami se zabyva zakon o navykovych latkach €. 167/1998 Sb., ktery ma
nékolik novel.

Omamné latky (3 skupiny): I. sk. - opioidy s vysokym potencialem zavislosti (morfin, aj.), Il. sk. - opioidy
s niz8im rizikem (napf. kodein), lll. skupina - latky, které se terapeuticky neuzivaji (napf. konopi, heroin)
Psychotropni latky (4 skupiny): I. sk. - silné halucinogenni latky (napf. lysergid = LSD, psilocybin), Il. sk.
- psychostimulancia s vysokym rizikem vzniku drogové zavislosti (napf. amfetamin, kokain, fenmetrazin,
methylfenidat), Ill. sk. - napf. barbituraty, IV. sk. - benzodiazepiny a néktera psychostimulancia s moznym
vznikem zavislosti pfi delSim pouzivani (napf. efedrin)

Léky obsahujici IéCiva, ze skupiny I. omamnych a skupiny Il. psychotropnich latek museji byt
predepisovany na evidované recepty a zadanky s modrym pruhem.






Amfetamin: detekce amfetaminu a jeho metabolitd, které nachazime zvy$ené v modi jiz
nékolik hodin po poziti, zvySené hodnoty nachazime v moci 1 - 2 dny.

Metamfetamin (pervitin): detekce metamfetaminu a jeho metabolitl, které nachazime
zvysené v modi jiz nékolik hodin po poziti a pretrvavaji zvySené 3 - 5 dnu.
Kokain: detekce kokainu a jeho metabolitu, které nachazime zvysené v modi jiz nékolik

hodin po poziti a pfetrvavaji zvySené 1 - 2 dny.

PCP (fencyklidin): detekce PCP a jeho metabolitt, které nachazime zvySené v modi za
4 - 6 hodin po aplikaci a pretrvavaji 7 - 14 dnu po poziti (median 10 dnu).

Barbituraty (pr. fenobarbital, aprobarbital): detekce barbituratl a jejich metabolitd,
které nachazime zvySené v moci jiz nékolik hodin po poziti, zvySené hodnoty
nachazime 4 - 7 dna.

Benzodiazepiny (pf. diazepam, flunitrazepam): detekce benzodiazepinu a jejich

metabolitll, které nachazime zvySené v modi jiz nékolik hodin po poziti, pfetrvava 3 - 5
dna.

Metadon (opioid): detekce metadonu, ktery nachazime zvySeny v modi jiz nékolik
hodin po aplikaci a pretrvava nékolik dnu.
Princip (imunochromatografie, viz skripta)

Provedeni (podrobné viz skripta)

1) naneseni vzorku moci 2) hodnoceni testu po 5 min (maximalné 10 min)
'
test
e . i = ML prouzky T, C negativni
@1_1 — Q prouzek C pozitivni
Zadny prouzek  neplatny

Nakresli si vzhled testu pro negativni, pozitivni a neplatny test (pozor je zde rozdil
oproti troponinu, myoglobinu, hCG, LH).





10.4 Detekce luteinizaéniho hormonu (LH) v mog¢i [ovulaéni test]

LH je gonadotropin s vyraznym narUstem jeden den pfed ovulaci, zvySena hladina je

v krvi a nasledné v modi, kde je detekovan. Testovani se provadi 5 dnu za sebou. Prvni
den testovani se urci z pfilozené tabulky na zakladé priimérné délky menstruacniho
cyklu nebo odedtenim 17 od primérné délky cyklu. Testuje se mo€ odebirana ve
stejnou dobu mezi 10. a 20. hodinou (rozdil od téhotenského testu detekujiciho lidsky
choriovy gonadotropin (hCG), kde se bere prvni ranni mog).

Princip testu je stejny jako pfi stanoveni troponinu prouzky Cardiac T, myoglobinu
prouzky Cardiac M, hCG téhotenskymi testy. Jde o chromatografickou detekci
sendviCového komplexu LH se dvéma specifickymi protilatkami.

Hodnoceni testu:

Pozitivni vysledek muze byt uz po 40 s, na potvrzeni negativniho vysledku pockat 10
minut.

dva prouzky - pozitivni test (testovaci prouzek musi byt stejné nebo intenzivnéji zbarven
nez prouzek kontrolni) P ovulace v nasledujicich 24 hodinach

jeden prouzek - negativni test (nebo je testovaci prouzek slabéji zbarven nez prouzek
kontrolni)

Zzadny prouzek - neplatny test

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1.V ordinaci praktického Iékare pfi preventivni prohlidce u slecny Ch. (20 let)
bylo provedeno vySetfeni moc&i pomoci diagnostického prouzku. Odecteny
vysledek: pH = 5, bilkoviny negativni, gluk6za negativni, ketolatky negativni,
urobilinogeny zvySené, bilirubin negativni. Co mohlo zpUsobit pozitivni nalez
urobilinogena?

4 2. U chlapce J. (14 let) se objevily potize s moCenim - paleni pfi moc€eni. Pfi
rychlém orientacnim vySetfeni moci bylo zjiSténo pH slabé kyselé, glukoza
negativni, ketolatky negativni, bilkoviny zvySené, leukocyty pozitivni, krev
pozitivni. Vysvétlete souvislost biochemickych nalezl s obtizemi pacienta.

bilkoviny

leukocyty

krev





4 3.V ordinaci praktického Iékafe byla u 40leté Zeny zjisténa proteinurie a
hematurie. Jaka dalSi vySetfeni by méla byt provedena?

4 4. Pani C. pfi bézné kontrole byla vySetifena moc€ diagnostickym prouzkem.
Lékare upozornila, Ze bere zvySené davky vitaminu C. ZvaZzte, zda pfitomnost
kyseliny askorbové v mo¢i mlze ovlivnit hodnoceni nékterych parametri?

vitamin C redukuje diazoniové soli b
vitamin C redukuje H,O, a organické peroxidy P

vysoké koncentrace vitaminu C okyseluji mo¢ P

4 5. Pacient K. Pfinesl na vySetfeni ranni mocC. Sestra se k jejimu vySetfeni dostala
az v odpolednich hodinach. Do té doby stala mo¢ v uzaviené lahvicce na
polici. Zéna prouzku albuPHAN pro detekci bilkovin vykazala pozitivni reakci,
z6na pro hodnoceni pH ukazala hodnotu 8. Je mozno uzavfit, Ze pacient ma
proteinurii? Je mozno uzavrit, Ze mo€ pacienta ma alkalickou reakci?






Datum:

Jméno:
Skupina:

CVICENI 11: Vysetieni pii urolitiaze

Uvod

urolitidza = tvorba a pfitomnost kamenu (konkrement() v mocovych cestach
urolit = moCovy kamen

PFiCiny vzniku urolitidzy: porucha metabolismu, infekce uropoetického aparatu.

SloZeni konkrementu: 1 nebo vice krystalickych nebo amorfnich latek + matrix
(zékladni hmota). Matrix je hlavné z glykoproteinu, pfedstavuje primérné 2,5 %
suché hmotnosti. Konkrementy jsou vétSinou smiSené (2 i vice typu hlavnich slozek),
jen asi ¥4 konkrementt je monomineralni. V minulém stoleti byla hlavni komponentou
konkrementd mocova kyselina, v sou¢asné dobé prevladaji oxalatové konkrementy
(asi ¥ vSech konkrementa).

Rizikové faktory urolitidzy:
- chorobné stavy (napf. dna)
nedostatecny pfivod tekutin
nedostatek pohybu
nadmeérny pfivod nékterych pozivatin (zivocisné proteiny, mlé¢né vyrobky,
Spenat, ¢okolada, kakao, silny ¢aj, alkohol) nebo nékterych 1€kl (napf. diuretika)

Hlavni komponenty moc€ovych konkrementu

Mineralogicky nazev Chemicky nazev Vyskyt jako sloZka (%)
hlavni vedlejSi
whewellit kalcium-oxalat monohydrat 57,4 82,6
weddellit kalcium-oxalat dihydrat 14,4 59,1
apatit nebo karbonatapatit | kalcium-fosfat (s OH nebo s CO;”) 8,4 27,8
struvit amonium-magnesium-fosfat hexahydrat 5,2 9,0
(,tripelfosfat”)

brushit monokalcium-fosfat dihydréat 0,4 0,5
uricit mocova kyselina 8,7 12,3

- mocova kyselina dihydrat 2,7 6,6

- monoamonium-urét 0,3 0,8

- mononatrium-urét 0,1 0,1

- cystin 0,3 0,3

Atlas moéového sedimentu On-line je dostupny na World Wide Web: <http://sediment.d2.cz/>.

Mo€ ma normalné kyselou reakci (bez infekce v moCovych cestach) b hlavni slozky
konkrementu jsou kalcium oxalat, mo€ova kyselina, uraty (vzacneé u cystinurie cystin).

Alkalicka reakce (pfi infekci mo€ovych cest baktériemi Stépicimi mocovinu - Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella) B infekéni kameny struvit, karbonatapatit, urat amonny.

PFi znalosti slozeni konkrementu mazeme vysvétlit jeho vznik a provadét prevenci
jeho opétovné tvorby.

Metody analyzy
chemicka - rychla, jednoducha, orientaéni (pocet komponent nemusi byt
aplny, jejich pomér se zpravidla nezjisti)





fyzikalni (mineralogické vysSetfeni) - infralervena spektrofotometrie,
polariza¢ni mikroskopie, rentgenova difrakce, termoanalyza

morfologicky popis - tvar, velikost, hmotnost, povrch, zbarveni; po roz&tipnuti
konkrementu - konzistence, homogenita, vrstevnatost, povrch lomu

11.1 Rozpustnost mocové kyseliny OH
PRy =5,4 pK,,=10,3
\ N~ | |N /
)\\ )\
HO” N7 N7 TOH
H
V nepolarnich rozpoustédlech: nerozpustna. mocova kyselina

M,=168,11
Ve vodé: 43 mg It = 255,8 mmol I

V roztoku 0 pH=5,4 (=pKa1(mozova kyselina)): [Nydrogenurat]/[mocova kys.] = 1/ 1", takze je
v 1 litru rozpusténo celkem 86 mg = 511,6 mmol moCové kyseliny (43 mg jako
hydrogenurat a 43 mg jako mocova kys.), v 1,8 | je tedy rozpusténo 154,8 mg = 920,8
mmol. Denné se vylouCi 500 az 800 mg = 2,97 az 4,76 mmol mocCové kyseliny, coz
daleko prevySuje mnoZzstvi moCové kyseliny v 1,8 | roztoku o pH = 5,4.

V_modi o pH = 6,4 je pomér [hydrogenurat]/[mocova kys.] = 10/1, takZe v 1 litru je
rozpusténo 473 mg = 2,81 mmol mocCové kyseliny (430 mg jako hydrogenurat a 43
mg jako moc€ova kys.), v 1,8 | je tedy rozpusténo 851,4 mg = 5,06 mmol.

VysSi hodnoty pH moci umoznuji vyloucit jesté vétsi mnozstvi moCové kyseliny aniz
by v roztoku precipitovala. Na skute¢nou rozpustnost mocCové kyseliny a jeji sklon

k precipitaci ma kromé pH vliv také pfitomnost dalSich sloZzek moci jako napf.
kalcium, natrium, fosfat, oxalat.

OH
N~ | N NaOH
)\\ )\ >
HO N N OH
H
mocova kyselina
suspenze ve vodé napis vzorec produktu,
popis vzhled roztoku ve zkumavce
HCI NH4CIl
napis vzorec produktu, napis vzorec produktu,
popis vzhled roztoku ve zkumavce popiS vzhled roztoku ve zkumavce

" Hendersonova/Hasselbalchova rovnice pro kyselinu mocovou:
[hydrogenurét]

H = pK :
P PR as Imoco va kyselinal

kde pKA1:5,4.





11.2 Ditkaz moéové kyseliny murexidovou reakci’

mocova kyselina nebo
purinovy alkaloid

»
»

»

oxidace purinové baze:
konc. HNO; nebo
KCIO; v HCI nebo
konc. H,O, v HCI

0]

o) o)
o) HO
HN + /I\Q
)\N o 0~ >N o
H H

alloxan dialurova kyselina

(imidazolovy kruh purinu se odboural)

0 O H 0
N
NH, HN >:o HN
> —
-2 H,0 O)\N H “«— O)\N
H O O H
- purpurova kyselina
0 O 4 0 0
N N
NH HN >:o HN NH
N «—
o N . H o) N~ 00 °N
H O O H H

murexid - fialovoCerveny

>

)

0] o H
HO N

HN >:O
)\ OH N
N %o "

alloxantin

@)
H
N
\ —O
N
H
@] HO

O]
NH,4

(amonna sl purpurové kyseliny)

pozn. sodna sul purpurové kyseliny je modrofialova

Vysledky:

" murexidovéa reakce = reakce na diikaz purinovych alkaloidti a mogové kyseliny

Jednim z meziprodukt( v reakci je alloxantin (uroxin), coz je

5,5'-dihydroxy-5,5'-bibarbiturova kyselina, pozor alloxanthin (oxipurinol) je 6-hydroxyalopurinol a neni
meziproduktem reakce. Nazev obou slouc¢enin se lisi pouze o pismeno h, ale jedna se o zcela odliSné
slouceniny! Viz databaze MeSH (Medical Subject Headings) NCBI (National Center for Biotechnology

Information) dostupna na <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.





11.3 Orienta¢ni chemicky rozbor moc¢ovych konkrementt

- je zaloZen na rozdilné rozpustnosti hlavnich sloZzek v kyselém a v alkalickém
prostfedi a na dikazu nékterych kationtl a aniont(

karbonaty - sou€ast karbonatapatitli, rozkladaji se zfedénou HCI za vzniku CO,
mocova kyselina - je nerozpustna v kyselinach

oxalaty a fosfaty kovu alkalickych zemin (Ca, Sr, Ba, Ra) - rozpoustéji se ve
zfedéné HCI (v slabé kyselém prostiedi vytvofeném pfidavkem koncentrované
CH3;COOH jen fosfaty) a alkalizaci roztoku se vysrazeji

cystin - je rozpustny v kyselinach i hydroxidech a srazenim se prokazuje jen obtizné,
alkalickou hydrolyzou v8ak poskytuje anion S*

DalSi dopliiujici vySetfeni moci: pH, v moci sbirané za 24 h diuréza, kalciurie,
oxalurie, urikosurie, popF. cystinurie.

DalSi dopliiujici vySetfeni séra: kalcium, fosfat, moCova kyselina.

Provedeni (viz skripta)

Vysledky:





Schéma orientaéniho chemického rozboru mocéovych konkrementu

rozpraskovany
vzorek

+ zied. HCI

zahfat

Sumi CO, nerozpustny zbytek ¢iry roztok nebo filtrat
+ NH3, pH>7
- pozitivni
Karbonaty murexidova reakce -
Karbonatapatit A s _ Ciryroztok
bila srazenina  (yratovy nebo cystinovy
kamen)

Mocova kyselina » pozitivni diikaz S*
Uraty Ca (+ octan olovnaty, NaOH, var,
— ztmavnuti pavodniho
vzorku od PbS)

+ konc. CH;COOH, pH < 7 l
Cystin
Ciry roztok krystalicka srazenina
Fosfaty Oxalét

~ 7

V obou pfipadech provést s pivodnim vzorkem
diikaz fosfatd molybdenovym &inidlem
(=molybdenan+konc.HNO3), var — Zluta sraz.
— fosfatovy kdmen (apatit, brushit, struvit)
nebo — smiSeny oxalatovy-fosfatovy kamen

doplnéni rozboru
dtkaz NH,": vzorek + zfed. NaOH (zahfat) — pary NH; (char. zapach, erv. navihéeny lakmusovy
papirek u Usti zkumavky zmodra)
dikaz Mg®*: vzorek + zied. NH; — bila sraz. Mg(OH), rozp. v roztoku NH,CI
vysledny roztok + roztok Na,HPO, — bila krystal. sraz. NH;MgPO,





Ke studiu:

Pri€iny vzniku kalciové urolitidzy

- saturace moci vapnikem, oxalaty (Stavelany), fosfaty (fosfore€nany)

b konkrementy: kalcium-oxalatové (whewellit, weddellit), kalcium-fosfatové (apatit, whitelockit,
brushit), karbonatapatit (dahlit - infekéni konkrement vznika v alkalické moci (pH>7), toto pH obvykle
vznika pfi mo&ové infekci)

Hyperkalciurie - vylugovani Ca®* > 7 mmol d™ pfi smidené diet&, > 4 mmol d™ pfi bezkalciové stravé
primarni - — vstfebavani Ca*" v tenkém stievé nebo porucha resorpce v tubulech ledvin
sekundarni - - plazmatického Ca®" nasledkem onemocnéni (hyperparatyredza, hyperfunkce
kiry nadledvin, poruchy metabolismu vitaminu D, stavy vedouci k mobilizaci vapniku z kosti
(hladovéni s ketoacidézou))

Hyperoxalurie - mirna (konc. oxalatl v moc¢i 0,4 - 1 mmol I'l), tézka (> 1 mmol I'l)
Stavelova kys. v mogi - 10 % z potravy, 30 % odbouranim vitaminu C, 60 % z metabolismu
aminokyselin (hlavné glycinu).
PFiciny mirné hyperoxalurie
nedostatedny prijem Ca®" v potravé (vytvaii se malo nerozpustného $tavelanu vapenatého)
poruchy ve vstfebavani mastnych kyselin ve stfevé (vazou Ca** b - resorpce volného oxalatu)
- pfijem oxalatu v potravé
Pricina téZké hyperoxalurie
dédiény defekt v metabolismu
Hyperfosfaturie - - fosfaty v moci, pfi poruchach resorpce fosfatd v tubulech ledvin z rdznych pficin
Pric¢iny vzniku infekénich konkrementu
infekce moc€ovych cest baktériemi §tépicimi mocovinu B - NH; B - pH P struvit, karbonatapatit
(dahlit), amonium-urat
Priciny vzniku uratové urolitiazy (konkrementy z mocové kys. a uratové konkrementy)
trvale kyselé pH = 4,8 - 5,5 (moc€ova kyselina vypadava z roztoku) a - vylu€ovani mocové
kyseliny pfi jeji endogenni nadprodukci (25 - 30 % pfipadu dny, terapie cytostatiky)
nadmeérny pfivod purinovych latek potravou (méné Casta pricina)
Pri€iny cystinové urolitiazy
nadmérné vylucovani cystinu do modi pfi cystinurii, zplsobené nedostate¢nou zpétnou
resorpci cystinu v tubulech b krystalizace Spatné rozpustného cystinu zejména v kyselé mogi

4 Které anionty a kationty jsou nejCastéji zastoupeny v mo€ovych konkrementech?

4 Rozpustnost kterych komponent mocovych konkrementu znaéné zavisi na pH modi?

4 Které konkrementy vznikaji v neinfikovanych mocich pfi pH = 6,0 - 7,0?





11.4 Stanoveni mocové kyseliny v séru a mog¢i

Mocova kyselina je kone€ny produkt odbouravani purinovych bazi u ¢lovéka a
lidoopu. VétSina savcl ma enzym urikazu (uratoxidazu) odbouravajici kyselinu
mocovou na alantoin (anglicky allantoin), u ryb se alantoin dale odbourava na
mocovinu a glyoxylovou kyselinu. Purinové baze pochazeji z odbouravani
nukleovych kyselin nebo z potravy. V ledvinach je mo€ova kyselina filtrovana

v glomerulech, v proximélnich tubulech je z 98 - 100 % zpétné resorbovana,

v distalni ¢asti proximalniho tubulu je opét ¢ast moCové kyseliny secernovana a
z tohoto secernovaného mnozstvi se v distalnim tubulu zase ¢ast resorbuje. (Na
transportu mocové kyseliny se uc€astni resorpni a sekre¢ni systémy organickych
kyselin.) Z celkového filtrovaného mnozstvi je nakonec vylouc¢eno do moci 6 - 12 %.
V plazmé je mocova kyselina vyznamnym antioxidantem.

Metoda end-point (do ustaleni reakéni rovnovahy).

OH

OH
N N urikaza, + 2H,0, + O, NH, N
)\\ | J\ > )\\ | J\ ™
-CO2, - H,0; HO” N7 >N ToH |
N o)

HO N N OH

H =S=0
mocova kyselina alantoin HO
OH -
| OH
0=S=0
O NH, HO
N \ + L peroxidaza, + 2 H,0,
CH, O N
4-aminofenazon \

N N
N CH,
TOOS ‘
N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidin CH,

Cervené zbarveny produkt
oxidaéni kopulace

V reakéni smési jsou dale: askorbatoxidaza - oxiduje askorbovou kyselinu na dehy-
droaskorbovou, askorbat by pfi koncentraci > 852 mmol I
ruSil stanoveni
hexakyanozZeleznatan draselny - katalyzator oxidace inter-
ferujiciho bilirubinu na biliverdin

Provedeni (viz skripta)





o . , L A
Vypocet koncentrace mocCové kyseliny v krevnim séru: ¢, = —— * Cq

ASTD
Axeeeennnnn absorbance vzorku pfi 546 nm (bezrozmérné Cislo)
Astp..... absorbance standardu pfi 546 nm (bezrozmérné Cislo)
Cerverenns koncentrace mocové kyseliny ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmol 1)

CsTo......koncentrace moc&ové kyseliny v kalibraénim roztoku (mmol dm™ nebo-li mmol I'%)

Vypocet koncentrace mocové kyseliny v moci: ¢, = A “— * Cqp * D
STD
DS Cislo zfedéni (zfedovaci faktor), tj. kolikrat byl vzorek moci zfedén vodou

vyznam ostatnich symbolu viz vySe
Vypocet latkového mnozstvi mocové kyseliny vylou¢ené moci za 24 h:

N4 (MMol/den) = diuréza(l/den) * €4 (m.) (MmMoOI/I)

Vysledky a hodnoceni (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem koncentrace mocové kyseliny v séru
200 - 420 mmol It (muzi), 140 - 340 mmol I* (Zeny).

hyperurikemie - primarni metabolicka porucha (nadmérna tvorba purint), - rozpad
nukleovych kyselin (u leukemie, 1éCby cytostatiky, radioterapie), retence uratu tj.
nedostatecné vyluCovani (funk&ni porucha ledvin)

P vylu€ovani mononatrium-uratu ze synovialni tekutiny — poskozeni kloubl —
rozvoj nemoci dna (arthritis uratica)

P u zna&ného podtu pacientu je uratova urolitiaza

Stanoveni mnozstvi mocové kyseliny vylou¢ené moci za 24 h - u zdravych lidi
zpravidla 2,4 - 3,5 mmol den™ (zavisi na mnoZstvi purind ve stravé).
pfi vyluSovani > 6 mmol den™ je aZ 50 % riziko vzniku urolitiazy

Stanoveni endogenniho uratu (pfi stravé s minimalnim mnoZstvim purinovych bazi).

PHmoe< 5 - - pravdépodobnost vzniku kamenl





Hyperurikemie mlze vyvolavat poskozeni ledvin, které spociva v ukladani krystalu
mocoveé Kkyseliny v ledvinnych tubulech nebo intersticiu.

Rezimova opatfeni pfi terapii hyperurikemie: vynechani alkoholu, snizeni hmotnosti,
omezeni pfijmu purinu.

Obsah purint u nékterych druhd potravin

Vysoky obsah purinl (mg/100 g) Nizky obsah purini (mg/100 g)
Kakaovy prasek 1900 Chléb 14
Sled, slanecek 800 Pecivo bézné 8
Sardelky v oleji 540 Orech 10
Brzlik teleci 400 Brambory 6
Sardinky 120 Vejce 2
Jéatra 95 MIéko 1
Ledvinky 80 Rajcata 4
Maso veprové 50 Jablka 1
Lusténiny 50 - 70 Pomerance 1

Problémy souvisejici s timto tématem

4 1. K |ékafi byl pfivezen pan S. s ledvinovou kolikou. Lékafi mimo jiné sdélil, ze
uziva dlouhodobé vysoké davky vitaminu C. Pfi vySetfeni se potvrdila
pFitomnost moCovych kamenu s obsahem oxalatu. Co maze byt pfi¢inou
tvorby kamenu u pana S.?

4 2. U pacienta C. byly odstranény mocCové kameny. Analyzou bylo zjisténo, ze
hlavni slozkou je moCova kyselina. Které potraviny by mély do budoucna
byt omezeny ve stravé pacienta?

4 3. Pani F. trpi lipidovou malabsorpci (porucha ve vstfebavani lipidu, do stolice
odchéazi nestraveny tuk a mastné kyseliny). Po ledvinové kolice u ni byla
zjisténa hyperoxalurie. Cim muzZe byt hyperoxalurie vyvolana? Jaka dietni
opatfeni by méla dodrzovat?






A4 4. U pacientky K. byla zji§t&na koncentrace kyseliny mo¢ové v séru 550 mmol I
Ktera dalSi biochemicka vySetfeni by méla nasledovat? Jaka dietni doporuce-
ni by méla pacientka dodrzovat?
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Datum:

Jméno:
Skupina:

postup traveni

CVICENI 12: Vybrana vysetieni traviciho traktu

12.1 Vybrana laboratorni vySetieni zaludku

Dutina ustni: slinna a-amylaza stépi Skrob z potravy (v Zaludku se a-amylaza inaktivuje).
Zaludek: zaludeéni stava pomoci HCI a pepsinu denaturuje a $tépi proteiny z potravy.
Pylorus (vratnik Zaludku): natravena potrava kasSovité konzistence (chymus) jde do duodena.
Duodenum (dvanactnik): sem se secernuje pankreaticka stava a zlu¢ b traveni:

- bilkovin (pankreatické endoproteinazy (trypsin, chymotrypsin, elastaza), exopeptidazy

(karboxypeptidazy), distalnéji enterocytové aminopeptidazy),
- lipida (zluGové kys. a fosflolipidy zluci - emulgace, pankreatické lipaza, fosfolipazy, cholesterolesteraza),
- polysacharid( (pankreaticka a-amylaza, enterocytové a- a B-glykosidazy).

Denné se vytvofi 2 - 3 | Zaludec€ni Stavy. V prazdném zaludku vznika stava o neutralnim
az slabé zasaditém pH slozena z hlenu, vody a iontd. Po pfijmu potravy jsou do
Zaludecni tavy secernovany enzymy a kyselina chlorovodikova (0,5 M) P pHsaugst=1
- 2 po smiseni s ostatnimi sekrety.

Zaludecni sliznice kryci (parietalni) - HCI (0,5 M), intrinsic (vnitfni) faktor (glykoprot., abs. B;,)

tubularni Zlazy E buriky vedlejsi - hlen (ochranné& funkce), HCO3
hlavni - pepsinogen (akt. HCI, autokat.), v pylorické ¢asti také vnitfni faktor

endokrinni bunky - gastrin a ostatni (para-)hormony

12.1.1 Stanoveni vydeje HCI zalude¢ni sliznici
Vydej HCI = mnozstvi HCI vyprodukované v urc€itém ¢asovém intervalu.

BAO (basal acid output): bazalni vydej kyseliny (nala¢no v klidovych podminkéach)
MAO (maximal acid output): maximalni vydej kyseliny (po intenzivnim podnétu)
PAO (peak acid output): vrcholovy vydej kyseliny (po intenzivnim podnétu)

Vydej HCI ovliviiuje aktualni aciditu zalude¢niho sekretu (hodnota pH), ale ta zavisi i
na dalSich faktorech (objem zaludecniho obsahu (nalacno = objem sekretu a
spolknutych slin), vazba H* iontd konjugovanymi bazemi, napf. glykoproteiny

v hlenovém sekretu). P Vydej HCI nelze ur€it z hodnoty pH Zaludecniho sekretu.

K uréeni vydeje HCI je nutné znat délku sbérného obdobi, objem Zaludeéniho sekretu
a jeho titraCni aciditu.

Doplfiujici udaje: pH zaludecniho sekretu, u nedostate¢né kyselosti pfitomnost
mlécné kyseliny.

lonty H" plni svou funkci v zalude&nim traveni pouze ve vy$sich koncentracich
(pH<3 ~ [H]>103M).

Odbér zaludecniho sekretu:

pacient 12 h pfed odb&rem nekoufi, neji, nepije

zavést nazogastrickou sondu (pfi pH>5 a zbarveni sekretu bilirubinem -
kontaminace duodenalnim obsahem - Spatna poloha sondy)

odcCerpat obsah zaludku - vylit

odc&erpat ve dvouminutovych intervalech vSechen zalude¢ni obsah - spojenim
porci vytvorit Etyfi patnactiminutové frakce B1, B2, B3, B4






podat podkozné pentagastrin (synteticky analog gastrinu) 6 mg/kg télesné
hmotnosti (pentagastrinovy test)

obdobné jako frakce B odebrat Ctyfi patnactiminutové frakce S1, S2, S3, S4
u v8ech frakci urcit: objem, pH (indikatorovym papirkem), titracni aciditu
(roztokem NaOH)

O o)
N/

HCI + NaOH — NaCl + H,O

S\O
O OH Titrace HCI v Zalude¢ni §tavé odmérnym roztokem NaOH

v pfitomnosti fenolové Cervené.

O Fenolova Cerven je acidobazicky indikator, pfechazi ze
Zluté do Cervené pfi pH = 6,8 - 8,0. Jako odmérny
roztok pouzivame 0,1 M NaOH (alkalimetrie). BEhem
OH titrace dochazi k neutralizaci HCI, jakmile se roztok
fenolova Cerveni jednou kapkou NaOH zalkalizuje, indikator nabude

fenolsulfonftalein trvale Gerveného zbarveni.

Provedeni (viz skripta)

Vysledky, u BAO, MAO, PAO, BAO/PAO téz hodnoceni (viz pravidla nize):

Frakce Objem sekretu | Spotfeba 0,1M NaOH Titragni acidita Latkové mnozstvi HCI
(V=[ml]) (V=[ml]) (c =[mmol I'l]) (n=[mmol/15 min]; n=c*V)

Bl

B2

B3

B4

S1

S2

S3

S4

BAO (mmol h™) MAO (mmol h™) PAO (mmol h™) BAO/PAO
(B1+B2+B3+B4) (S1+S2+S3+S4) 2*(Snmax*Sn+1(max)

Hodnota N, -, hodnota N, -, hodnota N, -, hodnota N, -

diagnéza diagnéza diagnéza diagnéza

Hodnoceni

Porovnani vysledku s fyziologickymi hodnotami vydeje HCI u zdravych osob (viz tab.).

Podminky Vydej HCI Objem sekretu | Titraéni acidita | Aktualni acidita | BAO/PAO
(mmol h™) (mlh™ (mmol I (pH) norma < 0,2
Bazalni 1-4 (BAO) 10 - 100 ~15 2
Po stimulaci | 10 - 20 (MAO) | 150 - 260 ~15 2
10 - 40 (PAO) 50 — 115 15-2






~ BAO - karcinom zaludku, pfip. i Zaludeéni viedy (vice viz nize)

- BAO - duodenalni viedy, zvlasté u Zollingerova-Ellisonova syndromu (recidivujici
viedova choroba + hypersekrece HCI + gastrinom (nador produkujici gastrin,
lokalizovan v D-burnikach Langerhansovych ostriivk( pankreatu nebo v aberantnich G-
burikach duodena, ze 60 % maligni, ze 40 % benigni))

Sekrece silné kyselého ZaludecCniho sekretu parietalnimi bunkami zaludecni sliznice je
zpusobena celou fadou mechanickych, latkovych a nervovych podnétu.
Pentagastrinovy test: posouzeni sekre¢ni funkce sliznice zalude¢niho fundu po
maximalni stimulaci injekEnim podanim pentagastrinu, vysledek testu odrazi mnozstvi
parietalnich bunék.

~ MAO (<10mmol h™) - hypacidita, anacidita (achlorhydrie) - hodnota pH sekretu ani
po maximalni stimulaci neni <5 - 6, znamka zavazného poskozeni zaludecni sliznice,
provazi dosti pravidelné karcinomy zZaludku a perniciézni anémii

- PAO - hyperacidita, ¢asty pravodni znak viedové choroby dvanactniku a
Zollingerova-Ellisonova syndromu

BAO/PAO > 0,6 - Zollingertv-Ellisonav syndrom (pomér BAO/PAO je -, protoze i

v bazalnim podminkach je gastrin — (produkce nadorem) a stimuluje parietalni buriky
Zaludecéni sliznice k sekreci)

12.1.2 Priikaz infekce Helicobacter pylori uredzovym testem

H. pylori - gramnegativni (G-) baktérie, ureazou $tépi mocovinu na amoniak a oxid
uhliity, amoniak chrani baktérii proti silné kyselé Zaludecni §tave, etiopatogeneticky
faktor viedové choroby.

Test:

biopticky vzorek + mocovina + fenolova ¢erveri — Cervené zbarveni (- pH od NHs, pozitivni vysledek)
— Zluté zbarveni (neutrdlni pH, negativni vysledek)

fenolova Cerven je v kyselém a neutralnim prostfedi Zluta, v alkalickém Cervena, viz vyse
Provedeni (viz skripta)

Vysledek (doporu¢eno hodnotit po 20 min, max. po 3 h):

pozn. faleSné negativni vysledek - krvacejici viedy, lé€ba antibiotiky, IéEba antacidy
faleSné pozitivni vysledek - jiné baktérie pfi prekroCeni testovaciho ¢asu 3 h

DalSi metody prukazu infekce H. pylori:
- Detekce specifickych gena H. pylori (cagA nebo ureC) v Zaludec¢ni stave,
v zaludecCni biopsii, ve stolici pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce).
Dechovy test s ureou, Uloha 12.3.
Histologické vySetfeni bioptickych vzorka.
Stanoveni protilatek v séru.
- VySetfeni antigenu H. pylori ve stolici.
Pro prikaz je optimalni vySetfeni nejméné dvéma metodami.





Ke studiu:

Dalsi vySetreni zaludku

Vysetieni gastrinu v séru (normalni hodnota nalaéno 25 - 115 pg mI™ = 25 - 115 ng I'")

- stanoveni metodou RIA (radioimunoanalyza)

mnohonasobné - gastrin (>200 pg mI™ asto i >1000 pg mI™) - gastrinom (nador pankreatu nebo
duodena produkujici gastrin), zplGsobuje Zollingertv-EllisonGv syndrom;

- gastrin — zmozeni krycich bunék — - sekrece HCI — &etné viedy, ztizeni neutralizace duodenalniho
obsahu — inaktivace pankreatickych enzymi — osmotické prajmy zpusobené nerozstépenymi slozkami
potravy

12.2 Laboratorni vySetfeni u onemocnéni pankreatu

Vysetreni pfi akutni pankreatitidé
Akutni pankreatitida je Zivot ohrozujici onemocnéni, protoze dochazi k aktivaci proteo-
lytickych enzyma pfimo v produkujicich burikach pankreatu, coz vede k jeho destrukci.

Stanovované pankreatické enzymy v séru na potvrzeni diagnoézy:
a-amylaza (AMS) - vzestup béhem 3 - 12 h po nastupu choroby, 25x- hodno-
ty, t, =6 - 12 b hladina v krvi rychle klesa, AMS Ize prokézat i v mogi, - hla-
diny se o nékolik hodin opozduje za - aktivity v séru
pankreatickd lipaza (LPS) - vzestup aktivity paralelné s aktivitou amylazy

Vysetreni pfi chronické pankreatitidé

Chronicka pankreatitida je onemocnéni pfi kterém postupné zanika tkan zajistujici
funkce pankreatu a je nahrazovana pojivem. Snizena €innost pankreatu se prokazuje
pfimymi a nepfimymi funk&énimi testy.

PFimy test: sekretin-pankreozyminovy test
12 h laénit
zaveést sondu do duodena a odcerpat obsah
podat sekretin i.v. 1 j./kg télesné hmotnosti (stimulace sekrece pankreatické
Stavy, pfedevsim jejiho mnoZzstvi a produkce hydrogenuhlicitanu)
v kratkych intervalech od€erpat duodenalni Stavu (1. sbérné obdobi 30 - 60 min)
na konci 1. sbérného obdobi podat pankreozymin (=cholecystokinin), - sekrece
pankreatickych enzymu, kontrakce zlu¢niku
znovu odc¢erpat duodenalni $tavu (2. sbérné obdobi)
stanovit v duodenalni stavé: 1. sbérné obdobi - V, c(HCO3)
2. sbérné obdobi - aktivita pankreatickych enzym{
c(HCO3) <90 mM - chronick& pankreatitida

Neprlmy test: NBT-PABA test (bentiromidovy test)’
podat NBT-PABA p.o. (chymotrypsin z néj v tenkém stfevé odstépi p-amino-
benzoovou kyselinu (PABA))
stanovit PABA po hydrolyze konjugatu s glukuronatem v 6h sbéru moci (PABA
se ve stfevé resorbovala do krve a pak se vyloucila mo¢i jako konjugéat s glukur.)
vylou€¢eni moc€i <30 % podaného mnozstvi PABA - pankreaticka insuficience

ty, = biologicky polo¢as, NBT-PABA (=bentiromid) - chem. N-benzoyl-L-tyrosyl-p-aminobenzoova kys.
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PABA (=p-aminobenzoova kyselina)
(|3 o (konjuguije s glukuronovou kyselinou v ja-
H trech pomoci amino nebo karboxylové
) _ skupiny, po hydrolyze konjugéatu v kyselém
NBT-PABA (=bentiromid) prostfedi je mozno PABA stanovit v mogi
(N-benzoyl-L-tyrosyl-p-aminobenzoova kyselina) fotometricky diazotani a kopulaéni reakci)

12.3 Dechové testy v gastroenterologii

Stanovuji pomér *CO,/**CO, (dCO;) ve vydechovaném vzduchu po peroralnim
podani latky znagené izotopem *3C". Podavana znadéena latka je specifickym
substratem enzymu, jehoz aktivita je mirou detekované funkce.

Metody stanoveni dCO,:
IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry) - izotopova pomérova hmotnostni
spektrometrie, staci nékolik ml vzduchu, draha metoda
NDIRS (Nondispersive Isotope-selective Infrared Spectroscopy) - bezrozptylova
izotopové selektivni infraCervena spektroskopie, zaloZzena na rozdilném
absorp¢&nim maximu obou izotopu uhliku v oblasti 4350 nm infragerveného
spektra, je tfeba 10 - 100 ml vzduchu, analyzatory jsou fadové levnéjsi, mensi,
nevyzaduji specialni obsluhu, vySetfeni se provani v rezimu POCT (Point Of
Care Testing) - vySetfovani v misté péfe o nemocného
optogalvanicky jev (vyuziva analyzator LARA) - plyn v trubici s elektrodami je
ozafovan laserem, souCasné se plynule méni vinova délka svétla, v okamzicich
absorpce svétla plynem prudce narusta proud prochazejici obvodem, priibéh
proudu v zavislosti na vinové délce je absorpéni spektrum plynu, které se u
2C0, a *CO;, lisi

Dechové testy pro testovani funkce pankreatu

Substraty jsou latky $tépitelné pankreatickou lipazou, napt. [*CIMTG ([**C]mixed
triglycerid) je triacylglycerol s [**CJoktanoatem v poloze 2 a stearatem v poloze 1 a 3.
Po roz$tépeni pankreatickou lipazou podiéhaji mastné kyseliny b-oxidaci a **CO,
pochazejici z [**Cloktanoatu je vyluSovan ve vydechovaném vzduchu.

" 12C a™®C jsou stabilni izotopy uhliku, jejich zastoupeni v uhliku je 98,892 % a 1,108 %.





Provedeni testu:
nalacno, vysadit pankreatickou substituci nejméné 24 h pfed zaCatkem testu
odebrat vzorek vzduchu pfed podanim testovaciho pokrmu
nepfima stimulace testovacim pokrmem (kukufi¢ny chléb s 50 g tuku do
kterého je pfidano 100 mg [**Cltriacylglycerolu)
odebirat vzorky vzduchu po dobu 6 h ve 30 min nebo 60 min intervalech
vyhodnoceni: kumulativni vydej za 6 h, ktery v procentech k podanému
substratu vyjadfuje miru pankreatické insuficience

Detekce Helicobacter pylori dechovym testem

[*CJUBT ([*3C]urea Breath Test) - dechovy test s mocovinou znaéenou uhlikem *C je
dnes povazovan za zlaty standard prikazu infekce zplisobené Helicobacter pylori.
Detekuje se znaceny oxid uhli€ity vznikly $t€penim znaceného substratu (mocoviny)
povrchovym enzymem ureazou baktérie Helicobacter pylori. Metoda z roku 1987 ma
fadu modifikaci liSicich se mnozstvim podaného substratu (50 - 100 mg), podanim
roztoku citronové kyseliny nebo pfirodniho pomeranového dzusu, ¢asovym
intervalem odbéru vzork( vydechovaného vzduchu.

Evropsky standardni protokol provedeni testu:
- nalac¢no (nejméné 2 h nejist, nepit, nekourfit)

odebrat 2 nebo 3 vzorky vydechovaného vzduchu do zkumavek (nutno zachytit
vzduch z konec¢né faze vydechnuti)
vypit 200 ml roztoku citronové kyseliny nebo pfirodniho neslazeného
pomerancového dZusu
za 5 - 10 min podat 100 mg [**C]mog&oviny (d&tem poloviéni davku 50 mg)
pfesné za 30 min odebrat 2 nebo 3 vzorky vydechovaného vzduchu do
zkumavek stejnym zpusobem jako na zacatku testu
analyza vzorku technikou IRMS
varianta protokolu pro IR-POCT  analyzatory se li$i pouze v tom, Ze vzorky
vydechovaného vzduchu jsou odebirany do sacku z hlinikové félie a jsou
analyzovany ihned v ambulanci nebo laboratofi a vysledek testu je znam jiz
béhem 10 minut

12.4 Test na okultni krvaceni v zaZzivacim traktu

Okultni (skryté) krvaceni je rannym pfiznakem zavaznych onemocnéni tlustého stfeva.
Umozniuje v€asné odhaleni kolorektalniho karcinomu v poc¢atecnich stadiich choroby,
kdy mikroskopické krvaceni muze byt dlouho jedinym pfiznakem tohoto zavazného
onemocnéni.

Princip detekce stop krve ve stolici:

Detekce hemoglobinu vznikiého hemolyzou krve pfitomné ve stolici. Barevna reakce je
stejna jako u prouzkd hemoPHAN, viz CVICENI 9: VySetreni funkce ledvin II.

" IR = infragerveny (infrared), ve spojeni IR-POCT se IR mysli infradervena spektroskopie v provedeni
NDIRS (zkratky POCT a NDIRS jsou vysvétleny na zacatku kapitoly 12.3)





Pacient provadi sam odbér vzorku stolice. Drzi se striktné navodu pro pouziti.

Provedeni
3 dny pfed odbéry nejist syrové a nedovarené maso, salamy, krev, jatra,
banany, listovou zeleninu, rajcata, fedkvicky, kien, kedlubny, neuzivat vitamin C
nebo acetylsalicylovou kyselinu
4. den po zah3jeni diety odebrat 1. vzorek, odebira se celkem 3 dny po sobg,
vzorky se davaji na vyznacena mista odbérovych karet, které se ulozi do
polyethylenovych sacku (vSe dle pfilozeného navodu)
v laboratofi zviCit oznaCenou rubovou cast karty kapkou vody, pfilozit prouzek
okPHAN, zbarveni detekéni zony porovnat s barevnou stupnici
(semikvantitativni hodnoceni)

Hodnoceni

pozitivni nalez - muze signalizovat skryté stadium kolorektalniho karcinomu, nutno
proveést podrobnéjsi vySetfeni gastrointestinalniho traktu

Test na okultni krvaceni je uréen pro bezpfiznakové jedince (nemaji potize sveédcici
pro rakovinu traéniku a konec¢niku).

U pacientd s pfiznaky neni tfeba vySetfovat test na okultni krvaceni, je tfeba provést
dalsi vySetieni, protoZe se nemusi jednat o rakovinu tracniku a koneéniku.

U kterych rizikovych skupin se u praktického Iékafe provadi test na okultni krvaceni?
bezpfiznakovi jedinci nad 50 let véku - 1x za 2 roky
bezpfiznakovi jedinci nad 40 let véku, pfibuzni I. stupné (j. rodiCe, déti a
sourozenci) pacientl se zjisténym karcinomem traéniku a konec€niku - 1% ro¢né
pacientky se zjiSténym nadorem prsu, délohy nebo vajecniku nezavisle na véku
- 1x ro¢né

V pfipadé, ze je test negativni, je tfeba provést ho znovu za jeden nebo dva roky podle
rizikové skupiny, ve které se dany jedinec naléza a to za pfedpokladu, Ze je v pribéhu
tohoto jedno- nebo dvouroéniho obdobi i nadale bezpfiznakovy.

Pravidelné provadéni testu u rizikovych skupin obyvatelstva v rAmci prevence vede ke
snizeni umrtnosti na kolorektalni karcinom, jehoz vyskyt v civilizovanych zemich stale
stoupa.





Problémy souvisejici s timto tématem

A4 1. Ktera latka je podavana pfi dechovém testu na prikaz Helicobacter pylori?
Pro¢ dochazi k jejimu Stépeni v pfipadé pozitivniho testu?

4 2. Jaky nalez (zvySeni, sniZeni, pozitivni, negativni) byste oCekavali u pacientky
pani F. s viedovou chorobou duodena? Uvazujte pouze o hodnoceni
Zaludecni stavy, Helicobacter pylori a gastrinu v séru.

zaludedni Stava

Helicobacter pylori

sérovy gastrin

4 3. Uvedte, jaka biochemicka vySetfeni jsou indikovana pfi podezfeni na akutni
pankreatitidu.

4 4. Uvedte pfiklady biochemickych testl pouzivanych pfi monitorovani chronické
pankreatitidy.

4 5. Pfi vstupni prohlidce (nastup do nového zaméstnani) byl vySetfen 30lety
muz. Ma byt soucasti prohlidky i provedeni testu na okultni krvaceni
v zazivacim traktu?






ADDENDUM: Referenéni hodnoty nékterych biochemickych parametru

Uvod

Jsou uvedeny referenéni intervaly, hrani¢ni hodnoty a kritické rozdily jednak pro analyty*,
které byly probirany na jednotlivych praktickych cviCenich, jednak pro nékteré dalsi.
Referen¢ni hodnoty analytll probirané na praktickych cviCenich jsou zvyraznény tuénym
pismem. V praxi je nutno pfihlizet k referenénim hodnotam udanym na vysledcich dodanych
pFisluSnou laboratofi, protoZze nékteré referenni hodnoty se mohou mezi laboratofemi
mirné liSit. Pfi rozboru krve se udavaji sérové, plazmatické nebo krevni koncentrace analyta.
(Zda se urCuje koncentrace v séru, plazmé nebo krvi je uvedeno v zahlavi tabulek nebo
pfimo za pfislusnym analytem v zavorce.) Pfi rozboru moci se udavaji mocové koncentrace
analyti nebo mnozstvi analytu vylou¢ené moci za 24 h. V zavéru jsou uvedeny také
hodnoty parametrt vybranych vySetfeni traviciho traktu.

Krev

Kationty, anionty, stopové prvky v séru

Analyt ref. interval

Sodik 135-146 mmol/l

Draslik 3,8-5,4 mmol/l

Chloridy 97-109 mmol/l

Vapnik 2,05-2,65 mmol/l

Vapnik ionizovany 0,95-1,30 mmol/l

Fosfat anorganicky 0,65-1,62 mmol/l

Hoi&ik 0,70-1,10 mmol/l

Zelezo 11-31 umol/l

Méd M 11,0-22,0 umol/l, Z 13,4-24,4 umol/l

Lipidy v séru

Analyt ref. interval hrani¢ni hodnota | kriticky rozdil

Celkovy cholesterol 3,6-5,2 mmol/l do 5,0 mmol/l 20 %

Triacylglyceroly 0,6-1,7 mmol/l do 2,0 mmol/l 65 %

HDL cholesterol M 0,90-2,60 nad 1,0 mmol/l | 25%
Z 1,16-2,60 mmol/l

LDL cholesterol do 3,0 mmol/l 25 %

Index ChO|Ce|k/HD|_Cho| do 5,0

Non-HDLchgl do 3,8 mmol/l

Apolipoprotein A | 1,15-2,00 g/l

Apolipoprotein B 0,80-1,20 g/l

Lipoprotein (a) do 0,3 g/l

Lipoprotein Al vice nez 0,42 g/l

Elektroforéza lipoproteinu

o-lipoproteiny (HDL) 23-46 %

pre-B-lipoproteiny (VLDL) | 3-18 %

B-lipoproteiny (LDL) 42-63 %

“ Analyt = latka nebo chemicka slozka, které je stanovovéna analytickym postupem.





Sacharidovy metabolismus

Analyt

ref. interval (Zilni odbér) | ref. interval (kapilarni odbér)

Glukoza (krev)

3,1-5,0 mmol/l 3,3-5,6 mmol/l

Glukéza (sérum, plazma)

3,3-5,6 mmol/l 3,9-6,3 mmol/l

Glukoza (krev, glukometr)

do 7,0 mmol/l

Laktat (plazma) 0,6-2,4 mmol/l
Diagn6éza DM
Plna krev (hranitni hodnoty) | Plazma (hrani¢ni hodnoty)
Zilni | kapildmi | Zilni | kapilami
Glukéza (nala¢no) 7 mmol/l 8 mmol/l
Glukdza (kdykoli po jidle) 10 mmol/l \ 11 mmoll/l 12 mmoll/l

oGTT (oralni glukézovy tolerancni test): 75 g glukozy ve 300 ml vody vypije
vySetfovany nalacno béhem 5-10 min. Krev se odebira nalacno za 1 a 2 hodiny. Udané
hodnoty koncentrace glukézy plati pro kapilarni krev (Zilni plazmu).

Hodnoceni Normalni Porusena glukézova | Diabetes
tolerance mellitus
Nalacno <6 mmol/l >6 mmol/l >7 mmol/l
Zalh <11 mmol/l >11 mmol/l >11 mmol/l
Za2h <8 mmol/l 8 -11 mmol/l >11 mmol/|
Analyt ref. interval hodnoceni
Glykovany hemoglobin HbA; | 4,5-7,0 % zdravy, slabiliz. diabetik
(krev) 28,5 % nedostatecné kontrolovany diabetes
Glykovany hemoglobin HbA;; | 2,8-4,0 % zdravy
(krev) <45 % vyborna kompenzace diabetu
4,5-6,0 % uspokojiva kompenzace diabetu
> 6,0 % neuspokojiva kompenzace diabetu

Enzymy v séru

Analyt

ref. interval

Alaninaminotransferaza ALT

0,1-0,8 ukat/l

Aspartataminotransferaza AST

0,05-0,72 pkat/!

Alkalicka fosfataza ALP

0,66-2,2 pkat/l (déti do 8 pkat/l)

Gama-glutamyltransferaza GMT

do 0,84 pkat/l

Laktatdehydrogenaza LD

3,5-7,7 ukat/l (ztoho LDs 6-16 %)

Kreatinkinaza CK

M 0,41-3,16 pkat/
7 0,41-2,83 pkat/l

Kreatinkinaza-izoenzym CK

-MB

0,4 pkat/l (podil CK-MB na CK do 6 %)

CK-MB mass do 5 pg/l
Cholinesteraza CHS 65-200 ukat/|
Kysela fosfataza prostat. ACP prostat. M do 20 nkat/I
Kysela fosfatdza ACP do 120 nkat/|
Amylaza AMS 0,50-1,83 ukat/I
Lipaza LPS 0,38-3,47 ukat/l






Bilkoviny v séru

Analyt ref. interval

Celkova bilkovina 65-85 g/l

Albumin 35-53 g/l

Elektroforéza bilkovin

albumin 52-70 %

al-globuliny 2-5%

a2-globuliny 5-10 %

B-globuliny 6-13 %

v-globuliny 10-19 %

Imunoglobulin G 8-18 g/l

Imunoglobulin A 0,9-4,5 g/l

Imunoglobulin M M 0,6-2,5g/l, Z0,7-2,8 g/l
Imunoglobulin D 4,8-100 kU/I
Imunoglobulin E do 150 kU/I

Lehké Fetézce Kappa 1,7-3,9 g/l

Lehké fetézce Lambda 0,9-1,9 g/l

Myoglobin (krev) M do 70 pg/l, Z do 60 g/l
Troponin | (krev) do 1,0 pg/l

Troponin T (krev) do 0,1 ug/l

Antitrombin Il (plazma) 0,21-0,30 g/l

Fibrinogen (plazma) 2,0-4,0 g/l

C-reaktivni protein do 6,0 mg/I

Transferin 2,0-4,0 g/l

Ferritin M 30-220 pg/l, Z 24-160 pg/l
Prealbumin 0,2-0,4 g/l
al-antichymotrypsin 0,3-0,6 g/l

ol-antitrypsin 0,7-2,7 g/l
o2-makroglobulin 1,5-4,0 g/l

C3 slozka komplementu 0,5-1,2 g/l

C4 sloZka komplementu 0,2-0,5 g/l

Ceruloplazmin 0,15-0,45 g/l

Haptoglobin 0,4-2,4 g/l

Orsomukoid 0,5-1,4 g/l

Dusikaté latky v séru

Analyt ref. interval

Mocovina M 3,2-8,3 mmol/l, Z 2,6-6,7 mmol/l
Kreatinin M 70-125 pmol/l, Z 50-105 pmol/|

Mocova kyselina

M 200-420 pmol/l, Z 140-340 umol/l

Amoniak (plazma) 12-50 pmol/l
Celkovy bilirubin 5-20 umol/l
Konjugovany bilirubin do 5 pmol/l






Aminokyseliny v séru

Analyt ref. interval
Tyrosin 40-81 pumol/l
Tryptofan 19-43 pumol/l

Fenylalanin (krev)

43-67 umol/l, sucha kapka do 3,0 mg%

Hemoglobin v krvi (glykovany hemoglobin viz sacharidovy metabolismus)

Analyt ref. interval
Hemoglobin celkovy 120-180 g/I
Oxyhemoglobin (arterialni krev) 94,0-97,0 %
Karbonylhemoglobin (dfive karboxyhemoglobin) 0,0-1,5 %
Methemoglobin 0,0-1,5%
Deoxyhemoglobin (arterialni krev) 0,0-5,0 %
Acidobazicka rovnovaha (krev)

Analyt ref. interval

pH 7,36-7,44
pCO, 4,5-6,1 kPa
pO; 9,4-14,7 kPa
HCO3 22-26 mmol/l
BE (base excess, nadbytek bazi) -3,0 az +3,0 mmol/l
T CO; (celkovy COy) 23-27,5 mmol/l
saturace O, 94-98 %
Hormony v séru

Analyt ref. interval
Tyroxin celkovy T4 60-160 nmol/l
Trijodtyronin celkovy T3 1,2-3,0 nmol/l
Tyreotropin TSH 0,25-5,0 mlU/I
Tyroxin volny 10,3-25,0 pmol/l
Trijodtyronin volny 4,2-8,1 pmol/l

Inzulin

nalacno do 27, po zatézi nad 35 1U/I

C-peptid

290-1320 pmol/l

Choriovy gonadotropin

netéhotné do 5 U/

Prolaktin PRL

M 3,0-17,0 ug/l, Z 3,0-19,0 pg/l

Luteiniza¢ni hormon LH

M 1,1-7,0 U/l

Z folikularni faze 2,5-12,1 U/l
Z stred 7,0-58 U/l

Z lutedini faze 1,0-15,5 U/l

Z postmen. 15-100 U/I

déti do 2,6 U/l

Folikuly stimulujici hormon FSH

M 1,5-9,7 U/l

Z folikularni faze 2-12 U/
Z sted 3-30 U/

Z lutealni faze 1,5-11 U/l
Z postmen. 21-130 U/l
déti do 5 U/






Hormony v séru (pokrac¢ovani)

Analyt

ref. interval

Estradiol E2

M 20-240 pmol/l

Z folikularni faze 10-590 pmol/l
Z stfed 680-1400 pmol/l

Z lutealni faze 120-740 pmoll/l
Z postmen. 20-141 pmol/l

Testosteron celkovy

M 6,9-28,1 nmol/l

Z ovulujici 0-3,5 nmol/l

Z hormonalni kontracepce 0-3,8 nmol/l
Z postmen. 0-2,8 nmol/l

Progesteron

M 0,09-0,19 nmol/l

Z folikularni faze 0,39-5,9 nmol/l
Z stred 3,5-76 nmol/l

Z lutedlni faze 3,5-76 nmol/l

Z postmen. 0,22-1,43 nmol/l

Z déti do 2,6 nmol/l

Sex. hormony vazajici globuliny SHBG

M 7,2-100 nmol/l

Z ovulujici 18,4-144 nmolll

Z hormonalni kontracepce 56,3-159 nmol/l
Z postmen. 20-142 nmol/|

Dehydroepiandrosteron sulfat DHEAS

M 2,17-15,2 umol/l, Z 0,95-11,7 pumol/l

Parathormon

1,3-7,6 pmol/l

Kortizol dopol. 140-700 nmol/l, odpol. 70-350 nmol/I
Erytropoetin 2,5-30 1U/I

Vitaminy v séru

Analyt ref. interval

Vitamin Bi, 180-900 ng/I

Folat 2,5-17 g/l

B-karoten 1,17-3,40 pmol/l

Léciva v séru

Analyt terapeutické rozmezi koncentraci l€Civa
Digoxin 1,0-2,6 nmol/l

Lithium 0,6-1,2 nmol/l

Theofylin 55-111 pmol/l

Karbamazepin 20-40 pmol/l

Fenytoin 40-80 pumol/l

Fenobarbital 85-172 umol/l

Vankomycin vrchol 20-40 mg/l, toxicita nad 40 mg/I






v

Mo¢

Semikvantitativni stanoveni diagnostickymi prouzky

Analyt ref. interval
Hemoglobin/Erytrocyty do 5 Ery/ul

Ketony do 1,5 mmol/l

Bilirubin do 3 mg/l

Urobilinogen do 17 umol/l

Glukéza do 2 mmol/l

Bilkoviny do 100 mg/I

pH 5,5-6,5 (krajni meze 4,5-8,0)
Dusitany do 1 mg/l

Askorbova kyselina

negativni do 0,6 mmol/l

Hustota

1,015-1,030 g/cm”®

Leukocyty do 20 Leu/pl
Kvantitativni stanoveni
Analyt ref. interval
Sodik 130-196 mmol/den
Draslik 38-64 mmol/den
Chloridy 170-250 mmol/den
Vapnik 2,5-7,5 mmol/den
HorCik 3-6 mmol/den
Fosfat anorganicky do 32,0 mmol/den
Mocovina 330-600 mmol/den (20-35 g/den)
Osmolalita 500-850 mmol/kg
(extrémy 30-1200 mmol/kg)
Kreatinin 9-16 mmol/den (1,0-1,8 g/den)
Kreatininova clearance 1,3-2,6 ml/s
Tubularmi resorpce vody 98,5-99,7 %
Exkre€ni frakce vody 0,3-1,5 %

Mocova kyselina

2,4-3,5 mmol/den

Amylaza 0,53-10,7 pkat/l
Myoglobin do 20 pg/!
Glukéza do 0,8 mmol/l

Celkova bilkovina

do 100 mg/l, do 150 mg/den

Mikroalbuminurie

do 20 mg/l, do 30 mg/den

Kortizol 220-1100 nmol/den
pH 5,5-6,5 (krajni meze 4,5-8,0)
Objem moci 1000-2000 ml/den

Hamburgerlv sediment

erytrocyty do 2000/min
leukocyty do 4000/min
hyalinni valce do 60/min
ostatni valce nepfitomny






Zaludeéni sekret

Vydej HCI Zaludecni sliznici ref. interval
BAO (basal acid output) 1-4 mmol/h
MAO (maximal acid output) 10-20 mmol/h
PAO (peak acid output) 10-40 mmol/h
BAO/PAO do 0,2

Testy pfi chronické pankreatitidé

Test

normalni hodnoty

Sekretin-pankreozyminovy

HCO3 (duodenalni stava) nad 90 mmol/l

Bentiromidovy (NBT-PABA)

p-aminobenzoova kys. (mo¢) vylou€eni
nad 30 % podaného mnozstvi






