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Abstrakt

Ve své bakai&ské praci se &nuji problematice vySeébvani biochemickych
markei, které se spotm¢ s métenim obvodu pasu a vysSky krevniho tlaku pouzZiviagi p
diagnostiku metabolického syndromu. V teoreti¢ksti bakaléské prace je definovan
pojem metabolicky syndrom. P@ém¢ podrobi jsou popsany kapitoly o vygehi
glukézy a krevnich lipid, v¢etré metod vyuZivanych pro jejich stanoveni. Velka
pozornost byla row¥ vénovana preanalytickym faktiom, které se vyznamdnpodileji

na spravnosti laboratorniho vy&asii.

Praktick&¢ast bakaléské prace je zatena na ziskani praktickych dovednosti
pii praci s biologickym materidlem v laborétdlinické biochemie a osvojeni prindip
laboratornich metod. V biochemické labotatoaboma s.r.o. ¥eskych Budjovicich
jsem pod odbornym dohledem vy#etlO0 vzorki vendzni krve, u kterych jsem
stanovoval koncentraci glukézy nate, triacylglycerok a HDL cholesterolu. Vlastni
meéteni vzorki jsem provad na biochemickém analyzétoru Cobas Integra 80@doet
absorgni spektrofotometrie. Nag#hené laboratorni hodnoty byly statisticky zpracovany
a po konzultaci s vedoucim prace byly interpretgvdraboratornim vySégnim bylo

prokézano, Ze kritéria metabolického syndromu®glo 21% Zen a 15% miz



Abstract

In my Bachelor’s thesis | dealt with the issueirofestigation of biochemical
markers, which are used for diagnostics of metabadyndrome along with
measurement of waist circumference and level oddloressure. In the theoretical part
| defined the term metabolic syndrome. Chaptersibglucose and blood lipids tests as
well as methods used for their determination aszleed in detail. Great attention was
also paid to preanalytical factors, which signifitg share of the accuracy of laboratory

test.

Practical part of the Bachelor’s thesis is focusedcquisition of practical skills
in work with biological material in the laboratorgf clinical biochemistry and
acquisition of principals of laboratory methods.dén professional supervision in the
biochemical laboratory Laboma s.r.o. (reské Budjovice, | tested 100 samples of
venous blood, where | determined concentrationastirig glucose, triglycerides and
HDL cholesterol. The measurement was carried ouherbiochemical analyzer Cobas
Integra 800 by the method of absorption spectraphetry. Measured laboratory
values were statistically processed and they wasgpreted after consultation with the
supervisor of the Bachelor’s thesis. The laboratests showed that the criteria of

metabolic syndrome applied for 21% of women and Ds¥hen.
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UvoD

V poslednich patnacti letech doSlo v mnoha rozyiclu zemich zejména v USA
a nekterych evropskych statech k vyznamnému snizerdidaaskularnich chorob na
celkové umrtnosti. fes veskeré ugphy a pokroky sotasné lékeské edy jsou nemoci
ob¢hové soustavy n&psejSi piicinou umrti a hlavni ficinou nemocnosti a invalidity
swtové populace. Zakladem jejich vzniku je aterosktara jeji komplikace {pdevsim
angina pectoris, infarkt myokardu, cévni mozkoti@qda, ischemicka choroba dolnich
konrcetin). Ri sledovani iznych ¢initela na vznik aterosklerézy se zjistilo, Z&které
prispivaji k jejimu vzniku a rozvojigin fikame rizikové faktory. Saasna preventivni
kardiologie se zatfovala na #i zakladni neboli standardni rizikové faktory pro
kardiovaskularni nemoci, mezi které ipdtoureni, LDL cholesterol a krevni tlak. Na
zaklad statistickych vypéti bylo zjiS€no, Ze prav tyto rizikové faktory byly
zodpowdné za vznik 70 — 80% kardiovaskularnidfhpd. V poslednich 20 letech se
vSak dostaly do pdpdi nové rizikové faktory, které se veltasto vyskytuji spolné a

nazyvame je souhrnnym pojmem metabolicky syndrom.

Lékae vedou ke stanoveni diagndzy metabolického syndrodilezité
laboratorni hodnoty hladin krevnich fula cukru v krvi, které se vyhodnoti spaie
s obvodem pasu a vySkou krevniho tlaku. ProtoZeremt této prace je budouci
zdravotni laborant, bude jej¢ziS soustedno na biochemické vydeni glukézy a

krevnich tuk a laboratorni metody pouZzivané pro jejich stanaven

12



1. Soucasny stav

1.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom, téZ ozéavany jako syndrom inzulinové rezistence,
piedstavuje soubor typickych rizikovych fakiprkteré secasto vyskytuji spolka¢ a
které ve sveémitsledku vedou kigdiasnému rozvoji aterosklerozy a jejich komplikaci
a k rozvoji diabetu mellitu 2. typu. Je charakteviany hyperinzulinémii, abdomindlni
obezitou, arterialni hypertenzi, poruchou gluk6zonémeostazy, dyslipidémii,
hyperurikémii, poruchou hemokoagulace a endotélid@ysfunkci. Vyskyt tohoto
onemocgni celos¥tové nariista, a to zejména v souvislosti s nezdravym Zivotni

stylem obyvatelstvéRosolova, 2011)

Metabolicky syndrom ma multifaktorialni etiologiNa jeho vzniku se podili
genetickd predispozice v kombinaci s nezdravymtaivo stylem, pro ktery je typicky
sedavy zpsob Zivota a fijimani vysoce energetické stravy bohaté nadsre tuky a
jednoduché cukry. Takové Zivotni navyky vedou d&rhadni prebyt&né energie
v podolg tukoveé tkag a u jedind s genetickou predispozici se hromadi tukisea
biiSnich organech a vytiiase abdominalni obezita, které je spojena s vysokyikem
vzniku ateroskler6zy a jejich komplikaci na jedrtéarg, ale i rizikem poruchy
gluk6zového metabolismu az diabetu 2. typu na Stamhé(Rosolova, 2011)

Tabulka 1 Harmonizovana definice metabolického syndromu

Metabolicky syndrom — p Fitomnost t ¥i a vice rizikovych faktor G

Obvod pasu muzi =102 cm, Zeny = 88 cm

Krevni tlak >130/=85 mm Hg

Glykéza nalacno = 5,6 mmol/l

Triglyceridy = 1,7 mmol/l

HDL cholesterol muzi < 1,0 mmol/l, Zzeny < 1,3 mmol/l

(Zdroj: Rosolova, 2011)
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1.2 Glukoza

Cukry jsou nedilnou sa@asti vSech Zivych organismJde o fiznorodou skupinu
organickych latek, které jsou pro naSeiky nejsnaze ziskatelnym a nejpohaféim
zdrojem energie. Jsou také zakladnim stavebnim kemegkterych makromolekul
(nag. glykoproteiri, glykolipidi, nukleovych kyselin). V fjaté potra¥ je nachazime
ve forme polysacharid (Skrohi) a disachari@l. Tyto cukry jsou v zaZivacim traktu
rozkladany na cukry jednoduché, a to na glukoézuktfrzu a galaktozu. Vzniklé
monosacharidy jsou kikami tenkého $eva resorbovany do krevni &istevnich
vlasenic, odkud jsou odvéaahy do vratnicové Zily a nakonec do jater. Pak poidieni
hladiny glykémie jsou transportovany do tkani, lgebiha jejich metabolismus. Pro

nas organismus ma zakladni fyziologicky vyznam gha{Trojan, Schreiber, 2007)

C CH,CH
H—C—0H Q
H H
H0—¢|:—H
H—C—OH HO\OH  H/CoH
CH,OH
Obr. 1 Fischetiv vzorec glukézy Obr. 2 Haworthiv vzorec glukozy

Glukoéza je jednoduchy Sestiuhlikaty cukr obsazekyvi ¢loveéka. Je hlavnim,

Mrivrw s

Pro mozek aervené krvinky pedstavuje glukdza prakticky jediny zdroj energia. Z

fyziologickych okolnosti organismus ziskava gluké&smito zpisoby:
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* Prisunem z w)Siho prostedi— glukdza je fijimana potravou bdi jako volna,
nebo jako sothst disacharitl a polysachari@l Z traviciho traktu se do krve

vstrebavé pouze volna glukoza.

» Glykogenolyzou— metabolicka draha,fip které molekula glukézy vznika
Stpenim jaterniho glykogenu. Zasoby glykogenu jsaiehy hlavi v jatrech

a @i¢né pruhovanych svalech.

* Glukoneogenezi— metabolickd draha syntézy glukézy z necukernych
prekurzofi nag. z glykogennich aminokyselin (zejména alaninu)sétiny
mléiné, glycerolu atp. Pigbna energie pro tuto syntézu se bere z beta axidac

mastnych kyselin s naslednou tvorbou ketoléhdusil, 1994)

1.2.1 Biochemické testy

1.2.1.1Glykémie

Z&kladnim biochemickym vy&enim je stanoveni hladiny glukézy v krvi. Toto
vySeteni nas informuje o aktualnim stavu glukézové hastéery. Stanoveni glykémie
ma vyznam pedevSim pro prevenci, diagnostiku a dlouhodobéostai pacierit
s diabetem mellitem. Glykémii iieme vySéit z kapilarni krve nebo vendzni krve,
vlastni stanoveni se provadi v plné krvi, séru nplaan®. Pro spravnou interpretaci
glykémie je dlezité mit na pawti, Ze referetbni hodnoty se liSi podle typu
analyzovaneho materialu. VSeob&ga znamo, Ze v celé krvi je koncentrace glukdzy
fyziologicky niZSi nez v plazen(séru), a to vikledku rozdilnych koncentraci vody

v obou materialech{Ferercik et al., 2000)
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Z hlediska hodnoceni glykémie rozeznavame:

* glykémii nalacno — odlEr se provadi minimathpo 8 hodinovém kméni;
* glykémii postprandiélni— odlEr se provadi 1 hodinu po jidle;
* nahodnou glykémii— odkEr se provadi kdykoliv &éhem dne nezavisle na

piijmu potravy (Fererrik et al., 2000)

1.2.1.2Glykemicky profil

Vzhledem ktomu, Ze se glykémieude v pabéhu dne zné&né¢ menit, je
uzitetné znat jeji hodnoty i v jinou denni i ¢érd dobu. K tomuto &elu se zavedly
glykemické profily, @i nichZ se vysétije hladina krevniho cukruekolikrat v pribéhu
dne a noci, a to obvykle t@d jidlem nebo jednu hodinu poém. VySeteni
glykemického profilu ma vyznam pro demi terapie, nap pro vykér vhodného typu
inzulinu a uéeni jeho davky. VySéeni se provadi z kapilarni krve odebrané doikep
(eppendorfskych zkumavek) dodavanych do labéeateebo si glykemicky profil dze
metit sam pacient pomoci glukometru (tzv. selfmonitgrglykémii). Frekvence kontrol

glykémii zavisi na stavu kompenzace diabetucajuji oSetujici Iéka (Zima, 2007)

Podle pétu meieni mizeme glykemicky profil rozglit na:

* maly glykemicky profil — gledstavuje vySéeni, @i némz se stanoveni hodnota
3 — 4 glykémii Bhem dne, a to hiipfed snidani, alllem, veeri, nebo 2 hodiny po
jidlech, doplgné glykémii ged spanim.

» velky glykemicky profil — predstavuje vySéeni, kterym se stanovi hodnota 6
— 8 glykémii vzdy ped snidani a 2 hodiny po snidanigdy) veieri, doplninych
glykémii pgred spanim a nejlépe kolem 2 hodiny pdnpci (PeruStova at al.,
1996)
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1.2.1.30rélni glukézotolerati test (0GTT)

Jde o zatovy funkini test, ktery se pouzivad pro diagnostiku oneriotn
diabetes mellitus a poruSené gluk6zové toleranotn FySeteni v podstat napodobuje
reakci organismu narfyod sacharid v potra¥ za standardnich podminek. Hodnoti se
jim, jak organismus umi udrZet hladinu krevni glek@o zatZi glukdzou(Racek et al.,
2006) Provadi se tehdy, neni-li diagnéza jednémdapotvrzena fi hodnotach
plazmatické glykémie natao vySSich nez 7 mmol/l. Ratsem jednak stavy se
zvySenou (hragni) glykémii nal&no (5,6 — 6,9 mmol/l), jednak situace, kdy jsou
hodnoty glykémie natao nizsi nez 5,6 mmol/l,fpnichz bylo vysloveno podézni na
poruchu glukézové tolerance pepchazejicich vySini, nebo jedna-li se o jedince se

zvySenych rizikem vzniku diabetRybka, 2007)

Priprava pacienta

* nejmérk 3 dny fred vySetenim gijima pacient stravu s dostatgym obsahem
sacharid (nejmért 150 g za den) a vykonava obvyklou fyzickowZat

o pred vySetenim ma byt pacient 10 — 12 hodincdg (povolena je pouze

neslazena voda), néirby rovrez kouit ani pit kavu a alkoholické napoje;

» pred vySetenim by n&l pacient vysadit 1éky, které oviwji hladinu cukru

v krvi, pokud je to z klinického hlediska mozné;

* nejmérk 1 hodinu ped vySetenim by nerdl pacient vykonavat Zzadnou fyzickou

aktivitu (PeruStova et al., 1996)

17



Prizbéh vySekeni

vySeteni se provadi na o$evaci jednotce nebo v biochemické labotiato

» test se provadi rano v 7 hodin po 10 — 12 hodinok&éngni, fyzickém klidu, bez
alkoholu, kofeinu a nikotinu;

* béhem vysateni pacient sedi, neji, nekdurel by byt i v duSevnim klidu;

* nejprve se pacientovi odebere vzorek glykémie cmala poté pacient vypije
béhem 5 — 10 minut napoj, ve kterém je rozpusét75 g glukdzy ve 250 — 300 ml
vody;

» dalSi odlry krve se provagji za 1 a za 2 hodinu od vypiti gluk6zového roztoku
souwasre s glykémii se stanovuje i koncentrace glukézy infBerusiova et al.,
1996)

Hodnoceni

Je-li hodnota glykémie ve 120. miguiestu vysSi nez 11 mmol/l, je diagnéza
diabetu potvrzena. Je-li nizsi nez 11,0 mmol/l 8Synez 7,8 mmol/l jde o poruSenou
glukézovou toleranci, kdezto u zdravych jedinge tato hodnota pod 7,8 mmol/l

(Perustova et al., 1996)
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1.2.1.4Glykovany hemoglobin

Stanoveni glykovaného hemoglobinu se vyuziviedevsim Kk posouzeni
dlouhodobé kompenzaci diabetu. S jeho pomoci |zkgmat pipadny vyskyt déle
trvajicich glykémii, a tim i posoudit riziko rozjokomplikaci diabetu. Glykovany
hemoglobin vznika navazanim glukdzy texvené krevni barvivo (hemoglobin). Podle
toho, jak vysoka je glykémie, stoupa mnozstvi giggkeeho hemoglobinu. Jinymi slovy
feceno, ¢im vysSi je hladina glukdzy v krvi, tim vice se yadZze na molekulu
hemoglobinu, a naopakiiRdéle trvajici glykémii se glukdza stale vice nayja na
hemoglobin a hodnoty glykovaného hemoglobinu tatuaji. Vytvdena vazba
glukézy na hemoglobin je nezvratna, trva po celobudZivotacervenych krvinek.
ProtoZecervena krvinka, jejiz sa@asti je hemoglobin, ma zZivost zhruba 120 dni, ddraz
hodnota glykovaného hemoglobiniepled vSech glykémii, které pacient rigiinza
poslednich 6 — 8 tydn (Jirkovska a kol., 2003

1.2.1.5Glykosurie

Jde o vyséeni, kterym zjisujeme pitomnost cukru v m@. Za fyziologickych
podminek je vSechna glukdza, ktera sefifiruje do primarni méi, vsttebana biakami
proximalniho tubulu z§ do krevniho othu. U zdravéh@loveka se tedy cukr v nid
nevyskytuje. Gluk6za se objevuje v éhteprve v okamziku, kdy koncentrace glukézy
v krevni plaznd prekradi hodnotu 10 mmol/l, coz je ledvinovy prah pro glak. U
n¢ktery stavi je ledvinovy prah snizen a glukéza se objevi ¥injig pti normalnich
hodnotach glykémie ghotenstvi, renalni diabetes), jindy je ledvinovilppro glukézu
zvySen a glukézarpstupuje do md pii hodnotach glykémie daleko vysSich nez 10
mmol/l (starSi diabetici s glomeruloskler6zou). \&dem ktomu, Ze cukr v nib
nemusi odpovidat séasné hladi& cukru v krvi, nepat vySeteni glykosurie mezi
z&kladni nastroje diagnostiky diabetu ani sledogéaiu pacienta s timto onemeéoim
(Racek at al., 2006)
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1.2.2 Metody stanoveni glukzy
1.2.2.1Redukni metody

Redukni metody pat mezi nejstarSi Afsoby stanoveni glukdzy. Tyto metody
jsou zaloZeny na vyuZziti redékich vlastnosti tzv. redukténcoz jsou organickeé latky
obsahujici ve své molekule endiolovou skupinu, &tgmisobuje jejich silné reduki
vlastnosti. Reduktory vznikaji z monosacharndrem v silg alkalickém prosedi, kde
reaguji s ionty Ctf nebo F&", pripadre i kyselinou pikrovou za tvorby CuF&* nebo
kyseliny pikraminové. Prawghodobré nejstarsi a nejdéle pouzivanou byla metoda podle
Hagedorna a Jensena, jeZ se zakladala na redudcieo mnoZzstvi K[Fe (CN}].
MnoZstvi zredukovaného Fese stanovuje némou titraci jodometricky. Reddhki
metody se ukazaly jako zdlouhavé a nespecificképr@o se v sotasnosti jiz
nepouzivaji{Prokes et al., 1998)

1.2.2.2Kondenzéni metody

Kondenz&ni metody jsou ve srovnani s metodami reditki mnohem
specifiétéjSi. Jsou zaloZeny na schopnostech glukozytittvbarevné komplexy
s rekterymi cinidly. V prvnim kroku se glukézarpmenuje pisobenim koncentrovanych
kyselin (SO, nebo CHCOOH) na hydroxymethylfural. Ten se ve druhém kroku
kondenzuje svhodnym fenolem (resorcin, naftol) cnedromatickym primarnim
aminem (o-toluidin) za vzniku barevného produktthodného pro fotometrické
stanoveni. Tento princip byl v minulosti rutthpouZivan ped zavedenim enzymovych
metod (Prokes et al., 1998)
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1.2.2.3Enzymové metody

> Metody s gluk6zaoxidazou (GOD-PAP)

Vv s

stanoveni glukdzy. Glukézaippmna v analyzovaném vzorku je oxidovana kyslilkzm
katalytického fisobeni enzymu gluk6zaoxidazy (GOD) na glukonolakéoperoxid
vodiku. Uvolrény peroxid vodiku je stanoven barevnou reakci slan a 4-
aminoantipyrinem zafiftomnosti enzymu peroxidazy (POD). Vznika barevngdokt
(¢erveny chinonimin), ktery stanovujeme spektrofottioky. Intenzita zbarveni
vzniklé slokeniny je @imo uantrna koncentraci glukézy v analyzovaném vzorku
(Kotyza a kol., 2007)

GOD
Glukéza + Q » glukonolakton + KO,

POD
H.O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + D

» Metody s hexokindzou (HK/G6PDH)

Druhou nejastji pouzivanou metodou pro kvantitativni stanovehikgzy je
hexokinazova metoda. Glukézaitpmna v analyzovaném vzorku je fosforylovana
v pritomnosti adenosintrifosfatu (ATP) afletnatych iont za katalytického jsobeni
enzymu hexokinadzy (HK) na glukéza-6-fosfat a adembfosfat (ADP). Glukdza-6-
fosfat se v fitomnosti NADP oxiduje na glukonat-6-fosfat, stasré dochazi k redukci
NADP" na NADPH pomoci enzymu gluk6za-6-fosfatdenydroggndG-6-PDH).
Sleduje se nést absorbance NADPHiip340 nm, ktera je ifimo unerna koncentraci

glukozy ve vzorkyKotyza a kol., 2007)
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HK, Mg
Glukéza + ATP » glukdza-6-fosfat + ADP

G-6-PDH
Glukoza-6-fosfat + NADP » glukonat-6-fosfat + NADPH

» Metody s gluk6zadehydrogenazou (GDH)

Metoda s glukézadehydrogenazou neniinié rutinni praxi filis vyuzivana.
Glukéza pitomna v analytickém vzorku je oxidovana itpmnosti NAD za
katalytického fsobeni enzymu glukézodehydrogenazy (GDH) na gluledaon,
sowasré dochazi k redukci NADna NADH. Sleduje se absorbance NADH 840
nm, ktera je imo unerna mnozstvi glukdézy v analyzovaném vzoilRastych et al.,
2008)

GDH
Glukoza + NAD » glukonolakton + NADH+H

1.2.2.4Elektrochemické metody

» Elektrochemické metody jsou zaloZzeny na enzymatieléci a amperometrické
detekci produkt enzymatické reakce. Pouziva se Clarkova kyslikele&troda,
ktera ma na svém povrchdigevninou vrstvu s glukozaoxidazou. Tento enzym
katalyzuje oxidaci glukézy vzdusnym kyslikem a w#&nglukonolakton a peroxid

vodiku podle rovnice:

GOD
Glukéza + Q » glukonolakton + KO,
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Pri této reakci mfime Ubytek kysliku sp&gbovaného i reakci Clarkovou

kyslikovou elektrodou. Ubytek kysliku se projevikf@sem elektrického proudu, ktery

je primo angrny koncentraci glukozy ve vzorKibolezalova a kol., 1995)

Na elektrochemickém principu jsou zaloZeny tgkékometry, coz jsou fistroje
slouzici k rychlému a pofmé piesnému r&eni glykémie. Jsou nezbytnou
pomickou pro diabetiky, ki@ si tak mohou it glykémie v domacim prosdi.
Na zaklad nameiené hodnoty glykémie si mohou upravit dietu, polwiuo
aktivitu nebo davku inzulinu, a tak spravnym konmgm@nim diabetuipdchazet
pozdjSim komplikacim (Kapounova, 2007)Nedilnou sotésti glukometr jsou
testovaci prouzky, které se vkladaji do glukomefrestovaci prouzky maji na
svém povrchu imobilizovan enzym glukézaoxidazu.idoeseni kapky krve na
testovaci prouzek dochazi k enzymatické reakcik&da gitomna ve vzorku je
oxidovana kyslikem za katalytickéhagobeni enzymu glukbézaoxidazy a vznika
glukonolakton a peroxid vodiku. Uvainy peroxid vodiku je elektrochemicky
redukovan na vodu a vznikly elektricky proud jediny koncentraci glukozy ve
vzorku(Dohnal, Stern, 2008)

Obr. 3 Glukometr

(Zdroj: http://mww.med-service-spb.ru/kat/omron/)
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1.2.2.5Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&n— chemicka metoda pro davani
hmotnosti atorin a molekul po jejich fevedeni na ionty, ktera vyuzZiva ke
kvantitativnimu stanoveni latek rozdilného chov4geijich ionizovanych molekul
v elektrickém a magnetickém poli. Molekuly se daigji ionizuji proudem rychle
leticich elektrof. Vzniklé ionty prochazeji elektrickym proudem, kde urychluji
podle velikosti naboje a kolmaipobicim magnetickym polem, kde se vychyluji ze své
drahy podle velikosti hmotnosti a dopadaji na detelDetektor pak nasledmoskytuje
signél ungrny paitu dopadajicich iofit Vysledkem metody zkoumaného vzorku je
hmotnosti spektrum, které graficky zn&age zavislostcetnosti iontt na jejich

hmotnosti a naboj(Dolezalova a kol., 1995)

V prvnim kroku se k analyzovanému vzorkéda zname mnozstvi glukozy
znasené izotopem uhlikd*C. Vzhledem k tomu, Ze glukézu nelzgeyést do plynné
faze, je pro tely jejiho stanoveni plynovou chromatografii nutpgevést ji na dkavé
derivaty. Tomuto procesu sékame obech derivatizace. Vznikly &kavy derivat se
separuje plynovou chromatografii a hmotnostni gpekétrii se uki pomer izotopa
glukézy *C a**C. Z pon#ru izotopi a znamého ifidavku niizeme zjistit koncentraci

glukdzy v analytickém vzork(Stern a kol., 2005)
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1.3 Krevni lipidy

Tuky (lipidy) predstavuji #iznorodou skupinu frodnich latek, jejichz
spol&énym charakteristickym znakem {&st&na nebo Upln& nerozpustnost ve ¥a@d
naproti tomu velice dobra rozpustnost v organicksatpou&dlech. Protoze jsou tuky
nerozpustné ve vagd nemohou se v krevni plaznpohybovat jako takové, ale jen
navazané na tité bilkovinné molekuly. Touto vazbou vznikaji tzlpoproteinové
castice, majici fiblizné¢ kulovity tvar. Na obrazku¢. 4 je zobrazena struktura
lipoproteinovécastice, jez se sklada z nepolarniho jadra a pbldrobalu. Jadro je
tvoreno triacylglyceroly a estery cholesterolu, zatinmzo povrchu nachazime volny
cholesterol, fosfolipidy a bilkoviny, zvané apolgroteiny (zkrace®i apoproteiny).
Apoproteiny jsou dlezité nejen pro vystavbu lipoproteinovyeastic, ale zajiduji také
aktivaci enzynmi metabolismu lipoprotein a reaguji s buf&nymi receptory, a tim
umoziuji vstup lipoproteid do burgk (Marshall, Bangert, 2008).

Apoprotein

Obr. 4 Struktura lipoproteinovéastice

(zdroj: http://waroninsulin.com/nutrition/what-isholesterol)
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Plazmatické lipoproteiny lze ro&it podle jejich denzity (rozdilné sedimentace)
a elektroforetické pohyblivosti doep hlavnich tid, pro Z existuji anglické nazvy a

zkratky, které se velndiasto pouzivaiji:

» Lipoproteiny o vysoké hust®thigh density lipoproteir- HDL )

* Lipoproteiny o nizké hustdilow high density lipoproteir-LDL )

» Lipoproteiny o stedni hustat (intermediate density lipoproteriDL )

» Lipoproteiny o velmi nizké hustdb{very low high density lipoproteirVLDL )
e Chylomikrony

Jednotlivé lipoproteinovéastice se navzajem liSi svym obsahem cholesterolu,
triacylglycerofi, fosfolipidi a riznych proteid. Z hlediska rizika pro rozvoj
aterosklerdzy je nutné archznit, Ze zvySena hladina LDL cholesterolu vedmychleni
procesu aterosklerézy, kdezto zvySena hladina HRdlesterolu snizuje riziko vzniku
kornaeni tepen(Adamkova, 2011)

Tuky jsou pro spravnou funkci lidského organismapnosto nepostradatelné.
Vedle bilkovin a cukk pati tuky k zakladnim Zivindntlovéka a jsou nejbohatSim
zdrojem energie. Jejich energeticka pohotovostg mensi nez u sachaitidle tukova
tkan je dlouhodobou rezervou energie, kter4 s$e rmedostaténém gFisunu Zivin
v potra¥ uvohuje a spadebovava. Kromd energetické funkce zafigji tuky i
vyznamnou funkci stavebni. Jsou nezbytnoucasti bugénych membran a vychozi
latkou @ syntéze steroidnich horménvitaminu D, Zl¢ovych kyselin a jinych
biologicky dilezitych latek. O tucich je téZ znamo, Ze jsou r$pat vodtem tepla, a
proto tvdi izolatni (ochrannou) vrstvirady orgéih, které chrani fgd tepelnymi
ztratami. JelikoZ jsou tuky snadno deformovatelpéuZné), chréni ¢které organy
(nag. ledviny) ged mechanickym poskozenim. Z vySe uvedenéhdggng, Ze tuky
jsou procloveéka naprosto nezbytnou sloZzkou jeho Zivota, beznesh Zit jednoduse
nedéa (Trojan a kol., 1999)
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1.3.1 VySefeni lipidového spektra

VySeteni lipidového metabolismu gamezi nejzada$)Si laboratorni vyséeni,
neba lipidy hraji vyznamnou roli v patogenezi ateros@ley a jejich komplikaci.
V ramci vySeteni lipidového spektra stanovujeme celkovy chotestéiDL cholesterol

a LDL cholesterol a také triglyceridy.

1.3.1.1Celkovy cholesterol

Cholesterol je latka tukové povahy, ktera je zeeabytnéd pro vSechny iky
nasehoda. Ackoli se cholesterol opra¥¢né spojuje gadou nebez@aych chorob, je
v powdomi mnoha lidi hluboce zakenén mylny nazor, Ze cholesterol naSendiut
spiSe Skodi, nez-li mu prospiva. Jebtafici, Ze cholesterol plni v organisniadu
vyznamnych funkci. Je zakladnim stavebnim kamenemi¢chych membran a zaroie
dulezitou latkou, ze které vznikaji hormony v nadledeh a v pohlavnich Zlazach.
Z cholesterolu vznika také vitamin D pebny pro vystavbu nasich kosti a v neposledni
fad® je cholesterol nezbytny pro tvorbu &twych kyselin. Na druhé strarje jeho
zvySena hladina prokazatelnym rizikovym faktoremySujicim moznost amrti na
ischemickou chorobu srdei (Kolar et al., 2009) Prevaznatast cholesterolu se tkio
Vv jatrech, ¢ast pak gjimame potravou. Cholesterol je nejvice obsazetveciSnich
tucich, uzeninach, vifitostech, vajgném Zloutku a tnych mil&€nych vyrobcich.
Eliminace cholesterolu probiha v jatrech, kde jaaryk tvorke Zlu¢ovych kyselin nebo

piimo vylowen do Zlde (Murray et al., 2002)

HO

Obr. 5 Vzorec cholesterolu
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Hladina cholesterolu se nazycholesterolémie Krom¢ prijité potravy zavisi
koncentrace cholesterolu nékwu, pohlavi (Zeny maji zpravidla nizSi hodnoty neizi)
a etnickém fpivodu. Koncentrace celkového cholesterolu by stamohybovat u osob

stredniho ¥ku v rozmezi 3,5 az 5,5 mmol/l.

» Hypercholesterolémieje zvySena hladina cholesterolu v krvi. Ke zvy3any
hodnotam cholesterolu dochazi tehdy, je-li ele prokukovano mnoho, pépact
je pilis mala jeho spoeba nebo pokud jefiiman ve velkém mnoZstvi. ZvySena
hladina cholesterolu se velntasto sdruzuje s diabetem, nadvahou, rgdau
konzumaci alkoholu, s nemocemi ledvin, jater acrfilku. Hypercholesterolémie
piedstavuje jeden z nejvyznaggich faktofi pro vznik aterosklerdzy (korrdi

tepen) a ischemicka choroby stde

= Hypocholesterolémige snizena hladina cholesterolu v krvi. Snizendnbbty
cholesterolu nachazime jertidka. Objevuji se ip nadnerné funkci Stitné zlazy

(hyperthyredze), vdzném onemeénnjater nebo f hladowni (Levkova, 2005)

1.3.1.2HDL cholesterol

Jde o cholesterol obsaZeny v lipoproteinech ook§s hustat. Tyto
lipoproteiny paiti k nejmensim lipoproteirm krevni plazmy. Vznikaji v jatrech a
tenkém stewve. Jsou tveeny dvojvrstvou fosfolipid a apolipoproteiny A-1, A-ll a E.
HDL cholesterol odvadifebyte&ny cholesterol z perifernich tkani&plo jater, kde
dochazi k jeho odbourani. Z klinického hlediskav@gmi uzite&né sledovat hladinu
HDL cholesterolu, nelid mezi koncentraci HDL cholesterolu a rizikem
aterosklerotického onemo&mi existuje vztah nggmé ungry. Jinymi slovyieceno,
¢im vysSi je hladina HDL cholesterolu, tim nizSirjeiko vzniku aterosklerézy,
zatimco nizSi hodnoty HDL cholesteroluepevSim s vysSimi triglyceridy, zvySuji
riziku vzniku ateroskleré6zyKopés, 2004)
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1.3.1.3LDL cholesterol

Jde o cholesterol obsazeny v lipoproteinech oénfakstog. Tyto ¢astice jsou
hlavnim nositelem cholesterolu v plaZra jejich nejdlezit¢jSi funkci je zasobovat
tkane cholesterolem. ifevaznacast vznika pedevsim z lipoprotein o velmi nizké
hustot (VLDL), menSicast vznikad pimo v jatrech. Jadro LDL obsahujéepazre
estery cholesterolu, povrch pak fdosfolipidy, volny cholesterol a apolipoprotein
B-100. Tytoc¢astice jsou z plazmy odstravany pomoci specifickych LDL receptor
na bur¢né membré® perifernich busk. LDL ¢astice se navazou na membranovy
receptor prosgednictvim apolipoproteinu B-100, poté vstupuji painceceptorem
zprostedkované endocytdézy do iky, kde jsou naslednrozlozeny. ZvySena
hladina LDL cholesterolu je spojena se zvySenynmkemn vzniku aterosklerozy

(Kopé, 2004)

1.3.1.4Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou slogeniny trojsytného alkoholu glycerolu afit
mastnych kyselin. Protoze jejich molekula se nakegeei jako neutralni, jsou také
znamy pod ozngenim neutralni tuky. Pro nas organismus maji velgnam, nebt
jsou nejailezitéjSi zasobni formou energie v organismu. Exogenatyfglyceroly
jsou @ijimany potravou. Bhem traveni jsou rozlozeny na monoglyceroly a volné
mastné kyseliny. Tyto &né produkty pechazeji do epitelovych begk tenkého
streva, kde jsou aft spojeny do novych triacylglycerol ty se stavaji sausti
chylomiker a uvnit téchto lipoproteii jsou transportovany krvi do tkani.
Endogenni triacylglyceroly jsou syntetizovany hlavm jatrech, tukové tkani a
enterocytech. Tud® podstatnou ¢ast VLDL ¢astic a vitéto podab jsou
transportovany krvi do perifernich tkani. ZvySendng&entrace triacylglycerol
v séru je dalSim rizikovym faktorem pro vznik atekter6zy (Marshall, Bangert,

2008)
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Obr. 6 Obecny vzorec triacylglycerolu

» Hypertriacylglycerolémieje zvySen& hladina triglyceridv krvi. Ke zvySenym
hodnotam triacylglycerdl dochazi po poziti tiné stravy, fi nadvaze, p diabetu,
pii snizené funkci Stitné Zlazyfipzdédénych poruchach latkovér@meny tuki,

jakoz i nadndrné konzumaci alkohol(Levkové, 2005)

» Hypotriacylglycerolémieje snizena hladina triglycefidv krvi. SniZzeni hodnot
se nize objevit po lécich (Ascorutin, Clofibrat atp.)boegi zvySené funkci Stitné
Zlazy (Levkova, 2005)

1.3.2 Metody stanoveni cholesterolu
1.3.2.1Metoda dle Abell — Kendalla

Abell — Kendallova metoda je stasti jedné z referénich metod stanoveni
cholesterolu v HDL ¢asticich. Estery cholesterolu jsou hydrolyzovaniaktkym
hydroxidem za zvySené teploty. Interferujici 148 odstrani extrakci cholesterolu do

organického rozpou&dla. Cholesterol se stanoveni modifikovanym Lieksarm —

Burchardovyntinidlem (Dastych et al., 2008)
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1.3.2.2Metoda dle Liebermann — Burcharda

Liebermann — Burchardova metoda se v minulostiheyuzivala ke stanoveni
cholesterolu. Je zaloZena na reakci cholesteraktemnhydridem a kyselinou sirovou
za vzniku zele# zbarvené slateniny. Intenzita zbarveni vzniklé skaniny je gimo
ameérna koncentraci cholesterolu ve vzorku. Tato metoelai specificka, a proto neni
jiz doporwovana(Levkova, 2005)

1.3.2.3Enzymova metoda (GOD/PAP)

Tato metoda se v rutinni praxi ta$tji pouziva ke kvantitativnimu stanoveni
cholesterolu. V prvnim kroku jsou estery choledterenzymaticky hydrolyzovany
pomoci enzymu cholesterolesterazy (CHES) na clestdsa volné mastné kyseliny.
Cholesterol je vdalSim kroku oxidovan za katakgito pisobeni enzymu
cholesteroloxidazy (CHOD) na cholestenon a peraxidiku. Vznikly peroxid vodiku
je stanoven barevnou reakciii fxteré reaguje s 4-aminoantipyrinem a fenolem za
piitomnosti enzymu peroxidazy (POD). Vzniké&rvert zbarveny komplex, jehoz
absorbance jeifmo umérna mnozstvi cholesterolu v analyzovanym vzo(stern a
kol., 2005)

CHES
Estery cholesterolu + J@ » cholesterol + mastné kyseliny
CHOD
Cholesterol + @ » 4-cholestenon + #D,
POD
H.O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + D
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1.3.3 Metody stanoveni HDL cholesterolu

1.3.3.1P/imé imunoinhihkini metody

Tato metoda je jednou z prvnich v praxi pouzivanjounochemickych metod
stanoveni HDL cholesterolu. V prvni fazi se vyuzégiecificka protilatka proti ApoB,
ktera reaguje s LDL, VLDL a chylomikrony za vznikomplexu antigen — protilatka.
Tim se tytocastice stavaji nedostupnymi pro dalésgbeni enzyrin pouzivanych na
stanoveni cholesterolu. V dalSi fazi jsou estemylesterolu obsazené v HDiasticich
hydrolyzovany pomoci enzymu cholesterolesterazyESH Vzniké cholesterol a volné
mastné kyseliny. Cholesterol je poté oxidovan z&alikackého pmisobeni enzymu
cholesteroloxidazy (CHOD) na cholestenon a peroridiku. Uvolrény peroxid vodiku
je opst kvantifikovan barevnou reakci s 4-aminoantipynna fenolem v fitomnosti
enzymu peroxidazy (POD) za vzniku barevného pragukbhodného pro fotometrické

stanoveni(Dastych et al., 2008)

LDL, VLDL, chylomikrony + protilatka proti Apo B—— komplex antigen-protilatka

CHES
Cholesterol esterifikovany v HDL + ;8 ——— cholesterol + mastné kyseliny

CHOD
Cholesterol HDL + © » 4-cholestenon + D,

POD
H,O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + 3D

1.3.3.2Metody s maskovanim non-HIogastic

» Jde o metodu, kterd vyuzZiva dextransulfat a polyglykolem (PEG) modifikované

enzymy cholesterolesterazu a cholesteroloxidazu. xtrBesulfat  vytvéi
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v pritomnosti h#e¢natych iontt s LDL, VLDL a chylomikrony ve vod rozpustné
komplexy. Tim jsou tyto lipoproteinovécastice chragny wviaci PEGem
modifikovanym enzyrim. Jelikoz HDL neni komplexovan, podléha &m
obsazeny cholesterol enzymatickym reakcim. Esthojesterolu obsazené v HDL
¢asticich jsou hydrolyzovany pomoci modifikované lekterolesterazy (CHES) na
cholesterol a volné mastné kyseliny. V dalSim krgku cholesterol oxidovan
v pritomnosti enzymu cholesteroloxidazy (CHOD) na chi@eon a peroxid vodiku.
Uvolnény cholesterol se stanoveni tzv. Trinderovou reagicikteré reaguje s 4-
aminoantipyrinem a fenolem zaifwmnosti enzymu peroxidazy (POD). Vznika
modie zbarveny komplex, jehoz absorbance jemp ungrna koncentraci HDL

cholesterolu v analyzovaném vzorkdermakova a kol., 2005)

» Jiny zmsob stanoveni probiha ve dvou krocich. V prvnimkiirge polyanionty
selektivre vaZzou na povrch LDL, VLDL a chylomikrénVznikaji komplexy, které
jsou chragny proti (Einku enzyn@i pouzivanych na stanoveni cholesterolu a
piitomnym detergedtm. Ve druhém kroku iitomné detergenty roz§ti HDL
¢astice a uvolény cholesterol se stanoveni enzymovou metodou CIR@AB-
(Stern a kol., 2005)

LDL, VLDL, chylomikra + polyanionty —»  komplex polyanion — LDL, VLDL, chylomikrony

Uvolnény cholesterol + detergent——— rozS€penicastice HDL

CHES
Cholesterol esterifikovany z HDL +,8 ——— cholesterol + mastné kyseliny

CHOD
Cholesterol HDL + @ » 4-cholestenon + D,

POD
H.O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + D
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1.3.3.3Precipitacni metody

Nejprve je nutné z analytického vzorku separovBiLHholesterol tim, Ze se
vysrazeji (precipituji) lipoproteiny LDL, VLDL a gtomikrony pfidavkem selektivniho
precipita&niho cinidla (snesi kyseliny wolframové s MgG) a sraZzenina se od&d
centrifugaci. Poté se stanoveni v supernatantu ekarace cholesterolu enzymovou
metodou CHOD-PAP. Precipttai metody jsou v rutinni praxi pouzivany minimaln
(Levkova, 2005)

1.3.3.4Elektroforetické metody

Lipoproteinové c¢éstice lze rozdlit na zaklad jejich elektroforetické
pohyblivosti na ¢étyti zékladni fidy: chylomikrony (#stévaji na startu), beta —
lipoproteiny (LDL), prebeta — lipoproteiny (VLDL) alfa — lipoproteiny (HDL).
Jednotlivé lipoproteinovéastice se vybarvi specifickou reakci na cholest@g@élOD-

PAP reakce) a vyhodnoti denzitometrickgchneiderka a kol., 1998)

1.3.3.5Ultracentrifugace a kvantitativni stanoveni choégstu (CDC metoda)

V prvnim kroku je nutné odstranit z krevniho sédé&racentrifugaci VLDL
¢astice, pipadré chylomikrony. Poté se ze supernatantu odstrantrifieyaci castice
LDL, IDL a Lp(a) precipitaci selektivnindinidlem, a to obvykle sisi heparinu a
MnCl,. V zawrecné fazi se cholesterolfipomny v supernatantu stanoveni reférén
metodou podle Abell — Kendal{®astych et al., 2008)
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1.3.4 Metody stanoveni LDL cholesterolu

1.3.4.1Metody s maskovanim non-LI[gastic

Tato metoda vyuZivid selektivnihéinidla (nag. cyklodextrinsulfat), ktery
blokuje cholesterol obsazeny v non-LBéasticich (HDL, VLDL a chylomikrony). Tim
jsou tyto castice chragny proti pisobeni enzyrn pouzivanych na stanoveni
cholesterolu. Ve druhém krokuipmné detergenty roz§ti HDL castice a uvolény
cholesterol se stanoveni enzymatickou metodou asiejako @i stanoveni celkového
cholesterolu(Dastych et al., 2008)

1.3.4.2Metody s odstra#nim non-LDLc4stic

Stanoveni LDL cholesterolu probiha ve dvou krocishprvnim kroku je
cholesterol uvolén z non-LDL ¢astic za pitomnosti detergentu a polyaniontu. LDL
¢astice jsou rezistentni (odolnéy¢v pasobeni enzyiin cholesterolesterazy (CHES) a
cholesteroloxidazy (CHOD). Tyto enzymy vSak reagugholesterolem v rozloZzenych
non-LDL ¢asticich za saiasného vzniku peroxidu vodiku. Vznikly peroxid vadi je
rozloZzen enzymem katalazou na kyslik a vodaheBn této reakce nevznika zadny
barevny produkt, neloprvni reagencie neobsahuje vSechnyrglmié reagencie pro

vznik chinonmonoiminového barviva.
Ve druhém kroku, potani druhéhginidla, dochazi zaiftomnosti detergentu

k uvolréni cholesterolu z LDI¢astic, inhibici kataldzy a stanoveni cholesterdéjingm
postupem jakoip enzymovém stanoveni cholester@astych et al., 2008)
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Reagencie 1

HDL, VLDL, chylomikra » uvolnéni cholesterolu

LDL + chranickinidlo » zamaskované“ LDL

CHES
Cholesterol esterifikovany + J& ——— cholesterol + mastné kyseliny

CHOD
Cholesterol + © » 4-cholestenon + #D;
katah
2 H,0, » 2H0 + O, (nevznika barevny produkt)
Reagencie 2
LDL + uvokujici ¢inidlo » uvolreni cholesterolu
CHES

Cholesterol esterifikovany z LDL + & ——— cholesterol + mastné kyseliny

CHOD
Cholesterol LDL + @ » 4-cholestenon + D,

POD
H.O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + D

1.3.4.3Turbidimetrické metody

Principem metody je selektivni precipitace LBdstic pomoci polyvinylsulfatu,
dextransulfatu a polycyklickych anibm turbidimetrické stanoveni suspenze precipitatu
LDL céastic. Tato metoda se jiz pro kvantitativni stamdveholesterolu prakticky
nepouziva (Dastych et al., 2008)
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1.3.4.4Elektroforetické metody

Lipoproteinovécastice se elektroforeticky rodd na jednotlivé frakce, které se
vybarvi specifickou reakci na cholesterol (CHOD-PARakce) a vyhodnoti
denzitometrickySchneiderka a kol., 1998)

1.3.4.5Vypaitové metody

Zname-li koncentraci celkového cholesterolu, tiglyceroli a HDL
cholesterolu, lze koncentraci LDL cholesterolu smadvypcaitat Friedelwaldovou

rovnici:

Cholesterol LDL = cholesterol celkovy — cholesterol HDL — (triacylglyceroly/2,22 )

Pozn.: Tento vyp&et neni vhodné pouzit pro vzorky s koncentractytglyceroli vétsi

nez 4,5 mmol/l aiitomnosti chylomike(Cerméakova a kol., 2005)

1.3.4.6Ultracentrifugace a kvantitativni stanoveni choégstu (CDC metoda)

Tato metoda je téZ znama jako beta-kvantifikaceprwhim fazi je nutné
odstranit z krevniho séra ultracentrifugaci VLDKastice a chylomikrony.
V supernatantu se nachazié&em DL a HDL cholesterolu o hustot 1,006 kg/l. Ve
druhé fazi se stanovi cholesterditpmny v HDL a LDL ¢asticich metodou dle Abell-
Kendalla. Poté se ze supernatantu odstrani cegadfu LDL castice precipitaci
selektivnim¢inidlem, obvykle smisi heparinu a MnGl V zawrecné fazi se cholesterol
obsazeny v HDL d¢asticich stanovi uvedenou metodou podle Abell-Kbada

Cholesterol LDL se vyp#ita podle nize uvedeného vzo(8astych et al., 2008)

Cholesterol LDL = cholesterol (LDL + HDL) — cholest  erol HDL
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1.3.5 Metody stanoveni triacylglycerdl

1.3.5.1Enzymova metoda (GPO/PAP)

Triacylglyceroly jsou &peny pomoci lipoproteinové lipazy (LPL) na glyceeol
volné mastné kyseliny. Glycerol je vimmnosti adenosintrifosfatu (ATP) za
katalytického fisobeni enzymu glycerolkinazy (GK) fosforylovan ngcgrol-3-fosfat.
Ten je oxidovan enzymem glycerolfosfatoxidazy (GRfa)dihydroxyacetonfosfat za
vzniku peroxidu vodiku. Uvokny peroxid vodiku se stanoveni barevnou reakci s 4-
aminofenazonem a 4-chlorofenolem Zé&gmnosti enzymu peroxidazy (POD) a vznika
cervert zbarveny produkt. Intenzita zbarveni vzniklé gkniny je gimo un€rna

koncentraci triacylglycerdla analyzovaném vzork({Schneiderka a kol., 1998)

LPL

Triacylglyceroly + 3HO » glycerol + 3 mastné kyseliny

GK
Glycerol + ATP » glycerol-3-fosfat + ADP

GPO

Glycerol-3-fosfat + @ » dihydroxyacetonfosfat + J@-

POD
H,O, + 4-aminofenazon + chlorofenot » barevny produkt + D

1.3.5.2Enzymova metoda (UV metoda)

Triacylglyceroly jsou enzymaticky hydrolyzovanypdiproteinovou lipazou
(LPL) na glycerol a volné mastné kyseliny. Naskede glycerol v pitomnosti
adenosintrifosfatu  (ATP) fosforylovdn za katalyitlo misobeni enzymu
glycerolkinazy (GK) na glycerol-3-fosfat a adenasiosfat (ADP). Poté

adenosindifosfat reaguje s fosfoenolpyruvatem (PER)fitomnosti enzymu
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pyruvatkindzy (PK) za tvorby pyruvatu a ATP. Vzuilgyruvat je redukovandinkem
laktatdehydrogenazy (LD) na laktat. Sasré dochazi k oxidaci NADH na NAD
Koncentrace triacylglycerdl je pak gimo ungrnd uUbytku koncentrace NADH

v pribéhu reakce, jehoz absorbance j&ema i 340 nm(Cermékova a kol., 2005)

LPL
Triacylglyceroly + 3HO » glycerol + 3 mastné kyseliny
GK
Glycerol + ATP » glycerol-3-fosfat + ADP
PK
ADP + fosfoenolpyruvat » pyruvat + ATP
LD

laktat + NAD

v

Pyruvéat + NADH + H

1.3.5.3Extrak’ne — fotometrické metody

Tyto metody se v s@asnosti jiZ nepouZzivaji a jsou zde uvedeny prarzajbst.
Nejprve se triacylglyceroly extrahuji ze vzorku amgckymi rozpou&dly, a to
piedevsim swsi heptanu, izopropanolu a koncentrované kyselimoy&. Ri extrakci se
interferujici latky (fosfolipidy a volny cholestdyoodstraiuji adsorpci na aktivovany
oxid hlinity. Triacylglyceroly pitomné v supernatantu se zmydelni hydroxidem
draselnym na glycerol. Uvainy glycerol se poté stanoveni reakci s acetylaeatoa
amonnymi ionty za vzniku Zzl&tzbarveného produktu, vhodného pro fotometrické

stanoven{Levkova, 2005)
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1.4 Preanalytick& faze (mimolaboratorni)

Preanalyticka faze laboratorniho vygei zahrnuje soubor vSech postup
operaci, probihajicichied vlastnim vySéenim. Toto obdobi zéna kvalifikovanym
rozhodnutim oSétjiciho |ékae o indikaci laboratorniho vy3eni a kowi vioZzenim
vzorku do analytickéhoifstroje (Dastych et al., 2008)Preanalytickou fazi fizeme
dale rozdlit na ¢ast mimolaboratorni a laboratorni.

Mimolaboratorni preanalytickou fazi se rozumi \@gkpostupy dinnosti, které
probihaji mimo laboratg zpravidla natzkovych¢i ambulantnich Zézenich. Lze do ni
pocitat v SirSim slova smysluipravu pacienta k odbu biologického materialu, vlastni
odker, identifikaci biologického materialu ¢etné dalSich povinnych Gd&j jeho
uchovani a transport do laborggg¢Racek et al., 2006)

Preanalytické obdobi e vyznamnym zisobem ovlivnit vysledek
laboratorniho vySéeni. Zajimavym poznatkem je to, Ze mnohé studierrpoji, Ze
minimalné 60% vSech chybiplaboratornich vySéenich vznika pravv preanalytické
fazi. Zdaleka nejvice chyb vznikda mimo zdravotnidedoratée — na odéenich,

v ambulancich a ordinacich. Nedostatky a chybykaifti v tétocasti jsou nebezgaé,
protoZe vedou k chybnym vysleitk nebo jejich nespravné interpretaci. Ve svych
dusledcich mohou vést k opakovanym vysetm a tim k prodlouzeni hospitalizace,
v nékterych gripadech dokonce az k poskozeni paci¢@ermakova, $panova, 2003)
Ke sniZeni d&chto chyb pispivaji zdravotnické laborate tim, Ze vydavaji soubor
piesnych instrukci, které poskytuji informace o spg@h postupech ip piipraw
pacienta, chybachipsamotném odiyu a dilezitych zasadach o transportu biologického
materialu do laborate (Jabor, Zamenik, 2005)

Pisobenim mnohych faktbr ovliviiuje sestra svouwcinnosti v souvislosti
s odiErem biologického materialu na vyBeti a jeho transportem, proto zde musi
existovat neustala kontrola ze strany labdegtktera je za vSechny kroky preanalytické
faze zodpowdna(Dastych et al., 2008)
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1.4.1 Vyznam biochemického vy3eni

Biochemické vySeéeni pati mezi zakladni laboratorni metody. Jde o vigyat
kterym zji¥ujeme obsah a mnoZstvi chemickych latek, obsaZemyiologickém
materialu. Slouzi ke stanoveni bilkovin, duktuki, enzymii, hormorii a celérady
dalSich latek NikSova, Fraikova, Zajtkova, 2008 Biochemické vySéeni nas
informuje o metabolickych funkcich viritiho prostedi, jejichZ postiZzeni je podkladem
vétSiny chorob. Umoliuje zachytit zminy ve funkci jednotlivych organ ale také
zmeny ve sloZeni vninhiho prostedi (pH, osmolarita, hydratace, mineraly v krvi.atd
Biochemicka vyséeni jsou vyuZita fedevsim pro prevenci a diagnostiku onendogn

sledovani pibéhu terapie a @eni progndzy vyvoje nemofZima, 2007)

1.4.1.1Rozaleni biochemickych vygeni

Biochemicka vyséeni mizeme rozdlit z hlediska indikace na:

» zakladni — umoauji zakladni hodnoceni zdravotniho stavu, pomahaji
potvrdit nebo vylotit diagn6zu, stanovit vhodnou ¢léu i sledovat jeji
ucinek (Cermékova, $panova, 2003)

» specialni — pomahaji v situacich, kdy ma pacietiizpaky spoléné vice
nemocem; jde o podrob§i vySeteni, kterymi hodnotime metabolické
funkce jednotlivych orgahn sledujeme &innost |€by, monitorujeme uité
klinické situace nap stav vnitniho prostedi, aktualni metabolické a
energetické situace, stav vyzivy afllasopust, 1998)

= vysoce specialni— jsou vySdeni, ktera pomahaji stanovit vzacke
neobvyklé diagnézy; jde o slozitA fumd vySeteni, monitorovani
metabolickych funkci a sledovani hladiny specidinigki; takovato

vySeteni se provadi na speciélivybavenych pracovistich s technologii

Vi s
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Podle inform&niho obsahud&ime vSechna vySini na:
» urdujici (determinujici) — maji zasadni vyznani gtanoveni diagnézy
nebo sledovanidinnosti I&eni.
» doplinkova — pomahaji ufesnit informaci o zdravotnim stavu.
» funkéni — jsou ta vySéeni, i kterych se sleduji zamy uritého analytu
pii stimulaci (zatzi) urcité metabolické funkce, obvykle dasovém sledu.
(Masopust, 1998)

Z hlediska rychlosti provedenélime vySeteni na:

» rutinni — tvari podstatnowast vSech laboratornich vyBsti; zpracovavaji
se phabézne behem dne; jsou dostupna do 4 hodin dimu materialu do
laboratde (Cermakovéa, $panova, 2003)

» statimova — provadji se v akutnich fpadech, kdy vysledek laboratorniho
vySeteni mize zasadnim Zgobem ovlivnit rozhodovani v dalSi gpéo
nemocného; vySalji se vzdy pednosti pied ostatnimi vzorky; vysetni
maji byt provedena do 1 hodiny od dodani vzqiMasopust, 1998)

= 7z vitalni indikace — jsou ordinovana v situaci spojené s ohrozeniratdiv
kdy vysledek vySéeni ma vliv na peZiti pacienta; musi byt provedena
neprodle’ bez odkladu; vzorky maji absolutnfepnost ped ostatnimi;
vysledky &chto vySeteni maji byt znamy do 30 minut odijmu do
laboratde (Klener et al., 2006)

Z hlediska rychlé dostupnosti vysledke ntkdy vyhodné provad vybrana
zakladni vyseéeni na mist — tzv. POCT (point of caretesting). Jde o vyS&ni, ktera
jsou provadna pomoci fistroji pfimo u nemocného — na opémém sale, jednotce
intenzivni pée, @i vyjezdu zachranné sluzby. \tkterych gipadech si mize vySeteni
provést pacient sam doma (self-monitoring). Hlaviihodou je pohodli pacienta a

okamzity vysledek laboratorniho vyg&eti(Klener et al., 2006)
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1.4.2 PrFiprava pacienta ped odl#rem

Pouweni pacientaied odrem biologické materialu hraje ktivou roli v celém
procesu laboratorniho vy$ehi a je nezbytné pro spravnost vigei. Spoluprace
z&ina informaci o planovaném a#th. Je dlezité, aby pacientédél, proc se mu bude
krev odebirat a jakd ogahi ma ped odirem dodrzet(Rozsypalova, Haladova,
Safrankova, 2002)

Krev se odebira pacigmh rano, obvykle natao. Pacienta jetdezité pouit,
aby odpoledne a ver pred odirem nejedl tand jidla, nendl by kouit ani pit kavu a
alkoholické napoje. Pacient by vSak rirmmpét pocitem ziza. Je vhodné, napije-li se
pied odldrem neslazenéhdaje nebocisté vody bez oxidu uhlitého i bez cukru
(Masopust, 1998)red odkirem je nutné, aby pacient byl v relativnim klidu¢INdy se
vyvarovat fyzicky nardné praci (kup. nejel k l1éké na kole nebo neSelétsdi kus
peSky). Tii dny pred odigrem je nutné po dohéds Iékaem vysadit vSechny Iéky, které
nejsou naprosto nezbytné. Informace o uzith Ié&bo |€b¢ zaznamename za Zadanku.
V dobke odkeru nebo &sre pred odérem by nendly byt pacientovi aplikovany infuze a
transfuze(Cermakova, $panova, 2003)Pro rektera specialni vysgni nebo funéni
testy je nutné dodrzet dostaté dlouhou dobu fed odkrem pedepsanou dietu.
Znamym gikladem je nutnost vylaieni masa fed vySetenim okultniho krvaceni
(Racek et al., 2006)

1.4.2.1Nejcas¥jSi chyby pi priprave pacienta

e Pacient nebyl natao;
* V dohs odkéru nebo &sre pred nim dostal pacient infuzi;
e Odker byl proveden po zvySen&8lésné namaze;
* Nemocny ped odkrem dlouho nepil, vysledky mohou byt ovldny
dehydrataci;
» Pacient nevynechak@d odigrem léky.
(Samaékova et al., 2006)
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1.4.3 Preanalytické faktory neovlivnitelné

Je nutné si wdomit, Ze vysledky laboratornich vyEeti, které Kklinické
laboratde poskytuji klinikkam a oddenim, jsou ovliveny fadou preanalytickych
faktoni. Nekteré z nich se daji dodité miry minimalizovat ufenim podminekifpravy
pacienta (dodrzeni ¢itého denniho rezimu ifpd laboratornim vySgnim), jiné
nemizeme ovlivnit ani v laboratg ani na oddleni (BuneSova, Skalicka, 2008)\a
tomto mist je vhodné uvést, jak mohou preanalytické faktomfivait vysledek

laboratorniho vyséeni.

1.4.3.1Pohlavi

Vysledky biochemickych testisou ve ¥tSir¢ pripadi, ne vSak vzdy, zavislé na
véku a pohlavi. Uvadi se, Zéqu nastupem puberty jsou minimalni rozdily hodnezim
chlapci a dvéaty. Maximalni rozdily v koncentracich andlye projevuji pedevsim od
nastupu puberty. Tykaji se nejenom pohlavnich haotimale jsou popisovany rozdily
v aktivit¢  kreatinkindzy, koncentraci kyseliny gwvé, ma@oviny, kreatinu,
plazmatického Zeleza, ferritinu, hemoglobinu, &@becr Izefici, Ze muzi maji o &o
vySSi normalni hodnoty nez Zeny vzhledem k jeji¢ksSivsvalové hmet a vySSimu

vzrastu (Klener et al., 2006)

1.4.3.2Rasa

Etnicky pivod podmiuje fadu odliSnosti ve vysledciclekierych laboratornich
vySetenich. Nemalé rozdily ideme pozorovat v hodnotach granuldcytcernocti,
které se u nich vyskytuji v daleko mensinttponez u Blochi. Rozdilné hodnoty jsou
také v aktivit nekterych enzym. Uvadi se, ZeernoSi maji dvojnasobnou aktivitu
kreatinkinazy, Asiaté vysSi aktivitu slinné amylazyOdliSné hodnoty mohou byt
ovlivnény i stravovacimi navyky typickymi pro &itou etnickouci socialni skupinu
obyvatel(Racek et al., 2006)
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1.4.3.3Vek

Koncentracerady analyi se vyznamé& méni s wkem pacienta, coz ma velky
vyznam pro spravnou interpretaci laboratornich egkl. Rada biochemickych tesje
vazana na uité vyvojové obdobi. ¥tSina parametrma v dgtském ku jiné referenni
rozmezi. @ti maji predevsim v obdobitustu rékolikanasobg vyssSi aktivitu kyselé
fosfatazy, hladina kreatininu je wtd naopak nizSi. Se vrstajicim ¥kem stoupa
hladina cholesterolu. DalSintigladem je hladina kyseliny ndové, ktera je u Zen vyssi
nez u mui, se po menopauze zvysuje a dosahuje stejné hoghlatymaji muzi atp.
(Zima, 2008.

1.4.3.4Gravidita

Téhotenstvi pedstavuje vyrazny zasah do biochemickyehidkteré vedou ke
zménam koncentrace latek.éBem €hotenstvi se v krvi, event. iomatky objevuji
bilkoviny a jiné latky produkované trofoblastem (BCa; fetoprotein, placentarni
alkalicka fosfataza, estrogeny a jejich metabotitd.). MnoZstvi krve whotenstvi
stoupd, na konci gravidity je objem cirkulujici Bno 1500 — 1600 ml&Si nez na
zacatku. Mnozstvi plazmy stoupa rychleji nez mnozsiwitrocyti, a proto vysledkem
téchto zneén je hemodiluceili ztedni krve. V disledku hemodiluce klesa osmolarita,
koncentrace plazmatickych bilkovin a rozviji se.thotenska anémie, kter&am po
porodu odezni. Podavame-li ahbtenstvi preparaty s obsahem Zeleza, jeho hodnota
v krvi stoupa. Vysoky objem cirkulujici krve vede kvySeni srd@éeho vydeje o 30 —
40%. Ten je podmim nakistem jak tepového objemu, tak sidefrekvence. ZvySuje
se tak piitok krve dlohou, placentou, i, prsnimi zlazami, ale i ledvinami. Z tohoto
davodu se zvySuje glomerularni filtrace a v krvi lde&oncentrace ndoviny a
kreatininu. V pfibéhu €hotenstvi dochazi také k intenzé@i proteosyntéze — zvySuje
se produkce transportnich bilkovin (hagransferin, ceruloplazmin, albumin aj.).
Béhem thotenstvi se zvySuje srazlivost krveshdtné Zeny jsou tak vice ohrozeny
vznikem krevnich srazeniiRacek et al., 2006)
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1.4.3.5Souasre probihajici jinA nemoc

V piipact, Ze chybi informace o pacientovi, coZz byva zejmémr&kutnich stay,
muze se léka setkat s vysledky, které jsou ovldmy jinou sowdasré probihajici
chorobou, nez pro kterou je nemocny videan. Namatkou Ize uvést, Ze u pacienta
s chronickou aktivni hepatopatii je pé&maminotransferaz jako u infarktu myokardu, u
pacienta s aktivni revmatoidni artritidou je zvy&drdnota C-reaktivniho proteinu atd.
Bude-li takovy pacient vySiivan pro bolest na hrudi, resp. s paéerm na infekni
komplikaci, miZe pozitivita uvedenych téspii neznalosti zakladniho onemdaen vést
k nespravnym z&viam (Racek et al., 2006)

1.4.3.6Cyklické variace

Rada laboratornich paramietv lidském organismu podléhéa cyklickym &ném

jak v prab¢hu dne, tak v gibéhu tydni, i v pribéhu roku (sezénni variace).

» Cirkadinni variace- maji periodu 24 hodin.€mto znénam podléhaji nejen
hormony (nap kortizol), ale také &né analyty, jako jsou Zelezo (#na o

50%), draselné ionty, urea, kreatiniraaa dalSich.

» Ultradidnni cykly — maji periodu kratSi nez jeden den. Vyana se

narazovymi zrinami zejména kortikosteraigdsomatotropinu a inzulinu.

» Infradianni cykly — maji periodu zin delSi jak 24 hodin. Patsem
menstruéni cyklus s typickym ovlivénim fertilnim hormoq.

= Cirkanualni cykly— maji periodu zin priblizn¢ 1 rok. Znamym fikladem

je vitamin D, ktery je vySSi v |&t
(BuneSov4, Skalick4, 2008)
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1.4.4 Preanalytické faktory ovlivnitelné

1.4.4.1Fyzicka aktivita

Jak jiz bylo zmiano, ged kazdym odérem by né&l byt pacient alespo 20
minut v klidu. Je pdtba ¥dét, Ze zvySena fyzicka namaha oviiye slozeni dinich
tekutin a zavisi vzdy na intenziti délce z&¥e. Bshem fyzického vykonu dochazi ke
zménam koncentrace vSech latek, které se bezdrst podileji na energetickém
metabolismu tj. laktatu, glukdézy, mastnych kysedin ZvySena fyzicka z&t vede
rovnéz k uvolreni svalovych bilkovin do aihu, proto stoupéa aktivita CK, AST, LD a
koncentrace myoglobinu. Pracuji-li svaly na kysWkalluh, stoupa v krvi koncentrace
kyseliny ml&né. Dochazi také k metabolickych @mam lipidi, kdy klesa sérova
koncentrace triacylglycend] stoupa HDL cholesterol a volné mastné kyseliny
(Masopust, 1998

1.4.4.2Psychicky stres

Odker krve je pro ¥tSinu pacient negijemny vykon, proto musime pivat

s tim, Zze kazdy nemocny jegul odigrem viceci méne rozruSen. Psychicky stres se
projevuje zejména uéti, ale i u kkterych dosplych jedindi. Proto je vhodné, aby byl

pacient ped odrem nalezi¢ uklidnén. Je teba si u¥domit, Ze i kratkodoby stres

muze vyustit ve zréinu koncentracedkterych analyi. Na stresovou reakci organismus
reaguje vyplavenim hormarkury i dierg nadledvin, které vyvolavaji hyperglykémii a
vzestup volnych mastnych kyselin apgBacek et al., 2006)Vyznamnym stresem je

také probuzeni, proto napodkér krve na vySéeni koncentrace prolaktinu je mozné
provest 3 hodiny po probuzefidunesova, Skalicka, 2008)
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1.4.4.3Vliv diety

Pro WtSinu biochemickych vySgni se doportuje lainéni v délce 10 — 12
hodin. Déle trvajici lenéni je nevhodné, naopak kratkécédani je nedostéujici.
Nedodrzenim dietnich zasad vznikaji &m v sacharidovém a lipidovém spektru.
Bezprostedni gijem potravy zvySuje nejenom koncentraci glukdze, také dochazi
k vyplavenitady hormoid a enzyni pred jidlem a Bhem jidla (inzulin, kalcitonin,
lipdza, amylaza aj.). Dochazi téz ke zvySeni kotmaea triacylglyceral, vznika tzv.
hypertriacylglycerolémie — diky ni je krevni sérwhylézni (zkalené). V krvi také
stoupa hladina volnych mastnych kyselin a doch&zizike&nam spektra lipoprotein
Hladina cholesterolu se obvykle n&m V potrae, jak vime, jsou obsazené Ziviny,
které jsou v organismu metabolizovany az na knéerodukty, jejichz koncentrace se
v krvi muze rovréz zvysSit. Je znamo, Ze mapo [@Fijmu masité potravy se zvySuje
kreatinin, strava bohata na proteiny vede ke zviyRgseliny m@ové a amoniaku atd.
Nekteré zngny mohou vznikat sekundarv diasledku vyplaveni hormdn Klasickym
piikladem je pokles draselného kationtu a fosfatuewti vyplaveného inzulin(@abor,
Zamenik, 2005)

1.4.4.4Alkohol

Pred biochemickych vySignim by pacient negh pit alkohol, a to nejmeén24
hodin ed odkrem. Alkohol ovliviiuje vysledky laboratornich vy¥eni podle toho,
zda se jedna o akutii chronicky abuzus. # akutnim abuzu se obvykle zvySuje
koncentrace triacylglycerd] aldosteronu a klesd koncentrace prolaktinu,
antidiuretického hormonu a kortizonu#i Rchronickém abuzu dochézi ke zvySeni
koncentrace jaternich té&stAST, ALT, GMT), kortizolu, adrenalinu a estradiol
Dlouhodoby abuzus vede k hypoglykémii a ketoacidaggSuje se koncentrace laktatu

a kyseliny mgové (Racek et al., 2006)
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1.4.4.5Koueni

Kouieni vyznama ovliviiuje vysledky fady analyi. Uvadi se, Ze kdeni
zvySuje podil karbonylhemoglobinu a koncentracioklganatan v séru. Vlivem
nikotinu se zvySuje sekrece Zalddeeh $av, zvySuje se hladina cholesterolu,
triacylglycerofi, karcinoembryonalniho antigenu, kortizolu, naopak sniZuje

koncentrace imunoglobulinu a vitaminu B@ma, 2008)

1.4.4.6Léky

Léky pasobi na vysledky biochemickych vy&ti dvojim zisobem:

* Ovlivauji metabolismus stanovované latkgnéni jeho rychlost nap
indukci syntézyi naopak inhibici enzyin ovliviwiji vazbu na transportni

bilkovinu atp.);

* RuSi (interferuji) pi vlastni chemické reaket nag. kyselina askorbova
muze makovat ftomnost glukozy ¢i krve v mai pii vySeteni

diagnostickym prouzkem.

Je proto vhodné pacienta upozornit, aby léky, pgkuo mozné, fed odkrem
vynechal. Neni-li to mozné, je nutné uvést poziékyl na Zadanku. Jako léky se
pacienim mohou podat latky, které chceme v krvi stanoVitpickym prikladem je
infuze roztoku glukozy. V tomtoffpact muze byt @i nepimérené rychlosti infaze
ovlivnéna glukéza v krvi, i kdybychom provedli o&b z jiné Zily, vzdy nag.

koncentrace glukdzy jen v izotonickém roztoku j& 2Tmol/l (Racek et al., 2006)
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1.4.5 Odbsr vendzni krve

Zilni krev pati mezi nefastji vySettovany material, ktery hraje vyznamnou roli
pro spravné stanoveni diagnozy a nasledetgyl@acienta. Dosjym a wtSim ditem se
krev odebira neépstji z povrchovych zil hornich katetin. Nefasgji provadime
venepunkci v oblastifiedlokti. Vhodné jsou zejména kubitalni Zila ve oastebrachii
nebo Zzily v loketnim ohbi. Odb krve pati k zakladnim a kéiovym dovednostem

sester, které jsou za jeho kvalittimo zodpo¥dné(Samankova et al., 2006)

1.4.5.10dkerové zkumavky

V souwtasneé dob se na ¥tSin¢ zdravotnickych zédzeni pouziva k odiu krve
uzaweny vakuovy systém. Tento systém zajj@ odlEr krve do jednorazovych
vzducho¥snych zkumavek vyrobenych z plastu. Jednotlivé zkky jsou od sebe
odliSeny barevnymi ¥ky podle druhu uvnit piitomné prepakmi latky. V praxi jsou
bézre¢ dostupné odiyové systémy ndp Vacuette, Vacutainer giMikSov4, Frakova,
Zajickova, 2006).

Obr. 7 Odbirové zkumavky Vacuette

(Zdroj: www.vacuette.com)
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Pro biochemické vySitni se odebirarazliva krev. Odebira se do zkumavek
bez imési protisrazliveho prostdku. Takto odebrana krev se po kratkécdpiine
srazet, v dsledku pemeny rozpustného fibrinogenu na vlaknity fibrin. Rr¢g¢ vhodné
umistit zkumavky do stojanu a nechat je dostadia dobu srazit. V laborafiose
pomoci centrifugy docili odteni krevniho séra a krevnich elemenkKdybychom
vzorky odstedili prilis brzo, obvykle dojde k hemolyze. ¢¥inu biochemickych
vySeteni provadime ze séra, které bylo ziskano ze séakiive (Samankova et al.,
2006) Nekteré zkumavky obsahuji sepa&mna gel, ktery po od#gdéni vytvari rozhrani
mezi krvinkami a vrstvou séra. Je tak umoin dlouhodobé uloZeni séra v primarni
zkumavce, aniz by dochéazelo ke kontaktu mezi sé@éminkami(Racek et al., 2006)

Pro rektera vysateni je zapdebi ziskamnesrazlivou krev. V tomto gipad se
do odkErové zkumavky fidavaji latky zabraujici srazeni krve. Protisrazlivé priostky
mohou byt ve zkumavce v tekuté nebo krystalickéméorMezi nefastji uzivané
protisrazlivé prosedky paki heparin, citrat sodnytdvelan draselny nebozKEDTA.

S vyjimkou heparinu brani protisrazlivé piestky krevnimu srazeni tim, ze vazi
vapenaté ionty, které jsou pro srazeni krve neZoytho odbru je nutné krev
s protisrazlivym cinidlem promichat opakovanym Setrnym &@Aim zkumavky.
K vySeteni glykémie se vyuZivaji zkumavky s obsahem flllworsodného, ktery zde
pusobi jako inhibitor glykolyzyRacek et al., 2006)

1.4.5.2Bezpeénostni aspekty/ipodberu

- Kazdy vzorek biologického materialu je nutné powestoza potenciakh
infekéni. Je zapdebi zabranit zbytanym manipulacim s krvi, které by mohly
vést ke kontaminaci pokoZzky odebirajici osoby, ee@th zaizenich
pouzivanych p odkeru nebo vzniku infeéniho aerosolu.

- Odker biologického materidalu provadime vzdy zasadw ochrannych
rukavicich, a to ke kazdému pacientovi zvla6im chranime nemocné i sebe

pied vznikem infekce.
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Pred kazdym odérem i po m si dikladrné umyjeme ruce.
Je nutné zajistit [eka u gipadnych zdravotnich komplikacich pdberu.
U pacient s poruchami &omi nebo u malych & je nutné zabranit
piipadnému porami. Je feba poteba @ekavat nenadale pohyby nebo reakce
na vpich. O komplikacich musi byt informovan @8gti Iéka.
Veskeré manipulace s offbvymi jehlami se musi provad s maximalni
opatrnosti. Bezprostdre po odlEru se musi jehly bezpe¢ zneSkodnit
odloZenim do silnoshné nadoby (kontejneru). S pouzitymi jehlami sengdmi
jinak manipulovat.
Pro zabra#gni vzniku hematomu v mistvpichu je nutné dodrzet tyto pravidla:
maximalni opatrnostippunkci (proniknuti jehly jen horni Zilni&tou), Lasné
uvolnéni turniketu ped odstragnim jehly ze Zzily, pouZzivani jen é&tgich
povrchovych Zil, zaji$ni dostateného tlaku na misto vpichufipoSetrovani
rany po odbru).

(Samankova et al., 2006)

1.4.5.3Priprava poricek k odbru venozni krve

e Vzduchotsné vakuové zkumavky;

» Sterilni jehly na jedno pouZziti;

e Umeélohmotné nastavce na jehlu;

e Ochranné rukavice na jedno pouZiti;

» Desinfekni prostedek;

* Rouska z PVC,;

» Popruh k zataZeni paze;

* Kontejner na odkladani pouzitych jehel,
e Tampony z buriny;

* Naplast.

(Rozsypalové, Haladova, Safrankova, 2002)
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1.4.5.4Pracovni postup odiou vendzni krve

» Pr¥iprava pomicek a prislusné dokumentace

na podnos siifpravime vSechny ptgbné pomcky;

odkérové zkumavky vybereme podle typu poZzadované wgset

pied odlErem si pélivé ozn&ime zkumavky Stitkem se jménem djrmpenim
pacienta, rodnyngislem, datumem odbu, oddlenim ze kterého se vzorek

posila(Samankova, et al., 2006)

» Kontrola identifikace pacienta.

Komunikujici pacient

pacienta pozdravime;
zeptame se ho na jeho jméndjmeni a rodnéislo (datum narozeni);
zkontrolujeme, zda Udaje uvedené nadabké zkumavce souhlasi s Udaji na

zadance.

Nekomunikujici pacierfbezwdomi, dti, psychiatréti pacienti, cizinci)

identifikaci pacienta provede zdravotnicky perspr@bg. piibuzna osoba
(Samankova et al., 2006)

» Informovani pacienta o postupu [¥i odbéru.

pacienta sezndmime s vykonem, ¢ligym a ochotnym zfisobem mu
zodpovime jehoifjpadné otazky;

dotazem sefpswdcime, zda pacient dodrzel penha dietni opaeni;

Zjistime, zda se muip odbéru nedlda Spate (Rozsypalova, Haladova,
Safrankova, 2002)
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* Vybér vhodné polohy pri odbéru.

- krev odebirame pacidaith standardé vsed, pokud to stav pacienta
nedovoli, tak vleze;

- poloha pacienta je velmi vyznamna éza ovlivnit celouradu analyid, tak
nag. ve vzgimené pozici stoupa hydrostaticky tlak a tak do€haz
k presurim vody a iont z plazmy do intersticia — tim se zvySuje cca o
10% koncentraceiftomnych proteifi a krevnich elemeiit které es
kapilarni s¢tnu neprochazi. Vysledkem je nejen zakwiSplazmy, ale také
dochazi k posturalnimu stresu, dik§muz se aktivuje sympatikus, ktery
spousti osu renin — angiotenzin — aldosterosigy$nou fyziologickou
odpowdi. Koncentraceéthto hormoi je vstoje vysSi az o 50%dabor,
Zamenik, 2005)

e ZajiSténi vhodné polohy paze

- u sedicim paciefit doporiime vhodnou
polohu paze, tj. v natazené pozici b
pokréeni v lokti;

- U lezicich nemocnych zajistiméimpéienou
polohu paze s vylaienim flexe v lokti
(Samankova et al., 2006)

Obr. 8Vhodna poloha paze

(Zdroj: www.vacuette.com)

» Posouzeni kvality Zilniho systému
- odbér provadime neépstji z loketni Zily (veny cubite);
- abychom odbr provedli napoprvé, je zagebi vybrat co nejlepsi Zilu;

- dobré zily pozname tak, Ze jsou na pohmglitka a pruzné;
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malo Zetelné zily je mozné zviditelni / \”‘
napf. masazi paze od z&gi k loktu i [
kratkymi poklepy ukazovakem na mis

odbkeru;

k odkéru by nengla byt vyuZzita paze, nc
které jsou jizvy, hematom nebo u zZen 1 | /

| T \‘a‘__

straré po provedené mastektomii; = =

pazi s vybranou Zilou podloZzime rouskou Obr. 9 Vybér mista vpichu
z PVC(Samankova et al., 2006) (Zdroj:  www.vacuette.com)

Aplikace turniketu .

nad mistem vpichu zatdhneme pazi
vhodnym Skrtidlem;

Skrtidlo by vSak ne#io byt pouzito
déle jak 1 minutu, v ogaém ipack /
dochazi k pesunu tekutiny z cévnihg

prostedi do intersticia, a tim ke zvySeni

koncentrace vysokomolekularnich latek
v odebrané krvi az o 10 — 30%; Obr. 10 Aplikace turniketu

u pacient s dol¥e viditelnymi Zilami je (Zdroj: www.vacuette.com)
je vhodné provést o&bz nezatazené paze;

pacient by ner s pazi cuit, protoZze niZze dojit k ovliviéni nekterych
analyti, nag. laktatu;

oblékneme si ochranné rukavi¢klener et al.,2006.)
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» Desinfekce mista vpichu

- misto vpichu desinfikujeme;

- desinfekci je nutné nechat zaschnout,
aby se zabraniloffpadné kontaminaci
vzorku @i odbéru, hemolyze vzorku a
pocitu paleni v mistvpichu;

- vybér vhodného desinfekiho

prostedku nize také ovlivnit vysledek

laboratorniho vyséeni; Obr. 11 Desinfekce mista vpichu

- pokud pouzijeme alkoholicky prdstiek (Zdroj: www.vacuette.com)
pred odErem krve na stanoveni koncentrace alkoholu v kmizeme dostat
faleS® pozitivni vysledek;

- po desinfekci se uz nesmi na misto vpichu sgRaicek et al., 2006)

» Pr¥iprava jehly.
- podle kvality Zil si vybereme jehlu vhodnéhdigvitu;
- odstranime dolni kryt jehly;
- jehlu @iSroubujeme do plastového drzaku;

- opatrre sejmeme horni kryt jehly.

. N

Obr. 12 Priprava jehly (Zdroj: www.vacuette.com)
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Provedeni venepunkce

pevre uchopime pacientovi pazi;
palcem pimakneme Zilu cca 2-5
cm pod mistem vpichu;

jehlu opatrg zavedeme do Zily;
poté vybereme zkumavku pr

poZadovany odiy a vioZzime ji do

nastavce tak, aby kratka jeh

s gumovym ventilem pronikla Obr. 13 Provedeni venepunkce
zatkou zkumavky; (Zdroj. www.vacuette.com)
zkumavka se samovamaplini potebnym mnoZzstvim krve;
jakmile se ve zkumavce objevi krev, uvolnime Skotid
odebirame-li krev do vice zkumavek, je nutné dadejeh spravné p@adi:
1. odlgr na hemokulturu
2. zkumavky bezifsad
3. zkumavky na hemokoagulaci
4. ostatni zkumavky gigadami
u pacient se zavedenou infuzi se @dlprovadi zasadnz druhé ruky nebo

mista pod intravendzni linkou, ovSem idealni je,yZdneni infuze

momentalg aplikovana;

chceme-li odbr ukortit, misto

vpichu i sjehlou zakryjemg
bunicitym ¢tvercem;

na ¢tvereek se jem# zatlai a

pomalym tahem se odstrani jeh

ze zily,; -
po odkEru je nutné zkumavky s Obr. 14 Ukon¢eni venepunkce
protisrazlivym prosedkem Setré (Zdroj: www.vacuette.com)

prevratit (Samankova et al., 2006)
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» OSeti‘eni po vykonu

po kEZném odBru oCistime okoli mista vpichétveretkem bunéiny;
na misto vpichuiloZzime tampon a po chviliippoZime naplast;
pacientovi doporgime, aby si misto vpichu tiskl prsty cca 2 — 3 nyna

ponechal naplast alesp@5 minut po odéru (BuneSova, Skalicka, 2008)

Komplikace i odberu:

hematom (propichnuti Zilyfipadré po vyjmuti jehly);
flebitida ( u opakovanych odhi);
omezena pohyblivost kéatiny (@i naruseni nervu);
krvaceni z mista vpichu;
nevolnost pacienta, mdloby, kolaps.
(Samankova et al., 2006)

1.4.5.5Nejcas¥jSi chyby pi odberu vendzni krve

* zantna zkumavek;

e pouziti jehly s malym gisvitem;

* nevhodna odirova nadobka (n&ps nevhodnymi aditivy);

» prudké tepani odebrané krve ve zkumavce;

» dlouhodobé stazeni paze turniketem nebo intenziwiténi ged odirem;

» desinfekce mista vpichu nevhodnym desitféin prostedkem;

* nedostaténé uschnuti desinfekce;

» odber ze stejné ruky nebo nevhodného mistaavedené infuzi.

(BuneSova, Skalicka, 2008)
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1.4.6 Odker kapilarni krve

Kapilarni krev se odebiraétim dtem a dosglym negastji z biiSka prsh
horni korgetiny nebo z usSniho latku. Z kapilarni krve nepsgji vySettujeme hladinu
glykémie a parametry acidobazické rovnovahy (kapilaastrup). Novorozerim,
kojendim a malym dtem odebirame kapilarni krev z g&iy, a to gedevSim na

stanoveni krevniho obraz8amankova et al., 2006)

1.4.6.10dkerové nadobky

Kapilarni krev na vyséeni glykémie se odebirad do plastovych mikrozkumavek
pomoci kapilary. Mikrozkumavky obsahujfimés fluoridu sodného, ktery zdeigobi

jako inhibitor glykolyzy (MikSova, Fraikova, Zajfkova, 2006).

1.4.6.2Priprava pondcek k odbru kapilarni krve

* eppendorfky se Sedym uzéegm;
» stojanek na eppendorfky;
» Kkapilary o objemu 2@l;
e drzak na kapilary;
* jehla s malym prsvitem¢i sterilni lanceta;
» ochranné rukavice;
» desinfekni prostedek;
* emitni miska;
* rouSka z PVC;
» (tvereky bunkité vaty;
* naplast.
(Samankova et al., 2006)
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1.4.6.3Pracovni postup odiou kapilarni krve

» Pr¥iprava pomicek a prislusné dokumentace
- na podnos siffpravime vSechny pt#bné pomcky;
- pred odkirem opatime eppendorfky Stitkem se jménemignpenim pacienta,
rodnym cislem, datumem odbu, oddlenim ze kterého se vzorek posila
(Saméankova, et al., 2006)

» Kontrola identifikace pacienta.
- pacienta pozdravime;
- zeptame se ho na jeho jméntjmpeni a rodné€islo (datum narozeni);
- zkontrolujeme, zda udaje uvedené na&dbe zkumavce souhlasi s Udaji na

zadance.

» Informovani pacienta o postupu [¥i odbéru.
- pacienta seznamime s vykonem, ¢ligym a ochotnym zfisobem mu
zodpovime jehoifjpadné otazky;
- dotazem se ipswdéime, zda pacient dodrzel pena dietni opaeni

(Rozsypalova, Haladova, Safrankovéa, 2002)

* Vybér mista vpichu.

- kapilarni krev na vys&ni glykémie odebirame z pidtornich kosetin;

- vybirame zasadn prsty ruky nedominantni (u pravaka levou, u levaka
pravou);

- kodkEru si vybirAme népstji prostedntek a prstertiek, snazime se
vynechat palec a ukazovak, které pacient nejvicgipa;

- misto vpichu musi byt déb prokrvené, proto se dopduje prsty zalkat
v teplé vod;

- podlozime ruku rouskou z PVC;

- oblékneme si ochranné rukavi¢8afrankovéa, Nejedl4, 2006)
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» Desinfekce mista vpichu

provedeme desinfekce zvolenéhtska prstu;
desinfekci je nutné nechat zaschnout, aby nedoBkmolyze;

po desinfekci se uz nesmi na misto vpichu sgdanankova, et al., 2006)

* Provedeni vpichu

rychlym, ale Setrnym Zsobem provedeme vpich ddgigka prstu ze strany,
kde je lepSi prokrveni nez veestiu prstu;

prvni kapku ateme, potvadz obsahujeifmés tkaiového moku;

dalSi tvorbu kapek podpione lehkym tlakem na prst, potélpzime koncem
kapilaru, ktera se vlivem kapilarnich sil naplnimssvolng krvi;

kapilarni krev bychom neéh nabirat gilis velkym vymakavanim prstu, aby
nedochazelo ke kontaktu krve aitk&ého moku;

kapilara musi byt rowt presré naplrena krvi a nemaji v ni bytiftomny
vzduchové bubliny, v ogaém gipadt naneiime zkreslené vysledky;
naplrenou kapilaru vhodime doiedem oznéené eppendorfky, eppendorfku
zaweme a dkladre ji prottepeme;

misto vpichu oSéime ¢tveretkem bunéiny (Levkova, 2005)

1.4.6.4Nejcas¥jSi chyby pi odbeéru kapilarni krve

nedostaténé prokrveni mista vpichu;
nadnerné vymakavani krve z prstu;
prvni kapka krve se pouZzije k afih;
nedostaténé oschnuti desinfekce;
nedostaténé naplgni kapilary;
v kapil&e jsou pitomné vzduchové bubliny;
nedokonalé promichani.
(BunesSova, Skalicka, 2008)
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1.4.7 Identifikace biologického materialu

K obecnym zasadam ftip odkéru pati predevSim pesna a jednoziaa
identifikace vzorku. VZdy by ta platit zasada, Ze sestra by si nejprvdanozndit
vSechny zkumavky daného pacienta jménem a teprvectidoy néla nabrat krev. Je to
dulezité gedevsim proto, aby nedoslo k zin# biologického materialu. Mezi zakladni
identifikacni udaje, které jsou nezbytné préjgti a nasledné zpracovani vzorku do

laboratdie pati:

= Jméno afijmeni pacienta
= Rodni¢islo

=  Datum odru

Idedlni je identifikace pomoci Stitk které Ize vytisknout z nemocniho
informaniho sytému. Na tomto Stitku jsou uvedené vSecluhagované identifikani
Udaje pacienta vyti&hé z pgitace, coz do jisté miry eliminujefipady neitelného
popisu udaj pacienta na zkumavkach. Nedostateozna&ené vzorky nemohou byt
v laboratdi vySetovany, protoZze by mohlo dojit k posSkozeni pacientdisledku

zaneny vzorku (Zahradnikova, 2010)

1.4.8 Laboratorni zadanka

Jak jiz bylo zmiano, cely laboratorh diagnosticky proces je zahajen Usudkem
oSetujiciho |ékd&e o provedeni laboratorniho vyi&sti. Zakladnim fedpokladem pro
jeho realizaci je nezbytné, aby lékayplnil laboratorni Zadanku. V zasadzliSujeme

dvé formy Zadanek, a to ti§tou a elektronickou verZDastych et al., 2008)
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TiSttnd Zadankapiedstavuje formula ktery obsahuje jiz fiedtiS€né metody,
jejichz provedeni vyzrid léka zaSkrtnutim fislusné rubriky. Na Zadance musi byt

uvedeny tyto udaje:

* Jmeéno afijmeni pacienta;

* Rodné&islo;

» Adresu mista pobytu vy&etvané osoby;

» Kobd poji¥ovny;

» (Cislo diagnozy:

e Druh biologického material, datum a hodina &y

» Razitko a podpis odeijiciho lekate;

* Adresu odesilatele (nazev nemocnice,ipkiinického pracovis);

» Pozadavky na laboratorni vyEsti.

Pokud je pozadovano rychlé vy&ati vzorku, Zzadanku oz&iane ,Statim”.
Statimova vySéeni se provadi v urgentnichipadech, laboratoje musi provést co

nejdive a vysledek neprodlgmhlasit na odéleni (Cerméakova, $panova, 2003)

Elektronickd Z&dankge sowasti nemocriniho inform&niho systému, ktery
vyuZzivaji pracovit jednotlivych nemocnic. Ze strukturované nabidkyékias navoli
poZzadovana vyseni. VSechny ostatni pebné Gdaje se pro konkrétniho pacienta
vygeneruji automaticky z databaze nema&aiio inform&niho systému. Po vystaveni
elektronické Zadanky systém vygeneruje identdiikacarové kody, které vytiskne
¢arova tiskarna na samolepici Stitky k aar zkumavek s biologickym materialem.
Na vytisknutém Stitku je kroéncarového a numerického koédu uvedeno jméno a
piijmeni pacienta, rodniislo, gipadré i ozna&eni typu odbrové zkumavky, do které

ma byt odBr biologického materialu provedefDastych et al., 2008)
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1.4.9 Transport biologického materialu do laborake

Odebrané vzorky ¥adre ozna&enych zkumavkach a se spravmyplnénymi
zaddankami by rly byt co nejrychleji dopraveny dariglusné laborate. Transport by
mel byt dostaténé rychly. Vzorky krve by mily byt nejpozdji do 2 hodin dopraveny
do laboratte, aby mohlo byt ¢as oddleno sérum od krevnich eleméntfo odkru
srazlivé krve je vhodné, aby vzorek nebyl trangpah okamzit, ale aby se srazil na
mis€ odbiru béhem 5 — 10 minut. #HiS rychly transport a igdiasné odsedini
obvykle vedou hemolyz@Racek et al., 2006)

Pro okamzity transport biologického materidlu pége pokojova teplota
transportu. Extrémni teplota jefiginou inaktivace enzyi a také rychleji klesa
koncentrace glukézy. Naopak mrazize zpisobit hemolyzu vzorku. Vzorky bychom
méli rovnéz chranit ped gimym swtlem. inkem swtla dochazi k urychleni oxidace
bilirubinu na biliverdin a tim ke zkresleni vysleadkZahradnikovéa, 2010)

V ramci zdravotnickych Z&eni je zajiSovana doprava biologického materialu
do laboratoe prostednictvim po¥ienych pracovnik obvykle sanitél a sanitéek.
K transportu vzar z odlehlych pracoviS nebo od praktickych I[ék& je pouzivan
centralni svoz. Auta svozové sluzby jsou vybavehkadicimi boxy, ve kterych je
udrzovana a pravidednkontrolovana teplota. Vékterych velkych zdravotnickych
zarizeni se pouziva k transportu materialu potrubsigpd?i tomto zpisobu transportu

je zapotebi vzorky uloZit do spolehlévuzavenych kontejner (Dastych et al., 2008)

1.4.9.1Nej’as¥jSi chyby pi transportu

e pozdni dodani vzorku do labor#&to
» pozdni oddleni séra od krevniho kaié;
» vzorky byly vystaveny nevhodné tepiatebo pimému slunénimu swtlu;
» uskladréni plné krve v lednici bezprasdre po odlgru;
* zkumavky s materialem byly gagnény krvi.
(BuneSov4, Skalicka, 2008)
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1.4.10 Uchovavani biologického materialied analyzou

urcité nikoho nepekvapi, Ze nejspragjsich vysledk se dosahne ze zcela
cerst¥ odebraného materialu. Pokud ngm@me biologicky material zpracovat ihned,
zkumavky nejprve odstdime, vizuala se geswdcime, zda nedoslo k hemolyze a poté
je umistime do lednicefip4°C, kde koncentracettsiny analyt zastavaji beze zamy
alespa 24 hodin. Krevni sérum je téZ mozno zmrazit ndotep-20°C. Ri této teplo
se koncentracéady analyt neneni i potadu tydri. RovreZz pii uchovavani je nutné

chranit vzorky ped teplem a sitlem (Zahradnikova, 2010)

Je dobré mit na paftn, Ze @i delSim stani krve dochazi kasrpani
energetickych zdréj erytrocyti (glukdzy). Cervené krvinky pak nemohou udrzet
zakladni metabolické&ke, k nimz pat funkce membrany zajigjici transport drasliku
do buiky a sodiku opnym snErem. Ztohoto dvodu dochazi k Uniku drasliku
Z erytrocyti a nasled& pak nangiime hyperkalemii, aniz soéasré dojde k hemolyze.
Pti stanoveni glykémie se do zkumaveidava fluorid sodny, ktery inhibuje glykolyzu

az po dobu 24 hodin. Be#igavku fluoridu sodného klesa glykéngienosti erytrocy.

Budou-li vzorky uchovavany v teple, leukocyty gpbibovavaji kyslik, zarove
vznika oxid uhlity a vlivem anaerobni glykolyzy v erytrocytech skepH krve. Proto
se krev na vys&tni acidobazické rovnovahy a krevnich filynusi uchovavat na ledu,
a to nejméa dwe hodiny(Racek et al., 2006)
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2. Cil prace

Tato bakaléska prace si klade dva cile:

1) Definovat biochemické markery (glukézu, triacylgtyoly, HDL cholesterol)
pouZzivané pro diagnostiku metabolického syndromu;

2) Ovladat techniku vys&gni €chto markei véetrg jejich principu stanoveni.
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3. Metodika

V praktické casti bakaléské prace uvedu #apob, jakym jsem vzorky
biologického materialu vySetval. Bude zde popsan postup zpracovani biologkéh
materialu ¥etre jeho gipravy k vlastni analyze a charakterizovan primogtody, ktera
byla k analyze pouzita. Vy3dtjsem 100 vzork vendzni krve na odteni Klinické
biochemie v laboratd Laboma s.r.o. ¥eskych Budjovicich. Jména vyS&ivanych

pacienti jsou z divodu povinné nilenlivosti utajena a nahrazetialy.

3.1 Preanalyticka faze (laboratorni)

Laboratorni preanalyticka faze ¢ma& @ijmem biologického materidlu do
laboratde a kowi vloZzenim analytickych vzotk do gislusného analyzatoru. Toto

obdobi zahrnuje nasledujici kroky:

» P¥ijem a identifikaci biologického materiélu;
» Vlozeni identifik&nich udaj do LIS;
= Ozna&eni analytického vzork&arovym kédem;
» P¥iprava analytické vzorku — centrifugace;
»= Vytvoreni sekundarnich analytickych vzark aliquofi a jejich ozn&eni
carovym kodem;
» Roztidéni analytickych vzori pro jednotliva cilova pracovist
» VloZeni analytického vzorku do analyzatoru.
(Dastych et al., 2008)
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3.1.1 P¥ijem biologického materialu do laboraie

Pro gijem a prvotni zpracovani biologického materialu w&ina laboratti
vyclenéné g@ijmové pracovidt Za pijem biologického materidlu je odp&ina
piijmova laborantka w@end dennim rozpisem pracavis$Laboratorni prace na
piijmovém pracovisti je velmi zodpegna. Jdecasto o soubor manualnickasto
stereotypnichc¢innosti, které je nutné provétd vzdy peélivé a zodpowdre. Asi
nejzavazyjsSi a také nejobavési chybou je zawna vzorki, nebo chyba ip

identifikaci. Ol tyto chyby mohou v kors@ém disledku ohrozit pacienta.

Obr. 15 Pfijmové pracovist

(Zdroj: vlastni foto)

Biologicky material je dopraven do labor&o prostednictvim svozovych
vozidel. Auta svozoveé sluzby jsou vybavena chlaxiitioxy, ve kterych je udrzovana a
pravidelré kontrolovana teplotaRidi¢ vozidla dopravi transportni boxy do labotato
V laboratdi prevezmeme transportni boxy, ze kterych vyjmeme bioky material
spol&né se Zzadankami. Transportni boxy pak vratfid&i k dalSimu pouZiti.
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Vzorky biologického materidlu nejprve fifadime k jejich laboratornim
Zaddankam. Poté provedemeclpsou kontrolu shody udéj uvedenych na Zadance
s udaji na zkumavce materialu. Identiikéd idaje pacienta na Zadance a na zkumavce
musi byt jednozrmé shodné. Neshledame-li shodné jméntijmeni a rodné&islo,
nemizeme material dale zpracovat, néthwozi zantna a poskozeni paciéntVelkou
pozornost ¥nujeme laboratorni Zadance. Musimelip€ zkontrolovat, zda obsahuje
vSechny pdtbné Udaje, které obsahovat ma. Je to nutné peauhuySateni, kterou

nasledg vyZzadujeme od zdravotni pajgvny.

RovreZz zkontrolujeme druh odbové zkumavky a mnoZstvi odebrané krve
vzhledem k poZzadovanym vygenim. Pokud je odib proveden do nespravné
zkumavky, laboratb material nezpracuje a do vysledkového listu uvpdenamku
~.chybny odkr”. Je-li vzorku malo, vySéeni nelze provést a pozada se o novyendb
Vizuélré se ujistime, zda nedoSlo k poSkozeni zkumavekedm transportu a
zkontrolujemegistotu odigrové zkumavky. Zadanka ani &jgi seéna zkumavky nesmi
byt kontaminovana biologickym materialem, v &pém gipact muze byt vzorek

odmitnut.

3.1.1.1Duivody pro odmitnuti biologického materialu v labavéat

- na Zadance nebo na @divé zkumavce nejsou uvedeny nebo jsotitemé
Udaje dilezité pro identifikaci vzorku a pro styk se zdrinigoojigovnou €islo
pojisténce, jméno aifjemni, typ zdravotni poji®vny, ICZ odesilajiciho €k,
z&kladni diagnéza) a pokud neni mozné tyto udajplndto telefonickym
kontaktovanim ordinace lékeg

- odbirova zkumavka neni dostate ozna&ena nebo udaje jsou tieelné;

- nesouhlasi-li udaje uvedené na Zadance a n&mdb zkumavce (za zavazné

jsou vzdy povaZovany udaje uvedené nagoo® zkumavce);
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- materidl, u 8z zjevre doSlo k poruseni zasadi pdberu, transportw&i ulozeni a
je znehodnocen natolik, Ze jej nelze vyiet

- doslo-li ke kontaminaci Zadanky nebo eédivé zkumavky biologickym
materialem

- laboratd poZadovana vySeni neprovadi.

V pripadech dodéani biologického materialu bez Zadaakyngzné pozadovana
vySeteni po telefonické domlgvs oSetujicim lékaem vypsat Zadanku nhradni a
poZzadovana vys&tni proveést. Lékamusi v Echto gipadech zaslat do laboréto
dodaténou zadankiZahradnikova, 2008)

3.1.2 VloZeni identifika*nich Udaj do laboratorniho informa@&niho systému

S neustalym rozvojem informiai technologie se doétsiny laboratéi zaved|
tzv. laboratorni informéni systém. Tento systém nam pomaha shromazditaxayat
laboratorni data, vytwd laboratorni vysledky a v ti&é podob je predat oSétijicimu
lékai (Dastych, 2007) Prace s laboratornim inford@m systémem je po¥me
jednoducha a da se ji za kratkou dobu ¢italaboratd Laboma s.r.0. vyuZiva
laboratorni informani systém firmy PROMED.

Po kontrole fjatého materialu vioZime Udaje ze Zadanka do kaoniho
informaniho systému. Ten kazdému paciento¥id@i laboratornicislo a sotasrg
zaznamena datum @&s zapisu. Do systému vlozime jménoignpeni, rodnécislo,
nazev klinickeého pracovidtéiselny kod diagnozy, kod pojidvny a identifik&ni ¢islo
ordinujiciho Iék#. Poté navolime poZzadovana vyéef, ktera vkladame do systému
prostednictvim zkratek nazvjednotlivych vySeteni. Je zapéebi si ue¢domit, Ze i
rué¢nim zadavani dat do pibace mohou vzniknout neclrié geklepyc¢i dokonce chyby,

které musime minimalizovat pravidelnymi kontrolardech vloZenych Gd&,j
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Teprve po dkladné kontrole réné¢ zadanych
Gdaji vytiskneme z laboratorniho inforg@ho
systému samolepici Stitky s identifikaci pacienta a
carovym kodem. Na Stitku je kraméarového
kodu uvedeno jméno atipneni pacienta, rodné

¢islo, denni ptadové ¢islo a druh biologického

materialu. Zkumavku s biologickym materialem
Obr. 16 Tiskarnacarovych kéd  opatime identifika&nim Stitkem a fipravime ji k

(Zdroj: vlastni foto) dalSimu zpracovani.

3.1.3 P¥iprava analytického vzorku — centrifugace

Centrifuga je jednoduché laboratornitizani, které slouzi k odteni latek
s riznou specifickou hustotouipobenim odsedive sily. Zakladem kazdé centrifugy je
elektromotor s moznosti plynulé regulace cetd BiZné typy centrifug wené
k centrifugaci krevnich vzotk maji rozsah do 5000 @&k za minutu. Nedilnou
sowasti modernich centrifug je moznost nastavenitypota&ek za minutu a dobu

centrifugace v minutacfzima, 2007)

Obr. 17 Centrifuga
(Zdroj: vlastni foto)
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Zkumavky s biologickym materialem vkladame do walgch otvoi rotoru tak,
aby bylo jejich rozloZeniiblizné symetrické. V laboratorni praxi s€m k vyvazeni
centrifugy pouzivaji obyejné zkumavky naptmé vodou. Nkteré tyty centrifug
dovedou provést vyvazeni automatickyii Pnedostateném vyvéZzeni dochazi
k vibracim, pi kterych se rotor centrifugy automaticky vypneabméani tak poskozeni

centrifugovanych zkumavek i samotnému rotoru ckrgyi (Dastych et al., 2008)

Jsou-li zkumavky v rotoru centrifugy dostéate vyvazeny, lehkym fitlacenim
horniho krytu centrifugu uz&me. B uzawru uslySime cvaknuti bezfmostniho
zamku, ktery zabrauji oteweni krytu g centrifugaci. Na digitalnim displeji nastavime
pocet otazek za minutu a dobu centrifugace v minut&cbvni vzorky centrifugujeme
10 minut @i 3 000 otékadch za minutu. Po nastaveni vSech paramatredeme

centrifugu do chodu.

Po skogeni centrifugace se automaticky aktivuje brzdarékteychli zastaveni
pohybu rotoru. Zkumavky vyjmeme z rotoru centrifugdo odstedini srazlivé krve
muzeme pozorovat v horrgiasti zkumavkyciré sérum, v mezivrstvvidime separai
gel a ve spodnéasti zkumavky nachazime srazenou krev, obvykle @rr@ou jako

krevni kol&.

e« | Krevnisérum

—_— . - Separacni gel
D —— P 9

= [seno]

==Ul-

e | S

Obr. 18 Zkumavka po odgedeni
(Zdroj: vlastni foto)
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3.1.4 Makroskopické hodnoceni vzhledu séra

Po odstecéni zkontrolujeme barvu a mnoZstvi séra. RozliSujesggum
fyziologické, hemolytické, ikterické a chylozni. Daboratorniho inform&iho systému

je nutné uveést pozndmku s popisem vzhledu vzorku.

* Fyziologické sérunfe slamo¥ Zluté, pfihledné.

e Hemolytické sérumma mfizovou az malino¥ ¢ervenou barvu. Vznika na
podklad rozpaducervenych krvinek, $ kterém dochazi nejprve k poruseni
buné¢né membrany erytrocytu a naslednému vyplaveniheplosahu do séra.
V séru se zvySuji hodnotgdh analyl, jejichz koncentrace v erytrocytech je
vyS8Si nez v séru (kip koncentrace drasliku je v erytrocytech 20x vy&Si
aktivita enzymu laktatdehydrogenazy az 160 x vy v séru). Pro &sSinu

biochemickych vySéeni je pouziti hemolytického séra tigqstné.

o |kterické sérumse vyznduje tma¢ Zlutym az oranZzovym zabarvenim,
k némuz dochézi f zvySeni hladiny bilirubinu v séru (hyperbilirulémii).
ZvySena hladina bilirubinu se objevujefi ponemocini jater, obstrukci

Zlu¢ovych cest aneborpzvySeném rozpadeervenych krvinek.

e Chyl6zni sérumje ml&n¢ zakalené. Blavy zékal je zpsoben nejastji
zvySenou koncentraci triacylglycefiolv séru. To mze byt zpgsobeno
nedodrZzenim dietnich zasatkg@ odirem, poruchou metabolismu lipoprotéin
nebo infuzi lipidi (Cerméakova, $panova, 2003)
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3.1.5 Vytva*eni sekundarnich analytickych vzoiik— aliquoti

Primarni zkumavku opi&noucarovym kédem flozime k laserovétecce, tim
dojde k ndteni vSech pozadovanych metod zapsanych v labafatomformanim
systému. Satasré systém vygeneruje a vytiskne faliny p@et sekundarnich Stiik
scarovymi kédy. Bmito Stitky opatime prazdné zkumavky, do kterych odpipetujeme

cast séra a vytwose tak sekundarni vzorky (aliquoty).

[ 118
Bupeen i

Obr. 19 Aliquoty
(Zdroj: vlastni foto)

3.1.6 VlozZeni analytickych vzomk do analyzatoru

Zkumavky s aliquoty, oziané ¢arovym kodem, umistime do specialnich
stojanki. Stojanky vlozime do pracoviasti analyzatoru Cobas Integra 800. Pokud je
analyzator ve stavu STANDBY, stisknemecitko START, a tim se zahdji vlastni
analyza. Na vstupu stojanku do pracowasti analyzatoru dochéazi kdteni
identifikaéniho ¢arového kodu a naslegink prenosu informace o poZzadovanych
analyzach z laboratorniho inforgmaho systému. DalSi zpracovani a doprava
analytického vzorku je zaji&ta robotizovanymi prvky uvrit analyzatoru az do
pieneseni pouzitych pomocnych gastek do odpadu. Vysledek analyzy jeétop
automaticky penesen do laboratorniho inforémého systému a nasleglrvytisknut

v podolz laboratorniho vysledku.
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3.2 Analytické faze

Jde o twast laboratorniho vySemni, ktera zahrnuje vlastni analytické stanoveni
vzorku. Je zaji®vana analytickymi techniky, biochemiky a zdravotniaboranty a je
provadna v souladu s postupy spravné laboratorni pragengpodsta®)si je teba
zminit nutnost vypracovaného systému fmiikontroly kvality a zapojeni laborado
systému externi kontroly kvality, které bycymn minimalizovat chyby analytického
procesuDastych et al., 2008)

3.2.1 Analyzéator Cobas Integra 800

Vlastni nendieni vzorki bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Cobas
Integra 800 od spateosti Roche Diagnostics (obr. 20). Jedna se ¢ ailrtomaticky
biochemicky analyzator, ktery je opah nEficimi moduly pro absogmi
spektrofotometrii, fluoresceéni polarizaci, turbidimetrii a potenciometrickégimni
iontowe selektivnimi elektrodami (ISE). Umbidje automatické provedeni analyz
vybérem z palety 72dznych biochemickych metod s vykonem az 855iteat hodinu.
Nedilnou sotiasti analyzatoru je datova stanice, ktera se skided@&, LCD monitoru,
klavesnice, mysi, tiskarny a software. BlizSi imf@ce jsou dostupné na webové adrese:

www.roche-diagnostics.cz .

Obr. 20 Biochemicky analyzator Cobas Interga 800

(zdroj: http://www.elk-spb.ru/catalogue/?id=23&lev=21&vie6)
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3.2.2 Stanoveni glukozy

3.2.2.1 Pouziti a princip testu

- Jde o in vitro test pro kvantitativni stanovenikglzy v lidském séru, plaznmci
a mozkomisnim moku (CSF) na systémech Cobas Integra

- Glukéza gitomna v analyzovaném vzorku je fosforylovana héxakou (HK) za
piitomnosti adenosintrifosfatu (ATP) aiflednatych ionti. Vznika glukoza-6-fosfat
a adenosindifosfat (ADP). V nésledné reakci se agak6-fosfat v fitomnosti
NADP" oxiduje na glukonat-6-fosfat, stasré dochazi k redukci NADP na

NADPH za katalytického tsobeni enzymu glukdza-6-fosfatdehydrogenazy.

Sleduje se naést absorbance NADPH fip 340 nm, ktera je imo unerna

koncentraci glukozy v analytickém vzorku.

HK, Mg
Glukbéza + ATP » gluk6za-6-fosfat + ADP

G-6-PDH
Glukoza-6-fosfat + NADP » glukonat-6-fosfat + NADPH

3.2.2.2Preanalytické podminky

Odker vzorku krve ke stanoveni glykémie se provadi maine po 8 hodinovém
la¢néni. Fred odlErem je nutné vylotit jakoukoliv fyzickou namahu a keeni. Pacient
ma byt @ odbéru v klidové poloze (v s&)l. Vzorek Zilni krve se odebird do adbve
nadobky s obsahem inhibitoru glykolyzy. ObvyklounKainaci pro zisk plazmy
s dostaténou stabilitou glukozy je sés fluoridu sodného a EDTA. Krev je nutné po
odkeru promichat opakovanymigwvracenim zkumavky. Plazma musi byt @dda od

krevnich elemeritdo 60 minut(Janssen, Delanghe, 2010)
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3.2.2.3 Reagencie

Reagencie jsouifpraveny gimo k pouziti, skladuji setp2-8°C, po otekeni jsou
stabilni po dobu 8 tydn

Reagencie R1 obsahuje: MES pufr (pH 6), ATP,’MdNADP a konzervéni
prostedek.

Reagencie R2 obsahuje: Mg HEPES pufr (pH 8), HK (kvasinky), G6PHD
(mikrob.), konzervéni prostedek.

3.2.2.4 Kalibrace

Pro analyzu byl pouzit kalibrato€Calibrator for automated systemsdodavany
firmou Roche Diagnostics. Jde o lyofilizovany kadini material pipraveny na
bazi lidského séra se zndmou koncentraci glukoézy geny princip reakce.
Kalibrator je navazan na refetan metodu ID-MS.

Lahvicku obsahuijici lyofilizované kontrolni sérum opétiwteweme, aby nedoslo
ke ztrat lyofilizatu a nepipetujeme do ni 3 ml deionizovarebo destilované vody.
Poté lahwiku zaweme a nechame cely obsah rozpustihdmm 30 minut, za
obcasného michani krouzenim latky tak, aby se zabranilo nagni. Takto
rozpusény kontrolni material je stabilni nejm&® hodin @i pokojové teplat, 2
dny @i 2-8°C a 1 misic @i -20°C.

Kalibrace je linearni, dvoubodova (prvnim bodenfygologicky roztok, druhym

bodem je kalibrator o koncentraci 10,7 mmol/l).
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3.2.2.5 Kontrola kvality

- Ke kontrole kvality byly pouzity kontrolni materjaPrecinorm U a Precipath U
Jde opt o lyofilizovana séraifpravena na bazi lidského séra, které je nutmél p
pouzitim rozpustit stejnym #Zgobem jako kalibrai material. Precinorm U ma
koncentraci glukézy rovnou 5,06 mmol/l (normalnidhota) aPrecipath Uma

koncentraci glukézy rovnou 13,4 mmol/l (patologidi@dnota).
- Kontrolni matrial se skladuje v ledniciif2-8°C, kde je stabilni do doby vyztené

na kazdé lahvce. Po rozpushi v deionizované vadje stabilni 2 dny i 2-8°C
nebo 4 tydny p -20°C.

3.2.2.6 Referedni meze

dosgli 3,6 — 5,9 mmol/l

3.2.2.7 Metrologické parametry

- Rozsah nieni: 0,24 — 40 mmol/l
- Mez detekce: 0,24 mmol/Il

- Vytéznost: +10%

- Interference:

a) hemolyza- bez vyznamnych interferencich do hodnoty hemagioB74 pmol/l
b) ikterus —bez vyznamnych interferenci do hodnoty bilirubinG26 pmol/I

c) lipémie —bez vyznamnych interferenci do hodnoty L index0@ 9
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- Presnost

Opakovatelnost

Mezilehla p fesnost

Primer o Primer o

(mmolf) SD CV (%) (mmol/l) SD CV (%)
Precinorm U 4,04 0,01 0,35 Vzorek A 4,80 0,13 2,63
Precipath U 10,35 0,03 0,32 Vzorek B 13,20 0,31 2,34

- Kombinované nejistota stanoveni

Nejistota néreni

(%) Hladina (mmol/l)

Vzorek A 6,8 4,3

Vzorek B 6,4 11,01

3.2.3 Stanoveni triacylglycerai

3.2.3.1 Pouziti a princip testu

- Jde o in vitro test pro kvantitativni stanoveni &emtrace triglyceridl v lidském

séru a plazhna systémech Cobas Integra.

-V prvni fazi jsou triglyceridy enzymaticky hydrolyzdny lipoproteinovou lipdzou
(LPL) na glycerol a volné mastné kyseliny. Glycer¢gg¢ v piitomnosti

adenosintrifosfatu fosforylovan na glycerol-3-fdsfden je oxidovan enzymem
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glycerolfosfatoxiddzou (GPO) na dihydroxyacetordbgfa vzniku peroxidu vodiku.
Vznikly peroxid vodiku se stanovi tzv. Trinderovoeakci, pi které reaguje s 4-
aminofenazonem a 4-chlorofenolem za katalytickélsopeni peroxidazy (POD) a
vznika cervert zbarveny komplex, jehoZz absorbance femp Ungrnd mnozZstvi

triglycerida v analyzovaném vzorku.

LPL

Triacylglyceroly + 3HO » glycerol + 3 mastné kyseliny

GK
Glycerol + ATP » glycerol-3-fosfat + ADP

GPO

Glycerol-3-fosfat + @ » dihydroxyacetonfosfat + J@-

POD
H.O, + 4-aminofenazon + chlorofenot » barevny produkt + D

3.2.3.2Preanalytické podminky

Pro stanoveni hladiny se odebiracasgji venozni srazliva krev, Ize pouzit i
krev odebranou do EDTA. Odbse provadi po celodnim la&néni (12-14 hodin),
zpravidla mezi 7 a 8 hodnou ranni. Pacient & ptijimat dostaténé mnoZstvi tekutin,
povoleny jsou vSak pouze neslazené a nealkohohdgdje (voda, mineralka, Hq
¢aj). Rovreéz se doporéuje nekotit. Pii planovaném odiyu krve pacient nema zasadn
meénit swvij Zivotni styl stravovani, zéma hmotnosti). fed odldrem je nutné, aby byl
pacient alespo 10 minut v klidu. Odbr krve se provadi vsédoez dlouhé venostazy.
Vzorky by mely byt nejpozdji do 2 hodin dopraveny do labor#te aby mohlo byt &as

odckleno sérum od krevnich elemériKopé’, 2009.
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3.2.3.3 Reagencie

- Reagencie jsoufjpraveny gimo k pouziti, skladuji seip2-8°C, po oteieni jsou
stabilni po dobu 8 tydn

- Reagencie R1 obsahuje: PIPES pufr (pH 6,8)*'Méraminofenazon, cholat sodny,
4-chlorofenol, polyglykolether, LPL, GK, GPO, PODATP, konzervéni
prostedek.

3.2.3.4 Kalibrace

- Pro analyzu byl pouzit kalibrato€Calibrator for automated systemsdodavany
firmou Roche Diagnostics. Jde o lyofilizovany kaditni material pipraveny na
bazi lidského séra se znamou koncentraci triglgidepro dany princip reakce.
Kalibrator je navazan na refeten metodu ID-MS.

- Lahvicku obsahujici lyofilizované kontrolni sérum opétroteweme, aby se
zabranilo jakékoliv ztrétlyofilizatu a nepipetujeme do ni 3 ml deionizovaraaly
nebo destilované vody. Lalekiu pelivé uzawveme a nechame cely obsah rozpustit
po dobu 30 minut, za éhsného promichani krouzenim lalky tak, aby se
zabranilo nagnéni. Takto rozpugny kontrolni materiél je stabilni nejm&B hodin
pii pokojové teplat, 2 dny i 2-8°C a 1 ndsic @i -20°C.

- Kalibrace je linearni, dvoubodova (1. bod je fyamgitky roztok, 2. bod je kalibrator

o koncentraci 1,48 mmol/l).
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3.2.3.5 Kontrola kvality

- Ke kontrole kvality byly pouzity kontrolni materjaPrecinorm U a Precipath U
Jde opt o lyofilizovana séraifpravena na bazi lidského séra, které je nutmél p
pouzitim rozpustit stejnym #Zgobem jako kalibrai material. Precinorm U ma
koncentraci triglycerid rovnou 1,03 mmol/l (normalni hodnota)Paecipath Uma

koncentraci triglycerid rovnou 2,04 mmol/l (patologicka hodnota).
- Kontrolni matrial se skladuje v ledniciif2-8°C, kde je stabilni do doby vyztené

na kazdé lahvice. Po rozpushi v deionizované vadnebo destilované je stabilni 2
dny pi 2-8°C nebo 4 tydnyip-15°C az -20°C.

3.2.3.6Referedni meze

dosgli < 1,7 mmol/l

3.2.3.7 Metrologické parametry

- Rozsah nieni: 0,1-10 mmol/l
- Mez detekce: 0,1 mmol/I

- Vytéznost: +10%

- Interference:

a) hemolyza- bez vyznamnych interferencich do hodnoty hemagiob,36 mmol/l
b) ikterus —bez vyznamnych interferenci do hodnoty bilirubirguBnol/l
c) kyselina askorbova gii koncentracich vyssSich nez 114 umol/l vyznarsnizuje

koncentraci triglyceridl.
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- Presnost

Opakovatelnost

Mezilehla p Fesnost

Primer o Primer o
PrecinormU 1,41 0,01 0,9 Vzorek A 1,01 0,02 1,8
Precipath U 2,40 0,02 0,8 Vzorek B 2,01 0,04 1.9

- Kombinovana nejistota stanoverti

Nejistota néreni
(%)

Vzorek A 4,32 0,79

Hladina (mmol/l)

Vzorek B 3,32 1,82

3.2.4 Stanoveni HDL cholesterolu

3.2.4.1 Pouziti a princip testu

- Jde o in vitro test pro kvantitativni stanoveni &emtrace HDL cholesterolu

v lidském séru a plazéma systémech Cobas Integra.

- Tento test vyuziva dextransulfat a polyethylglykoléPEG) modifikované enzymy
cholesterolesterazu a cholesteroloxidazu. Dextitiswytvai v piitomnosti
horecnatych ionti s LDL, VLDL a chylomikrony ve voél rozpustné komplexy. Tim
jsou tyto lipoproteinov&astice chragny vici PEGem modifikovanym enzyim.
HDL neni

Jelikoz komplexovan,

enzymatickym reakcim. Estery cholesterolu obsazerdDL casticich jsou
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hydrolyzovany pomoci modifikované cholesterolestgréCHES) na cholesterol a
volné mastné kyseliny. V dalSim kroku je choledteoaidovan v pitomnosti
enzymu cholesteroloxidazy (CHOD) na cholestenore@yd vodiku. Uvolgny
cholesterol se stanoveni tzv. Trinderovou reakcipii, které reaguje s 4-
aminoantipyrinem a fenolem zaifwmnosti enzymu peroxidazy (POD). Vznika
modie zbarveny komplex, jehoZz absorbance jemp untrna koncentraci HDL

cholesterolu v analyzovaném vzorku.

PEG-CHES
Estery HDL cholesterolu + 4@ » HDL cholesterol + mastné kyseliny
PEG-CHOD
HDL cholesterol + @ » 4-cholestenon + #D;
POD
H.O, + 4-aminoantipyrin + fenol » barevny produkt + D

3.2.4.2Preanalytické podminky

Pro stanoveni hladiny HDL cholesterolu se odebié&liva venozni krev po
predchozim 12-ti hodinovémdaéni. Pacient by nesh pred odrem kodit, pit kavu a
alkoholické napoje. M by vSak mit dostatay prijem tekutin, povoleny jsou neslazené
a nekalorické napoje (voda, mineralkaikyocaj). Fred odlErem ma byt pacient alespo
10 minut v klidu. Odbr se provadi vsedbez dlouhé venostazy. Vzorky byeiy byt
nejpozdji do 2 hodin dopraveny do labor#éo aby mohlo byt 8as oddleno sérum od
krevnich elemeiit (Kopéas, 2004)
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3.2.4.3Reagencie

Reagencie jsouifpraveny gimo k pouziti, skladuji setp2-8°C, po otekeni jsou
stabilni po dobu 12 tydn

Reagencie R1 obsahuje: HEPES pufr (pH 7,4), CHES{rahsulfat, hexahydrat
dusknanu heecnatého, HSDA, POD, konzerifai prostedek.

Reagencie R2 obsahuje: HEPES pufr (pH 7), PEG-CHIEE%;-CHOD, POD, 4-
aminoantipyrin, konzerngi prostedek.

3.2.4.4Kalibrace

Pro analyzu byl pouzit kalibratoC.f.a.s. Lipids dodavany firmou Roche
Diagnostics. Jde o lyofilizovany kalilfai material pipraveny na bazi lidského séra
se znamou koncentraci HDL cholesterolu pro dangicppi reakce. Kalibrator je

navazan na referéni metodu CDC.

Lahvicku obsahuijici lyofilizované kontrolni sérum opétiwteweme, aby nedoslo
ke ztrét lyofilizatu a nepipetujeme do ni 3 ml deionizovamugly nebo destilované
vody. Poté lahwiku pe&livé uzaweme a nechame cely obsah rozpusthidm 30
minut, za obasného promichani krouzenim latkyi tak, aby se zabranilo n&gni.
Takto rozpu&iny kontrolni material je stabilni nejm&8 hodin @i pokojove
teplo€, 5 dny @i 4°C a 1 n&sic @i -20°C.

Kalibrace je linearni, dvoubodova (1.bod je fyzgitky roztok, 2.bod je kalibrator

o koncentraci 1,68 mmol/l).
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3.2.4.5Kontrola kvality

- Ke kontrole kvality byly pouzity kontrolni matenalPrecinorm L a Precipath
HDL/LDL-C. Jde opt o lyofilizovana séraifpravena na bazi lidského séra, které je
nutné ped pouzZitim rozpustit stejnym &gpobem jako kalibri material.
Precinorm L ma koncentraci HDL cholesterolu rovnou 1,23 mmd@hbrmalni
hodnota) aPrecipath HDL/LDL-C ma koncentraci HDL cholesterolu rovnou 0,75

mmol/l (patologicka hodnota).
- Kontrolni matrial se skladuje v ledniciif2-8°C, kde je stabilni do doby vyztené

na kazdé lah¥ce. Po rozpushi v deionizované vadnebo destilované je stabilni 1
den i 25°C, 5 dni pi 4°C az -20°C nebo 1 &sic i -20°C.

3.2.4.6Referedni meze

dosgli 1,2 -1,6 mmol/l

3.2.4.7Metrologické parametry

- Rozsah nieni: 0,08 — 3,10 mmol/l
- Mez detekce: 0,08 mmol/I

- Vytéznost: +10%

- Interference:

a) hemolyza- bez vyznamnych interferencich do hodnoty hemagioB45 pmol/l
b) ikterus —bez vyznamnych interferenci do hodnoty bilirubif@26 pmol/l

c) lipémie — i koncentracich triacylglycerblnad 13,6 mmol/l se zvySuje hodnota HDL
cholesterolu

d) kyselina askorbova bez vyznamnych interferenci do hodnoty 2,84 mmol/l
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- Presnost

Opakovatelnost Mezilehla p fesnost
Pramer o Pramer o
(mmol/l) SD CV (%) (mmol/l) SD CV (%)
PrecinormL 1,27 0,01 1,2 Vzorek A 1,19 0,03 2,5
Precipath
HDL/LDL-C 0,89 0,01 1,1 Vzorek B 0,75 0,02 2,7

- Kombinované nejistota stanoveni

Nejistota m¥reni

%) Hladina (mmol/l)

Vzorek A 5,65 1,27

Vzorek B 6,45 0,87

3.3 Postanalyticka faze

Postanalytickou fazi rozumime spravné vyhodnougsiedku vysdeni a jeho
interpretaci. Zahrnuje Iékskou kontrolu a interpretaci vysledku stanovenivz&hu
k fyziologickym hodnotam affslusné diagndze. Laboratorni vysledky jsou k digpo

druhy den od fijmu biologického materialu do labordi&

87



4. Vysledky

Nameiené laboratorni hodnoty glukozy, triglyceriée HDL cholesterolu byly
zpracovany do ighlednych tabulek a barevnych gra¥ patitacovém programu
Microsoft Excel 2003. Tabulku s n&menymi vysledky nebylo mozné vzhledem
Kk jejimu rozsahu zahrnoutimo do textu, proto je uvedena kilpzec¢. 1. Ze ziskanych
dat byly vyp@itany z&kladni statistické parametry (aritmetickyinpér, smérodatné
odchylka, stedni chyba pméru, median, maximum a minimum). Poté byly
koncentrace glukozy, triglyceida HDL cholesterolu vyhodnoceny v zavislosti na
pohlavi a ¥ku pacieni. Na za¥r je vyhodnocen vyskyt metabolického syndromu dle
véku a pohlavi pacieft Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomocikskadrat
testu v kontingetni tabulce. Hranice pro zamitnuti nulové hypotézyeexistenci

vztahu mezi srovnavanymi prénmymi byla stanovena na 5 %.

4.1 Gluk6za

Tabulka 1 Popisna statistika souboru dat [mmol/I]

Primer 5,58
Smerodatna odchylka 1,30
Stredni chyba giméru 0,13
Median 5,3
Minimum 3,9
Maximum 8,6
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Tabulka 2 Zavislost hladiny glukozy na pohlavi

Glykémie
Pohlavi Celkem
fyziologicka zvysSena
zena 38 14 52
muz 30 18 48
Celkem 68 32 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)

Tabulka¢. 2 dokumentuje zavislost hladiny glykémie na pwehlde z ni patrné, Zze u 38
Zen a 30 muk byla zjis&na fyziologicka hladina glykémie, zatimco u 14 2et8 mua

byla zjiS€na zvySena glykémie nalao.

Graf 1 Koncentrace glukdzy u mtia zen

Koncentrace glukézy u muz aazen

80%
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© .
g m Zena
g 40% - - 5
3 ¥ muz
o

20% -

0% +——

fyziologicka glykémie zwSena glykémie
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Graf ¢. 1 zobrazuje koncentraci glukozy u niug Zzen. Zde je patrné, zZe fyziologicka
hladina glukozy byla prokadzana u 73 % Zen a 63 %umdvySené hodnoty glukozy
> 5,6 mmol/l byly zjis¢ny u 27 % Zen a 38 % miuz
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Zastoupeni glykemickych skupin v zavislosti na pohlbylo testovano chi
kvadrat testem. Dosazena hladina vyznamnosti p,Z Zbznamend, Ze ®dlpohlavi

jsou zastoupena stejrejisttné rozdily nejsou statisticky vyznamne.

Tabulka 3 Zavislost hladiny glykémie natku

kategorie : o . . Celkem
fyziologicka zvysSena

19-40 let 21 4 25

41-60 let 32 11 43

61-81 let 15 17 32

Celkem 68 32 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)

Tabulka¢. 3 dokumentuje zavislost glykémie naku. Je z ni patrné, Ze vekové
kategorii 19-40 let byla zji8ha u 21 pacieit fyziologickad hladina glykémie
a u 4 pacierit byla prokdzana zvySena glykémie gala Ve &kové kategorii 41-60 let
byla zjis€na u 32 pacieit fyziologicka hladina glykémie a u 11 pacigénbyla
prokazana zvySena glykémie nada. Ve kové kategorii 61-81 let byla zji&ta
u 15 pacient fyziologicka hladina glykémie a u 17 pacigriyla prokazana zvysena

glykémie nal&no.
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Graf 2 Koncentrace glukdzy veskovych skupinach
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Graf ¢. 2 znazatuje koncentraci glukdzy veékovych skupinach. Zde je patrné, ze
vékové kategorii 19-40 let byla zji&ta u 84 % paciefitfyziologicka hladina glykémie
a pouze u 16 % paciéntbyla prokazana zvysena glykémie rala Ve \koveé
kategorii 41-60 let byla zji8ha fyziologickd hladina glykémie u 74 % pacient
au 26 % pacieit byla prokdzana zvySena glykémie rala Ve \kové kategorii
61-81 let byla zjidtna fyziologick& hladina glykémie u 47% pacieatu 53% pacient

byla prokazana zvySena glykémie rala.

Zastoupeni glykemickych kategorii v zavislosti n&uw bylo testovano chi
kvadrat testem. DosaZzend hladina vyznamnosti p &%0,znamend statisticky
vyznamny rozdil v glykémii srovnavanyckkovych skupin — s rostoucineékem roste

podil zaznamenané zvySené glykémie.
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4.2 Triglyceridy

Tabulka 4 Popisna statistika souboru dat [mmol/l]

Primer 1,77
Smérodatna odchylka 0,98
Stredni chyba pmmeéru 0,10
Median 1,46
Minimum 0,28
Maximum 4,51

Tabulka 5 Zavislost koncentrace triglycetidha pohlavi

Glykémie
Pohlavi Celkem
fyziologicka zvySena
Zena 33 19 52
muZz 26 22 48
Celkem 59 41 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)

Tabulkaé. 5 dokumentuje zavislost koncentrace triglycienma pohlavi. Je z ni patrné,
Ze u 33 Zen a 26 muzoyla zjiSena fyziologicka koncentrace triglycetid zatimco

u 19 Zen a 22 muzbyla zjiS€na zvysSena hladina triglycefid
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Graf 3 Koncentrace triglyceridu mu a Zen
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Graf ¢. 3 dokumentuje koncentraci triglyceifidi muZi a u Zen. Zde je patrné, Ze
fyziologicka hladina triglyceritl byla prokdzana u 63 % zen a 54 % muZvySené
hodnoty triglycerid > 1,7 mmol/l byly zjiSny u 37 % Zen a 46 % miawz

Zastoupeni skupin fyziologické a zvySené koncestraiglyceridh v zavislosti
na pohlavi bylo testovano chi kvadrat testem. De&isazhladina vyznamnosti
p = 34,5 % znamend, Ze ©lpohlavi jsou zastoupena si&jrgjiStné rozdily nejsou

statisticky vyznamné.

Tabulka 6 Zavislost koncentrace triglyceticha w&ku

kategorie . . i Celkem
fyziologicka zvysSena
19-40 let 17 8 25
41-60 let 25 18 43
61-81 let 17 15 32
Celkem 59 41 100
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Tabulkaé. 6 dokumentuje zavislost koncentrace triglycema &ku. Je z ni patrné, Ze
ve Wwkové kategorii 19-40 let byla zj&ta u 17 pacieft fyziologicka hladina

triglyceridi a pouze u 8 paciehtbyla prokdzana zvySena hladina triglycérid
Ve wékové kategorii 41-60 let byla zji8ta u 25 pacieit fyziologicka koncentrace
triglyceridi a u 18 paciefit byla prokdzana zvySend koncentrace triglyderid
Ve wkoveé kategorii 61-81 let byla zji&ta u 17 pacieit fyziologicka koncentrace

triglyceridia a u 15 pacieiitbyla prokdzana zvysena hladina triglycérid

Graf 4 Koncentrace triglyceridve wkovych skupinach
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Graf ¢. 4 zobrazuje koncentraci triglycetidle wkovych skupinach. Zde je patrné, ze
vékové kategorii 19-40 let byla zji%ta u 68 % pacieftfyziologicka koncentrace
triglyceridi a u 32 % paciefit byla prokazana zvySena koncentrace triglycerid
Ve wékové kategorii 41-60 let byla zj&ta u 58 % paciefit fyziologickd hladina
triglyceridi a u 42 % paciefit byla prokdzana zvySena koncentrace triglycerid
Ve wkové kategorii 61-81 let byla zji&ta fyziologickd koncentrace triglycetid

u 53 % pacierita u 47 % paciefitbyla prokazana zvysena koncentrace triglycerid
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Zastoupeni skupin fyziologické a zvySené koncenttaiglyceridi v zavislosti
na Wku bylo testovano chi kvadrat testem. DosaZenairfdadyznamnosti p =52 %
znamena, ze&koveé kategorie jsou zastoupeny stejrostouci zastoupeni skupiny se

zvySenou koncentraci triglycetidv zavislosti na #ku neni statisticky vyznamné.

4.3 HDL cholesterol

Tabulka 7 Popisna statistika souboru dat [mmol/I]

Primer 1,29
Smérodatna odchylka 0,40
Stredni chyba pmmeéru 0,04
Median 1,22
Minimum 0,74
Maximum 2,8

Tabulka 8 Zavislost koncentrace HDL cholesterolu na pohlavi

Koncentrace HDL cholesterolu

Pohlavi Celkem
shizena fyziologicka zvySena
zena 24 6 22 52
muz 15 32 1 48
Celkem 39 28 23 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)
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Tabulkac¢. 8 dokumentuje zavislost koncentrace HDL choledtena pohlavi. Je z ni
patrné, Zze u 24 Zen a 15 niudyla zjiS€na snizena hladina HDL cholesterolu, u 6 Zen a
32 muii byla zjiS€na fyziologicka hladina cholesterolu, u 22 Zenrauze byla zjisina

zvySena koncentrace HDL cholesterolu.

Graf 5 Koncentrace HDL cholesterolu u niud zen
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Graf ¢. 5 znazaiuje koncentraci HDL cholesterolu u miua u Zen. Zde je patrné, ze
snizena koncentrace HDL cholesterolu < 1,3 mmgl& &jiStna u 46 % Zen a sniZzena
koncentrace HDL cholesterolu < 1 mmol/l byla prakda u 31 % mui Fyziologicka
hladina HDL cholesterolu byla zj&ta pouze u 12 % Zen a 67 % muZvySené

hodnoty HDL cholesterolu byly prokazany u 42 % aquouze u 2 % muz

Zavislost koncentrace HDL cholesterolu na pohlayta hestovana chi kvadrat
testem. DosaZzena hladina vyznamnosti p <0,1 %désvo velkém rozdilu mezi
porovnavanymi skupinami — Zenyélyp mnohem ¢asgji nefyziologickou (snizenou
nebo zvySenou) koncentraci HDL cholesterolu (doladyn88 %), kdezto u muz

naopak pevladala fyziologicka koncentrace (67 %).
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Tabulka 9 Zavislost koncentrace HDL cholesterolu na pohlavi

Vékové Koncentrace HDL cholesterolu

. Celkem
kategorie snizena fyziologicka zvydena
19-40 let 9 10 6 25
41-60 let 20 16 7 43
61-81 let 10 12 10 32
Celkem 39 38 23 100

(Zdroj: Viastnyzkum)

Tabulka¢. 9 dokumentuje zavislost koncentrace HDL cholestena ¥ku. Je z ni
patrné, Ze &kove kategorii 19-40 let byla zji8ta hladina HDL cholesterolu
u 9 pacient snizena, u 10 pacienfyziologicka a u 6 pacietitzvySena. Ve &kové
kategorii 41-60 let byla zji8ha hladina HDL cholesterolu u 20 paciergnizena,
u 16 pacient fyziologickad a u 7 pacietitzvySena. Ve &ové kategorii 61-81 let byla
zjisténa hladina HDL cholesterolu u 10 paciersnizena, u 12 paciénfyziologicka
a u 10 paciefitzvySena.
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Graf 6 Koncentrace HDL cholesterolu vékovych skupinach
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Graf ¢. 6 zobrazuje koncentraci HDL cholesterolu w&kowych skupinach. Zde je
patrné, Ze vedkové kategorii 19-40 let byla zji&ta hladina HDL cholesterolu u 26 %
snizend, u 40 % paciéntyziologicka a u 24 % pacieinizvySena. Ve &kové kategorii
41-60 let byla prokazana koncentrace HDL cholekiera 47 % snizena,
u 37 % pacierit fyziologicka a u 16% zvySena. Vetkové kategorii 61-81 let byla
zjisSttna hladina HDL cholesterolu u 31 % pactensnizena, u 38 % paciént
fyziologicka a u 31 % pacieitzvySena.

Zastoupeni skupin fyziologické, snizené a zvySemencé&ntrace HDL
cholesterolu v zavislosti natku bylo testovano chi kvadrat testem. DosazZenartdad
vyznamnosti p = 55,6 % znamen4, Ze koncentrace Efidllesterolu se v zavislosti na

véku nengni, rozdily nejsou statisticky vyznamné.
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4.4 Vyhodnoceni laboratornich parametm ve vztahu k metabolickému syndromu

Na tomto mist je vhodné fipomenout, Ze IéKka vedou ke stanoveni diagndzy
metabolického syndromuitkzité laboratorni hodnoty hladiny tiuka cukru v krvi, které
se vyhodnoti spota¢ s obvodem pasu a vySkou krevniho tlaku. V rdmio f#race
vSak nebylo mozné vyhodnotit vyskyt metabolickéfiodsomu s pihlédnutim ke vSem
rizikovym faktorfim, nebd@ Udaje o vySce krevniho tlaku a velikosti obvodsipaejsou
v laboratdi dostupné. Pro dely této prace byl tedy vyskyt metabolického symaino
vyhodnocen na zakl&d pritomnosti ti rizikovych faktof, které byly znamy,
tj. plazmaticka glukéze 5,6 mmol/l, sérova koncentrace triglycérigd 1,7 mmol/l

a HDL cholesterol < 1 mmol/l u mianebo < 1,3 mmol/l u zen.

Tabulka 10 Zastoupeni jednotlivych rizikovych hodnot ve kaor

Faktor Pocet
Zvysena glykémie 32
Zvysena koncentrace triglycetid 41
Snizena koncentrace HDL cholesterolu 62
Metabolicky syndrom 18

Tabulka 11 Zavislost vyskytu metabolického syndromu na pehla

Metabolicky syndrom

Pohlavi Celkem
ano ne
zena 11 41 52
muz 7 41 48
Celkem 18 82 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)
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Tabulka¢. 11 dokumentuje zavislost vyskytu metabolickéhondsgmu na pohlavi. Je
zni patrné, Ze z vySetvaného souboru sta packensphovalo kritéria pro vznik

metabolického syndromu pouze 18 padierttoho 11 Zen a 7 maiz

Graf 7 Vyskyt metabolického syndromu u mud Zen
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Graf. ¢. 7 znazoatiuje vyskyt metabolického syndromu u niug Zen. Zde je patrné, Ze
kritéria metabolického syndromu #plalo 21 % Zen a 15 % miuz

Vyskyt metabolického syndromu v zavislosti na pwehldyl hodnocen chi
kvadrat testem. DosaZzend hladina vyznamnosti p3%9znamend, Ze metabolicky
syndrom je u obou pohlavi zastoupen stejmjiStné rozdily nejsou statisticky

vyznamne.
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Tabulka 12 Zavislost vyskytu metabolického syndromu gkw

X A Metabolicky syndrom
Vékove vy Celkem
kategorie
ano ne
19-40 let 1 24 25
41-60 let 9 34 43
61-81 let 8 24 32
Celkem 18 82 100

(Zdroj: Vlastni vyzkum)

Tabulkaé¢. 12 dokumentuje zavislost vyskytu metabolickéhadsgmu na ¥ku. Je z ni

patrné, ze kritéria pro vznik metabolického synduosphovalo celkem 18 pacieint

z toho 1 pacient veékové kategorii 19-40 let, 9 paciénte wkové kategorii 41-60 let

a 8 pacient ve wkové kategorii 61-81 let.

Graf 8 Vyskyt metabolického syndromu vékovych skupinach
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Graf. ¢. 8 zobrazuje vyskyt metabolického syndromu ¥kowvych skupinach. Zde je
patrné, ze kritéria pro vznik metabolického synduasphovala 4 % paciefitve wkové
kategorii 19-40 let, 21 % paciénte wkové kategorii 41-60 let a 25 % paciénte
vékové kategorii 61-81 let.

Vyskyt metabolického syndromu v zavislosti ngkw byl hodnocen chi kvadrét
testem. Dosazena hladina vyznamnosti p = 9,9 % enanze metabolicky syndrom je
v porovnavanych &kovych kategoriich zastoupen stgjnzjisttné rozdily nejsou

statisticky vyznamne.
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5. Diskuze

Pro diagnostiku metabolického syndromu je nutnévést jednak klinické
vySeteni, které zahrnuje &eni obvodu pasu adfeni hodnoty krevniho tlaku, jednak
vySeteni laboratorni, zahrnujici vy$eni glukozy, triacylglycerala HDL cholesterolu.
Jsou-li gitomny kterékoliv i a vice rizikovych faktar z uvedenych @i, jedna se o
metabolicky syndrom. Podle dostupnych literarnicdajii se v naSi populaci
metabolicky syndrom vyskytuje ve&koveé kategorii 24 — 65 letiiplizné u 32% mu# a
u 24% Zen(Rosolova, 2011)Je nutné fiznat, Ze v ramci této prace nebylo mozné
vyhodnotit vyskyt metabolického syndromu ithgednutim ke vSem rizikovym
faktoim, nebd@ Udaje o vySce krevniho tlaku a velikosti obvodusiypanejsou
v laboratdi dostupné. Pro dely této prace byl tedy vyskyt metabolického symaino
vyhodnocen na zakl&d pritomnosti ti rizikovych faktof, které byly znamy,
tj. plazmaticka glukéze 5,6 mmol/l, sérova koncentrace triglycérigd 1,7 mmol/l
a HDL cholesterol < 1 mmol/l u miaznebo < 1,3 mmol/l u Zen. Laboratornim
vySetenim se prokazalo, ze kritéria metabolického symdrgpfiovalo 21% Zen a 15%

muZi. Tyto Udaje jsou vSak n&gsné z dvodu nedostatku vSech pebnych dat.

Zvysena hladina glykémie je typickou gasti metabolického syndromu a je
také jednim z jeho diagnostickych kritérii. Pacieninetabolickym syndromem mohou
mit poruSenou kmnou glykémii, poruSenou glukézovou toleranci nebabdtes mellitus
2. typu (Pelikdnov4, 2007)V poslednich letech je velkd pozornost staésha na
vyznam postprandialni glykémie, ktera byla rozpoengako vyznamny a nezavisly
ukazatel kardiovaskularniho rizika. Na zakKladgysledki klinickych studii bylo
prokdzano, Ze zvySeni postprandialni glykémie ohgodi mmol/l zdvojnasobuje
relativni riziko umrti z kardiovaskularnichrigin. Osoby s lanou glykémii v rozmezi
normalnich hodnot a postprandialni glykémii vysokmaji stejné relativni riziko smrti
jako osoby s hodnotami daé glykémie nad 7 mmol/l a vysokou postprandialni

glykémii (Kvapil, DoleZalové, 2007)
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Pro ziskani spolehlivého vysledku je nezBytmutné dodrzet zasady
preanalytické faze. Jednou z neégFitéjSich zasad je, aby pacient byled odkrem
minimalné 8 hodin l&ny. Pacient by row n¢l vyloucit jakoukoliv fyzickou namahu a
koureni. Vzorek Zzilni krve se odebird do zkumavky diprézlivym prostedkem a
fluoridem sodnym, ktery zdedpobi jako inhibitor glykolyzy. Plazma by &a byt
odctlena od krevnich elemantio 60 minui(Friedecky, 2006)

Z praxe vSak vime, Ze ne vSechny preanalytickéniokl jsou dodrzovany tak,
jak by mely. Glykémie musi byt pro dely diagnostiky metabolického syndromu
stanovena vykné v krevni plazni (Racek et al., 2006)Velmi ¢astou chybou je odb
srazlivé krve bezijmesi protisrazlivého prostdku a fluoridu sodného. Glykémie tedy
neni stanovena v plazmale v séru. Jeidba si u¥domit, Ze mnozstvi glukozy
v neoSeteném vzorku velmi rychle kleséinnosti erytrocyi. V pripact pozdniho
dodéani vzork do laboratée mizeme narit faleSré nizké hodnoty glukozy. Setkdme
se i s pipady, kdy je odér kontaminovan inflzi roztoku glukozy. V tomtdipact
muzeme nar¥it naopak faleSh vysoké hodnoty glukézy. Nigtba zdraziovat, Ze ke
zkreslenym vysledkm dochazi fi nedodrZzeni dietnich zasaded odirem (Jabor,
Zamenik, 2005)

Existuje pondrn¢ Siroka paleta metod pro stanoveni krevniho cuRate, co
byly oxidoredukni metody opughy jako zdlouhavé a n&sné, a barevné reakce jako
nevhodné z toxikologického hlediskaistavaji metodou prvni volby metody enzymové
a elektrochemickéKotyza a kol., 2005Nelze zapominat ani na glukometry, které jsou
uréeny gedevsim pro diabetiky k domacimwimni glykémie. Je vSak nutné mit na
pantti, Ze vysledky nartfené glukometrem byvaji pouze oriafitg presrjSich
vysledki se docili mifenim glykémie v laborato(Lebl, Prihova a kol., 2004).

VySetenim krevnich lipid rovnéz prispiva k diagnostice metabolického

syndromu. Typicky lipidogram u metabolického syndto predstavuje pedevsSim
zvySena hladina triglycenida sniZzeni hladiny HDL cholesterolu za &asného vyskytu
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malych denznich LDL¢astic. Pray tyto castice maji velky aterogenni potencial
(Svaina, Owen, 2003) Vzhledem k tomu, Ze u paciént metabolickym syndromem
jsou v krvi ¢asto pitomny atypické lipoproteinov&astice, nemusi hladina HDL
cholesterolu vzdy spra¥ninformovat o vysi kardiovaskularniho rizika aibe byt
uzitetné doplini o stanoveni koncentrace apolipoproteinu B, kéehézi pdet vSech
aterogennich lipoproteinovyalastic v krvi. Analytické stanoveni apolipoproteiBuye
ale finané¢ narané ve srovnani se stanovenim krevnich tipige proto vhodné je
indikovat pouze cilef) a to zejména u osob s hypertriglyceridémii, maiakym
syndromem a diabetes mellitus, u nichz |Zedpokladat zmozZeni malych denznich
LDL castic. Zejména wthto osob je apolipoprotein B lepSim prediktorernike nez
LDL cholesterol(Veverkova et al., 2007)

V sowasné dob pribyvd dikazi o tom, Ze apolipoproteiny, zejména snizeni
koncentrace apolipoproteinu A-l a zvySena hladipalipoproteinu B jsou lepSimi a
piesrgjSimi markery rizika pedtasného rozvoje ischemické choroby srdenez
.Zakladni* parametry tukového metabolismu jako oglk cholesterol, HDL
cholesterol, LDL cholesterol a triglycerid¢'e3ka a kol., 2005) V laboratorni praxi je
velmi dilezité wnovat zvySenou pozornost chylaziséra. Blavy zakal nemusi byt
vzdy zapicinén poruchou metabolismu lipid ale mize byt zmsoben chybou
v preanalytické fazi, nd&p nedodrzeni dietnich zasade@ odlrem ¢i po infuzich

tukovych emulz{Zima, 2007)
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6. Zavér

Cilem bakalgské prace bylo definovat biochemické markery poariév pro
diagnostiku metabolického syndromu a ovladat tdahniySeteni €chto market

véetrg jejich principu stanoveni.

VySeteni glykémie a krevnich tikpa#i mezi rutinni vySéeni v klinické
biochemii. Zasadni vyznam pro ziskani spravnéhpaehlivého vysledku ma vSak
preanalyticka faze. Nerespektovani pravidel predicikE faze nize veést k vysledku
biochemickych analyz, které neodpovidaji skntesti a ve svémidgledku mohou vést
chybné diagn6ze diabetu a dyslipidémie a nagl&drhybnému postupu v rozhodovani
o I&be téchto nemocnych. &oli tato prace nabizi ucelenyghled analytickych metod
stanoveni glukdzy a krevnich ligidv laboratorni praxi se pro rutinni stanoveithto
markefi pouzivaji vyhradé metody enzymové, vhodné préziné typy biochemickych

analyzatoi.

V pribéhu laboratorni praxe k bak#&é praci jsem si osvojil praktické
dovednosti i manipulaci s biologickym materialem od jehf)jimu az po jeho viozeni
do analyzatoru. Rowz jsem se natl metodiku stanoveni glukézy, triacylglycetioh

HDL cholesterolu¢imz jsem cil této prace spinil.
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9. Piilohy

Priloha¢. 1 Tabulka narrenych vysledi [mmol/l]

Vzorek €. glukéza triglyceridy HDL cholesterol
1. 5,3 1,01 2,09
2. 6,1 3,07 1,31
3. 4,3 1,49 1,05
4, 54 0,92 0,9
5. 8,1 3,66 0,88
6. 3,6 0,78 1,57
7. 4,4 3,51 1,01
8. 5,5 3,62 1
9. 4,3 0,48 1,75
10. 4,9 1,4 1,42
11. 6,5 2,69 0,91
12. 5 1,33 1,01
13. 5,3 4,51 0,74
14. 8,4 2,15 1,13
15. 5,3 0,86 1,87
16. 6,1 1,49 1
17. 4 0,65 1,84
18. 4,8 0,97 1,82
19. 8,3 1,58 1,4
20. 5 1,26 1,81
21. 3,5 2,73 0,8
22. 4,4 0,6 1,96
23. 4,1 0,72 1,49
24, 4,9 0,28 2,8
25. 4,9 0,66 1,57
26. 4,2 1,09 1,92
27. 5 0,81 1,45
28. 5.2 1,9 1,28
29. 5,3 2,92 1,4
30. 54 1,98 0,94
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31. 1,7 1,56
32. 0,89 1,99
33. 4,5 0,74 1,06
34. 7,3 1,14 1,06
35. 7,1 14 1,23
36. 5,6 0,97 1,22
37. 4,5 1,32 1,75
38. 54 1,76 151
39. 54 0,97 1,31
40. 53 0,87 1,51
41. 6,7 2,01 1,08
42. 8,1 4,35 0,93
43. 4,8 0,87 1,31
44, 5,6 11 1,3
45. 4,5 0,98 0,85
46. 7,4 2,75 0,94
47. 4,9 3,46 0,84
48. 4,1 2,13 1

49. 6,8 3,85 0,76
50. 4,9 1,43 1,77
51. 3,6 0,79 1,39
52. 4,1 1,26 0,96
53. 7,3 2,54 0,94
54. 51 1,06 1,64
55. 52 1,18 1,03
56. 3,7 0,76 1,45
57. 55 1,47 2,14
58. 4,5 1,39 1,79
59. 4,6 1,49 1,29
60. 5 1,41 1,77
61. 7,1 2,26 0,92
62. 52 1,14 1,28
63. 7 11 14
64. 8,6 2,83 0,97
65. 4,9 1,19 1,77
66. 57 1,32 1,23
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67. 5 11 1,63
68. 52 0,81 1,37
69. 7,7 3,64 0,82
70. 4,6 1,83 1,21
71. 4.8 0,38 1,22
72. 6 1,02 1,19
73. 8,5 3,31 0,81
74. 6,7 2,24 0,93
75. 4,1 0,82 0,91
76. 53 1,33 1,68
77. 4.8 3,03 1,22
78. 5,6 1,8 1,18
79. 4,9 2,43 1,16
80. 59 3,19 1,33
81. 6,2 1,31 1,83
82. 7,5 3,29 0,85
83. 5,6 151 1,06
84. 52 2,22 0,82
85. 53 1,22 0,99
86. 53 1,74 0,96
87. 7,9 2,75 0,9
88. 7,3 2,17 1,07
89. 8,2 2,89 0,84
90. 6 0,99 1,64
91. 54 2,68 0,82
92. 51 15 2,3
93. 8 3,5 0,89
94. 4,5 1,45 1,38
95. 7,5 2 0,98
96. 55 11 1,93
97. 4,6 1,55 1,24
98. 6 1,71 1,15
99. 3,9 2,03 11
100. 8 3,45 0,87
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Priloha ¢. 2 Zadanka laborate Laboma s.r.o. €eskych Budjovicich

Cislo
. = synlab czech s.r.o. wy
Rodné &islo: | | [ ’ l [ ‘ /l [ l I | Synla‘b U TF Iva 10 Zadanky:
abostorisizy 370 01 Ceské Budsjovice
PFijmeni:
Tel.: 386 350 063
Jméno: Fax: 386 358 757
Diagnodza: m Pojistovna: Dj:’ .
Bk Cas: tel. zelena linka: 800 137 522
Razitko a padpis lékare: ﬂzﬂi:zée;!’ltﬁch
poli:
- sidliSts M, :
-uﬁwhﬁﬁ-qapm mmml Po-P& 7.00-10.00

Alkalicka fosfataza,

SOUBORY BIOCHEMIE HEMATOLOGIE
VYSETRENI Sérum
Zakladni Modovina o Chem. + sediment B
Kreatinin, Kys. mogovd, Kreatinin KO + dif (pfistroj)
B"g:b el AT AST, Kyselina mogova | Addis. sediment Dif mikroskop
olesterol celk.,
Triacylglyceroly Na, K, CI | OGTT /glc. kiivka | Retikulocyty
Glukoza _ Vapnik, Fosfor Abs. potet. gosin.
 Diabetologicky | Hoftik | Imunogl. A, G, M Kreatinin
Glukoza, Glyk. hemogl.,| | Zelezo Imunoglobin E Kyselina mogova | c
H%hf'fgf’g;gi’;fe‘?&: Vazeb. kapacita Fe TSH Na, K, Cl FW
Trizcylglyceroly, Transferin - T3 Vapnik, Fosfor Quickiv test INR
Mogavina, Kreatinin Bilirubin celkovy T4 Amyldza APTT
| Jaterni Bilirubin pfimy 3 Mikroalbuminurie Therapie:
Bilirubin celkovy, | | AT T4 Proteinurie |
E{_'T‘f“:é'}‘pgm‘l& | AST Protilatky TG | | krvacivost
|LDH Protilatky TPO | Glukoza kvanti.

Moc¢ovina, LDH ALP {aikal fosf.) HCG
ILi nicky GMT HCG-TREND
- Cholesterol celkowy, | Amyléza celkova FSH T
HDL, LDL ch terol T Esinc gz, N
'Il:r'iacylgclzyco;fosl:m ; I Awléza oL L :
Index aterogenity Lipaza Prolaktin
| CK (kreatinkinaza) | Progesteron
| Zandtovy 4l Cholesterol celk. Estradiol
CRR AST, HDL, LDL cholest. Testosteron
Celkova bilkovina, Triacylglyceroly | P3A
Albumin, LDH, Glukoza PSA-free
Imunoglobuliny A, G, M |~ Glyk. hemogl. B TeEA
M Celkova bilkovina AFP
ASLO, Albumin Feritin
&f&» ELFO bilkovin CA 19-9
Kyselina rr,noéova 2l CAASG
i AsSLO CA 125
RF (atex)
HIV 142 @ | |crep
HB s Ag (1 | |Troponin T il B
TPHA(lues) (D

Mnozstvi moce:

Cas:

| Kreat. clearence

Vaha:

Vyska:

Mnozstvi moce:

A
B
(]
D

D
Krevn skupina
Screening protil.

Stolice

Odbérovy materidl

sraZend krev
nédobka s K3 EDTA
odbér do citrdtu
srazena krev bez gelu

ni nabirejte do daidf zkumavky

a napiste jinou Zadanku. Zabezpectime transport vzorku.
U vySetfeni OGTT a krvacivosti je nutna pfitomnost
pacienta v laboratofi.
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