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Abstrakt
VySetieni hladiny ionti v krvi pred a po plazmaferéze

Ve své bakalaiské praci se zabyvam tématem, jehoz hlavnim cilem je zvladnuti
teoretické a praktické ¢asti stanoveni vybranych iontti (Na, K, Ca, P) z krve pied a

po vykonu plazmaferézy.

K tomuto ucelu byla odebrana krev 25 darcim, ktefi souhlasili s poskytnutim
vzorkli krve pro vyzkumné tucely, ve spolupraci s plazmaferetickym centrem
v Ceskych Budgjovicich. U kazdého dobrovolnika byla odebréna jedna zkumavka
pted vykonem plazmaferézy a po dokonceni odbéru plazmy. Druha zkumavka byla

odebrana po 10-ti minutach.

Plazmaferéza je separa¢ni metoda, ktera spociva v odbéru, 1é¢bé a naslednému
vraceni krevni plazmy do krevniho ob&hu. Mezi metody ziskdni bezbunécné
plazmy, se tfadi vyuziti plasmaferetickych odbérovych systému, které funguji na
principech centrifugace nebo membrdnové filtrace. U procesu lécebné
plazmaferézy byva nejCastéji vyuzito metody kontinudlniho separatoru, ktery
vyuziva dva zilni pfistupy. V piipadé m¢e bakalafské prace jsem byla seznamena
S procesem plazmaferézy, jehoz funkce slouzila k ziskdvani plazmy pro darcovské
ucely a dalsi zpracovani plazmy. Plazmaferetické centrum Plasmafera s.r.o. se
sidlem v Ceskych Budg&jovicich disponuje automatickymi plazmaferetickymi
separatory znacky Autopheresis-C. Tento systém plazmaferézy vyuziva na rozdil
od léCebn¢ho procesu jeden zilni piistup, kterym se vyznaCuje metoda
diskontinualniho separdtoru. Podstatou diskontinudlniho separatoru je proces
probihajici ve dvou fazich. Faze odbéru Cerpa plnou krev ze Zily darce a provadi
separaci prostfednictvim centrifugace na bunééné komponenty a plazmu, ktera je
odebirdna do sbé€rmného vaku. V druhé fazi reinfuze probihd navraceni bunécné
slozky krve darci zpét do Zily. Tyto dvé faze se stfidaji, dokud neni docileno

pozadovaného objemu plazmy ve sbérném vaku.



V druhé casti prace jsem provedla méteni 50-ti ziskanych vzorkd od darct
plazmy. Hlavnim cilem byla spoluprace s biochemickou laboratofi béhem stanoveni
minerali sodiku, drasliku, vépniku a fosforu a zvladnuti jako teoretické, tak
praktické casti prace. Vzorky krve jsem vySetfovala ve spolupraci s Laboratofi
klinické biochemie Nemocnice v Ceskych Budgjovicich, a. s. VySetfeni iontd
Z krve a moce patii mezi rutinni metody v biochemickych laboratofich. Stanoveni
hodnoty iontl se pozaduje v ptipad¢ sodiku pii podezieni na nepfiméfenou sekreci
antidiuretického hormonu, Addisonovu nemoc a dalsi ptipady, které souvisi s
vyraznymi zmény v rovnovdze vody a soli v organismu. Vysetifeni drasliku je
pozadovano pro monitorovani elektrolytové rovnovahy pii diagndze a 1éCeni
primarniho aldosteronismu, metabolické alkalozy, prijmu, tézkého zvraceni,
diuretické sprave, diabetické ketoaciddzy a jinych nemoci. Stanoveni vapniku se
pouziva pii diagnostice a léceni parathyroidni nemoci, celé fadé kostnich nemoci,
chronického rendlniho selhdni a pfi tetanii. Dale bylo provedeno kvantitativni
stanoveni fosforu, které se vyuziva pii diagnoze a 1écb¢ onemocnéni ledvin, poruch

piistitné Zlazy a nerovnovaze vitaminu D.

V soucasné dob¢ jsou pro méfeni iontd vyuzivany metodiky, které mohou byt
automatizovany, coz je velmi piinosné piedev§im pro velkokapacitni laboratote,

pro které jsou tyto stanoveni rutinni zaleZzitosti.

Me¢éteni koncentrace iontl ve vzorku krve bylo provedeno prostiednictvim
automatického biochemického analyzatoru ADVIA 1800 od spolecnosti Siemens,
ktery vySetiuje vzorky lidského séra, plazmy nebo moce metodou
potenciometrického méteni prostfednictvim iontové selektivni elektrody (ISE) pro
meéteni sodiku, drasliku a chloridd a metodou fotometrickou, ktera probiha

prostfednictvim spektrofotometru pro stanoveni vapniku a fosforu.

M¢eteni na principu ISE se tfadi do Kategorie potenciometrie. Zakladem
potenciometrie je zména potencidlu vyvolana akumulaci naboje na rozhrani
elektrody s roztokem. U ISE nastdvd mezi méfenym roztokem a povrchem

elektrody vyména iontd, coz je dusledek zmény elektrického potencialu elektrody.



Tato zména v porovnani s potencidlem referentni elektrody umoziuje vypocet

koncentrace iontt v roztoku.

Méieni koncentrace vapniku bylo zalozeno na fotometrickém principu metodou
stanoveni s Arsenazo III, kterd se vyznacuje tvorbou komplexu modré barvy, jehoz

intenzita zabarveni je ddna koncentraci iontu ve vzorku.

Pro stanoveni fosforu byla aplikovana molybdenova metoda, ktera se vyznacuje

vznikem komplexu ur¢ujiciho koncentraci méfenych iontt dle intenzity zabarveni.

Béhem praktické ¢asti byla zmétfena hladina pozadovanych mineralt u 25 darct,
pricemz kazdy déarce poskytl vzorek krve ptred provedenim plazmaferézy a po
plazmaferéze. Diky spolupraci s plazmaferetickym centrem jsem ziskala uzite¢né
informace o pribchu pouceni a pfijeti darce do déarcovského programu, metode
odbéru plazmy na automatickém diskontinualnim separatoru a kritériich, ktera jsou

spojena s propousténim plazmy pro dal$i zpracovani.

V Laboratofi klinické biochemie Nemocnice v Ceskych Bud&jovicich, a. s. jsem
se seznamila spozadavky v pribéhu preanalytické faze laboratorni 1
mimolaboratorni. Bylo mi umoznéno se tcastnit pod dohledem laborantky celého
laboratorniho procesu, jehoz vysledkem bylo ziskdni namétfenych koncentraci

poZadovanych iontd.



Abstract

In my bachelor thesis | worked on the topic which is focused on the managing
and measuring of the chosen ion levels (Na, K, Ca, P) before and after plasmapheresis.
This thesis consists of the theoretical and practical part.

The blood sample was collected from each of 25 donors who agreed with the providing
their blood samples for research purposes, in cooperation with the plasmapheretic centre
in Ceské Budgjovice. The first tube of blood was collected from each volunteer before
plasmapheresis and the second tube was collected after plasmapheresis. The second

blood sample was collected after the break of 10 minutes.

Plasmapheresis is a separation method, which consists of the collection,
treatment and return part of blood plasma into the blood circulation. There are two
methods of obtaining plasma. There are plasmaferetic systems which work on the
principle of centrifugation or membrane filtration. For therapeutic plasmapheresis
process is often used the method of the continuous separator, which uses two vein
accesses. In my thesis, | was acquainted with the process of plasmapheresis, whose
function was focused on collecting plasma for donor purposes and other plasma
processing. The plasmapheretic center named Plasmafera s.r.o. based in Ceské
Budgjovice works with automatic plasmapheretic separator Autopheresis-C. This
system uses a plasmapheresis system , which is characterized by a discontinuous
separator method. The principe of the discontinuous separator is a process which can be
dividend into two phases. The first phase pumpes blood from a vein in the separator and
applies the method of the separation by centrifugation. The blood is dividend into the
cellular components and plasma during this process. The plasma is collected in the
plasma bag. The second phase is based on the return of the cell compartments back into
the vein. These two phases are repeated until the plasma bag obtained the full volume of

required plasma.

In the second part, | have measured 50 obtained blood samples from the plasma
donors. The main goal was based on the collaboration with the laboratory during the

measuring of minerals sodium, potassium, calcium and phosphorus. | have measured



the blood samples in the cooperation with the Laboratory of clinical chemistry in the
hospital in Ceské Budgjovice. Examination of ion levels from the blood and urine ranks
among routine methods in biochemical laboratories. Determination of mineral values
from serum, plasma or urea is required in the case of sodium suspicion of inappropriate
secretion of antidiuretic hormone, Addison's disease and other cases related to
significant changes in the balance of water and salt in the organism. The examination of
potassium is required to monitor the electrolyte balance in the diagnosis and treatment
of primary aldosteronism, metabolic alkalosis, diarrhea, extreme vomiting, diuretic
administration, diabetic ketoacidosis and other diseases. The measuring of calcium is
used in the diagnosis of the parathyroid disease, a number of bone diseases, chronic
renal failure and others. The laboratory determination of phosphorus is used in the
diagnosis and treatment of the kidney diseases, disorders of the parathyroid glands and

vitamin D.

Nowadays there are methods used for measuring ion levels which can be
automatized. This is very useful especially for the large-scale laboratory which are these

assesments matter routine.

For the measurement of ion levels in the blood sample was used automatic
analyzer ADVIA 1800, which examinates the serum, plasma and urine samples using
the method of potentiometric measurements by ISE for the measuring of sodium,
potassium and chloride concentration and by the photometric method, which works via

the spectrophotometer for the determination of calcium and phosphorus levels.

Measurements on the principle of ISE belongs to the category of potentiometry.
The basis of potentiometry is the change in potential caused by the accumulation of
charge on the electrode interface with the solution. The ISE is between the measured
solution and electrode surface ion exchange, which is a impact of the change in electric
potential electrodes. This change in comparison with the potential of reference electrode

enables the calculation of the concentration of ions in solution.

Measurement of the concentration of calcium was based on the principle of

photometric determination method with Arsenazo I, which is characterized by



complex formation. The intensity of color is determined by the ion concentration in the

sample.

For the determination of phosphorus was applied molybdenum method, which is
characterized by complex formation determining the concentration of ions to be
measured by the intensity of color.

During the practical part | took a measure of minerals required for 25 donors.
Each donor gave a blood sample before and after the plasmapheresis plasmapheresis.
By working with plazmaferetickym center I gained useful information about the course
of instruction and acceptance donor to donor program, sampling plasma for automatic
batch separator and criteria that are associated with the release of plasma for further

processing.

In the Laboratory of clinical chemismy in the hospital in Ceské Budgjovice |
have gain a lot of information about the requirements during the pre-analytical phase in
the laboratory and out of the laboratory. It was allowed me to participate the whole
laboratory process under the supervision of the laboratory technician. The result of this

process was obtaining the measured concentrations of the chosen ions.
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Seznam pouzitych zkratek

ALP
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Laboratorni informacni systém
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Plamenova emisni spektrofotometrie



Uvod

Uvedena bakalarskd prace je zaméfena na laboratorni metodiku a praci
S plazmaferetickym automatickym separatem, metodiku stanoveni vybranych ionth
v krvi (sodik, draslik, vapnik, fosfor) na automatickém biochemickém analyzatoru a
stanoveni zmén v hodnotach jednotlivych ionti vlivem odbéru plazmy na lidsky

organismus.

V soucasné¢ dobé se stale rozSifuje odbér plazmy za lééebnym ucelem. Je
pravdépodobné, ze odbérem plazmy dochézi k ur¢itym zmeénam v hladinach iontd, které
maji zasadni vliv na celkovou funkci lidského organismu. Cilem mé prace bude tyto
hodnoty vySetfit ve spolupréci s laboratofi a zjistit, jaky vliv ma odbér plazmy na

koncentraci vybranych minerald.

Ma bakalaiska prace se sklada ze dvou Casti. Prvni Casti je teoreticka cast, ve
které je uveden zakladni princip a vyznam plazmaferézy, charakteristika vnitiniho
prostfedi organismu a metody kvantitativniho stanoveni sodiku, drasliku, vapniku a
fosforu. Dtlezitou kapitolu zaujima preanalyticka faze, ktera hraje z hlediska spravného
dodrzeni podminek dulezitou roli v laboratorni diagnostice. Druhou ¢ésti je prakticka
¢ast, ktera obsahuje popis pfistroji ADVIA 1800 a Autophoresis-C, postup a metodiku
odbéru vzorkl krve pfed a po plazmaferéze, nésledné zpracovani vzorkli na zékladé
principi konkrétniho biochemického analyzatoru a zpracovani vysledkii v podobé

tabulek a grafu.

Cilem prace bylo naucit se ovladat teoretické i praktické vysetieni iont v Krvi a
zjistit hodnoty vzorkd krve pfed a po plazmaferéze. Tyto vzorky byly odebrany a
vySetiovany ve spolupraci s plazmaferetickym centrem Plasmafera s.r.o a Laboratofi

klinické chemie Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.



1. Soucasny stav

1.1 Plazmaferéza

Plazmaferéza je separa¢ni metoda, jejiz vyuziti se stalé rozsifuje za léCebnym
ucelem jako mimotélni terapie, ktera umoziuje snadnéjsi analyzu patofyziologickych
mechanismi mnoha chorob. Plazmaferéza je vSeobecné znama jako jedna z moznosti
léCebnych postupli pro fadu onemocnéni revmatologickych, metabolickych,
hematologickych, neurologickych a renalnich. Na zaklad¢ studii bylo dokazéno, ze
plazmaferéza je uspéSnd pro 1écbu akutnich humorélnich odmitnuti po rendlni

transplantaci (O.Gugor et. al. 2011).

Plazmaferéza je tedy metoda fungujici na principu odstranéni patologickych
latek z organismu. Dle typu onemocnéni lze plazmaferézu doporucit jako standartni

1é¢ebny postup, doplitkovou, ¢i podptrnou 1é¢bu 1é¢bu (Valbonesi, 2006).

V soucasné dobé¢ se také rozsitfuje odbér plazmy za Gcelem vyroby ruznych 1é€it,
pro které je plazma dulezitych derivatem. Pro tyto ucely jsou vedena afereticka centra,
ve kterych je provadén odbér plazmy prostiednictvim automatickych separatort, které
funguji na principu centrifugace - separace krevnich elementii od plazmy (Bednaiik,

2011).

1.1.1 Klinické studie pro vyuZiti lé¢ebné plazmaferézy

Pro klinické vyuziti plazmaferézy byla provedena fada studii, jejichZ cilem je

zhodnotit vliv 1é€ebné plazmaferézy pii urcitych chorobach

V USA byla provedena studie k plamaferézni 1écb¢é v ptipad¢é autoimunitniho
onemocnéni Pemphigus vulgaris. Byla zjisténa vysoka Gspésnost 1écby a plazmaferéza
byla zhodnocena jako uc¢inna lécba pro PV v piipadech, které vykazuji neefektivnost
konven¢ni terapie (podani systémovych kortikosteroidii a imunosupresiv, které mohou

mit pii vysokych davkach neptiznivé vedlejsi ucinky) (Matthew S. Turner, 2000).



Cilem dalsi studie bylo zjistit ufinky peroperacni plazmaferézy. Studie se
ucastnilo 293 pacientli, zZ nichz kazdy podstoupil operaci kardiopulmonalni bypassu.
Plazmaferéza byla provedena po indukci anestezie prostfednictvim sbérnych systému
(Haemonetics Ultralite, Haemonetics Corp, Braintree, MA) zalozenych na
diskontinualni pratokové technice centrifugace. Tato metoda spociva v Cerpani krve do
odstredivky — separace centrifugaci. Do krve byl pouzit antikoagula¢ni roztok citratu
sodného v poméru 1:12. Priitok byl zméten na 50 az 60 ml / min, a krev byla odstfedéna
pii 2400 az 3400 otackach/min. Po separaci plazmy byly krevni elementy vraceny zpét.
Cas potiebny k provedeni metody se pohyboval v rozmezi od 45 do 60 minut.
Plasmaferéza by mohla v tomto piipad¢é ovlivnit snizeni krevni ztraty, omezit vyuziti
krevnich bank a optimalizovat koagula¢ni systém u pacientl pii operaci (Gabriele

Armellin et. al. 1997).

1.1.2 Historie plazmaferézy a jejiho lécebného vyuZiti

Prvni vyuziti plazmaferézy bylo provedeno roku 1914 Johnem J. Abelem ve
farmakologické laboratofi Hopkinsovy univerzity Metoda byla tehdy pouzita jako

odstranéni plazmy pii pokusech na psech.

Az pozdéji v padesatych letech minulého stoleti bylo pouZito novodobé pojeti
plazmaferézy, a to lécebné plazmaferézy, kterda odebranou plazmu nahrazuje
pfisluSnymi roztoky. Pro tento zpiisob odbéru se pouziva nazev: 1éebna vyménna

plazmaferéza. Cilem této metody se rozumélo odstranéni neZadoucich latek v plazmé.

Vyuziti 1écebné plazmaferézy se zacalo rozSifovat v ramci terapie pro rizné
choroby. Jednalo se o onemocnéni hematologické, revmatologické, metabolické, rendlni
a jiné. Monitorovani pribéhu vySetfeni poukazovalo na zlepSeni klinického stavu
nemocnych a timto na UspéSnou terapii. Pfifazeni terapie plazmaferézou vyzadovalo

vhodny stav pacienta a okolnosti onemocnéni (Bednatik, 2011).

Pro rozvoj a dalsi vyzkum lécebné plazmaferézy vznikla v USA samostatna

spolecnost pro aferézu — ASFA (American Society for Apheresis). V Evropé byla



nasledn¢ zalozena hemaferetickd spolecnost ESFH (European Society for
Hemapheresis). Tyto spolecnosti se vénuji vyzkumu uclinkGi plazmaferézy u
jednotlivych chorob. K roku 2010 vydala ASFA doporuceni piimé terapie lécebné
plazmaferézy u 67 chorob a klinickych ptiznaki (Bednaiik, 2011).

1.1.3 Zadkladni princip plazmaferézy

Princip plazmaferézy je zaloZzen na separaci plazmy na zéklad¢ rozdilt
specifickych hmotnosti slozek krve. Separace se provadi na automatickych
separatorech. Proces probihd v uzavieném jednorazovém odbérovém setu. Kazdy
automaticky systém je vybaven separa¢nim zafizenim, které provadi separaci plazmy,

soustavou hadicek, vaku, ¢erpadel a rezervoara (Linker, 1983).

Z hlediska zilnich pfistupi se automatické separatory déli na diskontinudlni,
které pouzivaji pouze jeden Zilni pfistup a kontinudlni separdtory se dvéma zilnimi

ptistupy (Bednatik, 2011).

1.1.3.1 Diskontinualni separator

Diskontinualni separatory se pouZivaji predevS§im k darcovskym ucelim a
pouzivaji jeden zilni pfistup. Plazmafereticky odbér probiha v opakujicich se cyklech.
Pfi jednom cyklu je odebrano cca 2dcl krve, ktera je separovana na plazmu a bunécné
komponenty, metodou odstfedénim nebo membranovou filtraci. Plazma je nésledné
kompletovana do sbé&mého vaku. Cast odebraného objemu je dérci hrazena dodavkou

fyziologického roztoku (Linker, 1983).

1.1.3.2 Kontinualni separator

Kontinualni separator se vyuziva klééebnym ucelim. Krev, odebrana
pacientovi, musi byt antikoagulovana citrdtovym roztokem. Nasledné krev vstupuje do

odstiedivky a probihd centrifugace, pii které je krev separovdna na plazmu a bun&cné



komponenty. Plazma je odvadéna do sbérace a bunééné komponenty jsou spolu
s ndhradnim roztokem vraceny pacientovi. Cast odebraného materidlu se hradi

albuminem, zmrazenou plazmou a fyziologickych roztokem (Linker, 1983).

1.1.4 Plazmaferetické centrum

Zatizeni, ktera se specializuji na sbér plazmy od vhodnych darci se nazyvaji
plazmafereticka centra. Jejich funkci je zajistit bezpeény odbér v souladu s predpisy,
vySetfeni darcii pro pfipadnou identifikaci chorob, které by mohli darovanou plazmu
znehodnotit a propousténi plazmy uréené k dal§imu zpracovani (SOP - Plasmafera,

2010).

1.1.4.1 Rizika a komplikace pro darce plazmy

Rizika pro darce se odviji od jeho zdravotniho stavu. Vzhledem k tomuto faktu

darce podstupuje zékladni vySetieni, za Gcelem tyto rizika minimalizovat.

Nejcastéjsim rizikem je nezadouci reakce na odbér. Jako komplikace se muze
objevit v misté vendzniho vstupu. Mezi tyto komplikace se fadi: krevni vyron,
zpusobeny Spatnym vpichem, nebo krvacenim do podkozi po vpichu. Toto riziko 1ze
redukovat stlaenim mista vpichu po odbéru (Bednatik, 2011; SOP - Plasmafera,
2010).

DalSim rizikem je nedostatetné rychlou pfizpisobivosti krevniho ob&hu na
odbér. K takovym neZadoucim Uc¢inkiim patii predev§im arteridlni hypotenze, nebo
dyspnoe. V dalsim pfipadé mohou nastat mdloby. Mdloby jsou pfi¢inou napt. hladovéni
pfed odbérem, velkou psychickou zatéZi, nebo fyzickou namahou pied odbérem

(Bednarik, 2011; SOP - Plasmafera, 2010).

Mén¢ cCasté jsou komplikace zplsobené prenosem infekce do mista vendzniho
vstupu. Tomuto riziku Ize zamezit dodrzovanim piedpisi spravné laboratorni prace a

predodbérovym vysetienim pacienta (SOP - Plasmafera, 2010).



Riziko mlze byt zptsobeno také aplikaci protisrazlivého €inidla (citratu) béhem
procesu odbéru. Antikoagulans v podobé citratu vyvazuji z krve ionty Ca®, ¢imz
inaktivuji koagula¢ni kaskadu. Mohou tedy zpiisobit kolisani hladiny vapniku
V organismu, coz muze vést ke vzniku citratové hypokalcemie a metabolické alkalézy,
kterda se mlze projevit az hypokalcemickou tetanii (svalové zaskuby a trnuti jazyka).
V tomto ptipad¢ je nutné zmény korigovat upravenim rychlosti odb&ru, snizeni ptivodu
citratu, nebo intravendéznim doplnénim hladiny kalcia béhem vykonu. N¢ktera rizika

mohou byt spojena s uzivanim léki (SOP - Plasmafera, 2010).

1.2 Vnitini prostiedi organismu

Vnitini prostfedi utvari optimalni prostfedi pro pribéh metabolickych a vSech
ostatnich déja dilezity pro spravnou funkci lidského organismu. Ve vodném prostiedi
mezi sebou reaguji rizné latky. Ve vnitinim prostfedi je obsazena pfedev§sim voda,
Ktera se déli na n€kolik podskupin z hlediska jejich ptisobeni a funkce v organismu. Pro
udrzeni stalosti vnitfniho prostfedi jsou urceny principy regulace. Zéklad vnitiniho
prostiedi tvofi télesné tekutiny. Celkova télesnd voda zaujima pfiblizné 55 — 60%
hmotnosti organismu. Jeji mnoZzstvi je pfimo zavislé na pohlavi, véku, hydrataci a
mnozstvi télesného tuku. CTV se dé€li na dvé slozky dle funkce a sloZeni na tekutinu

extracelularni a intracelularni (Racek, 2006).

1.2.1 Intracelularni tekutina

ICT se nazyva také nitrobunécéna tekutina, diky jejimu uloZeni uvnitf bunky.

Predstavuje pfiblizn¢ dvé tietiny CTV (Racek, 2006).



1.2.2 Extracelularni tekutina

Extracelularni tekutina se nachazi vné bunky, tzv. mimobunécna tekutina.
Zhruba jedna ¢tvrtina ECT se nazyva tekutina intravaskularni a je lokalizovana uvnitf
cév (voda plazmy). Dalsi dvé tretina ECT jsou nazyvany intersticialni tekutinou,
z divodu jejiho umisténi v mezibunééném prostoru — mezibunécna tekutina. Mezi ECT
se zaroven fadi 1 transcelularni tekutina, kterd se nachazi v télesnych dutinach,
gastrointestinalnim traktu a mocovych cestach — tzv. tfeti prostor. Za béznych okolnosti
se nachdzi ve velmi malém mnozstvi, ale za patologickych stavii se objem mize navysit

na nékolik litrei (Racek, 2006).

1.2.3 Koncentrace iontit v ECT a ICT

Funkce a propustnost membran pro ziviny a mineraly je nesmirn¢ diilezitd pro

spravnou funkci organismu, napt neuromuskularni drazdivost (Dastych M., 2008).

Tabulkal: Primérné koncentrace iontil v jednotlivych télesnych tekutinach

Plazma Intersticialni Intracelularni
[mmol/] tekutina tekutina
[mmol/] [mmol/]
Na’ 140 142 10
K* 4 4 155
Ca*" 2.5 1.3 <0.001
Mg®* 1 0.7 15
cr 102 113 8
HCO, 24 28 10
Fosfaty 1 1 65




Sulfity 0.5 0.5 10

Organické 4 5 2
kyseliny

(Dastych M., 2008)

1.2.4 Regulace iontii mezi tekutinami

1.2.4.1 Donnanova rovnovaha

Donnanova rovnovaha nastdvd mezi dvéma elektrolyty. UdrZuje rozdily
vV koncentraci ionth mezi ICT a ECT na zékladé oddéleni obou prostorti
semipermeabilni membranou, ktera umoznuje prunik mensich ionti a molekul (Racek,

2006).

1.2.4.2 Tontové pumpy

Maji funkci zprostfedkovatele aktivniho transportu latek v organismu. Nejcastéji
maji charakter proteinu obsahujici enzym ATPazu a nachéazeji se v bunééné membrané.
Mezi typy transportu se fadi transport vytvarejici koncentracni gradient, tzv. aktivni
transport, pii kterém je vyznamna spotieba energie z ATP. Timto zplisobem transportu

se prenasi sodné, draselné, vapenné, vodikové a dalsi ionty (Trojan, 1999).

1.2.5 Bilance tekutin

Rozdil mezi pfijmem a ztrdtami tekutin z organismu piimo ovliviiuje mnozstvi
CTV. Idedlni stav mezi pfijmem a ztratou je rovnovazny. V organismu nékdy dochazi

vlivem patologickych nebo fyziologickych stavii k poruse rovnovéhy bilance tekutin.



Tyto rozdily mohou byt vyvazovany ptirozenymi reguldtory, nebo alespon udrzovany

Vv piijatelnych hodnotach (Racek, 2006).

1.3 Laboratorni kvantitativni stanoveni minerdlit

Provadi se ze séra nebo moci, ktera je odebrana do odbérové zkumavky tvarem
prizpisobené¢ pro piimé vlozeni do automatického analyzatoru, ktery provede
pozadované vysetieni. Pro spravné podminky pro analyzu vzorku je nutné dodrzet

preanalytickou fazi mimo 1 v laboratoti (Racek, 2006).

1.3.1 Preanalyticka cCast

Prenalyticka faze zahrnuje veskeré postupy a Cinnosti, od indikace vySetfeni, az
po vloZeni analytického vzorku do automatického analyzatoru, nebo zahajeni manudlné
provadéné metody. Béhem této faze vznikne az 60%, které mohou zpisobit
znehodnoceni odebraného biologického materidlu a nasledné chyby ve vysledku
méfeni. Proto je vprubéhu preanalytické faze vyzadovana spravna prace
zdravotnického persondlu pro minimalizaci kontaminaci, mechanickych a jinych

poskozeni biologického materialu (Elston, 2008).

Zasadni ulohu hraje také 1€kafr, ktery musi spravné zhodnotit pottebu a nutnost
daného vySetieni pro pacienta. Je také vhodné vybrat co nejvice specifickou metodu
potiebnou pro vylouceni nebo potvrzeni diagnoézy, laboratorni monitoring lécby a

sledovani prub&hu choroby (Adolfo Romero, 2012).

Preanalytickd fadze se dé€li na dvé casti. Preanalytickou fazi mimolaboratorni,
kterd zahrnuje pfipravu pacienta na odbér, odbér vzorku, uchovani a transport do
laboratofe a fazi preanalytickou laboratorni, do které fadime manipulaci se vzorkem
Vv laboratofi, jeho uchovani pfed analyzou a zahdjeni analyzovani vzorku, ¢imz

analyticka faze kon¢i (Elston, 2008).
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1.3.1.1 Preanalyticka faze — mimolaboratorni

Do preanalytické faze mimolaboratorni zahrnujeme veskeré postupy a operace
provedené mimo laboratof. Zpravidla se do této faze fadi ptiprava pacienta k odbéru,
odbér biologického materidlu, skladovani materialu a jeho podminky pfi transportu do
prislusné laboratotfe. Faze mimolaboratorni kon¢im dopravenim biologického materialu

a jeho pfijmem v laboratofi (Zima, 2007; Dastych, 2008).

1.3.1.1.1 P¥iprava pacienta pro odbér biologického materidlu

Pacient by mél byt pfed odbérem podrobné informovan o podminkach odbéru a
poucen o pozadovanych zasadach, které budou potiebné pro dané vySetfeni. Pouceni
hospitalizovanych pacienti je pomérné snazs§i, z diavodu ptipravy na odbér
prostfednictvim zdravotnického personalu. V rdmci osoby pacienta je tieba zvazit i
pfipadné faktory, které mohou byt jak neovlivnitelné, tak ovlivnitelné, které je mozno

Vv pripad¢ zjisténi eliminovat (Rozsypalova, 2002).

1.3.1.1.2 Biologické vlivy ovlivnitelné

1.3.1.1.2.1 Fyzicka zdté

V ramci tohoto vlivu je tfeba vzit v Gvahu velkost zmén, které ovliviiuje
trénovanost pacient a délka fyzické zatéze. ZvysSend fyzicka aktivita pacienta ovlifiuje
Z hlediska zmén koncentrace latek, které se piimo podileji na energetickém
metabolismu. Mezi tyto latek fadime napf. laktat, jehoz koncentrace vlivem télesné
zatéze stoupd, nebo glukdzu, ptficemz glykémie ma v prvni fazi vzestupny charakter a
pii vycerpani glykogenovych zasob v druhé fazi klesa, coZ ma za néasledek ketonémii a

ketonurii (Racek, 2006).
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1.3.1.1.2.2 Stravovaci navyky

Vlivem piijmu potravy dochdzi ke zménam koncentrace vysetrovanych latek a
vyplavovanim hormont a enzymti. Poziti jidla ma nejvétsi vliv na koncentraci glukozy,
zeleza, lipidi (triacylglyceroll) a alkalické fosfatazy ALP. Strava bohatd na proteiny
zpusobi zvysSeni fosfatl, mocCoviny a kyseliny mocové. Potrava s vysokym obsahem
lipidt zvysuje hladinu triavylglycerolii a zaroven snizuje podil dusikatych latek (napf.
moc.oviny). ZvySeni ALP a LD zpiisobi strava s vysokych obsahem sacharidi. Zaroven

také snizuje hladinu triacylglyceroli, cholesterolu a celkové bilkoviny (Zima, 2008).

Optimalizace latkovych hodnot zarovenl zdvisi na fyzickém stavu pacienta.

Hladina glykémie se u zdravého ¢loveéka normalizuje podstatné rychleji, nez u pacienta

s diabetem (Racek, 2006).

1.3.1.1.2.2.1 Vegetariani

U vegetarianli jsou bézné velmi nizké hodnoty jak LDL tak VLDL a zaroven 1
celkového cholesterolu. Alkalictéjsi je vyskytuje také pH moce, coz zpiisobuje zvySena

spotfeba ovoce a zeleniny (Zima, 2008).

1.3.1.1.2.2.2 Tekutiny

Mnozstvi piijmu tekutin m4 za nasledek miru koncentrace moci a

hemokoncentraci (Dastych M., 2008)

1.3.1.1.2.2.3 Kofein

Poziti néapoje sobsahem kofeinu miZze zpisobit zvySenou koncentraci

katecholamint, glukdzy a volnych mastnych kyselin (Zima, 2008).
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1.3.1.1.2.2.4 Alkohol

V disledku poziti alkoholu mizeme u pacienta pozorovat zmeény
Vv koncentracich nékterych latek. U konzumace alkoholu je tfeba vzit v ivahu, zda se
jedné o akutni nebo chronicky abtizus. V ptipadé akutniho abuzsu pozorujeme zvySenou
koncentraci triacylglycerort (které mohou zptsobit az chyldzni sérum) a aldosteronu,
naopak klesa prolaktin antidiureticky hormon a kortizol. Pfi chronickém abtizu dochazi
ke zvyseni ALT, AST, GGT, kortizolu, adrenalinu a estradiolu. Pokud nastane situace
dlouhodobého abuzu, byva vyhodnocena hypoglykémie a ketoacidéza, zvySuje se

koncentrace laktatu a kyseliny mocové (Zima, 2008).

1.3.1.1.2.3 Psychicky stres

Zatéz na psychiku se mize objevit uz pii samotném odbéru, coz plati zejména u
déti nebo anxidznich pacientl. V téchto piipadech dochdzi k vyplaveni hormoni kiry a
dfen¢ nadledvin a jejich U¢inky na metabolismus. Mezi tyto uUCinky lze zaradit
hyperglykémii, zvySend koncentrace volnych mastnych kyselin atd. Stres miZe také

ovlivnit funkéni testy ledvin, GIT apod. (Racek, 2006).

1.3.1.1.2.4 Léky a drogy

Pokud pacient uziva nékteré 1€ky, které by mohli do jisté miry narusit méteni a
zpusobit tak chybu ve vysledku, je tfeba, aby byly informace o léku uvedeny na
zadance. Zaroven je tieba konzultovat nejasné nalezy s laboratofi v pfipadé podezieni

na medikovaného pacienta.

rrrrrr
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1. Pisobenim na metabolismus stanovované latky (méni rychlost metabolismu bud’
indukci syntézy, nebo naopak inhibici enzym, ovliviiuji vazbu na transportni bilkovinu

apod.

2. Interferuji pti vlastni chemické reakci (pfikladem miize byt pokus o maskovani
pfitomnosti glukézy ¢i krve v moci pouzitim kyseliny askorbové pii stanoveni

papirkovym testem (Racek, 2006).

Mezi dalsi ovlivnitelné faktory mtizeme zaradit mechanické vlivy (tlak délohy u
gravidnich Zen, intramuskuldrni injekce, operace), vlivy zevniho prostfedi (teplota

prostiedi, nadmofiska vyska), télesna poloha a koufeni (Dastych, 2008).

1.3.1.1.3 Biologické vlivy neovlivnitelné

1.3.1.1.3.1 Pohlavi

V ptipadé€ rozdilti hodnot stanovovanych latek je tfeba zminit hladinu kreatininu,
kterd se u muzl vyskytuje ve vyssi koncentraci nez u Zen, z divodu vétsiho podilu
svalové hmoty. Rozdily v koncentracich dale vykazuji pohlavni hormony, kyseliny
mocova, Zelezo, hemoglobin, haptoglobin, ceruloplasmin a gama-glutamyltransferaza

(GMT). V podstaté je vétsina latek vyssi u muzi nez u Zen (Racek, 2006).

1.3.1.1.3.2 Vék

Pro vétSinu biochemickych stanoveni plati rozdilné referen¢ni hodnoty pro
konkrétni vékové hranice. Je proto tfeba vzit v ivahu pacientliv vék a zatadit ho do
pfislusné vékové hranice z divodu spravné interpretace nalezu. Urcité biochemické

procesy jsou totiz zaméfeny na konkrétna vyvojové stupné ¢lovéka (Zima, 2008).
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Z hlediska imunoglobulinti koncentrace IgM a IgA od narozeni stoupa z divodu
zvysené syntézy u novorozence. V piipadé ALP dochazi k vysoké koncentraci v détstvi,
pfiCemz maxima dosahuje v obdobi 10-16 let (vyvoj skeletu) a nasledné pozorujeme
prudky pokles. Mezi dalsi analyty, jejichz koncentrace se piimo odviji od v€ku pacienta,
se tadi ferritin. Koncentrace ferritinu je nizka u Zzen ve fertilnim véku, pozd¢ji narista,

az muze dokonce dosahnout hodnot muzské populace (Zima, 2008).

1.3.1.1.3.3 Gravidita

Téhotenstvi zplsobuje gravidni zené¢ zvySenou fyzickou zatéz, zménu
biochemickych d&jt. Ze vzorku krve, eventuelné moce matky muzeme pozorovat
vyskyt bilkovin a dalSich latek, které jsou produkované trofoblastem a orgény plodu.
Zmeény koncentraci analyti mohou byt zplsobeny mechanismy, jako je indukce
zvySenim plazmatickych transportnich proteini v plazmé, hemodiluce (pokles
koncentrace hemoglobinu, kterd vede ke zvySeni aktivity glomeruldrni filtrace, ¢imz
vznikd niz$i koncentrace kreatininu a mocoviny v séru), zvySeni télesného objemu

(zvyseni clearence kreatininu) a zvySeni CRP az nad referen¢ni hranice (Racek, 2006).

1.3.1.1.3.4 Biorytmy

Biorytmy mutzeme charakterizovat jako pravidelné se opakujici (periodické)
cykly zmén v lidském organismu. Nékteré laboratorni parametry se béhem cyklickych
zmén méni v riznych ¢asovych usecich. Mizeme je délit z hlediska ¢asového rozmezi,

za které prob¢hne prave jeden cyklus.
Ultradianni — trvaji méné nez 20 hodin

- vychyleni koncentrace kortikosteroidu, inzulinu a somatotropinu
Cirkadianni — denni, cyklus trva v rozmezi 20 az 28 hodin

- zména koncentrace hormont, zeleza, K+, mocovina, kreatinin, apod.
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3. Infradianni — perioda ptesahuje 28 hodin
a) Lunarni — cyklus trva 4 tydny
- dochazi ke vlivu fertilnich hormonta (menstruaéni cyklus)
b) Cirkanualni — jeden cyklus zabere ptiblizné rok (10-12 mésicti)
- zvySend syntéza vitaminu D béhem letni sezony, aktivita AST, ALT

(Zima, 2007)

1.3.1.1.4 Odbér biologického materialu

V prvni tfadé je tfeba provést presnou a spolehlivou identifikaci biologického
materialu, dale je nutno prokazat schopnost provést odbér sprdvnym zpisobem do
ptislusné nadobky a v neposledni fad¢ odbér materidlu zavisi i na spravné pouceném a

informovaném pacientovi a jeho schopnosti dodrzeni doporuéenych piiprav na odbér.

Prostiednictvim biologického materidlu 1ze spravnym vySetfenim urcit spravnou
diagnézu a nasledné i zaddouci 1écbu. Z tohoto diivodu mé odbér a vySetfeni materidlu
pro lékate zasadni vyznam v rozhodovani o postupu lécby pacienta (Rozsypalova,

2002).

1.3.1.1.4.1 Odbér krve

Pti odbéru krve je nutné se zaméfit na polohu pacienta pii odbéru. V zasad¢ je
nejvice preferovanym zpusobem odbéru poloha vsedé, kdy nedochazi k ovlivnéni
koncentraci analys. Mezi dal§i metody odbéru krve se fadi odbér tepenné a arteridln

krve (Zima, 2008)
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1.3.1.1.4.2 Odbér kapildarni krve

Odbér kapilarni krve se provadi z biiska prsti na rukou u dospé€lych nebo z paty
u malych déti a kojencti. Dobré prokrveni mista vpichu Ize pojistit mirnym tfenim nebo

prohiatim mista, ze kterého je odbér provadén (Rozsypalova, 2002).

K béznému postupu pii odbéru kapilarni krve patii dezinfekce (zamezit kontaktu
krve s dezinfekénim prostiedkem, v opacném ptipadé dochazi k hemolyze), vpich,
otfeni prvni kapky, odbér do kapilar (bez vzduchovych bublin), nebo do kepu
(mikrozkumavky), krev musi voln¢ kapat (pii stlaeni dochazi k natfedéni tkanovym
mokem = pfesun tekutiny z intravazalniho prostoru do intersticia) a oSetfeni mista

vpichu (Racek, 2006; Rozsypalova, 2002).

1.3.1.1.4.3 Odbér venozni krve

Venozni krev se fadi mezi nejcastéji vySetfovany krevni materiadl ziskany
venepunkci. Provedeni venepunkce musi byt v souladu s danym opatifenim. Pacient
musi byt v klidu, paze bez velkych jizev, hematomt a zavedenych infuzi ma byt
natazena. Venepunkce se provadi z kubitdlni Zily ve fossa antebrachii nebo zily
Vv loketnim ohbi. Lze vyuZit i veny na hibetu ruky, je vSak zdsadni vzit v uvahu fyzicky
stav pacienta (vznik trofickych defekti u diabetikii a osob se Spatnou cirkulaci)
(Rozsypalova, 2002; Zima, 2008).

1.3.1.1.5 Odbérové zkumavky

a) Zkumavky na srazlivou krev

Uvedené zkumavky jsou obvykle pouZivany pro vySetieni séra v oblasti klinické
biochemie a sérologie. Zkumavky obsahuji aditivum oxidu kfemicitého pro aktivni

srazeni.
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Plastové sérové zkumavky maji pro urychleni koagulace vnitini sténu potazenou
vrstvou oxidu kfemicitého. Ve sklenénych zkumavkach je proces koagulace krve
zahajen piirozené povrchem skla, a proto tyto zkumavky nejsou upraveny oxidem
kfemicitym.

b) Koagulacni zkumavky (citrat sodny)

Citratové zkumavky jsou obvykle pouzivany pii méfeni koagulace. Citratové
zkumavky obsahuji pufrovany roztok citratu, ktery je pouzivan pfi vysetieni koagulace

jako antikoagula¢ni ¢inidlo.
C) Zkumavky pro separaci séra

Zkumavky pro separaci séra jsou obvykle pouzivany pii biochemickém
vySetfeni séra. Zkumavky obsahuji oxid kfemicity pro aktivaci koagulace odebrané¢ho

vzorku a gel, ktery vytvofi bariéru mezi sérem a koagulem oddélenymi odstiedénim.
d) Zkumavky s EDTA

Zkumavky EDTA jsou obvykle pouzivany pro hematologickd vysetieni plné
krve. Jako antikoagula¢ni ¢inidlo se pouziva KoEDTA nebo K3EDTA (di- nebo tri-
draselna sul kyseliny etylen-diamin-tetraoctové). V plastovych zkumavkach je suché

aditivum naneseno na vnitini sténu, u sklenénych zkumavek je aditivum tekuté.
Zkumavky K3;EDTA jsou urCeny pro vySetfeni, ktera obsahuji inhibitor
proteolytickych enzymi. Zkumavky KsEDTA maji béZny riZzovy uzavér.
e) Zkumavky pro analyzu plazmy
Plazmové zkumavky obsahuji natrium nebo lithium heparin a jsou obvykle
pouzivany pro biochemickd vySetfeni plazmy. Aditivum je v plastovych zkumavkach
aplikovano na vnitini sténu, ve sklenénych je bud’ lyofilizované nebo vakuem vysusené.

Heparinové zkumavky se mohou centrifugovat bezprostiedné po odbéru, neni tieba

¢ekat na prob&hnuti koagulace
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) Zkumavky pro stanoveni glykemie

Zkumavky s fluoridem sodnym/oxaldtem draselnym jsou pouzivany pii
stanoveni glukézy. Mnozstvi glukézy v neoSetieném vzorku krve rychle po odbéru
klesa, protoze je metabolizovana krevnimi elementy. Aditiva obsaZzend v téchto
zkumavkach - fluorid sodny/oxalat draselny stabilizuji hladinu glukézy v odebrané krvi

az 24 hodin.
9) Zkumavky pro analyzu stopovych prvkl

Tyto zkumavky jsou obvykle pouzivany pro stanoveni uréitych stopovych prvka
v krevnim vzorku. Zkumavky obsahuji minimalni mnozstvi urcitych stopovych prvki

(Katalog BD diagnostics, 2004).

1.3.1.1.6 Transport

Transport biologického materialu je tfeba provést co nejrychleji za co
nejkvalitnéjSich podminek. Obecné plati, Ze je ptihodné&jsi zasilat hotové sérum, ¢imz
zabranime ptipadné mechanické hemolyze, kterd miize nastat v ptipad¢ transportu plné

krve (Racek, 2006).

Podminky transportu biologického materialu se 1i$i z hlediska typu materialu a
pozadovaného vySetfeni. VyhodnéjSi preprava z hlediska Setrnosti je pieprava
probihajici prostiednictvim donasky nebo automobilové dopravy v piipad€ vétsi
vzdalenosti. K dispozici je vybaveni v podobé chladicich box1, které zatidi optimalni
podminky z hlediska teploty a plisobeni svétla, protoze velké teplotni vykyvy mohou
nenavratné znehodnotit biologicky materidl a vystaveni vzorku krve svétlu vede
k odbouravani bilirubinu. Pfi extrémné zvySené teploté dochazi k inaktivaci enzymu a
klesd koncentrace glukozy. Pii extrémné snizené teplot¢ naopak milZe zapficinit

hemolyzu (Dastych, 2008; Zima, 2008).

DalSim typem transportu probihd prostfednictvim potrubni posty. Tento zplsob
transportu je nejméné asov€ narocny, ovSem vlivem neSetrného zachdzeni muze dojit

k mechanickému poskozeni napf. hemolyze (Dastych, 2008).
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1.3.1.2 Preanalyticky proces v laboratoii

Preanalytickd faze laboratorni je zahajena piijmem biologického materidlu a
kon¢i vlastni analyzou vzorku. Prvotné je dulezité zkontrolovat kompatibilitu odbérové
nadobky a biochemické zadanky, které na piijmu pievezme od transportu piitomna

laborantka (Romero, 2012; Masopust, 1998)

Nasledn¢ probihd piiprava vzorku k analyze. Do pfipravné faze tadime
odstiedéni, neboli centrifugaci, ¢imz docilime oddé€leni séra ¢i plazmy. Poté se provadi
deproteinace vzorku analyzou, zahusténi vzorku a v nékterych piipadech se pouzivaji i

dalsi postupy napt. promyvani erytrocytu (Schneiderka; Racek, 2006).

Pro zajisténi spravné manipulace se vzorky dodrzeni zdsad spravné laboratorni
prace, ktera ma z velké ¢asti vliv na kvalitu analytického vzorku je vhodné se drzet
zasad logistické oblasti, ktera se sklada ze spravné manipulace a uchovavani vzorku
pfed analyzou. Nespravné uchovéani vzorku muze u nékterych laboratornich vySetfeni
zpusobit znehodnoceni vzorku a naslednou chybu v hodnoceni vySetfeni. Soucasti
spravnosti vysetieni je také kontrola reagencnich setll, jejichz komplementarita je

nezbytna ke spravné analyze vzorku (Zima, 2008; Masopust 1998).

1.3.2 Analyticka faze

1.3.2.1 Sodik

Sodik je mineralni prvek, jehoz hlavni funkci je udrZovéani acidobazickeé
rovnovahy, osmolarity, osmotického tlaku vody a distribuci H2O. Sodik je z 50 %
obsazen v ECT, 40 % je vazéano v kostni tkani a jen asi 10 % se nachazi v ICT. Sodik je
tedy hlavni extracelularni kation a jako takovy se nejvétsi mérou podili na osmotickém

tlaku ECT.

Sodik se v ECT vyskytuje téméf vyhradné ve formé sodného kationtu (Na®).

Dulezity je fakt, Ze ze vSech iontil na sebe vaze nejvice vody; retence sodiku je proto
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vzdy doprovazena retenci vody a naopak. Primérna koncentrace Na* v plazmé (ECT) je
132 - 145 mmol/l. Koncentrace Na* v ICT se pohybuje v rozmezi 3 - 10 mmol/I,
v erytrocytech je kolem 15 mmol/l. V organismu se vyskytuje Nejcastéji je piijiman ve
form¢ chloridu sodného a je vylu€ovan modi, stolici a potem (Wilhelm, 2006; Racek,
2006; Masopust 1998).

1.3.2.1.1 Kvantitativni stanoveni sodiku

V soucasné dobé se nejvice upfednostiiuje metoda ISE stanoveni. Jeji velkou
vyhodou je moznost automatizace, coz je v ptipadé rutinnich metod velkym piinosem
pro biochemické zafizeni. Mezi dal§i metody vysetfeni sodiku patii plamenova emisni
fotometrie a fotometrickd enzymatickd metoda. Tyto metody se v laboratofich jiz
standardné nevyuzivaji. V piipadé fotometrické enzymatické metody se stanoveni touto

cestou nedoporucuje (Dastych M., 2008; Schneiderka).

1.3.2.1.1.1 Potenciometrie

Princip potenciometrického méfeni je zaloZen na zakladé méfeni rovnovazného
napéti galvanického clanku. Jednd se o elektrochemicky jev, pii kterém dochazi
K vyméné néboje mezi analytem a jinou nemisitelnou fazi (dalsi roztok, nebo pevny
povrch) a vytvati tak na fazovém rozhrani potencial. Galvanicky clanek se sklada
zmémé elektrody, jejiz potencial je zavisly na koncentraci sledované latky a
z referentni elektrody, jejiz potencial zustava konstantni. Miru koncentrace sledované

latky udava rovnovazné napéti, coz je rozdil téchto dvou potencialii (Drbal, 1999).

Potenciometrie je kvantitativni metoda. Jestlize je kov M ponotfen do roztoku
obsahujici vlastni Mn+ ionty, hodnota elektrického potencidlu je dana Nernstovou

rovnici.
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E = EO+ (RT/nF) In (cOx/cRed)
E - potencial elektrody
EO- standardni elektrodovy potencial (je konstantni)
R — molarni plynova konstanta (8,314 J/K.mol)
T — teplota v kelvinech (teplota ve °C + 273,15)
n — pocet vyménénych elektront
F — Faradayova konstanta (96485 C/mol)
cOx — oxidované formy prvku

cRed — redukované formy prvku

(Zdroj: Drbal, 1999)

1.3.2.1.1.1.1. Referencni elektrody

Referencni elektroda je takova, jejiz potencial je konstantni. Mezi nejcastéji
pouzivanou elektrodu referen¢ni patii kalomelova. Je tvofena kovovou rtuti, vrstvou
chloridu rtutnatého (kalomelu), ktery je ve styku s roztokem chloridu draselného o

znamé koncentraci. Elektroda se ponoii do zkoumaného roztoku (Drbal, 1999).

1.3.2.1.1.1.2. Meérné elektrody
a) Oxidacné redukeni elektrody

Mezi tyto elektrody se fadi vodikova elektroda, kterou tvoii platinovy plisek
(inertni kov), pokryty platinovou Cerni, ponofeny do roztoku obsahujiciho dvé redoxni
formy urcité¢ latky. Povrchem elektrody je zprostfedkovana vyména elektroni mezi

¢asticemi redoxniho paru (Drbal, 1999).

b) Iontové selektivni elektrody (ISE)
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lontove selektivni elektroda funguje na principu vymény iontd mezi méfenym
roztokem a povrchem elektrody, ¢ehoz je dusledek zmény elektrického potencialu
elektrody. Tato zména v porovnani s potencidlem referentni elektrody umoznuje
vypocet koncentrace iontt v roztoku. ISE prednostné reaguji na urcity konkrétni druh
ionta podle typu membrany, ktera oddéluje analyt od elektrodového roztoku ve vnittku
elektrody. Roztoky obsahuji ionty, pro které je membrana selektivni. Ve vnitinim
roztoku je ponofena vnitini srovnavaci elektroda, pomoci které je iontové selektivni
elektroda napojena na méfici pfistroj. Pro méfeni s iontové selektivnimi elektrodami lze
pouzit elektronicky potenciometr nebo pH-metr, které maji dostatecné velky vstupni

odpor (Klouda, 2003).

Nejcastéjsim typem membranové ISE je v soucasné dobé sklenéna elektroda,
ktera se pouziva ke stanoveni vodikovych iontl. Elektroda se sestdva z elektrochemické
membrany ve form¢ banky ze specialniho skla natavené na sklenéné trubi¢ce. Uvnitf

barky se nachazi roztok, do kterého je ponotena chloridosttibrna elektroda.

Mezi dalsi typy ISE lze zafadit fluoridovou ISE, ktera se vyznacuje pevnou
membranou (Drbal, 1999).

Potenciometrie se za pouziti ISE d¢€li na dvé metody:

1) Pfima potenciometrie

Piima potenciometrie je metoda stanoveni, pfi kterém nebylo provedeno fedéni vzorku
pfed méfenim. NejcastéjSim piipadem je méfeni pH nebo stanoveni rlznych iontl
pomoci iontové selektivnich elektrod.

2) Nepiima potenciometrie

Metoda nepiimé potenciometrie se vyznacuje fedénim vzorku vhodnym fedicim
roztokem o vysoké iontové sile. U této metody se vyuzivd stanoveni zredéného
materidlu pomoci iontové selektivnich elektrod. Tato metoda je v laboratofich Siroce
vyuzivana diky moznosti snadné automatizace zejména pro rutinni analyzy. ISE jsou
obvykle umistény v blocich, proto 1ze z jednoho natfedéného vzorku stanovit vice iontl

najednou (Schneiderka).
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1.3.2.1.1.2 Plamenova emisni spektrofotometrie

Plamenova emisni spektrofotometrie je zalozena na méfeni intenzity zbarveni
plamene. V klinické biochemii jsou vyuzivany plamenové fotometry, které jsou
konstruované piedevSim pro paralelni stanoveni koncentrace sodnych a draselnych
iontd. U béZnych plamenovych fotometri je palivem propan, ktery ve smési se
vzduchem poskytuje teplotu 1930 °C. Nekteré¢ dalsi plamenové fotometry pouzivaji
palivo acetylen-vzduch, maji vyhfevnéjsi plamen a diky tomu umoznuji stanoveni
vapenatych ionti. KdyZ je roztok stanovovaného vzorku vnesen do plamene, prvky ve
sloucening jsou ¢aste¢né pievedeny do atomarniho stavu. V tomto stavu jsou elektrony
nestabilni a rychle se vraci na svou ptivodni energetickou hladinu. Pfi této zméné
emituji svétlo. Za kontrolovanych podminek je mnozstvi emitovaného svétla piimo
umérné poctu atomd, které byly excitovany, coz je umérné i koncentraci latky ve

vzorku.

PES je pomérné spolehliva a levna metoda. V laboratorni praxi je ale opousténa,
nebot’ plamenové spektrofotometry se pomérné obtizné integrovaly do automatickych

analyzatort (na rozdil od ISE) (Schneiderka).

1.3.2.1.1.2.1 Plamenovy fotometr

Plamenovy spektrofotometr je slozen ze zmlzovaci komory, do které usti
nasavaci kapilara, ptivod stlatené¢ho vzduchu a topného plynu. Soucasti jsou takeé
interferen¢ni filtry pro jednotlivé prvky, hoték, fotodetektor a vyhodnocovaci systém,

ktery pievadi vzniklou elektrickou energii na digitalni zobrazeni.

Do bezbarvého plamene se vhani roztok ve formé aerosolu, ktery se misi s topnym
plynem. Diky teploté plamene dochazi k odpafeni vodného rozpoustédla a disociaci
molekul na volné atomy. Volné atomy jsou excitovany s naslednou emisi zafeni, které
je rozlozeno jednoduchym disperznim systémem a méteno fotoelektrickym clankem. K
izolaci spektralnich ¢ar se pouzivad interferencnich filtri a jako detektor intenzity

emitovaného svételného toku slouzi fotonka. Aby méfeni probihalo za konstantnich

24



podminek, je tfeba pouzit vnitfniho standaru, kterym je roztok LiCl nebo CsCl. Vzdy se
méii soucasné spektralni linie kovu vnitiniho standardu a stanovovaného kovu. Timto
zpusobem je kompenzovan vliv zmén tlaku plynné smési a viskozity roztoku. Redéni
vzorkli se musi provést pred samotnym méfenim, které probiha bud’ automaticky

pomoci dilutoru, ktery je soucasti plamenového spektrofotometru, nebo manuélné.

(Encyklopedie laboratorni mediciny pro klinickou praxi, 2007; Schneiderka).

1.3.2.2 Draslik

Draslik je hlavni intracelularni kation. V organismu je obsazeno asi 3,5 tisic
mmol drasliku; 98 % se nachazi v ICT, na ECT pfipadaji jen asi 2 % celkového
drasliku. Zatimco extracelularni draslik je prakticky tplné ionizovan (jako kation K*),
velkéd cast intracelularniho drasliku je vdzana na makromolekularni struktury, hlavné

bilkoviny a polysacharidy (Racek, 2006; Wilhelm, 2006).

Fyziologické rozmezi koncentrace drasliku v plazmé (ECT) je 3,8 - 5,2 mmol/I,
pramérné 4,5 mmol/l. Naproti tomu v buiikach je koncentrace drasliku az o dva tfady
vys§i; pohybuje se vrozmezi 110 - 160 mmol/l, v erytrocytech kolem 95 mmol/l.
Zachovani tohoto poméru je nezbytné pro spravnou funkci bun¢k - nervosvalovou
drazdivost a drazdivost bunék pievodniho systému myokardu (Dastych M., 2008;
Racek, 2006).

Distribuce drasliku s pfevahou v ICT a sodiku s pfevahou v ECT je zajiStovana
aktivni ¢innosti tzv. ,,sodikové pumpy* - enzymu Na’-K*-adenosintrifosfatazy, ktery ke
své Cinnosti vyzaduje ATP; vétSina klidové spotieby energie (tzv. bazalni
Mmetabolismus) je vyuzita pravé k zajiSténi membranového pienosu iontll proti
koncentraénimu gradientu. Cinnosti uvedeného enzymu se vyméiiuji 3 Na* za2 K" a H*

za spotieby jedné molekuly ATP (Racek, 2006).

Pti nedostatku energie v butice se sniZzuje Cinnost sodikové pumpy a draslik

unika z bunék. To mize nastat in vivo u nemocného v katabolismu, ale i in vitro: stoji-li

ey ee

membranovych d&ji. Pii uchovavani plné krve v chladnici se ¢innost sodikové pumpy
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zastavuje ithned a Unik drasliku do plazmy nastava diive nez pii pokojové teploté

(Wilhelm, 2006; Dastych M., 2008; Racek, 2006).

1.3.2.2.1 Kvantitativni stanoveni drasliku

Pro kvantitativni stanoveni drasliku se v mnoha pfipadech pouziva metoda ISE.
Toto vysetfeni je stejn¢ tak jako v pfipadé sodiku vyhodné z hlediska automatizace.
Plamenova emisni spektrofotometrie byla také v minulosti pouzivana jako rutinni
metoda stanoveni. Dnes uZz se rutinné nepouzivd. Spektrofotometrickd enzymaticka

metoda je jako u sodiku nedoporuc¢ovana (Schneiderka).

1.3.2.3 Vipnik

Prevazna cast vapniku (99 %) je obsazena v kostni tkédni ve formé
hydroxyapatitu. Tato forma véapniku vSak nemd zdaleka vyznam pouze pro zajiSténi
mechanické pevnosti kosti. I u zdravého clovéka dochazi k neustalé remodelaci kosti a
vapnik v kostech slouzi jako pohotova zasoba pro jeho extracelularni potiebu. Zbytek
vapniku je prakticky vSechen obsazen v extracelularni tekutin€, nebot’ jeho koncentrace

Vv buiikéch je velmi nizka.

Denni ptijem vapniku je asi 25 mmol (1 g). Z tohoto mnozstvi se vstieba 35 - 50
%, a to v proximalni ¢asti tenkého stieva; zbytek se vylouci stolici. Ledviny vylucuji
vapnik glomerularni filtraci, avSak 98 - 99 % profiltrovaného mnoZzstvi se v tubularnim
systému opéet vstiebd. VétSina resorpce (65 %) probihd v proximdlnim tubulu, 25 %
vV Henleho klicce a zbylych pfiblizn€ 10 % v distalnim tubulu; resorpce v distalnim
tubulu je zavisla na resorpci sodiku (dochazi ke kompetici obou téchto iontti) (Wilhelm,

2006; Racek, 2006).
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1.3.2.3. Kvantitativni stanoveni vdapniku

Nejvice vyuzivané jsou fotometrick¢é metody stanoveni z diivodu moznosti
automatizace metod v rutinnim provozu. Mezi doporuéené metody patii také plamenova
atomova emisni spektrofotometrie a plamenova atomova absorp¢ni spektrofotometrie,

které ovSem nejsou rutinné provadény (Dastych, 2008).

1.3.2.3.1 Stanoveni s 0-kresonftaleinkomplexonem

Podstatou stanoveni je reakce vapenatych ionti s o-kresonftaleinkomplexonem.
Tato metoda stanoveni je vysoce citlivd na vzdusny CO,. Z tohoto divodu je dilezité
minimalizovat kontakt reagen¢ni plochy se sty¢nou plochou mezi atmosférou a
reagencii. Reakce probiha v zésaditém prostiedi (pH 12). Vysledkem méfeni je vznik

purpurového komplexu a absorpcni maximem pii 600nm.

1.3.2.3.2 Stanoveni s Arsenazo Il

Stanoveni je postaveno na fotometrickém principu méfeni kdy se v imidazolovém pufru
méti komplex modré barvy reakei vapenatych iontll s Arsenazo III. Intenzita zabarveni

je dana koncentraci iontu ve vzorku (Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

1.3.2.4 Fosfor

Zatimco intracelularni fosfor predstavuji z velké casti organické estery kyseliny
fosforecné, je vétsina fosforu extracelularné ulozeného anorganicka; v plazmé vétSinu
organicky vazaného fosforu tvoii fosfolipidy. Anorganicky fosfor v plazmé (séru) je
sm&s hydrogenfosfore¢nanit (HPO4*) dihydrogenfosforetnanti (HoPOy4), pii pH 7,4

vpoméru 4 : 1. Fyziologické rozmezi koncentrace anorganického fosforu v séru
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(plazm¢) je 0,7 - 1,6 mmol/l u dospélych, u déti az 2,2 mmol/l; souvisi to s ristem kosti.
Moci se vylucuje denn€ 16 - 40 mmol anorganického fosforu. Jeho vylucovani je pod
kontrolou parathormonu, ktery brani zpétné resorpci fosfati (Dastych, 2008; Racek,
2006).

1.3.2.4.1 Kvantitativni stanoveni fosforu

Pro kvantitativni stanoveni fosforu se aplikuje molybdatova metoda. Reakce
muze probihat dvéma zpisoby. Prvnim zplsobem je stanoveni prostfednictvim
molybdenanu a vanadi¢nu amonného. Touto reakci vznikd v kyselém prostiedi
molybdatovanadatofosforecna. Metoda neni vhodna k automatizaci z divodu nutnosti
provedeni hodnoceni az po vysrazeni bilkovin. Druhd metoda stanoveni prostfednictvim
molybdenanu amonného ma lepsi podminky pro automatizaci, proto se hojnéji vyuziva.
Podstatou reakce je vznik fosfomolybdatového komplexu v kyselém prostiedi (Siemens,
ADVIA 1800, technicky manual).
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2. Cile prace

1) Nauc¢im se ovladat metodiku vySetteni iontl ze vzorku krve.

2) Zjistim hodnoty stanoveni vybranych mineralii a budu je vySetfovat ve spolupraci

s laboratofi.
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3. Metodika

V praktické c¢asti bakalarské prace uvedu zpisob, jakym jsem vzorky
biologického materidlu vysetiovala. Bude zde popsan postup ziskani vzorkl krve ve
spolupraci s persondlem plazmaferetického oddéleni Plasmafera s.r.o., zpracovani
biologického materialu vcetné jeho piipravy k vlastni analyze a bude charakterizovan
princip metody, ktera byla k analyze pouzita. Vysettila jsem celkem 50 vzorkii ven6zni
krve v Laboratofi klinické chemie v Nemocnici v Ceskych Budg&jovicich a.s. Jména
vySetfovanych pacientl jsou z divodu povinné mlcenlivosti utajena a nahrazena Cisly.

V obou laboratotich jsem se fidila opera¢nimi postupy danymi pro ptislusné tkony.

3.1 Plazmaferetické centrum

Ma prakticka ¢ast zapocala v plazmaferetickém centru Plasmafera s.r.o., ktera se
specializuje na odbér plazmy uréené pro dal$i zpracovéani. Diky tomuto zafizeni jsem
meéla moznost ziskat vzorky pro svou analyzu a ziskat informace o piipravé dérce

k vysetfeni, odbéru plazmy a propousténi plazmy (SOP - Plasmafera).

3.1.1 Piijem a vySetieni darcii

Pted tim, nez byl darci umoznén odbér se byla provadéna fada opatfeni. Darce
byl v prvni fadé na recepci evidovan do systému darct, byl mu zméten puls, teplota a
vaha a byl poucen o postupu odbéru plazmy. Poté darce vyplnil dotaznik, ktery na
zakladé¢ uvedenych kritérii rozhodoval o vyhovujicim, ¢i nevyhovujicim stavu darce pro
odbér. Po uspésném vyplnéni dotazniku nasledovala identifikace darce a jeho registrace
do pocitacového systému plazmaferetického centra. Nasledné sestra na recepci darci
vystavila tivodni list odbéru, ktery obsahoval mimo jiné naméfené hodnoty — puls,

teplota, vaha a navrh mozného odebraného mnozstvi plazmy v ml.

30



3.1.2 Pouceni darce pied odbérem

Dérce byl povinen dodrzovat intervaly navstév mezi odbéry, které nesmélo byt
krat$i nez 14 dni. Zaroven také nesmél celkovy objem odebrané plazmy za rok

presahnout 25 litra (SOP - Plasmafera).

Vzhledem Kk citlivosti slozeni plazmy na lipidy pfijimané v potravé, bylo nutné
dodrzovat cca 14-16 hodin pied odbérem dietu, kterd vyluovala konzumaci tu¢nych a
mastnych pokrmt, které by mohli narusit sloZeni plazmy a zpisobit tak odpojeni
Z ptistroje v zacatku odbéru, z diivodu chylozni plazmy, kterou by nebylo mozné pouzit
k farmaceutickym uceliim. Zaroven bylo dulezité, aby darce pied odbérem nehladoveél.

Doporucuje se konzumovat lehka jidla, ovoce a zeleninu (SOP - Plasmafera).

Pro dodrZeni jakosti odebrané plazmy bylo dulezité, aby se darce zucastnil
odbéru dvakrat, s Casovym odstupem kratSim, nez 3 mésice. Pii nedodrzeni tohoto

kritéria by byla plazma z prvniho odbéru likvidovana (SOP - Plasmafera).

3.1.3 VySetieni darce

Po pouceni byl darce pozvan do vySetiovny a konzultoval svlij vyplnény dotaznik
s vySetfujicim lékafem, ktery darci provedl fyzickou prohlidku a na zékladé konzultace
vyhodnotil darciv zdravotni stav jako vyhovujici ¢i nevyhovujici. Pfi vyhovujicich
podminkach si darce vyzvedl odbérovy box, ktery obsahoval odbérové zkumavky na

biochemické a sérologické vySetieni, vySetfeni krevniho obrazu a vysetfeni PCR.

Diky pocitacovému systému plazmaferetického centra se darce na zakladé
¢iselného zvaciho systému dostavil do ptipravny darct, kde byl ocekavan zdravotni
sestrou. Sestra provedla kontrolu totoznosti darce za zaklad¢ pocitatového systému, ve
kterém uz byly zaevidované informace o darci z recepce, zkontrolovala také dostupnost
a kvalitu zil a vytiskla §titky z ¢arovym kodem pro odbérové zkumavky ( 3krat pro
zkumavku pro laboratorni vySetfeni, 1krat pro segment z odbérové soupravy, 1krat pro

odbérovy vak — pii vétsim objemu by byly odbérové vaky dva) (SOP - Plasmafera).
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3.1.4 Odbérova mistnost

Po kontrole sestra darce odvedla k volnému separatoru Autopheresis-C, ulozila
darce do odbérového kiesla a nalepila ¢arové kody na prislusné zkumavky a odbérové

vaky.

3.2 Systém Autopheresis-C

Systém Autopheresis—C je pIné automatizovany plasmafereticky systém,
skladajici se z pfistroje Autopheresis—C a jednordzové odbérové soupravy Plasmacell—
C. Systém provadi separaci plné krve na koncentrované bunécéné slozky a plazmu
zbavenou bunéénych slozek. Bunécné slozky se zpétné refunduji do zily darce a

separaci oddélend plazma je sbirdna do sbérného vaku.

Proces odbéru plné kve a ndvrat bunécné slozky vyzadoval jednojehlovou
venepunkci. Byl tedy pouzivan jeden cévni pfistup. Z toho divodu proces probihal
v opakujicich se cyklech, kdy se stfidaly dvé faze odbéru. V prvni fazi odbéru byla
plazma separovana a sbirana a v druhé fazi reinfuze byly navraceny bunécéné slozky
zpét do zily darce. Pocet cykld se odvijel od stanoveného mnozstvi odebrané plazmy.
V pribéhu plazmaferézy byl monitorovan zilni tlak dérce, jednak z divodu optimalniho

pratoku a jednak z divodu zamezeni pretizeni kapacity zily darce.

3.2.1 Vstupni kontrola separdtoru pied odbérem

Laborantka provedla vstupni kontrolu, pfi které zjistila, zda jsou k separatoru
spravné pifipojeny vaky s fyziologickym a antikoagula¢nim roztokem a jednordzova
souprava Plasmacell-C, ktera se sklada s integralné pfipojeného separa¢niho zafizeni,
reinuzniho rezervoaru a soustavy hadicek, kterymi se ¢erpa krev a roztoky v uzavieném
sterilnim systému. Pokud by cokoliv z vyse uvedeného ptipojené nebylo, laborantka by
pfipojeni provedla pfed odbérem. Poté laborantka provedla pfipojeni odbérového vaku

na linku plazmy. Soucasti ptipojeni vaku byla 1 jeho kontrola, pokud nedoslo
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k mechanickému poskozeni, pokud je spravné nalepen carovy kod atd. Po vstupni
kontrole laborantka seznamila darce o nasledujicich krocich a informovala ho o prib¢hu

plazmaferézy a o moznostech nezaddoucich ucinkt jako jsou napf. mdloby, zvraceni,

hypoventilace (SOP - Plasmafera).

Obr. 1: Systém Autopheresis-C s odbérovym lizkem, zdroj: vlastni foto

Obr. 2: Detail systému Autopheresis-C s jednorazovou soustavou Plasmacell-C, zdroj:

vlastni foto
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Obr. 3: Jednordazova souprava Plasmacell-C umisténa Vv systému, zdroj SOP -

Plasmafera s.r.o.

3.2.2 Venepunkce a pripojeni na automaticky separdtor

Po pripravé darce na plazmaferézu provedla laborantka venepunkci nasledujicim
zpusobem. V prvni fad¢é darci nasadila tlakovou manzetu a ve spolupraci s ukazatelem
hodnoty tlaku manZety nastavila optimalni tlak. Nasledné laborantka zvolila Zilu pro
venepunkci a pomoci tlacitka pro snizeni tlaku vypustila manzetu. Poté laborantka
pripravila misto venepunkce prostfednictvim desinfekce, pfidanim tlaku nafoukla zpét
manzetu, hemostatem uzaviela hadi¢ku jehly v blizkosti konektoru Luer a provedla

venepunkci. Po venepunkci laborantka provedla odbér vendzni krve nejprve na
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vySetfeni krevniho obrazu, poté odebrala krev pro mé vySetfeni na mineraly do plastové
odbérové nadobky na biochemické vysetieni. Dale byla v rdmci standardniho vySetieni
odebréna krev na biochemické a sérologické vysetieni, vySetteni KO a vySetfeni PCR.
Poté laborantka pfipojila aferézni jehlu ke konektoru na konci linky darce jednorazové
soupravy Plasmacell-C a nastavila tlak manzety na optimalni uroven pro plazmaferézu.
V konec¢né fazi laborantka sejmula hemostaty z hadicky aferézni jehly a z hadicky linky

darce a provedla piedplnéni krvi (SOP - Plasmafera).
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Obr. 4: Automaticky separdtor Autopheresis-C (detail), zdroj: SOP - Plasmafera s.r.o.



3.2.3 Faze odbéru

Kazda faze odbéru probihala v nékolika krocich. V této fazi dochazelo v prvni
Casti ke smichani antikoagulaéniho roztoku s plnou krvi a nasledné jeji nateceni do
separa¢niho zafizeni. V pribéhu faze byla reinfuzni svorka a svorka fyziologického
roztoku uzavieny. Diky krevnimu Cerpadlu a ¢erpadlu krvinek byla krev pumpovéna do

systému, ¢imz byl umoznén optimalni pribéh celého procesu.

Béhem faze odbéru plazma pfritékala do odbérového vaku, zatimco koncentrat
krvinek byl ¢erpan do rezervoaru, ve kterém se shromazd’ovala bunécna slozka krve pro
navraceni zpét darci v druhé fazi odbéru. Po naplnéni rezervoaru pfiblizné¢ do %

objemu, zahajil pfistroj fazi reinfuze (SOP - Plasmafera).

Obr. 5 Faze odbéru, detail, zdroj: SOP centra Plasmafera s.r.o.

Obr. 6 Faze odbéru, zdroj http://www.plasmafera.eu/
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3.2.4 Faze reinfuze

Faze reinfuze se zahajila po dokonc¢eni faze odbéru. V prvnim kroku se uzaviela
krevni svorka a oteviela se reinfuzni svorka. Krevni ¢erpadlo nasledné obratilo smér
Cerpani a navracelo bunéfny obsah rezervoaru zpét darci. Venodzni tlak bylo tfeba
neustdle monitorovat z divodu rizika piekroceni kapacity zily darce (SOP -

Plasmafera).

Ob¢ dveé faze se opakovaly, dokud nebyl nashromazdén piedem stanoveny
objem plazmy. Poté co systém dosahl pozadovaného objemu, spustil posledni fazy
reinfuze. Plasmafereticky odbér obvykle dosahne 8-12-ti plnych cykli (SOP -

Plasmafera).

vak vak fyziologického
antikoagulaéni roztoku
roztoku
svorka fyziologického
| roztoku (uzaviend)

Obr. 7: Faze reinfuze, zdroj: SOP centra Plasmafera s.r.o.
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3.2.5 Ukonceni odbéru

Po dokonceni odbéru plazmy byl odpojen odbérovy vak plazmy pied
proplachem fyziologickym roztokem a infuzi. Jejim zfedénim by mohli byt
vyhodnoceny falesn¢ negativni vysledky. Pfed vyjmutim jehly bylo dérci odebrano
200ml krve do injekéni stiikacky pro odCerpani ¢asti fyziologického roztoku z divodu
predchazeni zkresleni vysledkli biochemického vySetfeni. Poté laborantka odebrala krev
uréenou pro mé stanoveni mineralli po plazmaferéze. Po odbéru laborantka vyjmula
aferézni jehlu zzily darce a provedla oSetfeni mista venepunkce. Souprava byla
nasledné uzaviena v pozadovanych mistech, svorky, cerpadla, dvitka detektoru
hemoglobinu a detektoru vzduchu zlistanou otevieny. Zbytek jednordazové soupravy a
roztoky z pfistroje byly odpojeny a zlikvidovany. Sbérny vak s odebranou plazmou byl
presunut do odbérového boxu a predaval se pracovnikovi vyroby k dalSimu vysetieni.
V koneéné fazi se darce dostavil zpét na recepci s odbérovym listem, kde byla sestrou
ptekontrolovana shoda dat a potvrzen UspéSny odbér plazmy a darce byl propustén

z plazmaferetického centra (SOP - Plasmafera).

3.2.6 VySetieni odebrané plazmy

Laboratorni vySetfeni bylo provadéno k vyhodnoceni vhodnosti darce pro odbér.
V ramci plazmaferézy se provadélo stanoveni krevniho obrazu prostiednictvim
hematologického analyzatoru Beckman coulter HmX-AL. Déle byl darci odebran

vzorek krve pro sérologické vysetieni a vySetfeni PCR (SOP - Plasmafera).

Kazda odebrana plazma byla vramci vylouceni rizika infekce sérologicky

vySetfovana na onemocnéni:
e HBYV (zloutenka B)

e HCV (zloutenka C)

e HIV

o Syfilis
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Prikaz ptitomnosti infekce minimalné jednoho z uvedenych typt bylo divodem

k okamzitému vylouceni z darcovstvi (SOP - Plasmafera).

3.2.6.1 Detekce a likvidace nevyhovujici plazmy

Predpokladem pro ziskani kvalitni plazmy vhodné k zpracovani na dalsi
produkty je splnéni pozadavk, kterymi by se mél kazdy darce tidit. V opacném piipadé
zdravotnicky personal plazmu vyfazoval K likvidaci do likvida¢niho kontejneru. Béhem
mé Ucasti pii transfuzich byla laborantkou detekovana pouze jedna chylozni plazma,

ktera musela byt vyfazena z procesu. Mezi mozné ptipady nevyhovujici plazmy fadime:

1) Reaktivitu virovych markeru a svfilis

Toto vySetteni patii mezi strandartni laboratorni test, které se vySetfuje z diivodu
zamezeni infekce odebrané plazmy. Pokud by vySetieni prokézalo pozitivni nalez, byla

by plazma likvidovana a darce by byl vyloucen z darcovského programu.

2) Nestandardni vzhled plazmy

Chylosni plazma se vzhledové jevi jako zakalend a prakticky je nevhodna
k dalsimu pouziti. Pokud dojde k tomuto znehodnoceni plazmy, je na vin¢ darce, ktery

nedodrzel stravovaci pozadavky napf. omezit tucna jidla pted odbérem plazmy.

Plazma mize byt vzhledové znehodnocena i jinak. Mezi tyto vady fadime

plazmu s piimési erytrocytl, plazmu s nizkou hmotnosti, apod.

3) Nestandardni podminky skladovani

K tomuto typu znehodnoceni by mohlo dojit v ptipadé, ze zdravotnicky personal
nedodrzi podminky uchovavani plazmy po odbéru. Pokud dojde k této chybé&, nastava

ireverzibilni znehodnoceni jakosti plazmy.
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4) PorusSeni vaku

Poruseni vaku by mohl zplsobit zdravotnicky personal pii odbéru, pii
skladovani, nebo pfi baleni. Pokud by doslo k jakémukoli poskozeni odbérového vaku

s plazmou, bylo by nutné plazmu zlikvidovat (SOP - Plasmafera).

3.3 Transport

V ramci dodrzeni zasad mimolaboratorni preanalytické faze jsem dopravila
vzorky spolu s biochemickymi zadankami do biochemické laboratofe Nemocnice
v Ceskych Budgjovicich za optimélnich transportnich podminek. Transport probé&hl
rychle, Setrné¢ v uzavieném prostoru za stalych teplotnich podminek a bez ptistupu
svétla. Pfi nedodrzeni vhodnych podminek pfi transportu by mohli byt vzorky
nendvratné¢ znehodnoceny, napt. rozkladem bilirubinu pfi ucinku svétla, poskozenim

odbérovych nadobek, hemolyzou apod. (Racek, 2006).

3.4 Preanalyticka faze (laboratorni)

Laboratorni preanalytickd faze zapocala pifijmem biologického materidlu do
laboratofe. Pfi pfijmu jsem provedla kontrolu vzorki a identifikaci biologického
materialu. Pod dohledem zdravotni laborantky jsem vlozila udaje o darci do
laboratorniho informacniho systému. LIS nasledné pfifadil darci ¢arovy kod, ktery

obsahoval informace o druhu biologického materialu a poZzadovaném vysetieni.

V piipad¢ pifijmové Ccasti laboratofe muze dojit k zdvazné chybé, pokud
laborantka nedopatfenim zaméni vzorky mezi sebou. Jestlize by ptijmova laborantka
zaménila vzorky a pfifadila ¢arovy kod na nespravny vzorek, mohla by tak ve velké
mife ohrozit pacientiv zivot vyhodnocenim nespravného vysledku (Adolfo Romero,

2012; Racek, 2006).
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3.4.1 Laboratorni informacni systém

V laboratofi klinické chemie Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. se V soucasné

dob¢ vyuziva systém LISNET zajistovany spolecnosti STAPRO s.r.o. v Pardubicich.

Do systému jsem navolila pozadovana vysetieni na stanoveni mineralti Na, K, Ca a P.

LIS v posledni fazi vygeneroval kazdému darci jeho vlastni identifikacni Cislo a carovy

kod sinformacemi o typu biologického materialu a nazvu vySetfeni, které bylo

provadéno. V této fazi byla odbérova zkumavka polepena Stitkem s ¢arovym kodem a

pfipravena k centrifugaci. Po uspé€$ném piijmu materidlu jsem vzorky umistila do

systému linky, ktery automaticky provedl pfipravu analytickych vzorkli pro dalsi

pouziti.

3.4.1.1 Odmitnuti biologického materialu

b)

d)

f)

Biologicky materidl je odmitnut v ptipad¢, Ze

na zadance nebo na odbérové zkumavce nejsou uvedeny nebo jsou necitelné
udaje dulezité¢ pro identifikaci vzorku a pro styk se zdravotni pojistovnou a
pokud neni mozné tyto udaje doplnit telefonickym kontaktovanim ordinace
1¢kate

odbérova zkumavka neni dostatecné oznacena nebo udaje jsou necitelné

nesouhlasi-li tdaje uvedené na zddance a na odbérové zkumavce (za zadvazné

jsou vzdy povazovany tidaje uvedené na odbérové zkumavce)

material, u n¢jz zjevné€ doslo k poruseni zasad pii odbéru, transportu ¢i uloZeni a

je znehodnocen natolik, ze jej nelze vysetfit

doslo-li ke kontaminaci Zadanky nebo odbérové zkumavky biologickym

materialem

laboratot pozadovana vysetieni neprovadi.
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3.4.2 Centrifugace

Centrifuga je jednoduché laboratorni zatizeni, které¢ piisobenim odstredivé sily
odd¢luje latky s rGznou specifickou hustotou. Zakladem kazdé centrifugy je
elektromotor s moznosti plynulé regulace otacek. Bézné typy centrifug urcené k
centrifugaci krevnich vzorki maji rozsah do 5 000 ptacek za minutu, pfi¢emz pocet

otacek a dobu centrifugace je mozné nastavit predem (Zima, 2007).

Zkumavky s biologickym materialem byly vkladany robotickym ramenem do
valcovych otvori rotoru tak, aby bylo jejich rozlozeni spravné vyvazené. V ptipadé této
centrifugy probihalo symetrické rozlozeni automaticky. U manudlné¢ obsluhovanych
odstiedivek by pfi nedostate¢ném vyvazeni dochazelo k vibracim, pii kterych by se
rotor centrifugy automaticky vypnul a zabranil by tak poskozeni centrifugovanych

zkumavek i samotného rotoru centrifugy.

Po naplnéni rotoru robotickym ramenem byl kryt centrifugy uzavien. Na
digitalnim displeji byl prednastaven standartni pocet otdCek za minutu a doba
odstfed’ovani. Centrifuga byla nastavena pro odstied’ovani po dobu 4min pii 3500
otaCkach za minutu a teploté 20°C. Po naplnéni V piipad€ nastaveni vSech paramentrt

byla centrifuga uvedena do chodu.

Po skonceni centrifugace se systém vyjmul zkumavky z rotoru centrifugy. Po
odstiedéni srazlivé krve mtzeme pozorovat v horni Casti zkumavky cCiré sérum, v
mezivrstvé vidime separacni gel a ve spodni ¢asti zkumavky nachdzime sraZzenou krev,

obvykle oznaovanou jako krevni kolac.

3.4.3 Sekunddrni analytické vzorky

Systém linky provadél tvorbu aliquoti automaticky dle informaci ziskanych po

precteni ¢arového kodu, ktery v databazy obsahoval informace o pozadovanych
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vySetienich. Systém na zékladé¢ toho vygeneroval a vytisknul pozadovany pocet
sekundarnich $titkt s carovymi kody. Sekudarni Stitky byly automaticky aplikovany na
prazdné zkumavky a pipetou systém provedl aliquoting Casti séra, ¢imz vytvofil
sekundarni vzorky. Po vytvofeni aliquotli systém prostiednictvim automatického
postupu provedl dopravu analytickych vzorkl k pfislusnému analyzatoru, ¢imz byla

spusténa analyticka faze diagnostického procesu (Zima, 2007).

3.5 Analyticka faze
Podstatou analytické faze bylo provést pozadované vySetfeni biologického
materialu, na jehoz konci byl vyhodnocen vysledek méfeni. Stanoveni mineralt

probihalo na automatickém analyzatoru ADVIA 1800 od firmy Siemens.

3.5.1 ADVIA 1800

Vlastni neméteni vzorki bylo provedeno na biochemickém analyzatoru ADVIA
1800 od spolecnosti Siemens. Jedna se o plné¢ automaticky biochemicky analyzator,
uréeny pro diagnostické pouziti in vitro. Analyzator je opatfen méficimi moduly pro
absorp¢éni spektrofotometrii, fluorescenéni polarizaci, turbidimetrii a potenciometrické
méfeni iontové selektivnimi elektrodami (ISE). UmoZznuje automatické provedeni
analyz z lidského séra, plazmy nebo moce s kapacitou 1200 fotometrickych testli a 600
ISE testli za hodinu. Nedilnou soucésti analyzatoru je datova stanice, ktera se sklada z
PC, LCD monitoru, klavesnice, mysi, tiskarny a software (Siemens, ADVIA 1800,

technicky manual).
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Obr 8: Systém ADVIA 1800, Siemens, zdroj:

https://www.cee.siemens.com/web/sk/sk/healthcare/lab/klinicka/Pages/advia_1800.aspx

Analytické vzorky byly automaticky dopraveny linkovym systémem k analyzatoru
ADVIA 1800, kde byl nacten ¢arovy kod kodovou ¢teckou pro kontrolu, ze se jedna o
spravny vzorek, ke kterému byla analyza poZadovana. V této fazi byla zahajena analyza

vzorku. Automaticky analyzator se skladal z n€kolika Casti.

3.5.1.1 Vzorkovy disk
Vzorkovy disk slouzil k umisténi kalibratort, provedeni kontrol a vlozeni vzorka
potiebnych k analyze. Z divodu nepfetrzit¢tho provozu pfistroje byly vkladany
statimové vzorky, potfebné pro okamzité vyhodnoceni. Vzorkovy disk se sestaval se
dvou casti:
a) Vnéjsi Casti, kterd se pouzivala pro vzorky a standardy v ptipadé

vicebodové kalibrace. Obsahovala 2 tady s 42 pozicemi.
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b) Vnitini ¢asti, ktera byla urcena pro kalibratory, kontroly a
specialni diluenty. Skladala se ze dvou fad s celkem 61 pozicemi.

Vnéjsi ¢ast méla 34 pozic a vnitini 27 pozic. Soucasti vnitini casti

bylo chlazeni vodou.

Ctecka ¢arového kodu

- Vzorkovy disk - vngjsi

Vzorkovy disk - vnitini

Obr. 9: Vzorkovy disk, zdroj: technicky manual k analyzatoru ADVIA 1800,

Siemens

3.5.1.2 Pipetovaci jehla

Ze vzorkového disku odebirala vzorky pipetovaci jehla na fedéni vzorkd.
Pipetovaci jehla byla opatfena detektorem pro sraZeniny, ktery byl zaloZzen na
monitoringu tlakovym snimacem, kontrolujicim tlak v systému jehly. Pokud by doslo
K ucpani jehlou, nastalo by riziko nespravného vyhodnoceni vysledku, nebo ucpani
pristroje. V obou pfipadech by pfistroj upozornil zdravotnicky personal varovnym
signalem. Dal$im detekujicim prvkem pipetovaci jehly byla kontrola hladiny kapaliny
pro zajisténi dostate¢ného objemu vzorku. V ptipadé nedostacené¢ho objemu by pfistroj

vygeneroval varovnou zpravu. Soucasti detek¢nich prvki byla v posledni fadé funkce
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detekce narazu. V piipadé ndrazu pipetovaci jehly na prekdzku by pristroj proces
pipetovani zastavil a opét by vygeneroval varovné hlaSeni pro zdravotnicky personal

(Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.1.3 Disk redicich ¢inidel

Disk fedicich c¢inidel bylo prostfedi, ve kterém byly do kyvet umistény
analytické vzorky zifedéné tedici jehlou. Soucasti disku bylo fedici michadlo s funkci
promichani zfedéného vzorku. V piipadé, ze byl ziedény vzorek odpipetovan do
vedlej§iho reakéniho disku, byla prazdnd kyveta vymyta fedici promyvackou a
pfipravena k opétovanému pouziti. Vzorkovy pipetor ddvkoval pozadované mnozstvi
ziedéného roztoku z disku fedicich ¢inidel do reak¢éniho disku do kyvet s reagencii.

(Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.1.4 Reakéni disk

Reakéni disk byl mistem, kde byly dodavany ziedéné vzorky z disku fedicich
¢inidel, reagencie R1 reagen¢ni jehlou €.1 zreagencniho disku 1 a reagencie R2
prostfednictvim reagenéniho pipetoru 2 z reakéniho disku ¢.2. Reakéni disk byl umistén
do reak¢ni vany, skladajici se ze dvou senzorti na méfeni hladiny a z olejové nereaktivni
lazné, ktera udrzovala konstantni teplotu v kyvetach na 37°C. Teplota lazné byla fizena
ohfivaCem a termostatem. Soucasti rekéniho disku bylo reakéni michadlo, které
jemnymi vibracemi promichavalo vzorek s reagenciemi (Siemens, ADVIA 1800,

technicky manual).
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Promyvacka reak¢niho disku Reakeni rn'l‘chadlo

= Reakinidisk | N X\ Reagencni pipetory 1 a 2

Reagencni michadlo

Kyvety na reakénim disku
- ponofené v tepelné olejove 1azni

Obr. 10, Reakcni disk, zdroj: technicky manudl k analyzatoru ADVIA 1800, Siemens

3.5.1.5 Spektrofotometr

Po promichani obsahu kyvety byl vzorek pfipraven k fotometrickému méteni
prostfednictvim spektrofotometru, ktery se sestaval z fotometru, halogenové Zarovky a
chladici nadrzky. DalSim prvkem disku byla promyvacka reakéniho disku, ktera
dekontaminovala zmétené vzorky v kyvetach diky sedmistupnovému systému

promyvani (Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.1.6 Reagenc¢ni disky

Reagencni disky 1 a 2 obsahovaly reagencie pro uskutecnéni analytické reakce a
detergenty, které byly pouzivany pro denni promyvani jako prevence proti kontaminaci.
Reagencie byly nasdvany pomoci reagencnich jehel 1 a 2 a nadavkovany
V pozadovaném mnozstvi do kyvet v reakénim disku pro uskutecnéni pozadovaného

procesu. Kazdy disk obsahoval 56 pozic a ¢tecku carového kodu pro nacteni reagencii.
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Stitky s ¢arovymi kody obsahovaly nazev testu, datum expirace, &islo Sarze a

identifikac¢ni ¢islo nadoby (Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.1.7 ISE analyzator

ISE analyzator méti hodnotu sodiku, drasliku a chloridu v analytickém vzorku.
Pro analyzu bylo tfeba nefedéné¢ho vzorku. Proto byl vzorek do ISE analyzatoru
aplikovan pred procesem fedéni pro fotometrickou metodu dilu¢ni pipetovaci jehlou.
Jako reagencie byl v tomto piipad¢ analyzy pouzit pufr. Analyzator pracoval ve dvou
fazich. V prvni fazi bylo zméteno napéti pufru a v druhé fazy prob&hlo méfeni vzorku.
Koncentraci mineralu ve vzorku urcoval rozdil mezi hodnotami napéti, referencniho

napé¢ti a teplot kapalin.

Diluéni pipetovaci jehla

Cl elektroda

ISE odplyiiovaci jednotka
K elektroda

Na elektroda
Referenéni elektroda

Pumpa pufru

|

Michadlo

B

Odpad{blok Stabilizator teploty (g 1_]

Pufrovy roztok—4

Obr. 11: ISE analyzator, zdroj: technicky manual k analyzatoru ADVIA 1800, Siemens
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3.5.2 Metody kvantitativniho stanoveni minerdli

Za pomoci analyzatoru ADVIA 1800 bylo mozno stanovit koncentrace
jednotlivych minerdlti prostfednictvim potenciometrické metody ISE, kterou byly
naméfeny hladiny sodiku a drasliku a fotometrické metody provadénou
spektrofotometrem méficim koncentrace vapniku a fosforu (Siemens, ADVIA 1800,

technicky manual).

3.5.2.1 Laboratorni stanoveni natria a kalia

Metoda stanoveni sodiku a drasliku na analyzatoru ADVIA 1800 je zaloZena na
nepiimém potenciometrickém méfeni, které pouziva ion selektivni elektrodu (ISE) pro
diagnostické stanoveni in vitro. Praktické provedeni potenciometrického stanoveni iontl
v krevnim séru potenciometricky musi respektovat zakladni pozadavky zahrnujici
naroky na rychlost a robustnost k individudlnimu slozeni matrice vzorkii. Méfeni
probihd v pratokovém systému, kdy je elektroda omyvéana po sobé jdoucimi vzorky,
nebo referen¢nim roztokem. Méfeni jednoho vzorku tak trva piiblizné jednu minutu.
Vzorek mize byt méfen pfimo stykem krevniho séra s povrchem elektrody, nebo po
nafedéni roztokem o velké iontové sile ¢imZ se sniZi matri¢ni rozdily mezi jednotlivymi
vzorky. RozliSujeme podle toho potenciometrii na pfimou bez fedéni a nepfimou s
fedénim. Vzorky moce byvaji natolik rozdilného sloZeni a Sirokého spektra iontové sily,
te se vyuziva fedéni vzdy. VySetfovany vzorek je nasat jehlou ze zkumavky v mnozstvi
asi 20-80 ul a natedén fedicim roztokem k ujednoceni svych matrinich vlastnosti. Poté
protéka kolem iontovéselektivni indikacni elektrody. VétSinou jsou vSechny tii, tedy
draslikova, sodikova a chloridova elektroda sefazeny tésné za sebe do jednoho modulu a
vSechny tf1 zédkladni ionty se tak méfi najednou v Case 1 prostoru. Potencial se méii proti
referencni elektrodé, ktera je odd€lena solnym mistkem. Ten muze byt bud jako
stabilni, nebo prutokovy s odchodem roztoku solného mistku po smiseni s vzorkem v
prostoru za elektrodami do spolecného odpadu. Naméfeny potencial je jednak
porovnavan s referen¢nim roztokem, ktery kolem elektrod protéka mezi vzorky a dale je

vyuzivano kalibra¢niho srovnani pomoci periodicky provadéné kalibrace.
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3.5.2.2 Laboratorni stanoveni vapniku

Viépnikova metoda je zaloZena na vznik barevného komplexu reakci vapenatych
ionta s Arsenazo Ill. Mnozstvi vapniku pfitomného ve vzorku je pfimo umérné intenzité

vytvofeného barevného komplexu.

Rovnice reakce:

Ca®* + Arsenazo 111 —2">3  Komplex Ca-Arsenazo 111 (fialovy)

(Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.2.3 Laboratorni stanoveni fosforu

VySettovaci metoda je zaloZzena na vzniku komplexu mezi fosforem a
molybdenanem, ktery absorbuje v UV oblasti. Anorganicky fosfor reaguje s
molybdenanem amonnym v pfitomnosti kyseliny sirové, za vzniku neredukovaného

komplexu fosfomolybdenanu. Jeho absorbance se méti 340/658 nm.
Rovnice reakce:
Fosfor + Molybdenan——"*» Komplex fosfomolybdenanu

(Siemens, ADVIA 1800, technicky manual)

3.5.2.4 Priibéh analyzy pii fotometrickém méreni

Prvnim krokem bylo nasati prvni reagencie pro test z reagencniho disku ¢.1 a jeji
nadavkovani reagencni jehlou do kyvety v reakénim disku. V ptipad¢, Ze byly vzorky
dodany bud’ prostiednictvim odbérové nadobky ve vzorkovém disku, nebo byly
transportovany automatickou linkou systému k analyzatoru, provedla fedici jehla nasati
a rozfedéni vzorku. Nésledné€ byl natedény vzorek aplikovan do kyvet na fedicim disku,
kde doslo k promichani vzorku fedicim michadlem. Po promichani byl vzorek ptipraven
k nepipetovani pozadovaného mnozstvi vzorkovym pipetorem do kyvet obsahujicich

prvni reagencii na reakénim disku. Poté reakéni michadlo provedlo promichéni

50



jemnymi vibracemi nafedéného vzorku s prvni reagencii. Nasledn¢ provedl druhy
reagen¢ni pipetor nadavkovani reagencni jehlou reagencii ¢.2 do reak¢niho disku do
kyvet obsahujicich promichany nafedény vzorek s prvni reagencii. Po nepipetovani
druhé reagencie byl obsah kyvety opét promichan prostiednictvim reakéniho michadla.
V tomto kroku byl vzorek pfipraven pro fotometrické méfeni, které bylo provadéno
spektrofotometrem. Spektrofotometr méfil koncentraci kazdych 6 sekund. Vysledek byl
automaticky prenesen do LIS ke kontrole laborantkou. Po ukon¢eni méfeni byly pouzité
kyvety promyty reakéni myci stanici. Zaroven byla na kazd¢ vlnové délce automaticky

zkontrolovéana energie zarovky.

3.5.2.5 Reagencie

3.5.2.5.1 ISE pufr

Reagencie pro stanoveni sodiku a drasliku jsou dostupné od vyrobce pod
nazvem ISE pufr. Skladuji se v teplotnich podminkach 5-25°C. ISE pufr se sklada
z n¢kolika slozek o danych koncentracich. Formaldehyd s koncentraci 0,5%, sodik
s koncentraci 1 mmol/l, draslik v koncentraci 0,05mmol/l a chloridy v koncentraci 1
mmol/l. Déle reagencie obsahuje pufry a konzervacni prostfedky. Reagencie jsou
ptipraveny K pouziti. Stabilita reagencie v analyzatoru vykazuje lhitu 30 dnd. Pro
zjisténi stability neoteviené reagencie se zdravotnicky personal fidi informaci o datu
expirace, které je vytiSténo na Stitku obalu reagencie (Siemens, ADVIA 1800, technicky

manual).

3.5.2.5.2 Reagencie pro stanoveni vapniku

Vépnikova reagencie je rovnéz dostupnd od vyrobce spolecnosti Siemens.
Slozeni vapnikové reagencie je: octan sodny, pH 5,9 pfi koncentraci 54,2 mmol/l,

Arsenazo 111 v koncentraci 188 pmol/l a nereaktivni stabilizatory.
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Pted pouziti reagencie je doporucovano lahvicku promichat kvili uvolnéni
bublin a zajiSténi homogenity. Stabilita reagencie v analyzatoru je 30 dnd. Pro
neoteviené lahvicky plati datum expirace, v ptipade, ze jsou skladovany v teplotnich

podminkach +15 - +25°C (Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.2.5.3 Reagencie pro stanoveni fosforu

Pro fotometrické stanoveni fosforu jsou od spolecnosti Siemens dodavany dvé
reagencie. Reagencie 1 v podobé& kyseliny sirové zaujima 0,36mol/l koncentrace.
Reagencie 2 se sklada rovnéz z kyseliny sirové v koncentraci 0,36mol/l, zaroven také
obsahuje molybdenan amonny v koncentraci 3,50 mmol/l pro uskutecnéni reakce

(Siemens, ADVIA 1800, technicky manual).

3.5.2.6 Kalibrace

Kalibrace se v ptipad¢ analyzatoru ADVIA 1800 provadi minimaln¢ denné
z ditvodu nepfetrzit¢ho provozu béhem dne. Kalibrace jsem se ucastnila ve spolupraci
s vrchni laborantkou, ktera mé celym procesem kalibrace provedla (Siemens, ADVIA

1800, technicky manual).

3.5.2.7 Kontrola kvality

Frekvence kontroly kvality zavisi na narodnich pfedpisech nebo akreditacnich
nafizenich. Siemens doporucuje pouziti dostupnych komer¢nich materidli kontrol
kvality, s minimaln¢ dvéma hladinami (nizkou a vysokou). Uspokojivé urovné kontroly
je dosazeno, pokud jsou dosazené¢ hodnoty analytu, pro kazdou kontrolu, mezi
akceptovatelnym rozmezim kontroly pro dany systém nebo v ramci vaseho rozmezi, jak
je urCeno pfislusSnym internim schématem kvality kontroly laboratofe. Aktudlni
frekvence kontroly v laboratofi, je zaloZena na mnoha faktorech, jako je pracovni

proces, zkuSenosti se systémem a vladni smérnice. Kazda laboratot by méla vyhodnotit
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frekvence kontrol, na zdkladé¢ smérnic ustanovenych konkrétni laboratofi. Pokud je
metoda provadéna, je doporuceno analyzovat nejméné dvé hladiny kontrol denné. Také
je tieba provést kontrolni rozbor kdykoli pouzijete novou Sarzi reagencie po provedeni
jakékoli udrzby systému, CiSténi nebo feseni problémili po provedeni nové kalibrace

(ADVIA 1800, technicky manual).

1.5.3 Postanalyticka faze

Postanalytickd faze spociva v interpretaci vysledkl ve vztahu k fyziologickym

hodnotam, k vysledkim dalSich vySetfeni a ke klinickému obrazu pacienta.
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4. Vysledky

Vysetieni jsem provadéla v Laboratofi klinické chemie Nemocnice v Ceskych
Budgjovicich a.s. Namétené laboratorni hodnoty sodiku, drasliku, vapniku a fosforu
byly zpracovany do piehlednych tabulek a barevnych grafii v pocitacovém programu
Microsoft Excel. Tabulka s naméfenymi vysledky je uvedena v pfiloze ¢.1. Dopliujici
informace o darcich (pohlavi, vék, mnozstvi odebrané plazmy) jsou uvedeny v piiloze
¢.2. Ze ziskanych dat byly vypocitany zékladni statistické parametry (aritmeticky

prameér, smérodatna odchylka, median, maximum a minimum).

4.1 Sodik
Tabulka 2: Popisna statistika souboru dat u natria pied odbérem [mmol/l]
Pramer 140,6
Smeérodatna odchylka 2,02
Median 140,3
Minimum 136
Maximum 147,2

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka 3: Popisna statistika souboru dat u natria po odbéru [mmol/l]

Prumeér 140,52
Smérodatna odchylka 1,37
Median 140,5
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Minimum 137,5

Maximum 1429

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka ¢.2 zobrazuje statistické udaje o hodnotach sodiku vySetfeného pied
plazmaferézou. Tabulka ¢.3 dokumentuje statistické udaje po plazmaferéze. Z grafu ¢.1
muzeme vidét, Zze vlivem diskontinudlniho odbéru plazmaferézy nedochazi k vyraznym

zménam v koncentraci sodiku v Krvi.

Graf 1: Hodnoty sodiku pied a po plazmaferéze

Stanoveni sodiku pred a po plazmaferéze
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(Zdroj: vlastni vyzkum)
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4.2 Draslik

Tabulka 4: Popisna statistika souboru dat u kalia pi‘ed odbérem [mmol/l]

Pramér 4,3
Smérodatna odchylka 0,36
Median 4,3
Minimum 35
Maximum 5,2

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka 5: Popisna statistika souboru dat u kalia po odbéru [mmol/l]

Primér 3,75
Smérodatna odchylka 0,31
Median 3,7
Minimum 31
Maximum 4,4

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka ¢.4 zobrazuje statistické Gdaje v namétenych hodnotach drasliku pied

plazmaferézou. Tabulka ¢.5 popisuje statistiku souboru dat ve stanovenych hodnotach

drasliku po odbéru. Z grafu ¢. 2 je mozné vidét vyraznéjsi rozdil v hodnotach pied

odbérem a po odbéru.
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Graf 2: Hodnoty drasliku pied a po plazmaferéze

Stanoveni drasliku pred a po plazmaferéze

=+Hodnoty pred plazmaferézou

-s-Hodnoty po plazmaferéze

MNarm éfené hodnoty drasliku [mmol/l]

8 ) 1o 11 12 13 14 1 1% 17 1& 18 20 21 22 23 4 25

Ucastnici vy3etieni

4.3 Vapnik

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka 6: Popisna statistika souboru dat u kalcia pied odbérem [mmol/l]

Prumeér 2,3
Smérodatna odchylka 0,07
Median 2,31
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Minimum 2,17

Maximum 2,5

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Tabulka 7: Popisna statistika souboru dat u kalcia po odbéru [mmol/l]

Pramér 2,02
Smérodatna odchylka 0,08
Median 2,01
Minimum 1,88
Maximum 2,27

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Na zakladé informaci z tabulky ¢.6 a tabulky ¢.7 mlizeme pozorovat vyrazngj§i zménu
Vv koncentracich kalcia pfed odbérem a po odbéru plazmy. Graf €.3 znazoriiuje kiivky

hodnot pfed odbérem a po odbéru.

58




Graf 3: Hodnoty vdpniku pied a po plazmaferéze[mmol/l].

Stanoveni vapnikupfed apo plazmaferéze
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05
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(Zdroj: vlastni vyzkum)

4.4 Fosfor
Tabulka 8: Popisna statistika souboru dat u fosforu pied odbérem[mmol/l]
Primér 1,06
Smérodatna odchylka 0,19
Median 1,05
Minimum 0,62
Maximum 1,35

(Zdroj: vlastni vyzkum)
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Tabulka 9: Popisna statistika souboru dat u fosforu po odbéru:

Primér 0,88
Smérodatna odchylka 0,18
Median 0,9
Minimum 0,46
Maximum 1,19

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Graf 4: Hodnoty fosforu pied a po odbéru [mmol/l].
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(Zdroj: vlastni vyzkum)
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Tabulka ¢.8 zobrazuje statistické udaje v namétfenych hodnotich fosforu pted
plazmaferézou. Tabulka ¢€.9 popisuje statistiku souboru dat ve stanovenych hodnotach
fosforu po odbéru. Z grafu ¢.4 je mozné vidét vyrazngjs$i rozdil v hodnotach pted

odbérem a po odbéru.

Graf 5: Procentudlni zastoupeni muzii a Zen ucastnicich se vyzkumu:

Procentualni zastoupeni ac¢astniku odbéru dle pohlavi

(Zdroj: vlastni vyzkum)

Graf 6: Procentudlni zastoupeni ucastnikii dle vékovych skupin:

' ™
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(Zdroj: vlastni vyzkum)
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Tabulka 10: Naméiené hodnoty iontit pied a po plazmaferéze — vysledky

Na [mmol/l] | K[mmol/I] | Ca[mmol/l] | P[mmol/l]
¢islo vzorku | Pfed | Po Pired | Po | Pfred | Po | Pred | PO
1] 1415 | 1422 41 37 | 221 | 201 0,7 0,61
2| 1408 | 1411 4,3 38 | 233 [ 202 | 097 | 069
3| 1411 | 1392 4,4 36 | 236 | 198 | 125 | 1,06
4| 1472 | 1418 35 31 | 223 | 188 | 062 | 046
5[ 140 | 1394 4,3 35 | 232 [ 203 | 093 | 066
6] 1419 | 1421 4,6 35 | 227 | 1,92 | 119 | 1,02
7| 1422 | 1413 4,6 44 | 223 | 204 | 098 | 097
8| 1399 | 1397 4,2 38 | 238 [ 215 | 1,02 | 073
9 1403 | 139 4,5 38 | 231 [ 197 | 095 | 068
10| 1389 | 1403 4,2 37 | 217 1,9 089 | 0,72
12| 140 | 1391 4,4 34 | 229 | 2,04 1,1 0,9
13| 1418 | 1417 4,4 36 | 235 | 204 | 135 | 119
14| 1431 | 1429 4,7 43 | 231 | 2,02 1,1 0,94
15| 1415 | 1406 37 34 | 231 [ 193 | 1,25 | 09
16| 139,9 | 1403 4,3 42 | 225 | 209 | 106 | 091
17| 1422 | 1415 4,6 41 | 227 | 1,9 | 135 | 119
18| 140 | 1405 41 36 | 2727 2 1 0,84
19| 1409 | 140 4,1 4,1 2,5 227 | 083 | 086
20| 1403 | 1419 3,6 35 | 225 [ 201 | 101 | 082
21| 1409 | 1428 43 4 239 | 217 | 091 | 087
22| 1385 | 139,6 5,2 39 | 237 |19 | 134 | 094
23| 1385 | 1375 4,5 34 | 236 | 202 | 105 | 083
24| 1386 | 1408 4,5 39 | 236 | 2,09 1,3 1,19
25| 1389 | 139 4,6 37 | 229 |19 | 1,24 | 1,08

26 136 | 1387 3,9 37 | 233 2 1,19 1
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Tabulka 11: Dopliiujici informace o ucastnicich plazmaferetického odbéru a

biochemického stanoveni iontii

¢islo vzorku pohlavi veék [roky] vaha [kg] mn.odebrané plazmy [ml]
1 m 47 98 880
2 V4 21 55 650
3 V4 22 72 800
4 m 43 99 880
5 7 25 114 880
6 7 32 61 700
7 m 58 84 880
8 m 32 87 880
9 7 24 66 751

10 7 19 79 852
12 7 19 58 658
13 V4 50 57 650
14 m 22 67 750
15 7 20 65 751
16 m 27 119 880
17 m 19 85 880
18 V4 27 66 751
19 m 20 105 880
20 V4 20 58 650
21 m 22 88 880
22 V4 22 60 700
23 V4 23 65 751
24 m 20 73 800
25 7 19 79 851
26 V4 22 58 650
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5. Diskuze

Pro svou bakalaiskou praci jsem pod dohledem zdravotnického personalu
zméfila u celkem 50 vzorki krve pfedem dané ionty — sodik, draslik, vapnik a fosfor.
Vzorky krve byly odebrany od 25 darcti plazmy z plazmaferetického centra Plasmafera
s.I.0 a vySetfovany v Laboratofi klinické chemie Nemocnice v Ceskych Budg&jovicich.
Vysetfeni vybranych iontl patii mezi rutinni vySetfeni v biochemickych laboratofich.
Prostfednictvim téchto stanoveni Ize definovat onemocnéni souvisejici s elektrolytovou
nerovnovahou, srazenim krve a dalsich. Vysetfeni uvedenych iontl ze séra nebo z moce
je vyzadovano v kombinaci s dalsimi ionty v organismu, aby bylo mozné zjistit
souvislosti mezi jednotlivymi vySetienimi (Racek, 2006).

V ptipad¢ stanoveni sodiku (rozdily zobrazené v grafu ¢. 1) byla pouzita
elektrochemicka metoda zalozena na principu ISE. Tento princip stanoveni je z vsech
vySe uvedenych nejvhodnéjsi z divodu automatizace metody, coZ je pifi rutinnim
provozu ve velkych laboratofich vhodné. Z vySetieni koncentrace sodiku neni v tomto
pripad¢é zaznamenana vyrazna zména v nameienych vysledcich pied a po plazmaferéze
(statistické tidaj, median: 140,3 pied odbérem a 140,5 po odbéru). Vyraznéjsi rozdily
mezi hodnotami jsou pozorovany v piipadé darce €. 4, ktery podstupoval sviij prvni
odbér, se mohlo jednat o prvotni zvySenou zatéZ na organismus. Minimalné¢ zménéné
hodnoty natria mohou byt zdivodnény pouzitim fyziologického roztoku pii procesu
odbéru plazmy. I v pfipadé¢ odebrani vzorku krve po plazmaferéze s prestavkou 10
minut od odbéru a odebrani 200ml prvotni krve pfed samotnym odbérem, miiZze dojit ke
zkresleni vysledku aplikaci fyziologického roztoku.

Stanovené hodnoty drasliku (kiivky obsahujici udaje pfed a po odbéru jsou
vyhodnoceny na grafu ¢.2) vykazuji vétsi rozdil v namétenych vysledcich pfed a po
odbéru plazmy (statistické Udaje, medidn: 4,3 pted plazmaferézou a 3,7 po
plazmaferéze. V tomto ptipad¢ vykazuje celkem 13 darct snizenou hladinu drasliku pod
hrani¢ni hodnotu. Zde jsou vysledné hodnoty pravdépodobné ovlivnény samotnym
odbérem plazmy. Ddarci zaroven vykazovali pfiznaky malatnosti a Unavy, kterou

doprovazi sniZzend hodnota drasliku. Koncentrace drasliku byla vyhodnocena
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prostfednictvim stejné metody jako v pfipad¢ sodiku - ISE, kterda se fadi do metod
potenciometrie.

Hodnoceni vapniku probihalo na zdklad¢ fotometrické metody. Spektrofotometr
byl pln¢ automatizovanou soucasti biochemického analyzatoru. Ve vysledcich z tabulky
¢. 6 a ¢. 7 statistickych dat mizeme vidét znatelné rozdily v namétenych koncentracich
pied a po vykonu plazmaferézy. Dle naméfenych hodnot vykazuje vSech 25 darca
vyrazn€j$i pokles hodnoty koncentrace vapniku. 22 déarct vykazuje dle namétenych
hodnot snizeni koncentrace pod referencni hodnoty. Tento pokles se u mnoha tuc¢astniki
odbéru projevoval naruSenim nervosvalového prenosu — zvySenou drazdivosti (Trojan,
1999; Wilhelm, 2006).

Koncentrace fosforu byla stejné jako koncentrace vapniku hodnocena
fotometrickou metodou prostiednictvim spektrofotometru. Na tabulce ¢.8 a ¢.9 jsou
vidét statistické hodnoty vysledki pred plazmaferézou a po plazmaferéze. Na
vysledcich mizeme vidét znacny pokles v namétenych hodnotach fosforu. Hodnoty
fosforu a vapniku jsou velice uzce spojeny. V tomto piipadé¢ by mohla byt snizena
hodnota zplsobena nadmérnou cinnosti pfistitnych télisek, které svou cCinnosti
kompenzuji pokles hladiny vapniku. Za prvotni ptiznaky pfi snizeni hodnot fosforu se
nepozoruji zadné specifické priznaky (Trojan, 1999; Wilhelm, 2006).

Posledni dva grafy obsahuji hodnoty procentudlniho zastoupeni ucastnikl
z hlediska pohlavi a z hlediska vybranych vékovych skupin.

Preanalyticka faze zahrnujici 1 pfipravu déarce na odbér piedstavuje dilezitou
slozku celého procesu. V mnoha ptipadech kdy darce nedodrzi pozadavky ze strany
plazmaferetického centra, mulZe dojit aZz k ukonceni odbéru pied dosahnutim
stanoveného mnozstvi (napt. mdloby). Pfi pozadovaném vySetfeni na koncentrace ionti
v krvi je vZzdy pozadovana kombinace vySetieni iontl. Pii poklesu uvedenych iontu bylo
mozné na ucastnikovi odebrané plazmy pozorovat ptriznaky jako je uUnava a
nechutenstvi. Pokud darce podstupuje Castéjsi a pravidelné odbéry plazmy, poklesy

hladin a jejich nasledna kompenzace muize pro organismus piedstavovat velkou zatéz.
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6. Zaver

Cilem bakalatrské prace bylo zvladnout teorii biochemického vysetieni krve u
vybranych mineralti (sodik, draslik, vapnik, fosfor) a zjistit hodnoty ionti ze vzorku

krve pted a po vykonu plazmaferézy.

VysSetfeni mineralt patii mezi rutinni vysetieni v klinické biochemii. Zasadni
vyznam pro ziskani sprdvného a spolehlivého vysledku mé vSak preanalyticka faze.
Nerespektovani pravidel preanalytické faze mize vést K vysledku biochemickych
analyz, které neodpovidaji skute¢nosti a ve svém duasledku mohou vést k chybné
diagndze v ptipad€ napt. elektrolytické nerovnovahy a nasledné k chybnému postupu
v rozhodovani o 1é¢bé téchto nemocnych.

V prubéhu laboratorni praxe k bakalafské praci jsem si osvojila praktické
dovednosti pti manipulaci s biologickym materidlem od jeho piijmu az po jeho vlozeni
do analyzatoru. Rovnéz jsem se naucila metodiku stanoveni mineralli, ¢imz jsem cil této

prace splnila.
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9. Prilohy

Obr. 12 Dotaznik darce plazmy 1. Cast (Plasmafera s.r.0.)

DOTAZNIK DARCE PLASMY
Oznac¢eni dokumentu : F1
PRIJMENI: JMENO NEVYPLNUJTE |
(zvaci ¢isLo
VYPLNI RECEFCE)
RODNE CISLO: titul pojistovna

Vypliite, prosim, zodpovédné a Gpin¢ viechny Gdaje a otazky
Spravn \ zakro |

Pred vypinénim dotazniku se seznamte, prosim, s ,Poulenim ddrce krve*

1. | Seznidmil(a) jste se s poutenim o nzikovém chovani z hlediska darovani krve ANO | NE
a rozumite mu?
2. | Patfite do n&které skupiny s rizikovym chovanim? ANO | NE
(viz ,POUCENI DARCE KRVE")
SOUCASNY ZDRAVOTNI STAV
3. | Citite se zdrav(a)? ANO | NE
4. | UZivite pravidelng léky? (uvediic viechny, veetnd napf. acylpyrinu, antikoncepce) | ANO | NE
Pokud Vaie odpovéd zni ano, uvedte jaké: 2z
8. | Uzil(a) jste v poslednich 4 tydnech n&jaké jiné léky? (pravidelné uZivané léky ji2 ANO |NE
neuvadéjte) - —
Pokud Vade odpovéd zni ano, uved'te jaké: v *\}
6. | Létite se nebo jste sledovin(a) pro néjaké onemocnéni (véetnd inff 2 \ s
7. | Potite se v noci v nadmémé mife, pozoruj zdufelé 1 ANO 1
8. | Hubnete v posledni dobe bez zj i i , Ry
10. | Podstoupil(a) jste v poslednich 7 dnech trhdni zubd in vy AR D
11. | M&ia) jste v poslednich 4 tydnech phisaté kliswe? _< R VPR, ¥ KRy \ j’rl
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Obr. 13 Dotaznik pro darce plazmy 2. Cast (Plasmafera s.r.0.)
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Obr. 14 Dotaznik pro darce plazmy 3. Cast (Plasmafera s.r.0.)
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Obr. 14 Dotaznik pro darce plazmy 3. Cast (Plasmafera s.r.0.)

M" S.1.0.

DOTAZNIK DARCE PLASMY
Oznaceni dokumentu : F1

Byl(a) jsem pouden(a), 2¢ v pfipad® nevyhovujicich laboratornich vysctfeni budu mformovin(a).
Prohlasuji, 2c neplichizim darovat krev za lelem vySctfeni na AIDS. Beru na védomi, Zc meyménd
30 minut po odbéru bych mél(a) odpolivat a teprve poté se aktivnd (lastnit silniénibo provoza.

Souhlasim s tim, 2¢ mé osobni Gdaje a Gdaje 0 mém zdravotnim stavu budou cvidovimy ph
dodrZovini povinné mitenlivosti die platného zdkona a ph dodrZovani zésad lékafského tajemstvi budou
vyuZiviny v rimci transfuzni slutby (napt. referendni laboratofe pro infekini choroby, registr vyfazenjch
déred krve, registr dircd krve se vzacnou krevni skupinou, aj.) a v rdmei vyuky studentl ve zdravomactvi.

:
R L

Souhlasim s tim, ¢ mé osobni Gdaje budou sdéleny subjektitm CCK pro potfeby ocefiovani disch.

Souhlasim s tim, aby 1&¢ivé plipravky, vyrobené z mé krve (nebo plazmy), byly poubty v aouhh
s medicinskymi, etickymi a humanitdmimi principy k 16&b¢ nemocnych v rdmei platné
v pfipadé, 2¢ budou vyhovovat poZadavkim na jejich bezpednost a jakost. V pfipadé vzmiku phbyth
vyrobenych Iétivych pfipravkd v CR souhlasim s jejich vyvozem za (¢clem <by nemocnych v jinych 4
zemich. |

24dam timto plasmaferetické centrum o Ghradu idelné, hospodiémé a prokazateing vynaloZenych
vydajh spojenych s odbérem krve a jejich sloZek v souladu s ustanovenim § 32 odst. 2 zikona ¢&. 37372011
Sb., o specifickych zdravotnich slu’bich a stvrzuji, 2¢ poskytnuté finanini néhrada, kierou poZaduji ‘
neplesdhne Castku ve vvdi 5% minimdlni mzdy, tedy 400,- K&, Zéroveh timto prohlafuji, 2e vide finanini |
ndhrady, o kterou jsem poZidal(a), odpovidé skutedné vysi mmou Gleiné, hospodimé a prokazasciné 3
vynaloZenych vidajd spojenych s odbérem krve a jejich slozek.

3

T e e s I L POBPIS BATCE . v cniiosnninsessrnsonsomsn ot 20
-

VYHODNOCENI DOTAZNIKU OSOBOU ODPOVEDNOU ZA PROPUSTENI
DARCE K ODBERU y

£

Darce vyhovuje? ANO NE

NeVYhOVUJE PrO:....cciceriosnsssntnsssssssanatsnssssssssassassstocssssssesssssssnasnis

-------- "Q..O.'C..'lb.!.I.‘.Q..lll.II.'I.'I'I.'.'I.......'.l.'.'l.....‘.0.'.....00..'-“‘ &

Datum:.....oovvveenns....podpis odpovedné 0SObY:.......ooveiennninnanennn..
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Obr. 15 Biochemicka zadanka, Nemocnice Ceské Bud&jovice

NEMOCNICE CESKE BUDEJOVICE, a.s. - LABORATOR KLINICKE CHEMIE

. BoZeny Némcové 54
PRIJEM MATERIALU tel.: 38 787 3535
www.nemcb.cz

BIOCHEMICKE VYSETRENiI KRVE

R.C. zP:
Pfijmeni, jméno: Tel.:
Oddéleni:

Dg.:

BIOLOGICKY MATERIAL

DATUM A CAS ODBERU KRVE

O mocovINA
O KREATININ
O KYSELINA MOCOVA
O cYsTATINC
O sobik

O DRASLIK

O cHLORIDY
O vAPNIK

O FOsSFOR

O HORCIK

O OSMOLALITA
O GLUKOZA

O BILIRUBIN CELKOVY

O BILIRUBIN
KONJUGOVANY

OaLt

O asT

O GGeT (y-glutamyltransferaza)

O cHs (cholinesteraza)

O ALP (alkalicka fosfataza)

Ow (laktatdehydrogenaza)

O CK (kreatinkinaza)

O CK-MB 1ZOENZYM

O ams (w-amylaza)

O AMS - PANKREATICKY
IZOENZYM

O LPS (lipaza)

O CHOLESTEROL

[0 HDL CHOLESTEROL
O LDL CHOLESTEROL
O TAG (triacylglyceroly)

O APOLIPOPROTEIN Al
O APOLIPOPROTEIN B
O HOMOCYSTEIN (3)

O CELKOVA BILKOVINA

O ALBUMIN

O ELFO BILKOVIN

O PREALBUMIN

0 HAPTOGLOBIN

Ocrp

O FIBRINOGEN (1)

O B-2-MIKROGLOBULIN

Oiga

Ogc

O igm

O IMUNOFIXACNI ELFO
BILKOVIN

0O mMED

0 CERULOPLAZMIN

O zeLezo

0 TRANSFERIN

O FERITIN

O VITAMIN B12 (3)

O FOLAT (3)

O ELFO HEMOGLOBINU (1)

O GLYKOVANY PROTEIN

O GLYKOVANY
HEMOGLOBIN (1)

O INZULIN

O C-PEPTID (3)

O ¢cDT (karbohydrat-
deficientni transferin)

O T1sH

O £T4 (voiny tyroxin)
O 74 (tyroxin)
OT13 (trijodtyronin)
O71G (tyreoglobulin}

O ANTI-TG (autoprotilatky proti
tyreoglobulinu)

O ANTI-TPO (autoprotilatky
profi tyreoperoxidaze)

O TRAK (protilétky proti TSH-
receptorum)

O PARATHORMON (3)

O KORTIZOL

O ACTH (4)

O ALDOSTERON

O STH (GH, nistovy hormon)

O HeG

O 17-OH-PROGESTERON

O DHEA-S (dehydro-
epiandrosteron sulfat)

O ESTRADIOL 17-B (E2)

O FsH (folitropin)

O LH (utropin)

0 PROGESTERON (PRG)

O PRL (prolaktin)

O sHBG (sexualni hormony
vazajici globulin)

O TESTOSTERON
CELKOVY (TS)

O TESTOSTERON VOLNY
(free-TS)

O fPSA (volny PSA)

O 1GF-I

O 1GFBP-3

O PRA (plazmaticka reninova
aktivita) (5)

O TRYPSIN

O ERYTROPOETIN

0 METHEMOGLOBIN (2)

O 25-0H VITAMIN D

PODMINKY ODBERU

(1) odbér do fialové vakuety (nesraZliva krev EDTA)

(2) odbér do Eerné vakuety (nesrazliva krev CITRAT)

(3) krev nutno ihned dopravit do laboratofe (pfipadné zaslat
zmrazené sérum, -20°C)

(4) odbér do pfedchlazené fialové vakuety (EDTA), nutno
ihned zaslat do laboratofe

(5) (4) +ihned zaslat v ledove tfisti do laboratofe

DATUM, RAZITKO ODDELENI, PODPIS LEKARE
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