3 BIOLOGICKY MATERIAL A SPEKTROFOTOMETRIE

Pro spravné posouzeni zdravotniho stavu je potieba ziskat co nejvice informaci. Zdrojem
validnich informaci, které v sobé odrazeji zménu metabolismu organismu a mohou byt pouzity pri
posuzovani zdravotniho stavu pacienta, jsou vysledky laboratornich vySetieni. Lékaf v riiznych
fazich diagnostického a terapeutického procesu miize vyuzivat Sirokou $kalu laboratornich
metod pouzivanych v klinicko-biochemickych laboratorich nebo primo u lizka pacienta (Ci
v ordinaci praktického lékate) bez nutnosti analyzy v laboratofi (tzv. POCT-point of care testing).

Nejrozsahlejsi a nejvyznamnéjsi ¢ast laboratornich vySetreni tvori analyzy krve, krevniho séra
nebo plazmy. Krev je pomérné snadno dostupnym materialem a v jejim sloZeni se odrazi rada
biochemickych pochodi probihajicich v rliznych tkanich. Dals$im pomérné c¢asto analyzovanym
materidlem je moc. Analyzy ostatnich télesnych tekutin (Zaludecni sekret, duodenalni obsabh,
plodova voda, mozkomisni mok, sliny, pot aj.) jsou pozadovany cilené pouze u omezeného poctu
vySetrovanych, jejich Cetnost je podstatné nizsi, ¢asto se provadéji jen na specializovanych
pracovistich.

3.1 Odbér krve

Krev pro odbér se mize ziskavat z zil, tepen nebo kapilar. NejCastéji se odebira zilni krev (vétSinou
z kubitalni zily), méné Casto kapilarni (napf. z prstu, usniho lalticku nebo z prohtaté paticky u
novorozence). Arterialni krev se odebira pouze vyjimec¢né, hlavné pro analyzy krevnich plynd.
Arteridlni krev mlzeme nékdy nahradit arterializovanou kapilarni krvi, kterou ziskame
dlouhodobym zahtivanim mista odbéru. Kapilary se teplem rozsiri, tim se zvysi se priitok krve
kapilarami, z kterych provadime odbér. Odbér se provadi do heparizovanych kapilar a odebrany
vzorek musi byt bez bublin.

3.1.1 Odbér zilni krve
Z hlediska postupu a vybaveni pri odbéru Zilni krve rozliSujeme dva zptsoby odbéru:

 otevireny odbérovy systém - pracovnik provadeéjici odbér je v primém styku s biologickym
materidlem

Odbér se provadi:

- jehlou primo do zkumavky
- do stiikacky natazenim pomoci pistu; pro dalsi zpracovani pieneseni krve do zkumavky

¢ uzavieny odbérovy systém - manipulace se vzorkem po odbéru se provadi primo v odbérové
stiikacce/zkumavce. Pracovnik je tak pii odbéru chranén pied kontaminaci krvi pacienta,
samotny biologicky materidl je chranén pired moznou kontaminaci zvenéi a proti piripadnému
rozbiti béhem transportu a centrifugace. Jednotlivé uzavrené strikacky/vakuované zkumavky
jsou barevné oznaceny podle druhu uvniti pritomné preparacni latky (akceleratory



hemokoagulace, separacni gel, heparin, EDTA, aj.). Separa¢ni gel umoziiuje po centrifugaci
(vytvofenim mezivrstvy) dokonalé oddéleni séra od krevniho koagula. Odbérovou
stiikacku/zkumavku je tak mozné primo nasadit do analyzatoru. Pouzity material se snadno
likviduje spalenim.

3.1.2 Zpracovani krve

s

Krev odebrana bez pouZziti protisrazlivych prostredkt se po kratsi dobé srazi, v diisledku premény
rozpustného fibrinogenu na vlaknitou sit fibrinu. Odstredénim srazené krve se ziska sérum. Doba
srazeni musi byt dostatecna (pii pokojové teploté po 15-30 min). Pred¢asné oddéleni séra od
krevnich elementli miiZe vést k dodatecné tvorbeé fibrinu a koagulaci séra.

Pro néktera klinicko-biochemicka vySetfeni je tfeba ziskat nesrazlivou krev. Krev je odebirana
do nadobek s ptidavkem antikoagulacnich (protisrazlivych) ¢inidel. Odstredénim nesrazlivé krve
se ziska plazma. Krev je mozno odstredit ihned po odbéru, ¢imz Ize usetrit as u akutnich stavii.

Plazma nebo sérum maji byt oddéleny co moZna nejdiive, nejpozdéji vSak do 2 hodin od odbéru
(pro stanoveni draselnych iontid do 1 hodiny od odbéru).

K oddéleni krevnich elementli od plazmy, resp. krevni srazeniny od séra, se pouzivaji centrifugy
(odstredivky). K dokonalému odstiedéni plné Ci srazené krve se pouziva pretizeni ptiblizné
1000krat vétsi nez je zemskd gravitace. Centrifugace krve se vzdy provadi v uzavienych
zkumavkach (zamezeni vzniku aerosolu, prip. kontaminace vzorku) po dobu asi 10-15 minut pri
pokojové teploté nebo pti teploté 4 °C. Del§i doba centrifugace nebo zvySeni centrifuga¢niho
piretiZeni vede Casto k ¢astecné ¢i uplné hemolyze.

3.1.3 Priprava krevni plazmy

Pii odbéru se odebirana krev ve zkumavce opatrnym krouzenim dobfe smicha s protisrazlivou
latkou (antikoagula¢nim ¢inidlem), ktera se v krvi rozpusti a udrzi ji po urcity ¢as nesrazlivou
(objem krve se pfitom neménti). Protisrazlivy prostredek se dava do zkumavky ve formé roztoku,
ktery se necha odparit. Nesrazlivou krev s heparinem Ize ziskat také tak, Ze z ampulky nasajeme
roztok heparinu do stiikacky a opakovanymi pohyby pistu vytvofime na povrchu jemny
heparinovy film. Do takto pripravené strikacky pak odebereme krev.

Uzaviené odbérové systémy jsou plnény antikoagula¢nimi ¢inidly jiZ pti vyrobé.

Priblizné davky antikoagula¢niho ¢inidla zabranujici srazeni 1 ml krve:

Oxalét sodny (téZ lithny, draselny) 1-2 mg
Citréat trisodny* 3 mg
EDTA Na; (t€Z K, K3) 1-2 mg
Heparin* 4-6 IU (roztok), 40-60 IU (suchy)

*na hematologicka vysSetreni se pouziva ve formeé roztoku, ktery se misi s krvi v pomeéru 1:10, 1:5

*jedna se o heterogenni smés sulfonovanych mukopolysacharidti produkovanou zirnymi buiikami ve tkanich savct.
Heparin vazbou na plazmaticky antithrombin III zvySuje jeho aktivitu - inaktivaci aktivovanych faktord srazeni,
predevsim thrombinu a faktoru Xa. MnoZstvi heparinu zavisi na materialu, z néhoz je zhotovena odbérova zkumavka
(sklo, plast).



Pri pouziti antikoagulacnich Cinidel je nutno pocitat s tim, Ze mlze dojit ke zméné slozeni
odebrané krve. RovnéZ je nutno pocitat s tim, Ze béhem koagulace se nejen aktivuji koagula¢ni
faktory, ale dochazi téz k uvoliiovani nékterych slozek z rozpadlych trombocyta.

3.2 Fyzikalni a chemické vysSetireni moci

Dal$im snadno dostupnym biologickym materidlem, ktery slouzi k posuzovani stavu pacienta je
moc.

3.2.1 Odbér moci

Pro zakladni chemické vySetreni moce se vyuZziva prvni ranni moc (stiedni proud moci). Pro
kvantitativni stanoveni se vyuziva vzorek moci shirané urcity ¢asovy interval (obvykle 3,6,12nebo 24
hodin).

Pokud je to moZné, je doporuceno pro kvantitativni stanoveni vyuzit kratsi sbérny interval nebo
korigovat mnoZstvi stanoveného analytu v prvni ranni moc¢i na exkreci kreatininu (mnoZstvi
analytu/mol kreatininu).

Pokud odbér moce provadi pacient sam, je nutné ho poucit a spravné technice odbéru moce a klast
diliraz na jejich dodrzovani. ProtozZe nedodrzeni spravného postupu muze vést k hrubym chybam,
které zcela znehodnoti analyzu.

Pokyny pro spravny sbér moci v del$im ¢asovém intervalu:

VySetfovany se vymoci napi. v 7:00 h rano a tato moc se vylije do odpadu. Od tohoto
okamziku zac¢ina sbérné obdobi a shromazd'uje se veskera moc (v zakryté naddobé v temnu
a chladu, prip. s pfidavkem konzervacniho c¢inidla). Posledni odbér je v okamziku, kdy
konci sbérné obdobi. Cely sbér moci se dobie promicha, v odmérném valci zméri objem a
poznamena do privodky. Pak zpravidla postaci k vySettreni vzorek 10-20 ml.

3.2.2 Fyzikalni vySetieni moci

Mezi zakladni fyzikalni vySetieni moce patri zhodnotit jeji objem, barvu, zapach a zakal. Dilezitou
soucasti fyzikalniho vySetreni je stanovit pH moce, jeji osmolalitu a hustotu.

Objem moci
Denni diuréza predstavuje objem moci vylouCeny za 24 hodin. Nejcastéji denni diuréza

piedstavuje 1000 az 2000 ml/den (u dospélych).

SniZena diuréza (oligurie): pod 400 ml/den. (funk¢éni nedostatecnost u ledvinovych poruch,
nadmérné poceni, tézké prijmy). Zavazna je anurie, diuréza pod 100 ml/den.

Zvysena diuréza (polyurie): nad 2500 ml/den je béZzna pfri nadmérném piijmu tekutin, po
podani diuretik, nékdy i z psychickych vlivili, nelécena porucha regulace vazopresinem (diabetes
insipidus) se projevuje diurézou az 10-20 litri denné.



Barva

Normalni barva moci je podle jeji koncentrace svétle az zlaté zluta, velmi bledd moc je typicka pro
polyurii, stanim moc tmavne,

Zbarveni plisobi bud’ prirozena mocova barviva (urochrom, uroerythrin,stopy koproporfyrinu,
aj.), exogenni slozky (l1éciva), rostlinna barviva (Cervena repa, bortivky) nebo patologické soucasti
(bilirubin, biliverdin, hemoglobin).

Zapach
Pach normalni moci je svérazny, pripomina pach hovézi polévky nebo bujénovych kostek.

Méni se pouzitim nékterych druhti potravin (napft. chiest, Cesnek, kava), 1ékii nebo vdechovanych
tékavych latek (chloroform, toluen); vyrazny pach acetonu byva pri ketonurii, ¢pavkovy pfti
infekcich mocovych cest (bakterie obsahujici uredzu) nebo hnilobny (sulfan, methanthiol,
bakterialni rozklad pii proteinurii, jaterni kéma). Zapach korniské staje je pri fenylketonurii
(fenyloctova kyselina).

Zakal

Moc¢ ihned po vymoceni ma byt Cira. Zakal v teplé, Cerstvé vymocené moci je patologickym
nalezem.

Zakal nebo vétsi sedlina vSak miiZe vznikat pri odstaveni a chladnuti i v normalni moci.
Nejbéznéjsi je jemny oblackovy zakal (nubecula) tvoreny glykoproteiny a vétSi sedlina
vyloucenych soli (fosfaty v alkalickych mocich, mocova kyselina nebo uraty v kyselych).

pH moci

Ledviny se podileji na udrzovani acidobazické rovnovahy v organismu tim, Ze do moci vylucuji
vétSinu H+ iontd pochazejicich z nékterych kyselin vzniklych v metabolismu Zivin nebo piimo
ptijatych potravou. Jen zanedbatelna ¢ast z nich jsou volné H+* ionty, projevujici se aktudlni
kyselosti (hodnotou pH moci niz$i nez pH krevni plazmy). Asi 2/3 H*iontl vyloucenych do moci
je vazano v NHs* iontech (30-50 mmol/den), zbytek na rtizné baze, zvlasté na hydrogenfosfat
(10-30 mmol/den, tzv. titracni acidita moci).

Hodnota pH moci se pohybuje obvykle v rozmezi 5,5-6,5; s krajnimi mezemi 4,5-8,0.

Snizené pH moci (acidurie, pH < 5,5) zpilsobuje napf. masita strava (vyssi produkce fosfati a
sulfatli, stoupa vylucovani mocové Kyseliny), metabolickd nebo respira¢ni acidéza, hladovéni
(soucasné ketonurie), dekompenzovany diabetes (soucasné glukosurie a ketonurie).

Vv

mocovych cest, metabolickou nebo respiracni alkalézou.

Hodnota pH moci se urcuje acidobazickymi indikatory. Nelze pouzit ty, které vykazuji proteinovou
chybu v piitomnosti proteinti. V praxi se ke stanoveni pH moci uziva indika¢ni zény na
diagnostickych prouZcich albuPHAN, heptaPHAN, aj. Reakci mod¢i urcujeme co nejdiive po



vymoceni. Neni-li mo¢ konzervovana, dochazi k rozmnoZeni mikroorganismli spojené s
hydrolyzou mocoviny na NH3 a posunu pH k vy$$im hodnotam.

Osmolality moci a test na koncentrac¢ni schopnost ledvin

Osmolalita moci zavisi na koncentraci vylucovanych latek, obvykle je nepiimo imérna diuréze.
Nejcastéjsi hodnoty u zdravych jsou 500-850 mmol/kg H:0, s extrémy 30-1200 mmol/kg.

Znamkou dostatecné koncentracni schopnosti je pri omezeni prijmu tekutin osmolalita aspon
600 mmol/kg, pti ztraté schopnosti koncentrovat nebo zied'ovat mo¢ v nefronu se udrzuje bez
vétSich vykyvli osmolalita moc¢i na uUrovni osmolality ultrafiltratu krevni plazmy, cca
290 mmol/kg. Porucha koncentracni schopnosti ledvin patii k prvnim znadmkam renalniho

onemocnéni.

Osmolalita moci se stanovuje osmometry zaloZenymi vétSinou na kryoskopickém principu, kdy se
méri snizeni teploty tuhnuti vzorku (1 mol rozpusténych latek snizi bod tuhnuti vodného roztoku
01,86 °C).

VySetieni osmolality se provadi v nékolika vzorcich moci sbiranych béhem dne. Piresahne-li
osmolalita v kterémkoli vzorku hodnotu 600 mmol/kg, je to znamkou dobré koncentrac¢ni
schopnosti ledvin a vySetfeni tim konc¢i. Vopacném piipadé je indikovano provedeni
koncentra¢niho pokusu.

Specificka hmotnost moci (Hustota)

Namisto méreni osmolality lze pomoci diagnostickych prouzkl stanovit specifickou hmotnost,
ktera dava informaci o iontové koncentraci moci (hmotnostni koncentrace vSech rozpusténych
latek vyloucenych do moci). Na rozdil od osmolality je zavisla kromé poctu rozpusténych castic
také na jejich molekulové hmotnosti. Vysokomolekularni latky ovliviiuji hustotu ve vétsi mire nez
elektrolyty. Referen¢ni hodnoty jsou pri béZném prijmu tekutin a potravin béhem dne mezi
1015-1030 g/1, coZ odpovida osmolalité asi 600-1100 mmol/kg.

3.2.3 Chemické vySetireni moci

K zakladnimu chemickému vySetfeni moci nalezi zjiSténi pritomnosti proteind, krve resp.
hemoglobinu, glukosy, ketolatek, bilirubinu a urobilinogenu. Vyjmenované soucasti se oznacuji
téz jako "patologické". Pii analyze zvlasté citlivymi metodami je nalezneme v nepatrnych
koncentracich i v moc¢i zdravého clovéka. Chemické vysSetieni moci proto pouziva takové
kvalitativni zkousky, jejichz vysledek je pozitivni teprve tehdy, prestoupi-li koncentrace hledané
latky jisté fyziologické rozmezi. VySetteni se obvykle provadi pomoci diagnostickych prouzkii.
Vyhodné pro tento ucel jsou kombinované diagnostické prouzky, které umoZznuji soucasnou
detekci nékolika latek. Pri pozitivité téchto zkousek teprve mluvime o proteinurii, hematurii, atd.,
a je nutné nalez korelovat s jinymi faktory a pripadné zadat dalsi vysSetieni na potvrzeni vysledku.



Kromé diagnostickych prouzki na zjisténi ,patologickych” soucasti v moci jsou vyrabény rtizné
dalsi screeningové testy zaloZené vétSinou na imunochromatografickych metodach, napt. pro
prikaz drog nebo hormonti v moci.

3.2.3.1 VySetireni moci polyfunkénimi diagnostickymi prouzky

Polyfunk¢ni diagnostické prouzky s nékolika indika¢nimi zo6nami jsou zaloZeny na principu suché
chemie. Tzn., Ze ¢inidla pouzité pro prikaz analytu jsou naneseny na filtra¢ni papir a nasledné
odpareny. Po navlhc¢eni indikacnich zo6n ve vzorku moci je aktivovana chemicka reakce, ktera se
projevi zbarvenim zény. Vyhodnoceni se provadi vétSinou vizualné srovnanim indikacnich zén s
barevnymi stupnicemi na pouzdrech pro prouzky. Intenzita zbarveni je imérna mnozstvi analytu
v moci a pii dodrZeni vyrobcem predepsaného cCasu je mozné semikvantitativni stanoveni
urcovanych latek. Intenzitu zbarveni je téZ mozné vyhodnotit u prouzkd k tomu urcenych
elektronicky, obvykle mérenim reflektance. Ktomuto ucelu se vyuZzivaji malé pristroje
(reflektanc¢ni fotometry riznych vyrobci, napt. Laura Smart firmy Erba Lachema, Urisys firmy
Roche apod.)

Vyhodou polyfunkénich prouzki je moznost rychlého vysetieni moci kdekoli, i ptimo u lizka
pacienta, neobycejné snadnym a jednoduchym zplisobem. VZdy je nutno mit na paméti, Ze
vysledek miiZe byt ovlivnén interferujicimi 1éky nebo jejich metabolity. Mezi nevyhody lze pocitat
omezenou skladovatelnost (vSimejte si proto data exspirace uvedeného na obalu). Nutno je také
dodat, Ze semikvantitativni stanoveni diagnostickymi prouzky neni dostacujici pro stanoveni
diagnézy a naslednou 1écbu pacienta a vZdy je nezbytné provést dalsi vySetieni.

Pri vySetfeni moci pomoci prouzkii se vySetruje vzdy jen €erstva moc¢ (nejpozdéji do 2 h po
odbéru), sbirana do zcela ¢istych nadob, dobre promichana, necentrifugovana.

Polyfunkéni prouzky obsahuji riizny pocet indikacnich zén. K parametrim, které lze v moci
vySetrrovat (jak bylo v predchozich kapitolach uvedeno), patri: pH, glukdza, proteiny, ketony,
bilirubin, urobilinogen, krev a specificka hmotnost. Nékteré polyfunkéni prouzky obsahuji téz
indika¢ni z6ny na detekci dusitanti a leukocytii.

Glukoéza

Indikacni zéna prouzku obsahuje enzymy (glukosaoxidazu a peroxidazu) a vhodny substrat, ktery
se v pritomnosti vzniklého peroxidu oxiduje na barevny produkt. Zkouska je dosti citliva, vysledek
je zietelné pozitivni priblizné od koncentrace 2 mmol/l. Zaroven je velmi specificka, jiné cukry
nez D-glukosa nereaguji.

Falesné negativni vysledky vznikaji pti vysokych koncentracich redukujicich latek (askorbova
kyselina nebo néktera spazmolytika zpomaluji vyvin zbarveni).

Falesné pozitivni vysledky mize zplsobit pritomnost substrati peroxidazy v nadobach na moc¢
(bézny dezinfekcni prostiredek Persteril /peroxooctova kyselina/ nebo peroxid vodiku). Nadoby
se proto po dezinfekci musi diikladné vyplachnout ¢istou vodou.



Proteiny

K diikazu se vyuziva tzv. proteinové chyby nékterych acidobazickych indikatort. Tyto indikatory
méni své zbarveni v pritomnosti proteinti a vykazuji zdanlivé jinou hodnotu pH, nez odpovida
skutecnosti. Prikladem jsou indikatory sulfoftaleinového typu. Indikac¢ni z6na na konci prouzku je
nasycena uvedenym indikatorem a kyselym pufrem o hodnoté pH 3. Po smoceni v roztoku
obsahujicim proteiny indikator nabude zbarveni odpovidajici podstatné vyssi hodnoté pH, nez
které v indika¢ni zéné zajistuje pufr (indikator vykazuje proteinovou chybu).

VysSetieni proteinurie se provadi v ndhodném vzorku moce, nejlépe v prvnim rannim vzorku
moce. Testovaci prouzky detekuji bilkovinu v moci pouze tehdy, je-li jeji koncentrace vyssi nez
0,1-0,3 g/l (zalezi na vyrobci prouzku, na kvalité barevné stupnice) a vykazuji mnohem vyssi
citlivost na albumin nez na globuliny, glykoproteiny a Bencetv Jonesiv protein.

Ketony

Princip stanoveni spociva v reakci ketonovych latek s nitroprusidem sodnym
v alkalickém prostredi za vzniku fialového zbarveni. Zkouska dokazuje v Cerstvé moci zvlasté
acetoacetat, ktery pii delSim stani spontanné dekarboxyluje na aceton (na néj je zkouska méné
citliva).

Za normalnich okolnosti je vylu¢ovani ketolatek nepatrné, nedosahuje hodnoty 0,5 mmol/den. Ke
zvySené produkci ketolatek dochazi v dasledku zvySené utilizace tukd a pii soucasné poruse
nedostatecnosti utilizace glukézy (napf. pri vycerpavajici fyzické namaze bez dodavky glycidi,
nékolikadennim hladovéni, redukéni dieté s pirevahou proteint, u diabetes mellitus). V téchto
pripadech se zvySuje koncentrace ketolatek v krvi nad 200 pmol/l a modi se jich vylucuje i vice
nez 100 mmol/den. Aceton je pomérné tékavy a je pomérné rychle vylucovan exspiraci.

Bilirubin

Moc¢ k dikazim bilirubinu musi byt Cerstva, bilirubin se na vzduchu snadno oxiduje. K diikazu se
vyuziva kopula¢ni reakce bilirubinu s vhodnou diazoniovou soli v kyselém prostiedi za vzniku
azobarviva. V moci zdravého clovéka se miize vyskytovat nepatrné mnozstvi konjugovaného
bilirubinu (az 0,5 pmol/1), které béznymi zkouSkami neni prokazatelné. Zkousky na bilirubin
v mo¢i jsou pozitivni, zvysi-li se koncentrace konjugovaného bilirubinu v krevni plazmé asi nad
30 pmol/l. Nekonjugovany bilirubin je v plazmé vazan na albumin a do glomerularniho filtratu
proto nepronika. Zjisténi bilirubinu v moci je tedy znamkou neschopnosti hepatocyti vyloucit
konjugovany bilirubin do Zluce nebo znamkou uzavéru zlucovych cest, patii proto k priznakiim
hyperbilirubinemie hepatocelularni nebo obstruké¢ni. Pri déletrvajicich poruchach vsak nemusi
byt v moci prokazatelny ani konjugovany bilirubin, nebot se v séru preménuje na delta formu.

Urobilinogen

Zvysené mnozstvi téchto latek je velmi citlivou zndmkou funkéniho zatiZeni nebo nedostatecnosti
hepatocytli, vyrazem neschopnosti vychytat z krve a preménit vétSinu z urobilinogent
resorbovanych v tlustém stievé. Jednoduchost zkousky jiz pri orienta¢nim vySetfeni moci je
cennd, pozitivni nalez mize byt prvni objektivni znadmkou funk¢niho zatiZeni jater (znacna fyzicka
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zatéz, jednorazové poziti vétsi davky etanolu, nadmérna hemolyza) nebo poskozeni jaternich
bunék, napf. pii virovém zanétu, toxickém poskozeni (téZ u horecnatych stavii) nebo u nadort
jater. Nalez je nutno zpresnit rozbory krevniho séra - jaternimi testy.

Priikazem urobilinogent je specifickd barevna kopulacni reakce urobilinogent s vhodnou
diazoniovou soli v kyselém prostredi. Srovnani s barevnou stupnici umozni semikvantitativni
vyhodnoceni. Slabé riizové zabarveni zény, odpovidajici prvnimu policku srovnavaci stupnice
(priblizné 17 pmol/1), Ize povazovat za horni mez fyziologickych koncentraci urobilinogenti
v moci v priibéhu dne. Z vySetieni moci je naprosto nezbytné provést zkousky na bilirubin.

Krev

Modi zcela zdravych lidi se vylouci az milidn erytrocytl za den. Toto velmi malé mnozZstvi nelze
prokazat béZnymi chemickymi zkouskami. Vyskyt vétsiho mnozstvi erytrocytli (hematurie) nebo
prinik volného hemoglobinu, piip. svalového myoglobinu, do definitivni moci (hemoglobinurie,
resp. myoglobinurie) je témér vzdy patologickym nalezem. Mo¢ s nadmérnou primési
hemoglobinu ma narizovélé az masové zbarveni a spektroskopicky v ni 1ze prokazat hemoglobin;
u masivni hemoglobinurie mize nabyt az zbarveni Cerného piva (degradace hemoglobinu na
hematin).

Principem chemického zjisténi hemoglobinu nebo erytrocytti v moci je tzv. pseudoperoxidazovy
ucinek hemoglobinu. Nékteré latky, jako napt. hemoglobin, hem a jeho derivaty (i chlorofyl), méné
téz ionty Fe3+, katalyzuji neenzymovou oxidaci (dehydrogenaci) vhodnych organickych slou¢enin
peroxidem vodiku:

peroxidazy

H,0O, + HoA » 2 HoO+ A

nebo hemoglobin a jiné litky

Vyhodné je ke sledovani reakce pouzit chromogenni substrat, tj. latku poskytujici dehydrogenaci
vyrazné zbarveny produkt (zde aminofenazon, ¢asto téZ benzidin nebo jeho nekancerogenni
derivaty). Diagnostické prouzky hemoPHAN obsahuji v indika¢ni zéné o-tolidin
(3,3'-dimethylbenzidin) a kumenhydroperoxid v kysele pufrované smési.

Stejnou reakci katalyzuji enzymy - peroxidazy, které slouZi k odstraniovani peroxidu vodiku
vznikajiciho v pribéhu nékterych oxidoredukc¢nich déji v bunkach. Z poznanych krevnich
elementd maji vysokou peroxidazovou aktivitu leukocyty. Katalyticka aktivita enzymu se ztraci
jeho tepelnou denaturaci.

Pozitivita zkousky na pseudoperoxidazovy ucinek hemoglobinu v mo¢i muze tedy byt zptisobena
i peroxidazami leukocytd nebo nékterych bakterii. V tomto piipadé opakovani zkousky
s povarenym vzorkem da negativni vysledek, zatimco pseudoperoxidazova aktivita
neenzymovych katalyzatort zlistava i po povareni vzorku zachovana.

Pri negativni reakci zlistava indikacni zéna zluta, v pritomnosti hemoglobinu (nebo cetnéjsich
leukocytii) se barvi zZluté zelené az modre. Jsou-li v moci intaktni erytrocyty, mize byt zbarveni
z6ny nerovnomérné. Hematurii potvrdi nalez ¢etnych erytrocyt v mocovém sedimentu.



Citlivost dikazu se sniZuje, je-li v moci pritomno vét$i mnozZstvi redukujicich latek (napi.
askorbatu po vysokych davkach vitaminu C, uratu v ptili§ koncentrovanych mocich, gentisatu).
Falesné pozitivni vysledek miize vzniknout za piitomnosti Zelezitych soli, jodidi nebo stop silnych
oxidacnich Cinidel (dezinfek¢énich prostiedkd obsahujicich chlor, chlornan, chloramin).

Dusitany

Detekce dusitand slouZzi pro priikaz bakteriurie. Princip detekce dusitanii v moci je stejny jako pii
stanoveni dusitanl v pitné vodé. Indikac¢ni zéna obsahuje aromatickou aminoslouceninu (napf-.
sulfanilovou kyselinu) a pufr udrzujici silné kyselé pH. V pritomnosti NO2- vznika diazoniova stll,
kterd nasledné reaguje s vhodnou aromatickou slouceninou za vzniku azobarviva. Detekce
dusitand v moci slouZzi jako rychla metoda na odhaleni asymptomatické infekce mocovych cest. V
pritomnosti nékterych patogennich bakterii v mocovém systému dochazi k redukci dusi¢nani
(normalni slozka moci) na dusitany. Aby tato redukce mohla probéhnout, musi byt splnény dalsi
piredpoklady:

¢ dostatecné mnozZstvi dusi¢nanti v moci (piedchozi den je dodrzena normalni dieta
zahrnujici zeleninu),

¢ dostatecné dlouha doba retence moci v moCovém méchyti (aspon 4 h),

¢ vylouceni mozné antibakterialni 1é¢by (inhibice bakterialnich enzymi).

Pri pozitivnim nalezu dusitant je v Cerstvé moci pritomno kolem 107 zarodkli/ml. Negativni nalez
dusitanti vSak nevylucuje bakteriurii (mozna infekce mikroorganismy neredukujici dusi¢nany).

SniZené hodnoty nebo faleSné negativni vysledky mohou byt ziskany pfti polyurii a castém
moceni, nadmérném la¢néni ¢i hladovéni, nadmérnych davkach vitaminu C.

Falesné pozitivni nalez je zptisoben bakterialni kontaminaci vzorku.

Leukocyty

Chemické potvrzeni leukocyturie diagnostickymi prouzky je zaloZeno na priikazu esteraz, které
se hojné vyskytuji v granulocytech a histiocytech. Indika¢ni z6na prouzku obsahuje indoxylester,
ktery je hydrolyzovan indoxylesterazou na indoxyl (3-hydroxyindol). Tento je u nékterych typt
prouzklii oxidovan vzduSnym kyslikem na indigo (modi) nebo reaguje v nasledné reakci
s diazoniovou soli za tvorby azobarviva (bézové-fialové zbarveni). Test zachyti jak intaktni,
tak rovnéz lyzované leukocyty, které unikaji mikroskopickému vysetreni.

Symptomem zanétlivého onemocnéni ledvin (pyelonefritidy) a dolnich mocovych cest (cystitida,
uretritida) je zvySena exkrece leukocytli moci. Zatim neni standardizovana hranice mezi normalni
a patologickou exkreci leukocytt. Jako patologicky nalez se hodnoti > 20 leukocytii/ul moci; pri
nalezu 10-20 leukocytl/ul je nutné provést dalsi vySetieni s novou Cerstvou moci.

Pfi pozitivnim nalezu je treba dal$i vySetfeni na proteinurii, hematurii, nitriturii, pH
a mikroskopické vysetieni mocového sedimentu.

Pfi zanétech zpilsobenych toxickymi latkami, infekcich trichomonadami, viry, plisnémi miZeme
nalézt tzv. ,abakterialni“ leukocyturii.



Kyselina askorbova

Pri stanoveni nékterych latek (glukosa, krev, nitrity) interferuje askorbova kyselina, ktera mtize
byt v moci pritomna ve velkych koncentracich. Proto nékteré polyfunkcni prouzky obsahuji zonu
pro stanoveni Kkyseliny askorbové. Indika¢ni zéna pro askorbovou Kkyselinu obsahuje kyselinu
fosfomolybdenovou, ktera je redukovana askorbovou kyselinou na molybdenovou modr. Test
neni specificky pro askorbovou kyselinu, protoze pozitivni reakce (Sedozelenomodré az zelené
zbarveni) vznika i pti ptisobeni dalSich redukujicich latek pritomnych v moci (napft. gentisové
kyseliny a dal$ich metabolitl salicylové kyseliny).
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3.3 Spektrofotometrie

Metody kvantitativni analyzy se €asto zakladaji na urceni absorpce elektromagnetického zareni
z oblasti ultrafialové (vinova délka A < 380 nm) nebo viditelné ¢asti spektra (A = 380-780 nm)
stanovovanou latkou. Molekuly absorbuji elektromagnetické zareni pouze takové energie
(kvantum energie), ktera je privede do vyssiho (excitovaného) energetického stavu. Tuto energii
lze vyjadrit pomoci vztahu:

AE=hv=hc/A
kde h je Planckova konstanta, v frekvence absorbovaného zareni, c¢ rychlost svétla ve vakuu, A vinova délka absorbovaného
zareni.
Vlnova délka absorbovaného elektromagnetického zareni je tedy urcena vzdalenosti dvou
sousednich energetickych hladin (AE) molekul dané latky, mezi kterymi elektrony prechazi.

Pokud monochromatické zareni o intenzité Iy prochazi vrstvou absorbujici latky I, dochazi
k ¢asteCné absorpci zareni, takze vychazejici elektromagnetické zareni ma intenzitu I nizsi nez Io.

Mnozstvi absorbovaného zatreni miize byt vyjadireno dvojim zpisobem:

- jako transmitance (propustnost): T=1/ I

Iy

—

Il

. - Casto se udava jako procento proslého zafeni T (%) =100 -1/ Io
- jako absorbance: A=log(lo /I)=log(1/ T)=-logT

- zastaralé pojmy jsou opticka hustota (0D, angl. optical density), extinkce (E)

Vztah mezi transmitanci a absorbanci vyjadruje nasledujici schéma:

% Transmitance
o 10 20 30 40 =0 =] o 1] &0 00

L7 06 05 ) 0.1 005 0.00

Absorbance

Pokud nedochazi k absorpci zareni p¥i jeho priichodu latkou, tak transmitance je rovna 100 % a
absorbance je nulova. Pokud veskeré zateni je pohlceno roztokem, tak transmitance je nulova a
absorbance je nekonecno.

Velikost absorpce elektromagnetického zareni zavisi na trech faktorech: na vinové délce zateni,
koncentraci absorbujici 1atky v roztoku a na tloustce mérené vrstvy.

Pii dané vinové délce zareni existuje mezi koncentraci absorbujici latky a absorbanci prima
uméra. Tuto zavislost vyjadiuje Lambertiiv-Beertiv zakon (nékdy oznacovany pouze jako
Beeriv zakon):

Ay = &lc
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Kde &1 je molarni absorpéni koeficient (neboli molarni absorptivita), jehoZ hodnota odpovida absorbanci latky o
koncentraci 1 mol 1! a tloust'ce mérené vrstvy [ = 1 cm, c je latkova koncentrace (mol 1-1) a I tloustka mérené vrstvy
(cm).

Absorbance je aditivni velicina, tj. pokud je v roztoku pritomno vice latek, které absorbuji pti dané
vinové délce, tak celkova absorbance roztoku je dana vztahem:

Aceova= A1+ A2+ ..=1lci+ g2l + ...

Lambertiv-Beertv zakon plati pouze pro:
¢ monochromatické zaren{
e ziedéné roztoky (< 10-2 mol 1-1)
¢ homogenni roztoky (nedochazi k rozptylu zareni na ¢asticich vzorku)
e vzorky, které nefluoreskuji ani nefosforeskuji pri dané vinové délce
e monomerni latky, které v roztoku neasociuji

Zavislost absorbance na vlnové délce nazyvame absorp¢éni spektrum (absorpc¢ni kiivka).
Absorpcni spektrum je charakteristické pro danou slouceninu. Prakticky vyznam maji absorp¢ni
maxima krivky a jim prislusejici vinové délky. Ke stanoveni koncentraci absorbujicich latek se voli
zpravidla vinové délky téchto maxim, ponévadz stanoveni je nejpiresnéjsi (viz obrazek) a soucasné
i nejcitlivéjsi (viz Lambertv-Beertiv zakon).

Amax

Absorbance

/1max yi
Koncentrace

Z absorpc¢ni Kkrivky lze téZ vypocitat hodnoty molarnich absorpc¢nich koeficient, zname-li
koncentraci absorbujici latky, pro kterou byla absorpc¢ni kifivka sestrojena:

&max= Amax/ (I*C)

ProtoZe hodnota molarniho absorpc¢niho koeficientu zavisi na konkrétnich experimentalnich
podminkach, tak se témér vzdy pii spektrofotometrickych stanovenich koncentrace vychazi
z kalibra¢niho grafu. Kjeho zhotoveni se pripravi z nejcistSiho preparatu stanovované latky
(standardu) standardni roztok a jeho fedénim rada kalibrac¢nich roztoki. Kazdy kalibrac¢ni roztok
se zpracuje stejnym postupem jako vzorky sneznamou koncentraci. Poté se zméri jejich
absorbance proti rozpoustédlu nebo Cinidlu bez mérené latky (slepému vzorku/pokusu, angl.
blank). Namérené hodnoty se vynesou do grafu jako zavislost absorbance kalibra¢nich roztokt na
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jejich koncentraci. Zavislost je linearni pro rozsah koncentraci, ve kterém plati Lambertiv-Beertv
zakon. Odchylky od ptimky jsou bézné u vysokych koncentraci. Body lezicimi v linearni ¢asti grafu
se prolozi primka (jejiZ obecna rovnice je y = k x + q).

Pokud se méri absorbance proti slepému vzorku, tak kalibra¢ni primka prochazi pocatkem

soufadnic:
A=kc A
k je smérnice primky (tj. tangenta thlu, ktery :
svird pfimka s osou x): N
k= AA/AC .........................
Ac

Prevracend hodnota smérnice primky 1/k se

nazyva kalibra¢ni faktor (F):

F=1/k=Ac/AA

Pro vypocet koncentrace analytu v nezndmém
vzorku potom plati:

cx=AxF

Ponévadz standard i analyzovana latka maji za danych experimentalnich podminek stejnou
hodnotu molarniho absorpc¢niho koeficientu, tj. exa = &, ziskdme po dosazeni z Lambertova-
Beerova vztahu za € rovnici Asw/(I csta) = Ax/(I ¢x), z které pro koncentraci analytu v neznamém
vzorku vyplyva:

A

— X
Cx = Cstd

X
Astd

Koncentraci analyzované latky cx Ize vypocitat ze zmétenych absorbanci analyzovaného vzorku
Ay a kalibracniho roztoku As 0 koncentraci csw, ktera je blizka koncentraci analytu v neznamém
vzorku cy. Absorbance jsou méreny proti slepému vzorku.

Latky barevné (tj. latky vyrazné absorbujici viditelné zateni) lze spektrofotometricky stanovit
pfimo. Latky bez vyrazného absorpéniho maxima ve VIS/UV oblasti je treba nejprve reakci
s vhodnym cinidlem (derivatizaci) prevést na zbarveny produkt. Podminkou je, aby mnozstvi
barevného produktu bylo imérné koncentraci stanovované latky. Intenzita zabarveni roztoku
timto barevnym produktem je pak primo imérna koncentraci analytu v ptivodnim analyzovaném
roztoku a lze ji zmérit spektrofotometrem.

Schopnost substratu nebo produktu absorbovat svételné zareni se vyuziva také ke stanoveni
aktivity enzymu v biologickém materialu. Pouzivaji se 2 zakladni metody méfeni enzymové
aktivity:

a) Kkineticka metoda

b) metoda konstantniho ¢asu (,end point“)
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Kineticka metoda se pouziva Castéji a je zaloZena na kontinudlnim sledovani zmény absorbance
roztoku v kyveté spektrofotometru v absorptnim maximu substratu nebo produktu. Rychlost
nartstu nebo poklesu absorbance je pak imérna enzymové aktivité. Pri metodé konstantniho
Casu se enzym inkubuje se substratem po predem urceny cas, po jehoZz uplynuti je reakce
zastavena pridavkem inhibitoru a koncentrace produktu nebo substratu je stanovena

fotometricky.

Pri stanoveni aktivity enzym? se Casto pouziva tzv. optického (Warburgova) testu, ktery je zaloZzen
na tom, Ze redukované kofaktory NADH a NADPH absorbuji UV zareni pri 340 nm, zatimco
oxidované formy NAD(P)+ pri této vinové délce neabsorbuji. Nartist nebo pokles absorbance pri
340 nm ukazuje na zvySeni nebo sniZzeni koncentrace NADH a tim i na rychlost enzymové reakce.

A

340 A (nm)

2-oxoglutarat L-glutamat
ALT

7N

L-alanin pyruvat L-laktat

LD

NADH + H* NAD*
Optického testu lze vyuziti ke stanoveni aktivity enzymi, které nepatii mezi NAD(P)-dependentni
oxidoreduktasy. V tomto piipadé je produkt prvni reakce preménén v nasledné enzymové reakci,
ktera je katalyzovana NAD(P)-dependentni oxidoreduktasou.

Napf. enzymova aktivita alaninaminotransferasy (ALT) se stanovuje pomoci dvou sprazenych
reakci, kdy produkt prvni reakce pyruvat je v nasledné reakci katalyzované laktatdehydrogenasou
(LD) redukovan pomoci NADH na laktat.
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