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Stanoveni chloridii v biologickém materidlu a jeho vyznam
Abstrakt

U pacientll v kritickém stavu lze ocekavat vyznamné zmény koncentrace minerali a
acidobazické rovnovahy. Jednim ze stanovovanych analytl jsou chloridy. Ke stanoveni
koncentrace chloridi v plné krvi 1 v krevnim séru se nejcastéji uziva potenciometrie,
tedy chloridova iontové selektivni elektroda. Pfi stanoveni muze dojit k ovlivnéni
jinymi latkami pfitomnymi v krvi; nejvyznamnéjsi je interference hydrogenuhlicitant.

Na pracovisti Ustavu klinické biochemie a hematologie Fakultni nemocnice v Plzni
bylo od lofiského roku shromazdéno 260 vzorkl krve pacientli z jednotky intenzivni
péce L. interni kliniky Lékaiské fakulty UK a Fakultni nemocnice v Plzni. Soucasné
pouzivanymi metodami pro stanoveni chloridi v biologickych tekutinach v nich byla
zmétena koncentrace chlorida. Ziskané vysledky byly porovnany a vysvétleny mozné
interference hydrogenuhli¢itani u jednotlivych zplsobli méfeni. Za zakladni metodu
byla zvolena coulometrie, kdy hydrogenuhli¢itany neinterferuji. Zadny vliv
hydrogenuhli¢itanti nebyl zjistén pii stanoveni chloridi na pftistroji ABL835 FLEX
(Radiometer), pozitivni interference byla nalezena pii méfeni na pfistrojich GEM
Premier 4000 (Instrumentation Laboratory) a Cobas 8000 (Roche). Vliv
hydrogenuhli¢itani vSak nebyl v zadném piipad€¢ z hlediska interpretace vysledki

klinicky vyznamny.
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Determination of chlorides in biological material and its significance

Abstract

Significant changes in concentration of minerals and acid-base balance can be expected
in critically ill patients. Chlorides are one of the analytes to be determined. Currently
the measurement of chlorides in serum and blood samples is predominantly performed
by potentiometry with an ion-selective chloride electrode. During the determination of
chloride concentration some interferences by other substances in the blood can be
found. The most significant of them are interferences of bicarbonates. Since last year,
260 blood samples of patients from the Intensive Care Unit of the 1% Department of
Medicine in Faculty Hospital in Pilsen were collected in the Institute of Clinical
Biochemistry and Hematology in Faculty Hospital in Pilsen. Concentration of chlorides
in biological material was determined by the commonly used methods. The results were
compared and the possible interferences of bicarbonates were explained. Basic method
for determination of chlorides is coulometry where bicarbonates don't interfere. During
the measurement of chlorides on the ABL835 FLEX analyser (Radiometer) no
interferences were detected. During the measurement of chlorides on the GEM Premier
4000 (Instrumentation Laboratory) and Cobas 8000 analysers (Roche) interferences of
bicarbonates were found. Nevertheless, the effect of bicarbonates was not clinically
significant in interpreting the results.
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1. Uvod

Chloridy jsou nezastupitelnou slozkou naSeho organismu. Jejich celkovd zasoba
v organismu C¢ini kolem 30 mmol/kg télesné hmotnosti. Az z 88 % se vyskytuji
v extracelularni tekutin€, kde se podileji na osmotickém tlaku. Chloridy jsou velice
dilezité pro udrzeni acidobazické rovnovahy a tvorbu zaludecni $tavy. Do organismu se
dostavaji potravou ve formé chloridu sodného. Je velice dilezité udrzet ptesnou
koncentraci chloridti v krvi, jinak dochézi k rozvratu vnitiniho prostfedi organismu.
Koncentraci v mezich neni vZdy moZzné udrZet, vlivem nékterych pfic¢in dochézi k jeji
zvySeni nebo naopak snizeni. ZvySena koncentrace chloridi v krvi je nejcastéji
zpusobena nerovnovahou mezi jejich pfijmem a vydejem. Pficinou je selhani ledvin,
kdy jsou chloridy pfijimany, ale poruchou ledvin nemohou byt vylouceny. Dochézi tak

k jejich hromadéni v krvi.

SniZzenou koncentraci chloridii v séru nachdzime nejcastéji pfi nadmérnych ztratach
chloridi mimo mocovy trakt. Nejcastéjsi pri¢inou je dlouhodobé zvraceni, odsavani

kyselého obsahu Zaludku nebo nadmérné poceni.

V teoretické casti mé bakalaiské prace jsem popsala informace o metabolismu chloridi,
biologicky material, ve kterém je mozné chloridy stanovit. Metody, kterymi byly
chloridy méfeny v minulosti a pro¢ byly nahrazeny soucasnymi. Popsala jsem metody

soucasné, jejich vyhody a nevyhody.

V praktické c¢éasti jsem provedla stanoveni chloridd tfemi soucasné pouzivanymi
metodami. Porovnala jsem vysledky a vysvétlila mozné rozdily, které byly zptisobeny
interferencemi jinych iontl, zejména hydrogenuhli¢itani. Vysledky mohou pomoci
1ékatfim pfi hodnoceni vysledki u pacientl v kritickém stavu, u kterych jsou vyznamné

zmény koncentrace minerali a acidobazické rovnovahy.



2. Metabolismus chlorida

2.1 Distribuce chloridi v organismu, koncentrace v télesnych tekutinach

Zakladem vnitiniho prostiedi lidského téla je voda. Ve vode jsou rozpusStény mineraly,
ionty a ostatni slozky v koncentracich, které jsou v extracelularnim a intracelularnim

prostoru velice rozdilné (Jabor et al., 2008).

Celkova telesna voda tvoii asi 55 — 60 % celkové télesné hmotnosti lidského organismu.
Mnozstvi celkové télesné vody se v pribéhu zivota méni. Je zavislé na pohlavi, véku,
stavu hydratace a mnozstvi télesného tuku. Zeny maji niz§i podil celkové télesné vody
nez muzi, u novorozencu a kojencu piedstavuje celkova télesna voda az 75 %, zatimco
u star$ich lidi dochazi naopak k jejimu postupnému poklesu. U obéznich lidi nachazime

nizsi podil celkové télesné vody nez u hubenych (Breinek, Dastych et al., 2015).

Celkova telesna voda je v organismu rozlozena v podob¢ intracelularni tekutiny, ktera
zaujima ptiblizné 40 % celkové télesné hmotnosti organismu a v podobé extracelularni
tekutiny, ktera zaujima piiblizné 20 % celkové télesné hmotnosti organismu
(Obrazek 1). Asi z 15 % tvofi extracelularni tekutinu intersticidlni voda a z 5 %
intravaskularni voda. Dalsi slozkou celkové télesné vody v organismu je transcelularni
tekutina. Té se vSak za fyziologickych podminek tvofi velice malé mnozstvi.

Procentualné to muze byt 1 — 2 % celkové télesné vody (Kazda et al., 2012).

Celkova télesna voda 60 %

Intracelularni tekutina 40 % Extracelularni tekutina 20 %
\

| T |
Intersticialni voda 15 % Intravaskularni voda 5 % Transcelularni tekutina

Procenta z celkové télesné hmotnosti

Obrazek 1. Rozlozeni celkové télesné vody v organismu (zdroj: vlastni)



Chloridy jsou hlavnim aniontem extracelularni tekutiny. Celkova zasoba chlorid
v organismu dospélého ¢loveka predstavuje kolem 30 mmol/kg té€lesné hmotnosti.
Ptiblizn€é 88 % chloridii se nachéazi v extracelularni tekutiné a 12 % v intracelularni
tekutiné. Nejvice chloridi se vyskytuje v intersticialni vod¢, ktera je snadno pfistupna
plazmé; v pojivovych tkanich a kosti. Mén¢ pak v intravaskularni vodé a transcelularni

tekutin€ (Kaplan et al., 2003).

V extracelularni tekutiné je koncentrace chloridit v rozmezi 98 — 109 mmol/l. Vyssi
koncentraci chloridi nalezneme v intersticialni vodé, respektive v tkanovém moku
a vV mozkomiSnim moku, protoZe chloridy mohou volné prostupovat membranou
z plazmy do intersticialniho prostoru. Bilkoviny takovou moznost nemaji, a proto jsou
v intersticialni vod¢ ve sloupci aniont nahrazeny chloridy (Obrazek 2). V intracelularni
tekuting je koncentrace chloridi vyrazné nizsi. Pohybuje se v rozmezi 3 — 10 mmol/l.
V cervenych krvinkach je koncentrace o néco vyssi, pohybuje se kolem 15 mmol/l.
Vyssi koncentrace chloridi nez v plazmé muze byt také v moci. Nejvyssi koncentrace

chloridi je vsak v zalude¢ni $taveé (Racek, Rajdl et al., 2020).

200 Extraceluldrni tekutina - Intraceluldrnitekutina
ECT Na* cr
ICT
Plazma Intersticidlni tekutina HCOy
150
prot
-l
=
(=] K*
E cl
g 100 o
Na* Na*
epitel smis
i / fosfata
Transcelularni
HCO; tekutina
HCO; Mg,
K+\ prot’ K ’ Ca
0 ,—,l fostity, UA \ A fosfaty, UA \
kapilarni endotel bunééna membrana
osmolalita
(mmol/kg) 290 290 290

Obrazek 2. Slozeni tekutin v plazmé, intersticialni vod¢ a intracelularné (zdroj: Racek,

Rajdl et al., 2020)

Spolu se sodikem se chloridy podileji na osmotickém tlaku extracelularni tekutiny.
Chloridy jsou velice dilezit¢ pro udrzeni acidobazické rovnovahy. Pokud dojde

ke zméné koncentrace chloridi, dojde také vétSinou ke zméné koncentrace
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hydrogenuhli¢itand, a to tak, aby soucet koncentrace chloridi a hydrogenuhli¢itani byl
konstantni. ZvySeni  koncentrace chloridi vede ke snizeni koncentrace
hydrogenuhli¢itanti, coz mé za nasledek rozvoj metabolické acidozy. Naopak snizena
koncentrace chloridt je doprovazena vzestupem koncentrace hydrogenuhlicitant a vede
k rozvoji metabolické alkaldzy. Dalsi funkci chloridl je tvorba Zaludecni $tavy; jeji

dulezitou slozkou je kyselina chlorovodikova (Klener et al., 2006).

2.2 Prijem a vydej chlorida

Mnozstvi chloridl v organismu je zavislé na rovnovaze mezi jejich ptijmem a vydejem.
Chloridy jsou pfijimany potravou ve formé chloridu sodného. Piijem chloridi je zavisly
na mnozstvi a typu potravy. Za normdlnich okolnosti by mél primérny dospély ¢lovék

ptijmout kolem 50 — 200 mmol chloridi za den (Kaplan et al., 2003).

Chloridy se do organismu dostavaji spolecné¢ se sodikem v tzv. ekvimolarnim mnozstvi,
respektive ve stejném molarnim mnozstvi. Ztraty by tedy mély byt za fyziologickych
podminek stejné u obou iontl. Vydej chloridli je mozny tfemi riznymi cestami —
mocovym traktem, gastrointestindlnim traktem a kiZi. Za fyziologickych podminek by
mélo byt moc¢i denné vylouceno 120 — 240 mmol jak chloridd, tak sodiku. Stolici se
vylucuje 10 mmol za den a potem 10 — 80 mmol za den. Musi se brat v ivahu, Ze vyde;j

chloridii je zavisly na jejich ptijmu v potravé. (Zima, 2007).

Za patologickych stavi muze dochazet k nadmérnému vylu¢ovani chloridi moci
pfi nadmérném uzivani nékterych diuretik nebo pfi snizené funkci nadledvin. Travicim
ustrojim to mize byt pii dlouhodobém zvraceni nebo odsavanim zaludecni Stavy.
Vzéacné€ se chloridy ztraceji stolici. Spole¢né se sodikem se muze denné vyloudit

az 100 mmol chlorida v potu (Racek et al., 2006).

Pokud dojde k nadmérnym ztratam chloridti v podobé moce a Zalude¢ni $t'avy, muze

dojit k rozvoji tzv. metabolické hypochloremické alkalozy (Racek et al., 2006).

2.3 Zmény koncentrace chloridi v plazmé

2.3.1 VztahNa'aCl”

vvvvvv

tekutiny. Proto je vzdy velice dulezité porovndvat koncentraci chloridii v séru
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s koncentraci sodiku v séru. Pokud jsou néjaké zmény v koncentraci chloridl, vétSinou
jsou soubézné¢ zmény v koncentraci sodiku. Chloridy tedy neposuzujeme
k referenénimu rozmezi, ale ke koncentraci sodiku jako chloridy korigované. To je
takova koncentrace chloridi, kterou by mél pacient pii fyziologické koncentraci sodiku.
Veétsinou se koriguji ke koncentraci sodiku 140 mmol/l. Korigované chloridy ndm
pomohou v posouzeni metabolické poruchy acidobazické rovnovahy, napiiklad
k posouzeni pfitomnosti metabolické hyperchloremické acidézy nebo metabolické

hypochloremické alkalozy. Vypoditaji se podle rovnice:

140
Na*

Cly,, = Cl™

+ — r . . .y v v r 4 v 7 . H
Na" a CI” v této rovnici znamenaji méfené koncentrace prislusného iontu. Pokud je
koncentrace chloridll v referenénim rozmezi, mohou se korigované chloridy vypocitat

jako rozdil sodnych kationtti a chloridovych anionti (Jabor et al., 2008).

Pokud jsou korigované chloridy v referencnim rozmezi, lze vyloucit metabolickou
poruchu acidobazické rovnovahy; ke zménam koncentrace chloridu spolu s koncentraci

sodiku miize dochazet napiiklad pii zménach hydratace nebo u centralnich poruch

(Racek, Rajdl et al., 2020).

2.3.2 Hyperchloridémie

Nejcastéjsi pric¢inou zvysené koncentrace chloridll v séru je snizené vylucovani chlorida
moci pii selhani ledvin. Dochazi tak v organismu nejen k zadrzovani chloridd, ale také
anionti dalSich kyselin, jako jsou sulfity nebo fosfaty. To zpisobuje rozvoj renalni

metabolické acidozy (Dastych a Kralikova, 2014).

Dalsi pfic¢inou muze byt nadmérny ptijem chloridd. Ten je spojen s jejich snizenym
vylu¢ovanim, tedy také pii poruSe funkce ledvin. Chloridy jsou do organismu
pfijimany, ale nedochazi k jejich vyluCovani. Je poruSena rovnovdha mezi pfijmem a
vydejem chloridii. Nadbytek chloridl se do organismu dostane nejen potravou v podobé
chloridu sodného, ale také s infuzi izotonického roztoku chloridu sodného (Racek, Rajdl
et al., 2020).

K zvysené koncentraci chloridii v séru mtize také dochazet u pacientti, kteti jsou 1éceni

inhibitorem karboanhydrazy (acetazolamid) nebo u pacientli, u nichz doslo k rendlni
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tubularni acidoze. Za téchto okolnosti je poruSena resorpce hydrogenuhli¢itanii a misto

nich se vstiebavaji chloridy spolu se sodikem (Jabor et al., 2008).

V neposledni fad¢ se mezi pii¢iny zvySené koncentrace chloridi v séru mize zatadit
dehydratace organismu spojena s t€Zkymi prijmy nebo respira¢ni alkaldéza zplisobena
chronickou hyperventilaci pifi horec¢kach nebo onemocnénich centralni nervové

soustavy (Levkova, 2005).

Dalsi pfic¢inou mohou byt geneticky podminéné choroby. Muze se jednat o centralni

diabetes insipidus nebo nefrogenni diabetes insipidus (Datovy standard MZ CR, 2019).

Ptiznaky zvySené koncentrace chloridi nejsou piesné definované, mize se projevovat

podrazdénosti (Datovy standard MZ CR, 2019).

2.3.3 Hypochloridémie

Snizenou koncentraci chloridii v séru nachdzime pii nadmérnych ztratach chlorid
mimo mocovy trakt. Nejcast&jsi pfi¢inou je dlouhodobé zvraceni, odsavani kyselého

obsahu Zaludku nebo nadmérné poceni (Datovy standard MZ CR, 2019).

Dalsi pricinou nizké koncentrace chloridi v séru jsou rendlni ztraty u nelécené
diabetické ketoacidozy, respiracni acidozy, pti uzivani diuretik jako jsou thiazidy nebo
furosemid. Soucasné dochdzi ke ztratdm sodnych a draselnych kationtli, avSak ztraty

chloridu jsou vétsi (Jabor et al., 2008).

wrwe

Jednd se o tzv. Barttertiv syndrom, pii némz dochazi k dédicnému defektu transportu
chloridii v ascendentni ¢asti Henleho klicky. Mezi laboratorni znamky tohoto
onemocnéni patfi ztrata chloridi moci, snizend koncentrace drasliku v séru a
metabolickd alkal6za. Podobné piiznaky mlzeme nalézt u opakujiciho se zvraceni ¢i
zneuzivani laxativ u pacientek s mentalni anorexii. Rozdil je ve ztraté¢ chloridii moci,

kdy u Bartterova syndromu je ztrata chloridit moci vétsi (Racek et al., 2006).

Dalsi pfic¢inou jsou hormonalni zmény. Muze se jednat o Addisonovu chorobu, jejiz
podstatou je snizena funkce ktry nadledvin. Dusledkem je snizovani tvorby piislusnych

hormoni — kortizolu a aldosteronu (Datovy standard MZ CR, 2019).
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Dale mohou nastat poruchy hydratace nebo chronicka hyperkapnie, pfi které nedochazi

k dopliovani vody s obsahem mineral (Levkova, 2005).

Snizend koncentrace chloridi v séru muze byt zplsobena nedostateCnym piijmem

chloridil v potravé. PFi¢inou miize byt zcela neslana dieta (Datovy standard MZ CR,

2019).

Mezi hlavni pfiznaky snizené koncentrace chlorid patfi letargie a slabost.
Metabolickym pfiznakem je hypochloremicka alkaléza (Datovy standard MZ CR,
2019).

Lécba spociva ve zjisténi zdroje snizené koncentrace a nasledné terapie podle pticiny

(Jabor et al., 2008).
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3. Biologicky material ke stanoveni chloridii

Koncentraci chloridi 1ze méfit v riznych biologickych materidlech. Stanovuji se v séru
nebo plazmé, plné krvi, moc¢i a potu. Chloridy se v laboratofi stanovuji nepietrzité.
Pfi rutinnim pozadavku je odezva laboratoie do 24 hodin od pfijeti vzorku
do laboratote, pii vySetfeni statim do 2 hodin. Vyjimkou je vySetieni chloridi v potu,
které se provadi pouze v pracovnich dnech (UKBH FN Plzen, cit. 2019-10-28).

3.1 Sérum/plazma

Ke stanoveni koncentrace chloridi v plazmé se pouzivaji zkumavky, které obsahuji
protisrazlivé ¢inidlo (Obrazek 3). NejCastéji se vyuziva heparinat lithny. Heparinova
plazma je preferovanym materidlem v rutinnich laboratotfich. Vyhodou je moZnost
véasného zpracovani materialu v naléhavych situacich (statimova vysetieni), kdy krev
neni potieba nechat se srazet pti pokojové teploté¢ 30 minut. B€hem analyzy nedochézi

ke srazeni krve a vétSinou tak neni potieba nasledné vySetieni opakovat (Cibi¢ek, Vacek
et al., 2014).

Zkumavka s protisrazlivym ¢inidlem

Plazma s obsahem srazecich faktort

Gel

Krevni srazenina

Nesrazend plna krev

Obrazek 3. Krevni plazma (zdroj: vlastni)
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Ke stanoveni koncentrace chloridii v séru neni potfeba zadné protisrazlivé ¢inidlo
(Obrazek 4). Krev se musi nechat pied odstfedénim srazet pii pokojové teploté

30 minut, u pacientu s antikoagula¢ni 1é¢bou 60 minut (Cibi¢ek, Vacek et al., 2014).

Zkumavka bez protisrazlivého ¢inidla

Srazena plna krev (30 minut)
Sérum
Gel

Krevni srazenina

Obrézek 4. Krevni sérum (zdroj: vlastni)

Po odstfedéni jsou chloridy v séru a plazmé stabilni ptfi +20 az +25 °C 8 hodin, pti +4
az +8 °C 2 tydny a pifi —20 °C az 1 rok. Koncentrace chloridii v séru bez lacnéni miiZze

byt nepatrné nizsi nez pii odbéru na la¢no. (Datovy standard MZ CR, 2019).

Vyznamné ovlivnéni vysledku hemolyzou nenastava, protoZe koncentrace chloridi

v ¢ervenych krvinkach je vyrazné nizsi nez v plazmé ¢i séru (Burtis et al., 2008).

3.2 Plna krev

Ke stanoveni koncentrace chloridii v plné krvi je nutné pouzit specidlni stiikacky,
sklenéné nebo plastové kapilary s pfidavkem balancovaného heparinatu lithného
(Obrazek 5). Odbérové nadobky by mély byt uchovany pii teploté tajiciho ledu az
do doby transportu (UKBH FN Plzen, cit. 2019-10-28).

i ¢

Obrazek 5. Plastova kapildra, kapilara AK-fix a stfikacka Radiometer (zdroj: vlastni)
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3.3 Mo¢

Stanoveni koncentrace chloridi v moc¢i se vyuziva predevsim k vypoctu odpadu
chloridii v moci za 24 hodin nebo k vypoctu frakéni exkrece chloridi. Odbér se provadi
do mocovych zkumavek (Obrazek 6). Ke stanoveni chloridi se pouziva jednorazova
moc¢ odebrand rano, kdykoliv béhem dne, sbér moce nad 4 hodiny, popiipadé sbér moce

24 hodin bez ptidani ¢inidel k tipravé mo¢e (UKBH FN Plzen, cit. 2019-10-29).

Obrazek 6. Mocova zkumavka Vacuette s kulatym dnem (zdroj: vlastni)

Hodnoceni koncentrace chloridi v mo¢i ma vyznam pro odliSeni dvou hlavnich typt
metabolické alkalozy. U metabolické alkalozy, ktera reaguje na 1é¢bu chloridy a ktera je
zpusobena velkymi ztratami chloridd moc¢i nebo travicim traktem, byva koncentrace
chloridit v mo¢i < 20 mmol/l. Naproti tomu metabolicka alkaldza, nereagujici na dodani
chloridii, zplisobend hyperaldosteronismem, ma koncentraci chloridd v moc¢i vyssi

(Racek, Rajdl et al., 2020).

Stabilita chloridii v mo¢i je niz8i nez v séru a plazmé, pii teploté +20 az +25 °C ma
stabilitu 2 hodiny a pfi teploté +4 az +8 °C 24 hodin. Pokud by mo¢ byla potfeba méfit
v pozd¢jsi dobé, je nutné ji okyselit a ulozit do lednice. To se vSak pii nékterych

vysetteni nedoporuéuje (Datovy standard MZ CR, 2019).
3.3.1 Odpad za 24 hodin

Stanoveni koncentrace chloridi v moci slouzi k vypoctu jejich odpadu za 24 hodin.
Tento vypocet slouzi predevsim k zhodnoceni denni bilance chloridu, tj. zda je
v rovnovaze jejich piijem a vydej. K vypoctu je potieba znat presné mnozstvi sbirané
moce a dobu sbéru, ktera by méla byt 24 hodin. Vysledek je vydavan v mmol/d
(Tabulka 1), referen¢ni rozmezi je rozdilné podle véku a zavisi na piijmu chloridd

(Dolezalova et al., 1995).
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Tabulka 1. Referen¢ni rozmezi chloridii v modi

Vek Referenéni rozmezi
0-1 rok 2-10 mmol/d

1-7 let 20-70 mmol/d
7-14 let 50-130 mmol/d

> 14 let 120-240 mmol/d

Zdroj: vlastni

Odpad chlorida se vypo¢ita podle rovnice:

fucl=UClL-V
kde, U Cl....... koncentrace chloridii v mo¢i v mmol/I
Vo objem sbirané¢ moce za 24 hodin.

Nevyhodou je nékdy Spatny sbér moce, pouziti ptipadnych Cisticich prostfedk nebo

&inidel na upravu mo¢e (UKBH FN Plzen, cit. 2019-10-29).

3.3.2 Frakéni exkrece chloridi

K diferencialni diagnostice hyperchloridémie a hypochloridémie se kromé stanoveni
v séru nebo plazmé pouziva také stanoveni v moci, které slouzi predevsim k vypoctu
frakéni exkrece chloridi v moc¢i. K tomuto vypoctu je potieba stanovit koncentraci
kreatininu a chlorid v mo¢i a zaroven v séru nebo plazmé. Koncentraci v moci je
mozné stanovit z ndhodného vzorku moce nebo ze sbirané¢ho vzorku moce. Doba sbéru
by méla byt nad 4 hodiny. Celkové mnozstvi vylouc¢ené moce neni k vypoctu potieba.
Vysledek je vydavan v procentech, referencni rozmezi je pak 0,3 — 2 %. Frakéni

exkrece chloridl se vypocita podle vzorce:

UCl-S/P kreat.

FECL= o b el U krear,
KAE, U Cl oo koncentrace chloridt v mo¢i v mmol/I
SIPCl oo koncentrace chloridii v séru nebo plazmé v mmol/l
U KIeat. .....ooviiiieiceceeeee koncentrace kreatininu v mo¢i v umol/Il
S/P kreat. ......... koncentrace kreatininu v séru nebo plazmé v pmol/l (Jabor et al., 2008).

18



3.4 Pot

Pot je moZzné odebrat ze zad, predlokti nebo podpazi. Odbér je mozny do zvaZeného

filtracniho papiru v plastové nadobce (Obrazek 7) nebo castéji rovnou do komercéné

dostupné plastové kapilary (Obrazek 8). Z filtratniho papiru se chloridy eluuji
destilovanou vodou (UKBH FN Plzeti, cit. 2019-10-29).

Obrazek 8. Plastova kapilara Macroduct Sweat Collection System (zdroj: vlastni)
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4. Metody stanoveni chloridi

4.1 Metody historické, jiz neuzivané

4.1.1 Argentometricka titrace

Metoda byla zalozena na reakci chloridovych iontd s ionty stfibrnymi: vznika

nerozpustny a tedy i nedisociovany chlorid stfibrny:
Ag*t + Cl~ - AgCl

Jako indikator se ptidavalo nékolik kapek roztoku chromanu draselného (Thomas,
1998); jakmile byly spotfebovany viechny chloridové ionty na reakci s Ag’, reagovaly
prebyteéné Ag” ionty s chromanovymi anionty za vzniku ervené zbarveného chromanu

rtutnatého:
2Ag* +Cro;~ - Ag,Cro,
K nevyhodam stanoveni patfilo:

e subjektivni hodnoceni bodu ekvivalence;

e zdlouhava prace;

e nemoznost automatizace;

e obtizné hodnoceni bodu ekvivalence;

e roztok dusi¢nanu stiibrného po styku s organickymi latkami dava cerné

zabarveni (Thomas, 1998).

Pro dvé posledni nevyhody se v praxi vice rozsifilo stanoveni chloridd

merkurimetrickou titraci.

4.1.2 Merkurimetrickda titrace

Princip byl podobny jako u ptedchozi metody. Chloridové ionty zde reagovaly s ionty

rtutnatymi a vznikl sice rozpustny, ale nedisociovany chlorid rtut'naty:

Hg?* +2Cl™ - HgCl,
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Titra¢ni roztok byl roztokem dusi¢nanu rtutnatého; ten je rozpustny a velmi dobie
disociovany — obsahuje tedy ionty rtutnaté. Indikatorem byl difenylkarbazon, ktery

s ionty rtutnatymi dava rizové fialové zabarveni (Thomas, 1998).

Bod ekvivalence se tedy projevil rizovym zabarvenim, které poskytly prvé volné
rtutnaté ionty s indikatorem. Indikator byl pfidavan bud’ rozpustény v metanolu, ktery
se smisil s titrovanym vzorkem; rizoveé zbarveny byl cely obsah titra¢ni baiiky. Druhou
variantou byl piidavek nékolika kapek roztoku difenylkarbazonu v chloroformu.
ProtoZe se chloroform s vodnymi roztoky nemisi a ma hustotu vyssi nez titrovana smés,
zustala kapka chloroformu s indikatorem na dn¢ titracni bainiky. RiZové zbarveni bylo
pozorovano jen v chloroformové fazi; toto uspoiadani bylo citlivéjsi nez pii rozpusténi

indikatoru v metanolu (Kovag et al., 1986).

Stanoveni chloridii merkurimetrickou titraci mélo celou fadu nevyhod, piesto se vSak
jesté v sedmdesatych letech minulého stoleti uzivalo v klinicko-biochemickych
laboratofich; soupravy pro stanoveni chloridi merkurimetrickou titraci vyrabé¢la
napt. firma Lachema Brno. K nevyhodam, které byly pti¢inou opusténi metody, patiilo

predevsim:

e subjektivni hodnoceni bodu ekvivalence;

e zdlouhava prace;

e nemoznost automatizace;

e prace s jedovatymi Cinidly; jedovaté bylo jak titra¢ni Cinidlo (obsahu rozpustné

rtut’naté slouceniny), tak indikator (metanol, chloroform) (Kovac et al., 1986).

4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni

Subjektivni a zdlouhavé titracni metody byly nahrazeny spektrofotometrickym
stanovenim chloridi. V praxi se rozsifily dvé metody; firma Lachema Brno vyrabéla
soupravy zalozené na dvou principech. Obé metody vychdzely z vysoké afinity
chloridovych ionti K iontim rtutnatym. I kdyz byly popsany i jiné metody
spektrofotometrického stanoveni chloridl, v naSich laboratotich se neuplatnily (Kovac

et al., 1986).
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4.1.3.1 Stanoveni chloridu s thiokyanatanem rtutnatym

Tato metoda byla pied zavedenim potenciometrické metody stanoveni chloridi velmi
rozsifena, laboratofe v Ceskoslovensku obvykle uZivaly soupravy Chloridy
fotometricky od firmy Lachema Brno. Krom¢ objektivniho méfeni absorbance byla

1 moznost automatizace analyzy (Kovac et al., 1986).

Cinidlo obsahovalo rozpustny, ale nedisociovany thiokyanatan (rhodanid) rtutnaty.
Chloridové ionty z této slouceniny vytésnily thiokyanatanové anionty — jejich afinita

K rtutnatym iontim byla vyrazné vyssi nez tomu bylo u iontt thiokyanatanovych:
Hg(SCN), +2Cl™ - HgCl, +2SCN~

Protoze thiokyanatanové ionty jsou bezbarvé, bylo tieba doplnit indikacni reakci

(Ashwood a Burtis, 1999).

Cinidlo kromé& thiokyanatanu rtutnatého obsahovalo i dusi¢nan Zelezity; ionty Fe**
davaji s ionty SCN™ intenzivné ¢ervené zabarveni thiokyanatanu Zelezitého (Ashwood a

Burtis, 1999); jeho intenzita byla métena spektrofotometricky pii vinové délce 480 nm:
3SCN™~ + Fe3t — Fe(SCN);4

Jakkoliv byla tato metoda rozSifena v praxi, po sestrojeni vhodnych a dostate¢né
stabilnich iontové selektivnich elektrod citlivych na chloridové ionty byla pomérné

rychle opusténa. Diivodem bylo mnoZstvi nevyhod, které se v praxi ukazaly:

e opét jedovaté Cinidlo obsahujici rtut’;

e nelinearni zavislost mezi koncentraci chloridii a méfenou absorbanci; toto se
projevilo zeyjména pii méfeni koncentrace chloridit v moci, kde se ocekdvana
koncentrace pohybuje v Sirokém rozmezi (od jednotek az po vice
nez 100 mmol/l);

e u pacientii uzivajicich jako 1€k derivaty kyseliny salicylové (zejména kyselinu
acetylsalicylovou — Aspirin, Anopyrin) se mohla vyskytnout pozitivni chyba,
dand interferenci kyseliny salicylové zejména v moci, kde se koncentruje: s
ionty Fe3* totiz poskytuje intenzivné fialové zabarventi;

e posledni nevyhoda se projevila u analyzatord uzivajicich kyvety z plastu:
thiokyanatan zelezity barvil povrch kyvet a ty bylo nutno ¢asto ménit (Fischer a
Chromy, 2000).

22



4.1.3.2 Stanoveni chloridi s chloranilanem rtutnatym

Cinidlem byl chloranilan rtutnaty; tato slou¢enina je ve vodé nerozpustnd, musela byt
tedy pfipravena jemna suspenze ¢inidla. Po pfidani vzorku biologického materidlu (séra,
moci) bylo tfeba roztok intenzivné tfepat, aby suspenze nesedimentovala. Chloridové
ionty s rtuti obsazenou V ¢inidle vytvotily rozpustny, nedisociovany a bezbarvy chlorid
rtutnaty; z Cinidla se do roztoku uvolnila kyselina chloranilovd. Ta byla rozpustna
ve vodé a méla fialové zabarveni (Stern et al., 2011). Jeho intenzita byla méfena
spektrofotometricky pfi vlnové délce 500 nm, hodnota absorbance byla tmérna

koncentraci chloridi:
chloranilan rtutnaty + 2 Cl™ — kyselina chloranilova + HgCl,

Vyhodou metody bylo objektivni méfeni na spektrofotometru. I zde vSak byly

nevyhody, pro které se metoda pftili§ nerozsitila:

e jedovaté ¢inidlo obsahujici rtut’;
e nutnost tiepani béhem inkubace, coz znemoznilo automatizaci metody (Fischer a

Chromy, 2000).

4.2 Metody uzivané v praxi

Metody titracni a spektrofotometrické jsou v dnesni dobé nahrazeny metodami, které
merkurimetrickou titraci se opustilo z divodu urcitych odchylek, které mohly nastat
subjektivnim odhadem barevného prechodu indikatoru. U spektrofotometrického
stanoveni bylo divodem mensi reprodukovatelnost a dal§i nevyhody, uvedené

v podkapitole 4.1.3 (Kovag et al., 1986).

Ke stanoveni chloridi v télesnych tekutindch se uziva nékolik metod zalozenych
na odlisném principu. Dilezité je, aby poskytly stejné vysledky. Vyuziva se méteni
na principu pfimé a nepiimé potenciometrie a coulometrie. V praxi se nejc¢astéji pouziva
stanoveni na principu nepiimé potenciometric na rutinnich biochemickych
analyzatorech a pfimé potenciometriec na analyzatorech acidobazické rovnovahy.
Coulometricky se stanovuji chloridy v potu predevsim u détskych pacientii, u nichz je

podezieni na onemocnéni cystickou fibrozou (Breinek, Dastych et al., 2015).
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4.2.1 Potenciometrie (ISE)

Potenciometrie je elektrochemicka metoda, ktera vyuziva ke stanoveni chloridd,
ale i jinych iontl jako napiiklad sodnych a draselnych, iontové selektivni elektrody.
Principem je méfeni rozdilu potencialu (napéti) pomoci milivoltmetru mezi dvéma
elektrodami, které jsou ponofeny do stanovovaného vzorku. Jedna z elektrod je
referencni (srovnavaci), kterd ma staly potencial, neméni se vlivem riizné koncentrace
meéfené latky. Druha z elektrod je méfici (indikacéni), jeji potencial se méni v zavislosti
na koncentraci méfenych iontd ve vzorku. Mgfici elektroda je vybavena iontové

selektivni membranou, ktera je propustna pro iont, ktery chceme méfit (Klouda, 2003).

Nejcasteji pouzivanou referencni elektrodou pro stanoveni chloridl je argentchloridova
elektroda (Obrazek 9), ktera je tvofena stfibrnou tyCinkou. Tato tyCinka je pokryta
chloridem stfibrnym a uzaviena v elektrodovém obalu, jehoZ spodni Cast je uzaviena
membranou. Ten je vyplnén roztokem HCOONa o koncentraci 4 mmol/l a pH 5,5.
Zajist'uje tak vodivé spojeni se vzorkem (SOP UKBH FN Plzet, cit. 2019-11-08).

Obrazek 9. Argentchloridova elektroda na analyzdtoru acidobazické rovnovahy a
krevnich plyni ABL835 Flex firmy Radiometer a na analyzitoru Cobas 8000 firmy

Roche (zdroj: vlastni)

Jako méfici elektroda se ke stanoveni chloridii pouziva chloridova elektroda (Obrazek
10). Je to iontové selektivni elektroda, ktera vyuZziva iontové selektivni membrany
propustné pro chloridové anionty. Obsahuje senzor, ktery mé v sob¢ ulozené chloridové
ionty. Ten je ulozen v obalu, ktery ma ve spodni ¢asti celofanovou membranu, ktera
ho chrani pfed kontaminaci krvi. V obalu je elektrolyt o znamé koncentraci

chloridovych iontii. Tim, Ze se ponoii do analyzované¢ho vzorku, dojde ke vzniku
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potencidlu, ktery je pifimo Umérny rozdilu koncentraci chloridd v elektrolytu a

analyzovaném vzorku (SOP UKBH FN Plzeti, cit. 2019-11-20).

Obrazek 10. Chloridova elektroda na analyzatoru acidobazické rovnovahy a krevnich
plynt ABL835 Flex firmy Radiometer a na analyzatoru Cobas 8000 firmy Roche

(zdroj: vlastni)
4.2.1.1 Prima potenciometrie

Jednim z moZnych zpiisobuji stanoveni chloridii je pfima potenciometrie. Tato metoda
nevyuziva k méfeni iontt fedéni vzorku. Chloridy se méfi na analyzatorech, uréenych
pro mé&feni krevnich plynii, acidobazické rovnovahy, minerald (Na*, K*, CI” a Ca®") a
substratl (zejména glukoza a laktat). Iontové selektivni elektrody nejsou moc nachylné
na interference. Vyjimkou jsou vSak chloridy, u nichZ mohou nékteré nastat. lIontové
selektivni membrana muze propustit kromé chloridi také jiné anionty, muizou to byt
ionty hydrogenuhli¢itanové, bromidové, popfipadé i jodidové. Nejvétsi klinicky vyznam
muze byt u extrémnich hodnot hydrogenuhli¢itanovych iontl, které membranou
proniknou spolu s chloridy; muze to ovlivnit vysledek stanoveni chloridi. Bromidy a
jodidy se ve vyznamné koncentraci v biologickém materialu nevyskytuji, proto je jejich
vliv zanedbatelny. Nékteré analyzatory krevnich plynt koriguji koncentraci chloridi
podle koncentrace hydrogenuhlicitanti, aby byl vysledek spravny (Racek, Rajdl et al.,
2020).

4.2.1.2 Neprima potenciometrie

Dalsi zplisob méteni chloridi je nepiima potenciometrie. Ta oproti pfimé potenciometrii

vyuziva fedéni vzorku. Toto fedéni mize byt i vyssi nez 1 : 200. Tento zpisob méfeni
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vyuzivaji biochemické automatické analyzatory, na kterych se denné méii veliké

mnozstvi chlorida (Racek, Rajdl et al., 2020).

Obecné piima a nepiima potenciometrie vydava stejné vysledky. Mohou zde vsak byt
néjaké odchylky. Mlze to nastat ve vzorcich, jejichz obsah pevné slozky plazmy je

vyrazné odlisny, nez je obvykle (Racek, Rajdl et al., 2020).

U pacientd s vysokou koncentraci lipida (triacylglyceroly > 20 mmol/l) nebo bilkovin
(celkova bilkovina > 100 g/l) u nepfimého méteni pomoci iontove selektivnich elektrod
na automatickém biochemickém analyzatoru dochazi k faleSnému snizeni koncentrace
chloridii v séru, k tzv. pseudohypochloridémii. K interferencim nedochazi pii méteni
na analyzatorech acidobazické rovnovahy nebo POCT analyzatorech, které jsou
zalozené na piimé potenciometrii, protoZze zde nedochazi k fedéni vzorku. V praxi se
tedy pii koncentracich triacylglyceroli > 20 mmol/l a celkové bilkoviny > 100 g/l
premétuji chloridy spolecné se sodikem a draslikem na analyzatorech acidobazické
rovnovahy; tyto vysledky se vydaji do laboratorniho informacniho systému a posléze se

prenesou do nemocni¢niho informaéniho systému (UKBH FN Plzed, cit. 2019-12-05).

Naopak Kk falesnému zvySeni koncentrace chloridi v séru, k tzv.
pseudohyperchloridémii dochézi u pacientl s nizkou koncentraci bilkovin (celkova
bilkovina < 40 g/l) pii nepfimém meéfeni pomoci iontoveé selektivnich elektrod

na automatickém biochemickém analyzatoru (UKBH FN Plze#, cit. 2019-12-05).

4.2.2 Coulometrie

Coulometrie je elektrochemickd metoda, ktera je zaloZena na principu titrace. Stiibrné
ionty nejsou k titraci chloridovych iontl pfidavany jako obvykle ve formé& roztoku,
ale jsou soucasti stiibrné elektrody, ze které jsou pomoci elektrického proudu
uvolnovany (Obrazek 11). Sttibrné ionty reaguji s chloridovymi ionty za vzniku
nerozpustného chloridu stfibrného. Pfi stalém proudu a znamém mnozstvi vzorku je

koncentrace chloridii pfimo umérna ¢asu pottebnému k tiplnému vytitrovani (Dastych et
al., 2014).

Agt + Cl~ - AgCl

Stanoveni se provadi v kyselém prostiedi, protoze kyseliny zajist'uji dobrou elektrickou

vodivost. Chloridy jsou méfeny v kyselém pufru, ktery je tvofen kyselinou octovou ¢i
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kyselinou dusicnou nebo jejich smési. Pufr je obohacen o Zelatinu nebo

polyvinylalkohol, které zlepsuji reprodukovatelnost analyzy (Ashwood a Burtis, 1999).

Béhem analyzy koncentrace chloridd jsou uvadény urcité odchylky u vzorkl bohatych
na bilkoviny, jejichz pfi€inou je reakce stiibrnych iontd s thiolovou skupinou bilkovin

(Ashwood a Burtis, 1999).

K pfesnému stanoveni koncentrace chloridi je rozhodujici pravidelnd udrzba.
Pravidelné se sleduji exspirace referen¢niho kontrolniho materialu, pufru i standardu.
Stiibrné elektroda ma tendenci se zkracovat vlivem uvolnovani stiibrnych iontt, proto

je potieba ji nepfetrzité kontrolovat (Ashwood a Burtis, 1999).

Stibma elektroda

Obrazek 11. Stiibrnd elektroda na analyzatoru Chloridometr Sherwood 926S (typ
Clinical Chloride Meter 926S) (zdroj: vlastni)
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5. Cil prace

V praktické casti prace jsou popsany soucasné metody stanoveni chloridl, uzivané
ve Fakultni nemocnici vV Plzni a porovnany jejich vysledky na souboru pacientt
Fakultni nemocnice v Plzni. Protoze se v literatufe popisuje interference
hydrogenuhli¢itani pfi stanoveni koncentrace chloridii pomoci iontové selektivnich
elektrod, rozhodli jsme se ovéfit jejich vliv na rizné zpisoby stanoveni chloridt; jako

referenni metodu jsme zvolili coulometrii, kde hydrogenuhli¢itany neinterferuji.

Stanoveni chloridi bylo provedeno pfimou a nepfimou potenciometrii a coulometrii.
Soucasné se stanovenim chloridii byla ve vSech vzorcich krevniho séra stanovena
koncentrace celkové bilkoviny (s biuretovym cCinidlem) a triacylglycerolti (enzymové
stanoveni) za pomoci souprav firmy Roche na analyzatoru Cobas 8000 od téze firmy.
Vytazeny byly vzorky s vysledky mimo referen¢ni rozmezi, aby byl vyloucen vliv
patologické proteinémie a lipémie na rozdil mezi stanovenim chloridli pfimou a

nepiimou potenciometrii.

Dale byla ve vSech wvzorcich stanovena koncentrace hydrogenuhli¢itant
spektrofotometricky pomoci soupravy firmy Roche na analyzatoru Cobas c501 téze

firmy.
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6. Metodika

6.1 Soubor pacienti

Stanoveni chlorid bylo provedeno v krvi respektive krevnim séru 260 pacientd,
hospitalizovanych na jednotce intenzivni pé€e 1. interni kliniky Lékatské fakulty UK a
Fakultni nemocnice v Plzni od cervna do fijna 2019. Pacienti méli rizné poruchy
acidobazické rovnovahy, a tedy i hladinu hydrogenuhli¢itani jakoZto potencidlné

interferujicich iontd.

6.2 Uzité metody stanoveni chloridi

Ke stanoveni chloridd byly pouzity tyto metody: pfima potenciometrie na dvou typech
piistroji (jako vzorek slouzila plnad krev odebrana do heparinatu lithného), nepiima
potenciometrie (fedéné krevni sérum) a coulometrie (krevni sérum). Méfeni probihalo

na nasledujicich piistrojich:

e analyzatoru acidobazické rovnovahy a krevnich plyni ABL835 FLEX od firmy
Radiometer (pfima potenciometrie);

e analyzatoru GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation Laboratory (pfima
potenciometrie);

e analyzatoru Cobas 8000 od firmy Roche (neptimé potenciometrie);

e chloridometru Sherwood, typ Clinical Chloride Meter 926S (coulometrie).

6.2.1 Prima potenciometrie

Méfeni chloridl p¥imou potenciometrii se provadélo na Ustavu klinické biochemie a
hematologie ve Fakultni nemocnici v Plzni na analyzitoru acidobazické rovnovahy
a krevnich plyni ABL835 FLEX od firmy Radiometer (Obrazek 12) a na jednotce
intenzivni péée 1. interni kliniky Lékatské fakulty UK a Fakultni nemocnice v Plzni

na analyzatoru GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation Laboratory (Obrazek 13).
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Dotykové obrazovka

Modul pH/krevni
plyny

Elektrolyty/Metabolity
modul

Tiskarna

Vstup pro kapilary

Vstup pro stiikacku

Cistici roztok

Odpadni nadoba
i roztok

Kalibraéni roztok 2

Ctecka arovych kodi Kalibra¢ni roztok 1

AutoCheck modul

Obrazek 12. Analyzator acidobazické rovnovahy a krevnich plyni ABL835 FLEX
od firmy Radiometer (zdroj: vlastni)

Dotykova obrazovka

Dvitka zasobniku

Testovaci plocha

Obrazek 13. Analyzator GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation Laboratory

(zdroj: vlastni)

6.2.2 Nepiimad potenciometrie

Mgéfeni chloridii nepfimou potenciometrii se provadélo na Ustavu klinické biochemie a
hematologie ve Fakultni nemocnici v Plzni na analyzatoru Cobas 8000 od firmy Roche
(Obrazek 14).
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ISE modul

Obrazek 14. Analyzator Cobas 8000 od firmy Roche (zdroj: vlastni)
6.2.3 Coulometrie
Méfeni chloridii coulometricky se provadélo na Ustavu klinické biochemie a

hematologie ve Fakultni nemocnici v Plzni na chloridometru firmy Sherwood, typ
Clinical Chloride Meter 926S (Obrazek 15).

Indikitor zapojeni do elektrické site

Signalizace pro vymeénu pufru

Digitélni ukazatel (mmol/l)

Tlatitko titrace

Tlacitko

Tlatitko objemu

Obrazek 15. Chloridometr firmy Sherwood, typ Clinical Chloride Meter 926S (zdroj:

vlastni)

6.3 Pracovni postup

Vzorky byly nejprve zméteny ze specialni stiikacky Radiometer s piidavkem heparinatu

lithného na jednotce intenzivni péce I. interni kliniky Lékarské fakulty UK a Fakultni
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nemocnice Vv Plzni na analyzatoru GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation
Laboratory. Bezprostifedné nato byly dopraveny do centralni laboratofe, kde byly ihned
zméieny ve stejném odbérovém systému na analyzdtoru acidobazické rovnovahy a
krevnich plyni ABL835 FLEX od firmy Radiometer, nejpozdéji vsak do 30 minut
od piijeti. Pokud byl c¢as z néjakého divodu piekrocen, vzorky nemohly byt jiz
analyzovany a byly tedy z dal§iho méfeni vyfazeny. Zbyly materidl byl piesunut
do dvou stitky oznaenych mikrozkumavek Eppendorf, které byly zcentrifugovany
v odstiedivce Hettich MIKRO 200 R pii 10 600 otackach 5 minut pfi teploté¢ 4 °C
(Obrazek 16). Ziskana krevni séra byla nasledné¢ zamraZzena a uchovavana pfi teploté
80 °C. Po nasbirani dostatecného mnozstvi vzorkli byla rozmrazena jedna
mikrozkumavka s krevnim sérem a po promichani na tfepacce ihned prob&éhlo méfeni
na chloridometru Sherwood, typu Clinical Chloride Meter 926S. Nasledovalo méfeni
krevniho séra z druhé mikrozkumavky na analyzatoru Cobas 8000 od firmy Roche.

Méieni koncentrace chloridit bylo doplnéno o spektrofotometrické stanoveni celkové

bilkoviny a triacylglycerolii na témZze analyzatoru a hydrogenuhli¢itanii na analyzatoru

Cobas ¢c501 od firmy Roche.

Obrazek 16. Odstiedivka Hettich MIKRO 200 R (zdroj: vlastni)
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7. Vysledky

Stanoveni chloridli bylo provedeno v krvi 260 pacientli pfimou potenciometrii (GEM,
ABL), nepfimou potenciometrii (Cobas) a coulometrii (Sherwood). Statisticka analyza

dat byla provedena pomoci programu Excel (Tabulka 2).

Tabulka 2. Statistické vyhodnoceni koncentrace chloridii riznymi principy stanoveni

GEM Sherwood | ABL Cobas Vsechny
Aritmeticky 102,64 95,39 104,45 101,00 100,87
primér mmol/I mmol/l mmol/I mmol/Il mmol/l
Smérodatna 6,59 7,02 6,72 6,84 7,56
odchylka
Variaéni 6,42 % 7,36 % 6,43 % 6,77 % 7,49 %
koeficient
Minimum 77 mmol/l 70 mmol/l 79 mmol/l 76 mmol/l | 70 mmol/l
Maximum 115 mmol/I 114 mmol/l | 116 mmol/l | 121 mmol/l | 121 mmol/Il

Zdroj: program Excel

Z tabulky vyplyva, ze jednotliva statisticka data se podle principu stanoveni mirn¢ lisi.
Na chloridometru Sherwood, typu Clinical Chloride Meter 926S, jsou koncentrace
chloridi obecné nejnizsi. Na analyzatoru GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation
Laboratory a analyzatoru acidobazické rovnovahy a krevnich plyni ABLS835 Flex
od firmy Radiometer jsou koncentrace chloridii srovnatelné. Na obou téchto

analyzatorech je koncentrace chloridii v krvi méfena na principu pfimé potenciometrie.

Vyloucily se korelace dvou hodnot rozdilu zmétenych chloridi potenciometricky
(GEM, ABL, Cobas) oproti coulometrii (Sherwood) s rozdilem hydrogenuhli¢itant
oproti norm¢. Za normalni koncentraci hydrogenuhli¢itanli povazujeme 24 mmol/l.
Korela¢ni koeficient u ABL je -0,0417 a statisticka vyznamnost 0,5032, C¢ili
nevyznamné. Koncentrace chloridi tedy nebyla hydrogenuhli¢itany ovlivnéna
(Tabulka 3). Grafické znazornéni interference koncentrace chloridii hydrogenuhli¢itany

na analyzatoru ABL835 FLEX je zobrazeno na Graf 1.

Tabulka 3. Interference chloridii hydrogenuhli¢itany na analyzatoru ABL835 FLEX

Analyzator acidobazické rovnovahy a krevnich plyni ABL835 FLEX od firmy
Radiometer

Pocet vzorkt 260
Korelaéni koeficient -0,0417
Statistickd vyznamnost P =0,5032

Zdroj: program MedCalc
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Graf 1. Grafické znazornéni interference chloridii hydrogenuhli¢itany na analyzatoru

ABL835 FLEX (zdroj: program MedCalc)

Korela¢ni koeficient u GEM je 0,217 a statisticka vyznamnost 0,0004 (Tabulka 4).
U Cobas je korela¢ni koeficient 0,261 a statistickd vyznamnost < 0,0001 (Tabulka 5).
U téchto dvou analyzatord rozdil vysel, da se tedy fici, Ze koncentrace chloridi byla
hydrogenuhligitany ovlivnéna. Cim je vy3§i koncentrace hydrogenuhligitanti, tim je
vyssi rozdil a tim je korelace vice ovlivnéna. Z toho vyplyva, ze firma Instrumentation
Laboratory a firma Roche koncentraci hydrogenuhli¢itani nekoriguji. Grafické
znazornéni interference koncentrace chloridii hydrogenuhli¢itany na analyzatoru GEM a

Cobas je zobrazeno na Graf 2 a Graf 3.

Tabulka 4. Interference chloridi hydrogenuhli¢itany na analyzatoru GEM

Analyzator GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation Laboratory

Pocet vzorkt 260
Korelaéni koeficient 0,217
Statistickd vyznamnost P =0,0004

Zdroj: program MedCalc

Tabulka 5. Interference chloridi hydrogenuhli¢itany na analyzatoru Cobas

Analyzator Cobas 8000 od firmy Roche

Pocet vzorku 257
Korelaéni koeficient 0,261
Statistickd vyznamnost P <0,0001

Zdroj: program MedCalc
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Graf 2. Grafické znazornéni interference chloridii hydrogenuhli¢itany na analyzatoru

GEM 4000 (zdroj: program MedCalc)
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Graf 3. Grafické znazornéni interference chloridii hydrogenuhli¢itany na analyzatoru

Cobas 8000 (zdroj: program MedCalc)

Koncentrace chloridii vychazi obecné vyssi na analyzatorech, které pracuji na principu
potenciometrie nez na analyzatorech pracujicich na principu coulometrie. K tomuto
hodnoceni jsme dosli pomoci statistického programu MedCalc. Coulometrie je
povazovana za referen¢ni metodu. Proto byl vzdy porovnavan rozdil koncentraci
chloridi méfenych na GEM, ABL a Cobas a koncentrace ziskané na chloridometru

s koncentraci chloridi métenych na chloridometru firmy Sherwood.
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Graf 4. Srovnani rozdilu koncentraci chloridii métenych na analyzatoru GEM 4000 a

koncentraci chloridi méfenych na chloridometru firmy Sherwood (zdroj: program

MedCalc)
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Graf 5. Srovnani rozdilu koncentraci chlorid métenych na analyzatoru ABL835 FLEX
a koncentraci chloridi méfenych na chloridometru firmy Sherwood (zdroj: program

MedCalc)
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Graf 6. Srovnani rozdilu koncentraci chloridi méfenych na Cobas 8000 a koncentraci

chloridit métenych na chloridometru firmy Sherwood (zdroj: program MedCalc)

Vsechny tii grafy (Graf 4; Graf 5; Graf 6) ukazuji, Ze potenciometrické méteni
poskytuje vyssi koncentrace chloridlii ve srovnani s metodou coulometrickou. Zjistény

rozdil nezévisi na koncentraci chloridii, jedna se tedy o konstantni chybu.
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8. Diskuze

Coulometrie je povazovdna za referenéni metodu stanoveni chloridii v biologickém
materidlu. Pfi  stanoveni chloridi se nepfedpokladaji  Zzddné interference
hydrogenuhli¢itanii. Tato metoda vSak neni vhodnd pro praxi. V laboratofi se
coulometricky rutinné stanovuji pouze chloridy v potu u pacientd s podezienim
na onemocnéni cystickou fibrézou. V praxi se uzivd stanoveni iontové selektivni
chloridovou elektrodou, a to bez fedéni vzorku (pfima potenciometrie, obvykle pii uziti

plné krve) nebo ve vzorku fedéném (neptfima coulometrie, obvykle ve vzorcich séra ¢i

plazmy).

V literatute se popisuje interference hydrogenuhliCitanti pii stanoveni koncentrace
chloridi pomoci iontové selektivnich elektrod. Proto jsme se rozhodli ovéfit vliv
hydrogenuhli¢itani na stanoveni koncentrace chloridi na nékolika pfistrojich,
vyuzivajicich chloridovou iontové selektivni elektrodu riizné konstrukce, a srovnat
vysledky se stanovenim coulometrickym, které povazujeme za metodu referencni. Vliv
hydrogenuhli¢itant se miize liSit v zavislosti na konstrukci chloridové iontovée selektivni

elektrody.

Uvedenou problematikou se zabyvalo nékolik autorti. Autofi Ben Rayana, et al. (2006)
konstatuji, ze vétSina chloridovych iontové selektivnich elektrod obsahuje iontoménic,
kvartérni amoniumchlorid. Selektivita je zaloZena na hydratacni energii iontu; z toho
vyplyva, Ze ionty se stejnou ¢i vys$i hydratacni energii, nez odpovida chloridiim, jsou
potencialni interferenty (napt. bromidy, jodidy, thiokyanatany, salicylaty,

ale 1 hydrogenuhlic¢itany a heparin).

Autofi Brandt a Schiemsky (2018) srovnali stanoveni chloridi pomoci nepiimé
potenciometrie (analyzator Cobas c¢501, Roche) a coulometrie (Chlor-O-Counter,
Marius Instruments). Zjistili, ze analyzator Cobas c501 dava vysledky, které jsou
vyznamné ovlivnéné koncentraci hydrogenuhli¢itani (Graf 7); ta byla méfena
enzymovou metodou s fosfoenolpyruvatkarboxylazou. Zavérem shrnuji, ze by vyrobce

mél zlepsit selektivitu chloridové elektrody.
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Graf 7. Rozdil vysledku stanoveni chloridi pomoci ISE a coulometrii v zavislosti

na koncentraci hydrogenuhli¢itant (zdroj: Brandt a Schiemsky, 2018)

Autofi Bihari a Galluccio (2019) srovnali vysledky stanoveni chloridli pfimou
potenciometrii na analyzatoru ABL800 FLEX (Radiometer) a nepfimou potenciometrii
na pristroji Hitachi Modular Analyzer (Roche). Zjistili, ze koncentrace chloridd pii uziti
nepiimé potenciometrie by méla byt interpretovana obezietn€, zejména v pripad¢ nizké

hladiny hydrogenuhli¢itanti, kdy byl rozdil mezi méfenim na obou pfistrojich nejvetsi.

Dalsi z autort, ktefi se zabyvali touto problematikou, jsou autofi Clague a Dimeski
(2004), kteti sledovali vliv hydrogenuhli¢itanli na stanoveni chloridii pomoci iontové
selektivnich elektrod na Sesti biochemickych analyzatorech. Zatimco pii uziti iontové
selektivni elektrody zalozené na Ag/AgCl elektrod¢ (analyzator Ortho Diagnostics
Vitros) nebyl vliv hydrogenuhli¢itani pozorovan, u dalSich péti biochemickych
analyzatorti (Bayer 865 Rapidlab, Roche Integra, Bayer Advia 1650, Hitachi Modular a
zejména Dade Dimension RxL), které maji iontové selektivni elektrody zalozené na
kvartérnich dusikatych slouceninach, byla interference hydrogenuhli¢itanti vyznamna.
U tézkych metabolickych acidéz nebo alkaléoz s extrémni koncentraci
hydrogenuhli¢itan tak mlZe byt stanoveni chloridii na téchto pfistrojich vyznamné
ovlivnéno. Refenim by bylo uZiti korigujici rovnice; autofi doporuéuji vyrobctim
uvedenych analyzatori, aby tento problém feSili a pfipravili elektrody s vySssi

selektivitou.
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Slater a Wyndham (1986) testovali vliv riznych interferenti pfi stanoveni chloridii
pomoci iontove selektivnich elektrod na analyzatoru Hitachi 705, ktery je pfedchiidcem
dneSnich analyzatori Cobas. Nejveétsi byl vliv hydrogenuhli¢itanti: 1 mmol/l

hydrogenuhli¢itant zvysil hodnotu chloridd o 0,5 mmol/l.

Autofti Faulkner a Peake (1991) sledovali vliv hydrogenuhli¢itanti na stanoveni chloridii
pomoci iontoveé selektivnich elektrod na analyzatoru Hitachi 717; provedli pokus s
pridavanim standardnich ptridavki roztoku hydrogenuhli¢itanu ke vzorku a zjistili, Ze
hydrogenuhli¢itany o koncentraci 1 mmol/l zvySuji méfenou koncentraci chloridi
ptiblizné o 0,3 mmol/l. Podhodnoceni chloridii na zminéném analyzitoru dokumentu;ji
na pacientovi stézkou metabolickou ketoacidozou a nizkou koncentraci
hydrogenuhli¢itant. Pti uziti coulometrie nebylo stanoveni chloridi hydrogenuhli¢itany
ovlivnéno. Zavérem autoii doporucuji pii zjisténé koncentraci hydrogenuhli¢itanii mimo
rozmezi 15 — 40 mmol/l stanovit koncentraci chloridii metodou, kde hydrogenuhli¢itany

neinterferuji.

Autofti Lipke et al. (1993) pozorovali vliv koncentrace hydrogenuhli¢itanti na vysledek
stanoveni chloridii pomoci iontové selektivnich elektrod na analyzatoru Hitachi 736.
Interference byla zkoumana u 234 vzorkii s riznou koncentraci hydrogenuhlicitant

a byla popsana rovnici:

y =0,231x — 6,6

kde, X........... koncentrace celkového CO; (hlavni podil na vysledku ma koncentrace
HCO3)
Voo rozdil mé&fenych chloridt oproti referenéni metodé. Tou byla coulometrie

na pristroji Radiometer CMT10.

Pfistroj Synchron CX3 (Beckman), pracujici rovnéz na principu nepiimé
potenciometrie, vliv hydrogenuhli¢itani na stanoveni chloridi nevykazal a poskytl
vysledky prakticky shodné s coulometrii. Autofi uvadéji, ze pii koncentraci
hydrogenuhli¢itani mimo rozmezi 17 — 37 mmol/l je jiz chyba pii stanoveni chlorida
na pfistroji Hitachi 736 pfili§ velka. Rozdil mezi chloridovymi elektrodami na obou

studovanych pfistrojich v praci diskutovan neni.

Autofi Makiishi et al. (2012) méfili koncentraci chloridii u 32 vzorkt pacientt s t€zkou

acidémii (pH < 7,20) na analyzatoru krevnich plyni (ABL800 FLEX, Radiometer)
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a biochemickém analyzatoru (Hitachi 7600, Roche). Byly zjistény rozdily, zplsobené
vlivem hydrogenuhli¢itanii na vysledky pfi uziti analyzatoru Hitachi 7600; vysledky
ziskané méfenim na pfistroji ABL800 FLEX hydrogenuhli¢itany ovlivnény nebyly.
Toto bylo ovéfeno pomoci standardnich pfidavkd hydrogenuhli¢itanti k Ringerovu
roztoku s 3,5 % albuminu, koncentraci chloridi 105 mmol/l a s nulovou koncentraci
hydrogenuhli¢itanu (Graf 8). Koncentrace chloridi korelovala s koncentraci

hydrogenuhli¢itant (r = 0,72; P < 0,0001) a hodnotou anion gap (r = 0,69; P < 0,0001).
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Graf 8. Interference hydrogenuhli¢itani pfi stanoveni chloridi na pfistroji Hitachi 7600

a ABL800 (zdroj: Makiishi et al., 2012)

Béhem naseho srovnéani stanoveni chloridii pomoci neptimé potenciometrie (pfistroj
Cobas 8000) a coulometrie jsme zjistili, Ze vysledky méfené neptimou potenciometrii
jsou vyznamné ovlivnény koncentraci hydrogenuhliCitanti. Stupen interference vSak
neni takovy, jako je tomu u téchto autorii. Moznym vysvétlenim by mohlo byt,

ze vyrobcee jiz zlepsil selektivitu chloridové elektrody a interference jiz neni tak velka.

Rovnéz u uziti iontoveé selektivni elektrody v pfistroji GEM Premier 4000 se ukazala
interference hydrogenuhli¢itanti, piiblizné stejné tak velkd jako u analyzatoru Cobas.

Podle udaju vyrobce je tato elektroda pokryta PVC membranou obsahujici Cl™ neutralni

41



nosi¢. lontové citliva membrdna je déale pokryta polopropustnou celofdnovou
membranou. Blizsi slozeni elektrody vyrobce neuvadi a ani je jako davérny udaj
nesdélil. V manualu se vSak uvadi, ze koncentrace chloridid je korigovana na vliv
hydrogenuhli¢itant, pfi¢emz vztaznd hodnota koncentrace hydrogenuhliCitani je

24,5 mmol/l. Je uvedena nasledujici korekéni rovnice:
Clioy = Fedici faktory méfeni x Cl~ — (0,0956 X HCO3™) + fedici faktor méieni

Ze vzorce se da odvodit, ze 10 mmol/l hydrogenuhlicitanti vyvola odpovéd’ elektrody
odpovidajici koncentraci chloridt ptiblizné 1 mmol/l. Podle nasich vysledki se zda, ze
korekce neni dostatecna, protoZe vliv koncentrace hydrogenuhli¢itani na meéfeni

chloridu je patrny (viz Graf 2).

Co se tykd meéteni koncentrace chloridii na analyzatoru ABL835 FLEX od firmy
Radiometer, interference hydrogenuhli¢itani nebyla ve shod¢ sjinymi autory
prokézéna. Divodem je konstrukce chloridové elektrody, jejiz schéma je uvedeno
na Obrazek 17. 1 zde je elektroda zaloZena na kvarterni amoniové soli, ktera je obsazena
vPVC membrang; vSe je pokryto celofanovou membranou. Velikost pori PVC
membrany je vSak volena tak, aby ionty Cl prosly, zatimco vé&ét§i ionty

hydrogenuhli¢itany membranou neprojdou; nemohou tedy pii méfeni interferovat.

lolles

Electrode

Electrolyte with a known and
constant concentration of CI ions
(usually 100mmol/L KCI)

PVC membrane

lonop impreg
PVC membrane

Protective cellophane —§——— Ca @ g, 'HCO;
membrane Na*

¥
Cellophane

Sample with unknown
concentration of CI ions

Obrazek 17. Schéma chloridové elektrody, kterou wuzivaji analyzatory firmy
Radiometer: ionty HCOj; neprojdou pory PVC membrany, a proto nemohou

interferovat (zdroj: Yartsev, 2015)
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9. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo:

e stanovit koncentraci chloridi metodami, které jsou uzivany ve Fakultni
nemocnici v Plzni, a porovnat jejich vysledky na souboru 260 pacientd
hospitalizovanych na jednotce intenzivni péce I. interni kliniky Lékaiské fakulty
UK a Fakultni nemocnice v Plzni od €ervna do fijna 2019;

e posoudit Vv literatuie popisovany vliv hydrogenuhli¢itanti na stanoveni chlorida

pii uziti riznych zptisobli méteni.

Soubor pacientl v kritickém stavu jsme vybrali s cilem ziskat celé spektrum koncentraci
chloridli 1 potencidlné interferujicich hydrogenuhli¢itanti. Jako referenéni metodu jsme
zvolili coulometrii na pristroji Chloridometr Sherwood, typ Clinical Chloride Meter
926S, kde hydrogenuhli¢itany neinterferuji. Chloridy jsme dale stanovili piimou
potenciometrii na analyzatoru acidobazické rovnovahy a krevnich plynt ABL835 FLEX
od firmy Radiometer a na analyzatoru GEM Premier 4000 od firmy Instrumentation
Laboratory. Dale byly chloridy stanoveny neptfimou potenciometrii na analyzatoru
Cobas 8000 od firmy Roche. Soucasné¢ jsme ve vSech vzorcich krevniho séra stanovili
koncentraci celkové bilkoviny a triacylglycerolti; vyfadili jsme vysledky
mimo referencni rozmezi téchto analyti a vyloucili tak vliv patologické proteinémie
a lipémie na rozdil mezi stanovenim chloridi pfimou a nepfimou potenciometrii.
Ve vsech vzorcich jsme stanovili koncentraci hydrogenuhli¢itant spektrofotometrickou

metodou.

Koncentrace chloridii se liSila na rtznych typech analyzitori. Coulometrii jsme
povazovali za referencni metodu, kde jsme nepfedpokladali interferenci
hydrogenuhli¢itanti. Vysledky coulometrického stanoveni koncentrace chloridd vysly
obecné nizsi oproti dalS$im metodam. Tato metoda se sice jevi z hlediska moznych

interferenci jako optimalni, pro praxi vSak neni vhodna.

Nepiima potenciometrie vyuziva ke stanoveni chloridii elektrodu obsahujici iontoménic
(kvartérni bazi), kterd je hydrogenuhli¢itany ovlivnéna. Na tomto principu pracuji
1 elektrody pfii stanoveni chloridii pfimou potenciometrii; zalezi vSak na dalsi konstrukci
elektrody, zda se jejich vliv uplatni. Interference byla prokdzana u stanoveni chloridi

nepfimou potenciometrii na analyzatoru Cobas 8000 firmy Roche a u stanoveni chloridii
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pifimou potenciometrii na pfistroji GEM Premier 4000 firmy Instrumentation
Laboratory, i kdyz nizsi, nez se popisuje v literatuie. Diivodem muze byt, ze nékteré

studie popisujici interferenci jsou jiz star§iho data a vyrobci elektrody stale zlepsuji.

Pfima potenciometrie, na analyzdtoru acidobazické rovnovahy a krevnich plynl
ABL835 FLEX od firmy Radiometer vyuziva ke stanoveni chloridii iontové selektivni
elektrodu obsahujici PVC membranu neprostupnou pro hydrogenuhliCitany, proto je
jejich vliv eliminovan. Tato elektroda se proto jevi pro méfeni koncentrace chloridl
jako nejvhodnéjsi. Nicmén€ vzhledem k tomu, Ze nami prokézand interference
hydrogenuhli¢itant je z klinického hlediska malo vyznamna, jsou i ostatni pfistroje
Vv praxi pro méfeni koncentrace chloridi pouzitelné, vfetné méfeni u nemocnych

S vyznamn¢ sniZenou nebo zvySenou koncentraci hydrogenuhlicitant.
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