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Anotace:

Tato bakalaiskd prace se zabyva méficimi pfistroji pouzivanymi v klinické
biochemii. Popisuje princip a fyzikdlni vlastnosti vybranych pfistroja
(analyzatorti). Ukéaze konkrétni pfistroje a kontrolni méfeni v Laboratofi klinické
chemie v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.. Cilem prace je piibliZit technologie
pouzivané pfi zjiStovani biochemickych parametri popisujicich wvnitini prostiedi

lidského téla.

Abstract:

This thesis is concerning about measuring technique used in the clinical
biochemistry. It is describing the principle and physical properties of some selected
analyzers. It is researching some concrete laboratory instruments and check
measurement in the Laboratory of clinical chemistry in the hospital in Ceské
Budé¢jovice. The main goal of my thesis is to make clear the technology used in

biochemical parameters determination which describes internal climate of human

bodies.
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Uvod:

Tato prace se zabyva fyzikalnimi vlastnostmi meéficich pfistroji v klinické
biochemii, popisuje tfi vybrané piistroje pro vySetieni acidobazické rovnovéhy,
osmolality (vodniho hospodaistvi v téle) a vySetfeni pii onemocnénich ledvin a
mocovych cest.

Acidobazické analyzatory, tj. analyzatory pH a krevnich plynd, jsou dodnes Casto
nazyvané podle jednoho z prvnich autorl "Astrup". Jsou to slozité pfistroje, které
pomoci elektrod umoziuji presné méteni zakladnich parametrt ABR, t.j. pH, pCO;
a pO,. Ostatni parametry jsou kalkulovany podle softwarového vybaveni
analyzatoru na bazi Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice. Modernéjsi
analyzatory umoziuji krom¢ stanoveni zdkladnich parametrli jesté¢ stanoveni
koncentrace Hb, a dalSich derivati hemoglobinu. Tato stanoveni jsou zakladem pro
vypocet ostatnich parametr, které jsou dilezité pro posouzeni oxygenace
organismu.

Osmolalita je jednou ze zékladnich hodnot vnitfniho prostiedi, ktera ndm umozZni
posoudit stav hydratace pacienta a jeho hospodafeni s mineraly, zejména se
sodikem. Stanoveni osmolality v krevnim séru ma vyznam pro sledovani 1é¢by
hyperosmolarnich stavii, napf. hyperglykemického komatu nebo hyperkalcémie.
Pii 1écbé téchto stavii umozni stanoveni osmolality posoudit, zda je vhodna
rychlost jejiho poklesu . Pfi poklesu osmolality vétsim nez 2-4 mOsm/kg/hod. hrozi
nasavani vody do centralniho nervového systému, kde jsou zmény osmolality diky
existenci hematoencefalické bariéry pomalejsi, a ztoho divodu hrozi rozvoj
edému mozku. Druhou indikaci stanoveni osmolality je odhad koncentrace etanolu
¢i etylénglykolu v krvi pfi intoxikaci témito latkami, pokud neni moznost piimého
méfeni koncentraci téchto latek. Stanoveni osmolality v séru a v moc¢i soucasné ma
vyznam v diferencialni diagnostice oligoanurickych stavl (tvorba malého mnozstvi
moce).

Biochemicka wvySetfeni pfi onemocnénich ledvin a mocovych cest patii k
zakladnim vySetfenim, nezbytnym pro stanoveni diagnézy, sledovani prib&hu
onemocnéni a hodnoceni ucinkt terapie. Ledviny se podileji jak na homeostaze
(stalosti vnitiniho prostiedi) vody a iontl, tak na exkreci odpadnich latek a proto
sledujeme pomoci biochemickych vySetfeni pfevdzné zmény postihujici tyto

zakladni funkce.



Vysetteni ledvin musi byt komplexni, postupujeme vSak vétSinou od vySetieni
kone¢ného produktu funkce ledvin, vySetfenim koncentrace n¢kterych latek v krvi
a v mo¢i s naslednymi vypocty a pomoci funkcnich testa.

Ve své praci jsem ovetoval piesnost a spravnost méfeni na analyzatoru krevnich
plynt, iontd a metabolith Nova CCX od firmy Nova Biomedical pomoci
validovanych certifikovych kontrolnich materialii Liquichek Blood gas plus EGL
control Firmy Biorad v souladu se ,,zasadami spravné laboratorni prace* [1].
Zavérem je provedeno kontrolni méfeni roztoku od firmy Biorad na acidobazickém

analyzatoru Nova CCX.

Seznam pouzitych zkratek:

pCO; - parcialni tlak oxidu uhli¢itého
pOs - parcidlni tlak kysliku

Hb - hemoglobin

Na' - sodik

K" - draslik

Ca'" - ionizovany vapnik

Mg - magnézium

CI' - chlorid

Lac - laktat

Glu - glukéza



1 Laboratorni vySetieni acidobazické rovnovahy (poruchy ABR)

VySetieni parametri ABR

Me¢étené parametry: pH, pCO,, pO,, Hb, saturace Hb kyslikem,

Ostatni mérené paramnetry ABR
Koncentrace iontt:

Na', K", Ca"™, Mg++, Crl,

Koncentrace ostatnich latek (metaboliti)

mocovina, kreatinin, glykéza, laktat (kyselina mlécna).

VySetieni

Vysettuje se arterialni krev, arteriolarni, respektive kapildrni krev nebo smiSena
vendzni krev. Arteridlni krev odebirad 1ékat arteridlni punkci. Odbér se provadi do
injekeéni stiikacky z plastiku, kde v konusu je malé mnozstvi heparinu zabranujici
srazeni krve a ptipadné i sklenéna kulicka k promichani krve. Krev musi byt
nabrana bez vzduchovych bublin. . Krev s ponechanymi vzduchovymi bublinami je
pro vysetfeni parametri ABR nevhodna. Pfitomnost vzduchu snizuje vysledky
vysetfeni pCO,, zvysuje pO, a zvySuje pH krve na alkalickou stranu (hodnoty pH
vyssi nez 7,400). Kapilarni (arteriolarni) odbér se provadi z usniho lalicku nebo z
biisek prsti, u kojenct z paticky po predchozi hyperemizaci. Roz§ifeni arteriol 1ze
dosédhnout pouzitim hyperemiza¢nich masti, jako napt. Finalgon, nebo piisobenim
tepla. Z hlubokého vpichu sterilni lancetkou po ptedchozi dezinfekei povrchu je
krev odebirana do heparinizovanych sklenénych nebo specialnich plastovych
kapilar. Krev je z odbérového mista odebirana bez vymackéavani (ptfitomnost lymfy
neni Zadouci). Sloupec krve v kapilafe nesmi byt pieruSen vzduchovou bublinou.
Do kapilédry vlozime kratky dratek z nerez oceli, kapilaru uzavieme plastikovymi
uzaveéry a pomoci magnetu, kterym pohybujeme podél kapilary, promichame krev,
aby se v ni rozpustil vysuSeny heparin ze stén kapilary, ktery zabranuje srazeni

krve. SraZenou krev nelze vySetfit!
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Arteridlni krev vySetfujeme u pacientl, kde se z riznych davodi lisi vyrazné
sloZeni arteridlni krve od krve arteriolarni. K takovym rozdilim dochazi zejména u
pacientll s centralizaci ob¢hu, kde vysledky vySetfeni kapilarni krve poskytuji
informace o pomérech ve tkani, odkud byla krev odebrana, nelze je vSak vztahovat
na cely organismus. Rovnéz piti posuzovani hodnot pO; je vyhodnéjsi vySetfeni
arteridlni krve, nebot’ hodnoty v krvi kapilarni jsou vzdy ponckud niz§i nez

hodnoty systémové

Vysetieni se musi provést co nejdiive po odbéru. Nastane-li z technickych diivodi
prodleva, je nutno odebranou krev uchovavat ve vodni lazni s ledem
(nezmrazovat!), a to maximalné 2 hodiny od odbéru. Déle skladovany vzorek nema
smysl posilat do laboratofe a méfit.

Vlastni laboratorni vySetfeni (provedeni analyzy) trva pfiblizné¢ 2 minuty, takze

1ékar ma k dispozici vysledky ve velmi kratké dobé po odbéru,.

1.1 Reakce organismu smérujici k udrzeni stalého pH

Poruchy ABR se d¢li co do ptivodu na poruchy metabolické a respira¢ni. U poruch
metabolickych se primarné méni nezéavisle proménné veliiny jako je rozdil mezi
hodnotou kladnych a zapornych nabojl na tzv. silnych iontech (SID) a sekundarné
koncentrace HCO; a pH. U respira¢nich se primarné méni pCO,, koncentrace
HCO; zistava prakticky nezménéna a méni se pH. Reakce organizmu na poruchy
ABR smétuji k zachovani stalého pH a Ize je rozdélit na:

- naraznikové reakce

- kompenzacni reakce

- korekéni reakce.

1.1.1 Naraznikové reakce

Probihaji jako bezprostiedni reakce organismu na vzniklou poruchu. Jejich
kapacita je limitovana a trva-li pti¢ina poruchy déle, naraznikova schopnost krve se

vycerpa a dochazi k vyraznéj§im zménadm pH. [2]
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1.1.2 Kompenzaéni reakce

Kompenzacni reakce jsou vzdy zajisStovany organy nepostizené slozky, tj. u poruch
respiracnich ledvinami, u poruch metabolickych plicemi a sméfuji k udrZeni pH.
Jejich dynamika se li§i. Kompenzacni reakce zajiStované ledvinami se rozvijeji
postupn¢, maxima ucinnosti dosahuji do 5 dnti a po odeznéni pficiny vyvolavajici
poruchu stejn¢ dlouho odeznivaji. Plice kompenzuji poruchu tak, ze maxima
ucinnosti je dosazeno do 24 hodin od zacatku poruchy a stejn¢ dlouho trva névrat k

norme po odeznéni. [2]

1.1.3 Korekéni reakce

Ptichazeji v uvahu prakticky jen u metabolickych poruch za piedpokladu, Ze
pfi¢inou poruchy neni onemocnéni ledvin. Upravuji koncentraci primarné zménéné
slozky. U respiracnich poruch je postizeni funkce plic z riznych divodd vzdy

pri¢inou poruchy a nelze tedy o korekci plicemi uvazovat. [2]

1.2 Naraznikové systémy (pufry)

Jsou to soustavy latek, které brani zméné pH roztoku po pfidani kyseliny nebo
zasady. Narazniky jsou tvofeny parem - slaba kyselina a jeji sl se silnou zasadou,
nebo naopak slaba zasada a jeji sul se silnou kyselinou. Naraznikové roztoky
plsobi tak, ze volny H' vazou ve formé slabé kyseliny, kterd je velmi malo
disociovani a tak se koncentrace H' udrzuje relativné stald. pH nédraznikového
roztoku je dano vztahem, ktery podle autori nazyvame Hendersonova-

Hasselbachova rovnice (viz. vztah 1.2.1):

pH=pK + log &

kyselina (1)

Z rovnice vyplyva, Ze pii konstantni hodnoté pK (tzv. rovnovazna disociacni
konstanta, kterd odpovidd hodnoté pH, pii které jsou obé slozky v rovnovaze)
zavisi pH pufru vyhradné na velikosti poméru koncentrace soli ke koncentraci

kyseliny. Jakékoliv zména v tomto poméru se projevi zmeénou pH.
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1.3 Parcialni tlak kysliku (pO,)

U vySetifeni ABR je parcialni tlak O, bézn¢ udavan spolu s ostatnimi parametry. I
kdyZ sdm o sobé neni pfimo udajem o ABR, jeho hodnota ma pro posuzovani
poruch acidobazické rovnovahy velky vyznam. SniZzeny pO, vede k tvaze o
moznosti tkalové hypoxemické metabolické laktatové acidozy, 1 kdyz ani normalni
hodnota pO, tuto moZznost nevylucuje. Referencni rozmezi: 9,3 — 15,5 kPa.
Rozmezi je zavislé na veéku, u starSich osob se hodnoty fyziologicky snizuji. Pro
vySetfteni pO, je vhodny odbér arteridlni krve, pfipadné odbér z dobie
hyperemizovaného usniho lalicku. Odbér z biiska prstu neni vhodny pro

nestandardné falesné nizsi hodnoty.

1.4 Parcialni tlak oxidu uhli¢itého (pCQO,)

Kyselina uhli¢ita se v Hendersonové-Hasselbachové rovnici oznacuje jako
respiraéni slozka. Jeji koncentrace v arteridlni krvi je déana rovnovahou mezi
mnozstvim CO, produkovaného ve tkanich a mnozstvim, které je z organismu
vylou€eno plicemi. V alveoldrnim vzduchu se za fyziologickych podminek ustali
parcidlni tlak CO; na hodnoté 5,35 kPa. Pfi prichodu krve plicnimi kapilarami se
vyrovnd pCO, v alveolarnim vzduchu s pCO, v krvi, protékajici plicnimi
kapilarami a pCO, v arteridlni krvi je prakticky totozny s pCO, v alveolarnim
vzduchu. H,COj; (kyselina uhli¢itd) se v krvi vyskytuje jako:

fyzikélné rozpustény CO,

hydratovany CO,, to znamena H,COs.

Vzajemny pomér obou sloZek je 800:1 a jsou ve vzajemné rovnovaze. Soucet jejich
koncentraci se oznacuje jako efektivni koncentrace kyseliny uhlicité. Ke
kvantitativnimu vyjadfeni velikosti respiracni slozky proto bézn€ pouzivame
hodnotu pCO,, kterou mizeme piepocitat na koncentraci kyseliny uhlic¢ité, jak uz

bylo zminéno. [2]
Normalni hodnoty pCO, v arterialni krvi jsou 5,3 kPa + 0,5kPa.

Hodnoty nad 5,8 kPa - hyperkapnie
Hodnoty pod 4,8 kPa — hypokapnie [2]
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1.5 Poruchy vodniho a iontového hospodarstvi

Predpoklady hodnoceni poruch vodniho a iontového metabolismu
Znalost aktualni t€lesné hmotnosti a jeji porovnani s béznou (standardni) hmotnosti
nemocného. ProtoZze nemocné na vétSin€ jednotek intenzivni péce a resuscitacnich

stanic vazit nelze, je nutno se spokojit s odhadem bézné hmotnosti.

Posouzeni akutné vzniklé zmény:

pti klinicky zfejmé dehydrataci se uvazuje deficit tekutin v rozsahu 2,5 az 5,0 %
bézné télesné hmotnosti, pii hyperhydrataci je to nadbytek tekutin v rozsahu 2,5 az
7,5 % hmotnosti. Takze, kdyz napf. u 70 kg dehydratovaného nemocného
odhadneme ubytek télesné hmotnosti na 5 %, pocitame s deficitem 3,5 litru, ktery
nutno korigovat. Kritériem spravnosti tohoto odhadu je klinickd reakce nemocného

na lécbu (stav hydratace, diuréza) i uprava laboratornich parametra.

Priznaky dehydratace:
snizeny turgor (napéti) kiize, suché sliznice, "hadrovité" bulby, snizenad napln zil,

oligurie, nizky centralni zilni tlak.

Priznaky hyperhydratace:
zvyseny turgor kiize, 1 lehké kabely od monitorti zanechavaji otisk na kazi, je

zvySend napln zil 1 centrdlni Zilni tlak, stoupd hmotnost, zacinaji otoky. [2]

Vypoéty terapeutickych davek Na', které vychazeji z natrémie, je nutno posuzovat
v §irsich souvislostech. Jejich validita zavisi nejen na absolutni koncentraci Na’,
ale 1 na jeho zasobé& a na vztahu mezi touto zasobou a velikosti ECT (extracelularni

tekutina) a sekundarné i ICT (intracelularni tekutina). [2]

Déleni poruch vodniho a iontového hospodarstvi

Stav hydratace se hodnoti klinicky a podle toho se nemocni dé€li na tfi skupiny: s
hydrataci fyziologickou, s dehydrataci a s hyperhydrataci. Ve vSech téchto
skupindich miize byt zjiSténd natrémie jak v referenCnim intervalu, tak i

hyponatrémie nebo hypernatrémie.
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1.5.1 Natrium

Referenéni meze:
plazma 132 - 142 mmol/l
moc¢ 120 - 140 mmol/I.

Celkova zasoba Na" u muze vaziciho 70 kg &ini asi 3700 az 4000 mmol. Z toho asi
30% (1100 - 1200 mmol) je nesménitelny podil uloZzeny v kostech a v bunéénych
strukturach. Extracelularni zasoba je 1800 az 2000 mmol, sménitelnd celularni
zasoba je kolem 1000 mmol. Interpretaci ndlezii natrémie a tivahu o vhodné
korekéni davee Na' nebo vody mize usnadnit rozdéleni poruch vodniho a solného

metabolismu. [2]

1.5.2 Kalium

Referenéni interval:
plazma 3,8 - 5,4 mmol/l
mo¢ 45 - 90 mmol/d.

Celkova zasoba cca 3500 mmol, z toho 3150 mmol sménitelnych, v ECT je 60
mmol K. Koncentrace intracelularniho K je 10 az 20nasobn¢ vyssi nez v plazmé.
Denni pfijem a vydej je 50 az 100 mmol. Draslikové ionty jsou hlavnimi kationty
intracelularniho prostoru. Jsou nezbytné pfi tvorb€ i rozpadu makroergnich fosfata.
K" se Gi¢astni viech fosforylaénich d&ji v organizmu a proto souvisi s energetikou.
Jestlize prevladaji anabolické déje, zvySuje se ukladani kalia v buinikach. Naopak

pti katabolizmu buiiky opousti. [2]

1.5.2.1 Kalémie

Je zavisla na pH. Pii acidémii se uvoliuje K™ pfedeviim z vazby na fosfaty v
bunice. Déle se uvoliiuje pii rozpadu tkanovych bilkovin, na které je vdzano. V
alkalémii se naopak vice vaze na fosfaty a jsou vys$si ztraty moéi - sména za Na'.
Pti acidémii normélni S-K' upozoriiuje na depleci K v organismu. P¥i alkalémii

normalni nebo zvysené S-K svédéi pro hyperkatabolismus.
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1.5.2.2 Hypokalémie
Priciny:
- Ze zvySenych ztrat ledvinami.
- Lécba diuretiky, polyurie, lécba steroidy ve vysokych davkach.
Hypokalémie mtize vzniknout jiz béhem 2 dnl po zah4jeni této 1écby
- Prijmy, stfevni pistéle
- Pfesun K do buné¢k. Alkaléza, 1écba diabetické aciddzy infuzemi glukézy a

inzulinem.

Klinické priznaky:

slabost, sklon k paralytickému ileu, rendlni poruchy - neschopnost koncentrovat
moc¢, zvysena citlivost myokardu na kardiotonika, nebezpeci arytmii. Niz§i T viny,
objevuji se U viny. Terapie spo¢iva v upravé primarni poruchy a v doplnéni

draselnych ionti. [2]

1.5.2.3 Hyperkalémie

Priciny:

Vazne vylucovani ledvinami:

pii akutni rendlni insuficienci, 1écbé antagonisty aldosteronu (Spirolakton,
Amilorid, Triamteren), nedostatku mineralokortikoidd.

Uvolnéni K z bun¢k: katabolismus, acidoza, rozpad tkani, unik K z erytrocytd,
trauma.

Nadmérny privod:

inflze s obsahem soli kalia, transfze staré krve. [2]

1.5.3 Magnézium

Referenéni interval:
sérum 0,7 - 0,9 mmol/l
mo¢ 1,2 - 12 mmol/d

ionizované Mg sérum 0,45 - 0,62 mmol/
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V téle je celkem 600 az 1150 mmol hot¢iku. Z toho je asi 53% v kostech, v pti¢né
pruhovaném svalstvu a dalSich mékkych tkéanich je 46%. V ECT je jen 1%, z toho
0,5% v erytrocytech a 0,3% v plazmé¢, takze podobné jako S-K, ani S-Mg neodrazi
stav zasob v téle. Asi 33% plazmatického Mg je vazano na bilkoviny, 5 - 12% je v
komplexech s jinymi ionty (citraty, fosfaty) a zbytek, 55 - 60% je volny,
fyziologicky aktivni Mg™". V posledni dobé (od r. 1993) je mozno v zavislosti na
technickém vybaveni laboratofe vySetfovat Mg misto celkového Mg. ProtoZe
informace o koncentraci Mg"" je bliZe jeho biologické aktivité, je tomuto vySetieni
tieba davat prednost. [2]

Vyznam hoi¢iku vychdzi ze skute¢nosti, ze Mg je po K' druhym
nejzastoupenéj$im intracelularnim kationtem. Je kofaktorem vice nez 300
enzymovych reakci. Mezi reakce zajistované Mg patfi napf. funkce Na'-K'
ATPazové pumpy (enzym Stépici ATP suvolnénim energie). Proto buika s
nedostatkem Mg nemtize doplnit chybé&jici K™ ani pii jeho dostate¢ném piivodu.
Dalsi funkci je zajisténi ¢innosti ATP4zové pumpy, branici vstupu Ca™" do bungk.
Pii ubytku Mg vstupuji Ca” do bunék. V ptipadé bunék hladkého a piiéné
pruhovaného svalstva stoupé jejich tonus, je sklon k hypertenzi a kiedim. Mg se
také ucCastni reakci s uzitim ATP (energie pro potfeby bunky) pro syntetické
procesy, pro funkci myokardu a svalové kontrakce, neuromuskularni pievod a
uvoliiovani hormonti. Mg™ ma funkce antiarytmické, vasomotorické, snizuje

excitabilitu myokardu a zlepSuje pritok korondrnimi arteriemi.

1.5.3.1 Hypomagnezémie

Pri¢iny:

Snizeny piijem pii stravovani pfedem pfipravenymi jidly a "fast food", snizeny
pfijem parenteralni vyzivou.

SniZena absorpce:

alkoholismus, zvraceni, prijmy a laxativa, malabsorpéni syndrom, pankreatitis,
stavy po resekci tenkého stieva.

Zvysené vyluéovani:

antibiotika,

Rizné:

gravidita, laktace,
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Klinické priznaky:
arytmie, hypertenze, deprese se manifestuji obvykle pii poklesu celkového S-Mg
pod 0,5 mmol/I.

1.5.4 Kalcium

Referenéni interval:
sérum 2,23 - 2,63 mmol/l
mo¢ 2,5 - 7,5 mmol/l

ionizované kalcium - sérum 1,0 - 1,4 mmol/l [2]

Horni hranice odpadu vapniku moci Ize téz urcit vypoctem ve vztahu k hmotnosti
pacienta:

dU-Ca (mmol/24 h) = kg x 0,1

(tedy napft. pro osobu o hmotnosti 70 kg to je 7 Ca mmol/d). [2]

Celkova zéasoba vépniku v tele je 30 mol (1200 g), z toho 75% je ulozeno v
kostech. V séru je 40 az 45% vapniku vazano na bilkoviny, 50% ionizovano, 5 az
10% v komplexu s kyselinami. Pro myokard a neuromuskuldrni draZzdivost ma
vyznam hlavné ionizované Ca (Ca"™). Pokles koncentrace ma za nasledek vyssi

drazdivost, zaroven sniZeni sily svalové kontrakce

1.5.4.1 Hypokalcémie

Priiny:

Snizeni celkového Ca™ byvd u nekrotizujici pankreatitidy, hypoparatyredzy,
renalni insuficience, hypomagnezémie, poklesu proteinémie, osteomalacie, deficitu
D vitaminu, osteoblastickych tumort.

Pokles Ca’" nastava u alkalézy i po masivnich transfuzich, kdy citrat vaze Ca"".

Pokles Ca"" nemusi byt provazen poklesem celkového Ca™". [2]

Klinické priznaky:

parestézie, duSnost, abdomindlni koliky, kiece, zmatenost, podrazdénost.

18



Pti hodnoceni hypokalcémie je vZzdy nutno posuzovat soucasné tfemi parametry:
pH, Ca'", celkovou bilkovinu.
Napt. normélni celkové Ca'", pfi alkaloze a vysoké celkové bilkovingé mohou byt

kiece, protoze Ca' je nizké. [2]

1.5.4.2 Hyperkalcémie
Pri¢iny:
hyperparatyre6za, hypervitaminéza D, metastaizy tumord do  Kkosti,

hyperproteinémie. [2]

Klinické priznaky:

slabost, letargie, Unava, zmatenost, snizeni neuromuskuldrni drazdivosti,
nechutenstvi, zvraceni, na EKG zkraceni QT, zvySena citlivost na digitalisové
preparaty. P¥i Ca'  vys$§im nez 4 mmol/l se objevuje hyperkalcemicka krize,

zmatenost, bezvédomi, zastava srdce v systole.

1.5.5 Chloridy

Ztraty Cl bez odpovidajicich ztrat silnych kationtd. Zvraceni kyselého zaludecniho
obsahu, eventualné odsavani kyselého zaludecniho obsahu sondou. Za 24 hodin se
v zaludeéni §t4avé odéerpa pfiblizné 40 az 160mmol Na', 15mmol K*, 200mmol CI
, 25 az 100mmol H'. Pii zvraceni nebo odsavani Zzalude&niho obsahu jsou ztraty CI°
vy$si nez ztraty Na'.

Zvysené ztraty CI stolici. U vrozenych chloridy ztracejicich prjmu, dale u
pacientil s adenomatozou tlustého stieva, obsahuje nekdy stolice vEétsi mnozstvi

bilkovin, Na", K, ale hlavné CI". [2]
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1.5.6 Laktat

Podle vzniku rozliSujeme 2 druhy laktatové acidozy:

Typ A laktatova acidéza

Zvysena koncentrace laktitu je zptisobena jak zvySenim jeho produkce, tak
snizenym metabolizovanim v jatrech a ledvinach, kde je obvykle za norméalniho
stavu konvertovan na pyruvat a pouzit bud’ v glukoneogeneze nebo metabolizovan
aerobni cestou v Krebsové cyklu. Pficinou laktatové acidozy typu A jsou stavy,
kdy vazne dodavka O, do tkani, septicky Sok, selhani levé komory srdecni.

Pti klinickém podezieni na laktatovou aciddzu je tfeba vysetfit koncentraci laktatu,
nejlépe v arteridlni krvi.

Referencni rozmezi koncentrace laktatu je 0.3 - 1.3 mmol/l. Jako zavazny stav
hodnotime laktatovou acidozu, kde koncentrace laktatu je vyssi nez 5 mmol/l a pH

mensi nebo rovno 7,250. [2]

Typ B laktatova acidéza:

je zpusobena neschopnosti vyuzit laktat pro glukoneogenezu (ptisobenim nékterych
1€kt nebo toxickych latek jako biguanidy, ethanol, methanol, streptozotocin) nebo
pro defekt nebo inhibici enzymu katalyzujicich glukoneogenezu napft. fruktosa-1,
6-bisfosfatasa, glukosa-6-fosfatasa. Téz u diabetického komatu miize acidoza

potlacit vyuziti laktatu a dochazi k laktatové acidoze.[2]

Obecné zasady terapie poruch ABR:

Terapie musi byt pfedevsim kauzalni, to znamend odstranit ptic¢inu, ktera poruchu
ABR vyvolava. Musi byt komplexni, neupravuje pouze pH, ale celé¢ vnitini
prostfedi. Pokud nelze vyvolavajici pfi¢inu odstranit, snazime se upravit hodnotu
pH krve k hodnotam optimalnim. Ridime se pfitom zasadou, Ze organismu, ktery je
adaptovan na urcité pH, prudka zména pH spise uSkodi nez prospéje. Pti tipravé pH
je nutno pocitat se stupném rozvinuti kompenzacnich a korekénich déji a s

ptedpokladanou dobou jejich trvani.
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1.6 Elektrochemické metody

1.6.1 Potenciometrie

Elektrochemickd metoda, pii které se méfi rozdil potenciald (napéti) mezi dvéma
elektrodami, se nazyvéa potenciometrie. Jedna z elektrod pracuje jako referencni
(srovnavaci) a ma konstantni potencial, ktery nezdvisi na slozeni meétfeného
roztoku.

Druha elektroda je oznacovéna jako indikacni (mérnd) a jeji potencidl zavisi na
aktivit¢ meéfeného analytu ve zkoumaném roztoku. Napéti mezi obéma elektrodami
se méti digitdlnim voltmetrem. Elektrochemické reakce probihaji témét vyhradné
na povrchu elektrod. Jde tedy o reakce heterogenni, kde velmi zalezi na povrchu
elektrod, ktery musi byt dostatecné staly a reprodukovatelny. Biologické tekutiny
jsou slozité systémy a obsahuji celou fadu povrchové aktivnich latek, takze je to

technicky dost obtizné

1.6.2 Teorie pH

O tom, zda roztok je kysely, neutrdlni nebo zasadity, rozhoduje koncentrace
vodikovych iontl. Chemicky cistd voda, kterd je neutrdlni, je disociovdna na
vodikovy a hydroxylovy iont jen v malé¢ mife. V jednom litru vody pii +22°C je
pouze jedna desetimiliontina molu vodikovych iontl, tedy 0,0000001 molu/l.
Roztoky, které maji koncentraci vodikovych iontd vyssi nez voda, jsou kyselé,
roztoky, které¢ maji koncentraci vodikovych iontil nizsi nez voda, jsou zasadité.

Koncentraci vodikovych iontd (pH) nemtzeme, méfit piimo, mizeme vSak méfit
potencial vodikovych iontii roztoku. Pouze chemicky ¢istd voda mé koncentraci
vodikovych iontli shodnou s jejich aktivitou. Pfitomnost jakychkoliv jinych
rozpustnych latek snizuje koncentraci H (tzv. solny efekt). Z praktickych divodui se

vSak v I€kafstvi pojmy aktivita a koncentrace H nerozlisuji.
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Vznik potencialu elektrody:

Je-1i do destilované vody ponotena kovova (napiiklad zinkovd) ty€, vznika mezi
kovem a vodou potenciondlni rozdil, protoze atomy kovu se v nepatrné mite
rozpousti a ve formé kationtu prechdzi do bezprostfedniho okoli ty¢e. Tim ziskava
ty¢€ zaporny a bezprosttedni okoli ty¢e kladny potencial.

Ponotfime-li ty¢ z uSlechtilého kovu, ktery ma silné vdzané valencni elektrony
(napt. mé&d’) do roztoku vlastnich iontil (napf. siranu médnatého), nabiji se kovova
elektroda kladné. Pti spojeni kladné a zaporné nabité elektrody putuji elektrony z
elektrody zaporné k elektrod¢ kladné a vzniké tak elektricky proud. Galvanicky
¢lanek vznika spojenim dvou poloclanka (elektrod) napt. elektrody zinkové a
médéné. Roztoky siranu zinecnat¢tho a médnatého musi byt oddéleny

polopropustnou membranu. [3]

Nernstova rovnice:
Nernst odvodil pro potencial elektrody vyraz, ktery stanovi velikost elektrodového
potencidlu v zévislosti na koncentraci pfislusnych iontd v roztoku (viz. vztah

1.6.2):

EFE=FE ——Ina
i HF (2)

E - potencial elektrody,

E( - standardni potencial, konstantni pro danou elektrodu,
R - plynova konstanta vyjadiena v Joulech,

T - absolutni teplota v Kelvinech,

N - mocenstvi iontd,

F - Farydaylv naboj,

A - aktivita elektrolytu (zjednoduseno). [3]

Z Nernstovy rovnice lze odvodit, ze pti dané teploté potencial mérné elektrody
zavisi na aktivité (koncentraci) ionti v roztoku, do né¢hoz je ponoiena. Potencial
jedné elektrody nemlizeme zméfit a proto k méteni sestavujeme galvanicky clanek
ze dvojice elektrod. Jedna z elektrod ma potencidl zndmy, konstantné staly a dobie

reprodukovatelny a nazyva se elektroda srovnavaci (referencni).
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Druhé, méfici (indikacni) elektroda ma potencial neznamy, zavisly na koncentraci
(aktivité) iontl v roztoku, ktery méfime. Ob& elektrody jsou propojeny solnym
mistkem. Rozdil potencidli mezi indikacni a referencni elektrodou je mozno

zm¢éfit a urcit z néj koncentraci métenych iontl a pH. [3]

Indikacni elektrody:
K meéfeni pH a pfi potenciometrickych neutralizacnich titracich pouzivame jako
indikacni elektrody elektrodu vodikovou, chinhydrinovou, antimonovou a

sklenénou.

Sklenéna elektroda (nejpouzivané;jsi)

Tenka sklenénid banka ze specidlniho skla, plnénd tlumivym roztokem nebo
kyselinou chlorovodikovou (0,1 mol/1). Do kyseliny je zasunut stfibrny dratek,
pokryty vrstvickou chloridu stiibrného. Tim je vytvofena uvnitf banky
argentochloridovéa elektroda, kterda ma staly potencial. Je-li vlozena sklenéna
elektroda do roztoku s neznamou koncentraci vodikovych iontl, vznikd na sténach
sklenéné membrany rozdil potenciald, ktery je tmérny rozdilu pH vné a uvnitt
elektrody. Protoze pH uvnitt elektrody je stalé, je potencial elektrody zavisly pouze

na pH vn¢jsiho, méteného roztoku. [3]
kalomelova
elektroda

sklenéna |
elektroda |
| 3 KCl
K
8
zkoumany
roztok

Obr. €. 1.1 Schéma méfeni pH sklenénou elektrodou s referencni elektrodou

kalomelovou

1.6.3 Elektroda pro méreni pCO, (Severinghausova)

V podstaté rovnéz sklenéna elektroda pro meéteni pH, je vSak od méteného

prostiedi oddélena membranou, ktera propousti pouze CO,.
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Koncentrace vodikovych iontl mezi membranou propustnou pro CO, a mezi
povrchem sklenéné elektrody je pak imérna koncentraci kyselin€ uhli¢ité (H,COs3,
H', HCO; a CO, jsou ve vzajemném konstantnim vztahu), a tim i parcialnimu tlaku

kysli¢niku uhli¢itého. [3]

1.6.4 Iontové selektivni elektrody

Biologicky materidl (krev, sérum, plazma, mo¢, bunécné tekutiny atd.) se lisi od
ostatnich analyzovanych vzorkti tim, Ze obsahuji rGznorodé organické a
anorganické latky, slozeni vzorkli se s Casem méni a k dispozici je jen malé
mnozstvi materialu, obvykle nékolik desitek mikrolitri. VSechny tyto faktory spolu
s pozadavky na ptiméfenou spolehlivost analyz a dlouhou Zivotnost elektrod ptimo
rozhoduji o ndvrhu konstrukce ISE. V soucasné dobé¢ se vétSina méfeni pro
klinickou praxi uskuteciuje v prutokovych sestavach s kontinudlni detekci.
Hlavnim problémem pii navrhovani konstrukce elektrod pro klinické pouziti je
samotnd membrana. Membrana je 1 mistem, kde dochazi k chemickym
rozliSovacim procesim. Membrana urcuje rozhodujicim zptisobem kvalitu signalu
a zivotnost elektrody. Pro méfeni elektrolytli a krevnich plynli se pouzivad jen

omezeny pocet druht membran.

V klinické biochemii se pouzivaji tfi zakladni konstrukce ISE:

1. Sklenéné membrany se beézné pouzivaji pro méfeni pH a nékdy pro
sledovani aktivity sodnych iont. Ve tvaru kapildry jsou velmi vhodné pro
pratokové sestavy; maji rychlou, stabilni a reprodukovatelnou odezvu a
dlouhou Zivotnost. Jejich hlavni nevyhody jsou mechanicky odpor a
nachylnost k adsorpci organickych makromolekul.

2. Polymerni membrany jsou také nékdy nazyvany "plastické membrany".
Jejich matrici tvofi nej€astéji PVC a jeho derivaty. Selektivita membrany
zavisi na typu pouzitého ionoforu (syntetické molekuly) - v soucasné dobé
se pouzivaji hlavné neutralni nosi¢e - a na modifikatorech (rozpoustédla,
zmekcovadla, iontové piisady). Protoze polymerni membrana je rozpustna
v organickych rozpoustédlech, I1ze ji pomérné snadno umistit do elektrod

riiznych tvard. Zivotnost je zpravidla krat$i nez u sklenénych membran.
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Selektivita elektrod s polymernimi membranami je v soucasnosti
dostatecna.

3. Pevné (krystalické) membrany jsou jen vzacné€ pouzivany v rutinni klinické
praxi s vyjimkou chloridovych elektrod. Vnitini spoj, nebo-li kontakt, v
typické ISE je proveden tak, Ze referencni AgCl elektroda je ponoiena do
vnitiniho (vypliiového) roztoku. Hlavni nevyhodou tohoto uspofddani je
odpatfovani vnitiniho roztoku coz vede k pteruseni elektrického obvodu a
vyzaduje zasah obsluhy. Moderni zpiisob jak odstranit tento problém je
vsazeni mezivrstvy mezi membranu a elektricky kontakt. To 1ze uskute¢nit

rliznymi cestami, napt. pouzitim vodivého polymeru

Vsechny ISE jsou elektrody s velkym odporem a piesnost jejich méfeni zavisi na
citlivosti voltmetru.

Pro stanoveni alkalickych kovl - sodiku, drasliku a kovii alkalickych zemin
(vapniku) byly pfipraveny elektrody ze specidlnich skel. Velmi dobré vysledky
byly ziskdny s membranovymi elektrodami. Iont-selektivni membréana je tvofena
nosi¢em (napf. silikonovou pryzi), v které jsou rozptyleny nerozpustné slouceniny
iontd, jejichz aktivita ma byt méfena. Membranou se uzavie z jedné strany
sklenénd trubice, kterd se naplni roztokem rozpustné soli méteného iontu a do négj
se ponofi nasycend kalomelova elektroda. Potencidl této elektrody je pak zavisly na

aktivité odpovidajiciho iontu v méfeném roztoku.

1.6.5 Enzymové elektrody

Podstatou konstrukce enzymovych elektrod je pifedfazeni membrany s
imobilizovanym enzymem (napf. ureazou pro stanoveni mocoviny nebo
gluk6zaoxiddzou pro stanoveni glukézy) pred vlastni elektrochemické Ccidlo.
Stanovovany substrat difunduje do enzymové membrany, kde reaguje s
imobilizovanym enzymem na produkt, ktery se pak detekuje potenciometricky

nebo ampérometricky.
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1.6.6 Srovnavaci (referenc¢ni) elektrody

Srovnavaci elektrody maji znamy konstantni potencial. K nejuzivanéjSim patii
kalomelova elektroda. Patfi mezi elektrody 2. druhu, které jsou tvofeny kovem
pokrytym vlastni soli, ponofenym do iont soli. Je sestavena z kovové rtuti, z
chloridu rtutnatého (kalomelu) a roztoku KCI. Potencidl kalomelové elektrody

s nasycenym KCI pii 24°C je 241mV. Konstrukce je znazornéna na obr ¢.2

Medény vodic

Platinovy vodic

L —— Riut’
Pasta ze rtuti, kalomelu, KCI
v substanci a nasyceneho roztoku KCI

Zatka z vaty

= Nasyceny roztok KCI
Th— Vodic, zataveny do dna
elektrody

obr ¢.1.2 Jeden z typt kalomelové elektrody [3]

Potenciometry, elektronkové voltmetry

Potenciometry jsou pfistroje k zjistovani elektromotorického napéti ¢lanki.
Elektromotorické napéti mezi indikacni a referencni elektrodou nelze méfit
béznymi voltmetry, protoZze by méfenym ¢lankem protékaly pomérné velké proudy,
které by mohly zplsobit polarizaci jedné nebo obou elektrod a zavinit chybné
vysledky. K méfeni tohoto napéti jsou pouzity tyto zpiisoby:

- Nepfima metoda je pouzivana jen vyjimeéné tam, kde nejsou kladeny velké
naroky na presnost méteni. Pouziva zrcatkového galvanometru, k némuz je
do série ptipojen velky odpor.

- Kompenza¢ni metoda je ptfesnéjsi nez nepiima, protoze z métené¢ho ¢lanku
neodebira proud. P¥i této metodé je proti m&fenému Clanku zapojeno vnéjsi
napéti opatného sméru, které miizeme regulovat a meéfit. Jakmile pii
regulaci vnéjsiho napéti dosdhneme stavu, ze okruhem neprochézi proud,

znamena to, ze vné&jsi napéti je stejné jako napéti Clanku.
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Elektronkové voltmetry jsou citlivé piistroje, které méfenému Clanku prakticky
neodebiraji proud. Jejich zdkladem je zesilovaci schopnost elektronky - triody.
Uzivaji se pro méfeni systémd, které maji velky odpor (ptes 1 Mohm) napi. pfi
pouzivani sklenéné elektrody. Elektronkové voltmetry, které vedle stupnice v

milivoltech maji také stupnici v jednotkach pH se oznacuji jako pH metry. [3]

1.7 Analyzator krevnich plyni a elektrolyti NOVA CCX (obr.
1.3)

obr. 1.3 vné&jsi pohled
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obr. 1.4 vnitini pohled

1.7.1 Zakladni popis analyzatoru

obr. 1.5 Vnéjsi pohled - popis

1 - Dotekovéa obrazovka

2 - Dvitka/Volitelna klavesnice
3 - Tiskéarna

4 - Nasavaci jehla

5 - Dvitka/Pfedni panel [4]
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ﬂ

obr. 1.6 Pohled na analytickou ¢ast
la. Odpadni hadicka ABR
1b. Odpadni hadi¢ka CO-Ox

2. Referenéni hadicka

3. Pritlacny ventil (referencni)

4a. Pumpa a hadicky pumpy ABR

4b. Pumpa a hadicky pumpy CO-Ox

5a. Vstup pro kalibra¢ni cartridge ABR

S5b. Vstup pro pro kalibra¢ni cartridge CO-
Ox

6a. Vstup pro QC cartridge (BG)

6b. Vstup pro QC cartridge (Chemistry)

[4]
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6¢. Vstup pro QC cartridge (CO-Ox)

7. Nasévaci jehla

8. Tiskarna

9a. Sensorovy modul — BUN, Lac, PCO,, SO,
GLU, Creat, PO,

9b. Sensorovy modul — Mg, K, Ca, Na, pH, Cl

10. Referencni elektroda

11. Pritla¢ny ventil (odpadni)
12. CD ROM
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obr 1.7 Schéma pritoku reagen¢nich roztokl a vzorku
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obr. 1.8 Zakladni obrazovka

1. Dotykem na tuto ¢ast obrazovky se objevi tabulka STATUS.
2. Dotykem na tuto ¢ast obrazovky se objevi tabulka CALIBRATION DATA.
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3. Dotykem na tuto ¢ast obrazovky se objevi tabulka s ptehledem kalibracnich
a QC packt a pocitadlo vzorkd.

4. V sekci obrazovky Select Test Panel 1ze zvolit panel pozadovanych
parametrii v méfeném vzorku.

5. V sekci obrazovky Select Container 1ze zvolit typ odbérové soupravy.

6. V sekci obrazovky Enter Informarion 1ze zadat informace o analyzovaném
vzorku a o pacientovi.

7. Dotykem na tla¢itko HOME se vzdy vratite do zakladni obrazovky.

8. Dotykem na tlacitko PATIENT FILES lze vyvolat soubory s vysledky jiz
zmetenych vzorki pacientd.

9. Dotykem na tlac¢itko ANALYZE zahgjite analyzu vzorku.

10. Dotykem na tlacitko STAT zahdjite analyzu vzorku podle pfedem
definovaného nastaveni.

11. Dotykem na tlacitko SYSTEM MENU se otevie nabidka pro vstup do
jednotlivych druhti menu.

12. Dotykem na tlacitko ? se otevie nabidka HELP (pomoc). [4]

1.7.2 Kalibrace a kontrola analyzatoru

Ptistroj je automaticky kalibrovan dvoubodovou kalibraci z kalibra¢niho setu v
intervalu 2 - 6 hodin. Pouze SO2 a hemoglobin je tieba kalibrovat pomoci dvou
externich kalibratorti v ampulkach. V ptipadé, Ze pozadované parametry nejsou
nakalibrovany, 1ze spustit kalibraci ru¢n€. Kontrola se provadi 1x denné ze dvou
internich kontrolnich setii (zv14st pro pH, pCO,, pO, a zvlast pro Na’, K', Ca"",
Mg, CI', laktat a glukézu). Navic 3x tydné externi kontrola roztokem od firmy

Biorad

1.7.3 Méreni vzorku

Vzorky mohou byt méfeny ze stiikatek o objemu 1-10 ml, kapilar riznych
velikosti, zkumavek apod. Plna krev musi byt vzdy heparizovand, nejlépe
heparinem litnym v maximalni koncentraci 20 jedn./ml. Pfed kazdym méfenim je

nezbytné vzorek fadn¢ promichat!
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Ze zakladni obrazovky postupujte takto:

Vybere se méteny test - Select Test Panel (Pfedvolby jsou nadefinovany vyrobcem,
lze je ovSem zménit v SETUPu analyzatoru). Pti stisknuti predvolby se v hornich
radcich vysviti testy, které budou méfeny.

Vybere se odbérova souprava - Select Container (vybranému tlacitku odpovida
poloha nasévaci jehly.)

Stiskne se ANALYZE

Ptilozi se odbérova souprava k jehle a potvrdi se tla¢itkem ANALYZE. Vzorek se

nasaje do prostoru elektrod a probiha méteni.

1.7.4 Zakladni udrzba a Casti analyzatoru

Vyména glukézové a laktatové membrany.

Po vyjmuti elektrody z komurky, se stdhne membrdna z elektrody. Lesténi
glukézové a laktatové elektrody se provede prilozenym cCistym suchym lesticim
papirkem Zluté barvy, podlozi se prstem, a vyvine se mirny tlak proti lesténé

elektrod€. Krouzivym pohybem se lesti elektroda 10-15 s. (viz obr. 1.9)

"'-;:
.

k,’-‘_l.{f

Obr 1.9 Lesténi elektrody

Pak se elektroda ponofi na 5 minut do roztoku Nova Cleaning Solution, ktery se
ptred tim nakape do kondi¢niho kalisku (PN 09458).
Po vyjmuti elektrody z roztoku, se fadné¢ oplachne (nejménél10 s) deionizovanou

vodou a osusi se jemn¢ povrch elektrody gazou nebo tamponem.
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Opatrné se nasadi novd membran na elektrodu. Membranou se neotacéi! A provede

se kalibrace analyzétoru.

Vyména PCO, membrany

Po vyjmuti elektrody z komurky, se odsroubuje membrana z elektrody. Nova
elektrolytem pfedplnénd membrana se sklepe tak, aby vzduchové bublina nebyla na
membrané a odsSroubuje se Cerny uzavér.(obr. 1.10). Opatrné se nasadi nova
membrana a nasSroubuje. Odstrani se vzduchova bublina z prostoru membrany.
Osusi se télo elektrody s nasazenou membranou a pielepi odvzduSnovaci otvor

lepici paskou.(obr. 1.11). A ptekalibruje se analyzator.

Bublina po sklepani
Elektrolyt ﬂ

Zatka

DWG #10-1066A

H -
- Télo elektrody —
L F=1
Téko elektrod = |
' ¥ " ‘1 | Ochzduthovaci _
Odvzdufiovach ol s
e
Leplcl paska — =

ﬂ —‘ Lepicl paska = | P—— |

obr. 1.11 Nasazeni nové membrany

Vyména PO, membrany.

Po vyjmuti elektrody z komurky, se odSroubuje membrana z elektrody. Nova
elektrolytem pfedplnénd membrana se sklepe tak, aby vzduchova bublina nebyla na
membrané a odsroubuje se Cerny uzavér. Lesténi PO, membrany se provede
ptiloZzenym lesticim papirkem modré barvy, na ktery se nakape destilovana voda,
podlozi se prstem, a vyvine se mirny tlak proti leSténé elektrod¢é. Krouzivym

pohybem se lesti elektroda 10-15 s. (viz. obr. 1.12)
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Poté se navlhéenou buni¢inou otfe hrot elektrody (obr. 1.13).Opatrné se nasadi

nova membrana a naSroubuje(obr. 1.14). Odstrani se vzduchova bublina z prostoru

membrany

iy

vy

obr. 1.12

-

L1
-

obr. 1.13
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2 Vysetieni osmolality

2.1 Osmometrie

Tlak rozpusténych, zejména nizkomolekularnich latek a iontl v roztoku oddéleném
polopropustnou membranou od samotného rozpoustédla se nazyva osmoticky tlak.
Osmoticky tlak je pfimo Umérny celkovému poctu rozpusténych nebo
disociovanych castic. Pokud latka disociuje, je kazda jeji disociovand cast
osmoticky aktivni Castici. Nedisociovana latka pfedstavuje jen jednu osmoticky
aktivni ¢astici. Latkova koncentrace osmoticky aktivnich ¢astic v 1 kg rozpoustédla

se oznacuje jako osmolalita (mmol/kg). Méfeni osmolality se nazyva osmometrie.

V laboratorni praci se pouziva nepiimé méteni osmotického tlaku. Vychazi se z
méteni té€ch vlastnosti roztoktl, které se meéni v zavislosti na zméné osmolality. V
klinické biochemii se pouzivaji dva typy osmometri. Prvni typ vyuZziva snizeni
teploty tuhnuti roztoku v zévislosti na koncentraci ¢astic v roztoku (kryoskopie).
Osmometry musi byt vybaveny velmi citlivym teplomérem (s rozliSitelnosti
tisiciny °C), protoze snizeni teploty tuhnuti je velmi malé (pfiblizné o 0,5 °C v
séru). Druhy typ sleduje sniZeni tenze par rozpoustédla nad roztokem (zvyseni
teploty varu, ebulioskopie), resp. sniZzeni rosného bodu par nad roztokem v
zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku pomoci termoelektrického hygrometru.

Osmometry mohou byt vybaveny podavacem vzorkil a automatizovany.

2.2 Definice a terminologie

2.2.1 Osmoza:

Nazyva se tak prinik solventu (rozpoustédla) pies semipermeabilni
(polopropustnou, tj. propustnou pouze pro vzorek, ne pro roztok) membranu ze
ziedéného prostoru do koncentrovanéjSiho. V organismu vede osmoza predevsim k

pohybu kapaliny mezi riznymi kapalinovymi prostory.
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2.2.2  Osmoticky tlak:

Rovna se tlaku, kterym by bylo nutno pusobit na koncentrované€jsi roztok aby se
zabranilo priniku rozpoustédla pfes semipermeabilni membranu ze ziedéného
roztoku. Osmoticky tlak roste rovhnomérné se vzrustajici teplotou a je rovnéz
linearné¢ umérny koncentraci roztoku. Je zde analogie se zédkony idealnich plynt
(Boyl-Mariottiiv pro koncentraci a Gay-Lussactv pro teplotu). Osmoticky tlak je
roven tlaku, ktery by méla rozpusténa latka, kdyby byla za stejné teploty v plynném
stavu a méla tyZ objem jako roztok. To plné plati jen v zfedénych roztocich
blizicich se pojmu idedlni roztok. Osmoticky tlak je obtizné stanovit pfimo.
Snadné€js$i je vypocitat jej ze snizeni bodu tuhnuti, které je rovnéz umérné
koncentraci latky v roztoku. Osmoticky tlak mé dtlezitou Glohu pfi pohybu vody a

elektrolytl v organismu. [5]

V téle zivocichii, v jejich extracelularni tekutiné, se udrzuje presné dana
koncentrace iontl. Extracelularni prostiedi je tak k prostfedi uvnitf buiky
isotonické a bunky tak nejsou poskozovany nadmérnym piisunem vody nebo
naopak jejim pfiliSnym ubytkem. Krom¢ iontli soli se na celkové osmolalité
prostiedi podili anionty proteini. Koloidné-osmoticky tlak proteini se nazyva

tlakem onkotickym.

Vyznam onkotického tlaku proteinti krevni plazmy(obr. 2.1) zélezi na umoznéni
vzniku a nésledné resorbce tkanového moku. Na zacatku kapilar je hydrostaticky
tlak (generovany srdcem) ve vldseCnici vétsi nez onkoticky tlak bilkovin krevni
plazmy. Krevni plazma se timto tlakem filtruje do tkani jako tkanovy mok nesouci
ziviny. Na konci kapilar hydrostaticky tlak poklesne, onkoticky tlak je relativné
vyssi a tkanovy mok (voda a metabolity bun€k) je nasavan zpét do krevniho obé¢hu.
Pti poklesu koncentrace bilkovin v krvi se objevuji otoky, protoze onkoticky tlak

uz nestaci k vycerpani nadbyte¢ného moku. [5]
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Hypertonic Isotonic Hypotonic

9 P

obr. 2.1 vliv osmotického tlaku na lidské ¢ervené krvinky

2.2.3 Osmolalita:

Moly nedifusibilnich c¢astic roztoku rozpusténych v kilogramu vzorku. Jde o
vyjadieni osmoticky uc¢inné¢ koncentrace obdobné molalit¢ (moly roztoku v
kilogramu rozpoustédla) zahrnujici navic disociaci roztoku. Obvykle se vyjadiuje v
mOsm/kg (mmol/kg). Stejnou osmolalitu mé roztok obsahujici 1 mol glukézy,
mocoviny, ale i vysokomolekularniho albuminu. Roztok obsahujici 1 mol NaCl ma
(za predpokladu uplné disociace osmolalitu dvojnasobnou, nebot” obsahuje

dvojnasobné mnozstvi &astic ( 1 mol Na" a 1 mol CI). [2]

2.2.4 mOsm (miliosmol)

je mnozstvi rozpusténého roztoku, které vykazuje stejny osmoticky tlak
(osmotickou koncentraci) jako 1 mmol idealniho nedisociovaného roztoku ve

stejném mnozstvi vzorku. [2]

2.2.5 Klinické adaje

Referencni meze:
Osmolalita séra se za fyziologickych okolnosti pohybuje v rozmezi 275 - 295

mOsm/kg a je velmi ptisn€ regulovdna pomoci osmoreceptorit v mezimozku.
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Ty reguluji sekreci adiuretinu, ktery ovlivituje zpétnou resorpci vody v distalnim
tubulu ledvin. Pfi méfeni osmolality v plazmé se kromé jiného uplatiiuji 1 latky,
které voln€ prochéazeji biologickymi membranami. Tyto roztoky sice zvySuji
osmolalitu plazmy, ale neuplatiuji se pii presunech vody pies biologické
membrany z osmotickych divoda. Typickym predstavitelem téchto osmoticky
neefektivnich latek je urea, jejiz molalni koncentrace se pii tivahach o efektivni
osmolalité¢ neuvazuje. Za normalni hodnotu osmolality v béZném nahodném vzorku

moce se povazuje rozmezi 40 - 1200 mOsm/kg.

2.3 OsmoStation typ: OM-6050 firmy Arkray

obr. 2.1 vn&jsi pohled
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obr. 2.2 vnitini pohled

2.3.1 Princip

Osmometr je zaloZen na kryoskopickém méteni, kdy se méti bod tuhnuti vodnych
roztokli. Tryska natdhne vzorek a poSle ho do méfici cely (obr.2.3). Thermo-
module 2 je aktivovan a postupné ochlazuje Heat Block. To zptlisobuje
superchlazeni - vzorek v méfici cele je jest¢ kapalny v bod¢ tuhnuti (tdni). Thermo
modul 3 je aktivovan k chlazeni Cryogenic Cooling Blocku dokud teplota
nepoklesne pod teplotu tuhnuti (obr. 2.4). Vzorek v bloku tuhne (zmrzne) a vzorek
v méftici cele koaguluje (srdzi se). Vznikaji kryohydraty, smes ledu a roztoku.
Mgéfeni teploty krystalizace urCuje snizeni teploty v bod¢ tuhnuti. Opaény proud je
aplikovan na Thermo-moduly 1 a 3 k zahtati Heat Blocku a Cryogenic Cooling
Blocku. Vzorek roztaje do svého piivodniho kapalného stavu. Tryska pienese

vzorek z méfici cely do naddobky.
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obr. 2.3 Méfici cela

2.3.2 Popis zarizeni:

obr 2.5 Popis osmometru OsmoStation

{amnyeTedura L)
w0l

Burmsiadsn jo smjeradior, —

Chlazond
Teplotni medu] 1
(Cooling Thermo=module 2} :

Chiszeni - Toplotni modal 3
{Cooling Therme-moduls 3}
Cag
(Time)

| Zahratl - Teplotml modul 2,3
: | (Heating Thermo-meduls 2,3)

obr. 2.4 Teplota vzorku békem méfeni

Osmometr OsmoStation se sklada z nasledujicich Casti (obr 2.5):

1.Podavac

2.Kryt zabranujici odpatovani vzorki A

3.Druhy protiodpatovaci kryt B
4.Promyvaci cela

5.Statimova pozice

6.Pfedni kryt
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7.Tiskarna

8.Displej

9.0peracni panel

10.Lahev s promyvacim roztokem

11.0dpadni nadoba [6]

2.3.3 Teorie, pouziti, predpoklady provadéni postupu

Osmometr OsmoStation je mozné pouzit ke stanoveni osmolality ve vzorcich sér
(plazmy) nebo ve vzorcich moci. Pfedpokladem stanoveni je mimo jiné dodrzeni
zésad spravného preanalytického zabezpeceni vzorkl. Méfit je nutné ihned po
oddéleni krevnich elementtli, kratkodobé skladovani (do 24 hodin) je ptipustné
pouze pii uchovavani do 4°C, vzorky uchovavané pii teploté¢ laboratofe mayji
falesn¢ snizené hodnoty, zmrazené vzorky jsou zcela nevhodné. Stanoveni
ovliviiuje t€hotenstvi (snizeni), nadmotska vyska (snizeni) a glykolyza (zvySeni).
Pro stanoveni v moci je tieba zaslat koncentrovanou prvni ranni mo¢ a nejpozdéji
do 1 hodiny dopravit do laboratofe. Pokud se osmolalita urcuje v moci sbirané 24
hodin, je nutno mo¢ uchovavat v chladnicce pfi teploté 2 - 8°C. Nelze pouzit mo¢

upravenou pridanim jakékoliv latky. Stanoveni v moci ovliviiuje pitny rezim.

Bezpecnostni aspekty:

Pti préci je nutné dodrZovat predpisy a zasady prace s infekénim materidlem a to
nejen piimo pii zachazeni se vzorky biologického materialu, ale i pfi manipulaci s

pfistrojem.

2.3.4 Kalibrace a kontrola ¢innosti

Vztah mezi exponentem bodu tuhnuti a osmotickym tlakem ptedstavuje kalibra¢ni
kiivka. Kiivka je citlivda k mechanickému zafizeni analyzitoru a okolnimu
prostiedi. Pristroj mize vydavat falesné vysledky po dlouhodobém nepouzivani. K
eliminaci tohoto problému je nutna kalibrace pfistroje. Kalibrace zahrnuje méieni
dvou nebo vice standardnich roztokt, kazdy z nich ma riznou ale zndmou hodnotu

osmotického tlaku. Muzeme volit mezi tfi- nebo dvoubodovou kalibraci.
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Kalibrace se provadi v pfipadé¢ nesplnéni pozadavki na denni kontrolu

kvality.Vysledky kalibrace se zakladdaji do provozniho deniku pfistroje

Tribodova kalibrace:
Ttibodova kalibrace se pouzZiva v rozsahu osmotickych tlaku od 0 do 2000 mOsm.

Tento kalibra¢ni moéd mtzeme volit ve vétsiné piipadi. U této kalibrace méfime tii

Standard Solution 0, 300 a 1000 mOsm.

Dvoubodova kalibrace:
Dvoubodova kalibrace se pouziva v limitovaném rozsahu osmotickych tlakii. Méti
se Low a High Standard Solution. UZsi rozsah kalibratorti dava piesné€jsi vysledky.

Vysledna data miiZzeme vnést do logaritmické kalibracni kiivky.

Kalibra¢ni postup tribodové kalibrace je nasledujici:

1.Do prvniho kaliskil napipetujeme destilovanou vodu a kep vlozime do pozice 22,
do druhého kepu dame standard 300 mOsm a vlozime jej do pozice 23, tieti kep se
standardem 1000 mOsm dédme do pozice 24.

2.Nasadime protiodpatovaci kryt

3.Zméckneme tlafitko CAL a vybereme typ kalibrace zmacknutim cCisla 1 a
potvrdime YES. Kalibrace, ktera byla v paméti ulozena bude smazana.
4.Zméackneme START. Na displeji se nam zobrazuje, ktery standard zrovna méti a
z tiskarny ndm vyjede i jeho zméfend hodnota.

5.Kalibraci mtizeme ukoncit tlac¢itkem STOP.

6.Kalibrace je skonCena az se na displeji ukdze READY.

Kalibraéni postup dvoubodové kalibrace je nasledujici:

Do jednoho kepu dame Standard Solution 300 mOsm v pozici 23 a standard 1000
mOsm do pozice 24

Nasadime protiodpatovaci kryt

Zméckneme tlacitko CAL a vybereme typ kalibrace zmacknutim ¢isla 2 a
potvrdime YES. Kalibrace, ktera byla v paméti ulozena bude smazana.

Na ciselné klavesnici navolime hodnotu Low kalibratoru a zmac¢kneme pomlcku.

Potvrdime hodnotu High kalibratoru
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Zmackneme START. Na displeji se nam zobrazuje, ktery standard zrovna méii a
z tiskarny ndm vyjede i jeho zméfend hodnota
Kalibraci mizeme ukoncit tlac¢itkem STOP.

Kalibrace je skonCena az se na displeji ukdze READY.

Kontroly:

K denni vnitini kontrole dle zasad spravné laboratorni prace Osmometru jsou
pouzivany certifikované validované kontrolni materialy Standard solution od
vyrobce o hodnotach 300mOsm a 1000mOsm. Vnéjsi kontrola kvality (EKK) je
zajiSténa spolecnosti SEKK s.r.0. 4x rocné. Na zaklade€ tispésnosti EKK je na
kontrolany pfistroj udélen certifikat o spravnosti méfeni.

SEKK (celostatni systém externi kontroly) méfime 3x do roka

Udriba:

Denni udrzba:

Do ptllitrové ldhve se nalije 50 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku
Washing solution dodaného vyrobcem a doplni se 450 ml destilované vody a lahev
se zaSroubuje. Promyvaci roztok se pouzivd na CiSténi senzoru po kazdém
zméfeném vzorku. Pred kazdym meéfenim se musi zkontrolovat zasoba
promyvaciho roztoku.

Kazdy den se kontroluje mnozstvi odpadu v odpadni nadob¢ a je-li tieba, vylije se.
Po stisknuti tlacitka MENU a se vybere WASH (¢.2). Zobrazi se nabidka tii typt
myti. Typ 1 a typ 2 se provadi denné.

Typ 1 — voli se pocet mycich cykli

Typ 2 — pfistroj se myje dokud nezmackneme STOP

Tydenni idrzba:

Zvoli se MENU, ¢islo 2 — WASH a TYPE 3

Ziedény roztok sava 1:9 se nalije do kepu, ktery se vlozi do statimové pozice.
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2.3.5 Pracovni postup

Méreni vzorku:

1. Piistroj je zapnuty.

2. Zkumavku s ¢arovym kédem vlozime do podavace (Nemichat do jednoho kola
zkumavky a kepy)

3. Vlozit protiodparovaci kryt

4. Na ciselné klavesnici zmackneme 1- x (x ... pocet vzorkl v kruhu) a ENTER

5. Zméackneme START

6. Pokud nemame na zkumavce ¢arové kody, na displeji se zobrazi HOLE0O1-01,
kde prvni trojéisli pfedstavuje Cislo davky a dvojcisli pofadi vzorku. U ¢arovych
kédi se zobrazi ID 0000000X

7. Méteni mizeme prerusit tla¢itkem STOP

8. Vzorky jsou hotové, kdyz se na displeji zobrazi READY [6]

Meéreni statimu:
1. Vzorek pielejeme do kepu a zmackeneme STAT
2. Kep umistime do statimové pozice. Lze vkladat pouze kepy (zkumavky by

vypadly)
3. Zmackneme START.

Rizeni jakosti:

Osmometr OsmoStation je pfistroj umoznujici pfesné a spravné mefeni osmolality,
ale kone¢ny vysledek méfeni mulze byt vyznamné ovlivnén 1 faktory
nesouvisejicimi bezprostfedné se spravnou funkci pfistroje (zptisob odbéru,
skladovani vzorka apod.). Nejjednodussi cestou zajisténi kontroly 1 téchto faktort
je vkladani kontrolnich referencnich materidlii. Tyto kontrolni materidly se vkladaji
v pravidelnych intervalech mezi métené vzorky. Vysledky méfeni kontrolnich
referenc¢nich materialii se zaznamenavaji do tabulek a umoziuji tak trvale sledovat
stabilitu (spravnost a piesnost) méfeni. V piipadé prekroceni varovnych ¢i
regulacnich mezi se okamzité provéii situace a odstrani pfic¢ina chybného méteni.
Data téchto kontrolnich méfeni je mozné uchovavat v jakémkoliv laboratornim

systému umoznujicim konstrukei regula¢nich diagramt.
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Vedle uvedené interni kontroly kvality je laboratot zafazena do vnéjsi (externi)
kontroly kvality (pravidelné kontrolni cykly firmy SEKK s.r.o0.). Jakost stanoveni
je také zajiStovana pravidelnou udrzbou, kterd je zaznamendvana do provozniho

deniku pfistroje.

45



3 Chemické vySetieni moci a vySetieni mocového sedimentu

Provadi se z Cerstvé, pokud mozno ranni moci. Ranni moc¢ vySetiujeme proto, ze v
ni byvad nejvice patologickych soucasti. Davame vSak prednost moci co
nejcerstvejsi, hlavné proto, aby se v ni zachovalo co nejvice intaktnich bunéénych
elementt, ptipadné valci. Moc se ziskava nejlépe spontanni mikei, od cévkovani se
ustupuje piedevSim pro moznost zaneseni sekundarni infekce do vyvodnich cest
mocovych. Pacient musi byt poucen o nutnosti ocisténi usti uretry pred mikci. K
vySetfeni pouzivame tzv. stiedni proud moci. Moci se do suché, Cist€¢ vymyté,
uzaviratelné nadoby, ve které nesmi byt zbytky napt. desinfekcnich cinidel, které
by mohly ovlivnit vysledky chemické analyzy. U Zen nevySetfujeme mo¢ v obdobi
menses nebo kratce pred a po menses (erytrocyty v moci). Je-li v tomto obdobi
vySetfeni moci nezbytné, je nutno vysetfovat moc¢ cévkovanou. Moc je tieba k
vysetfeni dopravit co nejdfive, tak aby vysetfeni mocového sedimentu bylo

provedeno maximalné do dvou hodin po vymoceni.

3.1 Chemické kvalitativni vySetieni moci

Pro posouzeni rendlni patologie maji z chemického kvalitativniho vySetieni
vyznam piedevSim:

Orientacni zjisténi hustoty (mérné hmotnosti)

Orientacni stanoveni pH moci

Zjisténi bilkoviny v moci

Zjisténi krve v moci

Priikaz leukocyturie

Zjisténi glukdzy

Zjisténi nitritd [2]

K chemickému dikazu pfitomnosti, tedy ke kvalitativnimu (semikvantitaivnimu)
stanoveni jednotlivych patologickych slozek se dnes pouZzivaji nejcastéji testacni
papirky, kterymi lze soucasné provést vySetieni az 10 parametri. To umoziluje

jeste vysetfeni dalsich patologickych soucasti moce, jako jsou:
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Ketolatky
Bilirubin

urobilinogen.

3.1.1 Orienta¢ni stanoveni pH

Zjistuje se zpravidla testatnim prouzkem impregnovanym acidobazickym
indikatorem. Zmény barvy srovndvane s barevnou stupnici a vyjadfujeme s
ptesnosti = 0.5 pH. Mozné je i piesngj$i méfeni pH-metrem, které ma své misto v

diagnostice renalnich tubularnich acidoz.

3.1.2 Orientacni stanoveni hustoty

Provadi se testacnim prouzkem, ktery reaguje s ionty pfitomnymi v méfené moci.
Jejich koncentrace dobie koreluje s hustotou moce. Komplexotvorné cinidlo
uvoliiuje protony (H') v piitomnosti kationti. Uvolnéné protony reaguji s
acidobazickym indikatorem, bromthymolovou modfi, a méni barvu indikatoru.
Vysoké koncetrace bilkoviny v mo¢i mohou fale$né zvySovat méteni hustoty Pozor

na falesné vyssi vysledky v mocich, které maji vysokou koncentraci bilkovin! [2]

3.1.3 Bilkovina

U testacnich prouzkl se vyuziva tzv. proteinové chyby acidobéazického indikatoru.
Prouzek je impregnovan acidobazickym indikatorem a pufrem s pH v oblasti
normalniho barevného pifechodu acidobazického indikatoru. V pfitomnosti
bilkoviny reaguje indikator, jako by pH bylo alkalictéjsi a méni barvu. Silné
alkalické moce jsou k vySetfeni indikatorovym prouzkem nevhodné, protoze davaji
faleSn¢ pozitivni reakce. Zména zbarveni indikatorového prouzku se srovnava s
barevnou stupnici a tak se odhaduje semikvantitativné koncentrace bilkoviny ve

vySetfované moci. Citlivost prouzku je od 0.12 az 0.20 g/1. [2]
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3.1.4 Krev, krevni barvivo

K dikazu se pouziva testacni prouzek, ktery umoziuje orientacni zjisténi volného
hemoglobinu, pfipadné erytrocytl v moci. Hemoglobin volny nebo vidzany v
erytrocytech uvolituje z organického peroxidu kyslik a ten oxiduje redox indikator,
ktery je v redukované form¢ bezbarvy. Oxidovany chromogen je na rozdil od
redukovaného zbarveny a to se projevi bud’ difuznim zbarvenim prouzku (volny
hemoglobin) nebo vznikem barevnych tecek (erytrocyty). Falesné pozitivni reakce
byva v ptitomnosti vétstho mnozstvi leukocytli nebo bakterii vybavenych
pseudoperoxidazovou aktivitou. Hodnoceni je semikvantitativni srovnanim s

barevnou stupnici. Citlivost reakce je 5-10 erytrocyti v 1 pl moci. [2]

3.1.5 Leukocyty

Leukocyty vykazuji esterasovou a proteasovou aktivitu. Semikvantitativni
stanoveni leukocytli v moci vyuziva hlavné tyto dva enzymy. Pozitivita testu se
projevi zménou barvy a je zplisobena esterdzovou aktivitou leukocyti. Citlivost je

nad 10 leukocytli v 1 ul moce. [8]

3.1.6 Glukoza

Prikaz glukozy v mo¢i ma vyznam hlavné pro zjiStovani diabetu a nckterych
rendlnich poruch. Provadi se specificky testatnim prouzkem napojenym redox
indikadtorem a enzymy glukozaoxiddzou a peroxiddzou. Ty katalyzuji oxidaci
glukézy na glukonolakton. Soucasné vznikly peroxid vodiku se pilsobenim
peroxidazy Stépi na vodu a kyslik. Vznikly kyslik oxiduje redox indikator, jehoz
oxidace se projevi zménou barvy. Citlivost zkousky je nad 2 mmol/l. Falesna
pozitivita se objevuje u moci obsahujicich oxidujici latky (chloramin, persteril,
peroxid). FaleSn¢ negativni miize byt vySetfeni mo¢i s vysokou koncentraci

redukujicich latek (kys. askorbova,). [2]

3.1.7 Dukaz dusitanua

Timto testem zjistujeme pritomnost bakterii, které jsou schopny ménit dusi¢nany v

moci normalné¢ pfitomné, na dusitany.
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Jde zejména o Escherichia colli, Proteus, Klebsiella, Aerobacter, a o fadu dalSich,
které mohou vyvolavat infekce ledvin a mocovych cest. Vzniklé dusitany reaguji s
modifikovanym Griessovym ¢inidlem za vzniku ¢erveného zbarveni. VySetfeni je

tieba provadeét z Cerstvé ranni moci. Citlivost je od 105 mikrobti v 1 ml moce. [§]

3.1.8 Ketolatky (kyselina acetoctova, beta-hydroxymaselna,
aceton)

Ketolatky se dokazuji reakci s nitroprussidem sodnym v alkalickém prostiedi
(Legalova zkouska). Pozitivita se projevi zménou barvy testacni zény do fialové.
Reakce je senzitivnéjSi pro kyselinu acetoctovou nez pro aceton a beta-

hydroxymaselnou kyselinu. [2]

3.1.9 Urobilinogen

Stabilizovana diazoniova stl v kyselém prostfedi reaguje s urobilinogenem téméf
okamzit¢ za vzniku ¢erveného azobarviva. To se projevuje zménou barvy testacni
zony do ruzovocervené. FaleSné pozitivni reakci davaji nckteré Iéky. Test je

wevr

Cinidlem. [2]

3.1.10 Bilirubin

Prikaz bilirubinu je zaloZen na kopula¢ni reakci bilirubinu s diazoniovou soli.
Falesné negativni vysledky mohou byt zpiisobeny vysokou koncentraci kyseliny
askorbové ve vySetfované moci. Mo€, ve které vysetfujeme bilirubin, nemé byt
delsi dobu exponovana ptfimému slune¢nimu svétlu (oxidace bilirubinu - falesné

negativni vysledek). [8]

3.1.11 VySetieni mocového sedimentu

Je indikovano pfi pozitivnim nalezu chemického vySetfeni moce, pii pozitivnim
vysledku vySetfeni leukocytl, pfi nefrologické nebo urologické kontrole a pii

klinickém podezieni na onemocnéni ledvin a vyvodnich cest mocovych. [2]
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3.2 Teorie méreni

Optické metody patii v klinické biochemii k nejpouZivanéjSim analytickym
postupim. Vyuzivaji jevd, které vznikaji pfi  vzdjemném  pisobeni
elektromagnetického zatreni a analyzované soustavy. Plivodné se optické metody
vztahovaly pouze na viditelnou oblast elektromagnetického zéateni ("svétlo"). Nyni
pod timto pojmem rozumime vyuzivani celé stupnice vinovych délek od zatreni
gama az po radiové mikroviny. D¢leni elektromagnetického zatfeni podle vinovych

délek je uvedeno v tabulce €. 3.1.

Tabulka €. 3.1 - RozloZeni barev ve spektru a doplitkové barvy

Oblast Vlnova délka Viditelna barva Doplitkova barva
Ultrafialova
blizka 180-400nm O 0
400 - 435 nm fialova 7lutozelena
435-480nm  modra zluta
480 - 490 nm  zelenomodra oranzova
490 - 500 nm  modrozelena cervena
500 - 560 nm  zelena purpurova
560 - 580 nm  Zlutozelena fialova
580-595nm  Zluta modra
595 - 610 nm Qraniové zelenomodra
610-750nm  Cervena modrozelena
Infradervena 10 10° nm 0 0
Mikrovlny 10>~ 10%cm 0 0

Zrakem vnimame elektromagnetické zaifeni v rozmezi 380 - 760 nm a v tomto
rozsahu vnimame zéfeni riznych vlnovych délek jako barevné svétlo. Svételnou
absorpci vidime jako barevnost latek pouze ve viditelné oblasti zafeni. Barevna
(pruhlednd) latka pohlcuje ze spojitého viditelného zafeni ("bilého svétla") jen
zéteni nékterych vinovych délek a zbytek svétla propousti v doplitkovém

(komplementarnim) zabarveni (viz tab. €. 3.1). [3]

3.2.1 Fotometrie a spektrofotometrie

Stanoveni vlastnosti vzorku, napt. koncentrace urcité latky, na zaklade pohlcovani

svétla urcité vinové délky se oznacuje jako fotometrie.
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Pokud se neméti jen pii jedné vinové délce, ale hodnoti se ur€ity usek spektra,

mluvime o spektrofotometrii.

3.2.2 Fotometry a spektrofotometry

Pro méfeni absorbance se pouzivaji fotometry, zatfizeni schopnd pracovat pfi vice
vlnovych délkach a zméfit absorpcni spektrum vzorku se oznacuji jako
spektrofotometry.

Principialné se fotometr sklada ze Ctyt Casti:

1. zdroj svétla

2. monochromator

3. oddil, ve kterém je umistén vzorek

4. detektor

Ptistroje pracuji na principu reflexni fotometrie za ruznych vlnovych délek
emitovanych ze selektivnich svételnych diod (LED, vinové délky 555, 620 a 660
nm). Pouziva referencnich vlnovych délek a kompenzac¢niho policka pro kazdy
meéteny vzorek, coz potlacuje vliv vlastni barvy moc¢i a zmensuje tuto interferenci.
Odecteni je provedeno ve 48. a 120. sekund¢. Pred kazdou sérii méteni se pfistroj
nastavi zvla$tnim kalibracnim prouZkem. Spravna pozice prouzku je zajiSténa
podlozkou (tackem), jehoZ cena vyznamné&ji nezvySuje cenu vySetieni. Ptistroj ma
vstup pro manualni zadavani vysledkd vySetfeni az 30 polozek mocového
sedimentu s 5 texty. Souhrnné vysledky jsou tiStény nebo je mozné on-line
napojeni na laboratorni informacéni systém. Pfistroj ma od vyrobce zadkladni
(default) nastaveni optické citlivosti (reflektance) mezi jednotlivymi pasmy. Toto
nastaveni je mozné ménit s védomim, Ze upravujeme senzitivitu zvIasté v
hrani¢nich hodnotach pozitivity. Tato uprava citlivosti se tyka zvlasté¢ stanoveni

hemoglobinu (erytrocytti) a bilirubinu.

3.2.3 Reflexni fotometrie

Jinou fotometrickou technikou je reflexni fotometrie - technika rutinné pouzivana

naptiklad v klinické biochemii v rdmci tzv. suché chemie.
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V suché chemii se biologicky material nezpracovava obvyklym zplsobem ve
zkumavkach ¢i jinych nadobkéch, ale nanese se na film napustény jednotlivymi
slozkami reakéni smési. Vysledkem je zména barvy policka, kterou Ize
kvantifikovat pomoci reflexniho fotometru — méii se ubytek svétla urcité vinové
délky odrazeného od policka. Jako zdroj svétla se pouzivaji bud LED diody
emitujici vhodnou vlnovou délku, nebo Zarovkové zdroje s interferen¢nimi filtry.
Pro zvyseni citlivosti se odrazené svétlo soustfed’'uje na detektor vydutym zrcadlem
(tzv. Ulbrichtovou kouli - fokusuje veskeré odrazené svétlo z reagenc¢niho policka
impregnovaného vladkna na fotonku). Klasickym ptikladem suché chemie a reflexni
fotometrie je vySetfeni moci pomoci diagnostickych prouzki, vzhledem k
jednoduchosti a rychlosti pfi pfesnosti srovnatelné s klasickymi metodami se vSak

mnozstvi aplikaci rychle rozsituje.

3.3 Analyzator Urisys 2400 (obr. 3.1)

obr 3.1 Urisys 2400
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3.3.1 Princip

Meétici ¢ast URISYS 2400 obsahuje LED diody o tfech vlnovych délkéch.
Zkusebni prouzek zlstdva pevné v méfici pozici a métici hlava se pohybuje pies
kazdé¢ zkuSebni policko. Méfeni zafinda v referencni casti, kterd je pouzita
k testovani optické casti.

Méfici ¢ast oveéri, ze zkuSebni prouzek je spravné umistnén pod meétici Casti
zméfenim odrazeného svétla. Jestlize zkuSebni prouzek neni spravné umistnén pod
méfici hlavou, zobrazi se chybové hlaSeni a méteni se prerusi. Odrazené svétlo se

vyhodnoti v elektro-optické ¢asti (obr. 3.2 ).

4
.
N y
—AL "
B
— — -p= Opticky pienos —m Elektronicky prenos

obr. 3.2 Princip pfenosu dat

A -LED

B - Zkusebni prouzek
C - Fotodetektor

D - A/D pievodnik

E - Mikroprocesor

F - vysledek méteni
LED dioda (A) ptenese svétlo o definované vinové délce, v optiméalnim thlu, na

povrch zkuSebniho prouzku (B). Svétlo se odrazi od povrchu zkusebniho prouzku

v zavislosti na barvé na testovaném policku.
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Fotodetektor (C) vyhodnoti Cast svételného toku a A/D ptevodnik (D) prevede
signdl na digitdlni hodnotu. Mikroprocesor (E) porovna hodnotu podle hodnoty z
referencni €asti a spocita vysledek (F)

Fotometrické méteni pro vSechny parametry se vykonaji do jedné minuty.

Kazda ze tii LED diod pienési svétlo rizné vinové délky. Pouziti riznych vlnovych
délek zlepsi vysledky méfeni na kazdém méfeném poliC¢ku. VInové délky

pouzivané pro metfeni riznych parametrt jsou uvedené v tabulce (3.2).

Testovany parametr VInova délka (nm)
pH 555, 620
Leukocyty 555

Dusitany 555

Protein 555

Glukoza 555
Ketolatky 555
Urobilinogen 555

Bilirubin 555
Erytrocyty 555, 620
Barvivo 470, 555, 620

Tabulka 3.2 VInové délky pouzivané pro méfeni riznych parametrti

3.3.2 Pracovni postup

Analyza se po vloZeni stojankl se vzorky (obr. 3.2) spusti stisknutim Start na
obrazovce Routine Monitor (obr. 3.3). Stav analyzatoru se zméni ze Stand-By na
Reset. Analyzator provede tkony spojené s Resetem (vyprazdnéni pti¢né linie na
stojanky, resetovani pipetovaciho systému, vyprazdnéni transportniho podnosu na
prouzky) a pak je zahajeno pipetovani, méfeni a zpracovani vzorkl, coz je
indikovdno zménou stavu na Operation. V pribéhu analyzy se zvySuje cislo
sekvence na obrazovce [Routine Monitor] s kazdym rutinnim nebo statimovym
vzorkem. Soucasné jsou zobrazovany udaje o stojanku, ¢isle pozice pipetovaného

vzorku. Naopak pocet zbyvajicich prouzki klesa s kazdou dalsi analyzou.
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Jestlize se sekvencni Cislo vzorku, ktery ma byt zpracovan, dostane az k ¢islu, které
ma jiz zpravovany vzorek a jehoz vysledky jsou uloZeny v paméti analyzatoru,
objevi se hlaseni (,, Warning/Data overwrite") a pfistroj prejde do stavu S.Stop nebo

Stand-By. [7]

Po zméteni posledniho prouzku pfechazi analyzator do stavu ,,Sampling Stop".
Opétovné je mozné zahdjit analyzu, po umisténi novych stojanka do vstupni drahy,

stisknutim tlacitka <Start>. Ptistroj pokracuje v pipetovani a méteni

obr. 3.2 VloZeni stojankti se vzorky do vstupni drahy analyzatoru
A - Stojanek

B - Zkumavky

C - Vodici lista

D — Podnos

No. : 9123
Rack ID ~ Pos. : S018-1

SIAT Seq.lo. oe7 :
Remaining IS BAR{ 2001 7/04/42)

E%mtl]gw ! [Sx%:l?l

obr. 3.3 Uvodni obrazovka ,,Routine Monitor*
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3.3.3 Kalibrace

Kalibrace fotometru je zalozena na méfeni kalibraéniho prouzku s urcenymi
vlastnostmi reflektance. Mulze byt provadéna jen pomoci kalibraénich prouzkii
URISYS 2400 vyrobenych Roche Diagnostics. Kalibrace stanoveni specifické
hmotnosti je zalozena na refraktometrickém stanoveni kalibra¢nich roztokli o
znamém indexu lomu.Doporucuje se kalibrovat kazd¢ ¢tyti tydny.

Kalibra¢ni hodnoty zmétené u kazdé vyvysené plosky kalibracniho prouzku jsou
porovnany s hodnotami ptfedchozi uzivatelské kalibrace a firemni kalibrace.
Jestlize se kalibrace nelisi o vice jak +- 2% od pfedchozich hodnot nebo o +- 5%
od firemnich hodnot objevi se na obrazovce [Photometer Calibration] hlaseni
,Calibration OK" a ptedchozi uzivatelské kalibrace je pfepsana. V ptipade, ze se
kalibrace 1isi vice nez +/- 2% od ptedchozich hodnot nebo vice nez +/- 5% od
firemnich hodnot objevi se na obrazovce [Photometer Calibration] hlaSeni ,,Calibr.
Failed" a kalibra¢ni procedura musi byt zopakovédna. Kalibra¢ni prouzky jsou
vyrobeny z Sedého plastu o stalych hodnotidch reflektance. Obsahuji devét
vyvysenych plosek na horni stran¢ a tfi nozky na spodni strané. Dvé krajni nozky
vytycCuji lateralni usazeni prouzku na transportnim podnosu prouzkii a tieti nozka

uprostied ukotvuje kalibra¢ni prouzek v méfici pozici. (obr. 3.3)

obr. 3.3 Umisténi kalibracniho prouzku na transportnim podnosu
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A kalibracni prouzek
B vodici mtizka

C zafez
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4 Prakticka ¢ast

V klinické biochemii se musi provadét v ramci spravné laboratorni prace denni
kontrolni méfeni, které jsou pribézné¢ vyhodnocovany a jsou dokladem o
zpiisobilosti méticiho pfistroje k zamySlenym ucelim, tedy k analyze vzorki
pacientli. Pro kvalitu laboratorni metody je zdsadni zkoumdani pfesnosti v Case.
Ptesnost analyzy se vyjadiuje jako jeji reprodukovatelnost. Absolutni piesnost
nelze nikdy docilit, ndhodné chyby zplsobuji rovnomérné rozptyleni vysledkil
opakovanych analyz kolem primérné hodnoty, pficemz cetnost jednotlivych
vysledkli vykazuje normalni rozlozeni (Gaussova ktivka). Matematicky neni pak
vyjadfovana ptesnost metody, ale jeji nepfesnost formou smérodatné odchylky
(viz. vztah 4.2.3). Velikost smérodatné odchylky zavisi na métené hodnoté, pocita
se obvykle tzv. relativni smérodatna odchylka neboli variaéni koeficient (viz. vztah
4.2.4). Ke kontrole popisované¢ho pristroje (Nova CCX) jsem pouzival nezavislé
validované certifikované kontrolni materidly s deklarovanymi hodnotami
Liquichek od firmy Biorad. Ve své praci jsem se zaméfil na méfeni kontrolniho
materidlu L2 na acidobazickém analyzatoru Nova CCX, tabulka je uvedena

v ptiloze 2. Vyhodnoceni tabulky je v pfiloze 1

4.1 Popis tabulky

* Datum - den, kdy bylo provedeno kontrolni méfeni

» Parametry -jednotlivé sloZky (analyty) testovaného vzorku

» Jednotky - jednotky métenych analytt

= Stiedni hodnota - idealni stfedni hodnota kontrolniho materialu, udavana na
ptilozenim letdku od vyrobce Biorad

» Rozsah - hrani¢ni hodnoty kontrolnich materialu podle letdku od vyrobce

= S - smérodatnd odchylka je mirou rozptylu vysledku, tj. nepiesnosti. Ma
stejny rozmér jako méfend veliCina. Jedna se o kvadraticky primér odchylek
hodnot znaku od jejich aritmetického priméru. Vypovidé o tom, jak moc se
od sebe navzajem lisi typické ptipady v souboru zkoumanych cisel.

» VC - Varia¢ni koeficient - tzv. relativni smérodatnd odchylka, je udédvana v

procentech
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4.2 Pouzité vypoctové vzorce:

Smérodatna odchylka:

T &=
= ; — T)2
s N_1 ;(rl T

3)

X; - vysledky jednotlivych méteni
X - aritmeticky pramér
N - pocet méfeni
Variacni koeficient:

s
v, = — - 100 [%]

T 4)

s - smérodatna odchylka

X, - aritmeticky primér

[9]

4.3 Zavér

Pro méfeni je vzdy pouzita nova ampulka s kontrolnim materidlem. Pfi praci
s kontrolnim materidlem je nutné dbat pokynli vyrobce kontrolniho materialu
vzhledem k nestabilit¢ kontrolovanych analyt. Dle vyrobce je kontrolni material
pouzitelny maximalné do jedné minuty po otevieni sklenéné ampulky. Pti delSim
stani kontrolniho vzorku dochazi vzhledem k pfimému styku se vzduchem (kyslik,
oxid uhli¢ity) ke zméndm hodnoty pO, a pCO,. S tim samoziejmé je ovlivnéna
také hodnota pH.

Podle tabulky 1 vyplyva, Ze analyzator ma nejvétsi chybu méteni podle varia¢niho
koeficientu u pCO, a nejmensi u pH, a podle hodnot od vyrobce splituji parametry
limit nepfesnosti. Lze fici, Zze analyzator spliiuje pozadavky na pouziti v ramci

spravné laboratorni prace v klinické biochemii.
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Prilohy:

Ptiloha 1: Vyhodnoceni méteni

parametry pH pCO2 | pO2 K Na Ca Cl Mg Glu Lac
jednotky - kPa kPa | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l
S 0,0145 | 0,3462 | 0,3157 | 0,0673 | 0,7047 | 0,0316 | 2,6279 | 0,0218 | 0,3866 | 0,1623
jednotky % % % % % % % % % %
VC 0,2 6,23 2,37 1,54 0,54 2,92 2,71 3,91 3,5 6,17
Ptiloha 2: Tabulka méfeni:
parametry pH pCOZ p02 K Na Ca Cl Mg Glu Lac
sti. hodnota 7,44 43 96 4,5 134 1,13 95 0,61 11,3 2,6
rozsah 741747 | 51-64 | 11,5-14,1 | 4,0-50 | 129-139 | 1,03-1,23 |90-100 |0,51-0,71 [104-12,1 | 2,1-3,1
jednotky - kPa kPa mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l | mmol/l mmol/l mmol/l
Datum
25.4.2005 7,455 5,1 13,6 4,3 129 1,09 98 0,56 10,7 2,5
25.4.2005 7,426 6,3 13,1 4,4 130 1,07 100 0,53 10,6 2,5
27.4.2005 7,421 5,4 13,2 4,5 131 1,10 96 0,55 10,5 2,7
27.4.2005 7,412 5,2 13,5 4,5 130 1,13 96 0,55 10,6 2,8
29.4.2005 7,446 6,1 12,8 4,4 130 1,10 91 0,54 10,7 2,5
4.5.2005 7,451 5,7 13,7 4,3 130 1,03 95 0,52 10,6 2,4
11.5.2005 7,421 5,4 13,7 4,3 130 1,13 98 0,55 10,6 2,5
11.5.2005 7,425 5,2 13,7 4,5 130 1,14 100 0,54 10,7 2,6
19.5.2005 7,426 6,2 12,8 4,3 129 1,09 94 0,55 10,6 2,6
25.5.2005 7,455 5,2 13,9 4,4 130 1,12 95 0,54 10,7 2,6
1.6.2005 7,426 5,8 13,3 4,3 129 1,11 97 0,56 10,8 2,9
8.6.2005 7,421 5,9 13,3 4,4 129 1,10 98 0,55 10,8 2,5
15.6.2005 7,450 5,3 13,3 4,4 129 1,10 98 0,51 10,6 2,6
17.6.2005 7,455 5,4 13,6 4,4 130 1,14 94 0,58 11,0 2,5
22.6.2005 7,421 5,2 13,1 4,3 129 1,05 94 0,53 10,4 2,1
22.6.2005 7,412 5,6 12,8 4,4 129 1,08 93 0,53 10,6 2,3
29.6.2005 7,450 6,1 13,4 4,4 129 1,07 96 0,51 10,6 2,1
8.7.2005 7,446 5,9 13,2 4,3 129 1,08 98 0,51 10,4 2,5
8.7.2005 7,451 5,1 13,2 4,4 130 1,11 97 0,53 10,7 2,6
20.7.2005 7,421 6,3 13,5 4,3 129 1,07 100 0,54 10,6 2,6
27.7.2005 7,412 5,2 13,3 4,4 129 1,06 98 0,56 10,6 2,6
12.8.2005 7,426 5,8 13,3 4,3 129 1,08 91 0,54 10,8 2,6
17.8.2005 7,455 5,4 13,0 4,3 129 1,10 91 0,53 10,6 2,6
24.8.2005 7,446 5,7 13,7 4,4 130 1,09 93 0,55 11,0 2,6
31.8.2005 7,426 6,2 13,3 4,4 129 1,08 90 0,53 11,1 2,6
14.9.2005 7,421 5,1 12,8 4,4 130 1,10 93 0,53 11,0 2,6
15.9.2005 7,458 5,4 12,8 4,4 130 1,11 97 0,55 11,7 2,7
5.10.2005 7,446 5,5 13,7 4,4 130 1,10 98 0,55 10,4 2,7
12.10.2005 | 7,452 5,4 13,0 4,3 129 1,06 91 0,52 10,6 2,6
19.10.2005 | 7,425 5,4 13,7 4,4 130 1,11 91 0,56 10,7 2,7
26.10.2005 | 7,426 5,2 13,7 4,4 131 1,11 93 0,55 10,6 2,5
31.10.2005 | 7,446 6,1 13,3 4,4 130 1,08 94 0,57 10,6 2,5
2.11.2005 7,426 5,2 13,2 4,3 130 1,07 95 0,57 10,8 2,6
7.11.2005 7,455 5,1 13,5 4,5 130 1,09 95 0,57 10,6 2,7
10.11.2005 | 7,446 5,2 13,2 4,4 130 1,04 97 0,58 10,5 2,7
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16.11.2005 | 7,451 5.4 13,5 4.4 131 1,05 9% | 054 | 106 2,5
24112005 | 7,447 | 54 13,7 4.4 130 1,05 97 | 056 | 106 2,7
1.12.2005 | 7,449 | 52 13,7 43 130 1,04 98 | 056 | 106 2.7
7122005 | 7,446 | 5,1 13,7 4.4 130 1,08 95 | 056 | 107 2,7
14.12.2005 | 7,421 55 13,7 4.4 129 1,07 93 | 0,556 | 105 2,7
412006 | 7426 | 58 13,3 4.4 130 1,05 93 | 056 | 114 3,0
12.12006 | 7,426 | 54 13,6 4.4 130 1,11 9 | 052 | 109 2,7
18.1.2006 | 7,412 | 52 13,1 45 130 1,08 92 | 058 | 11,3 2,7
25.12006 | 7,426 | 58 13,3 4.4 130 1,08 94 | 058 | 11,3 27
122006 | 7,425 | 6,1 13,7 43 130 1,04 9% | 058 | 112 2,7
822006 | 7426 | 5.6 12,8 43 129 1,05 9% | 057 | 112 2,7
1722006 | 7,458 | 54 13,4 4.4 129 1,04 92 | 059 | 11,3 2,7
2222006 | 7421 5.8 13,2 4.4 129 1,05 98 | 058 | 11,6 2.8
6.3.2006 | 7,445 | 56 12,8 4.4 130 1,09 97 | 055 | 108 2,7
17.3.2006 | 7,421 5.7 13,3 4.4 129 1,10 99 | 058 | 109 2,7
2932006 | 7,426 | 58 13,3 4.4 129 111 98 | 057 | 105 2,7
6.42006 | 7,426 | 5.4 12,8 4.4 130 1,10 100 | 057 | 114 2,6
12.42006 | 7,455 | 52 13,7 43 129 1,14 97 | 058 | 11,3 2,7
2142006 | 7,446 | 52 13,7 43 129 111 98 | 057 | 114 2.7
26.42006 | 7451 5.1 13,2 43 129 1,09 100 | 0,56 | 11,1 27
552006 | 7,446 | 55 13,5 4.4 130 1,12 100 | 056 | 106 2,7
1152006 | 7,439 | 6,1 13,4 43 129 1,05 97 | 057 | 11,3 2.7
18.52006 | 7,442 | 58 12,9 4.4 129 1,12 98 | 052 | 11,0 27
2652006 | 7436 | 6.2 12,8 44 129 1,16 9% | 059 | 106 2.8
262006 | 7412 | 5.1 13,7 4.4 130 1,16 97 | 058 | 11,1 2,7
562006 | 7426 | 58 13,3 42 130 1,11 100 | 057 | 1009 2,7
12.6.2006 | 7,426 | 59 12,8 43 130 1,07 100 - 10,9 2,7
23.62006 | 7426 | 538 13,3 44 129 1,12 97 | 060 | 11,1 2,7
27.62006 | 7446 | 5.6 12,8 44 130 1,13 97 | 059 | 112 2.8
3.7.2006 | 7441 6,1 13,3 4.4 130 1,12 100 | 056 | 11,3 2,6
12.7.2006 | 7421 52 12,8 44 129 1,10 99 | 058 | 11,5 2,7
19.7.2006 | 7,440 | 538 13,5 42 130 1,07 100 | 059 | 11,2 2,7
26.7.2006 | 7,426 | 52 13,7 44 129 1,13 98 | 058 | 106 2.8
26.7.2006 | 7,455 | 54 13,7 4.4 130 1,07 99 | 057 | 115 2.7
2.82006 | 7446 | 52 13,2 4.4 129 1,11 98 | 057 | 112 2,7
7.82006 | 7451 5.7 13,5 47 130 1,10 97 | 053 | 116 2.7
16.8.2006 | 7,446 | 5.6 12,8 4.4 129 1,15 9% | 057 | 11,0 2.8
21.82006 | 7426 | 538 13,3 4.4 130 1,13 9% | 059 | 108 2,6
2582006 | 7446 | 55 13,6 4.4 131 1,14 97 | 0,57 | 12,0 2,5
192006 | 7,425 | 5.1 13,1 4.4 129 1,12 97 | 058 | 11,7 2,7
1592006 | 7,426 | 5.2 13,7 4.4 129 1,13 100 | 0,60 | 11,1 2.9
2792006 | 7434 | 54 13,8 45 131 1,13 99 | 055 | 11,0 2.7
4102006 | 7434 | 52 13,2 44 130 1,11 99 | 057 | 115 2,7
12.10.2006 | 7,421 5,9 13,3 43 130 1,12 9% | 053 | 114 2,7
18.10.2006 | 7,426 | 6.1 13,3 4.4 130 1,10 97 | 060 | 12,1 2,7
25.10.2006 | 7,412 | 54 12,8 4.4 129 1,08 98 | 059 | 12,0 2,9
3.11.2006 | 7,441 52 13,0 4,6 131 1,11 97 | 0,58 | 114 2.7
10.11.2006 | 7,426 | 54 13,7 4.4 131 1,10 98 | 060 | 11,8 2.8
15.11.2006 | 7,455 | 52 13,7 45 129 1,07 100 | 057 | 11,8 2,6
1.122006 | 7427 | 57 13,2 4.4 130 1,08 100 | 058 | 116 2.7
7122006 | 7446 | 55 13,5 43 132 1,08 99 | 059 | 11,8 2,9
8.1.2007 | 7451 5.6 12,8 4.4 131 1,08 100 | 0,56 | 112 2.7
12.12007 | 7,426 | 58 13,3 45 131 1,10 97 | 056 | 11,3 2.8
29.1.2007 | 7,446 | 54 13,6 4.4 129 1,05 100 | 057 | 11,5 2,5
222007 | 7426 | 62 13,1 4.4 130 1,08 98 | 058 | 114 2,9
922007 | 7421 5,7 13,2 45 131 1,06 100 | 058 | 116 2,7
19.22007 | 7,446 | 6,1 13,2 4.4 131 1,07 98 | 057 | 109 2,6
2822007 | 7412 | 5.1 13,5 4.4 131 1,06 99 | 058 | 11,1 2,6
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532007 | 7463 52 13,7 4.4 131 1,08 100 | 055 | 110 2,5
16.3.2007 | 7,426 | 6,1 13,7 4.4 130 1,04 97 | 056 | 11,1 2,7
2632007 | 7455 | 55 13,3 4.4 130 1,05 98 | 054 | 11,1 2.8
542007 | 7426 | 58 13,3 4.4 131 1,08 99 | 054 | 11,0 2.7
20.4.2007 | 7421 5.9 12,8 4.4 130 1,07 92 | 054 | 11,1 2,7
3042007 | 7412 | 55 13,6 4.4 131 1,04 98 | 055 | 11,1 2.8
2252007 | 7,413 52 13,1 45 130 1,05 100 | 056 | 106 2.7

1.62007 | 7446 | 54 12,8 4.4 130 1,08 99 | 059 | 12,0 2,6
15.6.2007 | 7451 52 13,7 4.4 130 1,10 99 | 061 | 109 2,7
29.6.2007 | 7,426 | 5.7 13,7 43 130 1,10 97 | 058 | 109 2,6
1272007 | 7425 | 5.1 13,2 4.4 130 1,14 98 | 060 | 109 2,5
23.72007 | 7,426 | 5.1 13,5 4.4 130 1,10 100 | 058 | 108 23
2.82007 | 7470 | 56 12,8 43 129 1,11 98 | 0,51 11,0 23
16.8.2007 | 7,446 | 6.2 12,8 43 129 1,08 100 | 056 | 11,4 23
31.82007 | 7426 | 58 13,3 43 129 1,09 92 | 059 | 11,3 2,6
10.9.2007 | 7,426 | 538 13,3 4.4 130 1,11 98 | 060 | 11,0 2,7
20.9.2007 | 7,446 | 5.4 13,7 43 130 1,08 99 | 057 | 108 27
5.10.2007 | 7,451 52 13,7 43 129 1,07 92 | 054 | 11,0 2,7
15.102007 | 7,446 | 5.8 13,3 43 130 1,07 98 | 056 | 11,0 27
26.10.2007 | 7,421 6,1 13,7 43 130 1,09 97 | 056 | 11,1 2,6
16.11.2007 | 7,412 | 55 13,1 42 130 1,04 98 | 053 | 11,3 2,6
23.11.2007 | 7,421 5.8 13,3 4.4 129 1,05 100 | 056 | 11,3 2.8
3.12.2007 | 7,426 | 5,9 12,8 42 129 1,03 92 | 054 | 11,5 2,6
12.12.2007 | 7,421 5,7 13,7 43 129 1,10 98 | 058 | 11,5 27
7.1.2008 | 7412 | 57 13,7 4.4 130 1,03 92 | 056 | 107 2.8
25.12008 | 7412 | 573 13,2 43 129 1,06 98 | 056 | 11,8 2.7
422008 | 7421 6,2 13,5 4.4 130 1,08 98 | 056 | 112 2,7
1522008 | 7,446 | 52 12,8 4.4 129 1,04 100 | 0,56 | 11,1 2.8
10.3.2008 | 7,425 | 54 13,8 4.4 129 1,05 100 | 055 | 11,1 2.8
2132008 | 7412 | 56 12,8 43 129 1,04 97 | 054 | 11,0 2.8
742008 | 7429 | 56 13,3 4.4 129 1,04 98 | 055 | 11,1 2,7
2142008 | 7,446 | 5.1 13,7 4.4 129 1,05 100 | 055 | 11,3 27
30.4.2008 | 7,451 5.1 13,7 4.4 130 1,09 97 | 055 | 11,3 2.7
1252008 | 7455 | 6,1 13,3 4.4 130 1,04 98 | 056 | 11,3 2.8
2952008 | 7,461 5.4 13,0 4.4 130 1,05 100 | 055 | 11,2 27
20.62008 | 7455 | 52 12,8 4.4 131 1,05 92 | 055 | 116 2,6
30.6.2008 | 7,426 | 5,9 13,1 4.4 130 1,04 98 | 060 | 112 2,6
11.72008 | 7,426 | 55 13,3 4.4 130 1,08 97 | 054 | 108 2.8
18.7.2008 | 7,446 | 58 13,3 4.4 130 1,05 98 | 053 | 109 2,7
2872008 | 7,446 | 54 12,8 4.4 130 1,07 9% | 053 | 109 2.8

8.8.2008 | 7457 | 52 13,2 4.4 130 1,06 94 | 054 | 108 2,5
592008 | 7,417 | 5,1 13,5 4.4 130 1,05 92 | 055 | 106 2,6
1692008 | 7,446 | 59 12,8 4.4 130 1,04 98 | 054 | 11,7 2,5
2692008 | 7435 | 6.2 12,6 4.4 131 1,08 99 | 055 | 114 2,6
7.10.2008 | 7,453 5,7 13,1 4.4 130 1,05 98 | 057 | 11,3 2,5
17.10.2008 | 7,421 5.1 13,3 45 130 1,05 98 | 056 | 11,6 2,5
29.10.2008 | 7,425 | 6,1 13,1 4.4 130 1,05 100 | 056 | 114 2,6
11.10.2008 | 7,426 | 5.8 13,3 43 130 1,03 100 | 055 | 114 25
24.11.2008 | 7,446 | 56 12,8 4.4 129 1,05 99 | 055 | 11,0 2,6
4122008 | 7421 55 13,2 4.4 130 1,04 100 | 055 | 10,9 22
15.12.2008 | 7,412 | 57 13,5 4.4 129 1,08 97 | 053 | 11,0 2,1
5.1.2009 | 7421 5.4 13,7 4.4 131 1,05 98 | 054 | 11,1 24
20.12009 | 7,446 | 6,1 13,7 45 132 1,04 92 | 055 | 109 2,1
6.22009 | 7426 | 58 13,3 43 130 1,05 98 | 056 | 11,1 2,1
2022009 | 7,446 | 6.2 13,7 45 131 1,05 98 | 057 | 11,0 2,6
432009 | 7451 52 13,7 4.4 130 1,03 100 | 052 | 107 2,5
1732009 | 7,426 | 58 13,3 43 129 1,04 100 | 054 | 108 23
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