Zdislava Vanickova

Biochemické metody
vyuzivané v lékarstvi 2.

V hlavnim ¢lanku (na str. 73-76 tohoto &isla Zivy) jsme se seznamili se zaklad-
nim vySetfenim vzorku krve, zde budeme pokracovat popisem vysetfeni moci
i méné obvyklych biologickych materiali, jako jsou stolice, vlasy nebo vydecho-

vany vzduch.

VySetfeni moci

Jiz od détského véku se pii béznych pro-
hlidkach u lékate provadi zakladni che-
mické vysetfeni moci. Je vhodné ho provést
do dvou hodin od vymoéent, proto probiha
vét§inou p¥{mo v ambulanci lékate. Za-
kladni vy$etfeni se provadi pomoci dia-
gnostickych prouzkd, které umoziiuji hod-
notit rizny pocet analytd, vétsinou 7-11.

Diagnosticky prouzek tvofi plastovy
pések, na kterém jsou nalepeny plosky
z porézniho materidlu. Na tyto plosky jsou
fixovany reagencie v suchém stavu. Tech-
nologicky se na nosnou plastovou vrstvu
nejprve umisti absorp¢ni papirova vrstva
(do niz se mo¢ nasédkne), pak nasleduje
vrstva diagnosticka. Pokud jde o vicestup-
flovou reakci, je tfeba nanaset a susit rea-
gencie postupné, pficemz jednotlivé vrstvy
jsou oddéleny vrstvou polymeru rozpust-
nou ve vodé (obr. 1). Prouzek se ponoti do
vzorku na 1-2 s, pfi vytahovani se pfeby-
tetnd mo¢ otfe o okraj zkumavky nebo
opatrné odsaje do buni¢iny. Po namodceni
za¢ne tekutina difundovat vrstvami a roz-
pousti pfitomné reagencie. Rozpusténé ci-
nidlo reaguje s analyzovanou latkou za
vzniku barevného produktu. Vysledné zbar-
veni povrchu se odecita po reakéni dobé
stanovené vyrobcem (vét§inou 30-120 s).
Prouzky je nutné chranit pfed vlhkosti,
nepfiméfenym teplem a svétlem a nemély
by se mrazit.

V ambulancich nebo doma p¥i samovy-
Setfeni se vysledek odecita zrakem, barva
reakéni zény se porovndva s barevnou
gkalou na obalu prouzki. V laboratofich
hodnoti intenzitu zbarveni p¥istroj, a to

reflexnim fotometrem. P¥i mé¥eni reflek-
tance je zdrojem svétla obvykle LED produ-
kujici barevné nebo bilé svétlo. Jeho odraz
od barevné zény prouzku vede soustavou
zrcadel k filtrim a k fotonédsobic¢i signalu.
MEéi1 se intenzita zafen{ odraZeného od ne-
prahledné podlozky. Hodnoti se pomér
intenzity dopadajiciho svétla a svétla odra-
zeného od barevné plochy.

Hodnocené analyty

e pH moci ur¢ujeme pomoci reagenéniho
policka, které obsahuje smésny indikétor,
napf. bromtymolovou modt, fenolftalein
a metylovou ¢erven. Prolindnim barev téch-
to indikatort vznika $iroké spektrum ba-
revnych odstinti — od oranZzové pro kyselou
moc¢ (pH niZsi nez 5) pres zlutou, zelenou
az k modré pro alkalickou mo¢ (s krajni
hodnotou pH 8). Kyselost mo¢i miZzeme
ovlivnit i pouhou stravou, vy$si podil masa
vede ke kyselej$i moci, naopak vegetariani
rych mikroorganismi pfi mocové infekci
muZe vést k posunu k vy$simu pH, takové
bakterie maji schopnost §tépit mocovinu
na ¢pavek a oxid uhligity. Kyselej$i moc na-
opak nachdzime u fady vrozenych metabo-
lickych onemocnéni, u dekompenzované
cukrovky (u pacientt, kterym dosavadni
dietni a medikamenté6zni 1é¢ba zatim nepo-
maha k normalizaci hodnot glykemie), ale
také pfi dehydrataci a hladovéni. Fyziolo-
gické pH moti je v rozmezi 5,0 aZ 6,5.

o Specificka hustota moci se pomoci dia-
gnostickych prouzkt odhaduje nepfimo
podle koncentrace kationtt. Indika¢ni z6na
prouzku obsahuje vhodny polyelektrolyt
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ve funkci iontoménice a acidobazicky indi-
kator — bromtymolovou modf. Princip dia-
gnostickych prouzkti je zaloZen na vyméné
kationtll z moci, zejména sodnych, drasel-
nych a amonnych, za vodikové ionty poly-
elektrolytu v indikaén{ zéné. Uvolnéné
vodikové kationty okyseli slabé pufrovany
acidobazicky indikator, ktery je v alkalické
formé. Okyseleni je doprovdzeno zménou
zbarveni. Nevyhodou je, Ze vy3etieni dia-
gnostickymi prouzky nebere v iivahu latky
neelektrolytové povahy, jako jsou glukdza,
bilkoviny, mocovina nebo kreatinin. Za
fyziologickych podminek se hustota ranni
modi pohybuje v rozmezi 1,015-1,025 kg/1.
Zpravidla plati, Ze ¢im je vétsi objem modi,
tim je jeji hustota niZsi (zfedéni) a naopak
pii mensim objemu modi (koncentrovana
moc) je vyssi. Z tohoto pravidla ale vybo-
¢uji stavy, pfi nichz dochazi k osmotické
diuréze, napf. pti cukrovce je objem moci
vétsi s vyssi specifickou hmotnosti (gluké-
za, které je v moci zvySené mnozstvi, na
sebe vaZe vodu, tu pak ledviny nedokazou
z primarni moci vstiebat zpét).

e Princip stanoveni bilkovin (proteinurie)
pomoci diagnostickych prouzki je zalozen
na tzv. bilkovinné chybé acidobazického
indikatoru. Tyto indikatory pfi uréitém pH
méni svou barvu — p¥i pH niz8im neZ 3,5
jsou zluté, p¥i vyssim jsou zelené az mod-
ré. V reakéni zéné testovactho prouzku je
kromé indikatoru i pufr, ktery udrzuje pH
v rozmezi 3,0 aZ 3,5 (vyrazné niZzsi nez
pH moci), a indikator mé Zlutou barvu.
Jsou-li ve vzorku bilkoviny, navdZou se na
indikator. Tim zménf{ jeho vlastnosti — ptre-
chodové oblast se posune smérem ke kyse-
lejsimu pH. Znamena to, Ze pii uvedeném
konstantnim pH mezi 3,0 aZ 3,5 bude mfit
indikator s navdzanou bilkovinou zele-
nou barvu, jako kdyby byl v alkali¢té&jsim
prostfedi. Intenzita zbarveni zavis{ na
koncentraci bilkoviny, kolisé od zelené az
po modrou. U vyrazné alkalickych moci
(pH nad 8) nebo u modi s vysokou specific-
kou hustotou mtiZe test davat fale$né pozi-
tivni vysledky (dojde k vycerpani pufru
v reakéni z6né), stejné tak p¥i kontaminaci
odbérové nadobky dezinfekénimi prostied-
ky. Ur¢itou nevyhodou testovacich prouz-
ki je jejich rozdilna citlivost vidi riznym
bilkovindm. Nejcitlivéjsi jsou k albumi-
nu — nejvyraznéji zastoupené bilkoviné
v krvi. Pokud pfi orientaénim vysetfeni
prouzkem vyvstane podezfeni na proteinu-
rii, vzdy doplilujeme vy$etfeni v labora-
tofi klasickymi chemickymi metodami ve
vzorku z 24hodinového sbéru modi.

o Glukézu v modi (glykosurii) diagnostiku-
jeme pomoci enzymovych reakci s gluk6za-
oxidazou a peroxiddzou, popsanych blize
v ¢lanku na str. 73-76. Posledni reakci je
pfeména chromogenu na barevny produkt.
Svétle zluté zbarveni reakéni plosky se pii
pozitivité méni na modrozelené. Test je
specificky pro D-glukézu, jiné cukry nepo-
skytuji pozitivni reakci. Vysoké koncen-
trace redukujicich latek, jako je vitamin C

1 Konstrukéni feseni zé6ny mocového
prouzku. Na plastovy pasek jsou postup-
né naneseny absorp¢ni a diagnosticka
vrstva. Po uplynuti stanovené doby od
namoceni prouzku do modci se odecita
zbarveni pouhym okem pfi porovnani
se $kalou, nebo pristrojove.
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(kyselina askorbovd), zpomaluji vyvin zbar-
veni a mohou vést k fale$né& niz$im vysled-
ktim. Naopak falesné pozitivni vysledky
mohou byt zptisobeny p¥itomnosti peroxi-
du vodiku nebo oxida¢nich ¢inidel (nékteré
dezinfekéni prostfedky) v odbérové nddobé.
Diagnostické prouzky pro vySetfeni modci od
nékterych vyrobct maji detekéni zénu pro
vitamin G, kterd na moZnost fale$né nega-
tivity upozorni. Glykosurie (pf¥itomnost
glukézy v moci) nejcastéji provazi vzestup
glykemie (hladina glukézy v krvi) nad renal-
ni prah glukézy (kolem 10 mmol/1). Gluké-
za, ktera se normalné filtruje pres glome-
ruldrni membréanu (¢aste¢né propustnou
strukturu v ledvinném glomerulu, propous-
ti do moci jen nékteré latky na zakladé
jejich velikosti a elektrického naboje), je
v primarni moc¢i v tak vysoké koncentraci,
Ze nestaci byt resorbovana v tubulech, tedy
vstfebdna zpét do krve, a dostdva se do
definitivni mo¢i.

o Priikaz ketolatek je zaloZen na reakcich
kyseliny acetoctové a acetonu s nitropru-
sidem sodnym v alkalickém prostiedi, kdy
vznika Gervenofialové zbarveny komplex.
Bohuzel kyselina 3-hydroxymaselné (nej-
hojnéji zastoupend ketolatka) reakci nepo-
skytuje, a proto negativni vysledek ketoaci-
dézu zcela nevylucuje. Stanoveni ketolatek
v moc¢i ma vyznam pfedevsim u diabetiki.
U spravné léceného diabetika ketolatky
v mo¢i nenachazime. Jejich p¥itomnost
svédci pro metabolickou ketoacidézu a je
provézena hyperglykemii. Malé mnoZstvi
ketolatek v moci se mtze objevit pii hlado-
véni, redukénich dietdch a v t8hotenstvi.
e Priikaz bilirubinu a urobilinogenu (coz
jsou latky, které v téle vznikaji pii odboura-
vani hemu — ¢erveného krevniho barviva)
v moc¢i pomoci diagnostickych prouzkd, je
zaloZen na azokopulacénich reakcich, pii
nichz vznika rdZzové az riZovocervené
barvivo. Pfi téchto reakcich se méni trojna
vazba dvou dusiki na dvojnou, zbyvajici
vazba pak vaZe aromatickou slougeninu.
Nizsi aZ fale$né negativni vysledky mohou
byt opét zptisobeny vysokymi koncentrace-
mi vitaminu C. Vzorek moci je také nutno
chrénit pfed pfimym slunec¢nim svétlem,
které vyvolava oxidaci bilirubinu s nasled-
nym fale$né negativnim nalezem. Zvysené
hodnoty nachéazime pfi Zloutence a dalsich
jaternich chorobéch.

o K priikazu cervenych krvinek a hemo-
globinu v mo¢i vyuzivame schopnosti he-
moglobinu katalyzovat (pseudoperoxida-
zovou) reakci, pfi niz dochéazi ke zméné
barvy indikatoru, nejcasté&ji tetrametylben-
zidinu na benzidinovou modi. Celé ¢ervené
krvinky vidime na diagnostickém prouzku
jako jednotlivé modré tecky, z rozpadlych
krvinek vylity hemoglobin reaguje s celym
polem zény prouzku. Néalez celych cerve-
nych krvinek provazi infekce mocovych
cest, nddory v dané oblasti a pfitomnost
mocovych kament. Hemoglobinurie svéd-
¢ pro rozpad cervenych krvinek bud jesté
v cévach pacienta, nebo az v definitivni
moci, napf. pii jeji nizké specifické hmot-
nosti. Stejnou reakci vyvola i myoglobin
pii rozsdhlém poskozeni svali.

e Chemické stanoveni pfitomnosti bilych
krvinek (leukocytti) je zaloZeno na prikazu
jinych enzymi — esterdz, které jsou hojné
v granulocytech. Tyto esterdzy katalyzuji
hydrolyzu esteru indoxylu na volny indo-
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2 Laboratorni metody pro stanoveni
zékalu. P¥i turbidimetrickém stanoveni
méfime mnozstvi svétla proslého zakale-
nym roztokem v ose zafeni (nahote),

pii nefelometrickém méteni zdkalu
detekujeme svétlo rozptylené, napf. ve
sméru kolmém na osu zéareni (dole).

xyl, ktery pak reaguje se stabilni diazonio-
vou solf na p¥islusné azobarvivo. P¥i nega-
tivni reakci je zéna zbarvena krémové zlutg,
Ppti pozitivni reakci se méni do rdZzového az
fialového odstinu. Leukocyturie je pfizna-
kem zanétu ledvin nebo mocovych cest.
e Dusitany se v modi stanovuji jako nepii-
ma znamka bakteriurie. Normalni mo¢ je
v méfitelnych koncentracich neobsahuje.
Nekteré, pfedevsim gramnegativni bakterie,
jako jsou Escherichia coli, rody Proteus
a Klebsiella, stafylokoky a dalsi, maji schop-
nost redukovat dusi¢nany pfitomné v moci
na dusitany. Diagnostické prouzky vyuzi-
vaji dusitanii v Griessové reakci, jejiz pod-
statou je diazotace sulfanilamidu dusitany
ve vzorku za vzniku diazoniové soli. Nésle-
duje azokopulace vzniklé soli s kopulag-
nim ¢inidlem za vyvinu rtZového aZ fialo-
vého zbarveni. VySetfeni moci na dusitany
se provadi v prvni rannf moci, coZ zaruc¢uje
dostate¢né dlouhou dobu nezbytnou pro
bakterialni redukci dusi¢nanti na dusitany
v moc¢ovém méchyti. Pozitivn{ priikaz dusi-
tant v modi potvrzuje bakteriurii, zatimco
negativni ji nevylucuje. Pokud je test na p¥i-
tomnost bilych krvinek nebo na dusitany
pozitivni, vzdy se dopliiuje mikrobiologic-
ké vySetfeni moci.

o Ze vzorku mo¢i mizeme pomoci specific-
kych, vétsinou imunochemickych reakci
orientaéné vysetfit i pfitomnost dalsich la-
tek. Hojné se toho vyuZiva napf. pfi samovy-
Setfeni na zacatku téhotenstvi, kdy v moci
roste koncentrace lidského choriového go-
nadotropinu, nebo ve sportovni mediciné,
kdy se ve vzorku moci hleda pfitomnost
nedovolenych latek a hormont.

Testovaci kazeta nebo prouzek na pfitom-
nost lidského choriového gonadotropinu
(hCG) v moti pracuje na principu sendvi-
¢ové imunochemické reakce. Membréna je
prosycena mysimi protilatkami proti hCG
v testovaci oblasti a protilatkami proti mysi
bilkoviné v kontrolni oblasti. BEéhem tes-
tovani vzorek modi nejprve reaguje s ba-

revnym konjugatem (mysi protilatka proti
hCG, koloidni zlaty konjugét). Smés pak
migruje nahoru po membréané, aby reago-
vala s protilatkami proti hCG v testovaci
oblasti a vytvofila ¢ervenou linku. Pfitom-
nost ¢ervené linky znadi pozitivni vysledek,
nepfitomnost znamend negativni vysle-
dek. Bez ohledu na detekci hCG v testovaci
z6né smés pokracuje v migraci pfes kontrol-
ni oblast, kde se vzdy objevi Eervena linka.
Jeji pfitomnost slouzi k ovéfent funkénosti
a spravného provedeni testu.

Na podobném principu imunochemické

reakce pracuji i testy na virové infekce,
jako jsou chtipky nebo covid-19, provadé-
né vétsinou ze slin nebo vytéru z nosu ¢&i
nosohltanu.
o Kombinaci vy$etfeni analytu v moci
a krvi mzeme spocitat jeho tzv. clearance.
Vyuzivame toho napf. pro orientaéni po-
souzeni funkce ledvin. K tomuto téelu sta-
novujeme v krvi i moc¢i kreatinin, pfipadné
v kombinaci s moc¢ovinou a albuminem,
nebo bilkovinu cystatin C. Podle typu vy-
Setfeni se analyza provadi z jednotlivého
vzorku moci nebo z moci sbirané 24 hodin.
Hodnoty je mozné vztdhnout na télesny
povrch (ten lze vypocitat z vysky a hmot-
nosti a odrézi, jak je jedinec mohutny)
a zohlednit vék a pohlavi vysetfované oso-
by. Klasickou clearance kreatininu vypocte-
me podle vzorce koncentrace kreatininu
v moc¢i x objem mo¢i za 24 hodin / kon-
centrace kreatininu v krvi.

VySetieni stolice, slin a vlastu

Soucasti preventivniho vySetfeni u osob
star$ich 50 let je rovnéz pétrani po pfitom-
nosti krve ve stolici. Provadi se v ramci
screeningu nadort tlustého stfeva. Dnes
se doporucuje provadét vysetieni kvanti-
tativni, tedy uréen{ mnozstvi ¢erveného
krevniho barviva (hemoglobinu) vztazené-
ho na gram stolice. I malé analyzatory
¢asto vyuzivaji imunoturbidimetrickou
detekci miry zakalu vzorku po reakci se
specifickou protilatkou. Jaky je rozdil opro-
ti spektrofotometrii popsané jiz v ¢lanku
na str. 73-767 P¥i spektrofotometrii mé¥i-
me intenzitu zbarveni ¢irého roztoku pii
uréité vinové délce v kyveté o zndmé dél-
ce. U turbidimetrie pracujeme se vzorkem
zakalenym, na ¢asticich dochazi k rozpty-
lu svétla do riznych smérd, analyzéator
méff mnozstvi svétla proslého vzorkem.
Vétsi zakal tak znamend mensi mnozstvi
proslého svétla a odpovidé vyssi koncen-
traci zkoumaného analytu. Také je mozZné
snimat pod ur¢itym thlem svétlo rozpty-
lené, takovému principu stanoveni se pak
fika nefelometrie (obr. 2).

V pfipadé patrani po krvi ve stolici po-
uzivame specifickou protilatku proti bil-
kovinné ¢asti hemoglobinu, kterd reaguje
s useky typickymi pouze pro ¢lovéka. Vy-
Setfeni proto nevyzaduje Zaddnou dietni
pfipravu s vynechanim masa zvifat. Tato
protilatka je navdzana na latexové mikro-
kuli¢ky. Pokud je hemoglobin ve vzorku
pfitomen, protildtka s nim reaguje, dojde
k ,zesitovani“ kulicek a zakal vzorku
v kyveté vzroste. Kdyz krev ve stolici nenf,
roztok ziistane ¢iry. Nalez patologického
mnozstvi krve ve stolici vede k doporu-
¢eni podstoupit endoskopické vysetfeni
tlustého stfeva — kolonoskopii. Popula¢ni
plosny screening kolorektalniho karcino-
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mu jiZ v Ceské republice pfispiva k ¢as-
néjsi diagnéze prednadorovych a ¢asnych
nédorovych zmén na tlustém stievé a ke
sniZeni imrtnosti na toto onemocnéni.

Ze stolice mtiizeme, vét§inou pomoci
riznych imunochemickych metod, zjistit
orienta¢né informace o produkci enzymu
slinivkou bfisn{ (stanoveni pankreatické
elastazy), infekci zaludku a dvanéctniku
bakterii Helicobacter pylori (specifické po-
vrchové antigeny), kterd se podili na tvor-
bé zaludecénich viedu a je zafazena mezi
karcinogeny, diagnostikovat a monitorovat
prabéh idiopatickych (nezndmého ptivo-
du nebo autoimunitnich) stfevnich zané-
tt (kalprotektin) nebo sledovat dodrzova-
ni bezlepkové diety (gliadin a jeho §tépné
produkty).

Z dalsich, méné obvyklych biologickych
materiald bych zminila sliny, vhodné pro
neinvazivni méfeni aktudlni miry stresu
(hormon kortizol), nebo vlasy pro vyhodno-
ceni nakumulovaného stresu s moznosti jit
az mésice zpét (1 cm vlasti odpovida pti-
blizné jednomu mésici jejich ristu a méii
se opét kortizol).

Analyza vydechovaného vzduchu

Poslednim biologickym materidlem, ktery
uvedeme, je vydechovany vzduch. Vsich-
ni zname jednoduché alkoholtestery pii
policejnich silni¢nich kontrol4ch, ale ve
vydechovaném vzduchu je mozné deteko-
vat vice neZ 1 000 t&kavych organickych
latek (VOC - Volatile Organic Compounds)
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3 Mocovy analyzétor — p¥istroj hodnoti
zbarven{ moci a jeho intenzitu v jednotli-
vych zénéch diagnostického prouzku
reflektometricky.

4 Analyzator vydechovaného vzduchu
urc¢uje pomér *CO, a *CO, pomoci
infradervené spektroskopie. BliZe v textu.
Vsechny orig. a snimky: Z. Vanickova

v koncentracich ppm (parts per million,
107%) aZ ppt (parts per trillion, 107!2). V kli-
nickych laboratofich se pouZivaji analyza-
tory vydechovaného vzduchu schopné od-
lisit molekuly oxidu uhli¢itého s uhlikem
12C a 13C (stabilni izotop uhliku se zastoupe-
nim piiblizné 1,1 %). Vétsinou jde o detekci
v infracerveném spektru (NDIRS — Non-
dispersive Infrared Spectroscopy), vyuzi-
vajici rozdilna absorpéni maxima v oblasti
kolem 4 350 nm, s méfenim na optoakustic-
kém detektoru. Takto miizeme snadno ové-
Fit pfitomnost infekce H. pylori v Zzaludku,
kde vyuzivame schopnost této bakterie
§tépit mocovinu. Pacient nadych4 vstupni
vzorek vzduchu a vypije roztok mocoviny
znactené izotopem uhliku *C. Po 30 mi-
nutdch nadyché druhy vzorek, a pak po-
rovname pomér '2CO, a 1*CO, s pomérem
téchto plynt ve vstupnim a nasledném
vzorku. Pokud dojde ke $tépeni mocovi-
ny, vzroste mnozstvi **CO, ve vydechova-
ném vzduchu, tim prokazeme p¥itomnost
infekce.

Dalsf moznosti je pouziti pfirozenych
substratti, jako jsou glukoéza, laktéza nebo

ARACHNE

Ctrnact dni nabitych odbornymi
pfednaskami, experimenty,
terénnimi exkurzemi

POJED S NAMI!

Jsi stfedoskolak la¢nici po nevSednich biologickych
zazitcich a chces si vyzkouset védu na vlastni k(1zi?

POTOM JE ARACHNE TiM, CO HLEDAS!

a v neposledni fadé mofem zabavy.

Pfihlasku najdes na www.arach.cz

frukt6za. Ve vydechovaném vzduchu mé-
fime vodik, metan a oxid uhli¢ity. Vodik
a metan nejsou produktem lidskych bunék,
ale vznikaji ¢innosti bakterii v nagem tra-
vicim traktu, pfedevsim tlustém st¥eve.
Pomoci roztoku glukézy testujeme piitom-
nost bakteridlniho pfertistdni v tenkém
stfevé, kdy ke vzestupu jednoho nebo obou
plynt dojde v prvnich dvou hodinéch po
jejim podani. Naopak pfi testovani malab-
sorpce laktézy nebo fruktézy ocekdvame
vzestup aZ po vice neZ dvou hodinéch po
podani cukerného roztoku, pokud se poda-
né cukry nevstiebaly v tenkém stfevé a do-
chézi k jejich traveni az bakteriemi ve stfevé
tlustém. Detekce metanu probiha vétsinou
pomoci infradervené spektroskopie, vodi-
ku pomoci elektrochemického detektoru.

Zavérem

PFi vySetfeni nejrtiznéjsiho biologického
materidlu vydéava laboratof Zadajicimu léka-
¥i vysledky. Ty jsou nedilnou soucasti jeho
rozhodovéani o zdravi nebo povaze nemoci
pacienta. Aby byly vysledky dobfe posou-
ditelné, je nutna spoluprace vysetfované
osoby (napf. dodrZeni doby la¢néni pied
odbérem), rychly transport vzorkt v urce-
nych podminkéch, sprdvna laboratorni
préace a interpretace vysledkd.

PouZité internetové zdroje a doporuc¢enou
literaturu uvddime na webu Zivy.

Letni biologické soustredéni
pro stfredoskolaky
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