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Abstrakt

BC-MTG dechové testy jsou vyuZivany pro diagnostiku exokrinni funkce
pankreatu. V piipadé testu s pouzitim substratu znaeného uhlikem “C se jedna o test
pomérné drahy a jeho pouziti v klinické praxi nebylo nikdy zkoumano v dlouhodobém
horizontu.

Tato studie se zabyva preanalytickou fazi a probihala na souboru 4 jedinct po
dobu 6 mésicii a jako takova je tedy vibec prvni studii *C-MTG testu provedenou v
dlouhodobém horizontu. Pil ro¢ni profil ¢tyi jedinct ukézal, ze vysledky namétfenych
hodnot jsou v nékterych ptipadech rozptyleny az o desitky procent proti svému praméru.

Test stability oxidu uhli¢itého ukézal, ze jeho hodnota se v zavislosti na teploté
neméni. Po celou dobu 7 dni tedy zistala jeho koncentrace ve vacich prakticky beze
zmény. Z toho se da usuzovat, ze vaky jsou na prepravni a skladovaci podminky prakticky
necitlivé. Otazkou ale zistalo, pro¢ se ménila hodnota delty *C/'*C.

Vysledky této studie tedy poukazuji na fakt, ze vysledné hodnoty méfeni

kumulativniho vydeje ¢tyt zdravych jedinct se béhem piil roku méni.



Abstract

C-MTG breath tests are used for exocrine pancreas diagnostics. It is a quite
expansive test and its usage has never been tested in clinical practice in long time horizon.

This study is engaged in pre-analytical phase and contains a group of 4 people
who were tested for 6 months and this is the first study ever that has been proceeded in a
long time horizon. The half-year profile of these 4 people showed that some of those
results are spread of tens percents against its average.

The test of CO, stability showed that the value of CO, is independent on the
temperature which the breath bag is stored in. Its concentration was same for the time of 7
days. Now we can say that the breath bags are insensitive in case of transporting and
storage. The question is, why the value of delta *C/"*C changed.

The results of this study point on fact that values of cumulative dosage recovery

of these 4 people did change.



Uvod

Dechové testy jsou moderni jednoduché a neinvazivni vysetfovaci metody. Lékari
jiz davno zjistili, ze pach dechu jejich pacientli, mlize poskytovat cenné informace o tom,
co se d&e vjejich téle. Antoine Lavoisier byl v 18. stoleti ve Francii zakladatelem
modernich chemickych analyz. Byl téZ prvnim, kdo demonstroval, ze vzduch kromé¢
jin¢ho obsahuje kysli¢nik uhli¢ity. V 19. stoleti byl chemiky vynalezen test na pfitomnost
alkoholu a téz acetonu, ktery znaci kromé jiné¢ho také diabetes melitus. Linus Pauling
vroce 1971 piedvedl, Ze lidsky dech je komplexni plyn, slozeny z asi 200 rtznych
organickych smési. Nékteré tyto smési jsou timto povazovany za markery onemocnéni.
Nepiimé dechové testy exokrinniho pankreatu jsou zaloZeny na principu peroralné podané
substance, znatené uhlikem "°C, jakoZto markerem vysetfované funkce. Klinicky vyznam
testu s °C-MTG spo&iva v diferencialni diagnostice malabsorpéniho syndromu, je
vyuzivan jako funk¢ni test exokrinniho pankreatu a slouzi pro sledovani dlouhodobé
nemocnych s chronickou pankreatitidou. Dechové testy s “C-MTG (MTG-BT), (°C-
Hioleinem) patfi mezi nepiimé funkéni testy exokrinniho pankreatu a napomahaji téz
sledovat UspéSnost pankreatické substitucni 1écby. Tato prace je zaméfend na

preanalytickou cast vySetieni.



1. Teoreticka Cast

1.1 VysSetteni exokrinni funkce pankreatu

Problematika funk¢ni diagnostiky exokrinniho pankreatu zlstava stéle
diskutovanym tématem - jak z pohledu laboratornich metodik, tak z pohledu klinickych
aplikaci. Klinicky vyznam laboratornich testli pankreatické funkce zahrnuje Siroké
spektrum od primarni diagnostiky pfedevsim chronické pankreatitidy a cystické fibrozy,
stanoveni stupné postizeni pankreatu, dlouhodobého sledovani nemocnych s chronickou
pankreatitidou, véetné monitorovani suplementacni terapie pankreatickymi enzymy az po
diferencialni diagnostiku malabsorpéniho syndromu. Zlatym standardem ziistava stale
klasicky sekretin-pankreo-zyminovy test (SCCK, PZS). Jeho provedeni je velmi naro¢né
technicky a laboratorné, pro pacienta velmi zatézujici, a pro rutinni diagnostiku se tak
stava nedostupnym. Frekvence pouziti SCCK-PZS testu klesla béhem uplynulych 30 let z
55 % na cca 10 %. Dalsim, zcela zadsadnim testem posouzeni pankreatické malabsorpce je
kvantitativni analyza tukti v 72-hodinovém sbéru. Rovnéz tento test neni v naSich
laboratotich dostupny, i kdyz jeho frekvence ve svété ziistava béhem uplynulych 30 let
stale cca na 20 %. Ze studie sumarizujici frekvenci testi exokrinni funkce pankreatu je v
roce 2000 nejCastéjSim pristupem vysetfeni chymotrypsinu nebo elastazy ve stolici a
dechovy test s "C-MTG, zahrnujici asi 40 % test.(2) Dechovy test C-MTG je tedy
v dnes$ni dobé na vzestupu, jednd se o test moderni a jeho pfednostmi je neinvazivita a

jednoduchost pfi jeho provadéni.

1.2 Vyuziti izotopt

Izotopy jsou prvky, se stejnym protonovym cislem (tj. pocet protonii v atomovém
jadre) a odlisné nukleonové ¢islo (tj. pocet protond a neutronti v atomovém jadre), a tedy i
atomovou hmotnost. Jadra atomt izotopu jednoho chemického prvku maji tedy stejny
pocet protontl, ale odlisny pocet neutronti. Chemické vlastnosti izotopli t¢hoz prvku jsou
vice méné¢ stejné (s urCitymi vyjimkami), fyzikalni vlastnosti rovnéz a nejcastéjsi odliSnosti
je jejich stalost. 1zotopy, jejichz pocet neutronti a protoni, resp. jejich pomér, je odlisny od
idedlniho stfedniho poméru, jsou nestabilni a podléhaji radioaktivnimu rozpadu. Polocas

pfemény je doba, kdy se pfeméni polovina poctu atomovych jader, vyjadiuje tedy



nestabilitu izotopu. Stabilni izotopy maji poloCas piemény nekonecny, jadra se tedy
samovoln¢ nepfeméenuji a nejsou radioaktivni. Stabilni izotop je tedy jeden ze dvou Ci vice
forem prvku, ktery ve svém jadie ma stejny pocet protond, ale odliSny pocet neutronii a
v elektronovém obalu stejny pocet elektronii a nepodléhd samovolné pfeméné doprovazené
emisi Castic. V pfirodé se prvky vyskytuji ve smési, kterd zahrnuje procentudlni zastoupeni
nekolika izotopt.

Uzivanymi prvky v biomedicinskych aplikacich jsou piedevsim izotopy vodiku,
kysliku, uhliku, vodiku, dusiku fosforu a siry, tedy izotopy biogennich prvka. Principem
téchto studii je aplikace oznacené¢ho, zkoumaného metabolického substratu (traceru) do
zivého organismu. Tracer (,,stopai*) je substrat, ktery obsahuje molekuly oznacené
zpusobem, ktery neovlivni jejich metabolicky osud a je rovnomémné rozptylen mezi
neoznacenymi molekulami (tzv. tracee) v konkrétnim metabolickém poolu. Pool je zasoba
sledované latky v uréitém kompartmentu, ktery muze byt velky (napf. celkova télesna
voda) nebo naopak pouze intravaskularni (znaené erytrocyty). Pro oznaceni latek jsou
vyuZivany stabilni ¢i radioaktivni izotopy. Oznaceni je realizovano bud’ nahradou atomu
v molekule jeho minoritnim izotopem, nebo navazanim atomu k molekule. Tracery jsou
vyuzivany k diagnostice onemocnéni i vyzkumu metabolickych pochodd v zivych

systémech. (3)

1.2.1 Uhlik

Uhlik (chemick4 znacka C, latinsky Carboneum) je chemicky prvek, tvofici
zakladni stavebni kdmen vSech organickych sloucenin a tim 1 vSech Zivych organismi na
této planetd. Vyznam maji pro nas v této studii pfedevsim uhlikové izotopy “C a "C.
Uhlik existuje ve dvou stabilnich pfirozend piitomnych izotopech. Izotop '>C tvoii 98,9%
uhliku na Zemi a izotop "*C tvoii zbyvajicich 1,1%. Zakladni nevyhodou pouziti stabilnich
izotopl je skuteCnost, Ze vSechny stabilni izotopy se vyskytuji pfirozené a je tedy nutné
poditat s pfirozenym pozadim. V latkich biologického pivodu je izotop "*C zastoupen
v niz§im podilu proti atmosfétre, a to z divodu pisobeni enzymu ribuldza-1,5-bifosfat-
karboxylazy/oxygendzy (RuBisCO). PouZivaji ho fotosyntetizujici rostliny k fixaci oxidu
uhligitého z atmosféry a tento enzym piednostné fixuje oxid uhli¢ity s izotopem '*C. To
plati zvlasté v ptipad¢ rostlin mirného pasma, které tvoii nasledné potravu pro zZivocichy,

v v v v o 1 . o v . v v . o sy
véetng Eloveka. Podil izotopu "C je proto v tkanich t&chto rostlin a Zivo&ichil nizsi o cca
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0,3% proti atmosfére. Existuji vSak rostliny s tzv. C4 metabolismem (napf. kukufice,
cukrova titina), které obsahuji vice izotopu "*C a deficit je pouze 0,1%. Vyie popsany jev
je ptikladem tzv. izotopového efektu, coz je souhrnny nazev pro odliSnost ve fyzikalné-
chemickém, ale i biologickém chovani latek obsahujicich rizné izotopy daného prvku.
Pfi¢inou je pravdépodobné relativné velky rozdil v molekulovych hmotnostech '*CO, a
BCO,. Dal§im izotopem je uhlik *C, ktery je radioaktivni a pfirozené neustale vznikajici
v atmosféte kolizi rychlych neutronti kosmického zateni s molekulami dusiku. V atmosféie
se proto vyskytuje zhruba ve zlomku 107 v poméru ke stabilnim izotopim uhliku. Je
Cistym beta-zaficem a jeho polocas rozpadu je 5730 let. Slouzi mimo jiné k tzv.
radiokarbonovému datovani biologickych materidlti do stafi 40000let. Tento radioizotop je
Siroce vyuzivan k oznaceni molekul biologicky dulezitych latek, které mohou byt podany
modelovym organismtm. (3)

Nadechovany vzduch se z 0,04% sklada z oxidu uhli¢itého, ktery je pod tlakem
0,3 torr. Alveolarni vzduch v plicich obsahuje oxid uhli€ity jiz z 5,2% a pod tlakem 40 torr.
Vydechovany vzduch pak obsahuje zhruba 2,5% az 3,5% oxidu uhli¢itého.

1.2.2 PDB Standard

Standardem PDB je primdrni referencni materidl pro meéteni pfirozenych zmén
obsahu izotopu uhliku “C, stanoveného v uhliGitanu vipenatém ze schranek kiidovych
belemnitii rodu Belemnitella americana z geologické formace Pee Dee v Jizni Karoliné
(USA). (9) Tento material mé&l vyjime&né velky pomér *C:'>C (0,0112372) a byl prohlagen
za referencni hodnotu. PDB je tedy mezinarodni standard udavajici hodnotu 1,11237%,

jenz piedstavuje obsah izotopu °C v t&le k¥idového belemnita.

1.2.3  Bezpecnost stabilnich izotopt

Vzhledem k tomu, e je u izotopii uhliku “C a "C relativn maly rozdil
v atomovych hmotnostech, maji tyto izotopy velmi podobné fyzikalni 1 chemickeé
vlastnosti. Vzhledem k relativnd vysokému zastoupeni izotopu uhliku C (1,1%)
v organismu obsahuje Zivo¢i§ny organismus, véetn& lidského, piiblizné 2g izotopu °C na
kilogram télesné hmotnosti. V experimentech na zvitfatech bylo dosaZzeno obohaceni 60%
uhliku "*C bez jakychkoliv toxickych nebo teratogennich jevil. Jejich aplikaci pacientim

1ze proto povazovat za zcela bezpecnou. (3)
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1.3 Dechovy test s "C-MTG

Tento test byl v modifikaci s '*C zaveden do praxe vroce 1981 jako test
k posouzeni intraduodenalni lipdzové aktivity jako exokrinni pankreatické funkce. Izotop
uhliku pochazejici ze znacenych tukt (traveni lipazou, absorpce, beta-oxidace v jatrech) je
detekovan ve vydechovaném vzduchu ve formé& "*CO,. Testovaci latkou jsou smiSené
triglyceroly, které obsahuji v molekule dlouhé a stfedné dlouhé mastné kyseliny (dva
fetézce kyseliny stearové a jeden '*C-oktanové kyseliny). MTG maji fadu vyhod oproti
ostatnim triacylglyceroliim pouzivanym pro funkéni testovani (jako trioktanodt ¢i triolein).
MTG se v prirozené dieté nevyskytuji, limitujicim krokem v jejich traveni je hydrolyza
dvou stearylovych skupin pankreatickou lipdzou. V bézné dieté¢ je jen malé mnoZstvi
oktanoatu, nedochazi tedy k miseni s neznadenym substratem. “CO, ve vydechovaném
vzduchu dobfte koreluje se sekreci lipazy. Test je jednoduchy, reprodukovatelny, bezpecny
a neinvazivni. Dobfe koreluje s méfenim obsahu tuku ve stolici 1 s duodendlni koncentraci
enzymu.(5) Specificita testu je zavisld na struktufe substratu, kterd ovliviiuje kinetiku
hydrolyzy.

BC-MTG dechovy test slouzi jako nepfimy test exokrinni funkce pankreatu a pro
dlouhodobé monitorovani nemocnych s chronickou pankreatitidou. Pro tyto ucely je
pouzivan perordlné podavany substrat smiSenych triglyceridi znaceny stabilnim izotopem
uhliku C. Princip je takovy, Ze substrat *C-MTG je §tdpen pankreatickou lipazou. Uhlik
BC se nasledné kaskddou d&ju vaze na CO, za vzniku "“CO,. Mirou aktivity
pankreatickych enzymil je koncentrace *C ve vydechovaném vzduchu, ktera se stanovuje
jako pomér *C/"*C ve frakci CO,.

Mnozstvi stabilniho izotopu uhliku ">C se vyjadiuje hodnotou delta *C, ktera
vyjadiuje vztah poméru *C/"*C k mezinarodné uznavanému standardu PDB, ktery ma pro
BC hodnotu 1,11237%. Analytickym ukazatelem "*C-dechovych testi miZze byt zména
poméru delta °C v definovaném &ase, vztazena na vychozi hodnotu — DOB a vyjadiena
v tisicinach jednotky — (promile; %o). Nejéast&jsi hodnotou *C-dechovych testil je hodnota
kumulativniho vydeje — cPDR vypoctena za definovany Cas testu a vztazend na molarni
mnozstvi podaného substratu. Pro vypocet vydeje *C pouziva vétsina aplikaci jednoduchy
vztah produkce CO, vztaZeny na povrch téla a koeficient 300 mmol CO,/h/m* (cca 3001
CO; produkovanych dospélou osobou denng). (3)
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1.3.1 Substrat

Substraty znacené uhlikem >C mohou byt vyrobeny synteticky, nebo se jedna o
piirozené se vyskytujici latky izolované z rostlin nebo zivoc¢isného materidlu. Potraviny
obsahujici uhlik maji ur&ité mnozstvi izotopu "*C. Pfirozené mnozstvi uhliku *C tvoii
celkem 1,08% vSech atomi uhliku. AvSak toto procento neni shodné u vSech rostlinnych
druhti, n&které rostliny produkuji sacharidy svy$§im obsahem '*C. Tyto piirodng
obohacené¢ sacharidy byly prokazany v kukufi¢ném Skrobu, tftinovém cukru a ananasu
(takzvanych C4 rostlinach, které vyuzivaji jiného zpiisobu karboxylace pii syntéze
sacharidi) a obsahuji 1,09-1,10% BC. Tim se lisi od sacharidi vetSiny ostatnich
(takzvanych C3) rostlin, jejichz obsah uhliku *C je 1,08%. Alternativni cesta ziskani
substratu znadeného uhlikem "C je péstovani C3 rostlin nebo chaluh v atmosférickém
vzduchu uméle obohaceném uhlikem 'C. Takto znaené sacharidy mohou byt vyuzity
k ziskani dalSich znaenych substratli — pfimisenim do potravy zvirat lze ziskat napiiklad
PC-laktézu z mléka krav krmenych kukufiénym $krobem, nebo znadené bilkoviny pii
podavani "*C-aminokyselin.

Vzhledem k tomu, Ze bézna zipadoevropskd dieta obsahuje jen velmi malo
kukufiéného krobu, je piitomnost >CO, v bazalnim vzorku dechu stejna, jako v b&Zném
biologickém materialu, a je konstantni. Ale ani u osob, které pozivaji potravu bohatou na
kukufi¢ny 8krob a titinovy cukr, neni bazalni obohaceni dechu *CO, problémem, protoze
dieta a tim i bazalni hodnota *CO, je stabilni. Pokud ale testovana osoba pozije den pred
provedenim dechového testu s uhlikem "*C v&tsi mnozstvi obohacenych sacharidii, bude
bazalni hodnota *CO, v den studie vyssi neZ obvykle a nekonstantni. Vzestup '*CO,

v prib¢hu testu pak bude nizsi, nez jaky ocekdvame, a test miize byt faleSné negativni. (5)

1.3.2 Metabolismus

Triglyceridy, téZ triacylglyceroly, jsou tvofeny jednou molekulou glycerolu v
kombinaci s molekulami mastnych kyselin na vSech ttech OH skupinach. Tvoti vétSinu
tuki v potravé cloveéka. Esterové vazby se tvoii mezi kazdou z mastnych kyselin a
glycerolem. Na nich plsobi enzym pankreatickd lipdza, hydrolyzuje tyto vazby a
"uvoliiuje" mastné kyseliny. Ve formé triacylglycerolii nemohou byt lipidy vstiebavany z

dvanactniku. Mastné kyseliny, monoglyceridy (jedna molekula glycerolu, jedna molekula
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mastné kyseliny) a nékteré diglyceridy (vznikajici Stépenim triacylglyceroll) jsou
vsttebatelné. (7)

Triacylglyceroly, jakozto hlavni slozky lipoproteini s velmi nizkou hustotou
(VLDL) a chylomikronti, hraji dulezitou roli v metabolismu jako zdroje energie a
pfenaSeCe vyzivového tuku. Obsahuji vice nez dvojnasobek energie (cca 40 kJ/g) oproti
sacharidim a bilkovinam. Chylomikrony mohou zachycovat rtizné tkané¢ a uvolnovat z
nich triacylglyceroly k pouziti jako zdroj energie.

Pankreatickd $tava - produkt exokrinni funkce pankreatu obsahuje mimo jiné
enzymy zejména lipazu, kterd hydrolyzuje triacylglyceroly piednostné v polohdch 1 a 3
glycerolu na diacyl- a monoacylglyceroly, méné €asto i v poloze 2 na volny glycerol a

ptislusné mastné kyseliny.(6)

matematicky model

produkce CO2
Peroralni podani Zména pomém
substrat
; . Hodinovy vide;
Stanoveni poméru COs
13 C/ 12 C <
FDR
Enzymaticka - Kinetika méfeni
hydrolyticka Eliminace v Ease
funkce GIT
\ PET
oC Kumulativai vyde;

CO:2

Obrizek & 1 — Metabolismus "*C a princip vySetfeni

PC-MTG substrat je triglycerid s *C-oznadenym oktanoatem v poloze 2, a
steardtem v poloze 1 a 3. Pankreatickou lipazou je triglycerid roz$t€épen a vznika
meziprodukt *C-oktanoat. Oktanové kyselina mé stfedn& dlouhy fetézec, je snadno a zcela
absorbovana, cestou venae portae transportovana do jater, kde je rychle oxidovéna jatry na

BC0, a vodu. Vznikly oxid uhligity je rychle absorbovan, nasledn& se dostava do krve a
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dale do plic. Izotop uhliku "“C je markerem testované funkce a podany substrat je
obohacen o definované mnozstvi °C a tato veli¢ina je v molarnim vyjadieni porovnavéana

s mnoZstvim izotopu "°C ve vydechovaném vzduchu. (12)

1.4 Analyza stabilnich izotopt

1.4.1 Metody analyzy

Detekce sloucenin obsahujicich stabilni izotopy miize byt provedena fadou
analytickych  technik, z nejdalezitéjSich povazujme hmotnostni  spektrometrii,
infracervenou spektrometrii a nuklearni magnetickou rezonanci. Zde budu uvadét pouze
prvni dvé metody. Prvni metodou je IRMS, coz je pomérova hmotnostni spektrometrie,
kterd vyuziva trojici detektorit pro zachyceni a pocitani izotopli oxidu uhli¢itého. Tato
metoda dokaZe analyzovat, rozlisit a zmdfit pfesné mnozstvi uhliku *C. Toto méfeni
probiha proti standardnimu (referenénimu) plynu a diky tomu je metoda IRMS povazovana
celkové za presnéjsi. Metoda NDIRS je druhym analytickym postupem a principem
detekce je rozdilné absorpéni maximum obou izotopli uhliku v oblasti infraervené¢ho
spektra (4350nm). Technika infracervené spektrometrie je v oblasti analytiky stabilnich
izotopti vyuZivana spiSe ke stanoveni poméru CO,/'?CO, ve vydechovaném vzduchu.
Nelze tedy fici, Ze naméfené hodnoty jsou absolutni hodnoty odréazejici jejich presny stav
v téle pacienta. Jsou to hodnoty, které se vztahuji pfisluSnému nastaveni a kalibraci
pfistroje. Analyzatory pracujici na principu NDIRS vyzaduji vétsi objemu vzorku, nez je to
v ptipadé¢ metody IRMS, kde se pouzivaji vzorky do 5-10ml zkumavek. Relativné nizka
senzitivita této metody se projevuje potfebou velkého mnozstvi vzorku, coz je
v biomedicinském vyzkumu moZzné pouze v ptipadé¢ vydechovaného vzduchu.. Pfistroje
vyuzivajici princip NDIRS vyzaduji az stovky mililitrd vzorku vydechovaného vzduchu.
Analyzatory tohoto typu jsou vSak jednodus$i, men$i, levné&jSi, nevyzaduji specialni
obsluhy a jsou fazeny mezi POCT typ pfiistrojii majici své misto u liizka pacienta nebo

v ordinaci 1ékafte. (3)

1.4.2  Princip metody NDIRS
Principem metody NDIRS je detekce izotopii uhliku v absorpénim maximu

4350nm infracerveného svétla. Molekula CO, diky svému slozeni a tvaru silné absorbuje
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svétlo zinfraervené casti spektra. Schéma jednotky analyzatoru typu NDIRS je
znazornéné na obrazku. Jednou zhlavnich casti tohoto analyzatoru je tedy zdroj
infraCerveného zareni s vinovou délkou pohybujici se zhruba od 2-8um. Takto pracuje v té
urcité Casti spektra, kterd odpovida absorpénimu maximu analyzovaného plynu. Dale
analyzator obsahuje komoru, do které je vstiiknut analyzovany plyn, ta je prosvécovana
paprskem infracerveného zareni, které dale prochazi pies interferencni filtr, jenz propousti
pouze cast pozadovaného spektra. Zaieni proslé vzorkem dopada na detektor, jenz je
tepelného nebo fotonového typu a prevadi zateni na elektricky signal.

Analyzatory NDIRS obsahuji optoakusticky detektor typu Leher & Luft, jehoz
schéma je zndzornéno na obrazku ¢. 2. Karl Friedrich Luft (1909-1999) vynalezl
infracervenou technologii, ktera vyuzivala kondenzdtorovy mikrofon jako detektor,
skladajici se z oddélenych komor obsahujicich Cisty CO,, odd€leny membranou. Luft
stanovil, ze plyn jako takovy by mohl byt pfijimacem zafeni, jenz ma jistou selektivitu
potfebnou k rozlisSeni plyni ve smési. Luft spolupracoval s Lehrerem, ktery Uspé$né
vynalezl nahrdvaci infraerveny spektrofotometr, jenz vedl k vyvoji zafizeni, které

vyuzivalo plynem plnéné detektory.

€,
d;

g
[

A

L._lr.._

o -~ B

< -s

Obrazek ¢. 2 — Optoakusticky detektor podle Lufta a Lehrera (8)

Optoakusticky detektor (obr. €. 1) - Zafeni piichazejici ze zdroje al a a2 je
pravidelné preruSované kolem s clonou c, které je pohdnéno motorem b. Kolo s clonou ¢
obsahuje Sté€rbiny, které jsou umisténé tak, aby zafeni prochazejici z obou zdroji mohlo
projit ve stejnou dobu (nebo bylo preruseno ve stejnou dobu). Za kolem s clonou ¢ zéafeni

prochazi ptes trubici d/ a d2, kde dI obsahuje plyn, ktery je predmétem zkoumani a
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trubice d2 je naplnéna referenénim plynem (0.5 ATM). Zafeni pak ptichazi do komor e/ a
e2, které¢ obsahuji absorp¢ni vrstvu, kterd se sklada z plynu, ktery je predmétem analyzy.
Ob¢ komory jsou oddélené (téméf nepropustné) tenkou kovovou membrénou f; tato
membrana je spojena s pocitadlem g - kondenzator. Jestlize smés plynu obsahuje dany
plyn, ktery ma byt urcen, komora e/ ziskd mensi zatfeni nez e2; jako disledek, odpovidajici
prerusenim kola s clonou ¢, vznika tlakovy rozdil mezi komorou e/ a e2, coz se projevi na
membrang £ a je transformovano jako zména kapacity na kondenzatoru g. Na kondenzator
navazuje zesilova¢ h, ktery ziskdme vysledky z méficiho zafizeni i a tim i rozdily

kapacitance, tzn. koncentrace plynu, ktery ma byt stanoven. (8)

1.5 Preanalytickd faze

1.5.1 Odbér vzorku vydechovaného vzorku

Vzorkovani je pro dechové testy klicCovym bodem v analytickém postupu
stanoveni. Pii odbéru se musi pouzit metoda co nejjednodussi, reprodukovatelnid a
kontaminace z odbérového zafizeni, pouziti nevhodné odberové techniky a ztraty sloucenin
v dusledku diflize sténou a adsorpce na povrch odbérové nadoby.

Z hlediska vymény plynt a exkrece latek vydechovanim je dulezity fakt, Ze
dychaci cesty jsou slepé. Proto je kompletni vyména vzduchu béhem ventilace nemozna.
Prostor pro vyménu plyntt mezi vzduchem a krvi je dosazen pouze difuzi plynt. Na
zéklad¢ tohoto procesu ma alveoldrni vzduch konstantni slozeni, ale odebrani vzorku
tohoto plynu je in vivo nemoZzné. SloZeni vydechované¢ho vzduchu se plynule méni
v pribéhu vydechu s maximalni koncentraci latek vylu¢ovanych dechem na konci kazdého
vydechu.

Celkovy povrch plochy alveol (tedy i plochy k vyméné plynt a tékavych latek) u
dospélého ¢lovéka pii vydechu dosahuje asi 35m? a pfi maximalnim nadechu 100m>. To je
divodem vyznamného vlivu hloubky dychdni na koncentraci vydechovanych plynt.
V klidu je fyziologicka ventilace u ¢lovéka kolem 7,51 - min™. Tohoto objemu je dosazeno
pii piiblizn€¢ 15 vdechnutich po 0,51. Tzv. alveolarni ventilace je 5,251, mrtvy objem

dychacich cest je 1,25 1.
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Dulezitymi faktory ovliviiujicimi stanoveni latek ve vydechovanych plynech jsou
vlhkost a teplota vzduchu v dychacich cestdch. Vlhkost vdechovaného vzduchu se
dosahuje velmi rychle béhem prichodu plynu nosni dutinou. Teplota inhalovaného
vzduchu nedosahuje teploty téla diive nez hluboko v plicich. Protoze je vzduch
promichévan, ani teplota vydechovaného vzduchu nedosahuje télesné teploty. (3)

V podminkach UKBLD se vzorek vzduchu odebira do hlinikovych vakti o objemu
1,51. Z vaka je vyvedena pryzova hadicka bez ndustku, opatfena plastovou krytkou a
Skrtidlem, aby se zabréanilo vypusténi vzorku. Odbér vzorku se provadi tak, ze se pacient
zplna nadechne pouze nosem a na 10 sekund zadrzi dech. Po uplynuti 10 sekund pacient
bez pridechu usty vydechne co nejvétsi objem vzduchu do odbérového vaku. Ten okamzité
zaSkrti pfilozenym Skrtidlem a ucpe plastovou zatkou. Tyto vaky bézn¢ dodava firma

distribuujici analyzatory.

1.5.2  Uchovéani vzorku

Vybér materidlu odbérového zatizeni pro dechové testy ma prvorady vyznam.
Vyskytuji se zde tii hlavni problémy. Koncentrace analytu se miiZze sniZovat permeabilitou
materidlu. Materidl pouzity na vzorkovaci zafizeni miliZze interferovat s anality v dechu —
napft. jako dusledek adsorpce a znovuuvoliiovani latek do vzorku. Dale vzorky mohou byt
kontaminovany vzduchem odbérové mistnosti. Také t€snéni a spojovaci ¢asti musi byt
vzdy zcela vzduchotésné.

NejlepSimi materialy pro odbér a uchovani vydechovaného vzduchu se osvéd¢ily
nerezova ocel, sklo a voda. Hadicky a vaky vyrobené ze silikonové gumy a latexu jsou pro
fadu analyti propustné, ale Tygon a Teflon jsou vhodnéjsi materidly s delSimi polo€asy
propustnosti. Z praktickych divodil jsou jako odbérova zafizeni Casto vyuzivany odbérové
vaky, u nichZ je volba materialu kli¢ova. Vaky jsou vyrabény z riznych materiali — Rilsan,

Mylar, Teflon nebo obsahuji aluminiovou folii na vnitinim povrchu. (3)

1.5.3 Standardizace a pfesnost dechovych testii

VySetfovani travicich a metabolickych funkci organismu pomoci dechovych testi
s uhlikem "°C vyzaduje oralni nebo intraven6zni podani znadeného substratu. Vyludovéani
BCO, (tedy konetného produktu absorpce, traveni, metabolismu a oxidace)

vydechovanym vzduchem méfime v uréitém casovém intervalu. Konecny vysledek
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dechového testu ovliviiuje velky pocet proménnych faktorti. Testy jsou provadény v fade
center, metodika neni vzdy standardizovana. Aby bylo mozno porovnavat vysledky
dechovych testii zraznych center, je nezbytna standardnost substratu a jeho davky,
uspofadani testu a analyzy. Za optimalnich podminek by jedinou proménnou zlstala

meétend funkce subjektu. (7)
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Rozhodujici faktory ptfi méteni funkénich dechovych testi:
e substrat (davka, mnozstvi °C)
e testovaci pokrm (mnozstvi, slozeni)
e subjekt (metabolismus, proband, oxidacni pochody, traveni, pasaz travicim
traktem)
e Casovy faktor
e stupen poruchy sledované funkce

s vy o v 1 12
e variatni rozpéti poméru *C/**C

1.5.4 Faktory ovliviiujici vysledky dechovych testl

Faktory, které mohou ovlivnit vysledky testil jsou: zakladni stav *CO,, rychlost
vyprazdnéni zaludku, produkce oxidu uhli¢itého a energeticky vydej pacienta. (10)

Substrat:

ZnaCeny substrat je podavan jednordzové bud jako Cdisty, nebo ve smési
zna¢ené¢ho a neznacené¢ho substratu. Urcity podil fyziologické potravy ve smési se
substratem je pfi studiich gastrointestinalniho traktu vyhodny, pokud chceme optimalné
modelovat fyziologicky dé&j. Je pochopitelné, ze pomér mnoZstvi substratu a ptisluSného
enzymu ovliviiuje vysledek testu. Davka podaného znaceného substritu musi byt
standardizovana. Pti vySetfovani dospélych osob muze byt pouzito stejného mnozstvi
substratu pro vSechny osoby (nebyl prokdzan vztah mezi télesnou hmotnosti a funkci
traviciho traktu). V détské populaci je zvykem pfizpisobovat davku télesné hmotnosti.
V ptipadé podavani zna¢eného substratu pii vysetfeni dechovych testl vSak nebyla nutnost
redukce davky u déti potvrzena, vétsi roli ma zralost jednotlivych enzymatickych systému
u déti razného veku. VysSetteni dechovym testem se u déti a dospelych metodicky nelisi,
pokud je dité¢ schopné provést vydech do zkumavky. U novorozenct a kojenct se dechovy
test provadi s pomoci nosni masky, vzduch se odsava pomalu a plynule z nosni masky do
injekéni stiikacky a z ni pak naplnime vakuované zkumavky ptes zatku injekéni jehlou
(bez otevieni zkumavky). (5)

Testa¢ni pokrm:

Znaceny substrdt mlze byt podavan jako vodny roztok (sacharidy), nebo

v kombinaci s testatnim pokrmem, ktery ¢asto obsahuje tuk. Obsah kalorii a zastoupeni
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zivin ovlivituje rychlost evakuace zaludku a intestindlni transit substratu, stejné tak jako
fyziologické odpovédi na testacni pokrm — evakuaci zlu¢niku, uvolnéni pankreatickych
enzyml a sekreci regulacnich hormont. Z toho jasné vyplyva nutnost standardizace
testacnich pokrmil pro jednotlivé testy. (5)

Testovany subjekt:

Travici a metabolické pochody testovanych osob vykazuji inter-individualni, ale 1
intra-individudlni variabilitu — tykd se nejen funkce testovaného enzymu, ale i vSech
procesi vedoucich k produkci '*CO,, piedchézejicich sledovanému enzymatickému
procesu ¢i jej nasledujicich. Je nutné odstranit co nejvice rusivych faktort: standardizovat
energeticky vydej tim, Ze vySetfovand osoba je v klidu, doba lacnéni pred zacatkem testu je
piesné stanovena.

Vysledek testu mize rovnéz ovlivnit rychlost evakuace zaludku (napiiklad u
nemocnych po resekci Zaludku dochézi k rychlé evakuaci pahylu zaludku a ¢as na
hydrolyzu urey je velmi kratky). U nemocnych po resekci mize vsak test byt i falesné
pozitivni z divodu bakteridlniho preristani a S§t€peni urey jinymi bakteriemi. (5)

Casovy interval:

Vysledek testu je vyjadfen jako mnozstvi vylou¢eného *CO, v uréitém ¢asovém
intervalu. Zvoleny ¢asovy interval mize vyznamné ovlivnit vysledky testd. Pii vySetfovani
travicich funkci jsou data ziskand z asné faze vySetfeni méné ovlivnéna metabolickymi
faktory, neZ data z pozdnich ¢asovych intervalii. Optimalni ¢asovy interval je zavisly na
typu a mnozstvi pouzit€¢ho substratu a testatniho pokrmu. Pro jednotlivé testy je nezbytna
standardizace Casového intervalu (i jednotlivych ¢asti méfeni) pro moZnost porovnavani
vysledkd. (5)

Stupen poruchy sledované funkce:

Vysledek idedlniho testu by mél odrazet stupeit poruchy sledovaného
enzymatického pochodu. Ve vét§iné piipadl je vSak enzym fyziologicky pfitomen ve
velkém nadbytku. Ur¢itd porucha funkce takového enzymu proto miiZze zUstat
nerozpoznana. (5)

Varia¢ni rozpéti:

Ptestoze je provedeni testu jednoduché a vydech vzorku vzduchu do zkumavky
snadny, mé&feny pomér izotopti *C/**C se méni vzorek od vzorku. Rozli§ujeme dva typy

odchylkek. Prvni je analytické variacni rozpéti, které ¢ini 0,1-0,2 %o pii pouziti hmotnostni
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izotopové spektrometrie (pii opakovaném meéfeni stejného vzorku dechu). Druha je ¢asova
variace, kterou pozorujeme pii meieni velkého poctu vzorkl opakované v Case. Standardni
odchylka v zavislosti na Case je kolem 5 %o. Tyto odchylky jsou pifi bézném vySetieni
zanedbatelné. Vyznam by mohli mit pouze pfi nizkém obsahu “C ve vydechovaném
vzduchu po podani piili§ malého mnozstvi substratu (a naptiiklad po poziti pfirozené
obohacenych potravin pied zahdjenim testu). Z tohoto diivodu je standardizovano meéteni
bazalnich vzorki dechu (pfed pozitim substratu), jsou standardizovany intervaly mezi
jednotlivymi méfenimi a vzorky jsou odebirany duplicitné. (5)

Metodické chyby v provedeni testu:

Nejcastéjsimi chybami, které ovliviiuji vysledek testu, jsou chyby jeho provedeni.
Vysvétleni testu pacientovi je nutno vénovat dostatek ¢asu. Pokud neni jistota, Ze pacient
bude schopen v domacich podminkach test spolehlivé provést, radé€ji volime jeho
provedeni v ordinaci se zkuSenou zaSkolenou sestrou.

Mezi nejCastéjsi chyby patfi: testovand osoba nela¢ni pred zahijenim testu
(omezeni kontaktu substratu s Zaludecni sliznici), nepozije substrat, neodebere vzorky
dechu ve stanovenou dobu. Brcko, kterym testovand osoba provadi vydech do zkumavky,
se nesmi pouzit k michéni roztoku urey. Roztok urey musi proband spolknout co mozna
nejrychleji — v ustech a orofaryngu mohou byt piitomny dal§i bakterie s uredzovou
aktivitou, jejichZ pisobeni by mohlo ovlivnit vysledek testu. Pokud se zapomene odebrat
bazéalni vzorek dechu, je hrubou chybou odebrat ho po spolknuti urey, protoze k jeji
hydrolyze muze dojit velmi rychle. Alternativou v takovém piipadé je pouzit prumérny
bazalni 8°C, vydej pii dostate¢ném po&tu piedchozich vysetfeni v dané laboratofi,
pfipadné odebrat bazalni vzorek dechu s casovym odstupem nékolika dni.

Test mize byt rovnéz ovlivnén podavanou medikaci (sole bismutu, antibiotika, H,
blokatory, inhibitory protonové pumpy, sucralfat). Léky pfed provedenim testu
vysazujeme, piipadné test odloZzime. Gastroskopické vySetieni ovliviluje ptirozené
prostfedi zaludku (oplach sliznice, drobné krvéaceni po biopsii, insuflace vzduchu). Test

proto provadime nejdiive za 4 hodiny po gastroskopii. (5)

1.5.5 Systém zajisténi kvality
ZabezpeCovani kvality je Cast managementu jakosti zaméfend na poskytovani

davéry, Ze pozadavky na jakost budou splnény. Jsou to vSechny pldnované a systematické
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¢innosti, zavedené jako soucast systému kvality a potiebné k prokazovani piimétrené
davéry, ze vyrobek nebo sluzba spliiuji pozadavky na kvalitu. Zabezpeceni kvality popisuji
obecna opatfeni zavedend v laboratofi, kterd laboratoi pouziva k zajisténi kvality svych
¢innosti. Zavedeni systému zajiSténi kvality do systému cinnosti laboratofe ma fadu
ptiznivych disledki: napt. celd ¢innost laboratofe se stance transparentni, ¢imz se chyby
nejen lépe napravuji, ale 1ze jim i pfedchazet. Systém zajisténi kvality v laboratoii zvysSuje
davéryhodnost laboratoie v oc¢ich zakaznikt. (7)
Dulezité prvky zabezpeceni kvality jsou:

e vyhovujici laboratorni prostiedi,

e udrzované a kalibrované zafizeni,

e programy fizeni jakosti (interni a externi)

e vzdélany, Skoleny a zkuSeny personal,

e vypracované a dokumentované metody,

e postupy kontroly a vydavani zprav

e ndavaznost vysledkl

e interni audity a pfezkoumavani systému,

e pozadavky na C(¢inidla, kalibraéni a kontrolni standardy, referenc¢ni

materialy,

e plany vzdélavani a zdznamy o ném.

1.5.6 Kalibrace a standardizace analyzatoru

Kalibrace analyzatoru HeliFan je provadéna zhruba kazdych 14 dni a pfistroj
pomoci ovladaciho softwaru automaticky vyzve obsluhu, aby tuto kalibraci provedla. Dé&je
se tak pomoci tzv. blanku, coZ je vzorek vzduchu (bez aplikace substance *C-MTG), ktery
pfistroj povazuje za ur€ity standard a vytvoii si podle n¢j kalibra¢ni kiivku.

V kapitole ,,Vysledky* je mozné porovnat vysledky méfeni Etyf vzorkl pred
kalibraci a po kalibraci.

Byla téz provedena studie, jez porovnavd metodu IRMS a nejnovéjsi provedeni
metody NDIRS. Individudlni testy, kde vysledky jsou vyjadieny jako DOB, byly
provedeny jak metodou IRMS tak metodou NDIRS. Dilezitym faktem tohoto testu bylo,
ze ob¢ metody presné rozliSily mezi pozitivnim a negativnim ndlezem Helicobacter pylori.

Z4dna z metod nepodala fale$né negativni ani falesné pozitivni vysledky. Vysledek DOB
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jednoho téhoz subjektu byl 5,1%0 u metody IRMS a 6,7%o0 u metody NDIRS. (11) To jen
zvysuje duveéryhodnost a spravnost vysledki podédvanych metodou NDIRS, ktera je ¢asto

srovnavana s piesnéjsi metodou IRMS.
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2. Experimentalni cast

2.1 Ptiprava pacienta

Vysetteni vSech osob zacinalo vzdy v 8 hodin rédno. Podle instrukci laboratofe
jsem dodrzoval noc¢ni la¢néni, posledni jidlo jsem mél vzdy zhruba v 8 hodin vecer pred
vySetfenim. Jelikoz netrpim zadnou pankreatickou chorobou, nebylo nutné vysazovat
zaddnou substitucni 1éCbu. Pred a béhem vySetfenim jsem nekoufil, nejedl a pil jen

nesycenou vodu.

2.2 Ptiprava a aplikace substance "C-MTG

Substance je podana ve formé snidang, ktera se skladd z 250mg substance *C-
MTG, ctyt kiehkych kukufi¢nych chlebii (bez cholesterolu a glutenu) a 2x10g margarinu
Rama (rostlinny tuk bez mléénych proteini). Nejprve jsem pied aplikaci latky, nadychal
prvni dechovy vzorek, coz je bazdlni nulova hodnota. Namazal jsem posléze Ctyii
kukufi¢né chleby margarinem a nésledné, dle instrukei laboratofe, vetiel rovhomérné na
vSechny kukufi¢né chleby pomérnou davku substance. Je velmi dillezité rozettit na chleby
veskeré mnozstvi substance, protoze nedodrzeni tohoto by mélo za nésledek zkresleni
vysledkl vySetieni. Je tieba dbat opatrnosti, protoze podavana latka ve zkumavkach tvori
hrudky a vzhledem k tukové povaze této latky jsem zkumavku jesté dvakrat dikladné
vyplachl nesycenou vlaznou vodou. Takto pfipravené chleby se substanci jsem snédl a

nakonec vypil obsah zkumavky se zbylou substanci.

2.3 Vzorkovani

Hlinikové vaky jsem pfipravil v poctu 9 kusi. Dva prvni vaky, oznacené A0 a BO,
jsem nadychal jesté pted aplikaci substance a slouzi jako tzv. blanky. Poté, co jsem snédl
vSechny kukufi¢né chleby a vypil zbytek substance ze zkumavky, jsem za jednu hodinu
nadychal prvni vzorek vzduchu.

Vzorek vzduchu jsem odebiral tak, Ze jsem si pfipravil hlinikovy vak s pryzovou
hadi¢kou, plastovym Skrtidlem a zatkou. Uvolnil jsem Skrtidlo a sejmul zatku. Pied

vydechnutim do vaku jsem se zplna nadechl nosem a zadrzel dech na 10 sekund. Tim
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dojde ke zvySeni koncentrace oxidu uhli¢itého ve vydechovaném vzduchu, jenz timto
odpovidd koncentraci oxidu uhlic¢itého v alveolarnim vzduchu. Po 10 sekundach jsem
vydechl do vaku. Béhem zadrzeni dechu a pted vydechem do testovaciho vaku se nesmi
ptidechovat pusou ani nosem. Neprodlené po vydechnuti vzduchu do testovaciho vaku

jsem zaskrtil pryZzovou hadic¢ku plastovym skrtidlem a ucpal zatkou.

2.4 Analyza

V laboratoti UKBLD byl pro nasi studii pouzit ptistroj FANci3 HeliFANplus
(Fischer Analysen Instrumente GmbH). Tento pfistroj vyuziva pro méteni plyni metodu
NDIRS. Tato metoda se nehodi na presné méfeni koncentrace *CO,, resp. '2CO,, ani pro
to neni ur€ena. Tato metoda pouze porovnava zméfené hodnoty téchto plynt, vSe je ale
vztazeno k faktu, ze analyzator nema vlastni referenéni plyn a fady, ve kterych se vysledky
pohybuji jsou vzdy v zavislosti na ptedchozi kalibraci.

Cely analyzator je obsluhovan pomoci PC a dodavaného softwaru. Vaky se
vzorky vzduchu jsem pfipojil k ventilim na pfistroji a uvolnil Skrtidlo. Na obrazovce
software indikuje vSechny pfipojené vaky. V ovladacim softwaru jsem nastavil, aby byl
kazdy vzorek méfen &tytikrat, takze vysledna hodnota kumulativniho vydeje "°C a delta
BC/C je aritmetickym priimérem téchto naméfenych hodnot. Méfeni &tyf vzorkd trva cca
40 min. Po doméfeni jsem zaskrtil pryZové hadicky a sejmul vaky z ventild. Pro opakované
méfeni vzorku (takto to bylo provedeno v testu stability CO,) jsem ucpal hadicku jeste
plastovou zatkou.

Vzorek pro tydenni test stability jsem fadné ulozil do pfedem stanovenych

podminek a dal§i manipulace se vzorky byla stejnd, jako jsem uvedl v predchozim textu.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Pilro¢ni profil ¢tyf jedinci

Tato studie se zam&fuje na interindividudlni variabilitu testd *C-MTG a G&astnili
se ji ¢tyti jedinci. Vysledky zobrazuji ptlrocni profily a test byl provadén kazdy jeden den
v mésici. Po aplikaci substance *C-MTG byly odebirany kazdému jedinci vzorky dechu
po dobu Sesti hodin, v hodinovych intervalech. Vysledné hodnoty jsou procentualnim

vyjadtenim kumulativniho vydeje (zp&tné vyt&znosti) uhliku C.
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Osoba: DT
Pohlavi: |M
Veék: 24 let
Hmotnost: |91 kg
Vyska: 185 cm
BMR: 8,5983

100,00

DT

90,00

80,00

70,00
60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

Kumulativni vydej 13C

10,00

0,00

21.11.2011 | 19.12.2011

16.1.2012 13.2.2012 12.3.2012

16.4.2012

|- DT| 56,26

83,52

69,99 58,96 55,82

58,20

Graf ¢. 1 — DT — Kumulativni vydej B¢ v piilroénim profilu (uvadéno v procentech)

Statistické vysledky - DT Procentualni odchylka od priméru

Stfedni hodnota 63,79(21.11.2011 -11,81%
Smérodatna odchylka 10,98 119.12.2011 30,92%
Minimum 55,82|16.1.2012 9,72%
Maximum 83,52|13.2.2012 -7,57%
Rozpéti 27,7112.3.2012 -12,50%
Varia¢ni koeficient 17,21116.4.2012 -8,77%

Tabulka ¢. 1 — Statistické vysledky osoby DT
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Osoba:
Pohlavi:
Veék:
Hmotnost:
Vyska:
BMR:

DM

23 let
75 kg
185 cm
7,5903

100,00

DM

90,00

80,00
70,00

60,00

50,00
40,00

30,00

Kumulativni vydej 13C

20,00

10,00
0,00

21.11.2011

19.12.2011

16.1.2012 13.2.2012 12.3.2012

15.4.2012

|- DM| 96,19

77,58

57,94 70,11 60,05

46,95

Graf ¢. 2 — DM — Kumulativni vydej B¢ v pilroénim profilu (uvadéno v procentech)

Statistické vysledky - DM Procentualni odchylka od priméru

Stfedni hodnota 68,14 121.11.2011 41,18%
Smérodatna odchylka 17,31]19.12.2011 13,86%
Minimum 46,95(16.1.2012 -14,97%
Maximum 96,19|13.2.2012 2,90%
Rozpéti 49,24112.3.2012 -11,87%
Varia¢ni koeficient 25,41115.4.2012 -31,09%

Tabulka ¢. 2 — Statistické vysledky osoby DM
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Osoba:

MP

Pohlavi:

Veék:

23 let

Hmotnost:

74 kg

Vyska:

183 cm

BMR:

7,5281

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Kumulativni vydej 13C

MP

14.11.2011

12.12.2011

9.1.2012

6.2.2012

5.3.2012

2.4.2012

|IMP

61,14

46,57

69,55

58,89

66,74

72,11

Graf ¢. 3 — MP — Kumulativni vydej B¢ v pilroénim profilu (uvadéno v procentech)

Statistické vysledky - MP Procentualni odchylka od priméru

Stfedni hodnota 62,50(14.11.2011 -2,18%
Smérodatna odchylka 9,26 12.12.2011 -25,49%
Minimum 46,57 19.1.2012 11,28%
Maximum 72,1116.2.2012 -5,77%
Rozpéti 25,54 15.3.2012 6,79%
Varia¢ni koeficient 14,8212.4.2012 15,38%

Tabulka ¢. 3 — Statistické vysledky osoby MP
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Osoba: LS
Pohlavi: |Z

Veék: 22 let
Hmotnost: |49 kg
Vyska: 158 cm
BMR: 5,0747

100,00

90,00

80,00
70,00

60,00

50,00
40,00

30,00

Kumulativni vydej 13C

20,00

10,00
0,00

14.11.2011

12.12.2011

9.1.2012 6.2.2012 5.3.2012

2.4.2012

| EmLS 55,40

54,98

59,47 62,84 56,65

60,64

Graf & 4 — LS — Kumulativni vydej Bcv pulro¢nim profilu (uvadéno v procentech)

Statistické vysledky - LS Procentualni odchylka od priméru

Stfedni hodnota 58,33]14.11.2011 -5,03%
Smérodatna odchylka 3,15(12.12.2011 -5,74%
Minimum 54,98 9.1.2012 1,95%
Maximum 62,84 6.2.2012 7,73%
Rozpéti 7,86 (5.3.2012 -2,88%
Varia¢ni koeficient 5,4(2.4.2012 3,96%

Tabulka & 4 — Statistické vysledky osoby LS
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Zajimavou charakteristikou je v mém piipadé variaéni koeficient, ktery
predstavuje relativni velikost rozptylenosti dat vzhledem k priméru, vyjadieny
Na jejim grafu vidime, Ze jeji procentualni odchylka od priméru nabyva relativné nizkych
hodnot. Vysledky téchto méfeni muizeme povazovat tedy za velmi podobné. Naopak
nejvyssi hodnotu variacniho koeficientu jsem nasel u osoby DM. Variacni koeficient této
osoby je 25,41% a na grafu tedy vidime hodnoty vice rozptylené okolo priméru.

Vsechny Ctyfi osoby se pohybovaly v hodnotach, které znaci normdlni funkci
pankreatu. Pfedmétem diskuze tedy mohou byt faktory, které¢ ovliviiovaly preanalytickou
fazi vysSetfeni a tudiz zapfiCinily takové rozpéti hodnot méfeni. Jeden z moznych faktori je
podle mého nézoru lacnéni pied vySetfenim. Doba laénéni pfed zafatkem této studie
nebyla dodrzena. Lze tedy fici, ze jednak u kazdé osoby a jednak pred kazdym méfenim
byla doba la¢néni jind. Obsah potravy v zaludku tim padem zapiicini omezeni kontaktu
substratu s zalude¢ni sliznici. Je t€Z mozné, ze nebyla dodrzena podminka fyzického klidu,
coz by mélo za nésledek zvySeni metabolického obratu u testovanych jedincti. DalSim
faktorem, ktery ale neni mozné ovlivnit, je fyziologickd odpovéd gastrointestinalniho
traktu na podany substrat. Testa¢ni pokrm byl u vSech ¢tyt jedincii i u vSech métfeni pouzit
stejny, tento faktor je tedy mozné zanedbat.

Vzhledem k pouZzit¢é metod€ analyzy, se podle mého nazoru, veskeré tyto
vysledky nehodi k porovnavani s ostatnimi laboratofemi, ¢i referenénimi hodnotami. Je
tteba si uvédomit, ze vysledky vSech méfeni jsou v urcité zavislosti na nastaveni piistroja,

kalibraci a typu pouzitého spotiebniho materialu.
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3.2 Test stability CO,

3.2.1 Meéfeni koncentrace CO,

Predmétem tohoto testu je zjiStovani stability oxidu uhli¢itého béhem sedmi dnii.
Nasledujici grafy zobrazuji koncentraci oxidu uhli¢itého v nadychanych vzorcich. Podle
toho tedy miizeme uvazovat, jakéd je zavislost téchto hodnot na podminkach, ve kterych

jsou vzorky uchovavany.

DT, DM - Mistnost

Lwwww
RN wh W,

Koncentrace CO,
U
N 00 LV W

N
[

2.den

3.den

4. den

5. den

6. den

8.den

E DM

3,1641668

3,116985

3,122612

3,1462512

3,09865

3,1224035

DT

2,7581466

2,740226

2,7265662

2,7392945

2,7060137

2,7326743

Graf ¢ 5 — Hodnoty CO, béhem 7 dnll. Naméfeno z vaku uchovavaného v mistnosti (25°C)

Koncentrace CO,
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DT, DM - Lednice

2.den

3.den

4.den

5. den

6. den

8.den

E DM

2,9620632

2,9876232

3,0131032

2,9826105

3,0083069

2,9742112

DT

3,4053562

3,2859952

3,2526335

3,2933211

3,2916101

3,2807769

Graf ¢ 6 - Hodnoty CO, béhem 7 dnli. Naméfeno z vaku uchovavaného v lednici (10°C)
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DT, DM - Termostat

W w
~ 0

w
W

w
N

w
JEEN
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Koncentrace CO,
w

NN
N o
||

(NES
[S2le))
|

2.den 3.den 4.den 5. den 6. den 8.den
E DM | 3,2720523 | 3,3000714 | 3,2591403 | 3,2285827 | 3,175217 |3,2141233
DT |3,1790789 | 3,108699 |3,0532274 | 3,0804508 | 3,0603752 | 2,9892892

Graf ¢. 7 - Hodnoty CO, béhem 7 dnd. Naméteno z vaku uchovavaného v termostatu (37°C)

Z téchto grafii a hodnot je ziejmé, ze koncentrace oxidu uhli¢itého se za dobu 7

dnt prakticky nezménila. Z toho lze vyvodit, Ze vliv teploty na koncentraci oxidu

uhli¢itého neni nutny uvazovat.

34



3.2.2 Delta *C/**C

Posledni porovnavanou hodnotou je delta *C/'*C. RovnéZ jsou to sedmidenni

vysledky méteni vakl z mistnosti, lednice a termostatu.

Delta 13C/12C

DT, DM - Mistnost

1

2.den

3.den

4. den

5.den

6. den

8.den

-21,08133

-22,37614

-25,8417

-26,52601

-23,91768

-23,66953

-18,38779

-19,00286

-22,3054

-23,65105

-21,25046

-20,82053

Graf & 8 — Hodnoty delta *C/"*C béhem 7 dnti. Namé&feno z vaku uchovavaného v mistnosti (25°C)

Delta 13C/12C

DT, DM - Lednice

1

2.den

3.den

4. den

5.den

6. den

8.den

-21,19589

-22,56559

-25,96001

-26,67517

-24,26569

-23,74035

-19,4675

-20,16019

-23,51443

-24,40962

-22,08965

-21,68856

Graf & 9 — Hodnoty delta °C/"*C béhem 7 dnti. Naméfeno z vaku uchovavaného v lednici (10°C)
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DT, DM - Termostat
0
-5 -
§ -10 —
~N
%)
e -15 —
=
& -20 —
-25
-30
2.den 3.den 4. den 5. den 6. den 8. den
mDM| -20,83584 | -22,28608 | -25,93388 | -26,73895 | -24,0637 | -23,68809
DT | -19,09935 | -20,07804 | -23,24425 | -24,20438 | -21,69407 | -21,6639

Graf ¢ 10 — Hodnoty delta *C/">C béhem 7 dnii. NaméFeno z vaku uchovavaného v termostatu (10°C)

Na piedchozich tiech grafech mizeme pozorovat hodnoty delta *C/**C. Vysledky
se vSak u obou osob v pribc¢hu 7 dnli zménily téméf o 6 %o, coZ by mohlo téZ ukazovat na
pozitivni nalez Helicobacter pylori. JelikoZ ale dochazi ke zméné této hodnoty o cca 6 %o
pouze vjednom meéfeni ze Sesti a tato zména neni skokovd, osobné¢ bych infekci
Helicobacter pylori vyloucil. Standardni odchylka v zavislosti na ¢ase doby skladovani
vzorku je kolem
5 %o. Tyto odchylky jsou pfi béZzném vySetieni zanedbatelné. (3)

Jak vidime na grafech koncentrace CO,, tyto hodnoty se pfili§ nezménily.

Otazkou tedy ziistava jen, pro¢ se ménila hodnota delty *C/'*C.
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3.3 Vliv rekalibrace na vysledky test

Na nésledujicich grafem mizeme vidét, jak se zménily hodnoty méfeni

koncentrace CO, stejnych vaki pted a po rekalibraci analyzatoru.

3,4
3,3
3,2
3,1

3

Koncentrace CO,

2,9

2,8

DT - vliv rekalibrace

Lednice

Termostat

W DT - Po rekalibraci

3,212054372

2,852385521

M DT - Pred rekalibraci

3,280776918

2,989289224

Graf ¢ 11 — Namérené hodnoty u osoby DT pred rekalibraci analyzatoru a po ni
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3,2
3,1
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Koncentrace CO,

2,9

2,8

DM - vliv rekalibrace

Lednice

Termostat

W DM - Po rekalibraci

3,065589309

3,246210575

B DM - Pred rekalibraci

2,974211216

3,214123309

Graf ¢. 12 — Namétené hodnoty u osoby DM pied rekalibraci analyzatoru a po ni
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4.7aver

Z vysledku ¢tyt jedincti béhem ptl roku je vidét, Ze hodnoty se Casto odklanély od
priméru az v desitkach procent, ackoliv se pohybovaly stile ve fyziologickém rozmezi.
Vede mé to tedy k otazkam, jaké faktory ovliviiovaly preanalytickou fazi vysetieni. Podle
mého néazoru, stale jiné vysledky testl zapfiCinily jiné stravovaci navyky vSech Ctyi osob a
také nejednotna doba la¢néni pied kazdym vySetieni.

Z tohoto testu tedy vyplyva, Ze pro dechové testy by bylo dobré zavést jednotny
rad, ktery bude pacient dodrzovat pted vysetienim a standardizovat testy natolik, abychom
zabranili co nejvice faktortim, které ovliviiuji vysledky vysetieni.

Vysledky testl stability oxidu uhli¢itého prokazaly, ze vaky si i po sedmi dnech
stale drzi stejnou koncentraci oxidu uhli¢itého. Co vSak stale zlstava otazkou, pro¢ se
ménila hodnota delty *C/"2C. Rozdil mezi témito izotopy predstavuje de facto jen rozdilny
pocet neutrontll. Poukazuje to spiSe na chybu méfeni analyzatoru. Vysledky toho testu tudiz
nebyly natolik uspokojivé, jak jsem ocekaval.

Posledni vysledky porovnavaji, zdali nastalo k néjaké zmén€ namétenych hodnot
pted kalibraci analyzétoru a po ni. Z grafii a tabulky je vidét, Ze hodnoty zistaly ve stejny

fadech a jsou si velmi podobné. Lze tedy soudit, Ze analyzator méfi spravné.
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6. Seznam pouzitych zkratek

UKBLD - Ustav klinické biochemie a lékatské diagnostiky
PDB - Pee Dee Belemnitella

MTG-BT — Mixed triglyceride breath test

SCCK/PZS - pankreatusekretin-pankreozyminovy test
DOB — Delta Over Baseline

c¢PDR - cumulative Percentage Doses of Recovery
VLDL - Very Low Density Lipoproteins

IRMS - Infra Red Mass Spectroscopy

NDIRS — Non-Dispersive Infra Red Spectroscopy
POCT - Point Of Care Testing

ATM - Atmosféra

BMR — Bazilni metabolicka rychlost
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