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Souhrn

Cilem této prace je zjistit vliv hemolyzy a chylozity na stanoveni biologického

materialu v klinické laboratofi.

Nejvétsi vliv na stanoveni méd hemolyza. Vznika pii poruSeni membrany

erytrocytu a nasledném vyliti bunééného obsahu vcetné¢ hemoglobinu do plazmy.

Chylozita vznikd rozptylenim lipidovych castic v séru. Chylézni vzorek je

zakaleny, ¢imz rusi metody stanoveni zalozené na rozptylu svétla.

Klicova slova

hemolyza, chylozita, interference, krev, hemoglobin

Title

Influence of hemolysis and chylosity of biological material to the results of biochemical

analyses.

Annotation

The aim of this work is to determine the influence of hemolysis and chylosity of

biological material in clinical laboratory.

The greatest infulence on the determination has hemolysis. It arises by the
violation of the erythrocyte membrane and the following spillage of cell contents

including hemoglobin into plasma.

Chylosity arises by the lipid particle dispersion in serum. Chylosis sample is

turbid, which cancels methods based on light scattering.

Keyword

hemolysis, chylosity, interference, blood, hemoglobin
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1. Uvod

Vysledky biochemickych analyz mohou byt ovlivnény celou fadou endogennich
a exogennich latek obsazenych v biologickém materidlu. Latkami zptsobujicimi

interference jsou predev§im hemoglobin, bilirubin a lipidy.

Chyby, které ovlivituji stanoveni biologického materidlu, mohou vzniknout
v ruznych fazich manipulace se vzorkem. Nejcastéji dochdzi ke vzniku interferenci
v preanalytické fazi. Do tohoto obdobi patii pfiprava pacienta, odbér vzorku, jeho
uchovani a transport. NedodrZeni diety pired odbérem neni jediny faktor, ktery ma vliv
na vysledky stanoveni. Nékteré faktory, jako je pohlavi, v€k, gravidita nebo cyklické
zmeény, ale ovlivnit nelze. V téchto piipadech se lisi referencni rozmezi hodnot daného
analytu. Vzorek musi byt transportovan co nejrychleji a pii vhodné teploté. Pii
skladovani se také musi dodrzovat spravna teplota, pro dlouhodobé skladovani se musi
vzorek zamrazit. Dal§i fazi je fdze analytickd, pifi které musi byt v laboratofi

dodrzovany spravné postupy a pravidla.

Disledkem téchto interferenci je vznik chybnych vysledkt, vedoucich ke Spatné
diagnéze nebo 1écbé pacienta. Proto je hlavnim cilem laboratoii vznik téchto

interferenci eliminovat.



2. Definice biologického materialu

Biologickym materidlem se rozumi material lidského nebo zvifeciho pavodu,
ktery obsahuje genetickou informaci. Vyuziva se pro laboratorni stanoveni. K témto

uceliim se nejcastéji ziskava krev, mo¢, mozkomisni mok, stolice, pot, sliny, atd.

Vzhledem k mozné ptitomnosti choroboplodnych zirodkd se s biologickym
materidlem zachdzi jako s potencialné infekénim — vcetné jeho likvidace. Podobné se

postupuje v piipad¢ néstrojii €i jinych predméth, které s nim piisly do styku. [1]

2.1 Typy biologického materiilu

2.1.1 Krev

Krev je télni tekutina, obsahujici Cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky

(leukocyty) a krevni desticky (trombocyty) rozptylené v krevni plazmé.

Podle mista, ze kterého krev odebirame, ji d€lime na arteridlni, vendzni a
kapilarni.

Venozni krev se nejcastéji odebira z loketni jamky. Odbér se provadi nalacno
v rannich hodinach, protoze hladiny latek vkrvi béhem dne kolisaji. Podle typu
odbérové zkumavky muzeme ziskat nesrazlivou (viz obr. 1a) nebo srazlivou krev (viz
obr. 1b). Pokud pouzijeme protisrazliva neboli antikoagula¢ni ¢inidla, kterymi miize byt
citrat sodny nebo K3EDTA ziskame krev nesrazlivou, zt¢ miizeme po centrifugaci
ziskat plazmu. Bez antikoagulantl se krev srazi a po centrifugaci z ni mizeme ziskat

sérum. To se vyuziva ke stanoveni vétSiny analyti. [2, 3]

}S\F’ ila é&ﬁ/a

Obr. 1 - Odbérové zkumavky

a) na nesrazlivou krev s K3EDTA [4] b) na srazlivou krev s akceleratorem [5]
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Arteridlni krev se odebiréd z arterie (a.) femoralis (viz obr. 2a), a. brachialis, a.

radialis (viz obr. 2b) a u novorozenct z lebecni arterie (a. temporalis) (viz obr. 2c¢).

a. radialis

a. temporalis

Obr. 2a — a. brachialis, a. radialis [6]
2b — a. femoralis [7]

2¢ — a. temporalis [8]

Pro odbér arterialni krve se pouzivaji specialni pomucky - kieslo, které lze
upravit do potiebné pozice a heparinizované zkumavky. Ve zkumavce nesmi byt
vzduchové bubliny a transport do laboratofe musi byt velmi rychly, pfi teploté 25° C do
10 minut a pii teploté 1 — 5° C do dvou hodin.

Takto odebrana krev se vyuziva hlavné ke stanoveni acidobazické rovnovahy
(ABR) a to zejména pH, parcidlniho tlaku oxidu uhli¢itého (pCO,), parcidlniho tlaku
kysliku (pO,) nebo base excess, vyjadiujici mnozstvi bazi které je nutno dodat nebo
ubrat z 1 litru krve, aby se pH vratilo k normalni hodnot¢ 7,4.
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Odbér kapilarni krve (viz obr. 3) se provadi z vnitini strany ¢lanku prstu nebo
z uSniho lalicku. Misto vpichu se ditkkladné prohteje, vydezinfikuje. Provadi se vpich
pomoci jehly nebo lancety. Prvni kapka krve se otie a nasledné se k mistu vpichu ptilozi

kapilara, pomoci které se plni zkumavka. [2, 3]

Obr. 3 — Odbér kapilarni krve [9]

2.1.2 Mo¢

Ze vzorku moci provadime chemickou analyzu nebo vySetieni mocového
sedimentu. K chemické analyze se vyuzivaji tzv. diagnostické prouzky (obr. 4). Tyto
prouzky se ponoii na né€kolik sekund do vzorku moce a ihned po vyjmuti se hodnoti.
Hodnoceni miize byt subjektiviné okem nebo pomoci specidlnich ptistroji — reflexnich
fotometrt. Diagnosticky prouzek je rozdélen na nékolik policek. Kazdé policko slouzi
k uréeni mnoZzstvi stanovované latky. NejCastéji se zjistuje pH, mnozstvi bilkovin,
glukézy, ketolatek, zluCovych barviv nebo krve. Mnozstvi latky odpovidd zbarveni

policka, které porovndvame s barevnou Skéalou na obalu.

Vétsina vySetfeni se provadi z jednorazového vzorku moci, na kvantitativni
analyzu ale potfebujeme moc¢ sbiranou. Sbér trvd vétSinou 24 hodin. Ze sbéru moci

muizeme zjistit objem neboli diurézu a také vypocitat funkéni schopnost ledvin.
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Obr. 4 — Diagnostické papirky na moc¢ [10]

Dal§i moznosti vySetieni je stanoveni mocového sedimentu. Vzorek se
centrifuguje, odsaje se supernatant a sediment se prohlizi pod mikroskopem. VétSinou
nalézédme erytrocyty (obr. 5a), leukocyty, epitelie a kvasinky. Bézn¢ nalézdme uratovou
drt’ a krystaly (obr. 5b). Nejzavaznéjsi je nalez rliznych valci, z nichz vétSina ukazuje

na vazné onemocnéni ledvin. [3, 11]

Obr. 5 — Mikroskopické vySetfeni moci
a) erytrocyty [12], b) krystaly triplfosfatu [13]

2.1.3 MozkomiSni mok

Odbér likvoru se provadi pii podezieni na miSni onemocnéni, pii zanétlivych

onemocnénich jako je meningitida, encefalitida nebo myelitida. Dal$im podnétem
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mohou byt naddorova onemocnéni nebo degenerativni onemocnéni jako Alzheimerova

nebo Parkinsonova choroba.

Mozkomisni mok se nejcastéji ziskava lumbalni punkci (obr. 6). Transport do
laboratofe musi probéhnout co nejdiive, nejdéle do 1 hodiny, jinak by doslo k rozpadu

elementl a ke zménam koncentrace glukozy a laktozy.

Obr. 6 — Odbér mozkomisniho moku lumbalni punkei [14]

Normalné je likvor bezbarva Cira tekutina. Zména barvy znaci hnisavy zanét
nebo krvaceni. Kvantitativné v mozkomiSnim moku stanovujeme celkovou bilkovinu,
glukoézu, laktat nebo chloridy. Mezi chemicka vySetieni likvoru patii spektrofotometrie
nebo elektroforéza.  Dale miizeme rozliSovat bunécné elementy. Fyziologicky
nachazime pouze mononukleary z nichz vétSinu tvofi lymfocyty. Patologicky je vyskyt

erytrocytl, fagocytli nebo nadorovych bunek. [2, 3]

2.1.4 Stolice

Velmi diilezité vysetfeni stolice je test na okultni krvaceni. To je velmi dilezité
pro vcasné odhaleni karcinomu tlustého stieva. Jde o chemicky pritkaz krve ve stolici.
Test je zalozen na peroxiddzové aktivité hemu. Pii tomto testu je nutné, aby pacient 3
dny pted vysetfenim vynechal vSechny potraviny obsahujici krev a preparaty Zeleza,
mohly by poskytnout falesn€ negativni vysledky. VySetteni se provadi 3 dny po sobé a
odebiraji se vzorky ze dvou riiznych ¢asti stolice. [3] Na obr. 7 je zndzornéna souprava

pro vysetieni okultniho krvaceni.

-13 -



Obr. 7 — Souprava pro vySetieni okultniho krvaceni [15]

2.1.5 Pot

Potni test neboli vysetieni chloridli v potu se provadi pii podezieni na cystickou
fibrozu. Trva asi 45 minut. Sbira se pot z pfedlokti, po pfedchozi stimulaci potni zlazy

k tvorb¢ potu.

Normalni koncentrace chloridii v potu je 10 — 30 mmol/Il, u cystické fibrozy nad

60 mmol/l. [16]

2.1.6 Sliny

Vysetfeni slin se provadi hlavné kvili zjiSténi pfitomnosti drog a navykovych
latek. Test se provadi pomoci specialnich desti¢ek, které¢ obsahuji protilatky (obr. 8).

[17]

<
W

o
©

Obr. 8 — Test na drogy [18]
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Ve slindich mtzeme také stanovit koncentraci sodiku, hydrogen uhlicitand,
drasliku nebo mocoviny. Prokazat muzeme také tadu proteini napi. albumin nebo

imunoglobuliny. Z hormont je to kortizol, progesteron nebo testosteron. [19]
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3. VySetreni biologického materialu

Proces vysetiovani biologického materidlu miizeme rozdélit na tii Casti -

preanalytickou, analytickou a postanalytickou fazi.

3.1 Preanalyticka faze

Do preanalytické faze patii piiprava pacienta, zptisob odbéru, uchovani vzorku

pted transportem nebo samotny transport.

V tomto obdobi nejcastéji dochdzi k chybam, které mohou ovlivnit konecné
vysledky analyzy. Mezi faktory ovliviiujici vysledky patii: pacient, odbér vzorku,

transport vzorku, uchovani vzorku pted analyzou a ptiprava vzorku k analyze. [3, 11]

3.1.1 Pacient

U pacienta rozliSujeme faktory ovlivnitelné a ty, které nelze ovlivnit. Mezi

neovlivnitelné faktory fadime:

Pohlavi — vétSina hodnot analytii na pohlavi nezavisi, existuje vSak n¢kolik, u
nichz se referencni rozmezi muzi a zen lisi. Tento rozdil je nutné znat pro spravné
vyhodnoceni vysledku. Ptikladem jsou hodnoty cCervenych krvinek, u muzi jsou

hodnoty 4,3 —5,3x 10" /1uzen 3,8 —4.8x 10" /1.

Rasa — pfisluSnici riznych ras maji rizné metabolické cesty nebo podil svalové
hmoty. Rlzné jsou také hodnoty referencnich rozmezi. Naptiklad Afroameri¢ané maji
az dvojnasobné hodnoty kreatinkindzy (CK), Mongoloidni rasa ma vyssi aktivitu slinné

amylazy v porovnani s ostatnimi rasami.

V¢Ek — u déti je horni hranice referen¢niho rozmezi u vétSiny analytii nizsi nez u
dospé€lych. Naopak vyssi jsou aktivity kyselé a alkalické fosfatdzy a koncentrace

anorganického fosfatu a to z ditvodu zvySené tvorby kostni hmoty.

Cyklické zmény — cirkadialnim rytmim podléhaji hlavné¢ hormony. Napiiklad

kortizol vylucujici se v tydennim rytmu nebo zenské pohlavni hormony, které se
vylucuji v mésiénim rytmu.
Gravidita — béhem t&hotenstvi se v krvi matky objevuji bilkoviny 1 jiné latky
produkované plodem. Napft. lidsky choriovy gonadotropin (hCG), ktery je jednim
-16 -



z prvnich ukazateld t€hotenstvi. Méni se vSak i hladina béznych metabolitl, stoupa

glomerulérni filtrace a v poslednim trimestru také cholesterolémie.

Faktory ovlivnitelné nelze ovlivnit ve vSech ptipadech. Pacient by se m¢l
dostavit nala¢no a po urcité dobé fyzického klidu, toho vSak nelze dosdahnout vzdy.
Také nelze eliminovat urcity stupeil psychického vypéti nebo vlivu kouteni u silného

kuraka.

Fyzicka aktivita — ovlivitluje zménu sloZeni télnich tekutin. Pti anaerobni zatézi

klesd pH a stoupa laktat v krvi. Velikost zmén zavisi na délce a frekvenci zatéze a na

trénovanosti jedince. Po skonceni fyzické aktivity se hodnoty postupné vraci k normalu.

Psychicky stres — nékterd onemocnéni nebo odbér krve mize u pacientil

vyvolavat stres. To zpiisobi vyplaveni hormont kiry i difené nadledvin. Dale muze

psychicky stres ovliviiovat funk¢ni zkousky ledvin nebo sekreci Zaludecnich §tav.

Vliv potravy, alkoholu a tekutin — pokud neni odbér krve proveden nalacno,

dochazi ke zvySeni hladiny glukozy, triacylglycerolt a dalSich latek. Strava ovliviiuje i
pH moci. Zelenina a ovoce moc¢ alkalizuji, maso a tucné jidla mo¢ acidifikuji. Vysledky
laboratornich vysetfeni ovliviiuji také dlouhodobé stravovaci naroky, vegetariani maji
nizkou koncentraci cholesterolu, triacylglycerolti, dochazi také k deficitu vitaminu By,.
Ptijem tekutin se projevuje riznou hustotou moci a také zménou koncentrace nékterych
latek v séru. U nékterych biochemickych testli je nutné dodrzovat dietu, napiiklad u
testu na okultni krvaceni je nutné vynechat maso. Také alkohol ma vliv na biochemicka
vysetieni, zptisobuje uvolnéni jaternich enzymt do krve nebo ovliviiuje metabolismus
glukozy.

Koufeni — zvySuje podil karbonylhemoglobinu a koncentraci thiokyanatanu
v séru. Nikotin stimuluje sekreci zalude¢ni $tavy. Dale maji kuféci vySsi hladinu
hemoglobinu, Zeleza nebo fibrinogenu.

Léky — ovliviiuji biochemickd vySetfeni tak, ze plsobi na metabolismus
stanovované latky (méni jeho rychlost nebo ovlivituji vazbu na transportni bilkovinu).

Operace — vySetieni mize ovlivnit podané narkotikum, fez svalovou tkéani a jeji

zhmozdéni. Hormony nadledvin, uvolnéné pii stresu ovlivituji fadu metabolickych dé&ji

vcetné vzestupu koncentrace bilkovin akutni faze. [3, 11]
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3.1.2 Odbér vzorku

Pro spravné vysledky vySetieni je dilezitd poloha pacienta a urcita doba pied a
po odbéru. Vliv maji také ptipravky ptidané k odebrané krvi a odbérové nadobky.
NejcCastéji se odebird vendzni krev z zily v loketni jamce. Dilezitd je poloha

pacienta, ovliviluje totiz koncentraci nckterych latek. Naptiklad u bilkovin je

koncentrace vestoje asi o 10 % vyssi.

Dalsim dilezitym faktorem je dezinfekce, pokud totiz stanovujeme koncentraci

alkoholu a pouzijeme alkoholicky roztok, mizeme dostat falesSné pozitivni vysledek.

Stazeni paze a nasledné ..cviceni* by mélo byt co nejkratsi, aby nedoslo k jiz
zminénému zvySeni koncentrace bilkovin nebo ke vzestupu koncentrace laktitu ve
stazené pazi.

U odbéru kapilarni krve je dulezité¢, aby nebyla krev dlouho v kontaktu

s dezinfekénim Cinidlem, jinak by doSlo k hemolyze. Dale neni vhodné krev

,vymackavat®, dochazi tak k nafedéni krve tkanovym mokem.

Tepenna krev se odebira pro vysetteni krevnich plyni. Velmi dulezity je proto

anaerobni prubéh odbéru a naplnéni sklenéné kapilary bez bublin.

Velmi dilezitym faktorem je odbérova nddobka. Ta musi byt jeste pied vlastnim

odbérem oznacena jménem pacienta, piipadné ¢arovym kodem, aby nedoslo k zdméné.

Krev se do zkumavky vypousti pomalu a nikdy ne ptes jehlu, aby nedoslo k hemolyze.

Pro vétSinu vySetfeni se vyuzivd sérum, proto se krev musi nechat srazit. VéEtSina
zkumavek je ale jednoradzovych - z plastu, v nich se krev mélo a pomalu srazi, proto
jsou opattfeny vrstvou kaolinu, coz reakci urychli. Ve sklenénych zkumavkach se krev
sice rychleji srazi, ale zato maji dvé velké nevyhody - Castéji dochazi k prasknuti a tim
ke ztraté materialu a také kontaminaci prostiedi. Dal$i nevyhodou je nutnost vymyvani,
pokud to neni provedeno dokonale a ve zkumavce ziistanou zbytky cinidel, dojde

nasledné u dal$iho vzorku ke kontaminaci a tim ke zkresleni vysledkii.

U vySetfeni provadénych znesrazlivé krve je dulezit¢é mnozstvi a druh

antikoagulancia. [2, 3]
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3.1.3 Transport vzorku

Velmi dualezity pro spravné vysledky analyzy je transport. Vzorky musi byt pfi
transportu v uzaviené nadobce. Ale 1 uzavér ma vliv na vysledky, naptiklad z gumové

zatky se miize uvoliovat zinek.

Transport musi byt provadén co nejrychleji, pii nizké teploté¢ a v temnu. Pfi
vysoké teplot¢ mize dochdzet k poklesu koncentrace nékterych latek, pii nizké zase

k hemolyze. Vlivem svétla dochéazi k odbouravani bilirubinu.

Rychlost je také dilezita proto, aby mohlo byt v€as odd€leno sérum od krvinek.
Pokud transportujeme vzorek na del§i vzdalenost, zasilame radéji pouze sérum, aby

nedoslo k mechanické hemolyze.

Pro né¢kterd vySetfeni je nutné transportovat vzorek v ledu, napiiklad pro

stanoveni amoniaku nebo acidobazické rovnovahy. [2, 3]

3.1.4 Uchovani vzorku

Uchovéni vzorku je dilezité pro zajisténi stability analytti. Pfi delSim stani krve
dochazi k vyCerpani glukézy a tim k porusSe transportnich vlastnosti erytrocytarni
membrany. Pii uchovani vteple dochédzi k poklesu pH, proto se pii vySetfeni

acidobazické rovnovahy musi vzorek uchovavat v ledu.

Pokud vysetteni neprovadime hned, uchovavame sérum v chladnicce pfi teploté
+ 4°C, v dobfe uzaviené zkumavce, aby se neodpafovala voda. VétSina analytl, je
stabilni nékolik dni. Pro delsi skladovani vzorek zmrazujeme teplotou - 20°C. Posledni
moznosti je lyofilizace neboli mrazova sublimace, ta se nej¢astéji provadi u kontrolnich

vzorku. [2, 3]

3.1.5 Priprava vzorku k analyze

Témeét pred kazdou analyzou se provadi centrifugace neboli odstiedéni krve, pfi
které¢ dojde k odd€leni bunécnych elementli od séra nebo plazmy. Dale se provadi
deproteinace — vysrazeni bilkovin, zahu$téni vzorku nebo napiiklad promyvani

erytrocytu.
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U centrifugace musime davat pozor na rychlost a pocet otacek, aby nedoslo
k mechanické hemolyze. Pfi deproteinaci zase na vlastnosti deproteinac¢niho ¢inidla, aby

neovlivilovalo naslednou analyzu. [2, 3]

3.2 Analyticka faze

Analytickd faze probihd v laboratofi a musi pfi ni byt dodrzovany postupy
Spravné laboratorni prace (SLP), zahrnujici vnitini (interni) kontrolu kvality (IQA) a

vnéjsi (externi) kontrolu kvality (EQA).

Tyto kontroly maji za kol eliminovat chyby, které mohou vznikat pfi analyze.

[11]

3.2.1 Vnitini kontrola kvality

Pti vnitini kontrole kvality se zjisStuje pomoci kontrolnich vzorkii presnost a

spravnost analytické metody.

Kontrola pfesnosti — po kazdé sérii vzorku se také stanovuje kontrolni vzorek.

Jeho koncentrace nemusi byt znama, ale protoze jeho analyzu stale opakujeme, nesmi se
jeho vysledky pftilis liSit.

Kontrola pravdivosti — provadi se pomoci komeréné vyrabénych sér, u kterych

zname rozmezi, ve kterém se maji nachazet namétené vysledky.

Vnitini kontrolu provadéji sami pracovnici laboratofe. Kontrolni méfeni se
provadi pravidelné a vSechny vysledky se zaznamenavaji do vysledkovych protokolii a

archivuji se. [3]

3.2.2 Vnéjsi kontrola kvality

Kontrolni vzorky pro vnéjsi kontrolu kvality zasild organizace Systém externi
kontroly kvality (SEKK). Laboratot vzorky vysetii a vysledky zasle zpét do SEKK,

ktera je porovna s vysledky ostatnich laboratofi.

Stanovovany vzorek musi byt dostatecné stabilni a hlavné musi mit vlastnosti
jako vzorek pacienta. Pfi hodnoceni se uzivaji dva vzorky, jeden s fyziologickymi,

druhy s patologickymi hodnotami. Jsou povolené urcité procentuelni odchylky od
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cilovych hodnot, tzv. kontrolni limity. Ty by mé&li byt pro vSechny zemé& Evropské unie
stejné, jsou viak rizné. Ceské limity jsou stejné jako v Némecku.

Uspé$na idast by se méla stat povinnosti kazdé laboratote. [3]

3.2.3 Spravna laboratorni prace

Piesnost a spolehlivost vysledku nezavisi jen na pravidelnych kontrolach, ale
také na dalSich vlivech. Pracovnici v laboratofi musi respektovat preanalytické vlivy,
musi byt dodrzovdna organizace prace a spravna manipulace se vzorky, aby nedoslo
k zaméné vzorkl. Také vSechny reagencie a piistroje musi byt dostatecné kvalitni.
V neposledni fad¢ je také velmi dilezitd dokumentace vysledkli a jejich nasledna

interpretace.

A pravé dokumentace je hlavni zasadou SLP, jejim smyslem je eliminovat
chyby, které by mohly vzniknout pfi tstnim pfeddvanim vysledki. Diky tomu, je také

mozné vSechny analyzy, které byly v laboratoii provedeny, zpétné kontrolovat.

Systém Spravné laboratorni prace se v soucasné dob¢ velmi rozsifuje témet po

celém svété a to podle platnych norem.

Dodrzovani zasad SLP, umozni laboratofi ziskat certifikaci. Certifikat ukazuje,

ze ma laboratof dostateCnou uroven pravdivosti méfeni.

Dale muze laboratot ziskat akreditaci — neboli ufedni uznani zplsobilosti
laboratofe vykonavat uritou &innost. Akreditaci lze ziskat prostfednictvim Ceského

institutu pro akreditaci (CIA).

Pokud chce laboratot ziskat akreditaci, poda zaddost a tim zac¢ne proces pfiprav.
Vytvoii se patficné dokumenty, napt. Laboratorni pfirucka. V tom obdobi, ale i po ném
provadi CIA pravidelné kontroly a sleduje, jak si dan laboratof vede a jestli dodrzuje

vSechny spravné postupy. [3]
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4. Stav biologického materialu

Biologicky materidl, ktery lze vySetfit v laboratofi musi byt bez vlivu
interferenci. Materidl — plazma nebo sérum, ktery neni ovlivnén vedlejSimi vlivy,

v tomto pfipadé hemolyzou nebo chylozitou mé svétle zlutou nebo ¢irou barvu (obr. 9).

3 ™ Slozeni
e
Krve

Plazma

¢ y Bié
- krvinky

COM\m'
. Krvinky
a krevni desticky

Obr. 9 — Vzhled krevni plazmy [20]

Interference si mizeme definovat jako ucinek latky pfitomné ve vzorku, ktery

méni spravnou hodnotu vysledku.

Interference mizou byt exogenni — potrava obsahujici tuky nebo neustale se
zvysujici mnozstvi 1ék, které maji taktéz velky vliv na laboratorni stanoveni.
Déale mohou byt interference endogenni, kam mizeme zatadit vliv bilirubinu,

paraproteinémie a hlavné hemolyzy nebo ikteritu.

Vyse uvedené interference zptisobuji vznik nepiesnych nebo tplné nespravnych
vysledki, dochazi ke zvySeni nebo snizeni hladiny méfeného analytu. Tyto chyby
mohou dale vést k pfedani Spatnych vysledkl 1€kati, coz nasledné vede k uréeni Spatné

diagnozy a tim k navozeni Spatné 1écby pacienta.

Aby k takovymto situacim nedochazelo, musi se laboratof snazit zajistit, aby
byly analytické chyby zplsobené preanalytickymi vlivy co nejmensi. Toho Ize
dosédhnout vypracovanim, vylepSovanim a naslednym spravnym pouzivanim postupt,
vedoucich k eliminaci chyb vznikajicich pfi odbéru, uchovani a nasledném transportu
vzorku.

Nejcastéjsimi zdroji chyb laboratornich stanoveni je hemolyza a chylozita ve

vzorku. [21, 22]
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4.1 Hemolyza

Hemolyza, tj. rozpad erytrocytll zpiisobeny porusenim membrany bunék, ma za

nasledek vyliti obsahu bunék véetné krevniho barviva hemoglobinu do plazmy.

Horni referen¢ni limit pro volny hemoglobin v plazmé je 20 mg/l a 50 mg/1 pro

sérum.

Zanik erytrocyti mizeme rozdélit podle mista, kde knému dochazi na
extravaskuldrni a intravaskularni. K extravaskularnimu zaniku dochézi, pokud je vnitini
struktura erytrocytu n¢jak pozménéna. To miize byt zplsobeno vycerpanim
energetickych zasob pro =zajiSténi metabolizmu erytrocyti. Néasledné dochdzi ke
strukturnim zménam cervené krvinky, jako jsou zmensSeni buiiky, zten¢eni membrany a
v neposledni fadé zména tvaru erytrocytu z bikonkdvniho na kulovity. Pravé zména
tvaru ma za nasledek ztizeny pohyb kapilarnim feCistém a nasledné zachyceni ve

slezing, kde dojde k jeho destrukci fagocyty. Takto zanika vétSina erytrocyti.

Urcita ¢ast Cervenych krvinek vSak zanikd intravaskularné neboli v cévach.
Pravée pii tomto zaniku se erytrocyt rozpadd a uvoliiuje se z n¢j hemoglobin — nastava

hemolyza. [23, 24]

—_—— TE | .“. "..

800

HI 100 200 400 1600 3200
Visual Mild Mod Severe >

Obr. 10 — Riizné stupné hemolyzy [25]
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4.1.1 Rozdéleni
Hemolyzu mizeme podle vlivi, které ji zptsobuji rozdé€lit nékolik druhd.

Osmotickd hemolyza — prostiedi okolo erytrocytu muizeme rozlisit podle jeho

koncentrace. Pokud je okolni koncentrace vét$i, nez v Cervené krvince jedna se o
hypertonické prostiedi, ve kterém dochazi k uvolnovani vody a ke smrskavani buiiky.
Pokud je vSak koncentrace okoli mensi, mluvime o hypotonickém prostiedi a v tomto
pfipadé dochéazi k pfijimani vody do krvinky a tim k jejimu nafouknuti. Dale se
vytvareji pory v membrané a tim se uvoliiuje hemoglobin. V isotonickém prostiedi, kdy
je koncentrace okoli stejna jako v buiice nedochazi k zadné zméné. Izotonické prostiedi

pro erytrocyt je 0,9% roztok NaCl (obr. 11).

Hypertonic Isotonic Hypotonic

Obr. 11 — Erytrocyt v prostiedi s riznou koncentraci [26]

Fyzikalni hemolyza — tento typ hemolyzy miize byt zplisoben rtiznymi fyzikalni

vlivy jako je naptiklad ptisobeni ultrazvukovych vin nebo vlivem teploty.

Chemickd hemolyza — nejcastéji byva zpiisobena ucinkem kyselin a zdsad nebo

rozpoustédel. U téchto latek dochazi k reakei s lipidy v membrané buné¢k.

Mechanicka hemolyza — maze byt zplisobena nadmérnym tiepanim, michanim,

nebo centrifugaci, neopatrnym transportem nebo neSetrnym zachdzenim. DalSim

diitvodem muze byt pouziti malého priméru jehly pii odbéru vzorku krve.

Imunologicka hemolyza — je zpiisobena ¢innosti komplementu (obr. 12). K této

situaci muze dojit, pokud jsou pfitomny protilatky proti antigenim na povrchu
erytrocytu a to napiiklad pfi inkompatibilni transfuzi krve. Dal$i moznosti je také

zvySena kiehkost erytrocyttl v disledku dédiénych chorob.
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Obr. 12 — Imunologicka hemolyza [27]

Toxickd hemolyza — nastava G¢inkem nckterych rostlinnych nebo hadich jeda ¢i

pusobeni bakteridlnich toxinti. Pfikladem bakteridlnich toxini je hemolyzin

produkovany bakterii Staphylococcus aureus. [3, 21, 28]

4.1.2 Priciny hemolyzy

Kromé vlivli uvedenych v bod¢ 3.1.2 miize hemolyza vzniknout i z fady dalSich
pri¢in. Divodem napiiklad muze byt pouziti vlhké nebo jiz expirované odbérové
soupravy, dale pfitomnost dezinfekéniho c¢inidla na pokozce. K hemolyze dochazi

nejcastéji v obdobi odbéru vzorku nebo pfi transportu.

Pti odbéru musi byt kladen diraz hlavné na pouzivané jehly, jejichz ptili§ maly
prumér nebo prudké vstiiknuti krve do zkumavky pifes jehlu miize byt divodem
hemolyzy. Dale pii odbéru kapilarni krve nesmime pfili$ ,,mackat* misto odbéru a krev
musime ihned odebirat do zkumavky a ne ji nechat stékat po kizi.

Znacny vliv ma také pouziti protisrazlivého cinidla, musi byt v dostatecném
mnozstvi a také musi byt pouzity spravny typ ¢inidla.

V obdobi transportu musi byt nejvétsi diraz kladen na vhodnou teplotu a

pfiméienou dobu transportu. [21, 22, 29]
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4.1.3 Interference

Hemolyzu nelze vizudlné pozorovat, dokud neni koncentrace hemoglobinu vyssi

nez 0,2 g/1, zluta barva séra ma potencial skryvat zvySenou koncentraci hemoglobinu.

Pokud je koncentrace hemoglobinu vyssi nez 5 g/l dochazi ke snizeni aktivity
lipazy v séru az o 50 %. Déle miize hemoglobin zplsobit vyrazné negativni interference

s metodami stanoveni bilirubinu.
Uvolnény hemoglobin muze pfimo zabranovat prubéhu chemickych reakci.

Bunécéné slozky erytrocytii zvySuji hladiny nékterych analytt. Intraceluldrni
koncentrace laktdt dehydrogenazy je 160x vyS$i neZ jeji koncentrace v plazmé, u
drasliku je 22x vyssi a u hoic¢iku 3x vys$i nez v plazmé. Pokud tedy dojde k jejich
uvolnéni, jejich hladina v plazmé se vyrazné zvysi.

Kromé¢ zvySeni hladiny analyti mé& wuvolnéni hemoglobinu a dalSich

intracelularnich latek za nasledek tzv. zfed’'ovaci efekt, kdy dojde ke snizeni

koncentrace glukozy, bilirubinu, alkalické fosfatazy, sodiku nebo chloridd.

Dal§imi analyty, které mohou byt ovlivnény, jsou aspartit aminotransferaza,

alanin aminotransferaza, kreatin-kinaza a zelezo.

Dale ma hemolyza vliv pfi spektrofotometrickych metodach. Hemoglobin totiz
zaCina absorbovat zéareni pii 340 nm, zvySuje absorbanci a tim ovliviluje metody

zaloZené na méfeni absorbance.

Pti stanoveni vitaminu B12, kortizolu a testosteronu dochazi k poklesu signalu

az 0 20 %.

Hemolyza také ovliviluje stanoveni aktivity CK, diky uvolnéni adenylat kinazy,
ktera katalyzuje pfeménu dvou adenosindifostatii (ADP) na adenosintrifosfat (ATP) a

adenosinmonofosfat (ADM).
Déle miZze uvolnénd adenylat kinaza interferovat se stanovenim izoenzymu CK.
[22, 30, 31]

Kyselina listova je v erytrocytech pfitomna v koncentraci ptiblizné 30x vys$si nez
v séru, proto by neméla byt stanovovana ve vzorcich s jakymkoli stupném hemolyzy.

[24, 32]
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Hemolytické interference jsou u imunologickych metod méné casté nez u
fotometrickych. U téchto metod je problémem spiSe nez pfitomnost volného
hemoglobinu uvolnéni bunéénych enzymii a dalSich elementi. RuSeni muze nastat,
pokud protilatky pouzivané v imunologickych stanovenich jsou méné specifické a
zktizen€ reaguji s nékterymi uvolnénymi latkami z erytrocytl. Nékteré uvolnéné latky

se také mohou vazat na analyzovanou latku a tim inhibovat vazebna mista protilatky.

Hemolyza byva také pouzivana pii imunologickych reakcich jako detekce.

V téchto ptipadech nam hemolyza znaci vznik imunokomplexu.

Dale hemolyza ovliviiuje imunologické reakce uvolnénim proteolytickych
enzymu, které ni¢i nékteré analyty jako je inzulin, glukagon, kalcitonin, parathormon,

adenokortikotropni hormon a gastrin. [28, 33, 34, 35]

In vivo hemolyza se muize objevit napiiklad u paroxysmalni nocni
hemoglobinurie (PNH). PNH je onemocnéni, které je zplsobeno mutaci
v hemopoetické kmenové buiice. Erytrocyty jsou pfi tomto onemocnéni zvySen¢ citlivé
na lyzu komplementem. Dochézi tedy k hemolyze erytrocytii ve spanku a po probuzeni

se projevi hemoglobinurii (tmava moc). [23]

Problémem pfi laboratornich vySetfenich také mohou byt syntetické nahrazky
krve, jejichz zakladem jsou polymerni analogy hemoglobinu. Ty jsou intenzivné
barevné a terapeuticky se vyuzivaji ve vysokych koncentracich. Tyto vyrobky zptisobuji
vyznamné analytické interference se soucasnymi technologiemi, které vyuziva vétSina
laboratofi. U pacientl uzivajicich tyto produkty proto nelze spolehlivé provést velké

mnozstvi laboratornich testi. [24, 36, 37]

VysSe uvedené vlivy se mohou vzajemné kombinovat, pak dochazi ke slozité,
nepiehledné a tézko tesitelné situaci. [31]

Pokud hemolyza vznika z in vitro pficin, je nejlepSim feSenim tohoto problému
kvantifikace volného hemoglobinu, upozornéni klinickych 1ékait a ziskdni nového

vzorku. [30]
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4.1.4 Sérové indexy

V laboratotich, kde se preanalyticka faze provadi automaticky, se zavadéji tzv.
sérové indexy (SI). Témi se nahrazuje vizudlni popis, ktery nelze provést, protoze

vidime pouze plnou krev pted jejim vlozenim do preanalytického systému.

Hodnoty sérovych indexti se ziskdvaji vypoltem z absorbance zméfené po

natfedéni vzorku fyziologickym roztokem pfii riznych vinovych délkéach.

Porovnavanim hodnot SI Ize objektivné posuzovat miru interference. [31]

Tab. 1 — Vliv hemolyzy na vysledky biochemickych analyz [38]

Analyt Vliv
ACP I

Albumin rusi
ALP T

ALT (7x vice
v erytrocytech) !
AST (40x vice

v erytrocytech) M
Bilirubin T
CK, CK-MB 7
Kalium i

ELFO rusi

P rusi

Mg rusi

IgG, IgA, IgM rusi
Kreatinin )

LD (160x vice v ery) T

Lipaza rusi

Li rusi
Zn 7

Fe rusi
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4.2 Chylozita

Chylozita je rozptyleni tukovych ¢astic v séru. K tomuto stavu dochézi, pokud
neni odbér proveden nalacno. Sérum obsahujici lipidové ¢asti je zakalené, tento zakal
1ze pozorovat i pouhym okem (obr. 13). Podle mnozstvi tukovych ¢éastic mize byt zakal

slaby az mlécné bily. [39]

—'-.

Obr. 13 — Nechylozni (vlevo) a chylozni (vpravo) vzorek [40]

Lipidy jsou ve vod€ nerozpustné castice. Ve vodném prostiedi, jako napiiklad
v plazm¢ jsou transportovany ve vazb& na bilkoviny. Tyto Castice pak nazyvame

apolipoproteiny.

Lipoproteiny miizeme podle jejich hustoty a pohyblivosti ptfi elektroforéze

rozdelit do péti skupin (obr. 14).

Nejvétsi lipoproteiny, které maji nejveétsi obsah lipidt a tim 1 nejmensi hustotu
nazyvame chylomikrony. Ty vznikaji v tenkém stfevé a lymfatickymi cestami vstupuji
do krve. Pomoci chylomikroni jsou transportovany exogenni triacylglyceroly a
cholesterol. V krvi jsou chylomikrony S§tépeny lipoproteinovou lipdzou (LPL).
Uvolnéné mastné kyseliny slouzi jako zdroj energie svalt a tkani, ukladaji se v tukové

tkéni jako zasoba energie nebo jsou vychytavany jatry a metabolizovany.

Dals§im typem lipoproteinii jsou VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté

(very low — density lipoprotein). VLDL jsou tvofeny v jatrech, obsahuji 90 % lipida a
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10 % proteind. Pfitomnost VLDL v séru se projevi opalescenci. Lipoproteinovou
lipazou jsou VLDL S§tépeny na IDL - lipoproteiny o stiedni hustot¢.

IDL obsahuji oproti VLDL vyrazné vétsi mnoZstvi cholesterolu. Asi 60 % IDL
je vychytavano v jatrech a metabolizovano, zbytek je pomoci jaterni lipazy pieménén na
dalsi typ lipoproteinti — LDL.

Lipoproteiny o nizké hustoté (low - density lipoproteins) jsou z plazmy
odstraniovany prostfednictvim specifickych receptori v membrané bunék. Asi 75 % je
vychytavano jatry. Hlavni funkci LDL je transport cholesterolu k buitkdm. Cholesterol
v LDL ¢asticich je zodpovédny za vznik aterosklerdzy. Proto tyto ¢astice byvaji laicky

nazyvany jako ,,zly cholesterol®.

HDL neboli lipoproteiny o vysoké hustoté jsou poslednim a také nejmensSim
typem lipoproteinovych c¢astic. Vznikaji v jatrech a tenkém stfevé. Jejich funkei je
vychytavani volného cholesterolu a jeho odvod do jater. Proto jej nazyvame ,,hodnym

cholesterolem®. [3]

Chylomicron

l/CD Qo e
VLDL IDL LDL HDL

Obr. 14 — Lipoproteiny [41]

4.2.1 Interference

Chylozita mlze rusit laboratorni stanoveni zakalem, rozptylem svétla nebo

zménou objemu.

Rozptyl svétla na tukovych ¢asticich zptsobi zvySeni absorbance blanku a tim
snizuje citlivost metody. Dale mé velky vliv na metody zalozené na rozptylu svétla,

jako je naptiklad nefelometrie.
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Zména objemu ovliviiuje vétSinu metod piesunem vody, coz muize mit za

nasledek takové problémy jako je pseudohyponatremie.

Pokud se stanoveni provadi ve vodné frakci, neni ovlivnéno lipemii. Mezi

takové patii metody vyuzivajici iontové — selektivni elektrody.

Cinidla pro mnoho enzymatickych metod obsahuji detergenty, pomoci kterych

dojde k odstranéni lipoproteint a tim ke snizeni jejich vlivu na absorbanci.

Chylozita ma dale vliv na stanoveni triacylglycerol, glukozy, fosforu,

celkového bilirubinu, kyseliny mocové a celkové bilkoviny. [21]

Tab. 2 — Vliv chylozity na vysledky biochemickych analyz [42]

Analyt Vliv
ELFO rusi
Mg rusi
IgG, IgA, IgM rusi
TG 1 (zvySuje)
Fe rusi
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5. Zavér

Tato prace je zamétena predev§im na vliv hemolytickych a lipemickych vzorka

na vysledky biochemickych analyz.

Nejcastéjsi interferenci je vliv hemoglobinu. Jeho pfitomnost ovliviiuje
stanoveni velkého mnozstvi analytdi a provedeni nékolika laboratornich metod.
Hemolyza in vivo vznikd ve vétSiné piipadt kvili chybnému odbéru, uchovani nebo
transportu. Snahou klinickych a laboratornich pracovnikii by proto mélo byt témto

situacim zabranit.

Vliv chyloznich vzorkii na stanoveni neni tak velky jako u pfedchozi
interference. Moznosti jak této interferenci zabranit je spravné pouceni pacienta, tj. tedy

odbérem nalac¢no.
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