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2. Preanalytické viivy na vysledek
laboratorniho vysetreni

Cas vlastni analyzy tvoii jen mensi &ast z doby,
kterd musi ub&hnout od ordinace laboratorniho vy-
Setfeni az po okamzik, kdy oSetfujici 1ékat dostane
jeho vysledek. Laboratorni vySetfeni kromé analy-
zy zahrnuje pfipravu pacienta, vlastni odbér, zasla-
ni odebraného materialu do laboratofe a pfipravné
préce, event. skladovani pied provedenim analyzy
v laboratofi — tedy obdobi preanalytické. Konec-
nou podobu vcetné prenosu k ordinujicimu 1éka-
fi dostava vysledek v obdobi postanalytickém
(obr. 2.1.).

preanalytickéa
(mimo laboratof) preanalyticka
(v laboratofi)
18 %
postanalyticka
analytické

Obr. 2.1. Jednotlivé faze laboratorniho vysetteni podle &asové
narocnosti (primérné hodnoty)

K ovlivnéni vysledku laboratorniho vysetfeni
miiZe dojit ve viech tiech fazich. Vliviim a chybam
Yprﬁbéhu vlastni analyzy i postuptim minimalizu-
Jicim jejich pisobeni je vénovana kap. 3. Také
V postanalytickém obdobi mizZe byt vysledek vy-
Z'namné ovlivnén — patfi sem zejména chyby pfi
tisku a ptenosu dat (piepsani, chyba v tisku vysled-
ku, preslechnuti v telefonu aj.).

Zda]eka nejdileZit€jsi z hlediska mozného
OVI{vnéni vysledku je viak obdobi preanalytické.
UVfldi se, Ze nerespektovdni preanalytickych vlivii
pusobuje chybny vysledek nebo jeho nesprdvné
h?.dnoceni Castéji neZ analytickd chyba. Zatimco
28 ‘anal)‘Ize je pracovni postup fizen zasadami
SPravné laboratorni préce (SLP & GLP — good la-
boratory practice, viz kap. 6.3.) a kontrolovan dob-

fe propracovanym systémem kontroly kvality, je
pusobeni vlivll pfedchdzejicich analyze méné zna-
mé a také méné kontrolované.

V preanalytickém obdobi mohou vysledek
ovlivnit nésledujici faktory:

° osoba pacienta;

e odbér vzorku;

e transport vzorku;

e uchovavani vzorku pfed analyzou;

e pfiprava vzorku ke zpracovani.

Cilem této kapitoly je pfinést prehled preanalytic-
kych vlivil a na pfikladech ukazat, jak mohou pi-
sobit na vysledek laboratorniho vySetfeni. Pfitom
je nutné si uvédomit, Ze nékdy vyvolaji zménu vy-
sledku a je zméfena koncentrace, kterd u pacienta
ve skutecnosti neni — vysledek je chybny. Jindy
sice zméfend hodnota odpovida skute¢né koncent-
raci analytu v biologickém materidlu, ale 1isi se od
béZné ocekdvaného vysledku; v pfipadé, Ze by-
chom nevzali v dvahu preanalytické ovlivnéni vy-
sledku, doSlo by i v tomto piipad€ k jeho nesprav-
né interpretaci.

S faktory uvedenymi ve vyctu preanalytickych
vlivi na prvnich tfech mistech se setka sestra a 1é-
kar klinickych obori, posledni dva se tykaji spise
laboratofe. Proto budou prvé tfi faktory probrany
podrobnéji, zatimco zbyvajici budou zminény jen
orientacné.

2.1. Osoba pacienta

Pod pojmem osoba pacienta si predstavime jednak
faktory, které nelze ovlivnit, ale pfi sprdvném hod-
noceni vysledku je tfeba vzit je v ivahu, jednak
faktory, které jsou ve vét§in€ pfipadl ovlivnitelné
a jejichZ ucinek na laboratorni vySetfeni Ize elimi-
novat.
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2.1.1. Faktory neovlivnitelné

2.1.1.1. Pohlavi

Vysledek vétsiny laboratornich testi na pohlavi
nezavisi, presto viak najdeme fadu metod, u nichZ
se referencni rozmezi u Zen a muzil 1i8i; tento roz-
dil je zapotiebi znat pro spravné hodnoceni vy-
sledku. Snad nejzndméjsim piikladem jsou para-
metry &erveného krevniho obrazu. Obr. 2.2. uka-
zuje procentudlni odchylky hodnoty horni refe-
renéni meze nékterych biochemickych metod
u muzi a Zen.

kreatinin

Y-glutamyltransferdza

17-hydroxysteroidy

17-ketosteroidy

HDL-cholesterol

celkovy cholesterol

kreatinkindza

kyselina mocova

|

zelezo

|
=20/ /0" 20 + 40" 60 80
(%)

Obr. 2.2. Rozdily hornich referenénich mezi podle pohlavi (sloup-
ce znamenaii odchylky u muzd vzhledem k hodnotdm u Zen)

2.1.1.2. Rasa, etnicka ¢i socialni
skupina obyvatel

B&zné je znama odlisna frekvence vyskytu nékte-
rych onemocnéni &i distribuce krevnich skupin
u pfislusniki riznych ras, i kdyz Ziji ve stejném
prostiedi. Lisi se viak n&kdy i hodnotou referenc-
nich mezi n&kterych laboratornich vySetieni. Tak
napf. pfislusnici negroidni rasy maji vyznamné
mensi pocet granulocyti’l ne’Z bélosi; 1ii se i v refe-
renénich hodnotach dalSich testd, jako je amylaza,
alkalicka fosfataza a kreatinkinaza.

PFislu$nici etnickych skupin se mohou lisit
napt. frekvenci uréitych gend, a tedy i vyskytem
dédi¢nych poruch metabolismu. Referenéni hod-
noty mohou byt ovlivnény i stravovacimi navyky
typickymi pro ur€itou etnickou ¢i dokonce socidlni
skupinu obyvatel.

Klinicka biochemie

2.1.1.3. Vék

Vétsina testd mé v détském véku niZsi horni hranici
referenéniho rozmezi (obr. 2.3.). U dusikatych ka-
tabolit je pfi¢inou pozitivni dusikova bilance
u rostouctho organismu. VysSi jsou naopak aktivi-
ty kyselé a alkalické fosfatazy a koncentrace anor-
ganického fosforu jakoZto vyraz tvorby kostni
tkan&. Vysledky nékterych laboratornich testd .
(napt. clearance kreatininu) je nutné u déti korigo-
vat podle hmotnosti nebo 1épe povrchu t€la.

Zcela rozdilné jsou poméry u novorozenci
a malych kojenct; to bude obsahem zvlastni kapi-
toly (viz kap. 33.2.).

fosfor
anorganicky

ALP

ACP

cholesterol

triacylglyceroly

kyselina
mocova

kreatinin

150 200
(%)

-100 -50 O 50 100

Obr. 2.3. Pitklady metod maiicich odliZnou horni referenéni mez
v détském véku (za zéklad zvoleny hodnoty u dospélych)

2.1.1.4. Cyklické zmény

Diurnélni rytmus je b&Zn€ znamy napf. u kortizolu
(obr. 2.4.), v mési¢nim rytmu jsou vylucovany
7enské pohlavni hormony. Neni viak jiZz v obec-
ném povédomi, Ze cirkardignnimu rytmu podléhaji
i koncentrace nékterych jinych analytd (tab. 2.1.).

P-kortizol (pmol/l)
400

o ‘ ‘

0 6 12 18

Obr. 2.4. Diurndlni rytmus v sekreci kortizolu - zmény jeho kon-
centrace v plazmé v pribéhu dne
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Tab. 2.1. Piiklady n&kterych laboratornich metod, jejichz vysledky podiéhaiji diurndlnimu rytmu
Analyt Maximum Minimum Rozdil v % PFi¢ina
kreatinin vecer rdno az 50 fyzickd aktivita
glomeruldrni filtrace réno vecer az 80 ob&hové zmény
Zelezo 6-9h 22-24 h 25 (az 100) nezndmd; nékdy inverzni rytmus
celkové bilkovina rdno veder az 30 hemokoncentrace réno
hemoglobin réno veder 15-30 hemokoncentrace rdno
draslik 6-9h 18-24 h 10 nezndmd
anorganicky fosfor 6-9h 20-24 h 15 nezndmd

2.1.1.5. Gravidita

Béhem gravidity se v krvi, event. v mo¢i matky
objevuji bilkoviny i jiné latky produkované trofo-
blastem nebo organy plodu (hCG, SP-1, a,-feto-
protein, placentdrni alkalicka fosfatdza, estrogeny
a jejich metabolity atd.). Hormonélni vlivy se vSak
uplatni i u nékterych béznych metaboliti. Tak
v poslednim trimestru stoupa cholesterolémie. V1i-
vem hemodiluce klesa u t€hotnych koncentrace
hemoglobinu. Dochézi k vzestupu glomerularni
filtrace, a tim vysvétlime napf. pokles koncentrace
kreatininu i mocoviny v séru. Podrobnosti a dalsi
zmény jsou uvedeny v kap. 32.2.

2.1.1.6. Soucasné probihaijici jind nemoc

Chybéji-li idaje o pacientovi, coZ byva zejména
u akutnich stavi, miiZe se 1ékaf setkat s vysledky,
které jsou ovlivnény jinou soufasné probihajici
chorobou, nez pro kterou je nemocny vysetfovan.
Tak u pacienta s chronickou aktivni hepatopatii je
pomér aminotransferdz jako u infarktu myokardu,
U pacienta s aktivni revmatoidni artritidou je zvy-
Send hodnota C-reaktivniho proteinu atd. Je-li ta-
kovy pacient vySetfovan pro bolest na hrudi, resp.
S podezienim na infeké&ni komplikaci, miZe pozi-
tivita uvedenych testii pfi neznalosti zdkladniho
onemocnéni vést k nespravnym zavérim.

2.1.1.7. Biologicky poloéas
stanovované latky

Blovlogicky polocas je nutné brat v ivahu vidy
V pripadech, kdy se jedna o akutni nebo ménici se
Stav. Tak pfi hodnoceni dlouhotrvajici malnutrice
lze l}iit kterykoli z bilkovinnych negativnich reak-
tantu', tedy i napt. albumin s relativn dlouhym bi-
OloguleYm polo¢asem. U kratkou dobu trvajicich
Savi S€ musime orientovat podle bilkovin s krat-
kym. biologickym polocasem, jako je transferin
42ejména prealbumin. Dalgim typickym ptikla-

dem je diagnostika infarktu myokardu podle akti-
vity enzymu a hladin svalovych proteind v séru —
pii nevhodné volbé testu mizZeme ziskat faleSng
negativni vysledek.

Znalost rychlosti vylucovani latky z organismu
m4d velky vyznam pii hodnoceni hladin 1éki a to-
xickych latek; zde se hovoii o polocasu eliminace
xenobiotika.

2.1.1.8. Zpisob stanoveni
referenénich hodnot

Distribuce vysledkid kaZdého vySetieni v referenc-
ni populaci a zplisob stanoveni referenénich mezi,
ktery je v podstaté zaloZen na principech pravdé-
podobnosti, vedou nutné k tomu, Ze dané mnoZstvi
zdravych jedincti (obvykle 5 %) ma hodnoty leZici
mimo referencni rozmezi, tedy vlastné fale$né po-
zitivni test. OSetfujici 1ékaf ma obvykle tendenci
vSechny hodnoty leZici mimo uvedené rozmezi
povaZovat za patologické; podrobnéjsi tidaje o této
problematice jsou v kap. 5.

2.1.2. Faktory ovlivnitelné

VSechny niZe uvedené faktory nejsou samoziejmé
ovlivnitelné ve vSech pfipadech. Pfi planovaném
odbéru krve se dostavi pacient po patficném lacné-
ni a obdobi télesného klidu; to vSak nemizZe byt
vzdy dodrZeno u akutnich stavi. Stejné tak nelze
vZzdy eliminovat jisty stupefi psychického stresu ¢i
u silného kutédka vliv koufeni.

2.1.2.1. Fyzické aktivita

Fyzicka aktivita vede k nasledujicim zménam:

e Kk pfesunu tekutiny z intravazalniho do intersti-
cidlniho prostoru (dochazi proto k hemokon-
centraci a v séru stoupa koncentrace celkové
bilkoviny a latek vdzanych na bilkovinu, hemo-
globinu a hodnota hematokritu);
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uvoln&ni svalovych bilkovin do krevniho ob&hu

(stoupa aktivita CK, AST, LD, koncentrace

myoglobinu);

pfi anaerobni z4t&Zi klesa pH a stoupa koncent-

race laktatu v krvi;

vlivem centralizace krevniho ob&hu klesa clea-

rance kreatininu, stoupa mocovina, objevuje se

proteinurie, erytrocyturie, cylindrurie, klesa po-
mér U-Na*/U-K* jako znamka sekundédrniho
hyperaldosteronismu;

metabolické zmény (klesd sérova koncentrace

triacylglycerolfi, stoupa HDL-cholesterol a vol-

né mastné kyseliny; glykémie zprvu stoupa,
pozdé&ji pfi vyCerpani glykogenovych zasob
klesa a dochazi ke ketonémii a ketonurii);
e méni se koncentrace mnohych hormont.
Je zapotiebi si uvédomit, Ze velikost zmén z4visi na
fadg faktord, jako je délka zdtéZe, intenzita zdtéze
(aerobni, anaerobni) Ci trénovanost jedince.

Po skonéeni zatéZe dochazi k normalizaci riiz-
nou rychlosti (CK za 3-5 dni, laktat za nékolik de-
sitek minut). Za velkou fyzickou namahu lze pova-
7ovat napi. i zvySené dechové usili ortopnoického
pacienta, kieCové stavy ap.

2.1.2.2. Psychicky stres

lékatsky vykon nebo tfeba jen odbér krve — zejmé-
na u déti ¢i anxi6znich pacientd. Projevuje se vy-
plavenim hormont kury i dfené nadledvin a jejich
metabolickymi déinky, napf. hyperglykémii, vze-
stupem koncentrace volnych mastnych kyselin ap.
MiuZe ovliviiovat funk&ni zkousky ledvin, sekreci
stav GIT ap.

2.1.2.3. Vliv potravy, alkoholu a tekutin

Neni-li odbér krve proveden nalacno, miZeme po-

zorovat nasledujici zmény:

e hyperglykémii;

e hypertriacylglycerolémii (lipemické neboli
chyl6zni sérum rusi fadu testd i z analytického
hlediska);
vzestup koncentrace volnych mastnych kyselin
a zmény ve spektru lipoproteind; hladina chole-
sterolu je ovlivnéna jen malo;
vzestup mocoviny a kyseliny mocové v séru,
zejména po nadmérném piijmu bilkovin a nuk-
leovych kyselin;
vzestup aktivity ALP u pacientil s krevni skupi-
nou 0 Lewis pozitivni po tucném jidle;
pokles anorganického fosforu.

Uvedené zmény pfetrvavaji rizné dlouho: gly-
kémie se u zdravého ¢lovéka normalizuje do dvou

hodin, u diabetika pfetrvava zvySeni déle; chyloz-
ni sérum se vycefi za nékolik hodin. Strava samo-
ziejmé ovliviiuje i pH moci a jeji dalsi komponen-
ty. Zelenina a ovoce mo¢ alkalizuji, maso a tu¢nd
strava acidifikuji. Koncentrace sodiku a jinych mi-
neralti v mo¢&i je ddna mj. velikosti jejich pfivo-
du.Vysledky laboratornich vySetfeni mohou ovliv-
nit rovnéZz dlouhodobé stravovaci navyky. Je napf.
znamo, Ze piisni vegetaridni maji nizkou koncen-
traci cholesterolu, triacylglyceroll a Zeleza v séru,
vzacna u nich neni ani hypoproteinémie, deficit vi-
taminu B, u nich vyvolava hyperhomocysteinémii.

Prijem tekutin se projevi u pacienti riiznou hus-
totou modi, ale i zm&nou koncentrace nékterych 14-
tek v séru: tak pacient, ktery jde na odbér krve a od
vedera neji a nepije, mize mit zndmky hemokon-
centrace (vzestup koncentrace celkové bilkoviny,
hemoglobinu a hematokritu, n€kdy dokonce i mir-
ny vzestup koncentrace mocoviny v séru).

Rada biochemickych testd vyZaduje dodrZeni
dietnich opatfeni, aby nebyl test ruSen (namatkou
1ze uvést nutnost vylouéeni masa pfed vySetfenim
okultniho krvaceni ¢i potravin s etylvanilinem
pred stanovenim kyseliny vanilmandlové v moci).

Deficit vitamint maZe vést k chybéni koenzy-
mu, a tim sniZeni aktivity pfislu§ného enzymu,
neni-li do reakéni smé&si hotovy koenzym piida-
van. Tak napf. deficit vitaminu B¢ miiZe mit za na-
sledek sniZeni aktivity aminotransferdz, chybéni
stejného vitaminu nebo kyseliny listové ma za na-
sledek narust koncentrace homocysteinu v séru
pro poruchu jeho odbouravani (viz kap. 19.4.).

Pfed biochemickym vySetfenim by nemél paci-
ent 24 h pfijimat alkohol. V opa¢ném piipad€ mu-
Zeme pozorovat:
 hyperlipoproteinémii (zejména vzestup koncen-

trace triacylglyceroli);

uvolnéni jaternich enzymi do krve (AST, ALT,

GMT);

ovlivnéni metabolismu glukézy (sklon k hypo-

glykémii);

poruchu rendlniho vylucovani kyseliny mocové

s naslednou hyperurikémii.

2.1.2.4. Koureni

Koufeni vyrazn€ zvySuje podil karbonylhemoglo-
binu a koncentraci thiokyanatand v séru, nikotin
stimuluje sekreci Zalude¢ni §tavy. Rada parametr
je ovlivnéna méné vyznamné (v rozmezi + 10 %).
Tak mivaji kutéci vys$si hladinu fibrinogenu, hemo-
globinu, Zeleza a karcinoembryonélniho antigenu.
Koureni miiZe ovlivnit i rychlost metabolizace 1ékil
(teofylin). Prostfednictvim volnych radikélt zvySu-
je oxidaci LDL a sniZuje koncentraci vitaminu C.
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2.1.2.5. Leky

Podavani 1ékd maZe ovliviiovat biochemicka vy-

Setfeni dvojim zplisobem:

e pusobi na metabolismus stanovované ldtky
(méni jeho rychlost napf. indukci syntézy ¢i na-
opak inhibici enzym, ovliviiuji vazbu na trans-
portni bilkovinu ap.);

o rusi (interferuji) pri vlastni chemické reakci,
klasickym ptikladem je maskovani pfitomnosti
glukézy ¢€i krve v modi kyselinou askorbovou
pfi vySetfeni diagnostickym prouzkem.

Jako 1éky se mohou podavat i stanovované latky

(infize roztoku glukézy, aminokyselin, minerdld

¢i tukovych emulzi). Pfi nepfiméfené rychlosti in-

fiize miZe byt jejich koncentrace v krvi ovlivnéna,

i kdyZ byl nabér proveden z jiné Zily; vzdyt napf.

koncentrace glukézy jen v izotonickém (5%) rozto-

ku je 278 mmol/l !

2.1.2.6. Operace

Biochemické testy miZe ovlivnit:

e podané narkotikum (hepatotoxicita);

* fez svalovou tkani a jeji zhmoZdéni (vzestup ak-
tivity CK, AST, LD, koncentrace myoglobinu);

* hormonélni odpovéd na stres ovliviiuje pro-
stfednictvim hormond dien€ a kiry nadledvin
fadu metabolickych déji vcetné vzestupu kon-
centrace bilkovin akutni faze.

2.2. Odbér vzorku

ZaleZi na poloze pacienta pfi odbéru a urlitou
dobu pfed nim a druhu odebrané krve. Vysledek
mohou ovlivnit i pfidavky k odebrané krvi a druh
nadobky.

2.2.1. Odbér venézni krve

Obvykle se odebira krev venézni, a to z loketni
Zily. Svou tilohu m4 i poloha pacienta pti odbéru
a urCitou dobu pted nim. Vstoje dochazi k piesunu
tekutiny z intravazélniho prostoru do intersticia
a koncentrace vysokomolekularnich latek (a latek
na n€ vazanych) v krvi v&etné hematokritu mae
Stf)upnout az 0 10-15 %! Doporuuje se tedy od-
ber vieze, pii opakovaném odbéru alespori neménit
poloha pacienta.

Qf.zinfekce kiZe mizZe rovn&Z ovlivnit vysledek:
Pouzije-li se alkoholicky roztok k dezinfekci kiize

pfed odbérem krve na stanoveni koncentrace alkoho-
lu, miZeme dostat falesn& pozitivni vysledek. Stéka-
1i kapka krve po kiiZi dezinfikované povrchové aktiv-
ni latkou (Ajatin), maZe dojit k hemolyze.

StaZeni paZe pti vendznim odbéru a tzv. »cvice-
ni« paZi by mélo byt co nejkratsi. V opaéném pfi-
pad€ dochazi jednak k pfesunu tekutiny z cévniho
fecist€ do intersticia a k jiZ popsanému zvySeni
koncentrace vysokomolekularnich latek v odebra-
né krvi aZ o 10 %, jednak k anaerobnimu metabo-
lismu ve staZzené paZi s naslednou lokalni acido-
zou, vzestupem koncentrace laktitu a drasliku az
020 % a aktivity CK aZ o 10 %.

Pti nasdvdni krve je zapotfebi se vyhnout pfi-
lisnému podtlaku, ktery muZe vést k mechanické
hemolyze.

Odebira-li se krev ze zavedené jehly, kterou
kape inftize, nebo z kanyly, ve které je »heparino-
va zatka«, nastavaji nejvetsi chyby, kdyZ neni od-
pustén dostatek krve pfed jejim shromazdénim
v odbérové nadobce. Zasadné by se tedy méla uzit
k odbéru jina Zila. Pfi hemodialyze systémem
»single needle« miZe byt nabrdna krev v okamZi-
ku, kdy se vraci z dialyzatoru; ve vzorku pak na-
méfime fale$n€ nizké hodnoty dusikatych katabo-
lith a drasliku.

2.2.2. Odbér jinych typt krve
nez vendézni

U odbéru kapildrni krve ddvame pozor na moznost
hemolyzy pfi del§im styku krve s dezinfekénim
prostiedkem a »vymackavani« krve z prstu, které
vede k nafedéni tkafiovym mokem.

Tepennd krev se odebira pro vySetfeni krevnich
plyni. Nesmirné dileZity je anaerobni pribéh od-
béru a naplnéni sklenéné kapilary bez bublin.
Stfedné velka bublina v kapildfe mize po promi-
chéni zplsobit vzestup pO, aZ o 5 kPa!

Pii odbéru arterializované kapildrni krve na
vySetfeni acidobazické rovnovahy je nutné rovnéz
pracovat anaerobné, tj. kapka nesmi stékat po prs-
tu a v kapilafe nesmé&ji byt bubliny. Pfi nedostatec-
ném perifernim prokrveni nema vySetfeni vyznam.
Nabeér z usniho lalicku se blizi svymi vysledky ar-
teridlnimu nabéru, zatimco i u dobfe prokrveného
prstu dostaneme vysledek pO,aZ o nékolik kPa
nizsi neZ pfi odbéru krve z tepny.

2.2.3. Odbérova nadobka

VZdy by méla platit zésada nejprve popsat nddob-
ku jménem pacienta a jesté pred viastnim odbérem
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jméno znovu zkontrolovat; tim se podstatné omezi
mo¥nost zamény. Idealni je identifikace pacienta
pomoci &drového kédu (bar-kédu) ¢i dokonce po-
moci tzv. dot-kédu, coZ je vlastné dvourozmérny
garovy kéd umoziiujici uchovéani velkého mnoz-
stvi ddajii 0 nemocném. Provadéni analyz pfimo
z priméarni odb&rové nadobky je umoznéno kon-
strukci v&tsiny analyzatort, vybavenych snimacem
vy$ky hladiny séra. Tim je na minimum sniZzena
moZnost zamény a také kontaminace, ke které by
snaze do§lo pfi prelévani séra pfed analyzou do
jiné nadobky.

Krev vypoustime ze stitkacky pomalu, nikdy ne
pres jehlu, aby nedoslo k hemolyze.

VEtsina vySetfeni se provadi ze séra; krev se
musi nechat dostatecnou dobu srazit. Odstiedi-li
se piili§ brzy, obvykle dojde k hemolyze a navic se
v odd&lené plazmé& dodatecné srazi fibrin a vznika
gel; hrozi pak ucpévani hadicek v analyzatorech Ci
nasati mensiho objemu a opét chybny vysledek.

Nejvhodnéjsi jsou odbérové nadobky na jedno
pouZiti. Jsou vak vétsinou z plastické hmoty, ve kte-
1é se krev pomalu a nedostate¢n€ srazi a Castéji do-
chazi k hemolyze. Vyrobce proto opatfuje stény od-
bérovych zkumavek vrstvou kaolinu &i skelnou va-
tou, coZ urychli srdZeni. 0Oddgleni séra velmi usnadni
specialni inertni gel, jehoZ hustota je volena tak, aby
po odstfedéni vytvoril rozhrani mezi krvinkami
a vrstvou séra. I kdyZ vyrobce zaru€uje dokonalou
inertnost gelu, nelze tyto nadobky uZit k odbéru krve
na stanoveni hliniku. Pfi stanoveni ionizované frakce
hoiciku zvysuje vysledek latka uZivand k povrchové
tipravé vSech hromadné vyrabé&nych odbérovych na-
dobek. Kapilary z plastické hmoty se hodi k odbéru
krve na vysetfeni krevnich plyni jen v piipadé, Ze
analyza je provedena bezprostiedné po odbéru. Plas-
ticka hmota je totiZ propustna pro plyny: byl napf.
popsan vzestup pO, 04,8 kPa v krvi uchovavané
50 min v kapildfe z plastické hmoty.

Sklen&né nadobky dovoli lepsi srazeni krve,
maji v8ak dvé nevyhody. Prvni je Sast&jsi prasknu-
ti pii odstfedovani se znehodnocenim odebraného
vzorku a kontaminaci centrifugy potencidlng in-
fekénim materialem. Pfed opakovanym pouZitim
je nutné nadobku dekontaminovat a umyt — zbytky
uzitych Cinidel ve zkumavce po nedokonalém vy-
myti predstavuji druhou nevyhodu.

Dezinfekéni prostiedky s oxidaénim tcinkem
(chloramin, chlornan) rusi stanoveni bilirubinu,
naopak zvysuji vysledky viech testd, kde zakonCe-
nim je oxidace chromogenu v reakci katalyzované
peroxidzou (jako napf. kyselina mocova, chole-
sterol, triacylglyceroly, glukéza v séru, glukoza
a krev v mo¢i atd.). Voda obsahujici slouceniny
seleza (rezavé trubky!) zptisobuje vyrazné zvySeni

vysledku pfi stanoveni koncentrace tohoto prvku.
Myci prasky Casto obsahuji fosfaty; pozitivni sys-
tematicka chyba u stanoveni anorganického fosfo-
ru patfila k nejcitlivéjsim ukazatelim nedokonalé-
ho vymyvéani zkumavek. Stopy t&7kych kovli (napt.
7 chromsirové smési) mohou inhibovat stanovova-
né enzymy. Neobvykle piisné jsou pozadavky na
&istotu odbérovych nadobek i zptisob odbéru pii
stanovovani stopovych prvki.

2.2.4. VySetieni z nesrazlivé krve
a z plazmy

Pro nektera klinicko-biochemicka vySetfeni je nut-
né ziskat nesrdzlivou krev. Jsou to vySetfeni prova-
déna z celé krve (acidobazicka rovnovéha, glyké-
mie, laktat, mineraly pomoci iontové selektivnich
elektrod), z erytrocytu (glykovany hemoglobin,
kalium & magnézium v erytrocytech, 2,3-bisfosfo-
glycerat, superoxiddismutéza, glutathion aj.) nebo
z plazmy (fibrinogen, kysela fosfataza).

Prvni zésadou je dodrzet pfedepsany pomér
mezi objemem roztoku antikoagulantu a ptidané
krve, nebo pii uZiti odparku protisrdzlivého ¢inidla
pfidat pfedepsany objem krve do odbérové nadob-
ky. Pfi uZiti vakuovych odbérovych nadobek je po-
mér objemt antikoagulantu a krve naru$en pfi
pfedtasném vytaZeni jehly ze 7ily, a tim odbé&ru
mensiho mnozstvi krve. Pamatujme si, Ze vZdy
pfidavame krev do odb&rové nadobky s antikoagu-
ladnim piipravkem, nikdy naopak. Je nutné také
zjistit, ktery protisrazlivy prostfedek je vhodné po-
uZit na poZadovany test.

Pii pfidani mensiho mnoZstvi krve k odparku
dochazi k objemovym a tvarovym zménam krvi-
nek, prididme-li pfili§ velky objem, krev se srazi.
Krev musime v nadobce dokonale promichat, aby
se odparek rozpustil, a to opakovanym obracenim
uzaviené nadobky. Vyhybame se tfepani — dojde
k mechanické hemolyze a podle nasich zkuSenosti
pak mé&fime kalémii i pfes 10 mmol/l!

Antikoagulaéni piipravek dile ovliviiuje sloZent
odebrané krve. Tak viechny antikoagulanty vCetné
heparinu vaZou ionty Ca®* a tedy sniZuji jejich
koncentraci; totéz plati i o Mg?*. Pro stanoveni
Ca** je nutné pouZivat heparin vytitrovany témito
ionty. MiZe dojit k inhibici enzymi — riznych
podle ptidaného piipravku. VSechny antikoagulan-
ty jsou anionty, kde doprovodny kation je nejéas-
t&ji Na*, ale nékdy i K*, NH,* ¢i Li*. Tak napf.
pfi stanoveni iontd z krve odebrané do nadobky
urdené pro stanoveni glykémie (obsahuje NaF
a Na,EDTA) nebo do kapilary s obsahem hepari-
natu sodného dostaneme hodnotu Na* zvySenot
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(az 160 mmol/l), pfi€emZ koncentrace K* a CI-
neni ovlivnéna. Pro stanoveni iontl z plné krve
tedy musime pfidat heparinat amonny ¢i litny a po
odbéru krev opatrné michat, abychom se vyhnuli
mechanické hemolyze, kterou v tomto piipadé
okem nepoznime.

Neékdy priddvame ke krvi protisrazlivy prostie-
dek z jinych pfi¢in. UmozZni totiZ okamZité odstie-
déni krve bez nutnosti ¢ekat na jeji dokonalé sraze-
ni. Tim uSetfime v priméru 20 minut u akutnich
stavil. Pri uZiti heparinétu litného je ziskana plazma
vhodna ke stanoveni prakticky vSech analyti véetné
mineraltl (samozfejmé s vyjimkou litia).

Na tomto misté je vhodné uvést, Ze plazma
a sérum se od sebe 1i1 vice neZ jen nepritomnosti
koagulacnich faktori, zejména fibrinogenu, v séru.
Béhem koagulace se totiZ z rozpadlych trombocyti
uvoliiuji nékteré jejich slozky, které pak jevi v séru
vy$§i koncentraci. Sérum byva také Cast&ji hemoly-
tické — v tomto piipadé se do séra dostavaji latky
obsazené v cytoplazmé erytrocytti. Tak mé sérum
vy§si aktivitu kyselé fosfatazy, ale i koncentraci
drasliku. Stupeni ovlivnéni je imérny pocétu trombo-
cytd: pfi koncentraci trombocyta 200 x 10%/1 krve
byla koncentrace drasliku v séru o 0,2 mmol/l vyssi
nez v plazmé z téhoz odbéru, zatimco pfi poctu
trombocyti 1600 x 10%1 byl rozdil jiz +1,4 mmol/l.

I kdyZ jsou popisovany rozdily v sérové a plaz-
matické koncentraci i u né€kterych jinych analytd,
nejsou tak velké, aby mély klinicky vyznam.

2.3. Transport vzorku

Krev je zapotiebi piepravovat v uzavienych odbé-
rovych nadobkach. T zdtka v8ak miZe ovlivnit vy-
sledek analyzy, tak napt. z gumové zétky se uvol-
fuje vyznamné mnozstvi zinku. Krev pfi trans-
portu chranime pied extrémni teplotou (v teple do-
chdzi k inaktivaci enzymi, rychleji klesa koncen-
trace glukézy; mraz miZe zase zplsobit hemoly-
zu). Vystaveni krve svétlu vede k odbouravani
bilirubinu.

Transport musf byt dostatecné rychly, aby moh-
1o byt v&as odd&leno sérum od krvinek — pro sta-
noveni K* do jedné hodiny, pro ostatni analyty do
2 h po odbéru. Nesmi se uzit led bezprostfedné po
Vyndani z mraziciho boxu, aby nedoglo ke zchla-
zeni vzorku pod bod mrazu a k hemolyze.

.Kfev na nékterd specidlni vySetfeni se transpor-
tuje na tajicim ledu; z béZnéjsich k nim patfi napf.

Vyset.reni acidobazické rovnovahy &i stanoveni
amoniaky.

Na del8i vzdéalenosti vZdy radéji posilame sé-
rum neZ celou krev; v opa¢ném piipadé hrozi me-
chanickd hemolyza.

2.4. Uchovavani vzorku

Podminky uchovavani vzorku maji stejné jako
jeho transport vliv na stabilitu analyt.

Pfi del$im stdni odebrané krve dochazi k vycer-
péni energetickych zdroji erytrocytt (glukézy); ty
pak nemohou udrZet zdkladni metabolické déje,
k nimZ patfi funkce membrany zaji$tujici transport
K* do bunky a Na* opaénym smérem. Dochdzi
k tniku K* z erytrocytd a namétime hyperkalémii,
aniZ soudasné dojde k hemolyze. Unik kalia z bu-
nék se urychli, uskladnime-li odebranou krev
v chladni¢ce, nebot udrzovani K* v buiice je enzy-
movy déj, ktery s poklesem teploty ustava.

Pti uchovévani v teple spotifebovavaji leukocyty
kyslik. Sou€asné dochazi k produkci oxidu uhlici-
tého a vlivem anaerobni glykolyzy v erytrocytech
kles4 pH krve; proto krev na vySetfeni acidobazic-
ké rovnovahy a krevnich plyna je tfeba uchovavat
na ledu, a to nejdéle dvé hodiny.

Pti stanoveni glykémie ¢i laktatu ma pridavek
fluoridu sodného za ucel inhibovat glykolyzu a po
mirném pocatecnim poklesu udrzi nezménénou
koncentraci t€chto analyt azZ po dobu 24 h. Bez
pfidavku NaF klesa glykémie ¢innosti erytrocytd,
pfi¢em? je zajimavé, Ze rychlost poklesu je mensi
u diabetikd s hyperglykémii. Stejny zpisob odbéru
by mél byt dodrZen i pfi stanoveni glykémie a lak-
tatu v jiném biologickém materialu (mozkomis-
nim moku, vypotku). Koncentraci glukézy si podr-
Zi 1 krev zchlazena nebo plazma ¢i sérum po oddé-
leni erytrocytd. Jinou moZnost predstavuje prida-
vek mandzy k plné krvi: ta piisobi jako alternativni
substrat hexokindzy. Jeji uc¢inek nastupuje ihned
(fluorid zacina plsobit asi po dvou hodinach nut-
nych pro diftizi do erytrocytd; zastavuje navic aZ
konecné reakce glykolyzy).

VeétSina vySetfeni se vSak provadi z krevniho
séra; o daleZitosti jeho véasného oddéleni od krev-
nich bunék zejména pro stanoveni drasliku hovoii
uvodni odstavec této kapitoly.

Neni-li provedeno stanoveni ihned, obvykle staci
uchovat sérum v chladniéce pii +4 °C, a to v dobre
uzaviené zkumavce, aby nedoslo k zahuSténi vzor-
ku odpafenim vody. VEt§ina analytd véetné enzymi

je stabilni fadu dni. P¥i del§im skladovani se ucho-
vava sérum zmrazené (pii —20 °C, event. —80 °C),
vyjime¢né se upravuje mrazovou sublimaci (lyofili-
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zaci); tento zpiisob konzervace se viak uziva spise
u kontrolnich sér. Po rozmrazeni je nutné pied
vlastni analyzou vzorek vZdy dobre promichat.

Chemické konzervac¢ni ¢inidla se ke stabilizaci
sér uZivaji vzacné a je nutné si predem ovéfit, zda
nerusi pfi pozadované analyze.

Cast&jsi je chemicka konzervace modi. Existuje
pitom fada konzervacnich ¢inidel, ktera vybirame
podle druhu analyzy. Tak pfi méfeni koncentra-
ce mo¢oviny v moci uZijeme pridavek thymolu
v izopropanolu, mo¢ na stanoveni kyseliny vanil-
mandlové konzervujeme okyselenim koncentrova-
nou kyselinou chlorovodikovou, buiiky fixujeme
pfidavkem formalinu. Nekdy nesleduje pfidavek
chemického ¢inidla stabilizaci, ale dokonalé roz-
pusténi stanovované latky obsazené v modi: pred
stanovenim vapniku, hoi¢iku nebo fosforu je tieba
mo¢ okyselit, pfed stanovenim kyseliny mocové
naopak alkalizovat.

Existuji tabulky s udanim procentudlni zmé-
ny latek v biologickém materidlu v Case pfi raz-
ném zpisobu skladovéni; protoze tyto udaje
jsou duleZité spiSe pro pracovniky laboratofi,
nejsou do této publikace zahrnuty.

2.5. Prvotni zpracovani

a priprava vzorku
k analyze

Patii sem odstiedéni krve a oddéleni séra & plazmy,
deproteinace vzorku pred analyzou, zahusténi vzor-
ku, vzacn&ji té% dalii postupy, napr. promyvani eryt-
rocytt ap. PH odstfedovani, je-li pfili§ razantni, hrozi
nebezpedi hemolyzy. Pii deproteinaci, obvykle che-
mické, je zapotiebi zvolit vhodné ¢inidlo opét podle
charakteru stanovované latky a pracovniho postupu.
Pii zahugtovani bilkovin obsaZenych v moci Ci moz-
komisnim moku pfed jejich separaci elektroforézou
je pfi volb& membrany s VEtsi velikosti port sice po-
stup rychlejsi, hrozi viak ztraty nizkomolekuldrnich
proteind, a tedy i zkresleni vysledku analyzy.

2.6. Hemolyza

Na n&kolika mistech této kapitoly byla zminka
o hemolyze, tj. rozpadu erytrocyti, ktery vede
k vyliti jejich obsahu v&etné &erveného krevniho
barviva do plazmy (séra). Kromé vzicné intravas-

kularni hemolyzy, ktera pacienta vazné ohroZuje,

dochazi k hemolyze obvykle in vitro, tj. pti odbé-

ru, transportu a zékladnim zpracovani krve.
Podle pii¢iny d&lime hemolyzu na:
mechanickou (p¥ili§ silné tfepani, naséavani pii
odbéru & vysttikovéni krve jehlou, centrifugace
pii vysokych otackach, doprava plné krve na
del3i vzdalenost aj.);
osmotickou (mokra zkumavka);
tepelnou (krev vystavena mrazu & naopak vy-
soké teploté);

o chemickou (dezinfekénim prostfedkem, ktery
rozru$i membranu erytrocyti).

Hemolyza ovliviiuje vysledky ze ¢tyt riznych di-

vodi:

e 7z erytrocyti se do plazmy vyplavuje jejich in-
tracelularni obsah a zvySuje se koncentrace
téch komponent, které jsou piedevSim intrace-
lularni. Pomér intra- a extraerytrocytarni kon-
centrace nékterych analytd znézortiuje obr. 2.5.
Z grafu je patrné, Ze hemolyza nejvice ovliviiu-
je stanoveni LD, ACP, drasliku a AST; u ostat-
nich vySetfeni je vliv jiZ zanedbatelny, pokud
neni hemolyza masivni;
ervena barva hemoglobinu vadi pfi fotometric-
kém stanoveni vétiny analyti. Nékdy lze tento
vliv odstranit ode¢tenim hodnoty vlastni slepé
zkougky, ne vSak ve vsech pripadech;

vépnik (Ca)

sodik (Na*)

chloridy (CI)

anorganicky fosfor

hotéik (Mg)

ALT

AST

draslik (K*)

ACP

LD

80 100
(cery/c sérum)

Obr. 2.5. Odlizng koncentrace analytd v erytrocytech a séru, vy~
jadfend jako podil t&chto koncentraci
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e hemoglobin pisobi jako pufr a méni pH &inidla
a tim ovliviiuje prib&h reakce, napf. pfi stano-
veni ALP ¢i albuminu; v tomto pfipadé hemo-
lyza vesmé&s vysledek sniZuje.

* hemoglobin reaguje s ¢inidlem, rozklada ho,
a tim sniZuje vysledek pfi méfeni bilirubinu;
velikost ovlivnéni roste se stupném hemolyzy
a s koncentraci bilirubinu v séru.

U intravaskularni hemolyzy obvykle nepozorujeme

vzestup hladiny kalia — neni-li sou¢asné anurie, sta-

¢i ho ledviny obvykle dostateéné rychle vyloucit.
Pfi pouZiti bezbunécné nahrady krve, zaloZené na
inftizi polymerovaného hemoglobinu, se miiZe proje-
vit jen interference hemoglobinu dand zabarvenim
roztoku a piisobenim této bilkoviny jako pufru.
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