Vztah patobiochemie a klinické biochemie.
Klinicko-biochemicka analytika a jeji specifické
rysy. Terminologie klinické biochemie.
Analyzovany material. Odbér materialu.



Vztah patobiochemie a klinické biochemie

* Patobiochemie = obor zabyvajici se biochemickymi procesy za
patologickych stavu/biochemickymi mechanismy, které vedou ke
vzniku urcité nemoci.

* Klinicka biochemie = interdisciplinarni obor zaméreny na zkoumani
zakladnich biochemickych procesu v lidském organismu z hlediska
lidského zdravi resp. z hlediska Iéc¢eni nemoci, popripadé z duvodu
prevence vzniku nemoci.



Klinicko-biochemicka analytika

* Biochemicky analyt = vysetfovana biochemicka latka.

* Analyty mohou byt endogenniho nebo exogenniho puvodu.

* Analyty endogenniho plvodu: substraty a produkty bunécného
metabolismu: ionty, mineraly, enzymy, vitaminy, stopové prvky a dalsi latky,
které se fyziologicky nachazi v lidském organismu.

e Analyty exogenniho puvodu: latky prirodniho ptvodu (toxiny zivocicht, hub,
rostlin, plisni, bakterii, alergeny), Iéky a jejich metabolity, alkoholy, drogy,
latky zneuzivané k dopingu, prumyslové produkty, primyslové odpadly.

* Laboratorni vysetreni analytu se provadi presné definovanou
vysetrovaci metodou a sklada se ze 3 casti: preanalytické, analyticke

a postanalytické faze.



Preanalyticka faze

* Priprava pacienta k odbéru biologického vzorku.
* Odbér biologického vzorku.

* Preanalyticka uprava vzorku po odbéru (pfidani antikoagulacni pfisady — ziskani nesraZlivé krve, NaF pro vysetfeni koncentrace
glukodzy v plazmé, konzervacnich latek ...).

* Vyplnéni zadanky.

* Transport vzorku do klinické laboratore.

* Prijem vzorku.

* Separace séra/plazmy od bunécné slozky krve.

* Ulozenivzorki/jeho alikvotli (pokud neni vzorek bezprostfedné vysetien).

* Docasna archivace vzorku pro pripadné opakovani analyzy.

* Priprava vzorkd analytickych fyzikalni a chemickou uUpravou vzorkl biologickych (Uprava pH, zahustovani, redéni, dialyza,
sedimentace, filtrace, extrakce do organické faze, denaturace bilkovin, mineralizace, amplifikace — molekularné biologicka
vySetfeni, suseni, homogenizace, lyofilizace...).

* Nestandardni podminky preanalytické faze (nespravné provedeny odbér, nepfijatelna doba transportu, nejednoznacna
|dent|f|k|ace vzorkll, nedostatecné vyplnéna Zadanka, vylity obsah zkumavek...)=> klinické laboratore maji povinnost odmitnout
material.



Analyticka faze

* Priprava analytického systému: spusténi laboratornich pfistroju,
temperovani vodnich 1azni, provedeni optickych testu a kalibrace,
vnitrni kontrola kvality).

* Analyza biologického vzorku prislusnou vysetrovaci metodou.

* Prepocet mérnych fyzikalné-chemickych veli¢cin (absorbance,
fluorescence, chemiluminiscence atd.) na koncentrace analytu
vyjadrené v obvyklych jednotkach.



Postanalyticka faze

e Vyjadreni ziskaného vysledku zaokrouhleného na prislusny pocet
desetinnych mist a dosazeni ziskanych hodnot do vzorcu (napf. pro vypocet
ledvinové clearance).

* Interpretace vysledku vzhledem k fyziologickému rozmezi hodnot,
diagndze, stadiu choroby, fazi jeji lécby a téz k hodnotam analytu
nameérenym pri prechozim odbéru.

* Potvrzeni vysledku zdravotni laborantkou a klinickym biochemikem.

* Odeslani vysledku (tisténd podoba/elektronickd podoba) oSetfujicimu
lékari.

* V nékterych pripadech muze byt vysledek vydan primo pacientovi nebo
osobam pravné zmocneénym k jeho prevzeti.



Preanalytickeé vlivy na vysledek laboratorniho vysetreni

* K ovlivnéni vysledku laboratorniho vysetfeni muze dojit ve vSech trech
fazich.

* Nejdulezitejsi z hlediska mozného ovlivnéni vysledkit je obdobi
preanalytické.

 V preanalytické fazi muze byt vysledek ovlivnén:
» Osobou pacienta
* Odbeérem vzorku
* Transportem vzorku
* Uchovavanim vzorku pred analyzou
* Pripravou vzorku ke zpracovani



Osoba pacienta-faktory ovlivnitelné

Pohlavi (vétSina laboratornich testl na pohlavi nezavisi, ale najdeme i metody, u kterych se referencni
rozmezi u zen a muzu lisi, napf. parametry Cerveného krevniho obrazu).

Rasa, etnicka Ci socialni skupina obyvatel (napf. negroidni rasy maji vyrazné mensi pocet granulocytu
nez bélosi, liSi se i v referencnich hodnotach dalsich test, jako je amylaza, alkalicka fosfataza,
kreatinkinaza). Prislusnici etnickych skupin se mohou lisit naptf. frekvenci urCitych genl a tedy i
vyskytem dédic¢nych poruch metabolismu. Referencni hodnoty mohou byt ovlivnény i stravovacimi
navyky typickymi pro urcitou etnickou Ci socialni skupinu obyvatel.

Vék: vétsSina testd ma v détském véku nizsi horni hranici referencniho rozmezi. Napf. vyssi aktivita
kyselé alkalické fosfatazy a koncentrace anorganického fosforu v dusledku tvorby kostni tkané. Vysledky
neékterych laboratornich testd (napf. clearance kreatininu) je nutné u déti korigovat podle hmotnosti
nebo povrchu téla.

Soucasné probihajici jina nemoc (napf. u pacienta s revmatoidni artritidou nalezneme zvysenou
hodnotu c-reaktivniho proteinu).

Biologicky polocas analytu (napr. diagnostika infarktu myokardu dle aktivity enzym a hladin svalovych
roteint v séru). Znalost rychlosti vylucovani latky z organismu ma velky vyznam pfi hodnoceni hladin
eku a toxickych latek = polocas eliminace xenobiotika.

Zpusob stanoveni referencnich hodnot.



Osoba pacienta-faktory ovlivnitelné

* Gravidita: v krvi a moci matky se objevuiji bilkoviny a jiné latky produkované trofoblastem
nebo organy plodu (hCG, SP-1, al-fetoprotein, placentarni alkalicka fosfataza,
estrogeny...). Hormonalni vlivy se uplatni i u nékterych béznych metabolitl: v poslednim
trimestru stoupa cholesterolémie, vlivem hemodiluce klesa koncentrace hemoglobinu,
stoupa glomerularni filtrace - pokles kreatininu i mocoviny v séru...

* Cyklické zmeény (napfr. diurdlni rytmus kortizolu, mésicni rytmus vylucovani zenskych
pohlavnich hormond. Cirkadiannimu rytmu podléhaji také koncentrace nékterych jinych
analyta.

Tab. 2.1. Pfiklady nékterych laboratornich metod, jejichz vysledky podléhaii diurndlnimu rytmu

Analyt Maximum Minimum Rozdil v % PFi¢ina

kreatinin veler réno az 50 fyzickd akfivita

glomerularni filtrace réno vecer az 80 obéhové zmény

zelezo 6-9h 22-24 h 25 (az 100) nezndmd; nékdy inverzni rytmus
celkovd bilkovina réno veder az 30 hemokoncentrace rdno
hemoglobin réno veder 15-30 hemokoncentrace réno

draslik 6-9h 18-24 h 10 nezndma

anorganicky fosfor 6-9h 20-24 h 15 nezndmd




Osoba pacienta-faktory neovlivnitelné

* Fyzicka aktivita (napr. stoupa koncentrace celkové bilkoviny a latek na ni vazanych, méni
se pH (pri anaerobni zatezi), zvysuje se koncentrace laktatu, uvolnuji se svalove bilkoviny
do krevniho obéhu (stoupa aktivita CK, AST, LD, koncentrace myoglobinu)...Velikost zmén
zavisi na radeé faktoru, jako je délka zatéze, intenzita zatéze (aerobni, anaerobni),
trénovanost jedince.

* Psychicky stres vede k vyplaveni hormonu kury a dfené nadledvin a jejich metabolickymi
ucinky, napr. hyperglykémii, vzestupem koncentrace volnych mastnych kyselin...

* Potrava, alkohol, prijem tekutin.
e Koureni (napf. mlze ovlivnit rychlost metabolizace |1éku teofylinu).

* Léky: |ék mUze pUsobit na metabolismus analytu (méni jeho rychlost napf. indukci
syntézy ¢i naopak inhibici enzymu, ovliviuji vazbu na transportni bilkoviny...) nebo muize
rusit (interferovat) pfti vlastni chemické reakci (napr. maskovani pritomnosti glukdzy/krve
v moci kyselinou askorbovou pri vysetfeni diagnostickym prouzkem).

* Operace: narkotikum (hepatotoxicita), zhmozdena tkan a rez tkani (vzestup aktivity CK,
AST, LD, koncentrace myoglobinu), hormonalni odpovéd na stres.



Zakladni vzorky biologického materialu

* Krev srazliva

* Krev nesrazliva

e Krevni sérum

* Krevni plazma

* Moc (jednorazova, sbirana)
* Pot

e Zalude&ni obsah

 Likvor (mozkomisni mok)

* \lypotek a jiné télesné tekutiny
* Stolice

» Kostni dren



Odbér vzorku

e Zalezi na poloze pacienta urcitou dobu pred odbérem a béhem odbéru vzorku a druhu odebrané
krve. Vysledek také mohou ovlivnit pridavky k odebrané krvi a druh nadobky.

* Odbér venozni krve: z loketni zily.

* Poloha pacienta: doporucCuje se odbér v leze. Vstoje dochazi k presunu tekutiny z
intravazalniho prostoru do intersticia a koncentrace vysokomolekularnich latek (a latek na né
vazanych) v krvi véetné hematokritu muze stoupnout o 10 — 15 %.

* Dezinfekce kuze: pouziti alkoholického roztoku dezinfekce pred odbérem krve na stanoveni
koncentrace alkoholu = falesné pozitivni vysledek. Dezinfekce klize povrchové aktivni latkou
(Ajatin) - hemolyza.

e Stazeni paze + cviceni by mélo byt co nejkratsi, jinak muaze dojit k vySe uvedenému presunu
tekutiny, anaerobnimu metabolismu (lokalni acidéza).

* Pozor na podtlak pri nasavani krve. Prilis velky podtlak - mechanicka hemodialyza.

* Odbeér jinych typu krve nez vendzni: kapilarni krev (napf. z briska prstu pro stanovena glykémie),
tepennd krev (vySetreni krevnich plynt), arterializovana kapildrni krev (vySetreni acidobazické
rovnovahy).



Odbeérova nadobka

* Popsat nadobku jménem pacienta pred vlastnim odbérem vzorku! Je mozné
také identifikovat pacienta pomoci kodu, napr. caroveho.

* Krev vypoustét ze strikacky pomalu, nikdy ne pres jehlu (aby nedoslo k
hemolyze).

* VétSina vysetreni se provadi ze séra - krev se musi nechat srazit.

* Nejvhodnéjsi jsou odberove nadobky na jedno pouziti. Vetsinou jsou z plastové
hmoty (krev se v nich pomalu a nedostatecné srazi, Castéji dochazi k hemolyze)—>
vyrobce opatruje steny odberovych zkumavek vrstvou kaolinu ci skelnou vatou
- urKchIenl' srazeni. Oddéleni sera umoznuje specialni interni gel (tvori rozhrani
mezi krvinkami a vrstvou séra).

* Sklenéne nadobky - lepsi srazlivost krve, ALE: castejsi prasknuti pri
odstred'ovani (znehodnoceni vzorku, kontaminace centrifugy).Pfed opakovanym
pouzitim je nutné nadobku dekontaminovat a umyt — zbytky cinidel ve
zkumavce - znehodnoceni vysledkd analyzy.



Vysetreni z nesrazlivé krve a plazmy

* Pro néktera vysetreni je nutné ziskat nesrazlivou krev, jde o vysSetreni provadéna z celé
krve (acidobazicka rovnovaha, laktat, glykémie, mineraly pomoci iontové selektivnich
elektrod) z erytorcytl (glykovany hemo%lobin, kalium/magnezium v erytrocytech, 2,3-
]E)isfcosfog lcerat, superoxiddismutdza, glutathion...) nebo plazmy (fibrinogen, kysela
osfataza).

. II?L"Jleiité je dodrzet predepsany pomér mezi objemem roztoku antikoagulantu a pridané
rve.

* Krev ske vzdy pridava do odbérové nadobky s antikoagulacnim pripravkem, nikdy
naopak.

* Antikoagulacni pripravek ovliviuje slozeni odebrané krve. Napr. vSechny antikoagulanty
v€éetné heparinu vazou Ca’?* a Mg?* a sniZuji tak jejich koncentraci. Pro stanoveni
koncentrace Ca?* musime pouzivat heparin vytitrovany témito ionty. Muze dojit k inhibici
raznych enzymu. VSechny antikoagulanty jsou anionty, kde doprovodny kation je Na* (K,
NH,* Li*). Napfr. pro stanoveni iontu z krve odebrane do nadobky uréené pro stanoveni
glykémie (obsahuje NaF a Na,EDTA) dostaneme hodnotu Na* zvySenou.



Transport vzorku

* Transport krve probiha v uzavrenych odbérovych nadobkach.

* Krev pri transportu chranime pred extrémni teplotou (v teple dochazi
k inaktivaci enzymu, rychleji klesa koncentrace glukézy, mraz muze
zpusobit hemolyzu).

e Vystaveni krve svétlu muze zpUsobit odbouravani bilirubinu.

* Transport musi byt dostatecné rychly, aby mohlo byt oddéleno sérum
od krvinek (1-2 h od odbéru v zavislosti na analytu).

* Na delsi vzdalenost vzdy radéji posilame sérum nez celou krev (hrozi
mechanicka hemolyza).



Uchovavani vzorku

* Podminky uchovavani maji vliv na stabilitu analytu.

* Pri delSim stani odebrané krve dochazi k vyCerpani energetickych zdroju erytrocytu (glukozy) -
ﬁorucllzaI funkce membrany (zajistuje transport Na* ven a K* do buriky) - unik K* z erytrocytu -
yperkalémie.

* Uchovavani v teple - leukocyty spotrebovavaji kyslik + produkce CO, + anaerobni glykolyza v
erytrocytech - pokles pH krve. Proto se krev na vySetreni acidobazické rovnovahy a krevnich
plynU uchovava na ledu.

* Pfi stanoveni glykémie/laktatu se pfidava NaF - inhibice glykolyzy. Bez pfidavku NaF kles3
glykémie Cinnosti erytrocytu.

* VEétsina vysSetreni se provadi z krevniho séra. Uchovava se v chladnicce pri +4°C v dobre zavrene
zkumavce, aby nedoslo k zahusténi vzorku odpafenim vody (analyty a enzymy jsou stabilni nékolik
dni). Delsi skladovani - uchovavani zmrazeného séra (pri -20°C/-80°C).

* Chemicka konverzacni Cinidla se pro stabilizaci séra uzivaji vzacne (nesmi interferovat pfi
analyze). Pouzivaji se pouze pro konverzaci vzorkt moci - vzdy vybirame podle druhu analyz

Priklady chemickych konzervacnich ¢inidel: thymol v izopropanolu, HCl, formalin (fixace buné\ﬁ).



/

Vze

Prvotni zpracovani a pfiprava vzorku k ana

* Odstredeni krve. P¥ilis razantni - hemolyza krve |
* Oddéleni séra/plazmy.

* Deproteinace vzorku pred analyzou (obvykle pomoci chemického
cinidla = volit dle nasledné analyzy).

e Zahusténi vzorku (napf. zahustovani bilkovin obsazenych v
moci/mozkomisnim moku pred jejich separaci elektroforézou, volit
spravnou velikost poru).

 VVzacnéji dalSi postupy (napr. promyvani erytrocytu).



Hemolyza

= rozpad erytrocytu + vyliti jejich obsahu véetné ¢erveného krevniho braviva do
plazmy (séra).

K hemolyze obvykle dochazi in vitro, tj. pri odbéru, transportu a zpracovani krve.

Ovlivnéni vysledkli hemolyzou:

* Z erytrocytu se do plazmy uvoliuje intraceluldarni obsah erytrocytd - zvyseni koncentrace
intracelularnich komponent (napr. LD, AST, ACP, drasliku).

« Cervena barva hemoglobinu vadi pfi fotometrickém stanoveni analytd.

* Hemoglobin pusobi jako pufr a méni pH cinidla = ovliviiuje priibéh reakce (napf. stanoveni
albuminu, hemolyza vysledek snizuje).

Podle priciny délime hemolyzu na:

* Mechanickou (pfilis silné trepani, nasavani krve pti odberu Hve,hlou/vystl’iko_vénl' krve jehlou,
centrifugace pri vysokych otackach, transport piné krve na delsi vzdalenost aj.)

e Osmotickou (mokra zkumavka)
* Tepelnou (krev vystavena mrazu/vysoké teploté).
* Chemickou (dezinfekcni prostredek, ktery rozrusuje membranu erytrocyt().



Vysetrovaci metody v klinické biochemi

e Laboratorni pozorovani:
* analyt vysetrovan lidskymi smysly (zrak, cCich).
e Casto se pouziva mikroskop, napr. mikroskopické urceni
mocového kamene (konkrementu).

* Laboratorni pozorovani = kvalitativni analyza -
nodnotime, co je pritomno ve vzorku, nevyjadrujeme se
K mhozstvi, obsahu nebo koncentraci analytu.

* Kvalitativni biochemické metody patri mezi Identifikacni
metody - provadime prukaz (dukazu) analytu =
urcujeme pritomnost/nepritomnost analytu ve vzorku.




Vysetrovaci metody v klinické biochemi

Laboratorni méreni:

Analyza se provadi v biochemickych analyzatorech.
Vysetreni zalozeno na snimani fyzikalnich nebo chemickych veli¢in pomoci detektorii = laboratorni méreni.

Instrumentalni vySetrovaci metody: metody optické (spektrofotometrie v UV-VIS, reflexni fotometrie, atomova
absorpcni spektrometrie, luminiscenéni spektrometrie, turbidimetrie, nefelometrie), separacni (chromatografie,
elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, ultracentrifugace), elektrochemické (potenciometrie, amperometrie,
coulometrie, konduktometrie), fyzikalni (osmometrie, pritokova cytometrie) a mikroskopicke (diaskopicka a
episkopicka mikroskopie).

Laboratorni mérfeni kvalitativniho charakteru: vysledek méfeni pfi hodnoceni daneho vzorku odpovida
pozitivni/negativni odezvé detektoru. Napf. prikaz mutace genu pomoci metody real-time PCR, v laboratornim
nalezu hodnotime pfitomnost/nepfitomnost mutace.

Laboratorni méreni kvantitativniho charakteru: odezva detektoru je v urCitém méricim intervalu umérna intenzité
mérené fyzikalné-chemické veli¢iny (Lambert-Beertv zakon). Mame-li dostateéné velky pocet kalibrac¢nich standardu,
muUzZeme jejich analyzou urcit zavislost mérené veli¢iny na koncentraci analytu = zisx rovnice kalibracni pfimky -
ur€eni koncentrace analytu. Vysledek se vyjadiuje numericky a je opatfen jednotkou (mmol/l, umol/l, g/I, mg/I,
pkat/l). urcujeme koncentraci/mnozstvi sledovaneho analytu ve vzorku, stanovujeme dany analyt ve vzorku.

Laboratorni méfeni semikvantitativniho charakteru: pro hodnoceni analytu nemame referencni vzorek (kalibrator)
- nejsme schopni definovat rovnici kalibracni kfivky. Koncentraci mtizeme pouze odhadnout, mizeme rici, jestli je
patologicka, fyziologickd nebo nizka, stfedni, vysokd (na zakladé, zkusSenosti, spolehlivosti pristroji a referencnich
vzorkl obsahujicich zndmé mnoistvi latky o podobnych fyzikalné-chemickych a biologickych vlastnostech jako je
sledovany analyt). Napf. imunochemicka analyza benzodiazepinu (pFistroj je nakalibrovany na jedno IéCivo ze skupiny
benzodiazepinu a ostatni |éCiva této skupiny se vysSetruji s nizsi spolehlivosti.
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