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Souhrn:

Tato bakalafska prace na téma Preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho vySetfeni,
vliv hemolyzy séra na vysledky biochemickych vySetieni se v prvni teoretické casti zabyva
preanalytickou fazi samotného laboratorniho vysetfeni. Je zde popsano, jakymi moznymi
faktory muze dojit k ovlivnéni vysledku. Druha cast teoretické Casti je vénovana nejcastéji
zpusobenou preanalytickou chybou, neboli hemolytickému séru. Toto sérum do jisté miry
zpiisobuje pozitivni ovlivnéni nékterych biochemickych vySetfeni. Praktickd cast je
rozdélena na kvalitativni a kvantitativni vyzkum. VeSkerd data v praktické Césti jsou

anonymni a jsou ziskana z Fakultni nemocnice v Plzni.



Abstract
Surname and name: Wilhelmova Adéla
Department: KAZ - Department of Rescue, Diagnostic Fields and Public Health

Title of thesis: Preanalytical influences on the result of laboratory examination, influence

of serum hemolysis on the results of the biochemical examinations
Consultant: Ing. Katetina Brslicova

Number of pages — numbered: 59
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Number of appendices: 0
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Summary:

This bachelor's thesis on the topic of preanalytical influences on the result of laboratory
examination, the influence of serum hemolysis on the results of biochemical examinations
deals in the first theoretical part with the preanalytical phase of the laboratory examination
itself. It describes what possible factors can affect the result. The second part of the
theoretical part is devoted to the most frequently caused preanalytical error, or hemolytic
serum. To some extent, this serum adversely affects some biochemical tests. The practical
part is divided into qualitative and quantitative research. All data in the practical part are

anonymous and are obtained from the University Hospital in Pilsen.



Piredmluva

Téma této bakalarské prace:,,Preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho
vySetieni, vliv hemolyzy séra na vysledky biochemickych vySetieni jsem si vybrala,
nebot’ mi tato problematika pfisla velice zajimava a chtéla bych tyto problematické faktory
preanalytiky poznat podrobné&ji a ¢asem se pokusit piijit na né¢jakd mozna opatieni, které
by zamezily vzniku chyb. Dale bych chtéla poukazat na mozné ovlivnéni biochemickych

vysledkd, které zpiisobuje hemolytické sérum.

Podékovani

Dékuji Ing. Katetfiné BrSlicové za odborné vedeni prace, poskytovani rad a
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UVOD
Prvni cast této bakalaiské prace se zabyva problematikou preanalytické faze

laboratorniho vySetieni a zaroven poukazuje na mozné ovlivnéni vysledku biochemického

vysetieni, ktery je zptisoben hemolyzou.

Teoreticka Cast je rozdélena na dvé ¢asti. Prvni ¢ast prace popisuje preanalytickou
fazi a jeji obrovsky vliv na jakékoli vySetfeni v laboratofi. Prvotni faze se nazyva pre-
preanalytickd a zacind u lékate, ktery indikuje dané vysetfeni. Tato indikace zahrnuje
nekolik krokli samotné preanalytické faze. Tato faze je nejdelSi a zaroven
nejproblematictéjsi  ¢asti  laboratornitho  vySetfeni.  Uvadi  se:,,nerespektovani
preanalytickych viivii zpisobuje chybny vysledek nebo jeho nespravné hodnoceni castéji
nez analyticka chyba.** (RACEK, ¢2006 str. 23).

Je velmi dilezité dodrzovat dana pravidla, ktera se snazi 0 generalizaci a omezeni
vzniklych chyb. U pre-preanalytické faze se jedna predevsim o vhodné nacasovani odbéru
pacienta, spravn¢ provedeny odbér a transport materidlu a vhodné zvolené stanoveni. U
preanalytické faze je nutné dbat na spravnou pfipravu vzorku ptfed analytickou fazi
(spravna centrifugace, alikvotace). Kvalita preanalytické faze je neustale diskutovana a
vylepSovana. (JABOR, a dalsi, 2020)

Druha ¢ast teoretické ¢asti se zabyva vlivu hemolyzy séra nebo plazmy na néktera
analyticka vySetfeni v praxi. Hemolyza vzorki je nejcastéjsi interference, kterou zptsobuje
uvolnény hemoglobin z erytrocytd. Hemolytické sérum je okometricky viditelné pfi
koncentracich hemoglobinu nad 200 mg/l. Podle intenzity uvolnéného hemoglobinu
z cervenych krvinek délime hemolyzu do nékolika stupnd. Lehky stupeit hemolyzy neni
bréan, jako velké ovlivnéni méficich parametrii. Naopak tézk4d hemolyza do znacné miry

ovliviiuje fadu latek. Konkrétné se jedna o slozky, které jsou obsazeny v erytrocytech a
nenachazi se volné v plazmé. (NOVAK, 2002)

Dalsi usek této bakalarské prace je vénovan praktické Casti, kterd je také rozdélena
na dvé poloviny. Prvni ¢ast se zabyva kvantitativnim vyzkumem, ktery je statisticky
zpracovan a vyhodnocen. Konkrétné jsem se zamétila na jednu z ¢asti preanalytické faze —
transport materialu do laboratote, ktery je v kazdé casti Fakultni nemocnice v Plzni zcela
rozdilny. Lochotinskad ¢ast nemocnice vyuZziva k internimu transportu materialu potrubni

postu, zatimco v Borské ¢asti fidi distribuci vzorkl sanitafi. Druhd ¢ast se zaméfuje na
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hemolytickd séra a kvalitativni ovlivnéni naméfenych hodnot u konkrétnich metod. Pro
zhodnoceni této praktické c¢asti jsem se zaméfila predevSim na ovlivnéni drasliku,
aspartataminotransferdzy, alaninaminotransferazy a laktatdehydrogenazy zptisobenou
hemolyzou. Cilem je zjistit do jaké miry ovliviiuje hemolyza vysledek laboratorniho

vySetieni.

Data pro praktickou cast jsem Cerpala z nemocni¢niho systému Open LIMS, ktery
vyuziva Fakultni nemocnice Plzeii. Soubor dat zahrnuje anonymizované udaje o veskerém
materialu, ktery byl pfijat v lochotinské ¢i borské ¢asti FN v Plzni. Veskera data jsou zcela
anonymni a zahrnuji ¢asové udaje o odbéru a pfijmu materialu do laboratotre. Sbér dat je

za obdobi od 1. 9. 2020 do 1. 1. 2021.
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TEORETICKA CAST

1 PREANALYTICKA FAZE

Vysledek laboratorniho vySetfeni zavisi nejen na kvalit¢ vlastni analyzy, ale i na
fad¢ vliva, které analyze vzorku piedchazi. VSe zaCina u lékafe, ktery indikuje dané
vysetieni pomoci zadanky a cely proces je zakonCen vysledkem vySetfeni. Tento interval
Casu se oznacuje jako:,total turnaround time‘‘ (TAT). Tato faze Se rozdéluje do tii
zakladnich skupin, které nazyvame jako preanalytické, analytické a postanalytickeé.
Jednotlivé faze se 1isi potiecbnym TAT ¢asem a poctem chyb (GUDER, 2015)

Vysledek vySetfeni mizZe byt ovlivnén v jakékoli fazi laboratorniho vySetteni.
V analytické fazi se setkavame s uréitymi chybami, které mohou negativné ovlivnit
vysledek méfeni. K jejich eliminaci slouzi zakladni analytické vlastnosti véetné vlastnosti
klinickych. Ty jsou fizeny zasadami spravné laboratorni prace (SLP) a propracovanym
systtmem kontroly kvality. Do postanalytické fize zahrnujeme piedevS§im Spatnou
interpretaci ¢i chybné zadani vysledki do nemocniéniho systému. (GUDER, 2015)
(RACEK, c2006)

vvvvvv

mimo laboratof. Celkové zaujima 56% z Casové narocnosti (viz. grafl.). Pro spravny
laboratorni vysledek je dillezita nejen pfiprava pacienta, spravny odbér materidlu a
nasledny transport, ale i uchovavani a zpracovani vzorku pfed samotnym méfenim.

(RACEK, c2006)
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Graf 1 Procentudlni zastoupeni jednotlivych fazi laboratorniho vysSetieni podle casove

narocnosti (prumerné hodnoty)

Preanalyticka faze
Preanalyticka faze (mimo laboratof)

(v laboratofi)

Postanalyticka faze

Analyticka faze

Zdroj: (RACEK, ¢2006 str. 23)

1.1 Osoba pacienta
V preanalytické casti laboratorniho vySetfeni musime brat v potaz samotnou
osobou pacienta, s nimz je spojena cela fada ovlivnitelnych i neovlivnitelnych faktort.

Tyto faktory musime nadale zohlediiovat pti spravném hodnoceni vysledkd. (RACEK,
€2006)

1.1.1 Faktory neovlivnitelné
Mezi neovlivnitelné faktory se fadi pohlavi, rasa a v€k pacienta. Dale cyklické

zmény, soucastn¢ probihajici jiné onemocnéni ¢i biologicky polocas stanovované latky. U

Zen se musi zohlednit i probihajici gravidita. ( (RACEK, c2006)

1.1.1.1 Pohlavi
V détském véku jsou rozdily hodnot mezi chlapci a dévcaty zcela minimalni.

Béhem puberty dochazi k vyraznéj§im zménam.

U tfady metod je nerovnost referen¢ni rozmezi pro muze a zeny zcela bézna. Tento
rozdil neni ddn pouze odliSnou koncentraci pohlavnich hormoni, S ¢imz Uzce souvisi
slozeni cholesterolového spektra, ale i riznou stavbou téla. Muzi byvaji zpravidla
svalnatéj$i neZz Zeny a na zakladé tohoto rozdilu maji i odliSné parametry cerveného
krevného obrazu. Déale mizeme pozorovat jisté zmény v aktivité enzymil, kdy u muzi

nachazime vyssi aktivitu GGT, AST, ALP, CK. (ZIMA, c2013)

20




1.1.1.2 Rasa, etnickad ci socidlni skupina obyvatel

Vysledek laboratorniho méteni mize byt ovlivnén rasou pacienta. Tento rozdil je
znam piedevSim u vySetieni krevnich skupin ¢i vyskytu ur€itych onemocnéni. Nékteré
hodnoty referencnich rozmezi jsou odlisné na zakladé rozdilné rasy Clovéka. Naptiklad u
belochii je stanovovan vétsi pocet granulocyti a mensi aktivitu enzymu CK, nez u

ptislusniki negroidni rasy. (RACEK, c2006) (ZIMA, c2013)

U raznych etnickych skupin muze byt ovlivnéna frekvence vyskytu uréitych gend a
tim padem muze dochézet k rozdilnym dédi¢nym porucham. V ramci socialni ¢i etnické
spolecnosti obyvatel mohou vysledky ovlivnit i1 stravovaci navyky, které jsou typické pro

danou skupinu. (RACEK, c2006)

1.1.1.3 Vék

Vék je dalezity zohlednit pti vySetfeni aktivity enzymt (ALP, ACP). Tyto analyty,
véetné koncentrace anorganického fosforu, souvisi s ristem kostry a tkadni obecné. U déti
okolo 10-16. let véku dosahuje aktivita enzymu ALP svého maxima. S pfibyvajicim vékem
opét klesa. Dale je nutné u déti zohlednit vysledek vySetieni clearence Kkreatininu

(korigovano hmotnosti nebo povrchem téla). (RACEK, c2006)

U zen ve fertilnim véku byva naméfena nizsi koncentrace feritinu. Postupné se tato

hodnota zvySuje. (ZIMA, c2013)

1.1.1.4 Cyklické zmény
Urcité analyty méni svoji hodnotu v zavislosti na cirkadidnni, cirkanualni a

cyklické zméné.

Do cirkadianniho rytmu (denni — 24hod.) fadime hormony (kortizol) i nékteré
analyty (napt. Fe, CB, Hb a vySetfeni GF). Hodnota kortizolu je nejvyssi v rannich
hodinach a béhem dne klesa. (RACEK, c2006)

Mezi biologické zmeény Fadime menstruacni cyklus, kterému podléha zména

cholesterolu, Zeleza ale i koncentrace hormond. (ZIMA, c2013)

O cirkanualnich zméndch nejsou zcela jasné informace. Témto cyklim podléha

vitamin D, TAG, a nékteré enzymy s 5% vychylkou. (ZIMA, c2013)
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Tabulka 1 Priklady laboratornich metod, jejiz vysledky podléhaji diurdalnimu rytmu

Analyt Maximum | Minimum | Rozdil v % | PFi¢ina
kreatinin veder rano az 50 fyzicka aktivita
glomerudlni filtrace | rano vecer az 80 ob¢hové zmény
neznamad; nékdy iverzni
zelezo 6-9h 22 -24h |25 (az 100)
rytmus
celkova bilkovina rano vecer az 30 hemokoncentrace rano
hemoglobin rano vecer 15-30 hemokoncentrace rano

Zdroj: (RACEK, ¢2006 str. 25)

1.1.1.5 Gravidita

Béhem tehotenstvi se v krvi matky objevuji rizné metabolity tvofené trofoblastem
¢1 orgdny plodu. Placenta produkuje izoenzym zvany placentarni alkalické fosfataza, ktera
se fyziologicky zvySuje od 16. tydne téhotenstvi (ve 3. trimestru muze byt koncentrace
zvysena az o ¥ ). (DRECHSLEROVA, 2005)

Béhem t&hotenstvi nastavaji rizné hormonalni zmény, které zapticini zvysSenou
produkci inzulinu a naslednou hypoglykémii. V druhé poloviné téhotenstvi roste produkce
hormonii (kortizol, prolaktin, glukagon), které zapticini inzulinorezistenci. (RACEK,

c2006)

U teéhotnych Zzen miZeme pozorovat vliv hemodiluce a nasledny pokles Hb.
Dochazi také k poklesu koncentrace kreatininu a mocoviny V séru, kvali vzestupu

glomerularni filtrace. (RACEK, c2006)

1.1.2 Faktory ovlivnitelné
Na vysledek laboratorniho méteni muze mit vliv celd fada faktort, které lze

ovlivnit. Mezi tyto faktory se tadi fyzicka aktivita, psychicky stres, vliv jidla a piti, vliv
alkoholu a koufeni i nékteré Iéky. Pii pouceni pacienta o téchto faktorech, lze do urcité

miry minimalizovat mozné ovlivnéni laboratorniho vysledku. (Kolektiv autort, 2014).

1.1.2.1 Fyzicka aktivita
Zmeény se odvijeji na zdkladé provedené fyzické zatézi, sile intenzity (aerobni,
anaerobni) Ci trénovanosti jedince. Z cév se piesouva tekutina do mezibunééného prostoru

a v séru stoupa koncentrace CK, Hb, HTK. (RACEK, ¢c2006)
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Pfi anaerobni zéatézi stoupd v krvi hodnota kyseliny mlééné (laktat) a klesa pH.
Stfedni zatéz ma za nasledek zvySeni koncentrace glukozy a naslednou stimulaci sekrece
inzulinu. Po vycCerpani glykogenovych zasob dochazi ke ketonurii. (ZIMA, c2013)
(RACEK, c2006)

Diky uvolnéni svalovych bilkovin v krvi stoupa koncentrace myoglobinu a zvysuje
se také aktivita enzymd, které uzce souvisi se svalovou c¢innosti (AST, CK, LD). Po
ukonceni fyzické namahy se hladina jednotlivych analyti vraci do normalu rtznou
rychlosti. (Laktat cca 10min., CK 3-5 dn@i). Odbér pacienta by mél proto probihat 24 — 48
hod. po fyzické zatézi. (RACEK, c2006)

1.1.2.2 Psychicky stres a mechanické trauma

Pii stresovych situacich dochdzi k vyplaveni hormont kiry a dfen¢ nadledvin
(kortizol, adrenalin, glukagon), coz vede k vzestupu glykémie a volnych mastnych kyselin
¢i koncentrace bilkovin akutni faze. Stres mize vést i ke vzniku viedu, kvili zvySené

sekreci zalude¢ni stavy. (RACEK, c2006)

Za mechanické trauma mizeme povazovat fyzické poskozeni tkan¢ (napt. operace).
Pti fezu svalovou tkani dochézi k vzristu aktivity svalovych enzymu (CK, AST, ALT,
koncentrace myoglobinu). Pfi vysokém stupni gravidity se zvySuje aktivita ALT, vlivem
tlaku délohy. Pfikladnym mechanickym traumatem muze byt vzestup hodnoty PSA, po
digitalnim vysSetfeni prostaty. Dale mechanické poskozeni erytrocytti s naslednym vznikem
hemolyzy (po maratonském béhu) ¢i extrakorporalni ob&h nebo popaleniny. (Kolektiv
autord, 2014) (ZIMA, c2013)

1.1.2.3 Vliv potravy a tekutin
Odpoledne a vecer pied odbérem by pacient nemél jist tuéna jidla a nemél by trpét
zizni. Odbér pacienta na biochemické vySetfeni by mélo probihat rano a nalacno. Pokud

pacient nedodrzi dané zasady, mohou nastat nasledujici zmény:
e vzestup glykémie

e vzestup koncentrace triglyceridii, volnych mastnych kyselin a zména

cholesterolového spektra
e vzestup mocoviny a kyseliny mocové (pfi nadmite proteind ve strave)

(DASYTCH, a dalsi, 2008)
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Koncentrace jednotlivych analytd, je po poziti potravy, ovlivnéna jinou

procentualni chybou (viz. Tab. 2). (ZIMA, c2013)

Tabulka 2 Zvyseni sérové koncentrace po poziti standardniho jidla (za 2 hodiny)

Do 5 % kyselina moc¢ové, albumin, vapnik, mocovina, sodik, cholesterol
Do 10 % ALT, draslik

Do 20 % Bilirubin, anorganicky fosfor, glukéza, AST

Do 50 % triacylglyceroly

Zdroj: (ZIMA, c2013 str. 6)

Uvedené zmény pretrvavaji rizné¢ dlouhou dobu. Pii vzestupu hladiny
triacylglyceroli dochédzi k chylozit¢ séra (mlécny zdkal). Toto sérum rusi ftadu
laboratornich testi z analytického hlediska. Chylozita séra se vycefi za nékolik hodin.
Hodnota glykémie se po jidle u zdravého ¢lovéka normalizuje v rozmezi dvou hodin. U

diabetikti mize normalizace pietrvavat delsi cas. (RACEK, ¢2006)

Vlivem dlouhodobych stravovacich navykt miize byt vysledek vysetfeni zkreslen i
jinymi faktory. Pii nadmitfe proteinii ve stravé dochéazi k vzestupu hladiny fosfatd,
mocoviny i kyseliny mo¢ové, naopak u stravy bohaté na tuky dochazi ke snizeni hodnoty
pro Kyselinu mo¢ovou. Dieta bohata na sacharidy ma za nasledek vzestup ALP a LD a
pokles TAG, CB a cholesterolu. (ZIMA, c2013)

Strava vyrazné ovlivituje 1 pH moce. Vegetariani myvaji (vlivem pfemiry zeleniny
a ovoce) alkalickou mo¢, nizkou koncentraci cholesterolu, zeleza a vitaminu B1,. Naopak
lidi konzumujici maso a tu¢né vyrobky myvaji acidickou mo¢. Koncentrace minerali a

sodiku v moci je dano jejich zkonzumovanym mnozstvim. (RACEK, c2006)

Cast biochemickych testii vyzaduje, aby pacient pfed odbérem drzel specialni dietu,
jinak mtze byt vysledek ovlivnén chybou. Napt. u odbéru stolice na okultni (skryté)

krvaceni je nutné dodrzet tfi denni masovy pust. (RACEK, ¢2006)

Pacient by pfed odbérem mél vypit dostatek tekutin, aby odbér byl jednodussi.
Doporucuje se rano vypit sklenici €isté vody, neslazeny ¢aj nebo neslazené mineralky.
Vysledek poté nebude ovlivnén chybou zplisobenou dehydrataci (zvySena
hemokoncentrace). Pacient by se mél vyvarovat piti kofeinu, ktery muze zpisobit
zvysenou koncentraci glukézy. (RACEK, c2006) (ZIMA, c2013)
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1.1.2.4 Vliv koureni a alkoholu
Koufeni zasadné ovliviiuje koncentraci karbonylhemoglobinu a thiokyanatani
Vv séru. Uvolnény nikotin mé za nasledek vyssi sekreci zaludecni $t'avy, vyssi koncentraci

cholesterolu, olova a kadmia. U kufakt je prokdzana nizka koncentrace imunoglobulinti a

vitaminu By, (RACEK, c2006) (ZIMA, c2013)

Pacient by nem¢l pied odbérem na biochemické vysetieni konzumovat alkohol
minimaln¢ 24hod. pied odbérem. Alkohol mize mit znacny vliv na nckteré vySetfované

analyty (zvySené hladiny jaternich enzymii - ALT, AST, GGT). (RACEK, c2006)

1.1.2.5 Vliv lékii

Jako léky muaze byt brana i infize roztoku glukédzy, aminokyselin ¢i tukovych
emulzi. Pti vysoké rychlosti kapani infize mtize byt ovlivnéna koncentrace v krvi. Ostatni
léciva mohou ovliviiovat biochemicka vySetfeni dvojim zplsobem, bud’ plsobi na
metabolismus stanovované latky (inhibice enzymi) nebo interferuje pii vlastni chemické

reakci (maskovani glukozy ¢i krve kvili pfitomné kyseliné askorbové). (RACEK, ¢2006)

1.2 Odbér vzorku

Na samotny odbér materidlu je kladen velky diraz. Spravny odbér spociva na dobé,
kdy je pacient odebirén i v jaké poloze. Déle zdlezi na druhu odebirané krve a odebiraci
nadobky. Vysledek mize byt ovlivnén i riznymi piidavky (infize) nebo technikou odbéru.
(RACEK, c2006)

1.2.1 Zasady spravného odbéru krve

S kazdym vzorkem se musi zachazet jako s potencionaln¢ infekénim a i tak se
nadobky jménem pacienta (¢arovy kod, Stitek apod.), aby pfi transportu a nasledné analyze
nedoslo k zaméné. Podle typu odebiraného materidlu je nutné myslet i na zpiisob odbéru.

Dulezité je i nasledné pouceni pacienta po odbéru. (ZIMA, c2013)

1.2.2 Odbérova nadobka
Nejcasteji pouzivana nadobka je zkumavka, ktera je vyrobena z plastu a je na jedno

pouziti. Krev se v plastikové zkumavce nedokonale srazi a casto dochazi k hemolyze.
Vyrobce proto stény zkumavky vybavuje vrstvou kaolinu, coz umozni rychlejsi srazeni
krve. Neékteré zkumavky jsou vybaveny specidlnim inertnim gelem, ktery diky své

specialni hustote, napomaha oddélit sérum od krvinek. (RACEK, c2006)
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1.2.3 Poloha pacienta
Velmi dilezitd je samotnd poloha pacienta, kterd mize ovlivnit koncentraci fady

latek. Nejcastéji odebirame material u leziciho pacienta. Zména polohy z lehu do stoje

wrwe

proteinti. Pii opakovanych odbérech by se poloha pacienta ménit neméla. U starSich

pacientl jsou zmény vyrazng&jsi. (ZIMA, c2013) (RACEK, c2006)

1.2.4 Chyby pFi odbéru
Nejcastéjsim dasledkem chyb pfi odbéru byva hemolyza. Pti odebirani nesrazlivé

plné krve (na hematologické vysetieni) mize dojit ke srazeni vzorku. Nejcastéjsi chyby pii

odbéru jsou:
e nevhodna zkumavka (s nevhodnym c¢inidlem)
o dlouhé stazeni paze (vzestup laktatu, drasliku a aktivity CK)

e jehla smalym prisvitem, velky podtlak pii nasavani krve (mechanicka

hemolyza)

e dezinfekce mista vpichu (alkoholové dezinfekce miize zkreslit vysledek na

stanoveni koncentrace alkoholu v krvi)
e nedostate¢ny objem vzorku, nedodrzeni poméru mezi krvi a aditivy

e nedostatetné promichani krve ve zkumavce s ¢inidly, prudké tfepani

zkumavky
(BUNESOVA, a dalsi, 2008), (RACEK, c2006)

1.2.5 Druhy odbéru krve
Odbéry krve jsou provadény nejcastéji vSeobecnymi sestrami. PaZe by neméla mit

jizvy ani hematomy. (ZIMA, c2013)

1.2.5.1 Odbér vendzni krve

Obvykle se odebira zilni krev z loketni jamky. K odbéru se vyuziva kubitalni zila
ve fossa antebrachii nebo zily v loketni jamce. (ZIMA, c¢2013). (PECKA, 1995)
(NAVRATIL, 2003)
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1.2.5.2 0Odbér kapildrni krve

Kapilarni odbér krve se provadi z biiSka prstu. U novorozenci se krev odebird
z paticky. Pii takovémto odbéru je dulezité davat pozor na vznik hemolyzy pfi delSim
styku krve s dezinfekénim roztokem. U vymackavani krve muze dojit k nafedéni materialu

tkanovym mokem. (RACEK, c2006)

1.2.5.3 Odbér arteridlni krve
ulozeny hloubé€ji nez zily. Arteridlni krev slouzi na vySetfeni krevnich plyni, proto je

nejdulezitéjsi anaerobni odbér (bez bublin). (RACEK, c2006)

1.2.5.4 Odbér arterializované krve
Arterializované krev se odebira po ditkladném zahté4ti mista odbéru. Nejcastéji se
odebira z usniho lalicku. Odbér musi probihat anaerobné, jelikoz se tato krev vyuziva také

na stanoveni krevnich plynd, stejn¢ jako krev arterialni. (RACEK, c2006)

1.2.6 VysSetreni z nesrazlivé krve a plazmy
Nesrazliva krev se vyuziva na rtizna klinicko-biochemicka vySetfeni. Analyza se

nejcastéji provadi zcelé krve (ABR, glykémie), z erytrocyti (glykovany hemoglobin,
kalium) nebo z plazmy (fibrinogen, ACP). Nejcastéjsi chyba pfi odebirani nesrazlivé krve
spo¢iva v nedodrzeni poméru odebrané krve a antikoagula¢niho ¢inidla. Dalsi z Castych
chyb je prudké tfepani se zkumavkou, kdy dochéazi k mechanické hemolyze. Podle

pozadovaného testu se musi zvolit i spravny protisrazlivy prostredek. (RACEK, c2006)

1.3 Transport vzorku

Transport vzorku do laboratofe je posledni Casti z preanalytické faze. Pieprava
materialu mize byt zajisténa zdravotnickym persondlem nebo potrubni postou. Transport
by mél byt Setrny, rychly a méli by u n¢j byt dodrzeny zasady transportu biologického
materialu. (RACEK, c2006)

Krev by méla byt do laboratofe zaslana do 2h po odbéru, aby se oddélilo sérum od
krvinek. Je nutné zajistit 1 adekvatni teplotu pro transport. Ideédlni teplota pro transport je
okolo +4°C, pfi této teploté se zabrani uniku kalia z bun€k, jelikoz tento enzymovy d¢j

s poklesem teploty ustava. K tomu slouzi temperované termoboxy. (ZIMA, c2013)
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Pii vySetfeni nckterych analytG (amoniak, krevni plyny) je nutny transport na
tajicim ledu. U vySetfeni na bilirubin musime vzorek chranit pfed pfimym svétlem.

(ZIMA, c2013)

Pokud nelze material transportovat co nejrychleji, je vhodnéjsi pouziti zkumavek se
separacnim gelem a materidl centrifugovat pied transportem. Centrifuguje se pii 1000-

1500 otackach. Doba separace by neméla ptesahnout 10min. jinak vznika hemolyza.
(ZIMA, c2013)

1.4 Uchovavani a stabilita vzorku

Uchovavani a stabilita vzorku je stejn¢ dualezita jako transport. Pokud krev delsi
dobu stoji pfi pokojové teploté, dochazi k vyCerpani energetickych zdroji erytrocytii
od krevnich elementi. Pokud neni vzorek zpracovan ihned, je mozné ho uchovat pfi
chladnickové teploté (+4°C), kdy fada enzymi i analyt zistane stabilni n¢kolik dni po
odbéru. Pro dlouhodobé skladovéani proteinti se doporucuje vzorek zmrazit na -20°C.
Vzorek ve zkumavce musi byt dobfe uzavien, aby nedoslo k odpatfovani, bakterialni
kontaminaci ¢i difuzi plyniu. Chemicka konverzace se zpravidla déla pii odbéru moce.

(RACEK, c2006) (ZIMA, c2013)
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2 KREV

Krev proudi uzavienym cévnim systémem. M4 specializované slozeni a miize se
delit na dvé zakladni ¢asti. Cést bunécnou a tekutou, pomér mezi témito ¢astmi se nazyva
hematokrit. Mezi zakladni funkce krve patii transport a nepfetrzitda vymeéna latek mezi

bunkami. Udrzuje homeostazu. (PECKA, 1995)

2.1 Krevni elementy
Krevni buiiky neboli korpuskule, se nachazi v buné¢né ¢asti krve. Zaujimaji cca

45% z celkového objemu krve. Mezi krevni elementy fadime ¢ervené krvinky, bilé krvinky

a krevni desti¢ky. (NAVRATIL, 2003)

2.1.1 Erytrocyty
Cervené krvinky jsou bezjaderné elementy. Hlavni funkci je prenos O, a COs.

Zraly erytrocyt ma bikonkavni tvar a jeho jedinou bunécnou strukturu tvori

cytoplazmaticka membrana. (PECKA, 1995)

2.1.2 Leukocyty
Bil¢ krvinky maji schopnost nicit viry, bakterie, plisné, cizorodé ¢astice i nadorové

buiiky. Podle jadra se dale déli na polymorfonukledry a mononukleary. Leukocyty zajistuji

nespecifickou i specifickou imunitni odpovéd’. (PECKA, 1995)

2.1.3 Trombocyty
Krevni destiCky jsou bezjaderné elementy, které vznikaji z tlomki cytoplazmy

megakaryocytu. Hlavni funkce desticek je krevni srazeni. (PECKA, 1995)

2.2 Krevni plazma
Plazma je extracelularni, lehce naZloutld, ¢&ird tekutina. Ptedstavuje 55%

z celkového objemu krve. Obsahuje organické 1 anorganické latky. Ziskava se centrifugaci
nesrazlivé krve. (PECKA, 1995)

2.3 Biochemické vySetieni krve

V laboratotich z hlediska rychlosti provedeni dé€lime vzorky na rutinni (zakladni),
statimova (upfednostiiuji se pfed rutinnimi) a z vitalni indikace (vysledek mize mit vliv na
preziti pacienta), déale podle dostupnosti na zdkladni, specializovand a vysoce

specializovana vysetieni. (WikiSkripta, c2018)
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2.3.1 Druhy vySetfované krve
Biochemicka analyza krve se provadi z plné krve, séra nebo plazmy. Podle typu

vySetieni a druhu vySetfované krve je urCena zkumavka. Pfi $patné zvolené zkumavce se
odbér krve automaticky znehodnocuje a je nutné krev nabrat znova. (SAMANKOVA,
2006)

2.3.1.1 PIna krev

Odbér plné krve se nabira do zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem. Z plné krve lze
vySetfit plazmu, ¢ervené Krvinky i krevni desti¢ky. Plna krev je vhodna na vysetieni krevni
skupiny darce, kde se krev odebira do specialnich krevnich vaki. Plna krev je predevsim
vyuzivana pfi vysetieni krevniho obrazu nebo diffu. V biochemické laboratofi se vysetieni
plné krve vyuziva piedevSim ke stanoveni glykovaného hemoglobinu, sérologii hepatit,
nebo na stanoveni koncentrace takrolimu, sirolimu, cyklosporinu ¢i mykofenolatu.

(SAMANKOVA, 2006) (RACEK, ¢c2006) (UKBH FN Plzei, 2003)

Obrazek 1 Zkumavka na odber plné krve

Zdroj: https://ukbh.fnplzen.cz/sites//users/ukbh/obrazky/zkumavky/454034_001.jpg

2.3.1.2 Sérum

Pfi delSim stani zkumavky s plnou krvi (20-30min.) dojde ke krevnimu srazeni a
vznikne tak krevni sérum. Pti krevnim srazeni se z erytrocytii uvoliiuji rizné latky, které
jsou piitomny v jejich cytoplazmé. Diky tomu byva krevni sérum castéji hemolytické.
V krevnim séru neni pfitomen fibrinogen ani dalsi koagula¢ni faktory, naopak u séra byva
nameétena vyssi aktivita ACP nebo vySsi koncentrace drasliku. To byva castéji zpisobeno

rozpadem trombocytii. (RACEK, c2006) (KELNAROVA, 2009)
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Pro rychlé srazeni a naslednou separaci krve a séra se vyuzivaji zkumavky se
separa¢nim gelem. Pti odbéru srazlivé krve je nutné zajistit rychly transport do laboratofte.
Sérum se nejcastéji vyuziva na vSechna biochemicka vysetieni, piedevsim ELFO sérovych
bilkovin, Li, VLR. Nehodi se na vysetieni Troponinu T. (KELNAROVA, 2009) (UKBH
FN Plzen, 2003)

Obrazek 2 Zkumavka na odber séra

Zdroj: https://ukbh.fnplzen.cz/sites//users/ukbh/obrazky/zkumavky/454225_001.jpg

2.3.1.3 Plazma

Pro ziskani krevni plazmy se krev nabira do zkumavek, které obsahuji
antikoagulacni Cinidla. Po odbéru je dilezitym krokem promichani krve s pfisluSnym
antikoagulantem, aby se krev nesrazila. Se zkumavkou se nesmi tiepat, jinak mize dojit
k mechanické hemolyze. Krevni plazma, na rozdil od krevniho séra, obsahuje koagulac¢ni
faktory vcetné fibrinogenu. Plazma se odebird do zkumavky nejcastéji s heparinatem

lithnym. Vyhoda tohoto koagula spoc¢iva v tom, Ze se hodi biochemicka vysetieni.

Heparinovou plazmu nelze vyuzit k vySetfeni ELFO sérovych bilkovin, serologii
hepatit ¢i vySetfeni glykovaného hemoglobinu. Déle neni vhodna na stanoveni glukézy
v plazmé, oGTT ¢i stanoveni koncentrace laktatu. Na tyto analyty se pouziva plazma z
Sedé zkumavky, ktera obsahuje fluorid sodny, ktery brzdi glykolyzu. (SAMANKOVA,
2006) (KELNAROVA, 2009) (UKBH FN Plzen, 2003)
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Obrazek 3 Zkumavka na odbér plazmy

Zdroj: https://ukbh.fnplzen.cz/sites//users/ukbh/obrazky/zkumavky/454046_001.jpg

2.3.2 Interference pri vySetieni krve
Pti laboratornim vySetfeni se setkavame s riznymi druhy endogennich i exogennich

latek, které zpusobuji interferenci. Interference se da definovat jako ,,0¢inek latky pfitomné
ve vzorku, ktery méni spravnou hodnotu vysledku, obvykle vyjadienou jako koncentrace

nebo aktivita, pro analyt.“ (KROLL, a dal$i, 1994).

Nejcastéjsi endogenni latky zpisobujici interferenci jsou: hemoglobin, bilirubin a
lipidy. Tyto latky zptisobuji charakteristické zabarveni séra a na zaklad¢ zptisobené barvy
mohou negativné ovlivnit spravnost laboratorniho vysledku. Nej€astéji jsou pozorovany
interference, které zplsobuji chylozitu, ikteritu nebo hemolyzu pacientského séra.
Hemolytické vzorky je tfeba odmitnout vysetfit (pokud se nejednd o intraven6zni
hemolyzu) a musi byt pozdddno o novy nabér. V piipadé ikterickych sér, novy néabér
nepomuze, jelikoz bilirubin odstranit v laboratofi nelze. U chyldznich sér se da sérum
vycefit pomoci chemie. Kdy se do chylézniho séra piidd Lipoclear a vzorek se poté

centrifuguje pti 17000 ot. /min. (= ultracentrigugace). (KROLL, a dalsi, 1994)
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Obrazek 4 Porovnani séra/plazmy

Normal Hemolysed Lipemic Icteric

Zdroj:https://laboratoryinfo.com/wp-content/uploads/2016/07/Hemolysed-Lipemic-Icteric-
Samples.png

2.3.2.1 Ikterita

Ikterita vzorku mulze byt zplsobena vysokou koncentraci bilirubinu.
Hyperbilirubinémie vznikd néasledkem zvySené produkce bilirubinu, nebo naopak
nedostateénym vylu¢ovanim. Casto se s ikterickym vzorkem setkavame u pacienti, ktefi
trpi onemocnénim jater, obstrukci ZluCovych cest nebo hemolytickou anémii. Ikterické
sérum nebo plazma je zbarvena slamové zlutym tonem. Obsah bilirubinu ve vzorku mutze
reagovat s chemickymi latkami nebo €inidly, coZ by vedlo ke snizeni analytu ve vzorku.
Iktericky vzorek neni vhodny na fadu stanoveni napt. stanoveni cholesterolu, triglycerida

nebo kreatininu. Ikterické zbarveni muze interferovat se spektralnimi metodami. (GIRI,
2020)

2.3.2.2 Chylozita

Lipémie je zplisobena nadbytecnou koncentraci lipidil v krvi. ZvySena koncentrace
lipoproteinti, pfedevSim chylomikronti a VLDL c¢astic, zpiisobuje - mléény ,,chylozni*
zakal séra. Diky mléénému zakalu neni chylozni vzorek vhodny na fadu stanoveni, jelikoz

takovyto vzorek neni homogenni. Lipémie zpisobuje fadu fyzikélnich i chemickych

interferenci. (GIRI, 2020)
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2.3.2.3 Hemolyza

Hemolyza séra muze byt zplisobena nékolika faktory. Jednd se o nejcastéjsi
interferenci, ktera zptsobuje Eervené zabarveni séra nebo plazmy. Cervena barva séra je
zpusobena diky rozpadu cervenych krvinek a naslednym uvolnénim hemoglobinu a
intracelularnich slozek do plazmy. Pfi¢iny hemolyzy jsou rtiznorodé a daji se d¢€lit na
intravaskularni nebo extravaskularni. Hemolyza stejné jako ikterita zptisobuje interferenci

spektrofotometrickych metod. (GIRI, 2020)
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3 HEMOLYZA

Jak uz bylo zminovano v piedeslé kapitole, hemolyza se fadi mezi nejcastéjsi
pricinu analytické interference. Vyznacuje se Cervenym zbarvenim séra, které zptsobuje
uvolnény hemoglobin, ktery se vylil pfi rozpadu erytrocytd. Podle intenzity zabarveni Ize

vizudlné stanovit stupent vzniklého zabarveni. Normalni sérum nebo plazma ma slabé

nazloutlou barvu. (DASYTCH, a dalsi, 2008)

3.1 Vznik hemolyzy
Hemolyza miize vzniknout dvéma rliznymi zplUsoby a na zdklad¢ jeji piiciny
vzniku ji 1 délime na hemolyzu intravaskularni (in vivo) nebo extravaskularni (in vitro).

(JINDROVA, a dalgi, 2012)

3.1.1 Intravaskularni hemolyza

Intravaskularni hemolyza je vzéacnéjSiho typu a ma za nésledek vdzné ohroZzeni
Zivota pacienta. In vivo hemolyza nastdva pfimo v téle pacienta a tvoii necela 2%
prokazané hemolyzy v laboratofi. Jako dusledek vzniku intravaskularni hemolyzy byva
zvysSend fragilita erytrocytd. Spolehlivym laboratornim ukazatelem je snizend koncentrace
haptoglobinu, zvySend koncentrace nekonjugovaného bilirubinu a zaroven vysoky pocet

retikulocytti. (HEIREMAN, a dalsi, 2017)

3.1.1.1 Priciny intravaskuldarni hemolyzy

Mezi nej¢astéjsi pfic¢iny in vivo hemolyzy lze zafadit:
e metabolické vlivy (napf. onemocnéni jater)
e chemické vlivy (Iéky)
e fyzikdlni vlivy (mechanismus srde¢ni chlopng)
e infekéni vlivy
e diseminovana intravaskularni koagulace
e rozséhlé popaleniny
e hemolytickd anemie

e transflze krve (JINDROVA, a dal3i, 2012)
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3.1.2 Extravaskulirni hemolyza
Extravaskularni hemolyza byva zptisobena Spatnym zachdzenim ¢i nespravnym
odbérem materialu. Nejcastéjsi pric¢iny in vitro hemolyzy Ize rozd¢€lit do ¢tyt kategorii a

kazda kategorie je zptisobena riznymi vlivy. (HEIREMAN, a dalsi, 2017)

v/sve

3.1.2.1 Pric¢iny extravaskuldrni hemolyzy

Mezi nejcastéjsi pric¢iny in vitro hemolyzy fadime:

e Mechanickd pfi¢ina — ke které dochazi pii miseni krve ve zkumavce
s antikoagulacnim ¢inidlem. Pfi nadmérném tfepani se zkumavkou muze
dojit k poruseni cytoplazmatické membrany erytrocyti a naslednému

vzniku hemolyzy

e Termicka pficina — je vyvolana vlivem extrémnich teplot (mréaz, horko)

e Chemicka pficina — zplsobuje zneciSténa jehla, ¢i nedostate¢né zaschla
dezinfekce pokozky (krev stéka prvotné po kizi, poté do zkumavky)

wrwe

prostiedim
(JINDROVA, a dali, 2012)

Tyto pfi€iny vznikaji neSetrnym odbérem nebo komplikacemi béhem odbéru krve.
Jako dalsi faktory, které mohou zplsobit hemolyzu séra, miiZeme povazovat samotny

transport materialu do laboratofe nebo nezbytnou centrifugaci.

Transport miize mit negativni dopad na vzorek zejména pii prekroCeni
transportniho limitu pro piepravu. U vzorku, které se do laboratoie dopravi déle nez za 2
hodiny, muzeme pozorovat zejména pii nasledné centrifugaci veétsi vyskyt

hemolyzovanych vzorkli. (HEIREMAN, a dalsi, 2017)

3.2 Dusledky hemolyzy

Hemolyza zptsobuje fadu chyb, které¢ mohou byt faleSn¢ a tim padem zamezuji

spravnému klinickému rozhodovéni. (JABOR, a dalsi, 2020)

Jedna z chyb poukazuje na vyplaveny hemoglobin pii rozpadu cervenych krvinek.

Hemoglobin je cervené krevni barvivo a na zakladé jeho zbarveni ovliviluje
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spektrofotometrické metody (end-point). Cervena barva zplisobuje absorbanci zejména pii
méfeni vinovych délek viditelného svétla v rozmezi 300 — 500 nm. Uvolnény hemoglobin
dale chemicky reaguje s nékterymi slozkami a zplsobuje interference pii stanoveni
bilirubinu. Hemoglobin se také chova jako pufr, zejména pii stanoveni albuminu, kde méni

pH ¢inidla. (JABOR, a dalsi, 2020) (DASYTCH, a dalsi, 2008)

Dalsi z Castych chyb je zvySend koncentrace intracelularnich latek. Koncentrace
intracelularnich latek je 10x niz§i nez koncentrace V plazmé/séru. Vlivem hemolyzy
dochazi ke zvySeni koncentrace drasliku (K), laktatdehydrogenazy (LD),
aspartataminotransferdzy (AST) a alaninaminotransferazy (ALT). Vysoka koncentrace
drasliku v séru zplsobena hemolyzou mize negativn¢ ovlivnit vyslednou diagnézu
pacienta. Hyperkalémie nad 6,5 mmol/l je Castou indikaci k dialyze, ale hodnoty nad 10
mmol/l jsou pro ¢lovéka smrtelné. U extracelularnich latek nastava naopak sniZeni jejich
koncentrace z divodu jejich nafedéni intracelularni tekutinou. Jedna se zejména o glukozu,
chloridy, bilirubin, albumin, alkalickou fosfatizu (ALP) a gamaglutamyltransferdzu

(GGT). (HEIREMAN, a dalgi, 2017)

3.2.1 Analyty podléhajici hemolyze

Klinicky vyznamnym ukazatelem hemolyzy je koncentrace hemoglobinu
nad 0,5 g/l (akceptovana koncentrace hemoglobinu v séru je 0,22 — 0,25 g/l a v plazmé
0,10 — 0,13 g/l). Nasledujici tabulka déli hemolyzu do péti stupnit podle naméfené
koncentrace hemoglobinu v séru. (JABOR, a dalsi, 2020)

Tabulka 3 Stupné hemolyzy

| Stupedrintensity [ Hemoglobinvgl |  Oviivnéné metody |

1 velmi slaba 0,50 - 0,99 LD, K, AST, Bil., Fe, Mg

2 slaba 1,00 - 1,99 ALP, CK

3 stfedni 2,00 -2,99 AMS, CI, Na, CB, ALB, urea
silnd 3,00 - 3,99 ALT, GGT, P, laktat
velmi silna > 5,00 vSechny ostatni

Zdroj:https://slideplayer.cz/slide/13551838/83/images/11/Hemol%C3%BDza+1+velmi+sl
ab%C3%A1+2+slab%C3%A1+3+st%C5%99edn%C3%AD+4+siIn%C3%A1+5+velmi+
siln%C3%A1.jpg
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3.2.2 Hemolyticky index

Hemolyticky index hodnoti stupeni vzniklé hemolyzy. Dfive se hemolyza hodnotila
pouze vizualné, coz mélo za nasledek nejednotné a nespolehlivé hodnoceni. Hemolyticky
index (HI) je kvantitativni metoda, kterd objektivné meéfi index hemolyzy. Nékteré
analyzatory tento index vyuZzivaji k rychlému zhodnoceni stupné hemolyzy ve vzorku.
Meéieni hemolytického indexu neni standardizovdno a proto mé kazdy pfistroj uveden
referencni rozmezi hemolytického indexu. Dnesni méfeni hemolyticky indexii se méii na
zékladé¢ vypoctu zméfené absorbance pii riznych vinovych délkdch. Hodnota
hemolytického indexu, ktera je rovna 300, semikvantitativné odhaduje hemolyzu v séru,
ktera pfi této hodnoté¢ odpovida pfiblizné koncentraci hemoglobinu 3000mg/I.
(ISHIGURO, a dalsi, 2020) (KOMRSKOVA, a dalsi, 2018)

3.3 Interpretace hemolytickych vzorki

Dodnes neexistuji korekéni faktory na koncentraci hemoglobinu v plazmé a na
zaklad¢ toho nelze ovlivnéné vysledky vydat. Hemolyza séra plisobi na namétené vysledky
a ovliviiyje jejich skutecné koncentrace, bud’ jejich sniZenim, nebo naopak zvysenim. U
zmétenych a ovlivnénych vysledkli s hemolyzou, se na zakladé zmétené¢ho hemolytického
indexu, ukaZe v laboratornim systému u dané metody textova zprava — HEMOLYZA.
Vysledek tudiz nelze vydat. Nejjednoduss$im feSenim je zazadat o novy nabér vzorku.
Pokud to okolnosti nedovoluji, je velmi dulezitd komunikace lékafe s laboratofi o
konkrétnim pacientovi, kterému nalezi hemolyticky vzorek. Kone¢né vysledky lze upravit
podle odhadovaného stupné¢ hemolyzy, coz miize byt uzite¢né pro stanoveni vcéasné
diagnozy. Tento matematicky krok mtze vést ke zkresleni vysledku a je nutné tento krok

zapsat do laboratorniho systému. (JABOR, a dalsi, 2020) (HEIREMAN, a dalsi, 2017)
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PRAKTICKA CAST

4 CILE, DILCI CILE A PREDPOKLADY

4.1 Hlavni cil

4.1.1 Kovalitativni vyzkum
Statistické zpracovani udaji o transportu materidlu do laboratofe za obdobi

1.9.2020 - 31. 12. 2020.

4.1.2 Kvantitativni vyzkum
Zhodnoceni vlivu hemolytického séra na vysledky biochemického vySetfeni za obdobi

1.1.2021.
4.2 Diléi cile

4.2.1 Kovalitativni vyzkum
1. Porovnat ¢asy odbéru a ptijmu, ktery trval ptes dvé hodiny.

2. Porovnat delsi ¢as transportu mezi dvéma ¢astmi Fakultni nemocnice v Plzni.

4.2.2 Kvantitativni vyzkum
1. Vyhodnotit rozdil medianti u zvolenych metod.
2. Vyhodnotit medidnové rozdily a vypocitat statistickou vyznamnost pomoci

Wilcoxonova testu.
4.3 Predpoklady

4.3.1 Kovalitativni vyzkum
1. Ptredpokladame, Ze transport materidlu do laboratofe nepiekro¢i dobu delsi jak

2 hodiny.
2. Predpokladame, Ze transport materidlu z ¢asti Lochotin bude primémé krat$i nez

Vv ¢asti Bory.

4.3.2 Kvantitativni vyzkum
1. Ptfedpokladame, Ze slaba hemolyza séra zdsadn€ neovliviiuje vysledek biochemického

vySetieni.

2. Ptedpokladame, ze vypocet Wilcoxonova testu bude znacit statistickou vyznamnost.
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5 VYZKUMNE OTAZKY

5.1 Kbvalitativni vyzkum

VOI: Lze prokézat, Ze potrubni posta je rychlejsi a spolehlivéjsi v distribuci vzorki do

laboratofe?

VO2: Lze prokazat, ze vznik hemolytického séra tzce souvisi se systémem potrubni poSty?

5.2 Kvantitativni vyzkum
VOL1: Lze prokazat, ze ovlivnéni vysledk slabou hemolyzou je statisticky vyznamny

faktorem?
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6 METODIKA PRACE

Metodika mé bakalaiské prace byla zvolena s pomoci Ing. Katefiny Brslicové, kdy

jsme spolecn¢ praktickou c¢ast rozdélili na dva vyzkumy.

Prvni vyzkum se vénuje kvalitativnimu sbéru dat ze dvou ¢asti Fakultni nemocnice
V Plzni, které jsme statisticky zpracovali a zaméfili se na jeden z mnoha problémi
preanalytické Casti a to konkrétné na transport materialu. Transport vzorki je v obou
¢astech nemocnic zcela rozdilny. V lochotinské ¢asti se material transportuje pomoci
potrubni posty, naopak v Borské c¢asti se material dopravuje pomoci nemocni¢niho

personalu.

Druhy vyzkum detailné popisuje vliv hemolyzy séra na jednotliva biochemicka
vySetfeni. Slaba hemolyza do jisté miry ovliviluje pfedev§im stanoveni koncentrace
drasliku (K"), aspartitaminotransferazy (AST) i laktatdehydrogendzy (LD). Tyto méfené
analyty byvaji cCasto zvySené vlivem uvolnénych latek pfi vzniku hemolyzy. Naopak
koncentrace glukozy, chloridli ¢i gamaglutamyltransferdza (GGT) byva sniZzena. Cilem
tohoto vyzkumu je zjistit rozdil medidnli, mezi jednotlivymi boxploty u vzorka
s hemolytickymi vzorky Vv riznych stupnich hemolyzy, a urcit statistickou vyznamnost
pomoci Wilcoxonova testu. Hodnota p (= pravdépodobnost), je pro tento vyzkum,
statistickd vyznamnost rozdili medianu vzorkt bez hemolyzy a s hemolyzou. Za statisticky
vyznamné se povazuje vypocitand hodnota p, kterd musi byt rovna ¢i nizsi nez 0,05. Za
siln¢ statisticky vyznamné se povazuji hodnoty p, které jsou niz§i nebo rovno 0,01.
Hlavnim cilem tohoto vyzkumu je zjistit o kolik jednotek se liSi hodnoty zméfenych
analytd u pacientli s hemolytickymi vzorky, ktefi byli nabrani a zméfeni tentyZ den a

V novém nabéru jiz nebyla hemolyza prokazana.

Veskera data mi poskytla Fakultni nemocnice v Plzni. VSechny pouzité tidaje jsou

zpracovany zcela anonymn¢.
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7 KVALITATIVNI VYZKUM

Do kvantitativniho vyzkumu jsme zahrnuli anonymizovana data z nemocni¢niho
systému Open LIS. Data obsahuji udaje o ¢asu odbéru materialu a nasledném c¢asu piijmu
vzorku do laboratofe. Sbér dat je proveden za obdobi ¢tyi po sobé jdoucich mésict a to
konkrétné¢ od 1. 9. 2020 do 31. 12. 2020. V nasledujicich grafech a tabulkach jsou

statisticky zpracovana data o transportu vzorkt ze dvou ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni.

42



7.1 Porovnani ¢asu transportu materialu nad 2 hod.

7.1.1 Celkové porovnani transportu materialu za jedno ¢tvrtleti

Do laboratofe bylo za celkové obdobi (zafi 2020 — prosinec 2020) piijato celkem

49 692 vzorku materialu.

Graf 2 Priimerné porovnani transportu materialu za obdobi zari 2020 — prosinec 2020

Plimérné porovnani ¢asu transportu za
obdobi zari 2020 - prosinec 2020
3%

B Celkem
@ Nad 2. hodiny

Zdroj: viastni

Z grafu 2 je patrné, ze material je do laboratofe transportovan ve spravny ¢as pouze
2 97%. Do tohoto statistického zpracovani jsou zahrnuta data z obou c¢asti Fakultnich

nemocnic v Plzni a to za jedno ¢étvrtleti.
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7.1.2 Celkové porovnani transportu materialu za jednotlivé mésice

Transport materidlu se v kazdém zvoleném mésici mirn¢ liSil. Nejvice materialu
bylo do laboratofe pfijato v mésici zafi, naopak nejméné materidlu bylo pfijato v mésici

prosinec.

Graf 3 Grafické zpracovani transportu za jednotliva obdobi
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Graf 3 poukazuje na celkové procentualni zastoupeni chybného transportu, ktery
ptresahl limit 2 hodin. Nasledujici tabulka detailné shrnuje veSkera provedena statisticka

Setfeni.

Tabulka 4 Cetnost dat pro jednotliva obdobi

97,06% 2,94%
12 542 519 95,86% 4,14%
11 498 365 96,83% 3,17%
11 343 329 97,10% 2,90%

Primeér = 3,29%

Zdroj: vlastni

Tabulka ¢. 4 zobrazuje Cetnost dat za jednotliva obdobi. Ztabulky ¢&. 4 lze

vypozorovat, ze ¢etnost chyb je ve vSech mésicich pfiblizn¢ stejnd. Relativni Cetnost se
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méni v zavislosti na poctu pfijatych vzorkli za dany mésic. Nejdelsi ¢asovy limit pro
transport materialu do laboratofe byl zaznamenan v mésici fijen. V obou castech
Fakultnich nemocnic v Plzni je transport materialu stanoven do 2 hodin po odbéru. Tato
preanalytickd chyba mize mit za nésledek mozné ovlivnéni nékterych vysledkt
biochemického vySetieni. NejCastéji dochazi k ovlivnéni glukdzy, drasliku, fosforu,

homocysteinu nebo kyseliny listové.
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7.2 Porovnani ¢asového limitu u transportu materialu do laboratore a

cetnost hemolytickych sér mezi dvéma ¢astmi Fakultni nemocnice v

Plzni za jednotliva obdobi

7.2.1 Data za obdobi zari
V mésici zafi (obdobi od 1. 9. 2020 — 30. 9. 2020) bylo do laboratofe ptijato celkem

14 309 vzorkii. Casovy limit pro transport byl piekrocen u 2,94% pfijatych vzorkd.

Nasledujici tabulka vykazuje Cetnost dat pro jednotlivé ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni.

Tabulka 5 Cetnost dat pro mésic — zaii 2020

\

Absolutni Relativni Absolutni Relativni Absolutni Relativni
Bory 5704 39,86% 5411 38,96% 288 68,57%
Lochotin 8 605 60,14% 8 478 61,04% 132 31,43%

Zdroj: vlastni

Graf 4 Zpracovani dat za mésic — zari 2020
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Z tabulky €. 5 lze vycist procentualni zastoupeni a nasledné rozdéleni chybného
transportu za mésic zafi. Celkové rozdéleni se tyka dvou ¢asti nemocnic v Plzni — borska
&ast a lochotinska ¢ast. Cast Bory vykazuje vétsi chybnou &etnost nespravného limitu pro
transport materialu do laboratoie. Z celkovych 420 ptijatych vzorka, které byly piijaty nad

maximalni ¢asovy limit, piijala borské cast 288 (68,57%) vzork.

Tabulka ¢. 5 dale ukazuje absolutni i relativni pocet Cetnosti vzorkd, které byly
ptijaty v jednotlivych ¢astech Fakultni nemocnice v Plzni. Graf 4 graficky znazoriuje

celkovy piijem vzorku za mésic zafi (1. 9. 2020 — 30. 9. 2020).

7.2.2 Zastoupeni hemolytickych vzorki za mésic zari 2020

V mésici zafi (obdobi od 1. 9. 2020 — 30. 9. 2020) bylo do laboratofe piijato celkem
14 309 vzork, z toho 335 vzorkil vykazovalo zndmky hemolyzy.

Graf' 5 Zastoupeni hemolytickych vzorkii za mésic zari 2020
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Tabulka 6 Cetnost dat pro hemolytické vzorky — zdari 2020

Celkovy pocet LOCHOTIN| %
1 Velmi slaba hemolyza 181 143 79,01
2 Slaba hemolyza 111 93 83,78
3 Stfedni hemolyza 22 18 81,82
Stfedné tézka hemolyza 14 13 92,86
Tézka hemolyza 7 7 100,00

Zdroj: vlastni

V mésici zaii bylo do laboratoie piijato celkem 335 hemolytickych vzorki. Cast
Bory pfijala celkem 18,21% hemolytickych vzorki, naopak ¢ast Lochotin pfijala celkem
66,87% hemolytickych vzorki. Tabulka ¢. 6 zobrazuje jednotlivé stupné hemolyzy a jeji %

zastoupeni v ramci Fakultni nemocnice v Plzni.
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7.2.3 Data za obdobi Fijen
V meésici fijen (obdobi od 1. 10. 2020 — 31. 10. 2020) bylo do laboratofe pfijato

celkem 12 542 vzorkil. Casovy limit pro transport byl piekroéen u 4,14% piijatych vzorki.

Nasledujici tabulka vykazuje Cetnost dat pro jednotlivé ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni.

Tabulka 7 Cetnost dat pro mésic — rijen 2020

Absolutni | Relativni Absolutni Relativni Absolutni | Relativni
Bory 4 969 39,62% 4571 38,02% 398 76,69%
Lochotin 7573 60,38% 7 452 61,98% 121 23,31%
Zdroj: vlastni

Z tabulky ¢. 7 lze vycist procentualni zastoupeni a nésledné rozdé€leni chybného

transportu za mésic fijen. Celkové rozdéleni se tyka dvou ¢asti nemocnic v Plzni — borska

&ast a lochotinska ¢ast. Cast Bory vykazuje vét$i chybnou &etnost nespravného limitu pro

transport. Z celkovych 519 piijatych vzorkd, které byly pfijaty nad maximalni Casovy

limit, pfijala nemocnice Bory 398 (76,69%) vzorkd.

Tabulka ¢. 7 dale ukazuje absolutni i relativni pocet Cetnosti vzorkl, které byly

pfijaty v jednotlivych ¢astech Fakultni nemocnici v Plzni.
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Graf 6 graficky znazoriuje celkovy pfijem vzorki za mésic fijen (1. 10. 2020 — 31.
10. 2020).

Graf 6 Zpracovani dat za mésic — rijen 2020
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7.2.4 Zastoupeni hemolytickych vzorki za mésic Fijen 2020
V meésici fijen (obdobi od 1. 10. 2020 — 31. 10. 2020) bylo do laboratofe pfijato

celkem 12 542 vzorkd, z toho 827 vzorki vykazovalo znamky hemolyzy.

Graf 7 Zastoupeni hemolytickych vzorkii za mésic - rijen 2020
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Tabulka 8 Cetnost dat pro hemolytické vzorky — iijen 2020

| Celkovy pocet LOCHOTIN %
1 Velmi slaba hemolyza 573 430 75,04
2 Slaba hemolyza 103 88 84,44
3 Stredni hemolyza 124 99 79,84
Stfedné tézka hemolyza 19 12 63,16
Tézka hemolyza 8 5 62,50

Zdroj: viastni

V mésici fijen bylo do laboratofe pfijato celkem 827 hemolytickych vzorkt. Cast
Bory piijala celkem 23,34% hemolytickych vzorki, naopak ¢ast Lochotin piijala celkem
76,66% hemolytickych vzorki. Tabulka ¢. 8 zobrazuje jednotlivé stupné hemolyzy a jeji %

zastoupeni v ramci Fakultni nemocnice v Plzni.
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7.2.5 Data za obdobi listopad
V meésici listopad (obdobi od 1. 11. 2020 — 30. 11. 2020) bylo do laboratote pfijato

celkem 11 498 vzorkil. Casovy limit pro transport byl piekroéen u 3,17% piijatych vzorki.

Nasledujici tabulka vykazuje Cetnost dat pro jednotlivé ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni.

Tabulka 9 Cetnost dat pro mésic — listopad 2020

Absolutni Relativni Absolutni Relativni Absolutni | Relativni
Bory 4037 35,11% 3862 34,69% 175 47.95%
Lochotin 7 461 64,89% 7271 65,31% 190 52,05%

Celkem | 11498 |

Zdroj: vlastni

Z tabulky €. 9 lze vycist procentualni zastoupeni a nasledné rozdéleni chybného

transportu za mésic listopad. Celkové rozdéleni se tyka dvou ¢asti nemocnic v Plzni —

borska &ast a lochotinska ¢ast. Cast Lochotin vykazuje vétsi chybnou Eetnost nespravného

limitu pro transport. Z celkovych 365 ptijatych vzorkd, které byly pfijaty nad maximalni

¢asovy limit, ptijala nemocnice Lochotin 190 (52,05%) vzork.

Tabulka ¢. 9 dale ukazuje absolutni i relativni pocet Cetnosti vzorkd, které byly

pfijaty v jednotlivych ¢astech Fakultni nemocnici v Plzni.
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Graf 8 graficky znazornuje celkovy piijem vzorkid za mésic listopad (1. 11. 2020 —
30. 11. 2020).

Graf 8 Zpracovani dat za mésic — listopad 2020
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7.2.6 Zastoupeni hemolytickych vzorki za mésic listopad 2020
V meésici listopad (obdobi od 1. 11. 2020 — 30. 11. 2020) bylo do laboratofe pfijato

celkem 11 498 vzorkd, z toho 932 vzorki vykazovalo znamky hemolyzy.

Graf' 9 Zastoupeni hemolytickych vzorkii za mésic - listopad 2020
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Tabulka 10 Cetnost dat pro hemolytické vzorky — listopad 2020

Celkovy pocet LOCHOTIN %
1 Velmi slaba hemolyza 502 369 73,51
2 Slaba hemolyza 298 220 73,83
3 Stredni hemolyza 117 93 79,49
Stfedné tézka hemolyza 12 8 66,67
Tézka hemolyza 3 2 66,67

Zdroj: viastni

V mésici listopad bylo do laboratofe piijato celkem 932 hemolytickych vzorki.
Cast Bory piijala celkem 25,75% hemolytickych vzorkii, naopak &ast Lochotin pfijala
celkem 74,25% hemolytickych vzorkt. Tabulka ¢. 10 zobrazuje jednotlivé stupné

hemolyzy a jeji % zastoupeni v ramci Fakultni nemocnice v Plzni.
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7.2.7 Data za obdobi prosinec
V mésici prosinec (obdobi od 1. 12. 2020 — 31. 12. 2020) bylo do laboratoie pfijato

celkem 11 343 vzorkil. Casovy limit pro transport byl piekroéen u 2,90% piijatych vzorki.

Nasledujici tabulka vykazuje Cetnost dat pro jednotlivé nemocnice v Plzni.

Tabulka 11 Cetnost dat pro mésic — prosinec 2020

Absolutni Relativni Absolutni Relativni Absolutni | Relativni
Bory 3994 35,21% 3809 34,58% 185 56,23%
Lochotin 7349 64,79% 7205 65,42% 144 43 77%

Zdroj: viastni

Z tabulky ¢. 11 lze vy¢ist procentudlni zastoupeni a nasledné rozdeleni chybného
transportu za meésic prosinec. Celkové rozdé€leni se tyka dvou ¢asti nemocnic v Plzni —
borska &ast a lochotinska &ast. Cast Bory vykazuje vétsi chybnou &etnost nespravného
limitu pro transport. Z celkovych 329 ptijatych vzorkd, které byly piijaty nad maximalni

¢asovy limit, ptijala nemocnice Bory 185 (56,23%) vzorki.

Tabulka €. 11 déale ukazuje absolutni i relativni pocet ¢etnosti vzorki, které byly

pfijaty v jednotlivych nemocnicich.
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Graf 10 graficky znazornuje celkovy pfijem vzorkil za mésic prosinec (1. 12. 2020
—31. 12. 2020).

Graf 10 Zpracovani dat za mésic — prosinec 2020
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7.2.8 Zastoupeni hemolytickych vzorka za mésic prosinec 2020
V mésici prosinec (obdobi od 1. 12. 2020 — 31. 12. 2020) bylo do laboratoie ptijato

celkem 11 343 vzorkd., z toho 304 vzorkt vykazovalo znamky hemolyzy.

Graf 11 Zastoupeni hemolytickych vzorkii za mésic - prosinec 2020
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Tabulka 12 Cetnost dat pro hemolytické vzorky — prosinec 2020

Celkovy pocet | BORY % LOCHOTIN| %
1 Velmi slaba hemolyza 190 46 24,21 144 75,79
2 Slaba hemolyza 88 17 19,32 71 80,68
3 Stredni hemolyza 20 5 25,00 15 75,00
Stfedné tézka hemolyza 4 0 0,00 4 100,00
Tézka hemolyza 2 1 50,00 1 50,00

Zdroj: viastni

V mésici prosinec bylo do laboratofe ptijato celkem 304 hemolytickych vzorki.
Cast Bory piijala celkem 22,70% hemolytickych vzorkd, naopak ¢ast Lochotin piijala
celkem 77,30% hemolytickych vzorki. Tabulka €. 12 zobrazuje jednotlivé stupné

hemolyzy a jeji % zastoupeni v ramci Fakultni nemocnice v Plzni.
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7.3 Shrnuti a porovnani ziskanych dat
7.3.1 Procentualni porovnani piekroceného limitu pro transport a ¢etnost hemolyzy
mezi ¢astmi Bory a Lochotin
Za jednotliva obdobi od zati 2020 — prosinec 2020 bylo celkem 1633 vzorkd, které
nesplnily podminky spravného transportu. Cast Fakultni nemocnice Bory neobstala celkem

1046x a ¢ast Fakultni nemocnice Lochotin celkem 587x.

Graf 12 Procentudlni zastoupeni nespravného casového limitu pro transport materidlu

mezi castmi nemocnice Bory a Lochotin — zari 2020 az prosinec 2020
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Graf 12 ukazuje na procentudlni chybu nespravného ¢asového limitu pro transport
materialu za obdobi zaii 2020 — prosinec 2020 mezi dvéma ¢astmi Fakultni nemocnice v
Plzni. Borska cast Fakultni nemocnice nesplnila podminky pro transport, ktery nesmel
presahnout ¢asovy Usek trvajici déle nez 2 hodiny. Je tedy zfejmé, Ze v této ¢asti Fakultni
nemocnice Bory mulZe castéji dochazet k ovlivnéni meétenych vysledkli na zakladé

preanalytické chyby. Nejcastéji dochazi k ovlivnéni glukézy, drasliku nebo fosforu.
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Graf 13 Procentudlni zastoupeni hemolyzy pri nedodrzeni ¢asového limitu pro transport

materidlu mezi cdastmi nemocnice Bory a Lochotin — zdri 2020 az prosinec 2020
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Na grafu 13 lze vidét procentudlni zastoupeni jednotlivych stupiitt hemolyzy pii
prekroceni Casového limitu pro transport materialu. Od zafi 2020 do prosince 2020 bylo
pfijato celkem 70 vzorkd, které vykazovaly znamky hemolyzy a jejich transport trval déle
jak 2 hodiny. Nejvice bylo vzorki s velmi slabou hemolyzou (57), dale slabou hemolyzou
(8) a stfedni hemolyzou (5). Naopak za toto cCtvrtleti nebyly pfijaty zddné vzorky, se

stitedné téZkou nebo téZkou hemolyzou, které zaroven nesplnily podminky pro transport.
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Nasledujici tabulka €. 13 shrnuje veskera ziskana data za jedno Ctvrtleti.

Tabulka 13 Souhrn dat za mésice zari 2020 — prosinec 2020

Celkem 420
Bory 288
Lochotin 132
Celkem 519
Bory 398
Lochotin 121
Celkem 365
Bory 175
Lochotin 190
Celkem 329
Bory 185
Lochotin 144

Zdroj: vlastni

Graf 14 Grafické zpracovani tabulky 13
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Tabulka ¢. 13 shrnuje veSkerd data nasbirana za celé ctvrtleti. V jednotlivych
mesicich 1ze pozorovat % chybu transport vzorkii do laboratofe. Borskd ¢ast Fakultni

nemocnice V Plzni neobstdla celkem ve tfech mésicich. Lochotinska &ast Fakultni

60



nemocnice Vv Plzni pouze jednou a to v mésici listopad. Je tedy ziejmé, Ze potrubni posta,
ktera je zavedena v lochotinské ¢asti Fakultni nemocnice, je vice spolehlivym faktorem pro

transport materidlu do laboratofe.

7.4 Procentualni zastoupeni hemolyz ve Fakultni nemocnici v Plzni
Za mésic leden bylo do laboratofe piijato celkem 12 376 vzorkd, z toho 195 vzorki
(1,58%) vykazovalo hemolyzu. Stupen sily hemolyzy uréuje zméfeny hemolyticky index,

diky kterému bylo mozné hemolytické vzorky rozd¢lit do jednotlivych skupin.

Graf 15 Procentualni zastoupeni hemolytickych sér v mésici leden
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Hemolytické vzorky jsou povaZovany za hemolytické pii urcitych hodnotich

hemoglobinu.

Tabulka 14 Cetnost dat pro graf 15

Hemoglobin [g/I] Pocet vzork
1 | Velmi slaba hemolyza 50-99 79
2 | Slaba hemolyza 100 - 199 63
3 | Stfedni hemolyza 199 - 299 30
Stfedné tézka hemolyza 299 - 399 18
Tézka hemolyza 400 < 5

Zdroj: viastni
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Graf 16 Procentualni zastoupeni hemolytickych vzorkit v ramci laboratori
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Graf 16 poukazuje na mozné negativni disledky potrubni posty, kterd je zavedena
Vv lochotinské ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni. Lochotinska ¢ast mtize byt dale negativné
ovlivnéna kvili pfijmu pacientd s kritickymi hodnotami. Laboratot V lochotinské c¢asti
pfijala za jedno Ctvrtleti (zafi 2020 — prosinec 2020) az 1835 vzorkd, které vykazovaly
znamky hemolyzy. Naopak borska laboratof ptijala pouze 563 vzorkl, které byly
hemolytické.
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8 KVANTITATIVNI VYZKUM

Do této Casti vyzkumu jsou zahrnuta anonymizovana data z nemocni¢niho systému
Open-LIMS. Soubor dat k vyhodnoceni kvantitativniho vyzkumu se tyka pouze jednoho
meésice a to konkrétné¢ 1. 1. 2021. Data obsahuji informace o poctu hemolytickych sér a
jejich nasledné mozné ovlivnéni zmétenych vysledkli. Podle hemolytického indexu se data
dala roztfidit do jednotlivych skupin vzniklé hemolyzy. V dalsi ¢asti tohoto vyzkumu se
vénuji zméfenym vysledkim u tii mnou zvolenych metod. Jednd se o metody méfici
hladinu aspartataminotransferazy (AST), laktatdehydrogenazy (LD) a koncentraci
draselnych iontd (K*) v séru. Zpracovana a vyhodnocena data jsou formou krabicového
grafu (boxplotu), ktery po jeho vyhodnoceni odhali statistickou vyznamnost pomoci
Wilcoxonova testu. Statistickou vyznamnost odhaluje vypocitana hodnota p, kterd je pro
tento vyzkum bréna jako statistickd vyznamnost rozdili medianu vzorkl bez hemolyzy a
s hemolyzou. Za statisticky vyznamné se povazuje vypocitana hodnota p, kterd musi byt
rovna ¢i nizsi nez 0,05. Za siln¢ statisticky vyznamné se povazuji hodnoty p, které jsou

niz$i nebo rovno 0,01.
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8.1 Hemolytické sérum a jeho vliv na konkrétni metody

Pro kvanlitativni vyzkum jsem zvolila celkem tfi konkrétni metody, u kterych se
budu snazit zachytit né¢jaké procentudlni ovlivnéni, které zptisobuje hemolyza séra. U
vSech zvolenych metod je prokazano jisté ovlivnéni i slabého hemolytického séra. Mym
cilem je zjistit, rozdil mediani mezi jednotlivymi boxploty, které jsou zastupci
jednotlivych stupiitt hemolyzy a nasledné vyhodnotit pomoci Wilcoxonova testu, zdali je
toto meéfeni statisticky vyznamnym aspektem. Statistickou vyznamnost odhaluje
vypocitana hodnota p, ktera je pro tento vyzkum brana jako statisticka vyznamnost rozdild
medidnu vzorkli bez hemolyzy a s hemolyzou. Za statisticky vyznamné se povazuje
vypocitana hodnota p, kterda musi byt rovna ¢i nizsi nez 0,05. Za silné statisticky vyznamné

se povazuji hodnoty p, které jsou nizsi nebo rovno 0,01.
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8.1.1 Hemolytické sérum a jeho vliv na méreni aktivity aspartataminotransferazy
Aspartataminotranferaza (AST) je enzym, ktery se vyskytuje v jatrech, kosternim

svalstvu a je i soucasti erytrocytii. Proto pro stanoveni aktivity tohoto enzymu je nevhodné

pouzit hemolytické vzorky. Referencni hodnoty v séru: do 0,67ukat/I.

Princip metody:

, . ASPARTATAMINOTRANSFERAZA . .
L-aspartat + 2-oxoglutarat oxalacetat + L-glutamat

+ MALATDEHYDROGENAZA

Oxalacetat + NADH + H L-malat + NAD"

e Rychlost oxidace NADH je pfimo umérna katalytické aktivit¢ AST. Stanovuje
se mefenim poklesu absorbance. (DRECHSLEROVA, 2005)

Pii stanoveni jsme nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky bez a

s hemolyzou, které jsou vyobrazeny v nasledujicim krabicovém grafu 17.

Graf 17 Boxploty pro hodnoty AST
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Graf 17 vyobrazuje jednotlivé boxploty, které se 1isi hodnotami medianti pro dany

stupenn hemolyzy. Hodnoty mediant spolu s hodnotami p jsou uvedeny v nasledujici

65



tabulce. Za statisticky vyznamné se povazuje hodnota p < 0,05. Za siln¢ statisticky

vyznamné se povazuji hodnoty p < 0,01

Tabulka 15 Hodnoty z grafu 17

0 bez hemolyzy AST O 0,470

1 velmi slaba AST_| 0,610 -0,140 0,414600 |nevyznamné

2 slaba AST_II 0,855 -0,385 0,000090 |velmi vyznamné

3 stfedni AST_IlI 0,945 -0,475 0,001484 | velmi vyznamné
silna AST_IV 1,120 -0,650 0,018070 |vyznamné
velmi silna AST_V 2,100 -1,630 0,012300 |vyznamné

Zdroj: viastni

e U velmi slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 0,610 pkat/l, rozdil vaéi
vzorku bez hemolyzy byl 0,140 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,414600 a je statisticky povazovan za nevyznamny. Rozdil mediant odpovida

22,95%. (p <0,05)

e U slabé hemolyzy byla zjiSténa hodnota medianu 0,855 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 0,358 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,000090 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant

odpovida 41,87%. (p <0,01)

e U stiedni hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 0,945 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 0,475 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,001484 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant

odpovida 50,26%. (p <0,01)

e U silné hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 1,120 pkat/l, rozdil vaci
vzorku bez hemolyzy byl 0,650 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,018070 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant odpovida
58,04%. (p <0,05)

e U velmi silné hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 2,100 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 1,630 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,012300 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant odpovida
77,62%. (p <0,05)
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8.1.2 Hemolytické sérum a jeho vliv na méieni aktivity laktatdehydrogenazy
Laktatdehydrogenaza (LD) je enzym, ktery se vyskytuje v srdecnich a kosternich

svalech. Dale je pfitomny v jatrech, ledvinach a erytrocytech. Erytrocyty obsahuji asi 100x
az 360x vice LD, nez je pfitomno v plazmé. Z tohoto diivodu nelze pro stanoveni aktivity

LD pouzit hemolytické sérum. Referencni hodnoty v séru: 6 - 8 pkat/l.

Princip metody:

+ LAKTATDEHYDROGENAZA +
L-laktat + NAD Pyruvat + L-NADH + H

e Pocatecni rychlost vytvaieni NADH je pfimo umérnd katalytické aktivité
laktatdehydrogenazy. Stanovuje se fotometricky méfenim nértstu absorbance.

(DRECHSLEROVA, 2005)

Graf 18 Boxploty pro hodnoty LD
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Graf 18 vyobrazuje jednotlivé boxploty, které se lis§i hodnotami mediand pro dany
stupein hemolyzy. Hodnoty medianti spolu s hodnotami p jsou uvedeny v nasledujici
tabulce. Za statisticky vyznamné se povazuje hodnota p < 0,05. Za siln¢ statisticky

vyznamné se povazuji hodnoty p < 0,01
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Tabulka 16 Hodnoty pro graf 18

0 bez hemolyzy LD_O 3,920

1 velmislaba LD | 6,230 -2,310 0,000626 |velmi vyznamné

2 slaba LD_II 8,005 -4,085 0,000039 |velmi vyznamné

3 stredni LD_ll 10,585 -6,665 0,001413 |velmi vyznamné

Isilné LD_IV | 14,300 -10,380 | 0,019420 |velmi vyznamné
velmi silnd LD_V 26,270 -22,350 | 0,014870 |velmi vyznamné

Zdroj: vlastni

e U velmi slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 6,23 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 2,31 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,000626 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 37,08%. (p <0,01)

e U slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 8,01 pkat/l, rozdil viici vzorku
bez hemolyzy byl 4,09 ukat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je 0,000039 a je
statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant odpovida 51,06%.

(p <0,01)

e U stfedni hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 10,59 pkat/l, rozdil vuci
vzorku bez hemolyzy byl 6,67 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,001413 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 62,98%. (p <0,01)

e U silné hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 14,30 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 10,38 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,019420 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 72,59%. (p <0,01)

e U velmi silné hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 26,27 pkat/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 22,35 pkat/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,014870 a je statisticky povazovan za velmi vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 85,08%. (p <0,01)
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8.1.3 Hemolytické sérum a jeho vliv na méreni koncentrace draselnych ionti
Draslik (K") je intracelularni kationt, ktery se vyskytuje v intracelularni tekuting

(ICT). Draslik se uvoliiuje z poskozenych bunék, proto vzorky nesmi vykazovat znamky

hemolyzy. Referen¢ni hodnoty v séru: 3,8 — 5,2 mmol/I.

Princip metody:

Iontové selektivni elektrody (ISE) vyuzivaji ojedinélou vlastnost, kde se vytvari
membranovy potencidl (elektromotoricka sila, EMF) pifi stanoveni iontd v roztoku.
Selektivni membrana elektrod je v kontaktu se stanovovanym roztokem a roztokem vnitini
napln¢. Roztok vnitini ndplné ma stdlou koncentraci stanovovanych iontti. Podle vlastnosti
membrany, z obou stran EMF membrany, je ur¢en rozdil koncentrace stanovovaného iontu
mezi m&fenym roztokem a vnitinim plnicim roztokem. EMF pro specifické ionty v roztoku

vznika podle Nernstovy rovnice. (WikiSkripta, c2018)
Nernstovy rovnice: E=EOQ+ RT /nF - In (f- Ct)/(f - Ci)

Kde:
E = EMF elektrody
EO = standardni EMF
R = konstanta
T = teplota
n = naboj iontu
F = Faradayova konstanta
In = ptirozeny logaritmus (e)
f = koeficient aktivity
Ct = koncentrace iontu ve vzorku

Ci = koncentrace iontu ve vnitinim roztoku
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Pii stanoveni jsme nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky bez a

s hemolyzou, které jsou vyobrazeny v nasledujicim krabicovém grafu 16.

Graf 19 Boxploty pro hodnoty K*
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Graf 19 vyobrazuje jednotlivé boxploty, které se lisi hodnotami mediant pro dany
stupenn hemolyzy. Hodnoty mediani spolu s hodnotami p jsou uvedeny v nasledujici
tabulce. Za statisticky vyznamné se povazuje hodnota p < 0,05. Za siln¢ statisticky

vyznamné se povazuji hodnoty p < 0,01
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Tabulka 17 Hodnoty z grafu 19

0 bez hemolyzy _ 5,050

1 velmislaba K| 2,400 2,650 0,0097910000 |velmi vyznamné

2 slaba K1l 1,360 3,690 0,0000013440 |velmi vyznamné

3 stredni K1l 1,150 3,900 0,0000000015 |velmi vyznamné
silna K_IV 5,100 -0,050 0,0000000001 |velmi vyznamné
velmi silnd K_V 8,100 -3,050 | 0,0005190000 |velmi vyznamné

Zdroj: vlastni

U velmi slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 2,40 mmol/l, rozdil
vaci vzorku bez hemolyzy byl 2,65 mmol/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,0097910000 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 110,42%. (p <0,01)

U slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 1,36 mmol/l, rozdil vaci
vzorku bez hemolyzy byl 3,69 mmol/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,0000013440 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 268,38%. (p <0,01)

U stfedni hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 1,15 mmol/l, rozdil vici
vzorku bez hemolyzy byl 3,90 mmol/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,0000000015 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 339,13% (p <0,01)

U silné hemolyzy byla zjisténa hodnota medidnu 5,10 mmol/l, rozdil vuci
vzorku bez hemolyzy byl 0,05 mmol/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,0000000001 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 0,98%. (p <0,01)

e U velmi slabé hemolyzy byla zjisténa hodnota medianu 8,10 mmol/l, rozdil
vuci vzorku bez hemolyzy byl 3,05 mmol/l. Pravdépodobnost tohoto rozdilu je
0,0005190000 a je statisticky povazovan za vyznamny. Rozdil mediant
odpovida 37,65%. (p <0,01)
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9 DISKUZE

Cela bakalarska prace je rozdélena do dvou velkych ¢asti (teoreticka a prakticka

¢ast) a dvou malych cCasti (preanalyticka faze a hemolyza séra).

V teoretické ¢asti jsem na zacatku detailn€ popisovala jednu z laboratornich fazi a
to konkrétné preanalytickou ¢ast, ktera je nejvétsim zdrojem moznych chyb, které pozdéji
negativné ovlivituji vysledek laboratorniho vySetfeni. V druhé casti teorie jsem kratce
popsala krev jako laboratorni materiadl. Dale jsem se vénovala pfevazné hemolytickému

séru, které je nejCastéjSim negativnim disledkem Spatné preanalytické faze.

V praktické ¢asti jsem si zvolila 2 hlavni cile. 4 dil¢i cile, 4 ptedpoklady a 3
vyzkumné otazky. K ovéeteni cild, predpokladit a vyzkumnych otdzek jsem si celou
praktickou c¢ast rozdé€lila na dva vyzkumy. Prvni vyzkum (kvantitativni) se zabyva
preanalytikou. Konkrétné jsem zde zkoumala ¢asovou naro¢nost a druh distribuce vzorki
do biochemické laboratofe. Druhy vyzkum (kvantitativni) se zaméfuje piedevSim na
vysledky analytii u hemolytickych sér a jejich mozné ovlivnéni. Veskerd pouzitd data,
kterd jsem pouzila pro zpracovani praktické ¢asti, jsou zcela anonymni. Soubor dat mi

poskytla Fakultni nemocnice v Plzni.

Do kvalitativniho vyzkumu bylo zahrnuto celkem 49 692 vzorku, které za jedno
Ctvrtleti v roce 2020 pfijala do laboratofe Fakultni nemocnice v Plzni. Data se tykala
samotné doby transportu celé Fakultni nemocnice v Plzni, kterd je ale rozdélena na dvé
¢asti. Doba transportu pocina ¢asem odbéru materialu a je ukoncena v ¢asovy moment, kdy
material dorazi do laboratofe. Tento ¢asovy interval nesmi pfesahnout dobu del$i nez 2
hodiny, jak sama nemocnice uvadi na svych strankach. (UKBH FN Plzeti, 2003). Pii delsi
casové prodlevé mohou byt vysledky nékterych metod ovlivnény. Nejcastéji dochazi
k ovlivnéni glukézy, drasliku nebo fosforu. Primérna Cetnost chyb za Etvrtleti (zari 2020 —
prosinec 2020) vysla 3,29%. Timto zjisténim jsem vyvratila 1. pfedpoklad u kvalitativniho
vyzkumu, ktery mél potvrdit dodani vzorkti do laboratofe v ¢asovém intervalu kratSim nez
2. hodiny a zaroven splnila prvni dil¢i cil kvalitativniho vyzkumu. Tato procentualni
cetnost vzniklé chyby se tyka celé Fakultni nemocnice, kterd se ve svych dvou hlavnich
¢asti (Lochotin a Bory) liSi zpiisobem piepravy materialu do laboratotfe. Z tohoto divodu
jsem se snazila pfijit na hlavni diivod, ktery zptisobuje dlouhy Cas u transportu materialu.

V tomto vyzkumu (TOTH, a dal§i, 2014) bylo uvedeno, Ze systém potrubni posty vedl
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k rychlejsimu transportu vzorki do laboratofe. Proto jsem se v dalsi kapitole zaméfila na
konkrétni zpiisob dopravy materialu do laboratofe. V lochotinské ¢asti se vzorky do
laboratofe transportuji pomoci potrubni posty, zatimco v borské ¢asti Fakultni nemochice
pieprava zavisi na rychlosti a spolehlivosti zdravotnického personalu. Cilem tohoto
vyzkumu bylo porovnat, ktery z moznych transportil zptisobuje mensi % chybu, ktera se
tykéd ¢asového intervalu 2 hodin. Kapitoly 7.2.1 — 7.2.4 se zabyvaji jednotlivymi mésici
(zari 2020 — prosinec 2020). V kazdém meésici bylo do laboratofe pfijato jiné mnozstvi
vzorkll. Za kazdy meésic jsem statisticky zpracovala Cetnost dat, které byly spojeny S
chybnym transportem. Udaje o piijatém po&tu vzorkil jsem rozdélila podle mista
laboratofe. Do lochotinské ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni bylo za jedno Ctvrtleti (zafi
2020 — prosinec 2020) pfijato veétsi mnozstvi vzorkl nez do borské Casti. Tento fakt
potvrzuji grafy €. 4., 6., 8. a 10., které zobrazuji pocet piijatych vzorkii do jednotlivych
Casti laboratofe Fakultni nemocnice. Dale je zde pomoci tabulek piehledné zobrazena
procentudlni Cetnost u transportu, ktery presahl maximalni ¢asovy limit pro transport
materialu do laboratofe, pro obé ¢asti Fakultni nemocnice. Kapitola 7.3 shrnuje veskera
statisticka Setfeni a je zde potvrzen 2. piedpoklad u kvalitativniho vyzkumu, ktery mél
potvrdit ktera z ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni ma delsi ¢as pro transport materialu. Graf
12 zobrazuje procentudlni zastoupeni nespravného casového limitu pro transport materialu
mezi &astmi nemocnice Bory a Lochotin. Cast Bory ma za nasledek az 64% chyb, ktery se
tykaji nespravného €asového limitu pro transport materialu, coz jsou piiblizné % vzorki
z celkového priméru pro transport materialu v celé Fakultni nemocnici v Plzni. Na zakladé
tohoto zjiSténi, miZe dochazet v borské casti Fakultni nemocnice k vétSimu ovlivnéni
vysledkd. Tabulka ¢. 13 shrnuje veskera data nasbirana za celé Ctvrtleti. V jednotlivych
mésicich l1ze v grafu 14 pozorovat % chybu transport vzork do laboratoti. Borska cast
Fakultni nemocnice v Plzni neobstala celkem ve tfech mésicich. Lochotinskd ¢ast Fakultni
nemocnice Vv Plzni pouze jednou a to v mésici listopad. V tomto mésici byla evidovana
porucha a nasledné c¢isténi potrubni posty, coZz mohlo zapfti¢init vzestup pozdé dodanych
vzorkd do lochotinské laboratoie. Celkovy rozdil v mésici listopad mezi obéma ¢astmi je
pouze 15 vzorkl. Je tedy ziejmé, Ze potrubni posta, ktera je zavedena pravé v lochotinské
¢asti Fakultni nemocnice, je vice spolehlivym faktorem pro transport materidlu do
laboratoie. Tento fakt je dolozen i studii, ktera se vroce 2019 zabyvala transporty a
distribuci vzorkl do laboratofe. (NYBO., a dalsi, 2019) Diky tomuto vyzkumu, jsem si

ov¢tila a rovnou 1 zodpovedéla 1. vyzkumnou otazku. Otédzka byla konkrétné zamétena na

S 24
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do laboratote. Studie (GOMEZ-RIOJA, a dalsi, 2013) se dale zabyvala systémem potrubni
posty z jiného uhlu pohledu. Tato studie poukédzala na zvysSené riziko vétSiho vyskytu
vzniku mechanické hemolyzy. Proto jsem se rozhodla prokazat, jestli ma systém potrubni
posty v lochotinské ¢asti Fakultni nemocnice v Plzni, zna¢ny vliv na vznik hemolytickych
vzorkd. Porovnala jsem, jaka c¢ast Fakultni nemocnice vykazuje vétsi piijem
hemolytickych vzorka do laboratofe. Statisticky jsem zpracovala data za jednotlivd obdobi
(zari 2020 — prosinec 2020) a roztiidila vzorky podle ¢asti nemocnice, kde byly pfijaty.
Dale jsem hemolytické vzorky rozd€lila i podle vzniklé intenzity hemolytického zabarveni.
Dulezity pro mé& byl vysledek, ktery znazornuje graf ¢. 16. Z celkového poctu 2398
ptijatych vzorkl, které byly hemolytické, piijala laboratoi Lochotin celkem 77%
z celkového poctu. Tento vysledek zodpovidé druhou vyzkumnou otdzku v kvantitativnim
vyzkumu. Dle mého nazoru, nelze presné urcit, jestli hemolyza je zplsobena potrubni
postou, ktera dopravuje vzorky do lochotinské laboratofe. JelikoZz hemolyza séra je
povazovana za nejCastéj$i pric¢inu vzniku chyb, kterd vznika v preanalytické Casti.
Transport materidlu spadd do preanalytické ¢asti, ale neni jedinym aspektem, ktery muize
za vznik hemolytického séra. Hemolyza miiZze nastat i pfi odbéru materidlu, ke kterému
muze dojit napiiklad pfi znecisténi odbérové jehly. Tento fakt je potvrzen studii, kterd se

zabyvala kvalitou vzorku krve (Lippi, a dalsi, 2019).

V kvantitativnim vyzkumu jsem se zaméfila na hemolytické vzorky, které mohou
zpusobit ovlivnéni vysledku a nasledné mohou tak zménit pohled na samotnou diagndzu
pacienta. Cely kvantitativni vyzkum jsem vénovala pozornost tfem metodam, které do jisté
miry ovliviiuje vznikld hemolyza séra. Konkrétné se jednd o metody meétici hladinu
aspartataminotransferazy (AST), laktatdehydrogenazy (LD) a koncentraci draselnych iontt
(K") v séru. Nasledné jsem sviij vyzkum porovnala s (KOSEOGLU, a dalsi, 2010), ktefi
zkoumali u€inky interference hemolyzy na rutinni parametry biochemie. Cilem jejich
vyzkumu bylo odhalit u¢inek hemolyzy na biochemické metody a to v riiznych stupnich
hemolyzy. Pro vypracovani svého vyzkumu jsem nejprve vzorky hemolyzy rozd¢lila podle
zmeteného hemolytického indexu na jednotlivé stupné. Tyto stupné hemolyzy se lisily
intenzitou vzniklé hemolyzy. V kapitole 8.1.1 — 8.1.3 jsem pomoci krabicového grafu,
neboli boxplotu, vyhodnotila u jednotlivych metod rozdil medidnu mezi vzorky bez a
s hemolyzou. Diky Wilcoxonova testu jsem vypocetla hodnotu p, diky které se zjisti
statistickd vyznamnost. Za statisticky vyznamné se povazuje hodnota p < 0,05. Za siln¢

statisticky vyznamné se povazuji hodnoty p < 0,01. Jednotlivé boxploty odpovidaji riznym
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stupiiim hemolytickych vzorkd. Dospéla jsem k vysledku, ze mé méfeni je statisticky
vyznamnym aspektem pro urceni klinické vyznamnosti U metod pro méteni aktivity LD a
koncentrace K. Obé metody jsou statisticky vyznamné uz pii velmi slabé hemolyze.
Metoda pro méieni aktivity AST je statisticky velmi vyznamna az od slabé hemolyzy.
(KOSEOGLU, a dalsi, 2010) naopak dospél k jinému zavéru. LD spolecné s AST byly
ovlivnény velmi slabou hemolyzou a vysledek byl velmi statisticky vyznamny, naopak
klinicky vyznamnym aspektem pro K byl zaznamenan az u slabé hemolyzy. Vysledky
rozdil jsem pievedla na % a porovnala s vyzkumem (Tanu, a dalsi, 2015). Vyzkum uvadi,
ze klinicky vyznamné hodnoty naméfili u metod AST i1 LD. Dosli k zavéru, ze procenta
nad medianem rostou s rostouci hemolyzou. Stejné je tomu i v mém piipadé méfeni, kdy
s rostouci intenzitou hemolyzy roste i rozdil vyjadieny v procentech. U drasliku tomu tak
neni. Hodnoty na sobé nejsou nijak linedrné zévislé, ale jeho ovlivnéni je velmi klinicky
vyznamné. Odpovéd na vyzkumnou otazku v Kvantitativnim vyzkumu je riznoroda a
nelze ji pfesn¢ zodpovedét. Podle mého tisudku jsou linedrné ovlivnéné metody AST a LD
proto, jelikoZ se jedna o spektrofotometrické metody. Jejich princip méfeni je zavisli na
absorbanci svétla, které prochazi vzorkem. Draslik je sice ovlivnén, ale jeho ovlivnéni neni

nijak na sob¢ zavislé. Draselné ionty se méfi na zakladé elektromotorické sily.

Zpracovanim celé praktické ¢asti jsem splnila stanovené hlavni cile. Ziskala jsem
odpovédi na dil¢i cile, v diskuzi jsem potvrdila ¢i vyvratila stanovené piedpoklady a

zodpovédéla jsem vSechny vyzkumné otazky.
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10 ZAVER

Tato bakalarské prace pojednava o preanalytické fazi, ktera tvoti nejveétsi procento
vzniklych chyb, které mohou ovlivnit vysledek laboratorniho vySetfeni. Tato cast
laboratorni faze se stale zdokonaluje a vylepSuje, aby procento chyb bylo pokud mozno co
Spatné preanalytické casti se povazuje vznik hemolyzy. Hemolyza séra interferuje

S riznymi metodami a diky jejimu vzniku, maze byt vysledek znehodnocen.

Udaje v bakalaiské praci mohou byt uZitedné pro studenty v oboru zdravotni
laborant. Prace muze slouzit i pro nelékaiské zdravotniky, ktefi se zajimaji 0 danou

problematiku v ramci laboratorniho vysetfeni a nasledki vzniklych chyb.
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