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Slovo uvodem

Moderni medicina klade na lékare velké naroky — musi byt schopen zpracovat velké
mnozstvi informaci, a to nejenom klinickych. Kromé zobrazovacich metod se dnes
klinické uvazovani z velké asti opird o laboratorni metody, jejichZ spravna indikace
a interpretace jsou klicovymi poZadavky nejenom ke stanovenf spravné diagndzy
a sledovani 1écby, ale rovnéz z hlediska etického, ekonomického i forenzniho. S otéz-
kami vyuZivanflaboratornich vysetfeni se student mediciny setkd téméf ve vsech obo-
rech, v¢etné teoretickych a preklinickych. Ke spravné indikaci laboratornich vysetfeni
a interpretaci vysledkd je vsak kromé literarnich Udajd a klinické zkusenosti zapotfebi
alespon zékladni orientace v problematice odbéru biologického materialu, jeho pre-
analytického zpracovéni a také pochopeni principl pouzitych analytickych metod.
Tyto casto podcenované informace jsou pro Iékafe nezbytné nejenom k uvédoméni
si obrovskych moZnosti, ale také limitaci laboratornich vysetfeni, na zékladé kterych
mUZze byt pacient i vyznamneé biologicky, psychicky i ekonomicky poskozen. Vyznam
uvedenych znalosti pfi vlastni védecko-vyzkumné cinnosti je zfejmy. Kazdy klinik by
mél byt schopen cilené komunikovat se viemi laboratornimi pracovniky, a to i za pfed-
pokladu nepfitomnosti lékafe (napf. klinického biochemika).

Predklddana skripta ,Principy a vyuZiti vybranych analytickych metod v laboratorni
mediciné” si kladou za cil poskytnout studentlm mediciny souhrnné informace o nej-
ddlezitéjsich modernich instrumentalnich metodach, jejich principech a sou¢asném
vyuziti predevsim v klinické praxi. Vzhledem k rychlosti pfesunu primarné védecko-
-vyzkumné laboratorni technologie do oblasti klinické praxe jsme se viak nebranili
ani extrapolaci skript do biomedicinského a farmaceutického vyzkumu. Obsah skript
byl z edukacnich dlvodU rozdélen na tfi hlavni ¢asti — na preanalytickou fdzi, metody
detekéni a metody izolacni, separacni a amplifikacni, a upraven tak, aby zahrnoval ze-
jména instrumentaci, se kterou z ekonomickych dlvod( neni mozné studenty sezna-
mit v ramci praktické vyuky na teoretickych Ustavech lékarskych fakult. Na klinickych
pracovistich, kde je tato technika dostupnd, z provoznich dlvodd zpravidla nezbyva
dostatek ¢asu na blizsi seznamenti se s jejimi principy, spektrem moznostf jejiho vyuziti
a pochopeni praktickych limitaci. Pfi pfipravé publikace bylo nadi snahou, aby svym
rozsahem a zaméfenim vhodné doplnila, a pfitom nevybocovala z kontextu vzdéla-
vani [ékare. Text byl metodicky zaméfen na analyzu v kapalindch. Nejsou zde detailné
popsany metody pro analyzy plynl (@Z na nékolik vyjimek tykajicich se napf. krevnich
plynl nebo dechovych test(), techniky barveni tkani ani vizualiza¢ni techniky.

Vzhledem k soucasnému trendu spojovat réizné laboratorni obory plsobici na poli
mediciny do jednoho celku (tzv. laboratorni medicina) jsme pfi tvorbé skript oslovili
fadu autorll s bohatymi zkusenostmi jak z rutinniho vysetfovani, tak z védecko-vy-
zkumné a pedagogické ¢innosti. Spoluprace odbornikd z oblasti klinické biochemie,
molekuldrni biologie, imunologie, analytické chemie a dalsich umoznila vznik tymu,
ktery mohl text pfibliZit konceptu laboratorni mediciny, dat mu pfiméfenou hloubku
a terminologickou preciznost, obohatit ho o cenné poznatky z praxe a poskytnout
¢tendfim vhled do budouciho vyvoje. Spole¢né jsme usilovali o atraktivni, ctivou

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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publikaci s bohatou obrazovou dokumentaci véetné schémat, tabulek, aplikacnich
poznamek a otazek k zopakovani nabytych poznatkd. Jako dlleZitou soucést skript
povazujeme i Appendix s pfehledem a jednoduchym vysvétlenim odborné termi-
nologie a také Rejstfik. K prohloubenf svych znalosti mdze student vyuzit i cetnych
odkazd na literdrni zdroje.

Je nasi milou povinnosti podékovat na tomto misté pani prof. Jitce Ulrichové (ULCHB,
LF UP Olomouc), pani dr. Cibickové (lll. Internf klinika FN Olomouc), pani doc. Walte-
rové (ULCHB, LF UP Olomouc), panf dr. Metelkové (ONM, FN Olomouc), panu dr. Ma-
linovi (OKB, Nemocnice Pisek, a.s.), panu dr. Lochmanovi (OKB, FN Olomouc) a byvalé
studentce LF UP v Olomouci Lence Janouskové. Uvedené kolegyné a kolegové text,
resp. jeho ¢asti peclivé precetli a pomohli tak rukopis posunout smérem k lepsi srozu-
mitelnosti a vyuzitelnosti pro cilovou skupinu ¢tenard. Podékovani patii také dvema
nezavislym recenzentdim — panu prof. Smardovi (PfF MU, Brno) a panu prof. Stejskalovi
(Lékafska fakulta, Ostravska univerzita), jejichz pfipominky vyznamné prispély k celkové
kvalité a hodnoté dila. Za finan¢ni podporu dékujeme Evropskému socidlnimu fondu
a MSMT CR.

Bude pro nas velkym uspokojenim, pokud studenti v predklddaném ucebnim textu
najdou nejenom uzite¢né informace, ale ktery si také oblibi a k némuz se v prabéhu
pregradualniho studia i nasledné klinické praxe budou radi vracet. Snad i s motivaci
déle smérovat svlj profesni profil do tak vyznamné, dynamicky se rozvijejici oblasti,
jakou je laboratorni medicina.

Za kolektiv autor(
Norbert Cibic¢ek a Jan Vacek

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzano.



1 Preanalyticka faze laboratorniho vysetreni
N. Cibicek

Moderni medicina se stale vice opira o vysledky laboratornich a pomocnych vysetfent.
Paralelné s timto trendem rostou pozadavky na profesionalitu zdravotnickych pracovnik
a jejich ¢innost v souladu s pravidly etiky. Spravna indikace vysetreni, odbér, identifikace,
zpracovani, uchovavani a transport vzork( do laboratofe, kde je vzorek pfijat a pfipraven
kanalyze (ij. prepreanalyticka a preanalyticka faze), hraji vyznamnou roli v poskyto-
vani kvalitni Iékarské péce. Lékar odesilajici materidl pfedpoklada, ze vysetieni bude spo-
lehlivé, 1j. analyzy a vypocty budou v laboratofi provedeny kvalitné (analyticka faze).
Naopak laboratof po potvrzeni (verifikaci) dat a jejich prenosu klinikovi predpoklads, ze
vysledky budou spravné interpretovany a povedou k volbé adekvatni diagnosticko-lé-
Cebné strategie (tzv. postanalyticka a postpostanalyticka faze'). Pfi dirazu, ktery se
klade na kvalitu analytické ¢asti (chyby ,za desetinnou ¢arkou”), nabyva na vyznamu jak
preanalyticka slozka (chyby ,pfed desetinnou ¢arkou”), tak procesy nasledujici po analy-
ze (tab. 1). Dadvodem je skutecnost, ze k prevazné vétsiné chyb dochézi mimo laborator,
zhruba dvé ze tfi chyb jsou pfedvidatelné a jedna ze Ctyf ma pfimy vliv na diagnostiku
a lécbu. Velkd mnoZstvi pozadavk( na nepotiebné diagnostické testy vedou ke zbytec-
nym nakladlim, k mnoZstvi chybné interpretovanych vysledkd spojenych s riziky pro
pacienty a predstavujf jeden z hlavnich zdrojd neefektivity ve zdravotnictvi?,

Tab. 1 Nékteré zdroje chyb v pribéhu procesu laboratorniho vysetreni.

(pre-)preanalyticka faze analyticka faze (post-)postanalyticka
(~ 60 % chyb) (~ 15 % chyb) faze (~ 25 % chyb)
nespravné indikovany test $patné kalibrace sdéleni chybnych dat
nepochopend Zadanka skrytd interference odeslani dat na jiné misto
pacient nenf nalezité pfipraven méfeni mimo rozsah pozdni odeslani dat
odbér u jiného pacienta nehomogenita vzorku data jsou nekompletni
odbér do nevhodného systému $patnd interpretace dat
nespravné oznaceny vzorek chybné reakce na data
neadekvatni kvantita vzorku pozdni reakce na data
nevhodny transport vzorku

nespravna doba centrifugace

1 Soucéasti postanalytické faze je zapis dat do laboratorniho informacniho systému (LIS) a jejich pfenos
do nemocni¢niho informacniho systému (NIS), a tim k Iékafi. Koncept mUze byt doplnén o tzv. peri-
analytickou fézi, kterd zahrnuje konzultaci osetfujiciho Iékafe specialistou v laboratorni mediciné pfi
znalosti dil¢ich vysledkd.

2 Prikladem je stanoveni vsech dostupnych nadorovych biomarkerd pfi screeningu malignity na 10z-
kovém oddéleni nebo bezmyslenkovité vysetiovani u klinicky zcela jasného ¢i lécebné dale neovliv-
nitelného stavu.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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Modernf trendy ve vysetfovan( v misté péce o pacienta (POCT, Point Of Care Tes-
ting) mohou vést k usnadnénf diagnostiky z hlediska mista a ¢asu. Za kvalitu laborator-
niho testovani viak nese odpoveédnost provozovatel POCT pfistroje, kterym mdze byt
nejenom laboratof, ale i terénni ambulantnf ékar. Vzhledem k této skute¢nosti (POCT
analyzator je povaZovan za malou laboratof) je nutné, aby méli vichni zainteresovani
lékafi alespon zakladni povédomi o fizeni kvality v laboratornim provozu.

Prestoze se objekty zkoumani a metodiky pouzivané v oborech laboratorniho
komplementu (klinickd biochemie, mikrobiologie, hematologie, imunologie, farma-
kologie a daldf) v minulosti dramaticky ligily, jsou dnes v nékterych aspektech velmi
podobné?®, coz umoznuje vznik efektivnejsich oddéleni nebo ustavt ,laboratorni
mediciny”. Ke stanovovanym latkdm (analytdim) a testlm, které jiz na samostatnych
oddélenich tvorily heterogenni skupiny (tab. 2), mdze ve spojenych (konsolidovanych)
laboratofich pribyt Siroké spektrum vysetieni — od radioizotopd, pres nukleové kyseliny,
antigeny, viry, jednotlivé buriky az ke tkadnim resp. mikroorganizmdm.

Tab. 2 Priklady nékterych analyti bézné vysetfovanych v klinicko-biochemickych
laboratorich.

anorganické latky malé organické molekuly makromolekuly
sodné ionty glukéza albumin

draselné ionty mocovina transferin

vapnik kreatinin alaninaminotransferaza
horcik bilirubin lipdza

chloridy cholesterol imunoglobuliny
fosforec¢nany volny trijodtyronin a-1-fetoprotein

Zelezo digoxin CGreaktivni protein
oxid uhlicity etanol srde¢ni troponin

11 Prepreanalytické vlivy na vysledek

Viysledek vysetfeni mize z hlediska prepreanalytické faze ovlivnit fada faktort (tab. 1).
Nékteré z nich mohou byt pro laboratof dévodem k odmitnuti vzorku. Vliv sprdvného
uchovavani vzorku pfed analyzou a vybéru vhodného odbérového systému demon-
struje obr. 1.

U konkrétniho pacienta Ize rozlisovat faktory ,neovlivnitelné” (vék, gravidita, intra-
individualIni variabilita?) a faktory ,ovlivnitelné” (stres, pfijem potravy, uzivani lékd). Po-
hlavi ma vliv zejména na pohlavni hormony, cerveny krevni obraz a molekuly zavislé

3 Jde o molekularni pristupy, sdileni pfijmu a zpracovani materialu, pfistrojové techniky, fizenf kvality
a vyuzivani komunikacnich a archivacnich systémda.

4 IntraindividudIni variabilita (neboli biologickd proménlivost) je rozptyl hodnoty vysetfovaného ana-
lytu v dUsledku pfitomnosti biologickych faktor( a jejich plisobeni u daného pacienta v ¢ase.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzano.
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Obr. 1 Pfistanoveni amoniaku je nutné okamZzité chlazeni a casnd analyza (A).
Uchovdvdni vzorku pro stanoveni glukdzy (pfi standardni laboratorni teploté) vyzaduje
odbérovy systém s inhibitorem glykolytickych enzymd — fluoridem sodnym (B).

na svalové hmoté. Vék hraje roli u analytd souvisejicich s mnozstvim svalové hmoty,
pohlavim (hormony v¢. hypotalamo-hypofyzarni osy), ristem a remodelaci pojiva.
ZvI&stnikapitolu tvofi novorozenci. Cyklické variace jsou pravidelné jevy s predikova-
telnou periodou. Rozezndvame variace ultradidnni (s periodou < 24 h), cirkadianni nebo
diurndIni (~ 24 h), infradidnni (> 24 h) a sezénni nebo cirkanudlni (~ 1 r). Latky, jejichz
koncentrace se meni ultradianné, se vyplavuji ndrazové (nékteré hormony). Analyty
kolisajici s cirkadidnni periodou maji maximum v rlizné dennf nebo no¢ni dobé. Kro-
mé fady hormon( sem fadime celkovou bilkovinu, draslik (oboji max. rdno), kreatinin
(max. vecer) a interleukin-Ta (max. v noci). Tfetf kategorie je typicka pro analyty zavislé
na menstruacnim cyklu. Sezonni zmény se tykaj latek s vazbou na vyzivu a/nebo klima
(vitamin D). Pro zhodnoceni dynamiky musime zachovat dobu odbéru, resp. pocitat
s vlivem rytmu. V gravidité nemUze prekvapit narlst koncentracf 1dtek produkovanych
trofoblastem nebo orgény plodu®. Dochdzi také k hemodiluci, zvyseni glomeruldrni
filtrace a zménadm v rovnovéze srézecich a zanétlivych faktor (ve smyslu +). U méné
specifickych testd uvazujeme i o vlivu jinych onemocnéni — komorbidit. Z ovlivnitel-
nych faktorll jmenujme télesnou zatéz, kterd pfi vysoké intenzité vede k laktdtové
acidéze, hemokoncentraci, poklesu glomerularni filtrace, uvolnénf latek ze svall (napf.
myoglobin nebo AST) a proteinurii. Stres méa za nasledek sympatikotonii a mimo jiné
i vyplaveni hormont kiry i dfené nadledvin se véemi metabolickymi a funkénimi dd-
sledky. Prijem potravy a tekutin byva kratkodobé spojen se zménami metabolickych
ukazatell (postprandidlni vzestup glykémie a triacylglycerolémie, nardst koncentrace
kyseliny mocové po konzumaci masa, pokles koncentrace drasliku a fosforu spojeny se
zahdjenim vyzivy po delsim hladovéni), mize modifikovat pH moci nebo zkompliko-
vat analytickou fazi interferenci lipidQ. Prijaté tekutiny mohou obsahovat napf. sacha-
ridy a ovlivnit tak vydetfeni glukdzy nebo alkohol, ktery vede ke zvyseni koncentrace

5 Napf. zvyseny onkomarker a-fetoprotein musi u fertilnich zen vzdy vést k podezieni na téhotenstvi.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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triacylglyceroll a osmolality; nedostatek tekutin vede k hemokoncentraci (projevuji-
ci se napf. zvysenim albuminémie, koncentrace hemoglobinu, hematokritu a poctu
erytrocytl v litru krve). Z dlouhodobého hlediska ovliviiuje vyZiva zastoupeni lipidd,
protein0, minerald, vitamind i metabolitd (napf. striktni veganstvi vede ke snizeni sé-
rové koncentrace cholesterolu a triacylglycerold, ale i proteind, Zeleza a vitaminu B,
u alkoholik( pozorujeme snizeni koncentrace kyseliny listové a zvyseni homocysteinu).
Koufteni, uzivani Iéka a pravidelny pfijem navykovych latek se projevuje pestrymi
metabolickymi zménami, zménami v koncentraci antioxidantl (napf. poklesem vitaminu
C, A a selenu u kufak®), onkomarkerd (napf. nartst CEA u kufdkd), modulaci krevniho
obrazu (makrocytéza u alkoholikl, granulocytéza u kufakd), orgdnovym poskozenim
a Cetnymi analytickymi interferencemi. Otravy, Urazy a operace maji za nasledek velmi
komplexni poruchy vnitiniho prostredi provazené fadou kompenzacnich mechanizmd.
Z vyse uvedenych dlvod Ize k pripravé pred odbérem biologického vzorku obecné
doporucit néasledujici pravidla:
= zdrZeni se intenzivni fyzické aktivity® (po dobu 1-2 dnd),
= vynechdni postradatelnych Iékd a ndvykovych latek” (v¢etné alkoholu, kofeinu a ni-
kotinu), a to po dobu 1 az 3 dnl (d&vodem jsou potencidlni interference v analyze
moci a vliv téchto latek na nekteré funkeni testy),
= 10-12 hod la¢nénf (je povoleno pouze piti ¢isté vody).

Odbér ma byt proveden po 15-minutovém zklidnéni vsedé nebo vpolosedé (u imo-
bilnich pacientl vleze), idedlné mezi 6-8 h ranni. Pokud se protokol odbéru vyznamné
liSf (napt. pfi funkenich testech nebo vyzaduje-li to charakter analytu a stabilita vzorku),
musi na tuto skute¢nost indikujici [ékaf upozornit nejenom pacienta, ale také odebira-
jici zdravotnicky personal a laboratof.

1.2 Typy vzorki, jejich pfiprava a vyznam

1.21  Plnd krev, plazma a sérum

PInd krev je vyuzivana nejenom v hematologii (vysetieni hemoglobinu, hema-
tokritu, diferencidlniho rozpoctu krvinek, koagula¢nich parametrQ), ale i v jinych
oborech. Srazeni krve zabranime vybérem zkumavky s pfidanym aditivem — zde
antikoagula¢nim ¢inidlem. Mze jit bud o soli heparinu (litnd, sodnd, draselna nebo
amonna), anebo o chelata¢ni ¢inidlo, které vaze volné ionty kalcia — sodna, draselna
nebo amonna sl kyseliny citronové (citrat), etylendiamintetraoctové (EDTA), nebo
Stavelové (oxalat).

Centrifugaci (viz kap. 3.1) nesraZzené pIné krve se nad formovanymi krevnimi ele-
menty (v supernatantu) vytvofi plazma (obr. 2A). Hlavni vyhodou vysetfeni plazmy

6  Vysetfeni prostatického specifického antigenu (PSA) vyzaduje i vylouceni jizdy na kole (falesné zvy-
senf).

7 Na moznost uzivani téchto latek a jejich vlivy musi Iékai myslet a od pacienta dikladné odebrat
anamnézu.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzano.



plazma s obsahem

srazecich faktord
_ sérum
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P = leukocyty (gel)
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\\  krevni
zkumavka s antikoagulacnim erytrocyty - zkumavka bez antikoagulacniho srazenina
Cinidlem Cinidla (s gelem)
A B

Obr. 2 Priprava plazmy (A) a séra (B). Hlavni rozdil je v moZnosti sraZenf krve pfed centri-
fugaci (podminky zavisi na zkumavce a testu — 1500 az 3000 g, 10— 15 min, 4 nebo 20 °C).

je zkraceni ¢asu od odbéru materidlu k jeho analyze. Plazma se proto doporucuje
jako material volby v naléhavych situacich (statimova vysetieni). Odbér plazmy
je nutny pfi stanoveni glukdzy z diagnostickych divodd, déle pfi stanoveni laktatu
a amoniaku. Nevyhodou aditiv je jejich interference s nékterymi testy (stanovenf
mineral( a rznych enzymu veé. DNA-polymerdzy vyuzivané v polymerazové fete-
zové reakdi, viz kap. 3.2).

Pokud pInou krev nechdme nejdrive (cca 30 min) srazit®, naslednou centrifugaci od
srazeniny oddélime krevni sérum (obr. 2B). Koncentrace vétsiny latek se mezi plazmou
a sérem vyznamneé nelisi. Vyjimkou je napf. koncentrace celkové bilkoviny® (v plazmé
04 % vyssi) a koncentrace drasliku, fosforu a glukézy (v plazmeé o 5-8 % nizsf). Ode-
birdme Zilni, arteridIni a (arterializovanou'®) kapilarnf krev, pficemz centrifugace se vy-
uziva zejména u krve Zilni.

Odbér Zilnf krve (venepunkci) provadi zaskoleny zdravotnicky personal (v nasi zemi
nejcastéji zdravotni sestra). Kvalitni odbér ma nékolik predpokladl — jednim z prvnich
je spravné nacasovani odbéru (cyklické variace, eliminace latky z organizmu, funkéni
testy). Pfed samotnym odbérem je potfeba dbat na:
= identifikaci pacienta (zejména u déti a seniortl),
= poskytnuti jeho informovaného souhlasu (napf. u genetickych testd nebo testd

na HIV),
= ziskani anamnestickych dat (medikace, dodrzeni rezimu),
= spravnou polohu pacienta (nejenom pfi odbéru ale také pred nim z dlvodu

ovlivnéni napf. glomerularni filtrace),

8  Kurychleni koagulace slouzi aktivator sraZzenf (pokracovani srazeni v analyzatoru by vedlo k interfe-
rencim).

9  Jde zejména o fibrinogen a faktory krevniho srazeni, které nebyly koagulaci spotfebovény.

10 Tzv. ,arterializace” se dosdhne postupy (napf. lokdlnim zahtatim), které maji za cil maximalizovat krev-
ni pritok v kapildrach (,hyperemizaci®) a priblizit tak hodnoty vysetfovanych parametrd situaci v te-
penném fecisti.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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= zamezeni pfenosu infekénich agens (ochranné pomdcky a dezinfekce),

= prevenci alergické reakce pacienta (latex, dezinfekce, naplasti),

= spravny vybér jehly a mista vpichu (zejména pfi nitroZilnich infuzich, operacich,
jizvach a krevnich podlitindch),

= anapocet, typ a pofadi pouziti odbérovych stfikacek (viz ddle).

Standardni volbou pfi vpichu je kubitélni Zila. V indikovanych pfipadech, napf.
pro vysetfeni krevnich plyn0 (vice viz dale), Ize k odbéru vyuZit i zavedeny cent-
ralni Zilnf katetr'". Misto vpichu musf byt po dezinfekci suché kvUli prevenci rozpa-
du krvinek a analytickym interferencim. Prabéh zily md&zeme oziejmit kratkym (~
1 min) a mirnym stazenim proximalnf ¢asti paZe turniketem. Nejvalidnéjsi vysledky
jsou z prvniho vzorku. Dal3i vzorky mohou vykazovat vlivy venostazy, lokalni he-
mokoncentrace a aktivace hemostazy. ,Pumpovani” rukou/pazi vede k lokalnimu
anaerobnimu metabolizmu a vyplaveni bunééného obsahu. V soucasnosti jsou
pro odbér krve vyuzivany téméf vyhradné tzv. uzaviené systémy, které neumoz-
nuji pfimy kontakt pracovnika se vzorkem. Chranf tak nejenom pred kontaminaci
biologického materidly, ale i pred kontaktem osob s (potencialné) infekénf krvi.
Krev ma byt odebirdna (resp. vypousténa do zkumavek) pomalu, aby se pfedeslo
rozpadu krvinek. Obsahuje-li odbérovy systém aditiva, je nutné odebrat pfesny
objem krve uvedeny na odbérové nddobce'”. Po odbéru se nddobka nékolikrat
otocf vickem doll a zpatky, aby se krev s aditivem promichala. Charakter aditiva
Ize rozeznat z barvy vicka (tab. 3)".

Krev odebranou do odbérové nadobky s aditivem nikdy nepfelévame do nadobky
jiné. Z dlivodu mozné kontaminace existuje doporucené poradi odbérd:
= odbérovy systém pro hemokulturu (nativni krev — mikrobiologie),
= zkumavka s akcelerdtorem srazeni (sérum — biochemie, sérologie, é¢iva),
= zkumavka s citratem (pIna krev — hemokoagulace, sedimentace erytrocytd),
= zkumavka s heparinem (plazma nebo pIna krev — vysetfeni krevnich plynd),
= zkumavka s EDTA (pInd krev nebo plazma — krevni obraz, molekularni biologie),
= zkumavka s NaF (pIna krev nebo plazma — glykovany hemoglobin, glukéza).

Separacni zkumavky obsahuji gel, ktery diky své hustoté vytvori pfi centrifugaci
vrstvu oddeélujici supernatant od krevnich elementd, ¢imz po dobu nékolika dni zamezi
jeho kontaminaci obsahem bunék. Nevyhodou gelu je moznost zpUsobit interference
v imunoanalyze (viz kap. 2.4). Granule krastenu (inertni plast) maji podobnou funkci
jako gel, urychluji sréZzeni a brani hemolyze. Molekuldrné-biologické metody mohou
vyzadovat odbér do zvlastnich zkumavek (napt. pro izolaci RNA).

11 Pred odbérem se musi (na pll minuty) zastavit vsechny inflze. Odbér se provadi az po odsati 5-10 ml
krve mimo odbérovou naddobu. U dvou- a vicecestnych katetrll odebirdme pouze z lumen, které Usti
nejblize k pacientovi. Pfi interpretaci vysledkd testl je potfeba znat rozdily ve sloZeni centralni a peri-
ferni Zilni krve.

12 Pokud pomér mezi ¢inidlem a krvi neni dodrzen, vznika riziko osmotickych presunti vody a hemolyzy.

13 Znaceni vicek odbérovych nddobek neni mezi vyrobci jednotné — zavisi na harmonizaci vyrobce se
zvolenym standardem nebo platnou normou. Odebirajici personal se proto musi vzdy fidit pokyny
své laboratore.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzano.



Tab. 3 Priklad znaceni vicek, obsahu aditiv a vyuziti odbérovych nddobek™.

barva vicka

aditivum

pozadovany materidl a vyuziti

cervena (pfipadné bild)
v kombinaci s ¢ernou
(bilou)

7adné nebo akcelerator
srazeni

sérum - klinickd biochemie
(specidlni metody), mikrobiologicka
sérologie, imunologie, [é¢iva

cervena v kombinaci
se Zlutou (gel) nebo
Cervenou (granule)

akcelerator srédzeni
(separacni gel / granule)

sérum - klinickd biochemie
(rutinni metody), sérologie, lé¢iva

zelena v kombinaci
s cernou nebo Zlutou (gel)

heparinat litny, sodny
atd. (separacni gel)

plazma nebo plna krev - klinickd
biochemie (statim), krevni plyny

levandulova nebo
rtizova v kombinaci
s ¢ernou nebo zlutou (gel)

EDTA draselny, pfip.
aprotinin k inhibici
trypsinu (separacni gel)

plna krev — krevni obraz, plazma
— imunohematologie, molekularni
biologie a genetika, polypeptidy

bledé modra

citrat sodny (1:10)

plna krev — hemokoagulace

cerna

citrat sodny (1:5)

plna krev — sedimentace (FW)

Seda v kombinaci
s cernou

antikoagulans (EDTA..)
a inhibitor glykolyzy (NaF)

plna krev (plazma) - stanoveni
glykovaného Hb, glukézy a laktatu

tmavé modra

aktivator srazeni nebo

sérum nebo plazma - stanovenf

naopak heparinat
sodny

v kombinaci s ¢ernou stopovych prvki

zluta v kombinaci
s cernou

roztoky s obsahem
citratu

plna krev — urcenf krevni skupiny

Punkce tepny se nejcastéji provadi pro stanoveni krevnich plynt (vysetfeni dle As-
trupa'®) a laktatu. Primarné se voli radialni tepna na nedominantni koncetiné™. Odbér
provadi zkuseny zdravotnicky personadl (vétsinou lékar). Sérii odbérd Ize u novorozence
udélat po kanylaci umbilikdIni tepny. Stifkacka obsahuje heparinat litny, v pfipadé sta-
noveniiontld musfjit o tzv. titrovany, ¢ili iontové vyvazeny heparin. Odbér pro vysetie-
ni krevnich plynd je pfisné anaerobni, tj. bez bublin a vyZaduje dokonalé promichanf
vzorku s protisrazlivym cinidlem. Pokud nenf k dispozici POCT analyzator umoznujici
vysetreni u l0zka pacienta, pak je zpravidla nutné zajistit neprodleny (do 15 minut)
transport do laboratofe. Pokud je nddobka vloZena do prostfedf tajiciho ledu, Ize sta-
bilitu vzorku prodlouZit aZ na dveé hodiny'®.

Dlvody k odbéru kapilarni krve zahrnuji snizeni rizika spojeného s punkci tepny
pfi vysetfenfkrevnich plynd, moznost odbéru omezeného objemu krve napf. u malych
déti, nepfistupnost cév v disledku popélenin nebo bandazi, pfipadné snizenou kvalitu
Zil ¢i komfort pacienta. Kromé stanoveni krevnich plynt a glukézy se tento typ odbé-

14 Zméfené parametry jsou pH a p,CO,, (parcialni tlak CO, v arteridIni krvi), vypocitané jsou koncentrace
HCO, a tzv. base excess; p,0, a saturace hemoglobinu kyslikem se uvadeji pro pochopenti acidoba-
zickych zmén.

15 Lze vyuzitifemordInf (vyjimecné brachidlni) tepnu. Tzv. Allendv test slouzi k posouzeni prlichodnosti
tepen dlanovych tepennych obloukU. Pfi $patné funkci tepen neni odbér doporucen (riziko trombo-
tizace tepny).

16  Pfi nedodrZenf uvedenych podminek dojde k faleinému poklesu pH a p,O, provazanému zvysenim
p,CO,.

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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ru nejcastéji provadi u malych déti, pro POCT nebo pro vysetieni ze suché kapky krve
v ramci screeningu dédi¢nych metabolickych poruch. Standardnim mistem odbéru
je laterdIni strana Spicky prstu ruky, kterd se po dezinfekci propichne jehlou (lancetou).
U novorozencl volime laterdIni stranu paticky, u starsich déti usni laldcek. Tento typ
odbéru naopak nevolime v pfipadech snizeného prokrveni periferie. Pfed odbérem
dbame na vysuseni antiseptika, event. na nutnost predchoziho zahtati”. Jde o ote-
vienou formu odbéru - krev mé po propichnuti kiize volné vytékat. Brisko prstu se
nestlacuje, aby se krev nemichala s tkdfovym mokem. Prvni kapka se neodebira. Dalsi
kapka je nasata do (heparinizované) kapilary, sbirdna do zvlastni zkumavky, anebo je
nasata filtracnim papirkem, ktery je poté vysusen. Kapilary jsou vybaveny kovovou ty-
¢inkou k usnadnéni promichani krve (pomoci magnetu). Krev odebrand do kapilary jiz
zpravidla nesmi byt prenesena na filtra¢ni papir. Rozdily oproti standardnimu zilnimu
odbéru jsou v jednotkdch % — koncentrace glukdzy a drasliku je v kapilarni krvi vy3si,
naopak sodfk a vapnik jsou zde mirné nizsf.

Na priibéh analyzy vzorku a také na procesy nasledujici po analyze ma vyznamny
vliv matrice. Matrice je nosi¢ zkoumaného analytu neboli viechny slozky analyzovaného
vzorku kromé stanovované latky. Mezi slozky systému, které majf v pfipadé nepfimérené
vysokych koncentraci rusivy vliv, patif hemoglobin, bilirubin a lipoproteiny. Vzhledem
k charakteristickému zbarveni, které uvedené latky matrici propQjcuji, pak mluvime
o hemolytickém (hemoglobin, cervené zbarven), ikterickém (bilirubin, Zluty kolorit)
a lipemickém (lipoproteiny, ,mlécné” neboli chylozni zbarveni) vzhledu séra, plazmy,
mozkomisniho moku, vypotku apod. Vysokd koncentrace hemoglobinu vznikd v da-
sledku hemolyzy. Hemolyza je definovand jako poruseni membrany erytrocytd, které
vyusti v uvolnéni koncentrovanych intracelularnich komponent (nejenom hemoglobinu,
ale i drasliku, horciku, fosfatu a enzymu) do okolniho média. Hemolyzu piné krve, ale ani
mirné hemolytické zmény séra/plazmy (do zhruba 0,1-0,5 g Hb/I) laboratorn{ personal
nepozna. K hemolyze muze dojit jak in vivo (intravaskularné pfi rznych onemocné-
nich), tak in vitro (pfi odbéru, transportu, piipraveé nebo skladovani vzorku). Ve druhém
pfipadé se na jevu podileji ¢initele mechanické (tfepani, rychlé nasavani podtlakem
nebo vypousteni do zkumavky pres jehlu, nevhodna centrifugace nebo transport),
osmotické (voda ve zkumavce), tepelné (jak zmrznuti tak pfehfati vzorku) nebo che-
mické (dezinfenkce). Hemoglobin a dalsi latky vedou k fadé analytickych interferenci
jak u biochemickych'®, tak molekularné-biologickych™ metod. Moderni automatické
biochemické analyzéatory dokazi tyto parametry pomeérné presné sledovat a zabranit
tak vydani potenciadlné chybného vysledku. Mira interference matrice vzorku se béz-
né vyjadruje pomoci tif index — hemolytického, ikterického a lipemického. Vysledky
nékterych metod (napt. kalémie) Ize do jisté miry korigovat; spravna interpretace dat
véak zpravidla vyzaduje novy odbér (pokud je ovsem predpoklad, Ze se pfi dalsim od-
béru kvalita vzorku upravi).

17 Arterializovana kapilarni krev méze mit nizsi hodnoty pO, nez krev arterialnf.
18  Tyka se napt. vydetieni bilirubinu, cholesterolu, glukdzy, kyseliny mocové nebo amylazy.
19 Hemoglobin mlze interferovat s analyzou RNA pomoci PCR s reverzni transkriptazou (RT-PCR).

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzano.



1.2.2 Mot

Mo¢ se odebird neinvazivnimi (pfi moceni, ¢ili mikci), miniinvazivnimi (aseptickym
cévkovanim) a invazivnimi (aseptickou suprapubickou punkci) zptsoby?. Pfi potizich
s udrzenim moci (inkontinenci) nebo naopak pfi neschopnosti se vymocit do sbér-
né nadoby (v dUsledku téZkého stavu, bezvédomi nebo prosté obstrukce mocovych
cest) Ize odbér realizovat pomoci cévkovani. Zakrok vzhledem k rizikovosti (zejména
u muzU) provadi zkuseny zdravotnicky pracovnik. U kojencd mize byt sbér proveden
do plastového vaku fixovaného kolem Usti mocové trubice. Jestlize se moc shird v ¢ase,
mUze sbér probihat bud'v prlibéhu noci, kdy je pacient v horizontalni poloze?', anebo
pres den po definovanou dobu, napt. 4, 12 nebo (nejcasteji) 24 hodin. Vyhodou delsi
doby sbéru je minimalizace vlivu cirkadidnnich zmén —Ize ho vyuZit napt. pro stanove-
ni vylucovani bilkovin (proteinurie), kortizolu, minerald nebo pro odhad glomerularni
filtrace pomoci clearance kreatininu. Pfed zahajenim odbéru musi byt mocovy méchyr
vyprazdnény. Odbérovd nddoba ma byt po celou dobu sbéru chlazend a musi obsa-
hovat veskerou vylouc¢enou moc. Pfed odbérem vzorku se mo¢ promicha. Celkovy
objem Ize urcit ze zmény hmotnosti odbérové nadoby. Vzhledem k obtiZim provést
sbér modi kvalitné a Uplné se od ného v indikovanych pfipadech ustupuje a dopo-
rucuje se prvni ranni vzorek po celono¢nim lacnéni. Odbéru mé pfedchazet ocisténi
Usti mocové trubice (riziko bakteridlni kontaminace) a také instruktaz pacienta tykajici
se rezimovych opatfeni (dieta, vysazenf interferujicich Iékd). Prvni ranni moc¢ je kon-
centrovana a je proto vhodna jak pro mikroskopické vysetteni, tak pro stanoveni latek
vyluc¢ovanych v minimalnfim mnozstvi, napf. albuminu??. Nahodny vzorek moci se vy-
uziva pro rutinni screeningové testy a testy mikrobiologické (kultivace mikrobialnich
agens na zivnych ptdach). Naopak odbéry pro toxikologii vyzaduji nacasovani. Detek-
ce patogenl v prvnich nékolika ml moci mdze svédcit pro zanét mocové trubice; tzv.
stfedni proud mUZe informovat o mikrobidInim osidleni mo¢ového méchyre. Moc Ize
pfi sbéru stabilizovat kyselinou chlorovodikovou, dusi¢nou, nebo uhli¢itanem sodnym.
Vzhledem k interferencim se viak davd pfednost neprodlené analyze jednordzového
Cerstvého vzorku nativni modi, kterd jesté mlze obsahovat neporusené valce (odlitky
ledvinnych tubult), event. se volf vzorky chlazené.

Moc¢ Ize v ambulantnich podminkéch orientacné vysetfit pomoci testovacich pa-
pirkl obsahujicich cca 10 testt?. V klinicko-biochemické laboratofi se mo¢ rutinne
vysetfuje jednak chemicky a jednak mikroskopicky (sediment). Zvlastni vyznam v di-
ferencidlni diagnostice hematurie (pfftomnosti krve v moci) méa vysetreni erytrocytd

20 Invazivni odbér se typicky provadi napf. u kojencd.

21 Napf. albuminurie stoupa jiz po 15-30 min ve vertikdIni pozici kvali nardstu hydrostatického tlaku
v glomerulech zpsobenému zménou vysky vodniho sloupce (zhruba o jeden metr).

22 Vysetieni vylucovani malého mnozstvi albuminu do modi (plvodné a nespravné ,mikroalbumin-
urie”) ma zasadni vyznam jak u hypertonikd, tak u diabetikd, u kterych mdze prokéazat casnou fazi
poskozeni funkce ledvin.

23 Patii sem napf. vysetieni glukdzy, celkové bilkoviny, bilirubinu, ketoldtek, pH, hustoty (specifické
hmotnosti), krve a leukocytl. Papirky Ize hodnotit i pomoci automatickych analyzatord (reflexni
spektroskopie, viz kap. 2.1).

Tato e-kniha byla zakoupena na vydavatelstvi.upol.cz. Dalsi Sifeni je zakdzéno.
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