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Ovlivnéni vysledkt laboratornich vySetreni

Predstaveni kapitoly

Laboratorni vysetfeni je nedilnou soucasti moderni mediciny. K posouzeni zdravotniho stavu
vySetfované osoby je zapotrebi co nejvice informaci, které lze ziskat z rGznych zdroji: z anamnézy,
z fyzikdlniho vysetfeni, z laboratorniho vysetfeni, z pfistrojového a funkéniho vysetreni. Priblizné
60-70 % klinickych rozhodnuti je ¢inéno na zakladé laboratornich dat. Aby tato rozhodnuti byla
spravna, je naprosto nezbytné, aby laboratorni proces byl pfesny, standardizovany a co nejméné
nachylny k chybam. Cely laboratorni proces Ize rozdélit do tti zakladnich fazi: preanalyticka, analyticka
a postanalytickd. Kazda z nich ma sva specifika a mozna rizika vzniku chyb, kterd mohou vyznamné
ovlivnit vysledek vySetreni i jeho interpretaci.
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(Pfehled procesu zpracovani vzorku — od pacienta az k vysledku)

1 Preanalyticka faze laboratorniho vysetreni

Preanalyticka faze je nejdllezitéjsi a zaroven nejzranitelnéjsi ¢ast laboratorniho procesu. Zacina
uz v okamziku indikace laboratorniho testu a konéi tésné pred samotnou analyzou vzorku ve
specializované laboratofi. Podle studii vznika az 70 % vSech laboratornich chyb pravé v této fazi.

1.1 Faktory ovliviujici vysledky laboratornich vysetreni

Kvalita laboratorniho vysledku nevychazi jen z presnosti samotné analytické metody, ale uz od
pfipravy a stavu pacienta, pres zpUsob odbéru vzorku, az po jeho transport a uchovani. Pokud v
kterékoliv z téchto fazi dojde k chybé, vysledky mohou byt zkreslené nebo UpIné neplatné.

1.1.1 Biologické faktory pacienta

Nez viibec dojde k odbéru, hraje roli stav pacienta. Na laboratorni hodnoty pulsobi celd fada
neovlivnitelnych faktord — naptiklad pohlavi (muzi maji fyziologicky vyssi hladinu hemoglobinu), vék
(novorozenci, déti i seniofi se odlisuji v fadé parametr(), etnicita, biologické rytmy (napf. kortizol se
méni béhem dne), téhotenstvi nebo pritomnost jiného onemocnéni. Vliv ma i biologicky polocas
jednotlivych analyt(, tedy rychlost, s jakou se latky z téla odbouravaiji.

Kromé toho existuji i faktory ovlivnitelné — chovani pacienta pred odbérem. Patfi sem fyzicka
aktivita (krdtce po zatézi stoupa laktat, CK (kreatinkinasa) nebo AST (aspartataminotransferasa),
psychicky stres (zvysuje hladiny stresovych hormon( a méni glykemii ¢i pocet bilych krvinek), pfijem
potravy (ovliviiuje glukdzu a lipidy), alkohol, koufeni i uzivané léky.

Proto je zasadni pacienta pfed vySetfenim poucit (napf. pfijit nalacno, vyhnout se alkoholu,
intenzivnimu cviéeni ¢i koufeni). Jen tak |ze ziskat hodnoty, které skutecné odpovidaji jeho zdravotnimu
stavu.

Otdzka: Jak byste postupovali, kdybyste byli na odbérech krve a uvédomili si, Ze jste si byli

° den predem zacvicit a dali si vydatnou veceri?
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1.1.2 Klicové kroky pfi odbéru vzorku

Jakmile je pacient pfipraven, pfechazi se k samotnému odbéru. DileZité je zvolit spravny typ
biologického materialu (plna krev, plazma, sérum, mo¢, mozkomisni mok apod.) a spravné nacasovat
odbér (napf. rano nalac¢no). Na vysledky ma vliv i poloha pacienta — vleZe a ve stoje se lisi distribuce
tekutin.

Popis odbérove zkumavky Uzdvir

Barva uzivéru Poutiti

Dalsim krokem je volba odbérové zkumavky SR SR

| Srazliva krev

(barevné odliseni zkumavek se muze lisit mezi vyrobci, | S akevatocum srioni a aetien

Hnéda Priprava séra

zde uvedené od vyrobce Sarstedt):

VySetieni krevniho
obrazu, krevni skupiny,
glykovaného hemoglobinu,
sedimentace erytrocytd

Nesrazliva krev EDTA

e (lervend (EDTA) — hematologie (nesrazlivd krev), — “o™

Cervena

e hnéda (separacni gel) — biochemie (sérum), ettt brw cre socny
| (1:9)
Citrat sodny 3,2

il
Zelena Koagulalni vydetieni

e zelena (citradt sodny) — koagulace,

| Nesrazliva krev citrat sodny

e  Zluta (fluorid sodny) — glukéza, | (1-4) “,l sedmencaco ey
Citrat sodny 3,2 %

¢ fialova (citrat sodny) — sedimentace. =—
Huta px\.\;;“s"c'v‘ laktatu a
homocysteinu

| Nesrazliva krev
| EDTA a fluorid sodny

Samotny odbér ovliviiuje i technika: pfilis dlouhé

Nesrazliva krev heparin
Heparinat lithny

Priprava plazmy

OranZova
s heparinem

stazeni paze turniketem (> 1 minuta) vede k | ,
hemokoncentraci a falesnym vysledkim, nespravna (Zdroj: http://ukbd.fnhk.cz/odberovy-system.htmi#01)
dezinfekce mize vzorek kontaminovat.

1.1.3 Transport a skladovani vzorku

Po odbéru nasleduje transport a uchovani. Zde je cilem minimalizovat ¢as do analyzy a zachovat
stabilitu vzorku.

e PIna krev: pfi stani se méni sloZeni (Unik drasliku z erytrocytl, spotfeba glukdzy a kysliku).

e Sérum: je stabilnéjsi, kratkodobé skladovatelné v lednici, pro delsi dobu se zmrazuje.

e Moc: bez konzervace rychle podléha bakteridlnim zméndm - nutnd konzervace nebo chlazeni.
Citlivé latky (napft. bilirubin): musi se chranit pred svétlem.

Pozndamka: Pind krev je krev obsahujici jak plazmu, tak krevni elementy (erytrocyty, leukocyty,

ANNNN

trombocyty). PouZivd se hlavné v hematologii a koagulacnich vysetfenich a musi byt odebrdna
do zkumavky s antikoagulantem, aby se nesrazila.
Sérum je tekutd slozka krve ziskand po sraZeni a centrifugaci, neobsahuje fibrinogen a pouZivd

se predevsim v biochemii a sérologii. Oproti plné krvi je stabilnéjsi a snadnéji se skladuje.

’) Otdzka: Které laboratorni parametry je nutné odebirat vyhradné rdno a proc?

° Jaké zmény nastdvaji pfi delsim stdni pIné krve bez stabilizace?
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2 Analyticka faze a analytické vlastnosti laboratornich metod

Analyticka faze predstavuje klicovou ¢ast laboratorniho procesu. V této chvili uz je vzorek pacienta
odebrany, pfipraveny a prichazi na radu vlastni analyza biologického materidlu pomoci pfistrojd,
reagencii a metod. Moderni laboratore vyuzivaji automatizované analyzatory a sofistikované kontrolni
systémy, proto je analytickd faze povazovdna za nejlépe sledovanou a nejspolehlivéjsi cast celého

procesu. Pfesto ani zde nelze chyby zcela vyloucit.

2.1 Co muze ovlivnit vysledek v analytické fazi?

¢ Technicky stav pfistroji: analyzatory potfebuji pravidelnou kalibraci a idrzbu. Necisté optické
cesty, poruchy pipetovaci jednotky nebo zanesené sondy mohou vést k nesprdvnym
vysledk(im.

e Kvalita cinidel: reagencie maji omezenou Zivotnost a citlivost na teplotu. Nespravné
skladované nebo proslé Cinidlo mlzZe zménit intenzitu barevné reakce a vést k faleSnym
hodnotam.

e Automatizace vs. manualni analyza: automatizované systémy snizuji riziko lidské chyby, ale
pokud dojde k chybé softwaru, mohou byt nespravné zpracovany desitky vzork(. Naopak u
manualnich postupl hraje roli zkusenost a presnost pracovnika.

e Standardni operacni postupy (SOP): pokud neni presné dodrZen predepsany protokol (napf.
inkubadni ¢asy, objemy pipetovanych vzorka), vysledky ztraceji reprodukovatelnost.

Pozndamka: Chybovost v analytické fazi je niZsi neZ v preanalytické, protoZe moderni laboratore

ANNNN

vyuZivaji vysoky stuperi automatizace a kontrolnich mechanismu. Pfesto mohou mit chyby v
této fdzi zavazné disledky — vést k nespravnym vysledkum a ndsledné k falesné negativnim ci

falesné pozitivnim ndleziim, coZ muZe vyrazné ovlivnit diagnostiku a Iécbu pacienta.

2.2 Jaké chyby mohou vzniknout?

Pfi realném méreni dochazi ke vzniku nahodnych i systematickych chyb. Hodnota ziskana
mérenim neni pfesné rovna mérené velicing, ale je vidy ziskana s jistou chybou neboli odchylkou.
2.2.1 NAahodné chyby

Vznikaji vlivem drobnych, obtizné kontrolovatelnych faktora (teplotni vykyvy, vibrace pfistroje,

mikroskopické rozdily v pipetovani). Vysledky pak , kolisaji“ kolem skute¢né hodnoty.

Nahodné chyby se fidi zakony pravdépodobnosti. Jedna se o chyby, které pfi méfeni nemizeme
kontrolovat ani definovat. Opakujeme-li méreni néjaké veliciny za stejnych podminek, zjistime, Ze
vysledné hodnoty jednotlivych opakovanych méreni téze veliiny se navzajem ponékud lisi.
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2.2.2 Systematické chyby

Systematické chyby vedou k tomu, Ze jsou vSechny vysledky posunuty jednim smérem — bud' jsou
systematicky vyssi, nebo nizsi nez skute¢na hodnota. Typickym pfikladem je Spatna kalibrace pfistroje:
pokud analyzator ukazuje hodnoty vZdy o 10 % niZsi, neZ je realita, budou vsechny vysledky pacientd
zkreslené. Tyto chyby mohou mit stalou hodnotu, nebo se méni podle urcitych zdkonitosti (napriklad
v zavislosti na teploté). Nebezpecné je, ze opakované méreni téze vzorku chybu neodhali — pokazdé
dostaneme podobny vysledek, ktery je ale stejné nespravny. K jejich zjisténi je potfeba ménit podminky

méreni a zejména pouzivat kontrolni vzorky se znamymi hodnotami.

—| Pozndamka: Pokud je napriklad kalibrace posunuta, miZe byt zdravy pacient oznacen jako

ANNNN

hypoglykemicky, nebo naopak diabetik vypadat jako ,,kompenzovany*.

2.3 Jak chyby popsat a vyhodnotit?

Aby laboratof mohla kvalitu svych metod objektivné posoudit, pouziva nékolik zakladnich

parametru:
2.3.1 Presnost (precision)

Presnost vyjadfuje, jak blizko jsou si vysledky pti opakovaném méreni stejného vzorku. Pokud
naptiklad zmérime koncentraci glukdzy v jednom vzorku pétkrat po sobé a hodnoty se lisi jen
minimalné, metoda je povaZovana za presnou. Odchylky od idedlni shody vznikaji zejména v dlsledku
nahodnych chyb — m(ze jit o drobné rozdily v pipetovani, malé kolisani teploty nebo nepatrné vykyvy

v nastaveni pfistroje.
Pfesnost Ize hodnotit dvéma zpUlsoby:

e Opakovatelnost (repeatability): vysledky jsou shodné, pokud se méfi za stejnych podminek

(stejny pfistroj, stejny analytik, stejny den).

e Reprodukovatelnost (reproducibility): vysledky zlstavaji konzistentni i tehdy, kdyz se méni

podminky méreni (jiny den, jiny analytik, jiny pfistroj).
Aby se presnost dala ¢iselné vyjadfit, pouZivaji se statistické ukazatele:

e Smérodatna odchylka (s): vyjadtuje, jak moc se vysledky rozptyluji kolem priméru. Cim je

Vv

e Variaéni koeficient (VC = s/x x 100 %): udava relativni miru nepfesnosti v procentech a

umoziuje porovnavat presnost riznych metod nebo laboratofi.

Poznamka: Pokud dvé rlizné laboratore stanovi u stejného pacienta témér stejnou hodnotu

ANNNN

cholesterolu, znamena to, Ze metoda ma dobrou reprodukovatelnost.
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2.3.2 Pravdivost (trueness)

Pravdivost vyjadfuje, nakolik se naméreny vysledek blizi skutecné (referencni) hodnoté.
Pokud tedy metoda opakované ukazuje hodnoty, které odpovidaji realité, mizeme fict, Ze ma dobrou

pravdivost.

Hodnoti se pomoci referencnich nebo kontrolnich vzorkii, u kterych zndme skutecnou
koncentraci analytu. Pokud se naméfené hodnoty od téchto znamych hodnot odchyluji, svédci to o
systematické chybé. Ta posouva vsechny vysledky stejnym smérem — naptiklad vadnd kalibrace

pfistroje mlzZe zpUsobit, Ze vsechny vysledky glykémie budou o 0,5 mmol/I nizsi, neZ je skutec¢nost.
Matematické vyjadreni:
e Absolutni chyba (bias): rozdil mezi namérenou hodnotou a skute¢nou hodnotou.
Bias = #0005 — Tekuterns
e Relativni chyba: odchylka vyjadfend v procentech.

Bias
Relativni chyba = 2 100%

Lekutetny

? Otdzka: Pokud je skutecénd hodnota cholesterolu 5,0 mmol/l a metoda systematicky ukazuje

° 4,5 mmol/l. Jaky bude bias a relativni chyba?

2.3.3 Spravnost (accuracy)

Spravnost je komplexni parametr, ktery vyjadfuje celkovou kvalitu metody. Zohlednuje jak

presnost (shodu vysledk(l mezi sebou), tak pravdivost (blizkost skute¢né hodnoté).

e Pokud je metoda presna, ale nepravdiva, vysledky jsou sice konzistentni, ale systematicky
chybné. Napftiklad glukometr mlze vidy ukazovat hodnoty vyssi o 10 %. VSechny vysledky

budou blizko sebe, ale mimo realitu.

e Pokud je metoda pravdiva, ale nepfesnd, priamér vysledkl odpovidd skutecnosti, ale
jednotliva méreni se rozptyluji. To znamen3, Ze priimérna hodnota je spravna, ale na jednotlivé

vysledky se spolehnout nelze.
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Vizudlni pfirovnani (terc s vystrely)

234

Optimalni metoda je takova, kterd je soucasné presna i pravdiva — vysledky jsou stabilni a

zaroven odpovidaji realité.

| Nepiesné, spravné | | Presné, spravné |

Tésné u sebe, ale mimo stied - prfesné, ale /{r\\ @
o
nepravdivé. Q y/

Rozptylené, kolem stfedu = pravdivé, ale nepresné.

Tésné u sebe ve stiedu -> soucasné presné a

pravdivé - tedy spravné.

Nepresné, nespravné | Piesné. nespravné |

Otdzka: Jak byste charakterizovali ndsledujici vysledky?
1) Laborator méri hladinu sodiku a vysledky jsou pokazdé témér stejné, ale vsechny o 5 mmol/|
nizsi, metoda je ...? 2) Jina metoda ukazuje hodnoty rozptylené mezi 130-150 mmol/I, ale

pramérné odpovida skutecné hodnoté 140 mmol/l, pak je metoda...?

Dalsi analytické charakteristiky

Analyticka citlivost (sensitivity) — schopnost metody detekovat velmi nizké koncentrace
analytu.

Analyticka specificita (specificity) — schopnost metody stanovit pouze sledovany analyt, bez
interferenci jinych latek.

evvs

spolehlivé odlisit od nuly (LOD) a presné kvantifikovat (LOQ).

Robustnost — schopnost metody odolavat drobnym zménam podminek (teplota, pH,
obsluha).
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2.4 Jak lze chybam predchazet?

V analytické fazi se nelze spoléhat jen na to, Ze , pfistroj funguje”. K zajisténi spravnych vysledk
existuje cely systém opatfeni:

Kalibrace a udrzba pfistroju

Pfistroje musi byt pravidelné kontrolovany a sefizovany — tzv. kalibrace. Provadi se jak interné
(pracovnici laboratore podle zadanych postupl), tak externé (specializovanou firmou ¢i akreditovanym
servisem). Bez kalibrace mlze analyzator systematicky ukazovat chybné hodnoty.

Kvalita a stabilita Cinidel

Chemické reagencie maji omezenou Zivotnost a musi byt skladovany pfi spravné teploté,
vlhkosti ¢i ochrané pred svétlem. Napfiklad bilirubin je velmi citlivy na svétlo — pokud by Cinidla nebyla
spravné uchovavana, vysledky by byly falesné nizké. Pouzivani proslych nebo kontaminovanych
reagencii je jednou z ¢astych pricin nespravnych vysledk.

Validace metod

Kazda nova metoda musi byt pfed zavedenim do rutinni praxe ovérena — laboratof si musi byt
jista, Ze metoda méfi pfesné to, co mérit ma, ze odlisi spravné cilovy analyt od jinych latek, a Zze drobné
zmény podminek (napf. teplota v mistnosti) vysledky zasadné neovlivni. Bez validace by hrozilo, Ze
budeme mit klinicky nepouzitelné vysledky.

Standardni operacni postupy (SOP)

SOP jsou podrobné pisemné instrukce, které presné urcuji, jak ma pracovnik postupovat pfi
kazdém kroku analyzy — od pfipravy vzorku aZ po vyhodnoceni vysledku. Diky tomu je zajisténo, Ze i
kdyz vzorek zpracovava jiny pracovnik nebo laboratof, postup je stdle stejny. To je zasadni pro
reprodukovatelnost a srovnatelnost vysledkd.

Interni a externi kontrola kvality

Kazda laboratof denné pouziva tzv. kontrolni vzorky se znamou koncentraci analytu. Pokud
vysledky kontrol vyboci z predepsaného rozmezi, je jasné, Ze nastal problém (napf. vadna reagencie
nebo porucha pfistroje). Kromé toho se laboratofe uUcastni externich kontrol kvality —
mezilaboratornich porovnani, kde dostanou identické vzorky a vysledky se mezi laboratoremi
srovnavaiji. Jen tak lze zajistit, Ze vysledky z rlznych pracovist budou vzajemné srovnatelné.
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3 Postanalyticka faze laboratorniho procesu

Postanalytickd faze navazuje na samotnou analyzu vzorku a predstavuje posledni krok
laboratorniho procesu. Zahrnuje zpracovani, kontrolu, validaci a predani vysledk(. Ackoliv se ¢asto
povazuje za méné ,technickou” ¢ast, je naprosto zasadni — Spatné validovany nebo nespravné predany
vysledek muzZe mit pro pacienta stejné nasledky jako chyba p¥i odbéru ¢i analyze.

3.1 Klicové kroky postanalytické faze

Validace vysledkd

Biochemik nebo jiny odborny pracovnik posuzuje, zda vysledek ddva smysl. Kontroluje, jestli je v
souladu s prfedchozimi vysledky pacienta, s ostatnimi laboratornimi parametry, a predevsim s klinickym
stavem. V této fazi se mohou zachytit nepravdépodobné hodnoty zplsobené chybou v odbéru nebo
analyze.

Autorizace vysledku

Findlni potvrzeni odbornikem (klinicky biochemik, hematolog aj.), Ze vysledky jsou spravné a
mohou byt oficialné prfedany. Autorizace je prdvni i odbornou zodpovédnosti — stvrzuje, Ze laboratot
garantuje kvalitu vySetreni.

Predani vysledkli do nemocni¢niho informacniho systému (NIS)

Vysledky se elektronicky propisuji do nemocnicni databaze. Zde je dllezZité, aby pfenos byl
bezpecny a bez chyb — nesprdvné spdrovany vysledek (napf. pfifazeny k jinému pacientovi) by mél
fatalni dasledky.

Interpretace vysledku klinickym Iékafem

Lékar je tim, kdo vysledek zasadi do kontextu konkrétniho pacienta. Laborator poskytuje Cisla a
odborny komentar, ale teprve klinik rozhoduje, zda hodnota znamena akutni ohroZeni, nebo jen
odchylku bez klinického vyznamu.

3.2 Priklady chyb v postanalytické fazi

e Validace bez souvislosti: Biochemik validuje vysledek troponinu, aniz by zohlednil, Ze odbér
byl proveden do nesprdvné zkumavky. Vysledek vyjde falesné negativni - 1ékar oddali [écbu
akutniho infarktu myokardu.

e Chyba pfi autorizaci: Pfehlédnuti extrémni hodnoty, kterd neodpovida biologickym
moznostem (napf. glykémie 50 mmol/| u pacienta bez ptiznakd).

e Chybny pfenos do NIS: Zaména pacientd, kdy se vysledek zobrazi u jiného nemocného.

e Nespravna interpretace: Lékar nebere v potaz, Ze vzorek mohl byt hemolyticky - falesné
vysoky draslik - pacientovi je chybné podana Ié¢ba hyperkalémie.

? Otdzka: Kterd fdze podle vds vyZaduje nejvétsi miru spoluprdce mezi laboratofi a klinickym
° lékarem? Kam byste zaradili zaménu vzorku pacienta a kam pfifazeni Spatného vysledku

k pacientovy? Jednd se a zdvaZné chybu? Jaké mohou mit disledky?
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Shrnuti

Laboratorni proces se sklada ze tti zdkladnich fazi — preanalytické, analytické a postanalytické.
Nejvice chyb vznika v preanalytické fazi (az 70 %), proto je klicova spravna indikace, pfiprava pacienta,
odbér a transport vzorku. Analytickd faze je dnes diky automatizaci stabilni, ale stdle vyZzaduje peclivou
kalibraci a kvalitni reagencie. Postanalyticka faze zahrnuje validaci a autorizaci vysledkd, jejich spravny
prenos a interpretaci v klinickém kontextu.

v v v
Preanalvtické Analyticke Postanalvtické

M | Sr ar =
] el =

-

— Odbér — Pristrojové chyby — Zpracovani vysledkd
— Transport — Reagencie | | Chybny zapis a prenos
vysledkd

—{ Skladovani — Matrice

— Interpretace vysledku
— Priprava vzorku —1 Kontaminace

— Chyba v NIS

— Operator

Kontrolni otazky
1. V které fazi laboratorniho procesu vznika nejvice chyb a proc¢?
2. Jaky je rozdil mezi validaci a autorizaci vysledku?
3. Jak se projevi hemolyza na vysledku drasliku?
4. Které laboratorni parametry je nutné odebirat rano a nala¢no?
5. Jaky je vyznam SOP (standardnich operacnich postupd) v laboratofi?

6. Jaky laboratorni parametr se zméni, pokud je odbér proveden ihned po fyzické aktivité?
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