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Abstrakt

Hematologie je védni obor zabyvajici se studiem krve a jejich slozek — zejména
krevnich elementii — ¢ervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desticek. V stézejnim
vySetieni hematologie — krevnim obraze — je hodnoceno nejen jejich mnoZstvi, ale
i morfologie. Vysetfeni je provadéno z malého vzorku nesrazlivé Zilni krve, kterou je
pro toto vySetfeni nutno odebirat do zkumavek s vhodnym antikoagulantem, nejcastéji
je to K;EDTA nebo K3EDTA. Jejich nevyhodou je vSak moznost ovlivnéni krevnich

destic¢ek, coz mize vést k jejich falesné nizSim poctim, tzv. trombocytopentii.

Pii odbéru musi byt dodrZzen pomér odebirané krve a antikoagulantu, jinak miize
dojit ke zménam v hodnotdch krevniho obrazu. Pfi odebirani tzv. uzavienym
odbérovym systémem je ve zkumavce vakuum, diky némuz se do zkumavky nasaje
pouze presné potfebné mnozstvi krve. Nicméné 1 pii tomto typu odbéru miize dojit
k chybam, jejichz nasledkem je pomér krev — antikoagulant porusen. Pii odbéru tzv.
otevienym odbérovym systémem je prostor pro chybu danou lidskym c¢initelem jesté
vetsi. Laboratorni personal je povinen chybné odebrané vzorky odmitnout vysSetfit.
Jelikoz nékterym skupinam pacientd (malé déti, seniofi, obézni pacienti, atd.) byva
obtizné odebrat krev, dochazi pak Casto k natlaku na laboratof ze strany odebirajiciho

personalu, aby i chybné odebrané vzorky zpracovala.

Cilem této prace bylo ovéfit, nakolik ma chybny odbér ve smyslu pomér krev —
antikoagulant vliv na jednotlivé parametry krevniho obrazu. Vybérovy soubor tvofilo
sto pacientt, ktefi byli odeslani svym oSetfujicim Iékafem na odbér krve do odbérové
mistnosti spole¢nosti Synlab Czech., s.r.o0., U T¥i Ivi 4, Ceské Budé&jovice v obdobi od
prosince roku 2011 do ¢ervna roku 2012. V souboru byli zdravi i nemocni pacienti
ve véku od 10 do 77 let.

Vsem sto pacientim byly pfi stejném odbéru odebrany dvé zkumavky
s antikoagulantem K,EDTA od vyrobce Becton Dickinson — BD Vacutainer. Do prvni
zkumavky byly dle pokyni vyrobce odebrany 2 ml krve, do druhé zkumavky bylo

U padesati pacienti odebrano pouze 0,5 ml krve, u druhych padesati pacientti 3,5 ml



krve. Veskeré odbéry byly provedeny lege artis, podle pokynii standardniho operacniho
postupu firmy Synlab Czech, s.r.o. .

Po odbéru byly tyto vzorky zméteny v laboratoii Synlab Czech, s.r.o., U Tti lvii 10,
Ceské Budgjovice na analyzatoru Advia 120, vyrobce Bayern HealthCare LLC, vyrobni
Cislo IR28850224, rok uvedeni do provozu 2011. Analyzator je denné kontrolovan
systémem interniho hodnoceni kvality a je i v systemu externiho hodnoceni kvality.
Vzorky byly zpracovany do dvou hodin po odbéru, coz odpovida piiru¢ce Preanalyticka
faze 2005.

Sledovano bylo vSech 13 hodnot, které firma Synlab Czech, s.r.o. vydavad na
vysledkovych listech jako krevni obraz.

Vysledky spravné a chybné odebrané zkumavky byly mezi sebou porovnavany
pomoci parového t-testu. Hypotéza piedpokladala, ze odchylky nastanou u obou chyb

odbérh u vSech tfinacti parametrli krevniho obrazu na hladin€ vyznamnosti 95%.

Tato hypotéza se nepotvrdila, ani vjednom zchybnych odbéri nebyly ze

statistického hlediska odchylky ve vSech tfinacti parametrech.

V piipadé zkumavky, do které bylo krve odebrano vice, nez pozaduje vyrobce
zkumavek, ze statistického hlediska nedoSlo k odchylkdm v Zadném 2z métenych
parametri. U zkumavky, kde bylo nabrano méné krve, nez urcil vyrobce zkumavek,
doslo v krevnim obrazu ke statistickym odchylkam u Sesti z osmi méfenych parametri.
Ke statisticky vyznamnému zvySeni doSlo u poctu cervenych krvinek (o 0,85%),
mnozstvi hemoglobinu (0 0,97%), hodnoty hematokritu (0 2,19%) a MCV (0 1,41%).
Ke snizeni doslo u hodnoty MCHC (o 1,23%) a krevnich destic¢ek (o 4,96%). Odchylka
u krevnich desticek je vyznamnd a mohla by pravdépodobné byt zplisobena piisobenim
vysSi koncentrace antikoagulantu EDTA. U diferencialu bilych krvinek doslo ke
statisticky vyznamneé odchylce jen u hodnoty monocyti (sniZzeni 0 6,35%). Pii vySetieni
krevniho obrazu ze zkumavky, do niZz bylo odebrano vice krve, nez udava vyrobce
zkumavek, nedoSlo k zadnym statisticky vyznamnym odchylkdm. Dalo by se tedy
uvazovat o tom, Ze takto chybn¢ provedené odbéry by mohly byt pouzivany k vySetieni

krevniho obrazu. Pokud bylo krve nabrano méné¢, ke statisticky vyznamnym odchylkdm



dochazi témét u poloviny parametr krevniho obrazu. Klinicky nejduilezitéjsi je z nich
snizeni poctu krevnich destiCek o 4,96%. Piesto lze fici, ze ani tato hodnota
pravdépodobné neni natolik vyznamna, aby chybné odebrany vzorek nemohl byt

v akutnich piipadech vySetten.

Pokud by zavéry této prace byly potvrzeny i dalsimi vyzkumy, bylo by mozno
v téch piipadech, kdy odchylka nebude povazovana za statisticky ani klinicky
vyznamnou, zefektivnit zdravotnickou pééi. Vedle Uspory penéz z veiejného
zdravotniho pojisténi za opakované provadéné odbéry krve, by mohlo byt dosazeno
Uspory casu a prace jak personalu odebirajiciho krev, tak personalu v laboratofi
a Vv neposledni fad¢ k Setfeni pacientt, kteti by nemuseli v piipadé chybné provedeného

odbéru (ve smyslu chybny pomér antikoagulantu a odebrané krve) byt odebirani znova.

Kli¢ova slova: krevni obraz, EDTA, preanalytika, odbér krve



Abstract

Haematology is the branch of science engaged in the study of blood and its
components — especially blood cells — red blood cells, white blood cells and blood
platelets. In the core haematology examination — the blood count — not only their
amount is evaluated but also the morphology. The examination is made on small
samples of incoagulable venous blood which must be taken into test tubes with suitable
anticoagulant, most commonly K;EDTA or KsEDTA. Their disadvantages are that they
can influence the blood platelets which can lead to falsely smaller amount,

so-called thrombocytopenia.

When blood taking, the right ratio of blood and anticoagulant must be kept,
otherwise changes in blood count may occur. When taking blood using so-called
enclosed taking system, there is a vacuum in the tube, therefore only exactly required
amount of blood is sucked into the tube. However, even with this type of blood taking,
errors may occur which result into the unbalance of blood and anticoagulant. When
taking blood using so-called opened taking system, the human error probability is even
higher. Laboratorians are bound to reject examination of incorrectly taken samples.
Since it is difficult to take blood from some patient groups (children, elderly, obese
patients, etc.), there is often put a pressure on laboratories from the staff to process also
the incorrectly taken samples.

The aim of this study is to state the level of impact of the incorrect blood taking,
within the meaning of the blood — anticoagulant ratio, on the particular parameters of
the blood count. The sample consisted of one hundred patients who were invited by
their physician for blood tests to the Synlab Czech., s.r.o. company, U T#i Ivii 4, Ceské
Bud¢jovice in the period from December 2011 to June 2012. There were healthy and

sick patients aged 10-77 years in the sample.

All one hundred patients were taken within the same examination two test tubes
with anticoagulant K,EDTA made by Becton Dickinson — BD Vacutainer. According to

instructions, 2 ml of blood were taken into the first tube. Into the second tube, from the



fifty patients only 0.5 ml of blood were taken, from the another fifty patients 3.5 ml. All
samples were taken lege artis referring to the operating standards of Synlab Czech, s.r.o.

company.

These samples were measured in the laboratory of Synlab Czech, s.r.o. company,
UTi Ivi 10, Ceské Budg&ovice using the Advia 120 analyzer made by Bayern
HealthCare LLC, serial number IR28850224, installed in 2011. The analyzer is checked
daily within the system of internal quality assessment and it is also in the system of
external quality assessment. Samples were processed within two hours after taking,

corresponding the manual Preanalytical phase 2005.

All 13 parameters issued by Synlab Czech, s.r.o. company on the result sheet as
a blood count were analysed. The results from correctly and incorrectly taken samples
were compared using a paired t-test. Hypothesis assumed that deviations will occur at
both sampling errors for all thirteen blood count parameters at the significance level of
95%.

This hypothesis was not confirmed, there were no deviations of statistical

significance in all of thirteen parameters in any incorrectly taken samples.

In the case of test tube where more blood than required was taken, there were no
deviations of statistical significance in any of thirteen parameters.

In the case of test tube where less blood than required was taken, there were
deviations of statistical significance in six of eight measured parameters. A statistically
significant increase occurred in the number of red blood cells (by 0.85%), haemoglobin
amount (by 0.97%), haematocrit values (by 2.19%) and MCV (by 1.41%). The decrease
occurred in MCHC values (by 1.23%) and platelet count (4.96%). The deviation of
platelet count is significant and could probably be caused by influence of a higher

concentration of EDTA anticoagulant.

The differential white blood cell count was statistically significantly different only

in the monocyte value (reduction of 6.35%).



Within examination of samples from tube where more blood than required was
taken, there were no statistically significant deviations. Therefore, we may assume that
such incorrectly taken samples could be used for blood count examination. When taking
less blood than required, statistically significant deviations occur in almost half of the
blood count parameters. The platelet reduction of 4.96% is clinically the most
important. Nevertheless, we can say that even this value is probably not significant

enough to not use the incorrectly taken sample in acute cases.

If the conclusions of this study are confirmed by other studies, it could be possible
to make health care more effective in cases where deviation is considered to be neither
statistically nor clinically significant. In addition to saving money on health insurance
because of repeated blood taking, there could be achieved savings of time and labour of
staff and laboratory personnel and, finally, it would be more considerate to patients who
would not have to be examined again in case of incorrectly taken sample (within the
meaning of incorrect anticoagulant and blood ratio).

Keywords: blood count, EDTA, preanalytics, blood taking
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Seznam pouzitych zkratek

aPTT — aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas

baso - bazofil

BOZP — bezpecnost a ochrana zdravi pii praci

EDTA, Na,EDTA, K,EDTA, K3EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina a jeji
disodna, didraselna, tridraselna stl

eo — eozinofil

hct — hematokrit

hgb, hb — hemoglobin

lym - lymfocyt

MCH — mean cell/corpuscular hemoglobin

MCHC - mean cell/corpuscular hemoglobin concentration
MCT — mean cell/corpuscular thickness

MCV - mean cell/corpuscular volume

mono - monocyt

MPV — mean platelet volume

neu - neutrofil

Pct - plateletcrite

PDW - platelet distribution width

Plt - platelet

RBC - red blood cell

RDW, RDW-SD - red cell distribution width, red cell distribution width — standard
deviation

WBC — white blood cell
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Uvod

Hematologie je védni obor, ktery se zabyva studiem krve a vSemi jejimi slozkami.
Stézejnim vySetienim je v hematologii vySetieni krevniho obrazu, tedy vySetieni
krevnich elementii, pfedevSim jejich poctu a morfologie. Z krevnich elementi se

vySetiuji tii zékladni — Cervené krvinky, bilé krvinky a krevni desticky.

Cervené krvinky (erytrocyty) jsou nejb&zngjsimi krvinkami, jejich mnoZstvi se
udava v milionech na mikrolitr krve (10*%/1). Jsou to bezjaderné buiiky bikonkavniho
tvaru, které obsahuji krevni barvivo hemoglobin. Hemoglobin vaze v plicich kyslik,
prenasi ho do tkani a z tkani pfinasi zpét do plic oxid uhli¢ity. SniZzeni hemoglobinu pod
urcitou mez se nazyva anémie neboli chudokrevnost, ktera je Casto spojena se sniZzenim
hematokritu a mnozstvim cervenych krvinek. Jde o jednu z nejcastéjSich

hematologickych chorob.

DalSim vySetfovanym krevnim elementem jsou bilé krvinky neboli leukocyty.
Jejich poet se udava v 10%/1. Podle tvaru jadra je d&lime na mononukleary, které
obsahuji jedno neclenéné jadro. Mezi mononukleary fadime lymfocyty, monocyty,
plazmocyty. Polymorfonukleary maji clenité jadro a podle barvitelnosti zrnek
V cytoplazmé se d€li na neutrofilni (neutrdlni zabarveni), eozinofilni (hnédocervena
eozinofilni barva) a (fialovocerna barva, jakou maji barviva bazické povahy). Zakladni
funkci bilych krvinek je podil na imunité organismu. Castou hematologickou chorobou
je nadorova porucha krvetvorby leukemie, pfi niz byva obvykle zvysSeny pocet bilych
krvinek, snizeny pocet Cervenych krvinek a krevnich desticek.

Krevni desticky jsou bezjaderné krevni elementy. V podstaté nejde o bunky jako
takové, ale o utrzky bunck obsazenych V kostni dfeni — megakaryocytii. Maji velmi
dalezitou ulohu pti zastaveé krvaceni neboli hemostaze. Pocet krevnich desticek se stejné

jako pocet bilych krvinek udava v 10%/1.
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Tyto krevni elementy jsou volné rozptyleny v Krvi, z které zabiraji 45 %. Zbylych
55 % je tekuta cast krve — plazma. Plazma je roztok bilkovin, malych organickych

molekul a elektrolytt, v némz voda tvofi ptiblizn¢ 90 %.

Celkovy objem krve je asi 7 % hmotnosti téla. Jeji funkci je mimo jiz zminéného
prenosu kysliku a oxidu uhlic¢itého 1 rozndseni zivin a hormont po téle, odnéaseni

metaboliti bun¢k z tkéni, termoregulace, udrZzovani homeostazy, atd.

VysSetteni krevniho obrazu je béznym screeningovym vySetienim, pouziva se
k nému zilni krev odebrana do zkumavky s vhodnym antikoagulantem, aby se zabranilo
srazeni krve. Jako antikoagulant se uziva EDTA - ethylendiaminotetraoctova kyselina,
nejcastéji KoEDTA, KsEDTA nebo Na;EDTA. Pii odbéru musi byt dodrzen pomér
antikoagulantu a krve, ktery ur¢uje vyrobce odbérovych zkumavek. Neni-li tento pomér
dodrZen, je laboratof povinna odmitnout vzorek vysetfit. Chyba v poméru krve
a antikoagulantu mtize vzniknout z mnoha riznych divodi. Pti tzv. uzavieném zptisobu
odbéru miize vzniknout jen chyba, kdy krve je odebrano méné, nez pozaduje vyrobce
odbérovych zkumavek. Ta vznikne napi. pouzitim proexpirovanych zkumavek, kdy
vakuum muze byt narusené, nebo i1 piedCasnym vytazenim jehly ze zily. Pfi tzv.
otevieném zpusobu odbéru mulzou nastat obé chyby vpoméru odebrané krve
a antikoagulantu — mtze byt odebrano vétsi mnozstvi krve, ale i mensi mnozstvi krve,
nez je pozadovano. To je umoznéno tim, Ze odbérovy persondl nejprve odebere krev do
sttikacky a z ni teprve pfendsi krev do zkumavky s antikoagulantem, pii cemz miize

snadno nastat chyba.

Casto je velmi tézké odebrat krev malym détem, obéznim pacientiim, seniorim
nebo i nemocnym po chemoterapiich. Proto byva ze strany odbérového personalu Casty
natlak na laboratof, aby krev byla vySetiena i pfesto, ze v preanalytické fazi nastaly

chyby, napt. zminény nespravny pomér antikoagulant — krev.

Cilem této studie bylo vy¢islit rozdily v krevnim obrazu mezi chybné a spravné
provedenym odbérem krve (ve smyslu poméru antikoagulant — krev) a zhodnotit jejich
vyznamnost. MozZnost vyuZivat k rozboriim i alespont nékteré chybné odebrané vzorky,

by méla pozitivni dopad v n€kolika rovinach a pfinesla by napf. financni a casové
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uspory a Vv neposledni tad€ i Setfeni pacientdi a moznost u akutnich piipadu jednat

rychleji 1 v pfipad€ chybnych odbéri.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Hematologie, krevni obraz

Ke stanoveni diagnozy a k véasnému a uspé$nému lé¢eni vyznamné pfispiva mimo
jiné laboratorni vySetfeni biologického materidlu. Za biologicky materidl jsou
povazovany rizné télesné tekutiny, vymésky a tkané, které lze od pacientl ziskat
(Rozsypalova et al. 2002). VySetfovani tkdni a télesnych tekutin délime napf. na
hematologicka vysetieni, biochemicka vySetieni, histologickd a cytologicka vySetfeni,
mikrobiologickd, mykologicka a parazitologickd vySetieni, cytogenetickd vySetfeni

(Pacovsky and Sucharda 2002, Rozsypalova et al. 2002).

Hematologie, piivodné maly podobor vnitiniho 1ékatstvi, opirajici se o pozorovani
klinickh a patologicko-anatomickd, doplnéna velmi skromnymi moZnostmi
morfologicko-laboratornimi, vyrazné rozsifila v poslednich letech svou napli. Obor,
diive pfevazn¢ omezeny na vnitini 1ékafstvi, pediatrii a patologickou anatomii, se stal
jednoznacné oborem interdisciplindrnim, ktery nejen vyuziva, ale i pomaha obortim od
hematologie zna¢né¢ vzdalenym a celospoleCensky neobycejné dualezitym (Donner
1985). Hematologicky jsou vySetfovany vlastnosti krve a jeji slozeni (pocet a tvar
Cervenych krvinek, mnozstvi krevniho barviva hemoglobinu, srdzlivost krve, atd.)

(Rozsypalova et al. 2002).

Krev se se zfetelem na své fyziologické funkce n¢kdy povazuje za slozku pojiva,
jindy za samostatny organ (Navratil et al. 2008). Je to vysoce specializovana tekutina,
ktera zabezpecuje v téle zivotni funkce. Sklada se z bun¢k — krvinek — a tekuté ¢asti —
plazmy, obsahujici bilkovinné, tukové a sacharidové latky, jako i mnoZstvi organickych
1 anorganickych soli a plynt, kterymi spolecné zabezpecuje Zivot ¢loveéka (Sakalova et
al. 1995). Navratil et al. (2008) dodava, ze krev proudi uzavienym cévnim systémem; je
dilezitym spojovacim a transportnim systémem; zajiStuje nepfetrzitou vyménu latek
mezi bunikami a napomaha udrzovat stalost vnitiniho prostfedi, jak tkanovych, tak

krevnich bunék.
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Ackoli nekteré klinicky dulezité vlastnosti krve mohou byt popsany pomoci
chemickych nebo fyzikalnich veli¢in, hematologicka hodnoceni skoro vzdy vyZzaduji,
aby byly vycisleny krevni elementy a rozliSena morfologie kazdého typu. Tyto studie
mohou byt zpracovany manualnimi metodami, ale takovy postup je Casové narocny
a zdlouhavy. Elektronické metody byly rozvinuty, aby zajistily analyzu krve s co
nejméné chybami (Beutler et al. 1995). Také Howard and Hamilton (1997) uvadi, Ze
diagnostika vétSiny krevnich poruch je mozna z kombinace klinické historie, klinického
vysetieni a relativné rutinnich laboratornich test. Hematologické laboratote jsou nyni
vysoce zavislé na komplexnim elektronickém pfistrojovém vybaveni. Toto stile se
zdokonalujici laboratorni vybaveni (az na troven mikromolekularni hematologie)
umoziuje vedle praktické diagnostiky i vyzkum nékterych teoretickych otazek (Donner
1985).

Laboratorni vySetfeni jsou v radmci problematiky krevnich onemocnéni
nepostradatelnou metodou. To se slucuje i s nazorem Andéla et al. (2001), ktery uvadi,
ze anamnézou a fyzikalnim vySetfenim vzniklé podezieni na onemocnéni krvetvorby je

nutné podepftit adekvatnim laboratornim vysSetfenim.

Zakladni vySetfovaci metodou je téméf ve vSech lékatskych praxich rozbor krve.
Odebird se srazlivd krev nebo krev s protisrazlivym roztokem (napf. pro vySetfeni
krevniho obrazu, sedimentace, Quickuv test, aPTT). Z protisrazlivych roztoki se uziva
nejcastéji 3,8% citronan sodny, heparin, KsEDTA (Rozsypalova et al. 2002). Do
hematologické diagnostiky patii i imunohematologie, kde se stanovuje nejcastéji krevni
skupina a screening protilatek, dale pak fada biochemickych a zobrazovacich metod,
typické je vSak vySetfeni krevnich element a posuzovani schopnosti krve koagulovat

(sréZet se) (Pacovsky and Sucharda 2002).

Krevnimi elementy jsou minény bunééné soucasti (asi 45 % z celkového objemu
krve), mimo né krev obsahuje plazmu (asi 55 % z celkového objemu) (Navratil et al.
2008).

Jako krevni elementy oznacujeme tyto tii typy bunck:

1) Erytrocyty — cervené krvinky (z feckého erythro = Cerveny, cytos = burika)
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2) Leukocyty — bilé krvinky, které se dé€li na:

a) Polymorfonukleary (pro ruzny tvar jadra se zjednoduSené nazyvaji
polynukleary). Podle barvitelnosti zrnek v cytoplazmé dostaly nazvy neutrofilni
(neutrdlni zabarveni), eozinofilni (hnédocervenéd eozinofilni barva) a bazofilni
(fialovo¢erna barva, jakou maji barviva zasadité povahy).

b) Mononukleary (s jednim neélenénym jadrem) — mezi né fadime lymfocyty,
monocyty, plazmocyty.

3) Trombocyty — krevni desti¢ky (Sakalova et al. 1995).

Urceni poctu bilych krvinek, ¢ervenych krvinek a krevnich desti¢ek v krvi bylo
dlouho z&kladni procedurou hematologie (Beutler et al. 1995).

Vysetteni krevnich elementi a jejich vlastnosti v hematologii se nazyva krevni
obraz. Soucasti krevniho obrazu tedy, jak jiz bylo zminéno, neni jediny udaj. Sklada se
z n¢kolika hodnot, z nichz nékteré se méfi, dalsi jsou z nich odvozené vypoctem (And¢l
et al. 2001). Krevni obraz tak vyjadiuje jednak mnozstvi krevniho barviva
hemoglobinu, vyjadieného jako koncentrace v celé krvi a mnozstvi a koncentrace
Vv jedné Cervené krvince, jednak zastoupeni krevnich elementt (¢ervené krvinky, krevni
desti¢ky, jednotlivé typa bilych krvinek). Soucasti vysetieni je i stanoveni velikosti
Cervenych krvinek (MCV — mean cellular volume), kterd je voditkem ptedevsim ke
klasifikaci anémii (Pacovsky and Sucharda 2002), (Adam et al. 2007).

Podrobnéjsi informace o jednotlivych typech bilych krvinek lze =ziskat
z diferencialniho krevniho obrazu. Terminem diferencialni krevni obraz neboli
diferencialni rozpocet bilych krvinek oznacujeme vyhodnoceni vSech typi bilych
krvinek ve vzorku periferni krve. Poéty jednotlivych bilych krvinek vyjadiujeme jednak
jejich procentualnim zastoupenim z celkového poctu bilych krvinek a jednak jejich

absolutni koncentraci. (Adam et al. 2007)

V soucasnosti jiz existuje v hematologii ale vice neZz 400 vySetfovacich metod
(Navratil et al. 2008), zakladem je piesto i nadale jiz zminované stanoveni krevniho
obrazu (And¢l et al. 2001). Navrétil et al. (2008) dodava, Ze hodnoceni zékladnich

méfenych a vypoditanych parametri usnadnuje diferencidlni diagnostiku vnitinich
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chorob (zanéty, nadory), zmény morfologie bilych krvinek napomahaji pti diagnostice
hematologickych onemocnéni, lymfomt a leukemii, morfologie cervenych krvinek

vypovida o ptivodu anémie.

Krev téméf vSech pacientt s hlavnimi krevnimi onemocnénimi je vySetfovana
prave z divodu uréeni piitomnosti anémie nebo leukocytarnich zmén. Dalsi abnormality
mohou byt vkrvi detekovany pii kvantitativnich nebo kvalitativnich studiich

koagula¢nich, morfologickych ¢i imunohematologickych (Beutler et al. 1995).

Pro charakterizaci krve pacienti s anémii je tedy uzite¢né znat velikost ¢ervenych
krvinek, mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu a mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytech
(Wintrobe 1934, Dité et al. 2007). Snizeny pocet ¢ervenych krvinek a hemoglobinu pod
fyziologickou normu se snizenym MCV a MCH je indikaci k dalsimu vySetieni, které
urci 1ékat (Adam et al. 2007).

Zminované hodnoty jsou Vv podstate zakladem pro hodnoceni anémii na
morfologickém podkladu. (Wintrobe 1934). Anémie lze délit na makrocytarni,
normocytarni a mikrocytarni. Toto velmi praktické déleni se v Kklinice stalo Siroce
uzivanym zvlasté¢ po zavedeni hematologickych analyzatori krevnich elementd, které
umoziuji pfesné méteni jednotlivych parametri popisujicich ¢ervenou slozku periferni
krve: nejen pocet cervenych krvinek, koncentraci hemoglobinu, hematokrit, ale i stfedni
objem erytrocytu (MCV), stfedni obsah hemoglobinu v ¢ervené krvince (MCH), stiedni
koncentraci hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach (MCHC) a dale Ssiti distribuce
Cervenych krvinek (RDW), z niz lze usuzovat na anizocyt6zu, ¢i naopak homogenni

populaci ¢ervenych krvinek co do velikosti (Dité et al. 2007).

Krevni obraz se vSak neprovadi jen u krevnich onemocnéni, ale patii, obdobn¢ jako
biochemické metody, mezi obligatni vySetfeni napf. i u internich a chirurgickych
pacientt. Donedavna se krevni obraz vySetioval klasicky ,,ru¢né“ (Andé¢l et al. 2001).
Dnes je kompletni krevni obraz typickym hematologickym vySetfenim a je realizovan
specializovanymi automatickymi pocita¢i bunék. (Howard and Hamilton 1997,
Pacovsky and Sucharda 2002), které hodnoti krev jak kvantitativné, tak i kvalitativné

(Williams et al. 2006). Nicmén¢ i1 pres dostupnost modernich technologii, jednoduché
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tradi¢ni techniky, jako napf. natér krve ¢i kostni diené na skli¢ko, barveni a svételna
mikroskopie, ziistavaji zakladnimi souc¢astmi hematologického repertoaru (Howard and

Hamilton 1997).

Posouzeni natéru z periferni krve umoziiuje posouzeni vzhledu vsech krevnich
elementil, v¢etn¢ krevnich desticek a jejich shlukll a pfesnéjsi diferenciadlni rozpocet
bilych krvinek, nez dokazi automaty (Pacovsky and Sucharda 2002). Pti podezieni na
krevni onemocnéni by tedy lékai mél vyzadat nejen strojovy (automatickym
analyzatorem vyhodnoceny), ale také mikroskopicky diferencidlni krevni obraz
(diferencialni rozpocet bilych krvinek), nebot’ napt. patologické bilé krvinky, jejichz
detekce vede ke stanoveni diagn6zy, nemusi byt zachyceny ve strojovém diferencidlnim

krevnim obraze, ale pouze pti hodnoceni mikroskopickém (Adam et al. 2007).

Strojovy krevni obraz je nutno interpretovat s citlivosti a po¢ateénim zaméfenim na
koncentraci hemoglobinu, celkovy pocet bilych krvinek a pocet krevnich desticek.
Vétsina krevnich abnormalit klinického vyznamu je totiz spojena s odchylkou
minimalné jedné z uvedenych hodnot (Howard and Hamilton 1997). Podle mnoZstvi
stanovenych udaji se diive rozliSoval ,,maly* a ,,velky* krevni obraz. Soucasti velkého
krevniho obrazu je mnoZstvi hemoglobinu, hematokritu, ¢ervenych krvinek, MCH,
MCHC, MCV, mnozZstvi bilych krvinek, diferencial bilych krvinek, mnoZstvi
retikulocytt, trombocytt (Andél et al. 2001).

1.1.1 Parametry krevniho obrazu

Z jin¢ho hlediska krevni obraz délime na tzv. Cerveny krevni obraz, bily krevni
obraz a krevni desticky. Do ¢erveného krevniho obrazu fadime ¢ervené krvinky a jejich
vypoéitané & méfené hodnoty a vlastnosti. Cervené krvinky jsou bezjaderné bunééné
elementy bikonkavniho tvaru, jejichZ jedinou bunéénou strukturou je cytoplazmaticka
membrana a jejichz vnitiek je vyplnén krevnim barvivem hemoglobinem (Navratil et al.
2008, Pecka 2006). Koncentrace hemoglobinu je métfena fotometricky po konverzi na

stabilni derivaty, nejCastéji na cyanmethemoglobin (Williams et al. 2006). Pro ptesné
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zméfeni je nezbytné piipravit stabilni derivat ze vSech forem hemoglobinu v krvi.
(Beutler et al. 1995).

Krevni obraz a tedy i hladina hemoglobinu se méni v souvislosti s vékem,
pohlavim, kvalitou stravy, fyzickym =zatizenim (sportem), koufenim, kvalitou
dychaného vzduchu, zivotem ve vys$ich nadmoiskych vyskach, t€hotenstvim a dalsimi
vlivy fyziologicky, takze je 1épe stanovit krajni meze ponékud S$ifeji. Jakdkoli zména,
zvlasté rychle vznikla, byt jesté v rozmezi referencnich hodnot, si ale pfesto (nebo spise
pravé proto) zaslouzi pozornost (Andél et al. 2001). Referenéni hodnoty krevniho
obrazu si kazda laboratof tvoii sama (Pecka 2006), v Ceské republice je to predeviim na

zakladé doporuéeni Ceské hematologické spoleénosti.

Pti posuzovani vysledkii krevniho obrazu je pak tedy nutno fidit se referen¢nim
rozmezim pro krevni obraz v dané laboratofi, které se muze mirn¢ liSit od hodnot
uvedenych v jinych zdrojich (Andé¢l et al. 2001). Hodnoty hemoglobinu v krvi se
udavaji v g/l, ale i v g/dl (Bain et al. 2012). Normy pro hemoglobin se mohou lisit zdroj
od zdroje, napt. Beutler et al. (1995) uvadi, Ze norma u muzu je 14,0-17,5 g/dl, zatimco
u Zen je to 12,3-15,3g/dl. To je dano i tim, Ze muZi v poméru ke své vaze maji 0 5 %
Cervenych krvinek vice neZz Zeny (Navrétil et al. 2008). Orkin et al. (2009) pak udava
normu u muzu 13,0-16,0 g/dl, u Zzen 12,0-16,0 g/dl. Normy se vyznamné¢ lii i v rizném

veéku.

Cervené krvinky, tedy RBC (Red Blood Cells), se mé&fi pomoci optické cytometrie
(Anonyml1 2005). Jejich pocet se vyjadiuje mnozstvim v 11 krve (Pecka 2006),
v piipadé ervenych krvinek tedy v 10™%/I nebo 10%/ul. Podobné jako u hemoglobinu se
li5i i normy cervenych krvinek: Orkin et al. (2009) udavda u muzi normu
4,5-5,3 * 10'%/I, u Zen 4,1-5,1 * 10*%/1. S normou u Zen souhlasi i Beutler et al. (1995),
zatimco u muZ uvadi normu 4,52-5,90 * 10'%/I. Oproti tomu Pecka (2006) stanovuje

U muzi referenéni meze 4,3-5,7 * 104/l a u Zen 3,8-4,9 * 10*/1.

Zakladni funkci ¢ervenych krvinek je ptenos O, z plic do tkéni a CO, opaénym
smérem. (Pecka 2006). K tomu dochazi pravé prostiednictvim hemoglobinu, ktery ma

schopnost reverzibilné vazat a uvoliiovat O, a CO,. (Trojan et al. 2003).
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Dalsi soucasti krevniho obrazu je hematokrit. Je to celkovy bunéény objem
cervenych krvinek (Wintrobe 1933), lze jej tedy vyjadiit jejich pomérem k plazmé
(Navratil et al. 2008). Udava se bud’ jako bezrozmérné &islo, kdy jednotkou je vlastné
litr na litr (Beutler et al. 1995), nebo v procentech. Normu v absolutnich hodnotéch
udava Beutler et al. (1995) u muzu 0,42 — 0,50, u Zen 0,36 — 0,45, Pecka (2006) uvadi

U muza jako normu 0,42 — 0,52, zatimco u Zen 0,37 — 0,47.

Hematokrit 1ze méfit po centrifugaci nesrazlivé krve jako vrstvu cervenych krvinek
(Pecka 2006). V elektronickych analyzatorech je vypocitavan ze zméfeného poctu
cervenych krvinek a MCV (Wintrobe 1933, Sacker 1975, Nelson and Morris 1991,
Andé¢l et al. 2001, Pecka 2006). Spravné urCeni hematokritu tedy vyZaduje
antikoagulant, ktery neméni MCV, jako napi. Na,EDTA nebo K3EDTA (kyselina
ethylendiaminotetraoctova) nebo heparin (Wintrobe 1933, Sacker 1975, Nelson and
Morris 1991).

Stfedni objem Cervenych krvinek (MCV = mean cell/corpuscular volume) vyjadiuje
prumérny objem bunky v hodnocenych Cervenych krvinkach (Pecka 2006). Primérny
objem ¢ervené krvinky muze byt vypocitavan z mnozstvi ¢ervenych krvinek, které je
meéfeno jako pocet bunék v mikrolitru krve, a celkového bunécného objemu, tedy
hematokritu. Ten je, jak uz bylo feceno, urCovan podilem krve zabranym cervenymi
krvinkami. (Wintrobe 1932), MCV je pak uvadéno ve femtolitrech (Pecka 2006), kdy
norma u dospélych je dle Beutlera et al. (1995) 80-96 fl, dle Pecky (2006) 84-98 fl.
V porovnéni s ¢ervenymi krvinkami dospélych jsou cCervené krvinky novorozenci

0 néco vEtsi a Cervené krvinky starSich déti o néco mensi. (Pecka 2006)

MCYV lze ale i mé&fit piimo na analyzatorech (Williams et al. 2006, Pecka 2006).

K méfeni se vyuziva prutokové cytometrie (Kunicka et al. 2001).

Dulezitou soucasti Cerveného krevniho obrazu je i hodnota MCH (mean
cell/corpuscular hemoglobin), tedy mnoZstvi hemoglobinu v ¢ervené krvince, které je
vypocteno jako podil obsahu hemoglobinu v litru krve a poctu ¢ervenych krvinek v litru

krve (Wintrobe 1932, Williams et al. 2006). MCH Je uvadéno v pikogramech
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hemoglobinu v ¢ervené krvince, normu u dospélych pak Beutler et al. (1995) uvadi
27,5 - 33,2 pg.

Posledni z ¢asto uvadénych hodnot ¢&erveného krevniho obrazu je stfedni
koncentrace hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach, tedy MCHC (mean cell/corpuscular
hemoglobin concentration). Koncentrace hemoglobinu v ¢ervenych krvinkdch je
vypoctena jako podil mnozstvi hemoglobinu Vv g/dl a celkového bunécného objemu
V bezrozmérném cisle, respektive v I/l (Wintrobe 1932), (Williams et al. 2006). Norma
dle Williamse et al. (2006) je u dospélych 33,4 — 35,5 g/l.

Do cerveného krevniho obrazu se vSak fadi i §ife distribuce ¢ervenych krvinek,
RDW (Red cell Distribution Width). Jde o $ifi nej¢etnéjsich populaci cervenych krvinek
Vv histogramu ¢ervenych krvinek podle MCV, kterd informuje o anizocytoze, (Pecka
2006), protoZze reflektuje variabilitu velikosti ¢ervenych krvinek. U nékterych
analyzatord je vypocitavana (Williams et al. 2006). VétSina automatickych analyzatort
kalkuluje RDW jako variacni v %, ev. jako RDW-SD (smérodatnou odchylku) ve fl
(Bessman et al. 1983).

K vySetienim zakladnich parametrti ¢erveného krevniho obrazu mohou byt podle
typu analyzatoru vySetiovany také pocty retikulocytl a normoblastt (Penka et al. 2001).
Nekteré pfistroje z fady pétipopulacnich analyzatorti krevnich bunck poskytuji dalsi
parametry krevnich bunék zejména z oblasti Cervené krevni fady, jde napf. o stfedni
tloustku cervené krvinky (MCT), povrch ¢ervené krvinky, atd. Jejich vyznam pro

Kliniku se v nékterych ptipadech teprve zkouma a zjist'uje (Pecka 20006).

Dalsi soucasti krevniho obrazu je tzv. bily krevni obraz. Jeho zakladni slozkou je
celkovy pocet bilych krvinek (WBC - White Blood Cells), ktery je zaroven
nejvariabilngjsi slozkou krevniho obrazu, ostatni hodnoty jsou u zdravych jedinct
pomérné stalé (Andél et al. 2001, Dylevsky 2009). Do bilého krevniho obrazu dale patii
I rozpocet bilych krvinek = diferencialni rozpocet leukocytii = ,,diferencial®, ktery lze
stanovit na analyzatorech krvinek a/nebo mikroskopicky v obarveném natéru (Pecka
2006).
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Poéty bilych krvinek jsou méfeny v krevnich vzorcich vhodné fedénych roztoky,
které hemolyzuji ¢ervené krvinky (Pinkerton et al. 1970, Lewis and Bentley 1977). Poté
jsou podle typu pfistroje méfeny impedancné nebo opticky (Penka et al. 2001). Stejné
jako u Cervenych krvinek i zde plati, Ze vysledek je udavan v poétu bun¢k v litru krve
(Pecka 2006), v piipadé bilych krvinek pak v 10%I. Beutler et al. (1995) uvadi jako
normu u dospélych 4,4-11,3*10%1 , zatimco Pecka (2006) 4-9*10%/1.

Funkce jednotlivych typa bilych krvinek je slozité regulovana, bunky v ramci
imunitniho systému vzajemn¢ interaguji a kooperuji tak, aby odpovéd’ organismu na
cizorody materidl byla co nejefektivnéj$i a nejucinnéjsi (Kittnar et al. 2011).
Z imunologického hlediska se bilé krvinky déli na fagocyty (neutrofily, eosinofily,
monocyty) a imunocyty (lymfocyty) (Pecka 2006).

Z morfologického hlediska se bilé krvinky déli na polymorfonuklearni,
zjednodusené polynukledry, které jsou oznacovany téz jako granulocyty. Obsahuji
lysozomy a sekre¢ni granula. Druhym typem jsou mononukledry, oznaované i jako

agranulocyty (Navratil et al. 2008).

Granulocyty délime podle barvitelnosti cytoplazmatickych zrn na neutrofilni bilé
krvinky (barvi se neutralnimi barvivy), eosinofilni bilé krvinky (barvi se kyselymi
barvivy) a basofilni bilé krvinky (barvi se zasaditymi barvivy). Agranulocyty tvoti dva

typy bunék: lymfocyty a monocyty (Dylevsky 2009).

Techniku rozpoznévani raznych typt krvinek zavedl Ehrlich vroce 1898
(rozpoznaval krvinky obarvené pomoci anilinovych barviv). Analyzétory krvinek
poskytuji bud’ tzv. ,tfipopulacni diferencidl“ nebo ,pétipopulacni diferencial®.
Pétipopula¢ni diferencial rozlisuje v bilé fad¢ lymfocyty, monocyty, bazofily, eosinofily
a neutrofily. Neni schopen odliSit nesegmentované formy neutrofily (tyce) od
segmentovanych forem. Toto odliSeni Ize v souc¢asné dob¢ provést jen mikroskopickym
hodnocenim, pokud se nezvazuji jiné drahé techniky (napf. imunofenotypizace) (Pecka
2006).

Automatické analyzatory udavaji jak relativni, tak absolutni pocty jednotlivych

typt bilych krvinek (Bain et al. 2012). Relativni pocet je zastoupeni urcitého typu bun¢k
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z celku, nejcastéji ze sta bilych krvinek, zatimco absolutni pocet = relativni pocet
jednotlivych typu bilych krvinek * celkovy pocet bilych krvinek. Je to tedy zastoupeni
urcitého morfologického typu bunck v urcitém objemu (Pecka 2006). Automatické
analyzatory udavaji absolutni pocéty pro kazdy typ bilych krvinek, a protoZe
procentualni vyjadieni je méné vhodné pro spravnou indikaci jejich absolutniho nartstu
nebo poklesu, Mezinarodni koncil pro standardizaci v hematologii doporucuje, aby
diferencial bilych krvinek byl vzdy udavan jako absolutni po¢ty na objemovou jednotku
krve (Bain et al. 2012).

Normy se opét 1isi podle véku, u dospélych 1ze vyjadiené absolutnimi pocty shrnout
takto: neutrofily 1,8-7,7 * 10%I1, eozinofily 0-0,45 * 10%I, basofily 0-0,2 * 101,
lymfocyty 1,0-4,8 * 10%1 a monocyty 0-0,8 * 10%1 (Beutler et al. 1995).

Elektronické metody, které zajistuji rychlou a piesnou klasifikaci zdkladnich typi
bilych krvinek, zalozené nejvice na fyzikalnich vlastnostech bunék, jsou rozvinuty
abézné se pouzivaji. Jde napt. o zpusob klasifikace bunék na zakladé velikosti
a peroxidazové reakci, nebo systém klasifikace postaveny na objemu bunck, nebo na
kombinaci objemu bun¢k, vodivosti a rozptylu svétla (Williams et al. 2006). Jakmile
vSak jde o diagnostiku onemocnéni krvetvorby a piistroj vytiskne nalez patologicky,
byva vétSinou nutné zhotovit ,.klasicky* krevni natér (n€které drahé automaty jej jsou
schopny na pozadani zhotovit), obarvit jej panopticky a poptipad¢ zpiesiiovat diagndézu
pomoci cytochemickych barvicich metod, pritokové cytometrie, event. 1 elektronové

mikroskopie (Andé¢l et al. 2001).

Posledni zatim nezminénou soucasti krevniho obrazu jsou krevni desticky
(trombocyty, Platelets — PIt). Krevni destiCky jsou fragmenty cytoplazmy
megakaryocyti (Navratil et al. 2008) a hraji vyznamnou ulohu pii zastavé krvaceni

(hemostaze) a pii uzavéru cév krevni srazeninou (tromboze) (Pecka 2006, Navratil et al.
2008).

Za normalnich podminek, pokud krev koluje v cévach, je v tekutém stavu. To je
urovano rovnovaznym stavem krevniho srazeni a jeho regulacnimi mechanismy. Po

naruSeni celistvosti cévni stény a z fady jinych pii¢in dochazi k rozkolisani dynamické
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hemokoagula¢ni rovnovahy a nasledné k aktivaci srazecich mechanismu (Navratil et al.

2008).

Krevni desticky jsou obvykle méteny elektronicky, ale lze vyuzit i manualnich
metod (Beutler et al. 1995). Elektronicky lze pocet krevnich desticek stanovit 3 riznymi
zpusoby: impedanéné, opticky, imunologicky. V krevnim obrazu miizeme stanovit
mimo poctu krevnich desti¢ek ale i1 jejich ostatni parametry: stfedni objem krevnich
desticek (MPV), histogram krevnich desticek podle jejich objemu, vypocet Siie
distribuce krevnich desti¢ek (PDW), desti¢kovy hematokrit (Pct) (Pecka 2006).

Jako 1 u ostatnich typi krevnich bunék se i mnozstvi krevnich desti¢ek udava jako
jejich poget v 1 1 krve, v piipadé krevnich desticek pak 10%/1 (Pecka 2006). Beutler et al.
(1995) uvédi jako normu 172-450 * 10%/1, zatimco Ceska hematologickd spole¢nost
150-400 * 10%I (Anonym2 2013) a Pecka (2006) 130-380 * 10%/1.

1.2 Faze zpracovani

Laboratorni vySetfeni slouzi zejména k diagnostickym ucelim. Svlij vyznam maji
pfi monitorovani pribéhu nemoci a urcovani prognézy onemocnéni, ale téZ pii
preventivnich vySetfenich nebo screeningovych programech. Az 70 % 1ékatskych
rozhodnuti u hospitalizovanych pacientti je u¢inéno na zakladé laboratorniho vySetfeni
(Krska et al. 2011). Postup hematologickych vySetfeni je nasledujici: a) rozliSeni
problémil u pacienta; b) pfevoz vzorku k analyze do laboratofe nebo kliniky, tvorba
souhrnnych dat a vysledki; a c) to nejdulezitéjsi — navrat vysledku k pacientovi (Gross
and Roath 1996). VysSetfeni musi byt cilené, uceln¢ indikované, spolehlivé

a kvalifikovan¢ interpretované (Krska et al. 2011).

Krevni obraz je jedno ze zakladnich vySetfeni pro diagnostiku a sledovani 1écby
fady onemocnéni. Proto je tfeba znat nejen divody, pro¢ toto vySetfeni pozadovat, ale
i okolnosti, které souvisi s vlastnim vySetfovanim na hematologickych analyzatorech.
K zisk&ni co nejvice informaci z daného vySetfeni je tiecba ze strany laboratofe
respektovat preventivni zasady vysetfeni, zohlediiovat vysledky pfedchozich vySetfeni

a prihlizet k souvisejicim informacim (diagnéza, vék, pohlavi, 1écba pacienta). Krevni
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obraz je komplexni soubor vysledku, které spolu uzce souvisi, nelze tedy posuzovat
Zadnou hodnotu bez ndvaznosti na ostatni parametry. Pochopeni nejen souvislosti mezi
vysledky krevniho obrazu, ale i vSech preventivnich zasad vede ke spravné interpretaci
vysledkd (Penka et al. 2011).

Faze zpracovani délime na preanalytickou (kam patii pravé rozliSeni problému
U pacienta, odbér a pifevoz vzorku do laboratofe, pfijem vzorku v laboratofi),
analytickou (tvorba dat a vysledkil) a postanalytickou (navrat vzorku k pacientovi
a jejich spravné vyhodnoceni I¢katem). Pro spravné zpracovani nejen krevniho obrazu
je nutné, aby vSechny faze zpracovani probchly bez chyb. Pocet laboratornich chyb
relativné klesd vlivem automatizace preanalytickych, analytickych a také zcasti jiz
postanalytickych postupti, vlivem nesmirného rozvoje informacnich technologii,
standardizace a dalSich faktorG. Absolutni pocty chyb ale ziistavaji vysoké vlivem
rostouciho poctu vySetfeni. Je jasné, ze fada chyb je diky pouzivani informacnich
technologii zav€as zachycena a nema vliv na Groven péce o pacienta, nebo dokonce na
zvyseni rizika poSkozeni jeho zdravi. Nicméné 1 tak podle raznych udaji 26-30 %
laboratornich chyb dokonce pacienta poSkodi. Dramaticky je na chybovosti vysoky
podil lidského faktoru (Friedecky 2010).

1.2.1 Preanalyticka faze

Preanalyticka faze je soubor vSech situaci, postupii a operaci, kterymi projde vzorek
analyzovaného materialu od ordinace vySetfeni po vlozeni vzorku do analytického
pristroje (MikSova et al. 2006, Krska et al. 2011). Struktura preanalytické faze vypovida
o vSech faktorech a skute¢nostech, které maji vliv na vysledek laboratornich vySettfeni
(Miksova et al. 2006). Zahrnuje tedy piedevsim ptipravu vysetfovaného na odbér, odber

biologického materialu, jeho uchovani a transport do laboratofe (Krska et al. 2011).

I zde hraje vyznamnou roli lidsky faktor, velky podil odpovédnosti za odbér
a odeslani materialu mé sestra (Rozsypalova et al. 2002), kter4 svou ¢innosti oboji
ovliviiuje (MikSova et al. 2006).
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1.2.2 Analytické faze

Do analytické faze spada analyza vzorku v laboratoti. Automatizace laboratornich
postupil zasahla i do hematologie. Jde o urychleni a zpfesnéni vySetieni na stran¢ jedné,
ale 1 o Setfeni laboratornich pracovnikii na strané druhé, takZe jejich fyzicka
a intelektualni kapacita je uvolnéna pro Cinnosti, které prozatim automatizovat nelze.
Pocitaci chyba analyzatoru, jiz je vysledek zatiZzen, je vzhledem k velkému mnozZstvi

vySetienych elementt velmi mala (i méné nez 1 %) (And¢l et al. 2001).

Stanoveni na analyzatorech krvinek ma i sva uskali a urcitd omezeni, na ktera se
musi béhem stanoveni pamatovat. Vzorky mohu obsahovat slozky nebo latky, které
brani piesnému stanoveni jednotlivych parametrii na krevnich analyzatorech. Pii
vysetfeni parametri na analyzatorech krvinek se vyskytuje tésnd provazanost jednéch
parametra s jinymi (nékteré se dokonce vypocitavaji z méfenych parametrti), mize pak
dochéazet k tomu, ze nepfesné stanoveni jedné slozky muze mit vliv na stanoveni jiné
slozky. Nékteré interference pfitom piimo zavisi na vySetiovaci technologii daného
analyzatoru (impedancni, optickd, imunologickd), jiné jsou na zplsobu stanoveni
nezavislé. Poznat mozné ovlivnéni (interferenci) znamena vydavat spravné vysledky,

naopak nepoznané interference mohou mit negativni klinické nasledky (Pecka 2006).

Aby se piredeslo chybam, jsou pro vyhodnocovani krevnich obrazii stanoveny

nasledujici preventivni zasady:

- Znat principy méfeni dan¢ho analyzatoru

- Znét limitni hodnoty linearity jednotlivych meéfenych parametrtt pro dany
analyzator

- Sledovat hodnoty pozadi (background) pro méfené parametry daného
analyzatoru

- Sledovat navaznost mezi numerickymi a grafickymi vysledky pro urcité
parametry

- Respektovat souvislosti mezi jednotlivymi parametry

- Interpretovat mozné interference a vlivy pro dany typ méteni

- Interpretovat specificka hlaseni ptistroje
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- Sledovat spravnost odbéru

- Ovefovat patologické vysledky krevnich obrazt mikroskopicky

- Sledovat vysledky kontrolnich méteni

Jejich peclivé dodrZzovani by mélo pomoci ptedejit vétsiné chyb v analytické fazi

zpracovani (Penka et al. 2011).

1.2.3 Postanalyticka faze

Z faktori postanalytick¢ faze nejvice ovliviiuji bezpecnost pacienta: hlaSeni
kritickych hodnot, doba odezvy, validace dat vysledkovych protokolii a komentare
vysledku (Friedecky 2010). Vysledky jsou v hematologické laboratofi hotové vétSinou
do nekolika hodin (Rozsypalovd et al. 2002). Poté nésleduje jejich kontrola
laboratornimi pracovniky a vedoucimi lékafi. Az poté dojde k tisku vysledku a jeho
transportu  zpét ordinujicimu Iékafi, pficemz tento transport muze probihat

i elektronickou cestou.

1.3 Mozné chyby v preanalyticke fazi

Zdroje preanalytické variability lze charakterizovat jako zdroje ovlivnéni vysledkt
vysetieni, které se vyskytuji pfed odbérem biologického materidlu, pfi odbéru
biologického materialu a mezi odbérem biologického materidlu a analyzou (Jabor and
Zamecnik 2005). Prvnim krokem preanalytické faze je ordinace vySetfeni. Pfi stanoveni
diagnozy je tfeba snazit se volit metody, které mohou diagnézu stanovit piesné
a Vv relativné kratkém case. Pfi indikaci vySetfeni nesmime zapominat na mozné riziko
pro pacienta 1 pii relativné malo invazivnich vySetfenich. Je tfeba volit adekvatni
metody vySetieni, a to nejen z hlediska etického, ale i ekonomického. Pti volbé metod je
nutneé uzivat uréity algoritmus a snazit se zvolit metody co nejvice specifické s vysokou
diagnostickou vytéZznosti. Pro spravnou a vhodnou volbu metod jsou nezbytné Siroké
teoretické znalosti (Krska et al. 2011). Proto vznikaji specialni pfirucky, v kterych je
vysvétleni zptisobu odbéru krve, metodicky postup a vyznam vySetieni pro diagnostiku

hematologickych chorob (Navrétil et al. 2008).
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Pfi vysetfovani musime zvazovat pfinos vySetfeni pro pacienta, a to i z hlediska
postupu pii ziskavani pozitivniho ¢i negativniho vysledku testu. Kazda metoda ma byt
spravn¢ indikovana a tzv. indika¢ni vymezeni by meéla byt v budoucnu soucasti
terapeutickych a diagnostickych standardt. Lékat si musi uvédomit, co o¢ekava od

daného vySetieni pii negativnim nebo pozitivnim vysledku (Krska et al. 2011).

Rizeni preanalytické fize je tkolem laboratofi, které jsou povinny vybavit své
klienty jednozna¢nymi instrukcemi o ptipravé pacienta, odbéru, skladovani a transportu
(pfipadné predanalytické upravé vzorku, je-li provadéna odebirajicim personalem)
biologického materidlu do laboratofe (Jabor and Zamecnik 2005). I pies moznost
vyuzivani téchto pfiru¢ek preanalyticka faze produkuje vice nez 50 % chyb. (Friedecky
2010). To uvadi i Krska et al. (2011), ktery konstatuje, Ze v preanalytické fazi vznikaji
az dvé tretiny chyb celého laboratorniho procesu, pficemz tyto chyby mohou vést

K mylnym zavértim jak pozitivnim, tak negativnim.

V rdmci preanalytické faze je nutné uvédomit si interferenci biologickymi vlivy,

vliv odbéru materialu a vliv transportu a skladovani.
Biologické vlivy délime na:

- Dané a neovlivnitelné (rasa, v€k, pohlavi) (MikSova et al. 2006). Jabor
a Zamecnik (2005) mezi dané a neovlivnitelné fadi mimo rasu, vék a pohlavi
i cyklické variace, intraindividualni variabilitu a graviditu, pficemz totéz uvadi
i Spinar et al. (2008).

- Proménlivé a ovlivnitelné (dieta, pohyb, styl zivota, 1éky, hmotnost, koufeni,
alkohol atd.) (Mik3ova et al. 2006, Spinar et al. 2008). Mezi proménlivymi
a ovlivnitelnymi zmifiuje Jabor a Zamecnik (2005) navic 1 nadmotskou vysku,
mechanické trauma a stres.

Vliviim odbéru materidlu se bude vénovat dalsi kapitola.

Nezanedbatelny je i vliv doby mezi odbérem a analyzou vzorku. V kazdém ptipadé
je dulezité seznamit se s podminkami transportu a skladovani biologického materialu
pro vySetfovany analyt, které jsou soucasti laboratornich ptirucek jednotlivych

laboratofi, kam lékafi zasilaji biologicky material na vySetfeni. Laboratorni nebo
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preanalytickd pfirucka obsahuje, jak jiz bylo zminéno, dal§i potfebné informace

0 jednotlivych analytech a podrobné&jsi informace o preanalytické fazi ¢i dob¢, dokdy

bude material vysetifen (KrSka et al. 2011).
Mezi vlivy transportu a skladovani patii:

- Efekty casu, teploty a mechanickych vlivii béhem transportu vzorku

- Standardizace zptsobt posilani vzorkli do vzdalené laboratote

- Skladovani vzorkt v laboratoii (MikSova et al. 2006, Spinar et al. 2008).

Jabor a Zamecnik (2005) sem ftadi i vliv konzervacnich latek, vliv materidlu
odbérové nadobky, vliv srdzeni. | jen casteCné vysrazeny vzorek (Spatny pomér
protisrazlivych c¢inidel, aktivace koagulace) zkresluje, az znemoziuje vySetfeni

parametra krevniho obrazu vcetné diferencialniho rozpoctu a krevniho srazeni.

Transport materidlu ma byt Setrny a rychly, musi byt provadén pii adekvatni teploté
a vhodnych svételnych podminkach. V ptipad¢, ze je vzorek transportovan neprodlené
po odbéru do laboratote, postacuje pro transport vétSinou pokojova teplota. Pii delSim
transportu (déle nez 30 minut) a vzhledem k zevnim klimatickym podminkam je
vhodnéjsi posilat material v chladicim boxu (Krska et al. 2011). Béhem transportu je
tedy nutno sledovat teplotu v dopravnim boxu s vzorky a €as transportu primarniho
vzorku do laboratofe. Laboratoi pak sleduje celkovou dobu od odbéru vzorku do

analyzy, pfiCemz doba transportu je soucasti této doby (Charvat et al. 2013).

Cas, ktery uplyne od odbéru vzorku do jeho zpracovani, hraje v preanalytice
podstatnou roli. Dochdzi ke zméndm metabolismu krevnich bunék spojenym
s nedostate¢nou tvorbou makroenergetickych latek, které udrzuji funkci a tvar bunék.
Tyto zmény se pak mohou promitnout do vysledku vySetieni (Pecka 2006). Doba, ktera
ub¢hne od odbéru vzorku do jeho zpracovani, musi byt kratSi nez stabilita vzorku.
Stabilitou vzorku se rozumi doba, ktera uplyne od odbéru primarniho vzorku do jeho
vySetieni, aniz by se hladina vySetfovanych analyti zménila. U krevniho obrazu je
udavana stabilita pii teploté +15 az +25 °C pét hodin (Charvat et al. 2013, Jabor
a Zamecnik 2005).
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Urcita pravidla je potfeba dodrzet i pfi skladovani, kdy je nutné, aby byl materiél
dobie uzavien a zabranilo se zahusSténi vzorku odparovanim, mikrobialni kontaminaci,

vlivu svétla a samoziejmé metabolismu krevnich elementa (Krska et al. 2011).

1.3.1 Odbér krve a chyby pri ném

Pro spravny vysledek je nezbytné zajistit nejen spravné provedeni vlastniho odbéru,
ale rovnéz pouceni pacienta, jak se na odbér pfipravit. Potiebné jsou také znalosti
o0 faktorech ovliviiujicich preanalytickou fazi laboratorniho vySetfeni (Krska et al.
2011). V preanalytické fazi hematologickych vySetieni hraje odbér krve zasadni roli,
pfi¢emz vliv ma:

- Zpusob a kvalita odbéru

- Doba odbéru (cirkadianni rytmy, menstruacni cyklus, posledni jidlo pted

odbérem apod.)

- Infuzni terapie

- Pozice a poloha pii odbéru

- Misto odbéru

- Kapilarni odbér

- Specifikace odbérovych zkumavek, antikoagulantli, stabilizatord, separacnich

geli

- Systém odbérovych zkumavek

- Mnozstvi potiebného materialu (ptiblizné 2-4x vice, nez je nutné k analyze)

(MikSova et al. 2006, Krska et al. 2011).

Vliv ma ale i doba, po kterou je pii odbéru piiloZen turniket (manzeta) (Spinar et al.
2008). Béhem odbéru krve musi byt trvani zataZeni paze minimalizovano, aby nedoslo
ke srazeni krve ve vzorku (Beutler et al. 1995). Z hematologickych parametrii se pak
muze zvysit pocet Cervenych krvinek, hemoglobin a hematokrit (Pecka et al. 2010).
Chybné je 1 ,,cvieni rukou pfed odbérem, které se nedoporucuje. VySetfeni také

ovlivitluje hemolyza. Zasadni vliv ma i vybér protisrazlivych ¢inidel a nedodrzeni
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poméru mezi krvi a protisrazlivym &inidlem (Spinar et al. 2008). Tento nepomér vede

bud’ ke zménam objemu Cervenych krvinek, nebo ke srazeni krve (And¢l et al. 2001).
S témito vlivy pak souvisi 1 nejcastéjsi chyby pii odbéru krve:

- Pacient nebyl nalacno

-V dob¢ odbéru anebo tésné pred odbérem byla pacientovi aplikovana infuze

- Byla zvolena nevhodna doba odbéru (béhem dne tada biochemickych
a hematologickych hodnot kolisa)

- Rada uzkostlivych pacientti dlouho pied odbérem neji ani nepije a vysledna
dehydratace ovlivni vysledky

Tyto chyby ovliviuji nejen hematologicka, ale i dalsi vySeteni.

Pouceni pacienta hraje klicovou roli v celém procesu laboratorniho vysetieni krve
a je nezbytné pro jeho spravnost (Krska et al. 2011). Krev se odebira nejéastéji rano na
lano, a proto je tieba upozornit pacienta na odbér véas dopiedu (Rozsypalova et al.
2002). Odbér nala¢no pro vétsinu laické populace znamend nesnidat, ale odbérem
nala¢no se rozumi, ze pacient 10-12 hodin nejedl, byl v relativnim klidu a odbér byl
proveden v rannich hodindch (KrSka et al. 2011). Krat$i la¢néni nez 10 hodin je
nedostate¢né a delsi je nevhodné (Spinar et al. 2008). Pro hematologicka vysetieni je

v8ak vyznam nedodrzZeni této doby niZsi.

Odbér se provadi rano mezi Sestou a osmou hodinou nejen kvili snaz§imu lacnéni,
ale i proto, Ze vétSina latek podléha cirkadialnimu rytmu (Andél et al. 2001).
Doporucuje se téz vypit pred odbérem 2-3 dl vody (Krska et al. 2011). Ptijem tekutin je
velmi vhodny, je spravné i rano pted odbérem krve pit neslazené nealkoholické tekutiny
(vodu, neslazenou mineralku ¢ ovocny ¢aj), aby pacient nebyl dehydratovan (Spinar et
al. 2008).

Déle je nutno pocitat stim, ze kazdy pacient je pfed odbérem vice ¢i méné
rozrusen. Je potieba jej ujistit, Ze jde o bézné vysetieni, zkontrolovat, zda je opravdu na

lacno a zajistit, aby asi 20 minut pied odbérem v klidu lezel nebo sed¢l (Rozsypalova et
al. 2002).
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Jednou z nezbytnych podminek spravné provedeného vysetieni je spravné vyplnéna
zadanka, kde je kromé¢ identifikacnich udajii (jméno, rodné Cislo pojiSténce, pojistovna
apod.) dulezité uvadét také dobu odbéru (pokud je odbér provadén v ambulanci),
diagn6zu pacienta, chronickou medikaci a odebirany material (Krska et al. 2011). Pred
odbérem je tieba zjistit, na které vySetfeni mé byt krev odebrana, a podle toho pfipravit
oznacené nadobky a Zadanky. Je nutné znat dobie postup pii odbérech na jednotliva
vySetieni a presné jej dodrzet (Rozsypalova et al. 2002). Musime mit na mysli zptisob
odbéru v zavislosti na typu biologického materidlu, mit spravny odbérovy material
(odli$na stabilizacni nebo protisrdzliva cinidla), postupovat odpovidajici technikou

a v neposledni fad¢ spravné poucit a pfipravit pacienta (Krska et al. 2011).

Vzorky je nutné peclivé oznalit a v co nejkratSi dobé odeslat na vySetfeni
(Rozsypalova et al. 2002), protoZe piedev$im piesna a jednoznacna identifikace

biologického materialu patii k obecnym zasadam pii jeho odbéru (Krska et al. 2011).

Nespravny odbér mulize ohrozit pacienta a vede knarGstu nakladii na lécbu
(MikSova et al. 2006), proto je nutné dodrZzovat nasledujici obecné zasady pro odbér

materialu:

1)  Pfed odbérem srozumitelné informovat a poucit pacienta.

2)  Pred odbérem srozumiteln¢ informovat a poucit pacienta.

3)  Odpovédét na vSechny jeho otazky.

4)  Ptipravit peclivé vSechny pomicky.

5)  Citeln& oznatit odbérové nadobky identifikaénimi udaji pacienta.

6)  Peclivé vyplnit zadanku.

7) Je-li tieba zpracovat vySetieni urychlené, pfipsat na pruvodku ,,STATIM®.

8) Zachovat spravny postup odbéru, dbat, aby nebyl materidl znehodnocen
(chybnym odbérem, znecisténim, nedostatecnym oznacenim).

9)  Chranit sebe i pacienta pted pfenosem infekce.

10) Vzorky odeslat spoleéné¢ se spravné vyplnénou pravodkou co nejdiive do

laboratote (Rozsypalova et al. 2002).
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MikSova et al. (2006) navic dodava, Ze je nutné dodrzet poZadavky na transport.
Neni-li stanoveno jinak, provést vySetfeni do 2 hodin po odbéru a po celou dobu je
zajistit proti znehodnoceni, vysledky vySetieni pak evidovat (zakladaji se do zaznamu
vysledky) a stale dodrZovat zasady BOZP. To konstatuje i Rozsypalova et al. (2002),
Kterd navic uvadi, Ze nékteré z materialii odebira 1ékaf, jiné sestra, ale také laborant.
Materidl ma tedy byt odebran piesné, vCas a fadné oznaCeny odeslan do piislusné

laboratoie, odpoveédné vySetien a zhodnocen a systematicky 1ékafem vyuzit.

K méfeni parametri krevnich bunék se na automatickych analyzatorech pouziva
bud’ kapilarni, nebo zilni krev, ktera se odebira za standardnich podminek (Pecka 2006).
To se shoduje stvrzenim Krdky et al. (2011), ktery uvadi, Ze nejcastéji se pouziva
venozni krev ziskana venepunkci, u malych déti a nedonoSencu se pak odebira kapilarni
krev. Venepunkce se ma provadét u pacienta, ktery je v klidu, paze ma byt zatazena.
Nemeéla by se pouzivat paze, na které jsou vyrazné jizvy, hematom ¢i zavedend infuze
au zen paze na stran¢ po provedené mastektomii. Odbéry se provadéji ze zil na volarni
stran¢ piedlokti nebo v loketnim ohbi. Je mozné vyuzit i zily na hibetu ruky, ovSem je
tieba si uvédomit rizika u diabetikd a osob s horsi cirkulaci (vznik moznych trofickych
defekti) (Krska et al. 2011).

Odbér z chladného mista muze vést k nespravnym vysledkim, hlavné v bilych
krvinkach. I pfi technicky spravném odbéru je pocet Cervenych krvinek, obsah
hemoglobinu a hematokrit ponékud nizsi v krvi kapilarni nez v krvi vendzni (Andél et
al. 2001).

Testy jsou realizované z malého vzorku nesrazlivé Zilni krve; bézny antikoagulant
je ethylen-diamin-tetraoctova kyselina (EDTA) (Howard and Hamilton (1997). VyuZiva
se soli kyseliny etylendiaminotetraoctové (KsEDTA a K;EDTA). Rozdil mezi témito
substancemi je v pH, které tyto latky vytvaii v systému odebrané krve. pH K3EDTA se
blizi fyziologické hranici pro pH krve, zatimco pH K,EDTA se pohybuje lehce nad
hodnotou 5. Rozdily jsou i ve fyziologickém pisobeni na krevni buniky a v rozpustnosti
obou soli (Goosens et al. 1991). Mimo K3EDTA a K;EDTA se uziva jako protisrazlive
¢inidlo i Na;EDTA (Penka et al. 2011).
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Nevyhodou EDTA soli je v ptipadé jejich pouziti moznost ovlivnéni krevnich
desti¢ek. Soli EDTA mohou v nékterych piipadech vyvolat piimou agregaci krevnich
desticek pilisobenim na jejich membranové glykoproteiny nebo ovlivni membranu
neutrofildi, ktera pak muze vézat krevni desticky na svém povrchu — tzv. destickovy

satelitismus (International Council, 1993) .

Na vétSin¢ pracovist se uzivd soubor pomilicek na uzavieny zpusob odbéru
(Rozsypalova et al. 2002). Tento vakuovy systém je CistSi styl odbéru krve, kde krev
nepfichdzi do styku se vzduchem, protoze krev tece skrz sterilni jehlu rovnou do sterilni

zkumavky (Sood 1999).

Ke vSem druhim odbéru maji byt pomiicky piehledné uloZzeny na pojizdném

voziku, jejich seznam je nasledujici:

1)  Sterilni jehly pro jedno pouZiti zasazené do konusu se zavitem, z jeho druhé
strany vychazi jehla asi 2 cm dlouhd s gumovym ventilem (na ni se napojuje
zkumavka), pted pouzitim jsou obé¢ jehly kryté

2) Drzak jehly z plastu se zavitem — zavadé¢ (napoji se na zavit jehly a s jeho
pomoci se zavadi jehla do Zily)

3)  Vzduchotésné uzaviené zkumavky s vakuem piesné¢ odméfenym podle toho,
kolik krve ma byt na urcité vysetieni odebrano, jsou barevn¢ odliSeny

4)  Dezinfekéni prostiedek

5)  Tampony nebo Ctverce

6) Popruh na zataZeni paze

7) Rouska z PVC k ochran¢ pradla

8) Leukoplast

9) Emitni miska

10) Stojanek na zkumavky

11)  Ochranné rukavice (Rozsypalova et al. 2002).

Postup odbéru krve:

Nejprve musi probéhnout verbalni potvrzeni totoznosti nemocného, v lizkovych

zafizenich se totoznost kontroluje i s udaji na identifika¢nim naramku (Workman and
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Bennett 2002). K potvrzeni totoznosti se uziji Udaje o jménu pacienta a o jeho rodném
¢isle (Mullins 2007). Identifikacni chyby jsou zvlast nebezpecné kvili moznosti

vaznych az katastrofalnich nasledka (Friedecky 2010).

Pfed odbérem je nutné oznacCit zkumavky, které budou k odbéru pouzity,
identifika¢nimi daji pacienta. Pomucky si pfipravime k ruce a oblékneme si ochranné
rukavice (Rozsypalova et al. 2002). Standardni poloha pacienta pii odbéru je poloha
vsedé¢ (Krska et al. 2011). Pazi s vybranou Zilou nemocnému pohodln€ polozime
a podlozime rouskou z PVC (Rozsypalova et al. 2002). Ke zvysSeni prokrveni lze pted
vlastnim odbérem pouzit teply vlhky obklad nebo teplou vodni lazen (Krska et al. 2011,
Rozsypalova et al. 2002).

Misto vpichu musi byt dezinfikovano (Mullins 2007). K dezinfekci se uziva
dezinfekéni roztok schvaleny hygienickou sluzbou (And¢l et al. 2001). Po dezinfekci
mista vpichu se pfilozi turniket, jeho pfilozeni nema byt delSi nez jedna minuta

a pacient by nemél pazi pumpovat (Krska et al. 2011).

Odstranime dolni kryt jehly a na zavit kénusu pfiSroubujeme zavit zavadéce —
drzéku jehly. Sejmeme kryt jehly uréené ke vpichu. Jehlu zavedeme do zily
(Rozsypalova et al. 2002). Vpich jehlou do zily musi byt hladky, pfimy, bez zbyte¢né
manipulace v tkanich. K hematologickym odbérim, vzhledem ktomu, Ze se méfi
fyziologické charakteristiky krvinek a krevni plazmy, se doporuuje pouzivat jehly
0 vétsi svétlosti (21G) (Pecka et al. 2010). Po vpichu vybereme zkumavku pro
pozadovany odbér a vlozime ji do zavadéce tak, aby kratka jehla s gumovym ventilem

pronikla zatkou zkumavky (Rozsypalova et al. 2002).

Doporucené potadi odbéri z jednoho vpichu je nasledujici: zkumavky pro
hemokultury, zkumavky bez protisrazlivych ¢inidel, zkumavky pro hemokoagulaci,
ostatni zkumavky s protisrazlivymi ¢inidly; k hematologickému vySetfeni se pouZije
zpravidla druhd, piipadné dalsi odbérova nadobka. Nikdy se nepouziva prvni, protoze
odbérovy systém neni zcela inertni k fyziologickym vlastnostem krvinek a plazmy,

Vv systému miize dochazet k vychytavani krevnich desticek (Pecka et al. 2010).
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Jakmile zacne proudit krev do zkumavky, Ize turniket odstranit (Krska et al. 2011).
Ve zkumavce je vyCerpan vzduch, k nasati krve do systému dojde vlivem vakua (Pecka
et al. 2010), potiebné mnozstvi krve tedy vteCe do vakuové zkumavky automaticky

(Sood 1999, Rozsypalova — Osetrovatelstvi 11).

Naplnénou zkumavku vyménime za jinou — K dalSimu odbéru podle ordinace
(gumovy ventil zabrani vytékani krve ze Zily) (Rozsypalova et al. 2002). Bezprostiedné
po naplnéni je nutné krev ve zkumavce promichat opakovanym otac¢enim zkumavky
(minimalné pétkrat, netiepat!) (Krska et al. 2011, And¢l et al. 2001), aby doSlo

k Ga¢innému promiseni krve s antikoagulacni latkou (Pecka et al. 2010).

Po naplnéni posledni odbérové zkumavky je tato sejmuta, jehla je vytazena ze Zily
(Mullins 2007). Nékteti nemocni nesnesou pohled na vlastni krev, a dokonce upadnou
do kratkodobého kolapsu. Je potieba tomu piedejit a odvést jejich pozornost. Na misto
vpichu pevné pfimackneme tampon. Nemocny ma podrzet 2—3 minuty pazi ohnutou
v lokti (Rozsypalova et al. 2002). Tampon z mista vpichu odstranime aZ po Uplném
zastaveni krvaceni (Mullins 2007). Poté se pfilozi néplast, kterou se doporucuje
ponechat na misté alespoit 15 minut po odbéru (KrSka et al. 2011). Po odbéru se
pomiticky k jednomu pouZiti a pouzity materidl odstrani do odpadki. Ostatni pomticky
se umyji, dezinfikuji a uloZi na vyhrazené misto (Rozsypalova et al. 2002).

Krom¢ uvedeného odbéru krve uzavienym zpiisobem existuji i jiné techniky. Lze
pouzit napf. stiikacku, ktera zaroven slouzi jako zkumavka. V nékterych zdravotnickych
zafizenich se odebird krev stiikackami a jehlami k jednomu pouziti do béznych
zkumavek. Je tu vSak nebezpeci pfipadného pfeneseni infekce na sestru. Pomiicky

a postup jsou podobné jako pti podavani 1éka do Zily (Rozsypalova et al. 2002).

1.4 Analyzatory mérici krevni obrazy

Vypocet Cervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desti¢ek mtize byt provadén
manuélni metodou na specialné navrzenych pocitackach za pouziti mikroskopt (Pecka
20006), ale elektronické metody zajist'uji preciznéjsi data a jsou nyni §iteji vyuzivany pro
rutinni krevni obraz (Williams et al. 2006, Pecka 2006).
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Metody elektronického pocitani mnozstvi bun€k jsou nyni Siroce vyuzivany
a umoznuji piesné vycisleni vSech tii typt bunék (Beutler et al. 2005). Bez technizace je
prakticka medicina nepfedstavitelna, zvlasté pak v ,,revolucni technizaci® poslednich
desetileti. Technika zasadné obohatila diagnostiku. Diagnostika nékterych chorobnych
stavii a jejich sledovani je bez techniky nemozné. Vzrlsta nabidka diagnostické

a terapeutické diagnostiky (Pacovsky and Sucharda 2002).

Zhotovi-li erudovany laborant za pracovni sménu kvalitné Srozpoétem na
100 bun¢k asi 10-14 krevnich obrazii, moderni pocitace jsou schopny vyprodukovat pfi
seCteni az 20 000 bunek vice nez 100 nalezt za hodinu (Andél et al. 2001), coZ souhlasi
s Lesseve et al. (2004), ktery uvadi, Ze automatické hematologické analyzatory jsou
navrzeny tak, aby analyzovaly fyzikalni a chemické vlastnosti tisic bunék. S rostoucim
poctem bunék vySetfenych analyzatorem se ale zvétSuje pravdépodobnost, ze dveé nebo
vice z nich budou detekénim zafizenim oznaéeny jako jedna, coz vede k fale$né niz§im

mnozstvim bun¢k (Beutler et al. 2005).

Vysledky kompletnich krevnich obrazli z téchto analyzatorti nahradily tradi¢ni
manualni metody (Lantis et al. 2003). Automatickd analyza je nezavisla na
pozorovateli, m& lepSi reprodukovatelnost a je alternativou k pozorovani pod
mikroskopem, protoze odecty hematologického analyzatoru dobie koreluji s odecty
podle standardni manualni metody, ackoli ta poskytuje dalsi diagnostické informace

0 krevnim obrazu (Lesseve et al. 2004).

Pti srovnani s mikroskopickymi diferencialnimi pocty leukocytli automatické
diferencialni pocty vykazuji dobrou korelaci pro neutrofily, lymfocyty, eozinofily
a monocyty (Buttarello et al. 1997, Jones et al. 1998, Stamminger et al. 2002, Aulesa et
al. 2003, Muller et al. 2006). Oproti tomu bazofily srovnavané s méfenim pomoci
metody prutokové cytometrie, kde bylo uzito znakti CD 123 a CD 193 jako bazofilnich
markert, Casto koreluji velmi S$patné, obzvlasté u Advia 120 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Deerfield, IL). To mtze byt dano tim, ze Advia pocita bazofily jako bunky
odolné viici kyselé 1yze, ale v nékterych vzorcich se vyskytuji patologické buiiky odolné

lyze a ty pak zapficinuji faleSn¢ zvySené pocty bazofilii (Amundsen et al. 2012).
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Hematologické analyzatory vSak ve vétsiné situaci poskytuji rychlé a ptresné vysledky
(Zandecki et al. 2007). Vyhodou automatickych analyzatort je tedy nejen jejich rychlost
a presnost, ale 1 spolehlivost a pomérné malé mnozstvi krve pottebné k vysetieni (Pecka
2006). Je zfejmé, Ze automatickd technika umoznuje vycCisleni ohromné velkého
mnozstvi bun€k a tudiz mize byt preciznéj$i nez manualni metody (Beutler et al. 2005).
Tradi¢ni prezkoumani vSech vysledkii automatizovanych hematologickych pfistroja
pomoci upravy, barveni a mikroskopického vySetfeni krevniho obrazu z vétSiny instituci
Jjiz zmizelo (Pierre 2002).

vvvvvv

Pierre (2002) a Novis et al. (2006), kteti uvadéli, Zze automatizované hematologické
pristroje jsou piesnéjSi v rozpoznavani vzorkti s distribu¢ni nebo morfologickou
abnormalitou nez tradi¢ni vizualni metoda. lke et al. (2010) uvadi, ze odecty
automatizovaného hematologického analyzatoru (Sysmex KX-21N) dobie korelovaly
S manudlnimi metodami. Vysledky této studie potvrzuji, Ze odecty automatizovaného
hematologického analyzatoru jsou stejné spolehlivé jako standardni manualni metoda,

I kdyZ tato metoda poskytuje dalSi diagnostické informace v podobé krevniho obrazu.

Proto by ru¢ni mikroskopické vySetteni krve mélo byt pfi zjisténi zavaznych odchylek
v krevnim obraze pouzito k ovéfeni automatizovanych metod, jak jiz diive navrhoval

Lantis et al. (2003).

Moderni, pln¢ automatické pfistroje pracuji tak, ze si samy odebiraji potiebny
objem krve z uzaviené zkumavky, a tak vylucuji riziko vzniku aerosolu a piipadnou
moznost profesionalni nakazy (Andél et al. 2001). Otevira se vSak problem efektivniho
vyuziti techniky a stanoveni priorit technického vybaveni podle rozdilnych funkci
jednotlivych pracovist’ v hierarchii zdravotnické péce. Technizace klinické mediciny
klade nové poZadavky na pracovniky, jejich kvalifikaci a poc¢et (Pacovsky and Sucharda
2002). Naro¢né pfistroje vyzaduji kvalifikované laboranty, ktefi jsou schopni
S pristrojem spravné zachazet. Je ovSem téz tieba zabezpecit specialné vysSkolené

techniky — opravaie (Hrubisko et al. 1983). Dnes jsou nezbytni specialisté — technici pro
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provoz naro¢né technologie, analytici a programatofi, rizni odbornici v diagnostickych

laboratotich (Pacovsky and Sucharda 2002).

Porozuméni roli automatickych pocitacu krvinek v klinické praxi a konkrétné
i jejich limitam je totiz dilezité k pochopeni, jak jsou numerické hodnoty generovany
(Howard and Hamilton 1997). Piesné a spravné urceni krevnich bunék je nezbytné pro
odpovidajici klinické hodnoceni (Beutler et al. 2005). Pocet krvinek se proto v soucasné
dobé méfi na analyzatorech krvinek, které dnes poskytuji podle typu pfistroje od 24
do 48 parametri vCetné¢ diferencialniho rozpoétu bilych krvinek, histogramu

a scattergramui ¢ervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich destic¢ek (Pecka 2006).

Napt. ADVIA 2120 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY,
USA) je plné automatizovany hematologicky analyzator, ktery zajistuje kompletni
krevni obraz a diferencidlni poéty bilych krvinek (Urrechaga 2010). Automatické
analyzatory maji dva kanaly pro pocitani bunék (Howard and Hamilton 1997). Nejprve
dochézi k tomu, ze se bufiky pomoci specialnich systémi tadi tak, aby byla pokud
mozno méfena jen jedna bunka. Soucasné dochézi k nafedéni krevniho vzorku, ktery se
rozdéli do dvou cest (Pecka 2006). V prvnim mohou byt pocitany Cervené krvinky
a krevni desticky a v druhém jsou cervené krvinky lyzovany pro néslednou analyzu
bilych krvinek. Extra kandl je Casto uzivan pro diferencialni rozpocet bilych krvinek
a pocet retikulocytt (Howard and Hamilton 1997). Cervené krvinky a krevni desti¢ky
jsou izovolumetricky sférované pro jejich snadné€jsi zpracovani v analyzatoru. Nékteré
Z parametrti se méti piimo, jiné se zjiStuji vypoctem z hodnot métfenych parametrt

(Pecka 2006).

Nov¢jsi hematologické analyzatory predstavily pro pocitani bunék a pro zlepseni
vykonu u diferencialnich pocti bilych krvinek rozptyl svétla, elektrickou impedanci,
radiofrekvenc¢ni vodivost, a/nebo cytochemii (Buttarello et al. 1997, Jones et al. 1998,
Stamminger et al. 2002, Aulesa et al. 2003, Muller et al. 2006), prave proto poskytnou
nékolik desitek parametrt, véetné bunééné hladiny hemoglobinu, informace o velkych
desti¢kach a jadernych ¢ervenych krvinkach, stejné jako rutinni hemogram. (Kratz et al.

2006). Analyzatory krvinek vyuZivaji krozlieni jednotlivych typt krvinek diive
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vyjmenované principy, pomoci nichz specialné¢ upravenymi softwarovymi programy
pomysIn¢ distribuuji krvinky do urcitych prostorovych oblasti — vytvafi prostorové

histogramy tzv. scattergramy (Pecka 2006).

VyzkouSeno bylo n¢kolik principi méteni (Andél et al. 2001). Nyni jsou pro
pocitani bunék a zjistovani jejich velikosti dva zakladni postupy: elektrickd impedance
a rozptyl svétla (Howard and Hamilton 1997). V roce 2001 pracovalo asi 90 % vSech
analyzatori na principu impedan¢nim, ktery byl vyvinut 40 let piedtim. Je zaloZen na
faktu, ze krvinka se oproti izotonickému fedicimu roztoku chova jako izolant — nevodic¢
(Andé¢l et al. 2001). Metoda elektrické impedance je tedy zalozena na velmi nizké
vodivosti elektfiny (Howard and Hamilton 1997). Nafedéna suspenze krevnich castic je
nasilné vhanéna do méfici kyvety. Vné 1 uvnitt kyvety je polarizované stejnosmerné
elektrické pole. Vnikne-l1i ¢astice do vstupniho otvoru, zméni se mérny odpor prostiedi
a vybudi se urcité napéti, které¢ se zméii na voltmetru (Pecka 2006, Beutler et al. 2005).
Pocet impulsi odpovidd poctu castic proslych aperturou a amplitudy impulsii

odpovidaji objemam prislusnych castic (And¢l et al. 2001).

Na analyzatorech krevnich Castic stanovujeme pocet ¢ervenych a bilych krvinek
vétSinou pravé impedancné. Pfi méfeni bilych krvinek se do jejich poctu zahrnuji
vSechny jaderné elementy, tedy i normoblasty, kdezto optické systémy normoblasty
eliminuji a jsou schopny vydat jejich absolutni poéty (Pecka 2006).

Dalsim zplisobem méfeni bun¢k je metoda optickd. Krevni ¢astice se dostava do
interakce s fokusovanym svételnym paprskem, jehoz zdrojem je halogenova zarovka
nebo laser. Builky rozptyluji paprsek svétla a detektor prevadi rozptyl do impulst
odpovidajicich velikosti bunék (Howard and Hamilton 1997, Andél et al. 2001, Beutler
et al. 2005).

Pro sofistikovanéj$i méteni jako napt. diferencialni rozpocet bilych krvinek mohou
byt pouzity obé metody spolecné s piidanim dalSich metod z&vislych na biochemickych
reakcich a absorbci svétla (Howard and Hamilton 1997). Vyuziva se napf.
vysokofrekvencni stifidavé elektrické pole, fluorescence a imunofluorescence, laser —

optickd analyza (svételny paprsek a rozptyl svételného paprsku), cytochemické metody,
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prutokova cytometrie, spektrofotometrie, hydrodynamicka fokusace, softwarova
analyza (Pecka 2006).

Ackoli jsou tyto metody sofistikované, automatické pocitace bunc¢k nedokazi
nahradit trénované lidské oko. Vysledky mimo b&zny numericky rozsah analyzatorii
nebo pfitomnost nezvyklych cirkulujicich bun¢k (napt. leukemické buiiky) mohou byt
oznaceny jako abnormalita. To upozorni operatora, ktery se vrati k pivodnimu vzorku

krve a udéla natér krve na sklo (Howard and Hamilton 1997).

ADVIA 120 analyzuje bilé krvinky pomoci cytochemické myeloperoxidazové
(MPQO) reakce a pomoci svételného paprsku odrazeného od lobularity jadra bilych
krvinek (Nahm et al. 2008, Kang et al. 2008), coz potvrzuje i (Bononi et al. 2009)
a (Bononi et al. 2001), ktery udava, Ze ADVIA 120 mé&ii bilé krvinky pomoci bilého
svétla a laserové technologie prostiednictvim dvou oddélenych kanalt: peroxidaza
kandl identifikuje prostfednictvim wolframové optiky a cytochemie rtzné typy bilych
krvinek [neutrofily, monocyty, eosinofily, lymfocyty, a velké neobarvené bunky (LUC)]
na zaklad¢ jejich velikosti a barvitelnosti. Bazofila / lobularity kanal, ktery pouziva
systém laseroveho rozptylu svétla, poskytuje cenné informace o zralosti stupné kazdeho
jadra bilé krvinky métenim jaderné lobularity a hustoty, coz umoziuje identifikaci tzv.
"blastti". Bononi et al. (2001) jest¢ dodava, ze zbarveni neutrofili, monocytl
a eosinofili je zaloZzeno na urovni jejich peroxiddzové aktivity. Lymfocyty, bazofily,
a LUC neobsahuji peroxidazu a zdstanou neobarvené. Po srovnani s diferenciadlem
odvozenym peroxiddzovym kandlem, je pfistroj schopen generovat Sestidilny
diferencidlni rozpocet a i jiné neZ rizné morfologické znaky bilych krvinek: jaderné
cervené Krvinky, nezralé granulocyty, atypické buniky a blasty. Kromé toho pfistroj

vypocita procento blastt v periferni krvi.

Z Cerveného krevniho obrazu pak Advia 120 méti napt. hemoglobin pomoci
prutokové cytometrie v kyanidu a kyanid-free metodami. Pritokova cytometrie je
zaloZena na nizkém a vysokém Uhlu rozptylu laserového svétla a pouZiva se pro méteni
koncentrace hemoglobinu a objemu jednotlivych ¢ervenych krvinek (Kunicka et al.

2001). Diky pokrokim v technologii, tj. automatizovanym hematologickym
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analyzatorim, je mozné zaznamenavat rtizné krevni parametry, mezi néz patii i velikost
a tvar krevnich desti¢ek (Kunickd et al. 2000). ADVIA 120 nabizi i ruzné dalSi
parametry tykajici se krevnich desti¢ek, jako je mimo stiedni objem trombocyti (MPV)
i distribuce sitky objemu trombocyti (PDW), trombokrit (PCT), primérna hmotnostni
koncentrace trombocyti (MPC), distribuce §itky hmotnostni koncentrace trombocytt
(PCDW) a podobne. (Giacomini et al. 2001) ADVIA 120 je také schopna pocitat ¢astice
0 velikosti v blizkosti trombocytu a s indexem lomu liSicim se od trombocytu

v dasledku jeho obsahu hemoglobinu (Lesseve et al. 2004).

Ackoli hematologické analyzatory poskytuji spolehliva vysetieni krevniho obrazu,
je znamo, ze byva nepiesny pocet trombocytl U tézkych trombocytopenii (Segal et al.
2005), coz potvrzuje 1 Pierre (2002), ktery iika, ze v ojedinélych ptipadech se
Vv souvislosti bud’ s krevnimi destickami, nebo s jinymi parametry z krevniho obrazu

mohou vyskytnout nespravné vysledky.
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2 Hypotézy a metodika vyzkumu

2.1 Metodika vyzkumu

V této praci byly sledovany hodnoty krevniho obrazu pii dodrZzeni poméru krev-
antikoagulant tak, jak jej pozaduje vyrobce odbérovych vakuovych zkumavek. Hodnoty

byly porovnany s chybnym odbérem ve smyslu nedodrzeni poméru krev-antikoagulant.

Vybérovy soubor tvofilo sto pacientll, ktefi byli odeslani na odbér do odbérové
mistnosti Synlab Czech s.r.o., U T#i v 4, Ceské Bud&jovice svym oSetfujicim 1ékatem
Vv obdobi od prosince roku 2011 do ¢ervna roku 2012. V souboru byli zdravi i nemocni

pacienti ve vékovém rozmezi od 10 do 77 let.

VSem sto pacientim byla odebrana zkumavka s dodrzenim poméru krev-
antikoagulant dle pokynt vyrobce (tedy 2 ml krve) a v ramci stejného odbéru 1 druha

zkumavka, kde tento pomér nebyl dodrzen.

U poloviny (tedy padesati) pacientli byl tento pomér poruSen tak, ze krve bylo

odebréno o 75 % mén¢, nez pozaduje vyrobce, tedy 0,5 ml.

U druhé poloviny pacientti byl pomér porusen opacnym smérem, odebrano bylo

0 75 % krve vice, nez poZzaduje vyrobce, tedy 3,5 ml.
Pouzity material:
odbérové zkumavky s antikoagulantem K,EDTA od vyrobce Becton Dickinson —

BD Vacutainer, Sarze ¢. 1101236, expirace 8/2012

Pacientiim, u kterych mélo byt odebrano krve mén¢, nez uvadi vyrobce, byla krev

odebréna vakuovym systémem:

jehly od firmy Becton Dickinson — BD Vacutainer, velikost 21G x 1,5, Sarze
360213, expirace 4/2016

nastavce na jehly (viz pfiloha A)
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U pacientd, kterym mélo byt odebrano vice krve, nez uvadi vyrobce, bylo nutno

krev odebrat stiikackou a teprve poté naplnit zkumavky s antikoagulantem:

sttikacky vyrobené firmou BD Discardit II, velikost 10 ml, Sarze 1110134, expirace
9/2016.

jehly znacky Terumo Neolus, velikost 21G x 114", Sarze 1012011, expirace 11/2015
(viz piiloha B)

Veskeré odbéry byly provedeny v souladu se standardnim opera¢nim postupem
SOPA.CB10 01 verze 01 Odbér vzorka Zilni a kapilarni krve, laboratofe Synlab Czech,
s.r.0. a priruckou QS 13 Provoz odbérovych pracovist, laboratofe Synlab Czech, s.r.0..
Transport do laboratofe a pfijem vzorku v laboratofi byl realizovan podle pokynil
prirucky QS 11 verze 01 Postupy ptredchazejici laboratorni vySetieni, laboratoie Synlab
Czech, s.r.o.. Vzorky byly zpracovany do dvou hodin po odbéru. To je v souladu
s ohledem na stabilitu vzorku uvedenou v ptiru¢ce Preanalytika 2005, ktera uvadi, ze
stabilita krevniho obrazu je pii +20 az +25 °C 5 hodin.

Veskeré vzorky byly méfeny na analyzatoru Advia 120, vyrobce Bayer HealthCare
LLC, vyrobni ¢islo 1R28850224, rok uvedeni do provozu 2011, v laboratofi Synlab
Czech, s.r.o., U T# Ivia 10, Ceské Budgjovice (viz piiloha C). Vzorky byly pred
méfenim vytemperovany na laboratorni teplotu a fadné promichéany, jak stanovuje

vyrobce pfistroje v Piiru¢ce operatora Advia 2120 Navod k obsluze.

Sledovany byly veskeré hodnoty, které spole¢nost Synlab Czech s.r.o. fadi do

vySetfeni krevniho obrazu:
Mnozstvi &ervenych krvinek (erytrocyty, RBC), udavané v 10%/pl
Krevni barvivo ¢ervenych krvinek (hemoglobin, Hb), udavané v g/dl
Podil ¢ervenych krvinek v krvi (hematokrit, Hkt), udavany v %
Primérny objem Cervené krvinky (MCV), udavany ve fl
Mnozstvi krevniho barviva v ¢ervené krvince (MCH), udavané v pg

Koncentrace krevniho barviva v ¢ervenych krvinkach (MCHC), udavana v g/dI
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Mnozstvi krevnich desti¢ek (trombocyty, PLT), udavané v 10°/pl
MnoZstvi bilych krvinek (leukocyty, WBC), udavané v 10°/pl

Mnozstvi zakladnich typi bilych krvinek (diferencial leukocytl), tedy neutrofily,
lymfocyty, monocyty, eozinofily, basofily, udavané v procentech i v absolutnich

poctech bilych krvinek (viz ptiloha D)

Vysledky chybné a spravné nabraného vzorku kazdého jednotlivého pacienta byly
vzajemné statisticky porovnany pomoci parového t-testu, kdy hypotézu Hy zamitneme

na hladiné a, plati-li:

_ {X— ﬂ}ﬁ,ﬂ,
ITI = |T

= v (4

Parovy t-test pouzivame, pokud jsou u kazdého z n objektu zméteny dvé veliCiny.

Rozhodovani probiha na hladiné o = 0,5.

2.2 Hypotézy

Hypotéza 1: odchylky vzniklé pii chybném odbéru pii odebrani mensiho mnoZzstvi
krve, nez pozaduje vyrobce zkumavek, budou statisticky vyznamné pii hladiné

vyznamnosti 95 % u vSech tfinacti sledovanych hodnot krevniho obrazu.

Hypotéza 2: odchylky vzniklé pii chybném odbéru pii odebrani vétSiho mnozstvi
krve, nez pozaduje vyrobce zkumavek, budou statisticky vyznamné pii hladiné

vyznamnosti 95 % u vSech tfinacti sledovanych hodnot krevniho obrazu.
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3 Vysledky

Mnoistvi cervenych krvinek [10%2/1]

4,80

4,75

4,70

4,65

4,60

4,55

4,50

4,45

4,40

4,35

spravné/méné spravné/vice

Graf ¢&. 1: Porovnani mnozstvi dervenych krvinek [10'%/1] pii odbéru dle pozadavki
vyrobce zkumavek a pti chybném odbéru (vét$i/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce
zkumavek)
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Mnoistvi hemoglobinu [g/dl]

14,60

14,50
14,40
14,30
14,20
14,10 -
14,00 I
13,90 —
13,80

spravné/méné spravné/vice

Graf ¢. 2: Porovnani mnozstvi hemoglobinu [g/dl] pti odbéru dle pozadavki vyrobee

zkumavek a pii chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

Hematokrit [%]
42,20
42,00
41,80
41,60
41,40
41,20
41,00
40,80 EEE—
40,60 —
40,40 EEE—
40,20
spravné/méné spravné/vice

Graf ¢. 3: Porovnani hematokritu [%] pii odbéru dle pozadavki vyrobee zkumavek a pii

chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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MCV [fl]
91,50
91,00
90,50 —
90,00 I
89,50 —
89,00 —
88,50
spravné/méné spravné/vice

Graf ¢. 4: Porovnani MCV [fl] pfi odbéru dle pozadavki vyrobce zkumavek a pti chybném
odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

MCH [pg]

31,40

31,20 I
31,00 I
30,80 I
30,60 —
N E- -
30,20

spravné/méné spravné/vice

Graf ¢. 5: Porovnani MCH [pg] pfi odbéru dle pozadavki vyrobce zkumavek a pii
chybném odbéru (vetsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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MCHC [g/1]

34,60

34,40
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33,80 —
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33,40

spravné/méné spravné/vice

Graf ¢. 6: Porovnani MCHC [g/I] pii odbéru dle pozadavkl vyrobce zkumavek a pti
chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

Mnozstvi bilych krvinek [10°/1]

7,27
7,26
7,25
7,24
7,23
7,22
7,21 —
7,20 I
7,19 I
7,18

spravné/meéné spravné/vice

Graf &. 7: Porovnani mnozstvi bilych krvinek [10%/1] p¥i odbéru dle pozadavki vyrobee
zkumavek a pii chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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Neutrofily [10°/1]

4,05

4,00 |
3,95 I
3,90 I
3,85

spravné/méné spravné/vice

Graf &. 8: Porovnani mnozstvi neutrofiléi [10%/1] pii odbéru dle pozadavkii vyrobce

zkumavek a pii chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

Lymfocyty [10°/I]

2,50

2,45
2,40
2,35
2,30
2,25 I
2,20 I
2,15

spravné/méné spravné/vice

Graf &. 9: Porovnani mnozstvi lymfocyta [10%I] pii odbéru dle pozadavki vyrobce
zkumavek a pii chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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Monocyty [10°/1]
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Graf ¢&. 10: Porovnani mnoZstvi monocytt [10%/1] pti odbéru dle pozadavka vyrobce

zkumavek a pfi chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

Eozinofily [10°%/]]

0,204

0,202

0,200
0,198
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0,194 —
0,192 —
0,190

spravné/méné spravné/vice

Graf &. 11: Porovnani mnozstvi eozinofilti [10%1] pii odbéru dle pozadavki vyrobece

zkumavek a pii chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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Bazofily [10°%/1]
0,032
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0,028
0,027
0,026 —
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0,024
spravné/meéné spravné/vice

Graf ¢. 12: Porovnani mnozstvi bazofilti [10%I] pii odbéru dle pozadavki vyrobce
zkumavek a pii chybném odbéru (vEtsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)

Krevnidesticky [10°/1]
265
260
255
250 —
245 I
240
spravné/méné spravné/vice

Graf ¢&. 13: Porovnani mnozstvi krevnich desticek [10%1] pii odbéru dle pozadavki vyrobce
zkumavek a pti chybném odbéru (vétsi/mensi mnozstvi krve, nez udava vyrobce zkumavek)
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Krevniobraz [%]
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100% —
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94% |
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whbc rbc hgb hct mcv mch mchc plt

Graf ¢. 14: Odchylka chybnych odbérti od odbért podle pozadavkil vyrobce zkumavek
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Graf €. 15: Odchylka chybnych odbéri od odbéri podle pozadavkl vyrobce zkumavek

Tabulka ¢. 1: Vyznamnost odchylky chybnych odbért od odbéri podle pozadavki
vyrobce zkumavek

Krevni obraz [Pr > |t|]

whc rbc hgb hkt mcv mch mchc plt
méné | 0,4083| 0,0002| <0,0001| <0,0001| <0,0001| 0,5328| <0,0001| <0,0001
vice 0,1094 | 0,5533 0,4857 0,3062 0,0035| 1,0000 0,5793 0,8306

Tabulka ¢. 2: Vyznamnost odchylky chybnych odbérti od odbérii

podle pozadavki vyrobce zkumavek
Diferencialni rozpocet bilych krvinek [Pr > |t|]

neu lym mono eo baso

méng 0,0228| 0,2533| <0,0001| 0,4658| 0,3248

vice 0,3146| 0,7851 0,1499| 0,9037| 0,4695
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4 Diskuze

V této praci bylo hodnoceno tfinact polozek krevniho obrazu vzdy u dvou
zkumavek odebranych pii stejném odbéru jednomu pacientovi (z hlediska poméru
krev-antikoagulant chybny a spravny odbér), viz piiloha E. U parametrti sledovanych
pii chybnych odbérech se predpokladdalo, Ze dojde ke statisticky vyznamnym
odchylkéam, a to v obou variantach chybného odbéru. Tato hypotéza se viak nepotvrdila.
U chybnych odbérii, kdy bylo nabrano vice krve, nez pozaduje vyrobce odbérovych
zkumavek, nedoslo ke statisticky vyznamné odchylce ani v jednom piipadé. U druhé
varianty chybného odbéru, tedy pii odebrani méné krve, nez udava vyrobce odbérovych
zkumavek, se statisticky vyznamné odchylila vice nez polovina sledovanych hodnot.
Odchylky v zavislosti na druhu chyby se u jednotlivych parametru li§i. Lze
piedpokladat, jak uvadi Lippi et al. (2006), Ze chyba ve smyslu nespravného objemu
odebrané krve nastane méné pravdépodobné pii odbéru krve Skolenym laboratornim

persondlem neZ zdravotni sestrou. Rozdil v§ak neni pfili§ vyznamny.

Z grafu cislo 1. je zfejmé, ze pokud se do zkumavky odebere mén¢ krve, nez
poZaduje vyrobce zkumavek, dojde k mirnému zvySeni mnozstvi Cervenych krvinek,
ato ze 4,72 * 10'/I na 4,76 * 10"/, tedy o 0,04 * 10'%/I (0,85 %). Oproti tomu ve
zkumavce, kde bylo odebrano krve vice, nez je pozadovano, doslo jen k nepatrnym
zménam v poctu Cervenych krvinek. Ve spravné odebrané zkumavce bylo v tomto
pHpadé naméfeno 4,51 * 10™/1, v chybn& odebrané zkumavcee 4,52 * 10*/1. Hodnota
p-value chybného odbéru s odebranim mensiho mnozstvi krve je 0,0002, coZz znamena,
ze jde o statisticky vyznamnou odchylku. U hodnoty chybného odbéru s odebranim
vétsiho mnozstvi krve je p-value 0,5533, jde tedy o odchylku statisticky nevyznamnou
(viz tabulka ¢. 1 na str. 56). Cervené krvinky mohou byt fale$né zvySovany az o 10 %
| zatazenim paze pii odbéru na déle nez 2 minuty nebo odbérem bezprostiedné po
fyzické namaze. Naopak faleSné snizovani mulze byt v pfitomnosti aglutinind
(Anonym3 2013).
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Hodnoty hemoglobinu se pii porovnavani spravné a chybné¢ odebrané zkumavky ve
smyslu pomér antikoagulant — krev liSi vice v piipadé, kdy je nabrano mén¢ krve, jak je
ziejmé z grafu cislo 2. V tomto piipadé doslo k navySeni mnozstvi hemoglobinu
ze 14,41g/dl na 14,55 g/dl, coz je zvySeni o 0,14 g/dl (0,97 %). U zkumavky, kde bylo
nabrano krve vice, doslo opét jen k zanedbatelnému navyseni z 14,07 g/dl na 14,10 g/dl.
P-value (tabulka ¢. 1) je v ptipad¢ zkumavky s mensim mnozstvim krve < 0,0001, to
odpovida statisticky vyznamné odchylce. Oproti tomu u zkumavky s vét§im mnozstvim
krve je p-value 0,4857, odchylka tedy neni statisticky vyznamna. FaleSné zvyseni
hemoglobinu az o 3 g/dl muze zpisobit i hypertriacylglycerolemie — lipémie,
leukocytéza (> 20 * 10%1), nebo trombocytéza (> 700 * 10%/1) (Anonym3 2013).

U hematokritu doslo ve zkumavce, kde bylo odebrano mén¢ krve, k vyrazné zméné,
opét k navyseni. V tomto piipad¢ jde o zvyseni o 0,9 % z 41,10 % na 42,00 %. Pii
porovnéni, kdy jako spravny vysledek bude povaZovdna hodnota ze spravné
provedeného odbéru, se tedy hodnota hematokritu zvysuje o 2,19 %. To je v rozporu se
zjisténim Jabora et al. (2008), ze vyssi koncentrace EDTA snizuje hematokrit.
V piipadé, kdy bylo odebrano do zkumavky vice krve, nez je norma, dochazi k velmi
mirnému zvySeni mnoZstvi hematokritu, konkrétné z 40,86 % na 40,99 %, viz graf ¢. 3.
Jak je zfejmé z tabulky €. 1, tyto zavéry potvrzuje i hodnota p-value, kterd u mensiho
mnozstvi krve ve zkumavce odpovida < 0,0001, tedy statisticky vyznamné odchyice,
zatimco u vét§iho mnozstvi krve ve zkumavce je tato hodnota 0,3062, odchylka proto
neni vyznamna. K falesnému zvySeni hematokritu miZe dochazet i pti leukocytoze
nebo zvyseni retikulocytil, az o 10 % i zatazenim paze pii odbéru na déle nez 2 minuty

nebo odbérem bezprostiedné po fyzické namaze (Anonym3 2013).

Graf ¢. 4 ukazuje zvySeni hodnot MCV pii varianté chybného odbéru, kdy bylo
nabrano méné krve, nez je pozadovano. Jabor et al. (2008) uvadi, Ze pti pouzivani
KsEDTA by oproti v této studii uZivanému antikoagulantu K,EDTA dochazelo pfi
vyS8ich koncentracich antikoagulantu ke svrastovani cCervenych krvinek, a tim
i snizovani MCV. Za pouziti K;EDTA vsak bylo MCV chybnym odbérem zvySeno
289,55 fl na 90,81 fl, coz znamenad zvySeni o 1,26 fl (1,41 %). To se shoduje

I Stvrzenim Andé€la et al. (2001), ktery fika, ze chybny odbér je pfi¢inou zmén
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v hodnotach MCV. Nepotvrdilo se to vSak u chyby, kdy bylo odebrano vice krve, nez je
pozZadovano. V tomto piipadé jsou zmény velmi malé, konkrétné z 90,86 fl na 90,97 fl.
| zde je v pfipad¢ mensiho mnozstvi krve p-value < 0,0001, odchylka je tedy statisticky
vyznamna. Oproti tomu p-value v ptipadé vétsiho mnozstvi krve je 0,0035, jde tedy
jesté o odchylku nevyznamnou (viz tabulka ¢. 1). MCV muze vychazet falesné¢ vyssi

| pti hyperglykemii nad 30 mmol/l nebo pfi pfitomnosti aglutininti (Anonym3 2013).

U hodnot MCH nedochazi k zasadnim rozdilim mezi chybnym a spravnym
odbérem ani v jednom piipadé chybného odbéru, coz je patrno i z grafu ¢. 5. Je-li
nabrano krve méné, MCH je zvySeno z 30,61 pg na 30,65 pg. Je-li krve nabréno vice, ke
zméné nedochazi vitbec, MCH je v obou piipadech 31,26 pg. V ptipadé MCH jsou ob¢
odchylky statisticky nevyznamne, u zkumavky s menSim mnoZzstvim krve je p-value
0,5328, u vétsiho mnozstvi krve dokonce neni odchylka zadné, p-value je 1,0000, cozZ je
patrné ztabulky & 1. Vypodet MCH mize selhat u leukocytozy (>50 * 10%)
a u hypertriacyllycerolemie — lipémie (Anonym3 2013).

Oproti tomu u MCHC ke zménam dochazi u obou typti chybnych odbéru (viz graf
¢. 6). Pokud je krve nabrano méné, hodnoty MCHC poklesnou z 34,18 g/l na 33,76 g/l,
coZ je snizeni 0 0,42 g/l (1,23 %). Pokud je krve nabrano vice, MCHC klesa mén¢
vyrazné¢ — z 34,40 g/l na 34,37 g/l. Zde dochdzi u mensiho mnozstvi krve opét ke
statisticky vyznamné odchylce, p-value je <0,0001, u vétsiho mnozstvi krve oproti
tomu neni odchylka statisticky vyznamna, p-value je 0,5793 (tabulka ¢. 1). Stejné jako
uUMCYV 1 zde mize dochazet k faleSnému zvySeni pii hyperglykemii nad 30 mmol/l

(Anonym3 2013).

Hodnoty bilych krvinek se v obou chybnych odbérech vychylily opaénymi sméry.
U zkumavky s men$im mnozstvim odebrané krve doslo ke zvySeni poctu bilych krvinek
ze 7,24 * 10%/1 na 7,27 * 10%1, zatimco u zkumavky s v&tsim mnoZstvim odebrané krve
dodlo ke snizeni po&tu bilych krvinek ze 7,27 * 10%I na 7,22 * 10%/1 (graf &. 7).
Z tabulky €. 1 je ztejmé, ze u bilych krvinek jsou obé hodnoty statisticky nevyznamné.
V piipadé, kdy je nabrano méné krve, je p-value 0,4083, je-li nabrano krve vice, je

p-value 0,1094. K pseudoleukocytoze muze dochazet v piitomnosti kryoglobulind
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(Anonym3 2013). U nékterych pacientti se projevuje citlivost na EDTA, coz ma za
nasledek silnou a ireverzibilni agregaci trombocyti. Tato agregace miize také umcle

zvysit pocet leukocytd (Anonymd4 2009).

Graf ¢. 8 znazoriiuje odchylky v absolutnim poctu neutrofilii. Pokud je nabrano
méng krve, hodnoty se méni z 3,96 * 10%1 na 4,00 * 10%1, pokud je krve nabrano vice,
méni se jen mimg, a to ze 4,13 * 10%I na 4,11 * 10%/I. Statisticky nevyznamné jsou
i tyto odchylky, v prvnim piipadé je p-value 0,0228, v druhém pak 0,3146 (tabulka
¢.2). To je vrozporu stvrzenim BuneSové et al. (2011), ktera fika, ze nedostate¢ny
objem materidlu vzhledem k dodrzeni poméru krve a aditiva je divodem k odmitnuti

vzorku.

I u grafu €. 9 jsou patrné jen malé rozdily. V ptipadé odbéru, kde je nabréno krve
méng, se hodnoty lymfocytd zménily z 2,42 * 10%1 na 2,45 * 10%I. Ve zkumavce, kde
bylo nabrano krve vice, nez pozaduje vyrobce, z 2,28 * 10%I na 2,27 * 10%I, dochazi
tedy jen k malému snizeni. Stejn€ jako u predchozich dvou grafli, jsou i zde odchylky
nevyznamné — je-li nabrano krve mén¢, p-value je 0,2533. Je-li nabréno krve vice,
hodnota p-value je 0,7851. Rozdil hodnot je tedy opravdu jen minimalni, to lze opét
odecist v tabulce €. 2. T zde jsou tyto naméfené hodnoty v rozporu s tvrzenim BuneSové
et al. (2011), kterd uvadi, Ze nedostateény objem materialu vzhledem k dodrzeni poméru

krve a aditiva je dlivodem k odmitnuti vzorku.

U monocytu (graf ¢. 10) jsou v ptipad¢ sniZzeni mnozstvi krve ve zkumavce rozdily
markantn&j§i. Hodnoty monocytii jsou sice snizeny jen o 0,04 * 10%1, ale pii mnozstvi
ve spravné odebrané zkumavee 0,63 * 10%1 a v chybné odebrané zkumavce 0,59 * 10
to znamena rozdil 6,35 %. To je v souladu s informaci Anonym4 (2009), Ze nadmérné
nebo nedostate¢né naplnéni zkumavky muze mit za nasledek srazeni krve nebo chybné
vysledky testu. Je-li do zkumavky nabrano krve vice, snizeni hodnot monocytt je nizsi,
tedy z 0,64 * 10%/1 na 0,62 * 10%/1. V p¥ipadé monocyti je rozdil u zkumavky, kde bylo
nabrano mén¢, statisticky vyznamny, p-value je <0,0001. Pokud bylo krve nabrano

vice, p-value vyslo 0,1499, odchylka neni statisticky vyznamna (viz tabulka ¢. 2).
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Z grafu ¢. 11 je ztejmé, Ze vysledky v obou chybné odebranych zkumavkach se lisi
jen nepatrn€. Ve zkumavce s niz§im mnozstvim krve se mnozstvi eozinofill zvysilo
20,198 * 10%/I na 0,202 * 10%I. Ve zkumavce s vy§§im mnozstvim krve je je$td mensi
rozdil — 20,197 * 10%/1 na 0,195 * 10%I. V piipadé eozinofild jsou ob& odchylky
statisticky nevyznamné, v prvnim piipadé je hodnota p-value (tabulka ¢&. 2) 0,4658.
V druhém pak 0,9037, coz znamena, ze tyto hodnoty se téméf nelisily. To je v souladu
s tvrzenim Zimy et al. (2008), Ze draselné soli EDTA maji maly vliv na laboratorni

testy.

Hodnoty bazofilti se zménily shodn& o 0,001 * 10%I. V ptipadé niz§iho mnozstvi
krve $lo 0 zvy$eni z 0,030 * 10%/1 na 0,031 * 10%I, v p¥ipadé vyssiho mnozstvi krve pak
0 sniZeni z 0,028 * 10%1 na 0,027 * 10%1, viz graf & 12. P-value je u mensiho mnoZstvi
krve 0,3248 a u vétSiho mnozstvi krve 0,4695, obé tyto hodnoty v tabulce €. 2 znaci, ze

odchylky nebyly statisticky vyznamné.

Graf €. 13 zndzornuje zmény v mnozstvi krevnich desticek. Dobie patrny je rozdil
u zkumavky, kde bylo krve odebrano méné, mnozstvi krevnich desticek zde klesa
2262 * 10%1 na 249 * 10%I1, coz je rozdil 13 * 10%1 (4,96 %). To je v souladu
s Lukéasem et al. (2009), ktery udava, ze EDTA muze zplsobit pseudotrombocytopentii,
tedy falesné snizeni poctu krevnich desticek (Lukas et al. 2009), pokud neni dodrzen
pomér 0,1 ml EDTA na 2 ml krve (Vytejckova et al. 2013). Muze to byt zptisobeno
tzv. ,,fenoménem EDTA®, kdy dochazi ke shlukovani krevnich desticek ve vzorcich
odebranych do antikoagulantu EDTA, toto lze feSit novym odbérem do citratu. Nebo
tzv. ,satelitismem® krevnich desticek, kdy nékteré krevni desticky ptilnou k membrané

bilych krvinek (Penka et al. 2011, Anonym4 2009).

Nekolik studii, ve kterych byl analyzator Advia 120 pouzit ke sledovani aktivace
krevnich desti¢ek, bylo jiZz publikovano, ale v soucasné dobé je k dispozici jen malo
informaci o vlivu preanalytickych proménnych, a zejména o spravné volbé

antikoagulantti a optimalnich podminkach pro uchovavani vzorka (Macey et al. 2002).

Je-li krve nabréno vice, nedochazi ktak velkym rozdilam. V této studii doSlo

k minimalnimu zvy3eni, konkrétng z 251 * 10%I na 252* 10%1. Hodnoty p-value jsou
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zde rozdilné, u zkumavky s menSim mnozstvim krve je tato hodnota < 0,0001, odchylka
je tedy statisticky vyznamna. Pii vétSim mnozstvi je p-value 0,8306, odchylka je tedy

minimalni a statisticky neni vyznamna (tabulka ¢. 1).

Grafy ¢.14 a €. 15 zobrazuji odchylku chybnych odbéri od odbéri podle
pozadavkli vyrobci zkumavek. Hodnota sto procent znazoriiuje hodnotu spravné
provedeného odbéru, sloupce pak ukazuji hodnoty zjisténé u obou typli chybného

odbéru.

Z grafu ¢. 14 je patrné, Ze v ramci krevniho obrazu je vyznamnéjsi rozdil u hodnot
krevnich desti¢ek (odbér s menSim mnoZstvim krve, nez pozaduje vyrobce zkumavek).
Muze zde dojit k pseudotrombocytopenii, coZ je, jak uvadi Doubek et al. (2012), faleSné
snizeni poc¢tu krevnich desticek. Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) je
antikoagulant doporucovany pro odbéry krve uréené k vySetfeni krevniho obrazu,
nicméné miize zpisobovat pravé zminéné shlukovani trombocytii (Macey et al. 2002).
To maze byt minimalizovano vhodnymi postupy pii odbéru krve, ale musi byt vyuZita
i vhodna antikoagula¢ni a skladovaci teplota, aby bylo mozné zachovat stupné aktivace,
ktera existovala in vivo. Dale mize byt aktivace in vitro ovlivnéna nejen
antikoagulantem, ale také teplotou, pii které jsou uloZeny vzorky, a Casem, ktery
uplynul od odbéru (Golanski et al. 1996, Hickerson et al. 2002, McCarthy 2001).
Vyznamné rozdily nastavaji i u hodnot hematokritu (odbér s mensim mnozstvim krve,
nez pozaduje vyrobce zkumavek). Naopak u hodnoty MCH se ani jeden typ chybného
odbéru témér nelisi od spravného odbéru. K dalsim zménam, resp. ke snizeni o 1-2 %,
u sledovanych hodnot by dle tvrzeni Jabora et al. (2008) ziejmé doslo, pokud by byl
pouZit antikoagulant KsEDTA misto pouziteho K;EDTA.

Hodnoty zjistované v ramci diferencialniho rozpoctu bilych krvinek jsou souhrnné
znazornény v grafu €. 15. Zteteln€jsi odchylky jsou u obou typtd chybného odbéru
U hodnoty bazofilii a monocytd, statisticky vyznamna je vSak pouze odchylka u hodnoty
monocytu, kdy bylo nabrano krve mén¢, nez pozaduje vyrobce zkumavek. K minimalni

odchylce dochazi u hodnot neutrofild a lymfocyt v obou variantach chybnych odbért.
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5 Zavér

V ramci studie byly zjiStény mirné, klinicky nevyznamné odchylky, jejichz
statisticka vyznamnost se liSila v zavislosti na typu chyby pfi odbéru. V ptipad¢, ze pti
odbéru krve pro vySetieni krevniho obrazu nebyl dodrzen pomér antikoagulantu
K,EDTA a krve, a to tak, Ze bylo odebrano o 75 % krve vice, nez pozaduje vyrobce
odbérovych zkumavek, vSechny parametry krevniho obrazu a diferencialniho rozpoétu
bilych krvinek zistaly bez statistické odchylky. V krevnim obraze do$lo k nejvyrazné;si
odchylce u mnozstvi bilych krvinek, konkrétné ke sniZeni této hodnoty o 0,69 %, avSak
ani tato odchylka neni statisticky vyznamna, coz tedy vyvraci hypotézu ¢islo 2
(Odchylky vzniklé pfi chybném odbéru pii odebrani vétstho mnozstvi krve, nez
pozaduje vyrobce zkumavek, budou statisticky vyznamné pii hladiné vyznamnosti 95 %
u vSech tfinacti sledovanych hodnot krevniho obrazu.). Mnozstvi Cervenych krvinek,
hemoglobinu, hematokrit, hodnota MCV, MCH a MCHC, i pocet krevnich desti¢ek

zustaly témé&f beze zmén.

U diferencialniho rozpoctu bilych krvinek doslo pii odebrani vétSiho mnozstvi krve
v rdmci studie k vétsimu rozptylu hodnot, nicméné ani jedna z nich neni statisticky
vyznamnd. Absolutni pocty neutrofili a lymfocytd se téméf neliSily od vysledkt
spravné provedeného odbéru. V piipadé monocytti doslo pii chybném odbéru ke snizeni

hodnot 0 3,12 % a v ptipad¢ bazofili dokonce o 3,57 %.

Z téchto zjisténi lze odvodit, ze takto chybné provedené odbéry na vysSetieni
krevniho obrazu by nemuselo byt nutné v laboratofi odmitat vySettit, nebot’ zména
parametrti krevniho obrazu v téchto ptipadech neni pfili§ vyrazna a odchylky nejsou
statisticky a ani klinicky vyznamné. Vysledky by bylo ale nutné podloZit rozsahlejSim
vyzkumem, ktery by zahrnoval i jiné poméry odebrané krve s antikoagulantem a byl by
proveden na dostateCn¢ Sirokém, dikladné sestaveném (s ohledem na pohlavi a vek

pacientil apod.) validovaném vybérovém souboru pacientil.
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U druhého typu chybnych odbéra bylo krve odebrano o 75 % méné, nez pozaduje
vyrobce odbérovych zkumavek. Pomér antikoagulantu ke krvi se tedy zvysil. Vysledky
krevniho obrazu se vtomto piipadé statisticky vyznamné zménily u Sesti z osmi
méfenych parametr, coz vyvraci hypotézu ¢islo 1, tedy ze odchylky vzniklé pfti
chybném odbéru pfi odebrani vétsiho mnozstvi krve, nez pozaduje vyrobce zkumavek,
budou statisticky vyznamné pii hladiné vyznamnosti 95 % u vSech tfinacti sledovanych
hodnot krevniho obrazu. Ke zvySeni hodnot doSlo u Ctyf parametrii. Mnozstvi
¢ervenych krvinek se zvysilo o 0,85 %, hemoglobinu o 0,97 %, hodnota hematokritu
byla fale$né zvysena o 2,19 %, MCV o0 1,41 %. V piipadé¢ MCHC dochézi k poklesu
01,23 %. K nejvétsi odchylce doslo u krevnich desticek, ty se vlivem chybného odbéru
falesné¢ snizily o 4,96 %. Tato odchylka je pravdépodobné zplsobena tim, Ze
antikoagulantu EDTA je u tohoto typu chybnych odbérti vice v poméru ke krvi a EDTA
pusobi proti aktivaci nékolika faktor krevniho srézeni, pfi némz i krevni desticky hraji

vyznamnou roli.

V diferencialnim rozpoctu bilych krevnich bunék se pii odbéru, kdy bylo odebrano
krve mén¢, nez je urCeno vyrobcem zkumavek, mirn€¢ zvySily hodnoty neutrofild,
lymfocytl, eozinofilll i bazofilt. Statisticky vyznamnou zménou je vSak pouze snizeni
monocytll o 6,35 %, coz je zaroven nejveétsi rozdil mezi spravné a chybné odebranou

zkumavkou, ktery byl v této studii zaznamenan.

Ackoli v této varianté chybného odbéru doslo k velkému mnozstvi statisticky
vyznamnych odchylek, daly by se vSechny tyto zmény povazovat za klinicky nepfilis

vyznamné.

V piipadé, ze by se i1 dalsimi vyzkumy zavéry této prace potvrdily, bylo by mozno
Vv téch pfipadech, kdy by odchylka nebyla oznaCena za statisticky a zejména klinicky
vyznamnou, dosahnout zefektivnéni zdravotnické péce. Vedle Gspory penéz z veiejné¢ho
zdravotniho pojisténi za opakované provadéné odbéry krve, by mohlo byt dosazeno
uspory ¢asu a prace jak personalu odebirajiciho krev, tak persondlu v laboratofi
a Vv neposledni fadé¢ k Setfeni pacientt, ktefi by nemuseli v piipadé chybné provedeného

odbéru (ve smyslu chybny pomér antikoagulantu a odebrané krve) byt odebirani znova.
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To by bylo vyhodou i pro sprdvné stanoveni diagnézy, nebot’ hodnoty krevniho obrazu
se méni pomérné rychle a Casto je pravé ke spravnému stanoveni diagnozy potieba znat
aktualni stav pacienta. Dojde-li vSak v laboratofi k odmitnuti chybné nabraného vzorku,
je nutno pacienta pozvat do ordinace na opakovany odbér, nicméné hodnoty pacientova
krevniho obrazu se béhem této prodlevy mohou vyrazn€ zménit a to mize zkomplikovat
spravné urCovani diagndzy. Vyuziti z hlediska poméru antikoagulantu a krve chybné

odebranych vzorkli by mélo byt zvazeno alesponi u akutnich piipadi.
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Priloha A — Material pro odbér menSiho mnoZstvi krve, nez je

pozadovano vyrobcem zkumavek

Obr. 1 — Material pro odbér mensiho mnozstvi krve, nez je poZzadovano vyrobcem
zkumavek. Zdroj: Autor
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Piiloha B — Material pro odbér vétsiho mnoZstvi krve, nez je

pozadovano vyrobcem zkumavek

Obr. 1 — Material pro odbér vétsiho mnozstvi krve, nez je pozadovano vyrobcem
zkumavek. Zdroj: Autor
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Piiloha C — Analyzator Advia 120

Obr. 1 — Analyzator Advia 120. Zdroj: Autor
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Priloha D — Parametry ¢erveného krevniho obrazu mérené na

analyzatoru Advia 120

Obr. 1 — Parametry ¢erveného krevniho obrazu méfené na analyzatoru Advia 120.
Zdroj: Autor
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Piiloha E - Souhrnné vysledky

Tab. 1 — Souhrnné vysledky. Zdroj: Autor
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