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SOUHRN

Interference zplsobené hemolyzou, chylozitou a ikterickym zbarvenim vzorku predstavuji dlouhodoby problém, ktery ovliv-
nuje kvalitu vysledkd vydavanych v klinické biochemii. V laboratofi s preanalytickou automatizaci bylo nezbytné nahradit
vizualni popisy vzorkd mérenim sérovych indext (Sl). V této praci jsou uvedeny komentére popisuijici interference vzorku
generované na zakladé namérenych Sl a hodnoty sérovych indexl pro jednotlivé metody, které po prekroceni vedou k ne-
vydani vysledku tak, jak se pouzivaji na Oddéleni biochemie a hematologie ve Fakultni nemocnici Brno. Vliv interferenci je
také demonstrovan na vzorcich pacientd.
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SUMMARY

Berovska M., Dastych M., Cermakova Z., Tamova J.: Preanalytical interference and practical use of serum
indexes

Interference caused by hemolysis, turbidity of lipemia and bilirubinemia of the sample represents a long-term problem that
affects the quality of results given in clinical biochemistry. It was necessary to replace visual qualification of specimens with
serum index (Sl) measurement in the laboratory with preanalytical automation. This work contains comments describing
sample interference generated based on measured S| and the values of serum indexes for individual methods that, when
exceeded, lead to results that are no longer released, as used in the Department of Biochemistry and Hematology at the

Brno University hospital (FN Brno). The influence of interference is also demonstrated on patient samples.
Key words: interference, serum indexes, hemolysis, turbidity, bilirubinemia.

Uvod

Interference zptlsobené hemolyzou, chylozitou a ik-
terickym zbarvenim vzorku predstavuji dlouhodoby
problém, ktery ovliviiuje kvalitu vysledk’ vydavanych
v klinické biochemii.

Z kvantitativniho i kvalitativniho hlediska se ze jme-
novanych interferenci nejvice uplatfiuje hemolyza. Pod-
le literarnich Gdajd tvori hemolytické vzorky vice nez
3% vsech rutinnich vzorkd - tato hodnota je 4-5kréat
cetngjsi nez ostatni pFiciny zabrafujici zmeéfeni sprav-
ného vysledku (napf. dodatecné vysrazeni vzorku). He-
molyza je definovana jako uvolnéni hemoglobinu a dal-
Sich intracelularnich latek z erytrocytd po poskozeni
bunééné membrany do plazmy. MlZe se vyskytovat
jak in vivo, tak in vitro.

Hemolyza

Mechanismy ptlisobeni in vitro hemolyzy:

1. Uvolnéni hemoglobinu a dalSich intracelularnich la-
tek do séra &i plazmy, které vede ke zvySené kon-
centraci analyt( (ALT, AST, LD, Mg, P, K) &i k tzv.
zfedovacimu efektu — snizeni koncentrace (glukdza,
bilirubin, ALP, Na, Cl).

2. Chemicka interference volného hemoglobinu nebo
strukturdlnich proteinti, enzymd, lipid¥ a jinych la-
tek obsazenych v erytrocytech pfi analytické reakci
(napft. ovlivnéni koncentrace CK zpUsobené reakci
intracelularni adenylatkinazy).

3. Spektrofotometricka interference zplsobuiici zvy-
Seni nameéfené absorbance nebo zménu hodnoty
blanku, zejména pfi vinovych délkach, kdy hemo-
globin silng absorbuije.

Uvedené vlivy se navzajem kombinuiji, napr. u biliru-
binu, Fe, lipazy a GGT. Pfi stanoveni v alkalickém pro-
strfedi mize déle dochdzet k denaturaci hemoglobinu,
jako napf. u stanoveni ALP. Jednotlivé mechanismy se
mohou kombinovat, a zplisobovat tak neprehlednou,
slozitou a tézko definovatelnou situaci. Navzdory pfi-
blizné linearni zavislosti na koncentraci volného hemo-
globinu byly pozorovéany heterogenni a pro jednotlivé
vzorky specifické viivy [1, 2].

U sledovanych vzork( byla patrna zavislost chyby
zplsobené interferenci na koncentraci analytd. V ob-
lasti vyrazné patologickych hodnot dochazelo k pod-
statné mensimu ovlivnéni [3].

Hemolytické interference popisované u imunoanalytic-
kych metod jsou podstatné méneé &etné, ale také vyznam-
né [1]. Piikladem je hemolyzou ovlivnéné snizeni koncent-
race troponinu T nebo zvySeni koncentrace folatu.

V soudasné dobé neexistuje obecné platné doporu-
Ceni, jak se vzorky ovlivnénymi hemolyzou, popf. chylo-
zitou Ci ikterickym zbarvenim nakladat. Svétova zdravot-
nicka organizace (WHO) pouze doporuCuje nevydavat
vysledek ziskany méfenim ,neadekvatniho” vzorku.

Situace ve FN Brno

Na oddéleni klinické biochemie a hematologie
(OKBH) ve FN Brno se dlouhodobé pripojuje k nalezfim
do laboratorniho informacniho systému komentdr, je-li

144

Klinicka biochemie a metabolismus 3/2010



pritomna hemolyza, chylozita nebo ikterus, pfipadné se
vybrané analyty (napf. LD, K, BilD...) od urcitého stup-
né interference vlbec neanalyzuji. K tvorbé komenta-
fe bylo dfive vyuzivano subjektivni vizudlni posouzeni
vzhledu séra &i plazmy po centrifugaci.

S nastupem preanalytické automatizace, kdy pred
vlozenim do preanalytického systému vidime pouze pl-
nou krev, se stalo nezbytnym nahradit vizualni popisy
vzorkd mérenim sérovych indexd (SI).

Sérové indexy se ziskavaji vypodtem z absorbance
zmefené po naredéni vzorku fyziologickym roztokem pfi
nékolika vinovych délkach na automatickém analyzatoru.
Mereni sérovych index( objektivizuje posouzeni interfe-
rence a usnadni praci personalu. Idedlni je zjisténi mozné
interference jiz v automatické preanalytické fazi. Pokud je
ovdem provadéno az v analytickém systému, jak je tomu
v nasi laboratofi, vede soucasné ke zbytecné analyze pa-
rametrd, u kterych se vysledek pozdgji nevyda a jejichz
stanoveni bylo dfive v nasi laboratofi zabranéno.

Podet vzorkd, u kterych se vyskytuje hemolyza,
chylozita Ci ikterické zbarveni, je na OKBH FN Brno
pomeérné vyznamny. Hemolytické vzorky predstavu-
ji prdmémé 10 %, z toho 7,5 % tvori slaba hemolyza
a < 1% hemolyza silnd. U statimovych vzorkd, které
analyzujeme jako plazmu s heparinatem litnym, je vy-
skyt hemolyzy 2krat vétsi nez u rutinnich vzork( v séru.
Lipemické vzorky v nasi laboratofi odpovidaji 2 %, z to-
ho mlécné zkalené vzorky, které maji vyznamnéjsi vliv,
tvofi < 0,1%. Ikterické zbarveni se v podstatném stupni
vyskytuje pouze vyjimecné.

Pri automatickém generovani komentar( na zakladé
zmérenych sérovych indext se fidime tabulkou, kterou
jsme vytvorili nasbiranim vzork{ zahrnuijicich celou $ka-
lu interferenci (20 vzork( pro kazdou kategorii) a jejich
porovnanim s nameéfenymi sérovymi indexy. Vznikly tak

intervaly S| odpovidajici jednotlivym popistim vzorkd.
Prifazeni komentare zajiStuje informadni systém Info-
lab. Hemolyzu uvadime od koncentrace hemoglobinu
20 pmol/l (souhlasi s literarnimi udaji 18,8 pmol/l [2]),
chylozitu od lipemického indexu 35 a ikterus od 340
pumol bilirubinu/l. Vzhledem ke slozitosti kombinaci tfi
vlivll vyuzivame pouze dvourozmérnou tabulku se dvé-
ma kategoriemi pro ikterické zbarveni — tabulka 1.

Na zaklade praktickych zkuSenosti vime, Ze u siiné
hemolytickych vzorkd, kdy je pritomen Siroky absorpc-
ni pik hemoglobinu, mize dojit k faleSnému zvyseni
dalsich sérovych indexd, zejména indexu lipemického.
Abychom popsany potencialni viiv potladili, vyuzivame
v tabulce v téchto pfipadech jednoduchy komentar ,,sil-
na hemolyza“.

Komentovani vzhledu vzorkd povazujeme za ne-
zbytnou, ale ne dostate¢nou podminku uplatfiujici se pfi
vydavani vysledk( ovlivnénych interferenci. DalSim krité-
riem je rozhodnuti, od jakého sérového indexu vysledek
vydat ¢i nevydat. Dodavatelé reagencii b&zné vliv inter-
ferenci u diagnostickych souprav vice Ci méné presnée
popisuji. Firma Roche, jejiz reagencie pouzivame, vyda-
va pomérné detailni informace, od jaké vy3e sérového
indexu je vysledek jednotlivych stanoveni ovlivnén o vice
nez 10 %. Zbyva vSak otazka, jak vyznamné ovlivnéni
vzrista s dalSim vzestupem Sl a jak se uplatiuje u pa-
tologicky zvySenych parametr( ve srovnani s parametry
v referenénim rozmezi. Pri specifikaci limitd, kdy pouzit
vysledek ovlivnény interferenci a kdy jiz zaddnou hodnotu
nevydat, je tfeba blize posoudit kvantitativni viiv interfe-
renci na koncentraci jednotlivych analytd.

Laboratof musi tedy udinit rozhodnuti — vyda ne-
spravny vysledek, nebo neposkytne Iékafi zadnou in-
formaci? Prikladem rozporuplné volby muze byt stano-
veni ALT, AST u pacienta pfijatého na infekéni oddélent.

Table 1. Ranges of measured serum indexes and comments generated for samples affected by interference

Samples with SII < 340

Interference SIH <20 20 < SIH <50 50 < SIH< 150 150 < SIH

SIL<35 - light hemolysis hemolysis heavy hemolysis

35<SIL<70 | light lipemia light hemolysis hemolysis heavy hemolysis

70 < SIL £200 | lipemia lipemia +hemolysis lipemia +hemolysis heavy hemolysis

200<SIL heavy lipemia heavy lipemia heavy lipemia + hemolysis | heavy lipemia + hemolysis
Samples with 340 < SIl £ 1100

Interference SIH <20 20 < SIH<50 50 < SIH <150 150 < SIH

SIL <35 icterus icterus icterus + hemolysis heavy hemolysis

35<SIL<70 |icterus icterus icterus+hemolysis heavy hemolysis

70 < SIL €200 | lipemia lipemia+icterus icterus+hemolysis heavy hemolysis

200 < SIL heavy lipemia heavy lipemia heav. lip.+hemol. heav. lip.+hemol.

Samples with SIl > 1100

Interference SIH <20 20 < SIH <50 50 < SIH< 150 150 < SIH

SIL <35 heavy icterus heavy icterus icterus+hemolysis icterus+hemolysis

35<SIL<70 | heavy icterus heavy icterus icterus+hemolysis icterus+hemolysis

70 < SIL €200 | lipemia-+icterus lipemia+icterus icterus+hemolysis icterus+hemolysis

200<SIL heavy lipemia + icterus | heavy lipemia + icterus | heavy lipemia + hemolysis | heavy lipemia + hemolysis

SIH - serum hemolytic index (umol of Hemoglobin/l); SIL — serum lipaemic index (Turbidity); Sl — serum icteric index (umol of Bilirubin/I);
SIH - serum hemolytic index (umol of Hemoglobin/l); SIL — serum lipaemic index (Turbidity); Sl — serum icteric index (umol of Bilirubin/)
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Jedna se o vzorek silné hemolyticky. Opakovany odbér
potvrzuje, ze AST bylo ovlivnéno o 300 %, ALT pribliz-
né o 100 % — presto byly obé hodnoty do 1 pkat/l a pro
kliniky mélo v té chvili znacny vyznam, ze se nejednalo
o vysledek vyrazné patologicky. Protiargumentem k vy-
znamu klinickému je porusena nejistota méreni, kterou
nase oddéleni uvadi a garantuje.

V literature se objevuiji prace kvantifikujici vliv hemo-
lyzy na vzorcich s pridavkem lyzovanych erytrocyt( zis-
kanych pfi -70 °C &i vliv ikteru na vzorcich s pridavkem

Table 2. Relative errors caused by interference®

standardu bilirubinu [2, 3]. Rovnéz byly publikovany
prace navrhuijici po zméreni S| moznost odstranéni dd-
sledkd hemolyzy pomoci korekénich faktor( zavislych
na koncentraci hemoglobinu [4], coz vSak podle naSe-
ho nazoru mUZe byt nepresné a zavadgjici.

Pri tvorbé pravidel, které vysledky ovlivnéné interfe-
renci na OKBH FN Brno vydat a které jiz nevydat, jsme
vychézeli z Udajd vyrobce reagencii, experimentélnich
vysledk( ziskanych na vzorcich pacientd (tab. 2) a na-
Sich dlouhodobych praktickych zkuSenosti.

Hemolysis Patient | SIH=183 | SIH=2 Relative error [%] | Patient | SIH=409 |[SIH=7 Relative error [%]

impact No. No.

LDH [ukat/I] 1 9.28 3,65 154 5 16.24 2.45 563

AST [ukat/I] 1.28 0,66 94 1.67 0.31 439

CK [ukat/l] 2.82 2,71 4 2.25 1.27 77

P [mmol/I] 1.86 1,34 39 1.44 0.83 73

K [mmol/I] 5.2 4,7 11 6.3 8¥g 91

Fe [umol/] 29.7 29,2 2 28.5 8.4 239
SIH=215 | SIH=5 Relative error [%] SIH=436 |SIH=7 Relative error [%]

LDH [ukat/1] 2 12.12 3.62 235 6 15.41 3.10 397

AST [ukat/l] 2.60 1.70 53 1.97 0.39 405

CK [ukat/l] 2.43 1.94 25 3.21 1.27 153

P [mmol/] 1.13 1.08 B 0.79 0.59 34

K [mmol/I] 5.8 4.6 26 8.1 4.3 88

Fe [umol/] 29.5 30.0 -2 9.4 5.1 84
SIH=221 |SIH=2 Relative error [%)] SIH=758 |SIH=18 | Relative error [%]

LDH [ukat/I] 3 10.64 2.93 263 7 34.53 412 738

AST [ukat/l] 1.48 0.99 49 3.69 0.77 379

CK [ukat/l] 1.14 0.14 714 3.48 1.10 216

P [mmol/] 0.81 0.68 19 1.54 0.96 60

K [mmol/] 6.0 4.7 28 11.2 5.0 124

Fe [umol/l] 6.2 3.6 72 36.4 25.8 41
SIH=269 |SIH=2 Relative error [%] SIH=999 |SIH=9 Relative error [%]

LDH [ukat/I] 4 12.71 2.70 371 8 40.55 712 470

AST [ukat/I] 1.55 0.37 319 3.17 1.99 59

CK [ukat/] 1.58 0.52 204 20.27 21.53 -6

P [mmol/] 1.55 1.26 23 1.89 1.66 14

K [mmol/] 6.5 4.1 59 12.7 5.0 154

Fe [umol/l] 27.6 19.0 45

Lipemia Patient | SIL = 143 | SIL =48 Relative error [%] | Patient | SIL =512 | SIL = 33 Relative error [%]

impact No. No.

Glu [mmol/] 9 6.9 6.8 12

LDL [mmol/1] 1.6 1.5 7 1 1.7 -41

BilD [umol/I] 2 1.6 25 40.6 38 7

Palb [g/1] 0.29 0.21 38 0.31 0.25 24
SIL=236 SIL=79 Relative error [%] SIL=625 | SIL =51 Relative error [%]

Glu [mmol/] 10 13 133 -2 13 10.1 13.4 -25

LDL [mmol/l] 1.3 1.3 0 2.2 2.4 -8

BilD [umol/I] 8 2 50

Palb [g/1] 0.32 0.29 10
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Table 2., continuation

SIL=396 SIL=8 Relative error [%] SIL=1118 | SIL=79 Relative error [%)]
Glu [mmol/] 11 8.3 6.4 30 14 16.3 16.34 0
LDL [mmol/1] 0.7 0.9 -22 0.8 0.6 33
BilD [umol/]
Palb [g/1] 0.23 0.14 64
Icterus Patient | SIl =423 | Sl =212 Relative error [%] | Patient | Sll = 360 | Sll = 307 Relative error [%]
impact No. No.
Krea [umol/l] 15 69 75 -8 18 90 83 8
Chol [mmol/] 1.3 1.3 0 4.4 4.3 2
Sl =435 | Sll=344 | Relative error [%] Sll=373 |Sll=317 | Relative error [%]
Krea [umol/I] 16 118 104 118 19 &5 67 -18
Chol [mmol/] 10.5 10.8 -3 2.5 2.5 0
Sll=816 | Sl =50 Relative error [%] Sll=399 | Sll=345 | Relative error [%]
Krea [umol/I] 17 162 165 -2 20 112 92 22
Chol [mmol/] 8.5 8.6 -1 19.8 19.8 0
Glu [mmol/] 5 4.9 2
CRP [mg/I] 31.3 31.13 1
Mg [mmol/l] 1.26 1.41 -11

*Analytes, which are significantly affected for the measured index according to the reagent producer, are monitored for individual interfer-
ences. We compared patient samples with a serum index above the value for which results are no longer released at FN Brno with samples
from the same patient with a low serum index drawn on the same or the following day.

Table 3. Values of serum indexes above which the results are automatically replaced by the appropriate text

S| hemolytic Analyte Text replacement
of result
> 50 Ammonia, D-BIl hemolysis
> 100 Troponin T, LDH hemolysis
> 150 Fe, AST, K hemolysis
> 200 P, CK hemolysis
> 500 CB, Lipase, Mg, Myoglobin, Prealoumin, TG hemolysis
> 700 Aloumin, AMS, p-AMS, Apo B, ai1-AT, BIlT, Ca, Digoxin, Ethanol, Glu ,HDL, Chol, CHE, hemolysis
IgA, 1gG, IgM, KM, Lactate, LDL, Lp (a), Ferritin, Urea
> 1000 ai- Acid Glycoprotein, ALP, ALT, CRP, C,, C,, Crea, Glu, GGT, Procalcitonin, hemolysis
Transferrin, Theophylline, Vitamin B, fT, tT,, TSH
Sl lipaemic Analyte Text replacement
of result
> 200 D-Bil, Glu, LDL, Prealbumin lipemia
> 600 ALT, AST, Ethanol, IgA, 1gG, IgM, Mg, Myoglobin, Theophylline, Transferrin lipemia
> 1000 Albumin, ApoB, a1- Acid Glycoprotein, a1-AT, BT, C,, C,, Ca, CB, CHE, Chol, CK, lipemia
Crea, Fe, Ferritin GGT, HDL, Haptoglobin, Lactate, LDH, Lipase, P, KM, Urea
> 2000 ALP, AMS, p-AMS, CRP lipemia
Sl icteric Analyte Text replacement
of result
> 680 Chol, Crea, GGT, Glu, Mg, TG, CB, KM, Mg, Procalcitonin, Folate, Ferritin, fT,, tT,, icterus
TSH, Troponin T
> 1100 Albumin, ALP, ALT, AST, Ammonia, AMS, p-AMS, ApoB, a1- Acid Glycoprotein, icterus
a1-AT, G, C,, Ca, CHE, CK, CRP, Ethanol, Fe, HDL, Haptoglobin, IgA, 19G, IgM,
Lactate, LDH, LDL, Lipase, Lp(a), Myoglobin, Prealbumin, P, Theophylline, Transferrin,
Urea, Vitamin B,,, Digoxin
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Z namérenych dat vyplyva, Ze interference zpUso-
bena chylozitou a ikterickym zbarvenim je ve srovnani
s hemolyzou mnohem méné vyznamna a jeji disledek
neni zcela jednoznacny. Na tom se podili fakt, Ze tito
pacienti byvaji v tézkém stavu a obratem nelze ziskat
odbér bez interference a také to, ze u té€chto pacient(
Ize odekavat kolisani mérfenych parametr(l, pripadné
ovlivnéni zpUsobené kiizenim rliznych interferenci (v ta-
kovém pripadé nejsou vysledky uvedeny).

V soucasné dobé pracujeme s tabulkou 3. Prekrodi-
-li sérovy index uvedenou hodnotu pro urcitou metodu,
uplatni se pravidlo nastavené v programu PSM (soft-
ware firmy Roche) a vysledek je nahrazen komenta-
fem hemolyza, chylozita i ikterus. Nevydany vysledek
mUze klinické oddéleni ziskat na zékladé telefonického
dotazu ¢i mUze byt uvolnén v individuainim pfipadé 1é-
karem naSeho oddéleni pfi vystupni kontrole.

Pri tvorbé pravidel jsme se vénovali rliznym materia-
I&m, se kterymi pracujeme. Nestaci mérit indexy v séru,
ale je potreba také nastavit podminky pro odbéry plaz-
my (napf. pro laktat nebo amoniak). U vybranych me-
tod jsme nastavili specidlni formule pro situace, kdy je
interferenci ovlivnéna metoda s vyrazné patologickym
vysledkem a vzorek je automaticky fedén. V nékterych
pfipadech pro nafedéné vzorky vydavame vysledky
s vy$8im Sl nez pro vzorky nefedéné. Vede nas k tomu
zejména prokazatelné nizsi vliv interference u patolo-
gickych hodnot (viz tab. 3). PFi tvorbé téchto podminek
jsme k jednotlivym metodam pfistupovali individualné
(napf. pro LDH je neuplatfiujeme) a zohlednili jsme
také mechanismus, jak se interference u daného testu
uplatfiuje, zda se jedna o analyt vyplaveny z erytrocytu
¢i pfipad, kdy hemoglobin reaguije s Cinidlem.

Zaveér

V pripadg, Ze laboratof vyuziva preanalytickou auto-
matizaci, je méreni sérovych index( nezbytné. Nasta-
vena pravidla, ktera vychazeji z namérenych interferen-
ci a vedou ke komentovani popisu vzorkd & nahradé
vysledkd textem, jsou do jisté miry individudlni a zavisf
na pouzivanych analytickych metodach. PFi problému
feSeni in vitro interferenci je dllezité, stejné jako v jinych
odvétvich mediciny, zaméfit se na prevenci a snahu
omezit je na minimum.
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