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Vliv hemolyzy na stanoveni celkového a prfimého bilirubinu
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SOUHRN

Cil studlie: Cilem studie bylo vlastnim experimentem oveéit viiv rizného stupné hemolyzy (indexu H) na stanoveni koncentra-
ce celkového a pfimého bilirubinu a urcit mezni Uroveri hemolyzy, do které Ize vysledek koncentrace bilirubinu vydat pouze
s doplfiujicim komentarem.

Material a metody: K pacientskym vzorkdim sér s nizkou primarni hemolyzou a rutinng stanovenou koncentraci bilirubinu
celkového a piimého v rozsahu nizkych az vysoce patologickych hodnot jsme pridali hemolyzat a vytvorili rézné stupné
hemolyzy. Nasledné jsme opakovanym mérenim zjistili odchylku od ptvodnich hodnot koncentrace bilirubinu a vysledky
statisticky (metodou nejmensich ¢tverct a metodou kontrastu v analyze rozptylu) zpracovali.

Vysledky: Zjistili jsme negativni bias u celkoveého i pfimého bilirubinu v zavislosti na stoupajicim stupni hemolyzy. Ve vzorcich
s vysokou hemolyzou se ale také projevil vzestup primarni koncentrace bilirubinu, pravdépodobné zplsobeny zvysenim
absorbance vlastniho hemoglobinu, tedy pfimou fotometrickou interferenci. Tento vzestup byl markantni predevSim u pfi-
mého bilirubinu, ve vzorcich s nizkou primarni koncentraci pfimého bilirubinu. Odvodili jsme mezni stuper hemolyzy pro
stanoven( jak celkového (H index 95), tak prfimého bilirubinu (H index 53) metodou uzivanou v nasi laboratori.

Zaver: Experimentem vychazejicim z rutinni laboratorni praxe jsme ovéfili viiv hemolyzy na koncentraci celkového a primého
bilirubinu a urdili mezni stupef hemolyzy, od kterého nelze vysledek koncentrace bilirubinu vydat.
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SUMMARY

Prochazka J., Borecka K., Lanska V.: Haemolysis influence on the determination of total and direct bilirubin
Objective: We tested an effect of hemolysis (H index) on concentrations of total and direct bilirubin to determine the thres-
hold level of hemolysis, until which quantitative results can be issued only with an additional comment.

Materials and Methods: We added haemolysate to serum samples with low primary concentration of total or direct bilirubin
and created different degrees of hemolysis. Then we established a deviation from original values of bilirubin concentration
by repeated measurement and statistically processed (by the least squares method and by the contrast method in the
analysis of variance).

Results: We found negative bias in the case of both total and direct bilirubin. However a rise of primary bilirubin concentra-
tion was expressed in samples with high hemolysis, caused probably by increased absorbance of hemoglobin, then by
direct photometric interference. The rise was significant mainly in samples with low original concentration of direct bilirubin.
We deduced the threshold level of hemolysis for measurement of total (H index 95) and direct bilirubin (H index 53) by
method used in our laboratory.

Conclusion: We have verified the effect of hemolysis on concentrations of total and direct bilirubin by the experiment based
on routine laboratory practice. We have determined the threshold level of hemolysis, until which quantitative results cannot
be issued.

Keywords: bilirubin, hemolysis, serum indices.

Uvod

Hemolyza je definovana jako rozpad erytrocytd pro-
vazeny uvolnénim hemoglobinu a dalsich intracelularnich
latek do extracelularniho prostoru v krvi. MUze vznikat
pfimo v organismu = in vivo (napf. hemolyticka anémie),
nebo Castéji, mimo organismus = in vitro (v pribéhu
v8ech &asti preanalytické faze, tzn. pfi odbéru vzorku,
transportu nebo skladovéani). Hemolyza rliznymi mecha-
nismy interferuje se stanovenim nékterych analyt(: vyliti
intracelularnich analytt do séra/plazmy a vzrist jejich
koncentrace (K, LD, AST, Mg a dalsi); interference Cer-
veného zabarveni volného hemoglobinu pfi fotometric-
kych analyzach zvySenim absorbance v oblasti vinovych
délek viditelného spektra 300 - 500 nm, charakteristicky
pii 415 nm; plsobeni hemoglobinu jako pufru, tj. zmé-

na pH dinidla a ovlivnéni pribéhu reakce (ALP, albumin);
déle mlze hemoglobin reagovat s nékterym cinidlem,
rozkladat ho, atim snizovat vysledek méfeni (reakce
s NO, u stanoveni bilirubinu). Mechanismy vysledného
ovlivnéni vysledku se kombinuji a zavisi na stupni hemo-
lyzy a koncentraci bilirubinu ve vzorku [1-8].

Méreni koncentrace bilirubinu celkového a pfimého
patfi k nejCastgji pozadovanym rutinnim biochemickym
analyzam. Vzhledem k principu stanoveni azokopulaéni
diazoreakci s naslednym fotometrickym mérenim inten-
zity vzniklého zabarveni [7] mdze byt vysledek vyrazné
ovlivnén hemolyzou predlozeného vzorku krve. Od urci-
tého stupné hemolyzy je vhodné vysledek méreni kon-
centrace bilirubinu nevydavat a pozadat o novy odbér,
coz je nepfijiemné jak pro zdravotnicky personal, tak
predevSim pro pacienta.
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Pro kvantifikaci hemolyzy, chylozity a ikterity vzor-
ku lze wyuzit automatické semikvantitativni méreni
tzv. sérovych index’ (H = hemolyzy, | = ikterity alL =
lipémie), coz je presnéjsi, nez posuzovani kvality vzor-
ku pozorovanim okem. Hemolyza je viditelna okem
od koncentrace volného hemoglobinu cca 1,00 g/l,
je obtizné rozliSit jednotlivé stupné hemolyzy, zatim-
co rozsah automatického semikvantitativniho méreni
indexu hemolyzy je 5 az 1 200 (odpovida koncentraci
hemoglobinu 0,05 - 12,00 g/l) [1, 7].

Evropska smérnice pro in vitro diagnostiku (IVDD)
stanovuje povinnost vyrobcl reagencii definovat odpo-
vidajici interference a omezeni. Pribalovy letak fy Roche
pro pfistroj Modular udava moznost stanoveni celkové-
ho bilirubinu bez vyznamné interference az do H indexu
1 000 (odpovida 10,00 g/l nebo 621,0 umol/l hemoglo-
binu), pro pfistroj Cobas ¢501 ale pouze do H indexu
50 (odpovida priblizné 0,50 g/l nebo 31,0 pmol/l hemo-
globinu) pfi koncentraci bilirubinu do 17 umol/l, u novo-
rozeneckych sér pfi koncentraci bilirubinu 150 pmol/I
do H indexu 400 (= 4,00 g/l nebo 248,4 pmol/l hemo-
globinu). Pro bilirubin pfimy je shodné u obou analyza-
tord uvedena moznost stanoveni bez vyznamné inter-
ference do H indexu 25 (odpovida pfiblizné koncentraci
hemoglobinu 0,25 g/l nebo 15,6 umol/l) [7].

V 1. pololeti 2012 byl na OKB Thomayerovy nemoc-
nice v Praze zméren index hemolyzy celkem u 47 840
pacientskych vzork(, koncentrace hemoglobinu < 0,50
g/ byla zjisténa u 45 776 vzork( (95,7 %), koncentrace
hemoglobinu v intervalu 0,5 - 3,00 g/l u 1 856 vzork{
(3,9 %) a koncentrace hemoglobinu > 3,01 g/l u 208
vzorkl, coz je 0,4% celkového poctu. V nasleduii-
cim obdobi se stav mimé zlepsil, presto je hemolyza
bohuzel velmi Castym problémem kvality vzorku, se
kterym se musime v laboratofi potykat, coz korespon-
duje téz s udaiji z literatury [3-6, 8].

Vzhledem k nejednotnosti firemnich Gdajli o pripust-
ném stupni hemolyzy jsme se rozhodli viastnim expe-
rimentem ovérit vliv hemolyzy na stanoveni bilirubinu
celkového i pfimého a urdit mezni stupen hemolyzy, od
kterého nelze kvantitativni vysledek vydat.

Material a metody

Pro méreni zavislosti hodnoty celkového a pfimého
bilirubinu na hemolyze byly vybrany pacientské vzorky
sér z rutinniho provozu s vyzadanym vySetfenim biliru-
binu (s koncentraci bilirubinu v rozsahu od nizkych do
vysoce patologickych koncentraci) a nizkou primarni
hemolyzou (index H méné nez 18 = koncentrace hemo-
globinu 0,18 g/l nebo 11,2 umol/l). Podle koncentrace
bilirubinu pak byly vytvoreny 4 skupiny pro celkovy biliru-
bin a 3 skupiny pro bilirubin pfimy — viz Tabulka 1 a 2.

Pridavkem 5 pl hemolyzatu (vhodnym fedénim pre-
dem pfipraveného) k 100 pl séra bylo dosazeno 4 rliz-
nych stupnd hemolyzy (H index cca 35, 90, 170 = 500),
coz bylo ovéfeno mérenim.

Hemolyzat byl pfipraven zmrazenim a naslednym
rozmrazenim pacientskych vzorkd plné krve. Pro pii-
pravu rfizného stupné hemolyzy bylo pipetovano:

1. 1 000 pl fyziologického roztoku a5 pl hemolyzatu
plné krve pro pfipravu vzork(d s indexem hemolyzy
cca 35,

2. 1000 ul fyziologického roztoku a 50 pl hemolyzatu
plné krve pro pfipravu vzork(d s indexem hemolyzy
cca 90,

3. 1000 pl fyziologického roztoku a 400 ul hemolyzatu
plné krve pro pfipravu vzork( s indexem hemolyzy
cca 170,

4. 1000 pl fyziologického roztoku a 1500 ul hemolyza-
tu pIné krve pro pfipravu vzorkd s indexem hemo-
lyzy > 500.

Vzorky byly na pozadovanou hodnotu H indexu
upraveny naslednym fedénim fyziologickym roztokem
nebo pridavkem hemolyzatu. Vzhledem ktomu, ze
pfidavek hemolyzatu nebo fyziologického roztoku Cinil
pouze cca 4 - 5% celkového objemu vzorku (minimalni
diluce), nebyla koncentrace bilirubinu plvodnich paci-
entskych vzorkd znovu analyzovana s pfidavkem stej-
ného mnozstvi fyziologického roztoku.

Méreni koncentrace bilirubinu celkového a pfimého
bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Cobas
¢501 (Roche) soupravami Roche Bilirubin Total DPD
Gen. 2 (diazo-metoda: nepfimy bilirubin je uvolnén
detergentem, celkovy bilirubin pak reaguije pfimo s 3,5-
dichlorfenyldiazoniovou soli v prostfedi kyselého pufru
za vzniku Cerveného azobilirubinu; intenzita Cerveného
zbarveni je pfimo umeérna koncentraci celkového bili-
rubinu) a Bilirubin Direct (diazo-metoda: pfimy bilirubin
reaguje s 3,5-dichlorofenyldiazoniovou soli v prostre-
di kyselého pufru za vzniku Cerveného azobilirubinu;
intenzita Cerveného zbarveni je pfimo Umérna kon-
centraci celkového bilirubinu). Méfeni sérovych index
bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Cobas
¢501 soupravou Serum Index Gen. 2. Principem tes-
tu je nafedéni vzorku pacienta fyziologickym roztokem
(0,9% NaCl) a stanoveni absorbance bichromatickym
mérfenim pro hemolyzu pfi 570 a 600 nm s korekci na
prekryvani interferenéniho spektra. Hodnoty sérovych
index{ pro jednotlivé metody, od kterych mize docha-
zet k ovlivnéni analyz, jsou uvedeny vyrobcem v priba-
lovych letacich k reagenciim.

Statistické zpracovani: k odhadu kfivek (obr. 2 a 4)
byla pouzita metoda nejmensich ctvercl, k testovani
shody kfivek byla pouzita metoda kontrastu v analyze
rozptylu.

Vysledky a diskuse

Vysledky méfeni koncentrace celkového bilirubinu
pri rdznych stupnich hemolyzy jsou shrnuty v Tabulce
1anaobr. 1a2.

Vysledky méreni koncentrace pfimého bilirubinu pfi
rlznych stupnich hemolyzy jsou shrnuty v Tabulce 2
anaobr.3a4.

Provedenym experimentem jsme zjistili zfetelny po-
kles namérenych hodnot celkového i pfimého bilirubi-
nu v zavislosti na zvySujicim se stupni hemolyzy, coz
odpovida principu interference hemoglobinu, uvade-
nému v literature [1, 3, 7-8]. Nicméné z obr. 2 je patr-
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Table 1. Effect of different hemolysis degrees on the concentration of total bilirubin

Bilirubin total n Hemolysis Average bias Average bias Bias maximum | Bias minimum
[umol/1] (H index) [umol/1] [%] [%] [%]
H=35 -0.7 -7.8 -22.5 0.0
H=90 -1.6 -16.5 -35.3 71
x<19.0 15
H=170 2.2 -21.6 -38.7 4.8
H>500 -2.7 -30.0 -46.7 -9.7
H=35 -1.4 -6.1 -13.5 -1.8
H=90 -2.4 -10.3 -22.3 -0.9
19.0<x<30.0 16
H=170 -4.1 -18.1 -32.7 -8.9
H>500 -4.9 -21.6 -45.8 -5.8
H=35 -2.0 -3.5 -13.2 0.3
H=90 -5.1 -7.8 -15.8 -3.1
30.0 <x<140.0 16
H=170 -8.4 -12.8 -22.9 -8.1
H>500 -12.8 -19.1 -33.2 -r.7
H=35 -6.6 -3.0 -7.2 -0.8
H=90 -12.3 -5.9 -9.3 -3.1
140.0 < x 16
H=170 -17.6 -9.1 -14.6 -4.7
H>500 -31.5 -16.2 -24.7 -10.8
H=35 2.7 -5.0 -22.5 0.3
H=90 -5.4 -10.0 -35.3 71
Total 63
H=170 -8.2 -156.3 -38.7 4.8
H>500 -13.2 -21.6 -52.3 -5.8
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Fig. 1 Dependence of total bilirubin on hemolysis (H = H index, index of hemolysis); four groups according to total bilirubin con-
centration: less than 19.0 pmol/l; between 19.0 and 30.0 pymol/l; between 30.0 and 140.0 umol/l and greater than 140.0 pmol/I.
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Fig. 2 Dependence of total bilirubin on hemolysis (H = H index, index of hemolysis) — relative change; curves according to
groups of total bilirubin concentration: less than 19.0 umol/l, between 19.0 and 30.0 pmol/l, between 30.0 and 140.0 umol/l,
and greater than 140.0 umol/I.
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Table 2 Effect of different hemolysis degrees on concentration of direct bilirubin

Bilirubin direct n Hemolysis Average bias | Average bias | Bias maximum | Bias minimum
[umol/1] (H index) [umol/1] [%] [%] [%]
H=35 -0.4 -6.7 4.0 -18.8
H=90 -1.4 -26.1 0.0 -39.5
x<11.0 20
H=170 -1.8 -30.9 16.7 -54.5
H > 500 3.3 74.3 159.6 -11.9
H=35 -2.1 -8.2 1.8 -17.7
H=90 -4.0 -17.3 -6.1 -26.5
11.0<x<40.0 15
H=170 -6.3 -28.5 -16.8 -43.0
H>500 -5.9 -24.8 7.1 -45.0
H=35 -6.4 -5.1 -0.3 -9.9
H=90 -14.0 -11.8 0.3 -19.0
40.0 <x 15
H=170 -22.2 -19.8 -11.3 -30.5
H>500 -33.8 -29.4 -9.8 -44.0
H=35 -2.7 -6.6 4.0 -18.8
H=90 -6.0 -19.2 0.3 -39.5
Total 50
H=170 -9.3 -26.9 16.7 -54.5
H>500 -10.6 13.5 159.6 -45.0
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Fig. 3 Dependence of direct bilirubin on hemolysis (H = H index, index of hemolysis); three groups according to direct bilirubin
concentration: less than 11.0 umol/l; between 11.0 and 40.0 pmol/l; and greater than 40.0 ymol/I.
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Fig. 4 Dependence of direct bilirubin on hemolysis (H = H index, index of hemolysis) — relative change; curves according to
groups of direct bilirubin concentration: less than 11.0 pmol/l, between 11.0 and 40.0 umol/l, greater than 40.0 umol/I.
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né, ze cca u hemolyzy H 200 dochazi k ohybu pfimek
(linearni zavislosti koncentrace celkového bilirubinu na
hemolyze) a postupnému vzestupu hodnot celkového
bilirubinu.

piné s nizkou koncentraci pfimého bilirubinu (do 11,0
umol/l) byla do indexu H cca 100 zjisténa rovnéz pfi-
blizné linearni zavislost na hemolyze (pokles hodnot se
vzrUstajici hemolyzou), avSak s narlistem indexu hemo-
lyzy nad 100 dochdzi k ohybu kfivky a postupnému
vzestupu hodnot pfimého bilirubinu, ktery je jiz velmi
markantni u silné hemolyzy, tj. H indexu vice nez 500
(+ 174 %). Tento falesny narCist koncentrace piimého
i celkového bilirubinu je pravdépodobné zplsobeny
piimou fotometrickou interferenci (narfistem absorban-
ce) vysoké koncentrace volného hemoglobinu v séru.

Zobr. 2 a4 je také zfejmé, ze stupen interferen-
ce hemolyzy je v zavislosti nejen na velikosti hemolyzy
(koncentraci volného hemoglobinu), ale téz v zavislos-
ti na koncentraci bilirubinu. Pfi nizkych koncentracich
bilirubinu plsobi hemolyza relativné velkou zménu
vysledku, tzn., ze koncentrace bilirubinu ve fyziologic-
kych mezich jsou nejvice vulnerabilni vi&i hemolyze.
Z Klinického hlediska by prfedevsim vzorky s koncent-
raci bilirubinu kolem horni referen¢ni meze nemély byt
hemolytickeé.

Jako klinicky vyznamnou zménu koncentrace biliru-
binu vlivem hemolyzy jsme urcili zménu o 10 a vice %
(téz s prinlédnutim k intraindividualni variabilité bilirubi-
nu av neposledni fadé k analytické chybé& systému).
Z odhadnutych kfivek jsme jednoduchym vypocCtem
urCili jako mezni stupen hemolyzy index H 94,5 = 95
(= 0,95 g/l nebo 59,0 umol/l hemoglobinu) pro stano-
veni celkového bilirubinu a index H 52,5 = 53 (= 0,53 g/l
nebo 32,9 umol/l hemoglobinu) pro stanoveni pfimého
bilirubinu. PFi vy$Si hemolyze nahrazujeme kvantitativni
vysledek textem ,hemolyza“. PFi hodnotach H indexu
nizich nez mezni ke kvantitativnimu vysledku koncen-
trace bilirubinu pfipojujeme komentar ,slaba hemolyza“
(od koncentrace H indexu 32 = 0,32 g/l = 19,9 umol/|
hemoglobinu) [3-4].

Zaver

Semikvantitativni méreni sérovych indext véetné
indexu hemolyzy pokladame za nezbytné pro posou-
zeni vhodnosti biologického materidlu ke zpracovan.
Po zhodnoceni vysledk méreni, vzhledem k vypodte-

nym statistickym parametrfim, jsme urcili mezni stuper
hemolyzy pro stanoveni celkového i pfimého bilirubinu
metodou uzivanou v nasi laboratofi. Pri vy3si hemoly-
ze by vzhledem k prokazatelné vyznamnému ovlivnéni
nemél byt kvantitativni vysledek koncentrace bilirubinu
vydan. Primarni snahou ale z{stava prevence problému
a snizeni mnozstvi hemolytickych vzorkd biologického
materidlu pfedchazenim chybam v preanalytické fazi.
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