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Zmeény v laboratorni diagnostice a pfi sledovani diabetu
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SOUHRN

Clanek poskytuje strucné recentni literarni informace o zévaznych zménach, ke kterym dochézi v soucasné dobé pfi
laboratorni diagndze a sledovani diabetu. Tyka se zmén v postanalytické fazi glukdzy a glykovaného hemoglobinu.
U plazmatické glukdzy nalacno jsou popsany pretrvavajici problémy s nestabilitou analytu ve vzorcich krve a problémy
s kritérii zpUsobilosti laboratofi v programech externich hodnoceni kvality. Jsou komentovany nézory na nedostateénou
kvalitu glukometr( pfi sledovani diabetikd a jinych pacientd v kritickém stavu. Je zminéna nadéjna moznost monitorovani
glukézy miniméalné invazivnimi metodami s aplikaci podkoznich senzorl. U glykovaného hemoglobinu je shrnut soucasny
stav standardizace, navaznosti a vydavani vysledkd mereni. Je uvedena informace o nové roli HbA, _jako nastroje labo-
ratorni diagndzy diabetu. U obou analytl je zhodnocena soucasna Uroven jejich analytického méreni a kritéria analytické
zpUsobilosti klinickych laboratori. Publikace je zamyslena jako pramen informaci pro pracovniky laboratofi, oddélent, am-
bulanci a také jako zdroj dat k pfipadné inovaci soudobého jiz zastaralého doporuceni o laboratorni diagnostice a terapii
diabetu.
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SUMMARY

Friedecky B., Vavrova J., Kratochvila J.: Laboratory diagnostic changes in diabetes

Short communication deals with recent information on significant changes in diagnosis and managing the diabetes. Insta-
bility of sample for measurement fasting plasma glucose, different and unsuitable criteria for external quality assessment,
low analytical quality of personal glucometers and possibilities for continual monitoring the glucose in interstitial fluid are
objectives of presentation. New measurement units after finished standardization and newly proposed using the HbA,  as
diagnostic tool for diabetes are introduced. By means of results in some EQA schemes are also demonstrated levels of

precision, bias and state of used control limits.
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V roce 2003 bylo uverejnéno a v roce 2005 ak-
tualizovano DoporuCeni o laboratorni diagnostice
a sledovani diabetu jako spole¢ny dokument Ceské
spoleénosti klinické biochemie CLS JEP a Ceské dia-
betologické spolecnosti CLS JEP; jeho text je pristupny
na http://www.cskb.cz a v tisténé formé publikovany
o rok pozdéji [1]

Roky poté pfinesly fadu zasadnich zmén v labora-

torni diagnostice a sledovani diabetu.
(sérove) glukdzy a glykovaného hemoglobinu HbA, .
Cilem sdéleni je shrnout aktuélni stav v analytice a in-
terpretaci téchto dvou analytl, a podat tak véasnou
informaci o zavaznych zménach u klicovych labora-
tornich vySetfeni diagndzy a terapie diabetu. Nepre-
trzité a vCasné sledovani vyvoje a trendd diagndzy
této typické ,civilizacni* choroby si vynucuje neustale
se zvysuijici poCet osob diabetem postizenych. Data
NHANES (National Health and Nutrition Examination
Study) uvadeji v roce 2006 pro populaci USA 7,7 %
diagnostikovanych diabetikd, 5,1 % diabetikd nedi-
agnostikovanych a 29,5 % osob s aktualnim rizikem
diabetu v populaci. Ve srovnani s rokem 2002 je cel-
kovy podet souboru takovych jedincd o 20 % vySsi
[2]. Tato Cisla je mozno bez pfehanéni povazovat za
otfesna.

diagnosis of diabetes, patients monitoring.

Glukéza nala¢éno v plazmé - stabilita
a pozadavky na analytickou kvalitu

Interpretace vysledku méreni plazmatické glukézy
nala¢no (FPG) pri diagndze diabetu je stale zatizena
nékterymi nevyreSenymi problémy. Jak piSe Gambi-
no ve své publikaci z konce roku 2007: ,kvantifika-
ce této jednoduché molekuly neni jednoducha“ [3].
Podle vysledkd Klinickych studii, jejichz cilem bylo
odhadnout vztah mezi hodnotou plazmatické glukd-
zy nalac¢no (fasting plasma glucose — FPG) a rizikem
vzniku diabetu, zvyseni FPG 0 0,28 mmol/l (z 4,55 na
4,83 mmol/l) udajné zvysi riziko diabetu typu Il témér
dvojnasobné.

BéZné se za standardni zplisob zabezpeceni sta-
bility glukdzy ve vzorcich krve pro méfeni FPG pova-
Zuje jeji odbér do NaF, obvykle v kombinaci s EDTA.
Nestabilita glukdzy ve vzorku krve obsahuijiciho NaF
a bez néjje vSak v prvni hodiné po odbéru stejna a po-
kles glukdzy se pohybuje mezi 5-7 %, bez ohledu na
pfitomnost nebo nepfitomnost NaF. To predstavuje
u kritické koncentrace plazmatické glukézy 5,6 mmol/
I, povazované za hranici mezi standardnim a zvyse-
nym rizikem diabetu, hodnotu 0,28-0,39 mmol/l, tedy
vyznamneé vyS$Si hodnotu nez Udajné prognosticky kri-
tické zvySeni FPG 0,28 mmol/l. V literatufe doporu-
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Sovany zptlsob zabrany glykolyzy vioZzenim zkumav-
ky s odebranou krvi do ledové tfisté je v rutinni praxi
v podstaté neproveditelny.

Je ironii osudu, Ze antiglykolyticka smes, bezpec-
né inhibujici glykolyzu ihned, a branici tak pocatecnimu
poklesu glukdzy v Case, jiz fadu let existuje, je dokonce
na trhu (odbérové zkumavky pro glukdzu Terumo), ale
neni v obecném pouzivani ani povédomi. Tato smeés
obsahuje kromé obvyklych slozek NaF a EDTA jesté
citrat sodny a kyselinou citronovou [4].

Dal$im problémem stanoveni glukézy je velkéa riz-
nost kontrolnich limitl hodnoceni zpUsobilosti labora-
tofi v programech externiho hodnoceni kvality a tim
i jejich hodnoceni v akreditacnich procesech. Existuij
programy EHK s kontrolnim limitem 6 % (Labquality,
Finsko), vedle programi s kontrolnim limitem 10 %
(CLIA/CAP USA, Australie/RCPA, CR/SEKK) a také
program, ktery pouzivd hodnotu 15% (RILIBAEK/
DGKL). Pro potfeby méreni FPG existuje definovany
systém navaznosti s dobre validovanymi existujicimi
referenénimi materidly a metodami. Jsou tedy vytvo-
feny podminky pro pouzivani cilovych hodnot, ziska-
nych s pouzitim referencnich metod méfeni. Zatimco
programy EHK (Labquality, DGKL, SEKK, RCPA) je
skuteC¢né pouzivaji, v nejveétsim programu EHK USA
CAP (College of American Pathologists) je hodnoceni
zpUsobilosti méreni glukdzy v klinické laboratori pro-
vadéno ve stejnorodych skupinach, do nichz jsou la-
boratore rozdéleny podle pouzitého reagencniho kitu
a mérici instrumentace. V ddsledku takového pristupu
Ize napr. v konkrétnim kontrolnim cyklu povazovat za
zpUsobilé laboratore, které dosahuji vysledkl v inter-
valu 7,75-8,91 mmol/I [3]. V tomto pfipadé se toleruje
diference 1,16 mmol/l, ktera je mnohonasobné vyssi,
nez je uvedena hodnota 0,28 mmol/I.

Ignorovani cilovych hodnot ziskanych referencni-
mi postupy méfeni znamena rezignaci na verifikaci
navaznosti a pravdivosti bias vysledkl méreni a jak
se zda, zpétné usti do urcité ztraty divéry diabeto-
logl ve schopnost vySetfeni glukdzy diagnostikovat
diabetes.

Glukéza jako nastroj sledovani stavu
diabetikt

Otazka sledovani diabetu pomoci osobnich glu-
kometrd, a to jak pfi samosledovani diabetikl, tak
i pri sledovani pacientd s diabetem nachéazejicich se
v kritickém zdravotnim stavu [5, 6], z(stava proble-
maticka. Stale je k dispozici malo typd glukometrd
se zarukou dostate¢né analytické kvality. Nasledkem
toho jsou kritéria kvality pro osobni glukometry sta-
le pfilis benevolentni. Toleruje se odchylka + 20 %
(respektive + 0,83 mmol/I pro koncentrace pod 4,3
mmol/l) od hodnoty ziskané v klinické laboratofi [7].
Rizeni 1é8by kritickych pacientll pomoci glukometr(
o takové analytické kvalité mize vést ke komplikacim
(hypoglykémie), a dokonce i k formulovani nesou-
hlasnych cilovych terapeutickych hodnot v rlznych
studiich [5].

Velkou budoucnost Ize ocekavat od metod kontinu-
alntho sledovani glukdzy pomoci podkoznich senzord,
meficich glukézu v intersticialni tekuting. Pokrodilé sou-
dobé systémy mohou pracovat s velikym mnozstvim dat
ziskanych v prdbéhu dostate¢né dlouhych ¢asovych in-
tervaldl a po vyhodnoceni poskytovat mnohem podrob-
ngjSi informace o stavu pacienta a o pfipadné zméné
terapeutické intervence. Vyhodou je i systém alarmd va-
rujici pfed moznymi komplikacemi (napf. hypoglykémii).
K vyhodnocovani vysledkd bude vyhledové mozné vyu-
zivat metod telemediciny [6]. Senzory jsou také soucasti
nékterych druhl inzulinovych pump. Limitujicim fakto-
rem je bezesporu potfeba periodické kalibrace takového
systému na ,dobry“ osobni glukometr, tedy Casta potre-
ba kalibrace na nedostate¢né spolehlivou referenci. Nic-
méné i tak se nekteré systémy tohoto druhu osvedduji
natolik, Ze jejich pouzivani je oficialné schvaleno jak pro
nemocni¢ni péci, tak i pro samosledovani diabetik(. Lze
uvést systémy Guardian Real-Time Minimed a dalsi [8].

Glykovany hemoglobin
a jeho standardizace

Ukonceny proces celosvétové standardizace je pi-
semné zafixovan ve dvou zakladnich, obecné dostup-
nych dokumentech. Prvnim je spolec¢né stanovisko
(Consensus statement) Americké diabetické asociace
(ADA), Evropské asociace pro studium diabetu (EASD),
Mezinarodni federace klinické chemie a laboratorni
mediciny (IFCC a Mezinarodni federace pro diabetes
(IDF), publikované v Casopise Diabetes Care [9] a do-
stupné na www.ifcc.org. Druhym dokumentem, ktery
v podstaté akceptuje stanovisko diabetologl a klinic-
kych chemikd, je dokument producent( laboratornich
diagnostik (10), dostupny rovnéz na www.ifcc.org (Im-
plementation of standardization of HbA ).

Podle obou téchto mezinarodné schvalenych sta-
novisek je jedinou akceptovatelnou jednotkou méreni
HbA, . mmol/mol HbA, . Pokud pouZije laborator sta-
ré kalibrace NSGP (National Serum Glycated), pak se
vysledky ziskané v % NGSP na jednotku mmol/mol
dodate¢né prepoctou podle znamé ,master equati-
on“, pouzivané k tomuto Udelu uz fadu let. V Ceské
republice, kde je standardizace metody IFCC platna
jiz témér Sest let a povinnost pouzivat S| jednotek
dana zakonem od roku 1980, staci pro prepocet do-
savadnich vysledkd na standardizované S| jednotky
velmi jednoduchy vztah:

mmol/mol IFCC = % IFCC . 10

Schvaleny konsenzus mezinarodnich organi-
zaci [9] poéita pfi vydavani vysledkd HbA, v SI
jednotkach mmol/mol se zaokrouhlovanim cisel-
nych hodnot na cela ¢isla.

Hitem sezony je snaha pouzivat k samosledovani
diabetikl namisto glukdzy POCT zatizeni pro méreni
HobA, . Dosavadni zjiSténa data vSak ukazuji, Ze sys-
témy POCT pro HbA,  prozatim nedosahuiji potfebneé
presnosti méreni, vykazuji vyznamné hodnoty bias vici
laboratornim standardizovanym metodam a vysokou
variabilitu vyrobnich Sarzi reagencii [11].
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HbA,  jako nastroj diagnostiky diabetu

Zcela nove se HbA,  stava mimo ukazatele kompen-
zace pacienta také ukazatelem diagndzy diabetu. Autory
doporuceni jsou experti ADA (American Diabetes Asso-
ciation), EASD (European Association for the Study of
Diabetes) a IDF (International Diabetes Federation). Jako
ddvody doporuceni jsou uvadény: Uroven standardizace
meéfeni, zajistujici potfebbnou analytickou Uroven kvality
a srovnatelnosti vysledkd; vysoké stabilita analytu ve
vzorku po odbéru; nepatrné ovlivnéni vékem a pohlavim
a velmi pfizniva hodnota intraindividudlni biologické va-
riability ve srovnani's glukozou [12, 13]. HbA,  vykazuje
intraindividualni variabilitu 1,9%, zatimco glukdza nalac-
no 5,7%. Rozhodovaci limity HbA, | pro diagnozu diabe-
tu byly publikovany [12] (po zaokrouhleni na cela Cisla)
nasledovné:

e Nediabetici < 42 mmol/mol
® Diabetes > 47 mmol/mol
® ZvySené riziko 42-47 mmol/mol

Podle oekavani bylo doporuceni o diagnostice dia-
betu pomoci HoA,  zahy podrobeno kritice [14]. Kritika
nového doporuceni poukazuje na vysoké riziko faleSné
snizenych hodnot HbA, v pfipadech hemoglobinopatil,
hemolytickych anémii, chronickych infekénich stavii a led-
vinovych chorob. Naopak nebezpedi faleSné snizenych
hodnot Ize oCekavat u nékterych etnik (napf. afrokaribské)
a u lidi nad 70 let. Je poukazovano na nedostatek studii,
na nichz je doporuceni zalozeno. Jde o tfi studie, sleduijici
riziko retinopatil, pffi nichz vsak vzdy vySSi klinickou efek-
tivitu nez HbA, . vykazovaly hodnoty postprandialni (oo
2 hodinach) plazmatické glukdzy. Namitky jsou zavazné
a k problému Ize ocekavat jeste velkou diskusi.

Soucasny stav analytické kvality méreni
glukézy

Reprodukovatelnost méreni glukézy v séru kla-
sickymi laboratornimi metodami (hodnoty CV%)

e SEKK (2009) 2,1-2,7%

e DGKL (2009) 3-4%

e CAP (20083) 3-5%

e (Centre of Biomedical Research (Itdlie 2008) 3,8 %

Bias méreni glukézy v séru klasickymi laborator-
nimi metodami

e SEKK, DGKL do 2%

e CAP do 4%

Nejsou signifikantni rozdily mezi metodami zaloze-
nymi na rliznych méficich principech. Nejsou ani signifi-
kantni rozdily dané pouzitim lyofilizovanych kontrolnich
materidld a smési nativnich sér darcl krve pouZitych
v experimentu CAP.

Kontrolni limity pro hodnoceni zpusobilosti u glu-
kézy

Finsky cyklus Labquality pouziva kontrolni limit 6 %,
Ucastnici AKS 3/09 vyhodnoceni podle tohoto kritéria
dosahli uspeésnost 86 %. Kontrolni limit odvozeny z bio-
logickych variabilit je 6,6 %. PFi jeho pouziti byla hodno-

ta uspésnosti 90%. Stejné uUspésnosti bylo dosazeno
také v italském kontrolnim programu CBR (Center for
bioanalytical research, prof. M. Plebani).

Standardni 10% kontrolIni limit pouzivany ve vétsi-
né svétovych programl EHK poskytl Uspésnost 99%.
Kontrolni limit 10% je mozné povazovat za nevhodné
benevolentni a bez motivuijiciho efektu v procesu zlep-
Sovani kvality.

Soucasny stav analytické kvality méreni
HbA,

V roce 2009 se v programu EHK SEKK pohybovala
reprodukovatelnost méreni u metod HPLC v intervalu
CV% = 3,1-4,4 a u imunochemickych metod v inter-
valu 4,7-6,4. Systematické diference mezi metodami
HPLC a imunochemickymi metodami byly v roce 2009
-3,4 az -7,3 %.

V programu EHK Centre of Bioanalytical Research
(télie) byla prdméméa hodnota reprodukovatelnosti
CV% = 3,2.

Bias (jako diference prlméru od cilovych hodnot
RMP) zjistény v italském programu Centre of Bioanaly-
tical Research v roce 2008 byl:

— umetod HPLC -3,4% az 0,7 %,
— U imunochemické metody Roche 5,1-8,5 %,
— U imunochemické metody Olympus 8,3-14,4 %.

Hodnoty bias v kontrolnim systému IFCC pro referend-
ni laboratore (RELA) se pohybovaly kolem hodnoty 1 %.

Kontrolnimu limitu 4,3 %, odvozenému z biologic-
kych variaci, odpovidala v roce 2008 Uspésnost cca
75% (Centre of Bioanalytical Research).

Zaveér

e Stabilita vzorkd krve k stanoveni plazmatické glu-
kézy nalacno je neuspokojiva a vyzaduje zménu
slozeni antiglykolytického Cinidla pfidanim citratu
sodného a kyseliny citronové.

e Khodnoceni zpUsobilosti klinickych laboratofi v pro-
gramech EHK je u glukozy i HbA, A nezbytneé pouzi-
vat cilové hodnoty ziskané referenénimi metodami.

e V konfrontaci se souCasnym stavem analytickych
parametrl méfeni glukézy a HbA, _ jsou soucasné
pouzivané kontrolni limity pfilis benevolentni bez
motivacniho efektu.

e Jednim z dlsledkd dokoncené standardizace
HobA,  je potreba vydavat vysledky v Sl jednotkach
mmol/mol.

® Sledovani diabetik( a pacientd v kritickych stavech
ukazuje pretrvavajici nedostatek analytické kvality
glukometra.

® Pouzivani podkoZnich senzord meéricich glukdzu
v intersticialni tekuting je v kombinaci s telemetric-
kym prenosem dat a pfipadné inzulinovymi pum-
pami pro sledovéani stavu diabetik( perspektivni.

e Doporuceni o diagnostice a sledovani pacient s dia-
betem bude nutné velmi podstatnym zpUsobem
prepracovat.
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