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Harmonizace
laboratornich
vysetreni u diabetu.
Stav v roce 2016.

B. Friedecky, J. Kratochvila

Analyticka kvalita laboratornich
metod pro stanoveni plazmatické
glukozy

Indikatory analytické kvality jsou shrnuty v tabulce 1
a pochazeji z dat, publikovanych v letech 2014 az
2016 (1,2, 3,4, 5). Interval hodnot je tvofen vysled-
ky, dosazenymi metodami a analytickymi systémy
globalnich vyrobct.

Tabulka 1. Indikdtory analytické kvality stanoveni
koncentrace glukozy v séru/plasmé

Varia¢ni koeficient 2,4a22,8%
Bias 3az1,2%

Celkové chyba TE 6,5a27,5%
Analyticka kvalita méteni glukozy je vysoka tak, jak
to vyzaduje fakt, ze laboratorni metody stanoveni

slouzi ostatnim metoddm (glukometry, CGM) jako
referen¢ni.

Stabilita vzork

Glykolyza, probihajici ve vzorcich odebrané krve
vyznamneé snizuje naméfenou koncentraci glukdzy,
a tim nepfiznivé ovliviiuje diagnostickou klasifi-
kaci diabetu a prediabetu. Navzdory tomu je tato
skute¢nost a jeji dasledky jak v textech odbornych
doporuceni, tak v denni praxi rutinnich laboratori
velmi podcenovana. Pfislu$na doporuceni - Guideli-
nes ADA (6), AACC (7), DGKL (8) a CSKB-CDS

Tabulka 2. Pozadavky na kvalitu glukometrii

(9) pozaduji centrifugaci vzorku krve do 30 minut
po odbéru. Doporuceni AACC a DGKL pozaduji
v pfipadé nemoznosti dodrzet tuto podminku,
pouzit inhibice glykolyzy pridavkem fluoridu sod-
ného (NaF) s citratovym pufrem nebo zkumavku
s gelem (10,11).

Pasqualetti a spol. odhadli, Ze po zavedeni NaF
- citrdtového inhibitoru se u ambulantnich paci-
entt zvysil podil osob s glukézou nad 5,6 mmol/l
225 % na 45 % a podil osob s koncentraci nad
7mmol/l z 18 % na 23 % (12), tedy velmi vyznam-
né. Jini autofi spatfuji moZnost fedeni v pouziti
séra namisto plasmy, ziskaného ve zkumavkach
BD RST s dobou srdZeni, snizenou na 2,5 minuty,
tedy dostate¢né kratkou k redukei glykolyzy na
minimum (13).

Pozadavky na analytickou kvalitu
glukometri pii selfmonitoringu
pacientl a pFi pouziti POCT

v intenzivni péci

V tabulce 2 jsou uvedeny pozadavky na akceptova-
telnou celkovou chybu méfeni, potfebné k certifika-
tu kvality glukometrt u FDA USA (Food and Drug
Administration), a podle normy ISO 15197 (14, 15)
a podle algoritmu skandindvského testovani SKUP
(http://www.skup.nu) (16).

Pocty testovanych subjektd, baleni,
Sarze

FDA: 350 testovanych subjektd, 500 prouzki / 10
baleni/ 3 Sarze, definované pocty vzorki o uréenych
intervalech koncentraci

ISO 15197: 200 vysledkd, 100 subjektt / 3 Sarze
prouzki, definované pocéty vzorku o uréenych
intervalech koncentraci

SKUP: 90 az 100 subjektt, 180 az 200 vysledku /
3 Sarze prouzku

Selfmonitoring

95 % vysledk v rozmezi + 15 %

99 % vysledku v rozmezi + 20 %

FDA USA 2016

POCT - JIP

95 % vysledkt + 12 %
(£ 0,67 mmol/l pro < 4,2 mmol/l)

98 % vysledku * 15 %
(+ anebo 0,8 mmol/l pro < 4,2 mmol/)

Selfmonitoring

ISO 15197 2013

95 % vysledka + 15 % (+ 0,83 mmol/l pro < 5,6 mmol/l)

Selfmonitoring

SKUP 2016 CV<5%

TE<15%
(£ 0,83 mmol/l pro < 5,55 mmol)




Referencni metoda stanoveni
glukézy pro porovnani

s glukometry

K uréeni hodnoty chyby u glukometrt se pouziva
jen takova laboratorni metoda méfeni glukozy
v plasmé (,,referenéni metoda®), kterd je valido-
vand, akreditovand, kontrolovana poskytovatelem
EHK akreditovanym dle ISO 17043 a metrologicky
néavazna na certifikovany referen¢ni material SRM
NIST 965. Pfimé srovnani koncentraci krve osob,
zjisténé glukometry a laboratornimi metodami je
obtizné a vétsinou se nepouziva.

CGM - kontinualni monitorovani pF¥i
meéreni glukozy

Klinickd hodnota ekvivalentni s intermitentnim
pouzivanim glukometr na JIP by méla byt pri
MARD (mean absolute relative difference) <15 %
(17), k vyznamné redukei hypoglykemickych stavi
je tieba hodnoty MARD <10 % (17) obvyklé hodno-
ty MARD se u rtiznych systémt CGM pohybuji mezi
10 az 15 % (18, 19) hodnota MARD se vyznamné
zhorsuje pti snizenych koncentracich glukozy, a to
azna hodnoty 25 az 35 % (18, 19, 20) pfi¢emz rych-
lost zmén hodnot glukézy silné ovliviiuje hodnoty
MARD. Pfi trojnasobné zméné glukdzy za minutu
se hodnoty MARD zvysi asi dvojnasobné (20). Pocet
referen¢nich part, chyba referenénich glukometra,
¢asova diference v méfeni part (CGM -interstici-
um; reference - kapilarni krev) ptisobi nejistotu Uc +
2 % pti stanoveni hodnot MARD. Autofi (21) proto
zavadéji pro hodnotu MARD vypocet indexu MRI
(MARD reliability index), ktery shrnuje hodnoty
nejistoty pfi urceni a vypoc¢tu MARD.

Stanoveni glykovaného
hemoglobinu HbA,_- stav
harmonizace a analytické kvality
Soudobé studie poskytuiji jiz velmi dobry obraz soucas-
né trovné analytické kvality méteni HbA , ktery lze
shrnout do nasledujicich odstavct a do tabulky 3:

® plnd krev je nezbytna jako kontrolni material
v programech poskytovateltt EHK

e celkova mezilaboratorni preciznost CV = 3,5 %
(22) pro procentualni jednotky, CV = 4,1 % pak
pro jednotky méfeni mmol/mol (24)

e mezilaboratorni preciznost metod silné kolisa
od CV < 2,0 %, az po CV > 5,0 % (22, 23, 24,
25, 26) podle metod

® bias je silné zavisly na metodach vyrobcti (22,
23,24, 25, 26)

e novéjsi metody kapilarni elektroforézy CE
a enzymaticka maji vyraznou potenci k dosazeni
zlepSené analytické kvality (jak preciznosti
(CV), tak i bias) a mozna jsou metodami blizké
budoucnosti

e kontrolnilimit programi EHK by nemél pfesa-
hovat hodnotu 10 %

Stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA, je urce-
no k diagndze diabetu a prediabetu, jak je zfejmé
z fady doporuceni (6, 7, 8, 9).

Stanoveni HbA, v rezimu POCT
Metody POCT je doporucené pouzivat pouze
pii sledovani choroby, nikoliv v diagnostickém
procesu. Udavanym davodem jsou kontroverzni
hodnoty bias (tabulka 4) a malo rozvinuty systém
programtt EHK. Recentné vsak FDA otestovala
a nasledné certifikovala k diagnostickému pouziti
pro stanoveni HbA, metodou POCT jako prvni
systém Alere Afinion DX (27). Kontroverzni pti-
stup k metodam POCT pro diagnostiku diabetu
a prediabetu v souc¢asnosti pokracuje (viz webové
stranky www.aacc.org).

Zcela recentné publikovana metaanalyticka studie
o vysledcich POCT pti méfeni HbA, _zahrnuje 13
POCT systémt, 61 dil¢ich studii a 1739 vysledka
(28). Jeji vysledky ukazuji limity klinické efektivity
soucasného méreni POCT (tabulka 4).

Tabulka 3. Laboratorni metody, vyrobci a programy EHK - preciznost, bias, kontrolni meze (D, )
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v soucasnosti
Metoda CV [%] Bias [mmol/mol] | Kontrolni mez [D__ ] Uspésnost [%)]
Imunochemie laz5s -1/2
HPLC 0,5az 4 -35/2
Enzymaticky 0,5az 1,5 -1/1,5
CE <1 <15
Program EHK
CAP GH 5-C (22) 3 +4 8,6 % 91 az 97
EQA BE, DE, NL (25) 41 3/4 8% 90
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Tabulka 4. Variabilita hodnot bias mezi metodami
a uvnitt skupin metod.

Skupiny metod Bias [mmol/mol]
Mezi metodami -3,2/5,8
Uvnitt skupiny Afinion -2,1/14
Uvnitt skupiny A, Now +23
Uvniti skupiny Quo-Test -2,4/1

Retrospektivni studii s pouzitim moderniho pfistu-
pu ,,big data“(metadata) provedli autoti z Michiganu
(29) porovnanim 86 073 vysledkit méteni plné krve
z ptistroji DCA Vantage (Siemens), umisténych
na 38 rtiznych mistech s méfenim tychz vzorka
systémem HPLC TOSOH v centrélni laboratofi.
Jako D zvolili 6 % (CAP USA - NGSP). 27 %
vysledkit POCT bylo mimo D= 6 % a pocet
takovych vysledku stoupal se zvysujici se hodnotou
HbA . Pfiinterpretaci vysledkit POCT je nutné vzdy
pocitat, ze chyby méfeni, porizené jako ,big data
za idealizovanych podminek provddénou cestou
z programi externich hodnoceni kvality a Ze tyto
,»big data“ chyby jsou bliz§i skute¢nosti. Stejné sta-
novisko ur¢itého skepticismu by nebylo ke $kodé
véci obdas zaujmout k datim analytické kvality,
uvadénym v dokumentaci vyrobcu.

Stanoveni albuminu v modi -
soudoby stav harmonizace

Referen¢ni metoda pro stanoveni albuminu v moci
LC-MS/MS byla vyvinuta na POCT systém pfi
interpretaci vysledktt méfeni kliniky Mayo Clinic
v USA. Validovana pak je v NIST (prevzato pracovni
skupinou NKDEP a IFCC). Preciznost CV < 4,0 %,
recovery 96 az 104 % (30).

Diference vysledktl rutinnich imunochemickych
metod od referen¢ni metody kolisala v intervalu -5
az 26 % (31). Podle jiné prace je primérny rozdil
imunochemickych stanoveni od referenéni metody
10 % pro koncentrace albuminu > 30 mg/l a pro
hodnoty kolem 15 mg/l dokonce az 35 % (32).

Potteba korekce kalibra¢ni chyby imunostanoveni
pomoci referen¢ni LC-MS/MS metody je tedy
pomérné vysoka. Velikost korekce je asi 84 %. Bez
kalibra¢ni korekce rutinnich metod na referen¢ni
mélo jen 10 % vzork bias b < 15 %. Potieba urych-
lené standardizace méfeni albuminua ACR je proto
dtivodna (33, 34).
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