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Harmonizace
laboratornich
vysetreni chronické
ledvinové nemoci
(CKD) v roce 2016

B. Friedecky, J. Kratochvila

Restandardizace méreni kreatininu
v séru — nezbytna podminka
validniho vypoctu eGFR

Doporuceni KDIGO 2012 je mezinarodni, $iroce
respektované doporuceni ke klasifikaci péti stupnt
chronické renalni choroby (CRD) pacientii na bazi
hodnot eGFR (vypoétu odhadu glomerularni filtra-
ce) a hodnoty ACR (pomér albuminu a kreatininu
v moci). KDIGO 2012 je i podkladem k doporudeni
CSKB a Ceské nefrologické spole¢nosti. Vypocet
hodnot eGFR je podloZen respektovanim pozadavki
na standardizaci laboratornich méfeni (1).

Za pocatek procesu harmonizace vypoctu hodnot
eGFR lze povazovat publikaci rovnice MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease), ktera byla
navrzena jako kvalitnéjsi ndhrada za kontroverzni
vypocet podle Gaulta-Cockrofta, tehdy jesté ve
race kreatininu v séru také koncentrace mocoviny
a albuminu.

Rovnice MDRD byla publikovana v roce 1999 (2).
V roce 2002 byla v ramci harmonizace formulo-
véna nutnost restandardizace méfeni kreatininu
k dosazeni spolehlivosti vypoc¢tu eGFR pravé podle
rovnice MDRD. Srovnanim hodnot kreatininu
a eGFR dle MDRD u dvou studii s pouzitim mate-

rialt stejnych pacienttl byly zjistény rozdily mezi
hodnotami kreatininu az 20 % a mezi hodnotami
eGFR az21 % (pro 90 % interval spolehlivosti). Bylo
tedy nutné rekalibrovat metody stanoveni sérového
kreatininu (3). Hlavni ¢ast prace zde vykonala pra-
covni skupina NKDEP (National Kidney Disease
Education Program). Urdila referen¢ni systém
meéfeni sérového kreatininu a ostatni s nim souvi-
sejici aspekty. Jejich data jsou shrnutd do tabulky 1
a pochazeji z klicové publikace Myerse a spol (4).
Z pozdéjsich publikaci jiz o rekalibrovanych
a restandardizovanych metodach stanoveni kre-
atininu stoji za zminku prace Greenberga a spol.
(5), pojednavajici o potencialnich analytickych
interferencich zvysené koncentrace ketolatek
a kyseliny askorbové u fady rutinnich metod
stanoveni kreatininu. Cetnost interferenci u Jaffého
metod byla vyznamné Castéjsi (46 % vzorku), nez
u enzymatickych metod stanoveni kreatininu
(18 %).

Vysledky méteni vzorki CAP LN 24 (USA) v letech
2006 az 2011 potvrdily vysoce pozitivni efekt rekali-
brace (6). Hodnoty bias po restandardizaci vyrazné
Klesly z -7 % az 34 % (pro jednotlivé skupiny metod)
v roce 2003 na hodnoty -5 % az 10 % v roce 2011.
U vzorku LN 24 B (odpovidajicimu typu CKD 3)
byly pozadovany po ucastnicich programu z roku
2011 vypocty hodnot eGFR dle rovnice MDRD
a byly nalezeny jen nevyznamné rozdily (primér
0,67 ml/s/1,73 m®s intervalem pro jednotlivé meto-
dy 0,63-0,68 ml/s/1,73 m?).

NKDEP (National Kidney Disease
Education Program)

Podrobné materialy o systému, organizaci a vlastni
praci skupiny nalezneme na webovych strankach
NKDEP (7). Jsou pravidelné aktualizovany a sou-
sttedény na portalu ,,Laboratory evaluation®

Tabulka 1. Souhrn harmonizacnich dat standardizovaného méreni kreatininu v séru a vypoctu eGFR

rovnici MDRD
Parametry Data
Referen¢ni materidl ke kalibraci SRM-NIST 967(2 koncentra¢ni hladiny)
Referen¢ni material programu EHK CAP LN 24 (USA)
Referen¢ni metoda JCTLM LC-ID-MS
Preciznost rutinniho méfeni CV<22%
Bias rutinniho méreni b<34%
Celkova chyba rutinniho méreni TE <7,6%
MDRD mez kvantifikace <1,0ml/s/1,73 m?
Korekce Jaffého metod stanoveni na nespecifi¢nost Odecet 21pumol/l od vysledku méfeni




V soucasnosti jsou tam k nalezeni i odstavce
(v zavorce rok aktualizace):

Standardizace méreni kreatininu (2012)
Cystatin C metody stanoveni (2014)

GFR kalkulatory (2015)

Komutabilita (2012)

Soubor doporuceni o kalibraci kreatininu (2015)
Albumin v mo¢i (2012).

Enzymaticka metoda méfreni
kreatininu v séru - nezbytny

nastroj standardizace

Standardizace méfeni kreatininu vede sice k harmo-
nizaci vysledktl eGFR, ale fada laboratoti pouziva
stale nespecifické metody, zaloZené na Jaffého reakci.
K harmonizovani s mnohem specifi¢téjsi enzymo-
vou metodou se pouziva u Jaffého metod korekce
softwarovym odectem ,,pseudokreatininu® Hodnota
odectu je zel u rtiznych vyrobcii riiznd a pohybuje se
od asi 18 po az 30 umol/l kreatininu a néktefi vyrob-
ci poskytuji i uzivateli volbu: korekei pouzivat, nebo
nepouzivat a to navzdory neblahym dasledkiim pro
harmonizaci stanoveni kreatininu.

Jiz v roce 2008 byl publikovan ndzor, ze vys$si
analytickd specifi¢nost enzymatického stanoveni
kreatininu je nutnou podminkou vyssi pravdivosti
vypoctu eGFR, a Ze kompenzace® Jaffého reakce
odec¢tem hodnoty ,,pseudokreatininu® neni dosta-
Cujici (8). Nizozemsti autofi v zhruba stejné dobé
odmitli pouziti Jaffého metody s kompenzacii bez
niu déti a novorozenci, protoze zjistili, Ze hodnoty
eGFR z nich vypoctené jsou klinicky vyznamné
ovlivnény albuminem, IgG a HbE. Enzymatické
metody témto interferencim nepodléhaji a mély
by byt u této skupiny pacienti voleny zcela auto-
maticky (9).

Zcela recentni mezinarodni studie ze ¢tyt zemi (Ita-
lie, Spanélsko, Nizozemi, Velka Britanie) s pouzitim
$esti komutabilnich materialt zjistila hodnotu bias
u enzymové metody stanoveni kreatininub < + 5 %,
a u Jaffého metody s kompenzacib = -5 % az 7,5 %,
a u Jaffého metody bez kompenzace je pakb =+ 10 %.
Utastnici studie pouzivali testovaci soupravy od
globalnich vyrobcti Roche, Olympus, Advia, Dimen-
sion, Abbott a vSichni vyrobci dodavali bez ohledu
na potfeby harmonizace vSechny tfi vy$e uvedené

druhy metod (10). Je mozné usuzovat, ze velkou
prekazkou standardizace / harmonizace jsou pravé
globalni vyrobci sami a jejich trzni zajmy.

V tabulce 2 jsou uvedeny procentudlni ¢etnosti
pouzivani Jaffého a enzymatické metody u tii pro-
gramt EHK. Je zde jasné vidét jednak nedostate¢na
uroven harmonizace, déle pak pomérné vyjimeény
stav jeji trovné v Ceské republice.

Standardizace méreni cystatinu C
Zakladni podminkou standardizace stanoveni cysta-
tinu C je odvozeni hodnot pracovnich kalibratorii
standardizovanych metod od certifikovaného refe-
ren¢niho materialu ERM DA 471/IFCC. Material byl
pripraven rekombinantni technikou, koncentrace
byla zji§téna gravimetricky a ovéfena metodami
RID, imunonefelometricky a imunoturbiodimetric-
ky (11). Po ¢tytech letech od publikovani ptipravy
tohoto referen¢niho materialu ERM DA 471 byla
dosazena uroven standardizace otestovdna na dvou
vzorcich smési lidskych sér v americkém programu
CAP US CYS. Jeden modeloval pacienty bez CKD
(vztazna hodnota 0,96 mg/l cystatinu C), druhy
pacienty s ptiblizné tfetim stupném CKD vztazna
hodnota 2,31 mg/l cystatinu C). Programu CAP
CYS se ucastnilo 139 laboratofi.

Hodnoty reprodukovatelnosti byly u prvniho vzorku
(0,96 mg/l) CV = 14,3 %, interval pramért skupin
metod pak 0,78 - 0,97 mg/l. U druhého vzorku (2,31
mg/l) byla stanovena hodnota CV = 12,8 % a interval
pramért skupin metod 2,05 - 2,31 mg/l. Nejnizsi
interval variabilit byl dosaZen pti kalibraci Gentian,
nejvyssi ve skupiné nedostate¢né specifikovanych
metod (26 % Gastnikd). Uastnici pouzili pestrych
kombinaci kalibratora a reagencii. Vcelku je nutné
konstatovat neo¢ekavané nizkou troven standardiza-
cea to ¢tytiroky po jejim zavedeni (12). Velmi podob-
nych vysledkd, jako studie CAP dosahla francouzska
studie (13) z roku 2016. Nejlepsi variabilitu vykazoval
opét Gentian, nejhure testovaci soupravy Siemens
Prospec (BN-II). ZlepSeni oproti roku 2014 vsak
vykdzala metoda stanoveni cystatinu C firmy Roche
vlivem mezitim provedené rekalibrace na ERM DA
471 u 2. generace testovacich souprav. Abbott pouziva
dvou nesouhlasnych kalibraci (Dako a Gentian)
s vyznamnymi rozdily ve vysledcich méfeni u riz-
nych typt piistroji Architect. Efekt standardizace je

Tabulka 2. Procentudlni zastoupeni rutinnich metod stanoveni sérového kreatininu v tfech programech

EHK
Metoda stanoveni Program 4 zemi (10) RfB Némecko SEKK CR
Jaffé [%)] 77 76 56
Enzymaticky [%] 23 24 44
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zatim nedostate¢ny vlivem nediisledné standardizace
rutinnich metod a zavéry klinickych studii mohou byt
z toho diivodu silné limitované (14).

Dalsi studie z roku 2016 (15) ukédzala, nakolik mize
standardizace ovlivnit vysledky vypoctu eGFR.
Nedostate¢nd korelace mezi Roche 1. generace (bez
metrologické nédvaznosti na ERM DA 471/IFCC)
a Siemens (s navaznosti na ERM DA 471) byla
vysttiddna velmi iizkou shodou pfi pouziti Roche 2.
generace, piekalibrované na ERM DA 471. Rozdily
mezi hodnotami eGFR CKD-EPI, vypoctenymi
metodami Siemens a Roche pak vyrazné poklesly.

Doporuceni KDIGO 2012 a experti NKDEP pre-
feruji k vypoétu eGFR pred rovnici MDRD novéji
vypocteny a publikovany vztah CKD-EPI (15).

Rovnice CKD-EPI vykazuje vy$si shodnost s hod-
notou mGFR - zméfenou metodou s iothalamatem
a vysokou hodnotu P 30 (procenta eGFR s diferenci
od referen¢ni mGFR < 30), kterd dosahuje podle
autort az 84 %. Rovnice CKD-EPI jsou k nalezeni
nawebovych strankdch NKDEP a lze vyhledat fadu
ptislusnych webovych kalkulatort.

Vypocet eGFR pomoci rovnice MDRD byl omezeny
nespolehlivosti hodnot nad 1,0 ml/s/1,73 m®. Nad
tuto hodnotu se uz nedoporucovalo kvantifikovat
vysledek a méla se pouzivat hodnota >1,0. Postup
CKD-EPI umoziuje kvantifikaci vysledka az do
2ml/sa posouva hodnotu cut-off u skupiny pacientt
bez CKD z ptivodniho eGFR > 1 ml/s/1,73 m® na >
1,5 ml/s/1,73 m® (16).

Skandindvsti autofi pouzivaji ¢asto k vypoctu eGFR
z hodnot méfeni kreatininu rovnice Lund-Malmo,
revidované od roku 2014. Podle Nymana a spol.
je tento vypocet zatizeny niz$i hodnotou bias vici
iohexolové referen¢ni metodé a ma hodnotu P 30
rovnu 84 %, oproti metodé CKD-EPI s hodnotou P
30 rovnou 76 % (17). Avsak jina publikovana prace
v jiném ¢asopisu od v podstaté stejnych autorti o rok
pozdéji konstatuje, ze vypocty pomoci CKD-EPI
a Lund-Malmé neposkytuji signifikantné odlisné
vysledky eGFR z kreatininu (18).

Vypocty eGFR z hodnot cystatinu C

Zakladni praci je publikace Grubba a spol. z roku 2014
(19). V nijek vypoctu pouZito Sesti testovacich souprav
pro méfeni cystatinu C, standardizovanych a s metrolo-
gickou navaznosti jejich kalibratort (5 druht) na ERM
DA 471. Autoti pouzili k vypoctu eGFR z cystatinu C
dvou rovnic. Ttislozkové CKD-EPI, uvedené na webu
NKDEP (7) a nové rovnice CAPA (Caucasian, Asian,
Pediatric and Adult cohorts). Jde o dvouslozkovou rov-
nici o dvou proménnych (cystatin C a vék) bez potteby
udaje o pohlavi, ktera byla pouzita soucasné pro §véd-

skou, japonskou, pediatrickou a adolescentni populaci.
Jako reference bylo pouzito iohexolové mGFR. Bias
CAPA a CKD-EPI od reference byl fakticky totozny jak
pro $védskou, tak i pro japonskou populaci, hodnota
P 30 byla 84 % u CAPA a 80 % u CKD-EPI. Hodnoty
u déti a adolescentll vykazaly nizky negativni bias
(-0,15 az -0,17 ml/s/1,73 m?). Podle autorti jsou rov-
nice CKD-EPI a CAPA pro vypocet eGFR z cystatinu
C dobre srovnatelné. CAPA je validovana zatim pro
tyto dvé popula¢ni skupiny.

Vypocty eGFR kombinaci hodnot

z kreatininu a cystatinu C

Pouziti kombinovaného vypoétu eGFR z kreatininu
icystatinu C bylo testovano ve §védské populaci na
souboru 1112 dospélych jedincii. Podle autorti zlep-
$ilo hodnotu P 30 na 94 (96) % oproti hodnotam 87
(85) %, dosazenym u vypoctu bud z kreatininu nebo
z cystatinu C. Nejlepsich vysledk je dosahovano tam,
kde se pti kombinovaném pristupt dil¢i hodnoty eGFR
kreatininu a cystatinu C nelisi o vice, nez 10 %. Autofi
nezaznamenali vyznamné rozdily pfi pouziti kombina-
ci vztahtt Lund-Malmo, CKD-EPI a CAPA (20).

Shlipak a spol. zjistili na podkladé metaanalytickych
studii vyssi schopnost odhadu rizika mortality pri
pouziti vypocti eGFR kombinaci hodnot ziskanych
ze stanoveni kreatininu a cystatinu C oproti hod-
notdm eGFR, ziskanym bud z kreatininu anebo jen
z cystatinu C. Riziko ESRD (risks of death and end-
stage of renal disease - konec¢né stadium) se schopnos-
ti odhadu rizika nelisily. Autofi povazuji za rizikové
vechny hodnoty eGRF < 1,42 ml/s/1,73 m’ (21).

Pét vypoctt eGFR bylo srovnano na souboru 1500
dospélych Korejcti (z toho 49 % zen). Srovnany byly
rovnice MDRD, Lund-Malmo tfi rovnice CKD-EPI
(pro kreatinin, cystatin C a spole¢né stanoveni
kreatininu + cystatinu C). Diference vysledk byly
az 30 %. Nejvétsi rozdily byly nalezeny u osob s nor-
malnimi a mirné snizenymi hodnotami eGFR (22).

Zaveér

K diagnostice CKD a k diskriminaci stupné posko-
zeni pacienttl je k dispozici doporuc¢eni KDIGO 2012
(ajeho ceska obdoba) a materialy NKDEP. Rovnéz
existuje nékolik matematickych vztaht k vlastnimu
vypoctu eGFR, validovanych na zméfené referen¢ni
hodnoty mGFR. Zatimco vypocty eGFR se mohou
vcelku spolehlivé opfit o provedenou restandardiza-
ci méfeni kreatininu, neni zatim méfeni cystatinu C
standardizovano v rutinnich laboratotich dostate¢né
(v dtisledku nedostate¢né harmonizace globalnich
vyrobct). I stav méfeni kreatininu by bylo vhodné
zlepsit Castéj$im pouzivanim analyticky specifictéjsi
enzymové metody stanoveni.
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