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Je odhad glomerularni
filtrace ze sérového kreatininu
u déti s onemocnénim ledvin
opravdu spolehlivy?

M. Foitova, B. Sopko, M. Kohutiar, R. Prisa

Abstrakt

Cil studie: Porovnani metod stanoveni sérového kre-
atininu (S-Kr) a zhodnoceni vlivu pouzité metody na
odhad glomerularni filtrace (eGFR) u déti s onemoc-
nénim ledvin.

Metody: S-Kr jsme vySetfovali u 168 déti (102 chlap-
cd, median véku 12,8 let, rozmezi 1,7-15,9 let). V kaz-
dém vzorku byl S-Kr stanoven Jaffého metodou a en-
zymove (biochemicky automaticky analyzator Advia
1800, Siemens, USA). GFR byla odhadnuta podle
Schwartzova vzorce.

Vysledky: Jaffého metoda poskytovala statisticky
vyznamneé vyssi vysledky S-Kr (v préiméru o 17 umol/1)
v niz§im koncentracnim rozmezi (do 200 pmol/l)
a naopak, ve vyssich koncentracich (nad 250 pmol/I)
poskytovala vysledky statisticky vyznamné nizsi
(v prdmeéru o 35 pmol/l). Do hodnoty S-Kr 60 umol/I
Jaffého metodou byly hodnoty eGFR podle oceka-
vani nizsi s vy$Sim S-Kr ve srovnani s enzymovou
metodou. Hodnoty eGFR vSak byly paradoxné vyssi
u vSech pacientd se S-Kr nad 100 pmol/| pfi pouZiti
Jaffého metody. Tento paradox byl patrny zejména
u dospivajicich chlapc(, a to predevsim kvdli odlisné-
mu koeficientu F pouZzitému pro vypocet eGFR.

Zaveér: Odhad GFR zavisi na presnosti méreni S-Kr
a koeficientu F ve Schwartzové vzorci. Tyto vlivy mo-
hou mit zavazné klinické dlsledky predevsim u déti
s pokrocilym chronickym onemocnénim ledvin sta-
dia 4 a 5 (nejvice u adolescentnich chlapc), kdy en-
zymova metoda poskytuje vyznamné nizsi hodnoty
eGFR, coz mliZe vyustit v casnéjsi zahajeni dialyzac-
ni 1éCby.

Kli€ova slova: kreatinin, Jaffého metoda, enzymova
metoda, Schwartz(v vzorec

Uvod

Glomerulami filtrace (GFR) je nejdlleZitéjsi ukazatel funk-
ce ledvin [1]. Jeji znalost je klicova napf. pro davkovani
Iékd, které jsou vyluCovany ledvinami, pro nacasovani za-
hajeni dialyzacni 1éCby. V rutinni praxi se GFR nejcastéji
odhaduje ze sérového kreatininu, u déti se pouzivé aktu-
alizovany Schwartzlv vzorec (bedside creatinine-based
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Chronic Kidney Disease in Children, CKiD 2009) [1-3].

Spolehlivost hodnoty odhadované GFR (eGFR) zavisi kri-
ticky na stanoveni sérového kreatininu (S-Kr) s minimalni
hodnotou bias (systematické chyby méreni) [4]. K tomu je
zapotfebi dostupné rutinni metody s dostate¢nou ana-
lytickou specificnosti. Stanoveni kreatininu se provadi
dvéma zékladnimi metodami: 1. Jaffého a 2. enzymovou
metodou. Jaffého metoda byla publikovana jiz v roce
1886 [5]. Dosud se s riznymi modifikacemi na nékterych
pracovistich pouziva (hlavné kvlli nizsi cené), vysledky
jsou vSak ovlivnény interferencemi celé rady predevsim
tzv. Jaffé pozitivnich chromogent [4]. V roce 1970 byly vy-
vinuty enzymové metody stanoveni kreatininu, které jsou
specifictéjsi nez Jaffého metoda a vedou k presnéjsimu
odhadu GFR [6,7]. V souc¢asné dobé by mély byt vSechny
metody stanoveni S-Kr ndvazné na referen¢ni metodu -
hmotnostni spektrometrii s izotopovou diluci (ID-GC(LC)/
MS)[1].

Nekolik studii ukazalo, ze existuiji vyznamné rozdily v eGFR
pri pouziti rdznych rovnic pro rlizné metody méfeni S-Kr
u dospélych [8-10]. Cilem nasi retrospektivni studie bylo
Zjistit, zda podobné rozdily v eGFR existuji také u déti. Po-
rovnavali jsme sérové koncentrace kreatininu stanovené
Jaffého metodou a enzymové a sledovali jsme vliv na
vypocitanou eGFR u détskych pacientd s onemocnénim
ledvin.

Material a metody

Sérové koncentrace kreatininu jsme vySetfovali u 168 déeti
(102 chlapct) sledovanych pro rézna akutni nebo chro-
nickd onemocnéni ledvin. Median véku téchto déti byl
12,8 let (rozmezi 1,7-15,9). Veskeré osobni Gdaje o pacien-
tech byly zasifrovany a anonymizovany (zakon 110/2019
Sb.), coz znemoznuije jakoukoliv identifikaci. Vyzkum byl
v souladu s principy Helsinské deklarace (2013).

V kazdém vzorku séra byla koncentrace kreatininu stano-
vena Jaffého metodou a enzymoveé. Nasledné byla vypo-
¢tena eGFR pomoci Schwartzova vzorce:

eGFR [ml/min/1,73 m2] = F * vySka [cm] /S-Kr [umol/I].

Pro eGFR v jednotkach ,ml/min/1,73 m2“ je faktor F 36,5
v pfipadé enzymové metody a v pripadé Jaffého metody
48,6 pro divky ve véku 1az 18 let a chlapce ve véku 1az 12
let a 61,9 pro 12 az 18leté chlapce [3, 11].

Principem Jaffého metody je reakce kreatininu s kyseli-
nou pikrovou v alkalickém prostfedi za vzniku oranzové
zbarveného komplexu. Intenzita barvy vytvorené béhem
fixniho Casu je pfimo Umérna mnoZzstvi kreatininu pfitom-
ného ve vzorku. Intenzita se méfi pfi vinové délce 505 nm.

Enzymové kolorimetrickd metoda je zaloZzena na en-
zymovych reakcich Fossatiho, Prencipa a Bertiho [12].
Plsobenim kreatinindzy je kreatinin preveden na kreatin.
Vznikly kreatin je hydrolyzovan kreatindzou za vzniku sar-



kozinu, sarkozin je oxidovan sarkozinoxidédzou na glycin,
formaldehyd a peroxid vodiku. Vznikly peroxid vodiku
vytvari kvantitativni oxidativni kondenzaci s N-{(3-sul-
fopropyl)-3-methoxy-5-metylanilinem modré barvivo za
pritomnosti peroxiddzy a 4-aminoantipyrinu. Koncentra-
ce kreatininu se stanovi méfenim absorbance modrého
produktu pfi 596/694 nm.

Kreatinin byl obéma metodami stanovovan automatic-
kym analyzatorem Advia 1800 (Siemens, USA). Stanoveni
(obéma metodami) bylo ndvazné na standardni referenc-

Vysledky

ni materidl NIST SRM 967 a ID-LC/MS. Kontrolni materialy
pouzité v této studii (67 a 579 pmol/Il) byly od firmy Bio-
-Rad (Némecko).

Porovnavali jsme sérové koncentrace kreatininu stanove-
né Jaffého metodou a enzymove a hodnoty eGFR z téch-
to koncentraci odvozené. Vztah mezi témito dvéma me-
todami byl hodnocen regresni analyzou Passing Bablok
(n(boot) = 30000) [13]. Pro statistické analyzy byl pouzit
,R-Statistical Package*[14].

Tabulka 1. Aritmetické priméry, mediany a rozpéti sérového kreatininu (S-Kr) a odhadnuté glomerulémi filtrace (eGFR) Jaffého

a enzymovou metodou v souboru vech pacientl (N=168)

Parametr S-Kr [umol/I] eGFR [ml/min/1,73 m2] o)
Metoda Jaffé Enzymova Jaffé Enzymova
Primér £ SD 1434 + 128,8 134,7 + 150,7 80,8 + 36,6 75,3 = 451
0,0012 0,0013
Median 96,5 78,0 87,9 70,5
Rozpéti 30,2 -826,4 15,0 - 9270 1770 -71 2675-4,9
o 7
8 - Passing Bablok RegressionFit (n=168) s
i — -29.72 + 1.14 * Jaffé -~
==~ identity v d
o
o -
. ©
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£
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o .. Pearson's r = 0.998
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Obrazek 1. Linearni zavislost enzymové a Jaffého metodou stanoveného kreatininu

Rovnice linedrmi regresni analyzy (Passing Bablok] y = 114 x - 29,72, kde ,x“ predstavuje Jaffého metodu a ,y* enzymovou metodu,

korelacni koeficient r = 0,998
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Obrazek 2. Sérovy kreatinin a odhadnuta glomerularni filtrace (eGFR) u chlapcl nad 12 let
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Obrazek 3. Odhadnuté glomerularni filtrace (eGFR) odvozenéa z Jaffého vs. enzymového kreatininu u déti se selhanim ledvin (eGFR
(enz) <15 ml/min/1,73 m2, N =15; 7 chlapcl; vék: median 10,3 let; 1,7 - 15,9 let)
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Diskuse

V tabulce 1 jsou uvedeny priimérné hodnoty, mediany
a rozpéti hodnot sérového kreatininu a eGFR v souboru
vSech pacient(l. V piipadé Jaffého metody vidime vy-
znamné vyssi primérnou hodnotu i median S-Kr, meto-
da ale poskytovala uzsi rozpéti hodnot. Oproti ocekavani
Jaffého metoda poskytovala vyssi primérnou hodnotu
i median eGFR (rozpéti hodnot je opét uzsi ve srovnani
s enzymovou metodou). Tento paradox je dan odlisnym
faktorem F ve Schwartzové vzorci, viz dale [31].

Z grafu linedrni regrese (obr. 1) je patrné, Ze regresni linie
(zndzornéna modre) protiné linii identity (znazornéna cer-
vené Cerchované) v hodnoté 212 umol/l (s 95% CI 185;
260).V této oblasti poskytovaly metody prakticky shodné
vysledky S-Kr.V nizSich koncentracich poskytovala Jaffé-
ho metoda hodnoty statisticky vyznamné vyssi, ve vys-
Sich hodnotéach statisticky vyznamné nizsi.

Dostupna literatura se zabyva zejména pozitivni systema-
tickou chybou v oblasti nizsich koncentraci, které je dana
pritomnosti Jaffé pozitivnich interferujicich chromogen(
(napr. glukdza, kyselina mocova, askorbat, acetacetat, py-
ruvat, bilkovina, hemoglobin, lipémie, nékteré Iéky (cefa-
losporiny, streptomycin, trimetoprim, cimetidin, kyselina
acetylsalicylové a dalsi, [15-17])). Hodnoty eGFR, vypocte-
né z vysledkd Jaffého metody, mohou byt v disledku
této pozitivni systematické chyby faleSné nizsi [2,18]. Toto
jsme vSak nepotvrdili v nasi studii. V oblasti koncentra-
ci do pfiblizné 200 pmol/I poskytovala Jaffého metoda
u vSech pacientd vyssi hodnoty neZz metoda enzymova,
ale predpokladané nizsi hodnoty eGFR (pfi uziti Schwart-
zova vzorce pro Jaffého metodu) jsme nalezli jen u 35 %
pripadu. Tento paradox se zacal objevovat jiz u nékterych
pacient( s kreatininem nad 60 pmol/I, v oblasti kreatininu
nad 100 pmol/I to bylo u vSech pacientd. Je zplsoben
vys$Sim faktorem F ve Schwartzové vzorci [31] v pfipa-
dé Jaffého metody, nejvyssi hodnotu faktor F dosahuje
u chlapct nad 12 let. U skupiny téchto adolescentnich
chlapcl vidime, Ze hodnoty kreatininu byly pri uziti Jaffé-
ho metody vyznamné vyssi priblizné do zminéné hodnoty
200 pmol/I. Nad hodnotou zhruba 250 ymol/I byly hod-
noty kreatininu vy$si enzymovou metodou. Co se tyCe ale
eGFR, tak diky vysokému faktoru F v Citateli Schwartzova
vzorce pii uziti Jaffého metody, byly vysledky eGFR ve
vSech pripadech vyznamné vyssi (obr. 2). Na nevhodnost
uziti Schwartzova vzorce s enzymoveé stanovenym séro-
vym kreatininem a jednotnym faktorem F k odhadu GFR
u déti ve véku od 1do 16 let upozornili také japonsti autofri,
ktefi vyvinuli vlastni rovnice k odhadu GFR[19, 20].

Diference mezi metodami ve vySSich koncentracich ve
prospéch naopak enzymové metody je v literature zmino-
vana ojedinéle a pficina tohoto jevu neni zcela objasnéna.
V doporu&enich CNS a CSKB k vySetfovani GFR z roku
2009 je uvedeno, ze vysledky méreni Jaffého metodou

jsou zatizeny systematickou chybou zavislou na koncen-
traci kreatininu, v oblasti koncentraci mensich nez zhruba
130 pmol/I pozitivni, ve vySSich koncentracich negativni
[21]. Lamb et al. [10] sledovali rozdily v metodach stano-
veni kreatininu u starsich lidi s prfevazné mirnym nebo
stfedné pokrocilym chronickym onemocnénim ledvin, se
sérovym kreatininem stanovenym ID-MS metodou mezi
47 a 230 ymol/I. Enzymové metody vedly k pfesnéjsimu
odhadu koncentrace kreatininu v celém rozsahu kon-
centraci, zatimco Jaffého metoda méla tendenci sérovy
kreatinin nadhodnocovat v oblasti nizkych koncentraci
(pfiblizné pod 130 pmol/l) a podhodnocovat pfi vyssich
koncentracich.

Nase studie sledujici détské pacienty dosla k obdobnym
zavérlm. V oblasti vy$sich koncentraci byly hodnoty en-
zymove stanoveného kreatininu ve srovnani s Jaffého
metodou vyssi. V nasi studii byla tato hranice priblizné
250 pmol/l a diference mezi metodami ve prospéch
enzymové metody prdmeérné 35 pmol/l, v koncentradni
oblasti nad 600 pmol/I az 150 umol/I. Diference ve pro-
spéch enzymové metody se nedala vysvétlit pozitivnimi
interferencemi pfi uziti enzymové metody (nékteré Iéky,
napr. lidocain, flucytosin), ani negativnimi interferencemi
typickymi pro Jaffého metodu (pfedevsim furosemid, [15-
17]), protoze zadny z nasich détskych pacientll zminéné
léky neuzival.

U v8ech pacient( se sérovym kreatininem nad 200 pmol/!
jsme zaznamenali vyznamné vyssi hodnoty eGFR pfi uzi-
ti Jaffého metody. Z téchto zjisténi plyne jednoznacny za-
vér pro klinickou praxi: diky rozdilu v hodnotach sérového
kreatininu mezi metodami Jaffé a enzymovou mohou byt
pacienti s progredujicim chronickym onemocnénim led-
vin (CKD) 4. stadia a enzymové stanovenym kreatininem
dfive klasifikovani jako CKD 5. stadia a dfive zafazeni do
chronického dialyza¢niho programu nebo preemptivné
transplantovani. Vyznamny rozdil mezi eGFR pfi méreni
kreatininu rdznymi metodami je navic umocnén odliSnou
hodnotou faktor(l F ve Schwartzové vzorci. Porovnani me-
tod v této podskupiné 15 pacient( s CKD 5. stadia v pfipa-
dé nasi studie je znazornéno na obrazku 3.

Zaver

Odhad GFR zavisi na presnosti méfeni sérového kreati-
ninu a koeficientu F ve Schwartzové vzorci. Do hodnoty
S-Kr 60 pmol/I Jaffého metodou byly hodnoty eGFR pod-
le oGekavani nizsi s vy$sim S-Krve srovnani s enzymovou
metodou. Hodnoty eGFR byly paradoxné vyssi u vSech
pacient(l se S-Kr nad 100 pmol/I pfi pouziti Jaffého me-
tody. Tento paradox byl patrny zejména u dospivajicich
chlapc(, a to predevsim kvdli odlisnému koeficientu F po-
uzitému pro vypocet eGFR. Tyto vlivy mohou mit zévaz-
né klinické disledky prfedevsim u déti s pokrocilym CKD
stadia 4 a 5, kdy enzymova metoda poskytuje vyznamné
niz&i hodnoty eGFR.
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