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Abstrakt

Sacharidy pfedstavuji jednu ze zakladnich stavebnich slozek vSech organismi. Tato
skupina organickych latek je nejsndze ziskatelnym a nejpohotoveéjsim zdrojem energie.
Pro lidsky organismus ma zakladni fyziologicky vyznam glukdza, ktera je nejrychlej$im
zdrojem energie pro vSechny télesné tkdné, pro bunky mozku a cervené krvinky

predstavuje jediny zdroj energie, bez kterého se neobejdou.

Pii poruse metabolismu sacharidii vznika onemocnéni diabetes mellitus, Cesky
feCeno cukrovka. Narist onemocnéni diabetem v poslednich letech vzrostl do
epidemickych rozméri a stal se vdZznou civilizacni hrozbou lidského zdravi. Proto je
stanoveni hladiny gluk6zy v krvi zakladnim biochemickym vySetienim, které ukazuje
na aktudlni stav gluk6zové homeostazy. Stanoveni glykémie ma vyznam predevSim pro
prevenci, diagnostiku a dlouhodobé sledovani pacientti s diabetem. Vlastni stanoveni se
provadi vplné krvi, séru nebo plazmé a to bud’ na la¢no nebo postprandidln€. Pro
spravnou interpretaci vysledki je tteba védet, ze referencni hodnoty se liSi podle typu
analyzované¢ho materialu. Hladinu glukézy v krvi si mlize zmétit i sém pacient pomoci
glukometru. Jsou to piistroje slouzici k rychlému, ale pouze orientacnimu méieni
krevniho cukru, které pracuji na principu vyhodnocovani elektrochemického nebo
fotometrického signdlu. V laboratofich se ke stanoveni gluk6zy nejcastéji pouzivaji
metody enzymové (s hexokindzou a glukdézooxiddzou) nebo metody elektrochemické.
Obrovsky klinicky vyznam stanoveni gluk6zy v diagnostice diabetu ma ale nedostatky
voblasti preanalytiky a stability gluk6zy ve vzorku. Pokud neni glukdza vysetiena
okamzit¢ po odbéru, dochazi ke sniZeni jeji hladiny. Stabilitu glukdzy lze dosdhnout
okamzitym ponofenim zkumavky se vzorkem do ledové triste, ale tento zpUsob nelze
uplatnit v rutinni praxi. Proto se pouzivd znamy inhibitor glykolyzy fluorid sodny
(NaF). Pokud je k odbéru pouzita zZkumavka se separa¢nim gelem, ktery po centrifugaci
oddéli krevni elementy od séra, gluk6za také vykazuje vyssSi stabilitu. Nestabilita

glukozy mtize vést k chybnym diagnostickym zavéram.



Cilem mé prace bylo stanoveni koncentrace glukdézy a posouzeni jeji stability
vruznych odbérovych systémech u skupiny 50 osob. Pivodnim zimérem bylo
stanoveni koncentrace gluk6zy pouze ve dvou typech zkumavek: ve zkumavce se
stabilizdtorem NaF a ve zkumavce se separaénim gelem, (tento typ zkumavek je
v ordinacich lékatft pouZzivan nej¢astéji), ale pak jsem jesté pouzila tieti typ zkumavky
bez stabilizatoru a bez separa¢niho gelu pro jeSt€¢ nazornéjsi predstavu (ne)stability
glukdzy v dalsim typu odbérového syst¢ému. Méteni jsem provedla ve tiech Casovych
intervalech: po 1, 6 a 24 hodinach po odbéru pomoci nejmodernéjsi laboratorni techniky
a nasledné¢ vyhodnotila a porovnala data namétenych hodnot v rozdilnych souborech
vzorkl. Hladina glukdézy méfend 1 hodinu po odbéru byla ve vSech tfech typech
Zkumavek téméf shodnd, podstatnéjsi rozdily byly naméteny u vzorkd zmétenych 6 a
24 hodin po odbéru. Nejveétsi pokles hladiny glukozy byl naméfen u vzork odebranych
do zkumavek bez separa¢niho gelu a stabilizatoru. Proto by krev na vySetieni glykémie
méla byt odebrana pouze do zkumavek se stabilizdtorem nebo do zkumavek se
separacnim gelem a v¢as provedena centrifugace. Lékati v ordinacich by ptfi hodnoceni
vysledk méli brat v ivahu nestabilitu glukozy a tim 1 mozné snizeni naméfené hodnoty
glykémie v zavislosti na typu pouzitého odbérového systému a intervalu mezi odbérem

a zpracovanim vzorku.



Summary

Saccharides represent one of the basic building components of all organisms. This
group of organic mass is the easiest available and the most ready source of energy.
Glucose possesses the basic physiological meaning for the human organism. It is the
most rapid source of energy for all body tissues. It represents the only source of energy

for brain cells and erythrocytes they cannot do without.

The disease called diabetes mellitus originates in the disorder of saccharides
metabolism. The increase in diabetes mellitus has become an epidemic recently and a
serious civilisation threat of human health as well. The blood glucose estimation is
therefore the basic biochemical examination that reflects the topical situation of glucose
homeostasis. The blood glucose estimation is meaningful first of all for prevention,
diagnostics and long-term follow-up of diabetes patients. The own estimation is
performed from the whole blood, serum or plasma, either before or after meals. For the
correct interpretation of results it is essential to know that the reference values differ
according to the type of material analysed. The patients can measure themselves their
blood glucose level by using a glucometer. This is a device serving for the quick but
approximate measurement of blood sugar. It works on the principle of evaluating of the
electrochemical or photometric signal. In laboratories, the enzyme methods (with
hexokinase and glucoseoxidase) or electrochemical methods are mostly used for the

glucose estimations.

The immense clinical meaning of glucose estimation in the diagnostics of diabetes
mellitus is lacking in the field of pre-analysis and stability of glucose in the sample. If
the glucose is not estimated immediately after the taking its level decreases. The
stability of glucose can be achieved with an immediate immersion of the test-tube with
the sample into the drift-ice but this way cannot be applied to the routine practise.
That’s why the glycolyse inhibitor NaF is used. If a test-tube with a separating gel is
used for taking the gel separates the blood elements from serum and glucose presents a

higher stability then. The instability of glucose can lead to false diagnostic conclusions.



The goal of my study was an estimation of glucose concentration and consideration
of its stability in the different sample systems in a group of 50 persons. The original
intention was to estimate the glucose concentrations only in two types of test-tubes:
with the stabilizer NaF and with the separating gel (this one is mostly used in doctor’s
offices), but later on I used the third type of the test-tube for even more object
imagination of a (non-)stability in the further type of taking system. I carried out the
measurements in 3 time sections: after 1, 6 and 24 h respectively after taking with the
help of the most modern laboratory device and then assessed and compared the values
in different groups of samples. The glucose levels measured 1 hour after the taking were
nearly identical in all 3 types of test-tubes. More significant differences were measured
in samples assessed 6 and 24 h after the taking. The greatest decrease of the glucose
level was measured in samples taken into test-tubes without separating gel and
stabilizer. That’s why blood for glucose estimation should be taken only into the test-
tubes with the stabilizer or with separating gel and the centrifugation should be

performed soon.

The physicians should take into consideration the instability of glucose while
evaluating the results and a possible decrease of glycaemia measured value in
dependence on the type of taking system and on the interval between taking and
processing of the sample.
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1 Uvod

Stanoveni hladiny gluk6zy v krvi je zdkladnim biochemickym vySetfenim, které se
bézné¢ provadi v kazdé klinické laboratofi Jeji hodnota podava zikladni informaci o
sacharidovém metabolismu. Stanoveni glykémie ma vyznam pfedevS§im pro prevenci,
diagnostiku a dlouhodobé sledovani pacientl s diabetem. Vlastni stanoveni se provadi
v plné krvi, séru nebo plazmé a to bud’ na lacno nebo postprandidln€ (ndhodny odbér
kdykoliv béhem dne nezavisly na ptijmu potravy). Pro nékteré lidské bunky, zejména
pro buiky mozku a ¢ervené krvinky, je glukoza jedingym zdrojem energie. Jeji hladina
vkrvi neni stdld a stabilita po odbéru klesd. Pro inhibici glykolyzy se pouziva
stabilizacni ¢inidlo (NaF). Pro diagnostiku diabetu je doporufeno pouzivat plazmu
nabranou pouze do zkumavek, které¢ obsahyji stabiliza¢ni ¢inidlo (NaF). Vyssi stabilitu
vykazuje glukdza v séru, pokud je k odbéru pouzito zkumavek se separacnim gelem,
ktery b&hem centrifugace oddéli sérum od krevnich elementt. Cilem této prace bylo
posoudit stabilitu gluk6zy v raznych odbérovych syst¢émech. Vysetfeni bylo provedeno
u skupiny 50 pacientl, kterym byla odebrana krev do tfi riznych typt zkumavek: 1.)
zkumavka se separa¢nim gelem, 2.) zkumavka bez separacniho gelu a bez ptidan¢ho
stabilizatoru a 3.) zkumavka s pfidanym antiglykolitickym ¢inidlem (NaF). Méfeni bylo
provedeno ve tiech ¢asovych intervalech: po 1, 6 a 24 hodindch po odbéru. Naméiené

hodnoty byly vyhodnoceny, porovnany a statisticky zpracovany.
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2 Teoreticka ¢ast - soucasny stav
2.1 Sacharidy

Sacharidy jsou jednou ze zakladnich stavebnich slozek vSech organismi. Tvofi
stavebni kameny mnoha dulezitych a  nepostradatelnych  makromolekul
(napt. nukleovych kyselin, glykolipidli, glykoproteinli aj.). VyS§i nerozpustné
polysacharidy slouzi jako strukturni a podptrné slozky bunck a pojivovych tkdni. Jsou
také soucasti bunénych membrdn a ur€uji mimo jiné specifiénost antigennich
determinant na povrchu bun€k. Tato rozsahla skupina organickych latek pfedstavuje pro
lidsky organismus také nesmirné diileZitou soucast metabolickych procesii - je nejsnaze
ziskatelnym a nejpohotovéjSim zdrojem energie. Sacharidy jsou skupinou polyhydroxy
aldehydii a ketonii pod souhrnnym oznadenim mono, oligo a polysacharidy.
Monosacharidy jsou nejjednodus$imi sacharidy a nelze je jiz dale hydrolyticky Stépit na
mensi jednotky. Oligosacharidy obsahuji 2-10 monosacharidli a polysacharidy se
skladaji z 11 a vice monosacharidovych jednotek (Stern et al. 2005).

2.2 Metabolis mus sacharidu

Sacharidy patii mezi jednu z hlavnich slozek lidské stravy. V ptijaté potrave jsou ve
forme polysacharidii a disacharidi. Ty jsou pak v zaZivacim traktu rozkladany na cukry
jednoduché - glukdzu, fruktdozu a galaktozu. K tomu dochéazi pti procesu traveni. Slinna
alfa amylaza nema pro traveni sacharidti Zidny velky vyznam, travici pochody zacinaji
az ve dvanactniku prostfednictvim aktivity pankreatické alfa amylazy (Stern et al.
2005). Takto vzniklé monosacharidy jsou bunikami tenkého stfeva resorbovany do
krevni sité¢ prostiednictvim sttevnich vlase¢nic, odkud jsou odvadény do vratnicové zily
a nakonec do jater. Pak podle fizené regulace hladiny glukdzy jsou transportovany do
tkani, kde probiha jejich metabolismus. Pro lidsky organismus ma zikladni fyziologicky
vyznam pravé glukéza (Trojan, Schreiber 2007). Pro ¢lovéka ale nejsou sacharidy v
pravém slova smyslu nepostradatelnou slozkou potravy. Procesem glukoneogeneze

(novotvorba glukézy) se v lidském organismu syntetizuji nezbytné sacharidy z
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nesacharidovych zdrojt, predev§im glykogennich aminokyselin. Ale je prokazano, Ze
napiiklad pfi nizko sacharidové diet¢ mize dojit k metabolické nerovnovaze. Strava s
minimem sacharidl a relativni pfevahou lipidii vede k metabolické acidéze a nizko
sacharidova strava s nadbytkem bilkovin vede k nadmérnym ztrdtdm dusikatych latek

moéia tomu lze zabranit pravé zvysenim obsahu sacharidti v potravé (Stern et al 2005).

2.3 Glukoza

Gluko6za je nezbytnd pro fungovani lidského téla; je zdkladnim a nejrychlej$im
zdrojem energie pro vSechny télesné tkdn€. Pro nékteré lidské bunky, zejména pro
bunikky mozku a Cervené krvinky, je glukdza jedinym zdrojem energie, bez kterého se
neobejdou. Tyto tkdn€ spottebuji za 24 hodin piiblizné 150 g glukozy. Ptipoklesu
hladiny gluk6zy se ze Zlaz s vnitini sekreci(z pankreatu a nadledvinek) za¢nou
uvoliovat kontraregula¢ni hormony (glukagon a adrenalin), které mobilizuji jeji tvorbu.
Glykogen je uloZen piedev§im v jatrech a také ve svalstvu v mnozstvi od 150 do 400 g,
podle situace, ve které se organizmus naléza. V piipadé¢, Ze jsou zasoby glykogenu
vycerpany, vytvatisi organizmus nezbytné mnozstvi glukozy preménou télesného tuku
pomoci glukoneogeneze. Pii stresu a pii delSim hladovéni se jako zdroj pro tvorbu
glukozy vyuziva také bilkovin ze svall i za cenu oslabovani jejich funkce. Po chemické
strance je glukoza tzv. aldohexdzou, v Iékarské terminologii zndma jako dextroza, nebo
také krevni cukr, o sumarnim vzorci C¢H;,Og¢. Strukturni vzorce gluk6zy jsou pak

znamé v nékolika projekcich:
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D-glukéza
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CH40H

Obr. ¢. 1: D-glukoza - aldehydicka forma (ve Fischerové projekci)

H

HO™" “OH

H

Obr. ¢. 2: D-glukoza - hemiacetalova forma (standardni strukturni vzorec)

Obr. ¢. 3: D-glukoza - hemiacetalova a-forma (v Haworthové projekci)
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Za danych fyziologickych okolnosti miize organismus ziskdvat gluk6zu riznymi

zpisoby:

e pifjem potravou, bud’ volné¢ anebo jako souc€ast disacharidi a polysacharidd,
to znamena, Ze z traviciho traktu se do krve vstfebava pouze volna glukoza

e je-li pfijem v potravé niz$i nebo nerovnomérny, chybéjici glukdzu ziskava
organizmus  Stépenim  zasobniho  glykogenu procesem  zvanym
glykogenolyza, tj. metabolicka reakce, ve které molekula glukdzy vznika
Stépenim jaterniho glykogenu, v ptipadé, Ze jsou zasoby glykogenu
vycerpany, vytvari si organizmus glukdézu premeénou télesného tuku pomoci
glukoneogeneze, glukoneogeneze je metabolicka draha, pti které dochazi k
syntéze glukézy z necukernych prekurzorl (glykogennich aminokyselin,
laktatu, glycerolu aj.), potfebna energie pro tuto syntézu se ziskava beta

oxidaci mastnych kyselin s tvorbou ketolatek (Musil 1994).

2.4 Regulace hladiny glukézy v krvi

Hladina glukézy v krvi je ovlivilovana n€kolika vyznamnymi hormony, které
reguluji rychlost jednoho nebo vice metabolickych pochodl, ve kterych je
preménovana. Fyziologickd hladina glukézy v krvi (glykemie) se pohybuje v rozmezi
od 3,6-5,6 mmol/l. Na udrzeni fyziologického rozmezi koncentrace glukoézy v krvi se

podili tyto hormony:

1. inzulin — snizuje hladinu glukozy
2. glukagon, adrenalin, kortizol, somatotropin - zvySuji hladinu glukozy

3. somatostatin — snizuje produkci inzulinu a glukagonu

Inzulin - patii mezi peptidy a je sekretovany beta bunkami z Langerhansovych
ostrivkll pankreatu jako hormonalni odpovéd’ na zvysenou hladinu glukézy v krvi. Je

jedinym hormonem, ktery hladinu glukézy snizuje. Inzulin zvySuje propustnost bunééné
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membrany pro glukézu tim, Ze se navaze na specifické receptory na povrchu jaterni,
svalové a tukové bunky a tim umozni vstup gluk6ézy dovnitt buiky. Sekrece inzulinu je
regulovana koncentraci glukézy v krvi. Pokud se hladina glukézy zvysi, inzulin se
vylucuje, naopak pokles hladiny glukézy v krvi brzdi uvoliiovani inzulinu. MnoZstvi
inzulinu potfebného k ur¢itému snizeni hladiny gluk6zy je individualni, zavisi na stavu
vyZivy u daného jednotlivce. Lidé s nadvahou vyZaduji vyssi koncentraci inzulinu nez
lidé s normalni hmotnosti Glukagon — polypeptid sekretovany alfa bunkami
Langerhansovych ostriivkli pankreatu jako odpovéd’ na nizkou hladinu glukézy v krvi.
Je hlavnim hormonem, ktery zajistuje rychlé zvySeni koncentrace glukdézy vkrvi, k
tomu dochazi stimulaci glykogenolyzy a glukoneogeneze v jatrech, neovliviiuje ale
glykogen ve svalu. Adrenalin — katecholamin sekretovany dfeni nadledvin, zvySuje
hladinu gluk6zy v krvi stimulaci glykogenolyzy a plsobi jako nahrada za glukagon,
jeho hladina se zvySuje pii fyzickém nebo emocnim stresu, jeho zvySena hladina
vyvolava ihned okamzitou produkci glukézy spolu se zvySenim krevniho tlaku, srde¢ni

akce a dalsich fyziologickych efekti.

Kortizol — sekrece v kiife nadledvin, zvySuje koncentraci glukozy hlavné stimulaci

glukoneogeneze.

Somatostatin — inhibuje sekreci inzulinu a glukagonu.

Rlzné poruchy metabolismu sacharidit mohou byt spojeny se zvySenou hladinou
glukézy (hyperglykémie), nebo se snizenou hladinou glukézy (hypoglykémie) v krvi
(Novak 2002).

2.5 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM), Cesky Uplavice cukrova, kratce cukrovka, je souhrnny
nazev pro skupinu chronickych onemocnéni, kterd se projevuji poruchou metabolismu,

charakterizovand zvySenou glykémii a glykosurii. Jednd se o zdvazné onemocnéni,
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jehoz hlavni pfi¢inou je nedostatek inzulinu nebo jeho Uplnd ztrita v organismu.
Diabetes mellitus je pravdépodobné jednim z nejstarSich rozpoznanych onemocnéni,

podle dochovanych ziznami bylo zndmé jiZz v obdobi star¢ho Egypta (Okoloba et al.
2012).

Nartst onemocnéni diabetem v poslednich desetiletich vzrostl do epidemickych
rozméri.. Vzhledem k chronickému pribéhu DM 2. typu, spojovaného s cévnimi
komplikacemi je vyznamnym fenoménem narlstu morbidity a mortality. Stal se vaZnou

civilizaéni hrozbou lidského zdravi a také zna¢nou ekonomickou zaté€zi pro zdravotni

vvvvvv

potlateni nartGistu onemocnéni a ke snizovani ekonomické zit€ze na zdravotni péci
(Abdul-Ghani et al. 2011).

2.5.1 Klasifikace diabetu a poruSené glukézové tolerance

Podle WHO (Svétové zdravotnické organizace) se diabetes mellitus déli na
samostatné typy, které se od sebe odliSuji etiologii, patogenezi, klinickym obrazem a

nasledn¢ vyzaduji také odliSny ptistup k diagnostice a 1é¢ebnym postuptim.
Diabetes mellitus 1. typu
Diabetes mellitus 2. typu

Sekundarni diabetes mellitus — prvotni pficinou mohou byt onemocnéni pankreatu

nebo endokrinni syndromy
Snizena glukozova tolerance

Tehotensky diabetes mellitus — v prib&hu gravidity (Chlup 2000).

17



3 Diabetes mellitus

3.1.1 Diabetes mellitus 1. typu (inzulin dependentni — IDDM)

Stav, kdy jsou sekre¢ni beta buiky zcela nebo z velké Casti zniCeny a pacient je
zavisly na ptivodu exogenniho inzulinu. DM 1. typu je autoimunitni onemocnéni, kdy
spoustécim momentem muze byt néjakd virova infekce (virus Coxackie B, virus
epidemické parotitidy, viry chiipky typu A), dojde k tvorb¢ protilatek proti beta bunkam
pankreatu, imunitni reakci a vysledkem je destrukce beta bunck pankreatu, silné
omezeni nebo zanik produkce inzulinu. Obvykle za¢ind v détstvi nebo u mladistvych,
proto byl dfive oznacovan jako juvenilni diabetes, ale bylo prokdzino, ze se miZze
vyskytnout i v pozdéjSim véku. Vzicné se popisuje rodinny vyskyt a souvislost s
uréitym typem HLA systému. Castymi klinickymi piiznaky diabetu 1. typu jsou
polyurie a ndslednd Zizeni spolu s hubnutim, tnavnosti a slabosti. V laboratornim nalezu

nachazime hyperglykémii, glykosurii a metabolicky rozvrat se sklonem ke ketoacidoze.

3.1.2 Diabetes mellitus 2. typu (non inzulin depedentni — NIDDM)

Predstavuje 80 az 90 procent vSech onemocnéni diabetem. Nejcastéji se vyskytuje
ve sttednim a vyS$im véku. Jde o polygenni typ dédicnosti, kde se na jeho vzniku podili
1 dal$i vnéj8i faktory a patii mezi civilizacni choroby. Velka ¢ast diabetikl 2. typu ma
snizeny pocet nebo poruchu funkce inzulinovych receptorti na membranach cilovych
tkdnovych bun€k (souvisi s nadmérnym obsahem tukové tkang). Onemocnéni zacina
zpravidla mirné a nenapadné, Casto je objeveno jen diky nahodnému vySetieni glykémie
nebo glykosurie. Projevuje se podobn¢ jako IDDM, pouze ptiznaky nastupuji pozdéji a
zvolna. Teprve neléCeny rozvinuty diabetes se projevi slabosti a unavou, svédénim
kize, mravencenim az bolestmi v dolnich koncetindch, Spatnou hojivosti drobnych
poranéni a zvySenym vyskytem zinétlivych afekci na kGzi a sliznicich. Mezi
nejzavaznej$i chronické komplikace NIDDM patii makroangiopatie (poSkozeni stény

vétSich cév) a rozvoj aterosklerotickych zmén. V laboratornim ndlezu nachazime
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hyperglykémii a glykosurii. Rozvinut¢ onemocnéni ma sklon k hyperosmolarnimu
komatu (Stern 2005). Je prokazano, Ze diabetes mellitus 2. typu je jakési vyvrcholeni
metabolického syndromu. Typicky diabetik 2. typu je obézni a trpi hypertenzi (Svacina
2000). Cestu od obezity k diabetu proziva ve svém zivoté asi 20 % nasi populace. Jevy,
které pfitom nastavaji, jsou slozité, tykaji se zmény poméru spalovani Zivin, kdy zacne
stoupat spalovani tukid na tkor cukrd, a zmén citlivosti na inzulin. Svaly a tukova tkan
se stavaji na inzulin méné citlivé, a diabetes vznikd v okamziku, kdy dochazi k poruse
sekrece inzulinu. Tento jev mize mit vice pfi¢in. Napiiklad vyCerpani slinivky, protoze
musela zvySenim sekrece inzulinu pfekondvat cely Zivot necitlivost na inzulin. Ostrivky
beta bun¢k pankreatu se méni, usazuji se zde n¢které latky, dochazi ke zméné struktury
jejich membran. Na beta bunky Langerhansovych ostrivkli pravdépodobné pisobi
toxicky 1 vysoka hladina tukt v krvi a vysoka glykémie. Sekrece inzulinu nezanikd
rychle jako u diabetu 1. typu, ale slinivka neumi vydavat inzulin v¢as, vydava ho

nepravidelné, pozd¢ a dlouho a tim se dale vycerpava (Svacina 2003).

3.1.3 Pokyny pro stanoveni glukozy v diagnostice DM

Narodni akademie klinické biochemie (NACB) vydala Pokyny a doporuceni pro
laboratorni analyzy v diagnostice a fizeni diabetes mellitus v roce 2008. Tato
doporuceni jsou zamétena piedevSim pro laboratorni profesionaly, praktické lékare a
zdravotni sestry, kteti jsou zapojeni do péce o diabetické pacienty Z hlediska validace
byly doporuceny ovéfené postupy pro vySetfeni a piresné stanoveni obsahu glukozy v

krvi:

1) Pokud je vysetfeni pouzivano ke stanoveni diagnostiky diabetes mellitus,
méla by byt gluk6za métena v Zilni plazmé.

2) Krev pro analyzu plazmatické gluk6zy by méla byt odebrana v rannich
hodinach, poté, co jedinec neptijimal zadnou potravu, ani tekutiny (slazené),

nejméné 8 hodin pted vlastnim odbérem.
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3) Pro minimalizaci glykolyzy, je tfeba oddélit krevni bunky od plazmy do 30
minut od odbéru. Pokud to neni mozné, méla by zkumavka na vysetfeni

obsahovat inhibitor glykolyzy - fluorid sodny (Sacks et al. 2011).

K podezieni na diabetes vede anamnéza, somatické vySetieni anebo laboratorni
nalez. Definitivni diagn6za se stanovuje opakovanym zisténim hyperglykémie nalacno,
pomoci glukézového tolerantniho testu nebo pfipadné vysSetfenim glykovaného

hemoglobinu.

Pro diagnozu diabetu musi byt splnéna jedna ze tfi nasledyjicich podminek:

a) glykémie nalano — obsah stanovené glukdzy je opakovan¢é 7,0 mmol/l a
vice,

b) glykémie odebrand kdykoliv v pribéhu dne u pacienta s klinickymi
ptiznaky — obsah stanovené glukézy je 11,1 mmol/l a vice,

c) glykémie pti OGTT ve 120. minuté¢ — obsah stanovené glukézy je
11,1 mmol/la vice (Chlup 2000).

Podle mezinarodnich kritérii pro stanoveni diagnézy diabetu na ziklad€ hladiny
glykémie stanovené kdykoliv béhem dne plati, Zze ptitomnost diabetu je
nepravdépodobna, pokud je glykémie niz§i nez 5,5 mmol/l a naopak je vysoka
pravdépodobnost diagnoézy diabetu, pokud je ndlez glykémie vy$$i nez 11,1 mmol/l
Opakovany nalez glykémie nalacno, stanovené za standardnich podminek a pfesahujici
hodnotu 7,8 mmol/l v kapilarni krvi, je podle kritérii SZO dostacujici pro urceni
diagnézy DM, zvlast, pokud ma pacient souCasné charakterictické ptiznaky diabetu
(PerusiCova et al. 1996). Spole¢nym patognomickym nilezem vsech typl diabetu je
chronicka hyperglykémie, proto je vySettovani hladiny gluk6zy zakladnim laboratornim

vysetfenim pro stanoveni diagnozy diabetu (Perusicova et al. 1996).
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3.1.4 Testy pro stanoveni diagnézy DM

Oralni glukézovy toleranéni test (OGTT)

je vysetiovaci metodou, ktera se pouziva k diagnostice diabetu mellitu, gestacniho
diabetu a porusené¢ gluk6zové tolerance. Pii provedeni testu je nutné zajistit, aby
vysledky testu nebyly ovlivnény nespravnymi postupy. Pacient musi byt nalacno pied
zaCatkem testu a po celou jeho dobu trvani nesmi nic jist, pit, koufit, ani provadét
zddnou fyzickou aktivitu. Princip testu pii diabetu nebo porusené glukdézové toleranci
organismu spociva v kinetice zpracovani piijaté glukozy - pacientovi se tedy poda urcité
mnozstvi glukdzy a nasledné se odebiraji vzorky zilni krve v ur€itych casovych
intervalech. Zjistuji se hodnoty glukdézy a poté vyhodnocuje schopnost organismu
vyrovnat se s touto zat¢zi. Test se provadi ndsledovné: pacientovi se odebere vzorek
zilni krve, pak se mu poda peroraln¢ 75 g glukdzy rozpusténé v hotkém ¢aji nebo vodé
(250 — 300 ml), u déti se podava 1,75 g glukdzy na 1 kg vahy. Po dvou hodinich se
pacientovi opét odebere vzorek zilni krve. Oba vzorky by mély byt odebrany do
zkumavek, které obsahuji stabiliza¢ni ¢inidlo zabrafujici glykolyze (NaF), (Philips et al.
2012). Validita vysledku OGTT a stanoveni diagnézy DM zavisi na pfisném dodrzeni

vSech zasad provadéni testu:

1) Testje nutné provadeét rano a pacient ma byt vsede.

2) Nejméné 3 dny pied testem by pacient nemél drzet redukéni dietu, ptijem
sacharidii méa byt 150 g/den a vice.

3) Nejméné 3 dny pied testem by pacient nemél ménit svoji obvyklou fyzickou
aktivitu.

4) Stanoveni glykémie nala¢no znamena stanoveni po 10-14 hodinach la¢néni
(dovoleno je pit pouze Cistou vodu).

5) Doba mezi odbérem krve a vypitim roztoku nesmi presahnout 5 minut.

OGTT nikdy neprovadime pfi akutnim onemocnéni, psychickém stresu nebo pfti

lécbé diabetogennimi léky (PeruSicova et al. 1996). Prediabetes je diagnostikovan,
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pokud hladina glukézy (nala¢no) je v rozmezi 6,1-6,9 mmol/l a po 2 hodinach 7,8 —
11,0 mmol/l. Diabetes mellitus je diagnostikovan, pokud je hladina glukdzy (nalacno)
vys§i nez 6,9 mmol/l a po 2 hodinich vys$si nez 11,1 mmol/1 (Philips et al. 2012). Toto
vySetieni se provadi tehdy, pokud neni diagn6za jednozna¢né potvrzena pti hodnotach
plazmatické glykémie nalaéno vy$Sich neZ 7 mmol/l. Sem patfi stavy se zvySenou
(hrani¢ni) glykémii nalacno (5,6 — 6,9 mmol/l) nebo situace, kdy bylo vysloveno
podezieni na poruchu glukozové tolerance zpiedchdzejicich vySetfeni nebo pokud se

jedna o jedince se zvySenym rizikem vzniku diabetu (Rybka 2007).
Glykovany hemoglobin

je stanoveni, které se vyuziva hlavné k posouzeni dlouhodobé kompenzace
diabetika, ale i1 k pfipadné diagnostice DM. Lze jim prokdzat vyskyt déle trvajicich
hyperglykémii a tim posoudit riziko rozvoje komplikaci diabetu. Glykovany
hemoglobin vznikd navazanim glukézy na cervené krevni barvivo hemoglobin, ¢im
vyssi je hladina glukozy v krvi, tim vic se ji vdZze na molekulu hemoglobinu a hodnoty
glykovaného hemoglobinu stoupaji. Vytvofena vazba gluk6zy na hemoglobin je
ireverzibilni a trva po celou dobu Zivota erytrocytil. Zivotnost erytrocytl je zhruba 120
dni, proto hodnota glykovaného hemoglobinu znazoriiuje hladiny gluk6zy v krvi za
poslednich 6-8 tydnt (Jirkovska et al. 2003).

3.2 Metody sledovani diabetu
3.2.2 Glykémie

Zakladnim biochemickym vySetfenim je stanoveni stanoveni hladiny glukézy v
krvi. Toto vysetfeni ukazuje na aktudlni stav glukézové homeostdzy. Stanoveni
glykémie ma vyznam piedev§im pro prevenci, diagnostiku a dlouhodobé sledovani
pacienti s diabetem. Glykémii lze vySetfit z kapilarni nebo vendzni krve, vlastni
stanoveni se provadi v pIné krvi, séru nebo plazmé. Pro spravnou interpretaci vysledk

je dilezité, ze referencni hodnoty se li§i podle typu analyzovaného materidlu (Ferencik
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et al 2000). Hladiny glykémii v plazmé (séru) jsou obvykle o 10-15 % vySsi nez
glykémie v plné krvi (Rybka 2006), je to dano rozdilnou koncentraci vody v obou
materialech. Glykémii miizeme vySetfovat bud’: nalaéno — odbér se provadi nejméné po
8 hodinovém la¢néni, nebo postprandidlni — ndhodny odbér se provadi kdykoliv béhem

dne nezivisle na piijmu potravy (Ferencik et al. 2000).

3.2.3 Aktualni glykémie

Stanoveni aktualni hladiny gluk6zy v krvi slouzi pro prevenci, diagnostiku a
dlouhodobé sledovani pacientl s diabetem a jeji hodnota podava zikladni informaci o
sacharidovém metabolismu. Jeji stanoveni slouzi nejen k urceni diagnézy DM, ale i k
vyhledavani osob se zvySenym rizikem DM. Stanovuje se v zilni krvi, Casto se provadi
odbér i pro stanoveni jinych analytl. Krev se odebird minimaln¢ po 8 hodinovém
lacnéni (pfes noc), pacient se musi vyvarovat koufeni a zvysené fyzické namaze. Odbér

se provadi v klidové poloze vsedé (Masopust 1998; Zima 2007).

3.2.4 Glykemicky profil

Hladina giykémie se v prib&hu dne mize znaéné ménit, proto je dileité znat jeji
hodnoty béhem celého dne a noci. K tomuto ucelu se zavedlo vysetfeni glykemického
profilu, kdy se vySetfuyje hladina krevniho cukru n€kolikrdt v prub&hu dne a noci,
obvykle pted jidlem nebo 1 hodinu po ném. Vysetreni glykemického profilu ma vyznam
pro ureni terapie (napf. pro vybér vhodného typu inzulinu a urCeni jeho davky).
Vysetfeni se obvykle provadi z kapildrni krve odebrané¢ do eppendorfskych zkumavek
dodavanych do laboratofe nebo si glykemicky profil miize méfit sim pacient pomoci
glukometru (selfmonitoring glykémii). Frekvence kontrol glykémii zivisi na stavu

kompenzace diabetu a urcuje jioSetiujici lekat (Zima 2007).

Podle poctu vzorkti mizeme glykemicky profil rozdélit na:
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a) maly glykemicky profil — stanovi se hodnota 3 — 4 glykémii béhem dne a
to bud’ pted snidani, obédem, veceii, nebo 2 hodiny po jidlech, doplnéné
glykémii pted spanim

b) velky glykemicky profil — stanovi se hodnota 6 — 8 glykémii, vzdy pted
snidani a 2 hodiny po snidani, obéd¢, vecefi, doplnénych glykémii pred

spanim a nejlépe 2 hodiny po piilnoci (PerusiCova et al. 1996).

3.2.5 Glykovany hemoglobin

Toto stanoveni se vyuziva hlavné k posouzeni dlouhodobé kompenzace diabetika,
ale 1k pfipadné diagnostice DM. Lze jim prokazat vyskyt déle trvajicich hyperglykémii
a tim posoudit riziko rozvoje komplikaci diabetu. Glykovany hemoglobin vznika
navazanim glukézy na cervené krevni barvivo hemoglobin, ¢im vys$i je hladina
glukozy v krvi, tim vic se ji vaze na molekulu hemoglobinu a hodnoty glykovaného
hemoglobinu stoupaji. Vytvofend vazba gluk6zy na hemoglobin je ireverzibilni a trva
po celou dobu Zivota erytrocytil. Zivotnost erytrocytii je zhruba 120 dni, proto hodnota
glykovaného hemoglobinu zndzorniuyje hladiny glukdzy v krvi za poslednich 6-8 tydni
(Jirkovska et al. 2003).

3.3 DalsSi metody pro sledovani komplikaci diabetu
3.3.2 Glykosurie

Toto vySetfeni zjiSt'uje pritomnost cukru v moci. Za fyziologickych podminek je
vSechna glukéza, ktera se pfefiltrye do primarni moci, vstfebavana bunkami
proximalniho tubulu zpét do krevniho obéhu. U zdravého jedince se tedy cukr v moci
nevyskytuje. Gluk6za se v moci objevuje teprve tehdy, kdy jeji koncentrace v krevni
plazm¢ piekro¢i hodnotu 10 mmol/l. Tato hodnota piedstavuje ledvinovy prah pro
glukozu. U nékterych stavli dochazi ke snizeni ledvinového prahu a glukdza se v moci

objevuje ipfi fyziologickych hodnotach glykémie (t€hotenstvi, renalni diabetes), jindy
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je rendlni prah pro glukézu zvySen a glukdéza prestupuyje do moci pii hodnotich
glykémie daleko vysSich nez 10 mmol/l (star$i diabetici s glomerulosklerdézou).
Vzhledem k tomu, ze cukr v moci nemusi odpovidat soucasné hladiné cukru v krvi,
nepatii vySetfeni glykosurie mezi zédkladni nastroje diagnostiky diabetu ani sledovani
stavu pacienta s timto onemocnénim (Racek et al. 2006). Stanoveni ketolatek v mo¢ia
krvi ma vyznam pro diagndézu diabetické ketoacidozy. Ketolatky by mély byt
stanovovany u pacientli s hladinou glykémie nad 16,7 mmol/l a také pifi vyskytu

klinickych symptomt diabetické ketoacidozy (DM lab.diagnostika CSKB 2012).

3.3.3 Mikroalbuminurie

Kvantitativni stanoveni vyluCovani albuminu moc¢i je zdkladni metoda informujici o
rozvijejici se diabetické nefropatii. ZvySena koncentrace albuminu v moci piedpovida
stav nefropatie, ale tyto nizké koncentrace nejsou béznymi testy na proteinurii (testovaci
prouzky nebo jiné kvalitativni metody) prokazatelné. Stanovuji se metodami
imunochemickymi. Zvysené vylu¢ovani albuminu se oznacuje jako mikroalbuminurie a
zahrnyje hodnoty 30-300 mg/den albuminu vylou¢eného moci (Zima 2007).
Mikroalbuminurie se Casto vyjadiuje v mnozstvi albuminu vylouteném moc¢i za
casovou jednotku. DoporuCuje se sbér pies noc, kdy je nemocny v télesném klidu.
Délka sbérného obdobi je alesponn 6 hodin a udava se s piesnosti na minuty.

Fyziologicka albuminurie je <20 mikrogrami/min (Racek et al. 2006).

3.3.4 Inzulin a C- peptid

Stanoveni C- peptidu se provadi pfi rozhodovani o vhodnosti volby terapie
inzulinem u DM 2. typu, tj. pfi podezieni na selhdni sekrece inzulinu. VySetfeni
inzulinu ma vyznam piipodezieni na inzulinovou rezistenci u syndromu polycystickych

ovarii (DM lab.diagnostika CSKB 2012)
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3.3.5 Stanoveni autoprotilatek

Diabetes mellitus 1. typuje povazovan za autoimunitni onemocnéni, v séru lze tedy
prokazat fadu autoprotilatek, které Ize detekovat v Casnych stadiich, jejich nepfitomnost
ale DM 1. typu nevyluéuje. U 5-30% nemocnych, u kterych byl plvodné
diagnostikovan DM 2. typu, jsou pfitomny autoprotilatky proti ostrivkovym buikam
glutamatdekarboxylazy. Tito nemocni nereaguji na lcbu peroralnimi antidiabetiky.
Kvantitativnim vyhodnocenim charakteristickych protilatek umozniuje vedle typickych
diabetikl 1. typu odhalit diabetes zndmy jako latentni autoimunitni diabetes dospélych
(LADA), (Krejsek et al. 2004, Racek et al. 2006).

3.4 Selfmonitoring

Hladinu glukézy v krvi lze zjistit 1 z kapilarni krve méfenim pomoci glukometrt.
Jsou to pftistroje slouzici k rychlému ale pouze orientaénimu méteni glykémie. Tento
ptistroj za pomoci testovaciho prouzku zméfi aktudlni hladinu cukru v krvi. K ziskani
vysledku staci mald kapka krve a hodnota glykémie se za né¢kolik sekund objevi na
displeji pfistroje. VySetfeni si mlZe pacient provadét sdm v doméacim prostiedi,
mluvime o tzv. selfmonitoringu. Na zakladé¢ naméfené hodnoty glykémie si pacienti
mohou upravit dietu, pohybovou aktivitu nebo davku inzulinu a tak spravnou
kompenzaci diabetu pfedchazet pozd¢jsim komplikacim (Kapounova 2007). Glukometr
pracuje na principu vyhodnocovani elektrochemického nebo fotometrického signalu. V
soucasné dob¢ jsou nejvice pouzivany glukometry elektrochemické s detekcei

specifickymi enzymovymi metodami (Zima 2007).

3.5 Pristroje a senzory pro (kontinuilni) méreni hladiny glukézy

Tyto pfistroje umoziuji pribéznou kontrolu hladiny glukézy v organismu v
priabéhu dne. Na rozdil od glukometri, které urcuji hodnotu glykemie z kapilarni krve,

tyto pristroje stanovuji koncentraci glukozy v podkozni tkdni, ve které je senzor
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zabudovan. Systém zaznamendva koncentraci glukozy kazdych 5 minut (Zima 2007).
Kwvuli rychlé dostupnosti vysledkd je nékdy vyhodné provadét uréita zakladni vysetieni
na misté¢ — tzv. POCT (point of care testing). Tato vySetfeni jsou provadéna pomoci
ptistrojii pfimo u nemocného — na operac¢nim séle, jednotce intenzivni péce, pii vyjezdu
zichranné sluzby (Klener et al 2006). Syst¢tmy POCT jsou soucésti laboratorni
diagnostiky a za kvalitu provozu odpovida klinickd laboratof. Ta také zodpovida za
zaSkoleni persondlu a za nastaveni kontroly kvality jednotlivych ptistroji (glukometrii)

a jeji dodrzovani ( Schneiderka et al. 2010).

3.6 Stabilita glukozy

Zasadni klinicky vyznam stanoveni gluk6zy kontrastuje s fadou nedostatk?i tohoto
stanoveni. Béhem poslednich let doslo v klinickych laboratofich k velkému pokroku
stanoveni glukozy v krvi. S pouzitim enzymatickych metod, modernich analyzatori a
elektroniky dosahuji laboratofe neptesnost pouze (CV) 1 az 2 %. Ale bohuZzel nejsou
vyfeSeny otazky tykajici se preanalytiky a stability glukdézy ve vzorku. Snizeni glukozy
ve vzorcich bylo pfedmétem riznych studii. Jako hlavni stabiliza¢ni ¢inidlo se dnes
pouziva NaF-EDTA. Snizeni glukézy ve vzorcich piedstavuje veétSi zdroj chyb nez
analytickd chyba v laboratofi, mize se jednat o 5-10 % po jedné nebo vice hodin po
odbéru vzorku. Piesvédceni, ze pouziti NaF vyiesSilo tento problém, je mylné (Brunds
2009), protoze obvykly a doporu¢eny odbér vzorku do NaF-EDTA neni schopen zajistit
stabilitu gluk6ézy ve vzorku prvni dvé hodiny. Zejména v prvni hodiné po nabéru je
stabilita (a ji odpovidajici pokles) glukézy v podstaté stejna jako u vzorku bez NaF. Po
vice neZ jedné hodiné po odbéru klesa koncentrace glukézy o cca 5-7 %. Stability
glukdzy lze dosdhnout okamzitym ponofenim zkumavky s odebranym vzorkem do
ledové triste. Tento postup se pouziva pii klinickych studiich, je doporu¢ovan experty,
ale neni moZzné ho uplatnit v rutinni praxi. Jiz v létech 1986 a1988 byl publikovan velmi
ucinny zpusob dokonalého zablokovani glykolyzy. Byl vyvinut japonskymi odborniky
pro firmu Terumo. Princip spociva v odbéru vzorku do pevné granulované smési

kyseliny citronové, citratu trojsodného, Na,EDTA a NaF vpoméru 3,4 : 1,6 : 4,8 : 0,2.
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Pro 1 ml krve je potieba 10 mg této smési. Inhibice glykolyzy je natolik u¢innd, ze

pokles gluk6zy je redukovan na 0,3 % po dvou hodinach.

Vyssi stabilitu vykazuje glukéza vséru, pokud je k odbéru pouzito gelovych
Zkumavek, které oddéli krvinky od krevniho séra. Musi vSak dojit k oddéleni séra od
krevnich elementt do 30 minut od odbé&ru, coZ je v praxi velky technicko-organiza¢ni
problém. Autofi studie tvrdi a experimentdlné dokazuji, Ze mezi sérem a plazmou je za
podminek stability rozdil pouhych 0,9 % ve prospéch plazmy (Gambino et al. 2009).

Glukoza v krvi odebrana do NaF je nestabilni, vysledky rutinnich analyz takovych
vzorkli nejsou ztoho divodu vdostateCné mife interpretovatelné podle vysledkii
velkych klinickych studii, na jejichz bazi byly stanoveny rozhodovaci diagnostické
limity. Je nezbytné zajistit stabilitu glukdzy v rutinnich vzorcich obecné a rutinné ve
vSech laboratofich a poté znovu ustanovit tyto limity. Nestabilita glukozy vede
k nejasnostem ve vysledcich dat a k moznym chybnym diagnostickym klasifikacim

(Bruns, Knowler 2009).

3.7 Laboratorni metody stanoveni glukozy

Existuje pomérné Siroka paleta metod pro stanoveni krevniho cukru. Poté, co byly
oxidoredukéni metody opustény jako zdlouhavé a nepfesné a barevné reakce jako
nevhodné z toxikologického hlediska, zlistavaji metodou prvni volby metody enzymo vé
a elektrochemické (Kotyza et al. 2005). Nelze zapominat na glukometry, ale vysledky z
nich jsou pouze orienta¢ni, presnéjSich hodnot se docili méfenim glykémie v laboratofi.

(Lebl, Prithova et al. 2004).

3.7.2 Redukéni metody

Redukéni metody patii mezi nejstarsi zpusoby stanoveni glukozy. Tyto metody jsou
zalozeny na vyuziti redukénich vlastnosti tzv. reduktontll, to jsou organické latky

obsahujici ve své molekule endiolovou skupinu, kterd zplsobuje jejich silné redukéni
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vlastnosti. Reduktory vznikaji z monosacharidti varem v silné alkalickém prostiedi, kde
reaguji s ionty Cu®" nebo Fe”, piipadné s kyselinou pikrovou za tvorby Cu'”, Fe*" nebo
kyseliny pikraminové. Pravdépodobné nejstarSi a nejdéle pouzivanou byla metoda dle
Hagedorna a Jensena, jez se zakladala na redukci zndmého mnozstvi K3 /Fe (CN)g/.
Mnozstvi zredukovaného Fe’" se stanovuje nepiimou titraci jodometricky. Redukéni
metody se ukdzaly jako zdlouhavé a nespecifické, a proto se v soucasnosti jiZ

nepouzivaji (Prokes et al. 1998).

3.7.3 Kondenza¢ni metody

Kondenza¢ni metody jsou ve srovnani s metodami redukénimi mnohem
specifictéj$i. Jsou zalozeny na schopnostech gluk6zy tvorit barevné komplexy s
nékterymi ¢inidly. V prvnim kroku se glukdza pfeméiiuje pusobenim koncentrovanych
kyselin (H,SO4 nebo CH3;COOH) na hydroxymethylfural. Ten se ve druhém kroku
kondenzuje s vhodnym fenolem (resorcin, naftol) nebo aromatickym primarnim
aminem (o-toluidin) za vzniku barevného produktu, vhodného pro fotometrické

stanoveni. Tento princip byl v minulosti rutinn€ pouzivan pted zavede nim enzymovych

metod (Prokes et al. 1998).

3.7.4 Enzymova metoda s gluk6zooxidiazou

Rozifend a v praxi Casto pouZivand metoda pro kvantitativni stanoveni glukdzy.
Glukéza ptitomna v analyzovaném vzorku je oxidovana kyslikem za katalytického
plisobeni enzymu glukézooxiddzy (GOD) na glukonolakton a peroxid vodiku.
Uvolnény peroxid vodiku je stanoven barevnou reakci s fenolem a 4-aminoantipyrinem
za piitomnosti enzymu peroxidazy (POD). Vznikd barevny produkt, ktery stanovujeme
spektrofotometricky. Intenzita zbarveni vzniklého produktu je pifimo Umérna

koncentraci glukdzy v analyzovaném vzorku (Kotyza et al. 2007).
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GOD

glukéza + O, —— glukonolakton + H,0,

POD
H;0; + 4-aminoantipyrin + fenol —— barevny produkt + H,O

3.7.5 Enzymova metoda s hexokinazou

Glukodza ptitomna v analyzovaném vzorku v pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP) a
hote¢natych iontd za katalytického pusobeni hexokinazy (HK) je fosforylovdna na
gluk6zo-6-fosfat a adenosindifosfat (ADP). Glukéza-6-fosfat se v pfitomnosti NADP"
oxiduje na glukonat-6-fosfat, soucasné dochazi k redukci NADP" na NADPH pomoci
enzymu gluk6zo-6-fosfatdehydrogenazy (G-6-PDH). Sleduje se nartst absorbance
NADPH pfti 340 nm, kterd je pfimo umérnd koncentraci glukézy v analyzovaném

vzorku (Kotyza et al. 2007, Yee et al. 1972).

HK

glukoza + ATP —— glukéza-6-fosfat + ADP

G-6PDH
gluk6za-6-fosfat + NADP® —— glukonat-6-fosfat + NADPH
3.7.6 Enzymova metoda s glukozodehydrogenazou

Je to obdoba metody glukdzooxiddzové, za pouziti enzymu glukdézodehydrogenazy
(GDH). Tato metoda v naSich klinickych laboratotfich z ekonomickych divodii neni

prili§ vyuzivana. (Dastych et al. 2008).

GDH

glukéza + NAD" — glukonolakton + NADH + H"
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3.7.7 Metody elektroche mické

Tyto metody jsou zalozeny na enzymatické reakci a jeji amperometrické detekci.
Pouziva se Clarkova kyslikova elektroda, kterd ma na svém povrchu membranu s
imobilizovanou gluk6ézooxiddzou. Tento enzym katalyzuje oxidaci gluk6zy vzdusnym
kyslikem a vznika glukonolakton a peroxid vodiku. Pfi této reakci se méfi ubytek
kysliku spotiebovaného pii reakci Clarkovou kyslikovou elektrodou. Ubytek kysliku se
projevi poklesem elektrického proudu, ktery je pfimo imérny koncentraci glukozy ve
vzorku (Dolezalova et al. 1995). Na elektrochemickém principu jsou zalozeny i
glukometry, které slouzi k rychlému méfeni glykémie v domacim prostedi. Do
glukometru se vkladaji testovaci prouzky, které maji na svém povrchu imobilizovan
enzym glukézooxiddzu. Po naneseni kapky krve na testovaci prouzek dochazi k
enzymatické reakci, pfikteré vznikéd glukonolakton a peroxid vodiku. Uvolnény peroxid
vodiku je elektrochemicky redukovan na vodu a vznikly elektricky proud je imérny

koncentraci glukézy ve vzorku (Dohnal, Stern 2008).

3.7.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné — chemickd metoda pro ur€ovani hmotnosti
atomll a molekul po jejich pfevedeni na ionty. Vyuziva ke kvantitativnimu stanoveni
latek rozdilného chovani jejich ionizovanych molekul v elektrickém a magnetickém
poli. Molekuly se ionizuji proudem rychle leticich elektront. Vzniklé ionty prochazeji
elektrickym proudem, kde se urychluji podle velikosti naboje a kolmo ptisobicim
magnetickym polem se vychyluji ze své drahy podle velikosti hmotnosti a dopadaji na
detektor. Ten pak nasledné poskytuje signal, ktery je imérny poc¢tu dopadajicich iontt.
Vysledkem je hmotnostni spektrum, které graficky znazornuje zavislost cetnosti iontl
na jejich hmotnosti a naboji (Dolezalova et al. 1995). Hmotnostni spektrometrie s
izotopovym zfed'ovanim je metoda ptistrojové naro¢na, ekonomicky nevyhodnd, doba

analyzy je delSi, ale chyba metody pouze 0,1 %. V klinickych laboratofich se z
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ekonomickych divodt a kviili dlouhé dobé analyzy neprovadi. Pouziva se ke stanoveni

hodnot glukozy v referenénich materialech (Stern et al. 2005).
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4. Hypotéza a cil prace
4.1 Hypotéza

Hypotéza ptedpoklada snizeni hladiny glukozy u téch vzork®, kdy krev byla
odebrana do zkumavek bez ptidavku antiglykolitického ¢inidla tak, jak se udava v
odborné literatufe a potvrzuje tak vliv stabilizacnich ¢inidel na koncentraci glukozy
v zavislosti na ¢ase. Zaroven predpoklada vyssi stabilitu glukdézy u vzorkd odebranych

do zkumavek se separacnim gelem.

4.2 Cil prace

Cilem mé prace bylo stanoveni koncentrace glukozy vkrvi (séru) a plazmé a
posouzeni rozdilnosti jeji stability v riznych odbérovych systémech u nahodné skupiny
50 osob. Méfeni jsem provedla ve tfech typech zkumavek, jeden typ obsahoval
separacni gel, ktery béhem centrifugace oddélil sérum od krevnich elementd, druhy typ
Zzkumavek byl bez gelu a bez stabilizacniho ¢inidla a tfeti typ zkumavek obsahoval
stabilizacni ¢inidlo (inhibitor glykolyzy) NaF. Pavodnim ziamérem bylo stanoveni
koncentrace glukdzy pouze ve dvou typech zkumavek: ve zkumavce se stabilizatorem
NaF a ve zZkumavce se separacnim gelem, (tento typ zkumavek je v ordinacich lékait
pouzivan nejcastéji), ale pak jsem jeste pouzila treti typ zZkumavky - bez stabilizatoru a
bez separacniho gelu pro jesté ndzornéjsi predstavu (ne)stability glukdzy v dalSim typu
odbérového systému. Méteni jsem provedla ve tfech Casovych intervalech: po 1, 6 a 24
hodinach po odbéru pomoci nejmodernéjsi laboratorni techniky a nasledné¢ vyhodnotila

a porovnala data naméfenych hodnot v rozdilnych souborech vzorki.
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5. Metodika

Vzorky, které byly pouzity pro tuto praci byly odebrany v odbérové mistnosti
spole¢nosti Synlab s.r.o. Ceské Buddjovice a ihned dopraveny do laboratofe k
samotnému zpracovani. Krev byla odebrana 50 pacientim, kazdému po 3 zkumavkéach,
jedna zkumavka s inhibitorem glykolyzy, druhd bez separacniho gelu a inhibitoru
glykolyzy a tfeti bez inhibitoru glykolyzy ale se separacnim gelem. U vSech vzorkid byla
méfena hladina glukézy 1 hodinu po odbéru, 6 hodin po odbéru a 24 hodin po odbéru.

5.1 Preanalyticka ¢ast

Obsahuje soubor vSech ¢innosti a postupt, kterymi projde vzorek od okamziku
poZadavku vySetfeni do okamziku vloZeni vzorku do analytického systému (Dastych et

al. 2008).

5.1.2 Preanalyticka faze (mimolaboratorni)

Preanalytickou fazi miZeme rozdélit na ¢ast mimolaboratorni a laboratorni.
Mimolaboratorni faze obsahuje vSechny postupy mimo laboratof, Ize do ni zatadit i
piipravu pacienta k odbéru, vlastni odbér, identifikaci odebraného materidlu, jeho

uchovani a transport do laboratoie (Racek et al. 2006).

Preanalytickd faze miize vyznamnym zptisobem ovlivnit vysledek laboratorniho
vySetfeni. Podle studii az 60 % chyb pfi laboratornim vySetfeni vznikd praveé v této fazi.
Zdaleka nejvic chyb vznikd mimo laboratof, na oddélenich a v ordinacich Iékait.
Nedostatky a chyby v této ¢asti mohou byt velmi nebezpecné a mohou vést k chybnym
vysledkim nebo jejich nespravné interpretaci. Ve svych dusledcich mohou wvést k
opakovanym vySetfenim a v nékterych ptipadech dokonce az k poskozeni pacienta

(Cermékova, Stépanova 2003).
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Neju€innéjsi zplsob, jak se vyhnout chybdm, je mit zavedeny kompletni systém
fizeni kvality dle ISO 15189 (Laix et al. 2012). Vlivy, které mohou ovlivnit vysledek
vysetfeni, jsou rizné — pohlavi, v&€k, vaha, slozeni stravy, Iky, choroby, fyzicky a

psychicky stres, psychotropni latky (kdva, drogy, alkohol).

5.1.3 Priprava pacienta pied odbérem

Pouceni pacienta pred odbérem hraje dileZitou roli v celém procesu laboratorniho
vysetieni. Je dulezité, aby byl pacient poucen o opatienich, které ma pred odbérem
dodrzet.(Rozsypalova, Haladova, Safrankova 2002). Nejcast&jsi chyby pred odbérem:
pacient nebyl na la¢no, odbér byl proveden po zvySené té€lesné namaze, pacient pied
odbérem dlouho nepil a vysledky mohou byt ovlivnény dehydrataci, pacient nevynechal

pred odbérem 1éky (Samankova et al. 2006).

5.1.4 Preanalyticka faze (laboratorni)

Tato faze zaCind ptijmem biologického materidlu do laboratofe a kon¢i vlozenim
vzorku do ptislusného analyzitoru. Pii pfijmu do laboratoie se provede prezkoumani
vzorku (ovéteni shodnosti a Uplnosti identifikaénich Gdaji pacienta, spravnost odbéru),
zapis do LIS (Laboratorni Informa¢ni Systém) a oznaCeni vzorkti carovym
identifikacnim kédem. Po pfijmu a identifikaci materidlu se provede centrifugace (2500
otd¢ek po dobu 10 minut). Poté se ptipravi sekundarni analytické vzorky — alikvoty,

ozna¢i se také carovym kédem a vlozi se do prisluSného analyzatoru (Dastych et.al
2008).

5.2 Analyticka faze

Tato faze za¢ind vlozenim vzorku do analyzatoru. Kazda laboratof ma své vlastni

standardni opera¢ni postupy (SOP). Obsahuyji ndvod, jak postupovat piti piipraveé
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diagnostickych reagencii, zhotoveni kalibraci, provedeni kontrol a vlastni méfeni

vzorkt.

5.2.2 Kontrola kvality

Kontrola kvality v oblasti laboratorni mediciny se vztahuje na vSechny postupy
béZné pouzivané v laboratotich. Cilem je zistit ptipadné chyby a opravit je dfive, nez
jsou vydéany vysledky. Zeyména wvnitini kontrola kvality (IHK) a externi hodnoceni
kvality (EHK) jsou programy, které slouzi k hodnoceni a zlepSovani kvality
v laboratorni medicin€. Pokud kontrolni vzorky nedavaji ocekdvané (shodné) vysledky
v ur¢itém referenénim rozmezi, musi laboratof zistit pfi¢inu a neodkladné ji odstranit

(Nichols et al. 2011).

5.2.3 Validace

Zakladnim aspektem validace je, ze metoda splituje potieby uzivateli laboratornich
sluzeb (klinicky aspekt). U metod s CE znackou to doklada vyrobce. Dal§im aspektem
je validace vlastniho analytického postupu (zdkladni znaky analytické metody).
Hlavnim cilem validace je hodnoceni analytickych a vykonnostnich znakt metod a
prikaz, ze bylo dosazeno pozadované urovné téchto znakl. V laboratorni mediciné to
znamend, 7ze vysledky méfeni jsou efektivnim nastrojem diagnostiky, terapie a
prevence. Validace metod je v klinickych laboratofich vyzadovana normami Systému

fizeni kvality (ISO 17025, ISO 15189).
Validace potvrzuje, Ze méfici postup (méfici systém) je schopen plnit pozadavky na

n¢ kladené. Jinak feCeno, Ze uroven méfeni je dostateCnd, postupy mefeni korektni a

s fadné provedenou kalibraci (Friedecky 2004).
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5.2.4 Verifikace

Utelem laboratorni verifikace metod je potvrzeni, Ze ziskané hodnoty analytickych
a vykonnostnich znakl jsou ve shod¢ s hodnotami deklarovanymi vyrobcem a ze jich
lze vkonkrétni laboratofi docilit za béznych podminek rutinni ¢innosti. Predmétem
verifikace je schopnost realizovat métici proces v konkrétni laboratotfi vdaném case a
prostoru. Rozhodujicim vystupem verifikace by méla byt seriozné stanovend hodnota

nejistoty méfeni (Friedecky 2004).

5.2.5 Aritmeticky pramér

Aritmeticky prumér AM se vypoc¢ita jako podil souctu vSech namétenych hodnot k

poctu méteni.

5.2.6 Smérodatna odchylka

Vypovidé o tom, jak moc se od sebe navzajem lisi vysledky v souboru zZkoumanych
¢isel. Je-1i mala, jsou sisoubory vét§inou navzijem podobné. Naopak velkd smérodatna
odchylka signalizuje velkou vzajemnou odlisnost. Smérodatna odchylka je nejuzivanéjsi

mira variability.

5.2.7 Dosazena hladina vyznamnosti

Dosazena hladina vyznamnosti (p) — pravdépodobnost obdrzenych dat odporujicich
nulové hypotéze (za ptedpokladu, Ze je nulovd hypotéza pravdiva), pak plati: je-li
hodnota (p) mensi nez 5 %, je vysledek statisticky vyznamny a je-li hodnota (p) mensi

nez 1 % mluvime o vysoké statistické vyznamnosti.
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Obvyklda praxe poklada statisticky vyznamny vysledek za skuteCny efekt a
vdusledku toho za klinicky dilezity. To vSak nemusi byt opravnéné, protoze nékdy

miiZze byt rozdil statisticky vyznamny, ale klinicky nevyznamny!

5.2.8 Rozptyl

Vyjadiuje velikost rozptyleni hodnot kolem jeji sttedni hodnoty.

5.3 Postanalyticka faze

Sem patii syst¢ém komunikace mezi lékafem indikujicim vysSetfeni a laboratofi.
Patii sem doprava vysledki v tisténé podobé zpét do ordinace I€kate, sou¢asné probihd i

elektronicky pfenos vysledki, konzultace a telefonické hlaseni patologickych hodnot.

5.4 Stanoveni glukozy — provedeni testu

Odbér vzorku krve na stanoveni glykémie se provadi nejméné po 8 hodinovém
lacnéni. Pfed odbérem je nutno vyloucit jakoukoliv fyzickou ndmahu a koufeni. Pacient
ma byt vklidové poloze (vsed¢). Vzorek zilni krve se odebird do odbérové nadobky
s obsahem inhibitoru glykolyzy. Obvyklou kombinaci pro zisk plazmy s dostateCnou
stabilitou gluk6ézy je smes fluoridu sodného a EDTA. Krev je nutné po odbéru
promichat opakovanym pifevracenim zkumavky. Plazma ma byt oddélena od krevnich

elementti do 60 minut (Janssen, Delanghe 2010).

5.4.2 Princip testu

Jedna se o in vitro test pro kvantitativni stanoveni gluk6zy v lidském séru, plazmé,

moc¢ia mozkomisnim moku (CSF) na syst¢émech Cobas Integra.
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Glukoza ptitomna v analyzovaném vzorku je fosforylovana hexokinazou (HK) za
pritomnosti adenosintrifosfatu (ATP) a hofeCnatych iontl. Vznikd gluk6zo-6-fosfat a
adenosindifosfit (ADP). V nasledné reakci se glukozo-6-fosfat v pritomnosti NADP"
oxiduje na glukonat-6-fosfat, soucasné dochazi k redukci NADP" na NADPH za
katalytického plsobeni enzymu gluk6zo-6-fosfatdehydrogenazy (G-6-PDH). Sleduje se
narlst absorbance NADPH pti 340 nm, ktera je pfimo imérna koncentraci glukozy v

analyzovaném vzorku.

5.4.3 Analyzitor Cobas Integra 800

Vlastni méfeni vzorkl bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Cobas Integra
800 (obr. ¢.P1) od spolecnosti Roche Diagnostics. Jednd se o pIné¢ automaticky
biochemicky analyzator s uzavienym systémem, ktery provadi vSechny pozadavky na
testy automaticky a je opatfen méficimi moduly pro absorpéni spektrofotometrii,
fluorescencni polarizaci, turbidimetrii a potenciometrické meéfeni iontoveé selektivnimi
elektrodami (ISE). Piistroj vyuziva 72 rGznych metod na palubé s vice nez 150
aplikacemi a vykonem az 855 testli za hodinu. Analyzator se sklada z vlastniho pfistroje
a datové stanice slozené¢ zPC, LCD monitoru, klavesnice, ovladace (mysi), tiskarny a

software. Bliz§i informace jsou dostupné na webové adrese: www.roche-diagnostics.cz.

5.4.4 Postup méreni na analyzatoru Cobas Integra 800

Prvnim krokem je zadani udaji o vzorku a volba typu testu do laboratorniho
informa¢niho syst¢ému (LIS). Primarni zkumavka s ¢arovym kédem se ptilozi k laserové
CteCce a tim dojde k naCteni vSech pozadavkli zapsanych v LIS, soucasné systém
vygeneruje a vytiskne sekundarni Stitek s carovym kodem. Tyto Stitky se nalepi na
sekundarni Zkumavky a napipetuje se potiebné mnozstvi séra ¢i plazmy, tak se vytvoti

sekundarni vzorky (alikvoty).
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Alikvoty umistime do specidlnich stojankt, ty se umisti na ploSinu urc¢enou pro
stojanky se vzorky, stisknutim tlacitka START se zahdji vlastni analyza. Na vstupu
stojdnku do pracovni ¢asti analyzatoru dochazi k nacteni identifikaéniho ¢arového kodu
a k pfenosu informace o pozadovanych analyzach z LIS. Dalsi zpracovani a doprava
vzorku je zaji§téna robotizovanymi prvky uvnit analyzatoru. Vysledek analyzy je opét

automaticky prenesen do LIS a vytisknut v podobé laboratorniho vysledku.

5.4.5 Reagencie analyzitoru Cobas Integra 800
Reagencie (obr. €. P2) jsou ptipraveny piimo k pouziti, skladuji se pii 2-8 °C, po

otevreni jsou stabilni po dobu 8 tydntl.

Reagencie R1 obsahuje: MES pufr (pH 6), ATP, Mg*", NADP a konzervaéni
prostiedek.

Reagencie R2 obsahuje: Mg?", HEPES pufr (pH 8), HK (kvasinky), G6PHD

(mikrob.), konzervaéni prostiedek.

5.4.6 Kalibrace analyzatoru Cobas Integra 800

Pro analyzu byl pouzit kalibrator Calibrator for automated systems dodavany
firmou Roche Diagnostics. Jednd se o lyofilizovany kalibra¢ni materidl pfipraveny na
bazi lidského séra se zndmou koncentraci glukdzy pro dany princip reakce. Kalibrator je
navazan na referenéni metodu ID-MS. Kalibrace je linearni, dvoubodova (prvnim

bodem je destilovand voda, druhym bodem je kalibrator o pifesn¢ dané koncentraci.

5.4.7 Kontrola kvality analyzatoru Cobas Integra 800

Ke kontrole kvality byly pouzity kontrolni materidly Precinorm U a Precipath U o

pfesné dané koncentraci. Opét jde o lyofilizovana séra pfipravena na bazi lidského séra,
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které je nutné pted pouzitim rozpustit stejné jako kalibracni materidl. Precinorm U ma

normdalni hodnotu glukézy a Precipath U ma patologickou hodnotu.
Kontrolni material se skladuje v lednici pti 2-8 °C, kde je stabilni do doby expirace

vyznacené na lahvicce. Po rozpusténi v deionizované vodé¢ je stabilni 2 dny pti2-8 °C

nebo 4 tydny pii-20 °C.

5.4.8 Referencni meze

Dospéli: 3,6-5,9 mmol/l

5.4.9 Metrologické parametry

Rozsah méfent: 0,24-40 mmol/1
Mez detekce: 0,24 mmol/l
VytéZznost: +10 %
Interference:

a) hemolyza — bezvyznamna do hodnoty hemoglobinu 774 pmol/l

b) ikterus — bez vyznamnych interferenci do hodnoty bilirubinu 1026 pmol/l,

c¢) lipémie — bez vyznamnych interferenci do hodnoty L indexu 1900 umol/l.
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6. Vysledky mé ieni

6.1 Zavislost stability glukézy na ¢ase a typu pouzité "zkumavky"

V tabulkéch 1 a 2 uvadim naméfené hodnoty glukdzy ze tii typt ,,zkumavek u 50

nahodné vybranych osob.

Tabulka 1: Namerené hodnoty 1 hodinu a 6 hodin po odbéru

1 hod po odbéru 6 hod po odbéru
Vzorek| G/S +gel. | S - sérum| P (NaF) | Jednotky | G/S+gel.| S - sérum | P (NaF) | Jednotky

1. 5,7 55 58| mmol/l 58 54 59| mmol/l

2. 5,6 5,8 5,7 mmol/l 5,6 53 5,7 mmol/l

3. 53 52 5,5 mmol/l 53 5,0 5,3| mmol/l

4. 4,6 4,6 49| mmol/l 4,5 44 4,8 mmoll

5. 52 52 53| mmol/l 52 5,0 52| mmol/l

6. 5,6 5,6 59| mmol/1 5,6 54 59 mmol/1

7. 74 7,6 7,6 mmol/l 74 74 7,7 mmol/l

8. 53 52 54 mmol/l 53 52 5,3 mmol/1l

9. 52 5,1 53| mmol/l 52 5,0 5,1 mmol/l
10. 7,6 7,6 7,7] mmol/l 7,6 74 7,6] mmol/l
11. 59 58 6,0 mmol/l 59 5,6 59| mmol/l
12. 6,0 59 6,0 mmol/l 59 53 6,0 mmol/l
13. 49 49 50 mmol/1 49 4,5 50 mmol/1l
14. 6,0 59 64| mmol1l 6,0 5,5 6,3| mmol/l
15. 53 55 54| mmol/l 53 5,1 5,3| mmol/l
16. 5,1 5,0 5,1 mmol/l 5,0 4,9 5,1 mmol/l
17. 6,0 6,0 6,1 mmol/1 6,0 58 6,0| mmol/l
18. 13,4 13,4 13,5| mmol/1 13,3 13,2 13,4 mmol/l
19. 6,0 6,3 6,3 mmol/1l 6,0 6,0 6,3| mmol/l
20. 5,5 55 59| mmol/l 5,5 52 57| mmol/l
21. 59 6,1 58] mmol/l 59 5,6 5,8 mmol/l
22. 7,0 6,8 70 mmol/1 6,9 64 6,9 mmol/l
23. 52 52 52| mmol/l 52 49 52| mmol/l
24, 5,7 57 5,7 mmol/1 5,7 5,5 5,7 mmol/1
25. 4.9 49 50 mmol/1 49 4,6 49| mmol1l
26. 94 93 9,5 mmol/l 9,6 8,8 94| mmol/l
27 13,0 12,9 13,2| mmol/l 13,0 12,3 13,0 mmol/1l
28. 6,1 6,1 6,2| mmol/l 6,1 5,9 6,2 mmol/l
29. 7,2 7,2 7,5 mmol/l 7,1 7,0 74| mmol/l
30. 16,0 16,0 16,0| mmol/l 16,1 15,3 16,0| mmol/l
31. 5,8 5,6 58| mmol/l 5,7 54 59 mmol/l
32. 5,0 5,0 52| mmol/l 49 4,77 5,1 mmol/l
33. 4,7 48 4.8 mmol/l 48 4,5 48| mmol/1l
34, 55 55 5,6 mmol1 55 53 5,6 mmol/l
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1 hod po odbéru 6 hod po odbéru

Vzorek| G/S +gel. | S - sérum| P (NaF) | Jednotky | G/S+gel.| S -sérum | P (NaF) | Jednotky
35. 52 52 54 mmol/l 5,1 5,1 52| mmol/l
36. 5,7 5,7 5,7 mmol/1 5,6 5,6 58| mmol/l
37. 4.8 4.8 5,11 mmol/l 477 4,6 5,0 mmol/l
38. 5,1 5,1 54| mmol/l 5,0 4.8 52| mmol/l
39. 52 54 54 mmol/l 5,1 49 52| mmol/l
40. 5,1 5,1 53] mmol/1l 5,0 5,0 52| mmol/l
41. 5,5 5,7 5,8 mmol/l 5,5 54 5,6/ mmol/l
42, 42 43 44| mmol/l 4,1 4,0 44| mmol1l
43, 52 54 5,5 mmol/l 5,1 5.2 54| mmol/l
44. 7,0 72 72| mmol/l 6,9 7,0 72| mmol/1
45. 54 5,6 5,6 mmol/l 53 5,0 5,5 mmol/l
46. 6,2 6,3 6,3 mmol/l 6,1 6,0 6,3 mmol/l
47. 58 6,0 6,1 mmol/l 5,7 57 6,0 mmol/l
48. 6,3 6,1 6,1 | mmol/1 62 6,0 6,1 mmol/l
49. 59 6,0 59| mmol/l 5,8 5,6 59 mmol/l
50. 72 7,0 73| mmol/l 7,1 6,8 7,11 mmol/l
Primér 6,3 6,3 64| mmol/l 62 6,0 6,3 mmol/l
Rozdil -0,04 -0,28 -0,07| mmol1

Rozdil %| -0,6 % “45%| -1,0%
Tabulka 2: Namérené hodnoty 1 hodinu a 24 hodin po odbéru
1 hod po odbéru 24 hod po odbéru

Vzorek| G/S +gel.| S - sérum| P (NaF) | Jednotky | G/S+gel.| S - sérum | P (NaF) | Jednotky
1. 5,7 5,5 5,8 mmol/l 5,7 5,1 5,8 mmol/l
2. 5,6 5,8 5,71 mmol/l 5,6 5,3 5,7 mmol/1
3. 5,3 5,2 5,5 mmol/l 5,3 4,6 5,3| mmol/l
4, 4.6 4,6 49| mmol/l 4.5 4,0 4,8 mmol/l
5. 5,2 5,2 5,3| mmol/l 5,2 4.6 5,2 mmol/l
6. 5,6 5,6 5,9 mmol/l 5,6 4.8 5,8| mmol/l
7. 7,4 7,6 7,6 mmol/l 7,4 7,1 7,6 mmol/l
8. 5,3 5,2 5,4 mmol/l 5,3 4.7 5,3| mmol/l
9. 5,2 5,1 5,3 mmol/l 5,2 4.8 5,1 mmol/l
10. 7,6 7,6 7,71 mmol/l 7,6 7,1 7,5 mmol/l
11. 5,9 5,8 6,0| mmol/l 5,8 5,3 5,8 mmol/1
12. 6,0 5,9 6,0 mmol/l 6,0 5,1 5,9 mmol/l
13. 4.9 49 5,0 mmol/l 49 4.1 5,0 mmol/l
14, 6,0 5,9 6,4| mmol/l 6,1 5,5 6,0| mmol/l
15. 5,3 5,5 5,4 mmol/l 5,3 49 5,3| mmol/l
16. 5,1 5,0 5,1 mmol/l 5,1 4,3 5,1 mmol/l
17. 6,0 6,0 6,1 | mmol/l 6,0 5,4 6,0 mmol/l
18. 13,4 13,4 13,5| mmol/l 13,2 13,0 13,4 mmol/l
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1 hod po odbéru 24 hod po odbéru
Vzorek| G/S +gel.| S - sérum| P (NaF) | Jednotky | G/S+gel.| S -sérum | P (NaF) | Jednotky
19. 6,0 6,3 6,3 mmol/l 6,0 5,4 6,0 mmol/l
20. 5,5 5,5 5,9 mmol/l 5,5 5,0 5,9 mmol/l
21. 5,9 6,1 5,8 mmol/l 5,8 5,4 5,8 mmol/l
22. 7,0 6,8 7,0 mmol/l 6,9 5,9 6,9 mmol/l
23. 5,2 5,2 5,21 mmol/l 5,2 4.8 5,2 mmol/l
24. 5,7 5,7 5,7| mmol/l 5,7 4.9 5,8 mmol/l
25. 49 49 5,0 mmol/l 49 4.4 5,0 mmol/l
26. 9,4 9,3 9,5 mmol/l 9,4 8,6 9,4 mmol/l
27. 13,0 12,9 13,2| mmol/l 13,0 12,0 13,1| mmol/l
28. 6,1 6,1 6,2 mmol/l 6,1 5,5 6,2| mmol/l
29. 7,2 7,2 7,5 mmol/l 7,2 6,7 7,4 mmol/l
30. 16,0 16,0 16,0| mmol/l 16,0 15,4 16,0 mmol/l
31. 5,8 5,6 5,8 mmol/l 5,8 5,0 5,9 mmol/l
32. 5,0 5,0 5,2 mmol/l 5,0 4,3 5,0| mmol/1
33. 4,7 4,8 4,8 mmol/l 4,6 4.4 4,8 mmol/l
34, 5,5 5,5 5,6 mmol/l 5,3 5,4 5,6/ mmol/l
35. 5,2 5,2 5,4 mmol/l 5,1 49 5,2 mmol/l
36. 5,7 5,7 5,71 mmol/l 5,6 5,5 5,8 mmol/l
37. 4.8 4.8 5,1 mmol/1l 4,6 4.5 5,0| mmol/1
38. 5,1 5,1 5,4 mmol/l 5,0 472 5,2 mmol/l
39. 5,2 5,4 5,4 mmol/l 5,0 4.5 5,2 mmol/l
40. 5,1 5,1 5,3 mmol/l 5,1 4.8 5,1 mmol/l
41. 5,5 5,7 5,8 mmol/l 5,4 5,0 5,7| mmol/l
42. 4.2 43 4,4 mmol/l 4,0 3,9 4,3| mmol/l
43, 5,2 5,4 5,5| mmol/l 5,2 5,0 5,4 mmol/l
44, 7,0 7.2 7,2| mmol/l 6.8 6,7 7,1 mmol/1
45. 5,4 5,6 5,6 mmol/l 5,5 4,9 5,5 mmol/l
46. 6,2 6,3 6,3 mmol/l 6,0 6,0 6,3| mmol/l
47. 5,8 6,0 6,1 | mmol/l 5,7 5,5 6,0 mmol/l
48. 6,3 6,1 6,1 | mmol/l 6,1 5,8 6,1| mmol/l
49. 5,9 6,0 5,9 mmol/l 5,8 5,4 6,0 mmol/l
50. 7,2 7,0 7,3 | mmol/l 7,1 6,5 7,2| mmol/l
Pramér 6.3 6.3 6,4 mmol/l 6.2 5.7 6,3| mmol/l
Rozdil -0,02 -0,27 -0,02| mmol/l
Rozdil %| -0,8% 88% | -13%
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6.2 Statistické hodnoceni

Hladina glukdézy méfend 1 hodinu po odbéru byla ve vsech tfech typech zkumavek

témet shodnd, podstatnéjsi rozdily byly naméfeny u vzorkt zméienych 6 a 24 hodin po

odbéru (tabulka 3).

Tabulka 3:

Typ pouzité Vzorek Cas (hodiny od odbéru) rozdil (%)
zkumavky

6 hod 24 hod

Zkumavka s gelem  |sérum (S/G) -0,6 -0,8
Zkumavka bez gelu  |sérum (S) -4,5 -8,8
Zkumavka s NaF plazma (P/NaF) -1,0 -1.3

Nejprve bylo otestovano, zda data maji normalni rozdéleni. Na zaklad¢

vysledku

testu Shapiro-Wilk (tabulka 4) je ztejmé, ze data nemaji normalni rozdéleni.

Tabulka 4: Test normality

Test normality

Typ zkumavky

Shapiro - Wilk

méfené v Case Statistika Stupné volnosti | Signifikance
G /S + gel. 1h 0,602 50 <0,1 %
S-serum1lh 0,604 50 <0,1 %
P (NaF) 1h 0,597 50 <0,1 %
G /S + gel. 6h 0,603 50 <0,1 %
S -serum6h 0,610 50 <0,1 %
P (NaF) 6h 0,602 50 <0,1 %
G /S + gel. 24h 0,607 50 <0,1 %
S - serum 24h 0,608 50 <0,1 %
P (NaF) 24h 0,595 50 <0,1 %

Hodnoty dat nemaji normalni rozd€leni, proto k dalSimu porovnani musime pouzit

neparametrické testy.
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6.3 Statistické rozdily a statisticka vyznamnost namé Fenych dat

Porovnani méfeni ve trech casovych intervalech pomoci testu Friedmanova

ANOVA (1. neparametrické porovnani opakovanych méfeni) v ¢ase 1, 6 a 24 hodin

(tabulka 5).

Tabulka 5: Friedmanova ANOVA

e manova I hodina 6 hodin 24 hodin
Pocet mefeni 50 50 50
Chi - kvadrat test 44.0 78,2 85,3
Stupné€ volnosti 2 2 2
Signifikance <0,1 % <0,1 % <0,1 %

Ve vSech tfech ¢asech je rozdil mezi ttemi méfenimi statisticky vyznamny.

Abychom odhalili, kterd méteni jsou nejvice odlisnd, provedli jsme Wilcoxoniv

neparametricky test pro dveé skupiny (tabulka 6).

Tabulka 6: Wilcoxonuv test

Wilcoxonitiv S-sérum 1 x G/S + gel. | P (NaF) 6 x G/S + gel. | P (NaF) 24 x G/S + gel.
test 1 hod 6 hod 24 hod
Z -1,100 -4,438 -4,538
Signifikance 27,1 % <0,1 % <0,1 %

Z vysledk testli vyplyva, Ze v Case 1 hodina se méteni G/S +gela S - sérum nelisi.

Statisticky odli$né od ostatnich dvou méfeni jsou tedy pouze hodnoty P (NaF).

Po 6 i 24 hodinach jsou ale dvé podobnd méfeni statisticky odlisnd, takze

v zavislosti na Case se 1i$i vSechna tf'i méfeni.
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7. Diskuze

Hlavnim cilem mé prace bylo posoudit rozdilnost stability gluk6zy ve dvou
odbérovych systémech: ve zkumavkach se stabilizdtorem gluk6zy NaF a ve
zkumavkéch bez stabilizatoru - zde jsem pouzila dva typy zkumavek: zkumavku se
separacnim gelem, ktery po centrifugaci oddéli sérum od krevnich elementl a

zkumavku bez separa¢niho gelu.

Me¢teni jsem provedla ve tfech asovych intervalech: po 1 hodiné, 6 a 24 hodinach
po odbéru. Za 1 hodinu po odbéru je koncentrace glukozy jednotlivych vzorki ve vsech
tfech typech pouzitych zkumavek témét shodnd. Pokles stability glukdézy a tim také
sniZeni jeji hladiny je patrny u vzorkd méfenych za 6 a 24 hodin po odbéru. U vzorkd,
které byly odebrany do zZkumavek se separacnim gelem a métfeny 6 hodin po odbéru je
pokles stability glukézy 0,6 %, u vzorkd odebranych do zkumavek se stabilizdtorem
1,0 %. Nejvyssi pokles stability je vidime u vzorkd odebranych do zkumavek bez
stabilizdtoru a separa¢niho gelu: 4,5 %. Vysledky méfeni 24 hodin po odbéru ukazaly
snizeni hladiny gluk6ézy ve vzorcich odebranych do zkumavek se separacnim gelem
0,8 %, ve vzorcich odebranych do zkumavek se stabilizatorem 1,3 % a nejvyssi pokles
stability byl u vzork® odebranych do zkumavek bez stabilizdtoru a separacniho gelu:
8,8 %. Méfeni glykemie 24 hodin po odbéru se béZzné v laboratotfich neprovadi, tento
Casovy interval jsem pouzila pro nazornou ukazku nestability glukézy, pokud by odbér
vzorku byl proveden do zkumavky bez separa¢niho gelu a stabilizatoru nebo pokud u

vzorku nebyla v€as provedena centrifugace.
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8. Zavér

Krev na vySetfeni glykémie by méla byt odebrana do zkumavky se stabilizdtorem
NaF a ihned zpracovana v laboratofi. Pokud ma pacient kromé gluk6zy pozadovana i
jind vySetieni, odbér vzorku by mél byt provedeny do zkumavky se separa¢nim gelem,
ktery po centrifugaci oddéli sérum od krevnich elementl.. Centrifugace by méla byt
probéhnout do 30 minut od odbéru vzorku. OvSem vpraxi je toto velky

technicko-organiza¢ni problém.
Proto by oSettujici lékai mél brat v tivahu pokles stability glukozy a tim 1 mozné

snizeni hodnoty naméfené glykémie o 5 az 10 % v zavislosti na typu pouzitého

odbérového systému a intervalu mezi odbérem a zpracovanim vzorku.
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Piilohy

Obr. ¢. P2: Reagencie na stanoveni glukozy
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Obr. ¢. P3: Typy pouzitych zkumavek.

Typy pouzitych zkumavek:

zluty uzavér - Zkumavka s gelem,
Sedy uzavér - zZkumavka se stabilizatorem NaF,

cerveny uzavér - zkumavka bez gelu a bez stabilizatoru NaF.
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