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ROLA BADAN LABORATORYJINYCH WE WCZESNYM
ROZPOZNAWANIU CUKRZYCOWEJS CHOROBY NEREK

THE ROLE OF LABORATORY TESTS IN EARLY DIAGNOSIS OF DIABETIC NEPHROPATHY

Tomasz Zaborowski Piotr Raszczepkin

Streszczenie

Pomimo szeroko rozpowszechnionego leczenia nefroprotekcyjnego cukrzycowa choroba nerek pozostaje gtéwng
przyczyng schytkowej niewydolnosci nerek. Identyfikacja pacjentdow w jak najwczesniejszym stadium choroby istotnie
wplywa na skutecznosé podjetych interwencji terapeutycznych. Klasyczny model rozwoju cukrzycowej choroby nerek
opiera sie na zatozeniu, ze albuminuria poprzedza wystgpienie jawnego biatkomoczu, ktéry z kolei przyczynia sie
do obnizenia filtracji ktebuszkowej, a w konsekwencji do niewydolnosci nerek. W swietle nowych badan alouminu-
ria okazuje sie by¢ objawem dynamicznym, ktory czesciej ulega wycofaniu niz progresji do jawnego biatkomoczu.
Jednoczesnie uwaza sie, ze w grupie pacjentdw z rozpoznang alouminurig doszto juz do zapoczgtkowania procesu
obnizania filtragji ktebuszkowej, a zjawisko to znacznie wyprzedza wystepowanie jawnego biatkomoczu. Dlatego
tez oznaczenie albuminy wydalanej z moczem, chociaz jest obecnie podstawowym sposobem oceny funkgcji nerek u
pacjentéw z cukrzyca, nie jest badaniem pozbawionym wad. Niniejsza praca stanowi przeglad badan dotyczacych
oznaczen diagnostycznych przydatnych w rozpoznawaniu i ocenie przebiegu cukrzycowej choroby nerek.

Stowa kluczowe

Cukrzycowa choroba nerek, albuminuria, markery nefropatii cukrzycowe;.

Summary

Although nephroprotective treatment is very common in patients with diabetes mellitus, diabetic nephropathy still
remains the leading cause of renal failure. The sooner a diagnosis of nephropathy is established, the more efficient
types of treatment procedures may be implemented. The classic pattern of diabetic nephropathy development as-
sumes that albuminuria may progress to overt proteinuria and then lead to glomerular filtration rate decrease. Ho-
wever, recent studies show that many patients with albuminuria do not progress to overt proteinuria, but regress
to normoalbuminuria instead. At the same time, decrease in glomerular filtration rate begins long before overt
proteinuria becomes present. Because of that, although the albuminuria test is still a key diagnostic for diabetic
nephropathy, it is not entirely reliable. This article constitutes a review of studies that have been carried out in order
to assess the usefulness of early diabetic nephropathy markers.

Key words

Diabetic kidney disease, alouminuria, early markers of diabetic nephropathy.

Cukrzycowa choroba nerek, do niedawna okre- hamuje postep choroby, jednoczesnie jest tym skutecz-
slana mianem nefropatii cukrzycowej, nalezy do niejsze, im wczesniej zostanie wprowadzone. 7 tego
péznych powiktan cukrzycy. Choroba rozwija sie powodu badania przesiewowe w kierunku obecnosci
u 20—40% chorych na cukrzyce i jest obecnie najczest- cech nefropatii cukrzycowej powinny by¢ wykonywa-
szg przyczyng schytkowej niewydolnosci nerek, wy- ne regularnie. Polskie Towarzystwo Diabetologiczne
magajace] leczenia nerkozastepczego. Udowodnio- zaleca tego typu ocene raz do roku. W przypadku
no, ze leczenie nefroprotekcyjne w istotnym stopniu 0séb z cukrzycg typu 2 badania nalezy rozpoczgé

IN VITRO EXPLORER
przeglad medycyny laboratoryjnej zeszyt 1 (14) 2013

3




hematology line

od momentu rozpoznania, a u oséb z cukrzycy typu
1 —od 5. roku trwania choroby. Ocena prawidtowej
funkgji nerek powinna by¢ oparta na okresleniu ilosci
albuminy wydalanej z moczem, stezenia kreatyniny w
surowicy krwi oraz szacowanej wartosci przesgczania
ktebuszkowego (ang. estimated glomerular filtration
rate, eGFR). Oznaczenia te powinny zostaé poprze-
dzone badaniem ogdlnym moczu w celu wykluczenia
jawnego biatkomoczu, obecnos¢ ktdérego czyni ozna-
czenie albuminurii bezcelowym.

Badaniem przesiewowym w kierunku cukrzycowej
choroby nerek jest pdtilosciowe oznaczenie steze-
nia albuminy w jednej prébce moczu za pomocy
immunochemicznych testow paskowych (za wynik
dodatni przyjmuje sie stezenie albuminy w moczu
> 20 mg/l). Po uzyskaniu dodatniego wyniku testu
przesiewowego nalezy oceni¢ wydalanie albuminy
(ang. albumin excretion rate, AER) na podstawie ilo-
sciowego oznaczenia badz w dobowej zbidrce moczu
(za wynik dodatni przyjmuje sie wydalanie albuminy
> 20 pg/min) lub tez w porgji moczu, w ktérej obok
stezenia albuminy oznacza sie stezenie kreatyniny,
a wynik podaje sie w mg (alouminy) na gram (kreaty-
niny) — mg/g. W przypadku dodatniego wyniku bada-
nie nalezy powtérzyé 2-krotnie w ciggu 3—6 miesiecy.
Dwa dodatnie wyniki sposréd 3 stanowig podstawe
rozpoznania albuminurii.

Stezenie kreatyniny we krwi nalezy okreslaé¢ u cho-
rych na cukrzyce przynajmniej raz w roku, i to nie-
zaleznie od wydalania albuminy z moczem, i dodat-
kowo wykorzysta¢ go do wyliczenia eGFR wedtug
wzoru MDRD, co obecnie jest zaleceniem miedzy-
narodowym.

Chociaz oznaczenie stezenia albuminy wydalane
z moczem uznaje sie obecnie za ,zfoty standard”

w rozpoznawaniu cukrzycowej choroby nerek, to

badanie to nie jest pozbawione wad. Zwiekszone
wydalanie albuminy moze by¢ réwniez wynikiem wy-
sitku fizycznego w ciggu 24 godzin poprzedzajgcych
oznaczenie, zakazenia, hiperglikemii, krwinkomoczu,
niewydolnosci krazenia lub nadcisnienia tetniczego.
Ponadto o ile albuminuria powszechnie uznawana
jest obecnie za podstawowy wskaznik rozwijajgce)
sie cukrzycowej choroby nerek oraz skutecznosci jej
leczenia, o tyle niewatpliwie istnieje potrzeba iden-
tyfikacji markerow mozliwych do wykrycia na wcze-
Sniejszym etapie choroby.

Najczesciej w celu oceny albuminurii stosuje sie
metody immunochemiczne. Jednakze w tym celu
wykorzystuje sie réwniez metody chromatograficz-
ne, m.in. wysokosprawng chromatografie cieczo-
wa (ang. high-performance liquid chromatography,
HPLC). Wysunieto hipoteze, ze w moczu obecna jest
tzw. immunochemicznie nieaktywna albumina, ktéra
moze zosta¢ wykryta tylko przy uzyciu HPLC. Com-
per i wsp. (1) poréwnujac uzytecznosé¢ metody HPLC
i metod immunochemicznych stwierdzili, ze przy uzy-
ciu HPLC albuminuria moze zostac wykryta wczesnie
0 3,9 lub 2,4 roku odpowiednio dla cukrzycy typu 1
i 2. Czestosé wystepowania albuminurii w grupie au-
stralijskich cukrzykow stwierdzona za pomocg HPLC
byta 4-krotnie wyzsza niz przy uzyciu innych metod
(20% vs. 5,5%) (2). W swojej pracy Brinkman i wsp.
(3) stwierdzili, ze Srednie stezenie albuminy w moczu
998 badanych oznaczone przy uzyciu IN wynosifo
6,8 = 4,3 mg/L, podczas gdy w tej samej grupie
przy zastosowaniu metody HPLC uzyskano wynik
17,6 £ 10,3 mg/L. Dostepne sg réwniez doniesienia,
ktére kwestionujg przewage metod chromatograficz-
nych nad immunochemicznymi, i dowodzg, ze uzy-
cie przeciwciat poliklonalych reagujacych z licznymi

epitopami czasteczki albuminy umozliwia oznaczanie
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LCcatkowite] albuminy” réwniez przy uzyciu metod
immunoturbidymetrycznych.

W patogenezie cukrzycowej choroby nerek postuluje
sie role kolagenu IV, ktéry jest jednym z gtéwnych
sktadnikéw substancji miedzykomaorkowej ktebuszka
nerkowego. Watanabe i wsp. (5) wykazali, ze kolagen
IV obecny jest w moczu 0sdb z cukrzycowg chorobg
nerek, podczas gdy nie identyfikuje sie go w moczu
0s6éb z albuminurig o innegj etiologii. Obserwacja ta
wskazuje, ze kolagen IV jest dla cukrzycowej choroby
nerek bardziej swoisty niz albumina. Ograniczeniem
natomiast jest fakt, ze kolagen IV wykrywany jest tyl-
ko w moczu pacjentéw z juz obecng albuminurig (6},
a wiec nie mozna go uznawad za wczesny marker
cukrzycowej choroby nerek

Adiponektyna wydzielana przez adipocyty jest cyto-
king obecng w osoczu. Udowodniono, ze jej steze-
nie w osoczu koreluje z otytoscig brzuszng oraz in-
nymi objawami zespotu metabolicznego. Koshimura
i wsp. (7) stwierdzili podwyzszone stezenie adipo-
nektyny réwniez w moczu pacjentéw z cukrzycy
typu 2. Autorzy wykazali réwniez istnienie dodatniej
korelacjipomiedzystezeniemadiponektynyorazalbu-
miny w moczu. W toku dalszych badan stwierdzono,
ze stezenie adiponektyny w moczu i osoczu jest istot-
nie wyzsze U pacjentow z cukrzycowg chorobg nerek
w porownaniu do oséb z alouminurig o innej etio-
logii (8).

Podocyty jako podstawowy sktadnik bariery filtracyj-
nej ktebuszka nerkowego réwniez staty sie obiektem
zainteresowan badaczy. Nakamura i wsp. (9) wy-
kazali istotnie czestsze wystepowanie podocytow
w moczu oséb z cukrzycg typu 1 oraz towarzy-
szgcg albuminuria w pordéwnaniu do pacjentéw
bez biatkomoczu. Nefryna, bedgca jednym z bia-

tek specyficznych dla podocytéow, w grupie pa-

cjentéw z cukrzycg typu 1 wykrywana byfta u 50%
0s6b bez biatkomoczu, u 17% os6b z alouminurig
i U 28% 0s6b z jawnym biatkomoczem (10). W gru-
pie 0s6b zdrowych, ktéra stanowita punkt odniesie-
nia (grupa kontrolna) do tego badania, obecnosci
nefryny nie stwierdzono. Na podstawie wynikéw
powyzszych badan mozna podejrzewad, ze nefryna
u czesci 0sOb z cukrzycg typu 1 uwalniana jest przed
Smiercig podocyta, dlatego jej obecnosé w moczu
moze by¢ rozwazana jako wczesny indykator cu-
krzycowej choroby nerek.

Konhcowe produkty zaawansowanej glikacji (ang. ad-
vanced glycation endproducts, AGE) to heterogenna
grupa biatek i ttuszczy, ktére ulegty nieenzymatycznej
glikacji. Chociaz rola AGE w patogenezie cukrzycowej
choroby nerek nie zostata jak dotad jednoznacznie
wyjasniona, to poziom AGE jako marker scisle zwig-
zany z glikemig oraz zalezny od prawidtowej funk-
¢ji nerek, przez ktére koficowe produkty zaawanso-
wanej glikacji sg wydalane, budzi zainteresowanie
badaczy. Badanie poziomu AGE w moczu w grupie
pacjentow z cukrzycg typu 2 wykazato jego istotnie
wyzsze stezenie u oséb albuminurig niz u oséb bez
biatkomoczu (11). Jednak z uwagi na fakt, ze obec-
nos$¢ AGE stwierdzano réwniez w moczu 15% oséb
bez cukrzycy, uwaza sie, ze oznaczenie to cechuje
sie zbyt matg specyficznoscig dla wykrywania cukrzy-
cowej choroby nerek. Uzyteczniejsze z tego punktu
widzenia wydajg sie by¢ produkty rozktadu proteoli-
tycznego AGE — konhicowe produkty zaawansowanej
glikacji o niskiej masie molekularnej (ang. low mo-
lecular weight AGEs, LMW-AGEs). Thomas i wsp.
(12) stwierdzili, ze stezenie LMW-AGEs w surowicy
krwi byto 0 34% wyzsze u 0sdb z cukrzycg typu 2 niz
u 0s6b zdrowych oraz negatywnie korelowato z eGFR.

Doniesienia literaturowe wskazujg réwniez na moz-
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liwg wartos¢ diagnostyczng proteiny beta ig-h3
(biatka bedgcego sktadnikiem substancji zewnatrz-
komérkowej ktebuszka nerkowego), ktérej ekspre-
sja jest indukowana przez transformujgcy czynnik
wzrostu beta (TGF b). TGF b jest Scisle zwiazany
z patogenezg cukrzycowej choroby nerek. Ha i wsp.
(13) wykazali, ze iloraz stezenia beta ig-h3 w moczu
oraz stezenia kreatyniny w moczu byt istotnie wyz-
szy w grupie 0sdb z cukrzyca typu 2 w poréwnaniu
do oséb zdrowych. Jednoczesnie stwierdzono pozy-
tywng korelacje pomiedzy stezeniem wydalanej beta
ig-h3 oraz stezeniem albuminy w moczu. Co wie-
cej, stezenie beta ig-h3 byto istotnie wyzsze u oséb
z cukrzycg typu 2 bez albuminurii w poréwnaniu
do oséb zdrowych. Obserwacja ta moze sSwiadczyé
0 uzytecznosci beta ig-h3 jako wczesnego markera
cukrzycowej choroby nerek.

W grupie oséb z cukrzycg podejmowano réwniez
préby oznaczania N-acetyloglukozaminy (NAG).
Zwigzek ten nalezy do grupy modyfikowanych mo-

nosacharydow, a jego obecnosé w moczu wielu auto-

réw wigze ze stanem uszkodzenia cewki blizszej ne-
fronu. Kilkakrotnie stwierdzano wyzsze stezenie NAG
w moczu oséb z niewyréwnang cukrzycg w poréwna-
niu do oséb z dobrze kontrolowang chorobg (14-16).
Kern i wsp. (17) w swoim badaniu, ktérym objeli 87
0s6b z cukrzycg typu 1, stwierdzili, ze obecnosé NAG
w moczu badanych istotnie korelowata z pézniejszym
wystepowaniem albuminurii i jawnego biatkomoczu.
Poniewaz jednak stezenie NAG w moczu jest réwniez
zwigzane z poziomem glikemii, jego uzytecznosé
u 0s6b z niekontrolowang cukrzycg jest ograniczona.
Konkludujac, trzeba powiedzieé, ze idealny marker
cukrzycowej choroby nerek powinien by¢é mozliwy
do wykrycia na wczesniejszym etapie choroby niz
albuminuria. Najwieksze nadzieje wigze sie z ozna-
czaniem biatek, ktore sg sktadnikami mezangium lub
zwigzane sg z podocytami kfebuszka nerkowego.
Jednakze na chwile obecng zaden z proponowanych
markerdow nie ma istotnej przewagi nad oceng albu-
minurii, ktéra pozostaje gtéwnym kryterium rozpo-

znania nefropatii cukrzycowe).
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ZNACZENIE BADANIA CYTOLOGICZNEGO PEYNU
MOZGOWO-RDZENIOWEGO W DIAGNOSTYCE ROZNICOWEJ
NEUROINFEKCJI — TERAZNIEJSZOSC | PRZYSZEOSC

SIGNIFICANCE OF CYTOLOGICAL EXAMINATION OF CEREBROSPINAL FLUID IN THE DIFFERENTIAL
DIAGNOSIS OF NEUROINFECTIONS — |, PRESENT AND FUTURE”

Maria Mantur, Iwona Sidorkiewicz

Streszczenie

Mikroskopowe badanie cytologiczne ptynu mézgowo-rdzeniowego jest rutynowym badaniem laboratoryjnym
przy podejrzeniu neuroinfekeji oraz w rdéznicowaniu ropnych i limfocytarnych zapaleh opon mézgowo-rdze-
niowych. Natomiast wykorzystanie nowoczesnych analizatoréw hematologicznych z modutem do badania pty-
nu mézgowo-rdzeniowego daje szersze mozliwosci zbadania duzo wiekszej liczby komaérek w bardzo krétkim
czasie. Istniejg jednak ograniczenia co do ich zastosowania w przypadku prébek ptynu o niskiej pleocytozie, na
przyktad w poczgtkowym lub koncowym stadium choroby. W tych przypadkach nadal ztotym standardem ba-
dania ptynu jest cytodiagnostyka mikroskopowa. Pomimo to przyszios¢ cytodiagnostyki ptynu mézgowo-rdze-
niowego nalezy upatrywaé w analizatorach hematologicznych o udoskonalonej technice badawczej, wysokiej
precyzji i doktadnosci.

Stowa kluczowe

Cytodiagnostyka, pleocytoza, ptyn mézgowo-rdzeniowy.

Summary

Cytological examination of cerebrospinal fluid is a routine laboratory test in patients with suspected neuroin-
fections. The use of modern hematology analyzers with the module for testing cerebrospinal fluid offers more
opportunities to explore a greater number of cells in a very short time. However, the use of such analyzers
is limited in the case of fluid samples with low pleocytosis e.g. in the initial or final stages of the disease. In
such cases the cytodiagnostic microscopy is still the gold standard for fluid analysis. However, due to a higher
testing efficiency, precision, and accuracy, it is the laboratory analyzers, that promise a brighter future for
cytological examination.

Key words

Cytodiagnostic, pleocytosis, cerebrospinal fluid.

Powstawanie ptynu mézgowo-rdzeniowego

Plyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) jest jasna, bezbarw- niany jest do krwi w obrebie kosmkéw opony pa-
ng ciecza, wytwarzang przez splot naczyniéwkowy jeczej, wpuklajgcych sie do duzych naczyn zylnych.
w komorach bocznych mézgu. Ptyn mézgowo-rdze- Wszystkie substancje przechodzgce z krwi do ptynu
niowy wypetnia przestrzen podpajeczyndéwkowa muszg pokonac barierg krew-mozg. Dlatego tez pro-
otaczajgcg moézg i rdzeh kregowy, natomiast wchfa- ces powstawania ptynu mozna opisac jako wybiéreze
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wydzielanie sktadnikéw osocza do przestrzeni pty-
nowych mdézgu, nie zas jako jego ultraprzesgczanie,
Wskazuje na to inne niz w osoczu stezenie niektorych
sktadnikéw rozpuszczalnych, jak np. chloru, potasu
czy wapnia. Powstawanie, krgzenie i zwrotne wchia-
nianie ptynu do krwi jest dynamicznym procesem,
ktory powoduje jego ciggty wymiane (9).

Badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego jest podsta-
wowym badaniem laboratoryjnym, ktére ma zastoso-
wanie nie tylko u pacjentéw z podejrzeniem neuroin-
fekcji, ale wskazuje takze na inne procesy chorobowe

w osrodkowym uktadzie nerwowym (3, 12).

Znaczenie badania biochemicznego PMR

U oséb zdrowych skiad ptynu mézgowo-rdzeniowego
podlega $ciste] regulacji, dlatego zmiany biochemicz-
ne i cytologiczne utatwiajg diagnostyke wielu choréb
neurologicznych, a w szczegdlnosc neuroinfekeji. Ru-
tynowo podczas badania PMR mierzy sie zawartos¢
biatka, glukozy, mleczanéw oraz wykonuje sie badanie
bakteriologiczne. Ciggle podejmowane sg préby wy-
korzystania innych parametréw biochemicznych, np.
stezenia sodu, potasu, chlorkdéw, magnezu, enzymow,
pH czy pCO, (5, 7), jednak ich warto$¢ diagnostyczna
jak dotychczas jest niewielka. Natomiast zasadnicze
znaczenie diagnostyczne ma badanie cytologiczne,

ktéremu nalezy poswieci¢ wiecej uwagi.
Znaczenie badania cytologicznego PMR
Ocena cytologiczna ptynu mdézgowo-rdzeniowego

powinna by¢ wykonana najpézniej 2 godziny od mo-

mentu jego pobrania. Plyn osoby zdrowej zawiera

niewielky liczbe komérek jednojgdrzastych (dorosli
0-5 w mm?3, noworodki 0-30 w mm?, niemowle-
ta 0-10 w mm?3), natomiast nie powinien zawiera¢
erytrocytow, ktore zazwyczaj dostajg sie do ptynu
podczas wykonywania punkgji ledzwiowej. Czasem
obecnosc krwinek czerwonych moze by¢ rezultatem
Swiezego krwawienia podpajeczyndwkowego lub

srodmézgowego (9).

Pleocytoza to liczba komérek jadrzastych w 1 mm?3
ptynu mdzgowo-rdzeniowego. Niska wartos¢ ple-
ocytozy sprawia, ze liczniki elektroniczne (analizatory
hematologiczne) dajg niedoktadne wyniki pomiaru.
Spowodowane jest to tym, ze czesto , tto aparatu” jest
wyzsze od proby badanej, gdyz analizatory hemato-
logiczne sg przystosowane do badania prébek krwi.
Dlatego liczenie komorek w ptynie mézgowo-rdzenio-
wym przeprowadza sie zazwyczaj pod mikroskopem
z uzyciem komory skalowanej Fuchsa-Rosenthala. Do
obliczania ogdlnej liczby komérek ptyn nalezy doktad-
nie wymieszaé, odmierzy¢ i potaczyé z ptynem Samso-
na w celu hemolizy erytrocytdw oraz zwiekszenia wi-
zualizacji leukocytéw poprzez wybarwienie ich jgder.
Nalezy jednak pamietaé, ze pleocytoza jako badanie
ilosciowe jest tylko badaniem wstepnym, ktére dopie-
ro w zestawieniu z badaniem jakosciowym, tzw. cyto-
diagnostyka, stanowi petny obraz komérek znajduja-
cych sie w ptynie mézgowo-rdzeniowym (3).

Cytodiagnostyka jest metodg diagnostyczna
w medycynie, polegajacg na badaniu pod mikro-
skopem komérek pobranych przyzyciowo. Ocena
mikroskopowa polega na analizie ilosciowej i jakoscio-

wej opartej na réznicowaniu komorek na podstawie
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cech morfologicznych (wielkos¢, ksztatt, barwliwosé
oraz przestrzenny uktad, rozproszenie lub zgrupowa-
nie w formie gniazd komdérkowych). Zaletg cytodia-
gnostyki mikroskopowej jest trwatos¢ sporzadzonego
preparatu, mozliwos¢ wieloletniego przechowywania
i wielokrotnej oceny. Do wad nalezy zaliczy¢ pewng
ilos¢ artefaktéw zwigzanych z utrwalaniem i barwie-
niem oraz dtugi czas wykonania (10). Wiarygodnos¢
badania cytologicznego PMR zapewnia: 1) dobra ja-
kos¢ wykonanego osadu komoérek, 2) sposéb utrwa-
lenia i zabarwienia preparatu, 3) reprezentatywnosé
komorek w prébce badanego ptynu.

Odczyn granulocytarny jest najbardziej charaktery-
styczny dla bakteryjnego zapalenia opon mdézgowo-
-rdzeniowych. Wraz z rozwojem tej choroby stopnio-
wo zwieksza sie liczba monocytow zauwazalnych w
preparacie barwionym. W dalszym etapie pojawiajg sie
rowniez limfocyty i komérki plazmatyczne. Natomiast
podwyzszony odsetek eozynofili w pltynie mdzgowo-
-rdzeniowym wskazuje na neuroinfekcje pasozytnicza
lub grzybicza. W neuroboreliozie zazwyczaj przewazaja
komorki jednojadrzaste z obecnoscig aktywowanych
limfocytéw B. W przypadku krwotoku podpajeczyndow-
kowego obecnos¢ licznych makrofagéw i erytrofagow
Swiadczy o niedawno przebytym krwawieniu, natomiast
stwierdzenie komorek zernych z ziarnami hemosydery-
ny, hematoidyny, biliwerdyny lub krysztatow bilirubiny
przemawia za wczesnie] przebytym krwawieniem pod-
pajeczyndwkowym (9). Stwierdzenie obecnosci komé-
rek nowotworowych wskazuje jednoznacznie na zajecie
opon mébzgowo-rdzeniowych procesem nowotworo-
wym, jednak jego wykrywalnos¢ jest stosunkowo niska,
gdyz czesto komarki nowotworowe sg mylone z innymi

komorkami o cechach atypii.

Perspektywy rozwoju i udoskonalania

metod do cytodiagnostyki PMR

Liczba krwinek biatych i ich réznicowanie na jedno- i
wielojgdrzaste w plynie mézgowo-rdzeniowym jest
kluczowym badaniem w diagnostyce réznicowej neu-
roinfekgji. Najczesciej stosowang metodg do badania
cytologicznego PMR jest mikroskopowa metoda ko-
morowa, potgczona z wykonaniem preparatu cytolo-
gicznego uzyskanego z osadu komoérek w cytowirdw-
ce. Metoda jest w petni manualna, dlatego mozna
ja wykonywaé niemal w kazdym laboratorium, co
stanowi jej zalete. Z drugiej jednak strony to metoda
czasochtonna i wymaga doswiadczenia od osoby wy-
konujacej badanie ptynu. Pomimo ze cytodiagnostyka
mikroskopowa PMR jest nadal metodg referencyjng,
to poszukuje sie metod zautomatyzowanych, ktére
moga zapewni¢ szybkie uzyskanie wyniku, co jest
kluczowe w przypadku neuroinfekgji. Ponadto wyniki
z analizatoréw sg bardziej powtarzalne i pozbawione
wplywu subiektywnej oceny osoby badajacej ptyn.

Coraz wiecej uwagi poswieca sie analizatorom he-
matologicznym zaopatrzonym w moduty do ba-
dania ptynu mdézgowo-rdzeniowego, opartym na
metodzie impedancyjnej lub cytometrii przeptywo-
wej (1, 2, 4, 8, 10, 11, 13). Metoda impedancyjna
wykorzystuje fakt, ze komorka przechodzgc przez
uktad pomiarowy zmienia opornos¢ wiasciwg roz-
tworu (elektrolitu), w ktérym jest zawieszona. Prze-
wodnictwo roztworu zmienia sie proporcjonalnie
do liczby komaérek. Apertura pomiarowa liczy poje-
dynczo przeptywajgce komérki, a zmiana impedan-
¢ji jest proporcjonalna do objetosci analizowanej

komorki. W zaleznosci od zmierzonej objetosci ko-

IN VITRO EXPLORER

przeglad medycyny laboratoryjnej zeszyt 1 (14) 2013

10



hematology line

mérki klasyfikowane sg przez poszczegdlne kanaty
pomiarowe analizatora, a ich graficzng wizualizacjg
jest histogram. W analizatorach hematologicznych
stosuje sie duze rozcienczenia, aby zapobiec wza-
jemnej interferencji réoznych populacji komérek. To
zas$ jest zasadniczg wadg przy liczeniu i ocenie ko-
mérek w ptynach mézgowo-rdzeniowych z uwagi
na znacznie nizszg liczbe komdérek niz we krwi ob-
wodowej (8).

W cytometrii przeptywowe] wykorzystuje sie przeciw-
ciata monoklonalne znakowane fluorochromem, ktére
tgczg sie ze swoistymi receptorami znajdujgcymi sie na
powierzchni btony komdérkowej (12). Kazda komérka
po przejsciu przez uktad pomiarowy jest poddawana
ocenie pod wzgledem zatamania, rozproszenia i od-
bicia wigzki $wiatfa laserowego z jednoczesnym po-
miarem fluorescengji. W tej metodzie rejestrowana jest
wielkos$¢ | ziarnistosé komorek, cechy morfologiczne,

a takze antygenowe i biochemiczne. Trudnos$¢ w tej

metodzie moze jednak sprawié skompletowanie takie-
go zestawu przeciwciat, ktory pozwoli uzyska¢ mozli-

wie precyzyjny opis fenotypu badanych komérek (6).

Podsumowanie

W zwigzku z ciggtym poszukiwaniem nowych
technik badawczych do cytodiagnostyki ptynu
mézgowo-rdzeniowego nalezy zadad pytanie, czy
istnieje ,zfoty standard” tego badania? Odpowiedz
jest prosta — tak, metoda mikroskopowa. Nato-
miast z pewnoscig przysztosé cytodiagnostyki ptynu
mdbzgowo-rdzeniowego nalezy wigzaé z analizato-
rami laboratoryjnymi o udoskonalonej technice ba-
dawczej, wysokiej precyzji i doktadnosci. Jednak na
dzien dzisiejszy nie ma jeszcze konkretnego stano-
wiska ani jednoznacznych rekomendacji, dotycza-

cych obowigzkowego stosowania analizatoréw ko-

mérkowych do rutynowej diagnostyki neuroinfekgji.
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OZNACZANIE HEMOGLOBINY GLIKOWANEJ (HbATe) —
—JAK, KIEDY PO CO?

GLYCATED HEMOGLOBIN (HbATc) TESTING — HOW, WHEN AND WHAT FOR?

Bogdan Solnica

Streszczenie

Oznaczanie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) odgrywa kluczowa role w monitorowaniu leczenia cukrzycy, a ostat-
nio zaproponowano jego stosowanie w rozpoznawaniu tej choroby. Epidemia cukrzycy, z jakg mamy obecnie do
czynienia, powoduje, ze oznaczenia HbATc i zwigzane z nimi problemy sg udziatem wiekszosci laboratoridéw dia-
gnostycznych. W artykule przedstawiono aktualne informacje na temat metodyki i standaryzacji oznaczen HbA1¢
oraz ich zastosowania w diagnostyce cukrzycy.

Stowa kluczowe

Cukrzyca, przewlekte powiktania, wyréwnanie metaboliczne cukrzycy.

Summary

Measurement of glycated hemoglobin (HbA1¢) plays a key role in diabetes treatment monitoring , and recently
its use in the diagnosis of this disease has been proposed. The epidemic of diabetes, with which we are currently
experiencing, makes HbA1c assays and related problems shared by most diagnostic laboratories. The article pre-
sents current information on the methodology and standardization of HbA1c measurements and their application
in the diagnostics of diabetes.

Key words

Diabetes, chronic complications, glycemic control.

anaczanie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) Glikacja hemoglobiny

jest obecnie jednym z podstawowych narzedzi dia-

gnostycznych w diabetologii. Zgodnie ze standarda- Glikacja jest wszechobecnym w organizmie post-
mi opieki diabetologicznej badanie to powinno byc translacyjnym procesem nieenzymatycznego przy-
wykonywane systematycznie u wszystkich chorych taczania czgsteczek glukozy lub innych monisacha-
na cukrzyce. Wobec liczacej ponad 2,5 min rzeszy rydow do wolnych grup aminowych biatek. Glikacji
0s6éb z cukrzycg w naszym kraju — co przektada sie ulegajg wszystkie biatka — strukturalne (np. kolagen),
na potrzebe wykonania kilku milionéw badan rocznie albumina, enzymy, czynniki krzepniecia, podlega jej
— oznaczanie HbA1c¢ stwarza dla diagnostyki labora- takze hemoglobina. Najczesciej przytgczanym do
toryjnej wiele wyzwan zwigzanych z dostepnoscig biatek monosacharydem jest glukoza. Glikacja jest
badania, metodyka jego wykonywania, standaryzacjg procesem dwuetapowym. W pierwszej reakcji na-
i kontrolg jakosci oraz zasadami interpretacji wyni- stepuje kondensacja czasteczki glukozy (lub innego
kéw. Ostatnie kilkanascie lat to okres doskonalenia monsacharydu) z grupg aminowa biatka z wytwo-
metod oznaczania HbA1c oraz tworzenia programu rzeniem potgczenia o strukturze aldiminy (zasady
globalnej standaryzacji tego badania. Schiffa). Jest to reakcja odwracalna o szybkim prze-
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lHZOH lHZOH ClHZOH
Glukoza Aldimina Ketoamina

Ryc. 1. Powstawanie HbATc — reakcja glukozy z grupg aminowa N-kohcowej waliny taricucha b-hemoglobiny.

biegu. W drugim etapie nastepuje przegrupowanie
czasteczki (Amadoriego) przeksztaicajgce aldimine
w ketoamine — trwatg forme biatka glikowanego,
jak przedstawia to rycina 1 (1),
Prawidtowo 97% catkowite] hemoglobiny erytro-
cytow (Hb) stanowi HbA o czagsteczce zbudowane)
z dwdch tancuchéw a i dwdch fahcuchdéw b, 2,5-3%
—HbA2 (po dwa tancuchy aid), a 0,5% — hemoglo-
bina ptodowa (HbF, po dwa tancuchy a i g). Zasto-
sowanie diagnostyczne majg produkty glikacji HbA.
Poniewaz w tetramerycznej czgsteczce HbA znajduje
sie kilka wolnych grup aminowych moggcych tgczyé
sie z roznymi monosacharydami, pojecie ,,hemoglo-
bina glikowana” (GHb) oznacza heterogenng grupe
substancji. Mozna wyrdzni¢ nastepujgce produkty
glikacji HbA:

e HbAO — nieglikowana HbA,

e HbAlal — produkt przytgczenia fruktozo-1,6-di-

fosforanu do N-koncowej waliny tancucha(éw) b,

e HbA1la2 — produkt przytaczenia glukozo-6-fosfo-
ranu do N-koncowej waliny tafcucha/éw b,

e HbA1b — produkt przytgczenia pirogronianu do
N-koAcowej waliny tahncucha/éw b,

e HbAlc — produkt przytagczenia D-glukozy do
N-koAcowej waliny tahncucha/éw b,

e Pozostate frakcje GHb (non-HbAT gycated hemo-
globins).

HbA1c (bN-1-deoxyfruktozylo-hemoglobina)

po-
wstaje na drodze nieenzymatycznego przyltgcze-
nia czasteczki glukozy do wolnej grupy aminowej
N-koncowej waliny jednego lub obydwadch tancu-
chow czasteczki bHbA. Do tej frakcji GHb zaliczane
sg czasteczki glikowane takze w innych miejscach
tancucha a lub b. HbA1c jest najwiekszg frakcja,
stanowigcg 70-80% catkowitej GHb. Frakcja ta jest

uwazana za reprezentatywng dla catkowitej GHb
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i jej oznaczanie jest powszechnie stosowane w dia-
gnostyce cukrzycy, stad pojecia ,hemoglobina gli-
kowana” i ,HbA1c” sg w codziennej praktyce czesto
utozsamiane (2).

Glikacja hemoglobiny jest procesem zachodzgcym
bez udziatu enzymdéw. Jego kinetyka moze podlegac
wplywom réznych czynnikéw, ale o ilosci powstaja-
cego produktu HbATc decyduje przede wszystkim
stezenie substratow, czyli glukozy i hemoglobiny.
Poniewaz glukoza przy udziale transportera GLUT1
bardzo szybko przedostaje sie z osocza do wnetrza
erytrocytéw, jej stezenie w wodzie ptynu wewnatrz-
krwinkowego i w wodzie osocza sg bardzo zblizone,
aczkolwiek ten proces cechuje sie zmiennoscig mie-
dzyosobniczg. U 0sdb wolnych od schorzen uktadu
krwiotworczego stezenie hemoglobiny utrzymuje
sie zwykle na statym poziomie, stad o ilosci powsta-
jacej HbA1c decyduje stezenie glukozy we krwi.
Ta zaleznos¢ jest podstawg diagnostycznego wyko-
rzystania HbA1c jako retrospektywnego wskaznika
glikemii. Przyjmuje sie, ze przy prawidtowym okresie
przezycia erytrocytow (ok. 120 dni) poziom HbA1c
odzwierciedla Srednie stezenie glukozy we Kkrwi
w okresie 3—4 miesiecy przed wykonaniem ozna-
czenia (1, 2). Nalezy podkresli¢, ze poziom HbA1c
koreluje znamiennie jedynie ze Srednig glikemig
dobowa, nie wykazuje natomiast istotnego zwigz-
ku ani z glikemig na czczo, ani po positkach, nie
odzwierciedla tez popositkowych przejsciowych
zwyzek glikemii. Trzeba tez pamietaé, ze na pro-
ces glikacji hemoglobiny naktada sie fizjologiczny
obrot erytrocytow — eliminacja starszych krwinek
w ukfadzie siateczkowo-$rédbtonkowym i zastepo-
wanieich mtodymi krwinkamiw procesie hemopoezy.
7 tego powodu Srednia glikemia odzwierciedlana

przez poziom HbA1c ma charakter Sredniej wazo-

nej — okoto 50% HbA1c obecnej we krwi powstaje
W ciggu miesigca poprzedzajgcego badanie, a pozo-
state 50% — od 2. do 4. miesigca przed wykonaniem
oznaczenia. Znajomos¢ tych zaleznosci jest wazna
przy interpretacji wynikéw i planowaniu czestosci

oznaczen HbA1c.

Zagadnienia przedanalityczne

Osoba, u ktérej ma by¢ wykonane oznaczenie HbA1c,
nie wymaga zadnego przygotowania przed pobraniem
materiatu, nie musi by¢ na czczo, materiat moze byc
pobrany o dowolnej porze dnia. Pierwotnym materia-
tem do oznaczania HbATc jest petna krew zylna po-
brana na EDTA (o ile producent odczynnikdéw nie za-
leca innego antykoagulantu) albo krew wtosniczkowa
pobierana na heparyne lub odczynnik lizujacy. Ozna-
czenia HbATc wykonuje sie ostatecznie w hemolizacie.
Hemoglobina glikowana cechuje sie duzg stabilnoscig
in vitro — probki krwi mogg by¢ przechowywane do ty-
godnia w temp. +4° C. Dtuzsze przechowywanie wy-
maga zamrozenia probek w temp. —=70° C lub nizszej.
Nie nalezy zabezpieczac probek w temp. wyzszej niz
-70° C (np. w temp. —=20° C) — moze to mie¢ wptyw
na wyniki oznaczen HbA1c (2).

Znanych jest wiele czynnikéw przedanalitycznych
wplywajgcych na poziom HbATlc, niezaleznie od
metody oznaczania, modyfikujacych zalezno$¢ mie-
dzy HbAl1c a glikemig. Poziom HbA1c cechuje sie
matg zmiennoscig wewnatrzosobniczg (wspdtczyn-
nik zmiennosci rzedu 2-3%), natomiast znaczniejszg
zmiennoscig miedzyosobniczg. Ta ostatnia przypi-
sywana jest zmiennosci przezbtonowego transpor-
tu glukozy i gradientu stezen pomiedzy osoczem
i ptynem wewnatrzkomaorkowym erytrocytéw. Mia-

rag tej zmiennosci jest luka glikacyjna (glycation
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gap GG) odzwierciedlajaca rozbieznos$é¢ pomiedzy
poziomem HbA1c a stezeniem glikowanych biatek
osocza oznaczanych jako fruktozamina. Zwiekszo-
ny przezbtonowy gradient stezen glukozy ze wzro-
stem GG, bedacy statg cecha osobniczg, ttumaczy
miedzyosobniczg zmiennos¢ intensywnosci procesu
glikacji, ktéra moze wptywad na diagnostyczne wy-
korzystanie oznaczen HbA1c (3, 4).

Poziom HbA1lc wzrasta z wiekiem — o ok. 0,1% na
dekade po przekroczeniu 30. r.z. (5). Obserwuje sie
zmiennos$¢ HbAlc zalezng od rasy i czynnikow et-
nicznych. W badaniach stwierdzano wiekszy poziom
HbA1c u Afroamerykandéw i Hispanoamerykanow
w poréwnaniu z rasg kaukaskg przy tych samych $red-
nich stezeniach glukozy (6, 7). Niektérym z tych ba-
dan zarzuca sie jednak niedociggniecia metodologicz-
ne, a kliniczne znaczenie wykazywanych w nich réznic
w pozimach HbA1c pozostaje do wyjasnienia (2).
Witamina C i witamina E hamujg proces glikacji, zazy-
wane w duzych dawkach moga powodowad zanizenie
wynikéw oznaczen HbATc w relacji do Sredniej glikemii.
Istotny z praktycznego punktu widzenia wptyw
na oznaczany poziom HbA1c majg zmiany okresu
przezycia erytrocytéw. Jego skrocenie, np. w niedo-
krwistosciach hemolitycznych lub po ostrej utracie
krwi, jest réwnoznaczne z krétszym czasem ekspo-
zyji czasteczek hemoglobiny na glukoze. W efekcie
oznaczony poziom HbA1c jest mniejszy niz wska-
zywataby na to sSrednia glikemia. Z drugiej strony,
przedfuzenie okresu przezycia erytrocytédw i czasu
glikacji hemoglobiny, jak np. w niedokrwistosciach
niedoborowych, powoduje zawyzenie poziomu
HbA1c w relacji do $redniej glikemii. Ta relacja jest
réwniez zaburzona u biorcéw transfuzji krwinek
czerwonych. Zmiany okresu przezycia erytrocytéw

powodujg uzyskiwanie wynikéw oznaczen HbA1c,

ktérych nie mozna poprawnie zinterpretowad,
co wyklucza stosowanie tego badania w diagnosty-
ce i monitorowaniu leczenia cukrzycy.

Niektére czynniki interferujace sg zalezne od metody
oznaczania HbA1c. Nalezg do nich warianty hemo-
globiny (HbS, HbC, HbE iin.), wptywajace na wyniki
oznaczen niezaleznie od ewentualnych zmian czasu
przezycia erytrocytéw, oraz hemoglobiny modyfi-
kowane chemicznie (karbamylohemoglobina, he-
moglobina acetylowana). W zwigzku z tym zaleca
sie, aby przy doborze metody oznaczania uwzgled-
nia¢ czynniki interferujace wystepujace u badanych

w danym laboratorium pacjentéw (2).

Metody oznaczania HbA1c

Metody oznaczania HbATc wykorzystujg zmiane
tadunku czasteczki lub jej struktury wywotywane
procesem glikacji. W praktyce medycznych labo-
ratoriow diagnostycznych stosuje sie dwie grupy
metod analitycznych — chromatograficzne i im-
munochemiczne. Metody elektroforetyczne majg
znaczenie historyczne, trwajg prace nad metoda-
mi enzymatycznymi. Chromatografia jonowymien-
na, zwykle wysokoci$nieniowa (ion exchange high
pressure liquid chromatography, |IE-HPLC), rozdziela
i ilosciowo oznacza frakcje hemoglobiny w hemoliza-
cie krwi na podstawie réznic w tadunku czgsteczek.
W metodzie tej uzywanej do oznaczania HbA1c¢ sto-
suje sie kationowe zywice jonowymienne, z ujemnie
natadowanymi czgstkami. Zwigzanie z glukozg wol-
nej N-kohcowe] grupy aminowej jednego lub obu
tancuchéw b powoduje, ze przy odpowiedniej sile
jonowej i pH buforu stanowigcego faze ruchoma
czasteczki HbA1c majg stabszy tadunek dodatni niz
czasteczki HbAO, a czgsteczki HbA1al i HbATa2 gli-
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Ryc. 2. Rozdziat frakcji HbA i oznaczanie HbATc metoda jonowymienne] wysokociénieniowej chromatografii cieczowej (IE-HPLC).

kowane fosforanami monosacharydéw oraz HbA1b
z przytaczonym pirogronianem zyskujg tadunek
ujemny. W efekcie najszybciej eluowane sg z ko-
lumny frakcje HbA1a1, HbA1a2 i HbA1b, nastep-
nie HbA1c i na koncu — HbAO, najsilniej zwigzana
z zywicg (rycina 2). Chromatografia jonowymien-
na jest metodg dedykowang oznaczaniu HbAlc,
znajduje szerokie zastosowanie w laboratoriach,
a w niektorych programach standaryzacji oznaczen
jest metodg referencyjng. Niemniej ta metoda ma
pewne ograniczenia analityczne. Oznaczenia moga
by¢ zaktdcane przez czynniki zmieniajgce tadunek
czasteczki hemoglobiny niezaleznie od procesu gli-
kacji. Przyktadem takiego procesu moze by¢ karba-
mylacja hemoglobiny u chorych z mocznicg lub jej
acetylacja u oséb zazywajacych duze dawki kwasu

acetylosalicylowego lub przewlekle naduzywaja-

cych alkoholu. Czynnikiem zaktécajagcym moze by¢
zwiekszona frakcja HbF lub warianty hemoglobiny
(HbS, HbC, HbE iin.), ktére mogg by¢ koeluowane
z réznymi frakcjami HbA, wptywajac w rézny spo-
séb na ostateczny wynik rozdziafu i pomiaru. Infor-
macje na temat interferencji wariantéw Hb z me-
todami oznaczania HbA1c sg dostepne na stronie
internetowe] www.ngsp.org/interf.asp.

Chromatografia powinowactwa (boronate affinity
chromatography) jest oparta na reakcji chemicznej
i odwracalnym kowalencyjnym wigzaniu czasteczek
wszystkich frakcji GHb z resztami kwasu m-amino-
fenyloboranowego zwigzanymi z fazg statg w ko-
lumnie chromatograficznej. W reakcji z cis-diolo-
wymi grupami glukozy i innych monosacharydéw
zwigzanych z hemoglobing dochodzi do powstania

pierscieniowego pofgczenia z centralnie umiesz-
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Ryc. 3. Chromatografia powinowactwa — reakcja kwasu m-aminofenyloboranowego zwigzanego w kolumnie z cis-diolowymi grupami
reszty weglowodanowej czasteczki GHb z powstaniem kowalencyjnego potaczenia.

czonym atomem boru. Po elucji HbAO to kowa-
lencyjne potgczenie ulega dysocjacji pod wptywem
dodanego sorbitolu, co umozliwia elucje frakgji
hemoglobiny glikowanej (rycina 3). Chromatogra-
fia powinowactwa oznacza catkowitg GHb, a poziom
HbA1c jest okreslany posrednio, przez automatycznie
wyliczany tzw. ekwiwalent HbA1c. Metoda ta jest sto-
sowana w laboratoriach, zwykle jako chromatografia
wysokocisnieniowa. Poniewaz reakcja wigzania GHb
w kolumnie obejmuje jej reszty weglowodanowe,
chromatografia powinowactwa, w przeciwienstwie do
jonowymiennej, nie jest podatna na zaktécenia powo-
dowane zmianami fadunku czagsteczek Hb na skutek
ich chemicznej modyfikacji ani przez warianty Hb.

Szeroko stosowane metody immunochemiczne,
gtéwnie immunoturbidymetryczne, ale réwniez im-
munochemiluminescencyjne, immunoenzymatyczne

i in., sy oparte na monoklonalnych przeciwciatach

rozpoznajacych epitopy obejmujgce ketoaminowsq

forme potgczonego z glukozg aminowego kon-
ca fancucha b. Niezbednym elementem badania
z wykorzystaniem tych metod jest oznaczenie na tej
samej platformie analitycznej stezenia hemoglobi-
ny catkowitej (Hb) dla wyrazenia poziomu HbA1c
jako frakcji Hb. Metody immunoturbidymetryczne
polegajg na wigzaniu czgsteczek HbAlc z prze-
ciwciatami opfaszczajacymi czastki lateksu lub inny
nosnik — tworzone przez aglutynacje takich czastek
konglomeraty powodujg zmniejszenie przejrzysto-
sci roztworu mierzonej spektrofotometrycznie. Sto-
pien zmetnienia roztworu jest proporcjonalny do
stezenia HbA1c w prébce. Innym wariantem wyko-
rzystania tej] metody sg testy hamowania aglutyna-
¢ji, w ktorych czasteczki HbA1c w probce konkurujg
0 miejsca wigzgce przeciwciat z aglutynatorem — syn-
tetycznym kompleksem epitopdéw rozpoznawanych
przez przeciwciata. W tych testach spektrofotome-

trycznie mierzone zmetnienie roztworu jest odwrot-
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nie proporcjonalne do stezenia HbA1c w prébce.
Metody immunochemiczne nie sg podatne na za-
ktécenia przez chemiczne modyfikacje Hb i mnigj
podatne na interferencje wariantéw Hb.

Od kilkunastu lat sg dostepne metody i analizatory
stuzgce do oznaczania HbA1c w miejscu opieki nad
pacjentem — w trybie POCT (point-of-care testing).
Sg one przeznaczone do wykonywania oznaczeh
w pojedynczych prébkach krwi wtosniczkowej lub
zylnej. Metody oznaczania HbATc w trybie POCT sg
co do zasady tozsame z uzywanymi w laboratoriach
i obejmujg réznorodne techniki immunochemiczne
oraz wykorzystujgce reakcje z pochodng kwasu bo-

rowego jak w chromatografii powinowactwa.

Standaryzacja oznaczen HbA1c

Obecnie do oznaczania HbATc stosuje sie okofo
100 metod analitycznych — giéwnie chromatogra-
ficznych i immunochemicznych. Z drugiej strony,
oznaczenia HbA1c sg wykonywane na coraz wiekszg
skale, gtéwnie z powodu gwattownie rosngcej za-
chorowalnosci na cukrzyce, co narzuca koniecznosé
spéjnosci metod i powrdwnywalnosci (harmonizacji)
wynikow oznaczen. Standaryzacja oznaczen GHb
ma wieloletnig historie i nie byla procesem tatwym
ze wzgledu na réznorodnosé metod oznaczania
grupy substancji, jaka stanowi hemoglobina gliko-
wana. Standaryzacje niewatpliwie utatwito wskaza-
nie HbA1c¢ jako frakcji GHb stosowanej w diagno-
styce. Stworzyto to warunki do opracowania metod
referencyjnych i materiatu referencyjnego. W latach
90. XX w. w Niemczech, Szwecji i Japonii wdrozono
narodowe programy standaryzacji oznaczen HbA1c
oparte na metodach chromatografii jonowymiennej

jako referencyjnych. Duze znaczenie miedzynarodo-

we zyskat uruchomiony w 1996 r. amerykanski Na-
tional Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP). Organizatorzy tego programu, eksperci
American Association for Clinical Chemistry (AACC)
wykorzystali doswiadczenia i metodyke oznaczania
HbA1c dla potrzeb przetomowego badania cho-
rych na cukrzyce typu 1 — DCCT (Diabetes Control
and Complications Trial). W badaniu tym wykaza-
no zwigzek pomiedzy poziomem HbATc a ryzykiem
rozwoju mikronaczyniowych przewlektych powi-
ktan cukrzycy (8). W NGSP jako metode odniesie-
nia, porownawczg, okreslang tez jako referencyjna,
zastosowano jonowymienng wysokocisnieniowq
chromatografie cieczowg (HPLC) z zywica Biorex 70.
W ramach NGSP prowadzi sie odrebng certyfikacje
metod analitycznych i laboratoriéw. Do tego celu
uzywa sie sieci laboratoriow referencyjnych. Nada-
nie certyfikatu NGSP jest uwarunkowane kryteriami
doktadnosci oznaczeh HbA1c wykonywanych dang
metoda, przy wykorzystaniu okreslonych odczynni-
kow i analizatora, wyznaczonej przez poréwnanie
z referencyjng metodg programu — [E-HPLC (9).
Ocena jest oparta na wynikach oznaczen HbA1c
wykonanych metoda oceniang i referencyjng w 40
prébkach krwi. Oceniana metoda jest obecnie uzna-
wana za metrologicznie spéjng z referencyjng, gdy
95% przedziat ufnosci (Cl) dla réznic w parach wyni-
kow miesci sie w zakresie = 0,75% HbA1c. Zgodnie
z planowanym kryterium certyfikacji NGSP, kto6-
re obowigzuje od wrzesnia 2012, wyniki uzyskane
w 37 z 40 probek bedg mogty by¢ obcigzone btedem
do = 7% wartosci referencyjnej. Bedzie to zgodne
z doktadnoscig wymagang w sprawdzianach orga-
nizowanych w USA przez College of American Pa-
thologists (CAP). Certyfikat dla metody (analizator,

odczynniki, kalibratory) jest przyznawany na okres
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jednego roku, aktualna lista certyfikowanych me-
tod jest publikowana na stronie internetowej NSGP
http://www.ngsp.org/certified.asp. Warto podkre-
sli¢, ze certyfikat NGSP oznacza, ze dana metoda
jest metrologicznie spdjna z przyjety za referencyjng
jonowymienng HPLC i wyniki uzyskiwane tymi me-
todami sg poréwnywalne. Innymi sfowy, kazda me-
toda analityczna certyfikowana w NGSP moze by¢
w codziennej praktyce uwazana za réwnorzedng re-
ferencyjnej metodzie tego programu.

Niezaleznie od kryteriéw NGSP i CAP rekomendowane
standardy jakosci analitycznej oznaczen HbA1¢ sg publi-
kowane w zaleceniach praktyki medycyny laboratoryjnej
(Laboratory Medicine Practice Guidelines, LMPG). Zgod-
nie z aktualnymi rekomendacjami wspdtczynnik zmien-
nosci (CV) wewnatrzlaboratoryjnej nie powinien prze-
kraczac 2,0%, a miedzylaboratoryjnej — 3,5%. Ponadto
zaleca sie codzienng kontrole precyzyjnosci oznaczen,
rowniez z wykorzystaniem wifasnego materiatu kon-
trolnego, otrzymywanego przez zamrozenie w temp.
-70° C dwdch rozporcjowanych prébek krwi o prawi-
dfowym i podwyzszonym poziomie HbATc (2).
Powotana w latach 90. XX w. grupa robocza do
spraw standaryzacji oznaczen HbATc — Internatio-
nal Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) zaproponowata nastepujace po-
dejscie metodyczne. Uwzgledniajgc miejsce glikagji
w HbA1Tc uznano, ze zamiast rozdzielaé i iloSciowo
oznacza¢ kompletne czagsteczki, lepiej bedzie roz-
dziela¢ glikowane i nieglikowane fragmenty czaste-
czek. Opracowana przez grupe metoda referencyjna
jest dwuetapowa. W pierwszym etapie swoista en-
doproteinaza odszczepia glikowane i nieglikowane
N-kofAcowe heksapeptydy fahncuchéw b czasteczek
Hb. W drugim — odszczepione heksapeptydy sg roz-

dzielane i iloSciowo oznaczane przy uzyciu HPLC

i elektroforezy kapilarnej lub HPLC i spektrometrii mas
(10, 11). Oparcie oznaczenia HbAlc o odszczepione
matfe fragmenty czasteczek Hb uniezaleznia metode
od zakiécajgcego wptywu chemicznych modyfikagji
i wiekszosci wariantéw Hb, co warunkujej jej duza
swoistos¢ analityczng. Grupa robocza IFCC opracowata
tez pierwotny materiat referencyjny bedgcy mieszani-
ng chromatograficznie oczyszczonych HbAQ i HbA1c.
Z powodu rdoznic w swoistosci analitycznej wyniki
oznaczeh HbAlc uzyskane metodami standaryzowa-
nymi i certyfikowanymi w NGSP sg o 1,5-2 punkty
procentowe wyzsze od wynikéw w standaryzacji IFCC.
Wyniki uzyskane metodami standaryzowanymi zgod-
nie z obydwoma systemami mozna przeliczaé korzy-
stajac z rownania (master equation) publikowanego

na stronie internetowej NGSP (www.ngsp.org):

HbA1cNGSP = [0.09148 x HbA1cIFCC] + 2.152

Stosowanie dwdch systemow standaryzacji jest po-
rzagdkowane przez systematycznie publikowane sta-
nowiska komitetu uzgodnieniowego ds. globalnej
standaryzacji oznaczen HbA1lc. Zgodnie ze stano-
wiskiem z 2010 r. oznaczenia HbATc powinny by¢
standaryzowane na catym Swiecie z wykorzystaniem
systemu IFCC. Oznacza to, ze obecne i wprowadzane
na rynek metody oznaczania HbA1c¢ powinny by¢ me-
trologicznie spdjne z referencyjng metodg IFCC. Zale-
ca sie wyrazanie wynikéw w jednostkach SI — mmol
HbA1c na mol Hb (mmol/mol) i jednostkach tradycyj-
nych (%). Ta sama zasada obowigzuje w przypadku
publikacji naukowych. Zaleca sie takze rozpowszech-
nianie tabel pomocnych w przeliczaniu wynikéw
z jednych jednostek na drugie, jak tabela w zafgczeniu
(12). W niektérych krajach wyrazanie poziomu HbA1¢c

w mmol/mol wdrozono decyzjg administracyjna.
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Tabela. Przeliczanie poziomu HbA1c w jednostkach tradycyjnych
(%) i jednostkach uktadu SI {(mmol/mol).

4,0 20
4,5 26
5,0 31
5,5 37
6,0 42
6.5 48
7,0 53
7.5 58
8.0 64
8,5 69
9,0 75
9,5 80
10,0 86
10,5 91
11,0 97
11,5 102
12,0 108

Istotnym problemem we wdrazaniu nowego pro-
gramu standaryzacji oznaczen HbATc niosgcego
zmiany jednostek i wynikéw jest przekazanie sto-
sownych informacji szerokiej rzeszy uzytkownikéw
wynikow, obejmujgcej zardwno lekarzy, jak i osoby
z cukrzycg. Szczegdlng trudnosé moze sprawiad
edukacja pacjentéow od lat przyzwyczajonych do
jednostek i wynikéw wg standaryzacji NGSP. Za
prébe rozwigzania tych probleméw mozna uznad
przeliczanie poziomu HbA1c na szacowang $rednig
glikemie (estimated average glucose, eAG), jako ze
chorzy na cukrzyce, szczegdlnie ci prowadzacy sa-
mokontrole glikemii, s obeznani ze stezeniami glu-

kozy i jednostkami, w jakich sg wyrazane. Podstawg

dla takiego postepowania sg wyniki badania ADAG
(Alc-derived average glucose), w ktérym potwier-
dzono znamienng korelacje pomiedzy poziomem
HbA1c i Srednig glikemig u oséb z cukrzycg typu 1
i typu 2 oraz wolnych od cukrzycy i zaproponowano

wzory do wyliczania eAG (13):

eAGmg/dl = 28,7 x HbAl1c — 46,7

eAGmmol/l = 1,59 x HbA1c — 2,59

Nalezy jednak podkresli¢, ze w przypadku indywidual-
nego pacjenta eAG jest podatna na te same czynniki za-
ktdcajgce, co oznaczenie HbA1c. Jest to jeden z powo-
dow, dla ktérych wyliczana z poziomu HbA1c¢ Srednia
glikemia nie moze zastgpi¢ jej samokontroli. Wyliczanie
eAG nie jest rekomendowane w zaleceniach praktyki
klinicznej, w powszechnej opinii wymaga dalszych ba-

dan, zgtaszane sg tez wobec niego zastrzezenia (14).

Zastosowanie oznaczeh HbA1c

w diagnostyce cukrzycy

Wyniki takich badan jak DCCT, UKPDS (United King-
dom Prospective Diabetes Study) i wielu innych
usankcjonowaty stosowanie HbA1c jako retrospek-
tywnego wskaznika wyrdéwnania metabolicznego
cukrzycy i niezaleznego czynnika ryzyka jej przewle-
ktych powiktan, stworzyty tez podstawy do okresle-
nia stezen HbA1c bedacych celem leczenia cukrzy-
cy (8, 15). Systematyczne oznaczanie HbA1c jako
retrospektywnego wskaznika glikemii w monitoro-
waniu leczenia cukrzycy jest w zaleceniach praktyki
klinicznej towarzystw diabetologicznych uznawane
za obligatoryjne (14, 16). Rekomendowana cze-

stos¢ wykonywania oznaczen zalezy od przebiegu
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choroby, jej wyréwnania metabolicznego, wyedu-
kowania pacjenta, jego wspotpracy i in. Zgodnie
z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Diabetologicz-
nego (PTD) z 2012 r. u pacjentdw ze stabilnym prze-
biegiem choroby, osiggajacych cele leczenia, HbA1c
nalezy oznaczad raz w roku, natomiast u chorych nie-
osiggajacych celéw leczenia lub w przypadku zmiany
postepowania terapeutycznego oznaczenia HbATc
nalezy wykonywad co najmniej raz na kwartat (16).

Interpretujgc wyniki oznaczen w HbA1c w monito-
rowaniu leczenia cukrzycy, nie nalezy ich odnosic¢
do zadnych zakreséw wartosci referencyjnych lub
L,oczekiwanych” dotyczgcych ludzi zdrowych, ale do
docelowego poziomu HbA1c bedgcego wartoscig
graniczng, powyzej ktérej narasta ryzyko rozwoju
przewlekitych powiktan cukrzycy. W wiekszosci za-
lecerr praktyki klinicznej miesci sie on w zakresie
6—7% (standaryzacja NGSP). Ostatnio zaznacza
sie tendencja do indywidualizacji celow leczenia,
w tym poziomu HbA1c. American Diabetes Associa-
tion rekomenduje HbA1c < 7% jako docelowy poziom
u wiekszosci chorych, poziom < 6,5% — u oséb
z krétkotrwatg chorobg, bez wspdtistniejgcych scho-
rzeh sercowo-naczyniowych, u ktorych ten cel lecze-
nia mozna osiggngé bez istotnego ryzyka hipogli-
kemii, natomiast u chorych z wieloletng cukrzyca,
zaawansowanymi powiktaniami i krétkim oczeki-
wanym okresem przezycia zaleca sie utrzymywa-
nie HbATc < 8% (14). W zaleceniach PTD poziom
HbAlc < 6,5% jest celem leczenia w cukrzycy typu
1, krétkotrwatej cukrzycy typu 2 oraz u dzieci i mto-
dziezy niezaleznie od typu cukrzycy; HbA1c <6,1%
— u kobiet planujgcych cigze i bedacych w cigzy;
HbA1c < 8% — u chorych w wieku > 70 lat, z wielo-
letnig cukrzycg powiktang chorobami sercowo-na-

czyniowymi (16).

HbA1c jako retrospektywny wskaznik glikemii byta
od dawna uwazana za test potencjalnie przydatny
w rozpoznawaniu cukrzycy. Badania nad takim
jej zastosowaniem prowadzono od lat 90. XX w.
W wielu z nich wykazano korzystng charakterystyke
diagnostyczng HbA1c w rozpoznawaniu cukrzycy;
stosowana jako pojedynczy test lub tgcznie z bada-
niem glikemii poprawiafa efektywnos¢ wykrywania
tej choroby (17, 18, 19). Pomimo zachecajgcych
wynikéw badah naukowych oznaczanie HbAlc
w celach diagnostycznych dtugo nie byto wpro-
wadzane do praktyki klinicznej, gtéwnie z po-
wodu probleméw metodycznych. Prace nad
standaryzacjg dopiero sie rozpoczynaty, metody
oznaczania HbA1c byly obcigzone duzg zmien-
noscig analityczng, a harmonizacja wynikéw byta
niewystarczajgca. Opracowanie i wdrozenie na
przetomie ubiegtego 1 biezgcego stulecia progra-
méw standaryzacji oznaczeh i schematéw kon-
troli jakosci analitycznej stworzyty warunki do
ponownego rozwazenia mozliwosci stosowa-
nia oznaczeh HbA1c dla celow diagnostycznych.
W 2008 r. powotano Miedzynarodowy Komitet
Ekspertéw, ktérego zadaniem byt przeglad aktual-
nego stanu wiedzy i ocena mozliwosci wykorzysta-
nia oznaczeh HbATc do rozpoznawania cukrzycy
i stanéw przedcukrzycowych. Komitet w swoim ra-
porcie opublikowanym w 2009 r. wskazat na zalety
HbA1c jako testu diagnostycznego w poréwnaniu
do oznaczen glikemii. W opinii ekspertéw HbA1c
jako retrospektywny wskaznik glikemii zapewnia
zintegrowang jej ocene, cechuje sie matg zmien-
noscig wewnatrzosobnicza, a jej oznaczenia s3
mniej podatne na interferencje czynnikéw przeda-
nalitycznych. Komitet ostatecznie zarekomendo-

wat stosowanie oznaczen HbA1c w celach diagno-
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stycznych oraz zaproponowat wartosci decyzyjne
poziomu HbAlc w rozpoznawaniu cukrzycy i sta-
néw zwiekszonego ryzyka zachorowania — przed-
cukrzycowych (20). Wartosci decyzyjne okreslono
na podstawie analizy danych opisujgcych zwigzek
pomiedzy poziomem HbA1c a czestoscig (ryzykiem)
retinopatii cukrzycowej — powiktania, ktérego roz-
woj zalezy praktycznie wytgcznie od hiperglike-
mii. Konkluzje raportu Komitetu Ekspertow staty sie
podstawg dodania w zaleceniach praktyki klinicznej
ADAZz2010r. HbA1cdo grupy badan dotychczas stoso-
wanych w rozpoznawaniu cukrzycy (glikemia na czczo,
w 2 godz. doustnego testu tolerancji glukozy DTTG
i przygodna). Zgodnie z tymi zaleceniami kryterium
rozpoznania cukrzycy jest poziom HbAlc > 6,5%,
a stanu przedcukrzycowego — HbAlc w zakresie
5,7-6,4% (przy uzyciu metod standaryzowanych
w NGSP). Zalecenie takiego wykorzystania oznaczen
HbA1c zostato utrzymane w zaleceniach na rok 2011
2012 (14, 21).

Propozycja stosowania oznaczen HbA1lc przy roz-
poznawaniu cukrzycy wzbudzita szerokg dyskusje.
Zwraca sie w niej uwage na znane, omdwione po-
wyzej czynniki przedanalityczne wptywajgce na po-
ziom HbA1c niezaleznie od glikemii, ale rowniez na
zaleznos¢ HbA1c od czynnikdéw rasowych i etnicz-
nych oraz wieku, co moze ograniczaé¢ powszech-
ne stosowanie jednej wartosci odciecia (22, 23).
Zwraca sie tez uwage na brak zgodnosci pomiedzy
rozpoznaniami cukrzycy na podstawie poziomu
HbATc i wynikéw DTTG i/lub glikemii na czczo — te
rozbieznosci réwniez wykazujg zalezno$¢ od rasy
(24). Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage, ze chod

cukrzyca jest rozpoznawana na postawie wynikow

trzech (czterech) badan laboratoryjnych, to zadne
z nich nie spetnia warunkéw ztotego standardu
diagnostycznego. Zaréwno oznaczenia glikemii,
jak i HbA1c majg swoje ograniczenia, a rekomen-
dowane obecnie wartosci decyzyjne sg oparte na
analizie zwigzku tych parametrow z ryzykiem roz-
woju retinopatii cukrzycowej. Dlatego wyznaczanie
czutosci i swoistosci diagnostycznej oraz wartosci
predykcyjne] wynikéw oznaczehh HbAlc poprzez
zestawienie ich z wynikami DTTG nie wydaje sie
poprawne. Nalezy tez podkresli¢, ze w zaleceniach
ADA poziom HbA1c > 6,5% jest jednym z kryteriéw
diagnostycznych i wymaga potwierdzenia [14, 21].
Eksperci Swiatowej Organizacji Zdrowia w swoim
stanowisku, popartym przez prezeséw ADA, Euro-
pean Association for the Study of Diabetes (EASD)
i International Diabetes Federation (IDF), okreslaja
HbA1c jako narzedzie diagnostyczne mogace byé
przydatne w rozpoznawaniu cukrzycy, ale nie po-
winno ono zastgpi¢ dotychczas wykonywanych
badan glikemii i nie powinno by¢ wykorzystywane
przy wystepowaniu czynnikéw zaktdcajgcych, np.
zmian okresu przezycia erytrocytow (25). Obecnie
jedynym krajem, w ktérym poziom HbATc jest kry-
terium rozpoznawania cukrzycy ,réwnowaznym”
glikemii, sg Stany Zjednoczone. Stanowisko Polskie-
go Towarzystwa Diabetologicznego jest ujete w za-
pisie zamieszczonym w tegorocznych zaleceniach
klinicznych: ,Obecnie PTD nie zaleca stosowania
oznaczenia hemoglobiny glikowane] (HbA1c) do
diagnostyki cukrzycy, ze wzgledu na brak wystar-
czajacej standaryzacji metod laboratoryjnych w Pol-
sce oraz nieustalong warto$¢ diagnostyczng HbATc

w rozpoznaniu cukrzycy dla polskiej populacji” (16).
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OCENA W PEENI ZAUTOMATY ZOWANEGO ANALIZATORA
CAPILLARYS 2 FLEX PIERCING DO OZNACZANIA HbATc
METODA, ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ

EVALUATION OF FULLY AUTOMATED ANALYZER CAPILLARYS 2 FLEX PIERCING TO MEASURE HbATc
USING CAPILLARY ELECTROPHORESIS

Anna Rodziewcz-Lurzyniska, Dagna Bobilewicz

Streszczenie

Obecnie w laboratoriach medycznych hemoglobina glikowana jest oznaczana metodami immunochemiczny-
mi i chromatograficznymi (HPLC), jednakze mozna jg rowniez wykrywac wykorzystujgc technike elektroforezy,
do niedawna uwazang za kosztowng i pracochfonng. Capillarys 2 Flex Piercing jest w petni zautomatyzowa-
nym analizatorem do oznaczania hemoglobiny glikowanej, wykorzystujagcym technike elektroforezy kapilar-
nej. Uzyskano bardzo dobre wyniki korelacji (Vitros 5600), powtarzalnosci i odtwarzalnosci. Analizator moze
by¢ stosowany w rutynowej pracy w laboratorium medycznym.

Stowa kluczowe

HbA1c, elektroforeza kapilarna, Capillarys 2 Flex Piercing.

Summary

Nowadays HbA1c is measured in medical laboratories by means of immunochemical and chromatography
(HPLC) methods, however it can also be assessed with the use of the electrophoretic technique. Capillarys
2 Flex Piercing is a fully automatic analyzer for measuring HbA1c using capillary electrophoresis. Tests have
shown very good correlation (Vitros 5600), repeatability, and HYPERLINK ,http:/dict.pl/dict?word=reprodu-
cibility&lang=EN" reproducibility. The analyzer may be used in medical laboratories in routine practice.

Key words

HbA1c, capillary electrophoresis, Capillarys 2 Flex Piercing.

Capillarys 2 Flex Piercing jest w petni zautomaty- tyfikacja frakgji jest przeprowadzana automatycznie
zowanym analizatorem do oznaczania hemoglobiny przez program Phoresis (wykres 1). Wyniki wyrazane
glikowanej, wykorzystujgcym technike elektroforezy sg zarowno w % (NGSP), jak i w mmol/mol (IFCC), po-
kapilarnej w roztworze. Analizator wyposazony jest nadto wyliczane jest srednie stezenie glukozy (eAG).
w 8 réwnoczesnie dziatajgcych kapilar zbudowanych Minimalna ilosci krwi petnej wymaganej do badania
z krzemu. Hemoglobiny rozdzielane sq wedtug ru- to 1 ml dla probéwek okragfodennych i 100 ul dla
chliwosci elektrycznej, jak i przeptywu elektroosmo- probek stozkowych ze specjalnym adapterem. Pojem-
tycznego w buforze zasadowym. Wykrywanie hemo- no$¢ podstawowa aparatu, niezakiécajgca przepu-
globin nastepuje bezposrednio na koncu katodowym stowosci aparatu, to 104 probki. Analizator w ciggu

kapilary przy diugosci fali absorbancji 415 nm. Iden- godziny wykonuje 37 badan.
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Wykres 1. Prawidtowy rozdziat elektroforetyczny hemoglobin wykonany w analizatorze Capillarys 2 Flex Piercing.

Badania zostaty przeprowadzone w ciggu 3 miesie-
cy (czerwiec, lipiec, sierpien 2012 roku) w siedzi-
bie firmy HORIBA ABX Sp. z 0.0. Materiatem byta
krew petna pobrana na antykoagulant EDTA, po-
zyskana od pacjentéw SP CSK w Warszawie. Probki
krwi mrozono w temperaturze —80°C, a nastepnie
rozmrazano w dniu badania. Do zestawu odczynni-
kow byty dotgczone kalibratory i kontrole — 2 pozio-
my, umozliwiajgce sprawdzenie pracy analizatora.
Oznaczenia wykonywano zgodnie z instrukcjg pro-
ducenta. Badaniu podano 320 prébek krwi petnej.

Do opracowania wynikéw wykorzystano program

STATISTICA 10.

Przeprowadzono ocene:

e korelacji wynikow (Vitros 5600 vs. Capillarys 2
Flex Piercing),

® precyzji aparatu (3 poziomy HbA1c),

e odtwarzalnosci (materiat kontrolny, oznaczany

w réznych odstepach czasu).

WYNIKI

Korelacja

Badanie zostato przeprowadzone w 320 prébkach
krwi petnej. Jako metode odniesienia przyjeto sto-
sowang w rutynowej pracy metode turbidyme-

tryczng immunoinhibicji, stosowang w analizato-
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Histogram Vitros 5600

Histogram Capillarys 2 Flex Piercing
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Vitros 5600

Capillarys 2 Flex Piercing

Ryc. 1. Przedstawienie graficzne rozktadu wynikéw oznacze HbATc uzyskanych w aparatach Vitros 5600 | Capillarys 2 Flex Piercing.

rze VITROS 5600, gdzie % HbA1c jest obliczany na
podstawie oznaczen ilosciowych hemoglobiny oraz
hemoglobiny Alc. Badania korelacji wykonywano
w oparciu o wyniki uzyskane z tej samej prébki krwi,
przy czym po oznaczeniu hemoglobiny glikowanej
w analizatorze VITROS 5600 materiat byt mrozony
w temperaturze —80°C. Temperatura ta miata za-
pewni¢ trwato$¢ probki przez 3 miesigce. Nastep-
nie w dniu badania w aparacie Capillarys 2 Flex

Piercing probki byty rozmrazane. Wyniki wyrazono

w %. Przedstawienie graficzne rozktadu wynikéw
oznaczeh HbA1c uzyskanych w aparatach Vitros
5600 i Capillarys 2 Flex Piercing przedstawia ryci-
na 1. Poréwnanie wynikéw oznaczen hemoglobiny
glikowanej wykonanych w obu aparatach ujeto w
tabeli 1. Dla 134 prébek uzyskano wyniki w normie
(ponizej] 6,4% HbA1c), co stanowifo 42% wszyst-
kich prébek. Natomiast wyniki patologiczne (powy-
zej 6,4% HbA1c) stanowity 58% (186) wszystkich
badanych prébek.

Tabela 1. Porownanie wynikow oznaczeh hemoglobiny glikowanej wykonanych w analizatorze Vitros 5600 i Capillarys 2 Flex Piercing (N = 320).

. \Wartosd _
Analizator] ) i Min. — max.
Srednia %
VITROS 5600 7.3 50—-13,4
Capillarys 2 Flex Piercing 7.1 4,7 — 12,7

IN VIT

Odchylenie Rownanie \Wspotczynnik
standard. SD regresji korelacji 1
1,8
y =059 + 0,89 0,991
1,6
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Wykres rozrzutu Capillarys 2 Flex Piercing wzgledem Vitros 5600
y = 0,5908+0,8912*x; 0,95 Prz.Pred.

13
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Ryc. 2. Wykres rozrzutu wynikdw oznaczetr hemoglobiny glikowanej (%) we krwi petnej wykonanych w analizatorze Vitros 5600 i Capillarys 2

Flex Piercing — prosta regresji z 95% przedziatem ufnosci (N = 320).

Wspotczynnik korelacji r = 0,991

Uzyskane wyniki wykazywaty duzg zgodnosé, a wy-
soki wspotczynnik korelacji miesci sie w oczekiwa-
nych granicach tego rodzaju poréwnan (rycina 2,
tabela 2).

Sredni procent hemoglobiny glikowanej oznacza-

nej w analizatorze Vitros 5600 byf istotnie wiekszy

(réwny 7,3) niz jej warto$¢ w analizatorze Capilla-
rys 2 Flex Piercing (réwny 7,1); t(319) = 12,566;
p < 0,001. Wynika to najprawdopodobniej z réz-
nic w stosowanych metodach. Jednakze za wyni-
ki bardziej wiarygodne nalezy przyjaé oznaczenia
wykonane w analizatorze Capillarys 2 Flex Pier-

cing.

Tabela 2. Test t Studenta dla grup zaleznych (danych sparowanych) policzony w kategorii % HbA1c.

7,3 1,8

VITROS 5600
0,2
Capillarys 2 Flex Piercing 7.1 1,6

IN VIT

95% przedzial
ufnosci roznicy

0,000t 0,17 0,24

Istotnosd

testu t
(2 strona)

12,566 319
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Tabela 3. Zestawienie wynikow powtdrzen oznaczen krwi 3 pa-
cjentow o réznej zawartoéci HbATc.

1 5,0 8,0 11,0
2 5,0 7.8 10,9
3 5,0 8,0 11,2
4 4,9 7.8 10,9
5 5,1 8,0 11,3
6 5,1 7.9 10,9
7 5,0 7.8 10,8
8 4,9 7.9 11,0
9 5,1 8,0 11,2
10 5,0 7.8 10,9
11 4,9 7,9 11,2
12 4,9 7.8 11,0
13 5,1 8,0 11,2
14 5,1 7.9 10,9
15 5,0 7.8 10,8
16 4,9 7.8 11,1
17 5,1 8,0 11,2
18 5,0 7.9 11,0
19 4,9 7,9 11,2
20 4,9 7.8 11,0
21 5,1 8,1 11,3
22 5,2 o 11,0
23 5,0 7.8 10,8
24 5,0 8,0 11,1

Precyzja aparatu

Badanie wykonano na 3 poziomach krwi petnej
(5,0%, 8,0%, 11,0 % HbATc) w ciggu jednego dnia.
Powtérzenia (tgcznie 24) wykonano w statywie kon-
trolnym, w ktérym jedna prébka krwi byta badana
8-krotnie. Kazdy statyw analizowano 3-krotnie. Wy-
niki oznaczeh podsumowano obok (tabela 3).

Wyliczone  wyniki  wspotczynnikéw  zmiennosci
(1,20-1,76 %) wskazujg na bardzo dobrg po-
wtarzalno$¢ aparatu Capillarys 2 Flex Piercing

(tabela 4).

Odtwarzalnosé

Badanie wykonano w materiale kontrolnym na
dwéch poziomach. Materiat kontrolny byt mrozony
w temperaturze —=20°C i rozmrazany w dniu bada-
nia. Powtodrzenia wykonano w réznych odstepach
czasu (6.06, 22.06, 28.06, 9.08 i 14.08) na tym
samym materiale kontrolnym. Wyniki oznaczen
przedstawiono w tabeli 5.
Wspdtczynnik zmiennosci (2,48-2,82%) wska-
zuje na bardzo dobrg odtwarzalno$¢ aparatu

(tabela 6).

Tabela 4. Ocena nieprecyzyjnosci oznaczeh HbA1c (Capillarys 2 Flex Piercing).

% HbA1c Srednia X Min. — max/
5,0 5,0 49-752
8,0 7.9 7,8 — 8,1
11,0 11,0 10,8 — 11,3

Od i

spoiczynnik zmiennosci CV %
0,09 1,76
0,09 1,20
0,16 1,43
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Tabela 5. Zestawienie wynikow powtdrzen oznaczeh HbA1c w materiale kontrolnym (Capillarys 2 Flex Piercing).

Data badania

6.06! 22.06 6.06!
1 5,6 5,6 5,6 5,4 53 8,6 8,6 8.8 8.3 8.3
2 55 5,6 5,8 55 5,4 8,5 8,7 8,7 8,3 8,2
3 5,6 57 5,6 55 5,4 8.4 8.8 8,9 8,2 8,2
4 5,4 5,6 55 5,4 53 8.4 8,5 8,6 8,1 8,1
5 55 5,6 5,8 5,4 53 8,6 8,5 8.8 8.4 8.3
6 5,6 5,8 57 55 55 8.4 8,6 8,6 8,2 8,1
7 55 5,6 57 5,4 5,4 8.3 8,6 8,6 8,2 7.9
8 55 5,6 5,6 5,4 53 8,5 8,6 8,6 8,2 8,1

Tabela 6. Ocena nieprecyzyjnosci oznaczeh HbA1c w materiale kontrolnym{Capillarys 2 Flex Piercing).

Poziom 1 5,5 54 —5,8 0,14 2,48
Poziom 2 8,4 81 -89 0,24 2,82
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Fot. 1. Widok z ekranu Capillarys 2 Flex Piercing przedstawiajgcy rozdziat elektroforetyczny hemoglobin.
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Wykres 2. Rozdziat elektroforetyczny hemoglobin — obecna hemoglobina F.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Wykres 3. Rozdziat elektroforetyczny hemoglobin — obecna hemoglobina S.
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0 20 40 60 80 100 120 140

160 180 200 220 240 260 280 300

—————

Wykres 4. Rozdziat elektroforetyczny hemoglobin — podwyzszone stezenie hemoglobiny glikowanej.

Podsumowanie

e Analizator automatycznie miesza, pobiera i hemo-
lizuje krew. Dzieki oprogramowaniu Phoresis mozli-
wa jest automatyczna identyfikacja poszczegdlnych
frakcji, a praca operatora jest ograniczona do wizu-
alnej oceny uzyskanego wyniku. Program oflagowuje
wyniki, w ktérych jest podwyzszony % HbATc oraz
obecne sg nietypowe warianty hemoglobin.

e Do pracy wykorzystywane sg probki zamkniete gu-

mowym korkiem.

e Aparat prosty w obstudze, nieskomplikowana
konserwacja i wymiana odczynnikdéw. Kontrole i ka-
libratory mozna mrozi¢ (od =18 do -20°C) i rozmra-

zaé 8-krotnie przez okres 6 miesiecy.
e Prosty do interpretacji wynik w postaci wykresu
i wartosci liczbowych; uzyskane wyniki mogg by¢

wyrazane zarowno w %, jak i w mmol/mol.

e Stosunkowo krétki czas analizy: ok. 18 min. — moz-

liwa jest praca aparatu przez 24 godziny.

e Brak interferencji ze strony hemoglobiny ace-
tylowane] (< 9,0%), karbamylowane] (< 8,1%),
HbF (< 15%), HbS (< 40%), HbC (< 44%) oraz
HbE (< 32%), a takze wysokiego stezenia triglicery-
déw oraz bilirubiny (wykresy 2, 31 4).

e \Wykorzystywana metoda jest referencyjna.

e Mozliwosé badan przesiewowych pacjentéw z
podejrzeniem hemoglobinopatii.

e Mozliwosé centralnej walidacji wynikéw z kilku

analizatoréw poprzez SQL Client/Server,
o Certyfikat NGSP-IFCC.

e Wady — brak czujnika skrzepdw.

mgr Anna Rodziewcz-Lurzyiska

prof. dr hab. n.med. Dagna Bobilewicz
Zakfad Diagnostyki Laboratoryjnej
Wydziatu Nauki o Zdrowiu

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
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FUROMEDLAB MILANO 2013

RELACIA Z 90. KONGRESU IFCC-EFLM W MEDIOLANIE

W dniach 18-23 maja 2013 r. odbyt sie w Mediolanie 20. Kongres Chemii Klinicznej i Medycyny Labora-
toryjnej IFCC-EFLM (IFCC - International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine,
EFLM - European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine), ktéry ma miejsce co 2 lata
i jest najwazniejszym wydarzeniem w tej dziedzinie w Europie. W tym roku uczestniczyli w nim przedstawiciele
wszystkich cztonkéw ww. organizacji, w tym rowniez duza grupa z Polski.

Wygtoszono 4 wykfady plenarne, przeprowadzono 23 sympozja i 48 warsztatow organizowanych przy wspot-
udziale firm diagnostycznych, a takze zaprezentowano okoto 1300 plakatow. W wystawie uczestniczyto 130 wy-
stawcdw. Nowoscig byto ograniczenie sesji wyktadowych do godzin przedpofudniowych (9.00-11.45) i oparcie
programu w duzej mierze na warsztatach edukacyjnych, odbywajgcych sie w godzinach 14.30-18.30.
Wyktadowcy reprezentowali wysoki poziom wiedzy i doswiadczenia. Kazdy z uczestnikéw mogt znalez¢ proble-

matyke szczegdlnie go interesujacy.

Oto tytuty wyktaddéw plenarnych:

1. Iron metabolism and pathophysiology (Tomas Ganz, USA), w ktérym poruszona zostata miedzy innymi rola
hepcydyny tak w niedoborach, jak i w stanach przetadowania zelazem;

2. Sick molecules and amyloidosis (Giampaolo Merlini, Wiochy), w ktdrym omdwiono konsekwencje zmian w
biatkach i peptydach zwigzane z ich przejéciem ze stanu rozpuszczalnego do wysoko zorganizowanych struktur
fibrylarnych okreslanych jako ,amyloid”;

3. Molecular basis and clonal evolution of myeloproliferative neoplasm (Robert Kralovics, Austria),
w ktérym przedstawiono role badan molekularnych w rozpoznawaniu i wyborze opgji terapeutycznych w MPN;
4. Acute coronary syndrome: the present and future role of biomarkers (Berti Lindahl, Szwecja), w ktérym
potwierdzono kliniczng uzyteczno$é oznaczen troponin, wskazujgc jednoczesnie na celowosé opracowania mar-

kerow dla niestabilnej choroby wiencows.

W warsztatach organizowanych przy wspdéfudziale firmy Horiba Medical wzieta udziat pani prof. Dagna Bobi-
lewicz, przedstawiajac wykiad na temat rzadko poruszanego, lecz istotnego problemu rabdomiolizy — ,, The
laboratory contribution to diagnosis and management of rhabdomyolysis”. Wyktad ten spotkat sie
z duzym uznaniem. Drugim wyktadowca reprezentujgcym firme Horiba Medical byta pani dr M. Hur z Korei,
ktérej wystapienie byto zatytulowane ,Umbilical cord blond analysis by automatic hematology ana-
lyzers”.

Streszczenia wszystkich wyktadow i plakatow sg dostepne na stronie internetowej
www.milan2013.org pod hastem , Euromedfab 2013 Milano”.

Redakcja
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PYTANIA TESTOWE

PRZYKEADY PYTAN TESTOWYCH WYKORZYSTANYCH DLA STUDENTOW KIERUNKU DIETETYKA (KURS MAGISTERSKD
WARSZAWSKIEGO UNMNERSYTETU MEDYCZNEGO

Zaznacz jedng prawidtowa odpowiedz

1. Niedokrwistos$¢ z niedoboru zelaza 6. Zakres wartoséci prawidtowych, podawany
u os6b bez ostrych schorzen na wynikach badan laboratoryjnych,
charakteryzuje: obejmuje:

1. niskie stezenie ferrytyny a. calg zdrowg populacje
2. niskie stezenie transferryny b. 95% zdrowej populagji
3. niska wartos¢ MCV ¢. 99% zdrowej populagji
4. wspdtistniejacy niedobdr witaminy B, d. w zaleznosci od wieku 66-95%.
5. podwyzszona wartos¢ MCV
7. Podwyzszone wartosci ktorych z ponizej
al 3 wymienionych parametréw sg najbardziej
b. 1,2 3 charakterystyczne dla zewnatrzwatrobowego
c. 1,35 zastoju zotci?
d 1,34

. Markery niedozywienia to wszystkie
z wyjatkiem:

a. transferryny
b. albuminy

¢. prealbuminy
d. biatka CRP

. Wszystkie ponizsze stwierdzenia
dotyczace stezenia hemoglobiny
sg prawdziwe z wyjatkiem:

a. Jest obnizone we wszystkich rodzajach
niedokrwistosci.

b. Moze by¢ podwyzszone u 0séb mieszkajacych
na duzych wysokosciach.

¢. Moze by¢ kompensacyjnie podwyzszone u 0séb
z przewlekig niewydolnoscig oddechows.

d. Jest obnizone gféwnie w niedokrwistosciach
z niedoboru witaminy B, .

e. Jest podwyzszone w czerwienicy rzekomey.

. Ktéry z ponizszych parametrow
jest dodatnio skorelowany z ryzykiem
rozwoju miazdzycy?

a. mafe geste LDL
b. chol LDL

¢. chol non-HDL
d. hCRP

e. wszystkie ww.

. Ktéry z ponizszych parametrow jest
najwczesniejszym wskaznikiem
przewlektej niewydolnosci nerek?

a. kreatynina w surowicy

b. wartos¢ przesgczania kfebuszkowego (eGFR)
¢. mocznik w surowicy

d. dobowe wydalanie biatka przekraczajgce 2 g.

a. bilirubina zwigzana, aminotransferazy, bilirubina
w moczu

b. bilirubina zwigzana, enzymy btonowe

¢. bilirubina wolna, aminotransferazy, urobilinogen
w moczu

d. bilirubina wolna, enzymy bfonowe.

8. Wszystkie ponizsze stwierdzenia,
dotyczace witaminy B, sa prawdziwe
z wyjatkiem:

a. Jej dziatanie jest mozliwe jedynie w obecnosci
jondw Zelaza.

b. Przyczyng powstania jej niedoboru moze by¢
dieta wegetarianska.

¢. Zakazenia bruzdogfowcem szerokim jest jedna
Z przyczyn jej niedoboru.
d. Jej niedobdr moze dawac objawy neurologiczne.

9. Ktore z ponizszych stwierdzen jest prawdziwe?

a. Wszystkie zakazenia wirusem HCV majg gwaftowny
przebieg kliniczny.

b. W kamicy przewoddw zéfciowych aktywnosc
aminotransferaz jest wybitnie podwyzszona.

¢. Obecnos¢ przeciwciat anty-HBs jest najczesciej
wyrazem odpowiedzi poszczepiennej.

d. Laboratoryjnym testem potwierdzenia dla watpliwych
wynikéw anty-HCV jest dodatni wynik HCV RNA.

e. Wszystkie powyzsze odpowiedzi prawidfowe.

Odpowiedzi prawidfowe:
Ta, 2d, 3d, 4e, 5b, 6b, 7b, 8a, 9c.

Opracowanie: Dagna Bobilewicz
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KIEDY WARTOSCI eGFR MOGA BYC PODWYZSZONE?

Ustalenia miedzynarodowe zalecaja podawanie eGFR wyliczone z réwnania MDRD, réwnolegle ze stezeniami kreatyniny,
z zaznaczeniem jednak, ze doktadne wartosci liczbowe nalezy podawac tylko wéwczas, gdy sa one nizsze niz 60 ml/min,
co zostato przyjete jako wartos¢ graniczna. W pozostatych przypadkach laboratorium powinno ograniczy¢ sie do okreslenia
> 60 ml/min. Przesgczanie kiebuszkowe moze by¢ zwiekszone nawet do 40% w pewnych sytuacjach klinicznych, do ktérych
m.in. zalicza sie cukrzyce mtodzienczg jeszcze przed rozpoczeciem leczenia insuling. Dochodzi wéwczas do zwiekszenia
objetosci catych nerek (zaréwno kanalikéw, jak i ktebuszkéw). Jest to zjawisko niekorzystne i w diuzszym czasie prowadzi
do uszkodzenia nerek.

Nalezy pamieta¢, ze eGFR (tzw. szacowany) daje ogdlne informacje, natomiast punktem odniesienia jest okreslanie przesa-
czania metodg bezposrednig z zastosowaniem substancji egzogennych.

nefrologia.mp.pl 30.04.2012

SWIATOWY DZIEN NERKI

11 marca 2013 1. po raz siodmy byt obchodzony Swiatowy Dzieh Nerki, bedacy inicjatywa Miedzynarodowego Towarzystwa
Nefrologicznego i Miedzynarodowe] Federacji Fundacji Nerek. Jest on okazja do rozpropagowania wiedzy o przewlektej
chorobie nerek, na ktérg choruje okoto 12% spoteczenstwa, a ktéra ze wzgledu na to, ze przebiega w pierwszym okresie
bezobjawowo, jest rozpoznawana zbyt pézno, co utrudnia zapobieganie rozwojowi objawdw klinicznych. W ramach
kampanii edukacyjnej w wielu szpitalach organizowane sg akcje informacyjne skierowane zaréwno do 0séb z przewlekig
chorobg nerek, jak i tych, u ktérych moze ona wystepowac jako wspaétistniejgca badz bedgca powiktaniem innych jednostek
chorobowych. Okoto 10 tys. oséb zostato objetych akcja NEFROTEST prowadzong w 15 miastach Polski, ktérej celem byty
réwniez przesiewowe badania laboratoryjne w kierunku choréb nerek.

nefrologia.mp. pl/aktualnosci 14.03.2013

CZY PUNKT ODCIECIA DLA HEMOGLOBINY A1c POWINIEN BYC TAKI SAM DLA WSZYSTKICH?

Jest szereg doniesien Swiadczacych o tym, ze u 0séb rasy czarnej zawartos¢ HbA1c jest 0 0,2-0,4% wyzsza niz u 0séb rasy
kaukaskiej bez wzgledu na stezenie glukozy. Wykazano jednoczesnie, ze u rasy czarnej do rozwoju nefropatii dochodzito
przy nizszych wartosciach hemoglobiny Alc, co przemawia przeciwko ustaleniu nizszego punktu odciecia dla tej grupy.
Problem nadal pozostaje otwarty.

Ann. Intern. Med. Published on line 6.08.2012

CO TO JEST ADQI?

Acute Dialysis Quality Initiative — ADQI to organizacja powstata w wyniku poszukiwan konsensusu i rekomendacji
w odniesieniu do ostrego uszkodzenia nerek (AKl), ktére moze pojawi¢ sie nagle pod wptywem jednorazowego bodzca,
a jednoczesnie stanowi relatywnie czeste powiktanie u chorych w stanie ciezkim. Stan ten jest trudny do rozpoznania
w okresie, kiedy istnieje jeszcze mozliwos¢ wezesnego zastosowania interwencdji terapeutycznej.

ADQI istotnie przyczynita sie do wprowadzenia klasyfikacji RIFLE (R — risk, | — injury, F — failure, L — loss of function, E — end
stage), a takze pojecia zespotu kardio-nerkowego (cardiorenal syndrome) i nerkowo-watrobowego (hepatorenal syndrome)
Celem dziatan ADQI jest:

* standaryzacja postepowania diagnostycznego, terapeutycznego i prewencyjnego u chorych z AKl w stanie ciezkim;

* opracowanie odpowiednich rekomendacji zgodnych z zasadami medycyny opartej na faktach (evidence based medicine
— EBM);

* wytyczenie dalszego kierunku prac zwigzanych z tym problemem.

Ann. Intern. Med. Published on line 6.08.2012
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HbA1c

Pentra C 200 i Pentra 400 umozliwiajq szybki

i wiarygodny pomiar hemoglobiny glikowanej
metoda immunoturbidymetryczna

- hemoliza krwi petnej: automatyczna (na poktadzie analizatora) lub manualna
- automatyczne przeliczanie wynikéw na % HbA1c

- odczynnik w kasetach (Pentra C 200) lub w fiolkach odczynnikowych (Pentra 400)
- stabilnos¢ kalibracji 30 dni

Pentra C 200 Pentra 400

HORIBA
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Nawet jesli nie wszedzie jeszcze jestesmy, to wkrotce tam bedziemy...
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Pentra 400

Y% HORIBA Medical oferuje wszystkie dostepne technologie
pomiaru hemoglobiny glikowanej do monitorowania cukrzycy
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