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Abstrakt
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Nazev prace: Diagnostika diabetes mellitus v biochemické laboratoifi v Moravskych
Bud¢jovicich

Druh prace: Bakalaiska prace

Vedouci prace: prof. MUDr. Jaroslav Drsata, CSc.

Jelikoz vyskyt onemocnéni Diabetes mellitus v dneSni populaci rok od roku
stoupad, je diilezitd nejen 1éCba diabetu, ale zejména v€asna diagnostika. Pravé na urceni
diagnézy bych se ve své praci chtéla podivat pohledem laboranta v malé laboratofi
klinické biochemie. Rutinni vySetfeni glukdézy na lacno bych zminila jen okrajové a

soustfedim se na diagnostiku DM pomoci glukdzovych tolerancnich testt.

Vvodu chci seznamit se zdkladni charakteristikou onemocnéni Diabetes
mellitus a také vySetfovaci metody, které se v laboratofich k diagnostice pouzivaji.
Nasledné¢ sezndmim s provozem a predevS§im diagnostikou diabetu v laboratofi
v Moravskych Budé&jovicich se zaméfenim na glukdzové tolerancni testy. V zavéru jsou
shrnuty vysledky mého pozorovani a sbéru dat pacienttl, ktefi prichazeli do laboratote k

provedeni téchto testl v prubéhu jednoho kalendainiho roku.

Klicova slova: Diabetes mellitus, gluk6za, diagnostika, glukozotoleran¢ni test,
laboratof.



1.1 Cil prace
2. Glukoza

2.1 UdrZovani hladiny glukOzy v KIVi......cccoceieiiiniiiiiieieieceeeeeeeee e, 10
3. Diabetes mellitus

3.1 Diabetes mellitus 1. typu
3.2 Diabetes mellitus 2. typu
3.3 Gestacni diabetes mellitus
3.4 Dalsi typy DM
4. Laboratorni diagnostika diabetu

4.1 Odbeéry v laboratofi klinické biochemie — preanalytika

4.2 Stanoveni glukézy v plazmé

4.3 Metody stanoveni glukdzy

4.4 Vysetteni glukozy, ketolatek a bilkovin v moci

4.5 Mikroalbuminurie v moc¢i

4.6 Glukézovy toleranéni test

4.7 Glukozovy tolerancni test u gravidnich Zen

................................................ 23

4.8 Glykovany hemoglobin a sledovani 1é€by DM..........cccceveiieviiiiniiiiiieens 24

T R O o 1<) o] 5 (¢ IO SU PSRRI 26

5. CHl VIZKUMU. .ottt sttt st 27
6. Biochemicka laboratot v Moravskych Bud€jovicich.........c.cooceviiiiiiniiinniinenne 28
7. Pribeh vySetieni GTT.......cooiiiiiiiieiieeieeie ettt 28
7.1 Preanalytickd faze, postup VySEtIeni........coceeverieriiniineiiiinicieeieneceeeieee 29

7.2 ANAlYZa VZOTKT......uviieiieiiiie e e 31

7.3 Referencni meze 1aboratore. .......cocueevueeiieiiiiiiiiiieieieee e 33

8. Interpretace VYSIEdKU.......coouiiiiriiiiiiiiiiie e 34
8.1 Celkovy prehled analyzovanych testli v roce 2015.......ccoeeevvieviieiniieiienns 34

8.2 Zhodnoceni vysledki

9. Zaver

10. Seznam literatury

11. Seznam zkratek



1. UVOD

Diabetes mellitus (DM) je metabolicko—endokrinologické onemocnéni
postihujici celé lidské télo. Existuje mnoho klinickych forem diabetu, od hrani¢ni
glykemie na la¢no a porusenou glukézovou toleranci, pies gestacni diabetes az
po diabetes mellitus prvniho typu (DM1) a diabetes mellitus druhého typu (DM?2).

Glukoza je hlavnim zdrojem energie pro bunky naSeho téla, a proto musi byt
v organismu fyziologicky udrzovdna ve velmi uzkém rozmezi. Zmény koncentrace
v krvi mohou vyvolat okamzité reakce organismu. Pokud k t€émto vykyvim dochazi
Casto a opakovan¢, mize dojit k nevratnym zménam postihujicim cely organismus [1].
Tyto zmény nejcastéji vedou praveé ke zminénému onemocnéni diabetes mellitus.

Vyskyt diabetu v dneSni populaci rok od roku stoupd. Podle prognoz IDF
(International Diabetes Federation) bude za 25 let touto chorobou trpét kazdy desaty
obyvatel. I kdyz je DM jednou z nejstarsich chorob, které lidstvo provazi po staleti, dnes
se fadi mezi civilizaéni choroby. Jeho vyskyt je spjat zejména s nizkou fyzickou
aktivitou, nadvahou, obezitou a dal§imi rizikovymi faktory, jako jsou vysoky krevni
tlak, dlouhodobé zvysené hladiny cholesterolu v krvi, ischemicka choroba srde¢ni a
v neposledni fad¢ koufeni a nezdravy zivotni styl. Dal§imi zdvaznymi divody pro nartst
DM se jevi starnuti populace 1 vy$$i vyskyt autoimunitnich chorob. Statistické udaje
o poétu diabetikti v Ceské republice a jejich zvysujicich se poétech doklada Obr. 1.

Ptic¢inou zlepSeni diagnostiky DM je neustalé zkvalitiovani lékarské péce a
zlepSujici se informovanost odborné 1 laické vefejnosti.

Dulezité je vénovat pozornost prevenci, 1écb¢, ale zejména vcasné diagnostice
tohoto onemocnéni, ktera byva zpravidla velmi jednoduchd, avSak jednozna¢na. Tou je
stanoveni hladiny glukézy vkrvi na lacno, jako nejdalezitéjSiho parametru

pro potvrzeni nebo vylouceni diagnozy DM.



DM 2. typu |DM 1. typu | Sekundérni diabetes | DM celkem
2013 789 900 58 901 12 846 861 647
2012 772 585 56 514 12 128 841 227
2011 758 719 55542 11121 825 382
2010 739 859 55811 10 560 806 230
2009 717 365 55414 10 542 783 321
2008 708 847 54 474 10 240 773 561
2007 692 074 52 813 10 074 755 000
2006 686 159 51070 11299 749 000
2000 599 868 46 446 8 504 654 164
1997 555 883 39 020 5402 600 306
1975 |- - - 234 071

Obr. 1 Statistické tdaje o poctu diabetikti v Ceské republice od roku 1975
do roku 2013 [17].

1.1 Cil prace

Cilem mé prace je zachytit problematiku diagnostiky DM z pohledu laborantky
v malé biochemické laboratofi. ProtoZe sama pracuji nejen jako laborant, ale zaroven i
jako odbérova sestra, setkdvam se denné pii své praci jak s diabetiky, ktefi pfichazi
na pravidelné kontroly krevniho cukru, tak i s pacienty odesilanymi do nasi laboratofe,
vetSinou praktickymi 1€kati, na vySetfeni gluk6zového toleran¢niho testu. Mohu se tedy
ucastnit celého procesu preanalytické, analytické i1 postanalytické faze. Chtéla bych
timto zpisobem zachytit a zmapovat cely pribéh diagnostiky DM v laboratornich
podminkach, zptehlednit v souCasnosti pouzivané metody a zaméfit se piitom

predevsim na diagnostiku pomoci glukozotoleran¢nich testti (GTT).



2. GLUKOZA

Glukoéza patii mezi aldohexozy a predstavuje prvotni zdroj energie pro ¢innost
mozku a dalSich organii v téle. Jeji hladina se proto musi fyziologicky pohybovat okolo
5 mmol/l, koncentrace po jidle nepfevySuje 9 mmol/l a koncentrace po fyzické ndmaze
nebo béhem kratkodobého la¢néni neklesne pod 3 mmol/l. Glukéza v krvi je bud’ volna,
nebo vznikd $t€penim polysacharidl a disacharid, které jsou pfijimény potravou. Jeji
hladinu na la¢no zajiStuje jaterni glykogenolyza a glukoneogeneze, kdy je zpracovavan
pyruvat, laktat, glycerol a vétSina aminokyselin. Na lacno vstupuje glukoza predevsim
do bun¢k mozku, krevnich bunék a diené nadledvin. Po jidle nebo po fyzické ndmaze
vstupuje také do svalil, tukové tkan¢ a jater [12]. Transport glukézy do cytosolu buiiky
pfes bunéénou membranu je zprostitedkovan bilkovinnymi transportéry oznacovanymi
GLUT 1, 2, 3,4 a 5. Obr. 2 ukazuje, z jakych zdrojl je hladina gluko6zy tvotena a co jeji

koncentraci nasledn¢ zvysuje nebo snizuje [19].
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Obr. 2 Zevni a vnitini zdroje glukézy a jejiho zpracovani [19]. GIT (gastrointestindlni
trakt), AK(aminokyseliny), MK (mastné kyseliny), glc (glukéza)



2.1 Udrzovani hladiny glukézy v krvi

Nizka hladina glukézy v krvi vyvola uvolnéni hormonu glukagonu z a-bunék
pankreatu do krevniho obé&hu. V jaternich bunikach pfitomné glukagonové receptory
aktivuji  enzym  adenylatcyklazu, kterd  zvy$i  koncentraci  cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP). Ta stimuluje rychlost rozkladu glykogenu, a tim se
zvySuje intracelularni koncentrace glukéza-6-fosfatu (glc-6-P). V jatrech ptitomny
enzym glukéza-6-fosfataza pak hydrolyzuje glc-6-P, uvolni se fosfat (Pi, vznikajici
glukéza vstoupi do krevniho obéhu a jeji hladina v krvi se zvysi. Tento proces mizeme

vyjadfit jednoduchou rovnici:

Glc-6-P + H.O — glukoza + P;

Naopak pokud je vyssi hladina glukézy v krvi (vétSinou bezprostiedné
po straveni potravy), hladina glukagonu klesa a z B-bun¢k pankreatu se uvolni hormon
inzulin, ktery zvysi rychlost transportu glukozy pfes bunééné membrany do tkani.
Utinek inzulinu se uplatni tehdy, jestlize je piitomen na povrchu bunééné membrany
specificky inzulinovy receptor, coz je glykoprotein, slozeny ze dvou alfa a beta
podjednotek. Jednou z hlavnich cilovych tkani inzulinu jsou jatra, kde zvySuje piijem
glukézy zkrve, stimuluje tvorbu glykogenu, urychluje glykolyzu, zpomaluje
glukoneogenezi, zvySuje oxidaci glukézy a ma vliv i na syntézu mastnych kyselin. Dalsi
cilovou tkani jsou svaly, kde inzulin také zvySuje vychytavani a syntézu glukozy a
blokuje odbouravani glykogenu. V tukové tkani pak zabranuje lipolyze triacylglycerolii
(TAG) a blokuje lipazu [12]. Z toho je patrné, ze pti udrzovani hladiny glukoézy v krvi

ma inzulin klicovou ulohu.

Dalsi reakce spojené s hladinou gluko6zy v krvi jsou také stresové reakce, kdy
stresové hormony nadledvin adrenalin a noradrenalin jsou uvoliovany do krevniho
ob¢hu. Receptory adrenalinu na povrchu jaternich a svalovych bunck pak reaguji stejné
jako glukagonové receptory na glukagon, takZe se aktivuje adenylatcykldza a dojde
ke zvyseni koncentrace cAMP v buiikach. Naslednym rozkladem glykogenu ve svalech
vznikd glukoza-6-fosfat, kterd tak vstupuje do glykolytick¢é drahy. Vznika
adenosintrifosfat (ATP), ktery pomaha svallim vyrovnat se se stresem a soucasn¢ jatra

uvolni do krve glukozu slouzici jako zdroj energie pro svaly [18].
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3. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM), ¢eskym ndzvem uplavice cukrovd neboli zkracené
cukrovka, je onemocnéni charakterizované zvysenou hladinou krevniho cukru vyvolané
nespravnou sekreci inzulinu. Chronickd hyperglykémie poskozuje oci, ledviny, nervy,
srdce 1 cévy.

Rozvoj nemoci zptsobuji rizné patogenni procesy. Jednim z moznych procesu
je autoimunitni destrukce B-bunék pankreatu. Touto destrukci dochazi
k nedostatecnému plsobeni inzulinu na cilové tkané, a proto je diabetes povazovan i
za endokrinologické onemocnéni [4]. DalSi moznosti je snizeni ucinku inzulinu i pfes
jeho dostatecné mnozstvi tzv. inzulinovou rezistenci (IR). V takovém pftipadé¢ je hladina
inzulinu v krvi vys$$i nez u zdravych osob, ale IR brani inzulinu dostat se do cilovych
tkani [1].

V soucasnosti rozliSujeme nékolik typa diabetu a poruch gluk6zové homeostazy.
Mezi tfi zakladni typy patii diabetes mellitus prvniho typu (DMI1) neboli juvenilni
diabetes, diabetes mellitus druhého typu (DM2) a gestacni diabetes mellitus (GDM) [1].

Rozdily v klinickém obrazu u DM1 a DM2 piehledné ukazuje Obr. 3.

DMIT DM2T
diabetes v rodiné méné Casty Casty
vek vzniku <30-40 let >30-40 let
télesna stavba Stihly obézni
nastup choroby nahly pozvolny

endogenni sekrece inzulinu

nizka az nulova

normalni az zvySena

glykémie zvySena zvySena
gluko6za v moci (glykosurie) ano ano
sklon ke vzniku ketoacidozy ano ne
zavislost na zevnim podéavani inzulinu ano ne
frekvence nové diagnostikovanych piipadi | ~ 15 % ~85%
komplikace Casté Casté

Obr. 3 Schéma rozdilii v klinickém obrazu u DM1 a DM2 [10].
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3.1 Diabetes mellitus 1. typu

Pro diabetes mellitus prvniho typu (DM1) je typické uplné vymizeni sekrece
inzulinu vétSinou zanikem P-bun€k Langerhansovych ostrivkll pankreatu. Pti¢inou
mohou byt genetické dispozice (vyskyt nemoci u rodi€li nebo sourozenctll), autoimunitni
reakce organismu, ale i faktory zevniho prostfedi, které mohou autoimunitni reakce
vyvolat, jako napft. infekéni virovd onemocnéni a rizné toxické ¢i chemické latky [5].
Onemocnéni zpravidla postihuje déti a dospélé mladsi padesati let. Jedinou moznosti
1écby u pacientli s DM1 je pak substituéni 1écba, tedy nahradit sekreci inzulinu. Proto
byva tento typ diabetu oznacovan jako na inzulinu zavisly diabetes mellitus (IDDM —
insulin dependent diabetes mellitus) a jeho vyskyt v populaci diabetiki je 10 — 20 % [1].
Schéma vzniku DM1 popisuje Obr. 4.

Diabetes 1. typu
(Diabetes zavisly na insulinu)

. Pankreas

Glakagon (alfa-bunky) Glykogen

¥ . Amino-
i;':l‘;ny kyseliny

Vena portae

Glukosa
(hromadéni)

Ketolatky
(hromadéni)

= Mastné kyseliny
(hromadéni)

Tukova tkan
VLDL

® == Triacylglyceroly
/ (hromadéni)
L

Lymfaticke cesty °

» seseoe’
Chylomikra

Sval

Bilkoviny

Obr. 4  Schéma vzniku Diabetes mellitus prvniho typu [11]. Z a-bun¢k pankreatu se
uvoliiuje glukagon, ktery v jatrech stimuluje rozklad glykogenu na glukézu a jeji
hladina v krvi se tim zvySuje. Nepfitomnost inzulinu ma za nésledek hromadéni
glukézy, mastnych kyselin, triacylglyceroli a ketolatek v krvi. Dochazi
k hyperglykémii, hyperlipémii, ketoacidéze.
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3.2 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus druhého typu (DM2), jehoz patogeneze neni zcela znamad, se
objevuje ve dvou formach. Jak jako porucha inzulinové sekrece, tak i1 jako forma
inzulinové rezistence. Je mnohem castéj$i formou onemocnéni, které se objevuje
prevazné u dospélych a starSich lidi, vétSinou vlivem degenerativnich zmén v organismu
dojde k ubytku (ne vSak k uplnému zaniku) B-bunék Langerhansovych ostrivki, coz ma
za nasledek snizeni sekrece inzulinu [5]. Tento typ diabetu tedy oznacujeme jako
na inzulinu nezavisly diabetes mellitus (NIDDM — non insulin dependent diabetes
mellitus). Svou ulohu zde hraji i rizikové faktory, které mohou byt pii¢inou vzniku
onemocnéni DM2. Mezi hlavni patii obezita, hypertenze, zvysena hladina cholesterolu a

v neposledni fad¢ diabetes v rodinné anamnéze [1]. Schéma vzniku DM2 popisuje
Obr. 5.

Diabetes 2. typu

{Diabetes nezavisly na insulinu)

. Pankreas

/ {bata-bisky)

Tukova tkar

Vena portas

® & » 8= Tracylghcercly
/,.r {hromads se)

Lymifatické costy
. L]
Chylomikra

Obr. 5 Schéma vzniku Diabetes mellitus druhého typu [11]. Z B-bun€k pankreatu je
uvoliiovan inzulin v nedostateném mnoZzstvi, v disledku ¢ehoz dochéazi k pozvolnému
zvySovani hladiny glukozy v krvi, ma vliv i na metabolismus mastnych kyselin a tuki,
takZze se postupn¢ zvySuje i hladina triacylglycerolti. Postupné tedy opét dochazi

k hyperglykémii.
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3.3 Gestacni diabetes mellitus

Gestacni diabetes mellitus (GDM) je formou diabetu projevujici se u zen v dobé
téhotenstvi a vétSinou odeznivajici ke konci gestace. Riziko poskozeni plodu u matek
s nekompenzovanym diabetem muze byt az 5x vyssi nez u zdravé populace. Takovéto
déti se rodi s vétsi porodni hmotnosti a vétSinou prvni dny po porodu mivaji 1
hypoglykémii, protoze B-bunky jejich pankreatu byly zvyklé produkovat vys§i mnozstvi
inzulinu v obdobi, kdy placentou prochazelo vétsi mnozstvi glukdzy z matcina téla.
Mezi nejcastéjsi embryopatie plodu, ke kterym dochazi zpravidla v prvnim trimestru
u matek s nekompenzovanym diabetem, jsou poSkozeni centralniho nervového systému
(CNS), kardiovaskularniho systému a urogenitalniho traktu [12].

Proto je v obdobi gestace nutné sledovat hladiny glukézy u zen a dnes jiz
standardné patfi mezi screeningova vysetieni t€hotnych i gluk6zovy toleran¢ni test.
Predpoklada se, ze mezi nej€astéjsi piiciny vzniku GDM patii hormonélni zmény a také
vy$§i naroky na metabolismus v tomto obdobi. Nékdy miize diabetes ptetrvavat i
po skonceni gestace a v takovych piipadech je pak podle priznakl ptehodnocen jako

DMI1 nebo DM2 [6].

3.4  DalSi typy DM

V dnesni populaci se vyskytuji také nckteré dalsi formy DM, které jsou méné
Casté. Patfi mezi né¢ Monogenni diabetes mellitus (MODY -maturity onset diabetes of
young), ktery je dédi€nou formou diabetu. Je zpisoben zménou v jednom z jedenacti
genil a vyskytuje se u 2 az 5 % vSech pfipadli cukrovky. Tato forma je vice podobna
DMI, uz proto, Ze byva diagnostikovana u mladych lidi do 25 let véku a je vzdy
geneticky podminéna. Rozdil je vSak v tom, Ze nemocny s MODY nemusi byt zavisly
na inzulinu [20].

Dals§i méné castou formou je LADA (latent autoimmune diabetes of adulthood),
dnes nazyvany jako treti typ diabetu, nebo také diabetes mellitus typu 1,5. Jednd se
o formu latentniho autoimunitniho diabetu dospélych [3]. Divodem, pro¢ muize byt

LADA mylné povazovana za DM2, je, Ze se vyviji po delsi dobu nez diabetes prvniho
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typu u déti a mladych lidi. Pomalejsi nastup ptiznaki cukrovky byva zjistén u pacientl

nad 35 let, a mlze proto vést 1é¢kaie nejprve diagnostikovat LADA jako DM2 [21].

O porovnani nékterych parametrti vSech zminénych typii diabetu hovoti Obr. 6.

Mezi dal§i méné Casté formy diabetu patii také tzv. sekundarni DM, ktery vznika jako

projev a disledek jiné choroby nebo poruchy, napiiklad onemocnéni pankreatu,

hemochromato6za, choroby endokrinnich zlaz, cysticka fibroza a podobné [1].

DM1 LADA MODY DM?2
Vék manifestace | <25 let >25 let <25 let >25 let
(vétsinou vice
nez 40 let)
Pritomnost ne ne ne ano
rizikovych
faktora *
Rodinna ziidka malokdy n¢kolik nekolik
anamnéza generaci generaci
Dédiénost ziidka malokdy monogenni polygenni
Ketoacidoza ano ziidka ne nekdy
Hyperglykémie | ano ne ne ne
jako prvotni
projev
Pocatecni 1é¢ba inzulin peroralni derivaty dieta, redukce
antidiabetika, | sulfonylurey, hmotnosti
nebo inzulin peroralni
antidiabetika

Obr. 6 Porovnani nékterych symptomi DM1, DM2, MODY a LADA [22].

* Rizikové faktory: hypertenze, hypertriglyceridemie, obezita, hyperlipoproteinémie,

snizené koncentrace HDL-cholesterolu.
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4. LABORATORNI DIAGNOSTIKA DIABETU

Pro spravnou diagnostiku v laboratofi je dulezitd nejen samotna analyza
biologického vzorku, ale také vSe, co tomu ptedchazi, tedy faze preanalyticka a
samoziejme 1 faze postanalytickd. Pti analyze musime vzdy postupovat bezchybné a
v souladu s pravidly nastavenymi v kazdé laboratofi. Nezbytné je uvédomit si
zodpovédnost za spravnost vydaného vysledku, a tudiz nepodcenit ani jednu fazi

laboratorni analyzy.

4.1 Odbéry v laboratori klinické biochemie — preanalytika

Preanalytickd faze zahrnuje kromé& samotného odbéru biologického vzorku také
ptipravu pacienta pted odbérem, ipravu vzorku po odbéru a jeho transport do laboratote
(pokud neni odbérové misto soucasti laboratote).

Pacient prichazi k odbéru poucen lékafem, po minimaln¢ osmi hodinovém la¢néni,
vylouceni vétsi fyzické aktivity a koufeni, tedy nejlépe rano mezi 6. a 8. hodinou.
Po pfichodu na odbérové misto by mél pacient pred samotnym odbérem setrvat
minimalné¢ 20 minut v klidu, teprve pak pfistoupit k odbéru. Zdravotni sestra nebo
laborantka odebere vzorek venozni krve do zkumavky s antikoagulaéni ptisadou, kterou
je KoEDTA, heparin, oxalat nebo citronan. Dulezity je ve zkumavce ptfidavek fluoridu
sodného (NaF) jako antiglykolytické ptfisady, aby nedochazelo k vétSimu poklesu
koncentrace glukoézy v prvni hodin€é po odbéru [6]. Zasadni roli pro dal$i préci
v laboratofi hraje spravna identifikace vzorku pacienta. Zkumavka se vzorkem musi byt
¢iteln€ oznacena jménem a piijmenim pacienta, rodnym c¢islem, datem a ¢asem odbéru.
Stejné inicialy musi mit 1 Zadanka k biochemickému vySetfeni, ktera navic musi
obsahovat zakladni diagnézu pacienta, ICP a razitko 1ékate, ktery vysetieni indikoval, a
kod zdravotni pojistovny pacienta.

Dalsi dualezitou fazi je transport do laboratofe. Pokud nedoSlo k odbéru
biologického materidlu ptimo na odbérovém misté v laboratofi, musi byt vzorek spolu
s zadankou dopraven do laboratofe, a to pfi pokojové teploté (v rozmezi 18 — 25 °C) a
optimalné¢ do 30 minut, protoze k separaci plazmy musi dojit maximalné¢ 60 minut

po odbéru.
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Posledni casti preanalytické fdze je samotnd piiprava vzorku k analyze
v laboratofi. Po pfijeti do laboratofe musi byt zadanka vlozena do Laboratorniho
informacniho systému (LIS) a jednotné se zkumavkou oznaCena stejnym Carovym
kodem, ten navic musi obsahovat identifikacni ¢islo zadanky, poptipadé jméno nebo
rodné ¢islo pacienta. Zkumavka se vzorkem plné krve se centrifuguje pti 1000 — 1500g
po dobu 10 minut. Poté je mozno separovat plazmu do sekundarni zkumavky (oznacené
stejnym cCarovym kodem, jaky je na primarni zkumavce). Timto krokem konci

preanalytickd faze pripravy vzorku a je mozné pristoupit k samotné analyze [8].

4.2 Stanoveni glukozy v plazmé

Stanoveni glukozy je zakladnim prostiedkem v diagnostice DM. Nejnovéjsi
doporudeni Ceské spolecnosti klinické biochemie (CSKB) a Ceské diabetologické
spolecnosti (CDS) doporuduji pouze stanoveni glukézy v plazmé, kde by se
fyziologické rozmezi nala¢éno mélo pohybovat v intervalu 3,3-5,6 mmol/l [7]. Lze
stanovovat hladinu glukozy v séru, kde je fyziologicky interval velmi podobny, ale je
zna¢né snizena stabilita vzorku diky nepfitomnosti antiglykolytické ptisady. Referencni
interval pro stanoveni glukdzy v séru je 3,9-6,1 mmol/l [14].

Interpretace vysledkl vySetieni krevni plazmy nalacno je nésledujici:

< 5,6 mmol/l.........ccc....... Diabetes mellitus miZeme vyloucit
5,6 — 6,9 mmol/l................. zvysena glykemie (prediabetes), nutno provést oGTT
> 7,0 mmol/l................. s nejveétsi pravdépodobnosti diagnostikovan Diabetes mellitus

(nutno vysetieni opakovat) [1].

4.3 Metody stanoveni glukozy

V zacatcich laboratorni analyzy byly metody stanoveni glukézy zalozeny na jejich
oxidoredukénich vlastnostech v alkalickém prostfedi. Jednalo se naptiklad o oxidaci
glukdzy roztokem kyseliny pikrové na Cerveny produkt — kyselinu pikraminovou, nebo

oxidaci hexakyanozelezitanem a jeho nadbytek pak byl stanovovan jodometricky nebo
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fotometricky ptes berlinskou modi. Tyto metody se ale v souCasnosti jiz nepouzivaji
[14].

Dnes nejrozsifenéjsi metodou pro stanoveni glukézy v plazmé je
spektrofotometrické stanoveni s glukézaoxidazou (GOD) a peroxidazou (POD) a
oxidacni kopulaci. Princip této metody je zalozen na oxidaci glukézy na D —
glukonolakton a peroxid vodiku, jez se pak vyuziva k oxidaci né¢kterych aromatickych
diamind (napf. o-dianisidin nebo o-tolidin) nebo k oxidacni kopulaci 4-aminoantipyrinu
(AAP) s fenolem na chinonmonoiminové barvivo (za katalyzy POD), které se nasledn¢
méfi pti 500 nm. Prabéeh tzv. Trinderovy reakce ukazuje Obr. 7. Tuto reakci by mohly
rusit redukujici latky, ale jelikoz je koncentrace glukozy v plazmé pomérné vysoka,

endogenni vitamin C ji nerusi, a proto je tato metoda jedna z nejpouZivangjSich [13].

Oxidative condensation of 4-aminoantipyrine and phenol (Trinder’s reaction)

Peroxidase
R'NHQ + CGH5'OH + 2H202 -_— H'N=C5H4=O + 4H20

4-aminoantipyrine " Quinonimine | |
Colored product

OH T
Peroxidase [\ ifip]
H3C\N/N 0 + + 2H,0, —“'“stc:..;l‘/“ o
S N 8T S :
) Z hid
H,;C NH

2 Phenol o Hsodt B

Obr. 7 Princip stanoveni plazmatické glukdzy: Oxidacni kopulace 4-aminoantipyrinu a

fenolu na chinonmonoiminové barvivo (Trinderova reakce) [15].
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Alternativou této metody, také pouZzivanou, je stanoveni plazmatické glukozy
s hexokinazou (Obr. 8) a glukdza-6-fosfatdehydrogenazou. Katalytickou reakei glukozy
a hexokinazy s ATP vznika glukoza-6-fosfat, kterda se oxiduje glukdza-6-
fosfatdehydrogendzou na 6-fosfoglukonat. Soucasn¢ se redukuje NADP+ nebo NAD+ a

méfi se absorbance jejich ptirtistku pii 340 nm [13].

enzymové metody

VyuZivajlcl enzym nexokinazu

@.princip stanoveni:

glukoza 8 ATP | WCZLIIIERATIRY glukéza-6-fosfat 8 ADP |
gluk6za-6-fosfat Es

G-6-PDH glukonat-6-fosfat I8 NADPH ¥ H*|

ATP: adenozintrifosfat

ADP: adenozindifosfat

G-6-PDH: glukéza-6-fosfatdehydrogenaza

NAD™": nikotinamidadenindinukleotid, oxidovanaforma
NADH*H": nikotinamidadenindinukieotid, redukovanaforma

.v latkové mnozstvi glukézy se ur€uje z pfirastku
-HJL”Q; 4 absorbance pfi A=340 nm

.............

Obr. 8 Princip stanoveni glukozy vyuZzivajici hexokindzu [16].

Existuji samoziejmé 1 dal$i metody stanoveni, jako je ampérometrické méfeni,
které vychazi z oxidace glukozy, pii které se kyslik redukuje na peroxid vodiku a jeho
ubytek se pak stanovuje Clarkovou elektrodou, nebo metoda reflexni fotometrie (princip
reakce s glukdzaoxidazou nebo peroxiddzou). Na druhém zminéném principu pracuje

vetSina glukometrd, ale jinak se jiz tyto metody v laboratorni praxi nepouzivaji.
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4.4 VySetieni glukézy, ketolatek a bilkovin v moci

Vysetfeni glukozy, bilkovin a ketolatek v moci patfi k metoddm vyuzivanym
zejména jako kontrolni pfi jiz diagnostikovaném DM. Zatimco u zdravych lidi by ani
jedna ztéchto latek neméla byt v moci pfitomna vice nez ve stopovém mnozstvi,
u pacientii s diagnostikovanym DM jakéhokoli typu je nutné¢ pravidelné sledovani
téchto parametri. Kvalitativné ¢i semikvantitativné se daji tato vySetfeni stanovit
pomoci diagnostickych prouzkii, kvantitativné pouze na analyzatoru fotometrickou
metodou.

Glykosurie je jednim znejcastéjSich nalezii u diabetiki pii dlouhodobé
hyperglykémii v séru nebo plazmé nad hodnoty vyssi nez 10 mmol/l, tedy prekroceni
tzv. renalniho prahu, a tedy pfi nedostatecné kompenzaci diabetu. Vyskytuje se také
u téhotnych Zen, aniz by byl diagnostikovan GDM, v disledku zvySenych narokl
organismu a vyssiho rendlniho zatizeni v dobé téhotenstvi. Toto vySetfeni v soucasné
dobé jiz neni doporu¢eno CSKB a CDS pro sledovani pacientd s DM, ale vétsina
diabetologt ho stale pouziva a po laboratotich pozaduje [7].

Stejné tak ketonurie se vyskytuje prevazné u dekompenzovanych diabetikii a
svéd¢i o mife diabetické ketoacidézy. Miuze se ale vyskytnout i jako disledek
hladovéni, diety s vylouc¢enim cukrli nebo pii dlouhodobé fyzické ndmaze. Ketolatky by
se m¢ly stanovovat u vSech diabetikl s hodnotou glukoézy vyssi nez 16,7 mmol/l nebo
pokud jsou ptitomny klinické ptiznaky diabetické ketoaciddzy. V moci jsou pfitomny
tfi ketolatky: kyselina acetooctova, aceton a 3-hydroxybutyrat. Testovaci prouzky,
nejcastéji pouzivané k detekci, jsou schopny detekovat pouze kyselinu acetooctovou a
aceton (ketony). Pii tkanové hypoxii je kyselina acetooctova redukovana na 3-
hydroxybutyrat, v disledku c¢ehoz diagnostické prouzky podhodnocuji celkovou
koncentraci ketonli a miizeme takové vySetfeni povazovat pouze za orientacni [7].

Proteinurie pak byva nejcastéji prvnim piiznakem rozvijejici se diabetické
nefropatie. B€Zné testovaci prouzky, pouzivané pro kvalitativni detekci proteind v mo¢i,
maji pouze orientatni vyznam a jsou dnes nahrazovany kvantitativnim vySetfenim

mikroalbuminurie [6].
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4.5 Mikroalbuminurie v mo¢i

Molekuly albuminu svou velikosti odpovidaji velikosti port v glomerularni
membran€, a proto se u zdravych osob prakticky nefiltruji, do moci se pak dostane
pouze stopové mnozstvi. Jiz nepatrné posSkozeni glomeruldrni bariéry zpusobi zvysSeni
albuminu v moci. Fyziologické mnozstvi je tedy do 3 mg/24 hodin. Mikroalbuminurie
(albuminurie) je pak patologicky zvySené mnozstvi albuminu v moc¢i v rozmezi 30-300
mg/24 hodin a svéd¢i o rozvijejici se diabetické nefropatii. Ze vzorku ranni moce lze
stanovit jednorazovy pomér albumin/kreatinin a tyto hodnoty se pak pohybuji v rozmezi
2,5-25 mg/mmol. Se vzristajici mikroalbuminurii roste riziko selhani ledvin a klinicky

pak progrese do proteinurie [9].

4.6 Glukézovy tolerancni test

Nejpouzivangj$i metodou v soucasné diagnostice pro vylouceni nebo potvrzeni
DM se jevi provedeni tzv. glukézového toleran¢niho testu. Test zacind stanovenim
hladiny glukézy nala¢no. Pokud ranni glykemie nepiesahuje 7,0 mmol/l, nésleduje
vypiti 75 g glukézy rozpusténé v 300-350 ml vody nebo jiné neslazené tekutiny.
V opacném piipadé€ (je-li glykemie vyssi nez 7,0 mmol/l) byva test zpravidla ukoncen a
pacient je s vysledkem vySetfeni odeslan z laboratofe k praktickému Iékafi nebo
specialistovi pro stanoveni diagnézy DM. Fyziologicky u zdravého jedince klesne
hladina gluko6zy v krvi zpét na vychozi hodnotu, kterd byla na la¢no po dvou hodinach
(Obr. 9). Druhy odbér krve a nasledné méteni probéhne tedy 120 minut po vypiti

roztoku glukézy.
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Obr. 9 Piiklad glykemické kiivky v 60. a 120. minuté po podani zatézové latky pti GTT
[23].

Interpretace testu je pak nasledujici:

>11,1 mmol/l...................... s nejvetsi pravdépodobnosti diagnostikovan DM

<7,8 mmol/l......ccccevvenrnncnne DM muzeme vyloucit

7,8 — 11,1 mmol/l................. porusend gluk6zova tolerance (nutné opakovat oGTT kazdé

dva roky a pacienta sledovat) [6,7].

K interpretaci vysledkli samotné glykemie i vysledki oGTT je zpravidla pouzivano

stejného algoritmu (Obr. 10) doporuéovaného CSKB a CDS.
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Koncentrace glukézy béhem dne
+ klinické pfiznaky

Opakované

z 11,1 mmol/l

= 11,1 mmol/l

Koncentrace glukdzy nalaéno

v

v

|

> 7,0 mmol/l

5,6 - 6,9 mmol/l

< 5,6 mmol/l

I Druhv nezavisIv odbér I

Riziko DM nebo IGT

J

v

> 7,0 mmol/l

< 7,0 mmol/l

Diagn6éza DM

/

OGTT - zatéz 75 g glukozy
za 2 hodiny po zatézi

g

= 11,1 mmol/l

o 1

,1 mmol/l

I < 7,8 mmol/l I

Poru$ena glukézova tolerance IGT

Vylougeni DM

Obr. 10  Algoritmus pro laboratorni screening DM u dospélych pacientl [7]

4.7 Glukézovy toleran¢ni test u gravidnich Zen

Jak jsem jiz zminila, dnes se screeningové provadi GTT u vSech téhotnych Zen
v 24.-28. tydnu téhotenstvi. Test se na doporuéeni CSKB provadi stejnym zptisobem
jako u negravidnich pacientd s jednim zasadnim rozdilem. Beze zmény se odebira krev
na la¢no, ale nésledné se méfi hladina glykemie v 60. minuté a znovu ve 120. minuté
od vypiti zatézové latky. Z glykemické kiivky (Obr. 9) jasné vyplyva, Ze po jedné
hodiné po zatéZi dosahuje glykemie v krvi maxima. Pro presnéj$i diagnostiku
u téhotnych Zen je proto tato hodnota velmi dilezita. GDM pak proto byva

diagnostikovan jiz pokud je zvySena hodnota glukozy alesponn v jednom ze tii

sledovanych kritérii:

Glykemie na lacno
Glykemie po 1 hoding
Glykemie po 2 hodinach

...... > 5,1 mmol/l
>10,0 mmol/l

> 8,5 mmol/l

Algoritmus pro interpretaci vysledkti oGTT u gravidnich je pak odlisny (Obr. 11).
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%pe v rozmezi: > 5,1 - 6,9 mmol/l |

FPG < 5,1 mmol/l

| Druhv nezavisIv odbér |

N
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!

FPG 2 7,0 mmol/l

A\

FPG v rozmezi: > 5,1 - 6,9 mmol/l

Prekroceni jednoho

™

&i vice kritérii

/

Diagn6za DM

Diagnéza GDM

OGTT - zatéz 75 g glukozy:
nalacno < 5,1mmol/l

za 1 hodinu po zatézi < 10,0 mmol/l
za 2 hodiny po zatézi < 8,5mmol/l

Obr. 11 Algoritmus pro laboratorni screening GDM [7].

Vylougeni GDM

4.8 Glykovany hemoglobin a sledovani 1é¢by DM

Vysetitovaci metody, zasadni pro diagnostiku DM, jsou, jak jsem zminila, vySetteni

hladiny gluk6ézy na lacno a gluk6zotolerancni test. Jsou ale i1 dal§i metody, velmi

dalezité nejen v diagnostice, ale ptedevSim pro sledovani kompenzace diabetu

po stanoveni diagnézy a zavedeni lécby. Jednou ztakovych metod je stanoveni

Glykovaného hemoglobinu, tedy jeho frakce Alc (HbAlc). Hemoglobin u dospélého

clovéka je z 97% tvoren hemoglobinem A, ktery v krvi podléha glykaci za vzniku tii
frakei oznaCovanych jako HbAla, HbAlb a HbAlc. Pfiblizné 80% celkového HbA1

tvoii frakce HbAlc, jeZ proto stanovujeme. Hladina tohoto hemoglobinu stanovovaného

v periferni krvi vypovida o glykaci erytrocyti po dobu jejich zivota, tedy asi 120 dni.

Vysetifeni HbAlc ma sviij vyznam jednak v diagnostice DM, ale hlavné pii sledovani

kompenzace DM, protoze vypovidéa o hladinach glukdézy v krvi az 3 mésice zpétné [6].

Pro diagnostiku se pouziva algoritmu vyobrazeného na Obr. 12.
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Stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA;,
v pIné krvi

A v )

HbA. > 48 mmol/mol HbA,. v rozmezi: 38 az 48 mmol/mol HbA . < 38 mmol/mol

4 A4

Druhy nezavisly odbér a méfeni HbA,,

V
HbA,. > 48 mmol/mol HbA;. v rozmezi: 38 az 48 mmol/mol HbA; < 38 mmol/mol
W W
+ klinicke pfiznaky DAl tuouie podle pFilohy 1 (FPG nebo OGTT Vylougeni DM
o ey ale se postupuje podle pfilohy 1 ( nebo ) ylouceni

Obr. 12 Algoritmus pro diagnostiku DM pomoci stanoveni HbAlc [7]

Rozhodovaci meze pti diagnostice DM:

HbA1c¢ [mmol/mol]......Interpretace
B8 diabetes neptitomen
38aZ48...iiieeieen hrani¢ni hodnoty
SA8 i diagnéza DM

Rozhodovaci meze pti sledovani kompenzace DM:

HbA1c[mmol/mol]........ Interpretace

208Z42 oo, Referencni interval (dospéli, negravidni).

438753 e, Kompenzovany diabetes (dospéli, negravidni).

> 53 Dekompenzovany diabetes. Signal k zméné terapie a rezimu.
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Analytickych metod pro stanoveni glykovaného hemoglobinu je v dnesni dobé vice nez
30. Jsou to metody zalozené na separacnich postupech, rozdéleni podle naboje nebo na
kombinaci obou. Jsou to hlavné HPLC (high performens liquid chromatography —
vysoceu¢inna  kapalinovd  chromatografie), iontové-vyménna chromatografie,

elektroforéza nebo izoelektricka fokusace [26].

4.9 C-peptid

Mezi dalsi metody, které jiz nespadaji do zakladni diagnostiky ¢i sledovani DM,
ale jsou nemén¢ dulezité, patii vySetfeni hladiny C-peptidu jako koncového produktu
uvoliiovaného pfi tvorbé inzulinu z proinzulinu. Prohormon proinzulin je syntetizovan
beta-bunikami pankreatu jako prekursor inzulinu. Zde se proinzulin pomoci specifickych
enzymil §tépi na inzulin a C-peptid. Veskery inzulin je vylucovan do portalniho obéhu,
a proto musi projit jatry, kterd ho 50-70 % vychytaji. Mnozstvi tohoto jaterniho
inzulinu se méni v zavislosti na koncentraci inzulinu a glukézy, jeho metabolismus je
velmi rychly (biologicky polo¢as 4—10 minut). C-peptid v plazmé ma polocas delsi (11—
33 minut) a jatra konstantné zachyti asi 12 % z celkového mnoZstvi C-peptidu. Zbytek
se ledvinami vylouci do moci. Nicmén¢ stanoveni C-peptidu v plazmé nebo v séru nam
podava spolehlivé;si informaci o funkci B-bunék pankreatu nez stanoveni inzulinu.

Charakteristické pro DMI1, ktery je na inzulinu zavisly, je sniZzena sekrece
inzulinu a C-peptidu. U téchto pacientdi miiZzeme ze stanoveni C-peptidu na lacno a
po jidle usuzovat na poSkozeni beta-bunck pankreatu [24]. Vysledek stanoveni C-
peptidu pak muze potvrdit ¢i vyvratit zanikajici syntézu inzulinu v beta buiikach
pankreatu i pii DM2.

Stanoveni se provadi v séru nebo v plazmé, nejlépe po zatézi. Nejcastejsi
metodou je ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay — imunoanalyza s navdzanym
enzymem), zaloZzend na sendviCovém principu, kdy se na monoklonalni protilatku
navaze C-peptid obsaZeny ve vzorku, po promyti se na jiné misto C-peptidu piipoji
druha monoklonalni protilatka znacené peroxidazou, po dal§im promyti se ptida substrat
tetrametylbenzidin a barevna reakce se stanovi fotometricky pifi 450 nm. DalSimi
metodami jsou napiiklad chemiluminiscenéni analyza (zalozend na sendvicové

imunochemické reakci a detekci vzniklého zablesku), nebo metoda CLIA, kdy se
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jednostupniové méti zablesk na C-peptid navazané monoklonalni protilatky znacené
izoluminolem. Intenzita takového zadblesku je pfimo Umérnd hladiné C-peptidu ve
vzorku [25].

V ramci cCasné diagnostiky DM je v soucasnosti mozné vySetiovat
autoprotilatky typu anti-IA2, ICA, anti-GAD nebo protilatky proti inzulinu ¢i proti
transportérim glukézy (GLUT), které jsou pfitomny jest¢ pfed prvnimi piiznaky
diabetu. Vzhledem k finan¢ni ndrocnosti téchto vysetieni vSak musi byt vazné indikace

k jejich stanovovani, tzn. genetické predispozice, nestandartni a nespecifické ptiznaky

atd. [6].

5. CIL VYZKUMU

V roce 2015 navstivilo nasi biochemickou laboratotf v Moravskych Budé&jovicich
celkem 157 pacientl na vySetieni gluk6zového toleran¢niho testu. U vétSiny z nich jsem
se ucastnila preanalytické faze - tedy odbért a podani roztoku glukoézy, analytické faze -
méteni glukdzy na analyzatoru i postanalytické faze - hodnoceni a vydani vysledki.

Mym cilem bylo v horizontu jednoho roku sbirat analyticka data téchto pacienti a
vyhodnotit procento nové diagnostikovanych diabetikli spadové v okoli nasi laboratofe,

coz je asi 6 obvodu praktickych lékaii s cca 10 000—12 000 osob navstévujicich

pravidelné svého praktického 1ékare.
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6. BIOCHEMICKA LABORATOR V MORAVSKYCH
BUDEJOVICICH

Laboratof v Moravskych Budé&jovicich je laboratof patfici soukromé spolecnosti
Synlab czech — laboratorni sluzby, se sidlem v Praze a je jednim z odloucenych
pracovist’ pobocky této spolecnosti ve Znojmé, kam také zasilame veSkeré odebrané
vzorky (kromé statimovych) k vySetfeni. V nasi laboratofi provadime pouze statimova
vySetfeni, a to: stanoveni glukozy, c-reaktivniho proteinu (CRP), vySetfeni mocového
sedimentu, protrombinovy test (Quick) pro kontrolu pacientti lé€enych kumariny a
vySetieni krevniho obrazu. Soucasti laboratofe je i odbérova mistnost, kde provadime
odbéry krve a moce (denné 60 — 80 odbérli), a mistnost pro pfijem materialu, kde se
vzorky odebrané nebo piijaté do laboratote zadavaji do laboratorniho informacniho
systému (LIS) a dale tfidi podle druhu pozadované analyzy. Néaplni mé prace je tedy

odbér materidlu, editace Zadanek i analyza statimovych vzorkl na analyzatorech.

7. PRUBEH VYSETRENI GTT

Vysetteni GTT v nasi laboratofi provadime podle instrukci a doporuéeni CSKB a
CDS a v souladu s vnitinimi standardy laboratofe. Jsou viak také mozna uréita specifika
vychézejici z pozadavkl 1€kaid nebo rtiznych handicapii pacientii, které musime brat
v potaz a byt na né piipraveni. Myslim tim naptiklad bezbariérovy vstup do laboratoie
pro télesné postizené pacienty nebo polohovaci kieslo, pomoci né¢hoz provadime odbér
v poloze vleze u pacientdl, kteti odbéry krve ne pfiili§ dobfe snasi. VétSinou ale
postupujeme standardné nebo se alespoii snazime standardnimu postupu piiblizit co

nejvice.
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7.1 Preanalyticka faze, postup vySetieni

Pacient ptichazi do laboratofe pfedem objednan a poucen (Obr. 13), vétSinou v 7
hodin rédno po predchozim minimalné¢ osmihodinovém odpocinku a la¢néni,
s vyloucenim jakékoli fyzické ndmahy a koufeni. Pfi odbéru musi byt pacient v klidové
poloze (v sed¢) na odbérovém kiesle. Nejprve odebereme zilni krev pacientovi na lacno,
do zkumavky s antikoagula¢nim Cinidlem a fluoridem sodnym (NaF). Zatimco pacient
vyckd v cekarné, zadadme Zzadanku do LIS a zkumavku skrvi pacienta pak
centrifugujeme pifi 1500 g po dobu 10 minut. ZatéZzovou latku mizeme podat
pacientovi, az kdyz zname hodnotu ranni glykemie, kterd musi byt nizsi nez 7,0 mmol/I.
Pokud hodnota koncentrace glukézy v plazmé pied zatézi presahuje tuto hodnotu, je
nutné konzultovat podani zatéze s prislusnym lékarem, ktery vysetieni indikoval. Ten
také rozhodne, jestli budeme v testu pokracovat, nebo jej ukonc¢ime. V piipad¢, ze 1ékar
souhlasi s pokraCovdnim testu nebo pokud je hladina glukézy na la¢no nizsi nez 7,0
mmol/l, poddvame jako zaté¢Zovou latku 75g glukézy ve 250 ml Glucosum solutio
natfedéného do 0,5 1 vodou a pacient setrvava v klidovém rezimu v ¢ekdrné po dobu 120
minut. Po uplynuti této doby v odbérové mistnosti opét odebereme zilni krev a
po separaci plazmy méfime hladinu gluk6zy. Pokud 1ékai pozaduje, je moznost navic

zm¢éfit koncentraci glukozy v plazmé 1 po 60 minutich po podani zatézové latky.

Jak jsem jiZ zminila, jsou dle aktuilniho doporuceni odbornych spole¢nosti

rozdily u testll provadénych v rdmci screeningu GDM u gravidnich Zen, a to:

* je-li glykemie téhotné Zeny na lacno < 5,1 mmol/l, je test dokonCen podanim 75 g
glukézy a odbéry Zilni krve se provadi v 60. minuté¢ a 120. minuté (u netéhotnych

pacienti miize byt glykemie na la¢no nizsi nez 7,0 mmol/l).
* je-li tato prvni glykemie > S,Immol/l, je gravidni Zena pozvéna k vySetieni

nasledujici den a test se opakuje od zacatku. Pokud je i nasledujici den glykemie

na la¢no > 5,1 mmol/l, v testu se nepokracuje a je stanovena diagnéza GDM.

* je-li druhy den glykemie na la¢no < 5,1 mmol/l, miiZeme test dokon¢it poddnim 75 g

glukdzy a odbérem Zilni krve v 60. a 120. minut¢.
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SYNLAB/ el

synlab czech s.r.o. - Sokolovska 100/94 - Karlin - 186 00 Praha 8

Arean INBOSO

Pokyny pro pacienty k vysetreni
glykemické krivky—OGTT

Coje OGTT?

Oralniglukozotoleranénitest, pro odhaleni onemaocnéni cukrovkou (Diabetes
mellitus). Prosime Vas o spolupraciadusiedné dodrzeniv$ech uvedenych pokynu.
Na toto vysetfenise prosim objednejte na pracovisti, které Vamnejlépe vyhovuje
(viz seznam odbérovych pracovist / www.synlab.cz)

Postup vysetieni:

e Odbeérkrve nalacno

* Podanizatézove davkycukru(vypititestacnihonapoje)
s Odbér krve za 2 hodiny po poziti tohoto napoje

U téhotnych:

e Odbeérkrve nalactno

* Podanizatézovedavkycukru(vypititestatnihonapoje)
* Odbérkrve za 1 hodinu po poziti testacniho napoje

* Qdbérkrve za 2 hodiny po poziti testacniho napoje

Pokyny:

Na odbérové pracovisté se prosim dostavie véas a nalacno. Pit mluzete samotnou vodu €&i
neslazeny ¢aj. Léky, které pravidelné uzivate, si vezméte — zapijte. BEhem celého vysetieni je
zakazano jist a pit a je nutné setrvat v klidu bez fyzické zatéze. Jakekoliv potize (zvraceni, prujem,
zavrat, mdlobu apod.) hlaste ihned sestfe. S sebou prineste toto pouceni, karticku pojistovny a
zadanku od lekare.

PROSIME VYPLNTE:

Prohlasuji, ze jsem byl fadné poucen o vysetienia souhlasim s jeho provedenim

Jméno a pfijmeni:

Cislo pojisténce: 5 : . R e i R ;
Datum:

Podpis:

Call centrum: 800 800 234 www.synlab.cz

Obr. 13 Pokyny pro pacienty k vySetfeni gluk6ézového toleranc¢niho testu.
Tento dokument dostavé pacient pii objednani do laboratote. Pied provedenim
testu vyplni prohlaSeni na konci formulare, ze byl fadn€ poucen o vySetieni a

svym podpisem stvrdi souhlas s jeho provedenim.
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7.2 Analyza vzorku

V Biochemické laboratotfi v Moravskych Budé&jovicich je provadéna analyza
vzorkl pro stanoveni gluk6zy na analyzatoru Super GL (Obr. 14), dodaného spole¢nosti
Eurolab Lambda a.s. Je to typ malého analyzatoru, na kterém je mozno méfit kromé
glukozy 1 laktat. Stanoveni laktatu vSak v nasi laboratofi neprovadime, a proto na n¢j

pfistroj ani nekalibrujeme.

Obr. 14 Analyzator Super GL

Me¢éfteni plazmatické glukdézy na Super GL je zaloZeno na elektrochemickém
principu pomoci kompaktniho biosenzoru. Ptfes senzor za pomoci pumpy proudi

systémovy roztok, kalibrator, kontrolni nebo pacientské vzorky. Elektrody v senzoru
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jsou od roztokli oddélené membranou, obsahujici imobilizované enzymy (Obr.15).
Kalibrace tohoto pfistroje se provadi automaticky, pouze je nutné vlozit kalibrator
do méficiho kruhu do polohy pro kalibrator. Ten je dodavan stejné jako kontrolni
vzorky pfimo vyrobcem. Kalibrace a kontrolni méfeni se provadi vzdy po spusténi
analyzatoru a nékolikrat béhem provozu. Zatimco kalibraci provadi pfistroj sam a
automaticky, méfeni kontrolnich vzorkd provadi laborant. Pro analyzu vzorkl
(kontrolnich 1 pacientskych) je nutné kazdy vzorek nejprve naiedit do systémového
roztoku v poméru 1: 50, my fedime 20 pl plazmy a 1000 pl hemolyzatu (systémového
roztoku). Takto natfedény vzorek se pak vuzaviené mikrozkumavee vklada
do analyzatoru a méfi. Dolni a horni limit detekce analyzatoru Super GL se pohybuje

v rozmezi 0,6 — 50 mmol/l.

sensor |

sample or
system solution

Fig. 1.1 flow direction

glucose + lactate + H,O
LOD Gob © 4

S R A

\pyruvat +| |pyruvat +| | gluconic acid gluconic acid
[ H,O HO,|| + HO +* v HO

1 po i | !

Pt electrode (+) Pt clectrode (+)
2¢ 2¢

Obr. 15  Princip méteni analyzatoru Super GL. Na obrazku je zobrazeny smér
proudéni a reakce uvnitf senzoru.
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7.3 Referen¢ni meze laboratore

Referencni rozmezi v nasi laboratofi je dano doporuc¢enimi odbornych spole¢nosti.
U nediabetikl je fyziologické rozmezi glykemie na la¢no 3,3-5,6 mmol/l. Odlisna je
interpretace u GTT. Abychom mohli podat zatéZzovou latku, nesmi gluk6za na lacno
piesahnout hodnotu 7,0 mmol/l, u t€hotnych Zen dokonce nesmi byt vyssi nez 5,1

mmol/l.

Rozhodovaci meze koncentrace glukézy v plazmé zilni krve po 120 minutach

od podani zatéze (75 g glukozy) jsou u netéhotnych pacienti:

<7,8mmol/l......ccccccevvvriiniennnn. vylouc¢eni DM
7,8 — 11,0 mmol/l....................... porucha glukézové tolerance
> 11, e muze byt diagnostikovan DM

Ocekavané hodnoty u téhotnych jsou:

Glykemie na 1acno...........ccceevenericneennenne. <5,1 mmol/l
Glykemie v 60. minute............ccoceevuervennene <10,0 mmol/1
Glykemie ve 120. minuté..........cccccoceeveennenn < 8,5 mmol/l

JestliZe je u té¢hotné Zeny vyssi alesponi jedna hodnota, jedna se o GDM.
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8. INTERPRETACE VYSLEDKU

8.1 Celkovy prehled analyzovanych testii v roce 2015

Od ledna do prosince 2015 byl v Biochemické laboratofi v Moravskych
Budé¢jovicich proveden GTT u celkem 157 pacientii, z toho 52 muzi a 105 zen (61
gravidnich a 44 negravidnich). Nejmladsi pacientce bylo 18 let, nejstarSimu pacientovi
pak 68 let. Vékové kategorie vySetfovanych jsem zptehlednila v tabulce ¢.1. Zatimco
u gravidnich Zen byla vékova hranice testovanych do 40 let, ostatni vySetfovani byli

prevazné vyssiho véku, nejvetsi pocet pak po 55. roku véku.

Tab. 1 Pocet pacientii vySetfovanych v Biochemické laboratofi v Moravskych

Budéjovicich v roce 2015 vzhledem k vé€kové kategorii.

55 avice
18-30let |31-401let |41-551et |let celkem
zeny gravidni 30 31 0 0 61
zeny
negravidni 7 3 8 26 44
muzi 5 4 13 30 52
celkem 42 38 21 56 157

Z tabulky €. 1 dale vyplyva, Ze nejcastéji testované v nasi laboratofi byly gravidni
zeny ve veéku 18—40 let a druhou nejcastéji testovanou skupinou byli muzi starsi 55 let.
Dulezité jsou pak také vysledky testli, které zpiehlednuje tabulka ¢. 2 a 3. Pro vétsi
ptrehled jsou modie oznaceny pole s pocty pacientil, jejichZ hodnoty na la¢no i po zatézi
byly ve fyziologickém rozmezi, a Cervené jsou oznafena pole s pocty pacientl,
u kterych byla hladina glykemie na la¢no nebo po zatézi vyssi, nez je referencni

interval.
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Tab. 2 Pocet vyslednych hodnot glykemie vzhledem k fyziologickému rozmezi

u muzi a Zzen (negravidnich).

Vysledky méfeni oGTT u muzi a Zen
Hodnota glykemie na lacno test Hodnota glykemie 120 min. po zatézi
33-5,6 | do7,0 | vysSinez | ukonCen | niSinez 7,8 - 11,0
mmol/l mmol/l |7,0 mmol/l|pred zit€zi| 7,8 mmoll| mmoll | vysSSinez 11,0 mmol/l

Muzi 5 34 9 4 34 13 1
Zeny 5 24 9 6 23 13 2
Celkem 10 58 18 10 57 26 3

Tab. 3  Pocet vyslednych hodnot glykemie vzhledem k fyziologickému rozmezi

u gravidnich Zen.

Vysledky méfeni oGTT u te€hotnych zen
Hodnota glykemie na | Hodnota glykemie 60 |[Hodnota glykemie 120
la¢no minut po zatézi minut po zatézi
nizSinez | vysSinez | nizSinez | vySSinez | nizSinez | vySSinez
5,1 mmol/1|5,1 mmol/l| 10 mmol/1 | 10 mmol/1 | 8,5 mmol/1|8,5 mmol/1l
45 17 58 4 62 0

8.2 Zhodnoceni vysledki

Z mého celoro¢niho sledovani vyplyva, ze ze vSech 157 pacientt, ktefi byli v nasi
laboratofi vySetfovani pomoci GTT, byla jednozna¢né diagnostikovana urcita porucha
glukézové tolerance podle glykemie na lacno u 45 ze vSech provedenych testl. Z tohoto
poctu je 17 gravidnich zen, 13 muzii a 15 negravidnich zen. U 4 gravidnich Zen byla
hodnota glykemie zvySena i 60 minut po podani zatézové latky a u 1 muze a 2 Zen byla
hodnota zvySend i1 po 120 minutach po zatézi. V 10 piipadech jsme test po telefonické
domluvé s lékafem ukoncili jeSté pred podanim zatéZzové latky, protoZe glykemie
na lacno vysoko ptresadhla hodnotu 7,0 mmol/l a v takovych ptipadech se, 1 dle sd€leni

1ékate, jednoznacné jednalo o diabetes.

VSsichni pacienti byli po provedeni testil s vysledky vysetfeni odeslani ke svému
1ékati, ktery pak provedl vyhodnoceni testu a popfipadé odeslal pacienta

do specializované diabetologické poradny ¢i ordinace.
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9. ZAVER

V dne$ni dobé je Diabetes mellitus povazovan za jedno z nejrozsifenéjSich
civiliza¢nich onemocnéni a nejen jeho etiologie je velmi rozsahla. Vznik DM ovliviiuje
tfada rizikovych faktort, jako je hypertenze, obezita, vysoké hladiny tukii a cholesterolu,
kouteni a fada dalSich dusledkii nezdravého zivotniho stylu. Hadina glukézy v nasi krvi
a jeji nerovnovaha ovlivituje pak i mnoho dalSich pochodti v organismu, ¢imz diabetes
zpusobuje dalsi komplikace a vyvolava dalsi patologické stavy. Pozdé diagnostikovany
nebo S$patné kompenzovany diabetes tak ve svém disledku ovlivni negativné cely
organismus. Nejen ze v pankreatu dojde k nevratnému ubytku bunék Langerhansovych
ostrivkl, ale dlouhodobé zvysSena hladina krevniho cukru mé& za nasledek i
aterosklerézu v cévnim systému a vznik infarktu myokardu. Cévni systém dolnich
koncetin miize postihnout diabetickd gangréna, vyznamné jsou 1 diabetické
mikroangiopatie v systému kapildr nebo retinopatie se vznikem katarakty ¢i glaukomu.
Velmi casté byvaji i diabetické nefropatie, jez mohou vést az k selhdni ledvin. Az
u 75% diabetikli se objevuje steatéza jater a dalsi zmény ohrozujici jejich funkci [5].
Proto je velmi dilezité toto onemocnéni nejen spravné léCit, ale predevSim vcasné
diagnostikovat. Ja jsem chtéla ukéazat, Ze pro spravnou a vcasnou diagnostiku neni
zapotiebi velkych specializovanych pracovist’ s nejmodernéjsi technikou, ale ze lze
stejn¢ dobfe diagnostikovat a stejné dobie vySetfovat v malé biochemické laboratofi.
Pro mé, jako fadovou laborantku, je moje prace velmi zajimava a ptinosna. Proto bych
byla velice rada, kdyby se mi podafilo alespon ¢astecné ptibliZit vSechny tyto aspekty

své prace také ostatnim.
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11. SEZNAM ZKRATEK

(€ 1 IR Gastrointestindlni trakt

AKo i, Aminokyseliny

1\Y | O Mastné kyseliny

GLC..coiiii Glukoza

CAMP......covvives Cyklicky adenosinmonofosfat

GIc-6-P....ccvvereenee Glukoza-6-fosfat

Pioei Fosfat

ATP.oiiiiiieeen, Adenosintrifosfat

TAG...coiiiiee Triacylglycerol

DM....coooviiinn, Diabetes mellitus

DMI........cooinnn. Diabetes mellitus prvniho typu

DM2......ccoeiinnn. Diabetes mellitus druhého typu

GDM....................Gestalni diabetes mellitus

CNS.e Centralni nervovy systém

IDDM...................Na inzulinu zavisly diabetes mellitus (inzulin dependent diabetes
mellitus)

NIDDM.......ccocvvenen.. Na inzulinu nezéavisly diabetes mellitus (non-insulin dependent

HPLC.....ooviiie Vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie (high performance

liquid chromatography)

ELISA ..o Imunoanalyza s navdzanym enzymem (enzyme-linked

immunosorbent assay)

ICP. i, Identifikaéni ¢islo provozovny
GTT.....ceiii, Gluko6zovy tolerancni test
MODY ....ooviiiirieiennn Maturity onset diabetes of young
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LADA.....coiiieiee Latentni autoimunitni diabetes dospélych

LIS..eee, Laboratorni informacni systém

EDTA...cccooeeeeee. Ethylendiamintetraoctova kyselina

NaF..oooiiieiieeieee, Fluorid sodny

(01) 4 2 T Ceska spole¢nost klinické biochemie

(0] 51T Ceska diabetologicka spolenost

HbAlc...ooooveieinne. Glykovany hemoglobin Alc

IFCC...vveeieeeeee International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine

LIS. e, Laboratorni informacni systém

GOD....ovvveieeieeen Glukézaoxidaza

POD...cocoiiiiiene Peroxidaza

AAP....ooiiiieee, 4-aminoantipyrin

NAD+ .o Nikotinamid adenin dinukleotid

NADP+....coiiiiee Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
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