ZKUSENOSTI Z LABORATORI

Glykovany hemoglobin (HbA,,) je rutinné vyuzivany parametr pro sledovani kom-

penzace glykemie u pacientid s diagnézou diabetes mellitus.! V fadé zemi je také vy-

uzivan jako diagnosticky marker pro toto onemocnéni.> Efektivni vyuziti HbA, je

ovsem limitovano jeho analytickou nejistotou® a omezenimi vyplyvajicimi z pfitom-

nosti abnormalni formy hemoglobinu, intravaskularni hemolyzy, ztraty krve a dal-

$ich stavii. Na pfesnost vySetieni HbA,  jsou tudiz kladeny pomérné vysoké naroky.*

Proto je velmi Zadouci vyvoj metodiky stanoveni a sniZovani analytické nejistoty to-

hoto markeru.

Porovnani vysledkii metod HbA,,
na analyzatorech D-10 (Bio-Rad)
a cobas® 8000 c 502 (Roche)
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HbA,. je méfen celou $kdlou analy-
tickych principt. V CR je dominantni
predevs$im iontoméni¢ova HPLC, ale
objevuji se i afinitni chromatografie,
imunoanalytické metody, enzymatické
metody, kapildrni elektroforéza a sucha

chemie.’

V této studii jsme se zabyvali porovna-
nim rutinni iontoménicové HPLC me-
tody na analyzitoru D-10 (Bio-Rad)
s inhibi¢ni imunoanalytickou metodou
na analyzatoru cobas® 8000 modulu ¢ 502
(Roche).

Materidly a metody

Sbér vzorku pacientti pro studii probthal
na pracovisti Fakultni nemocnice Brno
od 14. 5. 2020 do 5. 6. 2020. Do porov-
nani bylo zahrnuto 112 vzorkd pacientt,
které byly v uvedeném obdobi rutinnim
zpusobem vySetfeny pro hodnotu HbA,,
na analyzatoru D-10 (Bio-Rad) pomoci
reagen¢nfho setu D-10 Dual Program
Reorder Pack. Daldi faktory jako veék,
diagnéza, pohlavi a podobné nebyly
zohlednény. Materialy byly po rutinnim
vySetfeni ulozeny vlednici pti4-8 °C (sta-
bilita parametru HbA,, je alespon 7 dni
pfi této teploté).* Po ukonceni rutinniho

provozu byly vzorky v odpolednich ho-

dinach roztfepanim homogenizovany

a analyzovany na cobas® 8000 ¢ 502 me-
todou HbA,. TQ Gen. 3 (Roche).

S kazdou sérii vzorka probéhlo méfeni
dedikované kontroly kvality na kazdém

z analyzatoru (viz tabulka 1).

Ke spolehlivému urceni hodnoty bias
a posouzeni stability reagencii metody
HbA,. TQ Gen. 3 na palubé ptistroje byly
poutzity referencni lyofilizované materidly
vzorkd A i B cyklu KD2/20 fy SEKK. Ci-
lové hodnoty a jejich roz$ifené nejistoty
byly 38,2 (Upy = 0,6) a 70,1 (Upy = 1,1)
mmol/mol. Kazdy z materidlt byl mé-
fen v péti opakovanich na analyzatoru
cobas® 8000 modulu ¢ 502 v den 1 a poté
ve ¢tyfech opakovanich v den 11 (viz ta-
bulka 2). Stabilita resuspendovanych ma-
teridld byla zajisténa jejich zamrazenim
vden 1 na-20 °C.
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A Obr. 1: Porovndni obou metod pomoci sériové analyzy pacientskych vzorkii

y = -1,5189 + 0,9906 x

Usek -1,5189

95% interval spolehlivosti

-2,5125 to -0,3150

Smérnice 0,9906

95% interval spolehlivosti

0,9700 to 1,0125

Cusumdv test linearity

Bez statisticky vyznamné odchylky linearity (P>0,10)

A Tab. I: Rovnice regrese a jeji intervaly spolehlivosti
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Ke statistickému vyhodnoceni byl vyuzit
program MedCalc verze 9.3.2.0. Korelace
byla vyhodnocena dle Passinga a Babloka
(1983)” a korela¢ni koeficient vypocéten
dle Pearsona. K hodnoceni byly vidy
pouzity hodnoty HbA,, definované dle
IFCC [mmol/mol]. Pfepocet jednotek
IFCC a DCCT (NGSP) je mozné provést

dle nasledujici rovnice:

DCCT(%) = 0,0915 * IFCC(mmol/mol)
+ 2,15

Vysledky

Porovnani vzorkt pacientii probéhlo cel-
kem v 7 sériich po dobu 19 dni a zahr-

nuje 112 méfeni na kazdém z pristroju,

viz obrazek 1. Rovnice linedrni regrese
véetné 95% intervalil spolehlivosti jsou

zaznadeny v tabulce 1.

Hodnoty HbA,, vzorkil pacientt se po-
hybuji v rozmezi 33-108 mmol/mol
pomoci iontoménicové HPLC metody
na analyzatoru D-10 (Bio-Rad) a v roz-
mezi 29,5-104 mmol/mol pomoci meto-
dy HbA,. TQ Gen. 3 (Roche).

Vysledky, které analyzator poskytoval
po dobu studie, byly vzdy v povoleném
rozmezi definovaném kazdym z vyrobcti

kontrolnich materidld, viz tabulka 2.

Cilové hodnoty referen¢niho materiélu,
jednotlivé namérené hodnoty i statistické
vyhodnoceni druhé ¢asti studie, shrnujici
bias a stabilitu reagen¢niho setu HbA,,
TQ Gen. 3, jsou uvedeny v tabulce 3.
Materialy KD2/20 (SEKK) byly rozpus-
tény dle instrukci pro uzivatele Roche,
tedy v 0,25 ml deionizované vody. Cilové
hodnoty obou materialtl byly ziskany re-

feren¢ni laboratoti (European Reference
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A Obr. 2: Bland-Altmaniv rozdilovy graf s vysledky porovndni vzorkii pacienti

Referenéni
material [mmol/mol]
UAV 82 | 70,
Den HbA,;. TQ Gen. 3
1 39,3 73,2
1 39,8 72,1
1 41,6 73,2
1 41,5 72,4
1 40,7 73,4
Pramér den 1 40,6 72,9
CV% den 1 2,51 0,79
Bias% den1 6,23 3,94
11 39,9 71,9
11 40,4 72,3
11 40,1 72,5
11 38,9 74,2
Pramér den 11 39,8 72,7
CV% den 11 1,63 1,39
Bias% den 11 4,25 3,74

Systém cobas® 8000 ¢ 502 (Roche) D-10 (Bio-Rad)
Kontrola PreciControl HBA,. Norm/Path Diabetes Control (Bio-Rad)
Lot 412160 412161 33991 33992
Exspirace 28. 2. 2021 30. 6. 2021

Cilova hodnota 40,6 98,2 35 84
14. 5. 2020 41,8 90,4 36 86
20. 5. 2020 41,7 92,2 36 87
21.5. 2020 40,8 93,3 36 90
25. 5. 2020 38,1 90,7 36 84
3. 6.2020 39,0 89,1 35 83
4. 6. 2020 38,7 89,8 37 86
5. 6. 2020 39,1 90,5 37 88
Prameér 39,9 90,9 36,1 86,3
Bias -0,7 -7,3 1,1 2,3
Bias% -1,8 -7,5 3.3 2,7
SD 1,52 1,43 0,69 2,36
CVo% 3,73 1,46 1,97 2,81

A Tab. 2: Vysledky méteni interni kontroly kvality na kazdém z analyzdtorii
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A Tab. 3: Vysledky hodnocent bias

a stability reagencniho setu HbA,;, TQ
Gen. 3 (Roche) pomoci referencnich
materidlil z fy SEKK



Laboratory for Glycohemoglobin), s me-
trologickou névaznosti na referen¢ni me-
todu IFCC (Winterswijk, Nizozemsko).®
Parovy t-test ukazal shodu dat pro dny
lalluvzorkd AiB.

Diskuse

Porovnani vysledkd HbA,. u pacient-
skych vzorki ukazuje velmi dobrou sho-
du obou metod - statisticky nevyznamny
rozdil smérnice a mirny negativni bias
reagen¢ni soupravy Roche v praméru
0 2,1 mmol/mol HbA,.. Pokud ptihléd-
neme k pribézné méfenym internim
kontroldm kvality, kdy analyzator D-10
vykazuje mirny pozitivni bias oproti re-
feren¢ni hodnoté a analyzator ¢ 501 ne-
gativni, mizeme usoudit, Ze je tento bias

tvofen parcialné obéma metodami.

Analyza referen¢nich materidlti naopak
ukazuje mirny pozitivni bias reagenc-
ni soupravy Roche v den instalace setu
do ptistroje a jeho kalibrace i po desiti
dnech. Tato nekonzistence s predchozi
casti studie muize byt vysvétlena jinou po-
vahou matrice obou materiald. Zatimco
soubor pacientskych vzorka tvofi nativ-

ni krev, referen¢ni materidly dodavané
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firmou SEKK jsou lyofilizaty. Problema-
tika efektu matrice je v pripadé glykova-
ného hemoglobinu dosud hojné diskuto-
vand. V CR se tento problém projevoval
predevsim u nékterych POCT analyzato-
ri HbA,, coz bylo od roku 2017 kompen-
zovano pouzitim materiald nativni krve.
Presto, mirné odchylky u laboratornich
pristrojit se u nas dosud neprojevily nej-
spiSe i diky dostate¢né $iroké maximadlni
povolené odchylce pfi hodnoceni EHK
fy SEKK. Béhem nékolika poslednich let
ovéem doslo k zuZeni tohoto intervalu
z +20 % na soucasnych +12 %. Dalsi zuzo-
vani povoleného intervalu nardzi na sou-
casné technické moznosti analyzy. Evrop-
ska srovnavaci studie EURAAAIG, jiz se
zléastnila pravé i CR v roce 2019, uka-
zuje vy$$i primérny bias i CV% u lyofi-
lizdta (bias = +1,1 mmol/mol HbA,,
CV = 6,2 % oproti analyze plné krve %)
(bias = +0,4 mmol/mol HbA ., CV =4,6 %).

Pro laboratofe s mensim objemem vzor-
ki k vySetfeni HbA,. muze byt dulezita
stabilita reagencii na palubé. Tabulka 3
ukazuje shodné vysledky méfené v den
vlozeni reagencie do pristroje a poté
po 10 dnech. Vysledky ukazuji statistic-
ky nevyznamny rozdil cilovych hodnot

(parovy t-test) i varia¢nich koeficientil

(parovy F-test). Kvili malému mnozstvi
referen¢niho materidlu nebylo mozné pro-
vést vétsi pocet opakovani, aniz bychom
se vyhnuli michani jednotlivych lahvicek,
ovéem slou¢enim obou skupin bychom
ziskali bias +2,0 mmol/mol a CV 2,3 %
pro vzorek A a bias +2,7 mmol/mol
a CV 1,0 % pro vzorek B.

K nespornym vyhodam feSeni fy Roche
patfi vyuziti stavajictho automatického
fotometrického analyzatoru, takZe neni
tfeba zakupovat/pronajimat dalsi pristroj
a redit souvisejici agendu - prostorové
naroky, udrzbu, zaskoleni persondlu, do-
kumentaci. Soucasna tfeti generace re-
agenc¢nich setd je dostupna pro pristroje
cobas b 101, ¢ 501/502, ¢ 513, ¢ 311/111,
Integra, ¢ 503.

Zaveér

V této praci jsme demonstrovali, Ze i tak
rozdilné metody pro stanoveni HbA,,
jakymi jsou iontoménic¢ovd HPLC a inhi-
bi¢ni imunoanalyza, mohou poskytovat
dobrou korelaci. Pozadavky na analytic-
kou kvalitu metody HbA;. TQ Gen. 3
(Roche) vyhovuji soucasnym ceskym

i mezinarodnim pozadavkiim.

Mgr. Ondiej Wiewiorka

Oddéleni klinické biochemie FN Brno, Jihlavska 20, Brno, Katedra laboratornich metod, LE, Masarykova univerzita,
Kamenice 735/5, Brno, supervizor EHK SEKK pro cykly KD (glykovany hemoglobin) a GHP (glykovany hemoglobin POCT),

Za Pasazi 1609, Pardubice

Kontakt: wiewiorka.ondrej@fnbrno.cz
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