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Glukometrie |

Uvod

Stanoveni glukézy v biologickych tekutinach patii v klinické laboratofi k nejcastéj§im pozadavkam.
Byva soucasti panelu vstupnich vysetfeni pfi hospitalizaci, je poZadovano pied operacemi, v gravidité
a pri celé fadé nemoci. Stézejni misto zaujima glukometrie pii diagnostice a dlouhodobém sledovani
1é¢by diabetes mellitus.

V historii glukometrie se jiz dlouha 1éta vyuzivalo schopnosti gluk6zy redukovat vhodné substraty za
vzniku barevného produktu. Teprve v posledni ¢tvrtiné minulého stoleti se pfi rutinnim stanoveni
glukézy v biologickém materialu zacaly uplatiiovat enzymové metody, a to nejnovéji také formou tzv.
enzymovych elektrod.

Stanoveni glukézy ve vzorcich biologického materialu je dobfe automatizovatelné jak v samostatnych
(jednoucelovych) glukometrech nebo v kombinaci s nékolika jinymi testy (napf. v analyzatorech pH a
krevnich plyni), tak v komplexnich multiparametrovych biochemickych analyzatorech. Referenéni
metodou pro stanoveni glukozy zistava plynova chromatografie s izotopovou diluci.

Glukometrie v diagnostice diabetes mellitus
Stanoveni glukézy v plazmé zilni krve naléza nejSirsi uplatnéni v diabetologii. Pfesto podle
nejnovéjsich doporuceni se podle néj diabetes mellitus (DM) nediagnostikuje. K diagnostickym
screening rizika DM a provadéni oralniho glukozového toleranéniho test (OGTT).
Stanoveni glukézy se provadi po nejméné 8hodinovém laénéni ve vzorku (plazmy) Zilni krve.
Vysledna fyziologicka hodnota ma byt niz$i nez 5,6 mmol/l (= fasting plasma glucose, FPG). Pti
porusené glukozové toleranci (= impaired fasting glucose, IFG) jsou hodnoty v rozmezi 5,6 az 6,9
mmol/l a pro diabetes mellitus svédéi hodnoty nad 7 mmol/I.
Oralni glukozovy tolerancni test se provadi se zatézi 75 g glukozy, tj. podanim roztoku glukozy ve
100 ml vody a stanovenim glukézy v plazmé Zilni krve pied podanim (Vv ¢ase 0) a po 2 hodinach.
Fyziologicka hodnota OGTT po 2 h ma byt pod 7,8 mmol/l, pii porusené glukdzové toleranci se
nachézi mezi 7,8 a 11 mmol/l a u diabetu nad 11,1 mmol/I.
Pro diagnostiku gestacniho diabetu se vySetiuje OGTT u téhotnych ve 24. az 28. tydnu téhotenstvi a
s odbéry krve v ¢ase 0, 1 h a 2 h. Rozhodovaci limity jsou na la¢no do 5,1 mmol/l, po 1 hdo 10
mmol/l a po 2 h do 8,5 mmol/l.
Pro ucely diagnostiky a sledovani DM se provadi stanoveni glykovaného hemoglobinu. Metoda je
celosvétove standardizovana a ma navaznost na referen¢ni metodu nejvyssiho metrologického radu.
Vysledky se maji vydavat v jednotkach mmol/mol podle IFCC, existuji vSak i hodnoty v % (tzv.
DCCT) s moznosti vzajemnych piepoétu:

mmol/mol IFCC = (% DCCT x 11) - 24

% DCCT = (mmol/mol IFCC x 0,0915) + 2,15.
Rozhodovaci limity HbA . jsou pro zvySené riziko diabetu 39-46 mmol/mol, pro diagnézu diabetu
>48 mmol/mol a pro kompenzovany DM <53 mmol/mol.

Neenzymové metody

Historické metody pro stanoveni gluk6zy byly zalozeny na jejich oxidoredukénich vlastnostech

v alkalickém prostiedi: oxidace glukdzy kyselinou pikrovou, oxidace hexakyanozelezitanem,
stanoveni pies hydroxymethylfurfural, apod.

K rozsitenym a bézn¢ pouzivanym chemickym metodam v klinickych laboratofich v nedavné
minulosti pattila metoda o-toluidinova. Glukoéza tvoii s o-toluidinem (2-aminotoluenem) v kyselém
prostiedi ledové kyseliny octové a za teploty varu modrozeleny komplex vhodny k fotometrickému
stanoveni (630 nm). Slo o manualni metodu vyzadujici pfedchozi deproteinaci vzorku biologického
materialu a potom zahtivani reakéni smési. Z tohoto diivodu a také pro ucast agresivnich chemikalii



nebyla automatizovatelna, a proto se jiz nepouziva. Moderni metody pro rutinni stanoveni glukézy
v klinickych laboratotich jsou zaloZeny na enzymové oxidaci glukozy.

Enzymy pouZivané v glukometrii

Pouzivaji se enzymy glukézadehydrogenaza (GD), dvojice hexokindza (HK) + glukoza-6-
fosfatdehydrogenaza (G-6-PD) a dvojice glukézaoxidaza (GOD) + peroxidaza (POD).

Pii glukozadehydrogenazové reakci se glukoza oxiduje za katalyzy GD na kyselinu glukonovou a
koenzym NAD" prebira redukéni ekvivalenty a pieménuje se na NADH+H", ktery se méfi
fotometricky pti 340 nm.

V hexokinazové reakci se glukdza nejprve pfeméfiuje na glukoza-6-fosfat a ten poskytuje v reakci
katalyzované G-6-PD glukonolakton-6-P. Soudasné se pfitomny koenzym NADP" redukuje na
NADPH+H", ktery se fotometricky méfi opét pii 340 nm.

Nejvice se pouzivaji enzymy ze skupiny gluk6zaoxidaz (GOD) a gluk6zadehydrogenaz s pyrrolo-
chinolin-chinonovym koenzymem (PQQ-GDH). Tyto dvé enzymové rodiny se li§i svymi redox
potencialy, silou vazby mezi apoenzymem a koenzymem, svymi kosubstraty, ¢islem premény,
Michaelisovou konstantou a selektivitou vici glukoze.

Glukézaoxidaza pouziva jako akceptor elektrond kyslik. Koenzym flavinadenindinukleotid (FAD) je
silné vazan k apoenzymu GOD a reaguje s kyslikem za vzniku peroxidu vodiku. GOD je pro glukézu
relativné specificka.

PQQ-glukézadehydrogenaza katalyzuje nejen oxidaci glukoézy, ale i1 dalSich sacharidt (napf.
maltozy). Koenzym PQQ je stiedné siln& vazan k apoenzymu v p¥itomnosti nadbytku iontit Ca?*, které
zaroven tuto vazbu stabilizuji. Na rozdil od FADH; neni redukovany koenzym PQQH; oxidovan
kyslikem.

V posledni dobé€ se zacinaji pouzivat gluk6zadehydrogenaza s nikotinamidadenindinukleotidovym
koenzymem (NAD-GDH) a gluk6zadehydrogenaza s flavinadenindinukleotidovym koenzymem
(FAD-GDH). Tyto enzymy spojuji nezavislost na kysliku PQQ-GDH se substratovou specifitou GOD,
a je pravdépodobné, ze budou v budoucnu vice pouzivany.

Principy detekce

Peroxid vodiku jako produkt glukézaoxidazové reakce je mozné vyuzit k oxidaci leukobarviva za
katalyzy enzymem peroxidazou a barevny produkt stanovit fotometricky. Castou aplikaci je ,,oxida¢ni
kopulace* 4-aminoantipyrinu s aromatickym aminem nebo substituovanym fenolem.

Dalsimi chromogennimi akceptory mohou byt o-tolidin, indofenol, o-dianisidin a jiné. Fotometrickou
detekci Ize vyuzit i u glukézadehydrogenazovych prouzki. V tomto piipadé jsou elektrony

Z enzymové reakce pfeneseny prostiednictvim mediatoru na redoxni indikator.

Pii elektrochemické detekci pievazuje ampérometrie, méné se pouziva coulometrie. Vyhodou
elektrochemickych principi je dosazeni vyssi pfesnosti (na rozdil od fotometrie vysledek nezavisi na
velikosti kapky krve), potfeba mensiho mnoZstvi krve a eliminace rizika zne€isténi méfici jednotky.
Stanoveni glukozy s elektrochemickou detekci je zaloZeno na oxidaci redukovaného koenzymu.
Ptenos elektroni na elektrodu je zprostfedkovan medidtorem. Mediator je mala molekula schopna
existovat v oxidované i redukované formé s redox potencialem blizkym redox potencialu koenzymu.
Me¢l by byt stabilni a rozpustny ve vode.

Pouzivaji se medidtory organické (chinony, chinoidni barviva, derivaty bipyridylu, dihydrogolyaziny),
anorganické (Fe(CN)s>™) a organokovové (derivaty ferrocenu a komplexy Os*"** nebo Ru“"**)
Nevyhodou pouziti mediatort je nizsi selektivita, nebot’ mediator mtize pfenaset na elektrodu i
elektrony z interferujicich reakci.

Je mozné pouzit dvé identické elektrody za ucelem biampérometrického méfeni, nebo elektrodu
pracovni a elektrodu referencni, nebo trielektrodové zapojeni, obsahujici navic pomocnou elektrodu.
Dalsi elektrody mohou byt pfidany za Gi¢elem detekce naplnéni komtrky (v ptipadé POCT
glukometrit) nebo kompenzace hematokritu. Referenéni elektroda z inertniho kovu se vyrabi zpravidla
ze stejného materialu jako pracovni elektroda.
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Stanoveni glukozy ve vzorcich biologickych materialti je demonstrovano na jednoucelovém
glukozovém analyzatoru SensoStar G (Diasys). Jedna se o piistroj pracujici na principu
glukdzaoxidazové reakce S ampérometrickou detekei.

Zakladnimi ¢astmi pristroje jsou otac¢ivy karusel pro vzorky, nasavaci mechanismus s jehlou, méfici
modul s vyménitelnym glukdézovym sensorem, nadobky pro reagencie, promyvaci roztok a odpad,
ovladaci panel a termotiskarna.

Zadanky s pozadavky lékatt na glukometrii se registruji do Fidiciho poéitade glukometru (neni
zobrazen).

Prace za¢ina kalibraci. Kalibra¢ni roztoky se ze zasobnich lahvic¢ek pienesou do eppendorfskych
zkumavek a vlozi do vyhrazenych mist na karuselu.

Dale si laborantka uspotada a oznaci ptislusné vzorky sér, moé¢i nebo jinych biologickych materiald
podle pozadavkl na zadankach. Z primarnich zkumavek se aliquoty vzorka pipetuji do
eppendorfskych zkumavek, a ty se v ur¢eném poradi vkladaji do karuselu glukometru. Na videu je
zobrazen pouze jeden vzorek.

Potom se spusti analyza a glukometr postupné nasava jednotlivé kalibra¢ni materialy a po nich vzorky.
Ptistroj provede automatické méfeni, sestroji kalibra¢ni zavislost a vypoc¢ita hodnoty koncentraci
glukézy ve vzorcich. Soucasti série méfeni je také méfeni kontrolnich vzorki jako soucast vnitini
kontroly kvality.

Vysledky se mohou tisknout na termotiskarné, jinak jsou odesilany do fidiciho software a odtud po
schvaleni do LIS/NIS, kde jsou k dispozici zadatelam.
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