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Roche Diagnostics w kraju
I na Swiecie

Szanowni Paristwo,

Pragne zainteresowa¢ Pafistwa wydarzeniami, ktére dotyczg naszej firmy na arenie mie-
dzynarodowe;j.

Na poczatku wrze$nia, Roche Diagnostics wraz z firma Vitacert (oddziat TUV-Techni-
scher Uberwachungsverein, niemiecki Urzad d/s standardéw bezpieczenstwa, zajmujacy sie
zywnoécia) oraz Uniwersytetem Technicznym w Monachium opracowal standardy kontro-
li laboratoriéw wykonujacych testy na BSE. Wydaje si¢, ze laboratoria pracujace z testami
Roche Prionics-Check® prezentuja wyniki na odpowiednim jako$ciowo poziomie. Najistot-
niejsza jest jednak mozliwo$¢ sprawowania kontroli w ciagu catego procesu badawczego
przez niezalezng firme ustugowa (wiecej na ten temat znajda Paristwo na stronie interneto-
wej www.roche-diagnostics.com/press_lounge/ press_releases/division/division.html.).

Kilka tygodni temu Roche Diagnostics wdrozyt nowe internetowe ustugi informacyj-
ne pod nazwa ProteoExpert (html://www.proteoexpert.com). Serwis ten opracowano
w celu pomocy naukowcom zajmujacym si¢ badaniem bialek przy uzyciu technologii
RTS (z ang. Rapid Translation System — system szybkiej translacji).

Miniony okres, jesli chodzi o wydarzenia w kraju, byt dla nas réwnie goracy. Pocza-
tek wrze$nia przyniést nam dawno oczekiwane spotkanie uzytkownikéw analizatoréw
immunodiagnostycznych z regionu péinocnego, ktére odbylo si¢ tym razem w Mikolaj-
kach, w hotelu Golebiewski. Tradycja tego typu spotkan, oprdcz ciezkich i wyczerpuja-
cych zaje¢ merytorycznych, sa imprezy integracyjne. Tym razem zaprosiliémy naszych
gosci na krétki rejs po Jeziorze Sniardwy.

Mito mi poinformowaé, ze w nastepstwie wyrdznienia, jakie przypadlo nam za eks-
pozycje targowa podczas ostatnich targéw SALMED otrzymali$my nominacje¢ do presti-
zowej nagrody ,,Zlotej Gwiazdy” Miedzynarodowego Konkursu Wystawowo-Targowego
o Grad Prix INTERPROMU. W imieniu Roche Diagnostics nominacj¢ Komisji Kwalifi-
kacyjnej Wyréznietr Migdzynarodowej Kapituly Oddziatu Polskiego Swiatowej Fundacji
Zdrowie-Rozum-Serce odebrat dyr. Piotr Goéral.

Miesiac wrzesien obfitowal w wiele waznych wydarzen w §rodowisku medycznym. Na
uwage zastuguje m.in. Kongres Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego, gdzie podczas se-
sji nt. niewydolnosci mig$nia sercowego podkreslono duze znaczenie diagnostyczne testu
pro-BNP. Marker ten, znajdujacy si¢ w ofercie Roche Diagnostics, umieszczony jest w ofi-
¢gjalnych rekomendacjach miedzynarodowych towarzystw kardiologicznych ECS/ASC.

Firma nasza uczestniczyla réowniez w Kongresie Polskiego Towarzystwa Medycyny Perina-
talnej, gdzie prezentowali$my oferte z zakresu diabetologii i parametréw krytycznych, a takze
mozliwosci zastosowania specjalistycznego oprogramowania dla laboratorium analitycznego.

Najwazniejszym wydarzeniem dla §rodowiska diagnostyki laboratoryjnej byta Kon-
ferencja naukowo-szkoleniowa PTDL, poswigcona diagnostyce chor6b o podiozu auto-
immunologicznym, firma Roche Diagnostics Polska uczestniczyla w tej konferencji
w ramach stowarzyszenia IPDDL (Izba Producentéw i Dystrybutoréw Diagnostyki La-
boratoryjnej). Gosciem specjalnym Izby byt Dyrektor Generalny EDMA (Europejskie Sto-
warzyszenie Producentéw Diagnostyki) p. John Place, ktéry wyglosit podczas konferencji
wyklad nt. wiodacej roli diagnostyki in vitro w europejskim systemie ochrony zdrowia.

Zachecam do lektury biezacego numeru, znajda tu Panstwo kilka interesujacych ar-
tykuléw, szczegblnie polecam II cz. artykutu p.prof. Wiestawa Piechoty nt. troponin oraz
informacje o standaryzacji oznaczeth HbaAlc wg IFCC. Zycze milej lektury.

Ahdrzej BanaszKiewicz

Dyrektor Generalny
Roche Diagnostics Polska Sp. z o.o.
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Temat roku 2002- Diagnostyka chorob ukfadu krgzenia
Troponiny - rola w nowej definicji zawatu
oraz kardioselektywnos¢ ze szczegolnym
uwzglednieniem troponiny T, cz. 1l

prof. Wiestaw Piechota, CSK WAM Warszawa

c.d. z poprzedniego numeru

Komentarz

Walory troponin polegajace na duzej
czulosci i swoistoéci wykrywania zmian
martwiczych w mig$niu sercowym spo-
wodowaly przypisanie wigkszego znacze-
nia biochemicznej diagnostyce zawalu
serca.

Szacuje sig, ze przyjecie nowego tropo-
ninowego standardu moze oznaczaé
wzrost liczby rozpoznan zawalu od okolo
20 do ponad 80% w zaleznosci od przyje-
tej goérnej granicy wartosci referencyj-
nych.' Sadzi sig, ze zaowocuje to lepszym
leczeniem chorych z ostrymi zespolami
wieficowymi. Umozliwi to ponadto wdro-
zenie odpowiedniej profilaktyki wtdérnej
i moze oznacza¢ zmniejszenie kosztow le-
czenia w przyszlosci.

Bardziej realistyczna ocena przewiduje
wzrost liczby rozpoznawanych zawaltéw,
zgodnie z nowa definicja, o 20-30%.’
Szczegblnie ta ostatnia liczba wydaje sie
przekonywajaca, gdyz taki mniej wigcej
odsetek podwyzszonych wynikéw tropo-
nin wystepuje u chorych z niestabilng
choroba wienicowa.” U tych chorych wg
nowej definicji rozpoznaje si¢ zawat serca.
Wydaje si¢ to stuszne, gdyz grupa ta jest
szczegblnie mocno zagrozona poszerze-
niem zawalu (zgodnie z nowym sposo-
bem myslenia) oraz nagla $miercia serco-
wa.

Wykazal to po raz pierwszy w 1992 ro-
ku Hamm i wsp. mierzac troponing T
u chorych z niestabilna angina pectoris’,
co potwierdzily nastepne prace > *’.
Wigcej dobrze udokumentowanych ba-
dan prospektywnych dotyczacych tej te-

matyki dostepnych jest dla troponiny T,
ktéra byla wczesniej wdrozona do dia-
gnostyki. Obszerna metaanaliza prze-
prowadzona przez Olatidoye i wsp. wyka-
zala jednakowa zdolno$¢ troponiny T
i troponiny I do przewidywania zawalu
serca i naglej $mierci sercowej®, co po-
twierdzily jeszcze pdzniejsze duze meta-
analizy, obejmujace po kilkanascie tysiecy
pacjentéw z ostrym zespotem wienco-
wym kazda >"°

Zupelna réwnorzednos¢ diagnostycz-
na i prognostyczna troponiny T i tropo-
niny I nie jest juz od dluzszego czasu
kwestionowana. W okresie stosowania
pierwszej generacji testow dla troponiny T
pojawialy si¢ watpliwosci co do jej catko-
witej swoisto$ci w stosunku do migénia
sercowego. W sytuacjach masywnej de-
strukcji mie$ni prazkowanych (rabdo-
miolizy) pojawialy si¢ bowiem dodatnie
wyniki troponiny T. Zasadniczym powo-
dem tego faktu byla konstrukcja testu,
ktérego przeciwcialo wychwytujace (cap-
ture antibody) bylo calkowicie swoiste
w stosunku do migé$nia sercowego, nato-
miast drugie wykazywalo tylko 78% kar-
diospecyficzno$¢, a przy tym niezwiazana
troponina nie byla calkowicie usuwana
w toku cyklu przemywania. Niedostatek
ten, ktéry ujawnial si¢ bardzo rzadko,
skorygowano juz wiele lat temu wprowa-
dzajac w tescie troponinowym drugiej ge-
neracji dwa calkowicie swoiste przeciw-
ciala monoklonalne przeciw sercowej izo-
formie troponiny T.

Drugim powodem pewnych watpliwo-
$ci dotyczacych wykrywania uszkodzen
migs$nia sercowego za pomoca pomiar6w
troponiny T byl fakt do§¢ czestych wyni-

kéw dodatnich u chorych z przewlekla
niewydolno$cia nerek, a szczeg6lnie ze
schytkowa niewydolnoscia leczonych he-
modializami. Nawet stosujac test II gene-
racji do oznaczania troponiny T uzyskuje
sie okolo 10-20% podwyzszonych wyni-
koéw w tej grupie chorych (bez ewident-
nych klinicznych objawéw choroby nie-
dokrwiennej serca)'" . Jedna z przyczyn
tego zjawiska upatrywano w ekspresji ser-
cowej izoformy troponiny T (cTnT)
w procesach regeneracyjnych uszkodzo-
nych mieéni prazkowanych. Ekspresja ta-
ka ma miejsce w mig$niach szkieletowych
chorych na dystrofie miesniowa Duchen-
ne i zapalenie wielomig$niowe.” Mecha-
nizm ekspresji izoform ¢cTnT w mie$niach
szkieletowych u chorych z niewydolnos$cia
nerek jest prawdopodobnie zwigzany
z obwodowa miopatia wystepujaca w tej
chorobie.” Jednakze Ricchiuti i wsp. wy-
kazali niezbicie w dobrze udokumento-
wanej pracy, ze izoformy secowej troponi-
ny T obecne w mie$niach szkieletowych
u chorych z niewydolnoécig nerek nie ge-
neruja falszywie dodatnich wynikéw tro-
poniny T przy stosowaniu testu drugiej
generacji®.

Musi istnie¢ zatem inna przyczyna
podwyzszonych pozioméw troponiny T
u tych pacjentéw. Za tym, iz przyczyna
moze by¢ inna przemawiaja badania,
w ktérych wykazano réwniez podwyz-
szenie poziomoéw troponiny I u chorych
z niewydolnoscig nerek.'*"” Badania pro-
spektywne nad incydentami wienicowy-
mi u chorych z przewlekla niewydolno-
$cia nerek wykazaly zwiazek ich czestosci
z obecno$cia mierzalnych ilosci serco-
wych troponin T i I."*"** Obecnos¢ wy-
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krywalnych iloéci ¢cTnT i ¢Tnl w surowi-
cy chorych ze schyltkowa niewydolnoscia
nerek wskazuje na uszkodzenie migénia
sercowego o niejasnym mechanizmie
oraz gorsze rokowanie. Czestsze wyste-
powanie podwyzszonych pozioméw
c¢TnT w poréwnaniu z cTnl u chorych
dializowanych mogloby sugerowaé, iz
troponina T jest bardziej czuta niz tropo-
nina I w wykrywaniu subklinicznego
uszkodzenia kardiomiocytéw u chorych
leczonych przewlekle dializami. Ostatnio
zdaja si¢ to potwierdza¢ badania Ishii
i wsp., ktérzy przekonywajaco wykazali
lepsza doktadno$¢ rokownicza troponiny T
niz troponiny I w odniesieniu do umie-
ralnosci chorych leczonych przewlekle
dializami.”» W ostatnich badaniach doty-
czacych 7033 chorych z niestabilng cho-
roba wienicowa i zréznicowana czynno-
$cig nerek Aviles i wsp. wykazali, ze tro-
ponina T jest dobrym wskaznikiem pro-
gnostycznym zawalu serca i $mierci
w ciagu 30 dni niezaleznie od klirensu
kreatyniny.”” Badacze ci stosowali test I1I
generacji, wykorzystujacy jako standard
rekombinowana ludzka troponing T.
Troponina T wykazala takze lepsza przy-
datno$¢ niz troponina I w stratyfikacji
ryzyka incydentéw sercowych i $mierci
sercowej u chorych hospitalizowanych
z powodu pogorszenia przewleklej nie-
wydolnoéci krazenia.” W chorobie tej
u czesci pacjentéw z bardziej zaawanso-
wanym przebiegiem klinicznym spotyka
si¢ podwyzszone poziomy troponin.
Przewage troponiny T nad I jako marke-
ra niemego niedotlenienia mig$nia serco-
wego po operacjach nie kardiologicznych
udokumentowal niedawno Neill i wsp.*
W ten sam ciag prac sugerujacych, ze tro-
ponina T bardziej nadaje si¢ do wykry-
wania minimalnego uszkodzenie mig$nia
sercowego niz troponina I wpisuje si¢
réwniez praca Langa i wsp.” Badajac wie-
le markeréw, w tym obie troponiny, po
minimalnym uszkodzeniu serca przez
biopsje endomiokardialna, wykazali, ze
najczulszym markerem uszkodzenia jest
troponina T.

Nalezy nadmienié, iz minimalne
uszkodzenia mig$nia sercowego z niedu-
zym podwyzszeniem pozioméw tropo-
nin moga wystepowac, oprécz niewydol-

nosci nerek, w nastgpujacych schorze-

niach:

e zastoinowa niewydolno$¢ krazenia;

¢ nadcis$nienie z przerostem lewej
komory;

o Wstrzas;

e zator plucny;

e bezposredni uraz mig$nia sercowego;

e dzialanie substancji kardiotoksycznych
(adriamycyna, 5-fluorouracyl);

e wstrzas septyczny;

e uszkodzenie mechaniczne (ablacja,
kardiowersja)

o kardiotropowe infekcje wirusowe.
Warto odnotowaé, ze wykonywanie

oznaczen troponiny T ma nadal szerokie

rzesze zwolennikéw, szczegdlnie w Euro-

pie, gdzie firma Roche, jedyny producent

handlowych zestawéw troponiny T, ma

okoto 30% rynku markeréw kardiologicz-

nych. Cze$¢ z nich podkresla swe przeko-

nanie, iz metodyka oznaczen troponiny T

gwarantuje dokladniejsze i bardziej precy-

zyjne wyniki w obszarze niskich wartosci.

Monopol produkcyjny tych zestawdéw

sprawil, ze odbyla si¢ jakby nieformalna

standaryzacja oznaczen troponiny T, lacz-

nie z jednym poziomem decyzyjnym (od-

cigcia) dla zawalu. Stanowi to pewien

kontrast z metodami oznaczen troponiny I,

ktére w zaleznosci od epitopdw, przeciw

ktérym skierowane sa przeciwciala, od

postaci troponiny (wolna, w komplek-

sach) i innych, generuja wyniki rézniace

si¢ nawet 20-krotnie (rycina 3.). Istnieje
zatem pilna potrzeba standaryzacji ozna-
czen troponiny I.

Zakonczenie

Nowa definicja zawalu okreéla jako za-
wal mieénia sercowego ostre zespoly
wienicowe, w ktérych udokumentowano
uszkodzenie migé$nia sercowego podwyz-
szonymi troponinami, o ile podwyzszenie
to wystapilo wskutek mechanizmu niedo-
krwiennego.

Obie troponiny ¢TnT i cTnl sa réwno-
wazne w diagnostyce zawalu oraz jako
wskazniki rokownicze w odniesieniu do
incydentéw wienicowych, o czym $wiad-
czg liczne badania i ich podsumowania
w postaci metaanaliz.

Wzrost stezenia troponin T lub I ozna-
czanych obecnie dostgpnymi na rynku
metodami, wobec ich praktycznie calko-
witej swoistoéci dla migénia sercowego,
oznacza uszkodzenie mie$nia sercowego.

Minimalne (subkliniczne) uszkodze-
nia migénia sercowego moga powstawac
na skutek innych patomechanizméw niz
niedokrwienny, co tez nalezy bra¢ pod
uwage w diagnostyce zawatu. Zwykle jed-
nak zwyzki stezen sa nieduze i nie ma dy-
namiki zmian wlasciwej zawatowi.

Hipoteza, ze sercowa troponina T jest
lepszym markerem minimalnych uszko-
dzen mig$nia sercowego wymaga potwier-
dzenia w dalszych badaniach.
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Rycina 3. Poziomy decyzyjne dla zawatu dla ré6znych metod oznaczania troponin
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TropT - szybki test do iloSciowego oznaczenia poziomu
troponiny T we krwi
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Easy 1l program utatwiajacy obstuge QCS
— miedzynarodowego programu kontroli jakosSci

Program QCS (Quality Control Service),
jest programem kontroli jakosci o ponad
dwudziestoletniej tradycji. Uczestniczy
w nim 20 krajéw europejskich i azjatyc-
kich. Program jest oparty na cyklu jedno-
rocznym. Wiecej informacji o QCS i zasa-
dach uczestnictwa znajduje si¢ w po-
przednim numerze LabForum (nr 11).
Uczestnictwo w QCS jest tatwe i proste
dzigki Easy II, ktéry jest bezplatnym pro-
gramem sluzacym do obslugi laborato-
riéw bedacych w QCS. Kazde laborato-
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rium, ktére przystapi do tego programu
uzyskuje wilasny kod laboratorium (lab-
-code) oraz mozliwoé¢ bezplatnej instala-
gji i szkolenia w zakresie obstugi progra-
mu Easy II.

Easy II jest programem pracujacym
pod kontrola systemu operacyjnego Win-
dows ® 95/98 lub Windows ® NT (mini-
malne wymagania to: wolnych 20 MB na
twardym dysku, 8/16 MB RAM).

Do programu wgrywane sa wartosci
z metryczek (target values) oraz zakresy
dopuszczalne dla
parametréw wcho-
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dzacych w skltad
B kontroli jakosci. Sa
one aktualizowane
kazdego roku i bez-
platnie rozsylane
na dyskietkach.
Uzytkownik
przystepujac do pra-
cy korzysta z przej-
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wprowadza si¢ da-
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nazwe, imi¢ i nazwisko osoby odpowie-
dzialnej, adres placowki.

Uzytkownik sam definiuje rodzaj te-
stu, metode, jednostki, materiat kontrol-
ny, analizator oraz odczynniki, z ktérych
korzysta. Uczestnicy kontroli s dzieleni
na grupy wg metod, uzywanych odczyn-
nikéw i analizatoréw.

Obstuga programu ogranicza si¢ do
wpisywania uzyskanych wynikéw kontro-
li dla poszczegdlnych testéw. Dane mozna
wprowadza¢ codziennie lub w dowolnie
wybranym przez uzytkownika czasie.

Zalety Easy Il

Biezaca obserwacja wynikéw kontroli
znajduje si¢ w opcji statystyka (evaluations).
Program wykre$la miesigeczng karte kon-
troli Levy-Jenningsa na podstawie uprzed-
nio wprowadzonych wynikéw kontroli,
jako $rednig laboratorium (mean) — Lab
ranges, lub jako $rednig z metryczki (target
values) — Pre set ranges. Ryc. 2.

Wyniki kontroli sa réwniez dostgpne
w postaci histogramu. Ryc. 3.

W przypadku uzyskania wynikéw
kontroli poza dopuszczalnym zakresem
istnieje mozliwo$¢ wykluczenia ich ze sta-
tystyki i opisania przyczyny blednego wy-
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niku. Powstaje wéwczas rejestr bledéw
»Pareto chart”, rtéwniez w postaci histogra-
mu (bledne wyniki sg oznaczone czerwo-
nym kolorem).

Zaleta programu jest takze mozliwo$¢
wykonania wydrukéw praktycznie z kaz-
dej opcji, np. histograméw, wykreséw
Levy-Jenningsa, wynikéw zbiorczych.

Wysytanie wynikéw

Wyniki kontroli wysyla si¢ co miesiac
na dyskietce do centrum obsltugi wynikéw
w Philippsburgu na adres:

HDS Herberger Daten-Service GmbH.
Weifle-Tor-Strafle 9
D-76661 Philippsburg
Germany

lub za pomoca poczty elektronicznej:
email@qcs-online.de

W odpowiedzi kazdy uczestnik otrzy-
muje comiesieczny indywidualny raport
statystyczny lacznie z zestawieniem staty-
stycznym calej grupy laboratoriéw. Za-
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Ryc. 4.

checamy do szybkiego wysylania wyni-
kéw, (na poczatku nastepnego miesiaca),
gdyz jedynie wéwczas raporty beda szyb-
ciej opracowane zgodnie z zasada ,kto
pierwszy ten lepszy”.

Udzial duzej grupy umozliwia poréw-
nania statystyczne.

Wyniki kontroli jakoSci

Comiesigeczne opracowanie statystycz-
ne testu sklada si¢ z dwéch arkuszy: arku-
sza Ocena metody (Method evaluation)
(Ryc. 4.) i zbiorczego arkusza wynikéw
z podzialem na metody (Survey of Me-
thods) (Ryc. 5.). Arkusz Method evalu-
ation, oddzielny dla kazdej metody, jest
podzielony na nastepujace rozdzialy: Sta-
tystyka miesieczna — Monthly statistic,
Otrzymywane co miesiac dane z laborato-
rium — Monthly Lab Data sent in, Analiza
trendow — Trend Analysis. Natomiast ar-
kusz Survey of Methods dostarcza infor-
magcji, jak dane laboratorium prezentuje
si¢ na tle innych laboratoriéw pracujacych
ta sama metoda.

SUEVTT I SITHIME

Ryc. 5.
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Perormiape deviatinn of mean va

Kazdy z uczestnikéw po wczesniej-
szym zgloszeniu moze uzyska¢ kod doste-
pu do internetu (net-pin) umozliwiajacy
codzienne ogladanie swoich wynikéw
i statystyki w internecie pod adresem:

http://www 2.qcs-net.com

Latwy w obstudze program Easy II do-
starcza wielu cennych informacji o kon-
troli jakosci. Umozliwia oceng aktualnych
wynikéw  statystycznych uczestniczacych
laboratoriéw oraz analize wynikéw grup
wzgledem siebie.

Easy II dzigki swej prostocie i niewiel-
kim wymaganiom sprzetowym sprawia,
ze obstuga QCS, wysylanie wynikéw kon-
troli jakosci przestaje by¢ klopotliwe i cza-
sochlonne.

Zapraszamy do wspolpracy. Wiecej in-
formacji o Easy II oraz zasadach przysta-
pienia i uczestnictwa w programie kon-
troli jako$ci QCS uzyskaja Panstwo kon-
taktujac si¢ z: Alicja Jasiniska, Teresa Cybo-
tor lub Beata Narozna.
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Chemia kliniczna

Standaryzacja oznaczen HbA1c wg IFCC

Hemoglobina glikowana jest obecnie
uwazana za podstawowy parametr kon-
troli metabolicznego wyréwnania cukrzy-
cy. Zta kontrola metaboliczna cukrzycy
powoduje bowiem wzrost zagrozenia ta-
kimi powikltaniami, jak nefro- czy retino-
patia cukrzycowa. W zwiazku z tym, ze
HbAlc pelni role wskaznika $redniego
stezenia glukozy we krwi, na jej podstawie
przewidywa¢ mozna rozwéj powiklan
u pacjentéw z cukrzyca.

no$¢ metodyki jest gldéwnym powodem
niezadowalajacej poréwnywalnosci wy-
nikéw uzyskiwanych w réznych labora-
toriach.

Do tej pory prowadzony Mig¢dzynaro-
dowy Program Standaryzacji Hemoglobi-
ny Glikowanej (National Glikohemoglobin
Standardisation Program — NGSP) uzna-
wal jako tymczasowa metode referencyjna
jonowymienna wysokoci$nieniowa chro-
matografi¢ cieczcowa (HPLC). Metoda ta

HbAo-peptide
R1-6

Glu-C

|

VHOOEE GG

HbA1c-peptide
Glc 31-6

l
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Ryc. 1. Materiat referencyjny HbAo (heksapeptyd nieglikowany), HbA1c (heksapeptyd glikowany) otrzymany przez
trawienie enzymatyczne taricucha B Hb za pomoca endopeptydazy Glu-C

W rutynowej praktyce klinicznej ba-
danie poziomu HbAlc co 3 czy 4 miesia-
ce wydaje si¢ w zupelnosci wystarczajace.
W pewnych przypadkach klinicznych, jak
np. w cukrzycy u cigzarnych lub po zmia-
nie terapii moze by¢ pomocne oznacza-
nie HbAlc w odstepach od 2 do 4 tygo-
dni.

Waznym problemem analitycznym
jest zaréwno niejednorodno$¢ hemoglo-
biny w erytrocytach cztowieka (HDA,
HbS i HbC), jak i mozliwo$¢ powstawa-
nia ré6znych pochodnych oraz stosowanie
réznych metod oznaczania hemoglobiny
glikowanej jak np. elektroforeza lub
chromatografia kolumnowa. R6znorod-

byla stosowana w badaniach amerykan-
skich dotyczacych kontroli leczenia cu-
krzycy i jej powiklan (Diabetes Control and
Complication Trial — DCCT), a wszystkie
inne metody dajace poréwnywalne wyniki
z metoda stosowang w w/w badaniach do-
tychczas otrzymywaly certyfikat zgodnosci
z metoda stosowana w badaniach DCCT.

W celu ujednolicenia i uzyskania po-
réwnywalnych wynikéw oznaczenn hemo-
globiny glikowanej, niezaleznie od meto-
dy i miejsca wykonywania, Miedzynaro-
dowa Federacja Chemii Klinicznej IFCC
opracowala nowa metode referencyjna, co
pozwala na standaryzacje oznaczen he-
moglobiny glikowane;.

W styczniu 2002 odbylo sie spotkanie
grupy roboczej IFCC z przedstawicielami
towarzystw diabetologicznych: Europej-
skiego Towarzystwa Diabetologicznego
(EASD), Amerykanskiego Towarzystwa
Diabetologicznego (ADA) i Mig¢dzynaro-
dowego Towarzystwa Diabetologicznego
(IDF), na ktérym podjeto decyzje o zasto-
sowaniu dwdch nowych niezaleznych me-
tod referencyjnych opartych na:

e HPLC i elektroforezie kapilarnej (HPLC-
-Capillary Electrophoresis HPLC-CE)

e HPLC i spektrometrii masowej z joni-
zacja metoda elektrorozpylania (HPLC
Electrospray Ionisation Mass Spectrome-
try HPLC-MS).

Obydwie metody sa swoiste wobec
N-koncowych peptydéw w tanicuchach 8
HbAlc i przy pomocy obydwu uzyskuje
si¢ identyczne wyniki.

Przyjeto definicje, wg ktérej za hemo-
globing glikowana uwaza si¢ hemoglobing
nieodwracalnie glikowana przy jednej lub
obydwu N-konicowych walinach laicu-
chéw 8.

Uznano za material referencyjny:
HbAlc (heksapeptyd glikowany) i HbAo
(heksapeptyd nieglikowany). Ryc. 1.

Metoda referencyjna jest metoda dwu-
etapowa. W pierwszym etapie hemoglobi-
na jest cigta przez enzym endopeptydaze
Glu-C. Powstaja glikowane i nieglikowane
N-koncowe heksapeptydy, ktdre sa wyizo-
lowane i nastepnie w drugim etapie ozna-
czane albo metoda HPLC-MS IFCC lub
HPLC-CE IFCC. Uzyskane powyzszymi me-
todami wyniki sa nizsze od obecnie otrzy-
mywanych dzigki ich wysokiej swoistosci.

Nalezy podkresli¢, ze standaryzacja wg
IFCC wymaga wprowadzenia nowego
punktu odciecia oraz weryfikacji inter-
pretacji uzyskanych wynikéw. Proces ten
wymaga szeroko zakrojonej akeji infor-
macyjnej i musi przebiegaé etapami z tego
wzgledu, ze wyniki uzyskiwane w odnie-
sieniu do nowej metody sa istotnie nizsze
od uzyskiwanych uprzednio zgodnie
z DCCT/NGSP.
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Wartosci diagnostyczne HbA1c wg IFCC:
3—4% osoby zdrowe (nie cukrzycy)
5% pacjenci z prawidtowo leczona cukrzyca
> 6% zaleca sie zmiang postgpowania terapeutycznego

Amerykanskie Towarzystwo Diabeto-
logiczne (ADA) sktania si¢ do akceptacji
standaryzacji HbAlc opracowanej przez
IFCC, jednakze preferuje kontynuacje
oznaczen HbAlc wg DCCT/NGSP.
W zwiazku z tym opracowano wzér prze-
liczania uzyskanych wartoéci wg standa-
ryzacji IFCC na wartosci zgodne z DCCT:

%HbAlc (DCCT/NGSP) =
= 0,876 x % HbAlc (IFCC) + 2,27

Pragniemy poinformowaé, ze firma
Roche Diagnostics jako pierwsza udostep-
nia test opracowany zgodnie z zalecenia-
mi IFCC do oznaczania hemoglobiny gli-
kowanej zar6wno we krwi pelnej jak
i w hemolizacie. Hemoglobina catkowita

jest oznaczana kolorymetrycznie zgodnie
z metoda referencyjna (metoda cyjanko-
wa) standaryzowana wg ICSH. Drugi etap
oznaczenia polega na reakcji immunotur-
bidymetrycznej przeciwcial przeciw epi-
topowi nieodwracalnie glikowanej waliny
w lanicuchu £ hemoglobiny.

Podkreslamy, ze w zwiazku z istotny-
mi zmianami zakresu wartoéci prawidlo-
wych HbAlc, wszystkich, ktérzy sie zde-
cyduja na wprowadzenie powyzszych
zmian prosimy o szczeg6lna ostroznoéé
i o0 poinformowanie lekarzy i/lub pacjen-
téw — odbiorcéw wynikéw o zmianach,
a w okresie przejSciowym réwniez o sto-
sowny komentarz na kazdym z wydawa-
nych wynikéw.
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Monitorowanie leczenia doustnymi antykoagulantami
za pomocg aparatu CoaguChek"® S

Firma Roche Diagnostics, bedaca liderem
w diagnostyce i samokontroli cukrzycy
jest rowniez prekursorem nowego sposo-
bu monitorowania poziomu INR (Inter-
national Normalized Ratio — miedzyna-
rodowy wspdlczynnik znormalizowany).
Od kilku lat oferuje aparat, stuzacy do
tzw. samokontroli czasu protrombinowe-
go przez pacjentéw w domu. Badania kli-
niczne dowiodly, iz oznaczanie poziomu
INR co 7 dni pozwala pacjentom utrzy-
maé dawke terapeutyczna przez ponad
80% czasu przyjmowania leku. Dotych-
czas stosowana procedura — oznaczanie
co 4 tygodnie pozwala na utrzymanie
dawki terapeutycznej zaledwie przez 50%
czasu przyjmowania leku. Majac na
wzgledzie poprawe komfortu zycia, ogra-
niczenie ryzyka wystapienia krwawien
i powstania zakrzepéw, wydaje si¢, iz pro-
pagowanie kontroli za pomoca paskéw,

w domu pacjenta, jest niezwykle wazne
dla wspolczesnej diagnostyki i terapii.
Oferowany aparat — CoaguChek® S (Ryc. 1.)
oraz testy paskowe sa uzupelnieniem te-
rapii 1 diagnostyki i w zadnym razie nie
moga zastapi¢ tradycyjnych — laborato-
ryjnych metod diagnostycznych. Uzyska-
ne wyniki maja poméc lekarzowi w usta-
leniu dawki lekéw, pacjentowi zas, bez
wzgledu na miejsce pobytu, zapewni¢
komfort zycia.

Firma Roche Diagnostics zajmuje si¢
propagowaniem samokontroli INR przez
pacjentéw w Polsce od poczatku roku
2002. Metoda spotyka si¢ z coraz wigk-
szym uznaniem Srodowiska medycznego,
dlatego tez postanowiliSmy przedstawi¢
oceng zastosowania i funkcjonalnos¢ apa-
ratu CoaguChek® S (patrz artykul str. 10.),
ktéry poréwnano z poprzednim modelem
aparatu — CoaguChek®.

Wygoda stosowania, wysoki wspol-
czynnik korelacji z metodami stosowany-
mi w laboratoriach, zapotrzebowanie wy-
nikajace z ograniczenia ryzyka powiklan
u pacjentéw, pomogly uzyskaé¢ w krajach
Unii Europejskiej refundacje kosztéw sa-
mokontroli poziomu INR.

Ryc. 1. Prosty w obstudze, oznaczenie z jednej kropli
krwi petnej, duzy wyswietlacz oraz mozliwo$¢ wykona-

nia badania w kazdym miejscu i o kazdej porze sg naj-
wiekszymi zaletami aparatu CoaguChek” S
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Metody monitorowania leczenia doustnymi antykoagulantami
Doswiadczenia uzyskane w pracy z systemem

CoaguChek® S

W. Plesch, P. Klimpel Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Wprowadzenie:

Stosujac system CoaguChek® S ozna-
czono wspolczynnik INR u 40 000 pacjen-
tow przyjmujacych doustne antykoagulan-
ty. Wprowadzony ostatnio na rynek aparat
CoaguChek® S — w poréwnaniu do jego
poprzedniej wersji, aparatu CoaguChek® —
zostal ulepszony; jest mniejszy i latwiejszy
w obstudze, bardziej ,,przyjazny” dla uzyt-
kownika (Ryc. 1.). Celem analizy przed-
stawionej w ponizszym artykule bylo wy-
kazanie, ze wyniki, wyrazane jako wspot-
czynnik INR uzyskiwane za pomoca sys-
teméw CoaguChek® S oraz CoaguChek®
nie r6znia si¢ miedzy soba znaczaco oraz
to, jakie korzysci wynikaja z uzytkowania
nowego modelu aparatu.

Ryc. 1. Aparat CoaguChek” S

Analiza statystyczna wynikow

Oceng systemu CoaguChek® S prze-
prowadzono na podstawie oznaczen, ktd-
re wykonano u 38 ochotnikéw przyjmuja-
cych doustne antykoagulanty. Materialem
diagnostycznym byla $wieza krew pelna.
Kazda prébka byta badana przy uzyciu 48
aparatow; 24 sposrdd nich stanowily sys-
temy CoaguChek®, a kolejne 24 aparaty
CoaguChek® S. W kazdym z przypadkéw
postuzono si¢ testami pochodzacymi
z dwoch réznych serii. Ponadto réwnole-
gle przeprowadzono oznaczenia, w ktd-
rych materialem badanym byto osocze cy-

10

trynianowe pozyskane od kazdego z bada-

nych ochotnikéw.
W niniejszym poréwnaniu zastosowa-

no nastgpujace metody statystyczne:

e Analiza regresji wedlug H. Passinga
i W Babloka'

o Blad wzgledny

o Okreslenie doktadnosci wedlug J. Hill,
podstawa obliczen stala sie ocena $red-
niego odchylenia wzglednego (MRD —
mean absolute relative deviation)*

MRD < 14,5% = dopuszczalne
< 11,8% = dobre

< 9,2% = bardzo dobre

Wyniki

Poréwnanie wynikéw otrzymanych za
pomoca zmodyfikowanego  systemu
CoaguChek® S oraz systemu poprzedniego
zostato przedstawione w tabeli 1 oraz na ry-
cinie 2. Indywidualna analiza kazdego z sys-
teméw oraz analiza mieszana — z zastoso-
waniem testow nalezacych do dwoch roz-
nych serii — wykazala, ze zgodnie z warun-
kami przyjetymi dla MRD wyniki uzyskane
z poréwnania systeméw CoaguChek®
i CoaguChek® S okresli¢ mozna jako ,zna-
komite” (MRD < 6,6%). Wspdtczynnik ko-
relacji wyniést r > 0,99, a odchylenie
wzgledne bylo bliskie 0%. Poréwnanie war-
tosci wspolczynnika INR, ktére uzyskano
przy uzyciu systemu CoaguChek® S z trze-
ma réznymi metodami laboratoryjnymi
réwniez mozna okresli¢ jako: ,dobre”
i,,bardzo dobre” (tabela 2.1 rycina 3.).

Oceng precyzji dokonano przy uzyciu 48
preparatéw kontrolnych, a do wykonania
oznaczen zastosowano testy pochodzace z 2
serii. Badania wykonano w ciggu 2 dni, sto-
sujac 24 rézne pomiary. Wspolczynnik
zmiennosci, dla oznaczen z uzyciem prepa-
ratéw kontrolnych, wynosit odpowiednio
7,2% 1 10,3% (tabela 3.). Natomiast wspol-

czynnik zmiennosci — obliczony na podsta-
wie analogicznego badania, z uzyciem krwi
pelnej, pochodzacej od 38 dawcéw — mial
warto§¢ odpowiednio 5,2% i 6,7% (tabela
4.). Wyniki oznaczen dokonanych za pomo-
ca systemow: CoaguChek® S i CoaguChek®
nie wykazywaly réznic istotnych statystycz-
nie. Rozproszenie wynikéw (wspolczynnik
zmienno$ci — CV) jakie uzyskano przy pra-
cy z systemem CoaguChek® S wynosilo
1,1% (ocenie poddano 24 aparaty), nato-
miast w systemie CoaguChek® — 3,0%.

Podsumowanie
e Wartos$ci wsp6iczynnika INR obliczonego
na podstawie badan wykonanych przy po-
mocy systemu CoaguChek® S posiadaja:
—wysoka zgodnos$¢ z wynikami uzyska-
nymi za pomoca systemu CoaguChek®
— zadowalajaca zgodno$¢ z wynikami
uzyskanymi przy uzyciu innych me-
tod laboratoryjnych
— wysoka precyzje zardwno przy uzyciu
preparatow kontrolnych jak i pelnej
krwi
e Oznaczenia wykonane za pomoca sys-
temu CoaguChek® S charakteryzuja si¢
niskim stopniem rozproszenia.
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Ryc. 2. Poréwnanie wynikéw uzyskanych za pomoca
oznaczen w systemach: CoaguChek® S i CoaguChek®
przy uzyciu testéw pochodzacych z réznych serii
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Tabela 1. Porownanie wynikdw otrzymanych przy uzyciu aparatéw: CoaguChek® i CoaguChek® S

X Y n Btad wzgledny Regresja (metoda r MRD Stopien
(Bias) [%] wg. Passing/Babloka) [%0] doktadnosci
Y=a+ b*X
CoaguChek® CoaguChek® S a b
Seria 152/153 (§rednio) | Seria 152/153 ($rednio) 38 -0,9 0,025 0,985 0,995 1,69 celujacy
Seria 152 ($rednio) Seria 152 ($rednio) 38 0,0 —-0,039 1,017 0,995 1,69 celujacy
Seria 153 ($rednio) Seria 153 ($rednio) 38 -1,7 0,091 0,946 0,993 2,63 celujacy

Tabela 2. Poréwnanie wynikdw jakie uzyskano przy zastosowaniu r6znych metod laboratoryjnych z wynikami oznaczen wyko-
nanych za pomocg systemu CoaguChek® S

X Y n Btad wzgledny Regresja (metoda r MRD Stopien
(Bias) [%] wg. Passing/Babloka) [%] doktadnosci
Y=a+ b*X
Metody laboratoryjne | CoaguChek® S a b
Neoplastin (STA Compact) Seria 152/153 (§rednio) | 38 —7,7 0,086 0,380 0,934 9,64 dobry
Hepato Quick Seria 152/153 ($rednio) | 38 —6,4 0,155 0,868 0,957 8,40 bardzo dobry
(STA Compact)
Innovin (MLA900) Seria 152/153 ($rednio) | 38 -2,9 0,201 0,892 0,939 7,38 bardzo dobry
Innovin (MLA900) Seria 152 ($rednio) 38 2,1 -0,149 0,911 0,936 7,43 bardzo dobry
Innovin (MLA900) Seria 153 ($rednio) 38 -3,7 0,242 0,869 0,939 7,41 bardzo dobry

Tabela 3. Oznaczenie precyzji wynikow - wyniki uzyskane przy badaniu z uzyciem
preparatéw kontrolnych

Coagu Chek® S Coagu Chek®

Poziom 1 Poziom 2 Poziom 1 Poziom 2
Poziom kontrolny INR1,2-2,0 | INR2,3-42 [ INR1,1-1,8 | INR2,1-3,6
n=48 CV 10,3% 7,2% 10,0% 8,2%
(wspdlczynnik zmiennosci)

Tabela 4. Oznaczenie precyzji — wyniki uzyskane przy uzyciu krwi petnej

Coagu Chek® S Coagu Chek®
CV Seria 152 Seria 153 Seria 152 Seria 153
n =48 | (wspdlczynnik zmiennosci) 6,2% 5,2% 6,7% 5,2%

Seria mieszana Seria mieszana

CvV 152/153 152/153

n=48| (wspélczynnik zmiennosci) 5,8% 6,1%

Ocena dokonana przez uzytkownikow
Protokot

i w poprzedzajacym okresie 3 miesiecy
wykonywaly oznaczenia wspélczynnika

Ocene uzytecznoéci aparatu dokonato
22 ochotnikéw. Osoby te stosowaly doust-
ne antykoagulanty (preparat Marcumar®)
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INR korzystajac z systemu CoaguChek®.
Po wprowadzeniu zmodyfikowanego sys-
temu CoaguChek® S pacjenci-ochotnicy
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Ryc. 3. Graficzne przedstawienie réznic jakie istnieja pomiedzy oznaczeniami wykonanymi w systemie CoaguChek” S,

a oznaczeniami wykonanymi za pomocg Hepato Quick i Innovin

wykonywali badanie wspélczynnika INR
uzywajac réwnolegle dwoch systeméw:
CoaguChek® i CoaguChek® S. Materia-
tem badanym byla krew wlosniczkowa
pobrana z dwoch réznych opuszek pal-
cow. Przy pomocy obu systeméw pacjen-
ci wykonywali oznaczenia wspolczynnika
INR w preparatach kontrolnych.

Kazda z 0s6b poproszona o oceng apa-
ratéw CoaguChek® i CoaguChek® S otrzy-
mala — na okres 3 tygodni — oba urzadzenia
i w warunkach domowych miala zapoznaé
si¢ z ich praca. Pozyskane w tym czasie do-
$wiadczenia i uwagi uzytkownicy aparatow
zawarli w specjalnym, stworzonym do tego
celu, kwestionariuszu.

Wyniki

Jak wykazano w tabelach 5 i 6 precyzja
oznaczen wspoélczynnika INR dokonana
za pomoca systeméw: CoaguChek®
i CoaguChek® S byta podobna. Dla prepa-
ratéw kontrolnych wspélczynnik zmien-
nosci byt ponizej 10%. W badaniach wy-
konanych z krwi wtosniczkowej, pocho-
dzacej z naklu¢ dwoch réznych opuszek
palcow, warto$¢ Srednia wspdlczynnika
zmienno$ci (CV) miescila si¢ pomiedzy
4% i 5%. Wyniki te znalazly potwierdze-
nie we wcze$niejszych badaniach systemu
CoaguChek®, w ktérych wspdélczynnik
zmiennos$ci okreslony dla oznaczen z krwi
wlosniczkowej miescil si¢ w zakresie po-
miedzy 4,5% i 5,2%*.
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Tabela 5. Oznaczenie precyzji - wyniki uzyskane przy badaniu preparatéw kontrolnych

CoaguChek® S CoaguChek®
n 43 43
Srednia (INR) 2,8 2,7
CV (wspo6lczynnik zmienno$ci) 9,4% 8,8%

Tabela 6. Oznaczenie precyzji — wyniki uzyskane przy badaniu krwi wlosniczkowej

CoaguChek® S CoaguChek®

n 49 50
CV (wspoétczynnik zmienno$ci) 4,3% 4,1%
Tabela 7. Ocena systemu CoaguChek® S*

Bardzo Dobra (Satysfakcjo- Zia

dobra nujgca
Dziatanie aparatu 55% 45% - -
tatwos$¢é montazu 77% 23% = =
Odczyt wyswietlany 77% 23% - -
na monitorze
Zastosowane symbole 18% 82% - -
Wielkosé i ksztatt 82% 18% - -
Zastosowanie w medycynie 68% 23% 9% -
wypadkowej

Tabela 8. Poréwnanie systemow*

21 spoéréd 22 uczestniczacych w bada-
niach ochotnikéw podkreslito w kwestiona-
riuszu wyzszo$¢ systemu CoaguChek® S nad
aparatem CoaguChek®. Jako szczegdlne
zalety nowego systemu uznali oni: latwos¢
obstugi aparatu, jego maly rozmiar,
zmniejszenie wagi oraz prostote wykona-
nia samego oznaczenia, ktéra sprawia, ze
aparat CoaguChek® S ma istotna przewa-
ge nad dotychczas stosowanym urzadze-
niem tego typu.

Podsumowanie

e Wykazano, ze oznaczenia za pomoca
systemu CoaguChek® S sa rownie pre-
cyzyjne, jak te, ktore byty wykonywane
w systemie dotychczasowym.

e Nowa wersja aparatu: jego mniejszy
rozmiar, zredukowana waga oraz la-
twoé¢ z jaka mozna wykonaé¢ samo
oznaczenie spotkato si¢ z duzym uzna-
niem pacjentéw.

e Niemal wszyscy uzytkownicy aparatu
wskazali, ze system CoaguChek® S jest
lepszy od systemu CoaguChek®.

System CoaguChek® S w poréwnaniu
do systemu CoaguChek® jest:

Pi$miennictwo

lepszy taki sam gorszy
Aparat 68% 32% —
Latwosé odczytu 73% 22% 5%
Wielko$é i ksztatt 95% 5% -

* Oceny dokonato 22 uzytkownikéw systemu CoaguChek®

Laboratoryjne badania kontrolne systeméw CoaguChek® S
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