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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva mérenim presnosti osobnich glukometri. Teoretickd ¢ast je za-
mérena na zpracovani informaci o glukéze a jeji roli v organismu, diabetu mellitu, po-
stupech a pristrojich pouzivanych pri selfmonitoringu glykemie. Dalsi ¢ast je zamérena
na pripravu praktické Casti, zejména popis dostupného osobniho glukometru, vypocet
potfebnych méreni k provedeni experimentu a popis refernéniho vzorku k naméreni dat.
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ABSTRACT

This thesis deals with accuracy measurement of personal glucometers. The theoretical
part is focused on processing information about glucose and its role in organism, dia-
betes mellitus, procedures and devices used in self-monitoring of glucose. The next part
is focused on preparation of practical part, especially describing available personal glu-
cometer, testing its measuring accuracy, the calculation of necessary measurements to
perform the experiment and a description of the reference sample for data measurement.
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Uvod

Diabetes mellitus (DM) je jednou z nejcastéjsich civiliza¢nich chorob lidstva a k
roku 2019 postihuje jiz 18 % svétové populace.[44] Toto metabolické onemocnéni
vede k nespoc¢tu vaznych komplikaci, které realné ohrozuji zivot jedince. Z téchto
divodu diabetes vykazuje celosvétové vysokou imrtnost.

Lze ho v zavislosti na etiopatogenezi rozdélit na vice typi. Diabetes 1. typu
se prevazné objevuje u lidi v mladistvém véku, kdy pro jeho kompenzaci je nutna
dodavka inzulinu. Diabetes 2. typu se objevuje prevazné az po 40. roce zivota a
jeho vyvoj neni na inzulinu zavisly. V porovnani s diabetem 1. typu je jeho vyskyt
Castéjsi. Postihuje témér 90 % vsech diabetik.

DM je provazena radou komplikaci vyplyvajicich z vaznych hypoglykemickych
a hyperglykemickych stavi. Hypoglykemie je definovana jako glykemie nizsi nez
3,3 mmol/l a povazuje se za zasadni a Zivot ohrozujici stav diabetika, ale i zdravého
clovéka. Hyperglykemie je charakterizovana jako zvysena glykemie a souvisi s rozvo-
jem akutnich komplikaci (ketoacidéza, hyperosmolarni hyperglykemicky stav).[3] 27]

Nedilnou soucasti programu kazdého pacienta je tedy kontrola a kompenzace di-
abetického stavu. Kontrolu provadi 1ékar ve zdravotnickém zafizeni pomoci presnych
meéricich pristroji. Jelikoz je nutné, aby byla glykemie sledovand nékolikrat béhem
dne, je kontrola svéfena pacientovi pomoci tzv. selfmonitoringu®. Dilezitou ¢asti je
vsak edukace pacienta v tomto oboru k minimalizaci vzniku systémovych chyb.

Pacient vyuziva osobni glukometr a testovaci prouzky zalozené na elektrochemic-
kém principu, kdy pomoci vystfelovactho pera a malé lancentky (jehlicky) provede
vpich do briska prstu. Zjednodusené, je krev nasatd do objemové komtrky testo-
vaciho prouzku a poté vyhodnocena glukometrem, jako momentalni koncentrace
glukézy v krvi. Timto zptsobem pacient provadi jednoduchou kontrolu svého stavu.
Dilezita je vsak zpétna vazba mezi pacientem a lékafem, pro optimalni nastaveni
lécby. [41]

V zavislosti na téchto skutecnostech je kladen velky diraz na vysokou pres-
nost méreni a kvalitu osobnich glukometri, které pred uvedenim na trh podléhaji
radé testovani v akreditovanych laboratorich a musi spliovat kritéria dand normou
CSN ISO 15197.[26, 45]

Cilem bakalatrské prace je otestovat glukometr dané znacky na vhodném testo-

vacim médiu a potvrdit ¢i vyvratit jeho mérici presnost a spravnost.
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1 Glukéza

Glukdza je organickd sloucenina, kterou radime mezi sacharidy. Ty muizeme dle
slozitosti délit na monosacharidy - jednoduché cukry, oligosacharidy (nejcastéji di-
sacharidy) a polysacharidy.

Sacharidy predstavuji dilezity zdroj energie. Pro ¢lovéka jsou nedilnou soucasti
potravy [L1], ve které se vyskytuji ve formé slozitych struktur a travici soustavou jsou
déle rozkladany na jednodussi monosacharidy. [31] Tvoii také podstatnou strukturni
slozku zivych organismi (bunécné stény u rostlin, bunééné membréany u Zivocichi)
¢i soucast pojiva. Mezi vyznamné vlastnosti patii jejich rozlisSovaci funkce, jelikoz
dokézi rozeznat bunééné typy nebo imunogeny. [11]

Zasobni slozku sacharidti u zivoc¢ichii tvoti glykogen, ktery je soucasti vyznam-
nych polysacharidi. U c¢lovéka je ulozen predevsim v jatrech nebo svalech a pfi
hladovéni slouzi jako ndhradni zdroj glukézy. U rostlin je zasobni slozkou vyznamny
polysacharid — skrob. Pro ¢lovéka predstavuje podstatny zdroj glukézy a je obsazen
napriklad v bramborach, kukuftici, obilovinach ¢i v ryzi. Je tvoren pouze moleku-
lami D-glukézy a skladé se ze dvou polysacharidi — amylosy (asi 20 % Skrobu) a
amilopektinu, ktery tvori jeho podstatnou ¢ast (asi 80 %).

Mezi dalsi vyznamné polysacharidy patii celuléza. Pro rostliny predstavuje nej-
rozsirenéjsi polysacharid a slouzi jako stavebni prvek (stény rostlinnych bunék, pod-
purnd pletiva rostlin). Celuléza se skladéd z velkého poctu glukézovych podjednotek,
jez vytvari dlouhé nevétvené retézce. Pro ¢lovéka je zcela nestravitelna, tudiz pouze
prochézi travicim traktem ve formé vldkniny, jejimz zdrojem v potravé je napriklad
ovoce, zelenina ¢i celozrnné pecivo.[11]

Samotna glukoza se fadi mezi vyznamné monosacharidy, tedy jednoduché cukry.
V prirodé je oznacovana jako D-glukdza, neboli hroznovy cukr. Tvori zakladni sta-
vebni slozku glykogenu, skrobu a celuldzy a vyznacuje se jako velmi rozsifeny a
dilezity cukr v biosfére. V potravé je obsazena v ovoci, nektaru ¢i medu. Je nej-
organismu, zejména pro mozek, nervy a erytrocyty, kde predstavuje jediny zdroj
energie. [11], 29

Dalsi hojné vyuziti glukozy, ve formé roztokl o rizné koncentraci predstavuje
zdravotnictvi, kde je obsazena v fadé nitrozilnich infuzi, nejbéznéji jako 5% izoto-

nicky roztok s krevni plazmou.[I1]

1.1 Metabolismus glukézy v téle

Latkova vyména — metabolismus, je jednim z dilezitych procest ziskavani energie

z potravy. Prijimat potravu a ziskavat z ni energii potrebuje kazdy zivy jedinec
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pro spravné fungovani organismu a udrzeni zakladnich zivotnich funkei, tj. dychéni,
srde¢ni ¢innost apod. Jelikoz organismus nepfijiméa energii z potravy stale, je potieba
zajistit ischovu energie v zasobni podobé a postupné ji uvolnovat.

Prvni faze metabolismu je faze ziskavani energie. Jak bylo feceno, energii télo
ziskava z glukdzy, ktera je prijata potravou a nasledné vstiebana do jater a svali.
Nastava proces glykogeneze, kdy je ptijata glukdza ukladana v jatrech a svalech ve
formé zasobniho glykogenu. Na rozdil od mozku, ktery je zavisly pouze na dodavce
glukodzy z krve, ostatni organy jako jsou jatra, svaly nebo tukové tkané, potfebuji pro
vstup glukdzy do bunék i¢inek hormonu inzulinu. [3] Inzulin je produkovan v pankre-
atu f-bunkami Langerhansovych ostrivka a mezi jeho hlavni tkoly patii snizovat
hladinu glukézy v krvi.[I1] Mnozstvi inzulinu, které se uvolni je regulovano gluké-
zou. Pri zvyseni hodnoty glykemie, zejména po jidle, dochazi k uvolnovani vétsiho
mnozstvi inzulinu, tim paddem ke zvySenému pruniku glukézy do bunék.[3] Graf vy-

lucovani inzulinu v zdvislosti na pi{jmu potravy je zobrazen na obrazku

blood glucose serum insulin
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8.0 400
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Obr. 1.1: Casové kolisani hladiny glukézy v krvi v zévislosti na vyluc¢ovani inzulinu

béhem dne, prevzato z [34]

Pokud dojde k degradaci S-bunék Langerhansovych ostriuvki, nejsou jiz tyto
bunlky schopny inzulin tvofit nebo pouze nedochazi k jeho tvorbé v dostatecné



mife pro organismus. Tim padem se nadbytecna glukéza hromadi v krvi, zvysuje
se jeji koncentrace a dochazi k zavaznému onemocnéni — diabetes mellitus, cesky
,cukrovka“.[29]

V bunkach glukéza podléha radé metabolickych premén, zejména odbourdvani —
glykolyza. Glykolyza probiha v cytoplasmé vSech bunék anaerobné (za nedostatku
kysliku) ¢i aerobné (za pritomnosti kysliku). Pfi fosforyla¢nich reakcich, které pro-
bihaji jak aerobné, tak anaerobné, dochéazi ke spotfebovani energie ATP. Vznikly
izomerovany produkt glyceryaldehyd-trifosfat je dale preménovan, pricemz se redu-
kuje pyridinovy kofaktor NAD™ na NADH + H* za vzniku 2ATP (dvé molekuly
energie ATP).

Kone¢nym produktem této reakce je pyruvat, jehoz dalsi premény se v ramci ae-
robni a anaerobni glykolyzy lisi. Béhem obou glykolyz je téz rozdilné vyuziti NADH.
V pripadé aerobni glykolyzy je pyruvat dale preménovan na acetyl-CoA, kde tato
preména predstavuje nevratny proces. Acetyl-CoA je poté odbouran v citratovém
cyklu (Krebsuv cyklus) a NADH vznikly oxidaci je diky kysliku reoxidovan v dycha-
cim fetézci. Pri anaerobni glykolyze je nedostatek kysliku, tudiz NADH nemitize byt
reoxidovan v dychacim fetézci. Dochéazi k jeho nadbytku v bunkach a nastava jeho
reoxidace ,nahradnim® zpusobem. NADH reaguje s pyruvatem a vznika laktat. Za
téchto podminek je mozné odbourat glukdzu i za nedostatku kysliku. Jelikoz pyruvat
neni oxidovan na acetyl-CoA, dochézi k nedostatku energie, ktera je nahrazena zpu-
sobem, ktery se oznacuje jako tzv. prace na kyslikovy dluh, jez miize probihat pouze
omezenou dobu. Po nahromadéni laktatu v bunkach a pri jeho nasledném odstrano-
vani z tkani do jater (Coriho cyklus) po snizeni fyzické aktivity, je opét preménén
na pyruvat a NADH je opét reoxidovan v dychacim fetézci.[11]

Druhou fazi latkové vymeény je spotiebovani energie. Nastava proces glykoge-
nolyza, pri kterém dochézi ke spotiebé zasobniho glykogenu z jater. Glykogen je
zasobni sacharid zivoc¢ichti a pokud télo nestiha glukézu spotiebovat, ulozi ji prave
v této formé.[29] Jelikoz glukdza neni hlavni slozkou potravy, muze byt syntetizo-
vana z necukernych zdroju jako je laktat, pyruvat nebo glycerol.[I1] Tento proces
oznacujeme jako nové vytvoreni glukézy, tedy glukoneogeneze. Poté je glukoza zpét
uvolnéna do krevniho obéhu a dopravena ke vsem télnim bunkdam.[3]

Zjednoduseny proces metabolismu glukézy je zobrazen na obrazku ¢. [1.2]
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Obr. 1.2: Vyrovnavani hladiny glukézy v krvi pomoci regulac¢nich mechanismii,

prevzato z [39]

1.2 Glykemie

Glykemie je oznaceni pro koncentraci glukézy v krvi a je nejcastéji sledovanou hod-
notou pri kontrole onemocnéni diabetes mellitus. Koncentrace glukézy je nejvyssi
v tepenni (arteridlni) krvi a jeji hodnota byvd udavdna v jednotkdch mmol/l ¢i
mg/dL.[31]

U zdravého jedince je glykemie udrzovana fadou regula¢nich mechanismi a na
la¢no by neméla prekrac¢ovat hodnoty 3,3 — 5,6 mmol/l. V piipadé tzv. postprandi-
alni glykemie (po jidle), by méla jeji hodnota dosahovat maximélné 6,7 mmol/1.[3]
U ¢lovéka s diabetem by hodnoty glykemie nemély na la¢no presahnout hodnotu
7 mmol/l a po jidle 9 mmol/1.[29]

Tyto hodnoty jsou v krvi stale regulovany. Nejvyznamnéjsi regulator snizujici
hodnotu glykemie, je jiz zminény inzulin, ktery je tvoren ve slinivce btisni a jeho
sekrece zdvis{ na koncentraci glukdzy v krvi (viz obrézek [1.1).[3,

Mezi kontraregula¢ni mechanismy, které hodnotu glykemie naopak zvysuji, patii
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zejména glukagon, adrenalin, kortizon a rustovy hormon. Dalsi mechanismy, které

maji za kol regulovat fyziologickou koncentraci glukézy v krvi jsou jatra.
Regulovani hladiny glukdézy v krvi je velice dilezité, jak pro spravnou funkci cer-

venych krvinek, tkédni a bunék, tak i pro spravnou funkei centralni nervové soustavy.[3]

S terminem glykemie se poji také pojmy glykemicky index a glykemicky profil.

1.2.1 Glykemicky index

Glykemicky index je bezrozmérna veli¢ina charakterizovana jako rychlost néartistu
glykemie po konzumaci potravin s obsahem sacharidii. Kazda potravina ma svij
glykemicky index. Pro diabetika je vhodné konzumovat potraviny s nizkou hodnotou
glykemického indexu (ryze, tmavy chléb, aj.), jelikoz hladina glukdzy v krvi stoupé
pomalu, do bunék prechazi pozvolnéji a nezpiisobuje vznik diabetickych komplikaci.
Potraviny s vysokym glykemickym indexem (bilé pecivo, ovoce, aj.) zpusobuji rychly

néarust glykemie.[3§]

1.2.2 Glykemicky profil

Glykemicky profil je profil, ktery udava hodnoty glykemie pacienta v rtiznou c¢aso-
vou dobu béhem dne. Méteni nejcastéji probihd 8x za 24 hodin, kdy se glykemie
vysetiuje nejen pred snidani, po obédé, pred veceri , popripadé pred 2. vecefi a
pred spanim, ale také kolem tieti hodiny ranni, kdy je nevyssi riziko hypoglykemie.
Takto se oznacuje tzv. velky glykemicky profil. Naopak pokud je glykémie mérena
pouze na lac¢no, pred hlavnimi jidly a pfed spanim, jedna se o tzv. maly glykemicky
profil.[3], 40]

1.2.3 Hypoglykemie

Hypoglykemie je definovana jako glykemie u dospélého jedince nizsi nez 3,3 mmol /1.
Vyznacuje se tedy nedostatkem glukozy v krvi a je to zcela nebezpecény stav jak pro
zdravého Clovéka, tak pro diabetika.[29]

Hypoglykemie mtize byt vyvolana nadmérnou davkou inzulinu, nedostatkem kon-
traregulacnich mechanismil, vrozenymi vadami metabolismu ¢i intoxikaci navyko-
vymi latkami. [47]

Je provazena bolestmi hlavy, pocenim, zrychlenym pulsem, tfesem rukou, sla-
bosti, zavrati nebo v tézkém piipadé az ztratou védomi.[3]

P1i poklesu glykemie pod 3 mmol/l; je zdkladni pomoci podat postizenému co
nejrychleji glukozu, tak aby byla zajisténa normalizace hodnoty glykemie. Pti bézné

nezavazné hypoglykemii je pacient schopen si pomoci sam, perooralnim piijmem
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10 — 20 g rychle vstiebatelnych sacharidii. Pokud se vsSak jedna o zavaznéjsi hypo-
glykemicky stav, je nutné glukézu podat nitrozilné. Z dlouhodobého hlediska miize

dochézet az k poskozenim centralni nervové soustavy.[3, 27, 29]

1.2.4 Hyperglykemie

Hyperglykemie je stav, kdy hladina glukézy v krvi na la¢no stoupa nad hodnotu
6,7 mmol/l. Glukéza se za¢ne hromadit v krvi a pokud hodnota glykemie presdhne
hranici 10 mmol/l, dojde k pfekroceni tzv. rendlniho (ledvinného) prahu a glukéza
zacne byt uvolnovana do moci. V tomto pripadé dochazi k tzv. glykosurii, ktera
muze byt znakem vzniklého onemocnéni diabetes. Pii vyskytu glykosurie je mozny
vyskyt diabetické ketoacidozy, jako disledek nedostatku inzulinu a nadbytku kon-
traregulacnich hormonii. Je nutné tedy provést testy také na tzv. ketonurii, kdy
se objevuje zvyseny obsah ketolatek v moci. Glukoza, kterd je vylucovana do modi,
neni schopna zasobit télni bunky a organismus z ni nemuze ziskavat energii. Nastava
proces spalovani tuku (lypolyza), coz vede ke zvySené koncentraci mastnych kyselin
v plazmé. Dochazi ke zpomaleni Krebsova cyklu a spusténi f—oxidace. Organimus
tedy ziskava energii z lypolyzy. V disledku toho dochézi ke zvyseni vylucovani keto-
latek do moci. V dechu postizenych je také citit silny zapach acetonu. Tato vysetieni
patii mezi podstatnd pti prokézani diabetes mellitus.[3], 111 27, 29| B8]

Mezi ¢asté spoustéce hyperglykemického stavu patii nedostateéna davka inzulinu
¢i jeho uplna absence, nadmérna konzumace sacharidi v potravé nebo dlouhodoby
stres.[3] Dalsi pri¢inou tohoto stavu muze byt prodéland cévni mozkova prihoda ¢i
sekundéarni vlivy spojené s uzivinim nékterych léku, napiiklad steroidi.[47] Nejéas-
téjsi projevy hyperglykémie jsou znamky dehydratace, casté moceni, pocity zizné,

nauzea, zvraceni ¢i prohloubené (Kussmaulovo) dychani. |11 29, 38]

1.3 Diabetes mellitus

Vv

které se vyznacCuje abnormalni toleranci glukézy.[31] Jedna se o chronické one-
mocnéni provazené hyperglykemii v disledku absolutniho ¢i relativniho nedostatku
inzulinu.[27] Vznik4 v disledku degradace pankreatickych S-bunék, kdy je znemoz-
néna tvorba hormonu inzlinu. Z tohoto divodu nemize glukéza pronikat do bunék,
hromadi se v krvi, ¢imz dojde ke zvyseni jeji koncentrace a nasledkem toho ke vzniku
tohoto onemocnénti. [10]

Za poslednich 10 let se pocet nemocnych navysil o vice nez 10 %, v roce 2007
bylo nemocnych ptiblizné 7 % ze svétové populace[l], zatimco k roku 2019 je to jiz
18 %.[44]
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Diabetes postihuje vsechny vékové kategorie a je provazen nemocemi, diky kte-
plikace a v nejhorsim piipadé smrt.[31] Navzdory zdvaznosti tohoto onemocnéni
vsak nejméné tretina diabetikt neni diagnostikovana a u vice nez 20 % diabetiku se
vyskytuji pokro¢ila onemocnéni.[31], 38]

Komplikace zptisobené diabetem mutzeme rozdélit na akutni a chronické. Akutni
stav diabetu se projevuje zejména jako hyperglykemické koma. Z dlouhodobého hle-
diska dochazi k poskozeni a dysfunkci dilezitych organti, jako jsou ledviny, nervy,
cévy ¢i srdce. Mezi chornické projevy diabetu muzeme zaradit specifické mikro-
vaskularni komplikace, tedy diabetickou nefropatii, retinopatii a neuropatii. Nespe-
cifické komplikace pak mizeme charakterizovat jako infek¢éni onemocnéni ¢i jiné
komplikace.[10]

Diabetes lze diagnostikovat na zékladé pritommnosti klasickych priznakt dia-
betu ¢ pokud po ndhodném stanoveni glykemie béhem dne je vysledna hodnota
> 11,1 mmol/l. Dalsim zpisobem je ranni odbér krve (na lacno), kdy hodnota
glykemie je v pripadé diabetu > 7 mmol/l. Pro vylouceni tohoto onemocnéni se
také vyuziva ordlni glukézovy tolerancni test (oGTT), ktery spociva v podani 75 g
glukdzy rozpusténé v napoji. Na zdkladé toho se zkouma glykemie ve 120. minuté
po oGTT. Za pozitivni vysledek povazujeme hodnotu > 11,1 mmol/l. Pokud jsou
hodnoty v rozmezi 7,8 — 11,0 mmol/l, jednd se o porusenou glukézovou toleranci,
kterd muze pozdéji vést ke vzniku diabetu. Stejné tak v pripadé stanoveni glykemie
na la¢no, kdy jsou hodnoty v rozmezi 5,6 — 6,9 mmol/1.[27 [3§]

Diabetes neni pouze jednotné onemocnéni, ale lze ho na zédkladé pricin rozdélit

do vice skupin.[38]

1.3.1 Diabetes mellitus 1. typu (DM1T)

Nékdy tento typ diabetu byva oznacovan jako IDDM, neboli diabetes mellitus zavisly
na inzulinu.[3] Optimalni kompenzace je tedy dosazend podavinim inzulinu, kdy
je diabetikovy toho typu sestaven plan, ktery obsahuje jednotlivé injekce inzulinu
podavané béhem kazdych 24 hodin. Inzulinovy plan je nastaven vzdy individualné
v zavislosti na stavu a zptsobu zivota pacienta. [40]

Tento typ diabetu podléha riznym autoimunitnim onemocnénim, kdy si organis-
mus tvori protilatky, které postupné likviduji S-bunky. Tyto bunky pak jiz nejsou
schopny produkovat inzulin a dochézi tak k jeho tiplné absenci.[33] Toto autoimu-
nitni onemocnéni muze byt vyvolané vlivem spatného zivotniho prosttedi, a to bud
virové nebo chemicky, ¢astéji u jedinct s predispozici k diabetu.

DMI1T postihuje témér 10 % diabetiki, nejcastéji prevazné mladé lidi v obdobi
puberty. Odtud také plyne diive pouzivany nazev — juvilentni.[31, 38]
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Ve spojeni s timto typem diabetu je popisovan tzv. LADA (latent autoimune
diabetes of adults), ktery se objevuje spiSe vzacné, a to u lidi v dospélém veéku

s pozvolnym néstupem.[25]

1.3.2 Diabetes mellitus 2. typu (DM2T)

Diabetes mellitus 2. typu — NIDDM, neboli diabetes mellitus nezavisly na inzulinu,
je komplexni metabolicky syndrom, ktery se vyskytuje u témér 90 % nemocnych.
Organismus neni schopen fyziologicky zpracovat glukézu v disledku relativniho ne-
dostatku inzulinu a soucasné inzulinové rezistence, zptusobené bud snizenim poctu
receptoru ¢i postrecepéni blokadou. V pripadé tohoto typu diabetu se jedné o rela-
tivni nedostatek inzulinu, kdy v kombinaci s obezitou dochézi k postupné degradaci
f-bunék a néslednému vzniku absolutniho nedostatku inzulinu. [3, 27, [3§]

Tento typ diabetu se nejcastéji projevuje u starsich lidi po 40. roce zivota, kdy
hraje velkou roli v propuknuti nemoci kromé dédic¢nosti i kvalita zivota jedince a jeho
stravovani. Bézné postihuje lidi, ktefi konzumuji mnoho tu¢nych jidel, sacharida a
jejich fyzické aktivita je témét nulova. Proto jsou tito lidé ¢asto obézni.[3] [7]

Stanoveni spravné kompenzace diabetu tohoto typu je ve vétsiné pripadi slozita.
U vice nez 80 % nemocnych je na prvnim misté podstatné snizit télesnou hmotnost,
zejména kvuli minimalizaci vzniku kardiovaskularnich chorob. Optimalizace 1é¢by
je predevsim zalozena na poddvani perooralnich antidiabetik (PAD), které zvysuji

vylu¢ovani inzulinu.[27], 40]

1.3.3 MODY - Maturity Onset Diabetes of the Young

Tento typ diabetu se projevuje prevazné v mladistvém véku, kdy je zptisoben po-
ruchou funkce genu. Jedna se tedy o autozomalné dominantné dédi¢né onemocnéni

zpusobujici dysfunkei vedouci k poruse sekrece inzulinu. [25]

1.3.4 Gestacni Diabetes mellitus

Mezi dalsi typy diabetu patii gestacni diabetes, ktery se projevuje u zen béhem
téhotenstvi. Ackoliv obvykle po porodu odezni, ve vice nez poloviné pripadii prechazi
v diabetes mellitus 2. typu.[31] K roku 2018 se gestacni diabetes vyskytoval témér
u 17 % vsech téhotnych Zen.[2§]
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2 Meéreni glukozy v krvi

2.1 Zpisob méreni glukézy v krvi

Monitorovani glykemie, tedy méreni koncentrace glukézy v krvi je nedilnou soucasti
péce o pacienta vedouci ke kompenzaci diabetu. Spoc¢iva ve sledovani glykemie v prii-
béhu dne — na lacno, pred jidlem a po jidle. Pravidelnou kontrolou stavu diabetika
se predchazi vzniku hyperglykemie nebo hypoglykemie, které mohou vést ke vzniku
zavaznych komplikaci spojenych s diabetem.

Kontrolu glykemie provadi 1ékarsky personal ve zdravotnickém zafizeni pomoci
diagnostické techniky — analyzatori a glukometrii. Toto vysetfeni oznacujeme jako
POCT — Point of Care Testing. Jako ukazatel dynamickych zmén glykemie slouzi
systém kontinudlni monitorace glykemie (CGM).[40]

Mezi dalsi dilezité vysetteni, které provadi 1ékat ¢i zdravotnicky personal patii
také laboratorni stanoveni glykovaného hemoglobinu (HbAlc) z zilni krve, ktery je
zékladnim ukazatelem optimalné nastavené léc¢by diabetu z dlouhodobého hlediska. 5]
Stanoveni hladiny glukézy v krvi v laboratornich podminkach pracuje na principu
tzv. mokré chemie a patii k nejpfesnéjsim metodam stanoveni glykemie.[45]

Glykemii diabetika je nutné sledovat nékolikrat béhém dne. Z tohoto divodu
neni mozné, aby veskeré vysetieni provadél pouze lékar, a tak je kontrola glykemie
svéfena pacientovi. Domaci sebe testovani, neboli tzv. ,selfmonitoring“ se provadi
pomoci osobnich glukometri a testovacich prouzku.[5] Dnes patii k nepostradatel-
nym ukazatelem glykemie, jelikoz umoznuje ziskat okamzitou hodnotu a sledovat
jeji zmény pred jidlem, po jidle ¢i po fyzické aktivité. Je velice dilezité, aby pacient
provadél méreni pravidelné a vyhnul se fadé moznych komplikaci, zejména hrozi-
cimu riziku tézké hypoglykemie nebo naopak hyperglykemie. Nez se zac¢ne pacient
samostatné testovat, je nutna jeho edukace v oboru o spravném pouziti testovacich
pristroju, spravnych hodnotach glykémie, a jak v rdmci namérenych hodnot reagovat
a upravovat mnozstvi podaného inzulinu ¢i slozeni pfijaté potravy.[33], 40, [46]

Dilezitou soucasti je zpétna vazba, kterou v ramci 1é¢by podava pacient svému

lékati. Jediné tak je zajiSténa spolehlivost této metody.[13, [45]

2.2 Biosenzory

Biosenzor je obecné oznacovan jako komplexni a analyticky pfistroj, ktery spojuje
biologické, chemické a elektrické soucasti a je schopen prevadét biologickou odpoved
na métitelny a zpracovatelny signal.[21], 24] Soucésti biosenzoru je citliva biologické
slozka, ktera primo naléha na fyzikalné chemicky prevodnik nebo je v jeho tésném
kontaktu. [42]

19



Jeho vstupni — rekognicni ¢ast obsahuje specifické receptory, jez se vazou na
analyt (detekovand ldtka). Tato latka je béhem reakce preménovana nebo se na ni
receptory vazi a vytvari urcity komplex. Biosenzor je tedy opatien specialni fidici
membranou, na které po naneseni biologicky citlivého vzorku dochazi k prevodu
biologického prostfedi na prostiedi fyzikalni. Cinnost této membrany funguje na
principu selektivni reakce, kdy ur¢itym zptsobem _filtruje“ ptichozi latky a zabra-
nuje vstupu cizim latkam, které by mohly zpiisobit nezadouci funkci senzoru. Lze si
tedy membranu predstavit jako sit molekul, které jsou schopny reagovat s dalSimi
molekulami a produkovat detekovatelné elektrony, ionty, svétlo, teplo atd.[24] Toto
rozhrani dava vznik signédlu, ktery je déle zachycen fyzikalné-chemickym prevodni-
kem a elektronicky zpracovan.[21]

Tento princip biosenzoru jako komplexniho systému je zjednodusené zobrazen
na obrazku 2.1

detekovana L . elektronické
latka: glukoza, - filtr Zpracovani
C0, CO2 elektrony signalu
hmotnost

teplo

ionty

svétlo

atd.

Obr. 2.1: Biosenzor jako komplexni systém, upraveno z [24]

Latku, ktera je timto systémem detekovana si lze dle obrazku predstavit jako
ur¢ity objekt, ktery svym tvarem zapada do tvaru membrany — receptoru. Tento
receptor — enzym (nejcastéji vyuzivany), nukleova kyselina, burika ¢i protilatka[21],
prevadi biologicky vzorek reagujici s receptorem na kvantifikovatelny signal.
zymy oxidu glukdzy.[24] Zékladnim faktorem pro vyvoj téchto systému je nutnost
rychlé a efektivni kontroly hladiny glykemie u lidi s diabetem.[42] Biosenzory mi-
zeme rozdelit podle biorekogniéni slozky nebo podle typu fyzikalné-chemického pre-

vodniku.
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Podle biorekognicni slozky jsou to:
o biokatalytické — enzym, organela, bunka, tkan, organ, organismus aj.,

o bioafinitni — lektin, protilatka, nukleova kyselina, receptor apod.

Podle typu fyzikalné-chemického prevodniku:

o elektrochemické (potenciometrie, konduktometrie, voltametrie, amperometrie),
» optické (fotometrie, fluorimetrie, huminometrie, nelinearni optika),

o piezoelektrické a akustické,

o kalorimetrické.

Na vlastnosti biosenzoru je kladen velky diraz. Mimo obecné pozadavky (velka cit-
livost senzoru, velka presnost, ¢asova stalost, vysokéa spolehlivost, nizké naklady,
jednoduchd obsluha a jiné) je dilezitd vhodnd zévislost vystupni veli¢iny na mérené
veli¢iné a vhodny pritbéh zakladnich statickych a dynamickych vlastnosti. Statické
vlastnosti senzoru popisuji chovani senzoru v ustdleném konstantnim ¢ase. Radime
mezi né naptiklad statickou prenosovou charakteristiku, linearitu, citlivost, dyna-
micky rozsah, hysterezi nebo rozliseni. Typické dynamické vlastnosti jsou precho-
dova a frekven¢ni charakteristika.[42, [53]

(kalibracni kfivka), kterd znazornuje funkéni vztah mezi vstupnim a vystupnim
signdlem.[43] Tento vztah je obvykle zndzornén grafem, ktery tento obecny vztah
reprezentuje.[50] Vztah mezi méfenou veli¢inou (x) a vystupni veli¢inou (y) je popsan

obecnou funkef:

y = f() (2.1)

Tento vztah lze také popsat obecné podle tvaru:

y=(ag+a-z+ay -2>+... +a, -2") -z (2.2)

kde aq, a1, as ...a, jsou konstanty.

7 této rovnice lze pri urc¢itém poctu c¢lentt odvodit statické prenosové charakte-

ristiky, viz obr. 2.2 (na strané [22).

Zadanou a potfebnou veli¢inou je linearni zavislost statické prenosové charakte-
ristiky, kterd udava nejnizsi moznou zmeéritelnou hodnotu detekovatelnou senzorem.
Obecné ji muzeme popsat vztahem (2.3)).

y=ap-x (2.3)

Linearita senzoru udava maximalni odchylku kalibra¢niho bodu od bodu, ktery

lezi na idealni primce statické prenosové charakteristiky. Je také vyjadrena jako
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Obr. 2.2: Priklad statické prenosové charakteristiky a) idedlni tvar charakteristiky,
funkce y = ag - x (¢ernéd) a funkce y = (ap+ a1 -« +ag - ?) -  (¢ervend); b) vyjadreni

citlivosti podle sklonu charakteristiky, prevzato z [43]

presnost realné kalibracni kiivky s idedlnim tvarem primky statické prenosové cha-

rakteristiky. Chyba linearity je udavana v procentech a jeji vztah je dan rovnici

2.4).133]

L, = — Oma (2.4)
plny rozsah
Nastane-li v nékterém pripadé nelinearita této charakteristiky, 1ze ji naptiklad
nahradit primkovym tsekem pomoci kalibra¢nich bodu. [43]
Dalsim dulezitym parametrem je senzitivita (citlivost K), kterd je obecné defi-
novand jako mald zména vystupniho signdlu k malé zméné vstupniho signélu.[50]
Mozno ji definovat jako sklon statické prenosové charakteristiky, kdy v idealnim

pripadé nabyva hodnoty ag. Jeji vztah je vyjadien rovnici ([2.5)).

Ay
Az

Dynamicky rozsah (rozpéti) je definovan jako interval mezi dolnim a hornim

K=qay= (2.5)

méricim rozsahem, tj. mezi prahem citlivosti a plnym rozsahem.[23] Pokud signély
prekroci ohranic¢enou mez, mize dochazet k irelevantnim nepfesnostem. [50]
Hystereze je oznacovana jako vliv predchozich méreni ovliviujici tvar signalu. Lze
ji rozeznat podle tvaru kalibrac¢ni krivky, kde vykazuje bud konkavni nebo konvexni
tvar. V idedlnim piipadé by méla nabyvat nulovych hodnot.[42] Mozno ji definovat
jako maximélni rozdil vystupu méfeného rozsahu, kdy je hodnota mérend nejdrive

pri zvysovani a poté pri snizovani velic¢iny.
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Hysterezni chyba je udédvana v procentech a jeji vztah je vyjadren rovnici (2.6)).[43]

AH
H=——"_ (2.6)
plny rozsah

. Redlna

> >
© charakteristika ©
< c
S S
T | dedlni (linearnf) g
‘£ | charakteristika b=
a a
2 d
= max >
xrna
T ] I 1 ] 1 )
Méfena veli¢ina x Méfena velicina x
Detekénf limit

a) b)

Obr. 2.3: Statické parametry senzoru a) kalibracni kiivka (idedlni charakteristika);

b) hysterezni kiivka, prevzato z [23]

Rozliseni senzoru je definované jako minimalni vystup senzoru, ktery je senzor
jesté schopen zaznamenat. Jeho hodnota odpovida absolutni ¢i relativni chybé sen-
ZOru.

Dynamické vlastnosti patii mezi parametry, jejichz hodnota mérené velic¢iny je
v Case proménna. Dynamické chovani lze ve vétsiné pripada popsat linearni dife-
rencialni rovnici s konstantnimi koeficienty, avsak pokud tento zptisob neni mozny,
lze nelinearni rovnici po ¢astech linearizovat a dynamické zmény sledovat v téchto
¢astech. Tyto vlastnosti lze vyjadrit pomoci frekvenéni charakteristiky (pfenosové
funkce) ¢i prechodové charakteristiky. Frekvencéni charakteristika, resp. prenosova
funkce je definovana jako zavislost prenosu a fazového tihlu na frekvenci, tedy roz-
dil amplitudy a faze vstupniho signalu oproti vstupnimu signalu v zavislosti na
frekvenci. Prechodova charakteristika vyjadiuje prubéh vystupni veli¢iny signalu
v zavislosti na case pti skokové zméné vstupni veli¢iny.[12]

Mezi dalsi nepostradatelné parametry patii také reprodukovatelnost (opakova-
telnost méfeni) doba odezvy senzoru, zivotnost nebo selektivita. Je vsak nutné

u kazdého typu senzoru samostatné hodnotit vhodnost pouziti pro dany typ a

aplikaci.[12], 23]
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2.2.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory patii k nejvyuzivanéjsim typum, zejména ty, zalozené na
enzymatickych reakcich, tzv. enzymové biosenzory. Rekogni¢nim elementem téchto
senzoril je enzym — bilkovina, ktera je schopna preménit substrat na produkt. Tuto

preménu lze popsat pomoci nésledujiciho schématu (prevzato z [42]):

k',l k.?
Enzym + Subsirat ﬁ Enzym-Substrat ———= Enzym + Produki
K.

Obr. 2.4: Rovnice Michaelise-Mentové - preména substratu na produkt

Podle této rovnice 1ze odvodit rychlost vzniku produktu:

Vmax[s]
= S
et
kde V4. je maximalni rychlost pii saturaci enzymu substratem a kde K, = %

predstavuje Michaelisovu konstantu. Dale plati
Vmaz - kZ[E]

Odezvu enzymovych biosenzort Ize popsat pomoci stejné rovnice, ale pouze misto
rychlosti saturace je nutno pouzit maximalni velikost méreného signélu, kdy je sna-
hou udrzet nizsi koncentraci substratu nez K,,. V tomto pripadé je odezva linearni
v zévislosti na koncentraci substratu a lze tak [S], pro [S] << K,,, ze jmenovatele
vypustit. AvSak pfi imobilizaci enzymt dochazi ke zméné konstanty K,,, tudiz lze
urcit pouze jeji pribliznou hodnotu.[42]

Hlavni vyhodou téchto systémi je jejich jednoducha konstrukce, vysoka senziti-
vita a nizké porizovaci naklady. Pro sestrojeni takového mériciho systému jsou po-
tfeba minimalné dvé mérici elektrodové komponenty, a to pracovni (méfici, snimaci)
a referenc¢ni elektroda. Dulezitou soucasti je také elektroda pomocné, kterd musi byt
elektrochemicky neaktivni a tvorena vodi¢em (napf. platina ve formé dratku, nere-
zovy drat aj.) s dostatecné velkou plochou. Referencni elektroda je vyuzivana pro
nastavovani (méfeni) potencidlu pracovni elektrody, respektive slouzi jako srovnavaci
zafizeni.[21) [42] Je ¢asto vyrabéna ze stiibra ¢i chloridu stfibrného a jeji vzdalenost
od mista reakce je takova, aby potencial ziistal dostatecné stabilni. Mezi pozadované
vlastnosti téchto elektrod patii predevsim vodivost a chemickd stabilita.[21]

Potenciometrické biosenzory jsou zaloZeny na zméné potencidlu vyvolané aku-
mulaci ndboje v misté rozhrani s elektrodou a analytem. Vzhledem k jejich vy-

soké impedanci, je prochazejici proud velmi maly.[23] Nejzndméjsimi jsou prevazné
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enzymové elektrody, kde jako prevodnik slouzi iontové selektivni elektroda (ISE)
v kombinaci s enzymovou vrstvou,[42] tzn., ze potenciometrie poskytuje informace
o aktivité ionti v elektrochemické reakei.[21]

Konduktometrické biosenzory jsou zalozeny na sledovani zmén vodivosti v dii-
sledku enzymatickych reakci. Zmény vodivosti zavisi na produkei ¢i spotiebé ionth
¢i napr. zméné velikosti nabitych castic.[21], 42]

Amperometrické biosenzory jsou biosenzory, kde proud vznika oxidac¢nimi nebo
redukénimi biochemickymi reakcemi a je nepretrzité méren pracovni elektrodou pfti
konstantnim potencialu. Konstantni potencial je zajistén referenc¢ni elektrodou a
je zcela nezavisly na prochazejicim proudu mezi pracovni a pomocnou elektrodou.
Na konstantni irovni je udrzovan pomoci potenciostatu, ktery méni potencial po-
moci referenéni elektrody. [23] Hodnota vysledného proudu je pak rovna koncentraci

stanovované latky. [21], 142]

proud [uA] proud [LA]

koncentrace /

napéti [V] koncentrace [%4)

Obr. 2.5: Typické charakteristiky amperometrického senzoru a) zména voltampérové

charakteristiky s koncentraci; b) zavislost proudu na koncentraci, prevzato z [23]

Mezi amperometrické techniky patii voltametrie, pri které se informace o stano-
vovaném analytu ziskava neustalou zménou potencialu a jeho naslednym meérenim.
Nejrozsitenéjsi formou ziskavani informace o potencidlu a rychlosti elektrochemické
reakce je cyklicka voltametrie. V tomto pripadé je proud I linearné zavisly na ros-
toucim potencidlu F. Vysledky méfeni jsou zobrazeny grafem, tzv. voltamogramem,
ktery je zobrazen na obrazku [21], 123].

Nejznaméjsim a celosvétoveé nejvyuzivanéjsim zarizenim je glukézovy biosenzor,

jehoz funkce je zalozena na amperometrické detekei peroxidu vodiku.[21]

2.2.2 Glukézové biosenzory

Nejcastéji monitorovanou latkou pomoci biosenzori je glukéza. Stanoveni jeji kon-

centrace je dulezité napriklad pii kontrole stavu diabetickych pacienti, kteri si
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Obr. 2.6: Cyklicka voltametrie; a) ¢asovy prubéh vkladaného potencidlu; b) priklad

vysledného voltamogramu, prevzato z [23]

diky tomu mohou upravit davkovani inzulinu a pfedchazet tak moznym kompli-
kacim spojenych s diabetem [42, 50]. Soucasné gluk6zové biosenzory pracuji na elek-
trochemickém principu, z nichz jsou nejpouzivanéjsi enzymatické amperometrické
biosenzory. [52]

Tyto biosenzory jsou zaloZeny na enzymové oxidaci glukdzy. Nejbéznéji vyuzi-
vané enzymy jsou glukézooxidiza (GO,), glukézodehydrogendza s pyrrolchinolin-
chinonovym koenzymem (PQQ-GDH) a hexokindza. Hexokindza je vyuzivana jako
enzym pii hexokindzovém referenénim testu pro méteni glukézy spektrofotometrii
v laboratornich prosttedich.[41], 52].

Enzymy GO, a GDH byly prvotné izolovany z mikroorganismu Aspergillus niger
a Acinetobacter calcoaceticus. Poté byly nahrazeny enzymy produkované jinymi or-
ganismy kvili zvyseni aktivity, vytéznosti a specificity enzymu. Tyto enzymy jsou
odlisné svymi redoxnimi potencialy, silou vazby, kosubstraty, Michaelisovou kon-
stantou a selektivitou vici glukéze.[41] Biosenzory pouzivané pii ,selfmonitoringu*
standardem pro biosenzory vzhledem k vyssi citlivosti (selektivité) pro glukézu. Je
odolna vuci vysokym pH, iontovym silam a teploté, coz umoznuje snadné sklado-
vani. Princip je zaloZzen na oxida¢ni reakci glukdzy a kysliku [13], ktery funguje
jako akceptor elektroni. GO, katalyzuje oxidaci glukézy s kyslikem za vzniku kyse-
liny glukonové a peroxidu vodiku. Aby glukézooxidaza fungovala jako katalyzator, je
nutné vyuzit koenzym FAD™ (flavinadenindinukleotid), ktery je nasledné redukovan
na FADH,. Tento princip je zobrazen pomoci rovnice ([2.7).[52]

Glucose + GO, — FADT — Glucolactone + GO, — FADH, (2.7)

Kofaktor FFAD™ nasledné reaguje s kyslikem za vzniku peroxidu vodiku. Tento
vztah mizeme vyjadtit rovnici ([2.8]).[52]
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H>0, (peroxid vodiku) je oxidovan na katalytické elektrodé, kdy tato elektroda
rozpozné pocet prenasenych elektront. Ztrata elektront a pokles pO, (parcidlni tlak)
elektrody je pfimo amérny poc¢tu molekul glukozy, tedy jeji koncentraci v krvi.[4§]

Tento proces lze zobrazit pomoci rovnice (2.9)).[52]

H202 —2H* + 02 + 2e”~ (29)

e e

{ Electrode
2a” {anode)

Obr. 2.7: Enzymaticko-amperometrickda metoda pro méreni koncentrace glukdzy in-

vitro, prevzato z [4§]

Druhym pouzivanym enzymem pii novéjsi elektrochemické metodé je glukdzo-
dehydrogenaza. Tento enzym katalyzuje mimo oxidaci glukézy také jiné sacharidy,
napiiklad maltézu. Zahrnuje GDH-pyrroloquinolinequinon (PQQ), vyuzivany jako
kofaktor a GDH-nikotinamidadenindinukleotid (NAD), zobrazeny v rovnici[2.10] [52].

Glucose + PQQ(ox) — gluconolactone + PQQ(red) (2.10)

P1i této reakci neni potfebny kyslik ani NADT. PQQ je enzymovy systém, ktery
velkou rychlosti prenasi elektrony. Pokud je jako kofaktor pouzit NAD, ve spojeni
s GDH neprodukuje peroxid vodiku, ale redukovanou formu NADH dehydrogenazu,
jez muze byt elektrochemicky oxidovdna. Béhem oxidace glukézy NAD™ prijimé
vodikovy ion a dva elektrony. Reakce je zobrazena pomoci rovnice .[52]

Glucose + NADT  —  gluconolactone + NADH
NADH — NAD*'+H" + 2~ (2.11)
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Pii této reakci glukézy s NAD' vznikd NADH, ktery odpovidd koncentraci
glukézy. [5]

2.3 Testovaci prouzky

Osobni glukometry vyuzivaji detekéni testovaci prouzky, které spolecné s glukome-
trem slouzi k vyhodnoceni hladiny glukézy v krvi. Doméacim testovani je zalozeno
na elektrochemickém-amperometrickém principu. Vzhledem k tomu, ze domaci tes-
tovaci pristroje pouziva diabetik denné, je kladen velky diraz na jejich vysokou
kvalitu. [49]

Osobni glukometry vyuzivaji prouzky na jedno pouziti. Tyto prouzky maji elek-
trochemickou komiirku o malém objemu, kterd slouzi pro nasati tekutiny pomoci
kapilarnich sil. Samotny prouzek obsahuje plastovou desticku, miniméalné dvé elek-
trody a chemické slozky, zejména enzymy, stabilizatory a povrchové aktivni latky
potfebné prevazné pro minimalizaci ¢asu k naplnéni komurky. Pocet elektrod se
lisi v zévisloti na tcéelu méreni. Vyuzity mohou byt dvé stejné elektrody ¢i jedna
elektroda pracovni a druhé referenéni. Mozné je také pouziti t¥i elektrod, kde treti
elektroda predstavuje elektrodu pracovni.[41]

Vrstvy biosenzoru, které poskytuji snadno kvantifikovatelny signdl, jsou v dnesni
dobé zalozeny na radé technologickych postupii z oblasti sitotisku. Tato sitotiskova
technika (thick film technology) je zalozena na tvorbé ruznych geometrickych tvara
vyrobenych na plastovém ¢i keramickém podkladu nanasenim vhodnych past tis-
kem pres tzv. sita. Tato sitova vrstva je dale upravovana a prizptisobovana dalSim
nanasenym vrstvam. Testovaci prouzky pouzivané pro detekci hladiny glukdzy jsou
tedy enzymové sitotiskové elektrody, vhodné pouze na jedno pouziti (méreni). Tyto
prouzky jsou vyrobeny jednoduchym tlustovrstvym filmem (sitotisk) metodou mi-
krofabrikace ¢i depozice (nandseni materidlu na podlozku). Jednotlivy prouzek je
opatfen tisténymi pracovnimi a referencnimi elektrodami, jenz jsou potazeny po-
tfebnymi ¢inidly (enzymy, medidtory, povrchové aktivni latky, aj.) a membranami,
které jsou vyuzivané k rovnomeérnému pokryti vzorkti a oddéleni krevnich bunék.
Cinidla jiz nejsou zadnym zpiisoben upravovana a jsou ulozena v suché formé. [49]

Pracovni elektroda je vyrobena sitotiskem uhlikového inkoustu, ktery je tvoren
smési uhlikovych ¢astic nebo vakuovym napatfovanim zlata ¢i paladia. Referencéni
elektroda je nejcastéji chloridosttibrna, vyrobena sitotiskem inkoustu obsahujici ¢as-
tice stiibra a AgCl v polyesterovém pojivu. Dalsim druhem referencni elektrody je
elektroda inertni, vyrobena na stejném principu jako elektroda pracovni. Nékteré
glukometry vyuzivaji také prouzky vyrezavané laserem, coz umoznuje vyrobu velmi

presné vyméreného povrchu pro detekei. [41]
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Meéreni pomoci glukometrii je tedy zalozeno na tzv. suché chemii. Toto méteni je
povazovano za nejvhodnéjsi a velmi rychlé, ale musi byt brana v potaz snizend mira

presnosti a moznost ovlivnéni cizimi latkami.[45]

Obr. 2.8: Jednotlivé vrstvy testovaciho prouzku pro doméaci méteni krevni glukézy;

(A) elektrodovy systém; (B) hydrofobni vrstva (misto pro naneseni krevniho vzorku),

prevzato z [49]

‘Working electrode

Reference electrode Counter electrode

Current-to-voltage s
I converter

Meter

Obr. 2.9: Blokové schéma zafizeni pro méfeni glukdzy z prstu, prevzato z [48]
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3 Osobni glukometry

Osobni glukometr miizeme charakterizovat jako malé prenosné ,kapesni“ zatizeni,
které je schopno v ramci doméacitho méreni rychle zmérit a vyhodnotit hladinu
glukézy v krvi z kapky krve a predchazet tak vzniku moznych rizik spojenych s di-
abetem, zejména hypoglykémii a hyperglykémii. Zjednodusené je glukometr malé
elektronické zarizeni, které pomoci elektrochemické reakce prevadi signal na digitalni
hodnotu, ktera je posléze zobrazena na displeji. Nabidka téchto osobnich pfistroji
je v dnesni dobé relativné na vysoké tirovni a oponuje Sirokou skalou provedeni,
ale i technickych moznosti.[13, 33], 45] Dilezitou soucasti spravného pouzivani glu-
kometru je mnozstvi krve nanesené na testovaci prouzek. V 60. letech, kdy kvalita
glukometri nebyla na vysoké trovni, bylo potfeba priblizné 100 ul ke stanoveni
koncentrace glukézy.[5] Soucasné piistroje disponuji potiebnym objemem pouhych
0,3 — 10 pl. Mérici rozsah je nejcastéji 1,1 — 33 mmol/1.[13, [45] Rychlost méteni se
pak pohybuje v rozmezi od 5 do 15 sekund. [40]

Vétsina glukometrii v dnesni dobé jiz pracuje na principu elektrochemické reakce.
Jsou napajeny pomoci knoflikovych ¢i tuzkovych baterii s kapacitou okolo 50 - 500
meéreni na glukometr. K zajisténi presnosti méreni je nezbytné nastavit kédovani
glukometru podle konkrétni Sarze testovacich prouzkii. Vétsina modernich zatizenich
vsak dokaze glukometr automaticky zajistit, tudiz neni potieba zadavat prislusny
ké6d.[13]

3.1 Zakladni implementace osobniho glukometru

Glukometr obsahuje adaptérovou desku MED-GLU, ktera zahrnuje vSechny kompo-
nenty nezbytné k fungovani glukometru implementovanou pomoci Freescale MCU
Kinetis K53, MCF51MM nebo SO8MM128 MCU soucésti rodiny Flexis MM.[51]

K53 v tomto méficim obvodu obsahuje [51]:

e Provoz s velmi nizkym prikonem

« Dva operac¢ni zesilovace (OPAMP)

« Dva transimpedancni zesilovac¢e (TRIAMP)

e 2 x 12bitovy digitalné-analogovy prevodnik

e 2 x 16bitovy analogové-digitalni prevodnik

e az 31 kanall s programovatelnymi zesilovaci

» Interintegrovany obvod

« USB pripojeni

Blokové schéma vSech komponent nezbytnych pro fungovani glukometru je zob-

razeno na obrazku 3.1
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Obr. 3.1: Blokové schéma — komponenty nezbytné pro fungovani glukometru, pre-

vzato z [51]

3.1.1 Transimpedancni zesilova¢ — prevod proudu na napéti

Vysledna hodnota glykemie, ktera je zobrazena na displeji glukometru, je zméreny
proud tmérny koncentraci glukézy v krvi. Aby bylo mozné tento proud spravné fil-
trovat a zpracovavat, je nejprve transimpedancénim zesilovacem preveden na napéti.
Tento zesilova¢ mé jeden zdroj napajeni, nizké vstupni kompenzacni napéti, nizky
vstupni kompenzac¢ni a zkresleny proud TRIAMP zabudovany na K53 a odpor ex-
terni zpétné vazby.[51] Tento obvod s transimpedanénim zesilovacem je zobrazen na
obrazku 3.2

s AT
R} 100

Obr. 3.2: Transimpedanc¢ni zesilova¢ jako prevodnik proudu na napéti, prevzato z
[51]
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3.1.2 Zesileni a filtrace

Tento obvod na obrazku [3.3] obsahuje zesilova¢ a filtr typu dolni propust s mezni

frekvenci 8 Hz pro filtraci vysokofrekvenéniho Sumu. [51]

Obr. 3.3: Obvod pro zesileni a filtraci, prevzato z [51]

3.1.3 Generator referencniho napéti

Na obrazku [3.4] je obvod, kde V,.r = 0,1V je generovdno jednoduchym napéfovym

délicem a externim operacnim zesilovacem (OPAMP).[51]

Obr. 3.4: Obvod generatoru referenéniho napéti 0,1 V, prevzato z [51]
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3.1.4 Meénic referencniho napéti

Zaporné napéti V,..; = —0,4V pro referencni elektrodu testovacich prouzki je zis-
kano DC/DC ménic¢em z kladného napéti (obr. [3.5)) a upraveno na potiebnou hod-
notu jednoduchym délicem napéti s OZ, ktery funguje jako impedancéni oddélovac

(sledova¢ napéti, obr. [3.6).[51]
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Obr. 3.5: Obvod ménice napéti, prevzato z [51]
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Obr. 3.6: Obvod generatoru referenéniho napéti —0,4 V, prevzato z [51]
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3.2 Presnost méreni osobnich glukometrii

Vzhledem ke stale se zvysujicimu poctu lidi s diabetem a jeho naslednych vaznych
komplikaci, je kladen velky diraz na presnost méreni osobnich glukometri. Diky
spravné stanovené hladiny glukézy v krvi je mozno zamezit hrozici hypoglykemii ¢i
hyperglykemii a stavi z toho vyplyvajicich. |19, 37]

Zakladem hodnoceni kvality téchto malych, prenosnych pristroji je zalozeno na
srovnani méreni s referencni laboratorni metodou pomoci specializovanych analyza-
torii. Nejcastéji se vyuziva hexokindzova nebo glukézooxidazova metoda v akredito-
vané laboratori. |20, 37]

Presnost (precision) glukometri je charakterizovand dvéma parametry, respek-
tive jejich kombinaci.[20] Jednim z nich je tzv. reproducibilita méfeni (accuracy),
kterd hodnoti, jak se od sebe lisi dva namérené vysledky opakovanym mérenim
stejného vzorku. Druhym parametrem je pravdivost (trueness), kterd urcuje, jak
moc si jsou hodnoty opakovaného méfeni stejného vzorku podobné s referencéni
metodou. [37]

Chyba vznikld nepfesnym méfenim miiZe byt zptisobena mnoha aspekty. Cas-
tymi aspekty v rdmci preanalytické chyby meéreni kvality glukometri jsou u vétsiny
pacientt zmény v hodnotach hematokritu, vysoky krevni tlak, hypoxie ¢i interfe-
rence s fadou léki. Pokud je hladina hematokritu mensi nez 30 %, vysledek méfeni
muze byt znacné chybné vyssi, naopak hladina vétsi jak 55 % miuze vést k nizsimu
vysledku méfeni.[I3] Pfi zvySené hodnoté hematokritu se zvysuje viskozita krve,
coz vede ke zpomaleni pronikani vSech latek a snizeni prochazejictho proudu am-
perometrickymi pristroji. Z toho vyplyva, ze vysoké hodnoty hematokritu skutecné
vedou k podhodnoceni redlné hodnoty koncentrace glukézy. Taktéz zvysSeny par-
cialni tlak kysliku v krvi miize u zafizeni vyuzivajicich pro stanoveni koncentrace
glukézy enzym glukdzooxiddzu podhodnotit vyslednou hodnotu glykemie. Podhod-
nocovani redlné hodnoty ma vsak pii nizkych koncentracich glukézy v krvi pozitivni
vliv, jelikoz pacienta vcas upozorni na riziko moznosti vzniku tézkého hypoglyke-
mického stavu a je tak ve vétsiné pripadi zamezeno témto vaznym komplikacim. [41]
Konkrétni vysledky mohou byt také ovlivnény typem pouzité krve ke stanoveni gly-
kemie. Z hlediska odlisnych hodnot mezi kapilarni ,arterializované® krve z prstu a
zilni krvi, se k diagnostice diabetu kapilarni krev nepouziva. Hodnoty koncentrace
gluk6zy v kapilarni krvi jsou za béznych podminek vyssi priblizné o 0,3 mmol/1 a
v pripadé stresovych situaci ¢i po jidle az o 2,5 mmol/1.[46]

Analytické chyby jsou c¢asto zpusobeny interferenci s jinymi cukry v krvi nez
s glukézou (napt. maltéza, galaktéza, fruktéza a dalsi) ¢i jingmi ldtkami (kyse-
lina mocovd, kyselina askorbovd a jiné). Mozna chyba v rdmci méfeni muze byt

zpusobena napriklad konstrukei nebo kvalitou odlisnych Sarzi testovacich prouzki,
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pouzitou metodou ¢i vnéjsimi podminky — zejména teplota a vlhkost.[20]

3.3 Testovani osobnich glukometri v praxi

V Evropské unii je pro uvedeni glukometru na trh nutné, aby splioval pozadavky
dané normou ISO 15197:2013 (,In vitro diagnostic test system — Requirements
for blood-glucose monitoring system for self-testing in managing diabetes melli-
tus® v prekladu ,,Systémy diagnostickych zkousek in vitro — Pozadavky na systémy
monitorovani glykémie pro sebetestovani pacientt s diabetes mellitus“.[26]

V Ceské republice probiha testovani systému glukometr — testovaci prouzek v Re-
ferencni laboratori pro klinickou biochemii akreditované podle normy ISO 17 025
Ceskym institutem pro akreditaci. Jako referen¢ni metoda stanoveni pfesné hod-
noty glukézy ve vzorku je vyuzivano stanoveni hexokinazovou metodou. Testovani
je provadéno dle akreditovaného postupu ,,Stanoveni glukozy systémem glukometr —
mérici prouzek pro oveéreni funkce glukometru® a vysledky ziskané mérenim daného
glukometru jsou srovnany s hexokinazovou metodou v zilni krvi. Pokud testovani
pristroje pozaduje vyrobce, musi referencni laboratori dodat 2 glukometry a mini-
malné 400 testovacich prouzkii ze dvou vyrobnich Sarzi. Testovani zahrnuje i porov-
nani vysledkii namérenych ze zilni a kapilarni krve, které se provadi za pomoci 10
dobrovolnikti, ktefi jsou testovani na lacno.

Diilezitymi aspekty, které se bézné sleduji pri testovani presnosti glukometri jsou
opakovatelnost, mezilehla preciznost a pravidelnost méreni. Opakovatelnost, neboli
preciznost za podminek opakovatelnosti, zahrnuje opakovani méteni, v co nejkrat-
Sim ¢asovém tuseku stejnym pristrojem i postupem ve stejném prostiedi. Mezilehla
preciznost se lisi pouze v casovém useku méreni, ktery je delsi nez pri opakovatel-
nosti (minimélné 10 dni). Pravdivost méfeni je charakterizovana jako tésnost shody
mezi aritmetickym primérem nekoneéného poc¢tu opakovanych namérenych hodnot
a referen¢ni hodnoty. Vzorky krve jsou ziskavany od dobrovolnych darcti, ktef{ musi

pred testovanim podepsat informovany souhlas. [, 20} 20]
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3.4 Vyhodnoceni presnosti méreni osobnich

glukometri v praxi

Presnost méreni zatizeni pro méreni hladiny koncentrace glukézy v krvi je dilezi-
tym parametrem. Pozadovand presnost mériciho zatizeni je dand normou CSN ISO

151971:2013, ktera stanovuje presnost méreni nasledovné:

o vice nez 95 % vysledki méfeni musi byt v toleranci £0,83 mmol/l pro kon-
centrace <5,6 mmol/l,

o vice nez 95 % vysledkt méfeni musi byt v toleranci £15 % pro koncentrace
> 5,6 mmol/l,

o zéaroven 99 % vysledki méteni se musi nachézet v zonach A a B chybové miizky
(gridu) Parkes Error Grid analyzy.

Prvni dvé kritéria lze vyjadrit pomoci grafu na obrazku jako zéavislost odchylek
nameérenych hodnot na referencni hodnoté. Tteti kritérium je zobrazeno na obrazku
.8 Jednd se o graf Parkes Error Grid analyzy, ktery se nejéastéji vyuziva pri vy-
hodnoceni presnosti méreni zarizeni pro méfeni koncentrace glukozy. Graficky je
rozdélen do péti zon, kde kazdd predstavuje klinicky vyznamnou cast. Zafizend,
které se povazuje za prijatelné, disponuje vysledky méreni v zénach A a B. Zéna A
zahrnuje namérené hodnoty, které se od referencni glykemie nelisi o vice nez 20 %.
Zoma B zahrnuje hodnoty, které sice presahuji chybu 20 %, ale klinicky jsou stale
prijatelné.[16]

Osobni glukometry vyuzivané pri ,selfmonitoringu” by mély byt podle dopo-
ru¢eni Ceské diabetické spolecnosti kontrolovany 1x rotné, srovhanim naméfené
hodnoty koncentrace glukozy s hodnotou ziskanou z laboratore, v pripadé gluko-
metri vyuzivanych v ambulancich pak 2x rocéné. Kazdy glukometr také v baleni
obsahuje tzv. kontrolni roztok, ktery slouzi k domacimu ovéreni, zda glukometr a
testovaci prouzky funguji spravné. Tento roztok by mél byt pro kontrolu pouzit mini-
malné 1x tydné, avsak hodnoceni vysledkit méfeni musi byt pravidelné kontrolovano

povéfenymi pracovniky laboratori.[8], 13, 16, 26]
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Obr. 3.7: Rozdil (odchylka) vysledku ziskaného glukometrem od referenéni hodnoty
s vyznacenymi liniemi povolenych odchylek dle normy ISO 15197:2013, prevzato

z [16]
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Obr. 3.8: Klinicky vyznamné zény — graf Parkes Error Grid, prevzato z [16]
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4 Meéreni a analyza presnosti osobniho
glukometru

4.1 Referencni vzorek pro testovani

Dilezitou soucasti pri hledani vhodného referenc¢niho vzorku je navrhnout takovy
vzorek, ktery bude pri méreni vykazovat ¢asovou stalost, presnost, spravnost a opa-
kovatelnost méteni.

Experimentalné navrzené vzorky pro otestovani osobniho glukometru byly nami-
chany v laboratori Masarykovy univerzity v Brné jako roztok monohydratu glukézy
a ultracisté vody E] ve tfech riznych kocentracich, a to 2,5 mmol/l pro simulaci hy-
poglykemie, 5,0 mmol/] pro simulaci fyziologické hladiny a 15,0 mmol/l pro hyper-
glykemii. Potfebné mnozstvi glukézy bylo vypocteno podle chemického vzorce pro
latkovou (moldrni) koncentraci. Hmotnosti vypoctené navazky glukézy i mnozstvi
pouzité ultracisté vody, ve které byla latka rozpusténa jsou zaznamenany v tabulce
4.1 kde ¢ predstavuje zndmou koncentraci roztoku, V objem pouzité ultracisté
vody, Mr molarni hmotnost monohydratu glukoézy a m hmotnost vypocitané na-

vazky glukozy.

Tab. 4.1: Stanovené hodnoty koncentraci a vypocitand hmotnost glukézy

¢ [mmol/1] | V [ml] | Mr [g/mol] | m [mg]
2,5 200,0 198,17 0,0991
9,0 200,0 198,17 0,1982
15,0 200,0 198,17 0,5945

Ze znamé koncentrace ¢ a objemu V lze vypocitat podle vzorce pro latko-
vou (moléarni koncentraci), kolik je potfeba navazit glukozy.

Po realném navazeni glukozy je nutné prepocitat hodnoty koncentraci, pro zjis-
ténf jejich presné hodnoty opét ze vzorce ([{.1)),

n_m
VM-V
kde m je pozadovana hmotnost navazky, M molekulova hmotnost glukozy a V' ob-

c (4.1)

jem tekutiny. Vypodcitané hodnoty jsou zaznamenany v tabulce [4.2] kde ¢ je odpo-

vidajici hodnota koncentrace roztoku, V objem pouzité ultracisté vody, Mr molarni

1Ultracisté voda je demi destilovana voda vhodné pro laboratorni pouziti
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Tab. 4.2: Redlna navazka glukézy a odpovidajici hodnoty koncentraci roztokt

¢ [mmol/1] | V [ml] | Mr [g/mol] | m [mg]
2,51 200,0 198,17 0,0994
5,03 200,0 198,17 0,1992
15,01 200,0 198,17 0,5949

hmotnost monohydratu glukézy a m hmotnost redlné navazky glukézy. Vypoctené
hodnoty jsou zobrazeny s vyssi presnosti.

Vzhledem ke zndmé koncentraci namichanych roztokt neni pro testovani gluko-
metra nutna referencni laboratorni metoda pro ovéreni spravnosti vysledku, jelikoz

tento zplisob poskytuje dostatecné presnou ,referenci®.

4.1.1 Plazmaticky ekvivalent

Stanoveni glykemie pomoci osobnich glukometri je zalozeno na odectu hodnot z piné
krve? kde jsou hodnoty glykemie piiblizné o 14 % nizsf, neZ pi¥i méfeni v krevni
plazmé.[37] Glukéza v plné krvi a plazmé se lisi z divodu obsahu ¢ervenych kr-
vinek, které spotiebovavaji glukézu k zisku energie. Stanoveni glykemie z plazmy,
kterd neobsahuje krevni elementy (Cervené krvinky a krevni desticky), je vyuzivano
pri vysetfeni v laboratorich a vétsina glukometra je kalibrovana tak, aby poskyto-
valy vysledky méreni prepoctené na tzv. ,plazmaticky ekvivalent“, vysledky mérené
pomoci osobniho glukometru jsou tak kompatibilni s laboratornimi testy. Zméreny
proud osobnim glukometrem je preveden na ekvivalentni hodnotu glukézy pomoci
charakteristické rovnice, kterda obsahuje kalibra¢ni konstanty nastavené vyrobcem.
Vysledna hodnota na displeji osobniho glukometru neni tedy piima hodnota, ale
kalibrovand na plazmu.[13, [35] Tento pfepocet mize v rdmci tohoto experimentu
vyuzivajici laboratorné namichané vzorky, nikoliv realnou krev, zkreslit namérené

hodnoty.

4.1.2 Glukéza v roztoku

Glukoza patri mezi monosacharidy, které jsou velmi dobfe rozpustné ve vodé. Tyto
latky obsahuji chiralni uhliky a mohou podléhat zméné optické aktivity. Tuto zménu
1ze vidét na obrazku[4.1] Uplatnuje se zejména pii polarimetrickém stanoveni glukozy
v roztoku, ovSem neni vyloucena skutecnost, ze k jistému zkresleni miize dojit i pri

amperometrickém stanoveni.

2Plnou krvi se zde rozumi krev véetné viech krevnich elementt, tj. desticek, krvinek, atd.
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Monosacharidy se déli na D- a L- podle koonfigurace na chiralnim uhliku, ktery je
nejvice vzdaleny od karbonylové skupiny. Toto rozirazeni nema zadny vztah k optické
otacivosti, jednéd se pouze o polohu hydroxilové skupiny (-OH) na tomto chirdlnim
uhliku vpravo ¢i vlevo.[I1] Jako krystalické latky, se vyskytuji v krystalickém stavu
v cyklickych strukturach jako o a 5 anomery. Pokud je tato latka rozpusténa v roz-
toku, dojde po urc¢ité dobé k rovnovaznému stavu mezi témito anomery. Tento jev
je oznacovan jako tzv. ,mutarotace®, kterd ma za nasledek zménu optické otacivosti
daného monosacharidu a jeji pritomnost muze rapidné zkreslit vysledky métreni. Na
rychlost tohoto jevu muze mit vliv mnoho faktort, zejména teplota.[22]

Pii neutralnim pH, tedy pH = 7, je glukéza v roztoku v cyklické hemiacetalni
formé jako 63,6% [-D-glukopyrandza a 36,4% a-D-glukopyranéza. Pii enzymatic-
kém stanoveni jeji koncentrace pomoci osobniho glukometru a testovacich prouzki
vyuzivajicich enzym GO,, se glukdza specificky vaze na -D-glukopyranézu. Takto
je mozné oxidovat veskerou glukdzu v roztoku, jelikoz rovnovaha mezi a a f anomery
je vice pohdnéna smérem k J anomerim. GO, tedy reaguje s 8 formou D-glukdzy. [6]
Lze tedy usuzovat (a dostupnd literatura se o tomto vlivu nezminuje), ze tento jev

mize byt jeden z faktori, jez mize redlné ovlivnit namérené hodnoty.

0

CH,OH Y, CH,OH

0 0OH 0
OH H——OH OH

- HO ——H _—
-— H—0H <~ OH
OH H —OH OH
CH CH,OH OH
p-D-glukosa D-glukosa . -D-glukosa

Obr. 4.1: Zména optické otacivosti glukézy ve vodném prostredi, prevzato z [54]

4.2 Vlastni testovani osobniho glukometru

4.2.1 Popis vybraného osobniho glukometru

Pro testovani presnosti a spravnosti méreni byl k dispozici osobni glukometr znacky
FORA typu Diamond Mini DM30b. Systém je slozen ze tii hlavnich komponent -

glukometru, testovacich prouzki a kontrolniho roztoku. Glukometr FORA Diamond
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disponuje lehkou a nendpadnou konstrukei s rozméry (93,0x26,3x5,7) mm. Dilezi-
tou soucasti je Citelny LCD displej a bezdratové bluetooth pripojeni k mobilnimu
telefonu. Napajeni glukometru je umoznéno pomoci dobijeci Li-polymerové baterie,
kterou je mozno nabijet pomoci USB kabelu pripojeného ke zdroji napajeni. Méteni
koncentrace glukézy v krvi probihéd standardné pomoci testovacich prouzki, na které
je v domacich podminkach nutno nanést 0,5 ul vzorku kapilarni krve. Ve zdravotnic-
kém zafizeni je mozno provést vyhodnoceni i z krve zilni. Ptistroj je kalibrovan na
vysledky srovnatelné s mérenim v plazmé, tudiz jsou zmérené hodnoty prepocitany
na jiz zminény ,plazmaticky evivalent“.

Glukometr umoznuje odbér vzorku krve z alternativnich mist na téle, je vsak
nutné vymeénit pruhledny uzévér, ktery je soucasti baleni.[I7] Vyhodnoceni vysledku
trva 5 sekund. Mérici rozsah, ktery je schopno toto zarizeni zaznamenat se pohybuje
od 1,1 do 33,3 mmol/l. Zarizeni pracuje na amperometrickém principu a k reakci je
vyuzivan enzym flavinadenindinukleotid dependentni gluk6zodehydrogenaza (FAD-
GDH). Vyrobce garantuje nezménéné vysledky pro hodnoty hematokritu v rozmezi
20 — 60 %.[8]

Stejné jako u kazdého glukometru, po kterém pozadujeme spravné vyhodnoceni,
je nutné dodrzovat podminky skladovani, a to vhodnou teplotu a vlhkost. Skladovaci
teplota by se méla pohybovat od —20°C do 60°C s vlhkosti pod 95%. Provozni
teplotu a vlhkost je pak nutné udrzovat mezi 10°C az 40°C s vlhkosti pod 85 %.[1§]

Samotné zatizeni glukometru FORA Diamond Mini a testovaciho prouzku FORA

Diamond lze vidét na obrazku ¢&. [4.2]

Obr. 4.2: Glukometr FORA Diamond Mini DM30b a testovaci prouzek FORA Dia-

mond
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4.2.2 Stanoveni poctu potrebnych méreni

Pocet méreni pro testovani glukometri byl stanoven dle vypoctu z matematické
statistiky — metrologiefl| Pro zjisténi odchylky pii méfeni glukometrem je potfeba
provést N nezavislych méteni. K dispozici mame glukometr, ktery méri hodnotu
glukézy v krvi s presnosti a %, pricemz pozadujeme presnost méfeni b %. Dle para-

metru a, b zjistime pomoci vypoctu parametr z, pricemz plati, Zze b < a

r= (4.2)

Za téchto podminek lze stanovit N méreni z rovice 4.3

N = 2? (4.3)

Ptesnost a %, se kterou mér{ glukometr, je udéna vyrobcem daného glukometru.
Presnost b % je pozadovana presnost glukometru. Po stanoveni parametri a = 5 %,
b =1 % a jejich dosazeni do uvedenych rovnic zjistime, Ze pocet potiebnych méreni
pro testovani glukometr je N = 25.

Je treba provést 25 nezavislych méreni pomoci glukometru a méricich prouzki

pro kazdou stanovenou koncentraci.

4.2.3 Experimentalni testovani glukometru

Pouzité pomicky k testovani:

1. Glukometr FORA Diamond Mini DM30b
Testovaci prouzky FORA Diamond; LOT: TD19G401-BOE; exp.: 1.4.2021
Mikrozkumavky typu eppendorf

Pristroj Thermomixer comfort 5355

AN e B

Laboratorni plastové pipety

6. Namichané roztoky o koncentracich 2,5 mmol/l, 5,0 mmol/l a 15,0 mmol/1

Testovani probihalo podle stanoveného postupu. Testovaci prouzek byl vyjmut z tuby
tésné pred samotnym testovani, kvili zamezeni pripadnému vlivu okoli, a poté zasu-
nut do mériciho pristroje pro jeho kalibraci. Nasledné byl nanesen vzorek roztoku na
testovaci prouzek ve velmi kratkém casovém intervalu a vyhodnocen glukometrem.
Ziskané hodnoty pro kazdou koncentraci byly zaznamenany do tabulky (str. ,

tab. [4.4] (str. [44)) a tab. [4.5] (str. [45).
Prvotni experimentalni testovani osobnich glukometri probihalo v domécich
podminkach, priblizné dvé hodiny po namichani prislusnych roztokt. Vysledné hod-

noty byly vSak v praméru o 2 mmol/l vyssi, nez zndma koncentrace, coZz mohlo

3Stanoveni po¢tu méfeni: prof. RNDr. Gejza Wimmer, DrSc., konzultace 1.4.2020.
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byt realnym ukazatelem vysoké neptresnosti mereni daného glukometru. Pro ovéreni
spravnosti vysledku byla metoda zopakovana v prostiedi laboratore Masarykovy uni-
verzity. Vzorky byly namichany dle stejného postupu, o stejnych koncentracich. Aby
podminky pro méteni byly co nejvice ptiblizeny prostiedi lidského téla, byly vzorky
napipetovany do mikrozkumavek typu eppendorf a vlozeny do pristroje Thermomi-
zer comfort 5355 a priblizné 2 hodiny temperovany na teplotu 37°C (viz obrazek ¢.
4.3).

Jelikoz v ramci této prace nejsou k testovani vyuzivany realné vzorky krve, ale
laboratorné pripravena glukdza konkrétni koncentrace v roztoku, je tedy nutné mé-
feni prizpusobit zadoucim podminkam, k dosazeni co nejpresnéjsich vysledkt. Z to-
hoto diivodu budou pro vyhodnoceni pouzity vysledky z druhé sady testovani, tedy

vzorky namichané a mérené v laboratori.

Obr. 4.3: Temperovani vzorki v pristroji Thermomixer compfort 5355

Vlastni testovani glukometria probéhlo podle postupu, ktery je znacné odlisny
od testovani glukometru v akreditovanych laboratorich, ale 1ze podotknout, Ze tento

experiment prinesl fadu zajimavych otazek.
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Tab. 4.3: Namétené hodnoty pro koncentraci 2,5 mmol/1

- e .lc Odchylka | -, ee .| C Odchylka
Cislo méreni Cislo méreni

[mmol/l] | [mmol/]] [mmol/]] | [mmol/]]
1. 2,7 -0,2 14. 2,6 -0,1
2. 2,7 -0,2 15. 2,6 -0,1
3. 2,6 -0,1 16. 2,6 -0,1
4. 2,6 -0,1 17. 2.8 -0,3
5. 2,6 -0,1 18. 2,7 -0,2
6. 2,6 -0,1 19. 2,7 -0,2
7. 2,6 -0,1 20. 2,8 -0,3
8. 2,7 -0,2 21. 2,8 -0,3
9. 2,5 0,0 22. 2,7 -0,2
10. 2,7 -0,2 23. 2,7 -0,2
11. 2,5 0,0 24. 2,7 -0,2
12. 2,6 -0,1 25. 2,7 -0,2
13. 2,5 0,0

Tab. 4.4: Namétrené hodnoty pro koncentraci 5,0 mmol/1

-, e L lcC Odchylka || -, e L lcC Odchylka
Cislo méreni Cislo méreni

[mmol/]] | [mmol/]] [mmol/]] | [mmol/]]
1. 5,8 -0,8 14. 5,7 -0,7
2. 5,7 -0,7 15. 5,6 -0,6
3. 5,6 -0,6 16. 5,7 -0,7
4. 5,7 -0,7 17. 5,5 -0,5
5. 5,7 -0,7 18. 5,5 -0,5
6. 6,0 -1,0 19. 5,5 -0,5
7. 6,0 -1,0 20. D,7 -0,7
8. 5,7 -0,7 21. 6,0 -1,0
9. 6,1 -1,1 22. 5,5 -0,5
10. 6,0 -1,0 23. 5,5 -0,5
11. 6,0 -1,0 24. 5,7 -0,7
12. 5,6 -0,6 25. 5,3 -0,3
13. 5,8 -0,8
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Tab. 4.5: Namétené hodnoty pro koncentraci 15,0 mmol/1

-, e .| cC Odchylka | -, e .| cC Odchylka
Cislo méreni Cislo méreni
[mmol/]] | [mmol/]] [mmol/1] | [mmol/]]
1. 17,7 -2,7 14. 18,7 -3,7
2. 20,0 -5,0 15. 20,5 -5,5
3. 20,5 -5,5 16. 20,5 -5,5
4. 20,7 -5,7 17. 20,2 -5,2
5. 21,2 -6,2 18. 19,9 -4.9
6. 20,3 -5,3 19. 19,3 -4.3
7. 21,1 -6,1 20. 21,9 -6,9
8. 19,7 -4.7 21. 21,3 -6,3
9. 20,3 -5,3 22. 19,8 -4.8
10. 19,5 -4.5 23. 20,5 -5,5
11. 19,6 -4.6 24. 20,7 -5,7
12. 19,5 -4.5 25. 20,6 -5,6
13. 20,6 -5,6
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4.2.4 Analyza a vyhodnoceni ziskanych vysledki

Nameérend data byla v ramci této prace vyhodnocena v programu Microsoft Excel a

dle grafi na obrazku [3.7)a [3.§] (strana [37)).

Hlavnim cilem bylo experimentalné potvrdit ¢i vyvratit presnost méreni gluko-
metru FORA Diamond Mini DM30b.

Zkoumané faktory podstatné pro vyhodnoceni jsou:

presnost,

reprodukovatelnost,

opakovatelnost,

e a spravnost meéreni.

Presnost méreni je vyjadiena jako tésna shoda mezi namérenymi vysledky pri opa-
kovaném méfeni tehoz vzorku. Ciselné ji mizeme vyjadfit pomoci smérodatné od-
chylky ¢i varia¢niho koeficientu.[30] Varia¢ni koeficient udava relativni smérodatnou
odchylku a udéava nam vzajemné srovnani variability soubort. Jeho hodnota je bézné
udévéna v procentech. 2] Vyjadiuje ndm reprodukovatelnost méfeni, kdy za pripust-
nou hodnotu je brana hodnota do 5 %.[8]

Vysledné hodnoty varia¢niho koeficientu spolecné s dalsimi hodnotami popisné
statistiky jsou zobrazeny pro kazdou koncentraci v tabulkach [4.6], [4.7] a [4.8]

Variac¢ni koeficient pro koncentraci 2,5 mmol je roven 3,23 %, pro koncentraci 5,0
mmol/1 je 3,61 % a pro koncentraci 15,0 mmol/1 je 4,32 %. Tyto hodnoty varia¢nich
koeficienttt dosahuji pripustné hodnoty, tudiz mtuzeme konstatovat, ze opakovatel-
nost, reprodukovatelnost za podminek opakovatelnosti a presnost méreni glukometru

je za téchto podminek splnéna.
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Tab. 4.6: Popisnd statistika naméfenych hodnot pro koncentraci 2,5 mmol/1

Stiedni hodnota 2,652
Aritmeticky primér hodnot | 2,7
Aritmeticky pramér odchylek | -0,2
Chyba stfedni hodnoty 0,017436
Median 2,7
Modus 2,7
Smérodatna odchylka 0,087178
Rozptyl vybéru 0,0076
Variacni koeficient 3,2288148
Minimum 2,5
Maximum 2.8
Pocet hodnot 25

Tab. 4.7: Popisna statistika namétenych hodnot pro koncentraci 5,0 mmol/1

Stredni hodnota 5,716
Aritmeticky primeér hodnot | 5,7
Aritmeticky prumér odchylek | -0,7
Chyba stfedni hodnoty 0,041102
Median 5,7
Modus 5,7
Smeérodatna odchylka 0,205508
Rozptyl vybéru 0,042233
Variacni koeficient 3,6054035
Minimum 9,3
Maximum 6,1
Pocet hodnot 25
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Tab. 4.8: Popisna statistika namétrenych hodnot pro koncentraci 15,0 mmol/1

Stredni hodnota 20,184
Aritmeticky prumér hodnot | 20,2
Aritmeticky pramér odchylek | -5,2
Chyba stfedni hodnoty 0,174612
Median 20,3
Modus 20,5
Smérodatna odchylka 0,87306
Rozptyl vybéru 0,762233
Variacni koeficient 4,3220792
Minimum 17,7
Maximum 21,9
Pocet hodnot 25
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Spravnost méreni je charakterizovana jako tésna shoda namérenych vysledki
s presnou hodnotou, kterou znaci laboratorné zjisténa hodnota, v nasem pripadé
znamé koncentrace roztoku. Cislenym vyjadfenim spravnosti je rozdil priiméru opa-
kované namétenych hodnot na stejném vzorku a presné hodnoty.[30] Mira nesprav-
nosti vysledku je chyba méreni, kterd muze byt zpusobena systematickou (analytic-
kou) chybou. Vyjadiuje se jako odchylka (bias) od presné (skutecné) hodnoty, kterd
je podstatnou veli¢inou pro vyhodnoceni experimentu.[9] [38]

Zjisténé odchylky muzeme vidét na grafu [£.4] jejich roptyl pro jednotlivé kon-
centrace jsou pak zobrazeny na grafech [4.5] a7

Systemoveée odchylky
00 o o R ~ a o —

-1,0

-2,0

-3,0

-4,0

-3,0

Odchylka [mmol/l]

-6,0
7,0

_SJD w o )
Pocet mereni

=5 mmol/l =—gg==5mmal/l =—e=15mmal/l

Obr. 4.4: Systémové odchylky jednotlivych métfeni pro kazdou koncentraci
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Systemoveé odchylky pro koncentraci 2,5 mmol/I
00

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 2 LI314.15.16.17.18.19.20.21.22.23.24.25.
-0,1

-0,1

-0,2

-0,2

Odchylka [mmol/l]

-0,3

-0,3

-0,4

Cislo méfeni

Obr. 4.5: Velikost systémovych odchylek pro koncentraci 2,5 mmol/1

Systémove odchylky pro koncentraci 5 mmol/I
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Obr. 4.6: Velikost systémovych odchylek pro koncentraci 5,0 mmol/1
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Systémove odchylky pro koncentraci 15 mmol/!
00
1,0 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 5.10.11.12.13.14.15.16.17.18.15.20.21.22.23.24.25.
-2,0
-3,0
-4,0

-5,0

Odchylka [mmol/l]

-6,0
-7,0

-8,0 =
Cislo méfeni

Obr. 4.7: Velikost systémovych odchylek pro koncentraci 15,0 mmol/1

Ktivka znazornujici pokles chyby méreni v zavislosti na koncentracich je zob-
razena na grafu ¢. [4.8 kde jsou vyhodnoceny priumérné hodnoty systémovych od-
chylek pro kazdou koncentraci. Prumérnd hodnota pro koncentraci 2,5 mmol/l je
rovna —0, 2 mmol/1, pro koncentraci 5 mmol/l je —0,7 mmol/1 a pro koncentraci 15
mmol/l pak —5,2 mmol/l.

Primérné systémové odchylky
-0,2

-0,7

0,0 2,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0

Odchylka [mmol/I]

Koncentrace [mmol/l]

Obr. 4.8: Primérné systémové odchylky
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Spravnost méreni pro jednotlivé kocentrace byla zkoumana nejen subjektivné dle

grafti , , , (str. 49| az pro systémové odchylky, ze kterych vyplyva,

ze glukometr méri spravnéji pro koncentrace 2,5 mmol/l a 5,0 mmol/l, nez pro
koncentraci 15,0 mmol/l, ale také podle grafi zobrazenych na obrazku a .
Vysledné hodnoty a jejich odchylky z tabulek , a (str. a byly
hodnoceny podle stévajicich kritérii danych normou CSN ISO 151971.

Z vysledku vyplyva, ze 100 % hodnot pro kocentraci 2,5 mmol/l spliuje pod-
minky dané normou ve vSech pripadech. Podle Parkes Error Grid vyhovuje 100 %
hodnot zéné A, tedy muzeme konstatovat, ze vSechny hodnoty se od referencéni
(pfesné) hodnoty nelisi o vice nez 20 %.

Pro koncentraci 5 mmol/l je 24 % hodnot mimo povolenou odchylku v ramci
grafu tedy vyhovuje pouze 76 % hodnot. Tato skutecnost tedy nespliuje prvni
dva pozadavky dané normou, specifikované v kapitole 3.4} Podle grafu [3.8] Parkes
Error Grid se vsak hodnoty rozléhaji v zénach A a B, které jsou normou klinicky
prijatelné. Jelikoz vSak nejsou splnéna vsechna zminénd kritéria dand normou, nelze
tedy vyhodnotit, Zze glukometr métri v tomto pripadé spravneé.

V pripadé koncentrace 15 mmol/1 se 100 % hodnot nachézi mimo povolenou mez.
Tyto hodnoty nevyhovuji zddnym pozadavkiim normy, tedy jsou zcela neakceptova-
telné.

Ze zjisténych poznatkt vyplyva, ze pri vyhodnoceni spravnosti méreni gluko-
metr vykazuje jistou citlivost na pouzité koncentrace roztoki. Moznost systematické
chyby nelze vyloucit, prestoze pti méreni v ramci jednotlivych koncentraci byly do-
drzovany stejné podminky i stejny postup provedeni experimentu k minimalizaci
vzniku chyby tohoto charakteru.

Lze spekulovat, ze se zvysujici se koncentraci se zvysuje i hodnota prochazeji-
ciho proudu zméreného glukometrem. Tento jev miize byt zptsoben tim, ze glukoza
byla rozmichana pouze ve vodé, ktera neobsahovala mnozstvi pridanych latek, které
mohly uréitym zptisobem priznivé ovlivnit vysledky méreni. Ultracista voda pouzité
pro méfeni vykazuje vodivost 1-3 uS/cm [I5] a jeji charakteristickou vlastnosti je
mérna elektricka vodivost — konduktivita. Tato vodivost souvisi s mnozstvim ionti,
které vznikaji pravé pri rozpusténi nékterych latek. Ionty jsou poté schopny prenaset
elektricky ndboj a kapalina muze vést elektricky proud. V tomto pripadé lze usuzo-
vat, ze glukometr je citlivy i na prochézejici proud prostfedim méfictho média.|[14]

Vzhledem k tomu, Ze presnost métreni glukometru je z vypoctu variacniho ko-
eficientu potvrzena, je velice pravépodobné, ze pro spravnost mefeni hraje v tomto
experimentu velkou roli pravé volba vhodného fantomu pro méreni. Vzhledem k sou-
¢asnym krizovym opatifenim (brezen az kvéten 2020) byl pristup do laboratore ome-
zeny a nebylo tak z casovych divodi mozné, po zjisténi vysledkii namérenych na

pouzitém roztoku, provést méreni na vylepseném a poptipadé vhodnéjsim roztoku.
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Dalsi poznatek, ktery tento experiment prinesl je, ze glukometr pfi méreni pro
riznou koncentraci vzdy nadhodnocuje skute¢nou hodnotu. Tento jev mize byt zpt-
soben absenci latek v roztoku, které by urcitym zptusobem ovliviiovaly — snizovaly
naméreny vysledek, jako je tomu pri méfeni na redlnych vzorcich krve. Vliv pod-
hodnocovani skutecné hodnoty je zminén v kapitole [3.2]

Vzhledem k vysledktim testovani glukometru FORA Diamond Mini v Referenc¢ni
laboratofi pro klinickou biochemii p¥i Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni di-
agnostiky VFN, je celkova tspésnost vysledkt méreni podle normy 98,6 %, s pru-
mérnymi rozdily vysledku —0, 170 mmol/1.[8] Ve srovnéni s vysledky méfeni této
bakalarské prace a vysledky testovani akreditovanou laboratoti lze usuzovat, ze ex-
periment silné zavisel na pouzitém fantomu pro méteni, jelikoz primérna procen-
tudlni dosazend tspésnost ze vSech vysledku je rovna pouze 58,67 % s prumdérnymi
systémovymi odchylkami —5,2 mmol/l, coz je podle kritérii stanovenych normou
vysoce neuspokojivy vysledek.

V zavislosti na téchto podminkéach a vzniklych anomaéliich nelze relevantné vy-
hodnotit spravnost méreni osobniho glukometru FORA Diamond Mini DM30b, za-

timco presnost méreni je z tohoto experimentu potvrzena.
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Zavér

Téma této prace vzniklo na zakladé poznatku odliSné namérenych hodnot pomoci
riznych typi osobnich glukometrii na stejném vzorku krve, pti hledani optimalniho
osobniho glukometru pro diabetika 1. typu. Na zakladé toho bylo cilem otestovat
osobni glukometr a potvrdit ¢i vyvrtatit zminénou myslenku. Zménou v této baka-
larské praci bylo pouziti osobniho glukometru znacky FORA Diamond Mini misto
osobniho glukometru iHealt ALIGN BG1, u kterého byl problém s kompatibilitou
testovacich prouzki se strarsim zafizenim.

Hlavnim cilem bylo testovat meérici presnost a spravnost osobniho glukometru
na vhodném referenénim vzorku. Pro tento experiment byl zvolen laboratorné nami-
chany roztok glukézy o trech riznych koncentracich pro simulaci hypoglykemie, fy-
zilogické hodnoty a hyperglykemie. Na zakladé toho bylo nutné namérit pozadovana
data a nalezité je zpracovat. Z této experimentalni ¢asti vzesla spousta zajimavych
poznatkt. Bylo zjisténo, ze osobni glukometr reaguje jinak na rtzné koncentrace
glukdzy na stejném testovacim médiu, a tak je dilezitd pro potvrzeni presnosti a
spravnosti méfeni volba vhodného fantomu.

V prvni ¢asti této prace je teoreticky zpracovano chovani glukézy v téle a vliv
koncentrace této latky v krvi na vznik metabolického onemocnéni diabetes mellitus.
Déle jsou zminény priciny a projevy tohoto onemocnéni ve spojeni s jeho nejzna-
meéjsimi typy. V této ¢asti nechybi ani popis stavii provazejicich toto onemocnéni,
prevazné hypoglykemie a hyperglykemie.

Dalsi cast se vénuje zptisobu méreni koncentrace glukozy v krvi, podrobnému po-
pisu biosenzort, zejména glukézovych, které jsou nejcastéji vyuzivany pro stanoveni
glykemie. Dilezité bylo zminit i elektrochemické testovaci prouzky vyuzivané pfti
tzv. selfmonitoringu* spoleéné s osobnim glukometrem. Daéle jsou zpracovany tato
meérici zarizeni s dlirazem na jejich pfesnost méreni a testovani v akreditovanych
laboratorich.

V praktické c¢asti je jiz diskutovan pouzity referencni vzorek, chovani glukézy
v roztoku a dalsi mozné vlivy na experimentalni méreni. Dale je podrobné popsan
dostupny glukometr, stanoveni potrebnych méreni a postup samotného méreni.

V zavéru bakalarské prace je provedena analyza a vyhodnoceni ziskanych vy-
sledkt spolecné s diskuzi moznych vlivii na artefakty vzniklé béhem méreni a srov-
nani vlastniho testovani s kritérii danymi normou CSN ISO 15197.

V zavislosti na vysledcich této prace mohu konstatovat, ze zadani prace prineslo
mnoho zajimavych otazek, zejména pri volbé vhodného fantomu pro otestovani osob-

niho glukometru, presto bylo zadani splnéno.
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