Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2014; 12(1): 1-7 Arastirma

Hastabasi Sistemlerle Yapilan Glukoz
Monitorizasyonunda Hangi Yontem
Daha Dogru?

Which Method is More Accurate in Patient-side
Glucose Monitoring Systems?
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OZET

Amac: Diabet yonetiminde kullanilan hastabasi glukometrelerden Accuchek Active (AC) ve Optium
Xceed (OP) adli hastabasi cihazlarin, referans yontem kullanan Olympus AU 2700 (OL) otoanalizor cihazi
ile dogruluk bakimindan Kkarsilastiriimasi.

Materyal ve Metod: Goztepe Egitim Arastirma Hastanesi acil ve dahiliye servislerine basvuran 18 yas
ustii toplam 44 hasta calismaya alindi. Antekiibital venden 2 cc ven6z kan 6rnegdi alinarak EDTA'l1
tiplere aktarildi. Her bir plazma 6rnegi her cihazda ikiser kez okutularak ortalama degerleri alindi.

Bulgular: Pyrolinquinoline quinon bagiml glukoz dehidrogenaz (GDH) enziminin bis-(2-hidroksietil)-(4-
hidroksiiminohekzo 2,5-dieniliden)-amonyum Kloridi mediatdér olarak kullandigi reaksiyon, NAD
(nikotiamid diniikleotid) bagimli GDH enziminin PQ (fenantrolin kinon)u mediator olarak kullandigi
reaksiyona nazaran referans yonteme daha yakin bulundu. Tim ol¢iimlerde hekzokinaz yonteminin,
glukoz dehidrogenaz yonteminden daha disiik degderler gosterdigi ve iki yontem arasindaki farkin
glukoz degerleriyle dodru orantil olarak arttigi gézlendi.

Sonuc: Hastabasi glukometrelerinin seciminde referans yontemle benzerliklerine 6zen gosterilmelidir.
Tim tasinabilir glukometrelerin, referans yontemden daha yiiksek degerler olctugii akilda tutularak
hastalara bu durumun diabet egitiminde vurgulanmasi 6nerilebilir.

Anahtar sozciikler: Kan glukozu kisisel-izlemi; hekzokinaz; glukoz 1 dehidrogenaz

ABSTRACT

Objective: Comparison of two patient-side glucometers, Accuchek Active (AC) and Optium Xceed
(OP)with autoanalyzer Olympus AU 2700 (OL), which uses the reference method.

Materials and Methods: 44 patients, aged over 18, who attended emergency and internal medicine
clinics at Goztepe Training and Research Hospital, were recruited fort he study. 2 cc blood was drawn
from the antecubital vein and transefered to Standard tubes with EDTA. All samples were studied in
each device twice, mean values were recorded.

Results: Pyrolinquinoline quinon-linked glucose dehydrogenase (GDH) enzyme using bis- (2-
hydroxyethyl)- (4-hydroxyiminohexo 2,5-dieniliden)-ammonium chloride as a mediator, was superior to
NAD (nicotinamide dinucleotide)-linked GDH enzyme using PQ (phenantroline quinone) as a mediator,
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in measuring glucose levels closer to the reference method. All measurements with hexokinase method
were lower than GDH method and the difference between them showed a linear correlation with

increasing glucose levels.

Conclusion: Accuracy of measurements with regards to the reference method should be the point of
care in choosing patient-side glucometers. It must be kept in mind that all portable glucometers read
higher levels than the reference method and this might be emphasized in education for diabetes.

Key words: Home blood glucose monitoring; hexokinase; glucose 1-dehydrogenase

GIRIS

Diabetes mellitusun (DM) diinya capinda
prevalansi son iki dekatta dramatik olarak
artmigtir. 1985’te 30 milyon olarak tahmin
edilen diabetli sayisi, 2000'de 177 milyona
ulasmistir. 2030 yilinda bu degerin 360
milyonun uzerinde olmasi beklenmektedir.
Her ne kadar hem tip 1 hem tip 2 diabet
prevalansi artis gostermekteyse de, obezite-
nin yayginlasmasi ile birlikte tip 2 DM'deki
artis goreceli olarak daha fazla olmaktadir.
Bu grup hastalarda, yiuksek plazma glukoz
diizeylerinin ug-organ hasarina yol agmasini
onlemek icin, kan sekeri takibi 6nem arz
etmektedir (1).

Diabet yonetiminin 6nemli komponentlerin-
den biri bireysel kan sekeri monitorizasyonu-
dur (2). Bu sekilde hipoglisemi ©Onlenebil-
mekte, ila¢ doz ayarlamasi, diyet tedavileri
ve fiziksel aktiviteler modifiye edilebilmek-
tedir (3). DCCT (Diabetes Control and
Complication) ¢alismalan tip 1 diabetlilerde
siki glukoz diizey kontroliinun mikrovaskiiler
komplikasyon riskini azalttigini gostermistir
(4). Yine UKPDS (United Kingdom Prospective
Diabetes Study)'de diabetiklerin %25’inde
siki glukoz Kkontrolii sonrasinda mikrovas-
kiler komplikasyonlarin azaldigi gosterilmis-
tir (5). Ali randomize kontrollii calismanin
ele alindi@i bir derlemede insulin kullan-
mayan tip 2 diabetiklerde bireysel kan sekeri
monitorizasyonunun etkileri arastirilmis ve
bu takiplerin, toplamda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda HbAlc'de 9%0.39'luk ista-
tistiksel olarak anlamli bir disiis sagladidi
gosterilmistir. UKPDSye gobre %0.39luk
HbA1lc diisusiinun mikrovaskiiler komplikas-
yonlar %14 azalttiqi kanitlanmustir (6).

Bireysel glukoz monitorizasyonu igin cesitli
hastabasi glukometreler Kkullaniimaktadir.
Bircok cihaz, NCCLS EP9A2 (National

Commitee for Clinical Laboratory Standards
EP9-A2)'ye gore belirtilen referans yontem-
den farkl bir metodla calismaktadir. Glukoz
olciimlerinde referans yontem olarak hekzo-
kinaz enziminin Kkullanildidi polarografik
yontem Onerilmektedir. ADA (American Dia-
betes Association) kriterlerine goére hastabasi
dglukometrelerin referans laboratuarin stan-
dart sonucglarindan %5'ten fazla deviasyon
gostermemelidir (7). Yine 1994 ADA konsen-
sus Karar1 uyarinca tim hastabasi glukomet-
relerin 30-400 mg/dl (1.6-22.2mmol/L)lik
glukoz konsantrasyonlarinda %10’un altinda
total hata degerine ulasmalar istenmektedir.
Total hata, cihazin analitik performansindan
Kaynaklanan analitik hata ve kullanan Kisinin
yetkinliginden etkilenen kullanici hatasinin
toplamindan olusmaktadir (8,9). FDA (Food
and Drug Administration) ve CDC (Centers
for Disease Control and Prevention)nin caba-
larina ragmen glukoz Olgiimii icin evrensel
anlamda standart bir ydntem bulunama-
muistir. 2013 yilinda son olarak revize edilen
ISO DIS 15197'in, calismamizda baz alinan
2003 versiyonuna gore, 75 mg/dl altindaki
dglukoz degerlerinde glukometre olctimlerinin
=%95'inin, referans aliman yontemin olcim
aralidindan =15 mg/dl'den fazla sapmamasi,
=75 mg/dl olan degerlerde ise en fazla +/-
%20 mg/dllik bir sapma gdstermesi
onerilmektedir. (10). Bu ytizden bu metodun
referans yoOntemle Kkarsilastirilmasit gerek-
mektedir. Daha Once yapilan birtakim calis-
malarda tasinabilir glukometreler ile otoana-
lizOrler arasindaki Olgtim farkini tespit etmek
amaciyla cesitli calismalar yapilmistir, ancak
bu calismalarda, dglukometrelerin parmak
ucu kapiller ve/veya vendz tam kan ile
otoanalizorlerin plazma veya serum Ornekle-
rindeki Ol¢limler Kiyaslanmistir. Biz ise bu
calismamizda, tim Olgtimleri EDTA'l plazma
ile yapmak suretiyle, Accuchek Active (Cihaz
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1) ve Optium Xceed (Cihaz 2) adli hastabasi
dglukometre cihazlarini, referans yo6ntem
Kullanan Olympus AU 2700 (Referans yon-
tem) otoanalizor cihazi ile dogruluk bakimin-
dan karsilastirmay! hedefledik .

GEREC VE YONTEMLER

Goztepe Egitim Arastirma Hastanesi acil ve
dahiliye servislerinden aydinlatilmis onami
alman 18 yas istii toplam 44 hasta
calismaya dahil edildi. Calismanin dizayni ve
yurutilmesi igin Etik Kurul onayr alindi. Bu
calismada hastalarin cinsiyet, yas ve Kimlik
bilgileri kaydedilirken (tani almis ise) diabet
tipi ve kullandiklari ilaclar dikkate alinmadi.

Venoz kan Ornekleri antekiibital venden (2
cc) alinarak EDTA'Il tuplere aktarildi. Calis-
mamizda EDTA'nin 6zellikle dusik konsan-
trasyonlu Orneklerin Olciimlerinde heparine
kiyasla daha az degiskenlige neden oldugu
uretici firma tarafindan bildirildiginden, anti-
koagiilan olarak EDTA kullanildi (11). Alinan
Kanlardaki glukozun instabilitesini en aza
indirecek sekilde, kan Orneklerinin 15 dk
icinde 3000 gde 15 dk boyunca santrifiij
edilerek plazmas ayrildi. interferans kaynagi
olabilecek hemoliz, sarilik, lipemi goriilen
ornekler calismaya alinmadi. Glukoz o6l¢iim-
lerinde glukoz dehidrogenaz (GDH) yontemi
kullanan Cihaz 1 ve Cihaz 2 glukometreleri ile
NCCLS’e gore referans yontem olan hekzoki-
naz yontemi (enzimatik UV testi) ile calisan OL
AU 2700 model otoanalizorii Kkullanildi.
197 mg/dl'lik glukoz dederine sahip sistem
Kalibratoriinii otoanalizor, Cihaz 1 ve Cihaz
2'de okutmak suretiyle kalibrasyon sagdlandi.
Her bir plazma Ornegdi her cihazda ikiser kez
okutularak ortalama dederleri alindi.

Referans yontemin test prensibi

Glukoz, adenozintrifosfat (ATP) ve magnez-
yum iyonlarinin mevcudiyetinde hekzokinaz
tarafindan, glukoz-6-fosfat ve adenozindifos-
fat (ADP) aciga cikaracak sekilde fosforillenir.
Glukoz—-6-fosfat dehidrojenaz (G6P-DH), glu-
koz-6-fosfati spesifik olarak glukonat-6-fos-
fata okside eder ve NAD" (nikotinamid diniik-
leotid), es zamanh olarak NADH'ye indirgenir.
Absorbansta 340 nm‘deki artis numunedeki
glukoz Kkonsantrasyonuyla orantiidir (12).
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Cihazin reaksiyon prensibi Sekil 1'de goOste-
rilmigtir.

Testin olciim arali@i: 0,6- 45 mmol/L( 10-
800 mgydl)

HK + Mg
Glukoz + ATP - Glukoz-6-P + ADP

Glukoz.6-P dehidrogenaz
GluKOZ-ELANAD el Gukonat-6:P + NADH + H

SeKkil 1. Referans yontemin reaksiyon prensibi

Cihaz 1’in test prensibi

Glukometre cihazlarinin monitorii, reaksiyo-
nun sonunda olusan rengin yogunlugunu
Olcen bir reflektans fotometresi Kkullanir.
Olcillen bu degeri karsiik gelen glukoz
degerine cevirir. Bu otomatik doniisum igin
gerekli olan bilgi cihazin igindeki cipte kayit-
hdir. Glukoz, pyrolinquinoline quinon bagimli
GDH enzimi ile glukonolaktona cevrilir. Bu
sirada enzim rediikte formuna donusiir.
Sonraki basamakta enzim okside formuna
donerken mediator olan bis-(2-hidroksietil)-
(4-hidroksiiminohekzo 2,5-dieniliden)-amon-
yum Kloridi rediikler. Son basamakta media-
torun redikte formu, uzerindeki hidrojen
molekiillerini sar renkteki indikator olan
2,18 fosfomolibdik asite vererek kendi okside
olurken indikatorii redukte eder ve indikato-
run mavi renge doniismesini sagdlar. Sekil 2,
bu cihazin reaksiyon prensibini gostermek-
tedir.

Glukoz ———mssmlr Glukonolakton

GDH

B

ie

-

indikatodr (mavi)

Mediator. {okside) Mediator (redukie)

indikatér (sar)
Isik

Fotadiiyot dlgim

Sonuc

Sekil 2. Cihaz 1'in reaksiyon prensibi
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Testin Olciim arahigi: 0,6- 33 mmol/L (10-
600 mg/dl)

Cihaz 2’'nin test prensibi

GDH enzimi ile kofaktor olarak NAD, elektron
mediatorii olarak da fenantrolin Kinon (PQ)
Kullanimi s6z konusudur. GDH-NAD, diger
GDH izoenzimlerine oranla glukoza daha
spesifiktir. PQ ise, 200 mV'ta, yani diger
konvansiyonel mediatorlere oranla daha dii-
suk bir potansiyelde calismaktadir. Bu da
yontemin salisilat, asetaminofen, C vitamini
ve urik asitten etkilenmesini engellemekte-
dir. Sistem, glukozun enzim ve kofaktor
aracili reaksiyonu sonrasinda olusan elektron
akimimi 6lgcmek suretiyle calismaktadir. Test
stribi 2.5 pL kan ile Hct %20-70 arasinda
olcim yapmaktadir. Bu glukometrenin
calisma prensibi de, Sekil 3'te gorilebilir.

Glukoz # NAD ———=mmp Glukonolakton + NADH
GDH

NADH # PQ (OKS.) ————sp  NAD * PQ (red.)

————
200 mV

PQ (red.) PQ (oks.) + elektronlar

Sekil 3. Cihaz 2'nin reaksiyon prensibi

Testin olciim arahigi: 1.1-27.8 mmol/L (20-
500 mgydl).

Calismanin istatistiksel analizi MedCalc
v.9.2.0.1 Kkullanilarak yapilmistir. Gruplar
aras! farklarin degerlendirmesinde Passing&
Bablok regresyon analizi ve Bland&Altman
analizleri kullanilmistir.

BULGULAK

NCCLS kilavuzu EP-9A2 (metot karsilastirma
ve hasta Ornekleri kullanarak bias ol¢umii)
protokoline gbére en az 40 Ornek ve cift
okuma Onerilmektedir (13). Bu dogrultuda
biz de toplam 44 hastada glukoz olciimii
yaptik. Yapilan Ol¢ciimler sonucundaki en
disuk, en yuksek, ve standart sapma
degerleri her iki cihaz ve referans yontem
icin asadidaki gibidir (Tablo 1).

Glukometre Ol¢limlerinin referans yontemle
arasindaki farki goOsteren Passing&Bablok
regresyon analizinde Cihaz 1 ve Referans
Yontem arasinda anlamh farklihlk saptan-
mazken (p>0,1) Cihaz 2 ve Referans Yontem
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
gdzlenmistir (p<0,01) (Tablo 2).

Glukometrelerin  referans yontemle ikili
karsilastirilmasina ait Passing&Bablok reg-
resyon ve Bland&Altman plot grafikleri Sekil
4 ve 5'te gOsterilmistir.

Tablo 1. GDH yontemi kullanan Cihaz 1 ve Cihaz 2 ile referans yontemin en yiiksek, en diisiik ve ortalama degerleri

(6lctimler mgy/dl cinsinden ifade edilmistir).

Cihaz 1 Cihaz 2 Referans yontem
En disiik 100 100,5 83,5
En yiiksek 368 406 345
Ortalama 179,17 201,67 155,68
Standart deviasyon 64,04 81,53 60,03

Tablo 2. Glukometreler ile referans yontem arasi regresyon analizi.

Karsilastirma Regresyon formiilii Egim (%95 GA) Kesisim (%95 GA) P
Referans Yontem- y = -11,9456 + 0, 9305 (0,8776 — -11,9456 (-18,9944 ila - >0,1
Cihaz 1 0,9305 x 0,9725) 3,8571)
Referans Yontem- y=9,0016 + 0, 6982 (0,6333 — 9,0016 (-1,3150 ila <0,01
Cihaz 2 0,6982 x 0,7577) 21,9667)
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60 - so0[- o
0 +1.96 SD
ol . 28,1
o o
N o~ S%D B9 o
N +1.96 SD N ]
< | < 5] o Mean
X o 12,3 I sl o ==
S oL S oo g o 50 o 48,0
E | . E o o o
= o o = oo
’5 201 BodPopg? o 0 g Mean :§ -100 - o
- o o -1.96SD
2 o P, %o o o 255 | o
g a0l o O g o z -124,1
& o g o 50
[ w
# 60l 1.96 SD o
L 63,3
200 o
80 |-
o
-100 L L L L | | | | 250 L L L L L L 1
50 100 150 200 250 300 350 400 50 100 150 200 250 300 350 400

REFERANS YONTEM ve CIHAZ 1 ORTALAMASI

Sekil 5. Referans yontem ile glukometreler

TARTISMA

Diabet yoOnetiminin 6nemli bir parcasini
olusturan SMBG (Self Monitoring of Blood
Glucose) — Bireysel Glukoz Monitorizasyonu
hastabasi glukometreleriyle gerceklestiril-
mektedir; ancak bunlarda kullanillan enzi-
matik metodun giivenilirliginin tespiti 6nem
arz etmektedir. ADA konsensus kararina gore
referans yonteme Kiyasla kabul edilebilir
sayllan %5lik hata paymndan daha yuksek
deviasyon saptanan bir yontemle Olcum
yapilmasi; glukoz regulasyonunda sorunlara
yol acacaktir. 2013 yilinin nisan ayinda altin-
cis1 duzenlenen yilhlk SMBG sempozyumunda
Schoemaker, gunliik glukoz takibinin 6nun-
deki en biiyilkk engelin, mevcut cihazlarin
guvenilirliginde yasanan problemler oldu-
dunu vurgulamustir (14).

REFERANS YONTEM e CIHAZ 2 ORTALAMASI

arasi karsilastirma (Bland&Altman plot).

2004'te Aral ve ark. tarafindan yapilan
calismada, glukoz oksidaz-peroksidaz yonte-
mi kullanan otoanalizor ile glukoz oksidazin
(GO) glukozu glukonolaktona cevirdidi yonte-
mi kullanan glukometreler dogruluk yoniin-
den Karsilastirlmis ve hastabasi glukomet-
reler ile otoanalizér, 36 hastanin 35‘inde
benzer aralikta sonug vermistir (15). Bu calis-
mada degerlendirilen glukometre ve otoana-
lizOr ayn1 enzimatik yontemle calismaktadir;
ancak her hastabasi glukometre, referans
yontem alman enzimatik metodu kullanma-
maktadir. Ayrica bahsedilen calismada (her
ne kadar biasi engellemek icin benzer
hematokrit araligindaki ornekler alinsa da)
glukometrelerde Kkapiller tam kan, otoanali-
zOrde ise vendz plazma kullanimistir, ki bu
durumun, ayni materyal kullanilarak yapilan
olciimlere nazaran daha az guvenilir sonuglar
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ortaya koyacad aciktir. Chlup ve arkadas-
larmm ytirattiigi bir baska calismada ise,
ayni bolgeden alman kan ile 6lciim yapmak
amaciyla, parmak ucu tam kan Ornedi ug
farkli glukometrede calisilmis, bundan 2
dakika sonra yine ayni parmak ucundan ali-
nan tam kan 6rnegdi heparinli tiipe aktarilarak
santrifiij sonrasi otoanalizorde de okutul-
mustur (16). Burada kullanilan ti¢ glukomet-
reden ikisi GO, biri GDH bazhdir; referans
olarak ise hekzokinaz yontemi alinmistir. GO
kullanan glukometrelerden yalnizca birinde
ISO DIS 15197'ye gdre Olcumlerin *15
mg/dl'lik aralikta saptanmistir. Bu calismada
tiim oOrneklerin parmak ucundan alinmasi ve
dglukometrelerden ikisinin aymi prensiple
calismasma ragmen, halen referans yon-
temle %100 Korrelasyon goOsteren bir enzi-
matik yontemden bahsetmek mumkin
degildir. Biz ise calismamizda, hasta hema-
tokrit degerlerinin -glukoz 6l¢iim striplerinin
calisma mekanizmasi uyarinca- olusturacak-
lar1 etkiyi ekarte etmek, ayni zamanda
enzimatik prensiplerden Kkaynaklanan farki
ortadan kaldirmak icin, hem otoanalizorde
hem de hastabasi glukometrelerinde dogru-
dan plazma kullanmay: tercih ettik. Veriler,
her iki hastabasi glukometresinde de esas
prensibin GDH enzimi olmasina ragmen,
enzimin kofaktorii ve reaksiyonun mediatori
bazinda farklar olustugunu gosterdi. Sonug
itibariyle pyrolinquinoline quinon badiml
GDH enziminin bis-(2-hidroksietil)-(4-hid-
roksiiminohekzo  2,5-dieniliden)-amonyum
Kloridi mediator olarak kullandidi reaksi-
yonun, NAD badimli GDH enziminin PQyu
mediator olarak kullandi@i reaksiyondan;
referans yonteme daha yakin oldugu bulun-
du. Tim ol¢iimlerde hekzokinaz yonteminin,
GDH yoOnteminden daha disuk degerler
aosterdigi ve iki yontem arasindaki farkin
glukoz degerleriyle dogru orantih olarak
arttidi gézlendi.

Calismamizda NCCLS kilavuzu EP-9A2 proto-
kolune gore yeterli olmasma karsin gorece
sinirh sayida hasta alinmasi, elde ettigimiz
sonuclarin yayilabilecedi toplum kesitinin
genis olmasini engellese de ilerleyen do-
nemlerde 6rneklem sayisi artirilarak daha bu
handikap asilabilir. ilerleyen doénemlerde,
hem hastabasi glukometrelerde  hem

otoanalizorde, plazma ve tam kan Ornek-
lerinin birlikte calisilacadi bir arastirma ile,
cihazlar arasi farklarin nereden kaynaklandidi
ve optimizasyon icin nelere dikkat edilmesi
gerektigine dair detayl bilgi elde edilmesini
mumkun kilacaktir.

SONUC OLARAK

Hastabasi glukometrelerinin seciminde refe-
rans yontemle benzerliklerine 0zen gosteril-
melidir. Tum tasinabilir glukometrelerin, ADA
konsensus Kkararinca referans kabul edilen
yontemden daha yiiksek degerler Olctiigi
akilda tutularak hastalara bu durumun diabet
editiminde vurgulanmasi 6nemlidir.
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