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Harmonizace 
laboratorních 
vyšetření u diabetu. 
Stav v roce 2016.
B. Friedecký, J. Kratochvíla

Analytická kvalita laboratorních 
metod pro stanovení plazmatické 
glukózy 
Indikátory analytické kvality jsou shrnuty v tabulce 1 
a pocházejí z dat, publikovaných v letech 2014 až 
2016 (1, 2, 3, 4, 5). Interval hodnot je tvořen výsled-
ky, dosaženými metodami a analytickými systémy 
globálních výrobců. 
Tabulka 1. Indikátory analytické kvality stanovení 
koncentrace glukózy v séru/plasmě

Variační koeficient 2,4 až 2,8 %
Bias -3 až 1,2 %
Celková chyba TE 6,5 až 7,5 %

Analytická kvalita měření glukózy je vysoká tak, jak 
to vyžaduje fakt, že laboratorní metody stanovení 
slouží ostatním metodám (glukometry, CGM) jako 
referenční.

Stabilita vzorků 
Glykolýza, probíhající ve vzorcích odebrané krve 
významně snižuje naměřenou koncentraci glukózy, 
a tím nepříznivě ovlivňuje diagnostickou klasifi-
kaci diabetu a prediabetu. Navzdory tomu je tato 
skutečnost a její důsledky jak v textech odborných 
doporučení, tak v denní praxi rutinních laboratoří 
velmi podceňována. Příslušná doporučení - Guideli-
nes ADA (6), AACC (7), DGKL (8) a CSKB-CDS 

(9) požadují centrifugaci vzorku krve do 30 minut 
po odběru. Doporučení AACC a DGKL požadují 
v případě nemožnosti dodržet tuto podmínku, 
použít inhibice glykolýzy přídavkem fluoridu sod-
ného (NaF) s citrátovým pufrem nebo zkumavku 
s gelem (10,11).

Pasqualetti a spol. odhadli, že po zavedení NaF 
- citrátového inhibitoru se u ambulantních paci-
entů zvýšil podíl osob s glukózou nad 5,6 mmol/l 
z 25 % na 45 % a podíl osob s  koncentrací nad  
7 mmol/l z 18 % na 23 % (12), tedy velmi význam-
ně. Jiní autoři spatřují možnost řešení v použití 
séra namísto plasmy, získaného ve zkumavkách 
BD RST s dobou srážení, sníženou na 2,5 minuty, 
tedy dostatečně krátkou k redukci glykolýzy na 
minimum (13). 

Požadavky na analytickou kvalitu 
glukometrů při selfmonitoringu 
pacientů a při použití POCT 
v intenzivní péči
V tabulce 2 jsou uvedeny požadavky na akceptova-
telnou celkovou chybu měření, potřebné k certifiká-
tu kvality glukometrů u FDA USA (Food and Drug 
Administration), a podle normy ISO 15197 (14, 15) 
a podle algoritmu skandinávského testování SKUP 
(http://www.skup.nu) (16). 

Počty testovaných subjektů, balení, 
šarže
FDA:  350 testovaných subjektů, 500 proužků / 10 
balení / 3 šarže, definované počty vzorků o určených 
intervalech koncentrací
ISO 15197: 200 výsledků, 100 subjektů / 3 šarže 
proužků, definované počty vzorků o určených 
intervalech koncentrací
SKUP:  90 až 100 subjektů, 180 až 200 výsledků / 
3 šarže proužků

Tabulka 2. Požadavky na kvalitu glukometrů

FDA USA 2016

Selfmonitoring
95 % výsledků v rozmezí ± 15 % 99 % výsledků v rozmezí ± 20 %

POCT - JIP
95 % výsledků ± 12 %  

(± 0,67 mmol/l pro < 4,2 mmol/l)
98 % výsledků ± 15 %  

(± anebo 0,8 mmol/l pro < 4,2 mmol/)

ISO 15197 2013
Selfmonitoring

95 % výsledků ± 15 % (± 0,83 mmol/l pro < 5,6 mmol/l)

SKUP 2016
Selfmonitoring

CV ≤  5 %                                                  
 

TE ≤ 15 %  
(± 0,83 mmol/l pro ≤ 5,55 mmol)
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Referenční metoda stanovení 
glukózy pro porovnání 
s glukometry
K určení hodnoty chyby u glukometrů se používá 
jen taková laboratorní metoda měření glukózy 
v plasmě („referenční metoda“), která je valido-
vaná, akreditovaná, kontrolovaná poskytovatelem 
EHK akreditovaným dle ISO 17043 a metrologicky 
návazná na certifikovaný referenční materiál SRM 
NIST 965. Přímé srovnání koncentrací krve osob, 
zjištěné glukometry a laboratorními metodami je 
obtížné a většinou se nepoužívá. 

CGM - kontinuální monitorování při 
měření glukózy
Klinická hodnota ekvivalentní s intermitentním 
používáním glukometrů na JIP by měla být při 
MARD (mean absolute relative difference)  ≤ 15 % 
(17), k významné redukci hypoglykemických stavů 
je třeba hodnoty MARD ≤ 10 % (17) obvyklé hodno-
ty MARD se u různých systémů CGM pohybují mezi 
10 až 15 % (18, 19) hodnota MARD se významně 
zhoršuje při snížených koncentracích glukózy, a to 
až na hodnoty 25 až 35 % (18, 19, 20) přičemž rych-
lost změn hodnot glukózy silně ovlivňuje hodnoty 
MARD. Při trojnásobné změně glukózy za minutu 
se hodnoty MARD zvýší asi dvojnásobně (20). Počet 
referenčních párů, chyba referenčních glukometrů, 
časová diference v měření párů (CGM –interstici-
um; reference - kapilární krev) působí nejistotu Uc  ± 
2 % při stanovení hodnot MARD. Autoři (21) proto 
zavádějí pro hodnotu MARD výpočet indexu MRI 
(MARD reliability index), který shrnuje hodnoty 
nejistoty při určení a výpočtu MARD.

Stanovení glykovaného 
hemoglobinu HbA1c - stav 
harmonizace a analytické kvality
Soudobé studie poskytují již velmi dobrý obraz součas-
né úrovně analytické kvality měření HbA1c, který lze 
shrnout do následujících odstavců a do tabulky 3:

l	 plná krev je nezbytná jako kontrolní materiál 
v programech poskytovatelů EHK

l	 celková mezilaboratorní preciznost CV = 3,5 % 
(22) pro procentuální jednotky, CV = 4,1 % pak 
pro jednotky měření mmol/mol (24)

l	 mezilaboratorní preciznost metod silně kolísá 
od CV < 2,0 %, až po CV > 5,0 % (22, 23, 24, 
25, 26) podle metod

l	 bias je silně závislý na metodách výrobců (22, 
23, 24, 25, 26)

l	 novější metody kapilární elektroforézy CE 
a enzymatická mají výraznou potenci k dosažení 
zlepšené analytické kvality (jak preciznosti 
(CV), tak i bias) a možná jsou metodami blízké 
budoucnosti

l	 kontrolní limit programů EHK by neměl přesa-
hovat hodnotu 10 %

Stanovení glykovaného hemoglobinu HbA1c je urče-
no k diagnóze diabetu a prediabetu, jak je zřejmé 
z řady doporučení (6, 7, 8, 9).

Stanovení HbA1c v režimu POCT
Metody POCT je doporučené používat pouze 
při sledování choroby, nikoliv v diagnostickém 
procesu. Udávaným důvodem jsou kontroverzní 
hodnoty bias (tabulka 4) a málo rozvinutý systém 
programů EHK. Recentně však FDA otestovala 
a následně certifikovala k diagnostickému použití 
pro stanovení HbA1c metodou POCT jako první 
systém Alere Afinion DX (27). Kontroverzní pří-
stup k metodám POCT pro diagnostiku diabetu 
a prediabetu v současnosti pokračuje (viz webové 
stránky www.aacc.org). 
Zcela recentně publikovaná metaanalytická studie 
o výsledcích POCT při měření HbA1c zahrnuje 13 
POCT systémů, 61 dílčích studií a 1739 výsledků 
(28). Její výsledky ukazují limity klinické efektivity 
současného měření POCT (tabulka 4). 

Tabulka 3. Laboratorní metody, výrobci a programy EHK - preciznost, bias, kontrolní meze (Dmax) 
v současnosti

Metoda CV [%] Bias [mmol/mol] Kontrolní mez [Dmax] Úspěšnost [%]
Imunochemie 1 až 5 -1 / 2
HPLC 0,5 až 4 -3,5 / 2 
Enzymaticky 0,5 až 1,5 -1 / 1,5
CE < 1 < 1,5
Program EHK
CAP GH 5-C (22)                 3 ± 4 8,6 % 91 až 97
EQA BE, DE, NL (25) 4,1 -3 / 4 8 % 90
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Tabulka 4. Variabilita hodnot bias mezi metodami 
a uvnitř skupin metod.    

Skupiny metod Bias [mmol/mol]
Mezi metodami -3,2 / 5,8
Uvnitř skupiny Afinion -2,1 / 1,4
uvnitř skupiny A1c Now ± 2,3
Uvnitř skupiny Quo-Test -2,4 / 1

Retrospektivní studii s použitím moderního přístu-
pu „big data“(metadata) provedli autoři z Michiganu 
(29) porovnáním 86 073 výsledků měření plné krve 
z přístrojů DCA Vantage (Siemens), umístěných 
na 38 různých místech s měřením týchž vzorků  
systémem HPLC TOSOH v centrální laboratoři. 
Jako Dmax zvolili 6 % (CAP USA - NGSP). 27 % 
výsledků POCT bylo mimo Dmax = 6 % a počet 
takových výsledků stoupal se zvyšující se hodnotou 
HbA1c. Při interpretaci výsledků POCT je nutné vždy 
počítat, že chyby měření, pořízené jako „big data“, 
jsou vždy závažnější, než chyby, získané klasickou, 
za idealizovaných podmínek prováděnou cestou 
z programů externích hodnocení kvality a že tyto 
„big data“ chyby jsou bližší skutečnosti. Stejné sta-
novisko určitého skepticismu by nebylo ke škodě 
věci občas zaujmout k datům analytické kvality, 
uváděným v dokumentaci výrobců.

Stanovení albuminu v moči - 
soudobý stav harmonizace
Referenční metoda pro stanovení albuminu v moči 
LC-MS/MS byla vyvinuta na POCT systémů při 
interpretaci výsledků měření kliniky Mayo Clinic 
v USA. Validována pak je v NIST (převzato pracovní 
skupinou NKDEP a IFCC). Preciznost CV < 4,0 %, 
recovery 96 až 104 % (30).
Diference výsledků rutinních imunochemických 
metod od referenční metody kolísala v intervalu -5 
až 26 % (31). Podle jiné práce je průměrný rozdíl 
imunochemických stanovení od referenční metody 
10 % pro koncentrace albuminu > 30 mg/l a pro 
hodnoty kolem 15 mg/l dokonce až 35 % (32).
Potřeba korekce kalibrační chyby imunostanovení 
pomocí referenční LC-MS/MS metody je tedy 
poměrně vysoká. Velikost korekce je asi 84 %. Bez 
kalibrační korekce rutinních metod na referenční 
mělo jen 10 % vzorků bias b ≤ 15 %. Potřeba urych-
lené standardizace měření albuminu a ACR je proto 
důvodná (33, 34).
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