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Verifikace akreditované analytické metody pro stanovení glukosy 

a cholesterolu 
  

 

Abstrakt 

V posledních letech je vývoj zdravotnické techniky ve zdravotnických laboratořích 

velmi aktuálním tématem. Metody stanovení analytů se více automatizovaly. Je kladen 

velký důraz na hodnocení kvality na jednotlivých zdravotnických pracovištích. Pomocí 

automatizace metod stanovení je vyšetření vzorků prováděno za kratší čas a vydávané 

výsledky jsou přesnější. 

Tato práce se věnuje tématu verifikace akreditovaných analytických metod 

pro stanovení glukózy a cholesterolu, která je podstatnou složkou systému kontroly 

kvality v procesu akreditace zdravotnických laboratoří. 

Analyt glukóza je stanovován pomocí enzymatické referenční metody s hexokinázou 

a analyt cholesterol je analyzován metodou enzymatického kolorimetrického testu 

pomocí účinků cholesterol esterázy a cholesterol oxidázy. Měření jsou prováděna 

na analyzátoru Alinity c od firmy Abbott Laboratories, s.r.o. diagnostics division. 

Pro účel procesu verifikace jsou realizována opakovaná měření kontrolních vzorků 

v čase a v sérii. K tomu využíváme kontrolní materiály pro interní kontrolu kvality 

(měření v čase) a externí kontrolu kvality (pro měření v sérii). Z těchto naměřených 

hodnot a následného statistického vyhodnocení vyplývá, že obě analytické metody jsou 

vhodné ke klinickému využití ve zdravotnické laboratoři Synlab v Českých 

Budějovicích a proces verifikace byl úspěšný. 
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Verification of an accredited analytical method for the determination 

of glucose and cholesterol 
  

 

Abstract 

In recent years, the development of medical technology in medical laboratories has been 

a topical issue. Methods for the determination of analytes have become more 

automated. There is a great emphasis on quality assessment at individual medical 

workplaces. With the automation of determination methods, sample testing is performed 

in less time and the issued results are more accurate. 

This paper focuses on the topic of verification of accredited analytical methods 

for glucose and cholesterol determination, which is an essential component of the 

quality control system in the accreditation process of medical laboratories. 

The analyte glucose is determined by the enzymatic reference method with hexokinase 

and the analyte cholesterol is analysed by the enzymatic colorimetric assay method 

using the effects of cholesterol esterase and cholesterol oxidase. The measurements are 

performed on an Alinity c analyser from Abbott Laboratories, Ltd. diagnostics division.  

For the purpose of the verification process, repeated measurements of control samples 

are made over time and in a batch. Control materials for internal quality control 

(measurements in time) and external quality control (batch measurements) are used, 

respectively. These measurements and the subsequent statistical evaluation show that 

both analytical methods are suitable for clinical use in the Synlab medical laboratory 

in České Budějovice and that the verification process was successful. 
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Accreditation; verification; glucose; cholesterol.
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1 Úvod 

V poslední době se vývoj zdravotnické techniky v laboratořích posunul velmi dopředu. 

Metody stanovení analytů se více automatizovaly a s tím je kladen i velký důraz 

na hodnocení kvality na jednotlivých zdravotnických pracovištích. Automatizace metod 

přinesla mnoho výhod – metody stanovení jsou prováděny za kratší čas, pracují účelněji 

a jsou levnější. Výsledky vydávané laboratořemi jsou přesnější. 

Za účelem oficiálního uznání způsobilosti jednotlivých pracovišť byl zaveden program 

akreditace a s ním spojené procesy validace a verifikace analytických postupů. Tyto 

procesy zabezpečují velmi propracovaný systém pro kontrolu správnosti výsledků 

jednotlivých analýz. Je vyžadováno, aby výsledky vydávané zdravotnickou laboratoří 

byly co nejspolehlivější vzhledem k tomu, že jsou neoddělitelnou složkou zdravotnické 

péče a důležitým prostředkem pro prevenci, diagnostiku a léčbu pacienta. 

Tato práce se věnuje tématu verifikace analytických metod stanovení vyšetřovaných 

analytů, která je podstatnou složkou systému kontroly kvality v procesu akreditace 

zdravotnických laboratoří. 
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2 Teoretická část 

2.1 Akreditace 

V zájmu společnosti a především pacientů je, aby zdravotnické laboratoře vykonávaly 

svou činnost na vysokém stupni způsobilosti, jak profesní tak i odborné. Zdravotnické 

laboratoře se podílejí společně s lékaři na rozhodování o diagnóze, odhadu vývoje 

nemoci a postupu léčení. Toto rozhodování je opřeno o výsledky a interpretaci 

laboratorních vyšetření. Při jakémkoliv chybném výkladu a výsledku může dojít 

k nevratné újmě pacienta. V zájmu pacientů tedy bylo nutno zavést akreditaci 

zdravotnických laboratoří. „Akreditace laboratoře znamená formální uznání odborné 

a organizační způsobilosti laboratoře k provedení konkrétní služby, jak je popsáno 

v rozsahu akreditace laboratoře. Způsobilost je klíčem k transparentnosti, spolehlivosti 

a srovnatelnosti činnosti laboratoře.“ (Český institut pro akreditaci, 2022) 

Charakteristickým znakem procesu akreditace je ověřování metod a zajišťování kvality. 

Všechny zdravotnické laboratoře by měly proto splňovat mezinárodní standardy kvality 

pro provádění laboratorních testů. V České republice potažmo v celé Evropské Unii je 

akreditace zdravotnických laboratoří realizována dle mezinárodně platné normy ČSN 

EN ISO 15189, která vychází z norem ISO/IEC 17025 (Systémy řízení kvality 

v kalibračních a zkušebních laboratořích) a ISO 9001 (Systémy jakosti) uvádějící 

podmínky pro způsobilost a kvalitu, které jsou především vymezeny pro zdravotnické 

laboratoře. V České republice si laboratoř musí žádat o akreditaci u akreditačního 

orgánu – Český institut pro akreditaci (ČIA) se sídlem v Praze (Český institut pro 

akreditaci, 2022; ČSN EN ISO 15189; Abdel a El-Masry, 2021; Racek et al, 2006). 

2.2 Validace 

Dle normy ČSN EN ISO 15189:2012 musí být vyšetřované procesy před zahájením 

provozu podrobeny nezávislé validaci či ověření ze strany zdravotnické laboratoře. 

Validací se rozumí, že metoda musí být prokázána jako vhodná pro daný účel. 

Validační proces prokazuje, že měřící postup či měřící systém nebo výrobek in vitro 

diagnostic – medical device (IVD MD) je schopen dostát podmínkám, které jsou na něj 

kladené. Jinými slovy, laboratorní vyšetření, které je uskutečňováno danou měřící 

metodou nám udává výsledky, tzn. reprodukovatelná měření v žádaném rozpětí, 

s vyžadovanou mezí stanovitelnosti, preciznosti, vychýlením (tzv. bias) a nejistotou 

k tomu, abychom byli schopni dělat náležitá diagnostická a léčebná rozhodnutí (ČSN 
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EN ISO 15189; Antonelli et al., 2017; Friedecký. et al., 2016; Magnusson a Örnemark, 

2014; Plzák et al. 2021; Racek et al., 2006; Suchánek a Milde, 2013). 

Za validační proces zodpovídají samotní výrobci diagnostik IVD MD a profesionální 

společnosti analytiků ještě před uvedením výrobků na trh. Norma ČSN EN ISO 

15189:2012, s. 45 uvádí, že „Laboratoř musí získat od výrobce/původce metody 

informace pro potvrzení výkonnostních charakteristik daného postupu.“ I když jsou 

výrobky IVD MD před uvedením na trh validované, je požadována verifikace (ověření 

metod/postupů, že splňují daný účel) před tím, než jsou metody / testovací systémy 

uvedeny do samotného provozu. Proces validace je nutno uskutečnit jak u nového, tak 

u upraveného vyšetřovacího postupu a metody z vlastního prostředí laboratoře. Rozsah 

validace závisí na stavu validovaného postupu/metody a potřebách souvisejících s její 

zamýšlenou aplikací (Antonelli et al., 2017; NATA, 2018; Roelofsen-de Beer, 2020; 

Racek et al., 2006). 

2.3 Verifikace (ověřování) 

Podle ČSN EN ISO 15189:2012 se verifikací rozumí: „potvrzení prostřednictvím 

poskytnutí objektivních důkazů, že specifikované požadavky byly splněny“ (s. 14). 

Jinými slovy, zdravotnické laboratoře odpovídají za ověřování metod měření, tzn. 

zkoumají do jaké míry tvrzení o výkonnostních charakteristikách daného 

postupu/metody získané výrobci během validace mohou v prostředí své laboratoře 

reprodukovat. Ověření postupu a metody je vlastně zkrácená verze validace. „Pojem 

verifikace představuje v laboratořích proces ověřování, zda je laboratoř schopna 

dosáhnout při zavádění již validovaných metod deklarovanou výkonnost metody, nikoliv 

tedy prověření obecné vhodnosti metody pro daný účel.“ (Plzák et al., 2021, s. 3) 

Verifikace postupu nebo metody je nutná ještě předtím, než je testovací systém použit 

pro vyšetřování pacientů (Abdel a El-Masry, 2021; Magnusson a Örnemark, 2014; 

Theodorsson a Magnusson, 2017; Racek et al., 2006; Suchánek a Milde, 2013). 

Ověřování analytických postupů/metod by se měla konat v pravidelných intervalech 

podle plánu verifikací (určuje jej management kvality zdravotnické laboratoře) a to 

v závislosti na stálosti a robustnosti postupu a metody. Verifikace musí být realizována 

také v případě, kdy řízení kvality vykazuje problém či dojde k důležité změně jako je 

instalace nového, ale podobného analyzátoru, přemístění zařízení, zavedení nových 

analytických reagencií apod. 
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Během verifikace by se měla co nejpřesněji zhodnotit nejistota měření. Je to velmi 

důležité vzhledem k případnému dopadu na lékařskou praxi a další postup léčení 

pacienta. Při verifikaci se dále určují tyto znaky: preciznost měření, bias, pravdivost 

měření, a příp. další znaky (Plzák et al. 2021). 

2.3.1 Nejistota měření 

Zdravotnické laboratoře, vydávající výsledky měřené veličiny u vzorků pacientů, musí 

určit parametr nejistoty měření u kteréhokoliv analytického postupu v etapě 

laboratorního vyšetření. Úkolem laboratoře je stanovení výkonnostního požadavku na 

nejistotu měření u analytických metod a pravidelné kontrolování odhadu nejistot 

měření, protože výsledky analýz jsou v každém případě zatíženy systematickými 

a náhodnými chybami, které nelze nikdy zcela eliminovat. Nejistotu výsledku analýzy 

nemůžeme stanovit na základě jediné analýzy, pro získání potřebných dat je třeba 

vykonat několik měření. Z pohledu lékaře (diagnostika) by měla nejistota měření 

ukazovat nároky kladené na vyšetření tak, aby byl schopen zabezpečit spolehlivé 

rozhodování a efektivní sledování léčby (Bartoš et al., 2021; ČSN EN ISO 15189; 

Racek et al., 2006; Suchánek et al., 2006). 

Parametr nejistoty je připojený k výsledku měření a je definován jako interval hodnot, 

ve kterém je výsledek měření s určitou pravděpodobností považován za správný, 

tj. výsledek je přesný, pravdivý. „Absolutně přesný výsledek měření (tj. výsledek 

s nulovou nejistotou) neexistuje.“ (Bartoš et al., 2021, s. 2). Zdravotnické laboratoře 

se snaží nejistotu zmenšovat, ale nelze ji nikdy zcela vyloučit. Je tedy nutné výsledky 

naměřených hodnot z analýz správně interpretovat (Bartoš et al., 2021; NATA 2018; 

Ellison a Williams, 2012; Jabor, 2020; Suchánek et al., 2006; Suchánek a Milde, 2013; 

Suchánek a Milde, 2016). 

2.3.2 Pravdivost měření 

Pravdivost měření je definována jako „těsnost shody mezi aritmetickým průměrem 

nekonečného počtu opakovaných naměřených hodnot veličiny a referenční hodnoty 

veličiny.“ (Suchánek a Milde, 2013, s. 35). Pravdivost měření vystihuje podmíněnou 

schopnost postupu měření k získání výsledku, nalézajícího se nedaleko předpokládané 

referenční hodnoty veličiny, jako je hodnota certifikovaného referenčního materiálu 

(CRM). Pravdivost nemůže být vyjádřena číselným údajem, protože se nejedná 
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o veličinu, avšak je nepřímo úměrná systematické chybě měření. Míra pravdivosti je 

běžně zhodnocena vychýlením (Jabor, 2020; Racek et al., 2006; Suchánek a Milde, 

2013). 

2.3.3 Preciznost měření 

Suchánek a Milde (2013, s. 36) definují preciznost měření jako „těsnost shody mezi 

indikacemi nebo naměřenými hodnotami veličiny získanými opakovanými měřeními 

na stejném objektu nebo podobných objektech za specifikovaných podmínek“. 

Preciznost měření je formulována číselně mírami nepreciznosti (př. směrodatná 

odchylka, rozptyl, variační koeficient) za specifických podmínek (Jabor, 2020; 

Suchánek a Milde, 2013). 

2.3.4 Přesnost měření 

„Přesnost měření je těsnost shody mezi naměřenou hodnotou veličiny a pravou 

hodnotou měřené veličiny.“ (Jabor, 2020, s. 48). Nejedná se o veličinu, přesnost nelze 

vyjádřit číselnou hodnotou. Přesnost spojuje preciznost a pravdivost měření (Jabor, 

2020; Suchánek a Milde, 2013). 

2.4 Glukóza 

Glukóza po chemické stránce patří mezi sacharidy, které jsou důležitou složkou všech 

živých organismů. Zároveň jsou největším souborem organických látek, vytvářejícím 

nejrozsáhlejší podíl organické hmoty na naší planetě Zemi. 

Sacharidy pokrývají velkou část energetického příjmu člověka. V potravě přijímáme až 

50 % z celkové kalorické spotřeby (Teplan, 2000). 

2.4.1 Charakteristika glukózy 

Glukóza je velmi důležitý přirozeně se vyskytující monosacharid, nejčastěji v izomerní 

konfiguraci D-glukóza. Chemicky je definována jako aldóza a protože ve své molekule 

obsahuje 6 uhlíků, jedná se o hexózu. Glukóza je nenahraditelná molekula, protože je 

základní součástí energetického metabolismu člověka. Nejdůležitější metabolické 

dráhy, kterých se glukóza a její deriváty účastní, jsou např. glykolýza, glukoneogeneze 

(tvorba molekul glukózy z nesacharidových substrátů), degradace glykogenu 
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(rozštěpení glykogenu na jednotlivé molekuly glukózy) a jeho syntéza a pentózový 

cyklus (Duška a Trnka, 2006, Teplan, 2000). 

Pro některé tkáně je glukóza výhradním zdrojem energie (např. pro červené krvinky, 

nervový systém). Glukózu získává naše tělo v potravě ve formě polysacharidů (až 60 % 

ve formě škrobu), disacharidů (až 30 % tvoří sacharóza) a monosacharidů. Kromě 

monosacharidů, které jsou v tenkém střevě vstřebávány přímo, se ostatní sacharidy musí 

nejprve rozdělit na jednotlivé monosacharidové jednotky. Trávení sacharidů začíná již 

v dutině ústní pomocí enzymu slinná amyláza, pokračuje při posunu potravy do žaludku 

a dokončuje se v tenkém střevě pomocí enzymu pankreatická amyláza. V žaludku 

nejsou sacharidy štěpeny, protože kyselé prostředí narušuje působení slinné amylázy, 

která pracuje při neutrálním pH. Pokud není glukóza přijímána potravou, tělo ji získává 

štěpením glykogenu v játrech či glukoneogenezí. Koncentrace glukózy v krvi se na 

lačno pohybuje v rozmezí 3,9–6,1 mmol/l, což je dáno rovnováhou mezi jejím výdejem, 

jejím získáváním z potravy a její tvorbou v těle. Spotřeba a příjem glukózy by měl být 

vyrovnaný (Burkhardová, 2007; Duška a Trnka, 2006; Musil, 1994; Sedláček, 2006; 

Teplan, 2000). 

V následující tabulce 1 jsou uvedeny některé vlastnosti glukózy. 

Tabulka 1 Vlastnosti glukózy 

Název sloučeniny D-glukosa 

Synonyma D-glukopyranosa, D-glukopyranosid, krevní cukr 

Zkratka Glc 

Sumární vzorec C6H12O6 

Molekulární hmotnost 180,16 g/mol 

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5793 

Na následujících obrázcích (obr. 1 a 2) je zachycena chemická struktura molekuly 

glukózy ve 2D a 3D modelu.  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5793
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Obrázek 1 Chemická struktura glukózy ve 2D (Zdroj: vlastní; vytvořeno pomocí 

programu ACD/ChemSketch od výrobce Advanced Chemistry Development Inc.) 

 

 
Obrázek 2 Chemická struktura glukózy ve 3D. Barevné rozlišení prvků: uhlík šedivě, 

kyslík červeně a vodík bíle. (Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5793) 

2.4.2 Biomedicínský význam glukózy 

 Glukóza je hlavním a velmi významných zdrojem energie. 

 Je součástí energetického metabolismu a důležitým meziproduktem 

metabolických drah. 

 Výše hladiny glukózy v krvi je dána spotřebou, jejím příjmem a tvorbou. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5793
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 Monitoring glykémie je velice důležitý jak u zdravé populace, tak především při 

výskytu onemocnění např. diabetes mellitus nebo při screeningu gestačního 

diabetu v těhotenství (Burkhardová, 2007; Racek et al, 2006). 

2.5 Cholesterol 

Cholesterol patří do skupiny látek, která se označuje lipidy (tuky). Lipidy jsou soubor 

přírodních různorodých látek, které mají společný rys, a to je neúplná či úplná 

nerozpustnost ve vodě. Na druhou stranu jsou dobře rozpustné v nepolárních 

(lipofilních) organických rozpouštědlech. Tuky jsou nedílnou součástí všech živých 

buněk. Jsou zdrojem energie, jsou nedílnou složkou buněčných membrán, mají úlohu 

biokatalyzátorů a zabezpečují izolaci a ochranu okolo orgánů (Čermáková et al., 2005). 

2.5.1 Charakteristika cholesterolu 

Cholesterol je důležitým zástupcem živočišných sterolů. „Je derivátem polycyklického 

uhlovodíku cholestanu s dvaceti sedmi uhlíky v molekule. Základní páteří nejen 

vlastního cholesterolu, ale všech steroidů je uhlovodík cyklopentanoperhydrofenantren 

označovaný jako steran.“ (Čermáková et al., 2005, s. 41). 

Cholesterol je extrémně důležitá biologická molekula, kterou organismus potřebuje 

k mnoha funkcím. Hraje roli ve struktuře biologických membrán, zároveň je 

prekurzorem pro tvorbu steroidních hormonů, žlučových kyselin a vitamínu D. 

Cholesterol je částečně přijímán do těla ve střevě potravou a zčásti si jej organismus 

sám tvoří (hlavně v játrech). Potrava bohatá na cholesterol je hlavně živočišného 

původu, jako je maso, uzeniny, máslo, vejce a ryby. Jak cholesterol z potravy, tak i ten 

tvořený v organismu, je transportován v krvi pomocí lipoproteinových částic. 

Po skončení své cesty krevním řečištěm se cholesterol opět dostává do jater, kde je 

odbouráván. Za ideálních podmínek je příjem a vylučování cholesterolu v rovnováze. 

Tvorba a využití cholesterolu musí být regulována, aby se zabránilo nadměrné 

akumulaci a abnormálnímu ukládání v těle. Pokud je cholesterol ve větší míře přijímán 

potravou, organismus omezí vlastní tvorbu, ale nadměrný příjem již nemůže být 

vyrovnán. Ztráta tohoto mechanismu regulace patří k podstatným původcům zvýšené 

hladiny cholesterolu, což je jeden z významných faktorů zhoršeného zdravotního stavu 

člověka. Zvýšená hladina cholesterolu je jedním z faktorů způsobující kardiovaskulární 
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onemocnění (např. ateroskleróza, infarkt myokardu či cévní mozková příhoda) 

(Burkhardová, 2007; Čermáková et al., 2005; Češka, 1994; Meier, 2007; Musil, 1994; 

Odstrčil, 2005; The medical biochemistry page, 2022). 

Cholesterol není v polárních rozpouštědlech, to znamená ani ve vodě, rozpustný, a proto 

musí být v těle člověka (v krevní plazmě) přenášen pomocí jeho navázání  

na proteiny – lipoproteiny. Tyto látky hrají hlavní roli ve vstřebávání a v přenosu 

cholesterolu (obecně přenosu všech lipidů) v organismu člověka od jeho příjmu 

potravou v tenkém střevě, přes přenos z jater do periferních tkání až po jeho transport 

zpět do jater a střev (reverzní transport cholesterolu) (Feingold, 2021; Racek et al, 

2006). 

Lipoprotein je komplexní částice, v jejímž středu se nalézá hydrofobní jádro tvořené 

z nepolárních lipidů (triacylglyceroly a estery cholesterolu). Okolo jádra se nalézá 

hydrofilní membrána, která je složená z více polárních lipidů (z fosfolipidů, volného 

cholesterolu a apolipoproteinů), což je znázorněno v následujícím obrázku 3.  

 

Obrázek 3 Struktura lipoproteinu (obrázek upraven z Feingold, 2021) 

Plazmatické lipoproteiny rozdělujeme do několika skupin na základě jejich fyzikálních 

vlastností jako je hustota a elektroforetická pohyblivost. V další tabulce 2 je uvedeno 

roztřídění základních skupin lipoproteinů a jejich vlastnosti.  
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Tabulka 2 Rozdělení a vlastnosti základních skupin lipoproteinů 

Lipoprotein 
Velikost 

[nm] 

Hustota 

[g/ml]  

Elektroforetická 

pohyblivost 
Zdroj  

Chylomikrony  75–1200 < 0,930 
Zůstávají na 

startu 
Tenké střevo 

Lipoproteiny o velmi 

nízké hustotě (VLDL) 
30–80 0,930–1,006 Preβ Játra 

Lipoproteiny o střední 

hustotě (IDL) 
25–35 1,006–1,019 – 

Katabolismus 

VLDL 

Lipoproteiny o nízké 

hustotě (LDL) 
18–25  1,019–1,063 β 

Katabolismus 

IDL 

Lipoproteiny o 

vysoké hustotě (HDL) 
5–12 1,063–1,210 α 

Játra, tenké 

střevo aj. 

Tabulka upravena z Feingold, 2021; Racek et al, 2006 

V následujícím obrázku 4 jsou pro představu zachyceny rozdíly ve velikosti a hustotě 

jednotlivých skupin lipoproteinů 

 

Obrázek 4 Skupiny lipoproteinů (obrázek upravený z Feingold, 2021) 

Nejdůležitější transportní částice pro cholesterol jsou lipoproteiny o nízké hustotě 

(LDL) a lipoproteiny o vysoké hustotě (HDL). 
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LDL přenášejí většinu cholesterolu, který je v oběhu. Cholesterol přenášený LDL poté 

může čekat několikerý osud – může být použit jako stavební část buněčných membrán, 

dále jej tělo může uskladnit jako zásobní cholesterol či může být vyloučen v nezměněné 

formě z těla ven pomocí žluči nebo se po transformaci stane součástí žlučových kyselin. 

HDL lipoproteiny transportují cholesterol z periferních tkání zpět do jater (reverzní 

transport cholesterolu). Jedná se o jedinou možnost, jak dostat cholesterol ven z těla. 

Může být vyloučen v nezměněné formě do žluče nebo po přeměně ve žlučové kyseliny 

do střev, kde je následně vyloučen stolicí (Duška a Trnka, 2006; Feingold, 2021; Racek 

et al, 2006). 

Hodnoty celkového cholesterolu se s rostoucím věkem mění, viz následující tabulka 3. 

Optimální koncentrace u dospělého by se měla pohybovat do 5,18 mmol/l 

(Burkhardová, 2007; Čermáková et al., 2005; Sedláček, 2006; The medical 

biochemistry page, 2022). 

Tabulka 3 Referenční rozmezí celkového cholesterolu 

Referenční rozmezí [mmol/l] 

Děti Optimální hodnota 

Mezní hodnota 

Vysoká hodnota 

<4,40 

4,40–5,15 

≥5,18 

Dospělí Optimální hodnota 

Mezní hodnota 

Vysoká hodnota 

<5,18 

5,18–6,19 

≥6,22 

Zdroj: viz příloha 5; Wu, 2006 

V tabulce 4 jsou uvedené některé vlastnosti cholesterolu. 

Tabulka 4 Vlastnosti cholesterolu 

Název sloučeniny Cholesterol 

Synonyma 
Cholesterin, Cholest-5-en-3beta-ol, Cholesteryl 

alkohol 

Sumární vzorec C27H46O 

Molekulární hmotnost 386,7 g/mol 

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5997 

Na následujících obrázcích 5 a 6 je zachycena chemická struktura molekuly 

cholesterolu v modelu 2D a 3D. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5997
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Obrázek 5 Chemická struktura cholesterolu ve 2D (Zdroj: vlastní; vytvořeno pomocí 

programu ACD/ChemSketch od výrobce Advanced Chemistry Development Inc.) 

 

Obrázek 6 Chemická struktura cholesterolu ve 3D. Barevné rozlišení prvků: uhlík 

šedivě, kyslík červeně a vodík bíle. (Zdroj: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5997) 

2.5.2 Biomedicínský význam cholesterolu 

 Z cholesterolu se vytváří základní stavba buněčných membrán. 

 Příjem a tvorba cholesterolu jsou důležité pro tvorbu steroidních hormonů, 

žlučových kyselin a vitamínu D. 

 Cholesterol se podílí na produkci myelinových pochev v nervové tkáni. 

 Zvýšená hladina cholesterolu je rizikovým faktorem pro rozvoj 

kardiovaskulárních onemocnění (např. ateroskleróza, infarkt myokardu či cévní 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5997
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mozková příhoda) (Burkhardová, 2007; Čermáková et al., 2005; The medical 

biochemistry page, 2022). 
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3 Cíl práce 

Cílem práce je objasnění pojmu verifikace, dále seznámení se s praktickým prováděním 

analytické metody pro stanovení glukózy a cholesterolu na konkrétním pracovišti 

a zhodnocení výsledků. 
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4 Metodika práce 

4.1 Materiál 

Pro postup verifikace metody je možné využít naměřená data z Interní kontroly kvality 

(IKK) zdravotnické laboratoře, které jsou více (ale nejen) zaměřena na prověření 

preciznosti analytické metody. Dále je možné naměřit data pro Externí hodnocení 

kvality (EHK), která jsou více (ale nejen) zaměřena na prověření přesnosti 

a mezilaboratorní preciznosti (Jabor, 2020). Za tímto účelem jsou využívány kontrolní 

vzorky pro IKK a kontrolní vzorky pro EHK. 

4.1.1 Kontrolní materiál pro potřebu IKK 

Pro potřebu interní kontroly kvality jsou využívány vzorky, které jsou určeny 

pro opakované stanovení koncentrace analytu v materiálu daném pro kontrolu kvality. 

Záměrem je dokázat stálost analytického postupu a zhodnotit analytickou variabilitu 

metody. Pro tento účel se využívají materiály nezávislé na kalibrátoru metody 

a na tvůrci diagnostických souprav. Laboratoře proto využívají kontrolní materiály 

zakoupené od „třetích“ stran. Pro stanovení glukózy a cholesterolu jsme využili vzorky 

MCHS 010803210 L1, MCHS 010803210 L2, MCHS 010803210 L3 (od firmy 

TECHNO-PATH clinical diagnostics, Tipperary, Irsko). Z názvu šarže (L1, L2, L3) lze 

odvodit, že se jedná o vzorky pro stanovení hodnot nízkých (level 1), středních (level 2) 

a vysokých (level 3). Koncentrace jednotlivých analytů je zaznamenána v příbalovém 

letáku těchto vzorků (Jabor, 2020; viz příloha 2). 

U kontrolních vzorků se koncentrace obou analytů má pohybovat v  rozmezí udávaném 

výrobcem (viz příloha 15, 16). U vzorku MCHS 010803210 L1 se koncentrace glukózy 

má pohybovat v referenčním rozmezí 2,26–3,39 mmol/l (průměr 2,82 mmol/l) 

a koncentrace cholesterolu 1,95–2,93 mmol/l (průměr 2,44 mmol/l). U vzorku MCHS 

010803210 L2 se koncentrace analytů mají nacházet v rozmezí u glukózy  

5,50–8,25 mmol/l (průměr 6,88 mmol/l), u cholesterolu 3,46–5,19 mmol/l (průměr 

4,32 mmol/l). U vzorku MCHS 010803210 L3 je rozmezí glukózy 11,7–17,5 mmol/l 

(průměr 14,6 mmol/l) a cholesterolu 4,32–6,48 mmol/l (průměr 5,40 mmol/l)  

(viz příloha 19 a 20). 
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4.1.2 Kontrolní materiál pro potřebu EHK 

Pro verifikaci metod stanovení glukózy a cholesterolu byly použity kontrolní materiály 

krevního séra AKS3/22 zakoupené od firmy SEKK spol. s r.o., Pardubice, Česká 

republika. Oba vzorky byly značené kódem cyklu a písmenem – jeden A, druhý B. 

Jedná se o vzorky zakoupené pro účel cyklu EHK. EHK je nástroj pro zhodnocení 

jakosti analytických postupů. Jedná se o povinný systém, který je řízen různými 

organizacemi často v kooperaci s vědeckými či profesními společnostmi (Jabor, 2020; 

viz příloha 3). 

Typ kontrolního materiálu je lyofilizované lidské sérum, ve kterém je zahrnuto 25 druhů 

analytů (všechny hodnoty analytů validovány), včetně glukózy a cholesterolu. Kontrolní 

materiál AKS3/22 je složen ze dvou vzorků (AKS 3/22 A a AKS 3/22 B). Kontrolní 

materiál AKS3/22 je u některých analytů (včetně glukózy a cholesterolu) vybaven 

certifikovanou referenční hodnotou (CRV). Tyto hodnoty včetně nejistot byly získány 

v referenční laboratoři Referenzinstitut für Bioanalytik, Bonn, Německo a jsou 

navázány na primární standard VIST SRM 965 (v případě glukózy), referenční metoda 

ID-GC/MS. V případě cholesterolu je navázáno na referenční metodu Abell-Kendal 

CDC reference method, primární standard Solomon Park Human Cholesterol LRC03. 

Certifikované referenční hodnoty u vzorku A udávají koncentraci glukózy 6,899 mmol/l 

s rozšířenou nejistotou 0,069 mmol/l, což odpovídá 3,2 %, a koncentraci cholesterolu 

2,972 mmol/l s rozšířenou nejistotou 0,043 mmol/l, která odpovídá 2,0 %. Ve vzorku B 

byly CRV koncentrace glukózy 13,89 mmol/l s rozšířenou nejistotou 0,14 mmol/l, 

vyjádřeno v procentech 3,1 %, a cholesterolu 4,187 mmol/l s rozšířenou nejistotou 

0,042 mmol/l, procentuálně vyjádřeno 2,2 %. V tabulkách verifikačních protokolů (viz 

příloha 16 a 17) jsou CRV označeny jako cílové hodnoty. Vzorky jsou uchovávány při 

teplotě +2 °C až +8 °C. Před vlastním použitím je nutno vzorky lyofilizátu nechat 

vytemperovat na teplotu laboratoře a rozpustit (viz příloha 3). 

Hladiny analytů pro vyhodnocení verifikačního protokolu se rozdělují podle jejich výše 

do tří rozmezí – nízké, střední a vysoké (viz příloha 12 a 13). V tabulce Výsledné 

hodnoty jsou označené jako vzorek A (nízká hladina), vzorek B (střední hladina) 

a vzorek C (vysoká hladina) a podle naměřené výše hladiny kontrolních vzorků jsou 

poté vzorky pro snadnější orientaci umístěny v přibližném rozmezí, které odpovídá 

hladinám vzorků IKK. 
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U kontrolního vzorku AKS 3/22 A se hladina glukózy nacházela ve střední hladině, 

proto byla v tabulce Výsledné hodnoty označena jako vzorek B a u kontrolního vzorku  

AKS 3/22 B se hladina glukózy nacházela ve vysoké hladině, a proto byla označena jako  

vzorek C (viz příloha 16). 

U kontrolního vzorku AKS 3/22 A se hladina cholesterolu nacházela v rozmezí o nízké 

hladině, proto byla v tabulce Výsledné hodnoty označena jako vzorek A a u kontrolního 

vzorku AKS 3/22 B se hladina cholesterolu nacházela v rozmezí střední hladiny, a proto 

byla označena jako vzorek B (viz příloha 17). 

Pokud výsledek daného analytu vybaveného hodnotou CRV vyhoví požadavkům EHK, 

můžeme danou metodu prohlásit za navázanou na metodu referenční.  
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4.2 Metody 

4.2.1 Analyzátor 

Vzorky byly měřeny na analyzátoru Alinity ci firmy Abbott Laboratories, s.r.o. 

diagnostics division, Praha, Česká republika. Jedná se modulový analyzátor. Analyty 

glukóza a cholesterol se stanovují na modulu Alinity c. 

Modul analyzátoru Alinity c může stanovit až 1350 testů za hodinu. Jednotlivé výsledky 

mohou být zobrazeny na displeji zařízení a zároveň jsou posílány do laboratorního 

informačního systému (LIS). 

Přístroje, pomůcky: stojánky na vzorkové zkumavky, vzorkové zkumavky a kepy, 

propojovací hadice a kabely, odpadní nádoba, pipety a odměrné válce. 

Technické parametry: napětí pro napájení: 180–264 V; kmitočet: 47–63 Hz; největší 

počet vzorků v podavači: 6; rozměry přístroje: šířka 118,9 cm, hloubka 116,9 cm,  

výška 133,5 cm; hmotnost: 623,2 kg; prostor pro chlazení reagencií: 2–12 °C; prostor 

pro reakční směs: 36,4–37,6 °C. 

 

Obrázek 7 Analyzátor Alinity ci, vyfoceno dne 21. 7. 2022 v Laboratoři Synlab 

v Českých Budějovicích. 
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Obrázek 8 Schéma analyzátoru Alinity c s popisem jednotlivých součástí. Převzato 

z Kotková, 2021b. 

Reagencie pro přístroj Alinity c jsou od výrobce nachystány v originálním balení 

pro použití. Pro stanovení glukózy jsou využívány reagencie Alinity c Glucose Reagent 

Kit (katalogové číslo 07P5520) od firmy Abbott Laboratories, s.r.o. diagnostics 

division, Praha, Česká republika. I pro stanovení cholesterolu se využívají reagencie 

od stejného dodavatele, jež se nazývá Alinity c Cholesterol2 (katalogové číslo 

04T8830). 
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Než jsou reagencie vloženy do přístroje, musí se zlehounka promíchat 5x naklopením 

do úhlu 45° a až teprve po promíchání se odzátkují a vloží do analyzátoru (Kotková, 

2021b). 

4.2.2 Fotometrie 

Princip fotometrických metod spočívá ve změření záření, které je absorbováno 

roztokem (Křížek a Šíma, 2015). 

4.2.3 Princip metody pro stanovení analytu glukózy 

Glukóza se stanovuje enzymatickou referenční metodou s hexokinázou. „Glukóza je 

fosforylována hexokinázou (HK) za přítomnosti adenozintrifosfátu (ATP) a iontů 

hořčíku za vzniku glukóza-6-fosfátu (G-6-P) a adenozindifosfátu (ADP). Glukóza-6-

fosfátdehydrogenáza (G-6-PDH) specificky oxiduje G-6-P na glukonát-6-fosfát  

za souběžné redukce nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) na redukovaný 

nikotinamidadenindinukleotid (NADH). Na každý mikromol spotřebované glukózy je 

produkován jeden mikromol NADH. Vzniklý NADH absorbuje světlo při vlnové délce 

340 nm a je detekován spektrofotometricky jako nárůst absorbance“ (viz příloha 4). 

Princip biochemické reakce je znázorněn na následujícím obrázku: 

 

Obrázek 9 Schéma hexokinázové metody (převzato z Kotková, 2021a). 
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4.2.4 Princip metody pro stanovení analytu cholesterol 

Cholesterol se stanovuje automatizovanou biochemickou metodou využívající působení 

enzymů cholesterol esterázy a cholesterol oxidázy (Kotková, 2022). 

Princip metody je: „Estery cholesterolu jsou enzymaticky hydrolyzovány 

cholesterolesterázou na cholesterol a volné mastné kyseliny. Volný cholesterol, včetně 

původně přítomného cholesterolu, je poté oxidován cholesteroloxidázou  

na cholest-4-en-3-on a peroxid vodíku. Peroxid vodíku se oxidativně váže 

s N,N-bis(4-sulfobutyl)-3-methylalaninem (TODB) a 4-aminoantipyrinem za vzniku 

chromoforu (chinoniminové barvivo), který je kvantifikován při vlnové délce 604 nm.“ 

(viz příloha 5). Na následujícím obrázku je znázorněn princip biochemické reakce: 

 

Obrázek 10 Schéma enzymatického kolorimetrického testu (převzato a upraveno 

z Kotková, 2021a). 

4.2.5 Postup přípravy vzorku pro EHK 

 Ke vzorku se přidá 5,0 ml redestilované či deionizované vody (teplota +18 °C až 

20 °C). Lahvičku se vzorkem uzavřeme a necháme stát dalších 30 minut 

při laboratorní teplotě mimo přímé osvětlení. Čas od času je třeba obsah lahvičky 

promíchat (pozor nesmí se vytvořit pěna), až se vzorek úplně rozpustí 

a zhomogenizuje se. 

 Dále je kontrolní vzorek zpracováván jako u rutinních vzorků (viz příloha 2). 
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Obrázek 11 Připravené již plně rozpuštěné vzorky AKS3/22 před vlastním měřením. 

Vyfoceno dne 21. 7. 2022 v Laboratoři Synlab v Českých Budějovicích. 

4.2.6 Postup vlastního zpracování vzorku pro EHK 

Nejprve musíme připravit žádanku o laboratorní vyšetření (viz příloha 1) a podle tohoto 

dokumentu zadat údaje o vzorku a volbě typu testu do počítače. Poté se připravená 

zkumavka se vzorkem vloží do stojánku a stojánek se postaví do podavače stojanů 

se vzorky. Odtud si analyzátor stojánek se vzorkem převezme a po kliknutí na tlačítko 

Start se spustí vlastní měření. Po ukončeném měření jsou výsledky automaticky 

odeslány do LISu (Laboratorní informační systém), či se můžeme na údaje o vzorku 

podívat přímo na displeji přístroje Alinity. Výsledky měření se mohou vytisknout přímo 

z analyzátoru, který je napojen na tiskárnu. 
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4.3 Statistické zpracování naměřených hodnot 

4.3.1 Aritmetický průměr a směrodatná odchylka 

Aritmetický průměr (xRw) – vyjadřuje „podíl součtu všech sledovaných hodnot (xi) 

a jejich počtu (n). Je to ukazatel střední hodnoty homogenních souborů s normálním 

rozdělením“ (Dastych et al., 2008, s. 24). 

𝑥𝑅𝑤 =  
1

𝑛
∑ 𝑥𝑖

𝑛

𝑖 =1

 (1) 

 

 kde je: xRw … aritmetický průměr měření 

  n … počet měření (minimum 10 měření) 

  xi … jednotlivé naměřené hodnoty 

Při verifikaci je počítáno s výběrovou směrodatnou odchylkou (SDRw), která nám 

vyjadřuje standardní nejistotu (uRw). Je počítána podle vzorce. 

𝑢𝑅𝑤 =  𝑆𝐷𝑅𝑤 =  √
1

𝑛 − 1
∑(𝑥𝑖 − 𝑥𝑅𝑤)2

𝑛

𝑖=1

 
(2) 

(Bartoš et al., 2021; Suchánek et al., 2006) 

4.3.2 Variační koeficient 

„Variační koeficient (CV) vyjadřuje poměr směrodatné odchylky a aritmetického 

průměru, obvykle se uvádí v procentech.“ (Dastych et al., 2008, s. 24). Umožňuje 

vyjádření variability měření nezávisle na jednotkách. Výpočet se provede dle vzorce: 

𝐶𝑉 [%]  = 100 ∙  
𝑆𝐷

𝑥𝑅𝑤
 

(3) 

Variační koeficient se shoduje s relativní standardní nejistotou (urel) (Bartoš et al., 

2021). 
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4.3.3 Nejistota měření 

Celková nejistota je složena z řady dílčích nejistot, a proto se nazývá kombinovanou 

nejistotou (Uc). Nejistota se vždy vztahuje k výsledku měření a ne k metodě, proto 

označení nejistota měření. Nejistotu měření lze vyjádřit jako absolutní (v jednotkách 

měření) či relativní (v %). Přepočty absolutní a relativní nejistoty se provádí podle 

následujících vztahů: 

Přepočet absolutní nejistoty na relativní: 

𝑢𝑟𝑒𝑙 =100 ∙  
𝑢

𝑥
 [%] (4) 

 

Přepočet relativní nejistoty na absolutní: 

𝑢 = 𝑥 ∙  
𝑢𝑟𝑒𝑙

100
  (5) 

 

 kde je: urel … nejistota vyjádřená relativně [%] 

  u … nejistota vyjádřená absolutně [v jednotce měření] 

  x … naměřená hodnota 

Takto jde vzájemně přepočítat jakékoliv druhy nejistot, jako jsou např. standardní, 

kombinovaná, rozšířená nejistota měření. 

Typy nejistot odpovídající procesu jejich stanovení: 

 Standardní nejistota měření (u) – daná část analýzy, která tak přispívá 

ke kombinované nejistotě výsledku analýzy a je formulována jako směrodatná 

odchylka (tj. u = SD). 

 Relativní standardní nejistota (urel) – standardní nejistota vyjádřena v % podle 

vztahu výše a shoduje se s variačním koeficientem (tj. urel = CV). 

 Relativní kombinovaná nejistota (uc,rel) – matematická kombinace několika 

relativních standardních nejistot podle vztahu: 

uc,rel =  √𝑢1,𝑟𝑒𝑙
2 +  𝑢2,𝑟𝑒𝑙

2  + ⋯ + 𝑢𝑛,𝑟𝑒𝑙
2  [%] (6) 
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kde je: uc,rel … relativní kombinovaná nejistota 

u1, rel až un,rel … dílčí relativní standardní nejistoty 

 Relativní kombinovaná rozšířená nejistota (Uc,rel) – prozrazuje míru nejistoty jako 

interval kolem naměřených hodnot, kde se nachází skutečná hodnota měřené 

veličiny s určitou pravděpodobností. Touto pravděpodobností je velmi často 

hodnota 0,95, což odpovídá 95 % intervalu spolehlivosti. Stanoví se dle vztahu: 

𝑈𝑐,𝑟𝑒𝑙  = 𝑘 ∙  𝑢𝑐,𝑟𝑒𝑙  [%] (7) 

 

kde je: Uc,rel … relativní kombinovaná rozšířená nejistota 

k … koeficient rozšíření – je doporučeno aplikovat hodnotu k = 2, to 

se shoduje s intervalem porytí 95 % (kritická hodnota normovaného 

normálního rozložení) 

uc,rel … relativní kombinovaná nejistota 

Zápis hodnoty stanoveného výsledku měření xi společně s nejistotou měření 

se udává ve tvaru xi ± Uc,rel. 

 Relativní standardní kombinovaná nejistota (uc,rel) – se stanoví podle vztahu: 

𝑢𝑐,𝑟𝑒𝑙 = √𝑢𝑅𝑤,𝑟𝑒𝑙
2 + 𝑢𝑐𝑎𝑙,𝑟𝑒𝑙

2  [%] (8) 

 

kde je: uc,rel … relativní kombinovaná standardní nejistota 

uRw,rel … relativní standardní nejistota vypočtená jako výběrová 

směrodatná odchylka 

ucal,rel … relativní standardní nejistota kalibrátoru, kterou dodává výrobce 

Vzhledem k tomu, že nejistoty uvádíme relativně, obvykle se vztahují k širokému 

intervalu hodnot, je i nejistota určená podle předchozího vztahu využitelná na široké 

škále změřených hodnot.  
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Relativní standardní kombinovaná nejistota (uc,rel) je standardní nejistota 

a pro převážnou část praktických účelů, jako je např. informování klientů, prezentace, 

apod., je nutno ji upravit na rozšířenou nejistotu Uc,rel a to podle vztahu: 

𝑈𝑐,𝑟𝑒𝑙 = 2 ∙ 𝑢𝑐,𝑟𝑒𝑙 
 

(9) 

 

Kdybychom vyžadovali pro určitou změřenou hodnotu (x) uvést velikost standardní (uc) 

či rozšířené (Uc) kombinované nejistoty znázorněné v absolutních hodnotách  

(tj. v jednotce měření), lehce ji přepočítáme dosazením do vztahu přepočtu relativní 

nejistoty na absolutní nejistotu (viz vzorec 5; Bartoš et al., 2021; NATA 2018; Ellison 

a Williams, 2012; Jabor, 2020; Suchánek et al., 2006; Suchánek a Milde, 2013). 

4.3.4 Systematická odchylka a výtěžnost 

Systematická odchylka neboli vychýlení je definováno jako „rozdíl mezi střední 

hodnotou zkoušky (x) a certifikovanou hodnotou (x0). Vychýlení představuje kvantifikaci 

systematické chyby měření.“ (Dastych et al., 2008, s. 24). 

Bias (B) je diference mezi aritmetickým průměrem naměřených hodnot v sérii 

a referenční hodnotou neboli CRV. Předmětem měření je příhodný referenční materiál, 

u kterého známe jeho referenční hodnotu a nejistotu. Aritmetický průměr měření 

se vždy určuje za předpokladu opakovatelnosti měření neboli měření v sérii. Vyhovující 

velikost série je minimálně deset měřených vzorků. Většinou se vyjadřuje v procentech 

a reprezentuje míru pravdivosti. Čím je hodnota bias nižší, tím je pravdivost větší. 

Výpočet se realizuje dle vztahu: 

𝐵 =
𝑥 − 𝑥0

𝑥0
∙ 100 [%] (10) 

 

kde je: x … průměr hodnot naměřených laboratoří 

x0 … referenční hodnota materiálu 

Hodnota bias se již do nejistot nezapočítává. Očekáváme, že vychýlení není významné. 

Jak uvádí Bartoš et al. (2021, s. 2) „Domníváme se, že toto zjednodušení není na úkor 

vypovídající schopnosti výsledných odhadů nejistot měření.“ 
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Výtěžnost (R) metody je obdobný parametr jako bias. Jde o poměr aritmetického 

průměru a referenční hodnoty. Většinou se udává v procentech. Výpočet podle vztahu: 

𝑅 =
𝑥𝑅𝑤

𝑐𝑟𝑒𝑓
∙ 100 [%] (11) 

 

kde je: xRw … aritmetický průměr 

 c ref … referenční hodnota sledovaného analytu 

Vztah mezi výtěžností a systematickou odchylkou je vyjádřen vzorcem: 

𝐵 = 𝑅 − 100 [%] (12) 

 

 (Bartoš et al., 2021; Dastych et al., 2008; Racek et al., 2006; Suchánek et al., 2006). 
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5 Výsledky 

V laboratoři jsme uskutečnili verifikaci analytických metod stanovení glukózy 

a cholesterolu. Analyzátor změřil hladiny koncentrace námi měřených analytů glukózy 

a cholesterolu ve vzorcích za podmínek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. 

Z naměřených hodnot jsme určili potřebné charakteristiky statistického souboru 

a zhotovili verifikační protokol (viz příloha 16 a 17). Tento dokument je důležitou částí 

postupu verifikace. 

5.1 Stanovení glukózy – měření v čase (IKK) 

V průběhu 25 po sobě následujících dní (za podmínek reprodukovatelnosti) jsme měřili 

tři kontrolní vzorky glukózy pro nízkou, střední a vysokou hladinu: vzorek  

MCHS 010803210 L1 (dále jen „vzorek 1“), vzorek MCHS 010803210 L2 (dále jen 

„vzorek 2“) a vzorek MCHS 010803210 L3 (dále jen „vzorek 3“). 

Ve vzorku 1 (nízká hladina) byla nejnižší naměřená hodnota glukózy 2,80 mmol/l 

a nejvyšší 2,92 mmol/l (viz příloha 6). 

Ve vzorku 2 (střední hladina) byla nejnižší naměřená hodnota glukózy 6,84 mmol/l 

a nejvyšší 7,08 mmol/l (viz příloha 7). 

Ve vzorku 3 (vysoká hladina) byla nejnižší naměřená hodnota glukózy 14,38 mmol/l 

a nejvyšší 14,82 mmol/l (viz příloha 8). 

Z těchto hodnot jsme vypočítali potřebné statistické veličiny jako je aritmetický průměr, 

směrodatná odchylka (SD) a variační koeficient (CV) dle vztahů (1), (2) a (3), což je 

zaznamenáno v následující tabulce 5. 

Tabulka 5 Statistické zpracování kontrolních vzorků glukózy 

 Počet hodnot Průměr SD CV 

Vzorek 1 25 2,85 0,037 1,3 

Vzorek 2 25 6,95 0,063 0,9 

Vzorek 3 25 14,63 0,122 0,8 

 

Pro účely procesu verifikace jsme nadále pracovali s hodnotami kontrolních vzorků: 

vzorek 2 a vzorek 3. 
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V následujících souhrnných grafech 1 a 2 pro měření v čase pro hladiny kontrolních 

vzorků 2 a 3 je zobrazen rozptyl hodnot, který se pohybuje kolem jejich aritmetického 

průměru a nachází se v rozmezí udávané výrobcem. U vzorku 2 je to rozmezí  

5,50–8,25 mmol/l a průměr udávaný výrobcem je 6,88 mmol/l a u vzorku 3 je rozmezí 

11,7–17,5 mmol/l, průměr daný výrobcem je 14,6 mmol/l. (viz příloha 19 a 20). 

 

Graf 1 Změny koncentrace glukózy ve vzorku 2 (měření v čase) v rámci verifikace 
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Graf 2 Změny koncentrace glukózy ve vzorku 3 (měření v čase) v rámci verifikace 

 

Legenda ke grafům 1 a 2: 

 Horní mez referenčního rozmezí daná výrobcem 

 Dolní mez referenčního rozmezí daná výrobcem 

 Průměr kontrolních vzorků daný výrobcem 

 Průměr z hodnot, které naměřila laboratoř v rámci IKK 

 Naměřené hodnoty laboratoře v rámci IKK 
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5.2 Stanovení glukózy – měření v sérii 

Kontrolní materiál AKS3/22 obsahoval vzorek AKS 3/22 A (dále jako „vzorek B“) 

a vzorek AKS 3/22 B (dále jako „vzorek C“). Oba vzorky jsme následně měřili 

v 10 po sobě následujících měřeních (za podmínek opakovatelnosti; viz příloha 12 

a 13). Naměřené hodnoty jsou zaznamenány v protokolu o verifikaci (viz příloha 16). 

V následujících grafech 3 a 4 jsou zaznamenány jednotlivé naměřené hodnoty, které 

se pohybují kolem svého průměru. 

Graf 3 Změny koncentrace glukózy ve vzorku B (měření v sérii) v rámci verifikace 

 

Graf 4 Změny koncentrace glukózy ve vzorku C (měření v sérii) v rámci verifikace 
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Legenda ke grafům 3 a 4: 

 Průměr z hodnot, které naměřila laboratoř v rámci verifikace 

 Průměr ± 1 SD 

 Průměr ± 2 SD 

 Průměr ± 3 SD 

 Naměřené hodnoty laboratoře v rámci verifikace 

 

V následující tabulce 6 jsou vypočtené potřebné statistické veličiny: aritmetický průměr 

naměřených hodnot dle vztahu (1), cílová hodnota pro vzorky B i C daná referenční 

laboratoří, nejistota referenčních materiálů daná referenční laboratoří, směrodatná 

odchylka (SD) dle vztahu (2) a variační koeficient (CV) měřených hodnot 

dle vztahu (3). Dále jsme stanovili výtěžnost (R(x)) dle vztahu (12) a míru vychýlení 

dle vztahu (10). Tato tabulka je též součástí verifikačního protokolu (viz příloha 16). 

Tabulka 6 Statistické zpracování hodnot změřených v rámci verifikačního měření 

pro glukózu 

 Vzorek B Vzorek C Jednotky 

Průměr  6,605 12,994 mmol/l 

Cílová hodnota 6,899 13,890 mmol/l 

Nejistota referenčního materiálu 0,5 0,5 % 

SD 0,026 0,051 mmol/l 

CV 0,393 0,393 % 

R(x) 95,74 93,55 % 

Bias –4,26 –6,45 % 

 

Také jsme určili kombinovanou nejistotu dle vztahu (8): pro vzorek B byla 3,2% 

a pro vzorek C 3,1%. 

95% intervaly spolehlivosti výsledků měření jsou: pro vzorek B v intervalu  

6,678–7,120 mmol/l a pro vzorek C v intervalu 13,459–14,321 mmol/l. 

Námi naměřené variační koeficienty (CV), jsou srovnatelné s cílovou hodnotou 

respektive s CRV, který uvádí výrobce (viz příloha 3 a 16). Kombinovaná nejistota pro 

vzorky B i C splňuje dané parametry vzhledem k Dmax deklarovaný firmou SEKK (viz 

příloha 16 a 21). Dmax je přijatelný rozdíl udávaný v procentech, který se využívá 

v programech EHK pro posuzování velikosti rozdílů mezi výsledkem účastníka 

a vztažnou hodnotou neboli CRV. Jedná se o kritérium pro posuzování kvantitativních 
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výsledků (Bartoš et al., 2021). Závěrem můžeme prohlásit, že metoda pro stanovení 

glukózy je vhodná ke klinickému použití. 

5.3 Stanovení cholesterolu – měření v čase (IKK) 

V průběhu 37 po sobě následujících dní (za podmínek reprodukovatelnosti) jsme měřili 

kontrolní vzorky cholesterolu pro nízkou, střední a vysokou hladinu: vzorek  

MCHS 010803210 L1 (dále jen „vzorek 1“), vzorek MCHS 010803210 L2 (dále jen 

„vzorek 2“) a vzorek MCHS 010803210 L3 (dále jen „vzorek 3“). 

Ve vzorku 1 (nízká hladina) byla nejnižší naměřená hodnota cholesterolu 2,42 mmol/l 

a nejvyšší 2,53 mmol/l (viz příloha 9). 

Ve vzorku 2 (střední hladina) byla nejnižší naměřená hodnota cholesterolu 4,29 mmol/l 

a nejvyšší 4,44 mmol/l (viz příloha 10). 

Ve vzorku 3 (vysoká hladina) byla nejnižší naměřená hodnota cholesterolu 5,38 mmol/l 

a nejvyšší 5,62 mmol/l (viz příloha 11). 

Z těchto hodnot jsme vypočítali potřebné statistické veličiny: aritmetický průměr, 

směrodatnou odchylku (SD) a variační koeficient (CV) dle vztahů (1), (2) a (3), což je 

zaznamenáno v následující tabulce 7. 

Tabulka 7 Statistické zpracování kontrolních vzorků cholesterolu 

 Počet hodnot Průměr SD CV 

Vzorek 1 37 2,48 0,031 1,3 

Vzorek 2 37 4,37 0,042 1,0 

Vzorek 3 37 5,53 0,058 1,1 

 

Pro účely procesu verifikace jsme nadále pracovali s hodnotami kontrolních vzorků: 

vzorek 1 a vzorek 2. 

V následujících souhrnných grafech 5 a 6 pro měření v čase pro hladiny kontrolních 

vzorků 1 a 2 je zobrazen rozptyl hodnot, který se pohybuje kolem jejich aritmetického 

průměru a nachází se v rozmezí udávané výrobcem. U vzorku 1 je to rozmezí  

1,95–2,93 mmol/l a průměr udávaný výrobcem je 2,44 mmol/l a u vzorku 2 je rozmezí 

3,42–5,19 mmol/l, průměr daný výrobcem je 4,32 mmol/l. (viz příloha 19 a 20). 
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Graf 5 Změny koncentrace cholesterolu ve vzorku 1 (měření v čase) v rámci verifikace 

Graf 6 Změny koncentrace cholesterolu ve vzorku 2 (měření v čase) v rámci verifikace 
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Legenda ke grafům 5 a 6: 

 Horní mez referenčního rozmezí daná výrobcem 

 Dolní mez referenčního rozmezí daná výrobcem 

 Průměr kontrolních vzorků daný výrobcem  

 Průměr z hodnot, které naměřila laboratoř v rámci IKK 

 Naměřené hodnoty laboratoře v rámci IKK 

 

5.4 Stanovení cholesterolu – měření v sérii 

Kontrolní materiál AKS3/22 obsahoval vzorek AKS 3/22 A (dále jako „vzorek A“) 

a vzorek AKS 3/22 B (dále jako „vzorek B“). Oba vzorky jsme následně měřili 

v 10 po sobě následujících měření (za podmínek opakovatelnosti) (viz příloha 14 a 15). 

Naměřené hodnoty jsou zaznamenány v protokolu o verifikaci (viz příloha 17). 

V následujících grafech 7 a 8 jsou zaznamenány jednotlivé naměřené hodnoty, které 

se pohybují kolem svého průměru. 

Graf 7 Změny koncentrace cholesterolu ve vzorku A (měření v sérii) v rámci verifikace 
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Graf 8 Změny koncentrace cholesterolu ve vzorku B (měření v sérii) v rámci verifikace 

 

Legenda ke grafům 7 a 8: 

 Průměr z hodnot, které naměřila laboratoř v rámci verifikace 

 Průměr ± 1 SD 

 Průměr ± 2 SD 

 Průměr ± 3 SD 

 Naměřené hodnoty laboratoře v rámci verifikace 

 

V následující tabulce 8 jsou vypočtené potřebné statistické veličiny: aritmetický průměr 

naměřených hodnot dle vztahu (1), referenční hodnota pro vzorky A i B daná referenční 

laboratoří, nejistota referenčních materiálů daná referenční laboratoří, směrodatná 

odchylka (SD) dle vztahu (2) a variační koeficient (CV) měřených hodnot. Dále jsme 

stanovili výtěžnost (R(x)) podle vztahu (12) a míru vychýlení (bias) dle vztahu (10). Tato 

tabulka je též součástí verifikačního protokolu (viz příloha 17). 

Tabulka 8 Statistické zpracování hodnot změřených v rámci verifikačního měření 

pro cholesterol 

 Vzorek A Vzorek B Jednotky 

Průměr  2,775 3,976 mmol/l 

Cílová hodnota 2,972 4,187 mmol/l 

Nejistota referenčního materiálu 0,7 0,5 % 

SD 0,010 0,026 mmol/l 

CV 0,350 0,662 % 

R(x) 93,37 94,96 % 

Bias –6,63 –5,04 % 
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Také jsme určili kombinovanou nejistotu dle vztahu (8): pro vzorek A byla 2,0 % 

a pro vzorek B 2,2 %. 

95% intervaly spolehlivosti výsledků měření jsou: pro vzorek A v intervalu  

2,913–3,031 mmol/l a pro vzorek B v intervalu 4,095–4,279 mmol/l. 

Námi změřené CV jsou srovnatelné s cílovou hodnotou respektive s CRV, který uvádí 

výrobce (viz příloha 3 a 17). Kombinovaná nejistota pro vzorky A i B je vyhovující 

vůči Dmax, který udává firma SEKK spol. s r.o. (viz příloha 17 a 21). Metoda stanovení 

cholesterolu je použitelná ke klinickému využití. 
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6 Diskuze 

V oblasti zdravotnictví došlo v posledních několika letech k velkému pokroku, 

zdravotnické laboratoře nevyjímaje. Jsou vyvíjeny stále modernější analyzátory 

pro zpracování laboratorních vzorků. Implementace novějších metod přináší mnoho 

výhod, např. rychlejší a účelnější zpracování jednotlivých vzorků, celkové snížení 

nákladů na analýzu vzorků a další. Zdravotnické laboratoře vydávají výsledky s větší 

přesností. S tím ruku v ruce přichází i zvýšená pozornost hodnocení kvality na těchto 

pracovištích. 

Za tímto účelem zdravotnické laboratoře v pravidelných intervalech provádějí 

verifikace laboratorních metod, které na svých pracovištích vykonávají. Proces 

verifikace zabezpečuje kontrolu správnosti výsledků jednotlivých metod stanovení, 

které laboratoř vydává. Snahou laboratoře je vydat co nejspolehlivější výsledky s co 

nejnižšími finančními náklady. 

Součástí tohoto procesu je kromě opakovatelnosti a reprodukovatelnosti i určení 

kombinované nejistoty. Tato „naše“ laboratorní nejistota je porovnávána s mezní 

nejistotou a mezními hodnotami nejistoty daného analytu, které udává distributor 

pro EHK. Výsledky laboratoře jsou srovnávány s nejistotami jiných zdravotnických 

laboratoří při mezilaboratorním porovnávání. 

6.1 Vyhodnocení stanovení glukózy 

Při stanovení koncentrace glukózy na analyzátoru Alinity c byla námi zjištěná hodnota 

koncentrace u vzorku B (AKS 3/22 A) 6,605 mmol/l, přičemž cílová hodnota udávaná 

referenční laboratoří byla 6,899 mmol/l (viz příloha 3). Kombinovaná nejistota u toho 

vzorku B vyšla 3,2 %. Tato hodnota je nižší než mezní hodnota nejistoty udávaná 

distributorem (Dmax), která byla stanovena na 8 % (viz příloha 21). U vzorku C (AKS 

3/22 B) byla zjištěná hodnota 12,994 mmol/l a hodnota udávaná referenční laboratoří 

byla 13,890 mmol/l(viz příloha 3). Kombinovaná nejistota u toho vzorku C vyšla 3,1 % 

a je také nižší než mezní hodnota nejistoty udávaná distributorem (Dmax), která byla 

stanovena na 8 % (viz příloha 21). Kombinované nejistoty u obou vzorků jsou 

vyhovující vzhledem k Dmax SEKK, proto je metoda stanovení glukózy vhodná ke 

klinickému využití. 
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6.2 Vyhodnocení stanovení cholesterolu 

Při stanovení koncentrace cholesterolu na analyzátoru Alinity c byly námi zjištěné 

hodnoty koncentrace u vzorku A (AKS 3/22 A) 2,775 mmol/l, přičemž cílová hodnota 

udávaná referenční laboratoří byla 2,972 mmol/l (viz příloha 3). Kombinovaná nejistota 

pro vzorek A byla 2,0 %, oproti mezní hodnotě nejistoty udávané distributorem (Dmax), 

která byla stanovena na 9 % (viz příloha 21). U vzorku B (AKS 3/22 B) jsme zjistili 

hladinu cholesterolu 3,976 mmol/l, referenční laboratoří udaná hodnota analytu byla 

4,187 mmol/l(viz příloha 3). Kombinovaná nejistota u toho vzorku B vyšla 2,2 % a je 

také nižší oproti mezní hodnotě nejistoty udávané distributorem (Dmax), která byla 

stanovena na 9 % (viz příloha 21). Kombinované nejistoty u obou vzorků jsou 

vyhovující vzhledem k Dmax SEKK, proto je metoda stanovení použitelná pro daný účel. 

6.3 Nesrovnalosti v oficiálních materiálech laboratoře 

Během seznamování se s procesem verifikace jsem musela projít mnoho materiálů 

tykajících se tohoto tématu. Mezi nimi byly i interní dokumenty zdravotnické laboratoře 

Synlab v Českých Budějovicích. V dokumentu SOPA.ČBV/BIO 31 Stanovení látkové 

koncentrace celkového cholesterolu (standardní operační postup – analytický) jsem 

nalezla nesrovnalost s příbalovým letákem principu metody Alinity c Cholesterol2  

(viz příloha 5). V příbalovém letáku je uvedeno, že peroxid vodíku se váže 

se sloučeninami TODB a 4-aminoantipyrinem, kdy vzniká chromofor, který se poté 

detekuje při vlnové délce 604 nm. V dokumentu SOPA.ČBV/BIO 31 Stanovení látkové 

koncentrace celkového cholesterolu byla tato reakce uváděna s jinými činidly: peroxid 

vodíku reaguje s kyselinou hydroxybenzoovou a 4-aminoantipyrinem za vzniku 

chromoforu, který je detekován při vlnové délce 500 nm. 

K této nesrovnalosti došlo v důsledku změny reagencií, které se používají pro stanovení 

cholesterolu. Dodavatel, firma Abbott Laboratories, s.r.o. diagnostics division, původní 

reagent kit přestal vyrábět a nahradil jej novým. Laboratoř Synlab v Českých 

Budějovicích zpracovávala vzorky již podle nových pokynů, jen při aktualizaci svých 

interních dokumentů opomněla aplikovat změnu principu metody stanovení 

cholesterolu do svých materiálů. Po mém poukázání na tuto nesrovnalost laboratoř 

ihned zjednala nápravu a uvedla dokument SOPA.ČBV/BIO 31 do souladu s novou 

metodikou. 
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6.4 Mezilaboratorní porovnání výsledků procesu verifikace 

Na začátku roku 2022 (leden) se Laboratoř Synlab v Českých Budějovicích zúčastnila 

cyklu EHK AKS1/22. Součástí tohoto cyklu bylo mezilaboratorní vyhodnocení 

zúčastněných laboratoří. Mezilaboratorní porovnání bylo zaznamenáno v grafech, které 

jsou uvedeny dále. 

Cyklu EHK AKS1/22 se účastnilo 218 pracovišť, z toho 55 ze Slovenska. Jen 

85 zdravotnických laboratoří uvedlo své výsledky měření včetně nejistot měření 

u analytu glukóza. Podobný případ nastal i u stanovování analytu cholesterol, kde jen 

78 zdravotnických laboratoří uvedlo své výsledky včetně nejistot měření. Výsledky 

těchto pracovišť jsou zaznamenány v následujících grafech pro mezilaboratorní 

srovnání (Graf 9, 10, str. 48; Graf 11, 12, str. 49). 

Laboratoř Synlab v Českých Budějovicích stanovovala analyty glukózy a cholesterolu 

ve dvou vzorcích – vzorek A a vzorek B. V následující tabulce 9 jsou zaznamenány 

hodnoty měřených analytů včetně certifikovaných referenčních hodnot (CRV) 

od referenční laboratoře Referenzinstitut für Bioanalytik, Bonn, Německo (viz příloha 

18). 

Tabulka 9 Hodnoty naměřené Laboratoří Synlab České Budějovice a CRV od 

referenční laboratoře 

 Hodnota [mmol/l] Výtěžnost [%] 

Vzorek A Vzorek B Vzorek A Vzorek B 

Glukóza  
Laboratoř Synlab 5,2 5,6 

96,9 96,2 
CRV 5,369 5,824 

Cholesterol  
Laboratoř Synlab 2,99 3,29 

92,8 95,7 
CRV 3,222 3,438 

 

U analytu glukózy v tomto cyklu měla relativní kombinovaná rozšířená nejistota (Uc), 

kterou uvedli účastníci, hodnotu v průměru 3,4 % u obou vzorků. Minimální Uc byla 

u vzorku A 0,11 % a maximální Uc byla 7,8 %. U vzorku B byla minimální Uc 0,9 % 

a maximální Uc 7,8 %. Laboratoř Synlab v Českých Budějovicích měla vlastní výsledek 

5,2 mmol/l (tj. 96,9 % CRV) u vzorku A a u vzorku B vlastní výsledek 5,6 mmol/l (tj. 

96,2 % CRV), což je vztaženo k certifikovaným referenčním hodnotám (viz Graf 9 a 10, 

výsledky Laboratoře Synlab zvýrazněny červeně). 
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U analytu cholesterolu v tomto cyklu měla relativní kombinovaná rozšířená nejistota, 

kterou uvedli účastníci, hodnotu v průměru 3,7 % u obou vzorků. Minimální Uc byla 

u vzorku A i B 0,2 % a maximální Uc byla 9,7 %. Laboratoř Synlab v Českých 

Budějovicích měla vlastní výsledek 2,99 mmol/l (tj. 92,8 % CRV) u vzorku A 

a u vzorku B vlastní výsledek 3,29 mmol/l (tj. 95,7 % CRV), což je vztaženo 

k certifikovaným referenčním hodnotám (viz Graf 11 a 12, výsledky Laboratoře Synlab 

zvýrazněny červeně). 

Tento cyklus ukázal, že dlouhodobá úspěšnost převážné části účastníků v posledních 

dvou letech byla větší než 90 %. Pokud by byla úspěšnost 90 % a nižší, bylo by potřeba 

zapracovat na zlepšení. Laboratoř Synlab v Českých Budějovicích měla úspěšnost 

nad 90 % u stanovení obou analytů. 
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Graf 9 Mezilaboratorní porovnání u analytu glukóza, vzorek A 

 

Graf 10 Mezilaboratorní porovnání u analytu glukóza, vzorek B 

 

Graf 11 Mezilaboratorní porovnání u analytu cholesterol, vzorek A 

 

Graf 12 Mezilaboratorní porovnání u analytu cholesterol, vzorek B 
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7 Závěr 

Po objasnění pojmů akreditace, validace a verifikace a jejich významu ve zdravotnické 

laboratoři byl realizován samotný proces verifikace u akreditovaných analytických 

metod pro stanovení analytů glukózy a cholesterolu. Glukóza byla stanovována pomocí 

enzymatické referenční metody s hexokinázou a cholesterol byl analyzován metodou 

enzymatického kolorimetrického testu pomocí účinků cholesterol esterázy a cholesterol 

oxidázy. Měření byla provedena na analyzátoru Alinity c od firmy Abbott Laboratories, 

s.r.o. diagnostics division. Pro účel procesu verifikace byla realizována opakovaná 

měření kontrolních vzorků v čase a v sérii. Z těchto naměřených hodnot a následného 

statistického vyhodnocení vyplývá, že obě analytické metody jsou vhodné 

ke klinickému využití ve zdravotnické laboratoři Synlab v Českých Budějovicích 

a proces verifikace byl úspěšný. 

Kromě cíle práce, který byl naplněn, byla během vlastní práce potvrzena důležitá úloha 

ověřování informací používaných v běžné laboratorní praxi, což by mělo být 

samozřejmou součástí každodenní práce laboratorního diagnostika. 
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9 Seznam použitých zkratek 

ADP adenozindifosfát 

ATP adenozintrifosfát 

B systematická odchylka neboli vychýlení (bias) 

CRM certifikovaný referenční materiál 

CRV certifikovaná referenční hodnota 

CV variační koeficient 

ČIA Český institut pro akreditaci 

Dmax přijatelný rozdíl – kritérium pro hodnocení kvantitativních výsledků 

EHK externí hodnocení kvality 

GLC glukóza 

G-6-P glukóza-6-fosfát 

G-6-PDH glukóza-6-fosfátdehydrogenáza 

HDL lipoproteiny o vysoké hustotě (high-density lipoproteins) 

HK hexokináza 

CHOL cholesterol 

IDL lipoproteiny o střední hustotě (intermediate-density lipoproteins) 

IKK interní kontrola kvality 

IVD MD in vitro diagnostic – medical device 

LDL lipoproteiny o nízké hustotě (low-density lipoproteins) 

LIS laboratorní informační systém 

NAD nikotinamidadenindinukleotid 

NADH redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

SD směrodatná odchylka 

TODB N,N-bis(4-sulfobutyl)-3-methylalanin 

VLDL lipoproteiny o velmi nízké hustotě (very low-density lipoproteins) 
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