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Stav standardizace stanoveni katalytické koncentrace
alkalické fosfatazy z pohledu riznych programti externich
hodnoceni kvality. Nazor na situaci a jeji reSeni.
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SOUHRN

Vysledky externiho hodnoceni kvality ukazuji nedobrou Urovern harmonizace méreni. Zavislost na pouzité metode (testovact
souprave) je velka bez ohledu na typ matrice pouzitého kontrolniho materidlu (séra individuélnich dércti, smés nativnich sér,
lyofilizované materidly). PriCina je obvykla - nizka cetnost metod s navaznosti na IFCC referencni metodu z roku 2011 [3].
V dokumentaci fady metod je zaménéna skutecna IFCC referenéni metoda 2011 za jiz davno neplatnou ,referencni meto-
du, ustanovenou v roce 1983 pro inkubacni teplotu 30°C [1]. Problémy s nizkou Grovni harmonizace vysledkd ALP jsou
déle prohlubovéany faktem, Ze fada vyrobcl dodava na trh navic zcela obsoletni metody, zejména pak s digtanolaminovym
pufrem. Za téchto podminek jsou poskytované vysledky nesrovnatelné. Problém s nizkou Urovni harmonizace vysledkd vedl
k docasnému vyrazeni metod ALP z procesu pridélovani certifikétl SEKK klinickym laboratorim.

Program standardizace méreni ALP v sou¢asnosti sice pomalu, ale soustavné pokracuje. Nase sdéleni tento proces komen-
tuje a dokumentuje. Zabyvali jsme se problémy kalibrace metod odvozenych z referenéni metody IFCC 2011 a uvadime
nezbytné podminky k dosaZeni potfebné Urovné harmonizace vysledk méreni ALP.
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SUMMARY

P. Sedlak, B. Friedecky, J. Kratochvila, M. Budina: State of standardization for determination of catalytic con-
centration of alkaline phosphatase as viewed by different programs of external quality control: Our view of the
situation and its solution.

Results obtained in external quality assessment programs show low level of harmonization and comparability in ALP mea-
surement. Dependency of results on the used method/reagent kits are enormous in cases of all types matrices of control
samples (individual donor samples, native pool sera, lyophilised sera). Reason of this situation is usual - small number of
methods with traceability to IFCC reference method 2011 [3]. Documentation of many methods from many manufacturers
systematically confuses real and approved IFCC method 2011 with so called and not valid “reference” method from 1983,
developed originally for incubation temperature 30°C [1]. Problems with the lack of harmonization are very strongly deteri-
orated by use of non-standardized and fully obsolete methods with DEA buffer. These methods give very different results
from methods with AMP buffer and are still on the marketplace. Mentioned problems lead us to interim interruption of certi-
ficate process in external quality assessment program SEKK for ALP. Nevertheless standardization process for ALP slowly
continues and our communication comments and documents this process. We dealed with calibration problems of routine
methods for ALP based on the reference method 2011 [1]. We propose some tools for achievement of necessary level oh
harmonization of ALP measurement results.

Keywords: Alkaline phosphatase, standardization, reference method, routine measurement, harmonization.

z roku 1983. To vede k nemoznosti pouzit pfi hodno-
ceni vysledkd EHK (externiho hodnocent kvality) vztaz-
nych hodnot, navaznych na referencni metodu IFCC

Kontroverze kolem referenéni
metody IFCC ke stanoveni katalytické

koncentrace alkalické fosfatazy (ALP)

Plvodné byla referenéni metoda stanoveni ALP
IFCC vyvinuta pro tehdy platnou inkubacni teplotu 30°C
vroce 1983 [1, 2]. Déle ji uvadime jako ,IFCC“. Az
v roce 2011 byla publikovana G. Schumannem a spol.
vramci enzymové pracovni skupiny IFCC (C-RSE)
nova IFCC referen¢ni metoda pro stanoveni ALP pro
teplotu 37°C [3] — déle ,|[FCC 2011, a ta byla celosve-
toveé akceptovana.

V dokumentaci fady vyrobct testovacich souprav
je vSak po mnoho let, Casto az dosud, uvadéna met-
rologicka navaznost na referenéni metodu pdvodni,

2011 a nuti to k hodnoceni vysledk( méreni ucastnik(
podle stfednich hodnot jednotlivych testovacich sou-
prav. Skupiny ¢asto nemohou byt diskriminovany ani
podle vyrobcl, ktefi nezfidka distribuuji na trh vice
druh vzajemné nesrovnatelnych metod a souprav
(viz napfiklad v programu SEKK rozdily pfi stanove-
ni ALP mezi skupinou Beckman Coulter a skupinou
Olympus). Pri proménlivosti stavu trhu, typd souprav,
analytické instrumentace a rlznych nazv( souprav
a metod v Case vede takovy stav k nemoznosti posou-
zeni srovnatelnosti vysledk( u pacientd, k problémdm
pfi Klinickém hodnoceni vysledkl a k zvySovani rizika
péce o pacienty.
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Rutinni metody, oznaéované vyrobci
a laboratoremi jako ,,IFCC*“ vykazuji
velké vzajemné diference

V Tabulce 1 jsou uvedeny intervaly parametr(
slozeni reakénich smési a reakénich Casd rliznych
vyrobcU a riznych souprav. V zévorce je pak uvedeno
slozeni IFCC 2011 referencni metody [3].

Rozdily ve slozeni reakéni smési jsou nejvyraznéjsi
u koncentraci pufru AMP, rozdily v asech pak u prein-
kubace. Experimentalné jsme ovéfili, ze pétinasobné
prodlouzena doba preinkubace rutinnich metod vidi
metodé referencni neovlivnila vysledky méfeni (poten-
cialni termolabilita kostni frakce ALP se neprojevila).

Kombinovanym dUsledkem rozdil( ve slozeni rea-
gencii a nevyreSené standardizace u metod s AMP (2-
amino-2-metyl-1-propanol) jsou vyznamné diference
mezi metodami riiznych vyrobcU, zjistované v progra-
mech EHK.

® vlivem vysoké koncentrace pufru AMP a nasledné

hustoty reakéni smési mize i nedostate¢né promi-

chani negativné ovlivnit kvalitu vysledkd mérent.

Tabulka 2 ukazuje, ze pfi kalibraci IFCC metod (Sie-
mens a pokusna Sarze Erba - Lachema) mohou byt
hodnoty bias az trojnasobné ve srovnani s hodnotami,
dosazenymi kalibraci sérovym kalibratorem (refereng-
nim materiadlem IFCC-RELA). Sérova matrice komu-
tabilniho kalibratoru patrné kompenzuje faktory nizsi
robustnosti (viz vy3e uvedena poznamka o zavislosti
linearity katalytické reakce na typu matrice).

Externi hodnoceni kvality méreni ALP
v péti programech

1. EHK SEKK 2014 [4]
Vysledky stanoveni ALP v EHK SEKK v roce 2014
demonstruje tabulka 3 a obr. 1. Bylo vyhodnoceno 6

Table 1: Parameters of ALP methods signed by manufacturers and labs as ,IFCC method” (in parentheses parameters of

IFCC 2011 reference method)

2-amino-2-metyl-1- propanol (AMP) (mmol/l)

280 - 900 (IFCC 750)

Mg acetate (mmol/l)

1.6 -2.0 (IFCC 2.0)

Zn sulphate (mmol/l)

(
0.4-1.0 (FCC 1.0)

HEDTA (mmol/l) 1.7-2.0 (FCC 2.0)
4-nitrophenyl phosphate (4-NPP) (mmol/l) 13.0-16.0 (IFCC 16)
pH (37°C) 10.1 - 10.3 (IFCC 10.2 £ 0.05)

Preincubation (s)

60.0 - 300.0 (IFCC 60)

Delay time (s)

60.0 - 90.0 (IFCC 90)

Measurement interval (s)

54.0 - 216.0 (IFCC 120)

Ma referen¢ni metoda IFCC 2011
dostate¢nou robustnost? [3]

Nize uvedené vlivy, které jsou prevzaté z textu pub-
likace o referencni metodé stanoveni ALP 2011 [3],
mohou nepfiznivé ovlivnit i z ni vychazejici rutinni meto-
dy méreni, jejich vzajemnou srovnatelnost, mohou je
Sinit zranitelnymi i pfi malych zménach reakcénich pod-
minek u reagencii rdznych vyrobcl a zejména mohou
ztizit tvorbu pfislusnych certifikovanych referencnich
material{:
® rychlost katalytické reakce ALP neni linearni a zavisi

na typu (matrici) vzork( a vliastni katalytické koncen-

traci ALP
® nastaveni hodnoty pH je rovnéz zavislé na typu

(matrici) vzorku
e vysledky mérfeni jsou zavislé na zménach dob pro-

dleni
® nezadouci je vliv CO, na hodnoty pH reakeni smesi
e U nékterych vzorkl se zvySuje katalyticka koncent-

race ALP v Case

vzorkd v Sirokém rozsahu hodnot ALP od 3,1 pkat/|
po 12,6 pkat/| ALP a v Casovém intervalu Unor az zari
2014. Rozdily mezi metodami pretrvavaji dlouhodobé
a jsou v Case stabilni, jak je typické pro diference, vzni-
kajici riznou Urovni kalibrace.

Situaci dobrfe demonstruje obr. 1. Metody a sou-
pravy Siemens disponovaly jiz na pocatku roku 2014
kalibratory/faktory, metrologicky navaznymi na refe-
rencni metodu IFCC 2011 [3] a diky tomu vykazaly niz-
kou hodnotu bias v{ci referenéni hodnoté, ne vSak vUci
robustnimu prdméru RoM, jehoZz hodnoty jsou nepfiz-
niveé ovlivnény ostatnimi, na metodu IFCC 2011 dosud
nestandardizovanymi metodami.

Bias souprav a analytickych systém( Siemens (b <
5 %) v EHK SEKK v roce 2014 jiz odpovida metrologic-
ké navaznosti na metodu ALP IFCC 2011, bias u sou-
prav a analytickych systémd Roche (b presahuijici -20 %)
odpovida tomu, ze metoda nebyla v té dobé na ALP IFCC
2011 metrologicky navaznd, respektive v srpnu 2014
publikovana restandardizace [10] se prakticky neprojevila.
To souhlasi i s Udaji vyrobct. Neméame zatim dostate¢né

Table 2: Bias of Erba Lachema (in home prepared by manufacturer) and Siemens methods, based on the IFCC 2011 method

Calibrator Interval of values (pkat/I) b (%)
4-nitrophenoal 714 -7.89 10.0
IFCC RELA reference materiél (serum) 3.156-12.5 -1.2t02.2
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Fig 1. Systematic differences of manufacturers group means from reference values in EQA program SEKK AKS 2014

RoM = robust mean calculated according to ISO 13528

CRYV = certified reference value traceable to IFCC 2011 reference method

informace od vyrobct Abbott a Beckman. Pozoruhodna
(a shodna s nize uvedenymivysledky programu Empower)
je grafika vysledkd, jasné signalizujici svou horizontélnosti
rdzné Urovné kalibrace rdiznych metod.

2. EHK Referenzinstitut fiir Bioanalytik (RfB) -
Germany 2014 (KS 5/14; [5])

Rozdily mezi prliméry stejnorodych skupin metod
vEHK RfB byly iv patém cyklu roku 2014 stdle jesté
znacné, odpovidajici nevyreSenému stavu standardizace:

Vzorek A: 3,10 - 4,50 pkat/l ALP

Vzorek B: 5,85 - 9,30 pkat/| ALP

Patrné diky komutabilnimu kalibratoru Siemens
s metrologickou ndavaznosti na referencni metodu
IFCC 2011 byly v8ak jiz dobfe vzajemné srovnatelné
vysledky méfeni metod Siemens (Vista, Dimension
ExL, Dimension RxL), véetné metody Siemens (Bayer
ADVIA) s excelentni navaznosti realizovanou firemnim
kalibracnim faktorem.

3. EHK ,,IFCC“ Master Comparison 2014 [6]
Tohoto experimentu se UCastnilo 125 evropskych
laboratofi, které analyzovaly dvacet vzork( sér indivi-
dudlnich darcl krve, tedy Slo o vzorky s matrici ideélné
blizkou rutinnim vzorkdm pacient. VSechny hodnoty

ALP byly pod horni hranici referencniho intervalu. Meto-
du, oznaCovanou hodnotiteli a uéastniky jako ,IFCC*,
dodalo formou testovacich souprav 8 globalnich vyrob-
cl. Hodnoty bias od AMTM (all manufacturer trimmed
mean) byly b = -15% az +10%. Pouziti robustnich prd-
mérd vysledkd (RoM) diferenci mezi prdméry metod
nezlepsi. Grafické znazornéni vysledkd (obr. 2) ukazuje,
ze rozdily mezi metodami jsou jednoznacné zplsobené
rozdilnou kalibraci (vysledky rliznych metod maiji grafic-
kou podobu témér rovnobézek) a podporuje domnén-
ku, ze metody nejsou metrologicky navazné na skutec-
nou metodu IFCC 2011. Dalsim problémem je, Ze fada
laboratoli pouziva doposud metody s plvodnim pu-
frem DEA (non IFCC metoda, dfive metoda ,DGKC*).
Pro¢ doposud vyrobci vyrabgji tak obsoletni metodu
a pro¢ ji laboratore pouzivaji, je dost nepochopitelné.

Prémér vysledk’ metody méreni s pufrem DEA &inil
3,0 pkat/l ALP, pr@imér vysledkd metody s pufrem AMP
LFCC" pak 1,15 pkat/| ALP. To jsou ovSem extrémni
rozdily. Metodu s pufrem DEA vyrabgli tfi vyrobci, vSich-
ni tfi ale maji v portfoliu téz metodu IFCC. To, ze labo-
ratofe pozaduji obsoletni metodu po vyrobcich a svymi
pozadavky ji udrzuji na trhu, nesvedci pro fakt, ze by
znalosti laboratornich pracovnik’ odpovidaly aktualnim
potfebam a stavu.
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Fig 2. Bias values of methods ALP in project Empower ,Master Comparison® [4]
Bias value of peer group analytical systems from reference (all mean total manufacturers) for IFCC 2011 method and for DGKC
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Table 3: Bias intervals calculated by reference values ob-
tained by reference IFCC 2011method in EQA program
SEKK AKS 2014

Manufacturer Bias (%)
Abbott -121t0 -8
Beckman — Coulter -4 to +1
Siemens Bayer 5100
Roche -30 to -22

4. EHK Nizozemsko 2012 - 2013 [7]

Ucastnici nizozemského programu EHK (n = 233)
uvadeji 86 % az 100 % vysledk méreni dosazenych
s metrologickou navaznosti na IFCC metody u sedmi
standardizovanych stanoveni enzymd (ALT, AST, CK, LD,
ALP, GGT, a-AMS). Ve studii bylo pouzito 12 kontrolnich
vzork( s komutabilitou ovérenou podle postupu CLSI EP-
30A [8]. Navzdory témto faktlm byl u stejnorodé skupiny
Roche pro stanoveni kat. k. ALP zjistén bias presahuiji-
ci - 20% pro vzorky o katalytické koncentraci priblizné
5 az 6 pkat/l ALP a u skupiny Beckman bias presahuijicl
+20% pro tutéz katalytickou koncentraci ALP. Stejnoro-
dé skupiny Abbott a Siemens zde vyznamnou hodnotu
bias nezaznamenaly (obr. 3). Je malo pravdépodobné,
Ze v uvedené dobé skutecné Slo o metrologickou ndvaz-
nost vSech metod na novou metodu IFCC 2011, nicméné
organizatofi a UCastnici studie ji takto optimisticky vyhod-
notili, i kdyz v té dobé metrologicka navaznost na sku-
teCnou metodu IFCC 2011 [3] nebyla bézné u souprav
vyrobcl k dispozici. Je déle pozoruhodné, jak velmi tésné
jsou shodné hodnoty bias u sér pacient (trojuhelnicky)
a kontrolnich materidl( (hvézdicky).

5. EHK Randox - RIQAS 2013

Protokol vysledk’ méreni komeréni EHK Randox
RIQAS (2013, cyklus 48, vzorek 2), poskytuje nazor-
ny a neutéSeny pohled na stav harmonizace stanoveni
ALP v soucCasnosti. Jde o vysledky méreni 1391 Klinic-
kych laboratofi, rozdélenych k Uc¢ellim hodnoceni do
12 skupin metod. Sumarni vysledky, charakterizujici
stav méfeni ALP, jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 vymluvné charakterizuje obecny ne-
uspokojivy stav standardizace stanoveni ALP, ukazuje
masovou produkci nestandardizovanych metod vyrob-
ci, nizkou srovnatelnost vysledk{ méreni a naprosto for-
malni charakter nékterych program( EHK, které mohou
nanejvy$ poskytnout potfebny dokument o ucasti, ale
zadny obraz o kvalité vysledkd méreni, standardizaci,
z&dné poznatky kedukaci (programy EHK maji mit
siiny edukacni charakter) a poznatky o potfebnych
korek&nich akcich.

Program EHK referenénich laboratofri
IFCC RELA

Zahmuje od roku 2011 také vysledky referencnich
laboratofi pfi méreni ALP referencni metodou IFCC
2011. Byly zatim vyhodnoceny 3 cykly (2 vzorky ro¢ng,
6 vzork( zatim celkem) v rozmezi katalytickych kon-
centraci 3 az 10 pkat/I ALP. V tabulce 5 jsou stru¢né
uvedeny vysledky za rok 2013. Data IFCC RELA jsou
dostupna na adrese [9). Demonstruji dobrou uroven
mezilaboratorni srovnatelnosti referencnich laboratoff
pfi méreni ALP referenéni metodou IFCC 2011.

AP APatient Sera A Trueness Verificator A IRMM Ref. Material ASpiked Single Serum all enzymes
*EQA samples Spiked Single Serum with LDII @ Asahi Kasei Ref. Material {Poolserum
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Fig 3. Bias values of ALP measurement in the Netherland [5]
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Table 4: RIQAS ALP 2013. Results, assessed method groups, level of standardization

Number of participants 1391
Number of ,IFCC* method 350
Number od DEA buffer method 139
Number of Dimension systems method 116
Number of assessed groups 12
CV (All) (%) 22
CV (“IFCC*) (%) 11.5
Interval CV (%) for assessed groups 4.8-19.1
Interval of assessed group means (ukat/l) 41-79
Table 5: IFCC RELA results of ALP reference measurement in 2013
Number of reference ALP [pkat/I] - median U, [ukat/l]
labs (interval of results) (median)
Sample A 18 4.0 (8.77 - 4.11) 0.11 (5.75 %)
Sample B 18 2.97 (2.77 -3.12) 0.08 (2.7 %)

Problém certifikovaného referenéniho
materialu pro stanoveni ALP

Je mozné pripustit, Zze problémy s robustnosti
metod s AMP pufrem jsou ziejmé ddvodem, ze ani po
tfech letech existence referenéni metody IFCC 2011
neni dosud k dispozici pfislusny CRM pro stanoveni
ALP.

U fady referenCnich metod méreni rutinnich enzy-
mU jsou naopak jiz radu let takové CRM k dispozici
a mohou slouzit jako prostfednik v Fetézci metrologické
ndvaznosti rutinnich metod vyrobct k referenéni meto-
dé IFCC (ALT, AST, CK, GGT, LD, a-AMS).

Moznosti kalibraénich postupu pfri
méreni katalytické koncentrace ALP
v rutinni klinické laboratofi

1. Pouzit komutabilni sérovy firemni kalibrator s met-
rologickou navaznosti na referen¢ni metodu ,IFCC
2011

2. Pro ovéreni nové zavadéneé rutinni metody stanoveni
kat. k. ALP s metrologickou navaznosti na referenc-
ni metodu ,IFCC 2011“ pouzit kontrolni materialy
EHK SEKK s hodnotami ALP ziskanymi Referencni
laboratofi RfB v Hannoveru a uzivanymi v kontrol-
nim programu RELA/IFCC.

3. Pouzit kvalitné stanoveny firemni kalibracni faktor
pro dany analyticky méfici systém a testovaci sou-
pravu, verifikovany pomoci kontrolnich materialC
EHK SEKK, certifikovanych Referencni laboratofi
RfB Hannover.

4. NedoporuCuje se pouzivat ke kalibraci stanoveni
ALP komer&nimi soupravami standardni roztok 4
nitrofenolu (4 NP). (Jiz samotny podil kalibratoru na
celkovém Bias (%) predstavuje u testovanych sou-
prav cca 10 %)

5. Ddrazné se nedoporucuje pouZziti firemnich kalibra-
tor( a kalibra¢nich faktord, s jejichz pomoci firmy

realizovaly restandardizace svych non IFCC IVD.
Deklarace ALP u téchto material( zahmuji korekce,
které jsou vztazené ke konkrétni soupravé iana-
lytické instrumentaci, proto jsou nepouzitelné pro
soupravy/analyzatory jiného vyrobce.

Vyhledy do budoucna

V pribéhu roku 2015 by mély nastat podminky
k dosazeni standardizace méreni ALP i v rutinni praxi,
a to nejen teoreticky. Standardizace pomoci referenéni
metody ,IFCC 2011 platijiz pro soupravy Siemens, byla
také realizovana a v srpnu 2014 publikovana restandar-
dizace stavajicich non IFCC prostfedkl firmou Roche
[10]. Ugastnickym laboratofim jsou dostupné kontrol-
ni materidly SEKK s hodnotami IFCC 2011, urenymi
Referencni laboratofi RfB Hannover, jako nastroj verifi-
kace srovnatelnosti jejich viastnich metod s referencni
metodou IFCC 2011.

V prdbéhu roku 2015 Ize ocekavat, ze po jiz reali-
zovanych krocich vyznamnych globalnich vyrobcl bude
dal§i rozSifeni podminek k dosazeni standardizace
méreni ALP v oblasti IVD prostiedkd rychle pokracovat.
Nejaktualngjsim krokem je realizace restandardizace VD
ALP Abbott z Il/2015 na bazi nového firemniho kalibrac-
niho faktoru.

Obdobné Ize ocekavat i pokrok v oblasti klinické
interpretace vysledkd méreni ALP IFCC 2011. Viz napfi-
klad obsahla sdéleni firmy Roche VIII/2014 [10], Abbott
[11] a pro urceni dosud neexistujicich hodnot referens-
nich mezi v pediatrii pak i sou¢asnou praci [12].

Shrnuti

Standardizace méfeni alkalické fosfatazy byla
dokon¢ena aZz vroce 2011, nejpozdéji z enzyml
zakladniho vysetfeni krevniho séra.

Aplikovana do rutinni praxe je vSak jednotlivymi
vyrobci se zpozdénim a postupné.
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Referenéni metoda IFCC 2011 je dobre ovéfena

v programu EHK referenCnich laboratofi RELA, takze

jei

standardizacni potencidl je diky kontrolnim materi-

alim, s deklarovanou hodnotou ALP metodou IFCC,
znacny.

Vysledky vybranych programi EHK ukazuiji:
existenci systematickych diferenci mezi metodami,
zplsobenych riiznou Urovni kalibrace, danou sice
dokon&enou, ale do praxe neaplikovanou standar-
dizaci

neujasnénost vyrobcl a laboratofi o skute¢ném
stavu standardizace, tedy o nutnosti realizovat
navaznost rutinnich metod na referenéni metodu
IFCC 2011

propastny rozdil mezi hodnotami v EHK v narod-
nich programech (RfB Bonn Némecko, Holandsko),
kontinudlné monitorujicich stav harmonizace vysled-
kd a firemnimi programy (reprezentovanymi RIQAS),

které se harmonizaci vysledkd méreni nezabyvaji

a spokojuji se srovnavanim vysledkd uvnitf skupin
metod, jakkoliv se tyto mezi sebou lisi.
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