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Aktualni stav standardizace méreni katalytickych koncentraci
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SOUHRN

Navzdory tomu, Ze standardizace méreni sedmi hlavnich katalytickych koncentraci enzym(i je dokoncena a referenéni meto-
dy IFCC na jejim podklade vytvorené jsou verifikované v kontrolnim programu RELA IFCC, situace v rutinnich laboratofich
vykazuje nedostate¢nou miru jejiho respektovani. DUsledkem je neadekvatné nizkd Urover srovnatelnosti vysledkd mérent
dosazenych v rliznych laboratofich. Pricinou stavu je pretrvavajici vyroba a pouzivani starsich, nestandardizovanych metod
existujicich vedle sebe na trhu, v portfoliich laboratoii a jako polozky hodnoceni program@ externich hodnoceni kvality.
K oficidlinimu dosazeni proklamovanych cili harmonizace méreni v laboratorni medicing je zapotrebi existuijici standardizaci
prosadit ddisledn& do rutinnich laboratofi. Ustfedni roli zde sehravaji programy externiho hodnocent kvality.
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SUMMARY

Friedecky B., Kratochvila J.: Present state in standardization of measuring catalytic concentration of enzymes
and comparability of results. A minireview

Despite of fact that standardization of seven basic enzyme measurement is completed and by program RELA IFCC verified,
routine laboratories produce results of low level comparability. Producing by manufacturers and use by laboratories of non-
standardized methods are main reason for this bad statement. Another reason is acceptation of non IFCC standardized
by providers of external quality programs. If we really wish to reach harmonization of enzyme measurement results, we
should introduce standardization more strictly into daily laboratory and manufacturers practices. Important role play here

approaches of EQA programs providers.

Keywords: enzymes, standardization, external quality assessment, reference systems, IFCC.

Uvod

Standardizace je nastrojem k dosazeni harmoniza-
ce vysledkd méreni se véemi jejimi pozitivnimi dlisledky
- pravdivosti vysledkd, srovnatelnosti metod, existenct
obecné platnych referencnich intervalli/rozhodovacich
limitd jako néstrojd racionélni interpretace a omezent
rizika zdravotni péce pacientd. K posouzeni aktuélniho
stavu bylo pouzito vyhradné recentnich studif, odpovi-
dajicich co nejvice aktudlni situaci.

Table 1. IFCC reference measurement systems of enzymes

Referencéni systémy a stav standardizace

V pribéhu let 2002 - 2011 byla provedena stan-
dardizace méreni sedmi zékladnich rutinnich enzym(
v séru. Vysledkem bylo vytvoreni sedmi referencnich
metod IFCC a osmi certifikovanych referencnich mate-
riald, zajistujicich metrologickou ndvaznost rutinnich
méreni. Struéné shrnuti referencnich systémU IFCC je
uvedeno v Tabulce 1. Zdalo by se tedy, ze problém
standardizace méreni enzymU je vyreSen a srovnatel-
nost a obecna platnost referenénich interval zajisténa.
Ale skutecny stav vykazuje jesté radu problémd, vzni-
kajicich nedUslednou standardizaci ze strany vyrobc(,
laboratori a organizator( programd EHK.

Enzyme Publication Notice Certified reference material
ALT 1 P5P coenzyme ERM-AD454/IFCC
AST 2 P5P coenzyme ERM-AD457/IFCC
GGT 3 ERM-AD452/IFCC
LD 4 lactate as substrate ERM-AD453/IFCC
alfa-Amylase 5 ethyliden-G7-PNP substrate IRMM/IFCC 456
JC ERM 20327
ALP 6 JC ERM 20327
CK 7 ERM-AD455/IFCC
*P5P pyridoxal-5"-phosphate
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Table 2. Participants of selected interlaboratory comparison programs used traceability to IFCC reference methods (%)

Enzyme RIQAS SKML SEKK Empower
ALT ? 97 100 43
AST ? 98 100 42
GGT 49 96 100 -

LD 42 97 100 58
a-Amylase ? 87 96 -

ALP 25 96 98 -

CK 72 96 100 -

To je zfejmé jiz z Tabulky 2, obsahujici data ucastni-
kd, uvadéna ve vybranych dotaznicich program( mezi-
laboratornich studii a EHK. V Tabulce 2 jsou uvedena
data program’ SKML Nizozemi 2012-2013 [1], SEKK
Ceska republika, komeréniho programu (RIQAS Ran-
dox) a data projektu Empower [2]. Programy SKML
a Empower pouzivaji kontrolnich materiéll s otestova-
nou komutabilitou a nejsou ovlivnéna pripadné mozny-
mi matricovymi vlivy.

Data kontrolniho programu RIQAS jsou vzata do
Uvahy hlavné pro vysoky, o jeden az dva rady vyssi,
pocCet Ucastnikd, umoznujici nahled do situace ve
velkém poctu anonymnich, ¢asto ne zcela dUsledné
kontrolovanych rutinnich klinickych laboratofi, vysky-
tujicich se ve velkém, geograficky silné heterogennim
prostoru.

Jiz data Tabulky 2 poukazuiji na existenci rady pro-
blém0 standardizace enzym0.

Program RIQAS pii hodnoceni vysledkl mére-
ni nedava Ucastnikdm vlbec moznost se zaradit do
skupiny metod IFCC v pfipadé ALT a AST a nebere
v Uvahu existenci referenéni metody IFCC u a-amyla-
Zy, COZ jiz samo o sobé osveétluje kontroverzni vztah
firem k standardizaci (hraniCici s nezajmem). V pfipadé
stanoveni katalytické koncentrace LD podil referenéni
metody IFCC, pouzivajici laktat jako substrat v progra-
mu RIQAS nepresahl ani 50 % a u programu Empower
60% Ucastnikd. Ostatni Gcastnici zlstavaji u metod,
pouzivajicich jako substratu pyruvat. Pfi méfeni ami-
notransferaz u Gcastnikl programd RIQAS zcela domi-
nuji metody bez P5P v reakéni smési. Také Ucastnici
recentnino programu Empower, pouzivajiciho sér
individuélnich darct krvi nerespektuji disledné u rady
enzymd jiz existujici standardizaci [2]. Metody ALT, AST
bez P5P jsou pouzivany bézné, metoda LD s pyruva-
tovym substratem zlstava frekventované pouzivana
a dokonce je stale vyrabéna a pouzivana i zcela obso-
letni metoda ALP s DEA pufrem (Tabulka 2).

V pfipadé metod stanoveni ALP s AMP pufrem
povazuji mnozi vyrobci (viz jejich dokumentace) za
IFCC metodu omylem metodu Tietze a spol. vyvinu-
tou na pocatku 80. let pro inkubacni teplotu 30° C [3].
Skutecna referenéni metoda IFCC pochazi az z roku
2011 atadou vyrobcl nebyla doposud akceptovana
[4]. Pozvolné akceptovani této metody neni dokonce
jesté ddsledné provedeno anivroce 2015 av letech
2012 - 2013 bylo teprve v pocatecni fazi. Proto jsou
data o vysokém stupni standardizace stanoveni ALP
v Tabulce 2 mozna nespolehliva.

Zasadnim problémem programu RIQAS a takeé jinych
firemnich programd, je nevhodna definice skupin, do
nichz jsou vysledky laboratofi zafazovany. Problém o to
zavazngjsi, ze prave princip hodnoceni po skupinach je
prakticky vyhradné ve vSech programech EHK vyuzivan.
Velké akreditované programy EHK (zde SKML, SEKK)
a kvalifikované mezilaboratorni studie (AACB, Empower,
CAP USA) a jiné definuji skupiny podle vyrobct, nicmé-
né bohuZzel neplati pravidlo, Ze vyrobce predstavuije jed-
nu standardizovanou metodu, a tim i pevny, definovany
bod hodnoceni. Jeden vyrobce produkuje ¢asto nékolik
principialiné odlisnych metod (v&etné paralelni produkce
standardizovanych metod IFCC a metod nestandardi-
zovanych). Skupiny, podle kterych se hodnoti Ucastnici
v programu RIQAS, jsou tvoreny velmi voluntaristicky.
Neékdy podle vyrobce reagencii, jindy podle instrumen-
tace, nebo i podle principu metod méreni.

Zdroje dat z recentnich
mezilaboratornich studii

Pro ucely naseho sdéleni jsme pouzili data z progra-
mU a studif, uvedenych v Tabulce 3. PouZité materidly
maji jednak testovanou komutabilitu, a pak jde o stan-
dardni, lyofilizaci stabilizované a celosvétove pouzivané
kontrolni materidly.

Tri programy pouzily materiéldi s testovanou komu-
tabilitou, u ostatnich materidl nebyl stupern komutabi-
lity zjistovan.

Diference vysledki mezi metodami,
vztazné hodnoty pro vypocet bias,
problémy ustanovovani hodnocenych
skupin

Diference mezi metodami ma za néasledek i diferen-
ce mezi vysledky méreni. Rozdily jsou pozorovany jak
u referencnich materidlQl bez otestované komutability,
tak iumateridll s testovanim potvrzenou komutabi-
litou véetné sér individudlnich darcd krve v programu
Empower, kde vlivy matrice principialné neprichazej
vlbec v Uvahu. Zjisténé a v recentni literatufe uvede-
né systematické diference jsme shrnuli do Tabulky 4
s nékolika pododdily. Soustredili jsme se na enzymy
ALT, AST, ALP, LD aa-amylazu a pouzili vysledki
nekolika recentnich mezilaboratornich studii a progra-
mU externich hodnoceni kvality.
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Table 3. Materials, method groups, commutability

Program Matrix Commutability Methods

RELA IFCC lyophilized ? IFCC 2011

SKML native pool Y Be, Ro, Ab, Ad
Empower Master single donors Y Be, Ro, Ab, Ad, Di, Ol, Vit, Th
AACB AUS native pool Y Be, Ro, Ab, Ad, Di, Ol, Vit,
SEKK CZ lyophilized ? Be, OI, Ab, Ad, Di, Ro
RIQAS lyophilized ? Be, Ol, Ro, Ab, Ad, Ro

Be-Beckman DxC; Ol-Beckman Olympus; Ro-Roche (Cobas, Modular, Integra); Ab-Abbott Architect; Ad-Siemens Advia; Di-Siemens Dimen-
sion; Vit-Ortho Vitros; Th-Thermo; Bias calculated as differences from means of manufacturer groups, except ALT/AST in Empower program
(IFCC reference values); ? — commutability not tested; Y - commutable sample; AACB - reference materials of Australian Association of Clinical
Biochemistry; RELA IFCC - control materials of RfB Germany to EQA program for IFCC reference laboratories

Table 4. The lack of standardization and non comparability of enzymes measurement in different interlaboratory comparison

programs
4a Bias of ALP metod with AMP buffer
Program Bias (%)
RELA IFCC (2013) +2.5
SKML (2012 - 2013) +5
Empower (2014) -15/10
AACB AUS (2014) -7/10
RIQAS (2013) -18/30
EQA China (12)
Native samples -27/20
Lyophilised samples -29/20
Roche -10/-16
Roche after IFCC recalibration +4
SEKK CZ (2015)
All participants -13/19
IFCC recalibration -6/7
4b Bias of a-AMS methods
Program Metods/Systems Bias (%)
RELA IFCC (2013) IFCC -2/11
SEKK CZ (2015) Roche G7-PNP -2.6
Advia G7-PNP 1.7
Olympus G7 3.2
Abbott 3-CI-G3 2.9
Dimension 3-CI-G3 23.0
RIQAS (2013) Roche Cobas G7 -7.0
Roche Integra 3-CI-G3 -5.3
Beckman G-4 (maltotetraoside) 1.1
4c Bias of ALT/AST
Program Bias (%)
ALT AST
RELA (2013) +25 +3
AACB AUS (2014) -7/14 -5,1/9,3
Empower with P5P (2014) -40/25 -40/10
Empower non P5P (2014) -20/-40 -25/0
SEKK CZ (2012-2014) -5/15 -5/15
RIQAS (2013) -6/8 -8/21
SKML (2012 - 2013) +10 +5
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4d Number of participants with P5P in ALT, AST

Program Number of participants (%)
ALT AST
RIQAS (2013) 10% 6%
SEKK CZ (2012-2014)* 80% 80%
Empower (2014) 57% 58%
*P5P added in control materials
4e Bias in LD measurement
Program Bias (%) Notice
RELA (2013) +4.5
AACB AUS (2014) -4/4
SKML (2012 - 2013) -5/5
SEKK CZ (2012-2014) -5/8
Empower IFCC method (2014) -15/20
Empower non IFCC method (2014) -20/5
RIQAS (2013) -14/44 difference lactate vs pyruvate

4f LD IFCC (lactate) vs non IFCC (pyruvate) - number labs and manufacturers

Program

Manufacturers

Lactate (IFCC)

Pyruvate (non IFCC)

Empower (2014)

Ab, Be, O, Ro(Cob), Ro(M), Ad, Di

Be, Ol, Ro(Cob), Ro(M), Ad, Vit

RIQAS (2013)

Participants (%)

| 25 (99

* Unclear

U studii SKLM, AACB, Empower a RIQAS byly je-
jich autory pouzity jako vztazné hodnoty pro kalkulaci
bias primérd méreni v8ech Ucastnikd v pripadé SEKK,
RELA IFCC a Empower ALT/AST pak hodnoty, ziska-
né IFCC referencnimi metodami. Omezené pouziva-
ni referenénich hodnot IFCC rovnéz svédci pro
malou duislednost standardizace méreni enzymdi.

Vysledky programu RELA IFCC (EHK referencnich
laboratofi) ukazuji velmi dobrou srovnatelnost referenc-
nich metod IFCC s reprodukovatelnosti mezi 2,5 az
4,5%. V programech EHK a v mezilaboratornich stu-
diich, jejichz data pochazeji z rutinnich metod méreni,
pozorujeme Zel zcela jinou, podstatné horsi situaci.

Paralelni vyroba souprav na bazi nestandardizo-
vanych a standardizovanych metod méreni rutinnich
enzymU a jejich vytrvalé pouzivani v klinickych labo-
ratofich pretrvava navzdory faktu, ze vysledky pfi
stanoveni AST a ALT se lisi, zejména pak u hodnot
uvnitr referenénich intervald, jak je zfetelné u vysled-
ki (Empower) za téchto podminek u metod o desit-
ky procent. Pfi stanoveni LD vice nez dvojndsobné
a u metody ALP (DEA pufr) se dosahuje vysledk( az
0 90% vyssich, nez u metod s pufrem AMP. Rozdi-
ly mezi vysledky ALT a AST pfi pouziti nebo absenci
P5P u vzork( pacientl byly popsany jiz pfed mno-
ha lety a jsou zejména u téZzce nemocnych pacientd
nezanedbatelné [5]. V nékterych systémech EHK (RfB
Germany, SEKK CR amozna i daldich) se pouziva
kontrolnich sér s pfidavkem P5P, takze pripadné dife-
rence mezi metodami stanoveni ALT/AST IFCC s P5P
a bez P5P se zamaskuji.

Napriklad v programu SEKK nepouzilo podle tdajd
Ucastnikl v cyklu AKS4/14 20 % laboratoii P5P, avsak
diky pfidavku P5P do kontrolniho materialu pfi jeho
vyrobé nebyly rozdily pozorovany.

Pri stanoveni ALP je zavedeni standardizované
metody IFCC o nékolik let opozdéné a ze strany vyrob-
cl v ¢ase nekoordinované, takze srovnatelnost vysled-
ki méreni mezi laboratofemi neni v sou¢asné dobé
zajisténa (s prekvapuijici vyjimkou vysledk SKML?), jak
je zjevné z vysledkd Tabulky 4a. Jak potvrzuje nejno-
veji i recentni ¢inska studie [6] a jak souhlasi i s nasimi
zkusenostmi ani globalni vyrobce Roche neakceptoval
dosud referenéni IFCC metodu. Pritom vysledky téhoz
programu jasné ukazuiji, ze rekalibrace na IFCC meto-
du je mozna.

V nékterych programech externiho hodnoceni kva-
lity jsou tyto rozdily jednoduse vyreSeny hodnocenim
vysledkd po skupinach metod (peer groups), do nichz
jsou UCastnici zarazovani. K zabezpeceni certifika-
tu kvality pro auditora a pojistovny jde o postup sice
vyhodny, ale k detekci a pripadnému odstranéni sys-
tematickych chyb se naprosto nehodici. Z dat Tabu-
lek 3 a 4 je navic zfejmé, Ze neni dostatecné definovan
zplsob ustanovovani takovych ,peer groups® skupin.
Vysledky ziskané soupravami nékterych vyrobcl jsou
dale dost libovolné déleny do dalSich podskupin. Napfi-
klad Roche do podskupin Cobas, Modular, Integra,
Siemens na podskupiny Advia, Dimension, Beckman
na DxC a Olympus AU, mezi kterymi jsou pozorova-
ny také diference. Hodnoceni podle skupin rozhodné
nevede k principialnimu zvySeni kvality, pouze k zlep-
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Seni Uspésnosti Ucastnikd v programech externich
hodnoceni kvality. Vysledky programd Empower z roku
2014 a RIQAS 2013 explicitné dokladaji, ze velka vét-
Sina globélnich vyrobcl diagnostik produkuje a na trhu
prodava paraleiné soupravy, zalozené jak na IFCC
metodach, tak ina metodach nestandardizovanych
bez ohledu na to, Ze poskytuji zcela rozdilné vysledky.

| v pfipadech, kdy bylo standardizace dosazeno
intenzivni praci pfislusnych pracovnich skupin IFCC, se
nahle objevi vyrobce, ktery uvede na trh novou, nestan-
dardizovanou metodu stanoveni enzymu. V pfipadé a-
amylaz, kde standardizace pomoci referenéni metody
IFCC (substrat ethyliden-G7 PNP) zvysila uroven har-
monizace vysledk( o fad (z desitek procent hodnot
CV na jednotky CV), se objevuji v trzni nabidce metody
nestandardizované, vykazujici v programech EHK vice
nez 20% rozdil od priméru metod standardizovanych
(Siemens Dimension se substratem CI-G3-PNP). Je
v8ak zajimavé, ze vysledky metod Roche Integra (Cl-
G3-PNP) a Abbott Architect (substrat 3 CI.G3-PNP)
nevykazuji zadné signifikantni diference od metody
IFCC, takze napovidaji, ze vyladéni metody 3-CI-G3-
PNP na referenéni metodu IFCC(G7-PNP) je zfejmé
mozné.

Zdroji diferenci mezi metodami je primar-
né existence a pouzivani nestandardizovanych
metod, vyrabénych i globalnimi vyrobci navzdory
existenci referencénich systémi méreni a refe-
renénich materiall. Problém komutability materi-
alt se v tomto kontextu jevi jako druhotny.

Role EHK, laboratoFi a vyrobcu
v dosazeni dusledné standardizace
méreni. Souéasnost a budouci cile.

Standardizace méreni enzymU je teoreticky dobre
zabezpecena a data o referencnich postupech IFCC,
referencnich materialech IRMM/IFCC a vysledcich refe-
rencnich laboratofi IFCC jsou volné dostupna na webo-
vych strankach [7, 8]. Napriklad od roku 2011 funguje
pro metodu ALP kontrolni program EHK pro referencni
laboratore RELA [8], takze kontrolni/referencni materia-
ly by mohly byt bez problém( rekalibrovany na hodno-
ty, odpovidajici referenni IFCC (2011) metodé. V tako-
vém pripade by nemuselo k nesrovnatelnostem metod
ALP, pouzivajicich pufru AMP vibec dojit. Stejné tak,
by mohla byt zfejmé pomoci vysledkd RELA (viz Roche
Integra; Abbott Architect) rekalibrovana metoda méreni
a-AMS s CI-G3-PNP substratem na referenéni metodu
IFCC (G7 — PNP).

Programy EHK by mély sehravat podle svého uréeni
edukadni roli, zamérenou zejména na ddslednost stan-
dardizace a jeji vyZadovani ze stran uZivateld.

Minimalnim krokem pfi organizaci programd EHK by
méela byt ¢innost, vedouci k eliminaci produkce nestan-
dardizovanych metod ze strany vyrobcd, coz by vedlo
k redukci (az eliminaci) jejich pouzivaniv rutinnich klinic-
kych laboratorich. V ramci akreditace klinickych labo-
ratofi by bylo zapotifebi omezovat hodnoceni vysledk
meéreni v programech EHK jen na ty skupiny metod,

které jsou zalozené na standardizovanych postupech.
Pak by nebylo nutné vyuzivat pochybeného a systema-
tické diference maskuijiciho hodnoceni podle metodic-
kych skupin a nahradit je hodnocenim podle referenc-
nich postupd nebo aspon robustnich prdmeérd. Pak by
bylo mozné i ziskani dosud pochybenych a v podstaté
malo znamych, vyrobci a laboratofemi obvykle fales-
né optimistickych dat o hodnotach bias [9] a nejistot
méreni u enzym0.
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