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Navaznost vysledkli méreni katalytickych koncentraci aktivit
diagnosticky vyznamnych enzymi — srovnani specializované
mezilaboratorni studie s vysledky rutinniho cyklu EHK

Friedecky B.
SEKK, spol. s r. 0., Pardubice

SOUHRN

Vysoce sofistikované organizovana studie EC4 pfinesla v podstaté stejné vysledky o navaznosti a pravdivosti méreni
Sesti enzymu standardizovanych podle IFCC jako bézny cyklus rutinni EHK. A to navzdory tomu, Ze studie EC4 pouzila
Sest pfisné definovanych homogennich méricich systém, zatimco Ucastnici EHK naopak pouzivali velmi heterogenni
usporadani trojice pfistroj-reagencie-kalibrator. Pfesto rozdil v hodnotach bias a z nich plynouci navaznosti vysledk
méfeni neni vyrazny. Ve studii EC4 byla nejlepsi Urover navaznosti zaznamenana u ALT, pfijatelna u AST, diskutabilni
u gamma-GT a CK, pfi¢emz u dvou poslednich byly indikovany signifikantni hodnoty bias u nékterych vyrobkd 1VD
a zcela neuspokojivé vysledky u a-amylazy a LD. Program EHK SEKK vykazal podobné vysledky navzdory jiz zminé-
nému nizkému stupni homogenity meéficich systémd. Dokonce vysledky u a-amylazy byly na vysSi Grovni a u LD Ize
vypozorovat jednoznacny trend ke zlepSovani situace. Rozhodujicim faktorem, ovliviujicim bias a navaznost vysledku
méfeni, je kompatibilita méficich postupl, pouzitych vyrobci IVD s referenénimi postupy IFCC a striktni hodnoceni
vysledkt EHK podle cilovych hodnot, odvozenych od metod IFCC.
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SUMMARY

Friedecky B.: The succession of results measuring catalytic concentrations of diagnostically important enzy-
mes: A comparison of specialized interlaboratory study with the results of a routine cycle of EQA

Two studies on the trueness of enzyme measurement were shortly compared and explained. First, highly organized
EC4 study obtained practically the same results as routinely performed EQA program despite total different approach
to problem. EC4 study worked with six fully homogenous measurement systems from leading world manufacturers,
while participants of EQA used very heterogenic systems which consisted of equipment, reagents and calibrators from
different producers. The best trueness showed in both studies measurement of ALT and AST, significant bias was
determined in gamma-GT and CK measurement. Bias and traceability of a-amylase and LD seems to be better in
Czech labs than in participants of EC4 study. Use of target values as criterion in EQA and strictly requirement to use only
measurement methods based on the same principles as reference IFCC procedures can be way to trueness and
traceability of enzyme measurement results.

Key words: enzymes, IFCC procedures, bias, traceability, comparison.

Producenti a uzivatelé IVD Metodika

V zasadé je mozné vyjadfrit roli obou pfi zajistovani
navaznosti vysledkt méfeni jednoduse. Producenti jsou
zavazani zajistit ndvaznost vysledk(i méfeni pfimo na
podkladé platné evropske legislativy [1] kalibraci svych
produktd IVD za pouziti referencnich systému — postu-
pu a material [2]. UZivatelé musi verifikovat tuto ka-

Datové podklady publikace

— Studie EC4 [3]

— Vysledky EHK, cyklu AKS 2/06, kvéten 2006 (do-
stupné na).

Referencni postupy IFCC
Jsou vypracovany a uvefejnény pro tyto enzymy:

libraci, obvykle uspéSnou uc€asti v programech mezila- — o-amylaza,
boratornich porovnavani a/nebo externich hodnoceni — ALT,
kvality. PFi spInéni téchto jednoduchych pozadavk(iby - AST,
nemély byt zavazné problémy se srovnatelnostivysled- — CK,

k(G a Uspésna ucast rutinni laboratofe v systému EHK - gamma-GT,

by méla byt verifikaci navaznosti jejich vysledki mé- — LD.

feni enzymovych aktivit u ALT, AST, CK, gamma-GT
a-amylazy a LD.

Cilem sdéleni je odpovédét na otazky:

— zda skuteCné problémy se srovnatelnosti existuji,
— pokud existuji, co je jejich pficinou.

Postupy Ize nalézt na: http://www.sekk.cz (Infoservis)
a dale na strankach Spojené komise pro navaznostyv la-
boratorni mediciné — JCTLM umisténych na adreséach:
e http://ifcc.org,

e http://www.bipm.org).



Stranky JCTLM jsou také pfistupné pfimo z www.cskb.cz.
Certifikované referencni materialy

V soucasnosti existuji a na strankach JCTLM jsou

uvedeny:

— IRMM 452 (gamma-GT)

— IRMM 453 (LD)

— IRMM 454 (ALT)

— IRMM 455 (CK)

— IRMM 456 (a-amylaza)

— JC ERM (japonsky referen¢ni material pro ALT, AST,
gamma-GT, LD, CK, a-amylazu, ALP)

Jak verifikovat ndvaznost?

Nejistota méfeni nesmi pfevySovat pozadovanou
hodnotu, ta zase musi vyhovovat zamyslenému pouzi-
ti zkouSky-vysetieni.Velikost nejistoty tedy nesmi zpo-
chybnit pouzitelnost laboratorniho vySetfeni pacient.

V soucasné dobe je Casto pouzivanym kritériem po-
zadované nejistoty pozadovana hodnota presnosti mé-
feni, pozadované hodnoty bias méfeni (diference pru-
méru od referencni hodnoty) a povolena celkova chyba
méfeni (diference vysledku od referencni hodnoty),
vSechny odvozené z hodnot biologickych rozptyll. Sou-
hrn hodnot, podle nichz Ize verifikovat navaznost vy-
sledkd méfeni enzymovych aktivit, uvadi tabulka 1.

Table 1. Required values of precision, bias and total analytical
error for enzymes derived from biological variation

Enzyme Precision Bias Total analytical
(CV %) (%) error (%)
ALT 12.2 12.0 32.1
AST 6.0 5.4 9.0
a-amylase 4.4 7.4 14.6
CK 11.5 11.4 30.3
gamma-GT 6.9 10.8 22.2
LD 4.3 4.3 11.4
Studie EC4[3]

Referencni hodnoty byly stanoveny ve tfech refe-
rencnich laboratofich sité IFCC [4] za pouziti referencnich
postuptl IFCC. Material byl poté rozeslan do 70 rutinnich
evropskych laboratofi v Italii, Némecku a Nizozemi.
Ugastnici pouzivali pfisné homogenni méfici systémy
(fazeno podle abecedy) — Abott, Beckman, Dade, Olym-
pus, Ortho, Roche. Zadné dalsi déleni na podskupiny
uvnitt téchto skupin nebylo hodnoceno!

V tomto experimentu byl pouzit sérovy kontrolni ma-
teridl s pfidavky lidskych rekombinantnich enzymu
a s ovérenou komutabilitou [5].

Navaznost vysledkd méfeni byla stanovena pro kaz-
dou laboratof, enzym a méfici systém zvlast, jako mi-
ra shody s pozadavky odvozenymi z biologickych
rozptylh. Hodnoty bias byly kalkulovany pro skupiny
jednotlivych testovanych IVD jako diference jejich pru-
mérd od referenénich hodnot.

Externi hodnoceni kvality méreni enzymovych aktivit
v Ceské republice (SEKK, spol. s r. 0.)

Pouziva kontrolniho materialu spoleéného s DGKL-
Némecko. Cilové hodnoty jsou ustanoveny Referenénim
institutem Némecké spolecnosti klinickych laboratofi
(DGKL) pro bioanalytiku v Bonnu a strikiné pouzivany

jako jediné kritérium hodnoceni. Jde v zasadeé o stejny
typ referencnich hodnot, pouzitych v experimentu EC4
az na to, ze namisto tfi referen¢nich laboratofi je pro-
ducentem referencnich hodnot jedina.

Specifikou eského programu EHK je nizka Cetnost
pouzivani homogennich méficich systému. Pouzivané
systémy jsou smési pfistrojl, reagenénich kitl a ka-
libratord raznych vyrobcl. Typické je pouzivani laci-
néjSich reagenénich kitd mensich vyrobcli v kombina-
ci s vysoce sofistikovanou pfistrojovou technikou vel-
kych svétovych vyrobcl.

Z 25 pristroju firmy Abbott, ucastnicich se méreni
ALT v cyklu AKS2/06, jen 9 pouzilo firemni reagencia;
z 32 pracovist, pouzivajicich pfistroje Bayer, pracovalo
s firemnimi kity pouze 9. Ani firmy Roche a Olympus,
které jsou na tom podstatné Iépe, nepfesahly v pouziti
svych reagencii na firemnich pfistrojich 50 %. Naopak,
jednoznacné nejCastéji pouzivané kity Pliva Lachema
nedisponuji Zz&dnym méficim pfistrojem. Témér polovina
Ucastnikd pouziva kalibrator Roche bez ohledu na pfi-
stroj a kit. Bilou vranou mezi UCastniky jsou uzivatelé
Dade-Behring, ktefi pouzivaji pro sva méfeni prakticky
plné homogenni systémy pfistroj-reagencie-kalibrator.

Tato situace je dana pfi€inami, které nejsou pfedmé-
tem sdéleni, nicméné bylo by vhodné neodpustit si po-
znamku, Ze pravé v této oblasti miZze byt obrovsky pro-
stor pro aktivitu naSich vyrobcU (spiSe dodavatel() IVD.

Jaky mélo takové roztfisténi homogenity méficich
systém( vliv na bias vysledk( méfeni, tedy na navaz-
nost? Teoreticky by vliv mit nemélo, protoze za podmi-
nek Smérnice 98/79 IVD maji byt principy méfeni, za-
loZzené na stejnych principech jako referencni postupy
a kalibratory, hodnoty odvozené ze stejnych refe-
renénich postupu. Neni tedy Zadny racionalni diivod pro
negativni vliv na bias, pokud pracuji laboratofe s do-
state¢nou vykonnosti a pokud se reagencni kity méfi-
cimi principy neodlisuji od princip( referen¢nich postu-
pU pfi dostateéné kvalité reagencii samotnych. Navic
situaci nahrava i dosti zna¢na unifikace kalibratord, ja-
ko kontrast k diverzifikaci reagencii.

Vysledky a diskuse

Vysledky studie EC4

Lze konstatovat nedostate¢nost urovné navaznos-
ti, Casty vyskyt signifikantnich hodnot bias a rozdily
mezi vysledky dosazenymi s pouzitim méficich systé-
mU rliznych vyrobcu. Tyto rozdily jasné ukazuiji, ze me-
zi literou a realizaci normativniho pfistupu muaze byt
opravdu velky rozdil a ze ke srovnatelnosti vysledku
vySetfeni v enzymologii zbyva jeSté dost usili. Kupfi-
kladu podle vysledkl studie IFCC nejsou méfeni LD
a amylazy vibec jesté k hodnoceni navaznosti zrala.
Navaznost vice nez 95 % vysledkd byla potvrzena pou-
ze v mensiné pfipadu:
— ALT u systému Ortho, Roche, Olympus, Dade;
— AST, gamma-GT u systém(l Dade, Olympus;
— CK u systému Abbott, Beckman, Roche.

Zato hodnoty bias jsou v fadé pfipadld velmi vyso-
ké a enormné zavislé na typech IVD. Tato skuteCnost
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ukazuje pravou pfi€inu nizké Cetnosti navaznych vy-
sledk(l — nedisledné odvozeni hodnot pracovnich ka-
libratort od referenénich postupd anebo nedodrzovani
principl referenénich postupt pfi produkci IVD. Signifi-
kantni hodnoty bias Ize zaznamenat i u enzym0, kde
bylo mozné prokazat vyznamny stupefl navaznosti
(gamma-GT, CK), o amylaze a LD ani nemluvé (tab. 2).

Table 2. Range of bias determined for six IVD products

Enzyme Bias (%) range
ALT 2510 4.2
AST 35t05.2
CK -9.4 to 6.1
gamma-GT -9.8106.3
a-amylase -24.1 to -2.7
LD -10.5 to 8.1

Hodnoty bias méfeni enzym(i v Ceské republice v kvét-
nu 2006

Hodnoty bias byly uréeny z vysledk( méfeni vzorku
A kontrolniho cyklu AKS2/06 SEKK z kvétna 2006.
V tomto vzorku byly cilové hodnoty blizké hodnotam ex-
perimentu EC4. Amylaza vSak byla hodnocena z téhoz
ddvodu z vysledkl vzorku B stejného cyklu. Hodnoty
bias pro jednotlivé vyrobce reagenénich kitd jsou uvede-
ny v tabulce 3. Nelze presvédcive tvrdit, ze vysledky
dosazené v rutinnim programu EHK se né&im zasadné
odlisuji od vysledkl ziskanych v mnohem sofistikova-
néjsi studii EC4. Zatimco studie EC4 odhaluje, ze vy-
robci nedodrzuji vSechny pokyny Smérnice 98/79 ES,
a je schopna tyto zavady identifikovat konkrétné pro jed-
notlivé IVD, vysledky rutinniho EHK ukéazaly totéz v glo-
balni sestavé ucastnikl, ktefi z fady diivod(i (dobrych
i Spatnych) neciti nutnost pouzivat homogenni méfici sy-
stémy riznych vyrobc. Vysledky obou studii jsou té-
mér totozné, navzdory odliSnému pfistupu od studie EC4,
i s typickymi signifikantnimi hodnotamibias u GGT a CK.
Pfiznivy vliv na vysledky EHK ma bezesporu vysoky
stupen unifikace pouziti pracovniho kalibratoru. Pfi sta-
noveni amylazy a LD Ize dokonce pravem fici, ze stu-
pen ndvaznosti a srovnatelnosti je v Ceské republice na
vyS8i urovni, nez ukazuje studie EC4.

U amylazy je hlavnim diivodem vysoky stuper stan-
dardizace. Jen 8,7 % ucastnikl nepouzilo metody na
principu IFCC (metody s maltoheptaosidem, blokova-
nym ethylidenem, pfipadné& benzylidenem). Ugastnici
pouzivajici systém Dade jsou znevyhodnéni, protoze
se hlasi k IFCC metodice, avSak maji k dispozici
maltotriosovy substrat, ktery neni schopen zajistit na-
vaznost vysledk( mérfeni.

Table 3. Bias value (%) in survey AKS2/06 SEKK CZ

Situace u LD je bezproblémova tam, kde Ucastnici
pouzivaji metodu méfeni na principu IFCC. Problém je
v tom, Ze soucasné jsou na trhu a v uzivani kity vyrob-
cl IVD, které pouzivaji jiny princip méfeni (od pyruvatu
k laktatu). Tato situace je obzvlast napadnym poruse-
nim platné Smérnice 98/79 ES, nebot diagnosticky kit
s principialné nemoznou navaznosti na referenéni méfi-
ci postup nema byt na trhu pfitomen a rutinnimi labora-
tofemi viibec pouzivan. Programy EHK jsou Iépe schop-
ny zachycovat vyvojové trendy nez sofistikované stu-
die.V pfipadé LD doslo v Ceské republice b&hem jedno-
ho roku k nartistu poctu laboratofi pouzivajicich metodi-
ku IFCC z 22 % na 59,4 %. Kompletni pfechod na tuto
metodiku a eliminace pfitomnosti druhého kitu bez San-
ce k navaznosti na trhu situaci nejspi$ zcela vyresi. Du-
sledné hodnoceni vykonu laboratofi podle cilovych hod-
not, odvozenych z metod IFCC, je velmi pfinosné.

Program externiho hodnoceni referencnich laboratori —
RELA

V tabulce 4 je uvedeno rozpéti hodnot enzymovych
aktivit namérené evropskymi referenénimi laboratore-
mi klinické chemie u vzorku A cyklu RELA 1/2004. Z dat
je ziejmé, ze k signifikantnimu bias mize dochazet uz
pfi stanovovani referenénich hodnot v referen¢nich ma-
terialech potencialné slouzicich k hodnoceni navaznosti
pfi verifikacnich méfenich v laboratofich a/nebo pro-
gramech mezilaboratornich porovnavani podle kvality
prace referencni laboratore.

Table 4. Ranges of enzyme values obtained in european referen-
ce laboratories in survey RELA 1/2004

Enzyme Range of values Maximal bias value
(kat/l) (%)

ALT 2.045-2.167 5.8

AST 1.56-1.68 7.4

CK 4.84-5.35 10.0

gamma-GT 1.31-1.46 10.8

LD 3.29-3.48 5.6

a-amylase 1.25-1.29 3.2

Zavery

Navaznost a pozadované hodnoty pravdivosti—bias
jsou dosazitelné pfi méfeni enzymovych aktivit pouze
daslednym dodrzovanim zasad Smérnice 98/79 ES
(IVD). To vyZaduje také dlslednou regulaci trhu tak,
aby na néj mély pfistup pouze IVD s kalibraci odvoze-
nou z referenénich méficich postupt IFCC. Dozor nad

Enzyme Target Bias (%)

All Ro Ol Da La Abb Dia Bay
a-amylase 1.69 2.4 -0.6 3.6 15.4 1.2 - -1.8 0.6
AST 2.9 0 1.0 1.2 -2.8 0.9 -1.0 0 -1.0
ALT 1.27 55 4.3 2.3 7.9 6.5 2.4 71 1.6
CK 8.52 -5.3 -5.0 -2.9 -11.9 -3.4 -0.3 -6.0 -9.0
gamma-GT| 1.675 -6.9 -7.7 -5.2 1.4 -6.9 -5.1 -5.7 -8.1
LD 6.1 1.8 -0.8 2.1 -3.8 0.3 -2.0 -2.2 2.3

Explanation: All — all participants, Ro — Roche, Ol — Olympus, Da (La) — Pliva Lachema, Abb — Abbott, Dia — Dialab, Bay — Bayer
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kvalitou IVD prostfednictvim program0 EHK je nutny,
a to oboustranné. To znamena nejen sledovanim stabi-
lity Sarzi IVD, ale také hodnocenim vykonu laboratofi,
ktery znamena spravné pouzivani IVD v denni labora-
torni praxi. Vysledky sofistikované studie (EC4) jsou
v souladu s vysledky rutinni EHK, dokonce Ize pozo-
rovat u Ucastnikl bézné EHK lepsi dispozice k navaz-
nosti vysledk( méfeni, pfestoze pouzivaji malo homo-
genni méfici systémy. Dulezitou roli EHK je edukace
az ,natlak” na uzivatele k pouzivani relevantnich mefi-
cich postupl. To ma nesporné pozitivni vliv na kvalitu
méfeni, jakkoliv to zni ponékud provokativné.
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Otevieny dopis dr. Friedeckému

Mily Bedfichu,

pétaSedesatka neni vek, kterého by sis mél vSimat. Zatimco mladsi Ti ho mohou pfi Tvé kondici zavidét,
star§im naopak nezbyva opét nic jiného nez zavist. Jsi instituci, bez které by klinicka biochemie méla velkou
Sanci ponékud myslenkové zivofit, jsi Clovék s nazory, jejichz nevysloveni by bylo prazdnou cestou do pustin.
A tak poslouchame, kdyz mluvi$ a ¢teme, kdyz pises. Ale vzdy s ocekavanim, co nového se dozvime.

Jen nékolika lidem jsi dal nahlédnout pod povrch Tvé laskaveé sarkastické bariéry, ale nas par takeé vi, jak trpis
svétem, ktery Té obklopuije, a jak rad bys humanismus, ktery mas jako sv(j svétonazor, vidél kolem sebe mno-

hem Cast§ji.

Tak jako jsi jen nékolika lidem dal poznat své nitro, tak jsi naopak mnoha lidem dal poznani, smér, pochopeni
a mozna i napln zivota. Naucil jsi nas ¢asto vic, nez bychom si byli ochotni pfipustit, ukazal jsi nam véci v uplné
jiném svétle a v souvislostech, které byly bud naprosto absurdni, nebo Uplné jednoduché, ale my jsme si jich

prosté nevsimli.

Zivot mize Elovéka stale pfijemné prekvapovat a pieji Ti, abys s klukovskym tdivem bral véechna ta pre-

kvapeni jako odménu, kterou si zaslouzis.

TvUj

Tonda Jabor
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