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Referencni metoda
stanoveni katalytické
koncentrace ALP
(IFCC 2011) a vliv
pH reakcni smési

P. Sedlak, J. Kratochvila

Omlouvame se hned v ivodu laskavému &tenafi, Ze
z tématu ALP déldme v bulletinu Fons pfimo seridl
na pokracovani, ale aktudlni stav standardizace sta-
noveni ALP to bohuzel stile vyzaduje.

Supervizofi SEKK vénovali dostate¢ny ¢asovy pro-
stor do konce roku 2016 tomu, aby vsichni acastnici
zvladli pfechod na referen¢ni metodu stanoveni
kat. k. ALP z roku 2011 (1). Bohuzel ani toto péti-
leté (2011 az 2016) prechodné obdobi nebylo pro
vSechny dostate¢né. Samoziejmé zde na viné nejsou
samotni castnici programu EHK. V éfe dominu-
jicich uzavienych analytickych systémil jsou zavisli
na svych dodavatelich IVD, ktet{ ve vétsiné ptipada
ukol ,,pétiletky“ jiz splnili. Proto také v komentati
supervizort cyklu AKS4/16 bylo avizovano, ze od
roku 2017 se jiz nepocita se systematickym rozsi-
fovanim mezi D,z diivodu existence odlehlych
skupin vysledkii méfeni, které nevykazuji metrolo-
gickou navaznost na referen¢ni metodu. Nové budou
tyto ,,nendvazné“ vysledky méfeni hodnoceny jako
samostatnd skupina.

Samoziejmé nedokoncend standardizace ma kromé
komer¢nich i své realné priciny, oboji jsme diskutovali
jiz v predchozich textech (2, 3, 4). Tehdy jesté jen
v prevazné teoretické a intuitivni roviné s nedostat-
kem padnych argumentt. Zpochybiiovana byla uz
samotna volba referen¢ni metody co do reakéniho
prostredi s poukazovanim na obtiznou opakovatel-
nost pripravy reakéni smési s totoznymi reakénimi
vlastnostmi, dokladovana zahadnou, dlouholetou
a stalou absenci preparace CRM. Pfipoustime zpétné
v téch textech i trochu sentimentu nad odvrzenou
metodou pro standardizaci rozhodné vhodnéjsi,
metodou s pufrem MEG (N-metyl-D-glukamin),
(kterou publikovali L. Zahradnicek s V. Chromym jiz
v osmdesatych letech) a ktera byla v republice témér
monopolné (Lachema) a plosné provadéna ke spo-
kojenosti analytiki i kliniki po cela desetileti (5). Jak
se dnes ukazuje, nebyla to jen intuice a nostalgie. Za
pravdu dostavame nejen zdlouhavou a stéle neukon-
¢enou praktickou realizaci standardiza¢niho procesu,
ale i pribézné novymi odbornymi sdélenimi, na ktera

na téchto strankach reagujeme. Tentokrate je to nové
pregnantni vysvétleni dal$iho zdvazného tiskali v pub-
likaci autorti z referen¢ni laboratofe v Hannoveru (6).
Aby paradoxti nebylo malo, mezi autory je sice na
poslednim misté, ale prece, i samotny hlavni autor
referen¢ni metody (dlouholety vedouci pracovni
skupiny pro enzymy IFCC/C-RSE).

Vliv samotného pH reakéni smési byl samoziejmé
v ramci konstrukce referenéni metody zkouman
a optimalizovadn. Nahlédneme-li do textd vyvoje
referen¢ni metody, je zde vénovana pasaz volbé opti-
malniho reakéniho pH, pasdZ vénovanad samotnému
instrumentalnimu a technologickému postupu
meéfeni pH i pasaze dokonce dvoustupiiové adjus-
tace pH pfi pfipravé reak¢nich ¢inidel. Stejné tak je
diskutovan a zohlednén nasledny pokles pH pufru
pii skladovéni za pfistupu vzduchu a na zékladé
této hodnoty i stabilita a doba pouzitelnosti ¢inidel.
Nicméné jeho vliv ve vztahu k jednotlivym izoenzy-
mim ALP byl zjevné podcenén. Teprve netispésna
restandardizace IVD platforem pro stanoveni ALP,
realizovana firmou Roche (7) v letech 2014-2015,
obraci pozornost vyraznéji timto smérem. Firma
Roche, podobné jako i jini globédlni vyrobci, si stan-
dardiza¢ni proces sice vyrazné uleh¢ila, ¢i spise ho
v podstaté obesla, kdyz ponechala v nabidce ptvod-
ni typy souprav s nonIFCC slozenim reakéni smési,
ale metrologickou navaznost na ALP IFCC (2011)
se pokusila realizovat pomoci regresnich studii na
souborech pacienttl. Nicméné i tento model by mél
vést k zajisténi metrologické ndvaznosti minimalné
jako u jinych vyrobct. Odpovéd na otazku pficiny
neuspéchu objasiiuje zkratkou, zato vystizné:

a) Iustrativni Graf 1, vystihujici koncentrované
obsah publikace (6).

b) Deklarace vyrobce (Roche) kalibra¢niho materi-
alu (8) C.fa.s., kdy hladina ALP je modelovana
vyhradné pomoci placentarni (rekombinantni)
ALP, tedy dle grafu ¢. 1 ta nejméné vhodna
frakce ALP!

Ktivka pro placentarni izoenzym neposkytuje
obvyklé platd, umoznujici dosdéhnout v praxi
realnou, textem (1) toleranci fixace optimélniho
reakéniho pH = 10,2 £ 0,05 pozadovanou, a tim
i dostate¢né robustni analytickou metodu. Vliv
i minimalnich, zejména v praxi realnych odchy-
lek pH na reakéni rychlost, respektive naméfené
hodnoty ALP za téchto podminek kalibrace (8), je
nepfijatelné velky. Obdobné ndsledné markantni
zejména v oblasti nekontrolovaného poklesu pH
¢inidel ,,on board“ za ptistupu vzduchu. Autofi na
zakladé modelaci dospéli k nové maximadlni nejistoté
hodnoty pH od optima pH = 10,2 + 0,03 pti pouziti
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Graf 1. Zavislost aktivity ALP na pH reakcni smési dle (6)

Kf¥ivka 1 prezentuje zdvislost aktivity jaterni frakce ALP na pH a kfivka 2 zdvislost placentdrni frakce ALP
na pH; pfitom katalytickd koncentrace ALP je nastavena jako 100 % pro hodnotu pH = 10,2

kalibratortia QC se zastoupenim placentarni frakce
ALP. V praxi to bude ale jen velmi tézko redlné
dosazitelné.

Ze stejnych diivodu tak i zfejmé jinak precizné pro-
vedené regresni studie (7) mezi vysledky ziskanymi
firemnimi stavajicimi testovacimi soupravami IVD
Roche a vysledky ziskanymi referenéni metodou
ALP 2011, evidentné ztratily nepostradatelny pevny
spole¢ny bod, za ktery byl pro praxi zfejmé nestastné
zvolen pravé kalibrator C.fa.s.

Nutné podobny osud pak mély i rozsahlé studie
postavené na shodnych IVD, které mély vést k zis-
kani novych referen¢nich intervald zejména pro
pediatrickou populaci (9, 10, 11).

K jakému dal$imu kroku se uchyli firma Roche,
nelze zatim odhadovat. Zda to bude jednodussi cesta
formou specifického kalibratoru vyhradné jen pro

kalibrace ALP s vhodnéjsi skladbou izoenzymd, ¢i
velmi naro¢ny proces zmény matrice celosvétové
pouzivaného kalibratoru C.f.a.s., a nebo bude postu-
povat jinak? Rozhodné nelze setrvat na stavajicim
fetézci ,,metrologické navaznosti“ realizovaném
pomoci soucasného kalibratoru C.f.a.s (8) s placen-
tarni frakci ALP.

Pro t¢astniky cykltt AKS SEKK je naopak dobrou
zpravou, Ze souasné se zavrzenim vhodnosti
materidlu C.fa.s. pro analytiku ALP byly autory
(6) ikladné provéteny QC materidly Seronorm
a Seronorm High (SERO, Norway), aktualné ¢asto
uzivané pravé poskytovatelem EHK SEKK.

Pro ucelenou predstavu o aktualnim stavu stan-
dardizace stanoveni ALP se podivejme, jak je tomu
u dalsich globélnich vyrobci (12).
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Tabulka 1 Nékteré analytické systémy vyrobcii IVD pro méreni katal. konc. ALP (12)

Vyrobce | Platforma | Princip metody Kalibrator De.l.darovana Metyrologlcka
0
nejistota [%] navaznost
p-NPP NA IFCC 2011
Abbott ** | Architect kalibr. faktor
p-NPP NA p-NPP (abs.koef.)
AU IFCC metoda systémovy 6% Beckman Coulter
Becknn DEA kalibrator NA master calibrator
eckman
6,22 %
Synchron AMP ShEyme IFCC 2011
validator 1 a 2 1,86 %
Cobas c. IFCC Gen 2 C.fas. 0,59 % stard metoda 1983
Roch. Integra IFCC Gen 2 C.fa.s. 1,22 % stard metoda 1983
oche
Modul IFCC ,kapalna“ C.fas. 0,65 % stard metoda 1983
odular
DGKL stara C.fas. 0,91 % stard metoda 1983
Dimension AMP ALPI calibrator 4,51 % IFCC 2011
Siemens chemistry 3,7 % IFCC 2011
Ta%
Advia AMP calibrator 1a 2 1,0 % IECC 2011

Pozn.: *Dle bulletinu firmy Siemens CZ se nové (v roce 2016) pouzivd kalibrdtor ADVIA Chemistry Alka-
line Phosphatase 2 Calibrator (Kalibrdtory Siemens jsou na bdzi ALP z veptovych ledvin v matrici lidského
albuminu)

**Slozeni reakcni smési nonIFCC, firma poskytuje kalibracni faktor

Pouzité zkratky: p-NPP = p-nitrofenyl fosfat; DEA = dietanolamin; AMP = 2-amino-2-metyl-1-propanol;
IFCC 2011 - referencni metoda IFCC dle citace (1); QC = Quality Control

Tabulka 2. Nastaveni odhadu cilové nejistoty k zamyslenym ticeliim (13)

Uroven kvality Uc ~[%]

pouzitelnd / vhodna

minimdaln{ optimadlni

4,5 3,0 1,5

Tabulka 3. Predbézné referencni hodnoty kat. k. ALP pro dospélou populaci (14)

Evropska populace ~ [pkat/l]

Muzi Zeny
0,71 - 1,92 0,55 - 1,64
Pozn. Studii provedlo CIRME Milano (Centre for metrological traceability in laboratory medicine — webovd
adresa: http://users.unimi.it/cirme/home/index.php?selCategoria=210) sidlici na mildnské univerzité (Uni-
versita degli Studi di Milano)) ve spoluprdci s italskou spolecnosti klinické biochemie a laboratorni mediciny

SIBioC.
Australsti autofi uvddéji spolecny referencni interval pro muZe i Zeny (australskd a novozélandskd populace
ve véku nad 22 let) v rozmezi 0,5 az 1,84 ukat/l (15).

Zavér

Patova situace v absenci CRM rovnéz vychdzi z pro-
blémii se zvolenou referen¢ni metodou citovanych jiz
v publikaci (5). Volba zastoupeni izoenzym v CRM
jevzhledem k témto faktiim a vzhledem k promén-
livému zastoupeni frakci ALP v pacientskych vzor-

v v

cich obtiZné fesitelny problém. Diskutovana prace

(6), autory povaZovana za revizi ptvodni verze (1)
co do narokiu na adjustaci pH, bude sice feSenim
pro referencni laboratore, avSak pro praxi predsta-
vuje spiSe jen dodate¢né zdiivodnéni pozorovanych
diferenci. Vkrada se az kacifska otazka: Nenastal
cas revidovat referencni metodu co do reakéniho
prostfedi? Precedens by tu uz byl... (16, 17).
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