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Teoreticky Uvod

Pfes nespornou pfinosnou roli sérovych enzymovych kalibratord pro stanoveni enzymu se stéle vice jevi nutnosti mit
k dispozici jiny, firemné nezavisly a analyticky exaktni prostfedek k ziskani kalibra¢ni zavislosti stanoveni katalytické
koncentrace enzymd, ¢i k ovéfeni deklarace atestu sérového enzymového kalibratoru. Ve znaceni a atestech deklaraci
sérovych firemnich enzymovych kalibratord nepanuje pofadek, systém a jednoznacnost, tyto vétSinou jen zohlednuji Uzké
firemni zajmy vztahovanim deklaraci atestl k firemnim kitim &i pfistrojdm, a ne jednoznaéné k pouzité metodé
stanoveni. Mozné nésledky zasadniho charakteru jsou jiz dokumentované napf. organizatory SEKK. "Kauzy" jako
a-amylaza a nové i alkalicka fosfatdza (ALP) jsou toho dokladem.

Klasicky postup kalibrace vypocétem kalibraéniho faktoru pfimo z molarniho absorpéniho koeficientu je sice exaktni,
nicméné jeho platnost je podminéna splnénim optimalizacnich podminek (viz kalibracni faktor) a tyto podminky neni
mozno pfi praci na automatickych analyzatorech bézné splnit. Popsany variantni postup pro praxi eliminuje pouziti
"pfiblizné" méfici vinové délky, bichromatickou fotometrii a vSechny vlivy zahrnutelné do "Instrument Factor", tj. zejména
vlivy fotometru, kyvet a pipetovaci a davkovaci jednotky. Princip spociva v jednotném "hardwarovém" provedeni kalibrace
i vlastni analyzy a k ziskani kalibracniho faktoru pak poslouzi pouze "softwarova" modifikace kalibra¢niho postupu. Jako
pfiklady jsou uvedeny dva samostatné materidly. Prvni pfedstavuje zobecnény postup pouzitelny pro rlizné enzymy a
metodické postupy jejich stanoveni na rlznych typech biochemickych analyzator(i, druhy naopak konkrétni prakticky
algoritmus kalibrace stanoveni katalytické koncentrace ALP pro metodu DGKC "new 94" (ECCLS) s MEG pufrem.

Teoreticka vychodiska
1. Lambert-BeerQv zékon
2. Kinetické stanoveni enzymatické aktivity
3. Pracovni, méfici a kalibraéni rezim konkrétniho analyzatoru

Seznam a vysveétleni pouzitych pojmu a zkratek
ALP = alkalicka fosfataza
o1t 1
F = kalibragni faktor ~ S¥ e107° PL
DA = zména (narast ¢&i Ubytek) absorbance
Dt = ¢asovy interval
TV = celkovy reakéni objem (objem vzorku + objem ¢inidel) [uL]
SV = objem vzorku [pL]
e = molarni absorp&ni koeficient [n*mol]
PL = tloustka kyvety (opticka délka) [mm]
| =vlnova délka [nm]
MEG = N-metyl-D-glukamin
SW = software analyzatoru
pNP = 4-nitrofenol

Klasicky postup ziskani kalibra¢niho faktoru (F) vypoctem pomoci molarniho absorpéniho koeficientu je sice teoreticky
dostupny, prakticky je to ale v sou¢asné "éfe biochemickych analyzator(" jen velmi tézko pouzitelny postup.

Kalibraéni faktor (F) je faktor, kterym se nasobi zména absorbance (DA) méfeného reakéniho roztoku v daném ¢asovém
intervalu (Dt) s cilem stanovit koneénou katalytickou koncentraci enzymu (ALP):

A= (DA /Dt) [min™]
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Katalytickd koncentrace "K" v [ukat/L] ALP = F . A; kde DA je v pfipadé ALP pfirlstek absorbance v daném ¢asovém
intervalu (Dt) nejc¢astéji 1 minuta ¢i Iépe 60 sekund.

Teoreticky kalibraéni faktor pro metodu s pufrem N-metyl-D-glukaminem (ECCLS ¢ DGKC "new" 94) odpovidajici
vinové délce 405 nm a optimalnim reakénim podminkam (1):

N-metyl-D-glukamin 500 mmol/L
pH (37 °C) 10,1
4-nitrofenylfosfat 20 mmol/L
Octan hofecnaty 0,5 mmol/L
Chlorid sodny 110 mmol/L
Objemovy pomér séra (1 : 56) 0,0179
a mérnym podminkam (1):
Teplota méfeni 37°C+0,1°C
P 405 nm

Vinova délka (spektralni poloSitka < 2 nm)

TlouStka kyvety 10,0 + 0,01 mm

Startér 4 nitrofenylfosfat

Preinkubace do dosazeni rovnovahy (> 300 s)

Cas prodlevy 60 s

Cas méfeni 90s

Reagenc¢ni blank nutny

Blank vzorku neni nutny

je roven
=
F-_ . 05610 16,67 =45,78

g PL- SV 1875001001107
(&isla uvedena vyse uréuji objemové poméry a 1875 [m%mol] je e pro 4-nitrofenol pii 405 nm a 37 °C a 16,67 prepoétovy
faktor na [pkat/L])
Potom je urcita katalyticka koncentrace ALP "K" = A . 49,78 [pkat/L]
Pro hlubSi podrobnosti viz pdvodni citaci normalizace metody stanoveni ALP (1). VétSina optimalnich metodickych
modifikaci a firemnich diagnostickych souprav pfiblizné pracuje s kalibracnim faktorem F = 50 pro vySe uvedené
optimalni podminky (2).
Kriticky rozbor
TV, SV: O aktudlnim kvalitativnim stavu pipetovacich a davkovacich jednotek analyzator( toho vime zpravidla méné, nez
je pro tento Ucel prace v objemech [uL] nutné. Udaje o spravnosti jsou pouze obecnym Udajem vyrobce pro dany typ
analyzatoru (¢asto nejsou vlbec ¢&i jsou nedostateéné specifikované), kriticky je zejména parametr SV, kdy pracujeme
v objemech o fad nizSich nez pro davkované objemy ¢inidel R1 a R2, navic se jedna o objem figurujici ve fyzikalnim
rozméru jednotky stanovované katalytické koncentrace. Jakakoliv odchylka v SV se tedy dramaticky promita do celkové
chyby stanoveni. Reprodukovatelnost (opakovatelnost) pipetovani a davkovani analyzatoru vSak muze byt trvale pod
nasi kontrolou, ¢ehoz se v dalSim pokusime vyuzit.
e: Hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu pfislusného substratu, standardniho roztoku ¢&i reakéniho produktu sice Ize
tabelarné pomérné snadno a presné zjistit, nicméné zpravidla pro ponékud jinou vinovou délku, nez pfi které je schopen
méfit nami pouzivany analyzator. Casto téZ i pro jiné pH a vlastni teplotu stanoveni. Navic z praktickych ddvod vétsinou
pouzivame pfi praci na analyzatorech bichromatické méfeni (méFeni pfi dvou vinovych délkach), které vypocetni vztah
jednak komplikuje a déle pak nam i prakticky znemoznuje exaktné uréit hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu pfi
tabelarné nezajimavé vinové délce ¢i pomeéru vinovych délek.
PL: Ani znalost hodnot optické tloustky kyvet analyzatoru neni dostate¢na, podeziela je uz i deklarace vyrobce plastové
kyvety napf. “s pfesnosti na celé milimetry i az na desetiny milimetru”, navic ¢asto bez uvedeni pfesné teploty méfeni,
roztaznosti plastu aj. (v tomto ohledu jsme na tom u legendarniho SPEKOLU byli Iépe).
| : Platnost zakona pro méfeni je podminéna monochromatickym svétlem s pfesnosti | (spektralni poloSifka < 2 nm).
O kvalité monochrométoru fotometru analyzatoru mame k dispozici zpravidla opét pouze tézko prakticky ovéfitelna
technicka data vyrobce. VétSina analyzatorll by navic v pfipadé pfimého vypoétu F vyZzadovala polychromatickou
korekci.

Zaveér

Dosazovani ¢iselnych hodnot vySe uvedenych veli¢in do vzorce k vypoctu kalibrace pomoci molarniho absorpéniho
koeficientu 4-nitrofenolu (pro ALP) se tedy nejevi v naSem pfipadé jako pouzitelny postup vedouci k ziskani vérohodného
kalibra¢niho faktoru s dostate¢nou spolehlivosti.

Navrh feSeni

Vzhledem kvySe uvedenym skuteénostem se nabizi jako schidnéjSi postup kalibrace pouzitim kalibraéniho roztoku
substratu ¢&i reakéniho produktu v takovém rezimu prace analyzatoru, ktery ndm umozni eliminovat nespravnost
pipetovanych a davkovanych objemu, nespravnost funkce monochrométoru pfi pouzitych vinovych délkach, nespravnost
uréeni optické tloustky kyvety atd. Jedinym problémem je docilit potfebného sloZzeni méfeného roztoku v kyveté
analyzatoru, tj. ¢inidel R1 + R2 a standardniho roztoku (4—nitrofenolu) v odpovidajicich objemovych pomérech, jako jsme
to dfive provadéli pfi manualnich postupech méfeni. Dale téZ prepocitat koncentraci méfeného substratu &i reakéniho
produktu (4—nitrofenolu) na odpovidajici jednotky katalytické koncentrace stanovovaného enzymu (ALP) a dale pokud
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mozno vyuzit SW analyzatoru tak, aby toto nejen analyzator sam provedl, ale vypocital i vysledny kalibraéni faktor
korigovany na tento pravé pouzity analyzator faktorem pfistroje "Instrument Factor".

pfipravu kalibraéniho roztoku v nejvy$Sim mozném stupni Cistoty (roztok 4-nitrofenolu &i pevny 4-nitrofenol). Nize
uvedeny postup je vypracovan a ovéfen na fadé analyzator( typu HITACHI (704, 705, 911), Abbott ARCHITECT i
dalSich, nicméné Ize jej obecné uplatnit na vétSiné u nas rutinné pouzivanych typu "otevienych" analyzéator(*.

Tento postup nema byt pokusem o nahradu &i "vylouéeni" sou¢asnych sérovych enzymovych kalibratort, alespon ne téch
kvalitnich. Nicméné je urcité vhodné mit k dispozici pracovni nastroj pro naplnéni hesla "DUvéfuj, ale provéfuj!", zvlasté v
soucasné dobé, kdy v fadé pfipadl Casto pfevazuji Uzké firemni zdjmy nad danymi objektivnimi fakty.

Uvedené praktické pfiklady nejsou voleny nadhodné. Stanoveni katalytické koncentrace ALP metodou s MEG pufrem je
typickym pfikladem z rutinni praxe, kdy nedlslednost a nejednoznaénost ve znaceni metodickych postupld v ramci
systému interniho fizeni jakosti na strané uzivatelt a stejné nedostatky ve znaceni diagnostickych kit pro stanoveni
katalytické koncentrace ALP (zejména deklaraci atestovanych hodnot v kalibra¢nich a kontrolnich materidlech) na strané
vyrobcu vede ke zmatklm s moznym pfimym dopadem na zdravi pacienta.

se ne vlastni vinou v posledni dobé& dostala (je to piivodni metoda &eskych autord). Vznikla v Ceskoslovensku, byla
oficialné standardizovana v Némecku (DGKC "new 94") a Italii (Ceriotti, Franzini), certifikovana Americkou asociaci
klinické chemie (AACC). Vzdy pfitom byla i zdiraznéna jeji mimofadna robustnost (porovnejte problémy "IFCC metody"
s pufrem 2-amino-2-metyl-1-propanolem ve Velké Britanii (3)). Metodu poSkozuje absence atestovanych deklaraci v
sérovych enzymovych kalibratorech a kontrolnich materialech, ¢asté zamény s metodou "DGKC 72" ¢i "metodou IFCC" a
tim i nezodpovédné zafazovani do metodické skupiny na strané Uc¢astniki mezilaboratornich porovnavacich zkouSek
SEKK. Uvedeny navod poskytuje moznost pIlné rehabilitace této metody.
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Obecny navod postupu kalibrace "otevieného" analyzatoru pfi stanoveni katalytické koncentrace enzymi

(napF. ALP) pomoci primarniho kalibraéniho roztoku

1. Priprava kalibrace dvouéinidlovych postuptl s R1, R2 (start substratem)

A) Uprava aplikaéniho programu (SW):
Aplika¢ni program dosud uzivany pro stanoveni pfislusného enzymu (ALP) musi splfiovat co nejvice podminky
definované pro manualni postup, popsany v metodice pavodni prace (IFCC, DGKC 94 atp.)
Neni-li tomu tak, upravte vSechny volitelné parametry automatizovaného pracovniho postupu. Kompromisni volbu
Ize pfipustit jen v pfipadech snizené flexibility pouzité instrumentace, a to pouze u parametrd, které neovliviuji
zasadnim zpUsobem vlastni méfeni, nebo jejich vliv eliminujeme zvolenym specifickym postupem kalibrace.
Kontrola reakéni teploty je prvofadéa (viz poznamka €. 9).
Obecné i v pfipadé ALP je nutno dodrzet objemovy pomér sérum/reakéni smés.
Takto korigovany aplikaéni program uzivany pro stanoveni pfislusného enzymu v rezimu kalibrace se sérovym
kalibratorem upravime nasledovné:
1. Rezim méfeni zménime z kinetiky (RATE) na END POINT.
2. Pipetované objemy vzorku i kalibratoru, stejné jako davkované objemy ¢inidel R1 a R2 ponechame beze zmén.
3. Beze zmén ponechame i vinovou délku fotometrie. (Nejlépe absorpéni maximum ¢&i vynuceny kompromis dle
bodu A, v pfipadé bichromatického méfeni primarni i vhodné volenou sekundarni).
4. U komfortnéjSich SW zvazime Upravu kritérii pro absorbance BLANKu, SD, DUPLICAT LIMIT, SENZITIVITY
LIMIT atp.
B) Prepocet koncentrace kalibraéniho roztoku na vyjadreni odpovidajici aktivity stanovovaného enzymu:

Vyjdeme ze znalosti dvou premis:
1. Definice jednotky — katal (kat) a z ni odvozené jednotky pkat
2. Znalosti méficiho rezimu konkrétniho analyzatoru (vyjadfovani a pouziti DA v kalibracnim rezimu)

Priklad pro ALP:

(Jako kalibra¢ni roztok bude pouzit roztok 4-nitrofenolu, coby reakéni produkt)

Pokud jako standard pouZijeme roztok pNP o koncentraci 2,4 mmol/L 4-nitrofenolu (pNP) (vlastni pfiprava:
0,006677 g 4-nitrofenolu a 0,01 g disodné soli kyseliny etyléndiamintetraoctové (EDTA) rozpustime v destilované
vodé, doplnime do 200 mL), plati:

ad 1) pkat = umol/s

ad 2) pouZity analyzator napf. p/i reZimu RATE vyjadrfuje DA .min™
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pak: 2,4 mmol/L = 2400 umol/L pNP, a to odpovida katalytické koncentraci 2400/60 = 40,00 pkat/L
Do SW analyzatoru tedy zadame koncentraci standardu jako: S2 CONC. = 40,00 (pkat/L)
C) Uprava konfigurace éinidel a kalibraénich roztoka v analyzatoru:
Zasadné pouzijeme v analyzatoru ¢erstvé pfipravena c¢inidla (viz poznamka ¢. 12), totéz plati o standardnim
roztoku pNP (viz poznamka €. 2)!
Cinidlo R1 (pufr) ponechame stejné jako pro rutinni provoz.
Cinidlo R2 (substrat) nahradime destilovanou vodou (nejlépe totoZnou s vodou pouZitou pro pfipravu substratu).
Blank: 0,9 % NacCl.
Jako standardni roztok pouzijeme v naSem pfipadé roztok pNP o koncentraci 2,4 mmol/L 4-nitrofenolu (pNP).
2. Vlastni kalibrace dvouéinidlovych postupti s R1, R2 (start substratem)
D) Dvoubodové kalibrace (Blank + Standard) v rezimu END POINT:
Spustime dvoubodovou kalibraci analyzatoru (BLANK-S1 a STANDARD-S2).
Analyzator poskytne hodnotu kalibra¢niho faktoru F. Takto ziskany F Ize pouzit pro rutinni provoz, zohledruje
vSechny vlivy pouzité instrumentace (zahrnuje Instrument Factor) (pipetovani, davkovani, objemové poméry,
fotometrii - vinovou délku(y), optickou drahu - kyvetu atd.).
E) Korekce kalibrace:
- Aplika¢ni program upravime zpét do pivodniho stavu (tj. rezim RATE, + odstranime pfipadné dalsi provedené
zmény dle bodu A 4).
Vréatime substrat jako R2.
Spustime jednobodovou kalibraci analyzatoru (pouze BLANK!). Analyzator poskytne hodnotu korekce na
samovolny rozpad substratu. Touto hodnotou DA/Dt pro BLANK bude korigovat vSechna rutinni méfeni, proto
tuto kalibraci opakujeme v rutinnim provozu napf. denné, zatimco kalibra¢ni faktor F ziskany v bodé D)
nemeénime.
3. Rutinni stanoveni dvoué€inidlovym postupem s R1, R2 (start substratem)
F) Uprava aplikaéniho programu pro rutinni provoz:
Nutna je zpétna Uprava aplikace, tj. dle bodu E.
Je vhodné upravit aplikaéni SW do modifikace jednobodového kalibraéniho rezimu (pouze BLANK).
Kalibraéni funkce ziskana timto modifikovanym postupem je vhodna pro rutinni provoz, kontrolu nejasnych a
blize nespecifikovanych deklaraci katalytickych koncentraci (aktivit) enzymu v neprovéfenych kontrolnich a
kalibra¢nich materidlech. Je individualné platna pro pouzity analyzator. Spravné provedena se mize stat
nastrojem unifikace s nékterymi pfednostmi oproti pouziti sérového enzymového kalibratoru.

Upozornéni (zavislé na typu analyzatoru):
Je nutno dodrzet zadani koncentrace BLANKU (0,00) i pNP pfi kalibraci na stejny pocet desetinnych mist jako pfi
rutinnim provozu (fidime se pravidlem, kterd koncentrace uréuje u daného analyzatoru pocet desetinnych mist ve
vysledku). Jinak obdrzime faktor F s fadovou odliSnosti!

Poznamky:

1. Kalibrace s kalibra¢nim roztokem je sice provedena v dubletu, tripletu ¢i dle volby u konkrétniho typu analyzatoru,
presto je vhodné kalibraci provést opakované, z obdrzenych F pouzit pramér.

2. Pozor, standardni roztok pNP se na vzduchu oxiduje, proto pfi kalibraci pouzivejte jen Cerstvy roztok pNP, pravé
otevienou ampuli pNP, minimalizujte ¢asovou expozici standardniho roztoku v otevieném kepu.

3. Kalibraci s kalibraénim roztokem je vhodné &i nutné opakovat v pfipadé servisnich zasahl do fotometrické, pipetovaci
¢i davkovaci jednotky (vyména halogenové lampy, Cisténi optiky atp.), rovnéz pfi pfipadné SW zméné pipetovanych a
davkovanych objemu v aplikaci.

4. Podminkou nutnou pro ziskani adekvatni kalibraéni funkce je, stejné jako v pfipadé kalibrace pomoci sérovych
kalibrator(, dobry technicky stav analyzatoru ve smyslu opakovatelnosti (reprodukovatelnosti) méfeni. Nastroje pro
kontrolu tohoto parametru mame u analyzatoru bézné k dispozici.

5. Kalibraci s kalibraénim roztokem neni nutné opakovat v pomérné dlouhém ¢asovém intervalu, ve kterém analyzator
vykazuje dobrou reprodukovatelnost.

6. Ke kalibraci Ize, kromé komerénich roztokl dodavanych nékterymi vyrobci, pouzit i vlastni roztoky pfipravené pomoci
vlastnich navazek.

7. Dostate¢né Cista surovina pro prlpravu kalibra¢niho roztoku je nutnou podminkou (4-nitrofenol by mél mit molarni
absorpéni koeficient 1838,0 mol™ . m?, méfeno jako jeho absorbance v 10 mmol/L roztoku NaOH pfi 401 nm, 20 °C).
Je nutno pocitat s omezenou stabllltou disocia¢nimi konstantami, pH a dalSimi limitujicimi vlivy v Jednothvych
konkrétnich pfipadech kalibra¢nich roztokd. Z tohoto divodu Ize i preferovat komeréné dodavané pripravky (je zde
zohlednén Gcel pouziti; v pfipravé je i pInéni pod dusikovou atmosférou, bezuzavérové obaly - ampule).

8. Nutna je i vhodna volba koncentrace pouzitého kalibraéniho roztoku tak, aby v daném rezimu kalibrace poskytoval
optimalni odezvu fotometrického signalu. (Pro stanoveni katalytické koncentrace ALP napf. 2,4 mmol/L pNP —ampule
ERBA-Lachema; méné vhodny je naopak SOLUNORM FOTO ERBA-Lachema.)

9. Podminkou platnosti kalibrace je dodrzeni reakéni teploty shodné pro kalibraci kalibraénim roztokem i rutinni
stanoveni a sou¢asné deklarovanou hodnotu teploty pro referenéni interval, tj. T = 37 °C.

Je nutné provérit teplotu méreni v kyveté (inkubaéni lazni) nejen na obrazovce analyzatoru, ale i vlastnim mérenim
pomoci pfesného teploméru s poZzadovanou presnosti na minimalné +0,1 °C (0,05 °C dle DGKC), coZ je piné
v nasich moznostech i moznostech analyzator(. Teplota ma vliv nejen na rychlost reakce (pro RATE), ale i na molarni
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absorpéni koeficient pNP (pro END POINT i RATE), rovnéz na pH reakéni smeési v obou pfipadech. Pfipadny vétsi

rozdil reakéni teploty je nepfijatelny a je nutno jej fesit servisnim zasahem.

10. Pokud systém vnitfniho fizeni jakosti signalizuje trend v odchylce od cilovych hodnot, opakujeme kalibraci.

11. Pokud opakovana kalibrace nefesi problémy vnitfniho fizeni jakosti, jedna se zpravidla o zavadu v kvalité
pouzivanych ¢inidel (viz poznamka ¢. 12).

12.V pfipadé ALP DGKC "new 94"

U R1-MEG pufru dochazi v otevienych nadobkach analyzatoru ke snizovani pH o cca 0,02 jednotek za den

s odpovidajicim dopadem na zménu rychlosti reakce, u R2-substratu dochazi k samovolnému rozpadu na 4-nitrofenol

(zloutnuti) a fosfat, ktery je jinak vyznamnym inhibitorem pribéhu reakce. Proto jsou Gdaje vyrobce o stabilité Cinidel

zavazné, i kdyz zdanliva pouzitelnost se jevi delSi (viz poznamka ¢. 13)!

13. Systém interniho Fizeni jakosti v pfipadé pouziti této kalibrac¢ni metody s relativné dlouhodobé neménnym F podstatné
citlivéji signalizuje ménici se kvalitu ¢inidel (viz poznamka €. 12), nez jsme byli zvykli pfi kalibraci pfes sérovy
kalibrator. Tam jsme €astou rekalibraci "zdanlivé vylepSili" kalibra¢ni funkci. Jakékoliv zména cCinidel vSak pfedstavuje
stav, kdy jiz nepracujeme standardizovanou metodou, ale jeji blize nedefinovanou modifikaci!

Zména kalibra¢niho faktoru, nepodiozena zménou reakéni teploty (viz poznamka €. 9) ¢i zménénym technickym

stavem analyzatoru, signalizuje zpravidla zménu (viz poznamka €. 12) reakénich podminek (pH, atp. pro R1,

rozlozeny substrat pro R2) a je jasnym signalem obratit naSi pozornost timto smérem. Stabilita substratu (pro ALP) je
kriticka i z jiného pohledu, ponévadz béhem jeho starnuti se snizuje mérny rozsah stanoveni. Tento problém Ize
oSetfit v SW vétSiny analyzatord kontrolou absorbance REAGENT BLANKU, kontrola kvality pufru ale zlstava vzdy
jen na obsluze.

14.*Ani "uzaviené" analytické systémy nejsou bez Sance aplikovat tento modifikovany postup kalibrace. V zasadé jsou
dvé moznosti:

a. Kvypoctu kalibraéniho faktoru pouzit vypis naméfenych absorbanci z rezimu kalibrace, kdy ponechame firemni
SW aplikaci (véetné rezimu RATE) a provedeme pouze potfebnou vyménu ¢inidel (R2, standard pNP), vypocet F
manualné, korekci na BLANK jiz na rutinni aplikaci.

b. Ve firemnich aplikacich vyhledame vhodnou aplikaci END POINT pro jiny analyt, kde zajistime shodu pipetovanych
a davkovanych objem(, vinovych délek atd., kterou vyuzijeme pro pomocnou kalibraci.

Zaveér
Z uvedeného jasné vyplyva pomérné univerzalni pouzitelnost kalibraéniho postupu za pouziti primarniho
kalibra¢niho roztoku. Univerzalnost jde dokonce tak daleko, Ze napf. pro stanoveni katalytické koncentrace ALP Ize
ziskat pfi pouZiti stejného pipetovaciho, davkovaciho a méficiho fotometrického schématu aplikaci na totozném
analyzatoru, identicky kalibra¢ni faktor F pro metodiky ALP "IFCC", DGKC "new 94" i DGKC 72 (pouhou vyménou
¢inidel mUzZzeme prechazet z metodiky na metodiku bez nutnosti kalibrace). Postup je i nastrojem FeSeni napf. pro
zajisténi "soubéhu" dvou analyzatord v rutinnim provozu s paralelnim spektrem provadénych metod (statimovy a
rutinni pfistroj), ponévadz takto Ize urcit obecné platny korekéni Instrument Factor atd.
Cilem neni nahrada dnes jiz zavedenych rutinnich sérovych enzymovych kalibratord, nybrz ziskani na nich
nezavislého exaktniho kalibra¢niho postupu pro analyzatory, ktery ndm umoznuje provedeni kalibrace tak, jak jsme
to mohli provadét jen v dobé pfevazné manualnich postupl méfeni.
Je na kazdém analytikovi, aby se znalosti "svého" analyzatoru aplikoval vySe uvedeny obecny postup kalibrace a
vyuzil tak ziskanou "¢asteénou nezavislost" na sérovych enzymovych kalibratorech ku prospéchu svého pracovisté.
VySe uvedeny postup pak téz umoznuje vhodné kombinovat oba kalibraéni postupy (kalibrace pomoci
standardniho roztoku a kalibrace pomoci sérovych enzymovych kalibrator().
Eventudlni dalSi informace k postuptm kalibrace rad poskytne autor textu.

Prakticky pfiklad pro analyzator HITACHI 911
Kit: ERBA-Lachema, BLT Alkalicka fosfataza MEG (ALP MEG 500), Kat.¢.00005
(Normovana metoda dle DGKC "new 94")
Princip metody: Alkalicka fosfataza Stépi v prostfedi glukaminového pufru 4-nitrofenylfosfat na fosfat a 4-nitrofenol, jehoz
narust absorbance je méfen kineticky.
Princip kalibrace: Jedna se o variantu kalibrace standardnim roztokem p-nitrofenolu, pfi které neni nutné znat jeho
tabelarni hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu pro pouzitou vinovou délku, faktické pipetované a davkované
objemy a konkrétni parametry fotometru pfi vlastnim stanoveni. Vypocet kalibracniho faktoru F je proveden automaticky
pomoci SW.
Postup kalibrace:
1. Aplikaéni program (tabulka 1) pro ALP upravime do néasledujiciho tvaru (tabulka 2)
2. Provozni ¢inidlo R3 (substrat) nahradime destilovanou vodou.
3. Pokud jako standard pouZijeme roztok pNP z BLT ALP 120. Kat.¢. 10003197 (ERBA-Lachema) o koncentraci
2,4 mmol/L pNP, zaddme S2 CONC. = 40,00 [pkat/L]
Pokud jako standard pouZijeme roztok &.3 pNP z SOLUNORM FOTO o koncentraci 62,9 pmol L™ pNP, zadame
S2 CONC = 1,0483 [ukat/L]
4. Blank: Destilovana voda systému H911 nebo 0,9 % NacCl.
5. Spustime dvoubodovou kalibraci v rezimu END POINT (tabulka 2), H911 poskytne hodnotu kalibra¢niho faktoru F.
Takto ziskany F Ize pouzit pro rutinni provoz ALP, zohlednuje vSechny vlivy pouzité instrumentace H911
(pipetovani, davkovani, objemové poméry, fotometrii-vinovou délku, kyvetu atd.).
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6. Aplikacni program vratime do tvaru (tabulka 1), pfipadné upravime viz (tabulka 3)
7. Vratime substrat jako R3.

8. Spustime jednobodovou kalibraci v RATE A rezimu (tabulka 3) a to pouze pro BLANK. Timto provedeme korekci
na samovolny rozpad substratu, BLANK - kalibraci opakujeme napf. denné, zatimco kalibra¢ni faktor F, ziskany dle

bodu 5. neménime.
Upozornéni:

Je nutné dodrzet zadani koncentrace BLANKU (0,00) na stejny pocet desetinnych mist jako pfi rutinnim stanoveni

katalytické koncentrace ALP! Jinak obdrzime kalibra¢ni faktor F s fadovou odliSnosti!!

Tabulka 1: Pfiklad rutinni aplikace kalibrace s pomoci sérového kalibratoru:

HITACHI 911
CHEMISTR Y PARAMETERS
TEST [ALF]  [#4 TEST NAME [ ALF ] UNIT [ ulat ]
DAT 4 MODE [ ONBOARD ] RFFORT ~ NAME [ Alkalicka Fosfatasa]
QC RUN INTERVALL [ #] Instrument Factar (Y=a¥+bya [ 1.000]
b [ 0.000]
EXPECTED VALUE < SERUM > EXPECTED VALUE < URINE>
AGE M F
[ 100] [Y] [o]- [1oa] [0] -[100] [0] 1o
[100]  [Y] [0] [00]  [0]  -[100]
[ 0,73 - [260]  [062] -[240
TECHNIC AL LIMIT < SERUM > < URINE »
[(01- [ 1&,00] [01- [0]
STD CONC  POS. SAMPLE PRE. DIL. CALIE. Lat. Na. QUALITATIVE [NO]
(1 [0.00] # [5] [0] [0] [017] 000001 (1 [0] (]
2 [*] # [5] [0] [0] [ #] aonooz 2 [0] [0]
3 [] [10] [0] [0] [## 000000 3 [0] (]
4 [] (10 [0] [0] [ ##] nooooo 4 [0] []
(5 [] (10 [0] [0] [ ##] nooooo (5 [0] []
(8 [l (10 [0] [0] [ #4 nooooo (8
TEST [ ALF ]
ASSAY CODE [ RATE- 4] [10] [ WAVELENGTH (ind /  Primary)
[660] /  [415]
ASSAY POINT [19]- [31] -[0] -[0] DiluentRgt/Stability  [017] I#]
< GERI = < TJRIME =
%.VOL (NORMAL) [5] [0] [0] [10] [0] [ 0]
8 VOL (DECREASE) [3] [0] [0] [10] [0] [ 0]
5. VOL (INCREASE) [10] [0] [0] [10] [0] [ 0]
ABS.LIMIT [19000] [0 [INCREASE]
PROZONE LIMIT (32000 [ [UPPER]
REAGENT Rl [ 3501 [0] [ 4] [0]
R2 [0] [0] [#]  [0]
R3 [35] [0] [#]  [0]
R4 [0] [0] [#]  [0]
Calibration Type [ LINEAR. ] [2] [2] (0] ]
AUTO TIME OUT BLANK [0] SDLIMIT  [0]
SPAN [0] DUFLICATELIMIT [ 20]
2 POINT [0] SEMSITIVITY LIMIT [ 0]
FULL [0] 81 ARS. LIMIT [ -32000 ] [ 320001
AUTO CHANGE OF LOT [CANCFL ] COMPEMSATED LIMIT ~ []
CHANGE OF BOTTLE [CANCEL ]

# Voli uzivatel

* Zadame deklarovanou hodnotu pouzitého sérového enzymového kalibratoru
## Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody
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Tabulka 2: Modifikace pro kalibraci s pNP (2,4 mmol/L)

HITACHI 911
CHEMISTRY FPAR AMETERS
TEST [ALP ] [#4] TEST MAME [ ALP] UNIT [ uleat ]
DAT 4 MODE [ ONBOARD ] REPORT  MAME [ Alkalicka Fosfatasa |
QC RUN INTERVALL [ #] Instrument Factor (Y=aXhya [ 1.000)
b [ 0.000]
EXPECTED VALUE < SERUN » EXPECTED VALUE < URIMNE»
AGE M F
[ 100] [Y] [0]- [ 100] [0] -[100] [0] Lo
[ 1o0] [Y] [0]- [ 100] [0] -[100]
[ 073] - [ 2,60] [0,62] -[2.40
TECHMICAL LIMIT < SERUN » < URIME >
[0]- [ 1&.00] [01-  [0]
STD COMC POS SANFLE PRE. DIL. CALIE. Lot.Mo. QUALITATIVE [NO]
(1 [1.00] B [5] [0] [0] [017] 00000t (1 [0] [0
) [40,00]* B [5] [0] [0] [ #) 000002 ) [0 [0
(3 [] [10] [0] [0] [ #4] aooood (3 [0] (]
4 [] [10] [0] [0] [ ##] aoooog 4 [0] (]
(5 [] [10] [0] [0] [ ##] aoooog (5 [0] (]
6y [] [10] [0] [0] [ ##] noooong 6y
TEST [ ALP]
ABSAY CODE [ 1 Point] [10] [ WAVELENGTH (T  / Primary)
[660] 4  [415]
ASSAY POINT [31]- [0] -[0] -[M Diluent/Rgt/Stability [ 017] [ #)
< BFERI = < JRIME =
5.VOL (NORMAL) [5] [0] [0] [10] [0] [ 0]
5.VOL (DECREASE) [3] [0] [0] [10] [0]
8.VOL (INCREASE) (10 [ [ (10 [0] [ 0]
ABS LIMIT [32000] [ [IMCREASE]
PROZOME LIMIT [32000] [ [UPPER)
REAGENT Rl [ 250] [0] [ #8] [0]
k2 (0] [0] [ ##] [0]
R3 [25] [0] [ ##] [0]
R4 [0] [0] [ ##] (0]
Calihration Type [ LINEAR ] [2] [2] [ [ ]
AUTO TIME QUT BLANE [0] SDLIMIT [0
SPAN [0] DUPLICATE LIMIT [ 200]
2 POINT [0] SEMSITIVITY LIMIT [0]
FULL [0] 51 ABS. LIMIT [ 532000 ] [ 52000 ]
AUTO CHANGE OF LOT [CANCEL ] COLPENSATED LIMIT [
CHANGE OF BOTTLE [CAMNCEL ]

# Voli uzivatel
* Zadame prepoctenou hodnotu pouzitého roztoku pNP (pf. pro 2,4 mmol/L pNP)
## Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody
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Tabulka 3: Modifikace pro nasledny rutinni provoz

HITACHI 911
CHEMISTR Y PARAMETERS
TEST [ALF]  [#4 TEST NAME [ ALP ] UNIT [ ukat1]
DAT 4 MODE [ ONBEOARD ] RFPORT ~ NAME [ Alkalicka Fosfatasa]
QC RUN INTERVALL [ #] Instrument Factor (T=aX#bya [ 1.000]
b [ 0.000]
EXPECTED VALUE < SERUM > EXPECTED VALUE < URINE>
AGE M F
[ 100] [Y] [o]- [1oa] [0] -[100] [0] -0
[100]  [Y] [0]-  [1w0] [0]  -[l00]
[ 0,73 - [260]  [062] -[2.40
TECHNIC AL LIMIT < SERUM > < URINE >
[(01- [ 1&,00] [01- [0]
STD CONC  POS. SAMPLE PRE. DIL. CALIE, Lot.Na. QUALITATIVE [NO]
(1 [0.00] # [5] [0] [1] [017] 000001 (1 [0] [
() ] [10] [0] [0] [#]  D0O0DD @ [0] []
(3) [] [10] [0] [0] [#]  D000DD 3 [0] []
4 [] (10 [0] [0] [ ## oooonon ) [0] []
(5 [] (10 [0] [0] [ ## oooonon 5 [0] []
(8 [l (10 [0] [0] [ ## gooooo L8
TEST [ ALF ]
ASSAY CODE [ RATE- 4] [10] [ WAVELENGTH (ind / Primary)
[660] / [415]
ASSAY POINT [19]- [31] -[0] -[0] Dilient/Rgt/Stability  [017] I #]
< GERI = < JRIME =
%.VOL (NORMAL) [5] [0] [0] (10 [0] [ 0]
8 VOL (DECREASE) [3] [0] [0] [10] [0] [ 0]
5. VOL (INCREASE) [10] [0] [0] [10] [0] [ 0]
ABS.LIMIT [19000] [ [INCREASE]
PROZONE LIMIT (32000 [ [UPFER]
REAGENT Rl [ 3501 [0] [ 4] [0]
R2 [0] [0] [#]  [0]
R3 [25] [0] [ ##] [0]
R4 [0] [0] [ ##] [0]
Calibration Type [ LINEAR. ] [1] [0] (0] 1 ]
AUTO TIME OUT BLANK [0] SDLIMIT [ 0]
SPAN [0] DUPLICATE LIMIT [ 20]
2 POINT [0] SENSITIVITY LIMIT [ 0]
FULL [0] 81 AR, LIMIT [ -32000 ] [ 32000 ]
AUTO CHANGE OF LOT [CANCFL ] COMPENSATED LIMIT [ ]
CHANGE OF BOTTLE [CANCEL ]

# Voli uzivatel

## Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody
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