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Teoreticky Uvod

Popis vychozi situace

Pro kalibraci stanoveni a-amylazy (a-AMS) za uziti substratu EPS-G7 (37 °C) (1,2) pomoci komerénich diagnostickych
souprav plati v obecné roviné vétSina faktd, konstatovanych pfi feSeni problematiky kalibrace stanoveni kk. ALP dle
DGKCh 94 (4). V pfipadé stanoveni k.k. a-AMS je ale nutno v mnohych bodech kalibra¢ni postup modifikovat a doplnit.
Hlavnim ddvodem je skute¢nost, ze v pfipadé a-AMS pfi 37 °C pro metodu s 4,6-Ethyliden(G1)-4-nitrofenyl(G7)-alfa-
(1->4)-D-maltoheptaosidem jako substratem plati:

1. volba reakéniho #% =7.15 determinovaného optimalizaci reakénich podminek co do rychlosti $t&peni substratu a
zohlednéni obou izoenzymd (slinny a pankreaticky), neni zdaleka optimalni pro pfimé sledovani nardstu
absorbance kone¢ného reakéniho produktu, 4-nitrofenolu (nebo Iépe 4-nitrofenoxidu). Ten se za tohoto pH,
blizkého disocia¢ni konstanté 4-nitrofenolu ve vodném prostfedi (pK = 7,17), chova jako acidobazicky indikator,
jehoz molarni absorptivita je silné zavisla i na nepatrné zméné pH reakéni smési.(zména pH ze 7,00 na 7,03
zpUsobuje jiz 3% narUst hodnot k.k. a-AMS). MnozZstvi barevné - fenolatové formy 4-nitrofenolu, kterou
monitorujeme kineticky, je tedy na rozdil od stanoveni k.k. ALP, kde jsme pracovali v prostfedi s pH = 10,1, tedy
s prakticky Uplné disociovanou (barevnou) formou 4-nitrofenolu, silné zavislé i na nepatrné zméné pH reakéni
smesi.

2. pK 4-nitrofenolu se nezanedbatelné méni v pfitomnosti povrchové aktivnich latek napf. proteind, tensidu aj.

3. pK 4-nitrofenolu se nezanedbatelné méni v zavislosti na pouzitém typu a slozeni pufra¢niho prostfedi a teploté

4. latkové mnozstvi 4-nitrofenolu produkované reakéni sekvenci je zavislé na typu pouzité glukosidazy

54,6 - ethyliden — 4 —nitraferyl — o — (1= 4) - D - maliohepiagnsid) + 5H,0 2 MM

2( Eehyliden — G,) + 2(pNP - G,)+ 2( Bthyliden— G,) + 2(pNF - G,) + Ethyliden - G, + pNP - G,

2(pNEP - Gy) + 2(pNP - ) + (pNP - G, ) + 145, —=-Bolim . 5 WP + 14 inkoza

Prvotni Stépy glukosylovych ¢asti G2, G3 a G4 s navazanym 4-nitrofenolem Stépi kompletné pouze bifunkéni (bakterialni)
glukosidaza, ktera je povinnou soucasti reakéni smési IFCC normované metody v roce 2005.

Reakce je pak ekvimolarni co do poméru substrat reakéni produkt, tj. (5 : 5).

Monofunkéni (kvasnicovd) glukosiddza neumi zpracovat glukosylovy Stép G4, coz méa za nasledek zménu stechiometrie
poméru Substrat : Reakéni produkt (5 : 4)

54, 6 - ethyliden — 4 — nitrafenylmalinheptansid ) + 55,0 —e B o Bebyliclen — O+ 2(pNFP -0+

+2( Bthyliden - G,) + 2(pNP — Gy ) + Eehyliden — G, + pNP - G,

2 pNF - Gy) + 2( pNFP - (3) + 14 H 0 —=-Fosimn . 4 NP + 10

Presto i to je problém dobfe zvladnutelny a vyrovnava se s nim nasledujici modifikovany kalibraéni postup.

Navrh feSeni

VySe uvedené skute¢nosti je nutné zohlednit v postupu kalibrace za pouZziti kalibraéniho roztoku reakéniho produktu (4-
nitrofenolu, nebo lépe 4-nitrofenoxidu) vhodné volenym slozenim reakéni smési a rezimem prace analyzatoru, které nam
umozni eliminovat popsaneé vlivy.
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Prijata opatfeni:
K bodu 1): Vzhledem k dodrzeni identického pH pfi vlastni kalibraci a pfi rutinnim méfeni nelze aplikovat postup
praktikovany u kalibrace ALP, tj. ndhrada substratu R2 destilovanou vodou.
U nékterych vyrobcl je dokonce pH pro R1 a R2 odliSné (vyhodné pro stabilitu ¢inidel),vysledné pH je
modelovano az davkovanim komponent reakéni smési, takZze nahrada R2 destilovanou vodou je nepfijatelna
zcela zjevné.
Schldnym a elegantnim FeSenim tohoto problému je metodicky postup "standardniho pAdavku" 4-
nitrofenolu do kompletni reakéni smési.
Tento modifikovany postup navic vyvolava zménu v nékterych krocich provedeni kalibrace:
-V rezimu END POINT pfi vlastni kalibraci nastavujeme meéfici ¢asovy bod na takovou hodnotu, ktera
predstavuje inkubaéni dobu rovnou dobé, za kterou pouzity analyzator vyjadfuje zménu absorbance za
C¢asovou jednotku v reZimu RATE.
M4

Priklad: Vyjadruje-li analyzator v rezimu RATE ©0s | tedy za 1 minutu, nastavime dobu méreni rovnéz na
1 minutu po pfidavku substratu R2.

Po ziskani kalibra¢niho faktoru v rezimu END POINT a navratu aplikace do rezimu RATE jiz nenasleduje
korekce na samovolny rozpad substratu. Ten je jiz zahrnut v ziskaném kalibracnim faktoru, nebot
substrat byl pfitomen v reakéni smési jiz pfi kalibraci, doba expozice je pak zohlednéna volenym méficim
bodem v rezimu END POINT.

K bodu 2): Reseni umoZfiuje pfijeti zavéru, Ze je nutné k ziskani exaktni hodnoty molarni absorbance 4-nitrofenolu
zohlednit minimalné dva pfipady:
a. Stanoveni v moci: pouzit standardni roztok 4-nitrofenolu bez obsahu proteinu
b. Stanoveni v séru: pouZit standardni roztok 4-nitrofenolu s obsahem proteinu (napf. minimainé 30 g.L™
roztok albuminu)

K bodu 3): Tyto parametry zohledruje provedeni kalibrace primarnim roztokem reakéniho produktu jiz v obecné platném
postupu tohoto typu kalibrace.

K bodu 4): Dle typu pouzité glukosidazy v daném typu soupravy pro stanoveni a-AMS aplikujeme prepocet koncentrace
roztoku 4-nitrofenolu na vyjadreni odpovidajici katalytické koncentrace a-AMS.

Poznamka:

Stav k datu vzniku textu (rok 2002).

Normované analytické postupy dle IFCC, publikované v letech 1999-2001 pro teplotu 30 °C a nasledné adaptované pro

teplotu 37 °C, se komercéné neujaly. Definitivni pfechod metod IFCC na reakéni teplotu 37 °C zacatkem roku 2002, ktery

je mozno v naSich zemich jen uvitat, neakceptoval jiz vypracované normované postupy stanoveni a-AMS. Zdanlivé jsme

tedy v horSi situaci nez v lorfiském roce (v sou¢asné dobé - ¢ervenec 2002 - neexistuje mezinarodné normovana metoda).

Prakticky se ale nic nezménilo, protoze tyto jiz neplatné IFCC metody stejné nebyly pro rutinni klinické laboratofe

dostupné ve formé komercnich kitu.

Dle vyjadreni experttl IFCC, WG-CCE (panel enzymy) je mozno nové normované postupy oc¢ekavat nejdfive pocatkem

roku 2003, komercéné dostupné pfipravky pak jeSté o néco pozdéji. Teprve situace, kdy budeme mit k dispozici soupravu

slozenim odpovidajici mezinarodné normované metodé (nové metodé dle IFCC pro 37 °C) a sérovy kalibrator s Gplnou

navaznosti na certifikovany kalibracni material vyssiho fadu (7,8), umozni definitivni feSeni této problematiky.

V pfechodné dobé mame v podstaté jen jednu moznost:
1. Mit k dispozici zatim soupravu principialné (substrat) odpovidajici nékteré mezinarodné normované metodé (napf.
neplatné metodé dle IFCC, 30° C).
2. Kalibraéni funkci ziskat pomoci primarniho standardniho roztoku pNP.
3. Kalibraéni funkci ziskat ¢i odvodit od nového dostupného certifikovaného referenéniho materialu CRM IRMM/IFCC-
456 a-AMS

Zatim stéle pouzivanou, byt nové nedoporu¢enou (Doporuc¢eni WG-CCE IFCC z léta 2002) metodickou modifikaci ke

vvvvvv

maltotriosidu (ptvodné pro 30 °C) jako pfimé rutinni metody pro stanoveni k.k. a-amylazy pfi 37 °C tak, jak ji
proved| prof. K.Lorentz (5, 6).

Tato robustni a jednoducha modifikace vychazi ze stechiometrie rovnice a konverze na maltotriézu:

2-C1 - pNFP - - D - maliotriosid + H,0 —2222 5 maltotrioza + 2- Ol - pNP —

— glikoza + 2-Cl - pNF — o - D — paltosid

a fotometrického sledovani Zlutého zbarveni reakéniho produktu 2-chloro-4-nitrofenoxidu pfi A = 405 nm.

Dostupny referenéni material

Stav k datu vzniku textu (rok 2002).

Az do roku 2001 nebyl k dispozici certifikovany referenéni material (CRM) pro stanoveni k.k. a-AMS, a proto ani nebylo
mozné utvofit nepferuSovany fetézec navaznosti k CRM a Zadat vyrobce diagnostik, aby v souladu s normou IVD (7)
odvozovali své kalibracéni a kontrolni materidly pravé od tohoto CRM. V sou€asnosti je jiz k dispozici (8) certifikovany
referenéni material IRMM/IFCC-456 s deklaraci k.k.. a-amylazy stanovené pomoci IFCC referenéni metody pfi 37 °C a to
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véetné definované nejistoty. Prakticky pfinos této skutecnosti je ale nyni jeSté nevyuzitelny, nebot dle aktualnich
védomosti zadny z komercnich pfipravkd na trhu jesté nedoklada prokazatelné plnou navaznost na tento CRM. Jeho
charakterizaci uvadi tabulka 1.

Pro problematiku tohoto textu je podstatny jediny fakt, promitajici se pfiznivé do ziskani kalibracni funkce pomoci
priméarniho roztoku pNP i do sou¢asnych moznosti rutinniho provozu:

Pfechod na reakéni teplotu 37 °C mé pfi zvoleném pH reakéni smési pozitivni vliv na disociaci (pK) 4-nitrofenolu a
soucasné se minimalizuje vliv proteinové matrice na pK, k ¢emuz pfispiva i pouzity PIPES pufr referenéni metody. Pro
deklaraci a-amylazy v CRM tak mohl byt pouzit prGmérny molarni absorpéni koeficient 4-nitrofenolu, ziskany pro vodné i
proteinové prostiedi (¢ = 1012 m%mol™).

Praktickym pfinosem je také vhodnost kalibracniho materidlu pro stanoveni v moci i krevnim séru, zjednoduSeni kalibrace
i modifikovanym postupem za pouziti primarniho standardniho roztoku pNP v pfipadé prace s diagnostickym kitem
zaloZzenym na nové standardizované metodé IFCC pro teplotu 37 °C.

Tabulka 1:
Certifikovany referenéni material CRM IRMM/IFCC-456 a-AMS
a-amylaza stanovena referenéni metodou IFCC pfi 37 °C

Certifikovana Kombinovana rozSifena Akceptované soubory dat
hodnota nejistota (k = 2) stanovena vysledkd referenénich
dle GUM laborato A
Katalytickd koncentrace a-AMS
v rozpusténém kontrolnim materialu 1 1
CRMp(stanoveni IFCC metodou pfi 9.1 pkat.L *0,3 pkat.L /
teploté 37 °C)

CRM byl vyroben a certifikovan v Gzké spolupraci mezi IRMM a IFCC (pracovni skupina pro kalibratory
v klinické enzymologii — WG-CCE)

Pro méfeni byla pouzita vySe uvedend metoda EPS-G7 dle IFCC v referenénim provedeni pfi teploté 37 °C. Pro uréeni
molarniho absorpéniho koeficientu byl pouzit roztok 4-nitrofenolu v 0,01 mol NaOH Sigma se stanovenym
€401 nm = 1840 m”.mol™. Ke kalibraci méfeni byl pouzit vodny roztok 4-nitrofenolu po nastaveni pH = 7,00 se stanovenym
€405 nm = 1012 m®.mol™ jak je i uvedeno vyse. K ziskani enzymu pro G¢ely certifikace bylo pouzito lidského pankreatu, aby
zlstal zachovan optimalni pomér slinného a pankreatického izoenzymu a-AMS.

Material CRM je v lyofilizované formé v zatavenych ampulich o obsahu 1 mL po nafedéni. Nefedény referenéni material
se uchovavéa pfi -20 °C. Nafedény materidl mize byt skladovan pfi -4 °C po dobu maximaln& 3 mésict. Redéni se
provadi pfesné dle doporu¢eného postupu. Je definovana komutabilita ve vztahu nefedény — fedény referenéni material.
CRM obsahuje pfi dodani kompletni dokumentaci certifikace dle IVD (evropska legislativa) (7) a ureni zplsobu prace
s certifikovanym referenénim materialem véetné jeho rozpousténi a stability.

Referencni materidl je urCen k referenénim méfenim a-AMS, ke kalibraci, ke stanoveni nepferuSovaného fetézce
navaznosti, k pfipravé kontrolnich a kalibraénich materiall vyrobct diagnostik a kitd dle evropské legislativy a obecné
k pfipravé kalibracnich a kontrolnich material( v souladu s doporuéenim VD (7).

Poznamka

Stav k datu revize textu (rok 2019).

IFCC Primary Reference Procedures for the Measurement of Catalytic Activity Concentrations of Enzymes at 37 °C

Part 8. Reference Procedure for the Measurement of Catalytic Concentration of a-Amylase [a-Amylase: 1,4-a-D-Glucan
4-Glucanohydrolase (AMY), EC 3.2.1.1]

Metodiku akceptovali vSichni vyznamni producenti IVD, je masové provozovana celosvétové a spinila tlohu harmonizace
vysledku, coz dokladuji vSechny zavedené systémy EHK, SEKK nevyjimaje.

Dostupny referenéni material

Stav k datu revize textu (rok 2019).

V soucasné dobé je k dispozici certifikovany referenéni materidl CRM IFCC/IRMM 456 a-amylase. Tento material je
uveden v databazi Spojené komise pro navaznost v laboratorni mediciné-JCTLM a lze ho vyhledat na nékteré
z webovych adres:

http://www.bipm.org

http://www.ifcc.org

http://www.cskb.cz

http://www.cmi.cz

Obecny navod postupu kalibrace
Nize je uveden obecny navod postupu kalibrace "otevieného" analyzatoru pfi stanoveni katalytické koncentrace a-AMS
pomoci primarniho kalibra¢niho roztoku.
1. Priprava kalibrace dvouéinidlovych postupll s R1, R2 (start substratem)
A) Uprava aplikaéniho programu (SW):
Aplika¢ni program dosud uzivany pro stanoveni pfislusného enzymu (a-AMS) musi splfiovat co nejvice podminky
definované pro manualni postup.
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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 a-AMS 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 kalibrator(, 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 vinovou délku).
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 pfedpokladi:
1. Definice jednotky katalytické aktivity — katal (kat) a z ni odvozené jednotky mikrokatal (ukat)
2. Znalosti méficiho rezimu konkrétniho analyzatoru (vyjadfovani a pouziti AA v kalibracnim rezimu)
Priklad pro a-AMS:
(Jako kalibra¢ni roztok bude pouzit roztok 4-nitrofenolu, coby reakéni E)rodukt)
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 = pmol/L/s (pfeména 1 umolu za sekundu) - oficialni definice jednotky: 1 pkat/L = 10*mol/s/m®
Ad
ad 2) pouzity analyzator napf. p/i rezZimu RATE vyjadfuje AA .min™ (spravnéji 60s)
pak: 2,4 mmol/L = 2400 pmol/L pNP a to odpovida katalytické koncentraci 2400/60 = 40,00 pkat/L
Do SW analyzatoru zadame koncentraci standardu jako: S2 CONC. = 40,00 pkat/L. To plati pouze pro pfipad
prace s kitem (IFCC )obsahujicim bifunkéni (bakterialni) glukosidazu, zabezpedujici stechiometrii:
substrat/pNP = 5/5
C) Uprava konfigurace éinidel a kalibraénich roztoka v analyzatoru:
Zasadné pouzijeme v analyzatoru pouze Cerstvé pfipravena ¢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) ponechame stejné jako pro rutinni provoz.
Blank: 0,9 % NacCl (pouze pro kalibraci a-AMS v modi)
Blank: 0,9 % NaCl s modelovanou matrici cca 67 g/l proteint (pouze pro kalibraci a-AMS v séru)
Jako standardni roztok pouzijeme v pfipadé stanoveni v moci roztok pNP o koncentraci 2,4 mmol/L
4 nitrofenolu (pNP)
Jako standardni roztok pouzijeme v pfipadé stanoveni v moci roztok pNP o koncentraci 2,4 mmol/L
4 nitrofenolu (pNP) v roztoku proteinu (s obsahem cca 67,0 g/L)
Priklad pouziti komerénich prfipravkd pro pfipravu kalibraéniho roztoku s proteinovou matrici:
1. Pfiprava standardu:
2,4 mmol.L™* pNP (ERBA-Lachema) smichdme v poméru 1+1 s roztokem albuminu, ktery pfipravim rekonstituci
obsahu lahviéky Albumin z BLT Bilirubin Standard (ERBA-Lachema) pfidavkem 1,0 mL destilované vody.
2. Priprava blanku:
K obsahu lahvicky Albumin z BLT Bilirubin Standard (ERBA-Lachema) pfidame 2,0 mL 0,9 % NaCl (V/V).
Do SW analyzatoru zadame koncentraci standardu jako: S2 CONC. = 20,00 (ukat/L) , to pro pfipad prace s kitem
IFCC obsahujicim bifunkéni (bakterialni) glukosidazu, zabezpedujici stechiometrii: substrat/pNP = 5/5

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, navic téz pouzity typ glukosidazy, typ a slozeni
pufraéni smési, pH, matrici protein( atd.).

E) Korekce kalibrace:

- Aplika¢ni program upravime zpét do puivodniho stavu (tj. rezim RATE + odstranime pfipadné dalSi provedené
zmény dle bodu A 4).
Jednobodovou kalibraci analyzatoru (pouze BLANK!) neni tfeba provadét. Analyzator jiz hodnotu korekce na
Far:|

samovolny rozpad substratu, zohlednil. Touto hodnotou Epro BLANK bude korigovat vSechna rutinni méfeni.
Kalibra¢ni faktor F ziskany v bodé D) neménime.

3. Rutinni stanoveni dvouéinidlovym postupem s R1, R2 (start substratem)
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F) Uprava aplikaéniho programu pro rutinni provoz:
Nutna je zpétna Uprava aplikace, tj. dle bodu E.
Je vhodné upravit aplika¢ni SW do modifikace prace s kalibraénim faktorem F a zakazat kalibraci v rezimu
RATE.
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 a kit. Spravné provedena se muize 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 kalibraénim 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 €erstvy 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 zasah( do fotometrické,
pipetovaci ¢i davkovaci jednotky (vyména halogenové lampy, €isténi optiky atp.), rovnéz pfi pfipadné SW zméné
pipetovanych a davkovanych objem( 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 analyzator( 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 roztokd dodavanych nékterymi vyrobci, pouzit i vlastni roztoky pfipravené
pomoci vlastnich navazek.

7. Dostate¢né Cista surovina pro prlpravu kallbracnlho 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 A = 401 nm a
teploté 20 °C). Je nutno pocitat s omezenou stabilitou, disocia¢nimi konstantami, pH a dalSimi limitujicimi vlivy v
jednotlivych konkrétnich pfipadech kalibraénich roztokd. Z tohoto davodu Ize i preferovat komeréné dodavané
pfipravky (je zde zohlednén Gc&el pouziti; v pfipravé je i plnéni pod dusikovou atmosférou, bezuzavérové obaly -
ampule).

8. Nutnd je i vhodna volba koncentrace pouzitého kalibra¢niho roztoku tak, aby v daném rezimu kalibrace poskytoval
optimalni odezvu fotometrického signalu. (Pro stanoveni katalytické koncentrace a-AMS napf. 2,4 mmol/L pNP —
ampule ERBA-Lachema.

9. Podminkou platnosti kalibrace je dodrzeni reakéni teploty shodné pro kalibraci kalibracnim 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 pozadovanou presnosti na minimalné +0,1 °C , coz je plné v naSich moznostech i
moznostech analyzator(. Teplota mé& vliv nejen na rychlost reakce (pro RATE), ale i na molarni absorpéni koeficient
PNP (pro END POINT i RATE), rovnéz na pH reakéni smési 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 opakovand kalibrace nefesi problémy vnitfniho fizeni jakosti, jedna se zpravidla o zavadu v kvalité
pouzivanych ¢inidel (viz poznamka ¢. 12).

12. V pfipadé AMS kit0:

U R1 a R2 ¢inidel mnoha vyrobcU je ¢asté rizné pH, vysledné pH je modelovano az v kyveté. V nadobkach na
palubé analyzatoru maze dochazet ke zméné pH , coz méa dramaticky vliv na zménu disociace 4-nitrofenolu. Proto
jsou udaje vyrobce o stabilité inidel zavazné, i kdyz zdanliva pouzitelnost se jevi delsi (viz poznamka €. 13)!

13. Systém interniho fizeni jakosti v pfipadé pouziti této kalibraéni 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. Jakakoliv zména ¢inidel vSak
predstavuje 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 analyzétoru, 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

a AMS) je kriticka i z jiného pohledu, ponévadZ béhem jeho starnuti se snizuje mérny rozsah stanoveni. Tento
problém Ize oSetfit v SW vétSiny analyzator( kontrolou absorbance REAGENT BLANKU, kontrola kvality pufru R1
ale zlistava vzdy jen na obsluze.

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

a. K vypoctu 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 manudlné, korekci na BLANK jiz na rutinni aplikaci.
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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 vyplyvd pomérné univerzalni pouzitelnost kalibraéniho postupu za pouziti primarniho
kalibraéniho roztoku, ktery bude zohledfiovat proteinovou matrici. Postup je i nastrojem FeSeni napf. pro zajiSténi
“soub&hu” 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 nam umozriuje 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 “Casteénou 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

KALIBRACE HITACHI 911

Kit: BIO-LA-TEST, ERBA-Lachema,
alfa— AMYLASA, (AMY 250), kat. ¢.: BLT00007

Princip metody:
Modifikovany p-nitrofenylmaltoheptaosid je blokovany na konci molekulového Fetézce ethylidenovou skupinou,
aby pfi stanoveni nedochazelo k jeho odbouravani exoenzymy,jako je gluko-amylaza a glukooxidaza.Po
rozStépeni oligosacharidového fetézce plsobenim a-amylazy se ze Stépu plsobenim glukosidazy uvolni Zluté
barvivo- 4-nitrofenol (pNP). Stépeni substratu na monitorovany pNP probiha diky pouzité bifunkeni
a-glukosidazy v ekvimolarnim poméru. PFirGstek absorbance, méfeny kineticky pfi 405 nm je pfimo amérny
aktivité a-amylazy.
504, & — ethyliden — 4 - nitrafenyl — malivheptaosid ) + 5 H,0 —=22 = 20 Bthyliden - G, + 2(pNF - G,) +
+2(Bthyliden— Gy) + 2(pNP — G,) + Ethyliden - G, + pNP - G,
2(pNEP - Gy) + 2(pNP — () + (pNP - G, ) + 14H 0 — =B850 WP + 14 Ginkoza

Priprava ¢inidel:

R 1: Pufrovany enzym: Lahvicka s €inidlem €.1 pfimo k pouZziti.
Stabilita: Neotevfeny, pfi teploté 2 az 8 °C je stabilni ve tmé do exspirace kitu.
R 3: Pufrovany substrat: Lahvicka s €inidlem €.2 pfimo k pouZziti.

Stabilita: Neotevfeny, pfi teploté 2 az 8 °C je stabilni ve tmé do exspirace kitu.
Kalibrace:

1. Pomoci 1,2 mmol.L™ roztoku pNP (4-nitrofenolu)

Priprava: 2,4 mmol.L"* pNP (ERBA-Lachema) smichame v poméru 1+1 s roztokem albuminu, ktery pipravim
rekonstituci obsahu lahvi¢ky Albumin z BLT Bilirubin Standard (ERBA-Lachema) pfidavkem 1,0 mL destilované
vody.

2. Blank: 0,9 % NacCl (V/V)

Pfiprava: K obsahu lahvi¢ky Albumin z BLT Bilirubin Standard (ERBA-Lachema) pfidam 2,0 mL 0,9 % NaCl. (V/V).
Postup kalibrace stanoveni v séru:

1. Aplikaéni program (*) upravime do nasledujiciho tvaru viz (**)

2. Cinidlo R1 (Pufr) i R3 (Pufrovany substrat) ponechame v analyzatoru (jediné tim dosahne vysledné pH totoZzné
v kalibraéni i rutinni reakéni smési, kalibra¢ni metoda “standardnim pfidavkem”)

3. Prepocet koncentrace pNP na odpovidajici katalytickou koncentraci: pro pNP o koncentraci 1,2 mmol/L véetné
80 g/L albuminu, zaddme S2 CONC. = 20,00 (pkat.L™)

4. Blank: 0,9 % NaCl s obsahem 80 g/L albuminu

5. Provedeme dvoubodovou kalibraci, H-911 poskytne hodnotu kalibraéniho faktoru F. Takto ziskany F ,zohlednuje
vSechny vlivy pouzité instrumentace H-911 (pipetovani,davkovéani, objemové pomeéry, fotometrii-vinovou délku,
kyvetu atd.) navic zohledriuje aktualni vysledné pH reakéni smési i zménu molarni absorptivity pNP v pfitomnosti
proteind pfi £ =713

6. Aplikacni program upravime na (***)

7. Jednobodovou kalibraci - pouze pro BLANK, jak bylo pouzito v pfipadé stanoveni k.k. ALP, jiz neprovadime. Diky
modifikaci "standardniho pfidavku" 4-nitrofenolu do reakéni smési s obsahem substratu je jiz korekce na
samovolny rozpad substratu obsazena v ziskané kalibra¢ni zavislosti dle bodu 5

Postup kalibrace stanoveni v mo¢i:

Pro stanoveni AMS v moci postupujeme obdobné jako pro sérum, ale nepracujeme s modelaci proteinového prostredi

v kalibraénich materidlech.V rutiné je ale nepraktické provozovat dvé metody, oddélené pro stanoveni v moci a v séru

i kdyz by to exaktnost podminek vyzadovala. Prakticky to feSime bud zanedbanim dosahované negativni chyby
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pfipadé stanoveni U_AMS metodou kalibrovanou pro S_AMS, nebo provedeme dodate¢nou korekci ze znalosti

zmén molarni absorptivity 4-nitrofenolu v zavislosti na obsahu proteind v reakénim prostredi:

U_AMS (mocova kalibrace) = 1,0312 x S_AMS (sérova kalibrace)

Upozornéni:

Nutné je dodrzet zadani koncentrace BLANKU (0,00) na stejny pocet desetinnych mist jako pfi rutinnim
stanovovani a-AMS! Jinak obdrzime faktor F s fadovou odliSnosti!!

Kalibrace dle bodu 5) je sice provedena v dubletu, pfesto je vhodné kalibraci provést opakované a z obdrzenych
F pouzit pramér.

Kalibrace dle bodu 5) poskytne F, ktery je dlouhodobé platny, nicméné je vhodné kalibraci provadét opakované
v zavislosti na vysledcich QC. Odchylka je vSak vétSinou zplsobena snizenou kvalitou €inidel v analyzatoru
(zména pH u R1a R3, samovolny rozklad substratu R3).

Kalibraci dle bodu 5) je nutné opakovat v pfipadé servisnich zasaht do fotometrické, pipetovaci ¢i davkovaci
jednotky (vyména halogenové lampy, Cisténi optiky atp.), rovnéz pfi pfipadné SW zméné pipetovanych a
davkovanych objemu v aplikaci.

Kalibraci dle bodu 5) neni nutné opakovat v pomérné dlouhém ¢asovém intervalu, ve kterém analyzator vykazuje
dobrou opakovatelnost (reprodukovatelnost) méfeni v sérii.

Ke kalibraci doporu¢en komeréni roztok pNP, dodava PLIVA- Lachema.

S1 ABS.LIMIT — umoznuje hlidani pouzitelnosti R3 (samovolného rozpadu substratu starnutim).

Stabilita pH R1 a R3 mezi SarZzemi i pfi starnuti v oteviené lahvicce ON BOARD je kritickd pro méfenou absorbanci
pNP v reakéni smési a to jak v pfipadé vlastniho stanoveni, tak i pfi simulaci reakéni smési pfi kalibraci pomoci
standardniho roztoku pNP.

pH je kritické jak pro rychlost enzymatické reakce, tak i pro disociaci pNP (pK = 7,17)

Praktické je naprogramovat kalibraéni rezim a-AMS na jiném kanale, ziskany F a AA BLANKU pfepsat do rutinni
aplikace.

Nedosazeni uspokojivych vysledkd hodnot VKK je prakticky témeéf vzdy zplsoben exspiraci a ukonéenim
pouZzitelnosti Cinidel.

(*) Priklad rutinni aplikace, kalibrace pomoci sérového kalibréatoru:

HITACHI 211
CHEMISTRY PARAMETERS
TEST [EME] [ TEST NAME (&S ] UHNIT [ukatd]
DaTA MODE [ONBOARD] FEPORT NAME [ Amylasa ]
QO RUN INTERVALL [#] Instrumert Factor (Y=a{+oia  [1.000]
B [0.000]
EXFPECTED VALUE < SERUM > EXPECTED VALUE < URINE=
AGE M F
[100] [¥] [0] - [100] [0] [100] [0] - [16,67]
[100] [¥] [0] - [100] [o] - [1o0]
[a] - [167] [07 [ 1.67]
TECHNICAL LIMIT < ZERTM > < URINE >
[01 - [3660] [0] - [3660]
STD CONC POS, S4MPLE  PRE. DIL. CALIB.  LotHa QUALITATIVE  [NO]
(1 [000] # [4] [0] [o] [017] 000001 () [0] [ 1]
() [* 1 # [4] [a] (o] [ #] 000002 @ [o] [1]
(3) [ ] [10] [0] [0] [ ##] 000000 3 [0] [ ]
C] [ ] [10] [0] (0] [ #] 000000 4 [0] [ ]
() [ ] [10] [o] (o] [ ##] 000000 &) [o] 1]
(&) [ 1] [10] [0] (0] [ #] 000000 @]
TEST [AMS ]
ASSAYCODE  [Rate A ] [10] [ WaAVELENGTH 2@/ Primary)
(GE0/ALS (7007 7 [413]
ATBSAY POINT [25] [B1] -[0] -[O0] Dilvent/Rgi/Stability  [0301] 7 [ # ]
< SERIIM » < IJRINE »
S.¥OL (NORMAL) [4] [07 [07 [20] [2] [100]
8.¥OL (DECREASE) [2] [o] [o] [20] [4] [100]
S.¥OLINCREASE) [2] [0] [0] [4] [0]
ABS LIMIT [ 10000 ] [10000] [INCREASE]
PROZONE LIMIT [ 0] [ 0 [LOWER]
REAGENT Rl [200] 0] [##] [0]
R2 [ O] [0] [##] [0]
R3 [30] (0] [##] [0]
R4 [ O] (0] [##] [0]
Calibration Type [LINEAR ] 2] [2] [a] [ ]
AUTO TIMEQUT ELANK 0] SDLIMIT  [0d]
SPAN [o] DUPLICATE LIMIT ~ [20 ]
2POINT [o] SENSITIVITY LIMIT [ 0 ]
FUULL [0] 51 ABS. LIMIT [ 320001 [ 32000 ]
AUTO CHANWGE OF LOT [CANCEL ] COMPENSATED LIMIT [ ]
CHAMGE OF BOTTLE [CANCEL ]
# Voli uzivatel
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* Zadame deklarovanou hodnotu pouzitého kalibratoru (IFCC)
# Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody
Diluent 00301 = 0,9 % NacCl (V/V)

(**) Modifikace pro kalibraci s pNP (1,2 mmol.L™" + proteinova matrice, napf. minimalné roztok 30 g.L'l albuminu)

HITACHI 211
CHEMISTRY PARAMETERS
TEST [AME] (B4 TEST NAME  [&AMS] UNIT [vkat ]
DATA MODE [ONBOARD] REPORT MNAME [ Amylasa ]
QC RUN INTERVALL [#] Instrument Factor (F=aX+ya  [1000]
b 0.000
EXPECTED VALUE < SERUM = EXPECTED VALUE < IRINE> [ ]
AGE M F
[100] [¥] [0] - [100] [0] - [100] [0] - 667
[100] [¥] (0] - [to0] (o] - [100]
[a] - [1487] [0] [ 1.67]
TECHNICAL LIMIT < SERUM = < IRINE >
[0] - [360] [0] - [3660]
3TD CONC FOS. SAMPLE  FRE DIL. CALIE.  LotHo, QUALITATIVE  [O]
(0 [000] # [4] [0] [o] [017]  00d0a1 () [0] [ 1]
(2 [20.00] i [4] [0] [o] [ #] 000002 (2 [0] [
)] [ ] [10] [0] [0] [ #4] 000000 ) [0] [ ]
e [ ] [10] [0] [0] [ #%#] 000000 i [0] [ 1]
&) [ ] [10] [0] [0] [ #4] 000000 (5 (o] [ 1]
] [ ] [10] [0] [0] [ #4]  00000G ()
TEAT [BME ]
ASSAYCODE  [IPOQINT) [id] [ WAVELENGTH (2§ Primary)
60/415)  [7O0] F [B13]
ATSAY POINT [19]- [0] -[0] -[0] Diluent/Rgt/Stability  [0301] ¢ [ # ]
< SERUM = < RINE >
3.VOL (NORMAL) [4] [0] [0] [20] [2] [100]
3 VOL(DECREASE) [2] [0] [0] [20] [4] [100]
9. VOL (INCREASE) [2] [0] [0] [4] [0] [ 0]
ABS LIMIT [ 10000 ] [10000] [INCREARE]
PROZONE LIMIT [ 0] [ 0 [LOWER]
REAGENT Rl [2a0 ] [0] [#8] [0]
R [ O] (0] [##] [o]
3 [50] [0] [##] [0]
o R4 [ 0] [0] [##] [o]
Clalibration Type [LINEAR ] [2] [2] 01 ]
AUTO TIMEOUT ELANK [0] SDLIMIT  [00]]
SPAN [o] DUFLICATE LIMIT [ 200]
2 POINT [0] SENSITIVITY LIMIT [ 0 ]
FULL o] 51 ABS. LIMIT [[320007] [32000]
AUTO CHANGE OF LOT [CANCEL ] COMPENSATED LIMIT [ ]
CHANGE OF BOTTLE [CANCEL ]
# Voli uzivatel
# Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody

Diluent 00301 = 0,9 % NacCl (V/V)
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(***) Modifikace pro nésledny rutinni provoz

HITACHI 911
CHEMISTRY PARAMETERS
TEST [BME]  [BH] TEST NAME [ &S] TIHIT [ukatd ]
DATA MODE [ONBOARD] REPORT MAME [ Amylasd ]
QC RUN INTERVALL [#] Instrument Factor (Y=aXthya  [1.000]
[0,000]
EXPECTED VALUE < SERUM > EXPECTED VALUE < URINE>
AGE 1 F
[100] [¥] [0] - [100] [0] - [100] [0] - 667
[100] [v] [0] - [10] [0] - [100]
[a] - [167] [0] [ 1.67]
TECHNICAL LIMIT < SERUM = < URINE =
[0] - [360] [0] - [3660]
STD CONC POS. SAMPLE  PRE DIL. CALIE.  LatNa QUALITATIVE  [MO]
(L [ ] [10] [o] [o] [0177  00G001 (0 [0] [ 1]
(2 [ ] [10] [0] (o] [ #4] 000000 (2 [0] [ 1]
@ [ ] [10] [0] [0] [ #%#] 000000 @ [0] [ 1]
e [ ] [10] [0] [0] [ #4] 000000 @ [0] [ 1]
2 [ ] (10] [0] [0] [ #4] 000000 &) [o] [ 1]
O] [ ] [10] [0] [0] [ ##]  00000G )
TEST [BME ]
ATSAYCODE  [Rate—A ] [10] [ WAVELENGTH @/ Primary)
(660f413)  [700] ¢ [H13]
ATSAY POINT [5]- [31] -[0] -[0] Diluent/Rgt/Stability  [0301] ¢ [ # ]
< BERUL = < TRINE =
9.VOL (NORMAL) [4] [0] [0] [20] [2] [100]
3 VOL(DECREAZE) [2] [0] [0] [20] [4] [100]
3.VOL (INCREASE) [2] [o] [o] [4] [0] [
ABS LIMIT [ 10000 ] [10000] [INCREARE]
PROZONE LIMIT [ 0] [ 0 [LOWER]
REAGENT Rl [2a0 ] [0] [#8] [0]
R2 [ 0] (0] [##] [0]
k3 [50] [0] [##] [0]
R4 [ O] (0] [#%] (0]
Clalibration Type [LINEAR ] [o] [ 0] 61 ]
AUTO TIMEOUT BLANK [0] SDLIMIT  [01]
SPAN [o] DUFLICATE LIMIT  [20 ]
2 POINT [0] SENSITIVITY LIMIT [ 0 ]
FULL [0] 91 ABS. LIMIT [ 32000 ] [ 32000 ]
AUTO CHANGE OF LOT [CANCEL ] COMPENSATED LIMIT [ ]
CHANGE OF BOTTLE [CANCEL ]
# Voli uzivatel
# Voli uzivatel v rozsahu 00361-00400 pro volné programovatelné metody
Diluent 00301 = 0,9 % NacCl (V/V)
Seznam zkratek
CRM Certifikovany referenéni material
€ Molarni absorpéni koeficient
EPS 4,6-ethyliden-4-nitrofenyl- (skupina)
F Faktor (Kalibraéni faktor)
G Glukéza
G, az G; | Oznacuje glukosylové ¢asti (pocitané od neredukovaného konce) oligosacharidu
GUM Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (Eurachem 2001)
IRMM Institute of Reference Materials and Measurements (Referenéni Ustav Evropské Unie v Geelu)
IVD In vitro medical devices (7)
k.k. Katalytickd koncentrace
A VInova délka
Maltoza 4-0-a-D-glukopyranosyl-D-glukdza
n Pocet
pNP 4-nitrofenol (nékdy 4-nitrofenylova skupina)
S_AMS a-amylaza v krevnim séru
SD Smérodatna odchylka
SW Soft-ware
VKK Vnitfni kontrola kvality
WG-CCE | Working Group for Calibrators in Clinical Enzymology of IFCC
U _AMS a-amylaza v modi
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