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Na Konferencji Plenarnej IFCC w Sevilli, Hiszpania (marzec 1998) podjeto decyzje o stworzeniu globalnego
systemu referencyjnego dla pomiaréw stezenia katalitycznego enzymoéw, obejmujaca nastepujace elementy:

» Referencyjne procedury pomiarowe. Istniejace metody referencyjne IFCC dla 30 °C zostang uzyte
jako podstawa stworzenia zespotu standardowych procedur wykonania (standard operating procedures -
SOPs) dla temperatury reakcji w 37 °C.

» Sie¢ laboratoriow referencyjnych. Zostanie wyselekcjonowana grupa laboratoriéw referencyjnych
(tacznie z laboratoriami producentéw) w celu dostarczenia niezbednej wiedzy i sprzetu do
przeprowadzenia pomiaréw wedtug referencyjnych procedur pomiarowych (SOPs) na wysokim poziomie
metrologicznym.

« Materialy referencyjne. Istniejace materiaty referencyjne BCR zostang ponownie certyfikowane przez
sie¢ laboratoriéw referencyjnych, zgodnie z umowg o wspodtpracy pomiedzy IFCC a IRMM. Dla
niektérych enzyméw (AST, amylaza, lipaza) konieczne bedzie ustalenie i certyfikowanie nowych
materiatdw referencyjnych.

Wprowadzajgc takie systemy referencyjne kierujemy sie pojeciem zrédiowej zgodnosci pomiarowej
(measurement traceability), ktéra zostata ustanowiona w metrologii ogdlnej, a obecnie wprowadzana jest
réwniez do analiz w chemii klinicznej. Zgodno$c¢ Zrédtowa (Traceability) stanowi prawdopodobnie najwazniejszg
strategie zmierzajacq do osiggniecia standaryzacji w medycynie laboratoryjnej, ktorej celem sg poréwnywalne
wyniki pomiaréw bez wzgledu na metode, procedure pomiarowg (zestaw testowy) oraz laboratorium, w ktérym
wykonywane sg analizy.

W konsekwencji, Dyrektywa Unii Europejskiej o diagnostyce in vitro [1] zastrzega, ze wartosSci przypisywane
kalibratorom i materialom kontrolnym musza by¢ zgodne zrédtowo (traceable) z materiatami referencyjnymi i/lub
metodami referencyjnymi wyzszego poziomu metrologicznego.

Ponadto, Komisja Europejska narzuca standardy zgodnosci zrédtowej dla wartosci przypisywanych kalibratorom
i materiatom kontrolnym w ogdlnej medycynie laboratoryjnej [2] jak i w specyficznej sferze pomiaréw stezen
katalitycznych enzyméw [3].

Wedtug Stownictwa w Metrologii (Vocabulary in Metrology - VIM) [4] i Przewodnika Wyrazania Niepewnosci
Pomiaru (Guide to the Expression of Uncertainty in Metrology - GUM) [5], zrédiowa zgodnos¢é pomiarowa
(measurement traceability) definiowana jest jako:

wiasciwosé wyniku pomiaru lub wartos¢ standardu, poprzez ktérg moze on byé odniesiony do podanych zrédet
referencyjnych, zazwyczaj standardéw krajowych lub miedzynarodowych poprzez nieprzerwany fancuch
poréwnan, z ktérych kazde posiada podane niepewnosci. Zgodnos¢ Zrédtowa wartosci przypisanej rutynowej
prébie badanej, kalibratorowi czy materiatowi kontrolnemu jest ustanawiana poprzez serie pomiarow
poréwnawczych przy uzyciu procedur pomiarowych i materiatdw referencyjnych w tancuchu o rosngcym
porzadku hierarchicznym, jak pokazano na Rys.1. Poniewaz kazde ogniwo tancucha zgodnosci zrodiowej
(traceability chain) przyczynia sie do niepewnosci wyniku, zaleca sie omijanie tak wielu etapéw jak to jest
mozliwe. W kategoriach metrologii idealne bytoby pominiecie wszystkich etapow posrednich w fancuchu

Vol 13 No 3



eJIFCC: www.ifcc.org/ejifcc

zgodnosci zrédtowej (traceability chain) i dokonywanie pomiaru rutynowej préby badanej poprzez bezposrednie
zastosowanie pierwotnej procedury referencyjnej; to, oczywiscie, nie jest wykonalne.
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Rys. 1

Nieuniknionym warunkiem wstepnym ustanowienia zgodnych zrédtowo (traceable) wynikéw dla kalibratorow i
materiatéw kontrolnych jest specyficzno$é zastosowanych procedur pomiarowych. Wyniki pomiaru nie mogg byc¢
zgodne zrédtowo (traceable) jezeli zastosowana procedura wykrywa czesciowo sktadniki, ktére nie sg zgodne z
definicjg wielkosci mierzonej. Poniewaz dotyczy to pomiaru stezenia aktywnosci katalitycznej enzymow,
konieczne jest, aby procedury rutynowe i nizszego rzedu wykazywaty podobng selektywnos¢ w odniesieniu do
poszczegodlnych izoenzymoéw i form molekularnych.

Caty tancuch zgodnosci zrédtowej (traceability chain) ma zastosowanie jedynie dla tych ilosci mierzalnych, ktére
moga mie¢ warto$¢ wyrazong w jednostkach Sl. Jezeli pierwotne lub wtérne kalibratory nie sg dostepne, fancuch
zgodnosci zrodtowej (traceability chain) dla wielu wartosci mierzonych w medycynie laboratoryjnej konczy sie na
nizszym poziomie, np. regulaminowej procedurze pomiarowej producenta. Powstaje pytanie czy wyniki
pomiaréw stezenia katalitycznego enzyméw moga by¢ zgodne zrédiowo (traceable) z jednostkami Sl czy jedynie
z nizszym poziomem w hierarchii tancucha zgodno$ci zrédtowej (hierarchical traceability chain).

Na pierwszy rzut oka, sytuacja wydaje sie trudniejsza w przypadku enzymow niz innych wielkosci takich, jak
elektrolity czy metabolity, np. cholesterol, ktéry moze oczywiscie zosta¢ opisany w jednostkach Sl 'mol na litr'. W
przeciwienstwie do nich, wyniki stezen katalitycznych enzymow sag porownywalne jedynie wtedy, kiedy
aktywnos¢é enzymdw mierzona jest w takich samych warunkach.

Tym samym, warto$¢ mierzona enzymu nie moze byc¢ opisana jedynie przez swojg nazwe, rodzaj wielkosci i
srodowisko, np. 'stezenie aktywnos$ci katalitycznej kinazy kreatynowej w surowicy ludzkiej', ale jej definicja
wymaga réwniez specyficznej procedury pomiarowej. Chociaz w enzymologii klinicznej uzywa sie na ogoét
skréconej nazwy analitu enzymu, np. 'kinaza kreatynowa', wartos¢ mierzona jest w rzeczywistosci definiowana
jako "aktywnos¢ katalityczna enzymu mierzona jako szybkosS¢ reakcji substancji wskazujacej (indicator
substance) w specyficznym srodowisku zgodnie z dang procedurg pomiarowgq", np. "aktywnos¢ katalityczna
kinazy kreatynowej mierzona jako szybkos¢ konwersji NADH w procedurze referencyjnej IFCC".
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Z zasady, ta zaleznos¢ od procedury nie jest unikalna dla pomiaru stezenia katalitycznego enzymow, ale odnosi
sie réwniez do znacznie prostszych wielkosci. Na przyktad, pomiar dtugosci preta z zelaza wymaga opisu
warunkéw pomiaru, przynajmniej rzeczywistej temperatury, albo pomiar cholesterolu catkowitego w surowicy
wymaga stwierdzenia stopnia hydrolizy.

W hierarchicznym systemie procedur i materiatéw referencyjnych, referencyjne procedury pomiaru enzymow
IFCC utworzg najwyzszy poziom metrologiczny i tym samym stanowi¢ bedg definicje odpowiednich wielkosci
mierzonych. Zgodnie 2z prawodawstwem miedzynarodowym (dyrektywa EU-IVD) [1] i standardami
miedzynarodowymi (ISO, CEN) [2, 3], wartosci przypisywane kalibratorom i wynikom pomiaréw nizszego
poziomu metrologicznego, tacznie z tymi uzywanymi w codziennej rutynowej praktyce powinny by¢ zgodne
zrodtowo (traceable) z najwyzszym poziomem referencyjnym procedur pomiarowych i jednostkami Sl (Rys. 1).

Jednolita jednostka pomiaru Sl "mol na sekunde na metr szescienny", wyrazona jako: mol s-1 m-3 [lub
(mol/s)/m3], zwana takze 'katalem na metr szescienny', wyrazona jako: kat m-3 (lub kat/m3), bedzie stanowi¢
poziom najwyzszy kazdej hierarchii kalibracyjnej dla stezenia katalitycznego enzymu [3].

Zgodnie ze standardem 'Metrologicznej Zgodnosci Zrodiowej Wartosci Stezen Katalitycznych Enzyméw
Przypisywanych Kalibratorom i Materiatom Kontrolnym' [3] wartosci mierzone enzyméw definiowane sa
przez pierwotne procedury referencyjne. Procedury te musza by¢ przestrzegane we wszystkich
szczegobtach, np. rodzaj substratu i jego stezenie, sktadniki bufora, wartosé pH, efektory i ich stezenia,
kierunek katalizowanej reakcji, sktadniki reagentu, temperatura, czas inkubacji, czas opdznienia, czas
pomiaru, diugosé fali.

W konsekwenciji, pierwszym celem komisji enzymatycznej IFCC i grupy specjalistycznych laboratoriow przy
wprowadzaniu systemu referencyjnego byta decyzja co do pierwotnych procedur pomiarowych.

Nowe procedury IFCC dla 37°C oparte sg na istniejacych, zalecanych dotychczas przez IFCC metodach dla
30°C [6, 7, 8, 9, 10, 11]. Warunki pomiaru zostaty dalej zoptymalizowane w odniesieniu do stezenia substratu,
pH, stezenia buforu, czasu opdéznienia i okresu czasu odczytu. Byto to konieczne przynajmniej do pewnego
stopnia z powodu zmiany temperatury. Warunki pomiaru opisane sg w kazdym szczegdle w formie
standardowych procedur wykonania.

Pierwotne referencyjne procedury pomiaru IFCC dla ALT, AST, amylazy, CK, GGT i LD sa obecnie
przygotowywane do publikacji. Ustalenie procedur dla AP, lipazy i CHE jest w fazie projektéw.

Procedury pomiarowe ustalone zostaty przez sie¢ laboratoriéw. Aktualni cztonkowie tej sieci wymienieni sg w
Tabeli 1.

Tabela 1: Aktualni cztonkowie sieci referencyjnych laboratoriow enzymatycznych

Dr. F. Ceriotti Istituto Scientifico San Raffaele Milano Italy

Dr. G. Ehlers Ortho - Clinical Diagnostics Rochester U.S.A.
Prof. G.Ferard/ Dr. Lessinger | Centre Traumatologie et Orthopedie lllkirch Grafenstaden France
Dr. F. H. Franck Ziekenhuis Leyenburg Den Haag The Netherlands
Prof. J. Gella Biosystems S.A. Barcelone Spain *
Prof. W. Holzel Roche - Boehringer Mannheim GmbH Tutzing Germany
Dr. P. Joergensen Dept. of Clinical Chemistry Odense Denmark
Prof. T. Kanno Hamamatsu University Hospital Hamamatsu Japan
Dr. A. Kessner Beckman -Coulter, Inc. Brea, CA U.S.A.
Dr. M. Panteghini 1 Laboratory of Clinical Chemistry Brescia Italy

Dr. F. Schiele Centre du Medecine Preventive Nancy France
PD Dr. G. Schumann Med. Hochschule Hannover Hannover Germany
Dr. A. Vialle Hopital Debrousse Lyon France
Dr. G. Weidemann Klinikum der Stadt Nurnberg Nurnberg Germany
Dr. K.Yoshinari ASAHI Chemical Industry Co.,Ltd. Tokyo Japan

Kazde laboratorium sieci wyrazito zgode na przestrzeganie rygorystycznych zasad metrologicznych:

Skalibrowane ilosci testowe zostaty uzyte we wszystkich etapach grawimetrycznych; do pomiaru i dozowania

objetosci

1 .
Wytluszczenie wlasne.

2 .
Wytluszczenie wlasne.

uzyto sprzetu skalibrowanego grawimetrycznie; do ustalenia temperatury i

pH zastosowano
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skalibrowane przyrzady o znanych niepewnosciach. Do testowania ustawien dtugosci fali oraz absorbanc;ji
fotometrycznej sprzetu fotometrycznego, uzyto filtrow i/lub roztwordw testowych certyfikowanych przez
narodowy instytut metrologiczny.

Wszystkie znaczace dane majgce wplyw na ogdlng niepewnos¢ koncowych wynikéw musiaty byé zgtoszone
koordynatorowi sieci.

Ostatecznie grupa specjalistycznych laboratoriow (Tabela 1) certyfikowata, we wspodipracy z Instytutem
Materiatéw i Metod Referencyjnych Unii Europejskiej (IRMM), roztwory enzymdw, ktére poprzednio zostaty
certyfikowane przez rézne procedury pomiarowe, najczesciej w 30°C.

W przypadku materiatu referencyjnego BCR dla ALT, procedura certyfikacji skutkowata bardzo matym, 95%
przedziatem pewnos$ci pomiaru, ktéry byt rzedu +/- 1% w grupie 12 laboratoriéw. Taki maty przedziat okazat sie
szczegoblnie zadowalajacy w poréwnaniu z poprzednimi procedurami certyfikacji uzywajgcymi tego samego
materiatu, a takze w poréwnaniu z paroma prébnymi eksperymentami przy uzyciu komercyjnych materiatow
kontrolnych, przeprowadzonymi przed badaniami certyfikujgcymi (Rys. 2).
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Fig. 2

Certyfikacja materiatu referencyjnego IRMM-BCR CRM 426 i réznych materiatéw kontrolnych dla ALT.

95% przedziaty pewnosci uzyskane przez rézne laboratoria w procesie certyfikacji.

Gorny pasek: Certyfikacja CRM 426 przez nowa procedure referencyjng IFCC dla 37°C (12 lab.).

Drugi pasek: Certyfikacja CRM 426 przez poprzednig procedure referencyjng IFCC dla 37°C (8 lab.).

Trzeci pasek: Certyfikacja CRM 426 przez poprzednig procedure referencyjng dla 30°C (9 lab.).

Paski od czwartego do siédmego: Pomiary réznych materiatéw kontrolnych przez nowa procedure referencyjng dla
37°C w prébnym eksperymencie podczas certyfikacji materiatu referencyjnego BCR (12 lab.).

Bylto to rownie zgodne przy certyfikacji substancji referencyjnej dla LD i materiatu referencyjnego BCR dla CK.

Réwniez przy certyfikacji materialu referencyjnego BCR dla GGT rozrzut wynikéw uzyskanych przez 12
laboratoriow w kategoriach 95% przedziatu pewnosci byt ponizej +/- 1.5%.
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Nalezy nadmieni¢, ze takze materiat referencyjny BCR dla amylazy zostat niedawno certyfikowany z réwnie
dobrymi rezultatami.

Ta bardzo zadowalajgca zgodnos¢ wynikow uzyskana w réznych laboratoriach referencyjnych wskazuje na:

* po pierwsze, dobre funkcjonowanie sieci laboratoriow od Dalekiego Wschodu (Japonia) po daleki
Zachdd (Kalifornia), tgcznie z laboratoriami uniwersyteckimi, klinicznymi i laboratoriami producentéw,

* a po drugie, wysoki poziom postepu i doktadny opis procedur pomiarowych, co zostato uzyskane dzieki
wktadowi pracy czlonkow sieci laboratoriow referencyjnych.

Jak tylko pierwotne procedury pomiarowe IFCC zostang opublikowane po tajnym gtosowaniu wsréd czionkéw
IFCC (majac nadzieje, ze nastgpi to w przeciagu paru nastepnych miesiecy), petny system referencyjny
obejmujacy procedury referencyjne, laboratoria i materiaty referencyjne zostanie udostepniony. Nastepnie,
wymog zgodnosci zrédiowej (traceability) w rozumieniu dyrektywy IVD Unii Europejskiej i standardéw
CEN/ISO, bedzie musial byé wprowadzony nie tylko przez producentéw opracowujacych komercyjne
zestawy testowe i kalibratory do pomiaréw stezenia katalitycznego enzyméw, ale réwniez przez
organizatoréw zewnetrznych programéw badania jakosci przy przypisywaniu wartosci docelowych dla
ich materiatéw kontrolnych rozsytanych do uczestniczacych w programie laboratoriow’.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze ustalony zostat system referencyjny dla pomiaru stezenia katalitycznego
enzymow, ktory moze réwniez stuzy¢ jako wzor dla innych grup wielkosci, ktére majg by¢ standaryzowane w
kategoriach zgodnosci zrédtowe;.
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