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Inledning/Bakgrund

Verifiering/validering utférd enligt: Validering/verifiering métmetod

Etylenglykol analyseras i dagslaget med gaskromatografi vid kemlab Falun.

| syfte att underlatta analys av etylenglykol, i synnerhet vid akutprov, har
enzymatisk metod fér matning av etylenglykol pa Architect ci8200 utvarderats
och validerat. Analytiskt mal for etylenglykol med gaskromatografi vid kemlab
Falun &r CV%, total <25%. Acceptabel riktighet erhalls om resultat av externa
kvalitetskontroller &r inom +1 standarddeviation. Referensintervall for
gaskromatografisk metod for etylenglykol &r <2 mmol/L (m&n och kvinnor)
med matintervall 2-30 mmol/L.

Sammanfattning

Validering av imprecison fér enzymatisk matning visar pa likvardiga CV%,
total i jamfdérelse med resultat erhallna vid validering av nuvarande metod.
Majoriteten av resultat fér matning av etylenglykol, i patientprover, erhalina pa
Architect ci8200 ar inom 15 % av resultat erhallna med gaskromatografi
(Kemlab, Falun). Riktigheten fér enzymatisk bestamning av etylenglykol
befinnes vara inom +1 standarddeviation fér externa kvalitetskontroller
(EQUALIS). Matintervallet valideras till 1-100 mmol/L under foérutsattning att
prover med etylenglykol >25 mmol/L spads 1:5. Reagensstabilitet bedéms
vara utékad, jamfért med den av leverantéren angivna (30 dagar i
kemianalysator), till minst tvA manader da reagensen korkas och placeras i kyl
mellan analyser. Propylenglykol ger interferens, men larm &r inlagt i metoden
pa Architect ci8200, vilket férhindrar att falskt positivt etylenglykol pa grund av
propylenglykol svaras ut. 2,3-butanediol genererar dock falskt positivt svar pa
etylenglykol. Reaktionskurvan &r snarlik den for etylenglykol. Detta gér troligen
att intag av alkohol denaturerad med metyletylketon (2-butanone) resulterar i
falskt positivt etylenglykol. Etylenglykolintag kan inte uteslutas om alkohol
denaturerad med metyletylketon intagits.

Dokument finns under Validering Architect Etylenglykol.
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Slutsats och godkannande

Metoden kan accepteras for kliniskt bruk. Det ger klinikern ett snabbare svar
an tidigare men det kravs tydlig information till bestallare om interferensen av
2,3 —butanediol. Lab Nytt och i provtagningsanvisningar Labboken
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1 Imprecision

Enligt leverantér [1] &r imprecisionen enligt féljande:

Vid verifiering av imprecisionen pa Architect ci8200 analyserades etylenglykol, i tva
koncentrationer, i triplikat under fem dagar. Lag niva ar spikad till 1,0 mmol/L etylenglykol i
serum, medan hég niva ar spikad till 20 mmol/L.

Lag niva Hog niva
Medelvarde (mmol/L) 1,17 19,3
N 15 15
CV%, inom 443 0,81
CV%, mellan 0,00 2,04
CV%, total 443 2,19
sd, total 0,05 0,42

Validering av imprecision visar pa CV%, total i samma storleksordning som den av
leverantéren angivna.

Vid validering av nuvarande gaskromatografisk metod erhélls CV%, total om 4,9 % vid lag
niva (medel 2,3 mmol/L), n = 20) och 3,8 % vid hég niva (medel 7,93 mmol/L). Validering
av imprecison fér enzymatisk matning visar pa likvardiga CV%, total i jamférelse med
resultat erhallna vid validering av nuvarande metod.

Avsteg fran instruktion fér Validering, matmetod har gjorts (patientpool har ej analyserats).

Kommentar av medicinskt ansvarig
Precisionssiffror stammer val 6verens med tillverkarnas
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2 Riktighet

For kalibrering anvands leverantorens kalibrator [2] med varde 25 mmol/L.

Patientprover

Elva patientprov (serum), varav nio var fran samma patient, analyserades pa Architect

ci8200 och jamférdes med resultat fér kvantifiering med gaskromatografi.
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Externa kontroller, jamférelse med GC medelvérde

Nio externa kontroller (Equalis) analyserades pa Architect ci8200 och jamférdes med
medelresultat fér kvantifiering med gaskromatografi.
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Majoriteten av resultat fér méatning av etylenglykol, i patientprover, erhalina pa Architect
ci8200 ar inom £15 % av resultat erhallna med gaskromatografi (Kemlab, Falun).

Vid jamfdrelse av resultat fér etylenglykol vid analys pa Architect ci8200 med
gruppmedelvéarde fér resultat erhallna med gaskromatografi (externkontrollprogram
EQUALIS), &r resultaten inom +20 %. Vidare ar riktigheten fér enzymatisk bestamning av
etylenglykol inom +1 standarddeviation foér externa kvalitetskontrollerna.

Avsteg fran instruktion for Validering, matmetod har gjorts (20 patientprov har e;
analyserats och jamférts).

Kommentar av medicinskt ansvarig
Jamférande studier mellan den nya och gamla metoden godkannes trots fér fa prover.

Riktighet mot extern kontroll program godkanns

3 Matintervall

Enligt leverantéren [3] &r metoden linjar éver intervallet 0-50 mmol/L.

Matintervallet utvarderades pa Architect ci8200 med spikade serumprover i omradet 1-100
mmol/L. God linjaritet (r >0,999), med aterraknad koncentration +10 % fran asatt varde,
erhdlls vid spadning 1:5 fér prover innehallande etylenglykol >25 mmol/L.

Ej spatt Spédning 1:5
EG tillsatt EG upmatt % avvikelse | EG uppmatt | % avvikelse
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
0,0 0,0 0,0
1,0 1,1 10,0 1,1 10,0
1,5 1,6 6,7 1,6 6,7
5,0 5,1 2,0 5,1 20
10 10,2 20 10,2 20
20 18,8 -6,0 18,8 -6,0
50 40,0 -20,0 48,6 -2,8
75 54,9 -26,8 69,7 -7,1
100 65,9 -34,1 90,1 -9,9

Matintervallet valideras till 1-100 mmol/L under férutsattning att prover med etylenglykol
>25 mmol/L spéds 1:5 med koksaltlésning (saline). Matintervall fér nuvarande
gaskromatografisk metod ar 2-30 mmol/L.

Kommentar av medicinskt ansvarig
Godkant
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4 Reagensstabilitet

Enligt leverantdr [4, 5] ar reagensstabiliteten enligt nedan:
REAGENT STORAGE AND STABILITY

Store both reagents, Ethylene Glycol Sample Diluent and Activator Reagent at 2-8°C.
When stored as directed, both reagents are stable until the expiration date stated on the

label.

DIRECTIONS FOR USE

The Ethylene Glycol method requires two reagents, R1 and R2. Use the Ethylene Glycol
Sample Diluent as R1 and the Ethylene Glycol Activator Reagent as R2. The Working

Reagents are stable aboard the analyzer at 2-8°C for 30 days.

| syfte att utbka reagensstabilitet studerades hallbarheten for placering av reagens i kyl,
med kork, mellan analyser som alternativ till placering i kemianalysator. Tva
koncentrationsnivaer, 1,0 respektive 20 mmol/L, av etylenglykol tillsatt till serum

analyserades i duplikat.

Koncentration (mM)

Maétning dag

0 14 28 42 56 70

Hallbarhet reagens (kyl mellan), lag niva 1,0 mM

& Resultat
—1,2-15%
1,2+15%

Koncentration (mM)

Hallbarhet reagens (kyl mellan), hdg niva 20 mM
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—20-15%
20+15%

Reagensstabilitet bedéms vara utékad, jamfort med den av leverantéren angivna, till minst
tva manader da reagensen korkas och placeras i kyl mellan analyser.

Kommentar av medicinskt ansvarig
Utokad reagenshallbarhet godkanns
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5 Interferenser/ Specificitet

Leverantdrens uppgqifter:

Enligt leverantor [3] har féljande inte nagon signifikant paverkan pa matning av
etylenglykol vid angivha koncentrationer:

Glycerol < 47 mg/dl
Hemoglobin < 200 mg/dl
Triglveerides < 1000 mg/dl
Bilirubin = 2.2 mg/dl

Litteraturéversikt

Foéljande har studerats gallande potentiella interferenser vid enzymatisk bestamning av
etylenglykol[6]:

Tab.1 Interference results (see text for details). Possible interfer-
ents were assayed at 50 or 40 (*) mmol/)

These compounds interfered:
— by giving false positive — by depressing the ethylene
results; glycol response:
2.3 Butanediol Glyeerol
Propylene glycol
1,2 Butanediol
2,3 Butanediol
Gilycolic acid
Glycolaldehyde

These compounds did not interfere significantly:

Methanoi 1,3 Propanediol Acttone

Ethano) 1,3 Butanediol Methyl-cthyl-ketone

1-Propanol 14 Butanediol Methyl-isobutyl-ketone

Isopropanol Diethylene glycol ~ Cyclohexanoae

1-Butanol Methyl-glycol Acctaldehyde

Z-Butano} Ethyl-glyeol

@wi-Bulanol Butyl-glycol Formic acid

Isobutano) . Lactic acid

1-Pentanol* Mannitol Glyoxylic acid

[sopentancl®  Sorbitol Aceto-acetic acid
p-Hydroxy-butyric acid
Ascorbic acid (180 mg/)
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Det noteras i nédmnda artikel att etylenglykol blir falskt for lagt vid nérvaro av
propylenglykol (1,2-propanediol) respektive glycerol. 1,2-butanediol har enligt forfattarna
begransad anvandning och nérvaro av denna bedéms darfor inte vara ett problem. 2,3-
butanediol har likartad reaktion som etylenglykol och kan darfér ge falskt positivt svar.
Glykolaldehyd (metabolit till etylenglykol) anses ej vara problematisk d& denna har kort
halveringstid och ej hinner ackumuleras i sddan utstrackning att den paverkar bestamning
av etylenglykol. Glykolsyra (glykolat, metabolit till etylenglykol) sénker
etylenglykolkoncentrationen, men sa mycket som 21 mmol/L kravs for att sédnka
etylenglykol med 2 mmol/L.

Paverkan av olika antikoagulantia har studerats [7] och befanns inte interferera med
enzymatisk bestdmning av etylenglykol (EDTA, citrat, heparin, oxalat och natriumfluorid).
Inte heller hemolys, lipemi och ikteri interfererade.

Vid LD >50 pkat/L (3000 U/L) har enzymatiskt etylenglykol visats ge falskt positivt svar [8].

Glycerol ger ej falskt positivt svar for etylenglykol. Det har dock visats paverka
etylenglykolkoncentrationen sa att denna blir falskt for Iag i narvaro av glycerol. Detta
galler framst vid glycerolkoncentration >1 mmol/L [6]. Normalt &r plasmakoncentrationen
av glycerol 0,03 mmol/L. Vid svalt ar koncentrationen 2-3 ganger hogre. Extremt héga
varden (1-3 mmol/L) kan ses vid brist pa glycerolkinas [9].

Falskt positiv bestdmning av etylenglykol pa grund av propylenglykol har visats kunna
minimeras vid férlangd avlasningstid [10]. Dock kan né&rvaro av propylenglykol ge falskt fér
lagt svar pa etylenglykol [6].

2,3-butanediol (metabolit till metyletylketon vilket anvdnds som denatureringsmedel i t.ex.
T-réd) observerades inledningsvis vid gaskromatografisk matning (efter derivatisering) av
etylenglykol [10]. Denna visades aven interferera vid enzymatisk matning i form av falskt
positivt svar for etylenglykol [12]. Samtidig narvaro av 2,3-butanediol och etylenglykol, kan
ge falskt for lagt svar pa etylenglykol [6]. Tva individer hade 3,5 respektive 3,4 mmol/L 2,3-
butanediol i plasma, vilket troligen orsakades av intag av denaturerad alkohol [11].
Halveringstiden for etylenglykol ar 3-8,6 h vid avsaknad av behandling, 2,5-3,5 timmar vid
behandling med hemodialys samt 17-18 h vid samtidig behandling med etanol [8].
Halveringstiden for 2,3-butanediol var fér en patient 94 timmar vid samtidig behandling
med etanol [11].

Propylenglykol samt glycerol finns i diverse lakemedel (t.ex. injektions- och
infusionslésning). Detta skulle kunna ge interferens [6]. Vid genomgang av ldkemedel i
FASS [13] férekommer propylenglykol i beredningsform fér aktiva substanserna
klonazepam, diklofenak och digoxin. Glycerol finns t.ex. i nutritionslésning.
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Utférda tester

Enzymatiskt etylenglykol pa Architect ci8200 anvander "rate up” dar matning sker utifran
reaktionskurvans lutning i stallet fér att som vid “end up” mata medelabsorbans 6ver ett
antal punkter. Rate up valdes da stérning fran propylenglykol var avsevart mindre jamfért
med vid end up. Vidare &r avlasningstiden last till fem minuter efter tillsats av reagens. Fér
de resultat som hanvisas till i litteraturéversikten ovan kan skillnad i matning foéreligga.
Saledes bor litteraturéversikten tolkas med viss forsiktighet och i relevanta fall undersdkas
vidare.

Under valideringsarbetet har féljande analyter i I6sning analyserats utan att ge upphov till
interferens:

Potentiell Koncentration Resultat
interferens interferens etylenglykol
Metanol 20 mmol/L 0,1 mmol/L
Etanol 20 mmol/L 0,1 mmol/L
Isopropanol 20 mmol/L 0,1 mmol/L
Aceton 20 mmol/L 0,1 mmol/L
Glycerol 3 mmol/L <0,0 mmol/L

For samtliga ovanstaende galler att de inte har testats i narvaro av etylenglykol. Enligt
litteratur kan bestdmning av koncentrationen etylenglykol paverkas i narvaro av glycerol.
Dock kravs extremt héga koncentrationer (1-3 mmol/L) och detta har darfér inte studerats
ytterligare.

Patientprover med ett avvikande varden har testats och befanns ej ge upphouv till
interferens:

Potentiell Provsvar Resultat

interferens etylenglykol
GFR lagt 17 mL/min/1,73m? 0,1 mmol/L
Kreatinin hégt 680 umol/L 0,2 mmol/L
ASAT hégt/ALAT hogt | 11,95 pkat/L/10,50 pkat/L | 0,1 mmol/L
Lipemi 1,88 index 0,1 mmol/L

Utover potentiella interferenser ovan, analyserades aven tva patientprover med
svarbeddmd kromatografi varav det ena resulterade i etylengykol 0,4 mmol/L och det
andra till 3,4 mmol/L. Det férstnamnda kunde inte bestdmmas med gaskromatografi, och
svarades ut med analyskommentar "Férekomst av stérande substanser i kromatogrammet
gor att eventuell férekomst av etylenglykol varken kan bekraftas eller uteslutas.” Det andra
provet gav etylenglykol 3 mmol/L med gaskromatografi.
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Patientprover med héga varden pa laktatdehydrogenas, LD, har utvarderats i syfte att se
huruvida falskt positivt svar pa etylenglykol kan erhallas. LD i intervallet 10,9-128,3 pkat/L
resulterade i etylenglykol 0,0-0,4 mmol/L. Trots >50 pkat/L gav enzymatiskt etylenglykol ej
falskt positivt svar. Detta kan bero pa att en rate up anvands.

Inledningsvis resulterade propylenglykol (1,2-propanediol) i falskt positivt svar pa
etylenglykol. Som exempel kan namnas att en I6sning innehallande 50 mmol/L
propylenglykol resulterade i 4,5 mmol/L etylenglykol. En "Validity check” har darfér lagts in,
dar en grans séatts fér primar absorbans i en viss punkt, fér vilken larm "1054 Reaction
check failure” genereras da absorbansen 6verskrider gransen. Detta gér att prov
innehallande propylenglykol kan sarskiljas fran prov med etylenglykol genom att larm
genereras for det férstndmnda. Dock kan inte etylenglykol uteslutas i prov fér vilket larm
erhallits. Validity check forhindrar dock att falskt positivt etylenglykol pa grund av
propylenglykol svaras ut. Se tabell och reaktionskurvor nedan:

Etylenglykol tillsatt [Propylenglykol tillsatt |[Etylenglykol resultat
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

5 10 1054 larm

10 10 1054 larm

25 10 1054 larm

50 10 1054 larm

0 5 1054 larm

0 10 1054 larm

0 25 1054 larm

0 50 1054 larm

10 0 10,6

25 0 23,8

50 0 > D:49,5 (vid spadning)
75 0 > D:70,2 (vid spadning)
100 0 > D:89,3 (vid spadning)
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—&— Etylenglykol 100 mM
=& Propylenglykol 50 mM
—a— P/Eglykol 10 mM (1054)

2,3-butanediol genererar dock falskt positivt svar pa etylenglykol. Reaktionskurvan &r
snarlik den for etylenglykol, se figur ovan. En 16sning innehallande 5 mmol/L
2,3-butanediol resulterade i 11,0 mmol/L etylenglykol. Larm 1054 Reaction check failure
erhdlls ej. Detta gor troligen att intag av alkohol denaturerad med metyletylketon (2-
butanone) ger upphov till falskt positivt etylenglykol. Vidare kan etylenglykolintag inte
uteslutas om alkohol denaturerad med metyletylketon intagits. Ett patientprov med extra
topp vid gaskromatografi, vilkken sameluerade med direktinjetion av 2,3-butanediol,
analyserades pa Architect ci8200. Etylenglykol bestamdes till 5,6 mmol/L enzymatiskt.
Provet var negativt vid analys med gaskromatografi. Direktinjektion av propylenglykol (5
och 50 mmol/L) eluerade inte samtidigt med extra toppen, vilket stédjer misstanken om att
det forelag 2,3-butanediol i patientprovet. Se kromatogram nedan. (Resultat patientprov:
etylenglykol <2 mmol/L, metanol <2 mmol/L, etanol 40 mmol/L, aceton 6 mmol/L samt
isopropanol 10 mmol/L).

. 50 mmoliL. v
Propylenglykol | . . 2,3-butanediol 5:mmol/L

; ; - ’/ i } Intemstandard :
2 mmall, Ae—l’aﬂentprov : \ ;

Kommentar av medicinskt ansvarig

Propylenglykol som interfererande substans tycks vara I16st med hjalp av
larmfunktionen daremot kravs atgardar fér att minimera problem med 2,3- butanediol
interferens
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6 Preanalytiska faktorer

Kommentar av medicinskt ansvarig
De befintliga preanalytiska rutiner behalls

6.1 Provtagning

Enligt leverantéren galler foljande:

Specimen Collection And Stability (1)

To maintain sample integrity and avoid changes in Ethylene
Glycol concentrations care should be taken to collect the
sample specimens:

Venous specimens should be collected without the use of a
tourniquet or immediately after a tourniquet has been applied.

Plasma specimens should be collected in tubes with heparin,
sodium fluoride EDTA, Citrate and oxalate as anticoagulants.
Separate immediately from the cells and analyze promptly or
store at 2-8°C.

Enligt analysférteckning Klinisk kemi, Falu Lasarett, for nuvarande metod for

P/S- etylenglykol géller:

P/S-Etylenglykol
Etylenglykol

| Ackrediterad |
}Klinisk kemi Falun
[ uwnans|
T [Kiinisk kemi Lakemedel Alkoholer
| Minsta provminod [PYITE

(it | RGr med gel, gron propp-gul ring eller rér med gel, réd propp-gul ring.
' mateviel/ROrIyp

Proviagning lTvétta ej huden med sprit fére provtagning!

Referensintervall [0 2R 8
¢ |Man: <2 mmolfL

Kommentar av medicinskt ansvarig
Oférandrad provtagningsanvisningar.

6.2 Hallbarhet och férvaring

Enligt metodbeskrivning Klinisk kemi, Falu Lasarett, fér nuvarande metod for

P/S- etylenglykol géller:

Ett rér utan tillsats med eller utan gel:
Ocentrifugerat i 3 timmar

Centrifugerat, ej avskiljt 48 timmar (galler gelrér)
Avskiljit, 5 dygn

Foérvaras i kyl.
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Eller

Ett rér med tillsats av Li-Heparin med eller utan gel:
Fyllnadsgrad, venrér minimum 1/3 ~1,5 cm blod
Ocentrifugerat i 3 timmar

Centrifugerat, ej avskiljt 24 timmar (galler gelror)
Avskiljit, 5 dygn

Foérvaras i kyl.

Kommentar av medicinskt ansvarig

OK

7 Val av interna och externa kontroller

Egentillverkat kontrollmaterial har anvénts som intern kontroll under validering, i tva
koncentrationsnivaer om 1,0 respektive 20 mmol/L. Detta forfarande bedéms vara lampligt
vid rutinanalys.

Som externt kontrollmaterial anvénds Equalis Etylenglykol.

Kommentar av medicinskt ansvarig
Godkanns

8 Referensintervall

Enligt analysférteckning Klinisk kemi, Falu Lasarett, for nuvarande metod fér
P/S- etylenglykol galler: Kvinnor <2 mmol/L. M&n <2mmol/L.

Kommentar av medicinskt ansvarig
Godkéanns
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