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Metodika a vysledky porovnani stanoveni vybranych analytt na
pracovistich Oddéleni klinické biochemie FN Brno

Mikuskova A., Beriovska M., Wiewiorka O., Dastych M.
Oddegleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Brno

SOUHRN

K problematice srovnavani vysledkd kvantitativnich metod v klinické laboratofi Ize najit mnozstvi informaci v odbornych
Gasopisech, monografiich i na webovych zdrojich. Popisované zplisoby srovnavacich studif se vSak tykaji prevazné piipadu,
kdy je tfeba porovnat vysledky jedné dvojice metod (napr. nové zavadéné metody s metodou v laboratofi jiz pouzivanou).
Uvadéné metody srovnani nejsou v plném rozsahu pouzitelné v pripade, kdy je nutné soubézné porovnavani sirokého spek-
tra analytickych metod (napf. postupt provadénych paraleliné na vice pracovistich velké klinické laboratore), at uz z ddvod(
mnoZzstvi shromézdénych a mérenych vzorkd, tak i proveditelnosti experimentl takového rozsahu pfi béZném provozu
laboratofi. Pokusili jsme se navrhnout jednoduchy a pitom vyhovuiici zplsob soubé&Zného porovnani SirSiho spektra analy-
tickych metod s cilem zajistit maximalni srovnatelnost vysledkd stanoveni analytt na rfiznych pracovistich laboratore, a tim
i kontinuitu vysledkd opakovaného laboratorniho vySetfeni pacienta alternativné na téchto pracovistich. P¥i planovani expe-
riment( i statistického hodnoceni jsme vychazeli z Doporuceni CSKB Validace a verifikace metod, pro nase Udely jsme vak
zredukovali poc¢et srovnavanych vzorkd i zplsob jejich zpracovani. Navrhli jsme kritéria hodnoceni vysledk( srovnavacich
experimentd nejen z hlediska statistického, ale hlavné z klinického pohledu.

Klicova slova: porovnatelnost vysledkd stanoveni, odchylka dvojice vysledkd, kritické diference, regrese Passing-Bablok,
Bland-Altman(yv graf.

SUMMARY

Mikuskova A., Benovska M., Wiewiorka O., Dastych M.: Methodology and results of selected analytes compa-
rison between laboratories of Clinical Biochemistry Department University Hospital Brno

The issue of quantitative methods comparison in clinical laboratory is amply covered by professional journals, monographs
and web sources. However, the usually described statistical approaches include one pair of methods results (e.g. the newly
introduced and previously used methods in the laboratory). Such studies are not fully applicable when it is necessary to
compare the wide spectrum of analytical methods (e.g. the procedures carried out in parallel in several workplaces of large
clinical laboratory) due to the large amount of required comparison samples in addition to a usual laboratory operation. We
propose a simple and simultaneously satisfactory way of parallel comparison of a wider spectrum of analytical methods.
Keywords: comparison of results analysis, deviation in pair of samples, critical difference, Passing-Bablok regression,
Bland-Altman graph.

Uvod

Oddeéleni klinické biochemie FN Brno je konsolidova-
nym subjektem tii pracovist — OKB Pracovisté mediciny
dospélého véku (PMDV), Pracovisté détské mediciny
(PDM) a Pracovisté reprodukéni mediciny (PRM). Cen-
traini biochemicka laborator (OKB PMDV) zajiStuje ves-
kera rutinni, specidlni a statimova vySetfeni pro potreby
klinik a oddéleni FN Brno i jinych zdravotnickych zafi-
zeni v Brné a celém jihomoravském regionu, laboratore
OKB na obou mensSich pracovistich zpracovavaji pouze
vySetreni statimova (v pfipadé OKB PDM ddle i néktera
vysoce specidlni vySetfeni souvisejici s problematikou
détského véku). Rutinni ¢i malo frekventni biochemicka
vySetfeni z obou mensich pracovist jsou zpracovavana
na OKB PMDV. Na celém OKB se pouziva jednotny
odbérovy systém a prevoz vzork( biologického mate-
ridlu k laboratornimu vySetfeni mezi pracovisti OKB FN
Brno je zajistovan pravidelnymi svozy.

VysSetfovaci postupy téhoz analytu na rlznych
pracovistich OKB jsou maximéalné analyticky sjedno-
ceny a provadény na analytickych systémech stejné-
ho vyrobce (PMDV Cobas 8000, PDM a PRM Cobas

Integra 400; Roche). Je pouzivan ijednotny systém
zabezpelovani analytické spolehlivosti laboratornich
vysledkd — systém interni kontroly kvality, externiho
hodnoceni i pravidelnych validaci/verifikaci analytic-
kych metod.

U analyt(, které jsou v nabidce méfeni na vice pra-
covistich OKB, je pfisné pozadovana dobra porovna-
telnost vysledkd stanoveni na rlznych analytickych
systémech, ktera je za danych podminek zarukou kon-
tinuity vysledkd opakovaného laboratorniho vySetieni
pacienta. Pro analyty, které jsou v nabidce méfeni na
vice pracovistich OKB, se proto kazdorocné provadi
porovnavani vysledkd méreni na zakladé analyzy sérii
vybranych pacientskych vzork( paraleiné na vSech
pracovistich, ktera dany parametr vySetruii.

Material a metodika

K problematice srovnavani vysledkd kvantitativnich
metod v klinické laboratofi Ize najit mnozstvi informaci
v odbornych Casopisech, monografiich i na webovych
zdrojich [1-3].
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Pokusili jsme se pro tento ucel navrhnout provedi-
telny a pritom vyhovuijici zplsob soubézného porovna-
ni celého spektra analytickych metod provadénych na
vice pracovistich s ohledem na skuteCnost, ze vSechny
pouzivané metody byly jiz dfive verifikovany a vyset-
fovaci postupy téhoZ analytu na rliznych pracovistich
byly maximalné sjednoceny.

PFi naSich experimentech jsme oproti Doporuce-
ni CSKB [3] zredukovali podet srovndvanych vzork(
(ovSem s pfisnymi pozadavky na jejich vybér) a zjedno-
dusili jsme i zplsob jejich zpracovani.

Pro kazdy analyt, resp. malou skupinu ,sprazenych”
analyt( (napr. ALT + AST, urea + kreatinin, choleste-
rol + triacylglyceroly + HDL cholesterol) byla vybra-
na série zpravidla 20 nativnich biologickych materiald
pacientd, pricemz byl kladen velky dlraz na pedlivy
vybér vzorkd z hlediska vhodnych hodnot obsahu
analytu tak, aby byl rovnhomeérné pokryt rozsah méreni
(v pripadé nékterych analytd se vSak tento pozadavek
nepodarilo splnit zcela optiméalné z dlvodu nedostat-
ku vzorkd vhodné koncentrace analytu). Kazdy vzorek
byl rozdélen na 2 az 3 alikvoty (podle podtu praco-
vist OKB, ktera maji dany parametr ve své nabidce)
a ulozen pfi -25°C do zkompletovani série a do doby
analyzy. Pokud dochazelo béhem skladovani ke zmé-
nam obsahu analytl viivem jejich nestability, délo se
tak tedy stejnou mérou ve vSech alikvotech ulozeného
vzorku. Pro srovnani spolecnych 36 metod na OKB
FN Brno bylo v naSich podminkach postupné zpraco-
vano 27 takovychto sérii, coz predstavovalo celkem
cca 1500 alikvotd.

V uréenych dnech byly série vzork( pro stanoveni
pozadovanych analytd postupné distribuovany na jed-
notliva pracovisté OKB (za dodrzeni preanalytickych
podminek) a paralelné analyzovany na zde pouziva-
nych analytickych systémech. Srovnavaci vzorky byly
meéreny pouze v singletu, v jedné analytické sérii za
bézného provozu analyzator( jednotlivych laborato-
fi, tj. béhem zpracovavani pacientskych vzork(. Pri
vyhovujicich vysledcich interni kontroly kvality nebyly
pfed analyzou provadény jiz zadné dalsi mimoradné
kalibrace metod s cilem eliminovat pfipadny mensi
bias.

Hodnoceni shody vysledk

Ke zpracovani ziskanych vysledk srovnavacich
analyz byly vyuzity bézné programy Microsoft Excel
a MedCalc Statistical Software. Orientacni vizudlni
posouzeni shody souborl dat pro kazdy srovnava-
ny analyt bylo provedeno na zakladé jednoduchého
bodového grafu ziskaného vynesenim vSech namére-
nych hodnot proti hodnotam z centralniho pracovisté
OKB-PMDV. Norméalni rozdéleni dat bylo prokazano
u 75 % srovnavanych soubord (Kolmogoroviv-Smir-
noviv test).

Daéle byly sady vysledk( hodnoceny vzdy po dvo-
jicich (PMDV-PDM, PMDV-PRM, PDM-PRM), pfi
vybéru nastroji statistického zpracovani dat jsme
vychazeli z Doporuceni CSKB Validace a verifikace

metod [3]. Pro zjiSténi zavislosti dvojic metod jsme
pouzili neparametrickou regresi Passing-Bablok [4]
a systematické diference byly posouzeny na zakla-
dé Bland-Altmanova diagramu (hodnoty diference
metod vyjadiené v % proti prdmérdm dvojic vysledk
obou metod) [5].

Pro kazdou dvojici metod byl doplnén i Pearsonlv
korelacni koeficient (s pinym védomim vSech nevyhod
a omezeni tohoto parametru pfi hodnoceni dat ze srov-
navacich experimentd), ktery poskytl uzite¢nou infor-
maci o mife linearni zavislosti alespon tam, kde srov-
navané soubory meély normalni rozlozeni dat. V naSem
pfipadé byla pozadovana hodnota korelacniho koefici-
entu > 0,95.

Shoda mezi metodami byla hodnocena podle pre-
dem zvolenych limitd; pozadovéna byla minimalni hod-
nota proporcionalni i konstantni odchylky mezi srovna-
vanymi metodami, tj. nevyrazny rozdil hodnot smérnice
regresni pfimky od hodnoty 1,0 (max. 0,90 - 1,10 podle
srovnavaného analytu) a minimalni Usek na ose y. Vyja-
dreni, zda realné zjisténé hodnoty predstavuiji prijatel-
nou shodu mezi metodami, neni ovéem mozné provest
pouze na zakladé statistiky. Pro posouzeni limitl shody
ziskanych z Bland-Altmanovych rozdilovych diagramdi
byly proto pedlivé zvazeny klinické aspekty a byla zvo-
lena nasleduijici kritéria:

Odchylky dvojic vysledk( (zakreslené v Bland-Alt-
man grafu) by v zadném pfipadé nemély dosahovat
hodnoty 2D, (%), tj. dvojnasobku prijateiného rozdilu
v % dle SEKK (uvazujeme-li teoretickou moznost, ze
se vysledky dvou srovnavanych pracovist odchyluji od
spravné hodnoty jesté v povolenych mezich, ale na
opacnou stranu od této hodnoty).

Aby nedochazelo k nesrovnalostem v Kklinické
interpretaci vysledk( téhoz pacienta vySetfovaného
na jiném pracovisti, odchylky dvojic vysledkl by také
mély byt mensi ve srovnani s hodnotou kritické refe-
rencni zmény RCV (Reference Change Value, tj. roz-
dilu mezi dvéma naslednymi méfenimi jedince, ktery
Ize povazovat za vyznamny z hlediska Iékarské inter-
pretace) vypodtené na zakladé analytické nepresnos-
ti GV, a intraindividualni variability CV.. Jako GV, byly
pro vypocet pouzity dlouhodobé variaCni koeficienty
z interni kontroly kvality vybraného pracovisté, hodno-
ty CV, pro jednotlivé analyty byly pfevzaty z databaze
biologické variability [6].

RCV = 2,77 (CV,2 + V)2

RCV neni primarné parametrem pro posouzeni
srovnatelnosti, nicméné znalost hodnoty RCV mUze
byt uzZiteCna pri posouzeni limitd shody Bland-Altma-
novych grafli a rozhodnuti, zda tyto limity predstavui
prijatelnou shodu mezi metodami.

Pro hodnoceni velikosti odchylky dvojic vysledkd
byl pouzit postup (2D, , resp. RCV), ktery byl pro dany
analyt pfisngjsi.

Pozn.: Pro hodnoceni téch analytd, pro které SEKK
uvadi rdzné hodnoty D,__ pro porovnatelnost (P D, )
apro navaznost (N D__), jsme pfi hodnoceni pouZili
prisnéjsi hodnotu P D_ .

X
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Vysledky

Posledni kompletni udaje o shodé metod na praco-
vistich OKB FN Brno pochazi ze srovnavacich méreni,
ktera probihala béhem druhého pololeti roku 2016.

ZpUsob vyhodnoceni vysledkl porovnavacich sta-
noveni sledovaného spektra analytll je demonstrovan
na jednom konkrétnim piikladu — méfeni aktivity ALT
(Tabulka 1, obr. 1; Tabulka 2, obr. 2 a-c, obr. 3 a-c).

Pozn.: Prestoze z vysledkl regrese Passing-Bablok
v tomto pfipadé vyplyva odliSnost smérnic zavislos-

ti od hodnoty 1 (z &isté statistického hlediska tedy
metody neposkytuiji identické hodnoty aktivity ALT),
dobra shoda vysledkd ziskanych odlisnymi vySetfova-
cimi postupy z hlediska jejich klinické pouzitelnosti je
ziejma. Odchylky dvojic vysledkl presahuji stanove-
né limity pouze v jednom pfipadé, kdy byla mérena
extrémné nizka hodnota aktivity blizici se mezi stano-
vitelnosti metody.

Stejnym zplsobem bylo provedeno vyhodnoceni
vysledk( pro v8echny srovndvané analyty.

Table 1: Results of ALT catalytic activity (ukat/L) in individual laboratory workplaces (PMDV, PDM, PRM) Department of Clinical

Biochemistry, University Hospital Brno

ALT catalytic activity (pkat/L)

Sample N

PMDV PDM PRM
1 12.69 11.50 11.83
2 10.78 10.34 10.81
3 8.27 7.50 7.80
4 4.57 4.34 4.46
5 0.79 0.76 0.79
6 2.52 2.36 2.38
7 2.70 2.53 2.49
8 0.09 0.16 0.14
9 3.06 2.74 2.84
10 5.19 4.84 4.97
11 414 3.72 3.90
12 9.03 7.69 8.29
13 11.01 10.85 11.26
14 11.62 11.12 11.40
15 0.84 0.75 0.79
16 13.14 13.09 12.89
17 2.18 2.03 2.05
18 6.88 6.48 6.56
19 6.53 6.05 6.22
20 11.07 10.09 10.50

Table 2: Statistical parameters (ALT) of Passing-Bablock regression for the laboratory workplaces (PMDV, PDM, PRM)

n =20 PMDV - PDM PMDV - PRM PDM - PRM
Lowest value 0.09 0.16 0.09 0.14 0.16 0.14
Highest value 13.14 13.09 13.14 12.89 13.09 12.89
Average 6.36 5.95 6.36 6.12 5.95 6.12
Median 5.86 5.44 5.86 5.60 5.44 5.60
SD 4.32 4.11 4.32 4.22 4.11 4.22
SD of Average 0.97 0.92 0.97 0.94 0.92 0.94
Linear regression equation y = 0.006187+ 0.9322x y =-0.02868 + 0.9573x y =-0,02312 +1.0325x
Intercept A 0.006187 -0.02868 -0.02312

95% Cl -0.09533 to 0.07852 -0.1192 to 0.05216 -0.07188 to0 0.03514
Slope B 0.9322 0.9573 1.0325

95% Cl 0.90583 to 0.9665 0.9383 t0 0.9842 1.0211 t0 1.0445
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Fig.1. Correlation graph — correlation of ALT results in Department of Clinical Biochemistry laboratories (PDM and PRM) with
the results obtained from PMDV laboratory (triangular markers show ideal correlation). The correlation coefficients are: PMDV-
PDM 0.9970; PMDV-PRM 0.9984; PDM-PRM 0.9992
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Fig. 2. Graphical interpretation of Passing-Bablock regression for the pairs of results a) PMVD-PDM; b) PMVD-PRM; ¢) PDM-

PRM.
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Fig. 3. Bland-Altman graph for the pairs of results a) PMVD-PDM; b) PMVD-PRM; ¢c) PDM-PRM.

Zaveér

Srovnavaci analyzy provadéné v uvedeném rozsa-
hu umoznuiji oveérit, ze rozdiliné vySetfovaci postupy sta-
noveni téze komponenty pouzivané na OKB FN Brno
poskytuji klinicky nevyznamné rozdily naméfenych
hodnot obsahu analyt(. Vyraznéjsi odchylky jsou pozo-
rovany pouze v téch pripadech, kdy byly do srovna-

vaci série zafazeny i vzorky s velmi nizkymi hodnotami
obsahu analytd bliZicich se mezi stanovitelnosti metod,
coz se promitlo do hodnot limitl Bland-Altmanovych
grafd.

Nékolikaleta zkusSenost s provadénim téchto srov-
navacich experimentli umozriuje také identifikaci téch
analytl, kterym je zhlediska srovnatelnosti nutno
vénovat vétsi pozornost na rozdil od analytl zcela bez-
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problémovych. Jedna se hlavné o stanoveni analytd
s velmi nizkou intraindividualni variabilitou (napf. ionty)
a také nékteré modové analyty. V praxi to znamena
napr. zprisnéni pozadavk( na interni kontrolu kvality /
frekvenci kalibraci s cilem minimalizovat pfipadny bias,
pfipadné opakované srovnavaci experimenty.
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