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Uvod

1. UVOD

Laboratoriji u svakoj grani djelatnosti, osobito medicinski, duzni su osigurati kvalitetnu
uslugu svojim korisnicima i raditi na unaprjedenju. Uvodenje novih metoda u rutinski
laboratorijski rad omogucava podizanje kvalitete usluga. Svakako je vazno obratiti pozornost
na prakti¢ne zahtjeve nove metode koja se uvodi u laboratorij, njezinu klinicku primjenjivost i
financijske mogucnosti. Kako bi metoda ili analiticki sustav bili objektivno procijenjeni moraju
se utvrditi njihove karakteristike postupkom evaluacije. Evaluacija zahtjeva provodenje
validacije i verifikacije (1). Verifikacija znaci pruzanje objektivnih dokaza da odredena stavka
ispunjava potrebne uvjete. To je potvrda da su svojstva mjernog sustava zadovoljavajuca (2).
Verifikacija metode je postupak koji se provodi prilikom implementacije nove metode u
klinickim laboratorijima prilikom kojeg se ispituju znacajke kao $to su: preciznost, istinitost,
linearnost i provjera referentnih intervala (1). Ovim znacajkama se provjerava koliko je nova
metoda prikladna za rutinsku primjenu 1 je li usporediva s drugom metodom (referentnom ili

rutinski primjenjivanom).

Estradiol je bioloski najaktivniji estrogen. Glavni je Zenski spolni hormon koji ima
vaznu ulogu u seksualnom razvoju zena. Estradiol utjeCe na brojne fizioloSke procese te na
razvoj 1 progresiju brojnih bolesti pa je vazan dijagnosticki biljeg razlicitih klinic¢kih stanja,

osobito kod zena (3,4).

1.1. Verifikacija metode

Prije uvodenja nove metode u rutinsku upotrebu treba napraviti analiticku procjenu
analizatora 1 metode kako bi se potvrdile deklarirane specifikacije koje je odredio proizvodac.
Evaluacija analiticke metode je proces kojeg Cine validacija 1 verifikacija. Evaluacija je
postupak kojim se ispituju karakteristike analiticke metode da bi se osigurali pouzdani rezultati.
Samo metode koje su validirane mogu se koristiti u klinickom laboratoriju. Validacijom se
dokazuje da su znacajke metode prikladne za odredenu namjenu, a verifikacija je provjera
to¢nosti specifikacija koje je postavio proizvodac (5). Verifikacija je definirana kao proces koji
se provodi samo jednom kako bi se provjerila istinitost tehnickih specifikacija proizvodaca (6).
Novi mjeriteljski rje¢nik VIM4 (engl. International Vocabulary od Metrology) definira
verifikaciju kao proces koji osigurava pruzanje objektivnih dokaza da odredena stavka

ispunjava odredene uvjete. To je potvrda da su svojstva izvedbe mjernog sustava postignuta (2).
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Prilikom provedbe verifikacije u laboratorijskim uvjetima provjeravaju se: preciznost, istinitost,
linearnost, referentni intervali i, ukoliko je primjenjivo, usporedba s referentnom ili rutinski
koristenom metodom. Kako bi se osigurali standardni uvjeti, Institut za klinicke 1 laboratorijske
standarde (engl. Clinical and laboratory Standards Institute, CLSI) objavljuje smjernice u

kojima se opisuju procesi validacije i verifikacije (1).

1.1.1. Preciznost

Preciznost se definira kao slaganje izmedu rezultata ponovljenih mjerenja dobivenih
pod odredenim uvjetima i moze se odrediti mjerenjem stupnja slaganja izmedu rezultata
ponovljenih mjerenja (7). Prema CLSI protokolu ponovljeno mjerenje najmanje dva uzorka s
razli¢itim koncentracijama provodi se u razdoblju od 5, 6 ili 7 uzastopnih dana, i to svaki dan
po jedna serija uzoraka analiziranih u triplikatu. Ako se koriste uzorci s poznatim
koncentracijama, kao Sto su kontrolni uzorci, kalibratori ili drugi materijali s poznatom
koncentracijom analita, rezultati iz jednog eksperimenta mogu se procijeniti 1 za to¢nost i za
preciznost (8).

Verifikacijom se izrazava nepreciznost metode pomocu standardne devijacije (SD) ili
koeficijenta varijacije (KV) uz odredenu srednju vrijednost analita. Pomocu dobivenih
vrijednosti ra¢una se ponovljivost iz standardne devijacije svakog pojedinog dana tijekom 5
uzastopnih dana i medupreciznost koja se raCuna za svaki pojedini dan preko promjene srednjih
vrijednosti mjerenja (1). Ponovljivost je pokazatelj neslaganja u ponovljenim mjerenjima kada
su sva mjerenja izvedena pod jednakim uvjetima. Uobi€ajeno se koristi naziv nepreciznost u
seriji. Medupreciznost predstavlja neslaganje izmedu ponovljenih mjerenja unutar istog
laboratorija u duljem vremenskom razdoblju, §to omogucuje obuhvacanje svih poznatih,
glavnih izvora mjerne pogreSke. U laboratorijskoj praksi uobiCajeno se koristi naziv

nepreciznost iz dana u dan (2,9).

1.1.2. Istinitost

Istinitost je definirana kao bliskost slaganja izmedu srednje vrijednosti dobivene
ponavljanjem mjerenja i stvarne vrijednosti. Istinitost se povezuje sa sustavnom pogreskom te
se smatra da mjerenje ima bolju istinitost kada ima manju sustavnu pogresku (2). Mjera

istinitosti je odstupanje (bias). Bias se procjenjuje analizom materijala s poznatim
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koncentracijama, kao Sto su uzorci za kontrolu kvalitete ili referentni standardi s poznatom
koncentracijom analita (7).

Istinitost metode, prema CLSI smjernicama, moze se ispitati na dva nacina. Jedan je
odredivanje odstupanja izmjerene vrijednosti od ocekivane vrijednosti. Preporuka je koristenje
certificiranog referentnog materijala ili onog za provjeru kontrole kvalitete. Postupak se
provodi mjerenjem uzoraka u dvije koncentracijske razine, svaki uzorak mjerenjem u triplikatu,
u 3 do 5 serija, nakon ¢ega se racuna odstupanje. Ukoliko su vrijednosti unutar intervala koji je

deklariran od strane proizvodaca, smatra se da je ispitivana metoda pouzdana za primjenu (1,8).

1.1.3. Linearnost

Linearni raspon metode definiran je kao raspon koncentracije u kojem postoji izravan
proporcionalni odnos izmedu mjernog signala i koncentracije analita. Verifikacija linearnosti
sastoji se od dva koraka: procjena linearnosti i, u slucaju nelinearnosti, izraun stupnja
nelinearnosti i usporedba s dopustenim kriterijima. NajceS¢e se analiza radi polinomnom
metodom (7).

Procjena linearnosti se radi s pet do devet uzoraka s razli¢itim poznatim
koncentracijama ili omjerima razrjedenja koji se analiziraju u duplikatu. Preporucuje se
koriStenje smjese (engl. pool) uzoraka bolesnika pomijeSanih u razli¢itim koncentracijama.
Odabiru se dva uzorka bolesnika, jedan s visokom koncentracijom, a drugi s niskom
koncentracijom analita 1 pripremaju se u razli¢itim razrjedenjima (1). Metoda je linearna ako je

linearan odnos izmedu srednje vrijednosti mjerenih koncentracija i stvarnih koncentracija (8).

1.1.4. Referentni intervali

Referentni intervali su vaZan alat za tumacenje laboratorijskih nalaza. Referentni
interval je interval koji ukljucuje odredeni postotak referentne populacije, obicno 95 %.
Postupak izrade referentnog intervala za neki analit je vrlo kompleksan 1 skup. Zbog toga se u
praksi uglavnom provodi verifikacija i prijenos referentnih intervala koje je naveo proizvodac
reagensa. Takav pristup je mogué¢ samo ako je osiguran usporediv analiticki sustav i referentni
uzorak. Za verifikaciju referentnih intervala dovoljno je 20 uzoraka referentnih osoba koje
zadovoljavaju sve potrebne kriterije za referentnu populaciju. Referentni interval mozemo

prihvatiti ako se najviSe dvije izmjerene vrijednosti nalaze izvan referentnih granica (7).
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1.2. Estradiol

Estradiol je najpoznatiji predstavnik steroidnih hormona poznatih kao estrogeni.
Izlucuje se iz jajnika i1 zutog tijela tijekom reproduktivnog razdoblja Zzene, dok se u trudnoc¢i
izluCuje primarno iz posteljice. Estradiol djeluje kao hormon rasta za Zenske reproduktivne
organe i ima ulogu u razvoju i odrzavanju spolnih karakteristika zena. Kontrolira reproduktivne
funkcije Zene te zajedno s progesteronom priprema endometrij za implantaciju oplodenog
jajasca i odrzava trudnocu (3,4).

Koncentracija estradiola najniza je za vrijeme menstruacije i rane folikularne faze
menstruacijskog ciklusa, a najvisa je u kasnoj folikularnoj fazi, neposredno prije ovulacije.
Ukoliko dode do oplodnje jajne stanice, koncentracija estradiola kontinuirano raste tijekom
trudnoce. Trajno niske koncentracije estradiola su kod Zena u menopauzi. Takoder, estradiol je
prisutan i kod muskaraca gdje se izlucuje iz testisa, ali u malim koli¢inama. Utje¢e na masno
tkivo, metabolizam i kosti kod muskaraca sli¢no kao i kod zena (10,11).

Odredivanje estradiola je vazno za procjenu funkcije jajnika, sindroma policisticnih
jajnika, neplodnosti muskarca i1 Zene, amenoreje, anovulacije ili pocetka menopauze.
Abnormalno visoka razina estradiola u muskaraca indikacija je feminiziraju¢eg sindroma kao
Sto je ginekomastija. Estradiol utjece i na krvozilni, imunoloski i ziv¢ani sustav pa se odreduje
kod sumnje na patogenezu krvozilnih bolesti i tumora koji ovise o hormonima. Takoder se

koristi u hormonskoj kontracepciji i hormonskoj nadomjesnoj terapiji (12).

1.2.1. Odredivanje estradiola

Koncentracija estradiola najc¢eS¢e se rutinski myjeri razliitim imunokemijskim
metodama. Te su metode relativno jednostavne, brze 1 dostupne. Nedostatak im je nedovoljna
specificnost 1, u odredenoj populaciji pacijenata, nedovoljna osjetljivost. Stoga se zadnjih
godina u visoko specijaliziranim laboratorijima mjerenje koncentracije estradiola provodi
tehnikom LC-MS/MS (engl. Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry). Ta je
metoda visoko specificna i osjetljiva, ali zahtjeva pripremu uzorka pri ¢emu je onemoguceno
pojedinacno testiranje pacijenata. Takoder, ova metoda zahtjeva skupu opremu i1 dobro

educirano osoblje kako za analiticku provedbu tako 1 za kvantifikaciju (13,14).
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2. CILJ

Ciljevi ovog rada su:

1. Ispitati preciznost, istinitost i linearnost metode za odredivanje koncentracije estradiola na
analizatoru Unicel DxI 600

2. Usporediti rezultate izmjerene kemiluminiscentnom metodom (CLIA) na analizatoru
Unicel DxI 600 s rezultatima izmjerenim rutinski KkoriStenom mikroCesticnom
imunoanalizom (CMIA) na Alinity i analizatoru (Abbott)

3. Verificirati referentne intervale
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3. MATERIJALI METODE

3.1. Ustroj studije

Ustroj studije ¢ini presjecno istrazivanje.

3.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolnic¢kog centra Osijek pri ¢emu su analizirani uzorci seruma 123 pacijenta, razli¢ite zivotne
dobi i spola, koji su imali zatrazenu pretragu odredivanja koncentracije estradiola. Podaci i

uzorci pacijenata prikupljeni su i analizirani tijekom studenog 2022. godine.

3.3. Metode

Verifikacija metode je provedena prema CLSI smjernicama. Za provjeru preciznosti i
istinitosti koristeni su komercijalni kontrolni uzorci: Seronorm Immunoassay Lyo L-1, REF
206005, LOT 2010908 (Serol) 1 Seronorm Immunoassay Lyo L-2, REF 206105, LOT 2011909
(Sero2). Postupak mjerenja preciznosti proveden je tijekom 5 uzastopnih dana. Svaki dan su
pustane kontrole u dvije koncentracijske razine. Mjerenja su radena za svaki dan u triplikatu.
Iz dobivenih podataka racunala se preciznost i1 izrazila pomocu standardne devijacije i
koeficijenta varijacije.

Za odredivanje istinitosti metode napravljena su mjerenja u duplikatu, takoder u dvije
koncentracijske razine. Postupak je proveden tijekom 5 uzastopnih dana. Iz dobivenih podataka
izracunato je odstupanje (bias).

Linearnost metode odredila se u 5 to¢aka mjerenja, u duplikatu, pomoc¢u komercijalnih
kalibratora za estradiol (Access sensitive estradiol calibrators, LOT 288908). Za svaku od
tocaka mjerenja napravljen je odredeni omjer izmedu kalibratora visoke i kalibratora niske
koncentracije. U prvoj tocki izmjeren je uzorak s najviSom koncentracijom, dok je u petoj tocki
mjerenja izmjeren uzorak s najnizom koncentracijom. U ostalim tockama mjerenja, napravljeni
su omjeri 3 : 1, 1 : 1 11 : 3. Konacno, dobiveni podaci usporedivani su s ofekivanim
vrijednostima.

Za procjenu usporedivosti metoda koriSteno je 123 uzorka pacijenta koji su bili

prethodno pohranjeni na - 20°C. Uzorci koji su bili hemoliti¢ni, lipemic¢ni ili ikteri¢ni su

6
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iskljuceni iz istrazivanja. Uzorci su najprije analizirani CMIA metodom na Alinity i, a zatim

CLIA metodom na Unicel DxI 600.

3.3.1. Imunoanaliza na Alinity i analizatoru

Alinity i (Abbott) estradiol je jednostupanjski kemiluminiscentni imunokemijski test
(engl. chemiluminescent microparticle immunoassay, CMIA) za kvantitativno odredivanje
estradiola u humanom serumu i plazmi. Primjena se temelji na mijeSanju uzorka s teku¢inom
za razrjedivanje uzorka, teku¢inom =za razrjedivanje reagensa 1 paramagnetskim
mikrocCesticama koje su obloZene antitijelom na estradiol (kune¢a, monoklonska antitijela).
Zatim se smjesa inkubira 1 dodaje se konjugat estradiola koji je obiljezen akridinom. Nakon jo$
jedne inkubacije dodaju se predaktivacijska 1 aktivacijska otopina pri Cemu nastaje
kemiluminiscentna reakcija. Rezultat se izrazava u relativnim svjetlosnim jedinicama koji je

obrnuto proporcionalan koli¢ini estradiola u uzorku (12,15).

3.3.2. Imunoanaliza na Unicel DxI 600 analizatoru

Access sensitive estradiol na Unicel DxI (Beckman Coulter) je kemiluminiscentni
imunokemijski test s paramagnetskim Cesticama (engl. chemiluminescent immunoassay, CLIA)
za kvantitativno odredivanje razine estradiola u humanom serumu i plazmi. Temelji se na
imunoenzimskom mjerenju kompetitivnog vezanja. Uzorak se mijeSa s analogom estradiola i
konjugatom antiestradiola (ov¢ja, monoklonska antitijela na estradiol konjugirana s alkalnom
fosfatazom). Nakon inkubacije dodaju se paramagnetske Cestice obloZene analogom estradiola
koje konkuriraju s estradiolom u uzorku za vezno mjesto na konjugatu antiestradiola.
Kompleksi koji se stvore vezu se u ¢vrstoj fazi te se nakon inkubacije drze u magnetskom polju.
Zatim se dodaje kemiluminscentni supstrat. Svjetlo koje se stvori reakcijom mjeri se

luminometrom 1 obrnuto je proporcionalno koli€ini estradiola u uzorku (16,17).

3.4. Statisticke metode

Rezultati su obradeni statistickim programom MedCalc, verzija 12.4.0.0. (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium). Pomocu Microsoft Office Excel 2010 programa obradeni su
podaci za odredivanje preciznosti 1 istinitosti metode usporedeni s kriterijima prihvatljivosti.

Postupak ispitivanja linearnosti ispitivan je pomoc¢u Wilcoxon testa. Za usporedbu metoda

7
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koriStene su Bland-Altman analiza i Passing-Bablok regresijska analiza. Vrijednost P < 0,05

predstavlja razinu znacajnosti koja se koristila za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata.
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4. REZULTATI

Ovim istrazivanjem ispitana je preciznost, istinitost i linearnost metode na Unicel DxI
600 analizatoru te je napravljena usporedba s rutinski koriStenom metodom na Alinity i

analizatoru.

4.1. Preciznost

Rezultati ispitivanja preciznosti metode na Unicel DxI 600 izrazeni kao standardna
devijacija 1 koeficijent varijacije prikazani su u Tablici 1. Preciznost je izmjerena pomocu
komercijalnih kontrolnih uzoraka niske koncentracijske razine i visoke koncentracijske razine.
Preciznost je izrazena kao ponovljivost (nepreciznost u seriji) i medupreciznost (nepreciznost
iz dana u dan). Za nisku koncentracijsku razinu ponovljivost iznosi 3,56 %, a za visoku 1,87 %.
Izmjerena medupreciznost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 3,30 %, a za visoku

koncentracijsku razinu iznosi 1,85 %.

Tablica 1. Prikaz preciznosti pomocu SD 1 KV gdje Serol predstavlja nisku koncentracijsku

razinu, a Sero2 visoku koncentracijsku razinu

Ponovljivost Medupreciznost
SD (pmol/L) KV (%) SD (pmol/L) KV (%)
Serol 10,042 3,563 9,302 3,300
Sero2 30,075 1,869 29,833 1,854

4.2. Istinitost

Rezultati ispitivanja istinitosti metode na Unicel DxI 600 prikazani su kao odstupanje
od ciljne vrijednosti (bias) koja je odredena od strane proizvodaca komercijalnih kontrolnih
uzoraka za estradiol. Za Serol propisana je ciljna vrijednost od 300 pmol/L, dok je za Sero2
ciljna vrijednost 1740 pmol/L. Za izracun istinitosti uzeta je srednja vrijednost dva mjerenja
tijekom 5 uzastopnih dana te ciljna vrijednost koju je propisao proizvodac. Na osnovu razlike
izracunato je odstupanje pomocu apsolutnog i relativnog biasa. Rezultati ispitivanja istinitosti

prikazani su u Tablici 2.



Tablica 2. Prikaz istinitosti kao odstupanje (bias)

Rezultati

Ciljna vrijednost Izmjerena srednja . . . .

(pmol/L) vrijednost (pmol/L) Bias apsolutni Bias relativni
Serol 300 283,90 -16,10 -5,37
Sero2 1740 1605,37 -134,63 -7,74

4.3. Linearnost

Za izraun linearnosti provedena su dva mjerenja u 5 toCaka razliCitth omjera

koncentracije pomoc¢u komercijalnih kalibratora za estradiol. Usporedba izmjerenih vrijednosti

s ocekivanim vrijednostima prikazana je pomoc¢u Wilcoxon testa. Znacajnost linearnosti metode

za prvo mjerenje odreduje vrijednost P = 0,625, a za drugo P =0,144.

Koncentracija (pmol/L)

20000 - S
I O
15000
10000 . i
0 - e ..I.
O¢ekivano Mjerenje 1

Slika 1. Razlike izmedu ocekivanih vrijednosti koncentracije i vrijednosti koncentracije

dobivenih u prvom mjerenju
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Slika 2. Razlike izmedu ocekivanih vrijednosti koncentracije i vrijednosti koncentracije

dobivenih u drugom mjerenju

4.4. Usporedba metoda

Ovim istrazivanjem analizirano je 123 uzorka seruma pacijenata razli¢ite Zivotne dobi i
spola. Usporedba metode na Alinity i analizatoru s metodom na DxI 600 analizatoru prikazana
je pomoc¢u Bland-Altman analize 1 Passing-Bablok regresijske analize.

Na Bland-Altman prikazu (Slika 3.) rezultati su grupirani unutar granica dvije
standardne devijacije + 1,96 SD. Oznacena je srednja vrijednost razlike u mjerenjima (256,006)
1 standardna devijacija razlike u mjerenjima (- 3079,3122 —3591,3232). Dva rezultata se nalaze
iznad dozvoljene gornje granice, dok se ostali rezultati nalaze unutar granica standardnih

devijacija.
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Rezultati

20000}
o
15000}
(=3
(=3
S 10000}
>
A
o
Z
E
= 5000
& —_ © +1.96 SD
—_ o) O
3591,3
Mean
0 —@
je) Ne) 256,0
-1 -1.96 SD
il i
-3079,3
-5000/7 I I I I
0 5000 10000 15000 20000

srednja vrijednost Alinity i DxI600

Slika 3. Grafikon Bland-Altman analize, srediSnja puna linija predstavlja srednju vrijednost
razlike u mjerenjima, a gornja i donja isprekidana crta standardnu devijaciju razlike u

mjerenjima

Rezultati Passing-Bablok regresijske analize (Slika 4.) prikazani su pomoc¢u jednadzbe
pravca y = - 0,151 (95 % CI - 20,7528 — 30,1040) + 1,027x (95 % CI 0,8181 — 1,1348).
Pearsonov koeficijent varijacije iznosi 0,970. Mjerenja izrazito visoke koncentracije nalaze se

izvan dopustenog regresijskog pravca.
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Rezultati
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Slika 4. Prikaz Passing-Bablok regresijske analize, to¢ke predstavljaju mjerenja, puna crta

regresijski pravac, isprekidane crte granice pouzdanosti, a sitno isprekidana crta idealan pravac

4.5. Verifikacija referentnih intervala

U uputama uz reagens za odredivanje koncentracije estradiola CLIA metodom na Unicel
DxI analizatoru navedeni su referentni intervali za Zene od 19 godina ovisno o fazi ciklusa (rana
folikularna, srednja folikularna, sredina ciklusa, srednja lutealna faza), za muSkarce od 19

godina te dodatno za pedijatrijsku populaciju oba spola.

Verifikacija referentnih intervala napravljena je za ranu lutealnu fazu Zena
reproduktivne dobi, od 19 godina, koriStenjem 20 uzoraka naizgled zdravih Zena. Nakon
mjerenja koncentracije estradiola CMIA metodom na Alinity 1 instrumentu, kojom je potvrdeno
da su sve Zene imale vrijednosti koncentracija unutar referentnog intervala (77 — 921 pmol/L)
za lutealnu fazu, izmjerene su koncentracije estradiola CLIA metodom na Unicel DxI
instrumentu. Medijan vrijednost koncentracija estradiola CMIA metodom na Alinity i

analizatoru bila je 156 (95 % CI 125 — 196), a CLIA metodom na Unicel DxI analizatoru 149
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Rezultati

(95 % CI 127 — 189). Od 20 rezultata izmjerenih CLIA metodom samo dva nisu bila unutar
deklariranog raspona referentnih intervala za ranu folikularnu fazu zena (82 — 422 pmol/L), dok

su preostali zadovoljavali kriterije referentnih intervala (18/20).
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Rasprava

5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem verificirani su reagensi za odredivanje koncentracije estradiola
kemiluminiscentnom imunoanalizom na analizatoru Unicel DxI 600 tvrtke Beckman Coulter.
Svaku novu metodu koja se uvodi u primjenu u klinicki laboratorij potrebno je verificirati kako
bi se provjerile znacajke metode koju je deklarirao proizvodac. Prilikom postupka verifikacije
potrebno je metodu usporediti s onom koja se koristi u rutini te provjeriti preciznost, istinitost
1 linearnost same metode. Takoder je potrebno verificirati deklarirane referentne intervale
ukoliko su napravljeni na populaciji slicnoj onoj populaciji na kojoj ¢e se provoditi mjerenja.
Smjernice za provodenje procesa verifikacije propisane su od strane Instituta za klinic¢ke i
laboratorijske standarde (engl. Clinical and laboratory Standards Institute, CLSI) kako bi se

osigurali standardni uvjeti (5).

U ovom radu prikazani su rezultati verifikacije analitiC¢kih performansi analizatora
Unicel DxI. Preciznost je izrazena kao ponovljivost (nepreciznost u seriji) i medupreciznost
(nepreciznost iz dana u dan) pomocu standardne devijacije 1 koeficijenta varijacije. Najvisi
koeficijent varijacije primijecen je na nizim koncentracijskim razinama. Proizvoda¢ deklarira
ponovljivost <5 % za nisku koncentracijsku razinu i <2 % za visoku koncentracijsku razinu.
Dakle, izmjerena ponovljivost za obje koncentracijske razine zadovoljava kriterij naveden od
strane proizvodaca. Deklarirana medupreciznost od proizvodaca iznosi < 3 % za nisku
koncentracijsku razinu i < 2 % za visoku koncentracijsku razinu. Prema tome, visoka
koncentracijska razina zadovoljava navedeni kriterij, dok niska koncentracijska razina prelazi
kriterij koji deklarira proizvodac, ali ne znacajno. Metoda, dakle, zadovoljava kriterije za
ponovljivost za obje koncentracijske razine te kriterije za medupreciznost za visoku

koncentracijsku razinu. Niska koncentracijska razina ima nesto veci koeficijent varijacije za

medupreciznost od onoga koji je propisan od strane proizvodaca.

Europska federacija za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu (engl. European
federation of clinical chemistry and laboratory medicine, EFLM) propisuje kriterije bioloske
varijacije za preciznost. Propisana optimalna preciznost iznosi 3,8 %. U usporedbi s navedenim,
izmjerena preciznost zadovoljava EFLM kriterij (18). Takoder, istrazivanje provedeno
koriStenjem Access Estradiol testa i Access Sensitive Estradiol testa na automatiziranim
platformama Beckman Coulter Unicel DxI 600 analizatora u Laboratoriju za kemiju 1

endokrinologiju u Italiji, pokazalo je dobru ukupnu ponovljivost Sto je prikazano niskim
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Rasprava

vrijednostima koeficijenta varijacije za razli¢ite koncentracijske razine i dobar linearni odnos

metoda (13).

Prilikom mjerenja istinitosti koriSteni su komercijalni kontrolni uzorci ¢ija je
koncentracija mjerena tijekom 5 uzastopnih dana i racunala se pomocu ciljne vrijednosti i
srednje vrijednosti koja je dobivena mjerenjem. Izmjerene vrijednosti bile su nize i za podrucje
niske 1 za podrucje visoke koncentracijske razine. Deklarirani kriterij za vrijednost biasa nije
naveden od strane proizvodaca. Prema EFLM Kkriterijima bioloSke varijacije optimalni bias
iznosi 2,5 $to znaci da kontrolni uzorci niske i visoke koncentracijske razine ne zadovoljavaju

EFLM Kkriterije za istinitost (18).

U procjeni linearnosti metode, Wilcoxonov test je pokazao prihvatljive kriterije
linearnosti. U vrijednostima oba mjerenja nije uoCeno vece odstupanje od ocekivane
vrijednosti. Proizvoda¢ navodi prihvatljivu linearnost u cijelom rasponu analitickog mjerenja
od niske do visoke koncentracijske razine. Izmjerene vrijednosti potvrduju navedene
specifikacije navedene od proizvodaca, s obzirom da nema vecih razlika izmedu mjerene i

oc¢ekivane vrijednosti.

Za ispitivanje usporedivosti metoda na Alinity i analizatoru i Unicel DxI 600 analizatoru
koriStene su Bland-Altman i Passing-Bablok regresijska analiza. Na Bland-Altman prikazu
vecina se vrijednosti obiju metoda nalazila unutar granica standardnih devijacija §to se smatra
pouzdanim rezultatima mjerenja. Dva rezultata izrazito visoke koncentracije nalaze se izvan
dozvoljene granice, dok se ostale vrijednosti nalaze unutar granica standardnih devijacija Sto

pokazuje normalnu distribuciju rezultata mjerenja.

Rezultat Passing-Bablok regresijske analize izraZen je jednadZbom pravca y = - 0,151
(95 % CI - 20,7528 — 30,1040) + 1,027x (95 % CI 0,8181 — 1,1348). Vrijednost intervala
pouzdanosti odsjecka sadrzi vrijednost nula, a vrijednost intervala pouzdanosti nagiba pravca
sadrzi vrijednost jedan, Sto upucuje da izmedu metoda ne postoji statisticki znacajno odstupanje
izmedu rezultata mjerenja. Ne postoji klini¢ki znacajna razlika izmedu dvije metode pa to
omogucuje istovremenu uporabu obje. Svakako je nuzno pacijenta pratiti uvijek istom

metodom, u istom laboratoriju.

Estradiol se najceS¢e odreduje u svrhu ispitivanja reproduktivnog statusa Zena, a
uzorkovanje se u tu svrhu provodi izmedu treceg i petog dana ciklusa, Sto predstavlja razdoblje
rane folikularne faze. Verifikacijom referentnih intervala, za ranu folikularnu fazu Zena

reproduktivne dobi, od 20 rezultata izmjerenih CLIA metodom samo dva nisu bila unutar
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deklariranog raspona referentnih intervala, dok su preostali zadovoljavali kriterije referentnih
intervala. Prema rezultatima, deklarirani referentni intervali za ranu folikularnu fazu Zena u
reproduktivnoj dobi zadovoljavaju verifikacijske kriterije te se mogu preuzeti 1 koristiti u

rutinskom radu.

Temeljem navedenoga moze se zakljuciti da performanse kemiluminiscentne metode na
Unicel DxI 600 instrumentu zadovoljavaju potrebe svakodnevnog odredivanja koncentracije

estradiola u klinickom laboratoriju.
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Na temelju ovog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1.

Kemiluminiscentna metoda na Unicel DxI 600 analizatoru pokazuje prihvatljive
performanse za preciznost, istinitost i linearnost.

Usporedbom kemiluminiscentne metode (CLIA) na Unicel DxI 600 analizatoru i
mikrocesti¢ne imunoanalize (CMIA) na Alinity i analizatoru nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu izmjerenih rezultata.

Deklarirani referentni intervali za ranu folikularnu fazu Zena u reproduktivnoj dobi

zadovoljavaju verifikacijske kriterije te se mogu preuzeti i koristiti u rutinskom radu.
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Sazetak

7. SAZETAK
Uvod

Svaku novu metodu koja se uvodi u laboratorij treba prethodno verificirati, odnosno potvrditi

odgovaraju li znac¢ajke metode specifikacijama proizvodaca.

Cilj istrazivanja
Cilj istrazivanja je verificirati reagens za odredivanje koncentracije estradiola
kemiluminiscentnom imunoanalizom na Unicel DxI 600 analizatoru ispitivanjem preciznosti,

istinitosti 1 linearnosti metode, napraviti usporedbu s rutinski koriStenom metodom na Alinity i

analizatoru i verificirati referentne intervale.

Materijal i metode

Za provjeru preciznosti 1 istinitosti koriSteni su komercijalni kontrolni uzorci u dvije
koncentracijske razine analizirani tijekom 5 uzastopnih dana. Za procjenu linearnosti metode
koristeni su komercijalni kalibratori za estradiol mjereni u 5 tocaka u duplikatu. Usporedivost
metoda ispitana je pomoc¢u Bland-Altman i1 Passing-Bablok regresijske analize. Za ispitivanje
usporedivosti koriSteni su uzorci seruma 123 pacijenta. Verifikacija referentnih intervala

napravljena je koriStenjem 20 uzoraka.

Rezultati

Preciznost je izrazena pomocu koeficijenta varijacije. Za nisku koncentracijsku razinu
izmjereni KV je iznosio 3,56 % (ponovljivost) i1 3,30 % (medupreciznost), a za visoku 1,87 %
(ponovljivost) 1 1,85 % (medupreciznost). Istinitost je izrazena pomocu biasa, - 5,37 za nisku i
- 7,74 za visoku koncentracijsku razinu. Za linearnost je koriSten Wilcoxon test s razinom
znacajnosti P = 0,625 za prvo i P = 0,144 za drugo mjerenje. Na Bland-Altman prikazu dva
rezultata rasipaju se izvan granica standardnih devijacija. Kod Passing-Bablok regresijske

analize interval pouzdanosti za odsjecak iznosi 0,151 i za nagib pravca 1,027.
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Sazetak

Zakljucak

Sve ispitivane znaCajke pokazale su prihvatljive rezultati istrazivanja. Nema statisticki znacajne

razlike u usporedivosti metoda Sto omogucava koriStenje obje metode u rutinskom radu.

Kljuéne rijec€i: estradiol, imunoanaliza, luminiscentna mjerenja, referentne vrijednosti
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8. SUMMARY

VERIFICATION OF REAGENT FOR DETERMINING THE CONCENTRATION OF
ESTRADIOL BY CHEMILUMINESCENT IMMUNOASSAY ON THE UNICEL DXI
600 ANALYZER

Introduction

Every new method that is introduced into the laboratory should be previously verified, that is,
it should be confirmed whether the features of the method correspond to the manufacturer's

specifications.

Objective

The aim of the research is to verify the reagent for determining the concentration of estradiol
by chemiluminescent immunoassay on the Unicel DxI 600 analyzer by testing the precision,
truthfulness, and linearity of the method, to make a comparison with the routinely used method

on Alinity i analyzer, and to verify the reference intervals.

Materials and Methods

To check the precision and truthfulness, commercial control samples were used in two
concentration levels and were analyzed for 5 consecutive days. To assess the linearity of the
method, commercial estradiol calibrators measured at 5 points in duplicate were used. The
comparability of the two methods was tested using Bland-Altman and Passing-Bablok
regression analysis. Serum samples from 123 patients were used to test the comparability of the

methods. Verification of reference intervals was made using 20 samples.

Results

Precision is expressed using the coefficient of variation. For the low concentration level, the

measured KV was 3.56 % (repeatability) and 3.30 % (interprecision), and for the high one 1.87
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Summary

% (reproducibility) and 1.85 % (interprecision). The trueness is expressed by bias, - 5.37 for
low and - 7.74 for high concentration level. The Wilcoxon test was used for linearity with a
significance level of P = 0.625 for the first and P = 0.144 for the second measurement. On the
Bland-Altman plot, the two results are scattered beyond the limits of the standard deviations.
In Passing-Bablok regression analysis, the confidence interval for the intercept is 0.151 and for

the slope of the line is 1.027.
Conclusion

Acceptable research results were obtained for all examined features. There is no statistically
significant difference in the comparison of methods that allow the use of both methods in

routine work.

Key words: estradiol, immunoassay, luminescent measurements, reference values
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