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ABSTRAKT

V nasej praci sa venujeme problematike vhodnosti biostatistic-
kych metod v pripade porovndvania miery zhody dvoch labora-
tornych metdd pri stanovovani konkrétneho laboratorneho pa-
rametra v oblasti biomediciny. Na priklade stanovenia koncen-
tracie fibrinogénu s pomocou dvoch pristrojov (SYSMEX CA-
1500, Siemens, DE a Coag XL, Medirox, HU) sme overili moz-
nosti jednotlivych Statistickych metéd. Vhodnou metédou pre
tieto ucely je Passing-Bablokova regresnd metdda, ktora je ro-
bustna voci odlahlym hodnotam oboch metdd.

KPiacové slova: Zastupitelnost’ metdd. Zamenitel'nost” metdd.
Passing-Bablokova regresna analyza.

ABSTRACT

In our study we pay attention to the issue of the suitability of
biostatistical methods in the case of comparing the rate of com-
pliance of two laboratory methods in determining the specific
laboratory parameters in the biomedical field. On example of
testing the concentration of fibrinogen with the use of two de-
vices (SYSMEX CA-1500, Siemens, DE and Coag XL, Medi-
rox, HU) we show the capabilities of individual statistical
methods. A suitable method for this purpose is Passing-Bablok
regression method that is robust against outliers in both
methods.

Key words: Substitutability of methods. Interchangeability of
methods. Passing-Bablok regression analysis.

UVOD

Laboratorne vysetrovacie metoédy v zdravotnic-
tve dosiahli v poslednych desatro¢iach pozoru-
hodny pokrok, ktory je charakterizovany stale sa
rozSirujucim spektrom stanovovanych parametrov.
Okrem 8§irokej palety vySetrovanych analytov je pre
tato oblast’ charakteristicka aj metodologicka varia-
bilita, ¢im rozumieme existenciu réznych metodo-
logicky odlinych stanoveni rovnakého laborator-
neho markera. Na prvy pohl'ad to neprinasa so se-
bou Ziadne problémy, predovsetkym ak prihliad-
neme na fakt, ze vSetky pouzivané metody stano-
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venia laboratornych parametrov by mali mat’ nad-
viznost (z angl. traceability) na medzinarodné $tan-
dardy. Tymto pojmom sa rozumie vlastnost’ vy-
sledku laboratérnej metody, ktorou je uréeny vzt'ah
k referenénym medzinarodnym $tandardom pro-
strednictvom nepreruseného sledu porovnavani
s definovanou neistotou merania [1].

Problematickym momentom sa moze stat’ pozia-
davka vzajomnej zamenitel'nosti dvoch metdd v la-
boratérnej diagnostike. V takych pripadoch byva
spravidla referené¢nou metodou t4, ktord je uz v la-
boratoriu zavedena a vyuzivana, priCom testovanou
porovnavanou metdédou byva metdda nova, nezave-
dena. D6vodom mdze byt napr. snaha pracoviska
o zalohovanie moznosti stanovenia laboratorneho
parametra, v pripade vypadku S$tandardne, rutinne
pouzivaného laboratérneho analyzatora na inom
pristroji. V pripade, ak st oba analyzatory rovnakej
vyrobnej rady a pouzivaju rovnaky kalibra¢ny, kon-
trolny a diagnosticky material, zhodu vysledkov
laboratorneho stanovenia mozno predpokladat’. Ak
vSak mame k dispozicii metodologicky rézne spo-
soby stanovenia pozadovanych biomedicinskych
parametrov, vykonavané na rdznych analyzatoroch
s roznymi kalibraénymi i diagnostickymi reagen-
ciami, vysledky stanoveni nemozno automaticky
zamienat'. Je v8ak nutné zdoraznit’ fakt, Ze v naSom
prispevku sa venujeme rutinne vySetrovanym bio-
medicinskym parametrom. V pripade variability
metod ich stanovenia ide o rovnocenné analytické
techniky, z ktorych Ziadnu nemozno oznacdit’ za viac
alebo menej kvalitni. Vyhodou referen¢nej metody
byva spravidla jej skorSie zavedenie a pouzivanie na
pracovisku. Z tohto aspektu by sme preto mohli
hovorit’ vhodnejsie ako o ,,zastupitel'nosti* metdd
stanovenia [2].
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V naSej praci sa venujeme moznostiam bio$ta-
tistického overovania zhody stanovenia koncentra-
cie fibrinogénu a interpretacii vysledkov z pohl'adu
potrieb rutinnej laboratérnej diagnostiky. Fibrino-
gén ako biometabolicky parameter je preto z tohto
pohl'adu nie cielom, ale nastrojom na predstavenie
moznosti rieSenia problémov tohto typu.

Fibrinogén je rutinne vySetrovany laboratorny
parameter, vysledkom jeho stanovania su primarne
¢iselné hodnoty, ktoré udavaju priamo jeho koncen-
traciu [4]. Je to glykoprotein, ktory sa syntetizuje
v peceni a nachadza sa v krvnej plazme. V priebehu
koagula¢nej kaskady sa vplyvom serinovej proteazy
trombinu vytvaraju fibrinové monoméry, ktoré na-
sledne polymerizaciou vytvaraju siet’ fibrinovych
vlakien. Ich ulohou je stabilizovat’ krvna zrazeninu,
zabranit’ tak stratam krvi a v ich désledku aj roz-
vratu homeostazy organizmu. Opaénym dejom je
fibrinolyza, pri ktorej dochadza k $tiepeniu fibrinu
plazminom za ucasti d’al§ich aktivatorov aj inhibi-
torov. Koncentracia fibrinogénu sa udava v jednot-
kach g/l, pricom biologicky referenény rozsah je
dany rozmedzim 2-4 g/l. Zvy$ené koncentracie fib-
rinogénu nachaddzame pri ochoreniach obehovej
sustavy a hyperkoagulaénych poruchéach, diabetes
mellitus, glomerulonefritide, reumatickej horucke,
septickych stavoch, pneumonii, popaleninach, ¢i
strese. Znizené koncentracie su pritomné v pripade
afibrinogenémie, dysfibrinogenémie, insuficiencie
pecene v dosledku napr. cirhdzy, ikteru, kachexii,
resp. po masivnom podanf transfuzie krvi [3].

CIEDL

Komplexne testovat’ zakladné Statistické cha-
rakteristiky siborov dat merani koncentracie fibri-
nogénu na dvoch laboratérnych analyzatoroch a po-
sudit’ vzajomnu zamenitel'nost” oboch metdd stano-
venia.

MATERIAL A METODY

Koncentracie fibrinogénu boli testované na
dvoch laboratérnych analyzatoroch. Referen¢nym
pristrojom bol SYSMEX CA-1500 (Siemens, DE),
testovanym pristrojom bol Coag XL (Diagon, HU).
Reagencie v referenénom pristroji boli od vyrobcu
Medirox (SE), reagencie v testovanom pristroji boli
od vyrobcu Diagon (HU). Konkrétne ¢isla Sarzi ka-
libra¢nych a kontrolnych materidlov ako aj udaje
0 pouziti a exspiracii testovacich saprav st dostup-
né na poziadanie u autorov.
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Celkovo bolo vysetrenych 22 vzoriek, ktoré po-
chédzali od pacientov lie¢enych ambulantne v Ne-
mocnici sv. Michala, a.s. v priebehu mesiaca jul
2016. Data pacientov boli deidentifikované, pricom
bol realizovany nahodny vyber bez d’al$ich selek¢-
nych kritérii. Vzorky boli na pristrojoch testované
parovym sposobom, ¢im boli ziskané dve zavislé
premenné.

Ziskané subory ¢iselnych hodnét sme charakte-
rizovali s pomocou popisnej Statistiky, danej poc-
tom jedincov, aritmetickym priemerom, smerodaj-
nou odchylkou, medidnom, minimalnou a maxi-
malnou hodnotou. Normalitu distribicie hodndt
sme overili s pomocou Kolmogorovho-Smirno-
vovho testu. Zhodu aritmetického priemeru oboch
suborov sme overili s pomocou parového t-testu,
zhoda medidnov bola testovand s pomocou nepara-
metrického parového Wilcoxonovho testu. Mieru
tesnosti dat oboch merani sme charakterizovali
s pomocou korelaénych koeficientov (Pearsonov
a Spearmanov korela¢ny koeficient). Ak p-hodnota
testovej charakteristiky $tatistickych testov bola p <
0,05, povazovali sme zistené rozdiely medzi testo-
vanymi vlastnostami oboch premennych za nena-
hodné a mozno ich pripisat’ selekénému kritériu vy-
beru stborov [5]. Nasledne bol vykonany vypocet
modelu linedrnej regresie a vypocet Passing-Bablo-
kovho regresného modelu spolu s testom linearity
a uréenim 95%-nych intervalov spolahlivosti pre
priese¢nik aj smernicu. V pripade, ak 95%-ny inter-
val spol'ahlivosti pre priese¢nik obsahoval nulu,
nezamietli sme predpoklad nepritomnosti systema-
tického rozdielu medzi porovnavanymi metddami.
Ak 95%-ny interval spolahlivosti pre smernicu ob-
sahoval ¢islo 1, nezamietli sme predpoklad nepri-
tomnosti proporcionalnej zlozky systematickej
chyby. Pre akceptovanie predpokladu zhody oboch
metdd v zmysle ich moznej zastupitel'nosti v labo-
ratdriu boli nutné dodrzat’ obe podmienky: nepri-
tomnost’ systematického rozdielu medzi vysledkami
porovnavanych metod ako aj nepritomnost’ propor-
cionalnej zlozky systematickej chyby. Pri nesplneni
oboch podmienok sme neakceptovali zhodu pouzi-
tych laboratornych metdd [6-9].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladné Statistické parametre

Zakladné statistické parametre dané popisnou
Statistikou charakterizuju jednotlivé testované para-
metre. Z tabul’ky 1 mozeme vidiet,, Ze aritmeticky
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Tabul’ka 1 Zakladna Statisticka charakteristika siborov

Parameter (jednotky) Analyzatory n X sd Xm min. max. P
Fibrinogén (g/1) CA-1500 22 13,53 1,47 3,13 1,16 6,57 >0,10
Coag XL 22 3,28 0,93 3,15 1,48 5,00 >0,10

Legenda: n — pocet vzoriek, X — aritmeticky priemer, sd — smerodajna odchylka, x» — median, min. — minimalna hodnota, max. —
maximalna hodnota, p — hodnota testovacieho kritéria Kolmogorovho-Smirnovho testu
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Graf 1 Porovnanie oboch stiborov — median a percentily

priemer vysledkov stanovenia koncentracie fibrino-
génu na pristroji CA-1500 (x = 3,53 g/1) bol vyssi
v porovnani s priemernou hodnotou vysledkov zis-
kanych na pristroji Coag XL (x = 3,28 g/l). Na dru-
hej strane je v8ak aj smerodajna odchylka referenc-
ného pristroja vyssia (sd = 1,47) v porovnani s tes-
tovanym pristrojom Coag XL (sd=0,93). V pripade
testovania medidnov bola na rozdiel od aritmetic-
kych priemerov zistend vysSia hodnota v pripade
suboru dat ziskanych na analyzatore Coag XL (x»=
3,15), pristroj CA-1500 vykazoval nizSiu hodnotu
medianu (x,, = 3,13). Pre lep$ie zndzornenie s oba
subory zobrazené s pomocou krabicovych grafov
1 a 2. Z grafického vyjadrenia vyplyva va¢si rozptyl
suboru ¢isiel v pripade vysledkov ziskanych na pri-
stroji CA-1500 v porovnani s pristrojom Coag XL,
u ktorého je rozptyl nizsi. Uvedené zistenia je preto
nutné interpretovat’ z hl'adiska poziadavky vzajom-
nej zastupitel'nosti metdd, vzhladom ku ktorym by
sme v idealnom pripade ocakavali ve'mi podobné
grafy oboch parovych stanovovani fibrinogénu
s takmer identickymi hodnotami aritmetickych prie-
merov, medianov i rozptylu. Cim viac sa od seba
graty odliSuja, tym viac sa vzdjomne odliSuju aj
hodnoty parovych merani vzoriek na oboch pristro-
joch.

Napriek pomerne malému poctu vzoriek je
vhodné overit’ aj predpoklad normality distribucie
hodnét. Testovali sme ho pomocou Kolmogorovho-
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Graf 2 Porovnanie oboch suborov — aritmeticky priemer
a smerodajna odchylka

Smirnovho testu. V oboch pripadoch bola hodnota
testovacieho kritéria p > 0,10. Preto sme nezamietli
predpoklad normality distribucie hodnét testova-
nych stuborov.

Overovanie zhody ukazovatel’ov stredu

Hoci na uvedenych grafoch 1 a2 vidno ur¢ité
odlinosti distribucie dat oboch laboratérnych ana-
lyzatorov, presnejsiu predstavu nam moézu dat’ az
Statistické testy. S pomocou parametrického paro-
vého t-testu sme preto testovali mieru zhody prie-
mernych hodnét oboch pristrojovych merani. Z vy-
sledkov uvedenych v tabul’ke 2 mozno usudit’, Ze
nemodzeme zamietnut' predpoklad zhody priemer-
nych hodnét oboch metod (#-test, p = 0,101, df =
21). Vysledky sme overili neparametrickym paro-
vym Wilcoxonovym testom, ktory taktiez nepreu-
kézal Statisticky vyznamny rozdiel medzi medianmi
suborov (p = 0,503). V pripade pouzitia oboch $ta-
tistickych testov je vSak dolezité zdoraznit, Ze ich
vysledky st obrazom miery zhody aritmetického
priemeru, resp. medianu, t.j. ukazovatelov stredu
dvoch celych stiborov hodnét. Uvedené testy vSak
maju nizku vypovedna hodnotu o vzajomnej zhode
oboch vysledkov merania tej istej vzorky na dvoch
rdznych analyzatoroch.

Testovanie miery asocidcie medzi obomi siibormi
V pripade dvoch ¢&iselnych premennych, ziska-
nych paralelnym meranim koncentracie fibrinogénu
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Tabul’ka 2 Testovanie zhody ukazovatel'ov stredu

Parameter (jed- Analyzito n % X Wilcoxo- Parovy t-test
notky) yzatory " nov test (p) df. p
o CA-1500 22 3,53 3,13
Fibrinogén (g/1) Coag XL 5 3.28 315 0,503 21 0,101

Legenda: n — pocet vzoriek, x — aritmeticky priemer, x» — median, p — hodnota testovacieho kritéria $tatistického testu, d.f- — pocet

stuptiov vol'nosti parového -testu

Tabul’ka 3 Korelacia medzi vysledkami merani

Parameter Korelaény R Interval spol'ahlivosti
(jednotky) koeficient 95% +95% P
Fibrinogén (/1) Pearsonov 0,9433 0,8662 0,9765 <0,001
Spearmanov 0,9443 0,8652 0,9776 <0,001

Legenda: R- hodnota korela¢ného koeficientu, p-hodnota testovacieho kritéria vyznamnosti rozdielu hodnoty korela¢ného koefi-

cientu od nuly

vo vzorkédch na dvoch laboratérnych analyzatoroch
mozno vypocitat’ mieru korelacie. V tabulke 3 su
uvedené vysledky stanovenia korelaéného koefi-
cientu dvomi sposobmi: vyjadrenim parametric-
kého Pearsonovho korela¢ného koeficientu a nepa-
rametrického Spearmanovho korelaéného Kkoefi-
cientu. Z uvedenych vysledkov je zrejmé, ze hod-
noty oboch korelaénych koeficientov su vel'mi
blizke &islu 1, jedna sa preto o priamotimernt vza-
jomnu zavislost’.

Linedrna regresia

V d’alsom kroku sme sa prostrednictvom linear-
nej regresie pokdusili vyjadrit’ vztah medzi hodno-
tami koncentracie fibrinogénu ziskanymi na refe-
renénom a testovanom pristroji. Vysledky st uvede-
né v tabulke 4 a zndzornené v grafe 3.

Overenie miery vyznamnosti rozdielu ciselnej
hodnoty smernice od nuly a pritomnost’ linearity
vzt'ahu sme overili s pomocou modelu ANOVA
a testom linearity. Na zaklade vysledkov uvedenych
v tabul’ke 5 m6Zeme skonstatovat’, Ze ¢iselna hod-
nota smernice je Statisticky signifikantne vzdialena
od nuly. Hodnota testovacieho kritéria testu linea-
rity p = 0,1656, preto nezamietame predpoklad line-
arneho vzt'ahu medzi vysledkami testovania kon-
centracie na oboch pristrojoch.

Hodnota smernice naznacuje pritomnost’ propor-
cidlnej systematickej chyby sledovanej metody. Tu

musime znova zdoraznit, Ze Statisticky pojem
»chyba® nema ni¢ spolo¢né so spolahlivost'ou tes-
tovaného analyzatora v akomkol'vek pripade jeho
prevadzky. Tento pojem oznacuje vyluéne vlastnost
mnoziny ziskanych ¢iselnych hodnét, ziskanych
meranim koncentracie fibrinogénu na tomto analy-
zatore v pripade porovnavania s ¢iselnymi udajmi
iného — referen¢ného analyzatora. Podotykame, ze
situdcia moze byt aj recipro¢na, t.j. mdze exitovat
laboratdrium, ktoré pouziva pristroj Coag XL a chce
si otestovat’ parametre iného pristroja — CA-1500.
Primérne ¢iselné hodnoty sa nezmenia, rozny je iba
uhol pohl'adu na vol'bu testovanej a referen¢nej me-
tody.

Graf 3 Grafické znazornenie vysledkov linearnej regre-
sie. PreruSované ¢iary oznacuju 95%-ny interval spol'ah-
livosti.

Tabul’ka 4 Overenie aplikovatel'nosti modelu linearnej regresie

Parameter Ciselna Interval spol’ahlivosti
hodnota -95% +95%
Smernica 0,5949 0,4972 0,6925
Priese¢nik osi Y 1,183 0,1782 1,555
Prieseénik osi X -1,988 Model: y=1,183+0,5949x

31
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Tabul’ka 5 Overenie smernice linedrneho modelu a pri-
tomnosti linearity

Zdroj varia- Stupne Sudet Priemerny
bility vol’'nosti | Stvorcov Stvorec
Model linear- 1 16,104 | 16,104
nej regresie
Rezidua (od-
chylky 20 1,994 0,0997
od linearity)
Spolu 21 18,098 -

Poznamka: F=161,53, p<0,001; test linearity: p=0,1656

Passing-Bablokova regresna metéda

Nevyhodou stanovenia linearnej regresie moze
byt fakt, ze nezohl'adniuje ndhodné chyby referenc-
nej metddy a predpoklada konstantnost’ tandardnej
chyby v celom rozsahu ¢iselnych hodnét stanovo-
vaného parametra. Tieto nedostatky sa v prvej polo-
vici osemdesiatych rokov minulého storocia poku-
sili preklenat” H. Passing a W. Bablok svojim reg-
resnym modelom. Jeho vyhodou je fakt, Ze sa jedna
o neparametrickl metddu, ktora apriori nevyzaduje
a nepredpokladd normalitu rozloZenia nameranych
¢iselnych dat a predovsetkym nie je citliva k nahod-
nym chybam merania oboch metdd —testovanej i re-
ferencne;j.

Vysledky testovania zhody stanovenia fibrino-
génu na oboch analyzatoroch st uvedené v tabul'ke
6 av grafe 4. Interval spolahlivosti priese¢nika
vo svojom rozsahu neobsahuje nulu, ¢o sved¢i o pri-
tomnosti systematickych rozdielov medzi obomi
porovnavanymi laboratérnymi metédami. Interval
spolahlivosti smernice neobsahuje vo svojom roz-
sahu ¢islo 1, ¢o naznacuje pritomnost’ proporcio-
nalnej zlozky systematickej chyby. Vysledna
p-hodnota nas opréaviiuje nezamietnut’ predpoklad
linearity (p = 0,7585). Nesplnenim predpokladu pri-
tomnosti nuly v rozsahu intervalu spolahlivosti
prieseénika a jednotky v rozsahu intervalu spol’ahli-
vosti smernice moéZeme zamietnut predpoklad
zhody (zamenitel'nosti, vzdjomnej nahraditel'nosti)
oboch testovanych laboratornych vysetrovacich
metdd. Obe metddy vykazuju rozdiely v ¢iselnych
hodnotach stanovenia fibrinogénu. Niektori autori
pre lepSiu nazornost’ odporacajt rozdiely graficky

prezentovat’ s pomocou Bland-Altmanovych gra-
fov, v ktorych na os y nanad$ame rozdiel hodnot me-
dzi referen¢nou a testovanou metédou a na os x ich
priemer (ref. met. + test. met.) / 2. Uvedenym kro-
kom eliminujeme regresiu k priemeru [10,11].

Fibrinogén (g/l
ibrinogén (gl | _, 6764x+0,9276

CoagXL

CA1500

Graf 4 Porovnanie laboratdrnych metod s pomocou Pas-
sing-Bablokovej regresie

ZAVER
V pripade aplikacie biostatistiky v ramci testo-

vania laboratérnych vysetrovacich metéd v biome-

dicinskej oblasti je nutné brat’ do ivahy nasledovné
premisy:

o Korela¢ny koeficient sice moze byt uzito¢ny pri
vyhodnocovani rozsahu pouzitého analytického
rozmedzia, ale nie je vhodny pre odhad a posu-
dzovanie chyb merania testovanej laboratornej
vySetrovacej metody. V pripade testovania zho-
dy dvoch metdd stanovenia toho istého para-
metra stridca uvadzanie Statistickej vyznamnosti
korela¢ného koeficientu zmysel, preto by sa ne-
mal uvadzat’.

e Parové testy ukazovatelov stredu nie st pre ho-
reuvedené ucely vhodné, obzvlast’ v pripade pri-
tomnosti proporcionélnej zlozky systematickej
chyby.

Tabul’ka 6 Testovanie metdd s pomocou Passing-Bablokovho modelu regresie

Parameter Rovnica LS. priesecnika LS. smernice Zhoda
(jednotky) P -95% +95% 95% +95%
F‘bg};’)ge“ y=0,6764x+0,9276 0,7585 0,5428 1,3815 0,5529 0,8162 | NIE

Legenda: p-hodnota testovacieho kritéria CUSUM testu linearity, I.S. —interval spol’ahlivosti
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e Vhodnym postupom stanovenia miery zhody sta-
novenia laboratérneho parametra dvomi roz-
nymi metédami je Passing-Bablokov regresny
model, ktory mdze byt pripadne aj graficky do-
plneny Bland-Altmanovym grafom.
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