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ABSTRAKT:

Uvod: Sugasna biomedicina vyuziva Siroki paletu laborator-
nych vySetrovacich metdd, ktoré st rozne nielen z aspektu me-
todologie, ale aj pristrojového dizajnu. Tato variabilita moze
negativnym sposobom ovplyvnit' vysledky laboratérneho sta-
novenia a nasledne aj interpretaciu vysledkov.

Ciel: Cielom naSej Studie bolo overit’ mieru zhody vysledkov
dvoch pristrojov pri stanoveni optickej denzity vzoriek pri de-
finovanej vinovej diZke.

Material a metody: Pre hodnotenie sme vyuzili Bland-Altma-
nove grafy pre vysledky merani 96 vzoriek na mikrotitracnej
platnicke pre tri vinové dizky (405 nm, 450 nm a 492 nm)
a mikroorganizmy S. aureus a E. coli.

Vysledky: Vysledky overili nepritomnost’ zhody medzi oboma
porovnavanymi pristrojmi v stanoveni jednotlivych vzoriek. Na
zaklade uvedenych skutocnosti sme akceptovali vysledky ana-
lyzatora s niz§im rozptylom.

Zaver: Uvedené pripady mozu byt beznou komplikaciou expe-
rimentov a §tadii, preto je nutné vziat’ ich do uvahy vz pri di-
zajne §tudie.

KPicové slova: Zhoda vySetrenia laboratorneho parametra.
Zamenitel'nost’ pristrojov. Biofilm. Validacia vysledkov.

ABSTRACT:

Background: Contemporary biomedicine uses a wide range of
laboratory investigation methods, which are different not only
in terms of methodology, but also in terms of device design.
This variability can negatively affect the results of the labora-
tory determination and, consequently, the interpretation of the
results.

Aim: The goal of our study was to verify the degree of agree-
ment between the results of two devices in optical density ex-
amination of samples at a defined wavelength.

Material and methods: For evaluation, we used Bland-Altman
graphs for the results of measurements of 96 samples on a mi-
crotiter plate for three wavelengths (405 nm, 450 nm and 492
nm) and microorganisms S. aureus and E. coli.

Results: The results verified the absence of agreement between
the two compared devices in the determination of individual
samples. Based on the mentioned facts, we accepted the results
of the analyzer with lower variance.

Conclusion: The mentioned cases can be a common complica-
tion of experiments and studies; therefore, it is necessary to take
them into account when designing the study.

Key words: Conformity of laboratory parameter examination.
Interchangeability of devices. Biofilm. Validation of the results.
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UVOoD

Stcasny svet postmodernej spoloc¢nosti je cha-
rakterizovany extrémnou rychlost’ou vyvoja novych
technologii. Prienik informacnych technologii, na-
notechnologii, robotizacie a efektivizacie sa preja-
vuje v biomedicinskych odboroch, v ktorych pozo-
rovany pokrok vel'mi citlivo vnima aj laicka verej-
nost’ z pochopite'ného ddvodu, ktorym je zdravie
jedinca a celej spolocnosti. Vel'mi ¢astym je pojem
EBM (Evidence Based Medicine — medicina zalo-
zena na dokazoch), ktorym oznacujeme vyuzivanie
najlepsich dostupnych ddékazov, objektivnych kli-
nickych skusenosti a klinickych dokazov v diagnos-
tike a lieCbe jedincov [1]. Tento pristup je zaroven
doslednym dodrziavanim vedeckej publika¢nej pa-
radigmy, kedy autori vo svojich vedeckych pri-
spevkoch exaktne popisuju vsetky okolnosti ziska-
vania dat, pocinajic dizajnom experimentu, selekc-
nymi kritériami zarad’ovania jedincov do suborov,
resp. vyberu vzoriek a pokracujuc doslednou cha-
rakteristikou materialu, metod a pristrojového vy-
bavenia, ktoré boli k ziskaniu a spracovaniu vysled-
kov vyuzité a to vratane urcenia Statistick¢ho spra-
covania dat asoftvéru, ktorym bolo vykonané.
Vsetky uvedené faktory maju jediny ciel’: overitel-
nost’ a reprodukovatelnost’ vysledkov stanoveni pa-
rametrov v prostredi Sirokej medzinarodnej vedec-
kej komunity a tym aj spétna kontrola, ktorou nie je
iba posudenie daného prispevku nezavislymi recen-
zentmi v zmysle, ¢i je alebo nie je validny, ale aj na-
sledného opakovania postupov a reprodukovania la-
boratornych analyz v podmienkach inych praco-
visk, inych spadovych populécii a inych modifikacii
vyberu vzoriek alebo pacientov (napr. podl'a Speci-
fickych ochoreni, farmakoterapie a pod.).

Laboratérne vysetrovacie metddy su v tomto
smere unikatne svojou variabilitou. Jeden a ten isty
parameter mozno stanovit' réznymi metodologic-
kymi principmi (elektrochemiluminiscencia, radio-
imunoanalyza, ELISA, mikro¢ipy, ...). Z toho vSak
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vyplyva zakladny problém, ktorym su rézne pra-
covné charakteristiky tychto metod (limit detekcie,
limit kvantifikacie, oblast’ linearity, rozne refe-
renéné medze). Dokonca aj v pripade toho istého la-
boratorneho principu stanovenia sa jednotlivé pro-
dukty (reak¢né stpravy, pristroje) od rdéznych vy-
robcov mdzZu navzajom pri stanovovani toho istého
parametra vzajomne odliSovat’.

Preto sa dostavame k pomerne dblezitej otazke,
akou je realna porovnatelnost’ stanovenia toho is-
tého parametra na dvoch odlisnych pristrojoch. Ru-
tinna laboratorna diagnostika v ramci laboratoérnych
vySetrovacich metdd v zdravotnictve to jednoz-
nacne kontroluje s pomocou verifikacie vzajomnej
porovnatelnosti a zastupiteInosti analyzatorov, naj-
CastejSie s pomocou regresnych modelov (Passing-
Bablok) a vel'mi efektivnych rozhodovacich grafov
(Bland-Altman) [2-4]. V pripade rutinnej laborator-
nej diagnostiky ide jednoznac¢ne o Usilie zachovat’
audrzat’ kontinuitu a zhodu dat, ktorymi st vy-
sledky vySetreni pacientov, na zaklade ktorych sa
prijimaju d’alSie rozhodnutie ohladom liecebno-
preventivne]j starostlivosti. V pripade zakladného
a aplikovaného vyskumu vSak uvedeny pristup ab-
sentuje.

CIEL

Overenie zhody vysledkov laboratérneho stano-
venia miery tvorby biofilmu Christensenovou meto-
dou stanovenej na dvoch réznych laboratérnych fo-
tometrickych pristrojoch z aspektu ich interpretacie.

MATERIAL A METODY
Miera tvorby biofilmu nepatri medzi rutinne la-
boratérne vysetrované parametre s naslednym ex-

portom vysledkov dat lekarom alebo objednavate-
Pom vysetrenia. Pre ucely tejto Studie boli vyuzité
zbierkové kmene mikroorganizmov E. coli a S. au-
reus s presne definovanymi vlastnostami. Miera
tvorby biofilmu bola stanovena Christensenovou
metodou s vyuzitim 96-jamkovych mikrotitraénych
platniciek [5, 6]. Vzorky boli opticky merané dvomi
pristrojmi: Mios Junior (Merck, Darmstadt, SRN)
a Apollo (Berthold Technologies GmbH & Co KG,
SRN) pri zvolenych identickych vinovych dizkach
405 nm, 450 nm a 492 nm.

VYSLEDKY

Zakladné matematicko-statistické charakteris-
tiky ziskanych dat st uvedené v prehladovej ta-
bul’ke 1. Podstatné je vSak vyhodnotenie grafického
spracovania s pomocou Bland-Altmanovych grafov
(graf 1). Na os y sa nanas$a rozdiel medzi vysled-
kami merania tej istej vzorky na oboch pristrojoch
(M1 — Apollo, M2 — Mios), na os X sa vyznacuje
priemerna hodnota oboch merani (M1 + M2/2). Ak
by oba pristroje mali spiiiat’ predpoklad identickosti
vysledkov (tj. vzajomni zamenitelnost), tak
vSetky body dvojrozmerného Bland-Altmanovho
grafu by sa mali nachadzat’ okolo priemernej hod-
noty (plna ¢iara) ktord by sa mala nachadzat’ vel'mi
blizko nule a zaroven vo vnutri intervalu daného
1,95-nasobkom smerodajnej odchylky (preruSovana
Ciara).

Na zaklade zhodnotenia vysledkov vo vsetkych
Siestich grafoch v sulade s publikovanymi krité-
riami konStatujeme, Ze vysledky merani uskuto¢ne-
nych na oboch analyzatoroch nie si zhodné a preto
ani uvedené pristroje nie st pri stanoveni toho istého
parametra zhodné v zmysle napriklad vzajomnej za-
stupitelnosti.

Tabul’ka 1 Popisné Statistické parametre vysledkov stanovenia miery tvorby rezistencie

Mlk.roorga- E. coli S. aureus
nizmus
vinova
dizka (nm) 405 450 492 405 450 492
pristroj Apollo | Mios | Apollo| Mios | Apollo| Mios | Apollo | Mios | Apollo | Mios | Apollo | Mios
pocet 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96
ar. priemer | 0,0982 | 0,3390 | 0,0875 | 0,3244 | 0,1256 | 0,3585 | 0,0900 | 0,3339 | 0,0768 | 0,3174 | 0,0901 | 0,3225
(S)Iélce}i.)’/lka 0,0270 | 0,0206 | 0,0291 | 0,0291 | 0,0975 | 0,1068 | 0,0082 | 0,0092 | 0,0064 | 0,0104 | 0,0115 | 0,0154
median 0,0880 | 0,3330 | 0,0740 | 0,3135 | 0,0780 | 0,3125 | 0,0885 | 0,3340 | 0,0760 | 0,3150 | 0,0900 | 0,3215
minimum 0,075 | 0,318 | 0,067 | 0,294 | 0,069 | 0,276 | 0,070 | 0,318 | 0,060 | 0,302 | 0,061 | 0,292
maximum 0,257 | 0,410 | 0,231 | 0,416 | 0,631 | 0,871 | 0,115 | 0,364 | 0,102 | 0,346 | 0,137 | 0,388
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Graf 1. Overenie zhody medzi pristrojmi (stanovenie miery tvorby biofilmu mikroorganizmov). Legenda: A — E. coli,
pri vinovej dlzke 405 nm; B — E. coli, pri vinovej dlzke 450 nm; C — E. coli, pri vinovej dlzke 492 nm; D — S. aureus,
pri vinovej dlzke 405 nm; E — S. aureus, pri vinovej dlzke 450 nm; F — S. aureus, pri vinovej dlzke 492 nm

DISKUSIA

Vyber pristrojového vybavenia v prezentovanej
Stadii na paralelné parové porovnanie vysledkov
stanovenia tych istych vzoriek bol vykonany na za-
klade obdobia ich vzniku a vyroby, preto sa jedna
o zariadenia, ¢asovo a dizajnom vzdialené dve ge-
neracie. Vyvojovo starsi pristroj (Mios), resp. gene-
racia, ku ktorej konstrukéne patri, sa dlhodobo vyu-
zival v beznej rutinnej biochemickej analyze ako aj
experimentalnych pracach az do nastupu plnoauto-
matickych analyzatorov [7]. Ztoho vyplyva, Ze
v pripade, ak boli publikované vysledky spracova-
nia dat napriklad v obdobi pred dvadsiatimi rokmi,
v sucasnej dobe nemusia stihlasit’ s aktualne stano-
venymi hodnotami. Je sice v§eobecny uzus, overo-
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vat’ a odvolavat’ sa na literdrne zdroje s o mozno
najrecentnejSim datumom publikovania, v niekto-
rych pripadoch (a v mikrobioldgii obzvlast) to ne-
musi platit’ a je nutné za Casu na cas revalidovat’ aj
starSie udaje.

To, ¢o je kli€ové na uvedenych datach, je
zrejmé z dajov uvedenych v tabul’ke 1. Vysledky
studii sa Castokrat udavaju v podobe zakladnej po-
pisne;j Statistiky (pocet, aritmeticky priemer, smero-
dajna odchylka, median, minimum, maximum), za
ktorou vsak takmer vzdy nasleduje spracovanie dat
v podobe Statistického testu a nasledne interpreto-
vanej p-hodnoty testovacieho kritéria Statistického
testu. To moéze byt akceptovatelné a zmysluplné
vtedy, ak sa data ziskali na jednom type pristroja.
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V nasom pripade vsak ukazujeme priklad stanove-
nia, ked’ jeden a ten isty parameter je stanoveny tym
istym laboratornym principom na dvoch réznych
analyzatoroch. V takomto pripade ,,klasické* Statis-
tické testy nemaju vypovednu hodnotu a nastupuji
Specialne modely (napr. Passing-Bablokova regre-
sia) [8]. Bland-Altmanove grafy danu situaciu s pre-
hladom znazoriuji okamzite. V tomto pripade aj
napriek numerickym (kardinalnym) datam bola vy-
konavana interpretacia vysledkov podla ordinal-
neho kritéria (miera tvorby biofilmu ziadna — slaba
— mierna — silnd), teda nevyuzivali sa primarne ¢i-
selné udaje. V naSom pripade sme si zvolili ako re-
ferencny pristroj, ktorého vysledky buda smero-
dajné pre interpretaciu a hodnotenie dat, novsi
a s nizSou variabilitou vysledkov (Apollo).

Skusme si predstavit’ hypoteticka situaciu, ze
uvedené vysledky by boli ziskané na zaklade labo-
ratorneho stanovenia nejakého biochemického pa-
rametra (napr. koncentracia alebo napr. enzymova
aktivita). V pripade natolko odlisnych vysledkov
a systematickej odchylke (druhy pristroj ,,nadhod-
nocuje” udaje v dosledku ¢oho je rozdiel uvedeny
na osi y pod nulovou hranicou, kde by sme ho oca-
kavali v idedlnom pripade zhody pristrojov, graf 1)
mozu mat’ laboratérne stanovenia réznych pacien-
tov, zahrnutych v klinickych Stadiach, velky vplyv
na Statistické vlastnosti vysledného stboru dat ako
aj na vysledky, ziskané Statistickym spracovanim.

ZAVER

Snaha o objektivne a exaktné data je typicka pre
biomedicinske discipliny a zakladnt filozofiu pri-
stupu mediciny zaloZenej na dokazoch. Na druhej
strane je vSak v tejto oblasti pritomna vel'mi Siroka
variabilita, ktord je dana nielen r6znymi metodolo-
gickymi principmi, ale aj technickymi odliSnostami
analyzatorov, ktoré pracuju na tom istom analytic-
kom principe. Negativne vplyvy tejto variability
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mozno potladit’ vhodnym dizajnom §tadii/experi-
mentov a doslednym overovanim zamenitel'nosti /
zastupitel'nosti pouzitych laboratérnych pristrojov.
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