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POPIS KRATICA

CLIA engl. Chemiluminescent immunoassay

Kemiluminiscentna imunoanaliza

LC-MS/MS  engl. Liquid chromatography - tandem mass spectrometry

Tekucinska kromatografija spregnuta s tandemskom masenom spektrometrijom

SD engl. Standard deviation

Standardna devijacija

SHBG engl. Sex hormone binding globulin

Globulin koji veZe spolne hormone



1. UvOD

1. UvOD

Laboratorijski nalazi u velikoj mjeri predstavljaju temelj u postavljanju dijagnoze i lijecenju,
stoga je suvremena medicina nezamisliva bez medicinsko laboratorijske dijagnostike. Pogreske
u laboratorijskom radu mogu ugroziti sigurnost pacijenata i imati ozbiljne posljedice na njihovo
zdravlje. Kako bi laboratorijski nalaz doista bio odraz zdravlja pacijenata, nuzno je osigurati
njegovu pouzdanost i to¢nost primjenjujuci sustav kvalitete. Uvodenje sustava upravljanja
kvalitetom sukladno medunarodnoj normi HRN EN ISO 15189 uvelike doprinosi smanjenju i
pravovremenom uklanjanju svih moguéih pogresaka koje mogu ugroziti sigurnost pacijenata
(D).

Evaluacija metode jedna je od vaznih komponenti sustava kvalitete koja osigurava stalnu
kvalitetu klinickog laboratorija te je neophodna pri implementaciji nove metode. Evaluacija
metode je sustavno izvodenje laboratorijskih postupaka u svrhu prikupljanja i analize podataka
za prosudbu analiticke izvedbe laboratorijske metode, kako bi se ispitala prikladnost za
predvidenu klinicku svrhu. Evaluacija metode se moze podijeliti u dva segmenta, validaciju
metode u kojoj se prvenstveno utvrduje izvedba laboratorijske metode i verifikaciju metode u
kojoj se karakteristike izvedbe metode verificiraju prema postavljenim Kriterijima uglavnom
osiguranim od proizvodaca reagensa. Verifikacija metode moze se smatrati skracenom
verzijom validacije koju provodi neposredni korisnik. Sukladno direktivi VD 98/79/EC (engl.
Directive on in vitro diagnostic medical devices, IVD 98/79/EC) proizvodaci su duzni provesti
validaciju svih metoda namijenjenih u dijagnosticke svrhe, dok se od korisnika ocekuje
verifikacija metode kojom se potvrduje kako su karakteristike metode primjenjive u rutinskom

radu laboratorija (2).

1.1. VERIFIKACIJA METODE

Verifikaciju metode je nuzno provesti prije rutinske primjene, prilikom prijenosa metode u
drugi laboratorij ili ukoliko dode do promjene uvjeta (2). Postupkom verifikacije se provjerava
zadovoljava li metoda potrebe pojedinog laboratorija u vlastitom okruZenju, s vlastitim
osobljem i uzorcima (3). Tijekom postupka verifikacije provjeravaju se sljedec¢e znacajke
metode: preciznost, to¢nost, linearnost i referentni intervali. Ukoliko nova metoda zamjenjuje
prethodno koriStenu, potrebno je ispitati postoji li razlika u rezultatima mjerenja koja moze

utjecati na donoSenje klinicke odluke.
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1.1.1. Preciznost

Preciznost se definira kao bliskost slaganja rezultata ispitivanja istog uzorka dobivenih
visestrukim ponavljanjima i predstavlja rasprSenost oko srednje vrijednosti mjerenja. Manja
rasprSenost predstavlja manju nepreciznost (4). Preciznost se moze promatrati kroz dvije razine:
ponovljivost i medupreciznost. Ponovljivost oznacava preciznost u seriji pri cemu se isti uzorak
analizira viSe puta u jednoj analitickoj seriji. Medupreciznost oznacava preciznost iz dana u dan
te se provodi kroz viSe dana. Ponovljivost i medupreciznost se analiziraju kroz pet dana te se
izrazavaju kao standardna devijacija (SD) ili koeficijent varijacije. Prema smjernici EP15-A2
User verification of performance for precision and trueness, uzorci koji se koriste u ispitivanju
preciznosti moraju biti Sto sliénijega matriksa uzorcima bolesnika koji se koriste rutinski.
Verifikacija preciznosti metode provodi se kroz pet uzastopnih dana pri ¢emu se svaki dan pusta

po jedna serija uzoraka u triplikatu, u dvije koncentracijske razine analita (5).

1.1.2. Toénost

Tocnost se definira kao bliskost slaganja izmjerene vrijednosti i prave vrijednosti mjerene
veli¢ine (5). Postupak ispitivanja to¢nosti se provodi kroz pet dana. Potrebno je Koristiti
materijal s definiranim vrijednostima u dvije koncentracijske razine. Osim referentnog
certificiranog materijala, za provjeru to¢nosti mogu biti koriSteni uzorci za ispitivanje kontrole
kvalitete. Oba materijala imaju to¢no poznatu koncentraciju analita $to omogucuje dobru

procjenu to¢nosti metode. To¢nost metode se izrazava kroz mjerno odstupanje (engl. bias). (5).

1.1.3. Linearnost

Sukladno smjernici EP06-A Evaluation of the linearity of quantitative measurement
procedures: a statistical approach, linearni raspon deklariran od strane proizvodaca dovoljno
je ispitati na pet do sedam uzoraka. Preporuceni materijal je smjesa uzoraka jer tako ne dolazi
do promjene matriksa. Osim smjese (engl. pool) uzoraka, za provjeru linearnosti mogu se
koristiti uzorci pacijenata razrijedeni dodatkom otapalu koji preporucuje proizvodac ili
fiziolosSkom otopinom te kalibratorom (komercijalni kontrolni materijal). Pri koristenju smjese
uzoraka, nuzno je odabrati dvije smjese, jednu s koncentracijom analita blizu gornje granice, a
drugu smjesu s koncentracijom blizu donje granice deklariranog raspona linearnosti. Sva se

mjerenja izvode u duplikatu pri ¢emu redoslijed mjerenja mora biti nasumican. Rezultati
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mjerenja analiziraju se polinomijalnom regresijskom analizom (6,7).

1.1.4. Provjera referentnih intervala

Referentni intervali obi¢no predstavljaju sredi$nji interval od 95 % promatranih vrijednosti
analita medu zdravim subjektima te sluzi za usporedbu s laboratorijskim nalazima i za njihovu
interpretaciju. U idealnim uvjetima, svaki laboratorij bi trebao izraditi svoje referentne intervale
specifiéne za metode koje posjeduje i specifiéne za lokalno stanovnistvo. Medutim, njihova
izrada je previse kompleksna, zahtijeva puno vremena i financijskih sredstava, stoga laboratoriji
mogu Vverificirati referentne intervale utvrdene drugim izvorima poput velikih multicentri¢nih
studija. Verifikacijom se provjerava jesu li referentni intervali primjenjivi za namijenjenu
populaciju bolesnika. Dovoljno je provijeriti referentne intervale na 20 uzoraka zdravih
ispitanika (8).

Ukoliko su vise od dvije vrijednosti izvan granica, deklarirani intervali se ne mogu koristiti.

1.2. TESTOSTERON

Testosteron je primarno muski spolni hormon odgovoran za brojne spolne funkcije poput
spolne diferencijacije, spermatogeneze i plodnosti u muskaraca. Uz to, testosteron je odgovoran
za razvoj primarnih spolnih karakteristika, a to ukljucuje spustanje testisa, povecanje penisa i
testisa te povecanje libida.

Testosteron je takoder odgovoran u razvoju sekundarnih spolnih karakteristika. One ukljucuju
dlakavost, promjenu i produbljivanje glasa, ubrzani rast u pubertetu, kao i rast skeletnih miSica
zbog stimulacije sinteze proteina (9,10).

Testosteron se u muskaraca primarno sintetizira u Leydigovim stanicama koje se nalaze u
intersticiju testisa (9). Luteiniziraju¢i hormon (LH) jedan je od glavnih hormona odgovornih za
izlu€ivanje testosterona. Vecina testosterona vezana je za proteine plazme, i to ponajvise za
globulin koji veze spolne hormone (engl. Sex hormone binding globulin, SHBG), ali postoji i
slabo vezan za albumin. Manja koncentracija slobodnog testosterona u krvi djeluje na razini
tkiva, ponajprije sjemenih mjehurica, kostiju, misica i prostate (9,10).

Razni defekti u funkciji testosterona imaju za posljedicu karakteristi¢ne klinicke pokazatelje.
Iznimno niska razina testosterona u muskaraca moZe upucivati na hipogonadizam,
hipopituitarizam, hiperprolaktinemiju, zatajenje bubrega, cirozu jetre ili Kleinfelterov sindrom.

Visoke vrijednosti testosterona mogu biti posljedica adrenalnih tumora i tumora testisa,
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kongenitalne adrenalne hiperplazije (KAH-e) ili abnormalnosti u osi hipotalamus-hipofiza-
testisi.

U Zena se testosteron proizvodi u jajnicima, nadbubreznoj zZlijezdi i perifernim masnim tkivima,
no u znatno manjoj koncentraciji. Vecina testosterona u serumu zena veze se uz SHBG i
albumin, uz malu koli¢inu u slobodnom stanju. PoviSene vrijednosti testosterona u Zena mogu
upucivati na sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS), stromalnu hipertekozu, tumore jajnika i

nadbubrezne zlijezde, KAH-u te druge poremecaje osi hipotalamus-hipofiza-jajnici (9,10).

1.2.1. Metode odredivanja testosterona

U medicinskim laboratorijima za odredivanje koncentracije testosterona rutinski se koriste
imunokemijske metode. Prednosti imunokemijskih metoda su njihova brzina, jednostavnost,
robusnost i osjetljivost. Osim toga, za provedbu analize potrebna je vrlo mala koli¢ina uzorka i
nije potrebna posebna priprema uzorka. Unato¢ podjeli imunokemijskih metoda prema brojnim
kriterijima, sve imaju zajednicki princip, a to je vezanje specificnog protutijela na antigen pri
cemu se detektira stvoreni kompleks uporabom razli¢itih obiljezivaca. Unato¢ svojim
prednostima, glavni nedostatak imunokemijskih metoda je njihova podloznost
interferencijama, tj. moguénost promjene izmjerene vrijednosti u odnosu na pravu vrijednost
zbog prisustva interferirajucih tvari u bioloSkom uzorku. Interferencije se mogu podijeliti u tri
osnovne skupine: krizna reaktivnost, prozonski u¢inak i u¢inak matriksa (11).

Nadalje, referentna metoda za odredivanje koncentracije testosterona je metoda tekucinske
kromatografije spregnute sa masenom spektrometrijom (engl. Liquid chromatography -
tandem mass spectrometry, LCMS/MS). LCMS/MS je sofisticirana tehnika koja omogucuje
rezultate visoke osjetljivosti i specificnosti. Osim navedenih, prednost ove tehnike je
mogucnost istovremene analize viSe srodnih analita, kao i velika baza podataka pomocu koje
se dobiveni analiti mogu identificirati. Nedostatci LCMS/MS tehnike su sklonost interferenciji
u vidu ionske supresije, slozena i dugotrajna priprema uzorka, potreba visoko educiranog kadra
1 visoka cijena. Takoder, jedan od nedostataka kljucan za klinicku primjenu je neprikladnost

metode za hitnu dijagnostiku (11,12).
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2. CILJEVI RADA

Cilj rada je ispitati izvedbene znacajke metode za odredivanje koncentracije testosterona na

analizatoru Unicel DxI 600 tvrtke Beckman Coulter.

Specifiéni ciljevi ovoga rada su :
1. lIspitati preciznost, istinitost i linearnost CLIA (engl. chemiluminescent immunoassay,
CLIA) metode za odredivanje koncentracije testosterona na analizatoru Unicel DxI
600.
2. Usporediti rezultate izmjerene CLIA metodom s rezultatima izmjerenima LCMS/MS
metodom.
3. Napraviti provjeru referentnih intervala.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. USTROJ STUDIJE

IstraZivanje je presje¢nog tipa.

3.2. ISPITANICI/UZORCI

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolni¢kog centra Osijek, uz suglasnost predstojnika Zavoda i odobrenje Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Za usporedbu metoda koristena su 123 ostatna uzorka seruma pacijenata koji su imali zatrazenu

pretragu odredivanja koncentracije testosterona, prikupljenih tijekom studenog 2022. godine.

.......

3.3. METODE

U ovome radu koncentracija testosterona mjerena je CLIA metodom na analizatoru Unicel DxI

600 tvrtke Beckman Coulter i usporedena s koncentracijom izmjerenom LCMS/MS metodom.

3.3.1. Kemiluminiscentna imunoanaliza

Koncentracija testosterona izmjerena je imunoenzimskim kompetitivnim testom. Uzorak se
dodaje u reakcijsku posudu zajedno s otopinom za obradu uzorka koja otpusta testosteron u
uzorku. Reakcijskoj posudi dodaju se paramagnetske Cestice obloZzene antimisjim poliklonskim
antitijelima, mi$ja monklonska antitestosteronska antitijela te konjugat testosterona i alkalne
fosfataze. Nakon $to se otpusti s nosivih proteina, testosteron se natjeCe za vezna mjesta na
specifiénim antitestosteronskim monoklonskim antitijelima sa konjugatom testosterona i
alkalne fosfataze. Antitijelo veZe komplekse antigena i antitijela na krutu fazu koji se nakon
inkubacije u reakcijskoj posudi drzi u magnetskom polju, dok se nevezani materijal ispire. U
posudu se potom dodaje kemiluminiscentni supstrat te se svjetlost mjeri luminometrom.

Koli¢ina svjetla je obrnuto proporcionalna koncentraciji testosterona u uzorku (13).
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3.3.2. Tekudinska kromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom

LCMS/MS je analiticka metoda koja se smatra zlatnim standardom za razdvajanje,
identifikaciju i kvantifikaciju komponenti uzorka. Metoda ima visoku osjetljivost i specifi¢nost.
Za analizu je potrebno pripremiti uzorak seruma postupkom deproteinizacije, ekstrakcije
tekuce-tekuce, ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, uparavanjem i rekonstitucijom u manjem volumenu
mobilne faze. Princip rada LCMS/MS tehnike temelji se na razdvajanju komponenti uzorka
prema fizikalnim (veli¢ina molekula) ili kemijskim svojstvima (afinititet i naboj molekula),
koje se zbog navedenih razlika zadrzavaju razli¢itim vremenom na kromatografskoj koloni.
Nakon razdvajanja molekula analita, slijedi njihova detekcija masenim spektrometrom. Analiti
se identificiraju preko omjera mase i naboja i prikazuju pikovima. Nuzno je da se cijeli proces
odvija u kontroliranim uvjetima definiranima pri postavljanju same metode. Snagu ovoj metodi

pridaje i velika baza podataka koja omogucuje identifikaciju dobivenih analita (12,13).

3.4. POSTUPAK ISTRAZIVANJA

3.4.1. Provjera preciznosti

Provjera preciznosti metode provedena je prema CLSI (engl. Clinical & Laboratory standard
institute, CLSI) smjernici EP05-A2 Evaluation of precision performance of quantitative
measurement methods. Koristeni su komercijalno dostupni kontrolni uzorci proizvodaca Sero
(Seronorm: Immunoassay Lyo L-1 LOT 2010908, Immunoassay Lyo L-2 LOT 2011909). Svi
kontrolni uzorci mjereni su u triplikatu tijekom 5 uzastopnih dana u dvije koncentracijske
razine. Iz dobivenih vrijednosti odredivala se preciznost u seriji, tj. ponovljivost i preciznost iz

dana u dan, tj. medupreciznost.

3.4.1.1. Provjera ponovljivosti

Ponovljivost (Sp) predstavlja ukupnu SD-u izra¢unatu iz SD-e svakog pojedinog dana tijekom

5 uzastopnih dana mjerenja prema formuli:

D
D
Sp o d=1

D(n-1)
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pri ¢emu ,,D* predstavlja ukupni broj dana (5); n — ukupni broj uzoraka po seriji po danu (3);
Xdi — rezultat mjerenja ,,i unutar serije na dan ,,d*; Xq - srednju vrijednost svih mjerenja za dan

,,d*“. Srednje vrijednosti svih mjerenja za svaki pojedini dan prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Srednje vrijednosti mjerenja po danima

Dan mjerenja Srednja vrijednost svih Srednja vrijednost svih
mjerenja za kontrolu Sero | mjerenja za kontrolu Sero
1 (nmol/L) 2 (nmol/L)
1 21,41 2,00
2 21,85 2,06
3 21,42 2,25
4 20,69 2,29
5 21,86 2,29

3.4.1.2. Provjera medupreciznosti

Medupreciznost (Sm) racuna se preko varijance srednjih vrijednosti mjerenja (Sb?) izracunatih

za svaki dan istrazivanja prema formuli:

B —_— =
Zd=1(xd _x)z
D-1

5=

pri¢emu x¢ oznacava srednju vrijednost mjerenja za dan ,,d* (Tablica 1); X sred nju vrijednost

svih mjerenja. 1z dobivene vrijednosti ratuna se medupreciznost prema sljedecoj formuli:

n—1 ) )
Sm = ” xSp* + S

pri éemu ,,n“ predstavlja broj uzoraka po seriji (n = 3).

Dobivene se vrijednosti usporeduju s vrijednostima deklariranima od strane proizvodaca, nakon

¢ega se donosi zakljuc¢ak o prihvatljivosti preciznosti.

3.4.2. Provjera to¢nosti



3. ISPITANICI | METODE

Provjera to¢nosti metode provedena je prema smjernici EP15-A2 User verification of
performance for precision and trueness. Za provjeru tocnosti koriSteni su komercijalno
dostupni kontrolni uzorci proizvodaca Sero (Seronorm: Imunoassay Lyo L-1 LOT 2010908,
Imunoassay Lyo L-2 LOT 2011909). Svaki kontrolni uzorak mjeren je u tri serije tijekom pet
uzastopnih dana u dvije koncentracijske razine. 1z izmjerenih vrijednosti izracunate su srednja
vrijednost i SD koji su usporedeni sa deklariranim srednjim vrijednostima pomoc¢u kojih su
izraCunate granice prihvatljivosti za odstupanje (engl. bias). Ako je deklarirana vrijednost

analita unutar verifikacijskog intervala, prihvaca se istinitost koju je deklarirao proizvodac.

3.4.3. Provjera linearnosti

Linearnost se ispitivala koristenjem kalibratora kroz pet mjerenja u duplikatu. Koristeni su
kalibratori Access Testosterone vrijednosti O nmol/L i maksimalne vrijednosti 55,5 nmol/L.
Kalibratori su prije mjerenja stavljeni u unaprijed odredeni omjer. Raspored mjerenja prikazan
je u Tablici 2, pri ¢emu je kalibrator vrijednosti 0 nmol/L prikazan oznakom ,,0 cal®, dok je

kalibrator vrijednosti 55,5 nmol/L prikazan oznakom ,,high cal®.

Tablica 2: Udio 0 i high kalibratora pri provjeri linearnosti

Uzorak/kalibrator 0 cal high cal
1 4 nmol/L 0 nmol/L
2 3 nmol/L 1 nmol/L
3 1 nmol/L 1 nmol/L
4 1 nmol/L 3 nmol/L
5 0 nmol/L 4 nmol/L

Potom su Wilcoxonovim testom sume rangova usporedeni rezultati dobivenih mjerenja i

ocekivanih mjerenja te prikazani graficki uz pripadajuce P vrijednosti.

3.4.4. Provjera referentnih intervala

U uputama uz reagens za odredivanje testosterona CLIA metodom na Unicel DxI 600
analizatoru, navedeni su referentni intervali za odraslu populaciju (od 18 godina) razvrstani
prema spolu, a muskarci dodatno u tri kategorije prema dobi. Verifikacija referentnih intervala

napravljena je za Zenski spol koriStenjem 20 uzoraka naizgled zdravih Zena.
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3.4.5. Provjera usporedivosti metoda

Za provjeru usporedivosti CLIA i LC-MS/MS metode analizirana su 123 ostatna uzorka
seruma. Uzorci su najprije analizirani LC-MS/MS metodom, a zatim CLIA metodom na
analizatoru Unicel DxI 600.

3.5. STATISTICKE METODE

Za izraCun rezultata mjerenja preciznosti, istinitosti i linearnosti koristen je program Microsoft
Excel. Za usporedbu i prikaz podataka dobivenih dvjema analitickim metodama koristen je
statisticki program MedCalc (Medcalc Software, Mariakerke, Belgium), tj. Passing-Bablok
regresijska analiza i Bland-Altmanova analiza. Korelacija mjerenja ispitana je Pearsonovim
koeficijentom korelacije. Vrijednost P < 0,05 predstavlja razinu zna¢ajnosti koja se koristi za

ocjenu statistiCcke znacajnosti dobivenih rezultata.
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4. REZULTATI

4.1. Preciznost

Ispitivanje preciznosti ukljucivalo je mjerenje ponovljivosti i medupreciznosti.

Izmjerena ponovljivost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 6,3 %, dok za visoku
koncentracijsku razinu iznosi 4,2 %. Ponovljivost niske koncentracijske razine deklarirana od
strane proizvodaca iznosi 4 %, dok visoke koncentracijske razine 3 %.

Izmjerena medupreciznost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 6,1 %, dok za visoku
koncentracijsku razinu iznosi 3,6 %. Kriterij proizvodata za medupreciznost za nisku

koncentracijsku razinu iznosi 6,2 %, dok za visoku iznosi 7,1 %.

4.2. Tocnost

Ispitivanje to¢nosti uklju¢ivalo je mjerenje granica prihvatljivosti za odstupanje (engl. bias).
Izmjereni relativni bias iznosi 2,4 za visoko koncentracijsko podruéje, dok za nisko
koncentracijsko podrucje iznosi -15,2. Deklarirani bias nije naveden od strane proizvodaca.

Prema EFLM kriterijima, poZeljni bias iznosi 6,2.

4.3. Linearnost

col—
sof— /
T - s
30
I d
20
e oA
10—
ok - -

Mjerenje 1_nmol 1. Ocekivana _vrijjednost_nmol_ L.

Slika 1. Razlike izmedu vrijednosti prvog mjerenja i ocekivane vrijednosti
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Slika 2. Razlike izmedu vrijednosti drugog mjerenja i o¢ekivane vrijednosti

Linearnost je ispitivana koriste¢i kalibratore nakon Cega su se izmjerene vrijednosti
usporedivale sa oc¢ekivanim vrijednostima Wilcoxonovim testom sume rangova. Razlika
izmedu prvog mjerenja i o¢ekivanih vrijednosti prikazana je na Slici 1. Pripadajuca P vrijednost
iznosi 0,00679. Razlika izmedu drugog mjerenja i ocekivane vrijednosti prikazana je na Slici 2

s pripadaju¢om P vrijednosti 0,0679.

4.4. Referentni intervali

Koncentracije testosterona CLIA metodom na Unicel DxI instrumentu izmjerene su na uzorku
od 20 naizgled zdravih Zena starijih od 18 godina koje su imale koncentracije testosterona
LCMS/MS metodom unutar referentnog intervala (0,07 — 1,56 nmol/L).

Srednja vrijednost koncentracija testosterona LCMS/MS metodom bila je 0,97 (95 % CI 0,85
— 1,20), a CLIA metodom 1,71 (95 % CI 1,43 — 1,99). Od 20 rezultata izmjerenih CLIA
metodom samo jedan nije bio unutar deklariranog raspona referentnog intervala za zene (< 0,35

— 2,56 ng/mL), dok su preostali bili unutar raspona (19/20).

4.5. Usporedba metoda

12
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Slika 3. Bland-Altman prikaz usporedbe metoda. Sredi$nja puna linija oznacava srednju

vrijednost razlike u mjerenjima, dok isprekidane linije oznacavaju standardnu devijaciju

razlike u mjerenjima.

Na Bland-Altmanovu prikazu podataka oznacena je srednja vrijednost razlike u mjerenjima

(0,1502) te SD razlike u mjerenjima (-3,8777 — 4,1780).

Testosteron DxI (nmol/L)
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¥y =0,139 + 1.211 x
1 n=123

= 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Slika 4. Passing-Bablok analiza usporedbe LCMS/MS i CLIA metode. Puna crta predstavlja

regresijski pravac, isprekidane crte intervale pouzdanosti, sitno isprekidana crta idealni

pravac.
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Rezultati Passing — Bablok regresijske analize rezultata mjerenja LCMS/MS i CLIA metodom
rezultiraju jednadzbom pravca y = 0,139474 (95 % CI -1,906 — 0,4019) + 1,210526 (95 % ClI
0,9900 — 1,4537)x koja opisuje matematicki odnos izmedu dviju metoda. Odsjecak na osi x
pomocu kojega se procjenjuje konstantno odstupanje izmedu metoda iznosi 0,1395 (-1,906 —
0,4019) nmol/L. Rezultati regresijske analize za koeficijent smjera pravca iznosi 1,211 (0,9900
—1,4537) nmol/L.

Korelacija mjerenja ispitana je Pearsonovim koeficijentom korelacije pri cemu je dobivena

izvrsna medusobna povezanost dvaju mjerenja (r = 0,9538; P < 0,0001; 95 % CI 0,9346 —
0,9675).
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Pouzdani i to¢ni nalazi kljuéni su u postavljanju dijagnoze i lije¢enju. Kako bi to bilo moguce,
u laboratorijski rad nuzno je uvesti sustav kvalitete. Svaki medicinski laboratorij duzan je pratiti
smjernice medunarodne norme HR EN ISO 15189 kako bi se moguénost pogreske, samim time
1 ugrozavanje sigurnosti pacijenta, svelo na minimum. Pri uvodenju novih metoda u rad
laboratorija, nuzno je provesti postupak evaluacije prema direktivi IVD 98/79/EC. Evaluacija
metode ukljuCuje postupke validacije 1 verifikacije. Validacijom se smatra utvrdivanje
izvedbenih znacajki metode koju je duzan provesti proizvodac, dok se verifikacijom potvrduju
radne znaCajke metode 1 provodi ju sam korisnik. Verifikacijom metode provjeravaju se
sljedece znacajke: preciznost, to¢nost, linearnost i referentni intervali.

Istrazivanje je uklju¢ivalo mjerenje koncentracije testosterona dvjema metodama,
imunokemijskom CLIA i kromatografskom LCMS/MS. Imunokemijske metode c¢esto su
koristene u klini¢kim laboratorijima. Odlikuju se osjetljivosc¢u, jednostavnoséu i1 brzinom.
Takoder, za analizu nije potrebna posebna priprema uzorka te je dovoljna relativno mala
koli¢ina uzorka. Princip imunokemijskih metoda se temelji na vezivanju antitijela na antigen
nakon Cega se koriStenjem obiljezivaca detektira stvoreni kompleks antigen-antitijelo. Glavni
nedostatak imunokemijskih metoda je njihova podloznost interferencijama. LCMS/MS je
referentna metoda za odredivanje koncentracije testosterona i karakterizira ju visoka osjetljivost
i specifi¢nost. Uz brojne prednosti, LC-MS/MS ima i negativnih strana. Prva od njih je sklonost
interferencijama koja utjece na rezultat mjerenja i rezoluciju dobivenih pikova. Druga od njih
je dugotrajna priprema uzorka za ovakvu dijagnostiku, $to ju ¢ini neprikladnom za dijagnostiku
hitnih stanja. Takoder, vazan nedostatak je i visoka cijena, ali i visoko educirani kadar potreban
za rukovanje ovom analizom.

Mjerenje preciznosti ukljucivalo je mjerenje ponovljivosti i medupreciznosti u visokoj i niskoj
koncentracijskoj razini. Izmjerena ponovljivost za nisku koncentracijsku razinu visa je od
ponovljivosti deklarirane od strane proizvodaca koja iznosi 4 %. Zaklju¢eno je da ponovljivost
niske koncentracijske razine ne zadovoljava kriterije postavljene od strane proizvodaca.
Deklarirana ponovljivost visoke koncentracijske visa je od izmjerene ponovljivosti koja iznosi
4,2 %, $to takoder znaci da izmjerena ponovljivost ne zadovoljava kriterije proizvodaca.
Izmjerena medupreciznost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 6,1 %, a medupreciznost
deklarirana od strane proizvodaca iznosi 6,2 % ¢ime je zadovoljena deklarirana medupreciznost
u podrucju niskih koncentracija. Medupreciznost visoke koncentracijske razine iznosi 3,6 %,

dok deklarirana 7,1 % cime je takoder zadovoljena deklarirana medupreciznost.
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Ispitivanjem ponovljivosti i medupreciznosti u komercijalnim kontrolama niske i visoke
koncentracijske razine zakljuCeno je da metoda ne zadovoljava kriterije proizvodaca za
ponovljivost, ali zadovoljava kriterije proizvodaca za medupreciznost. Prema Kriterijima
Europske federacije za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu (engl. European federation of
clinical chemistry and laboratory medicine, EFLM) pozeljna preciznost iznosi 6,3 % (14).
Prema EFLM kriterijima za biolosku varijaciju, izmjerena preciznost zadovoljava kriterij.
Prema EFLM kriterijima, kod ispitivanja to¢nosti, pozeljni bias iznosi 6,2. Ispitivanjem to¢nosti
u komercijalnim kontrolama niske i visoke koncentracijske razine zaklju¢eno je da metoda
zadovoljava EFLM kriterije za visoku koncentracijsku razinu, dok za nisku ne zadovoljava.

U istrazivanju Ruggera Dittadija i suradnika iz 2017. godine u kojemu se usporedivalo mjerenje
testosterona CLIA metodom i LCMS/MS metodom, izmjereni raspon biasa iznosio je 2,7 % -
34,7 % pri ¢emu je veci bias mjeren za nisko koncentracijsko podrucje (15).

U grafi¢kim prikazima vrijednosti prvog mjerenja i o¢ekivanih vrijednosti mjerenja nema vecih
odstupanja isto kao i u slu¢aju usporedbe vrijednosti drugog mjerenja i oéekivanih vrijednosti
mjerenja.

Od 20 rezultata izmjerenih CLIA metodom samo jedan nije bio unutar deklariranog raspona
referentnih intervala za zene, dok su preostali bili unutar raspona. Prema tome, deklarirani
referentni intervali za Zzene od 18 godina zadovoljavaju verifikacijske kriterije te se mogu
preuzeti i koristiti u rutinskom radu.

Na Bland-Altman prikazu podataka, dva rezultata izlaze van raspona + 1,96 SD. Rasipanje
podataka znatno je vece u nizem koncentracijskom podrucju. Rezultati koncentracija
testosterona mjereni CLIA metodom prosjecno su viSi od rezultata mjerenih LCMS/MS
metodom.

Passing-Bablok regresijskom analizom rezultata mjerenja dobivenih ovim istrazivanjem CLIA
i1 LCMS/MS metodama pokazano je kako izmedu metoda ne postoji statisti¢ki znacajno
konstantno odstupanje budu¢i da vrijednost intervala pouzdanosti odsjecka obuhvaca vrijednost
nula. Takoder, izmedu metoda ne postoji ni proporcionalno odstupanje izmedu mjerenih
vrijednosti budu¢i da rezultat regresijske analize za koeficijent smjera pravca obuhvaca
vrijednost jedan. Zakljucuje se kako su metode usporedive, a tome u prilog ide i1 izmjereni
Pearsonov koeficijent korelacije koji pokazuje izvrsnu medusobnu povezanost dvaju mjerenja.
Sli¢no istrazivanje proveli su Martinez-Escribano i sur. 2020. godine u kojemu su mijerili
testosteron u mladih pretilih muskaraca pritom usporedujuéi rezultate imunokemijske metode i

LCMS/MS metode. Preciznost u seriji, tj. ponovljivost navedenog istrazivanja iznosila je 4,7
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% za nisku koncentracijsku razinu, dok je za visoku koncentracijsku razinu iznosila 3,4 %.
Medupreciznost u niskoj koncentracijskoj razini je iznosila 6,7 %, dok u visokoj 7,6 %.
Rezultati Passing-Bablok regresijske analize dali su vrijednost koeficijenta smjera 1,1603 (95%
Cl 1,0735 — 1,2529) i odsjecka 0,0533 (95 % CI -0,2109 — 0,2876). Buduc¢i da vrijednost
odsjecka ukljucuje nulu, ne postoji statisticki znacajno konstantno odstupanje izmedu dviju
metoda. Vrijednost koeficijenta smjera ne ukljucuje vrijednost jedan, zakljucuje se kako izmedu
metoda postoji statisticki znacajno konstantno odstupanje (16).

Konac¢no, temeljem provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da se CLIA metoda na
instrumentu Unicel DxI 600 pokazala prikladnom za odredivanje koncentracije testosterona.

Budu¢i da je CLIA metoda brza 1 jednostavnija, njezina klini¢ka primjena ima brojne prednosti.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Ispitivanjem izvedbenih znacajki zaklju¢ujemo sljedece:

a) Metoda ne zadovoljava kriterije proizvodaca za ponovljivost, ali zadovoljava kriterije
proizvodaca za medupreciznost. lzmjerena preciznost zadovoljava EFLM Kkriterije za
biolosku varijaciju.

b) Metoda zadovoljava EFLM kriterije to¢nosti za visoku koncentracijsku razinu, dok za
nisku ne zadovoljava.

c) Linearnost metode je zadovoljavajuca.

2. Usporedbom metoda zakljucuje se kako su metode medusobno usporedive te dobro

koreliraju.

3. Provjerom referentnih intervala, deklarirani intervali zadovoljavaju verifikacijske kriterije te

se mogu Koristiti u rutinskom radu.
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Uvod:

Verifikacija metode kljucan je segment implementacije nove metode u rutinski rad laboratorija.
Testosteron, kao primarno muski spolni hormon, odgovoran je za brojne funkcije u muskaraca,
ali moze biti okida¢ raznih stanja i u Zena. Za mjerenje testosterona rutinski se koriste

imunokemijske metode, dok je referentna metoda LCMS/MS.

Cilj istrazivanja:

Cilj istrazivanja bio je ispitati verifikacijske znacajke CLIA metode na analizatoru Unicel DxI
600 (preciznost, tocnost, linearnost, referentni intervali) te usporediti CLIA metodu sa
LCMS/MS metodom.

Ispitanici i metode:

Za provjeru preciznosti i to¢nosti koristeni su kontrolni uzorci mjereni u triplikatu u dvije
razine. Za provjeru linearnosti koriSteni su kalibratori mjereni kroz pet mjerenja u duplikatu.
Provjera referentnih intervala napravljena je na uzorcima 20 naizgled zdravih Zena. Za provjeru
usporedivosti metode koriStena su 123 ostatna uzorka seruma pacijenata. Uzorci su mjereni

LCMS/MS, zatim CLIA metodom.

Rezultati:

Ponovljivost niske koncentracijske razine iznosi 6,3 %, visoke 4,2 %. Medupreciznost niske
koncentracijske razine iznosi 6,1 %, visoke 3,6 %. Izmjereni bias iznosi 2,4 za visoko i -15,2
za nisko koncentracijsko podrucje. Srednja vrijednost koncentracija testosterona LCMS/MS
metodom je 0,97 (95 % CI 0,85 — 1,20), CLIA metodom 1,71 (95 % CI 1,43 — 1,99). Bland-
Altman prikazuje srednju vrijednost razlike u mjerenjima (0,1502) te SD razlike u mjerenjima
(-3,8777 — 4,1780). Passing-Bablok regresijska analiza rezultira jednadZbom pravca
y =0,139474 (95 % CI -1,906 — 0,4019) + 1,210526 (95 % CI 0,9900 — 1,4537)x.

Zakljucak:

Istrazivanjem je potvrdeno da je imunokemijska metoda tvrtke Beckman Coulter za analizator
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Unicel DxI 600 prikladna za odredivanje koncentracije testosterona.

Kljuéne rijeéi: imunoanaliza, luminiscentna mjerenja, testosteron, referentni interval
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Verification of reagents for determination of testosterone concentration by

chemiluminescence immunoassay on Unicel DxI 600 analyzer

Introduction:

Verification of the method is a key segment of the implementation of the new method in the
routine work of the laboratory. Testosterone, as a primarily male sex hormone, is responsible
for numerous functions in men, but it can trigger various conditions in women as well.
Immunochemical methods are routinely used to measure testosterone, while the reference
method is LCMS/MS.

Objectives:

The aim of the research was to examine the verification features of the CLIA method on the
Unicel DxI 600 analyzer (precision, accuracy, linearity, reference intervals) and to compare the
CLIA method with the LCMS/MS method.

Participants and methods:

To check the precision and accuracy of the method, control samples measured in triplicate at
two levels were used, while to check the linearity, calibrators were used, measured through five
measurements in duplicate. The verification of the reference intervals was made on the samples
of 20 apparently healthy women. To check the comparability of the method, 123 patient serum
samples were used. The samples were first measured by the LCMS/MS method and then by the
CLIA method on a Unicel DxI 600 analyzer.

Results:

Reproducibility of low concentration level is 6,3 %, reproducibility of high concentration level
is 4,2 %. Intermediate precision of low concentration level is 6,1 %, of high concentration level
is 3,6 %. The measured bias is 2,4 for the high and -15,2 for the low concentration area. The
mean value of testosterone concentrations by the LCMS/MS method was 0.97 (95% CI 0,85 —
1,20), and by the CLIA method 1,71 (95 % CI 1,43 — 1,99). Bland-Altman shows the mean

value of the difference in measurements (0,1502) and the SD of the difference in measurements
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(-3,8777—4,1780). Passing-Bablok regression analysis results in the line equationy =0,139474
(95 % CI -1,906 — 0,4019)) + 1,210526 (95 % CI 0,9900 — 1,4537)x. The correlation coefficient
is P <0,0001

Conclusion:
This research confirmed that the Beckman Coulter immunochemical method for the Unicel DxI

600 analyzer is suitable for determining testosterone concentration.

Keywords: immunoassay, luminescent measurements, testosterone, reference interval
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