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Sammanfattning

Prokalcitonin (PCT) &r en peptidprekursor till hormonet kalcitonin och kodas av
genen kalcitonin-1 (CALC-1). PCT anvands som biomarkor for bakteriella
infektioner och sepsis. | Region Blekinge analyseras P-PCT bara i Karlskrona.
Analysen utfors pa avdelningen for Klinisk kemi pa instrumentet Alinity i-serie
Abbot. PCT indikerar bakteriella infektioner och av denna anledning efterfragas av
flera avdelningar. Darfor &r det viktigt att verifiera en analysmetod for P-PCT i
Karlshamn, ifall instrumenten i Karlskrona &r ur funktion. Syftet med arbetet var att
verifiera analysmetoden for P-PCT pa instrumentet Alinity i-serie Abbot i
Karlshamn. Metodverifiering innebdr att bekréfta och bevisa att metoden uppfyller
specificerade krav. Metodverifiering utférdes genom att analysera 35 prover med
olika PCT-koncentrationer pa masterinstrument ”Shrek” i Karlskrona och pa
”Alinity 1” och ”Alinity 2” i Karlshamn. Metoderna jamfdrdes genom att studera
korrelationskoefficient och bias. Inom och total serie-precision mattes bara pa
”Alinity 1” som ska vara masterinstrument i Karlshamn. Inom serie-precision
mattes genom att analysera 25 replikat av tva kontrollnivaer och total serie-precision
genom att analysera 5 replikat/dag under 5 dagar. Resultaten blev att metoden pa
”Alinity 1” hade en god korrelation med metoden pa masterinstrument ”Shrek” och
ingen signifikant bias observerades mellan metoderna. Inom och total serie-
precision pa “Alinity 17 uppfyller kraven. Metoden pa ”Alinity 2” hade en god
korrelation med metoden pa masterinstrument ”Alinity 1” och ingen signifikant bias
observerades mellan metoderna. Slutsatsen var att verifiering av P-PCT pa
masterinstrument ”’Alinity 1’ och slavinstrument ”Alinity 2” var godkidnd och
dérmed verifierades en backupmetod for analysen P-PCT i Karlshamn.

Nyckelord

Prokalcitonin, Alinity, precision, bias, korrelation.
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Abstract

Procalcitonin (PCT) is a precursor protein of the hormone calcitonin and is encoded
by the gene Calcitonin-1. In the Blekinge Regional, P-PCT is only analyzed in
Karlskrona. The analysis is performed in the department of clinical chemistry on the
Alinity i-series instrument. PCT indicates bacterial infections and therefore, it is
important to have a backup method for the analysis when the instrument in the city
of Karlskrona is out of order. The aim of this work was to verify the analysis
method of P-PCT on the instrument Alinity i-series in the city of Karlshamn.
Analysis method verification means to confirm and prove that the method meets the
specified requirements. Verification was performed by analyzing 35 samples with
different concentration of PCT on the master instrument in Karlskrona and on
“Alinity 1” and “Alinity 2” in Karlshamn. The method was compared by studying
correlation coefficient and bias. The precision was measured only on “Alinity 1”
which would be the master instrument in Karlshamn. Precision was measured by
analyzing 25 replicates at two control levels and then was 5 replicates of each
control level analyzed over 5 days. The correlation was good and no significant bias
between results from Karlskrona and “Alinity 17 and between results from “Alinity
1” and “Alinity 2”. Precision on “Alinity 1” meets the requirements. The conclusion
was that verification of PCT on master instrument “Alinity 1 and slave instrument
“Alinity 2 was approved and the backup method for the PCT analysis in
Karlshamn was verified.

Keywords

Procalcitonin, Alinity, precision, bias, correlation
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Forkortningar

CALC-1= kalcitonin-1

CMIA= Chemiluminescent Microparticle Immunoassay
CV= variationskoefficient

LPS= lipopolysackarider

M= medelvarde

PCT= Prokalcitonin

r’= determinationskoefficienten

r= korrelationskoefficient

RLU= relativa ljusenheter

SD= standardavvikelse
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1 Introduktion
1.1 Prokalcitonin

Prokalcitonin (PCT) &r en peptidprekursor till hormonet kalcitonin och dess
molekylvikt &r 14 kDa. Den bestar av 116 aminosyror och kodas av genen
kalcitonin-1 (CALC-1) som finns i kromosom 11 hos méanniskor (1). Under normala
forhallanden uttrycks CALC-1 endast i C-celler i tyroidea och dar den transkriberas
och dversattas till PCT, se figur 1. Transkriptet klyvs sedan snabbt med hjalp av
proteolytiska enzymer till tre olika produkter vilka &r kalcitonin, katakalcin och N-
terminalt fragment. Eftersom néstan allt PCT som bildas klyvs till dessa tre
produkter, &r det en véldigt liten mangd som frisatts i blodcirkulationen (2). Hos
friska vuxna ar koncentrationen av PCT i plasman <0,05 pg/L (3).

]
[ Produktion av prokalcitonin ]

(CALC-7 gen)

Produktion av prokalcitonin vid Produktion av prokalcitonin vid
normala forhallanden sepsis och bakteriella infektioner,
C-celler (extratyreoidala organ )
- I — %
CT-mRNA CT-mRNA
v v
Pre-PCT Pre-PCT
v
PCT

\ 4
PCT
N-terminal 4—i—> Kalcitonin

katakalcin

Figur 1: Jamforelse mellan produktion av PCT under normala forhallande och under
bakteriella infektioner (BioRender)

PCT anvands som biomarkor for bakteriella infektioner och sepsis (blodforgiftning).
Vid bakteriella infektioner frisatts endotoxiner och lipopolysackarider (LPS).
Endotoxiner, LPS och proinflammatoriska cytokiner som till exempel TNF och IL-6
som stimuleras av bakteriella infektioner, gor att genen CALC-1 uttrycks

i extratyreoidala organ som lunga, lever, tarm, leukocyter och bukspottkortel. |
dessa organ omvandlas inte PCT till kalcitonin, katakalcin och N-terminalt fragment
utan det frisatts till cirkulationen, vilket gor att koncentrationen av prokalcitonin i
plasma 6kar vid bakteriella infektioner (1). Koncentrationen av PCT stiger
signifikant inom 6-12 timmar efter bakteriella infektioner och inom 2—4 timmar
efter sepsis. PCT har en ganska lang halveringstid pa 20-24 timmar. Nér patienten
far effektiv behandling med antibiotika sjunker koncentrationen av PCT till halften
pa 24 timmar. PCT ar valdigt viktigt for snabb diagnos av bakteriella infektioner.
PCT &r snabbare och har higre specificitet och selektivitet jamfort med C-reaktivt
protein (CRP) som &r en annan biomarkor for bakteriella infektioner (4).
Koncentrationen av PCT kan dven stiga vid kirurgiskt ingrepp, trauma, pankreatit,

1(19)
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peritonit, stora brannskador och vid vissa tumérer som tyroideacancer, lungcancer
och njurcancer (5).

P-PCT ansamlas i litium-heparinrdr vid provtagning for att indikera bakteriella
infektioner eller svarighetsgraden av bakteriella infektioner. Provet kan forvaras i
endast 8 timmar i originalror, for att kunna forvaras langre boér plasman avskiljas
och flyttas till ett ror utan tillsatts. Avskild plasma kan forvaras i 15 dygn i frys, 2
dygn i kyl och i ett dygn i rumstemperatur. Nar det galler vuxna och barn som ar
over 2 dygn galler foljande tolkningar av provresultat, provresultat som &r 0,10 -
0,25 pg/L tolkas som en osannolik bakterieinfektion, 0,25 - 0,50 pg/L tolkas som en
mojlig bakterieinfektion, 0,50 - 2,00 pg/L tolkas som en trolig bakterieinfektion
eller mojligt systemiskt bakterieinfektion/sepsis, 2,00 - 10,00 pg/L tolkas som en
trolig systemiskt bakterieinfektion/sepsis och > 10,00 pg/L tolkas som en svar
systemiskt bakterieinfektion/sepsis (3).

1.2 Alinity ci-series

Instrumentet Alinity ci-series bestar av tva olika delar, Alinity c-serie och Alinity i-
serie. Alinity c-serie anvéander fotometriska och potentiometriska metoder for att
analysera prover. Alinity i-serie anvander metoden Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay (CMIA) for att analysera prover. | Alinity i-serie finns &ven ett
optiskt system som gor avlasningar i relativa ljusenheter som sedan omvandlas till
koncentration (6).

1.2.1 Analysprincip

Metoden for kvantitativ bestdmning av PCT i human plasma & CMIA. CMIA-
teknik anvands for kvantifiering av specifika peptider, proteiner eller andra
molekyler i ett prov genom anvandning av antikroppar som ar specifika mot
malmolekylen. Provet blandas med paramagnetiska mikropartiklar, som ar kladda
med antikroppar som ar specifika mot malmolekylen i en reaktionskopp och
inkuberas. Malmolekylen i provet binder till mikropartiklarna och bildar ett
immunkomplex. Immunkomplexet attraheras med en magnet till en végg i
reaktionskoppen. Obundna partiklar tvattas bort. Akridinmérkta konjugat som ar
specifika mot malmolekylen tillsatts och binder till immunkomplexet, se figur 2. En
reaktion sker i blandningen och I6sningen blandas med en vortexblandare inne i
instrumentet. Dérefter inkuberas reaktionsblandningen och efter inkubering tvéttas
obundna partiklar bort. Pre-triggerlsning bestaende av vateperoxid tillsatts till
reaktionsblandningen i reaktionskoppen och blandas med vortexblandaren. Pre-
triggerldsning forhindrar tidig energiavgivning genom att skapa en sur miljo, och
forhindrar aggregation av mikropartiklarna och det gor att akridiniumfargen
separeras fran konjugatet som &r bundet till komplexet. En bakgrundsavlasning gors
av det optiska CMIA-systemet. En triggerl6sning som innehaller natriumhydroxid)
tillsatts till reaktionskoppen och skapar en alkalisk miljo. Triggerlésningen
tillsammans med peroxiden i pre-triggerldsning leder till oxidation av
akridiniumfargen. En kemiluminiscerande reaktion uppstar till foljd av oxidationen.
Vid reaktionen bildas N-metylakridon och nar den atgar till sitt grundtillstand avges
energi i form av ljus. CMIA-optiken gor en sa kallad aktiverad avlasning i relativa
ljusenheter (RLU) genom att mata ljusintensitet och ljusstyrka pa
kemiluminescensutstralningen under en bestamd tidsperiod och en slutlig avlasning

2 (19)
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(RLU) erhalls genom att subtrahera tidigare bakgrundsavlasning fran aktiverad
avlasning. RLU omvandlas sedan till analysspecifika analytkoncentrationsenheter
med hjalp av en kalibreringskurva (6).

ok 2T R
> 4 N ,I,
3 % N -
=< = =g E
[} [ )
c‘a Tvattsteg c‘.%. Tvattsteg
= Anai i s e K Akridinmarid konjugat

Figur 2: Principen for kvantitativ matning med metoden CMIA (BioRender)

1.3 Validering och verifiering av analysmetoder

Verifiering och validering av analysmetoder &r tva olika begrepp som ar
forknippade med kvalitetskontroll. I ackrediterade verksamheter ska metoder alltid
vara validerade. Validering innebdr att undersdka och bevisa att metoden uppfyller
sérskilda krav for avsedd anvandning. Validering innefattar verifiering som innebar
att bekrafta och bevisa att metoden uppfyller specificerade krav. Skillnader mellan
dessa tva begrepp é&r att validering ar en engangsforeteelse for att bevisa att metoden
méter det som ska matas medan utférandet av verifiering kan utféras vid upprepade
tillfallen for att bekrafta att metoden mater pa ett specificerat satt. Stallt krav pa
validering &r beroende pa tillganglighet av dokumentation och metodens eller
instrumentets prestanda. Exempel pa detta ar att metoden inte behover valideras om
metoden &r validerad av leverantdr men da maste leverantorens dokumentation
bedémas. Om metoden som ska tilldmpas redan &r verifierad i en annan verksamhet,
da kréavs endast verifiering for tillampning av metoden i verksamheten. En
verifiering ska alltid genomforas for alla typer av metoder nér de tilldampas i lokala
laboratorium (7).

| praktiken innebar verifiering att understka parametrar som ar relevanta till
metoden som ska verifieras. Exempel pa dessa parametrar ar riktighet och precision.
Riktighet genom att analysera ett antal prover med metoden som ska verifieras och
samma prover analyseras med en verifierad metod. Metoderna jamfors sedan
genom att mata systematiskt fel (bias) och korrelationskoefficient. Precision
undersoks genom att méta repeterbarhet (inom serie-precision) och mellanliggande
precision (total serie-precision) (8). Med repeterbarhet menas att understka
matresultat vid upprepade matningar inom kort tid till exempel att méata tva
kontrollnivaer eller patientprover flera ganger vid ett tillfalle och berékna
variationskoefficient (CV%). For total serie-precision analyseras minst 5 replikat
under minst nagra dagar for att studera metodens CV% under en langre tid (6,9).

3 (19)
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1.4 Syfte

I Region Blekinge analyseras P-prokalcitonin (P-PCT) bara i Karlskrona. Analysen
utfors pa avdelningen Klinisk kemi pa instrumentet Alinity i-serie Abbot. PCT
indikerar bakteriella infektioner och av denna anledning efterfragas i kirurgi-,
medicin-, infektion- och akut-avdelningar. Darfor ar det viktigt att verifiera en
analysmetod for P-PCT i Karlshamn, ifall instrumenten i Karlskrona &r ur funktion.
Syftet med arbetet var att verifiera analysmetoden for P-PCT pa instrumentet
Alinity i-serie Abbot i Karlshamn.

2 Material och metoder
2.1 Provmaterial

Provmaterial for metodjamforelse var 35 patientprover insamlade av avdelningen
for Klinisk kemi i Blekingesjukhuset i Karlskrona. Det var varierande nivaer av
prokalcitonin i proverna. Plasman fran varje prov delades i tva alikvoter. En alikvot
av varje prov skickades till klinisk kemi i Karlshamn och den andra alikvoten
beholls i Karlskrona. Samtliga alikvoter i Karlskrona och Karlshamn forvarades i
ror utan nagon tillsats i frys (- 20 C). Proverna analyserades i tre instrument
(Alinity, Abbott Laboratories, USA). Tva av dem fanns i Karlshamn (Alinity 1 och
Alinity 2) och en i Karlskrona (Shrek). Resultaten fran ”Alinity 17 jamfordes forst
med resultaten fran masterinstrument i Karlskrona “Shrek” och nir verifieringen av
prokalcitonin i ”Alinity 1” var godkind, sa jamférdes darefter resultaten fran
”Alinity 2 med resultaten fran”Alinity1”.

For métning av inom serie-precision och total serie-precision pa ”Alinity 1”
anvandes en hog och en lag kontrollniva av kontrollen MAS Omni IMMUNE PRO
(Thermo Fisher Scientific, USA).

2.2 Reagens

Alinity i B.R.A.H.M.S PCT Reagent Kit 01R18 (Abbott Laboratories, USA) som
bestod av tva delar; en del med mikropartiklar och en del med konjugat.

Ingredienser i delen med mikropartiklar: anti-PCT-kladda mikropartiklar, Tris-
baserad buffert, Triton X-405 och konserveringsmedel (ProClin 950 och
natriumazid).

Ingredienser i delen med konjugat: akridinmérkt anti-PCT-konjugat, fosfatbuffert,
Triton X-405, bovin (proteinstabilisator) och konserveringsmedel (ProClin 950 och

natriumazid).

Triggerlésning (natriumhydroxid) och pre-triggerlésning (véteperoxid) (Abbott
Laboratories, USA).

4 (19)
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2.3 Kontroller och kalibratorer

Kontrollerna var MAS Omni IMMUNE PRO 1-3 (Thermo Fisher Scientific, USA).
MAS Omni IMMUNE PRO 1 (IMM 1) med grénsvéarden 0,55 — 0,63 pg/L och
borvardet 0,59 pg/ml. MAS Omni IMMUNE PRO 2 (IMM2) med gransvarden 3,37
— 4,07 ug/L och borvéardet 3,72 pg/L. MAS Omni IMMUNE PRO 3 (IMM3) med
grénsvarden 24,44 - 30,8 pg/L och borvérdet 27,62 pg/L.

Kalibratorn var B.R.A.H.M.S PCT Calibrator (Abbott Laboratories) och bestod av
sex olika koncentrationer: 0,00 pg/L, 0,10 pg/L, 0,50 pg/L, 12,10 pg/L, 20,50 pg/L
och 100 ug/L.

2.4 Utforande
2.4.1 Kalibrering och kontroll

Flerpunktskalibrering utfordes pa masterinstrument Alinity 17 och slavinstrument
”Alinity 2”. Kalibratorn var bruksférdig i sex olika flaskor (A-F) med olika
koncentrationer av PCT (0,00 pg/L, 0,10 pg/L, 0,50 pg/L, 12,10 pg/L, 20,50 pg/L
och 100 ug/L). Flaskorna placerades i specialrack och matades in i instrumenten.

Kontrollerna (IMM 1, IMM 2 och IMM 3) blandades nagra ganger och sedan
pipetterades 150 pl av varje kontrollniva till tre ror. Réren placerades i ett rack och
racket matades in i instrumentet.

2.4.2 Metodjamforelse

Efter kalibrering och godkéannande av kvalitetskontroller pa masterinstrument
”Alinity 1” och slavinstrument ”Alinity 2” analyserades alla 35 alikvoter som fanns
i Karlshamn pa bada instrumenten. Proverna tinades forst i rumstemperatur i 30
minuter. Tinade prover blandades med en vortexapparat vid Iag hastighet. Dérefter
placerades proverna i rack, analysen PCT bestalldes manuellt pa bada instrumenten
och racken matades in i ”Alinity 1” och sedan i ”Alinity 2”. Analystiden var cirka
30 minuter. P4 samma sétt analyserades prover som fanns i Karlskrona
masterinstrumentet ”Shrek”.

2.4.3 Inom- och total serie-precision

For matning av inom serie-precision pa »Alinity 17 utfordes 25 matningar pa en lag
kontrollniva och 25 matningar pa en hog kontrollniva (MAS Omni IMMUNE PRO
1 respektive 3) vid ett tillfalle. Fran varje kontrollniva hamtades en kontrollflaska
fran frysen och tinades i rumstemperatur i 30 minuter. Fran samma kontrollflaska
pipetterades 1200 L till tva rér och 600 L till ett tredje rér. Samma process
gjordes med den andra kontrollflaskan fran den andra kontrollnivan. Totalt utfordes
25 matningar for varje kontrollniva, sa att 10 matningar utfordes pa de tva réren
med 1200 pL och 5 métningar utfordes pa réret med 600 L.

For matning av total serie-precision pa ”Alinity 17 utférdes 5 matningar/dag under 5

dagar for varje kontrollniva (hég och 1ag). De forsta 5 matningarna i méatning av
inom serie-precision utnyttjades for métning av total serie-precision.
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Linneuniversitetet

Kalmar Vixjo

Kontrollflaskorna sparades i kylen och under ytterligare 4 dagar pipetterades 600 L
fran kontrollflaskan till ett ror for utférandet av 5 matningar varje dag.

2.5 Statiska metoder

Datorprogrammet Excel anvéndes for att representera grafer och for att utfora
berdkning av foljande statiska parametrar:

Medelvarde (M): &r genomsnittet av ett antal tal eller varde. Medelvérdet visar
ungefar hur stora varden i uppséttningen &r. Medelvéardet berédknas genom: M=
summan av varden/antal varden (9).

Korrelationskoefficient (r): ar ett matt som beskriver styrkan mellan samband av tva
variabler. Véardet r kan variera mellan -1 och 1. Om r &r -1 betyder att det &r perfekt
negativ korrelation mellan, medan om r &r 1 betyder att det &r perfekt positiv
korrelation och om r &r O betyder det att det inte finns korrelation mellan variablerna
(10).

Determinationskoefficienten (r?): ar ett statiskt matt som beskriver hur val ar
passform av linjér regression till data, det vill sdga det mater hur mycket av
variation i beroende variabeln kan forklaras av variation i oberoende variabeln.
Virdet av r? varierar mellan 0 och 1. Vérde pa 1 betyder att variationen i den
oberoende variabeln forklarar alla variationer i den beroende variabeln. Vérde pa 0
betyder att den oberoende variabeln forklarar ingen av variationen i den beroende
variabeln (11).

Standardavvikelse (SD): ar ett matt pa hur mycket en serie matvarden avviker fran
medelvardet (9).

Variationskoefficient (CV%): beskriver relativ spridning i en uppsattning av varden
och anvands for jamforelse mellan tva eller fler datauppsattningar med olika
standardavvikelser och medelvérde. CV% beréknas genom att dividera
standardavvikelse med medelvérde och multiplicera med 100 ((SD x100)/M) (9).

Bias: kallas aven for systematiskt fel, ar ett matt pa skillnaden mellan ett
referensmatvarde och ett funnet matvarde. Bias anvéands vid metodjamforelse
genom att analysera samma prover med metoden som ska utvarderas och med en
referensmetod. Bias berdknas genom att subtrahera funnet vérde fran referensvarde.
Bias anges dven i procent % (8).

2.6 Krav for godkannande av metoden

Metoden bér ha en god korrelation med referensmetoden, korrelationskoefficient
>0,95. Kraven for anvandning av metoden baserat pa variationskoefficient (C\V%)
som var uppmatt tidigare i Karlskrona, bor CV vara under 4,8% for den laga
kontrollnivan och 5,4% pa den héga kontrollnivan
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2.7 Etik

Proverna var avidentifierade och analyserades utan koppling till patienter. Proverna
var endast markta med olika siffror for att skiljas fran varandra. Det var oviktigt att
fa information om patienter som bland annat kén och alder eftersom resultaten
anvandes bara for jamforelse mellan de varden som erh6lls fran tre olika
instrumentmetoder. Matvarden anvandes alltsa inte for att studera klinisk betydelse
av varden.

3 Resultat
3.1 Kontroller och kalibrering

Kalibreringen var godkand pa bade masterinstrument ”Alinity 1" och slavinstrument
”Alinity 2”. Resultaten var angivna i tabell I.

Kvalitetskontroller pa PCT-reagenset var godkanda pa alla tre instrument innan
analys av proverna, se tabell II. Gransvarden (x 2SD) for den laga kontrollnivan var
0,55 — 0,63 pg/L och borvérdet var 0,59 pg/L. Gransvarden for den normala
kontrollnivan var 3,37 — 4,07 pg/L och borvardet var 3,72 pg/L. Gransvarden for
den hoga kontrollnivan var 24,44 - 30,8 pg/L och borvérdet var 27,62 pg/L.

Tabell I: Kalibreringen av PCT pa masterinstrument ”Alinity 1” och slavinstrument Alinity
295

Kalibrator | Asatt Koncentration Koncentration
koncentration (ng/L) ”Alinity 17 (ng/L) ”Alinity 2”
(Hg/L)

A 0,00 0,00 0,00

B 0,10 0,11 0,10

C 0,50 0,44 0,48

D 12,10 12,29 12,55

E 20,50 20,63 20,14

F 100,00 100,28 99,21
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Tabell IT: Kvalitetskontroller pd PCT-reagenset utfordes pa ”Alinity 17, ”Alinity 2” i

Karlshamn och ”Shrek™ i Karlskrona.
Alinity 1 (pg/L) Alinity 2 (ug/L) Shrek (pg/L)
Lag kontroll 0,56 0,58 0,60
Normal kontroll | 3,52 3,43 3,66
Haog kontroll 25,61 24,85 25,83

3.2 Instrumentjamforelse

Metodjamforelse mellan ’Shrek” och ”Alinity 1” vid PCT-métning av 35 prover
visade korrelationskoefficient pa 0,9973 och determinationskoefficient pa 0,9947, se
figur 3. Skillnaden i métvarden (bias) mellan ”Shrek™ och ”Alinity1” vid métning av
35 prokalcitonin-prover redovisas i figur 4 och i figur 5 redovisas Alinity 17
avvikelse fran ”Shrek™ i procent vid PCT-métning av 35 prover.

Korrelationskoefficient vid metodjamforelse mellan ”Alinity 1”” och ”Alinity 2” vid
métning av 35 prokalcitonin-prover var 0,9997 och determinationskoefficient var
0,9994, se figur 6. Skillnaden i matvarden mellan “Alinity1l” och ”Alinity 2” vid
PCT-matning av 35 prover redovisas i figur 7. | figur 8 redovisas "Alinity 2”
avvikelse fran ” Alinity 1” i procent vid PCT-métning av 35 prover.

y = 0,9665x + 0,5397
R2 = 0,9947
450
400 -
350 |
300 1
250 -
200 -
150
100 1 o
50 -
0

Metodjamforelse

Alinity 1 (ug/L)

0 100 200 300 400 500
Shrek (ug/L)

Figur 3: Den roda linjen &r trendlinje for matning av prokalcitonin pa ”Shrek™ och ”Alinity
1” och den svarta linjen ar for k= 1.
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20 Shrek

Systematisk avvikesle (bias). Alinity 1 fran

L

\d *

100 200 300 400

Alinity 1 - Shrek (ug/L)

.

Shrek (ug/L)

Figur 4: ”Alinity 1” avvikelse fran ”Shrek” (bias) vid métning av 35 prokalcitonin-prover.

Systematisk avvikesle (bias). Alinity 1 fran
Shrek (%)
~ 200
S
< 150
o
< 100
n
- 50
> .
.": 0 9\ T T R 4
= 100 200 300 400 5
<< -50
Shrek (ug/L)

Figur 5: ”Alinity 1 avvikelse fran ”Shrek” i procent vid métning av 35 prokalcitonin-

prover.

y = 0,9462x + 0,0391 o
R2 = 0,9994 Metodjamforelse

450

0 100 200 300 400
Alinity 1 (ng/L)

500

Figur 6: Den roda linjen &r trendlinje for matning av prokalcitonin pa ”Alinity 1” och

”Alinity 2” den svarta linjen &r for k= 1.
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Systematisk avvikesle (bias). Alinity 2 fran
Alinity 1
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Figur 7: ”Alinity 2 avvikelse fran Alinity 1” vid métning av 35 prokalcitonin-prover.

Systematisk avvikesle (bias). Alinity 2 fran
Alinity 1 (%)
— 20
S )
= , AR 200 300 480 500
£
< 40
~ 60
2
£ 0
<100
Alinity 1 (ug/L)

Figur 8: ”Alinity 2” avvikelse fran ”Alinity 1” i procent vid métning av 35 prokalcitonin-
prover.

3.3 Inom och total serie-precision

Maétningen av inom serie-precision visade en variationskoefficient (CV) pa 2,62%
for den laga kontrollnivan och 2,85% for den hoga kontrollnivan. Matvarden fran de
25 matningarna av den héga och den laga kontrollnivan pa masterinstrument
”Alinity 1” redovisas i tabell III.

Maétning av total serie-precision visade en CV pa 2,11% for den laga kontrollnivan
och 2,43% for den hoga kontrollnivan. Medelvardet av matningar under fem dagar
for den laga kontrollnivan var 0,57 pg/L och SD var 0,012 pg/L. Medelvardet av
métningar under fem dagar for den héga kontrollnivan var 25,92 pg/L och SD var
0,63 pg/L. Méatvarden fran matningar av den laga kontrollnivan redovisas i tabell IV
och fran den hoga kontrollnivan redovisas i tabell V.
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Tabell III: Matvarden fran lag och hog kontrollniva analyserades med masterinstrument
”Alinity 17 vid ett tillfélle.

Lag Hog kontroll
kontroll (na/L)
(Hg/L)
1 0,56 25,42
2 0,59 25,79
3 0,58 25,36
4 0,58 26,64
5 0,58 25,26
6 0,56 26,18
7 0,57 26,75
8 0,57 27,3
9 0,55 26,34
10 0,56 27,38
11 0,55 25,23
12 0,56 25,67
13 0,56 26,07
14 0,57 26,15
15 0,56 26,35
16 0,57 27,13
17 0,55 25,4
18 0,56 26,72
19 0,56 25,3
20 0,55 25,58
21 0,53 25,15
22 0,54 25,52
23 0,57 25,79
24 0,56 25,72
25 0,53 24,46
M 0,56 29,95
SD 0,015 0,74
CV (%) 2,62 % 2,85 %
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Tabell IV: Méatvérden fran den laga kontrollnivan analyserades med masterinstrument

”Alinity 1” under 5 dagar.

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5
(Lg/L) (Lg/L) (Mo/L) (Mo/L) (ug/L)
1 0,56 0,58 0,58 0,56 0,57
2 0,59 0,58 0,56 0,56 0,59
3 0,58 0,57 0,58 0,58 0,57
4 0,58 0,59 0,58 0,59 0,55
5 0,58 0,59 0,57 0,56 0,57
M 0,57
SD 0,014
CV (%) 2,48

Tabell V: Matvarden fran den hoga kontrollnivan analyserades med masterinstrument

”Alinity 1” under 5 dagar.

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5
(uo/L) (ug/L) (uo/L) (uo/L) (ug/L)
1 25,42 26,34 26,66 26,04 24,52
2 25,79 25,8 26,48 26,83 26,14
3 25,36 25,23 26,51 25,82 25,3
4 26,64 26,45 26,27 25,57 26,8
5 25,26 25,96 26,21 25,98 24,69
M 25,69
SD 0,57
CV (%) 2,20

4 Diskussion

| Region Blekinge analyseras P-PCT bara i Karlskrona. Analysen utfors pa
avdelningen klinisk kemi pa instrumentet Alinity i-serie Abbot. PCT indikerar
bakteriella infektioner och av denna anledning efterfragas analysen av Kirurgi-,
medicin-, infektion- och akut-avdelningar. Darfor ar det viktigt att verifiera en
analysmetod for P-PCT i Karlshamn, ifall instrumenten i Karlskrona &r ur funktion.
Syftet med arbetet var att verifiera analysmetoden for P-PCT pa instrumentet
Alinity i-serie Abbot i Karlshamn. Metodverifiering innebdr att bekréfta och bevisa
att metoden uppfyller specificerade krav.
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4.1 Kontroller och kalibrering

Flerpunktskalibrering utfors for att skapa en kalibreringskurva som bestammer
sambandet mellan koncentration och respons i instrumentet (RLU i det har fallet)
(6). Resultaten fran flerpunktskalibrering p& masterinstrument Alinity 1” och
slavinstrument ”Alinity 2” var godké&nda, se tabell I. Instrumentet granskade att
resultaten lag inom analysens intervall for godkanda kalibratorer (A-F). Nar
kalibratorerna ar godkanda byter instrumentet kalibreringens status till ”Pending
QC” vilket betyder att kalibrator ar godkand och den vantar pa kvalitetskontroller.

Innan analys av de 35 proverna, sa analyserades kvalitetskontroller. Tre olika
kontrollnivaer av kontrollen Omni IMMUNE PRO (IMM1, IMM2 och IMM3)
anvandes. Det ar viktig med kvalitetskontroller for att sakerstélla att instrumentet
och reagens fungerar pa ett avsett satt (12). Kontrollerna maste vara godkénda for
att kunna analysera och lamna ut resultat fran patientprover. Kontroller kan
godkannas om de ligger inom + 2SD. Resultaten fran kontroller som analyserades i
”Shrek” var 0,60 pg/L for den laga kontrollnivan, 3,66 pg/L den andra
kontrollnivan och 25,83 pg/L for den hoga kontrollnivan, se tabell 11.

Resultaten fran alla tre kontrollnivaer pa ”Shrek” Iag alltsa nara “borvarden” och
inom gransvarden for godké&nda kontroller. Borvérdet ar de varden som kommer
specificerade fran tillverkare av reagensen och gransérden ar + 2SD. Resultaten fran
kontroller som analyserades i ”Alinity 17 var 0,56 pg/L for den laga kontrollnivan,
3,52 pg/L for den andra kontrollnivan och 25,61 pg/L for den héga kontrollnivan.
Virden pé alla tre kontrollnivier som analyserades pa Alinity 17 |ag ocksa nara
bérvarden och inom gransvarden for godkanda kontroller. Kontroller som
analyserades pa ”Alinity 2" visade ett virde pa 0,58 ug/L for den laga kontrollnivan,
3,43 pg/L for den andra kontrollnivan och 24,85 ug/L for den héga kontrollnivan.
Resultaten fran alla tre kontrollnivaer som analyserades i ”Alinity 2” lag ocksa inom
gransvarden for godkanda kontroller. Kontrollerna var alltsa godkénda pa alla tre
instrumenten innan analys av proverna. Godké&nda kontroller betyder att instrument
och reagens uppfor sig som de ska och darmed anses analysresultaten tillforlitliga.

4.2 Masterinstrument ”Alinity 17

4.2.1 Instrumentjamforelse

For metodjamforelse mellan ”Shrek™ och ”Alinity 17 analyserades 35 prover pa
Shrek” och samma prover analyserades pa ”Alinity 1”. Metodjamforelsen visade
en korrelationskoefficient pa 0,9973. Vardet ligger valdigt nara till 1 vilket betyder
att sambandet mellan metoderna dr valdigt starkt och att det &r ndstan perfekt positiv
korrelation mellan metoder. Skillnader i matvarden (bias) mellan ”Alinity 1”” och
”Shrek” studerades med hjélp av grafer i figur 4 och figur 5 och granskades av
ansvarig lakare. Resultaten i figur 4 visade att det fanns inga stora statiska skillnader
i matvarden i de flesta patientprover. Det fanns ganska stora skillnader mellan
métvérden bara i fem olika prover (prov 7, prov 10, prov 26, prov 30 och prov 34).
Dessa skillnader i prov 7, prov 30 och prov 34 har ingen klinisk betydelse, &ven om
skillnaderna var statisk signifikanta. Detta beror pa att PCT-koncentrationer i dessa
prover var valdigt hdg och de éverstiger 10,00 pg/L. Alla varden 6ver 10,00 pg/L
tolkas pa samma satt, det vill séga de tolkas som svar systemiskt
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bakterieinfektion/sepsis (3). Skillnader i dessa patientprover kan bero pa felkallor
och interferenser som diskuteras nedan. Determinationskoefficient i figur 3 var
0,9947. Det har vardet ligger ocksa valdigt nara 1, vilket betyder att det ar nastan
perfekt passform av linjar regression till data (11). Dessa resultat fran
instrumentjamforelse mellan ~’Shrek™ och Alinity 17 tyder pa att ”Alinity 17
uppfyller kraven for godkand verifiering.

4.2.2 Inom och total serie-precision

4.2.2.1 Inom serie-precision

For matning av inom serie-precision valdes en 1ag och en hog kontrollniva for att
sakerstalla att metoden fungerar for bade laga och hdga nivaer. Varje kontrollniva
analyserades 25 ganger vid ett tillfalle. Resultaten fran den Iaga och den hoga
kontrollnivan presenterades i tabell 2. Den laga kontrollnivan visade ett SD-varde pa
0,015 pg/L och CV pa 2,62%. SD ligger valdigt nara 0 vilket betyder att matvarden
avviker valdigt lite fran medelvardet (9). CV var mindre an 4,8% och darmed var
det ett godkant varde. Vardet pa CV for den hoga kontrollnivan var mindre an 5,4%
och darmed var det ett godkant varde. Resultaten fran den hoga kontrollnivan visade
ett SD-varde pa 0,74 pg/L och CV pa 2,85%. Vérdet pa SD var hogre vid matning
av den hoga kontrollnivan an vid matning av den laga kontrollnivan, vilket &r
normalt eftersom medelvardet ar mycket storre. Godkanda resultat pa inom serie-
precision betyder att metoden fungerar pa ett specificerat satt, det vill séga enligt
laboratoriets protokoll och att kraven fér godkand inom serie-precision uppfylls.

4.2.2.2 Total serie-precision

FOr méatning av total serie-precision utférdes 5 matningar/dag under 5 dagar pa en
Iag och en hdg kontrollniva. Resultaten fran den laga kontrollnivan som
presenterades i tabell 111 visade att véardet pa SD for den laga kontrollnivan var
0,014 pg/L och vérdet pa CV var 2,48%. Resultaten fran den hdga kontrollnivan
som presenterades i tabell IV visade att vardet pa SD for den hoga kontrollnivan var
0,57 pg/L och vardet pa CV var 2,20%. Vardet pa SD for bade kontrollnivéer visar
liten spridning runt medelvardet. Vardet pa CV var alltsd mindre an 4,8% for den
laga kontrollnivan och mindre an 5,4% for den hoga kontrollnivan och darmed
uppfyller kraven for godkand total serie-precision.

4.3 Slavinstrument ”Alinity 2”

Till skillnad fran verifiering av masterinstrument ”Alinity 1> kravs det endast
matning av riktighet vid verifiering av slavinstrument Alinity 2”. Efter matning av
35 patientprover pa ”Alinity 1” analyserades samma patientprover pa ”Alinity 2”.
Metoden pa ”Alinity 2” hade en god korrelation med metoden pa masterinstrument
”Alinity 17, med en korrelationskoefficient pa 0,9997. Vardet tyder pa nastan
perfekt positiv korrelation mellan metoder da det ligger valdigt nara 1 (10). Vid
studerande av figur 7 och figur 8 observerades ingen signifikant systematisk
awvvikelse (bias) i matvarden mellan metoderna. Ganska stora skillnader
observerades bara pa fyra patientprover (prov 1, prov 10, prov 26 och prov 34).
Prov 1, prov 10 och prov 34 hade véldigt h6ga PCT-koncentrationer som 6verstiger
10,00 pg/L. Alla varden dver 10,00 pg/L tolkas som svar systemiskt
bakterieinfektion/sepsis (3) och darfor har skillnader i dessa patientprover ingen
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klinisk betydelse, aven om skillnaderna var statisk signifikant. VVardet pa r? var
0,9994. Virdet var valdigt nara till 1, vilket tyder pa nastan perfekt passform av
linjar regression till data (11).

4.4 Felkallor och interferenser

Vanliga felkallor vid analys av P-PCT ar fibrintradar och luftbubblor. Luftbubblor
eller fibrintradar kan det leda till aspirationsfel eller ge falskt resultat, darfor ar det
viktigt att kontrollera att provet inte innehaller luftbubblor eller fibrintradar. Vid
forekommande av fibrintradar eller luftbubblor i provet bor de avlagsnas med en ren
sticka. Det &r viktigt att byta stickan mellan prover for att undvika kontaminering
(6). Vid en studie som handlar om interfererande ldkemedel vid P-PCT och som
utférdes av Thermo Fisher, USA med ARCHITECT, har de undersokt potentiellt
interfererande lakemedel. | studien analyserades prover med olika PCT-nivaer och
potentiellt interfererande lakemedel. Studien visade att vissa lakemedel som bland
annat Vankomycin och Furosemid kan paverka matningens resultat. En annan studie
som ocksa utfordes av Thermo Fisher med ARCHITECT och handlar om
interfererande @mnen visade att féljande &mnen med foljande koncentrationer kan
paverka matningens resultat: hemoglobin > 5 g/L, konjugerat bilirubin > 0,3 g/L,
icke-konjugerat bilirubin > 0,2 g/L, triglycerider > 30 g/L och total protein > 120
g/L (13).

4.5 Slutsats

Instrument metodernas precision jamfordes genom att studera
korrelationskoefficient och de systematiska avvikelserna (bias). Resultaten fran
instrumentmetoden pa ”Alinity 1” hade en god korrelation med metoden pa
masterinstrument ”Shrek’ och ingen signifikant avvikelse (bias) observerades
mellan metoderna. Inom och total serie-precision pa ”Alinity 1” uppfyller kraven
(CV% <4,8 for den laga kontrollnivan och CV% <5,4% for den hoga kontrollnivan).
Metoden pa ”Alinity 2 hade en god korrelation med metoden pa masterinstrument
”Alinity 1 och ingen signifikant avvikelse (bias) observerades mellan metoderna.
De erhallna vardena for koncentrationerna av PCT pa masterinstrument ~Alinity 17
och slavinstrument ”Alinity 2” var alltsa godkénda och darmed verifierades en
backupmetod for analysen av PCT i Karlshamn.
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Den forsta tabellen innehaller véarden av den laga kontrollnivan vid métning av total
serie-precision. Den andra tabellen innehaller varden av den héga kontrollnivan.

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 M SD cv
(oL) | (o) | (ob) | (o) | (uglL) (%)
1 0,56 0,58 0,58 0,56 0,57 0,57 | 0,01 1,75
2 0,59 0,58 0,56 0,56 0,59 0,58 | 0,015 | 2,63
3 0,58 0,57 0,58 0,58 0,57 0,58 | 0,0055 | 0,95
4 0,58 0,59 0,58 0,59 0,55 0,58 | 0,016 | 2,84
5 0,58 0,59 0,57 0,56 0,57 0,57 | 0,011 | 1,99
M 0,578 0,582 0,574 0,57 0,57
SD 0,011 0,0084 0,0089 0,014 0,014
CV (%) 1,90 1,44 1,56 2,48 2,48
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 M SD | ¢V
(g/L) (g/L) (ug/L) (g/L) (g/L) (%)
1 25,42 26,34 26,66 26,04 24,52 25,80 | 0,85 | 3,28
2 25,79 25,8 26,48 26,83 26,14 26,21 | 045 | 171
3 25,36 25,23 26,51 25,82 25,3 25,64 | 0,54 | 2,092
4 26,64 26,45 26,27 25,57 26,8 26,35 | 0,47 | 1,81
5 25,26 25,96 26,21 25,98 24,69 25,62 | 0,63 | 2,46
M 25,69 25,96 26,43 26,048 25,49
SD 0,57 0,49 0,18 0,47 0,97
CV (%) 2,20 1,87 0,70 1,82 3,80
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Tabellen innehaller viarden pé 35 patientprover som analyserades med ”Shrek” och

”Alinity 17

Shrek (ug/L) Alinity 1 (ug/L) Shrek — Alinity 1

1 91,03 9317 214
2 0,06 0,07 20,01
3 0,04 0,05 -0,01
4 10,05 10,15 -0,1
5 0,58 0,55 0,03
6 0,03 0,04 -0,01
7 117,82 92,42 25,4
8 4,39 4,19 0.2
9 1,17 1,21 -0,04
10 0,08 0,23 -0,15
11 0,39 0,34 0,05
12 1,69 1,71 -0,02
13 11,5 118 03
14 2,34 253 0.19
15 2,35 2.5 0.15
16 511 5,61 0,5
17 34,04 37,41 -3,37
18 11,12 12,4 -1,28
19 19,29 18,68 0,61
20 24,44 25,72 -1,28
21 1,19 1,19 0
22 2,31 22 011
23 11,76 13,52 1,76
24 1,33 1.4 20,07
25 0,02 0,02 0
26 0,14 0,39 -0,25
27 0,35 0,35 0
28 6.3 6,11 0,19
29 0,08 0,09 -0,01
30 68,25 85,56 17,31
31 0,23 0,2 003
32 1,02 0,95 0,07
33 0.4 0,39 0,01
34 413,35 401,7 11,65
35 0,08 0,09 -0,01
M 24,12 23,86 0,27
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Tabellen innehéller viarden pé 35 patientprover som analyserades med ”Alinity 17

och ”Alinity 2”

Alinity 1 (ug/L) Alinity 2 (ug/L) Alinity 1 - Alinity 2

1 93,17 81,1 12,07
2 0,07 0,07 0
3 0,05 0,04 0,01
4 10,15 9,59 0,56
5 0,55 0,56 -0,01
6 0,04 0,03 0,01
7 92,42 92,94 -0,52
8 419 4,05 0,14
9 1,21 1,16 0,05
10 0,23 0,04 0,19
11 0,34 0,32 0,02
12 1,71 1,66 0,05
13 11,8 10,98 0,82
14 2,53 2,32 0,21
15 2,5 2,35 0,15
16 5,61 5,15 0,46
17 37,41 35,96 1,45
18 12,4 11,82 0,58
19 18,68 18,5 0,18
20 25,72 24,32 1.4
21 1,19 1,22 -0,03
22 2,2 2,13 0,07
23 13,52 11,6 1,92
24 14 1,35 0,05
25 0,02 0,02 0
26 0,39 0,04 0,35
27 0,35 0,32 0,03
28 6,11 5,81 03
29 0,09 0,09 0
30 85,56 84,51 1,05
31 0.2 0,18 0,02
32 0,95 0,93 0,02
33 0,39 0,4 -0,01
34 401,7 379,73 21,97
35 0,09 0,08 0,01
M 23,86 22,61 1,24

19 (19)



Linneuniversitetet

Kalmar Vixjo

1(1)



