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Presnost a porovnatelnost automatizovaného méreni
elektroforetickych frakci proteini v séru
systémem Paragon CZE 2000 Beckman

Friedecky B., Vavrova J.

Ustav klinické biochemie a diagnostiky Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Krélové

SOUHRN

Cil: Kvantifikovat presnost, systematické diference a nejistotu méreni frakci proteinli v krevnim séru pfistrojem CZE
Paragon 2000.

Vysledky: Hodnoty opakovatelnosti — reprodukovatelnosti (kvantifikované jako variacni koeficienty) byly tyto: albumin
0,6-0,7 %, alfa-1-globulin 2,8-3,5 %, alfa-2-globulin 1,9-2,3 %, betaglobulin 3,5-5,1 %, gamaglobulin 1,6-2,7 %.
Systematické diference mezi kapilarni zénovou elektroforézou (CZE) a agar6zovou metodou (AGE) byly nasledujici:
u albuminu, alfa-2-globulinu a gamaglobulinu v rozsahu 2-5 %, u betaglobulinu cca 18 % a u alfa-1-globulinu 122 %.
U albuminu se na systematické chybé méreni podileji obé (konstantni a proporcionalni) slozky. Pfi méfeni alfa-1-
-globulinu a alfa-2-globulinu se na systematickych diferencich podili zejména konstantni slozka, u beta globulinu
proporcionalni slozky. Hodnoty kombinovanych rozsifenych nejistot vysledkt méreni byly odhadnuty na 1,3 % pro
albumin, 7,1 % u alfa-1-globulinu, 4,8 % u alfa-2-globulinu, 10,0 % pro betaglobulin a 5,8 % pro gamaglobulin. Jsou
uvedena vybrana data o referencnich intervalech a konstatovany vyznamné rozdily mezi nimi.

Zavéry: Jde o velmi rychlou, efektivni a také presnou metodu s dostate¢né nizkou nejistotou vysledkd méreni. Syste-
matické diference této metody od standardni agarézové elekiroforézy ovSem vyzaduji ustanoveni zcela novych refe-
ren¢nich intervald.

Klicova slova: CZE elektroforéza, AGE elektroforéza, Paragon 2000, presnost, diference, nejistota.

SUMMARY

Friedecky B., Vavrova J.: Precision, Bias, Comparability and Uncertainty of Protein Measurement by CZE Paragon 2000
Objectives: Precision, bias, comparability and uncertainty in CZE Paragon 2000 measurement of serum protein fractions.
Results: Repeatability (expressed as CV) was: 0.6% (albumin), 2.8% (alpha-1-globulin), 1.9% (alpha-2-globulin), 3.5%
(beta globulin), 1.6% (gamma globulin).

Reproducibility (also expressed as CV) has been: 0.7% (albumin), 3.5% (alpha-1-globulin), 2.3% (alpha-1-globulin),
5.1% (beta-globulin), 2.7% (gamma-globulin).

Bias values of albumin, alpha-2-globulin and gamma-globulin ranged in interval 2-5 %, while bias of beta-globulin
reached 18 % and even 122 % of bias for alpha-1-globulin. AGE method was used for comparison. Both constant and
proportional parts of systematic errors participated in measurement of albumin, constant parts dominated in alpha-1-
globulin and alpha-2-globulin, while proportional systematic error was typical for beta globulin.

Combined expanded uncertainty (k = 2) was as follows: albumin 1.3 %, alpha-1-globulin 7.1 %, alpha-2-globulin 4.8 %,
beta-globulin 10 %, gamma-globulin 5.8 %.

Conclusions: CZE Paragon 2000 is very effective, quick and namely precise method, with very well accepted level of
uncertainty. However large systematic differences from usually used older electrophoresis techniques required esta-
blishment of new reference intervals.

Key words: CZE electrophoresis, AGE electrophoresis, Paragon 2000, precision, differences, uncertainty.

Uvod

Z metody —jesté nedavno povazované za jeden z vr-
choll analytické méfici technologie s exkluzivnim ur-
¢enim pro pracovisté védeckého a vyzkumného cha-
rakteru — se v sou¢asné dobé stal navic také nastroj
rychlého, rutinniho, vysokokapacitniho a prakticky zcela
automatizovaného méreni proteinovych frakci krevni-
ho séra. Pfedkladame vysledky verifikace pfesnosti,
srovnatelnosti, vychyleni a nejistoty dosazené mére-
nim na automatickém analyzatoru Paragon CZE 2000
Beckman.

Metoda agar6zové gelové elektroforézy (AGE), reali-
zovana meficim systémem Hydrasys Sebia, byla po-
uzita jako srovnavaci metoda.

Material a metody

Cerstvé odebrané vzorky sér pacient(, u nichZ bylo
oSetfujicimi 1ékafi pozadovano vysetreni elektrofore-
tickych frakci proteind v séru, byly paraleiné méreny
na rutinné pouzivaném systému Hydrasys Sebia (aga-
rézova gelova elektroforéza — AGE) a na testovaném
pfistroji Paragon CZE 2000 Beckman, ktery pracuje na
principu kapilarni zénové elektroforézy (CZE). Pfi mé-
feni bylo postupovano podle analytické SOP (Hydra-
sys Sebia) a podle pracovni dokumentace vyrobce (Pa-
ragon, Beckman). Fotometrickd méreni koncentrace
albuminu byla provedena na pfistroji Modular (Roche)
s pouzitim diagnostickych kitd Roche pracujicich na
principu reakce s bromkresolovou zeleni (BCG).



Ke statistickému hodnoceni vysledki bylo pouzito
programu MedCalc (Belgie).

Vysledky

V tabulce 1 jsou uvedeny priimérné hodnoty opako-
vatelnosti dosazené soubéznym méfenim na vSech
sedmi kapilarach. Hodnoty opakovatelnosti jsou velmi
pfiznivé a indikuji znacné dobrou Uroven davkovani vzor-
kG do kapilar. Navic jsou excelentné srovnatelné s lite-
rarnimi daty autor(, ktefi testovali identicky méfici sys-
tém pfed nami. Reprodukovatelnost méfeni (mezi sé-
riemi) je uvedena v tabulce 2 a je opét srovnana s lite-
rarnimi daty. Neni pochyb, ze pfesnost méfeni je vyni-
kajici a ze literarni data bylo mozné v plném rozsahu
potvrdit (1, 2). Data tabulek 1, 2 jasné ukazuji, ze pres-
nost méfeni proteinovych frakci neni pro pfistroj Para-
gon problémem. Data tabulky 3, ktera shrnuji systema-
tické diference mezi principialné novym postupem CZE
a standardni agarézovou elektroforézou (AGE), ukazu-
ji jasné systematicke diference dosahujici v pfipadé be-

Table 1. Repeatability of measurement on the Paragon CZE 2000

Fraction | Our study | Bossuyt et al. Bienvenu et al.
CV (%)

Albumin 0.6 0.7 0.7

A1G 2.8 41 3.5

A2G 1.9 2.4 2.5

BG 3.5 2.6 3.0

GG 1.6 1.8 1.4

Calculated from 18 measurements and 7 capillaries (N = 126) and
compared with basic literature data sources.

Note: A1G = alpha-1-globulin, A2G = alpha-2-globulin, BG = beta-
-globulin, GG = gamma-globulin

Table 2. Reproducibility of measurement between two series
(9 samples, 7 capillaries, 2 series)

Fraction | Our study | Bossuyt et al. Bienvenu et al.
CV (%) CV (%) CV (%)

Albumin 0.6 0.6 1.5

A1G 3.5 4.2 5.5

A2G 2.3 3.3 5.6

BG 5.1 2.9 4.5

GG 2.7 1.7 2.8

Compared to basic literature data.

Table 3. Systematic differences between Paragon CZE 2000 and
Hydrasys Sebia AGE (agarose gel) estimated from Passing-Bablok

regression
Fraction Bias (%)
Albumin -2.2
A1G +122
A2G +1.8
BG -18.2
GG -5.0

Bias assessed as difference of CZE 2000 from Hydrasys Sebia
AGE method. 76 samples were used.

taglobulint numerické velikosti 2 fadu a v pfipadé alfa-
-1-globulini dokonce 3 fadu. Data tabulky 4 byla ziska-
na regresni analyzou podle Passinga-Babloka. Z hod-
not Usekd a smémic Ize pfedpokladat pfi méfeni alfaglo-
bulinovych frakci pfevazujici vliv konstantni slozky sys-
tematické diference se srovnavaci AGE metodou, u be-
taglobulinoveé frakce je to dominuijici vliv proporcionalni
slozky a u albuminu kombinovany vliv obou slozek.

Table 4. Slope and intercept values obtained by comparison of
Paragon CZE 2000 and Hydrasys Sebia AGE by using Passing-
Bablok regression

Fraction Slope 95% ClI Intercept 95% ClI
(mean) (mean)

Albumin 1.13 0.97-1.28 -8.8 -17.8t0 0.6

A1G 2.75 2.00-3.70 -1.6 4210 0.5

A2G 1.29 1.00-1.68 -3.0 -7.3t0 0.1

BG 1.00 0.80-1.25 -2.0 -4.7 to 0.1

GG 0.98 0.90-1.07 -0.4 -2.0t0 0.8

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty kombinovanych
rozSifenych nejistot, které byly odhadnuty z reprodu-
kovatelnosti méfeni a z rozptyll diferenci primér{ mé-
feni jednotlivych kapilar. Je zfejmé, ze takto kalkulo-
vané nejistoty jsou v podstaté rovné dvojnasobkim hod-
not reprodukovatelnosti, takze je velmi pravdépodob-
né, Ze nejistotu vysledkd Ize dobfe odhadnout pouhym
sledovanim dlouhodobé presnosti méreni.

Table 5. Estimation of combined uncertainty of results of the
measurements of the CZE Paragon 2000

Fraction Uc (k = 2) (%)
Albumin 1.3
A1G 71
A2G 4.8
BG 10.0
GG 5.8

Estimated as combination of reproducibility and variability of sys-
tematic differences between individual capillaries.

V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty systematickych
chyb méfeni albuminu mezi obéma elektroforetickymi
metodami a fotometrickou metodou. Je ziejmé, Ze fo-
tometricka metoda, ktera se nevyznacuje velkou ana-
lytickou specifi€nosti, poskytuje systematicky vyssi
vysledky.

Table 6. Systematic differences between photometry and electro-
phoresis in albumin measurements (comparison methods), ob-
tained by Bland-Altman difference diagram

Comparison method Bias [g/1] 95% confidence
interval

Sebia (AGE) +0.9 2.5 t0 4.3

Paragon (CZE) +3.1 -4.0 to 10.1

Signifikantni systematické diference mezi obéma
metodami jsou logicky pficinou diferenci mezi velikostmi
referen¢nich interval(l. Data nékolika studii, které se
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zabyvaly stanovenim referencénich intervald systémem
Paragon 2000, jsou uvedena v tabulce 7. Ani shoda mezi
nimi neni — navzdory pouziti identického méficiho sys-

tému — zdaleka idedlni (1, 2, 3).

Table 7. Selected data on the reference intervals for serum protein

fractions determined by Paragon CZE 2000

Fraction | Bossuyt | Bienvenu Petrini Manufacturer
Albumin [55.7-70.2 | 46.7-67.5 | 53.9-67.9| 54.7-68.7
A1G 3.6-7.4 4.2-10.9 3.7-8.8 3.7-7.8
A2G 4.9-9.7 4.2-109 | 55-11.7 5.2-10.7
BG 8.0-12.7 | 8.2-15.4 | 8.5-13.8 8.6-13.7
GG 7.9-18.3 | 6.9-26.2 | 10.0-20.3 10.6-19.5

Introduced as 2.5-97.5 percentile (%)

Na grafu 1 je typicky zaznam elektroforetické sepa-
race proteinovych frakci pacientského séra ziskany
systémem Paragon CZE 2000. Graf 2 ukazuje porov-
nani vysledkd Paragon CZE 2000 a Hydrasys Sebia
AGE regresni analyzou podle Passinga-Babloka.

Diskuse

Metoda CZE Paragon 2000 stanovuije frakce protei-
nll v séru nejen velmi rychle, ale s vysokou pfesnosti,
svédcici pro velmi dobrou uroveri nastfiku vzorkd na ka-
pilary. Vysledky méreni nejsou vyznamné ovlivnéné ani
pozici vzorku v analyzatoru, nebot nejsou zavislé na tom,
na které ze sedmi kapilar jsou separace a kvantifikace
provedeny.

Problémy jsou se vzajemnou porovnatelnosti me-
tod CZE a AGE. Systematické diference mezi CZE
a AGE si vynucuiji rozdilnou klinickou interpretaci, ze-
jména alfa-1 a betaglobulinu, samozrejmé véetné zce-
la novych hodnot referencnich interval(. Vysoka pra-
covni kapacita zafizeni CZE Paragon 2000 pfedstavu-
je velkou moznost zvySeni efektivity méfeni, zejména
pro vétsi laboratore.

V pfipadé albuminu, jehoz koncentrace se obvykle
meéfi fotometrickou metodou, jsme pozorovali viditelné

systematické diference, a to v priméru 0,9 g/l u meto-
dy AGE (Sebia) a dokonce 3,1 g/l v pfipadé srovnani
s CZE (Paragon).

95% interval systematické chyby mezi foto-
metrickou metodou a kapilarni zénovou elektroforézou
prevysuje hodnotu kontrolniho limitu pouzivanou v pro-
gramu externiho hodnoceni kvality.

Pfitomnost systematickych diferenci neni — vzhle-
dem k rozdilnym principdm méreni — pfekvapuijici. Tyto
diference nikterak hodnotu metody CZE a priorineome-
zuji, protoze postupy vyuzivajici déleni na acetatcelu-
I6zovych a agar6zovych nosi€ich nelze v zadném pfi-
padé povazovat za referencni.

Naopak na druhé strané od Iépe fyzikalné definova-
ného principu separace metodou CZE Ize oCekavat
schopnost podstatné spravnéjsiho vysledku separace
jednotlivych frakci.

Kupfikladu zvySené hodnoty alfa-1-globulinu, kde
jsou nejvyssi diference mezi CZE a AGE, Ize vysvétlit
faktem, ze vysoky obsah kyseliny sialové ve dvou hlav-
nich slozkach této frakce alfa-1-glykoproteinu a alfa,-
-antitrypsinu zna¢né snizuje jejich reaktivitu s pfislus-
nymi barvivy (princip méfeni koncentrace protein(
u AGE metody), nikoliv vSak absorpci zareni o vinové
délce 214 nm (coz je princip méfeni obsahu protein(
u metody CZE).

Zaver

Opravnéné se Ize domnivat, ze metoda CZE — ze-
jména v kombinaci s imunofixaci — reprezentuje budouc-
nost hodnoceni proteinovych frakci krevniho séra, re-
spektive uz pfitomnost tohoto stanoveni ve velkych
zdravotnickych zafizenich.

Stanoveni spolehlivych a obecné akceptovatelnych
hodnot referenénich interval(l pfedstavuje jednu z vy-
znamnych vyzev sou¢asné laboratorni diagnostiky ne-
jen v pfipadé elektroforézy sérovych proteind.Tento pro-
blém neni dofeSeny na dostate¢né Urovni ani vyrobci
analytické technologie, ani jejimi uzivateli, a dokonce
ani ne normami procesu fizeni kvality.

Fraction Rel % g/L
ALBUMIN 59.5
ALPHA1 6.1
ALPHA2 11.4
BETA 9.3
GAMMA 13.7
Reference Ranges

Rel % g/L
ALBUMIN 56.0-70.0 0.00-0.00
ALPHA1 3.1-8.8 0.00-0.00
ALPHA2 5.5-11.7 0.00-0.00
BETA 8.5-13.8 0.00-0.00
GAMMA 8.0-19.0 0.00-0.00

TP: 0.00-0.00 A/G: 0.00-0.00

Fig. 1. Demonstration of electrophoretic patterns obtained by CZE Paragon 2000
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Fig. 2. Comparison of two electrophoresis methods by Passing-Bablok regression
Klinicka biochemie a metabolismus 1/2005

Literatura

1.





