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ABSTRACT 

The Canadian Health Measures Survey (CHMS) measures the insulin level of its fasted respondents. Due 

to unforeseen circumstances, the instrument measuring the insulin in cycle 1 was changed during cycle 

2. The change of instrument could introduce a bias in the measures when comparing data from cycle 1 

and cycle 2. Furthermore, until the instrument was replaced, some insulin samples were frozen for up to 

two years before analysis and the stability of those samples was unknown when frozen for more than 

three months. This paper provides the details of the analysis that were conducted to determine whether 

the insulin samples were stable when frozen for up to two years and whether there was a bias between 

the two instruments used for the measurements. 
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Introduction 

Insulin is measured in the Canadian Health Measures Survey (CHMS) on fasted respondents (roughly 

50% of the sample). In Cycle 2, insulin was originally measured for sites 1 to 5 using the same instrument 

and reagent as for Cycle 1 (Siemens Immulite 2000 analyser with vendor's reagent). Insulin 

measurements were suspended following concerns with the reagent. Samples for Insulin and vitamin 

B12 analysis (under CHMS protocols, insulin and vitamin B12 are measured on the same sample aliquot) 

continued to be collected at every site and shipped frozen to the analytical laboratory. These samples 

were thawed once for the analysis of vitamin B12. Samples were frozen again and kept this way for 

future analysis once a new instrument and new reagent became available. 

In 2012 the Immulite 2000 analyser was replaced with a Siemens Centaur XP immunoassay analyser. 

All 18 sites of cycle 2 were analyzed with the new Centaur XP instrument using the manufacturer's 

reagent. Insulin analysis on the Centaur XP included stored residual specimens from cycle 2 sites 1 to 5 

which were originally analysed on the Immulite. 

Published literature reports confirm that insulin is stable if frozen for a period of time of up to three 

months (DPC, 2006). However, stability beyond the three-month mark is unknown. Considering some of 

the CHMS Cycle 2 samples had been stored frozen for over 2 years prior to insulin analysis on the 

Centaur, further assessment of insulin stability with long term storage was required. The samples for site 

1 have been frozen for more than 2 years and as the Cycle 2 sites' numbers increase, the freezing time 

decreases with site 18 having been frozen for a few weeks only. 

A study of the insulin results from cycle 1 and cycle 2 was conducted in two parts. The first part 

evaluated the long term stability of insulin in frozen specimens. The second part of the study evaluated 

the bias between the Immulite and Centaur insulin assays. Currently, there is no standardization of 

insulin assays across different vendor instruments. In order to combine and statistically analyse cycle 1 

and cycle 2 data together, the correlation between the two assays needed to be defined to explore 

whether a correction equation or factor could be applied to make the insulin results comparable. 

Insulin results from cycle 1 and cycle 2 were used for the first part of the study. Cycle 2 specimens for 

sites 1 to 5 which were analysed with both the Immulite and Centaur assays were used in the second 

part of the study. Cycle 1 specimens were collected from 2007 to 2009 from 15 different sites and cycle 

2 specimens were collected from 2009 to 2011 from 18 different sites. (Statistics Canada User Guide 

2010 and 2012) Fasting respondents range in age from 6 to 79 years in both cycles. For cycle 1 

specimens, insulin was measured on an ongoing basis as samples were collected and shipped. This was 

also true for Cycle 2 specimens for sites 1 to 5 using the original Immulite assay. Cycle 2 specimens 

which were analysed using the new Centaur instrument were measured after collection of specimens 

from all 18 sites with samples stored frozen prior to analysis. 
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Part 1 - Insulin stability in serum specimens stored for up to two years at -20°C 

Graph 1 shows the unweighted insulin mean for each site of cycle 2 with corresponding confidence 

interval and trendline 1 . Based on the means and confidence intervals, it appears as if there was no 

pattern in the data. The independent variable "Site Number" can be viewed as a decreasing freezing 

time variable. The slope of the trendline is positive (0.27), indicating that there could be an upward 

trend in the data but it is such a small slope that a few more data points in a different direction could 

change it drastically. Furthermore, the R 2  value is slightly below 0.05 indicating that the fit does not 

predict the measure of insulin very well. 

Graph 1. Average insulin by site in Cycle 2—stored1frozen samples 

Some of the confidence intervals on Graph 1 are quite large (i.e. sites 6, 9, 14 and 16). This is caused by 

an outlier in each of these sites which can easily be identified on Graph 2. There is no indication as to 

whether these were caused by insulin instability but as there is only 1 outlier for each of these sites it is 

1 Applies a best-fit straight line to display simple linear data sets that contain data values that increase or 
decrease at a steady rate. 
This type of trendline uses the following linear equation to calculate the least squares fit for a line: 

y = mx + b 
where m is the slope and b is the intercept. 
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more likely due to true pathophysiological increases in insulin in the respondents. If it was caused by 

instability, the effect on data analysis would be minimal as there are only four outliers in the entire 

cycle. Furthermore, there was about the same number of outliers in cycle 1 as can be seen on Graph 3, 

reinforcing the idea that they are not caused by instability of insulin. 

On Graph 2, the data are plotted for each individual measure. They were first sorted by site and then by 

insulin level. Each exponential line on the graph corresponds to a site. This graph shows that data for 

each site behave in similar ways. 

Graph 2. Insulin for Cycle 2 sorted by site and by insulin level - stored/frozen samples 

1200 

1000 

-I 
800 . 

0 
E 
0. • Ins, freeze 

• 600 

400 

200 

0 
Sftes 

On Graph 3, the insulin results were plotted for all 15 sites of cycle 1 and 18 sites of cycle 2 

(stored/frozen samples). Results are similar in both cycles and the trendlines of insulin concentration 

across each cycle have small slopes and a large intercept as summarized in Table 1. 

Table 1. Regression's results 
Parameter Estimate S.E. Lower C.I. Upper C.I. p 

Cycle 1 Intercept 75.07 2.79 69.60 80.54 <0.0001 
Slope -0.53 0.30 -1.12 0.06 0.0707 

Cycle 2 Intercept 65.19 2.33 60.62 69.76 <0.0001 
Slope 1 	0.25 1 	0.23 -0.20 0.70 0.2878 
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The slopes are not significantly different from zero indicating that neither cycle shows a trend. 

Furthermore, cycle 2 insulin distribution shows a similar pattern to cycle 1 suggesting insulin may be 

stable in specimens frozen at -20C for up to two years. 

Graph 3. Insulin for cycle 1 and cycle 2— all data cycle 1 & stored/frozen samples cycle 2 
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Finally, a statistical quality control program that analyzes tendencies in lab data was used for further 

analysis of the insulin concentrations from the two cycles (HSMD, 2008). This program builds graphs on 

lab data after using a Box-Cox transformation. This transformation is necessary to obtain a Gaussian 

distribution which is needed for the tests to be valid. Each point represents the mean (first graph) or the 

standard error (second graph) of the Box-Cox transformed value. The peaks identified with a test 

number correspond to warnings that the data are getting out of control meaning the values for the 

means have a variation greater than the one expected in lab analysis. 

The program was run for the stored/frozen insulin in cycle 2. It was run for overall data, boys less than 

18 years-old, girls less than 18 years-old and male and female adults. The overall graph is shown here 

with results for each site and they are numbered Si to S18. Each site has two data points on the graphs: 

one for data from the first half of the site and the other for data from the second half of the site. There 

is therefore a total of 36 points on the graph. 

The graphs (overall only is shown) all showed that the data sometimes go out of bound on either side of 

the mean. Had these tests been run throughout cycle 2, some investigations could have been done on 

ui!!iuuIIIuIIIIIt 

10 



the reasons why the insulin data were outside of the control zone. These analyses, done now, can only 

show that the data are sometime outside the control zones and almost as often on either side of the 

zone which can reinforce the theory that no trends are present in the data. Overall, if there was any kind 

of trend in the data, it is so small that the 2 '/~ year period analysed is not sufficient to identify it. 

Cycle 1 overall graph (not shown) was also looked at and the insulin stability was similar. The out-of-

bound peaks are not identical but they occur as often as for cycle 2 and on either side of the zone as 

well. 

Graph 4. Box-Cox transformed insulin data for Cycle 2— stored/frozen sample - overall data 
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Conclusion for Part 1 

The CHMS insulin results for cycle 2 provide evidence that insulin may be stable in specimens frozen and 

stored at -20°C for up to two years. If there is an effect of freezing the samples for a long period of time 

it cannot be identified over the period of time covered by this analysis. 
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Part 2 - Differences between the Immulite 2000 analyser and Centaur XP immunoassay analyser 

Graph 5 compares cycle 2 Centaur and Immulite insulin results for specimens collected at sites 1 to 5. 

The scatter plot shows the relationship between the two insulin assays. The linear regression shown on 

the graph can help in identifying two types of measurement bias: proportional systematic bias and 

constant systematic bias (Linet, 1990). Proportional bias is identified by a slope significantly different 

from 1 and constant bias is identified by an intercept significantly different from zero. According to the 

linear regression of Graph 5, there seems to be a constant systematic bias between instruments but it is 

hard to tell at this point if the slope is significantly different from one. The confidence intervals and the 

p-values will be used to determine this with certainty. 

Graph 5. Insulin measures for Cycle 2 sites 1 to 5— comparable measures by both instruments 

It is preferred to use a Deming regression to define an equation to correct for the change of instrument 

as this regression takes into account the variability of both measures X and Y (Serré, 2012). This 

regression will also be used to test whether the intercept is statistically different from zero and whether 

the slope is statistically different from one. For a proportional systematic bias of measurement a 

weighted Deming regression would be preferred. Otherwise, an unweighted Deming regression should 

be used. A Bland-Altman (Graph 6) graph can be used here to assess whether a weighted or unweighted 

regression should be used. This graph compares the average of the two measures to the difference 
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between the measures. This graph is also commonly used to assess the interchangeability of two 

instruments/assays and this aspect is discussed later in this document. 

For the purpose of adjustment, a funnel effect on the Bland-Altman graph would indicate that the 

magnitude of the measurement influences the variation of at least one of the instruments (non-constant 

measurement bias). The funnel effect on this Bland-Altman graph is very slight and it is hard to 

determine whether the error of measurement is proportional or constant. 

Graph 6. B/and-Altman graph of both insulin measures for sites 1 to 5 
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Since it was hard to tell if non-constant (proportional) measurement bias were present both Deming 

regressions were calculated and the results (unweighted and weighted) are presented in Table 2 and 

Table 3. Both regressions go in the same direction: the p-values are lower than 0.05 in each case 

indicating that there are both a proportional and constant systematic bias introduced in the measures. 

This confirms that a weighted Deming regression should be used to adjust the cycle 1 Immulite results to 

be comparable to the cycle 2 Centaur results data. 
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Table 2. Unweihted Deming regression's results 
Parameter Estimate S.E. Lower C.I. Upper U. p-value 
Intercept 6.196 1.577 3.098 9.293 0.0001 

Slope 0.920 0.027 0.867 0.973 0.0031 

Table 3. Weighted Demine regression's results 
Parameter Estimate S . E. Lower U. Upper C.I. p-value 
Intercept 7.610 0.707 6.222 8.998 0 

Slope 0.895 0.016 0.864 0.972 1.924E-10 

To assess whether outliers could impact the results, the same two regressions were re-run using all data 

except for the two outliers circled in red on Graphs 5 and 6. These two outliers seemed to influence the 

data quite a bit but in the end, the results of the regression although a little different in terms of slope 

and intercept still indicated that both constant and proportional bias are present. Furthermore, the 

weighted Deming regression is more stable than the unweighted one with the outliers removed, 

reinforcing the idea that it is the best one to use. 

Validation of the correction equation 

In order to assess how good the regression equation was at correcting data, the cycle 2 insulin data 

measured with the original Immulite instrument were transformed using the weighted equation 

(y=0.895x+7.610 or lnsulin_adjusted=(insulin_original*0.895)+7,610).  The adjusted data were compared 

to the cycle 2 data measured with the new Centaur instrument. These are plotted on Graph 7. The slope 

is now closer to 1 and the intercept is smaller indicating that the adjusted data are more similar to cycle 

2's data measured with the new instrument than the original ones were. 
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Graph 7 insulin measures for Cycle 2 sites 1 to 5—comparable measures by both instruments with 
adjusted data for the original instrument 
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One last comparison was done on cycle 1 and cycle 2 data to assess if adjusted cycle 1 data were more 

comparable to cycle 2 data than non-adjusted ones. Cycle 1 non-adjusted data (measured with the 

original Immulite instrument) was first compared to cycle 2 data measured with the new instrument and 

then the cycle 1 data transformed to provide equivalent results to the new Centaur instrument were 

compared to the cycle 2 Centaur results. Cycle 1 has 2,400 observations and cycle 2 has 2,698 

observations. In order to plot both data sets using the same scale, the cycle 1 data observation numbers 

were rescaled to match cycle 2's number of observations. Another approach was to sample 2,400 

observations from cycle 2 data in order to have matching scales. Both approaches gave the same results 

and only the first one is presented here (Graph 8) where cycle 1 observation numbers were replaced by 

cycle 1 observation number * (2,698/2,400). 

The sorted data have an exponential shape and the trendlines used to compare the data sets are 

exponential to better predict the two curves. The two sets of unadjusted data (cycle 1 and cycle 2) are 

very similar (Graph 8) but the exponential regressions on Graph 9 are almost completely overlapping 

showing that the adjusted cycle 1 data are more similar to cycle 2 data and confirming that the 

transformation of the data using the regression equation yields more similar insulin distributions for 

both cycles. The regression equation used to adjust the data is based on results from both 

instruments/assays and should therefore correct only for differences in instruments and not potential 

differences in populations. 
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Graph 8. Sorted data by insulin levelfor Cycle 1 (non-adjusted and rescaled for the number of 
observations) and Cycle 2 
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Graph 9. Sorted data by insulin levelfor Cycle 1 (adjusted for the new instrument and rescaled for the 
number of observations) and Cycle 2 
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Other option 

Finally, since it has been the usual practice in CHMS to adjust data with only a correction factor rather 

than with an equation, a correction factor that would replace the equation (y=0.895x+7.610) found with 

the regression was calculated and its effectiveness assessed. The equation comes from the Deming 

regression and finding the same equation with the intercept equal to zero is not possible at this time as 

it would require a considerable amount of work to develop assuming it is even a possibility. However, it 

is easy to obtain from a regular linear regression by setting the intercept equal to zero using Excel. When 

comparing the Deming regression to the linear regression we notice that the equations are somewhat 

similar with a slope of 0.895 (0.864, 0.972) and an intercept of 7.610 (6.222, 8.998) for Deming and a 

slope of 0.871(0.847, 0.894) and an intercept of 9.592 (7.539, 11.645) for the linear one. A correction 

factor derived from the linear regression would probably be acceptable to adjust the data although not 

ideal. The linear regression equation with the intercept set at zero is y=0.959x with an R 2  of 0.873. Graph 

10 shows the adjusted cycle 1 data using this correction factor compared to the data obtained in cycle 2. 

The slope is improved a little but not as much as with the equation. The intercept however has no 

improvement indicating that using only a correction factor would not correct for the constant systematic 

error. Hence, a simple correction factor would not be acceptable. 

Graph 10. Insulin measures for Cycle 2 sites 1 to 5 - comparable measures by both instruments with 

adjusted data to the new instrument with 0.959 correction factor 
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Conclusion for Part 2 

The Deming regression is the preferred approach for comparing laboratory assays since it takes into 

consideration inherent variability in each of the instruments/assays being compared. In contrast, linear 

regression assumes that only one of the measures has variations. It is therefore recommended to adjust 

the insulin data with the equation obtained from the Deming regression. 

To compare insulin results between cycle 1 and cycle 2, it is recommended that the following equation 

be used to adjust cycle 1 insulin results from Immulite to Centaur equivalent values: 

Adjusted cycle 1 insulin results (Centaur "equivalent") = 0.895 * (cycle 1 Immulite insulin results) + 7.610 

Other considerations before using the correction equation 

The Deming regression yields a reasonable transformation of the Immulite assay insulin results to 

provide comparable values to the Centaur assay. However, it is recommended that caution be exercised 

when using this approach since there is no standardization of insulin assays across different vendors or 

instruments. Differences in assays' sensitivity and specificity can lead to clinically significant differences 

in interpretation of the results. To further evaluate the comparability of the two insulin assays, a study 

of the Bland-Altman graph was completed (Dion, 2012). According to Bland and Altman, if measures 

from two instruments/assays are not in agreement then the instruments are not interchangeable or 

measures from the first instrument do not compare to measures of the second instrument. The results 

of the Bland-Altman analysis showed that the Immulite and the Centaur methods were not 

interchangable (Cycle 1 vs. Cycle 2). The corrected cycle 1 data were not in agreement with cycle 2 data 

either. However, the Immulite transformed insulin results means by age and sex were closer to cycle 2's 

means than the untransformed ones. 

The insulin/glucose ratio was also calculated for all three sets of data (method 1 (Immulite), method 2 

(Centaur) and transformed method 1). For the purpose of this analysis, the normal ratio was defined as 

below or equal to 24 pmol/mmol. The number of cases with a measure above the normal level is similar 

for each set of data. For 58% of records with an above normal level in at least one of the three 

measures, all three methods were above normal at the same time. For 18% of those, only two measures 

were above normal and for 24% of those, only one measure was above normal. The insulin/glucose ratio 

did not provide a lot of insight on the comparability of the two methods but it shows that more than half 

of the time, the above normal measures would be categorized the same with either of the instruments. 

Using a correction equation for two different instruments has been used in the past and it is left to the 

researcher's judgement to determine the appropriateness of combining data using this approach. To 

help the researcher, the standard error and confidence intervals associated with each parameter (slope 

and intercept) of the correction equation have been provided in Table 2. This gives an indication of the 

variability of the regression parameters. 
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RESUMÉ 

Dans le cadre de l'Enquête canadienne sur les mesures de Pa sante (ECMS), le taux d'insuline est mesuré 

sur les répondants a jeun. DO a des circonstances imprévisibles, P'instrument de mesure de l'insuline du 

cycle 16 été change au cours du cycle 2. Le changement d'instrument pourrait introduire un biais dans 

les mesures lorsque les données des cycles 1 et 2 sont compares. De plus, avant que l'instrument soit 

remplacé, certains échantillons d'insuline ont dO être congelés pour une période de temps pouvant aller 

jusqu'à deux ans avant que ces derniers soient analyses. La stabilité de ces échantillons était inconnue 

lorsque congelés pour une période de plus de trois mois. Ce document donne les details des analyses 

qui ont été faites pour determiner si les échantillons d'insuline congelés pendant deux ans sont restés 

stables et si un biais est introduit par le changement d'instrument de mesure. 
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Introduction 

Dans le cadre de l'Enquête canadienne sur les mesures de Ia sante (ECMS), on mesure Ia concentration 

d'insuline chez des répondants a jeun (environ 50 % de l'échantillon). Durant le cycle 2, le dosage de 

l'insuline a été faite au depart, pour les sites 1 a 5, en se servant du même instrument et du même 

réactif que pour le cycle 1 (analyseur lmrnulite 2000 de Siemens avec réactif du fournisseur). Le dosage 

de I'insuline a ensuite été mis en suspens en raison de preoccupations concernant le réactif. Les 

échantillons prélevés pour l'analyse de l'insuline et de la vitamine B12 (selon les protocoles de I'ECMS, 

les dosages de l'insuline et de Ia vitamine B12 sont effectués sur une même aliquote d'échantillon) ont 

continue d'être prélevés a chaque site et expédiés congelés au laboratoire d'analyse. Ces échantillons 

ont été décongelés pour 'analyse de Ia vitamine B12. Ensuite, us ont été recongelés et conserves de 

cette facon en prevision de l'analyse de I'insuline une fois que le nouvel instrument et le nouveau réactif 

seraient disponibles. 

En 2012, l'analyseur Immulite 2000 a été remplacé par l'immunoanalyseur Centaur XP de Siemens. 

Les échantillons recueillis aux 18 sites du cycle 2 ant été analyses au moyen du nouvel analyseur 

Centaur XP en utilisant le réactif du fabricant. Le dosage de l'insuline au moyen de l'analyseur 

Centaur XP comprenait également les échantillons résiduels entreposés provenant des sites 1 a S du 

cycle 2, qui avaient été analyses au depart sur l'analyseur Immulite. 

Des rapports publlés confirment que l'insuline congelee pendant une période pouvant aVer jusqu'à 

trois mois demeure stable (DPC, 2006). Par contre, après trois mois, Ia stabilité est inconnue. Etant 

donné que certains échantillons du cycle 2 de I'ECMS orit été entreposes congelés pendant plus de 

deux ans avant que l'on procède au dosage de l'insuline au moyen de l'analyseur Centaur, il a été 

nécessaire d'évaluer Ia stabilité de l'insuline dans des conditions d'entreposage de longue durée. Les 

échantillons prélevés au site 1 sont restés congelés pendant plus de deux ans et, a mesure qu'on avance 

dans le temps, Ia période de congelation diminue jusqu'au site 18 pour lequel les échantillons prélevés 

n'ont été congelés que quelques semaines. 

Une étude des résultats de mesure de l'insuline obtenus sur les échantillons du cycle 1 et du cycle 2 a 

ete réalisée en deux valets. Dans le premier volet, on a évalué Ia stabilité a long terme de I'insuline dans 

les échantillons recongelés. Dans le deuxième volet, on a évalué le biais entre les dosages de l'insuline 

au moyen de l'analyseur Immulite et de l'analyseur Centaur. A l'heure actuelle, ii n'existe aucune 

normalisation des dosages de l'insuline entre les différents fabricants d'instruments. Afin de combiner et 

d'anatyser statistiquement les données regroupées du cycle 1 et du cycle 2, ii a fallu définir Ia correlation 

entre les deux dosages pour determiner si une equation ou un facteur de correction pourrait être 

appliqué afin de rendre comparables les résultats de l'insuline. 

Pour le premier valet de l'étude, on s'est servi des résultats du dosage de l'insuline du cycle 1 et du 

cycle 2. Les échantillons du cycle 2 provenant des sites 1 a 5 qui ant été analyses avec l'analyseur 

Immulite ainsi que l'analyseur Centaur ont été utilisés pour le deuxième volet de l'étude. Les 

échantillons du cycle 1 ant été recueillis de 2007 a 2009 dans 15 sites différents et ceux du cycle 2, de 

2009 a 2011 dans 18 sites différents (Guide de l'utilisateur des données, Statistique Canada 2010 et 
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2012). Aux deux cycles, les répondants a jeun étaient âgés de 6 a 79 ans. Pour les échantillons du 

cycle 1, le dosage de l'insuline a été effectué en continu, a mesure que les échantillons étaient prélevés 

et envoyés. II en a été de même pour les échantillons du cycle 2 analyses sur l'analyseur lmmulite 

original. Par contre, le dosage des échantillons du cycle 2 en se servant du nouvel analyseur Centaur a 

eu lieu après qu'on ait prélevé les échantillons aux 18 sites et qu'on les ait entreposés recongelés. 

Volet 1 - Stabilité de l'insuline dans les échantillons de serum entreposés jusqu'à deux ans a -20 °C 

Le graphique 1 montre Ia concentration moyenne non pondérée d'insuline pour chaque site du cycle 2, 

ainsi que leurs intervalles de confiance correspondants et Ia courbe de tendance'. Si l'on s'en tient aux 

moyennes et aux intervalles de confiance, ii semble qu'aucun modèle ne se dégage des données. La 

variable indépendante numéro du site>> peut être considérée comme une variable de décroissance du 

temps de congelation. La pente de Ia courbe de tendance est positive (0,27), ce qui signifie que les 

données pourraient presenter une tendance a Ia hausse, mais cette pente est tellement faible que 

quelques points de données supplémentaires dans une direction différente pourraient La modifier 

considérablement. En outre, Ia valeur de R2  est légèrement inférieure a 0,05, ce qui indique que Ia droite 

ajustée ne prédit pas bien Ia mesure de l'insuline. 

Graphique 1. Mesure moyenne de l'insuline se/on le site au cycle 2 - échanti/lons entreposés/congelés 
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'Application de Ia droite la mieux ajustée pour montrer les jeux de données linéaires simples qui 
contiennent des valeurs de données qui augmentent ou diminuent a un taux constant. 
Ce type de courbe de tendance repose sur l'équation Iinéaire qui suit pour calculer l'ajustement d'une 
droite par les moindres carrés: 

y = mx + t 
oü m est la pente et b est I'ordonnée 6 l'origine. 

H. 



Dans le graphique 1, certains intervalles de confiance sont assez grands (c.-à-d. sites 6, 9, 14 et 16). Pour 

chacun de ces sites, cette situation est due a une valeur aberrante qui peut être facilement identifiée sur 

le graphique 2. Rien n'indique si les valeurs aberrantes ont été causées par une instabilité de l'insuline, 

mais comme ii n'en existe qu'une seule pour chacun de ces sites, ii est plus probable que ces valeurs 

soient dues a une augmentation physiopathologique de Ia concentration d'insuline chez les répondants 

en question. Si ces valeurs aberrantes étaient dues a l'instabilité de l'insuline, l'effet sur l'analyse des 

données serait minime, puisque l'on n'observe que quatre de ces valeurs pour le cycle complet. En 

outre, le nombre de valeurs aberrantes est a peu près le même pour le cycle 1, comme le montre le 

graphique 3, ce qui renforce l'idée qu'elles ne sont pas causées par l'instabilité de l'insuline. 

Sur le graphique 2, les données sont représentées pour chaque mesure individuelle. Elles ont d'abord 

été triées par site, puis par concentration d'insuline. Chaque courbe exponentielle sur le graphique 

correspond a un site. Ce graphique montre que les données se comportent de manière similaire pour 

chaque site. 

Graphique 2. Mesures de I'insu/ine au cycle 2 triées se/on le site et se/on Ia concentration d'insuline - 
échan ti/Ions entreposés/congelés 
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Sur le graphique 3, les mesures de l'insuline sont présentées pour les 15 sites du cycle 1 et les 18 sites 

du cycle 2 (échantillons entreposes/congeles). Les résultats sont comparables pour les deux cycles et les 

courbes de tendance de Ia concentration d'insuline au cours de chaque cycle ont une petite pente et 

une grande ordonnée a l'origine, comme le resume le tableau 1. 

• 
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Cycle 2 
y= 0247x + 65.192 

Tableau 1. Résultats des regressions 
Paramètre Estimation E.-T. Limite 

inférieure 
de l'IC 

Limite 
supérieure 
de l'IC  

Valeur p 
Cycle 1 Ordonnée a l'origine 75,07 2,79 69,60 80,54 <0,0001 

Pente -0,53 0,30 -1,12 0,06 0,0707 
Cycle 2 Ordonnée a l'origine 1 	65,19 2,33 60,62 1 	69,76 1 	<0,0001 

Pente 0,25 0,23 -0,20 0,70 0,2878 

Les pentes ne different pas significativement de zero, ce qui indique qu'aucune tendance n'existe pour 

les deux cycles. En outre, Ia distribution des mesures de l'insuline au cycle 2 présente une courbe 

similaire a celle observée pour le cycle 1, ce qui suggére que l'insuline devrait être stable dans les 

échantillons congelés a -20 °C pendant une période allant jusqu'à deux ans. 

Graphique 3. Mesure de I'insu/ine pour les cycles 1 et 2 - toutes les données du cycle 1 et échantillons 
entreposés/congelés du cycle 2 
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Enfin, un programme de contrôle statistique de Ia qualité permettant d'analyser les tendances dans les 

données de laboratoire a été utilisé pour analyser plus en profondeur les concentrations d'insuline 

mesurées lors des deux cycles (DMEM, 2008). Ce programme construit des graphiques sur des données 

de laboratoire après qu'elles aient subi une transformation de Box-Cox. Cette transformation permet 

d'obtenir une distribution gaussienne qui est nécessaire pour que les tests soient valides. Chaque point 
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représente Ia moyenne (premier graphique) ou I'erreur-type (deuxième graphique) des valeurs 

transformées de Box-Cox. Les pics désignés par un numéro de test correspondent a des avertissements 

que Ies données sont hors contrôle, autrement dit que Ia variation des valeurs des moyennes est plus 

forte que celle a laquelle on s'attendrait dans les analyses de laboratoire. 

Le programme a été appliqué aux mesures de l'insuline faites sur les échantillons entreposés/congelés 

du cycle 2. II a été exécuté pour les données globales, pour les garçons de moms de 18 ans, pour les filles 

de moms de 18 ans et pour les hommes et les femmes adultes. Le graphique global est présenté ici avec 

les résultats pour chaque site, qui sont numérotés Si a S18. Le graphique contient deux points de 

données pour chaque site: un pour les données recueillies durant Ia premiere moitié de Ia collecte du 

site et l'autre pour les données recueillies durant Ia deuxième moitié de Ia collecte du site. Par 

consequent, le graphique contient un total de 36 points. 

Les graphiques (seul le graphique global est présenté) indiquent tous que les données se trouvent 

parfois en dehors des limites de contrôle, de I'un ou l'autre côté de Ia moyenne. Si les tests avaient été 

exécutés tout au long du cycle 2, on aurait Pu procéder a certaines analyses afin de determiner les 

raisons pour lesquelles les données sur Ia concentration d'insuline se trouvaient en dehors de Ia zone de 

contrôle. Ces analyses, effectuées maintenant, montrent seulement que les données se trouvent parfois 

en dehors des zones de contrôle, et cela presque aussi souvent d'un côté que de l'autre de Ia zone, ce 

qui renforce Ia théorie voulant que les données n'affichent aucune tendance. Globalement, s'il existe 

une tendance dans les dorrnées, elle est si faible que Ia période de référence de deux ans et demi des 

analyses ne suffit pas pour l'identifier. 

L'examen du graphique global pour le cycle 1 (non présenté) a mené a des conclusions similaires 

concernant Ia stabilité de I'insuline. Les pics hors des limites ne sont pas identiques, mais ils se 

produisent aussi souvent que pour le cycle 2, et Ce, de part et d'autre de Ia zone de contrôle également. 
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Graphique 4. Données sur /'insuline après transformation de Box-Cox pour le cycle 2 - échan ti/Ions 
entreposes/congelés - données globales 
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Conclusion du volet 1 de l'étude 

Les résultats du dosage de l'insuline du cycle 2 de I'ECMS nous permettent de croire que l'insuline 

pourrait We stable dans les échantillons congeles et entreposés a -20 C pour une période allant jusqu'à 

deux ans. Si Ia congelation des échantillons pendant une tongue période a un effet, ii ne peut être décelé 

sur (a période couverte par (a présente analyse. 

Volet 2— Differences entre l'analyseur Immulite 2000 et I'immunoanalyseur Centaur XP 

Le graphique 5 donne une comparaison des résultats de dosage de l'insuline au cycle 2 en se servant des 

analyseurs Centaur et Immulite pour les échantillons recueillis aux sites 1 a 5. Le nuage de points montre 

Ia relation entre les deux dosages de l'insuline. La regression linéaire illustrée sur le graphique peut aider 

a déceler deux types de biais de mesure: un biais systématique proportionnel et un biais systématique 

constant (Linet, 1990). Le biais proportionnel est indiqué par une pente sigriificativement différente de 1 

Moyenne et ecart-type des données dinsuline ayant subi ujne transformation BoxCox 
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et le bials constant, par une ordonnée a l'origine significativement clifférente de zero. Selon Ia regression 

Iinéaire du graphique 5, ii semble exister un biais systématique constant entre les instruments, mais ii 

est difficile de dire a ce stade si Ia pente cliffère de un de manière significative. Les intervalles de 

confiance et les valeurs p seront utilisés pour faire cette determination avec certitude. 

Graphique S. Mesures de l'insuline pour les sites 16 5 du cycle 2 - mesures corn parables pour les 
deux instruments 
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La regression de Deming est privilégiée pour définir une equation de correction pour Ia variation due a 
l'instrument, car cette regression tient compte a Ia fois de Ia variabilité de Ia mesure X et de celle de Ia 

mesure V (Serré, 2012). Cette regression sera également utilisée pour tester si l'ordonnée a l'origine est 

statistiquement différente de zero et si Ia pente est statistiquement différente de un. Pour un biais 

systématique proportionnel de mesure, ii serait préférable d'employer une regression de Deming 

pondérée. Autrement, ii convient d'utiliser une regression de Deming non pondérée. Un graphique de 

Bland-Altman (graphique 6) peut être utilisé ici pour determiner s'iI faut utiliser une regression 

pondérée ou non pondérée. Ce graphique compare Ia moyenne des deux mesures a I'écart entre les 

mesures. Ce graphique est également employé fréquemment pour évaluer l'interchangeabilité de 

deux instruments/dosages et cet aspect est discuté plus loin dans le present document. 

Aux fins de I'ajustement, un effet d'entonnoir dans le graphique de Bland-Altman indiquerait que Ia 

grandeur de Ia mesure influe sur Ia variation d'au moms un des instruments (biais de mesure non 

constant). Dans le present graphique de Bland-Altman, l'effet d'entonnoir est très faible et ii est difuicile 

de determiner si I'erreur de mesure est proportionnelle ou constante. 

y = 0.8707x + 95918 
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Graphique 6. Graphique de Bland-Altman des deux mesures de l'insu/ine pour les sites 1 a 5 
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Comme ii était difficile de dire s'il existait un biais de mesure non constant (proportionnel), les 

deux regressions de Deming ont été calculées et les résultats (non pondérés et pondérés) sont présentés 

au tableau 2 et au tableau 3. Les deux regressions vont dans Ia même direction: les valeurs p sont plus 

faibles que 0,05 dans chaque cas, ce qui signifie qu'un biais systématique proportionnel ainsi qu'un biais 

systématique constant sont introduits dans les mesures. Cela confirme qu'iI faut utiliser Ia regression de 

Deming pondérée pour corriger les résultats produits par l'analyseur Immulite au cycle 1 afin qu'ils 

soient comparables aux résultats produits par I'analyseur Centaur au cycle 2. 

Tableau 2. Résultats de Ia regression de Deming non oondérée 
Paramètre Estimation E.-T. Limite Limite Valeur p 

inférieure supérieure 
de 'IC de l'IC  

Intercept 6.196 1.577 3.098 9.293 0.0001 
Slope 0.920 0.027 0.867 0.973 0.0031 

Tableau 3. Résultats de Ia regression de Deming pondérée 
Paramètre Estimation E.-T. Limite Limite Valeur p 

inférieure supérieure 
de l'IC de I'IC  

Intercept 7.610 0.707 6.222 8.998 0 
Slope 0.895 0.016 0.864 0.972 1.924E-10 
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Pour determiner si les valeurs aberrantes pourraient avoir une incidence sur les résultats, les deux 

mêmes regressions ont été exécutées en utilisant toutes les données sauf les deux valeurs aberrantes 

encerclées en rouge sur les graphiques 5 et 6. Ces deux valeurs aberrantes paraissaient avoir une assez 

grande influence sur les données, mais finalement, les résultats des regressions, quoique légèrement 

différents pour ce qui est de Ia pente et de I'ordonnée a l'origine, continuent d'indiquer Ia presence d'un 

biais constant ainsi que d'un biais proportionnel. En outre, Ia regression de Deming pondérée est plus 

stable que Ia regression non pondérée avec suppression des valeurs aberrantes, ce qui renforce l'idée 

qu'il est préférable d'utiliser Ia premiere. 

Validation de l'équation de correction 

Afin d'évaiuer dans quelle mesure l'équation de regression corrige bien les données, les mesures de 

l'insuline du cycle 2 obtenues au moyen de l'analyseur Immulite original ont été transformées en se 

servant de I'équation pondérée [y=0,895x+7,610 ou 
l nsu li ne_corrigee=(insuline_originale*0,895)i7,610]. Les données corrigées ont été comparées a celles 

du cycle 2 obtenues en se servant du nouvel analyseur Centaur. [lies sont presentées au graphique 7. La 

valeur de Ia pente est maintenant plus proche de un et celle de l'ordonnée a I'origine est plus petite, ce 

qui veut dire que les données corrigées sont plus similaires aux données du cycle 2 mesurées au moyen 

du nouvel instrument que ne l'étaient les données originales. 

Graphique 7. Mesures de I'insuline pour les sites 16 S du cycle 2— mesures corn parables au moyen des 
deux instruments avec données corrigées pour l'instrument original 
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Une dernière comparaison des données du cycle 1 et du cycle 2 a été faite pour determiner si les 

données du cycle 1 ajustées étaient plus comparables aux données du cycle 2 que les données non 

ajustées. Les données du cycle 1 non ajustées (mesurées avec l'analyseur Immulite original) ont d'abord 

été comparées aux données du cycle 2 mesurées avec le nouvel instrument, puis les données du cycle 1 

transformées pour obtenir des résultats equivalents a ceux du nouvel analyseur Centaur ont été 

comparées aux résultats du cycle 2 obtenus avec ce méme analyseur Centaur. En tout, il existe 

2 400 observations pour le cycle 1 et 2 698 observations pour le cycle 2. Afin de représenter 

graphiquement les deux jeux de données sur Ia même échelle, le nombre d'observations dii cycle 1 a ét 

rééchelonné afin qu'il concorde avec le nombre d'observations du cycle 2. Une autre approche 

consistait a échantillonner 2 400 observations parmi les données dii cycle 2 afin d'obtenir des échelle 

concordantes. Les deux approches ont produit les mêmes résultats et seuls ceux de Ia premiere sont 

présentés ici (graphique 8) dans laquelle le nombre d'observations du cycle 1 a été remplacé par le 

nombre d'observations du cycle 1*  (2 698/2 400). 

Les données triées suivent une courbe exponentielle et les courbes de tendance utilisées pour comparer 

les jeux de données sont exponentielles afin de mieux prédire les deuxcourbes, Les deuxjeux de 

données non ajustées (cycle 1 et cycle 2) sont forts semblables (graphique 8), mais les regressions 

exponentielles présentées au graphique 9 se chevauchent presque complètement, montrant que les 

données dii cycle 1 ajustées sont plus semblables aux données dii cycle 2 que les dorinées non ajustées 

et confirmant que Ia transformation des données en utilisant l'équation de regression produit des 

distributions des mesures de l'insuline plus comparables pour les deux cycles. L'équation de regression 

utilisée pour ajustées les données est fondée sur les résultats obtenus au moyen des 

deux instruments/dosages et ne devrait par consequent que corriger pour les écarts entre les 

instruments et non pour les differences possibles entre les populations. 
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Graphique 8. Données triées selon Ia concentration d'insu/ine pour le cycle 1 (non corrigées et 
rééche!onnées pour le nombre d'observations) et pour le cycle 2  

Graphique 9. Données triées se/on Ia concentration d'insuline pour le cycle 1 (corrigees pour le nouvel 
instrument et rééchelonnées pour le nombre d'observations) et pour lecycle2  
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Autre option 

Enfin, puisque Ia pratique habituelle pour I'ECMS consiste a ajuster les données en n'appliquant qu'un 

facteur de correction plutôt qu'une equation, on a utilisé un facteur de correction pour remplacer 

l'équation (y=0,895x+7,610) obtenue par regression et on a évalué son efficacité. L'équation provient de 

Ia regression de Deming et ii n'est pas possible en ce moment de trouver Ia même equation avec une 

ordonnée a l'origine nule, car cela nécessiterait d'importants travaux de développement, en supposant 

que cela soit même possible. Cepenclant, elle est facile a obtenir en partant d'une regression linéaire 

ordinaire et en fixant Ia valeur de l'ordonnée a I'origine a zero en Excel. En comparant Ia regression de 

Deming a Ia regression linéaire, nous constatons que les equations sont relativement semblables, Ia 

pente étant de 0,895 (0,864, 0,972) et l'ordonnée a I'origine, de 7,610 (6,222, 8,998) pour Ia regression 

de Deming et Ia pente étant de 0,871(0,847, 0,894) et l'ordonnée a I'origine, de 9,592 (7,539, 11,645) 

pour Ia regression Iinéaire. Un facteur de correction dérivé de Ia regression Iinéaire serait probablement 

acceptable, quoique non ideal, pour corriger les données. L'équation de regression Iinéaire avec Ia 

valeur de l'ordonnée a l'origine fixée a zero est y=0,959x avec un R 2  de 0,873. Le graphique 10 montre 

les données du cycle 1 ajustées en utilisant ce facteur de correction comparativement aux données 

obtenues au cycle 2. La pente est Iegerement améliorée, mais pas autant qu'avec I'équation de 

correction. Par contre, on ne constate aucune amelioration de l'ordonnée a l'origine, ce qui signifie que 

I'utilisation d'un facteur de correction seulement ne permettrait pas de corriger I'erreur systématique 

constante. Donc, un simple facteur de correction ne serait pas acceptable. 

Graphique 10. Mesures de l'insuline pour/es sites 1 a 5 du cycle 2— mesures comparables pour les 
deux instruments avec données corrigées pour le nouvel instrument en utilisant le facteur de correction 
0,959 
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Conclusion clu volet 2 de l'étude 

La regression de Deming est l'approche privilégiee pour comparer des analyses de laboratoire, 

puisqu'elle tient compte de Ia variabilité inhérente a chaque instrument/dosage. En revanche, Ia 

regression linéaire repose sur l'hypothèse que seulement une des mesures présente des variations. II est 

par consequent recommandé de corriger les données pour Ia concentration d'insuline au moyen de 

l'équation obtenue par Ia regression de Deming. 

Pour comparer Ies résultats de dosage de l'insuline obtenus au cycle 1 et au cycle 2, il est recommandé 

d'appliquer l'équation qui suit pour corriger les résultats du cycle 1 produit par l'analyseur lmmulite afin 

d'obtenir des valeurs équivalentes a celles produites par l'analyseur Centaur: 

Résultats insuline cycle 1 corrigés (( equivalents>> Centaur) = 0,895 * (résultats insulines Immulite 

cycle 1) + 7,610 

Autres points a prendre en consideration avant d'utiliser l'équation de correction 

La regression de Deming donne une transformation raisonnable des résultats de dosage de l'insuline 

avec l'analyseur lmmulite en vue d'obtenir des valeurs comparables aux résultats de dosage produits 

par l'analyseur Centaur. Cependant, il est recommandé d'être prudent en utilisant cette approche, car 

les analyses de l'insuline offertes par différents fabricants ou instruments ne sont pas normalisées. Des 

differences de sensibilité et de spécificité des dosages peuvent donner lieu a des differences 
cliniquement significatives d'interprétation des résultats. Afin d'évaluer plus en detail Ia comparabilité 

des deux dosages d'insuline, nous avons procédé a une étude du graphique de Bland-Altman (Dion, 

2012). Selon Bland et Altman, si les mesures produites par deux instruments/dosages ne concordent 

pas, les instruments ne sont pas interchangeables ou les mesures provenant du premier instrument ne 

sont pas comparables aux mesures provenant du deuxième. Les résultats de l'analyse de Bland-Altman 

ont montré que les méthodes Immulite et Centaur n'étaient pas interchangeables (cycle 1 contre cycle 

2). Les données du cycle 1 corrigées ne concordaient pas avec les données du cycle 2 non plus. 

Cependant, les moyennes selon l'âge et le sexe des mesures transformées de I'insuline sur l'analyseur 

Immulite étaient plus proches des moyennes des mesures du cycle 2 que les moyennes non 

transformées. 

Le ratio insuline/glucose a également été calculé pour les trois jeux de données [méthode 1 (lmmulite), 

méthode 2 (Centaur) et méthode 1 avec transformation). Pour les besoins de Ia presente analyse, le 

ratio normal a été défini comme étant inférleur ou égal a 24 pmol/mmol. Le nombre de cas pour 

lesquels Ia mesure est supérieure au niveau normal est similaire pour tous les jeux de données. Pour 

58 % des enregistrements pour lesquels le niveau était supérleur a Ia normale pour au moms I'une des 

trois mesures, les trois méthodes donnaient simultanément un résultat supérieur a Ia normale. Pour 

18 % de ces enregistrements, deux mesures seulement donnaient un résultat supérieur a Ia normale et 

pour 24 % d'entre eux, une seule mesure donnait un résultat supérieur a Ia normale. Le ratio 

insuline/glucose n'a pas fourni beaucoup d'éclaircissements quant a Ia comparabilité des 
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deux méthodes, mais ii montre que plus de Ia moitlé du temps, les mesures supérieures a Ia normale 

seraient catégorisées de Ia même facon avec I'un ou I'autre instrument. 

L'application d'une equation de correction Iorsque I'on s'est servi de deux instruments différents a été 

utilisée dans le passé et ii incombe au chercheur de juger s'iI est approprié de combiner les données en 

utilisant cette approche. Pour aider le chercheur, l'erreur-type et les intervalles de confiance associés a 
chaque paramètre (pente et ordonnée a I'origine) de I'équation de correction sont fournis au tableau 2. 

Cela donne une idée de Ia variabilité des paramètres de regression. 

20 


