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Auto Counter AC920

Den lilla helautomaten

Aven det lilla laboratoriet behover rationella och sikra analysinstrument.
Dirfor har Swelab utvecklat en liten hematologianalysator, som &r auto-
matiserad fran borjan till slut.

Analysparametrarna ir EPK, EVF, MCV, HGB, MCH, MCHC och LPK.

AC920 spiader blodet, riknar och mater samt presenterar resultaten
med eller utan histogram.

AC920 ir oberoende av provtagningsmetod, eftersom den ar utrustad
med bade kanyl fér blod i tillslutna vacuumrér och pipett for helblod och
forspatt kapillarblod i 6ppna ror.

Andra virdefulla egenskaper dr automatisk kalibrering, automatisk
reagensovervakning och automatisk rengoring.
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REDAKTIONELLT

S& har du ndsta nummer i din hand, det fjdrde
i serien och det tredje under detta ar. Numret
innehéller vdsentligen tva artiklar, som redan
varit publicerade i de danska resp. svenska
medlemstidningarna. Vi har bedomt det s& att
dessa artiklar 4r av sa pass stort allmént in-
tresse att vi vill upprepa dem i den nordiska
tidningen.

Nista nummer av KKN blir ett specialnum-
mer. Det kommer enbart att uppta artiklar
géllande Overgdngen av enzymmetoderna fran
SCE:s till ECCLS:s. Vi rdknar med att fa det
klart till mitten av december.

Under 1991 rdknar vi med att komma upp 1
de fyra nummer per ar som dr var intention.

Sista dag for manuskript under det kom-
mande aret 4r:

15/1; 15/4; 15/8 och 15/10

Eftersom processnings- och tryckningstiden
ror sig om cirka 1 1/2 méanad rdaknar vi med
att numren skall vara fdardiga cirka 1/3; 1/6;
1/10 resp. 1/12.

Bista hélsningar
Kristoffer Hellsing

Overgang till ECCLS standards for
bestimning av katalytisk koncentration av
alanin aminotransferas (ALAT), aspartat
aminotransferas (ASAT), kreatinkinas (CK)
och gammaglutamyltransferas (GT)

I enlighet med tidigare redovisade planer skall
vi 1 Norden ga over till de av ECCLS:s ex-
pertgrupp utarbetade metoderna for ALAT,
ASAT, CK och GT. Overgangen planeras ske i
de olika ldnderna i borjan av 1991.

I december i1 4r kommer Klinisk Kemi i
Norden att ge ut ett supplement innehéllande
foljande:
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1. ECCLS standards

2. Preliminéra referensintervall

3. Metodapplikationer

4. Metodjamforelser mellan olika pd markna-
den forekommande reagenskit.

Information kommer ocksd att inforas i de
nationella medlemstidningarna.

Nordiska Enzymkommitten



Rekommandationer for klinisk-kemiske
afdelinger: Lipid- og lipoprotein-

analyser

JORN DYERBERG, STEEN STENDER, GUNNAR EG ANDERSENT,

OLE FERGEMAN, TORBEN HAGHFELT, TORSTEN HVIID, TONNY JENSEN,
ARNE LETH, BJARNE SIGURD & FLEMMING SKOVBY (LIPIDGRUPPEN, DANSK
CARDIOLOGISK SELSKABS FRAKTION FOR PRAVENTIV CARDIOLOGI)

Medicinsk Laboratorium a.s., Adelgade 7, 1304 Kobenhavn K, Koge Sygehus, klinisk kemisk afdeling; Rigshospitalet,
Kobenhavn, pediatrisk afdeling; Arhus Amissygehus, medicinsk afdeling; Odense Sygehus, medicinsk afdeling B;
Ostergade 35, 3200 Helsinge; Niels Steensens Hospital, Gentofte; Kobenhavns Amts Sygehus i Glostrup,

medicinsk afdeling C, og Nykobing Falster Centralsygehus, medicinsk afdeling

Kolesterol indtager en central rolle i ateroskle-
roseudviklingen, omend eksakt viden om de
tilgrundliggende molekylere processer endnu
savnes. Jget koncentration af LDL-kolesterol
i plasma betragtes 1 dag som kausalt relateret
til udviklingen af den aterosklerotiske proces,
og der findes en omvendt association mellem
HDL-kolesterolkoncentrationer og forekoms-
ten af aterosklerose. Paforte endringer i LDL-
kolesterolkoncentrationen medforer @nd-
ringer 1 risikoen for udvikling af aterosklerose,
hvorimod det endnu er uvist om paforte &nd-
ringer 1 HDL-koncentration pavirker udvik-
lingen af aterosklerose. Koncentrationen af li-
pider og lipoproteiner i blodet er veasentlige
kvantiteter ved stillingtagen til pravention,
intervention og behandlingskontrol ved ate-
rosklerotisk hjertekarsygdom. Der stilles der-
for berettigede krav til klinisk kemisk eksper-
tise om tilvejebringelse af et standardiseret
analyserepertoire for lipid- og lipoproteinana-
lyser, samt til reproducerbare (precise) og san-
de (akkurate) maleresultater.

ANALYSEREPERTOIRE

Den nuverende metodeudvikling og vor
nuverende viden om aterosklerosesygdom-
mens epidemiologi og molekylere biologi til-
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lader ikke opstilling af et endeligt og ideelt
analyserepertoire. Det mé saledes fx i dag be-
tragtes som uafklaret, om bestemmelse af li-
poproteiner, lipider eller lipoprotein-apopro-
teiner i blodet er at foretrekke. Om end det
ma skennes, at apolipoproteinniveauet i plas-
ma indeholder vagtig klinisk information, ma
det samtidig konstateres, at rimelige krav om
standardisering, praecision og akkuratesse ikke
i dag kan opfyldes for disse komponenter. Den
tveerfaglige arbejdsgruppe vedr. klinisk-kemis-
ke problemstillinger under Lipidgruppen
(Dansk Cardiologisk Selskab) skal derfor an-
befale, at folgende kvantiteter kan rekvireres
til brug i den kliniske udredning af risiko for
aterosklerotisk hjertekarsygdom samt i kon-
trol af behandling af hyperlipidemi:
S—Cholesteroler (total), stofk.

(fPt) S—Triglycerider, stofk.
S—HDL-cholesterol, stofk.

(fPt) S—LDL-cholesterol, stofk., beregnet pa
grundlag af ovenstdende malinger.

S (Serum) refererer til det system, hvori
man maler den pageldende komponent.
Stofk. (stofkoncentration) angiver, at malere-
sultatet opgives som en koncentration.

Aterges med tillstand av Ugeskrift for leger Refe-
rens: Ugeskrift for leeger 152; 1990: 1434-7.

Klinisk kemi i Norden



GENERELLE VEJLEDNINGER

Betydelig intraindividuel variation samt kom-
binationen af praeanalytisk og analytisk varia-
tion og metodologiske standardiseringsproble-
mer gor klinisk stillingtagen pa basis af »gje-
bliksbilleder« af lipid- og lipoproteinkoncent-
rationer vanskelig eller umulig. Beslutninger
om drastiske @ndringer i patientens levevis og
medikamentel senkning af kolesterolkoncent-
rationen ber derfor baseres pd minimalt 2-3
bestemmelser med ca. | maneds mellemrum, i
perioder hvor personen lever under »s@dvan-
lige omstendigheder« dvs. pa sedvanlig kost,
uden sygdomsepisoder, medikamentskift,
vegtendringer o.1.

Biologisk og analytisk variation: Den intra-
individuelle biologiske variation (udtrykt som
en variationskoefficient dvs. standarddevia-
tion X 100/middeltal=CV %) pa totalkoleste-
rolkoncentrationen over méneder er 5-10%.
For triglycerid er storrelsesordenen 15-40 %.
Den intraindividuelle biologiske variation pa
HDL-kolesterol er mindre sikkert kendt, men
synes at ligge i omradet 5-10%.

Variationskoefficientens betydning for va-
riationen af koncentrationen er angivet i Fig.
1. For variationskoefficienter mellem 3 og
11 % angiver det tonede felt 95 % konfidensin-
tervallet for udfaldet af et analyseresultat, hvis
wsande« verdi er 7,0 mmol/l (fx af totalkoles-
terol) eller 1,0 mmol/l (fx af HDL-kolesterol)
eller 4,0 (fx af en LDL/HDL-ratio).

Den analytiske variation kan reduceres ved
at lave dobbelte eller flerdobbelte bestemmel-
ser pa samme provemateriale. Effekten af den
biologiske variation kan reduceres ved at be-
stemme koncentrationen af den pagaldende
komponent pé en rekke prover, udtaget fra
samme individ over en periode pa flere mane-
der. Virkningen pé den totale variationskoef-
ficient fremgéar af Fig. 2. CV 4 er den analytiske
variationskoefficient. CVy er den biologiske
og CVper kombinationen af de to. Det er CVp,
der skal tages hensyn til, nar et analyseresultat
skal vurderes.

Til bestemmelse af totalkolesterol samt
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Fig. 1. Den totale variationskoefficients betydning
for udfaldet af koncentrationsmdlingerne i en eller
flere prover fra en person med en gennemsnitskon-
centration pa 7,0, 1,0 og 4,0 mmol/l. Det tonede felt
angiver 95 % konfidensintervallet.

HDL-kolesterol er det ikke nedvendigt, at pa-
tienten faster.

Bestemmelse af triglycerid og beregning af
LDL-kolesterol forudsatter fastende patient,
hvilket vil sige kaloriefaste i 10-12 timer.

Rekvirenten ber vere vidende om andre
arsager till variation i plasmaets lipid- og li-
poproteinforhold, fx variationer i forbindelse
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Fig. 2. Den totale intraindividuelle variation, an-
givet som en variationskoefficient, CVp i relation til
den analytiske variation (CV,). Ved at oge antallet af
gentagne bestemmelser pd samme provemateriale
(n) og antallet af tidsforskudte prover pa samme
person (abscissen), vil det derved fremkomne gen-
nemsnit udvise en mindre variationskoefficient. Det
forudscettes at den rene intraindividuelle variation
CVy (den biologiske variation) er 6,5 %.
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med storre sygdomsperioder (akut myokar-
dieinfarkt), alkoholbelastning, graviditet, me-
dicinindtagelse, metaboliske sygdomme, ars-
tidsvariation etc.

Preanalytisk variation: Ved overgang fra
liggende til stdende stilling stiger lipoprotein-
koncentrationen sammen med koncentratio-
nen af andre makromolekyler med 9-12%.
Det er en proces, der tager 10-30 min. Af
disse grunde ber provetagningsbetingelserne
standardiseres, fx til mindst 15 min’s hvil i
siddende stilling inden prevetagning. Dette vil
formentlig ofte ikke vere praktisk muligt, fx i
ambulatorier med variabel ventetid, hvorfor
rekvirenten ber informeres om denne kilde til
variation.

Stase pa armen 1 forbindelse med blodpre-
vetagning, har samme effekt, og det anbefales,
at blodproverne tages under sa let og kortvarig
stase som muligt. Stase i mindre end 1 minut
synes ikke at have nogen betydning.

Ved udtagning af kapillerblod fra erer, fing-
re eller hal er det vigtigt at sikre sig, at dette
blod er reprasentativt for det blod, der cirku-
lerer i de storre kar. Sparsom blodfremkomst
med efterfolgende klemmen og masen kan
give anledning til en betydelig forskel 1 kon-
centrationen af makromolekyler i den udtagne
prove sammenlignet med en preove udtaget
ved sadvanlig venepunktur. Det anbefales
derfor at opvarme indstikstedet, inden ind-
stikket foretages (fx med 40°C varme klude
eller neddypning i 40° varmt vand i 3 min).

Blod opsamlet i EDTA udviser lipidvardier
i plasma ca. 3% lavere end serum. Afvigelsen
kan vere betydeligt storre med andre antiko-
agulantia. For citrat er rapporteret op til 14 %
for lave vardier.

Da pracipitation af apo-B holdige lipopro-
teiner ved bestemmelse af HDL-kolesterol
blandt andet afhenger af ionstyrken i prove-
materialet, kan anvendelse af EDTA interfere-
re med analysen. Heparin i plasma kan ogsa
pavirke denne precipitation. Udvalget skal
derfor anbefale, at lipider bestemmes pé se-
rum.

Udvalget anbefaler, at resultatet af koleste-

rol- og triglyceridmalingerne angives i mmol/l
med 1 decimal.

In vitro er lipoproteiner lidet stabile, speci-
elt ved lipemiske niveauer. Det anbefales der-
for, at prever til HDL- og LDL-bestemmelse
opbevares ved 4°C i den preanalytiske fase og
transporteres som keleforsendelse. Analyse af
koleforsendte prover bor udferes senest 48 ti-
mer efter provetagningen. Progver til lipopro-
teinanalyser taler ikke frysning.

Serum til analyse for totalkolesterol og tri-
glycerid taler forsendelse i 1-2 degn ved stue-
temperatur. Prover til lipidanalyser — man alt-
sa ikke lipoproteinbestemmelse — tdler dyb-
frysning og kan opbevares ved —20° i op til 30
dogn, ved —80° i adskillige méneder.

Det analyserende laboratorium ber veare
opmarksom pa indsamlings- og forsendelses-
procedurer, der tidsmaessigt ber minimeres.

METODER, AKKURATESSE OG
PRAECISION

S-Cholesteroler, (total), stofk.: Totalkolesterol-
koncentrationen i serum kan i dag bestemmes
med en sakaldt definitiv metode. Dvs. at der
for totalkolesterolkoncentrationens vedkom-
mende findes vardier, der, af et flertal af spe-
cialister inden for dette specielle felt, betragtes
som »sande«. Denne definitive metode, base-
ret pa isotopfortyndings-massespektrometri,
kraever sarligt apparatur og ekspertviden og
praktiseres kun fa steder i verden. Der er
imidlertid opbygget et sdkaldt metodehierar-
ki, der gor det muligt for ethvert dansk labora-
torium at relatere sin kolesterolbestemmelse
til veerdier bestemt med den definitive meto-
de.

I Danmark foretages der regelmassig udsen-
delse til de laboratorier, der méatte enske det,
af frosne serumprover, der hidrerer fra sam-
me pulje af humant serum. P4 dette materiale
bestemmes kolesterolkoncentrationen med en
sekundeer referencemetode, der via en primer
referencemetode refererer til en definitiv meto-
de.

Lipidgruppen vil anbefale, at alle danske

Klinisk kemi i Norden



laboratorier, der udferer kolesterolanalyser,
tilslutter sig denne eller lignende former for
ekstern kvalitetsbedemmelse, séledes at koles-
terolniveau kontrolleres mindst 4 gange arligt,
med mindst 2 humane referencematerialer
med forskellige koncentrationer.

Anvendelse af torstofkemiske metoder har
vundet nogen indpas i primarsektoren til be-
stemmelse af totalkolesterolkoncentrationen i
fuldblod. Apparaturudbudet er heterogent og
udvides hastigt. Flere af de solgte fabrikater
viser ved anvendelse i1 sammenlignende
undersggelser god overensstemmelse med
standardprocedure til kolesterolbestemmelse.
Der observeres imidlertid uventede afvigelser,
som oftest pd grund af ukorrekt udtagning af
kapillerblod. Selv om de analysetekniske pro-
cedurer er simple, er der dog, hvis apparaturet
betjenes af ugvede, ogsd her mulighed for be-
tydelig metodebias, hvorfor det anbefales alle
brugere af sidanne apparaturer i primarsekto-
ren at tilslutte sig amtslige kvalitetssikrings-
programmer, ligesom de af fabrikanten anvis-
te metodeforskrifter ber efterleves minutigst.

Enzymatiske metoder, egnede til automati-
sering, udviser tilfredsstillende overensstem-
melse med resultater fra det neevnte metodehi-
erarki. Bias som folge af metodetilpasning til
apparaturbetinget krav ber dog altid under-
kastes individuel undersogelse.

Afvigelserne fra den sande vardi ber ikke
overstige 3%. Den variation, der fremkom-
mer ved gentagne bestemmelser pd samme
prove, udtrykt ved en variationskoefficient,
bar ikke overstige 2—3 %. Disse krav honoreres
i dag af ca. 50% af danske laboratorier.

Da kolesterolkoncentrationen undertiden
onskes malt i serum med hgj triglyceridkon-
centration, ber laboratorierne sikre sig, at det-
te lader sig gore uden betydelige afvigelser.
Udvalget finder det rimeligt at man sikrer, at
man kan maéle kolesterol i en prove med trigly-
ceridkoncentration op til 10 mmol/l ved gen-
findingsforseg pa to prover med henholdsvis
hgj og lav triglyceridkoncentration. Anvendel-
se af vegetabilske triglycerid-emulsioner (in-
tralipid) kan ikke anbefales, da emulisionen er
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mere lipaseresistent end humane lipoprote-
iner.

(fPt) S-Triglycerider, stofk.: Den analytiske
variation pa triglyceridkoncentrationsméling
er ifolge resultaterne af de danske kvalitetssik-
ringsprogrammer betragtelig. Det er udvalgets
opfattelse, at der er et betydeligt behov for
bedre akkuratesse og pracision. Der er i dag
ikke, pd samme made som for kolesterol, mu-
lighed for det analyserende laboratorium at
sammenligne med sekundere referencemeto-
der, hvilket oger behovet for nationale og re-
gionale kvalitetssikringsprogrammer.

Ligesom for kolesterolanalyser eksisterer
der enzymatiske metoder med god overens-
stemmelse med referencemetodologi.

Ved anvendelse af kalibrerings- og kontrol-
materialer skal man huske, at mangden af frit
glycerol 1 disse kan vere hgjere, end hvad der
almindeligvis findes i patientprever. Typisk
anvendes der ikke korrektion for fri glycerol-
koncentration ved analyse af patientpreover
(indhold ca. 0,1 mmol/l).

Maksimale afvigelser fra den »sande« vardi
(inakkuratesse) pa 3-5% og en variation pi
basis af gentagne bestemmelser pad samme
prove (dag til dag) udtrykt som CV % (impre-
cision) af samme stgrrelsesorden beor tilstre-
bes og kan med nutidige metoder opnas.

Niveauet af frit glycerol i1 blodet og i refen-
ce- og kontrolplasma er en kilde til bias og kan
1 patientprover ved patologiske tilstande na
klinisk betydende niveauer.

S-HDL-cholesterol, stofk.: Prospektive epi-
demiologiske undersegelser har underbygget
vardien af HDL-kolesterol som risikopraedik-
tor for udvikling af iskemiske hjertekarsyg-
domme. Det er udvalgets opfattelse, at analy-
tisk klinisk kemi i dag ikke 1 tilstreekkelig grad
lever op til de krav om pracision og akkura-
tesse, som den kliniske anvendelse af HDL-
kolesterolkoncentrationen forudsatter. Kli-
nisk stillingtagen mé derfor aldrig baseres
udelukkende pa HDL-kolesterol-koncentra-
tionsbestemmelser.

I praktisk klinisk kemi udferes HDL-koles-
terolbestemmelsen efter forudgidende pracipi-
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tation af apo-B-holdige lipoproteiner, efter-
fulgt af en kolesterolanalyse i supernatanten.
Blandt de i1 litteraturen angivne metoder op-
fylder flere god sammenlignelighed med refe-
rencemetoder baseret pd ultracentrifugering
og standardiseret kolesterolbestemmelse af
HDL-fraktionen. Udvalget mener ikke at kun-
ne fremhave enkelte metoder, men skal anfo-
re, at elektroforetisk bestemmelse af HDL-
fraktionen ikke tillader tilstrekkelig praecis og
akkurat udtryk for HDL-niveauet, ligesom
dextran-sulfat-precipitation af apo-B-holdige
lipoproteiner synes at udvise sterst metode-
bias. Den amerikanske CAP-undersogelse vi-
ser mindst metode-bias i gruppen af laborato-
rier, der anvender fosfor-wolframsyre-MgCl,-
pracipitation, efterfulgt af enzymatisk koles-
terolbestemmelse.

Et essentielt punkt er fuldstendig precipita-
tion of apo-B-holdige lipoproteiner, hvilket
specielt kan vere et problem ved lipidemisk
(turbidt) prevemateriale. Dette kan sikres ved
inspektion af supernatanten. Ved triglycerid-
koncentrationer over 5-8 mmol/l er apo-B-
praecipitation ofte inkomplet. Fortynding af
sadanne prover er et muligt, men ikke sikkert
kontrollabelt hjelpemiddel. Alternativt kan
supernatanten ultrafiltreres.

Den veagt, der legges pa niveau og a@nd-
ringer i HDL-kolesterol-koncentrationen, fo-
rudsetter metode-bias (inakkuratesse) naer 0
og en impracision mindre end 1-2 % (CV %).
Disse krav opfyldes ikke i dag, hvorfor udvik-
ling af metoder, der honorerer dette, bor prio-
riteres hojt.

(fPt)S-LDL-cholesterol, stofk.: Ved hjeip af
de ovenfor anfaerte analyser kan LDL-koleste-
rol beregnes under forudsetning af, at apo-B-
holdige lipoproteiner er fuldt pracipiterede
samt at triglyceridbestemmelsen giver et
negjagtigt mal for VLDL-koncentrationen, der
tillader omregning til VLDL-kolesterolkon-
centrationen. Dette sidste forudsetter igen en
konstant og kendt VLDL-sammens&tning,
samt et minimalt indhold af kylomikroner.
Skyldes betydende dele af triglyceridkoncent-
rationen kylomikronindhold, er beregnings-
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metoder baseret pa estimat af VLDL-koleste-
rol ud fra bestemmelse af serumtriglycerid
ikke valide.

Beregning af LDL-kolesterol udferes som en
subtraktion mellem total-kolesterol og sum-
men af HDL-kolesterol og beregnet VLDL-
kolesterol ved hjelp af Friedewald’s formel:
totalkolesterol - minus (HDL-kolesterol +
VLDL-kolesterol).

S—VLDL-kolesterol, mmol/l =
cerider, mmol/1X0,45.

Beregningsmetoden kan kun anvendes ved
triglyceridkoncentration under ca. 5 mmol/l.

Resultatet indeholder alle variationer fra de
involverede analyser, savel preanalytiske som
biologiske. Det kreever derfor hgj analytisk og
laboratoriemedicinsk standard for at resulta-
tet kan bezre en klinisk vurdering, evt. stilling-
tagen til medikamentel antihyperlipidemisk
behandling. Udvalget er klar over, at andre
nationale og internationale videnskabelige sel-
skaber har valgt at vurdere behandlingsindi-
kation og -resultat pa basis af LDL-kolesterol-
beregninger. Kravene til repetetive analyser
som beslutningsgrundlag har her serlig aktua-
litet.

S—Trigly-

REFERENCEOMRADER —
GRAENSEVZARDIER

Bestemmelse af lipid- og lipoproteinkoncen-
tration anvendes 1 dag nasten udelukkende
som prediktorer for udvikling af aterosklero-
tiske hjerte-karsygdomme, samt i monitore-
ring af lipidsenkende behandlingseffekt.

Et selvstendigt, om end begrenset, anven-
delsesomrade angar diagnostik og monitore-
ring af en rekke genetiske og metaboliske li-
delser med forstyrrelser i lipidmetabolismen,
hvis konsekvens ikke umiddelbart relaterer sig
til aterosklerotiske hjerte-karsygdomme.

Et referenceinterval hidrerer sadvanligvis
fra malinger pa en referencegruppe. Referen-
cegruppen skal vere fri for sygdom, der er
relateret til koncentrationen af den kompo-
nent, man maler. I en stikpreve fra »normal
populationen« vil mange have »stum« ate-
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rosklerose, dvs. aterosklerose, der forst bliver
symptomgivende om 10, 20 eller 30 ar. Denne
stumme aterosklerose er relateret til koncen-
trationen af kolesterol i blodet. Det er derfor
ikke rimeligt at anvende et referenceomrade
for blodets kolesterolkoncentration baseret pa
malinger i en referencegruppe, hvor »stum«
aterosklerose er hyppigt foreckommende. Man
har i hovedparten af de vestlige lande valgt at
operere med sakaldte grensevardier. Disse
ber angive niveauer, der indicerer stilling-
tagen til yderligere udredning, evt. korrektion,
og som i gvrigt tager hensyn til sundhedssek-
torens kapacitet og ressourcer. Sddanne ver-
dier er ikke nedvendigvis biologisk optimale.

Udvalget er af den opfattelse, at der pahvi-
ler klinisk kemi en betydelig forpligtelse til
ved svarafgivelse af angive anvendelige gren-
sevaerdier for den rekvirerende lege. Anven-
delse af alders- og kensafhangige reference-
omrader, baseret pa stikprover af baggrunds-
populationen, er af de ovennavnte &arsager
mindre informative.

Udbvalget skal derfor foresla, at klinisk ke-
misk analyserende laboratorier i Danmark an-
vender et falles s@t grenseverdier, der an-
giver niveauer, hvor klinikeren ber tage stil-
ling til eventuelle korrektive indgreb. Disse
modificeres selvsagt af den enkelte patientsi-
tuation, hvori indgar en lang raekke variabler
(kon, familier anamnese, rygning, blodtryk,
forekomst af aterosklerotisk hjertekarsygdom,
diabetes mellitus, overvagt, alder etc.).

Forslag til greenseverdier pa danske labora-
torieskemaer for den voksne befolkning.

S— Cholesteroler (total), stofk. 6 mmol/l
(fPt)S—Triglycerider, stofk. 2,5 mmol/l
S—HDL-cholesterol, stofk. 0,9 mmol/l
(fPt)S—LDL-cholesterol,

stofk. (beregnet) 4,5 mmol/l

Det bor understreges, at de valgte graensevardi-
er reprasenterer arbitrere verdier i kontinuer-
lige risiko-relationer. Andre nationale og inter-
nationale institutioner har valgt andre grenser
og kombinationer heraf. Det skal ligeledes
fremheeves, at grenseverdier ikke kan sidestil-
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les med interventionsverdier, men reprasente-
rer signalveaerdier, der kan udlose intervention

Efter 55-60 ars alderen hos mend, og i alle
aldersgrupper hos kvinder, er relationen mel-
lem hyperlipidemi og aterosklerotisk hjerte-
karsygdom mindre distinkt og afvejning af ri-
meligheden af korrektive indgreb ber derfor 1
serlig grad relateres til andre forhold end de
rent biokemiske. I padiatrien galder serlige
grenseveaerdier.

RESUME

Dansk Cardiologisk Selskabs fraktion for
preventiv cardiologi har nedsat en lipidgrup-
pe med reprasentanter fra Dansk Selskab for
Klinisk Kemi, Dansk Selskab for Intern Medi-
cin, Dansk Cardiologisk Selskab, Dansk Hy-
pertension Selskab, Dansk Selskab for Almen
Medicin og Dansk Padiatrisk Selskab. Lipid-
gruppen har udarbejdet rekommandationer
for klinisk-kemiske afdelinger vedrorende li-
pid- og lipoproteinanalyser. Udvalget foreslar,
at der tilbydes rekvirenter af lipid- og lipopro-
teinanalyser et analyserepertoire bestaende af:
S-cholesteroler (total), stofk., (fPt)S-Triglyce-
rider, stofk., S-HDL-cholesterol, stofk-. samt
(fPt)S-LDL-cholesterol, stofk. Effekten af den
biologiske variation anbefales minimeret ved
provetagning i siddende stilling efter 15 mi-
nutters hvil samt ved at basere klinisk stilling-
tagen pd minimalt 2-3 bestemmelser med ca.
én maneds mellemrum. Den analytiske varia-
tion ber nedbringes til under 3% (beregnet
som variationskoefficient), og laboratorier
ber deltage 1 ekstern kvalitetssikringssystemer
mindst 4 gange Aarligt ved anmeldelse af
mindst 2 humane referencematerialer med
forskellige koncentrationer. Da anvendelse af
alders- og kensafhengige referenceomrader,
baseret pa stikprover af baggrundspopulation,
er mindre informative, anbefales at referere til
grensevardier for klinisk stillingtagen. Fol-
gende grensevaerdier anbefales: S-cholestero-
ler (total), stofk.: 6 mmol/l, (fPt)S-Triglyceri-
der, stofk.: 2,5 mmol/l, S-HDL-cholesterol,
stofk.: 0,9 mmol/l, (fPt)S-LDL-cholesterol,
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stofk. (beregnet): 4,5 mmol/l. Det fremhaves,
at grenseverdier ikke kan sidestilles med in-
terventionsverdier, men reprasenterer sig-
nalverdier, der ath@ngig af den kliniske situa-
tion kan udlese intervention.

SUMMARY

Jorn Dyerberg, Steen Stender, Gunnar Eg An-
dersen, Ole Fargeman, Torben Haghfelt, Tor-
sten Hviid, Tonny J. Jensen, Arne Leth, Bjar-
ne Sigurd & Flemming Skovby (The lipid
group within the Danish Society for Cardiolo-
gy, the section for preventive cardiology): Re-
commendations for clinical chemical depart-
ments: Lipid and lipoportein measurements.
Ugeskr Laeger 1990; 152: 1434-7.

The section for preventive cardiology with-
in the Danish Society for Cardiology has es-
tablished a lipid group with representatives
from The Danish Society for Clinical Chem-
istry, The Danish Society for Internal Medi-
cine, The Danish Society for Cardiology, The
Danish Society of Hypertension, The Danish
College of General Practitioners, and The
Danish Paediatric Society. The lipid group
has elaborated recommendations for clinical
chemical departments regarding lipid and
lipoprotein analyses. The group suggests that
doctors ordering lipid and lipoprotein analy-
ses are offered the following: S-Cholesterol
(total), substance conc., (fPt)S-Triglycerides,
substance conc., S-HDL-cholesterol, substan-
ce conc., and (fPt)S-LDL-cholesterol, substan-
ce conc. (calculated). It is recommended that
the biological variation be minimized by
sampling in a sitting position after a 15 minu-
tes’ rest and by basing the clinical decision on
a minimum of 2-3 determinations with an
interval of about one month. The analytical
variations should be reduced to below 3%
(calculated as the variation coefficient), and it
is recommended that laboratories participate
in external quality control systems at least
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four times annually by reporting at least two
human reference materials with different con-
centrations. As the use of reference intervals
dependent on age and sex, based on random
samplings of the background population, are
less informative, it is recommended to refer to
cutoff values for the clinical decision. The fol-
lowing cutoff values are recommended: S-
Cholesterol (total), substance conc.: 6 mmol/l,
(fPt)S-Triglycerides, substance conc.; 2.5
mmol/l, S-HDL-cholesterol, substance conc.:
0.9 mmol/l, (fPt)-LDL-cholesterol, substance
conc. (calculated): 4.5 mmol/l. It is empha-
sized that cutoff values cannot be compared
with intervention values, but represent signal
values which, depending on the clinical situa-
tion, might release intervention.
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Extern kvalitetssikring for proteinanalyser

1 Sverige

Forsta anvindarmotet

KRISTOFFER HELLSING

Avdelningen for klinisk kemi, Akademiska sjukhuset, S-75185 Uppsala

Nir Nationell subkommitté for proteinanaly-
ser (Svenska Proteingruppen) paborjade kvali-
tetssdkringssystemet med faktisk borjan vecka
16, 1989, ingick i planeringen att vi skulle
anordna ett anvindarmote efter cirka 1 ar for
att gemensamt diskutera erfarenheter.

Ett sddant anvindarmote kom &ven till
stand 29-30 mars 1990. Till var gladje kunde
vi vilkomna dit 49 deltagare fran 30 laborato-
rier samt 11 firmarepresentanter som dven
deltog med en mindre produktutstédllning.
Lagg dartill ytterligare 3 inbjudna foreldsare
s& blir totala antalet deltagare 63. Motet var
forlagt till Stora Brannbo kursgard i Sigtuna.
P& de foljande sidorna (sid. 11-29) presente-
rar vi sammanfattande artiklar av de flesta av
foredragen.

I kvalitetssdkringssystemet deltar f. n. 35 la-
boratorier. 28 av dessa fanns representerade
samt dessutom ytterligare 2 laboratorier, som
ar potentiella deltagare. Vi kunde alltséd kon-

statera en ndrmast totalt uppslutning av de
laboratorier som deltar i systemet.

En definitiv slutsats av motet blev att in-
tresset for fragorna dr sa stort att det bor tas
som inteckningen for att upprepa motet — kan-
ske om ytterligare ett ar.

Bestemmelse af plasma proteiner v. hj. a. turbidimetri og nephelometri

S. BLIRUP-JENSEN

Afdelingsleder, Klinisk Immunkemi, DAKOPATTS, DK-2600 Glostrup

Kvantitativ bestemmelse af proteiner i biolo-
giske vasker, sdsom plasma, serum, cerebro-
spinalvaske og urin, er idag af stor betydning.
Bestemmelsen tjener enten til at bekrefte en
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diagnose eller til at folge en sygdom og den
deraf folgende behandling. Idag udferes disse
kvantitative  proteinbestemmelser  oftest
v.hj.a. automatiske instrumenter, der pa
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kort tid kan registrere den specifikke reaktion
mellem et antigen og det korrespondrende
antistof 1 flydende fase. Denne immunkemi-
ske reaktion er imidlertid s& hurtig, at optimal
programmering af instrumenterne er en vigtig
faktor for et troverdigt og reproducerbart re-
sultat. :

Ved forspg er det ikke svart at optimere
bestemmelsen af et enkelt protein, men ved
rutineundersoegelser 1 det klinisk-kemiske la-
boratorium ville det vare en stor fordel, hvis
den samme standardrakke og den samme pa-
tientfortyndning kunne bruges til bestemmel-
ser af en razkke forskellige proteiner. De
grundleggende principper bag et sidant inte-
greret hurtigt og nemt testsystem skal kort be-
skrives i det folgende.

Den klassiske pracipitationskurve be-
skrevet af Heidelberger og Kendall i 1935 lig-
ger bag alle méalinger i turbidimetri og nephe-
lometri. Da kurvens form indebarer, at det
samme signal kan svare til to forskellige an-
tigen-koncentrationer, er det meget vigtigt al-
tid at vide, pa hvilken side af kurven man
maler. I turbidimetri og nephelometri bor alle
malinger foretages pd den venstre side af
kurven, altsd i1 antistof-overskud. Dette er i
modsatning til de kendte gel pracipitations-
teknikker, som starter pa hejre side af kurven
— 1 antigen-overskud — og bevager sig mod
xkvivalens-zonen. Den klassiske kurve, der
beskriver signalets variation som funktion af
antigen-koncentrationen benavnes ofte dose-
response kurven.

Turbidimetri og nephelometri er baseret pa
optiske aflesningssystemer. Nar en fortyndet
antigenoplesning blandes med oplesning af
det korresponderende antistof, opstar en taget
uklarhed. Hvis lys sendes igennem reaktions-
kuvetten, vil det indfaldende lys spredes i en
vinkel i forhold til den optiske akse. Denne
vinkel er en funktion af sterrelsen af de danne-
de komplekser og belgelengden af det indfal-
dende lys. I nephelometri males intensiteten
af det spredte lys, mens turbidimetri er base-
ret pd maling af det transmitterede lys. Idet
intensiteten af det transmitterede lys aftager
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ved stigende antigen-antistof reaktion, taler
man i turbidimetri om, at absorbansen stiger
som en funktion af reaktionen.

Det er imidlertid vigtigt at sla fast, at den
immunkemiske reaktion i kuvetten er nogjagtig
den samme i turbidimetri og nephelometri.
Det er blot detektionsprincippet, der afger,
om instrumentet kaldes et turbidimeter eller
et nephelometer.

Pa markedet idag findes mange forskellige
typer af automatiske instrumenter, der kan
bruges til immunkemisk bestemmelse af pro-
teiner. Afhangig af deres blandeprincip kan
disse instrumenter inddeles saledes:

Centrifugal-analysatorer
Turbidimetri

Cobas Bio

Cobas Fara

Monarch

Encore

Multistat

Statiske instrumenter
Turbidimetri
Cobas Mira

Nephelometri
Behring Nephelometric
Analyzer

Hitachi 704 Beckman Array

Hitachi 717
Technicon RAXT

Alle instrumenter arbejder under software-
kontrol. En del af denne software gor det mu-
ligt for brugeren at programmere instrumentet
til at foretage malingerne og den efterfolgende
beregning i henhold til en optimeret protokol.
Det varierer imidlertid meget fra instrument
til instrument, hvor &ben adgang brugeren
egentlig har til at programmere de forskellige
parametre i apparatet. Men netop program-
meringen af analysen (reagensvolumen, forin-
kubering, antistoftilblanding, afleesningstids-
punkter, kurvefitning og beregning) er af afgo-
rende betydning for optimale resultater.

Moderne instrumenter kan arbejde med et
af tre forskellige principper med hensyn til
reagenstilblanding og aflesningstidspunkter
for signaler.

1. Egte proveblank (end-point mdling)
Den ideelle situation fremgar af figur 1. Forst
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Fig. 1. Signaludvikling som funktion af tid efter suc-
cessiv tilsetning af buffer, antigen og antistof.

tilseettes reaktionsbufferen. Derefter tilblan-
des patientproven, og efter en forinkubering
pé 120 sek., afleses turbiditeten. Denne forste
aflesning repraesenterer provens blindverdi,
og den gemmes i instrumentets hukommelse.
Forst nu tilblandes det monospecifikke anti-
stof, og turbiditeten oges i takt med antigen-
antistof reaktionen.

Nar turbiditeten har stabiliseret sig — efter
4-6 minutter — afleses anden gang. Differen-
cen mellem 2. og 1. aflesning udger antigen-
antistof reaktionens signal og kan relateres til
antigenkoncentrationen, evt. efter korrektion
for antistoffets egen turbiditet (reagens blank).

2. Momentan sammenblanding og aflesning
(end-point maling)

Nogle maskiner fungerer imidlertid efter et
andet princip, hvad angar tilblanding af anti-
stof og aflesning af signaler. Initialt sammen-
blandes reaktionsbufferen, patientpreven og
antistoffet. Derefter, sd hurtigt som muligt —
og det vil normalt vere 5-10 sek. efter sam-
menblandingen — foretages 1. aflesning.

Nar turbiditeten har ndet sit maksimum —
efter 4-6 minutter — afleses 2. gang. Proble-
met er her for det forste, at 5-10 sek. er for
kort tid til, at provens eget signal nar at stabili-
sere sig. Dette kreever normalt ca. 2 minutter.
For det andet er reaktionskinetikken mellem
antigen og antistof meget forskellig for de en-
kelte proteiner. For hurtigt reagerende prote-
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TIME

Fig. 2. Signaludvikling og aflesningstidspunkter ved
momentan sammenblanding af buffer, antigen og
antistof (IgG).

iner, som f. eks. IgG, vil halvdelen af signalet
vere gaet tabt inden 1. aflesning (se figur 2).
Dette far en dramatisk effekt pa standard-
kurvens forleb, idet signaltabet er storst ved
de hegje proteinkoncentrationer. Kurveforlg-
bet bliver derfor mere affladet, hvilket giver
storre usikkerhed ved interpolation (figur 3).

3. Reaktionshastighed (kinetisk maling)

Det tredie princip bestar i at aflese signal-
tilvaeksten pr. tidsenhed og s& anvende maksi-
malverdien — rate max. — som udtryk for reak-

IgG

.3

Real sample blanking

Absorbance
)
|

Initial mixing and blanking

1 |
1 2 3 4 § Rel.conc.

Fig. 3. Standardkurvens forlob optegnet efter de to
principper: AEgte prove blank og momentan sam-
menblanding.
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Fig. 4. Dose-response kurve med mdleomrdde og
sikkerhedsomrdde.

tionen. Dette krever, at aflesningerne foreta-
ges med meget korte intervaller, f. eks. 0,1-0,2
sek., og at preven derfor forbliver i lysvejen
under hele forlebet. Det er ligeledes en forud-
setning, at patientens protein reagerer med
samme hastighed som kalibratoren.

Det ma saledes konkluderes, at instrumen-
ter, som har den mulighed at kunne foretage
den 1. aflesning efter proven er tilsat, men
inden antistoffet er tilblandet, mé anses for at
vere bedst egnet til proteinbestemmelser, ef-
tersom preveinkubering og den egentlige an-
tigen-antistof reaktion kan optimeres separat.

Antigen-excess

Dose-response kurven kan opdeles i to vigtige
omrader: Mdaleomrdde og sikkerhedsomrade
(figur 4). Mdleomrddet er koncentrationsin-
tervallet mellem den laveste og den hgjeste
standard (= standardkurven). Sikkerhedsom-
rdadet er det omréde, hvor signalet fra en prove
stadig er storre end signalet fra den hgjeste
standard. Her vil de fleste automatiske instru-
menter give en advarsel om at fortynde
proven. Prover med koncentrationer uden for
sikkerhedsomréadet vil blive interpoleret péa
standardkurven. Er prevens koncentration sa-
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SIGNAL

MEASURING
RANGE

CONCENTRATION

Fig. 5. Dose-response kurver optegnet med stigende
antistofkoncentrationer (1 til 3). Maleomradet an-
givet. Sikkerhedsomrade stiplet.

ledes meget hgj, vil den interpolerede vaerdi
pa standardkurven helt klart blive for lav (an-
tigen-excess problemet).

Dose-response kurvens form afhenger
imidlertid af forholdet mellem antigen og an-
tistof. Figur 5 viser, hvorledes kurven @ndrer
sig, nar antistofmangden oges. Maleomradet
er her fastholdt, og man ser tydeligt, hvorledes
sikkerhedsomrédet er en funktion af antistof-
mangden.

Det galder selvfolgelig for enhver analyse
om at have den bedste kombination af male-
omrade og sikkerhedsomrade. Problemet er
blot, at maleomradet fremgar tydeligt, nar
standardkurven tegnes. Sikkerhedsomréadet
ses derimod forst, ndr man gennemferer og
optegner et fuldt dose-response forlgb. Dette
er idag kun muligt at gere pd de sakaldte
»abne« automatiske instrumenter.

Dette var en kort presentation af nogle af
de vigtigste teoretiske og praktiske aspekter,
man ber gore sig klart ved optimeringen af
kvantitative proteinbestemmelser v. hj. a. tur-
bidimetri og nephelometri. S&danne over-
vejelser og forseg ligger bag det testsystem,
som er udviklet i Dakopatts’ laboratorium, og
som gor det muligt at bestemme en rekke
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serumproteiner v. hj. a. den samme standar-
drekke og den samme prevefortynding.

De basale principper, som her er beskrevet 1
kort form, vil fremgé af en speciel publikation
fra Dakopatts kaldet »Determination of plas-
ma proteins by means of turbidimetry and

nephelometry«, og de praktiske aspekter om-
kring analysens gennemforelse og den egentli-
ge programmering er allerede for nogle instru-
menters vedkommende beskrevet 1 Dako-
patts’ Application Notes.

Erfarenheter av det svenska kvalitetssikringssystemet for proteiner

KRISTOFFER HELLSING

Avdelningen for klinisk kemi, Akademiska sjukhuset, S-75185 Uppsala

Terminologi
Enligt ECCLS-standarden »Standard for
quality assurance» skiljer man mellan

Internal quality control (IQC), som anger
»the set of procedures undertaken by the staff
of a laboratory for the continual evaluation of
the reliability of the work of the laboratory».
Detta dr vad vi vanligen kallar kvalitetskon-
troll pa laboratorierna.

External quality assessment (EQA), som an-
ger »a system of retrospectively and objective-
ly comparing results from different laborato-
ries by means of an external agency». Detta
skulle val ndrmast kallas kvalitetsviardering.

Quality assurance avser »the whole pro-
gramme or activities mounted by laboratories,
regions, countries, professional groups or in-
dustrial companies in an attempt to improve
laboratory performance generally».

Inom proteingrupp menar vi att det senare
uttrycket bést passar med vad vi avser att
forsoka astadkomma och har darfor valt ut-
trycket kvalitetssdkringssystem.

Utveckling

Gruppen utsags av styrelsen for SFKK 1 sep-
tember 1987 och bestar av Jan Borjeson, An-
ders Carlstrom, Kristoffer Hellsing (samman-
kallande) och Jan-Olof Jeppsson. Den genom-
forde ett pilotprojekt hosten 1988, som pre-
senterades vid riksstimman 1988. Verksam-

Klinisk kemi i Norden

het péa reguljdr basis startade v. 16, 1989. En
del av den dittillsvarande verksamheten pre-
senterades vid Riksstimman 1989.

Arbetsgruppens mdalsdittning

I samband med att gruppen bildades, formule-
rade vi foljande generella verksamhetsomra-
den:

1. astadkomma gemensam analysniva for
plasmaproteiner vid de svenska kliniskt ke-
miska laboratorierna. For det dndamalet be-
hovs utarbetande av ett kvalitetssdkrings-
program och specificering av kalibratorer;

2. hoja den analystekniska kompetensen
inom proteinanalysomradet oavsett anvind
analysteknik;

3. samarbeta med NKKs proteingrupp och
IFCCs proteingrupp.

Under arbetets gang har vi fatt dndra pa
dessa malsittningar ndgot, men i sina visent-
liga drag kvarstar de ofordndrade.

Arbetsgruppens verksamhet

Sedan det forsta motet 1 december 1987 har
gruppen moétts inte mindre dn 27 ganger, vil-
ket i praktiken innebir cirka en ging per ma-
nad. Vid varje mote har forts minnesanteck-
ningar, som vid det hidr laget omfattar en
mindre parm. Av det totala antalet moten har
22 skett medelst telefonkonferens, varfor
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Fig. 1. Uppbyggnad av kvalitetssikringssystemet

verksamheten kunnat ske utan alltfor stora
kostnader och tidsavbrack.

Uppbyggnad av kvalitetssikringssystemet
Systemet har byggts upp i samarbete med Tor-
sten Aronsson. Det har en dator i centrum
(Fig. 1), som innehaller detaljerade upplys-
ningar om analysmetoder, utrustningar etc.
samt uppgift om vilka proteiner som laborato-
riet vill delta med. P4 basis av dessa uppgifter
producerar datorn ett svarsformuldr, som
sdnds till deltagande laboratorier tillsammans
med kontrollmaterialen.

Gruppen har till storsta delen sjalv produ-
cerat kontrollmaterialen (ett for HbA,c, ett for
CRP och ett for 6vriga serumproteiner), som
ampullerats av Dakopatts 1 Danmark. For att
ingen skall forledas att snegla pé tinkbara re-
sultat, har gruppen producerat sammanlagt
sju olika serumkontroller, 7 olika hemolysat
och tre olika CRP-material. Dessa har skic-
kats ut pa ett slumpartat sdtt och utan sam-
band med varann
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Hittills har foljande proteiner ingatt i syste-
met:

Albumin
Alfa,-antitrypsin
C-reaktivt protein
Glykerat hemoglobin, HbA ¢
Haptoglobin
Immunglobulin A
Immunglobulin G
Immunglobulin M
Orosomukoid
Prealbumin
Transferrin

Resultaten fran de olika laboratorierna har
bearbetats varje vecka och sammanstéllningar
har sdnts ut s& att de natt deltagande laborato-
rium veckan efter analysen gjorts. Samman-
stdllningen har innehéllit uppgift om hur det
egna laboratoriets resultat legat i forhallande
till medelvardet for den egna analysmetoden
och for samtliga metoder. Resultaten har pre-
senterats i form av:

1. Oversiktslista som upptar samtliga komponenter
och metoder.

2. Histogram som askadliggor dessa resultat (Fig.
2).

3. Laboratorielista, som upptar det egna laboratori-
ets resultat och bedomning av dem.

Deltagare
Hittills har 35 laboratorier deltagit.

Besvarande

Hittills har besvarande huvudsakligen skett
per post. Emellertid vill gruppen att samman-
stdllningarna skall kunna ske snabbare, varfor
vi uppmanar till ett 6kat anvdndande av te-
lefax. Vi rdknar med att under hosten kunna
infor en sddan besvaranderutin, vilket kom-
mer att innebdra att sammanstéllningen kan
skickas ut redan pa torsdagen i analysveckan.
Pa sikt forbereder vi systemet for besvarande
via datamodem. Detta har fordelen — forutom
snabbheten — av minskad risk for feloverfo-
ring samt att anvidndaren sjdlv kan via mode-
met ringa till datorn for att efterfraga den
oversiktliga sammanstéllningen.

Klinisk kemi i Norden
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Slutsatser gdllande analysresultatens riktighet

Med nuvarande rutiner kan inte nagra sidkra
slutsatser dras generellt. Inférande av Cusum-
plot (vilket dr ndra forestdende) kommer att ge
ett bittre underlag for i varje fall beskrivning
av resultatens relativa accuracy.

Jag har valt ett enkelt sitt dr ndirma mig
begreppet genom att vilja ut resultat som av-
viker med mer 4n 40 % fran totalmedelvirdet.
Grinsen 40 % &r totalt arbitrdr och kan sédgas
vara extrem for albumin och HbA ¢, men inte
fullt lika extrem for CRP. Tyvirr finns det
relativt manga sddana starkt avvikande resul-
tat. Gladjande nog verkar det dock ha skett en
minskning av antalet starkt avvikande resultat
(Fig. 3). Under forsta halvaret (v. 16-38) fann
vi ett medelvirde av 8,23 avvikande resultat
(50 CV%). Under nista halvar (v. 39-12) var
motsvarande medelvirde 4,25 avvikande re-
sultat (36 CV%).

Om orsaken till dessa starkt avvikande re-
sultat kan man spekulera. Nagra orsaker vet
jag emellertid genom kontinuerlig kontakt
med de deltagande laboratorierna. Till dem
hor sammanblandning av prover och felrdk-
ningar (anviandande av en felaktig spadnings-
faktor, en felaktig konverteringsfaktor etc.).

Klinisk kemi i Norden

Det 4r uppenbart att en del av problemet be-
star i den anvinda kalibratorn. Ett och samma
laboratorium har under ett ldngre tag produ-
cerat resultat som avvikit med +44-61% for
CRP, ett annat har angett resultat —40-53%
for haptoglobin.

Orsaker till starkt avvikande resultat

Sammanblandning av prover.
Felrdkning.

Avvikande kalibrator.
Felaktigt utférande.

. Felaktigt instrument.

9 ladiba =

o

Antal analysresultat
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Fig. 3. Antal starkt avvikande analysresultat
(>40%) under tiden v. 16/1989—v. 12/1990.
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Tabell 1. Medelvirden for albumin (g/l) med
olika metoder

Vecka Im.nefelo. BCG
18 66,47 59,80
19 68,70 61,86
22 64,90 62,47
25 65,25 66,31
35 65,18 61,09
39 67,00 62,69
42 69,03 61,28
43 67,21 62,67
44 67,86 60,88

Finns det skillnader mellan olika
analysmetoders accuracy?

Ja, det verkade som att immunnefelometrisk
analys av albumin skulle ge hogre resultat 4n
immunturbidimetri och BCG-metoder (tabell

L)

En uppf6ljning av vilka kalibratorer som an-
viants visade emellertid att de laboratorier
som anvidnder immunnefelometrisk metodik
anvinder sig av andra kalibratorer dn de som
analyserar med BCG-metoder. Skillnaden kan
alltsd mycket vil ligga i anvidnda kalibratorer.
Detta dr ndgot som gruppen riaknar med att
arbeta vidare med.

Vidareutveckling

Framtagningen av detta nationella kvalitets-
sakringssystem for proteiner — det forsta na-
tionella systemet — har hittills resulterat i flera
positiva effekter. Vi hoppas att vad vi hort,
sett och kunnat sluta oss till tyder pa ett okat
kvalitetsmedvetande inom proteinanalysom-
radet.

Vad som star ndrmast pa tur dr att infora
Cusum-plot som ett hjdlpmedel att béttre kun-
na beldgga det egna laboratoriets relativa ac-
curacy. Genom att plotta de ingéende labora-
toriernas uppgifter om anvind kalibrator, in-
strument etc. hoppas vi vidare kunna peka pa
gemensamma problem. Vi dr vidl medvetna
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om att en gemensam kalibrator vore
onskvdrd. Ett sddant Overvdgande maste
emellertid baseras pa internationella arbeten
och Overenskommelser. Vi foljer darfor arbe-
tet inom IFCCs proteingrupp med storsta in-
tresse. Genom att Anders Carlstrom ingar i
den internationella gruppen har var grupp di-
rekt och indirekt kunnat paverka det arbetet.

Sammanfattande synpunkter fran gemensam
diskussion

Under kvillen deltog de flesta av deltagarna i
en diskussion av kvalitetssdkringssystemet.
Nedan foljer kortfattat ndgra av synpunkterna
som framkom:

Malformulering
1. Det &dr viktigt att soka formulera malet
med verksamheten. Detta 4r en iterativ
process som alltsa skall tas upp vid ett
upprepat antal ganger.

Teoretiska aspekter

2. Helst bor systemet vara fullstindigt dppet
innebdrande att fordndringar med lédtthet
skall kunna genomforas.

3. Det dr viktigt att hélla fast vid att skilja pa
kalibrering och kontroll. Om man bdorjar
dndra sin metod pé basis av kontrollresul-
taten anviander man kontrollen som kali-
brator.

4. Det finns ett starkt uttalat onskemal att fa
fram &satta virden (riktvdarden) pd kon-
trollmaterialet. Detta skall gruppen borja
arbeta med — 1 forsta hand gillande
HbAc.

Berdkningsrutiner
5. Skall medelvirde eller medianvirde be-
riknas?
6. Kanske skulle det vara béttre att anvdnda
icke-parametriska berdkningsrutiner?

Plottningsrutiner
7. 1 forsta hand skall vi inféra Cusumplot.
8. Shewhartplot.
9. Multiple-boxplot.
10. Former for linearitetskontroll vore virde-
fullt.

Klinisk kemi i Norden



Direkt praktisk verklighet

11. Uttryck transferrin i pmol/L jdrnbindan-
de kapacitet.

12. Omforma histogramutskriften (ex. antal
laboratorier skall inte anges med decimal,
klassindelningen skall vara i hela kon-
centrationsenheter s& att den ldtt kan
overblickas)

13. Dela upp HbA,c och Glykerat hemoglo-
bin 1 tvé olika grupper.

14. Oka telefaxanvidndandet for att minska
hanteringstiden.

CRP - ett kalibreringsproblem?

ANDERS CARLSTROM

Klin. kem. lab., Danderyds sjukhus
S-18288 Danderyd

Ganska snart efter det att resultaten borjat
stromma in i den svenska proteinkontrollen
kunde tva problemproteiner identifieras nam-
ligen HbA, och C-reaktivt protein (CRP) som
bada visade en oacceptabel resultatspridning
bland de deltagande laboratorierna. Salunda
kunde for CRP variationskoefficienten mellan
de deltagande laboratorierna uppga till 35%
med en variationsbredd pa 2-28 mg/l. En for-
klaring till detta kunde vara att kommersiellt
tillgdngliga kalibratorer sinsemellan ej visade
samstammighet. Vissa tillverkare uppger att
deras kalibrator var stidlld mot WHO’s CRP-
standard, som faktiskt existerar trots andra
uppgifter. Andra tillverkare anger ¢j sitt refe-
rensmaterial.

For att utreda denna fraga undersoktes ca
25 olika kalibranter fran 10 olika tillverkare.
Till att borja med undersoktes de olika kali-
branterna med en vanlig agaros screen-elekt-
rofores. Det visade sig d& att proteinmatrix
varierade pa det mest anmérkningsvirda sitt.
Man skall d4 vara medveten om att CRP-
analys med turbidimetrisk eller nefelometrisk

Klinisk kemi i Norden

Framtida projekt

15. Infor linearitetskontroll.

16. Overga till ett datakommunikations-
system for att ytterligare minska hante-
ringstiden.

17. Av tdnkbara proteinprojekt diskuterades
fr.a. kvantitering av M-komponenter, al-
buminkvantitering (speciellt med avseen-
de pd U-albumin inom lagt koncentra-
tionsomrade).

metodik dr mycket matrix-kdnslig m. h.t. den
relativt ldga koncentrationen och darmed den
laga utspadningsgraden av proverna. De flesta
kalibranterna foreldg i en matrix som ej kunde
skiljas fran vanligt humant serum men 4 andra
sidan finns det kalibranter som helt saknar en
proteinmatrix och silunda bestdr av rent
CRP. En annan kalibrant hade rent albumin
som matrix. En tillverkare salufor en serie
kalibranter pa olika nivaer 1 syfte att stélla en
fardig standardkurva till férfogande. Denna
tillverkare hade gatt tillvdga pa sa sitt vid
framstdllningen att man blandat rent CRP och
serum 1 olika proportioner vilket medfor att
matrix varierar med CRP-nivan, vilket man
knappast hade forvintat sig av en kopt kali-
brantserie dven om vi ofta sjdlva syndar pa
motsvarande sdtt. En fabrikant angav dessut-
om ett CRP innehall i sina kalibranter som
var fyra ginger hogre 4n det verkliga. Forkla-
ringen till detta var att om man anvéande fabri-
kantens analysinstrument sd fanns det i in-
strumentet en inbyggd spadningsfaktor pa
fyra. Koncentrationsangivelsen var sdlunda
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anpassad till egenskaperna hos ett specifikt
instrument, ndmligen fabrikantens eget.

I undersokningen ingick ocksé att kalibran-
terna analyserades med 14 olika metodvarian-
ter med anvidndande av den kalibrant som
rutinmissigt anvidndes i respektive metod. I
denna jamforelse kom foljande instrument till
anviandning: Cobas Fara, Cobas Mira, Tech-
nicon RA-1000, Monarch, Multistat, Hitachi
717 och Beckman Array nefelometer. Dessut-
om analyserades kalibranterna med rakettek-
nik i fem olika kalibreringsvarianter i Malmo
och pa Danderyds sjukhus.

Det visade sig da som vintat att ndr den
kalibrant analyserades som prov med vilken
instrumentet kalibrerats sa var utbytet i rela-
tion till det av fabrikanten angivna vérdet
ganska ndra 100% men med en ganska stor
spridning, 85-107%. Nir ddremot andra ka-
libranter analyserades s& kunde utbytet vari-
era fran t.ex. 75% till 152% beroende pa vil-
ken metodik som anvindes. Storre variationer
fanns men nividberoende och andra faktorer
gjorde resultaten mycket svéartolkade. Intres-
santa resultat erholls med rakettekniken dar
man for en kalibrant, behandlad som prov,
fick resultat som lag i storleksordning 150%
av det angivna virdet. Analyserades en annan
kalibrant var utbytet endast 40% av den an-
givna nivan. Anvindes sedan en turbidimet-
risk teknik som kalibrerades med samma ka-
librant som i rakettekniken si gav den kalib-
rant (behandlat som prov) som tidigare endast
givit ett 40 %-igt utbyte nu ett 100 %-igt utby-
te. Liknande fenomen kunde dven ses nar man
inbordes jamforde vissa turbidimetriska me-
toder och dar skillnaderna mojligen ar att hidn-
fora till den blankningsprocedur som tillam-
pas av olika instrumentfabrikanter.

Det framgick mycket klart av andra fore-
drag under motet och under diskussioner att
for att kunna gora en tillfredstéllande turbidi-
metrisk méitning av speciellt proteiner 1 det
laga koncentrationsomradet s& krdvs instru-
ment som tilldter att man utfor en dkta prov-
blank.

Av de resultat som erholls i denna under-
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sOkning kan vil egentligen inga andra slutsat-
ser dras dn de att problematiken kring CRP-
analysen dr mycket komplex och att den ana-
lysstandard som vi har i landet inte bara &r att
hénfora till skiljaktligheter i kalibreringsniva-
er, dvs. kalibratorernas riktighet. Uppenbarli-
gen foreligger hir ocksa skillnader mellan oli-
ka fabrikat vad betriffar proteinets molekyla-
ra tillstdind med konsekvenser for dess epitop-
egenskaper som uppenbarligen exponeras pa
olika sdtt i olika tekniker. Detta kan ocksa
uttryckas sa att det mellan olika kommersiella
kalibratorer saknas parallellism eller om man
foredrar att kalla det proportionalitet. P4 sa
sdtt kommer analysprincipen ha en betydelse.
Dessutom betyder analysinstrumentets kon-
struktion mycket vilket bl.a. illustreras av
olikheter i mgjligheten att gora en dkta prov-
blank.

Ett annat fenomen som har stor betydelse
for turbidimetri och nefelometri dr det analy-
tiska systemet, dvs. buffertkomposition och
tillsatser av olika typer av detergents. Vid den
foljande kvillsdiskussionen, i vilken det var
meningen att deltagarna skulle ventilera sina
problem betrdaffande CRP-analysen, si visade
det sig att vi inte kom ndgon vart med de rent
analystekniska problemen. Orsaken var att
flera foretag salufor fardiga 16sningar att an-
vindas och dér fabrikanten ¢j talar om vilka
bestandsdelar som ingér i deras analytiska sy-
stem. En ndrmast bisarr illustration av denna
situation utgodr det rykte som spreds om att en
fabrikant hade hittat ndgon form av »super-
PEG» som ingick i deras reaktionsbuffer. S&
lange man inte kdnner analysbetingelserna sa
ir det ganska meningslost att forsoka bena i de
problem som uppstir i vissa analyssitua-
tioner. Hir sitter vi helt enkelt fast och det
finns ingen annan mojlighet att komma ur
denna situation dn att man samféllt végrar att
kopa reagens fran de tillverkare som hemlig-
haller sammansdttningen av sina reagens.
Denna uppfattning framfordes vid samman-
fattningen av motet infor en stor skara repre-
sentanter for olika foretag. Mitt intryck var att
man fran den kommersiella sidan hade forsté-
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else for detta problem. Tillrdttaldggande kom i
vissa fall omgaende men det finns fortfarande
en bit kvar att ga.

Man kan hoppas att kalibreringsproblemen
kommer att 10sas i och med att den nya inter-

Kuvalitetssdkring av HbA,,

JAN-OLOF JEPPSSON

Klinisk kemi, Allménna sjukhuset,
S-21401 Malmé

HbA, dr idag en etablerad markor vid meta-
bolisk kontroll av framfor allt insulinberoende
diabetes. Anvidndning av den glykerade for-
men av hemoglobin i detta sammanhang har
varit kdnd sedan 1975. Ett stort antal metoder
har anvidnts med varierande framgang. I dag
ar jonbytarkromatografi (HPLC) tillsammans
med affinitetskromatografi dominerande dar
den forra metoden numera okar i popularitet
pa bekostnad av andra metoder. Orsaken dr
bl. a. jonbytarkromatografins béttre precision
och avsaknad av batch till batch variation
samt ldttheten att automatisera, vilket 4r nag-
ra av affinitetskromatografins nackdelar (1).
De tva metoderna miter helt olika saker: Affi-
nitetskromatografi ger totalmadngden glykerat
hemoglobin dvs. glykeringen av aminosyran
lysins sidokedjor, medan HbA,  definieras
som glykering av den N-terminala aminosyran
valin i molekylens g-kedjor. I dagarna lanseras
en tredje princip: en ELISA-metod baserad pa
en monoklonal antikropp (Novo Nordisk Di-
agnostics Ltd, Cambridge, UK) speciellt rik-
tad mot den glykerade N-terminala peptiden.
Preliminéra forsok visar mycket god dverens-
stimmelse med jonbytarkromatografi och en
acceptabel inom- och mellanserieprecision.
ELISA-metoden kalibreras mot HPLC-jonby-
tarkromatografi och har fordelen att den &r
helt specifik for HbA,..

Kliniker har ett flertal gdnger vid olika sym-
posier och i enkiter efterlyst stérre samstim-
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nationella interimistiska matrix referenspre-
parationen fran IFCC introduceras 1991. Dir-
emot kvarstar i ovrigt ovan namnda faktorer
som problem i samband med analys av CRP.
Arbetet kan borja!

mighet mellan olika laboratorier vid analys av
HbA,.. SFKK:s proteingrupp har darfor tagit
upp HbA,. i sitt kvalitetssdkringsprogram i
likhet med mdanga andra europeiska ldnder.
Vid Sigtunamétet redovisades forsta arets re-
sultat inkl. en enkdt samtidigt som vi kom
Overens om att gemensamt infora flera modi-
fieringar, vilket skall leda till en forbattrad
analyskvalitet i framtiden.

Metoder

En enkit innefattande uppgifter om metodval,
instrumentering, kvalitetssdkring och refer-

FORENKLAD HbA1c-ANALYS 1990 (Mono S jonbytare)

Modifiering av: CLINICAL CHEMISTRY 32 (1986) 1867

17 pl centrifugerade blodkroppar + 900 pl citrat/fosfat, pH 5.4
(0.02 M Na-citrat, 0.055 M Na-fosfat, 0.1% Triton)

Inkubera 30 min, 37°C
(hdmolys och eliminering
av preHbA4.)

Centrifugering 3000 rpm, 15 min

Kontrollera fargen
visuelit (Hb 4-8 g/l)

HPLC

A:0.02 M Malonat, 0.02%
Na-azid, pH 5.7. Gradient

A + 0.185 M NaCl

Flode: 3 mi/min, 11 min gradient
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% HbA1c
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Fig. 1. Uppgivna referens-
omraden. Dd endast en
hogre grdns angivits, har
den ligre grinsen 3,0 %
anvdnts i diagrammet.

1 2 3 4 6 7 8 10 11 12 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 30 31 34

ensomrade utfordes under februari 1990. Ut-
gangspunkt for referensstudierna har varit en
modifiering av den ursprungliga metoden (2):
Litiumklorid har utbytts mot natriumklorid i
saltgradienten, for att undvika flush och taky-
kardi hos nagra medarbetare. Natriumazid,
0,02 % slutkoncentration, har visat sig ha myc-
ket god bakteriostatisk effekt trots att pH &r
lagre dn 7, vilket dr optimalt pH for maximal
effekt av natriumazid. Den langa inkubations-
tiden av erytrocyter i fysiologisk koksalt for
att eliminera pre-HbA . har ersatts med en 30
min inkubation vid pH 5,4 (3) samtidigt som
hemolys sker av blodkroppar.

Resultat

Av 27 deltagande laboratorier anvinder 24
jonbytarkromatografi (HPLC). Huvuddelen

HbALC

Antal lab.
»

WMr Er s AT s:
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utnyttjar Mono S katjonbytare (Pharmacia)
tillsammans med ett antal olika konventionel-
la HPLC-system. Ett mindre antal anvinder
specialdesignade  HPLC-utrustningar  for
HbA . (Biorad eller Daiichi). Ett laboratorium
anvinder fortfarande elektrofokusering och
tva affinitetskromatografi. Svarsprocenten
var 27/31 eller 87%. Figur 1 visar angivna
referensomraden, vilka visar alltfor stora va-
riationer. Laboratorier med brett referensom-
rade har en storre andel slumpfel i sin metod.
Ett av tre tillgdngliga hemolysat med varieran-
de HbA,-koncentration har slumpmaissigt
siants ut under varje vecka sedan hosten 1989.
Figur 2 visar ett typiskt exempel fran vecka
36, 1990. Resultaten fran affinitetskromato-
grafi, som miter glykerat hemoglobin skall
mycket riktigt ligga pa en hogre niva, Ovriga

Fig. 2. Resultat av utskick-
at hemolysat vecka 36/90
fran 25 laboratorier. Me-
delviirde 8,42 %, V.K.

18,8 %.

i Jonbyteskronatografi

¢ Minikolonn
Affinitetskromatografi

: Elektrofokusering
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HbA1c- baslinje

Fig. 3. HPLC av identiska hdmolysat, men olika
integreringsprinciper.

resultat visar alltfor stor spridning for att vara
kliniskt acceptabla.

Det praktiska forarbetet till Sigtunakonfe-
rensen inleddes med diskussion och tester av
olika integreringsmetoder. Tva olika metoder
»baslinje» och »valley-valley» dominerar.

Fig. 4. Tva exempel pd integreringsprinciper. Baslin-
je(t.v.) och valley-valley (t. h.). A, har i detta system
retentionstiden 3,6 min. HbF ses t.v. om A, HbA;
t.h.omA,,.

Klinisk kemi i Norden

Praktiska forsok framfor allt i Falun har visat
att »valley-valley» integrering dr mera robust
och ger dirfor béttre resultat i praktisk verk-
samhet. Figur 4 ger exempel pa tva integre-
ringsprinciper och jimforelse av dessa fram-
gar av figur 3. Valley-valley integrering ger ca
8% ldgre virden. Denna princip anvidndes
dven av Biorad och Daiichi.

Under en gruppdvning for speciellt intresse-
rade gavs mojlighet att inventera praktiska
problem, bl. a. diskuterades kvalitén pa nuva-
rande Mono-S-kolonner, filterpappermetoden
for HBA ., som utvecklats i Falun (4) samt
resultaten 1 Stockholmsstudien (Bio-Bol).
Denna studie visar pd svirigheten att idag
jdmfora olika metoders resultat inom ett
sjukvardsomrade.

Diskussion

Resultaten av ett kvalitetssdkringssystem och
en enkdt visar att forutsidttningarna dr mycket
goda for att i Sverige forbéttra kvaliteten av
HbA,-analyser och ddrmed i stor sett uppna
gemensamma referensomraden. Huvuddelen
av laboratorierna anvidnder jonbytarkroma-
tografi-HPLC. ELISA-metoden, som sanno-
likt kommer att visa sig vara intressant, ir
dven kalibrerad mot samma HPLC-metod.
Det laborativa forfarandet har kraftigt forenk-
lats jamfort med ursprungspublikationen
1986, vilket innebir minskad arbetsinsats och
hogre kapacitet pa varje HPLC-system. Enké-
ten visade pa stort tekniskt och kemiskt kun-
nande samt mycket hog teknisk standard pa
befintlig kromatografiutrustning.
Foljande rekommendationer gavs for att
Oka kvaliten av vara HbA, ~analyser:
1. Valley-valley integrering rekommenderas.
2. Tva hemolysat med »Target values» skall
tillverkas under hosten 1990. JamfGrelse
skall ske med en kalibrator utvecklad i
EG:s regi. »Target values» erhalles fran
jimforande HbA,.-analyser vid fem olika
laboratorier.
3. Hemolysaten med rekommenderade
HbA,-nivder kommer att distribueras un-
der senare delen av hosten 1990 till samtli-
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ga deltagare pad SFKK:s proteinkvalitets-
sdakringsprogram.

4. Samtliga laboratorier uppmanas direfter
att trimma sin utrustning och bestimma
nya referensomraden om majligt i tjugodrs-
intervall.

Arbetsgrupp

Ett speciellt tack riktas till Jan Borjesson, Hel-
singborg, Yngve Bergqvist och Solveig Ecker-
bom, Falun samt Benny Larsson, Malmo som

alla bidragit med konstruktiva forslag i detta
arbete.
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Enkdt rorande anvindningen av fruktosamin

ANDERS KALLNER

Basenheten klinisk kemi, Karolinska sjukhuset
S-104 01 Stockholm

Den 29-30 mars mottes SFKK:s Proteinstan-
dardiseringsgrupp 1 Sigtuna. Jag hade dér till-
falle att sammanfatta resultatet av den enkat
ni besvarat och rapportera nagra studier ro-
rande bestimningen av S-Fruktosamin med
olika reagens och kalibratorer.

Vi siande ut 39 enkéter och erholl svar fran
28 laboratorier. Av dessa utforde 11 bestim-
ning av S-Fruktosamin. Av dessa 11 hade 5
Overgatt till den nya »Roche Plus»-metoden
medan 5 fortfarande anvidnde den gamla ka-
libreringen och 1 anvédnde en alldeles egen
metod som dock sades korrelera vdl med Ovri-
ga. Referensviarden som uppgavs for den nya
kalibreringen var 285 mol/L medan de labora-
torier som anviande den gamla kalibratorn an-
gav varden 2,7 mmol/L eller 2,5 mmol/L. Alla
laboratorier som arbetade enligt den gamla
metoden tillverkade egna reagens.

De instrument som anvindes var PRISMA,
Cobas Bio, Cobas Mira, Cobas Fara, Multi-
stat, Optima, Hitachi 717 samt Varian Super
Scan. Endast ett laboratorium erbjod protein-
korrektion.

Innehallet i min presentation om kalibre-
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ring och standardisering var i stor sett foljan-
de.

Bestimningen av S-Fruktosamin utfors
med en ospecifik metod vilken baseras pa re-
duktion av nitroblatt tetrazolium i svagt alka-
lisk 16sning (pH 10,3). Genom en foérinkuba-
tion under minst 10 minuter och mittid av 5
minuter erhalles viss specificitet for glykerade
proteiner. Denna metod, som forst presente-
rades av Johnson och Metcalf frdn Auckland i
Nya Zealand har kommersialiserats av Roche.
Ett av problemen med den ursprungliga meto-
den var val av kalibrator. Johnson och Met-
calf anvisade deoximorfolinofruktos i en svag
albuminlosning. Med deras buffertsystem och
kalibrator erholls vdrden i storleksordningen
2-3 mmol/L och ett vanligt anvént referensin-
tervall har varit upp till 2,7 alternativt upp till
2,5 mmol/L. Ett av problemen med denna
kalibrator har varit att dess spektrometriska
egenskaper icke har ssmmanfallit helt med det
glykerade proteinets i serum. Phillipou et al.
visade 1988 (Clin Chem) att man genom att
tillsdtta detergent (Triton X-100) kunde fa
DMF att skifta sitt absorbtionsspektrum s att
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Fig. 1. Skillnaden i mdtvdrden erhdllna med original
resp. Fruktosamin Plus-reagens i relation till samti-
digt uppmditta S-Triglycerider (t.v.) och S-Urat.

det Overensstimmer med det man ser i serum.
Vi visade (Clin Chem 1989) att i ett system
ddr bufferten innehdller Triton fir man en
okad kinslighet for urat. Aven fysiologiskt fo-
rekommande uratkoncentrationer kunde ge
en falsk 6kning av S-Fruktosamin med upp till
3 mmol/L. Denna 0kning kunde elimineras
genom tillsats av uricas.

Schleicher et al. (Clin Chem 1990) har be-
skrivit en ny kalibrator for fruktosamin. Den-
na utgors av glykerat polylysin, som har forde-
len att kunna glykeras i varierande grad men
ocksé att glykeringsgraden kan bestimmas
med en oavhingig metod (t.ex. elementar-
analys). Anvidndningen av denna kalibrator
tycks forutsdtta ndrvaron av detergent i buf-
ferten.

Genom att den tidigare anvidnda kalibra-
torn (DMF) skilde sig fran glykerat protein
bl.a. vad betriffar reaktionsbendgenhet kom
man att Overskatta fruktosaminkoncentra-
tionen. Med den nya kalibratorn fir man istil-
let métvarden i storleksordningen 200-300
mol/L. Den nya reagenssatsen salufors av
bade Boehringer och Roche under beteckning-
en Fruktosamin Plus.

Savitt man kan bedoma &dr leverantdrernas
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reagens identiska, det dr ocksa frukten av ett
gemensamt utvecklingsarbete.

Vi undersokte om det finns en korrelation
mellan resultaten av den tidigare metoden och
den nya. Vi fann en mycket god korrelation
mellan resultaten (r = 0,977; Y = 0,84x+68),
(r=0,962; Y=0,72x+74) och (r=0,969;
Y =0,85x+70) vid forsok med olika me-
todvarianter och kalibratorer. Korrelationsko-
efficienten dr i samma storleksordning som
den foretagen publicerar.

Eftersom det nya reagenset innehdller bade
detergenter och uricas kunde det vara av in-
tresse att undersdka om skillnaden 1 méatvir-
den pé négot sdtt dr korrelerat till endera tri-
glycerider eller urat. Som framgar av figur 1
foreligger det ingen som helst korrelation mel-
lan skillnaden i utfall och dessa tvd kompo-
nenter. Tillsatserna av detergent och uricas
fordndrar inte bestdmningens natur pa ett me-
ningsfullt sétt. I reklamen framhalls mindre
»matrixeffekter» varmed sannolikt menas li-
pemiska sera. Med den utspddning vi arbetar
ar detta emellertid inte nagot allvarligt pro-
blem. Enligt uppgift paskyndas reaktionen si
att den kan ldsas av redan efter 7-8 minuter,
vilket dr ett maste for Hitachi’s instrument.
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Den kalibrator, som hor till Fruktosamin
Plus kan inte anvidndas tillsammans med det
gamla reagenset. Darfor maste man ga via en
annan kalibrator. Denna blir en »tertidr kali-
brator» eftersom den kalibrator som levereras
med reagenssatsen uppges vara ett serum som
stallts mot den primira kalibratorn. Vi -har
tillverkat en dylik tertidr kalibrator vilken vi
anvinder tillsammans med det ursprungliga
reagenset (Johnson och Metcalf). Pa det sdttet
kommer véra svar att limnas ut i umol/L.

Med tanke pa den goda korrelation som
foreligger mellan S-Fruktosamin bestimt med
de olika metoderna vinner man ingenting dia-
gnostiskt genom att gd Over till det nya re-
agenset, ddremot blir dverforbarheten av re-
sultat mellan olika laboratorier storre. Med
tanke pa att man inte erhaller fullstdndig over-
ensstimmelse mellan de tva metodvarianter-

na foreslas att de som dmnar tillimpa denna
»korrumperade» kalibrering dndrar kompo-
nentens namn till »glykerat protein». Pa det
viset fjarmar vi oss fran handelsnamnet »fruk-
tosaminy.

Vi kan stilla ett begrdnsat antal ampuller av
den tertidra kalibratorn till forfogande. I sam-
arbete med SFKK proteinstandardiserings-
grupp planerar vi att ordna ett kvalitetssdk-
ringsprogram for S-Glykerat protein och dis-
tribuera ett kontrollserum med hog och 1ag
koncentration av glykerat protein (som for-
kortning foreslas S-GLYP).

For att fa en uppfattning om intresset for en
dylik kvalitetssdkring ber jag intresserade ta
kontakt direkt med mig. De som sd Onskar
sinder jag gdrna en fullstindig referenslista
enligt ovan.

En ny internationell proteinstandard skall ersditta nuvarande

WHO standarder

ANDERS CARLSTROM

Klin. kem. lab., Danderyds sjukhus
S-18288 Danderyd

I oktober 1988 anordnades i Pont-a-Mousson
ett mote gemensamt for IFCC och ECCLS i
syfte att undersdka mojligheterna att tillsam-
mans ta fram ett nytt referensmaterial for se-
rumproteiner. I motet deltog dven represen-
tanter fran diverse andra organisationer bl. a.
WHO och BCR (Community Bureau of Refer-
ence inom EG).

Skilet till detta initiativ var att man pape-
kat fran vissa héall, industri och forskare, att
man ifragasatte WHO standardens stabilitet.
Det priméra referensmaterialet fran WHO for
immunglobuliner framstélldes 1970 vilket gor
att den med alderns rdtt kan ha fordndrats.
Dessutom finns ¢j denna standard ldngre i
sddan kvantitet att den 4r tillgdnglig i en om-
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fattning man skulle 6nska vilket speciellt har
konsekvenser for diagnostikaindustrin. Vid
motet beslots att man skulle sdtta igdng arbe-
tet for att ta fram en interimistisk europeisk
standard for att fylla det omedelbara behovet.

Ovanstdende mote resulterade i ett nytt
mote 1 april 1989 i Frankfurt med deltagande
av medlemmarna i IFCC’s arbetsgrupper for
proteiner, representanter for NCCLS, College
of American Pathologists (CAP), industrin
samt BCR. Vid detta senare mdte, som var
patagligt konstruktivt, framkom det att beho-
vet av ett nytt referensmaterial var stort, akut
och globalt varfér man enades om att i IFCC’s
regi och utan medverkan av ECCLS s& fort
som mojligt ta fram en »International interim
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secondary matrix reference preparation for se-
rum proteins». Direfter skulle arbetet inriktas
pa framstéllning av en »International primary
reference preparation for serum proteinsy.

Den interimistiska referenspreparationen
var avsedd att fylla det omedelbara behovet
av en ny standard och skulle darfor stdllas mot
befintliga WHO och/eller amerikanska refe-
renspreparationer (US National Reference
Preparation for Serum Proteins) som till stor
del dr avldggare till WHO’s referensprepara-
tion. Den av IFCC-gruppen planerade interi-
mistiska referenspopulationen skulle sédlunda
bli sekundar till dessa senare referensprepara-
tioner vars kvantitetsangivelser bygger pa
»consensus» och e¢j pa gravimetriskt kvantite-
ring av rena proteiner. For fyra proteiner, som
redan finns i renframstdlld form och som i
nagra fall har givit standardiseringsproblem,
frangar man emellertid detta forfarande med
sekundarstandardisering och gor en direkt
Overforing av kvantiteter frdn rena proteiner
till en serummatrix. De proteiner som be-
handlas pa ovanstdende sdtt dr Transthyretin
(Prealbumin), al-antitrypsin, Orosomucoid
och Transferrin. Orsaken till detta 4r att dessa
proteiner ar tillgdngliga i ren form och dessut-
om vill man hélla nere antalet omstandardise-
ringar speciellt d4 i samband med att den pri-
mira matrix referenspreparationen introduce-
ras. For al-antitrypsin kommer ménga labora-
torier att tvingas byta niva pa ett ganska dra-
matiskt sdtt d4 manga vedertagna kalibratorer
skiljer sig at med en faktor tva.

Den primédra matrix referenspreparationen
skall s& langt som mojligt bygga pa torrvikts-
bestimningar av renframstillda proteiner och
avsikten 4r att pabdrja arbetet pd denna pre-
paration si fort man dr klar med den interi-
mistiska preparationen. Med utgangspunkt
fran denna priméira standard framstalls ddref-
ter en sekundir matrix referenspreparation
som kommer att vara tillgdnglig for laborato-
rier av olika slag och for diagnostikaindustrin.

Arbetet paborjades omgdende och ovansta-
ende tillvigagangssdtt har godkdnts av BCR
och av amerikanska instanser. I samband med
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att den CAP (College of American Patholo-
gists)-standard som anvinds for tillfdllet i
USA ér forbrukad kommer man att 1 USA gé
over till den nya internationella interimistiska
sekundérstandarden. Detta kommer att ske
under senvaren 1991 vilket gor att IFCC-grup-
pen har en kraftig press pa sig att vara fardig
med den interimistiska referenspreparationen
tills dess vilket av gruppen betraktas som fullt
genomforbart. Tidsplanen for projektet anger
salunda att den interimistiska sekundirstan-
darden skall vara tillgdnglig for anvindarna
senast sommaren 1991.

Projektet, som finansieras av BCR, har
framskridit s& langt att serum tappats fran
blodgivare pd fem europeiska blodcentraler
varav Danderys Sjukhus blodcentral dr en.
Denna insamling kompletteras nu i augusti
och september for att uppna en slutlig volym
pa 40 | varav hilften skall motsvara det euro-
peiska behovet och hilften det amerikanska.
Processningen av serum skall pdborjas under
hosten 1990. Stabilitets- och homogenitetsun-
dersokningar av det ampullerade och frystor-
kade materialet skall utforas och arbetet av-
slutas med en »value transfer» med deltagan-
de av ett flertal laboratorier i Europa och
USA. En »value transfer trial» har genomforts
1 Europa med deltagande av ett 20-tal labora-
torier med Overraskande gott resultat betrif-
fande samstdmmighet och precision. Denna
»trial» tjdnar som en test av det protokoll som
utarbetats for vardedverforingen samt som en
forberedelse for den slutliga viardedverforing-
en frdn nu gillande standarder (WHO och
USNPSP) till den nytappade serumvolymen.

IFCC-gruppen tillimpar en regel, som ocksé
ar ett krav frdn BCR, vilken innebir att alla
steg i processningen av referensserum och alla
viardedverforingsprocedurer skall dokumente-
ras och publiceras i form av IFCC-dokument.
I detta ligger det hittills storsta problemet i
IFCC-gruppens arbete dd man pé en visentlig
punkt ndmligen delipidiseringen av serum
kolliderat med kommersiella intressen. Alla
problem finner dock sin 18sning.

Ett stort arbete har lagts ned pa att bl.a.
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verifiera att tillsatser och andra process-steg €j
modifierar de ingdende proteinerna. Det
svenska bidraget har hér varit av relativt stor
omfattning.

Helt nyligen har det meddelats fran WHO

Svenska proteinsikringssystemet —

JAN BORJESON

Avdelning for klinisk kemi, Lasarettet i Helsingborg
S-25187 Helsingborg

Fragan om ett nationellt kvalitetssdkringssys-
tem for klinisk kemi har ldnge diskuterats
inom Svensk forening for klinisk kemi. Det
rdder inom professionen enighet att laborato-
rierna utover den interna kvalitetskontrollen
bor deltaga i ett externt kvalitetssdkringsprog-
ram. De flesta europeiska och nordiska ldan-
derna har sedan lange ocksa utvecklat sddana
nationella program. I Sverige har emellertid
den externa kvalitetssdkringen bedrivits pa re-
gional basis. Nagon samordning av dessa re-
gionala system till ett nationellt system har ej
varit mojlig.

Varfor dr det dé sa viktigt att vi har ett
nationellt kvalitetssdkringsprogram?

— Vi har en skyldighet infor vara kunder och
patienter att kunna beskriva och sdkerstélla en
definierad kvalitet p4 vara laboratorieanaly-
ser.

— Vi maéste harmonisera analysresultaten
bade nidr det giller vart sjukvardsdistrikt, var
region och ocksd inom landet. Detta &r inte
minst viktigt for patienter som idag soker
sjukvard pa skilda inrdttningar 6ver landet.

— Genom kvalitetssdkringsprogrammen far
vi ett underlag for val respektive bortval av
analysapparatur och analysmetoder.

1987 beslot darfor SFKK:s styrelse att succes-
sivt bygga upp ett nationellt kvalitetssdkrings-
system. Vidare beslots det att man skulle star-
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att man stiller sig positiv till mgjligheten att
upphoja de nya IFCC(BCR/CAP)-standarder-
na for serumproteiner till status av WHO-
standarder.

synpunkter frin SFKK

ta med kvalitetssdkring av proteinanalyser, ett
omrade som ej tdcktes av de regionala kvali-
tetskontrollprogrammen. Erfarenheten fran
proteinprogrammet skulle sedan fa ligga till
grund for en utvidgad allsidig kvalitetssak-
ringsverksamhet.

Anvidndarmotet 1 Sigtuna utgdr ur manga
synvinklar en milstolpe i den nationella kvali-
tetssdkringens historia. Vid moétet fanns for
forsta géngen representanter for ndstan alla
svenska laboratorier som utfor proteinkemis-
ka analyser. Proteingruppen ser det som en
absolut nddvindighet att alla som anvédnder
ett kvalitetssdkringssystem minst en gdng om
aret fAir komma samman for att diskutera upp-
laggningen av kvalitetssdkringssystemet och
inte minst vad som kan goras for att forbattra
analyskvaliteten pd de enskilda komponenter-
na.

For att kvalitetssdkringsprogram skall fun-
gera vil krdvs ett intimt informationsutbyte
mellan dem som organiserar och driver syste-
met och anvdndarna. En gemensam databas
med lagring av de enskilda anvidndarnas ana-
lysutrustning, metoder och resultat fran de oli-
ka kontrolltillfdllena ar en forutsdttning for att
sammanstilla relevant information. Denna
information kan sedan spridas till deltagarna
via t.ex. anvdndarmote, informationsblad el-
ler genom direkt kontakt mellan anvidndare
och databas. »Proteingruppen» har for avsikt
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att i framtiden intensifiera detta information-
sutbyte ytterligare.

Erfarenheterna fran det Svenska protein-
sdkringssystemet har varit s goda att SFKK:s
styrelse har beslutat att foreningen bor verka
for en utvidgning av kavalitetssdkringspro-

Klinisk kemi i Norden

grammet att omfatta samtliga omraden inom
klinisk kemi. Verksamheten skall vara dppen
for alla som bedriver kliniskt kemiskt analys-
arbete. Vidare bor verksamheten drivas i stif-
telseform, fristdende frdn anvidndare och pro-
ducentintressen.
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NORDKEM publicerar!

Vi har nojet att meddela om en ny Nordkem-
publikation, som nyss har utkommit som re-
sultat av projektarbetet inom Nordkems regi:

KVALITET OG KONTROL I KLINISK
KEMI
Analytiske kontrolregler for den enkelte serie

P. Hyltoft Petersen & T. Dreyer
ISBN 951-47-4011-4
ISBN 0783-2907

Boken utgdr den forsta delen av en planerad
bokserie for undervisningen av personal vid
sjukhuslaboratorierna. Boken har utkommit

péa det danska spraket och kommer dven att

publiceras pa det svenska spraket inom kort.

En finsk Oversédttning utges 1 ett senare skede.
Denna bok kan rekvireras frain NORD-

KEMS kansli 1 Helsingfors till ett pris pA Fmk

40,00 per styck inklusive porto.

Adpress:

Nordkem Sekretariatet

Stengérds sjukhus

Norra Hesperiagatan 23 A

SF-00260 Helsingfors

Telefon: Int. + 3580409178
Telefax: Int. + 3580442 591

Fran lasekretsen

Bilden pa framsidan av KKN nr 1, 1990

Jag maste protestera mot tolkningen i KKN,
1990; 2:9.

Den introverta blicken, d& tungan svullnat
upp, tyder ju klart pa att vart forsta experi-
mentella beldgg av Cl-esterasinhibitordefekt
faktiskt bevisats.

En allegorisk tolkning: — ty vem dr rédv i
kyrkan?

Var klarsynt kemist mande yrka,
att rdven, som Bacchus ses dyrka,
i tungsvullet skick
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med simmigt i blick,
nog var fan, som tog Dieffvul i kyrka.

En relaterande variant:

En virsting sdg i Harkeberga

sin chans att helt gudfruktigt svérja
1 kyrkograffiti

med rdvfanen mitti;

Albertus sa’ se’n: »Sisaddrja»

Roy Hansson,
Kemiavd, Centrallasarettet, Vaxjo
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ALAT

(alanine aminotransferase

_AAL

aspartate aminotransferase

CK

(creatine kinase)

-Gl

(y- gl tamyltransferase)

snart Or fiden inne

for [FCC:s referensmetoder
anpassade av ECCLS
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gAéng Turbidimetry and
’ Nephelometry for
Clinical Immunochemistry

Complete Test System for Quantitative
Determination of Proteins

Dose response curve describing
the signal as a function of the
antigen concentration at a given

antibody concentration.
Antigen Concentration
The DAKO-System offers:

® A wide range of specific protein determination

@ Minimum re-run of samples due to wide measuring range

® Maximum security against errors caused by antigen excess

® Same sample dilution for a number of tests

@ Same standard dilution for a number of proteins

@ Application notes for most used automated analyzers

-

DAKOPATTS
Danmark Finland Norge Sverige
DAKOPATTS A/S Suomen biotekniikka Oy Bio-Test A/S DAKOPATTS ab
Produktionsvej 42 Sinikalliontie 4 Rodsveien 4C Elsa Borgs gata 30

2600 Glostrup 02630 Espoo Krakeroy 126 06 Hagersten
1600 Frederikstad
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Nordisk Forening for Klinisk
Kemi (NFKK)

NFKK har som syfte att verka foér utveckling-
en av klinisk kemi i Norden. Den bestar av
medlemmarna i de vetenskapliga féreningar-
na for klinisk kemi i Danmark, Finland, Island,
Norge och Sverige. Verksamheten i NFKK
bedrivs bl. a. genom de tvd huvudkommitté-
erna, Metodkommittén och Klinikkommittén
och ett antal arbetsgrupper. Féreningen star
dessutom for arrangerandet av de nordiska
kongresserna i klinisk kemi.

Styrelsen bestar av frdn: Danmark: Ove

Lauritsen, Egil Raabo, Sten Stender; Finland:

Aimo Ruokonen, Reijo Vihko, Lasse Viinikka;
Island: Leifur Franzson (sekreterare), Eggert
Johansson, Veigar Gudmundsson (ordféran-
de); Norge: Ludvig Daae, Sverre Landaas,
Inge Romslo; Sverige: Jan Borjeson, Arne
Hamfelt, Carl-Henric de Verdier.

Nordiskt Samprojekt for Klinisk
Kemi (Nordkem)

Nordkem inrattades ar 1977 i syfte att
framja samarbetet mellan sjukhuslaboratori-
erna i Norden. Till och med 1982 bedrevs
verksamheten pa fors6ksbasis och med fi-
nansiering frdn Nordiska ministerradet. Dar-
efter dvergick verksamheten till reguljara for-
mer, varvid finansieringsansvaret éverfordes
till halsovardsmyndigheter och sjukvards-
huvudman i de fem landerna.

Nordkems hogsta beslutande organ, dess
styrelse, &r trepartsammansatt och bestar ar
1990 av: for halsovardsmyndigheterna:
Erik Magid (DK), Jarmo Pikkarainen (SF),
Eggert Johansson (IS), Pal Bjgrnstad (N),
Kurt Roos (S); for laboratoriemedicinen:
Mogens Hgrder (DK, ordférande), Raimo
Tenhunen (SF), Veigar Gudmundsson (IS),
Inge Romslo (N), Carl-Henric de Verdier (S);
for sjukvardshuvudmannen: Johanne
Louise Dithmer (DK), Arvo Relander (SF),
Ragnar Akre-Aas (N), Thorsten Thor (S, vice
ordférande).

Sekretariat: Erkki Leskinen, Arno Nyberg,
Sinikka Savolainen. For adress: se omsla-
gets sida 2.

TILL MANUSKRIPTFORFATTARE

Bidrag till KLINISK KEMI | NORDEN séandes i
tvé exemplar till den nationella redaktéren,
som finns angiven p& omslagets andra sida.
Manuskripten skall vara maskinskrivna och
foélja de instruktioner som angetts i Vancou-
ver-avtalet (Nordisk Medicin 1988; 103:
93-6). Spraket skall vara nordiskt.

Meddelanden och korta inlagg skrives
helst fortldpande, medan langre artiklar med
fordel delas i avsnitt med en kort dverskrift.

Tabeller skrives pa sarskilda ark tillsam-
mans med en text, som gor tabellen sjalv-
forklarande.

Figurer méste vara av tekniskt god kvalitet
med text och symboler tillrackligt stora for
att tdla forminskning. Till varje figur skrives
en forklarande text.

Litteraturhanvisningar numreras i den ord-
ning de anges i texten och skrives som i fol-
jande exempel:

Sandberg S, Christensen NB, Thue G, Lund
PK. Performance of dry-chemistry instru-
ments in primary health care. Scand J Clin
Lab Invest 1989; 49: 483-8.

Innehéllet i de insanda artiklarna kommer
inte att genomga vanlig granskning med re-
feree-system. Redaktionskommittén kom-
mer emellertid att vardera alla manuskript in-
nehéllsméssigt och redaktionellt och eventu-
ellt foéresla andringar.

Almaqvist & Wiksell Tryckeri, Uppsala 1990
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The Kodak Ektachem 700XR, 500 and DT60
analyzers. The right choices for every
application from major metropolitan trauma
center to rural community hospital.

Hospitals and healthcare facilities come in

different sizes, with different needs. So

Kodak Ektachem analyzers come in different

models. Designed for the biggest, busiest

labs, the 700XR analyzer offers random access

to over 35 tests, with a high throughput of

up to 750 tests per hour and remarkable ease

of use. The Ektachem 500 analyzer, at 300

tests per hour, is ideal for community hospitals,

satellite laboratories and clinics. It has

the same extensive test menu as the 700XR.

Then for decentralized testing requirements,

the DT60 analyzer delivers on-the-spot hospital-

quality results with a menu of over 25 tests.
Cost? Less than you think. When all

the factors—consumables, parts, supplies,

labor and analyzer efficiency—are taken into

account, Kodak Ektachem analyzers compete

with any system on cost per billable test.

nn K ‘ Clinical Products @
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