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Cancer, infektioner och allergier
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kom pa idén att man med hjalp
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Noen ganger er det alreit
TOR-ARNE HAGVE

Mens andre ganger er det ikke alreit. For eksem-
pel nar Klinisk Kjemi i Norden sendes i trykk
senere enn planlagt. Det som derimot var &lreit
var redaktgrmgtet i september i Arhus. Redaktgr-
mgtene er helt klar en forutsetning for, ja egentlig
en livsngdvendig del av arbeidet i redaksjonen.
Sammen tar vi frem entusiasmen, engasjementet
og kreativiteten som resulterer i planene, ideene
og visjonene. Vi vil i tiden fremover spesielt
fokusere pa fglgende forhold:

-Fallbeskrivning: Ggran Lindstedt har i mange
ar, meget fortjenestefullt presentert en rekke vel-
formulerte og faglig interessante fallbeskriv-
ninger. Vi gnsker oss flere slike fra Ggrans hidnd
samtidig som vi inviterer alle kolleger til & bidra
med sine spesielle kasus.

-Nytt om navn: Vi legger opp til & fange opp
og videreformidle endringer i sentrale stillinger
innen klinisk (bio)kjemi i de nordiske land.

-Sammendrag av avhandlinger: Vi planleg-
ger & trykke sammendrag av nordiske doktor-
gradsavhandlinger med spesiell fokus pé klinisk
kjemi. Vi vil gjerne fa innspill pd slike avhand-
linger.

-Debatt: Vi har en rekke ganger prgvd & fi i

Nyt fra NFKK

EBBA NEXQ

Hvordan udnytter vi bedst de mange informatio-
ner og prover, der i forbindelse med refernceinter-
valgruppens arbejde er indsamlet og nu er ved at
vere klar til brug.

Det var et af emnerne pd NFKKs styremgde i
begyndelsen af september.

Refernceintervalgruppen har under ledelse af
Pal Rustad, Norge indsamlet blodprgver og ana-
lyse-resultater fra referencepersoner i alle de nor-
diske lande. De mange data er ved at blive
behandlet, og det forventes at vi vil hgre meget
mere om dette 1 forbindelse med den nordiske
kongres pa Island i august 2002.

gang faglige dis-
kusjoner i KKNs
spalter, men uten
helt & lykkes. Kan-
skje kommer hef-
tene ut for sjel-
dent? Og kanskje
passer  debatter
bedre inn i andre
fora som f.eks
Diskusjonsforum?
Kanskje vi kan fa
en debatt om det?

-Farger og figurer: Vi kan i dag trykke figurer
og farger uten ekstraomskostninger. Vi vil benytte
oss mer av det.

-Sangbok for klinisk kjemikere: I forbindelse
med Nordisk kongress i Torshavn i 1996 ble
“Sangbok for klinisk kjemister” utgitt som sup-
plement til KKN. Det arbeides nd med & gi ut en
revidert utgave til Nordisk kongress pa Island i
august 2002.

Det kan ellers kort sies at driften av KKN gér
bra. Manuskripttilgang, annonsering og gkonomi
er god. Og det er jo ganske lreit.

~Q3VOH
AQTIAGIG

En  anden  vigtig
opgave indenfor referen-
ceinterval-projektet lig-
ger foran os. Hvordan
kan vi sikre at s& mange
som mulig kan fa glede
af den etablerede data-
base og af de indsamlede
blodprgver, den sakaldte
biobank.

Det er NFKKs opgave .
at fastsztte og beskrive reglerne for den fortsatte
udnyttelse af data og blodprgver. En interessant,
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men bestemt ikke nogen let opgave. NFKK vil
arbejde med den konkrete problemstilling men vil
samtidig stimulere til en mere bred drgftelse
omkring biobanker.

Ved udnyttelsen af data og blodprgver fra refe-
renceintervalprojektet skal der tages mange hen-
syn. Regler omkring databaser og biobanker fra
de enkelte nordiske lande skal overholdes. Den
fortsatte kvalitet af materialet skal sikres. Og det
skal helst ggres enkelt og hurtigt at fi adgang til
data og prgver. Til Igsning af denne opgave vil
NFKK nedsaztte et hurtigt arbejdende udvalg.
Udvalgets opleg vil blive drgftet pd Styrets mgde

i februar 2002, og forh&bentligvis vil der herefter
ikke g lenge inden alle nordiske laboratorier far
mulighed for at benytte det indsamlede materiale.
Den brede drgftelse omkring biobanker er ogsa
vigtig. Vi kunne alle gnske os at have en biobank,
der til enhver tid indeholdt netop de prgver vi har
behov for med henblik pa at f4 fastlagt eksempel-
vis et referenceinterval for en ny komponent. Men
hvad skal der til for at en sddan biobank kan eta-
bleres og hvilke muligheder er der indenfor ram-
merne af reglerne i de enkelte nordiske lande. Det
vil blive emnet for NFKKs workshop ved den
nordiske kongres pé Island i august 2002.

Carl-Bertil Laurell 1919-2001.

Professorn i klinisk kemi vid Universitetssjuk-
huset MAS i1 Malmd, Carl-Bertil Laurell, har av-
lidit 82 &r gammal.

Carl-Bertil Laurell borjade sitt livsldnga arbete
1 den medicinska vérlden under 40-talet, samti-
digt som den svenska naturvetenskapen inledde
en guldalder. En kliniskt inriktad medicin fick d&
stdd av en explosionsartad utveckling inom bio-
kemin. Nya metoder skapade mojlighet att ge kli-
niska observationer en vetenskaplig tolkning.
Carl-Bertil var under flera decennier en nyckel-
person i detta samarbete mellan klinik och labora-
torium. Dédrmed skapade han den moderna
svenska kliniska kemin och blev dess framste
foretradare.

I sitt avhandlingsarbete frdn 1947 beskrev Carl-
Bertil Laurell hur jarn transporteras i blodet.
Négot senare renframstéllde han det jarnbindande
proteinet i blodplasma och gav det namnet trans-
ferrin, ett namn som slog igenom internationellt.
Att forklara jarnbristens kemiska mekanismer var
det forsta av Carl-Bertils genombrott. De metoder
som han utvecklade anvinds fortfarande rutin-
massigt virlden over for att uppticka jarnbrist.
Studierna av transferrin lade grunden till Carl-
Bertil Laurells livslinga intresse for blodets

proteiner, deras funktion och den diagnostiska
information som kemisk analys av dem kan
erbjuda.

Carl-Bertil Laurell erbjods 1954 att flytta till
Malmo for att dar bygga upp klinisk kemi. Under
de foljande 30 aren utvecklade han laboratoriet
till ett av de ledande i klinisk kemi i norra Europa.
Han var ocksd mén om att fora ut kunskap om
laboratorieanalyserna bland praktiskt verksamma
lakare s att analyserna kunde utnyttjas pa bista
sitt. «Laurells Klinisk Kemi i Praktisk Medicin»,
en ldro- och uppslagsbok som nu utkommit i sju
upplagor, 4r ett levande minne 6ver Carl-Bertil.

Vid 1960-talets borjan visade Carl-Bertil
Laurell att vissa patienter med lungemfysem har
brist pA blodproteinet antitrypsin. Aven denna
upptickt har satt bestdende spér i medicinen, d&
den var en forutsittning for att forklara orsaken
till arftlig emfysemsjukdomen. Han omsatte upp-
tickten 1 praktisk sjukvidrd genom att utfora
familjeutredningar och storskalig undersokning
av nyfodda som resulterade i forebyggande atgir-
der. Carl-Bertils upptiackt har under &rens lopp
foljts upp av flera medarbetare pa laboratoriet och
vid flera kliniker, ndgot som gjort Malmo till ett
centrum for studier av denna sjukdom.
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Denna upptickt stimulerade Carl-Bertil att
utveckla nya metoder for bestimning av proteiner
i blod, bland annat den s.k. Laurell elektrofore-
sen. Teknikerna spreds Over virlden och var
under ett par decennier standard pa flertalet sjuk-
huslaboratorier. Dessa upptickter gjorde att han
under ett antal ar var en av de tio mest citerade
medicinska forskarna i virlden, ndgot som torde
vara ndst intill unikt i svensk medicinsk forsk-
ning.

Framgangarna  till
trots tyckte Carl-Bertil
illa om rampljus i alla
dess former och ville
ogédrna upptrida
offentligt. Icke desto
mindre drev en ovan-
ligt starkt utvecklad
pliktkdnsla honom att
std upp for det han
fann vara ritt, det mé
ha gidllt den kliniska
kemins utveckling
eller kvalitet i forsk-
ningen. Omgivningen
kunde uppleva honom
som en krdvande per-
son. Vi som arbetat i
hans ndrhet vet att
bakom den kérva ytan
dolde sig en tillbaka-

dragen och ganska
blyg person som
visade stor faderlig

omsorg om sina med-
arbetare.

Carl-Bertil Laurell fick i hog grad uppleva hur
hans forskning snabbt fick genomslag i sjukvar-
den. Han visade sin omgivning hur forskningens
resultat kan paverka den sjuka méanniskans vill-
kor. Han fick ett flertal svenska och internatio-
nella utmérkelser under sitt aktiva liv och han var
ledamot av Kungliga Vetenskapsakademien.
Detta gladde honom sékert, men det som genom
alla aren skinkte honom mest glddje och tillfreds-
stéllelse var att pd néra hall leda och f6lja arbetet
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péa laboratoriet. Carl-Bertil lyssnade fortjust till
nya idéer och gladde sig 6ver medarbetarnas
framgéngar.

Avkoppling fick han med nu bortgéngna hus-
trun Anna-Brita och med barnen Ylva, Asa, Anna,
Martin, Fredrik och Tomas och deras familjer,
sarskilt under somrarna pi Griso utanfor Ore-
grund.

Aven efter pensioneringen kom Carl-Bertil
Laurell i stort sett
dagligen till sin arbet-
splats och skrev eller
gjorde experiment
med egna hénder, ja
dnda till dagen innan
han gick bort. Arbetet
skulle fullféljas och
avslutas. Han var vid
gott mod tills synen
svek  honom och
omdjliggjorde det
aktiva liv som var det
enda han kunde tidnka
sig.

Det ir sdllan man far
ynnesten att ldra kdnna
och arbeta med en stor
ménniska. Vi som haft
formanen att ha fatt
kdnna Carl-Bertil
minns honom med
viarme och tacksambhet.

Joyce Carlson,
Bjorn Dahlbick, Per
Fernlund, Anders Grubb, PO Ganrot, Jan-Olof
Jeppsson, Hans Lilja, Johan Malm, Bertil Noss-
lin, Per Simonsson, Johan Stenflo, Ann-Kristin
Ohlin

Bidrag til Carl-Bertils minne emottages tacksamt till Stiftelsen
for Medicinsk forskning, Lunds universitet, postgirot 156 50-5

For den som vil lisa Carl-bertils egna vitenskapliga memoarer
rekomanderas «om Utvecklingslinjer inom klinisk kemi under
min Malmoperiod» som ha gav ut i 2000. Den kan bestillas av

Per Simonsson.



Fallbeskrivning

Ansvarlig: Anders Larsson. (anders.larsson@clm.uas.lul.se)

Trombocytopeni orsakad av legionérsjuka
ANDERS LARSSON', BO NILSSON? OCH MATS ERIKSSON®.

Avdelningen for Klinisk Kemi', Avdelningen for Klinisk Immunologi och Transfusionsmedicin® samt
Anestesi- och Intensivvards-kliniken®, Akademiska sjukhuset, Uppsala.

Patient fall

En 73-4rig man som véardades p4 neurologklini-
ken pa grund av tromboser i hjdrnan (sinus sagit-
talis och sinus transversus). Han behandlades med
heparin och warfarin pa grund av en tromboserna
och fick dven steroider. D4 han efter en tid utvec-
klade feber och hosta overfordes han till infek-
tionsklinik for utredning och behandling. Fem
dagar senare hade han utvecklat en allvarlig pneu-
moni med uttalad dyspnoe och ett PaO, pa
6.3 kPa. Han overfordes till intensivvardsavdel-
ningen dir han behandlades med bredspektru-

mantibiotika (inklusive erytromycin). Ett par
dagar senare kunde man med fluorescerande anti-
kroppar pévisa forekomst av Legionella pneu-
mophila i trakealsekret. Legionella pneumophila
antigen pavisades dven i urin.

Patienten hade ett CRP 357 mg/I (referensvirde
<10); LPK: 3.3 x 10°/1 (4.0-9.0); trombocyttal:
<10 x 10°/1 (150-400); PK: 38% (70-130); anti-
trombin III: 58% (80-120%), fibrinogen: 7.3 g/
(2,0-3,6) och APTT: 40 s (25-36). Patienten var
mycket svér att syrsitta trots 100% syrgas och
behandlades darfor dven med NO (upp till 40
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Fig. 1. Mikropartiklar fran patienten (till hgger) och fran en icke-infekterad patient (till vénster). Trombocyter och
mikropartiklar identifieras med hjilp av storlek (x-axel) och en fluorescerande anti-trombocyt antikropp
(y-axel). I figuren til vinster ses ndstan bara normalstora trombocyter som en distinkt grupp medan i hggra figuren
ses rikligt med mikropartiklar nedanfor och ndagot till véinster om den ursprungliga trombocytpopulationen.
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PPM). PaO2 var trots optimal respiratorisk terapi
pa ungefir 5 kPa. Patienten utvecklade ocksa njurs-
vikt och behandlades med central veno-venos hae-
mofiltration (CVVH) och heparininfusion i sam-
band med detta for att férhindra att filtren i CVVH
apparaten tdpptes igen pga koagulationsaktivering.
Trots heparinbehandlingen med doser p& upp till
90,000 enheter/dygn sé steg ej APT-tiden over 40
sekunder och det var stora problem med tromboti-
sering av filtren till CVVH apparaten.

Det var alltsa en pataglig diskrepans mellan trom-
bocytvirde och kliniska bilden. P4 férsok bytte man
darfor till 1dgmolekyldrt heparin istéillet for heparin
vilket medforde att man direfter ej behovde byta
filtren p& grund av trombotisering. Trots intensiv-
vardsbehandlingen forsamrades patienten succes-
sivt och avled en vecka efter att han Sverforts till
IVA p4 grund av pneumoni och dyspnoe.

DISKUSSION
Detta dr ett exempel pa en patient som drabbats av
Legionirsjuka med dodlig utgang. Sannolikt missas
de flesta fall av Legiondrsjuka varfor det finns
betydligt fler patienter &n de som rapporteras. Legi-
ondrsjuka dr en allvarlig form av lunginflammation.
Den drabbar i forsta hand individer med nedsatt
immunforsvar men dr médngden bakterier som inan-
das tillrackligt stor sd kan @ven fullt friska individer
utveckla legionirsjuka. Infektionen sprids via sys-
tem som innehédller ljummet vatten och som kan
bilda aerosoler (t.ex. vattenkranar, duschar, luftfuk-
tare och bubbelbad). Aerosolen gor att bakterieinne-
héllande droppar kan nd ner i lungorna.
Lipopolysackarider fran L. pneumophila aktiverar
komplementsystemet via bide den klassiska och
alternativa vigen. Aktiveringen via den klassiska
viagen kan induceras av antikroppar som normalt
finns 1 serum hos friska individer men det finns
ocksa en antikroppsoberoende bindning av Clq till
L. pneumophila. En annan mojlig aktiveringsvag ar
lectin vigen som via mannan binding lectin (MBL)
kénner igen kolhydrater pd mikroorganismer. C3
deposition pd bakterieytan kan dven ske via den
alternativa vigen i komplementsystemet. Att ha
komplementfragment pd bakterieytan dr i regel
negativt for bakterien eftersom detta i regel medfor
att bakterien tas upp av makrofager och bryts ner.
For L. pneumophila dr detta en viktig del i1 dess
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forokning. Fagocytos av L. pneumophila skiljer sig
fran 6vrig fagocytos genom att upptaget sker via C3-
receptorer och C3-fragment pA membranytan och att
fagosomerna som innehdller bakterien inte smélter
ihop med lysosomer utan bakterien far mojlighet att
foroka sig i dessa fagosomer och slutligen leder det
till att cellen dor. Komplementaktivering ger upphov
till kraftig mikropartikelbildning frin trombocyter.

Dessa mikropartiklar dr hemostatiskt mycket
aktiva men de dr for sma for att man skall kunna
mita dem med de cellrdknare som normalt finns
pé sjukhusen. Vi anvinde oss dérfor i stille av en
flodescytometer och fluorescence mirkta anti-
kroppar mot hela trombocyter for att mita fore-
komst av mikropartiklar. Patienter med hoga
nivaer av mikropartiklar har en bittre trombocyt-
funktion dn vad som framgar av trombocytvirdet.
Denna patient hade mycket hoga nivéer av mikro-
partiklar (Figur 1) vilka var aktiverade och
uttryckte fibrinogen, p-selektin och von Wille-
brand faktorer pa ytan. Detta dr forklaringen till
att patienten hade en bittre trombocytfunktion dn
vad som framgick av trombocytvirdet. Trots
mycket hoga heparindoser sd erholls ingen for-
langning av APT-tiden. Detta beror sannolikt
ocksd péd trombocytaktiveringen och mikroparti-
kelbildningen. Vid trombocytaktivering frisitts
trombocytfaktor 4 (PF4) vilken binder sig till
heparin och hidmmar heparinets effekter. Mikro-
partiklarna erbjuder ocksd en koagulationsaktiv
yta vilken forkortar APT-tid och “dilute simplas-
tin time” dven i frdnvaro av heparin. Bytet fran
heparin till ldgmolekylért heparin minskade trom-
botiseringen i CVVH filtren vilket talar for att
lagmolekyldrt heparin var effektivare att forhin-
dra trombotiseringen. Detta skulle kunna bero pé
att ldgmolekyldrt heparin inte binder sig i samma
grad till mikropartiklarna.

Analys av mikropartiklar med hjilp av flodescy-
tometri kan vara ett virdefullt komplement till de
vanliga trombocytrakningarna ndr man misstanker
att patienten kan ha hoga nivier av mikropartiklar.

Referenser

Larsson, A., Nilsson, B. and Eriksson, M. (1999)
Thrombocytopenia and platelet microvesicle for-
mation caused by Legionella pneumophila infec-
tion. Thrombosis Research, 96, 391-397.



Diagnostisk osédkerhet och métosdkerhet inom

laboratoriemedicin

ELVAR THEODORSSON'* OCH STEIN NORHEIM®

'Laboratoriemedicin Ostergétland, Universitetssjukhuset, 581 85 Linkdping, Sverige
’BioData, Hogalidsgatan 1, 582 45 Link6ping, Sverige

Abstrakt

Diagnostisk osikerhet i samband med medicinsk
anvéndning av laboratoriemedicin dr den samlade
osidkerhet i diagnostiken fororsakad av alla varia-
tions- och misstagsorsaker med laboratoriemedi-
cinskt orsakssammanhang. Enbart en del av den
diagnostiska osédkerheten beror pa mitosikerhet.
Begreppet mitosikerhet fick sin nuvarande offi-
ciella betydelse i borjan av 1990- talet med publi-
ceringen av det ISO dokumentet Guide to the
expression of uncertainty in measurement
(GUM), som forst nu borjar fa en stor genom-
slagskraft inom alla verksamheter som sysslar
med maétningar. Ibland framstélls kdrnan i GUM
som det att man skall anvinda mer eller mindre
oforstdeliga matematiska och statistiska metoder
for att berdkna matosédkerheter. I grunden handlar
essensen i GUM inom laboratoriemedicin i forsta
hand om ndgot mycket mer spannande och prak-
tiskt — att forbittra sitt sétt att arbeta s att orsaker
till systematisk avvikelse mellan méatmetoder eli-
mineras och den totala variationen minimeras.
Det dr dessutom minst lika viktigt och att se till att
all kliniskt relevant osékerhet kommer diagnosti-
kernas till kinnedom s4 att den forbittrar kvalite-
ten 1 deras beslutsfattande. For att uppnd detta
mdste ansvariga inom laboratoriemedicin satsa
mer pd att minimera med pre- och post- analy-
tiska misstag och variation 1 tilldgg till det sedan
linge hogprioriterade arbetet med att minimera
och f6lja upp den analytiska variationen.

Matosékerhet for enskilda metoder inom
kemiska laboratorier

Fragor rorande matosikerhet inom laboratorier i
allménhet dr och har varit synnerligen aktuella
under de senaste 10 aren och har kommit i skarpt
lage inom laboratoriemedicin genom inforandet
av ISO standarderna 17025 och 15189. Vér nestor
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inom nordisk klinisk kemi, Réne Dybkaer, har
spelat en avgorande roll vid att utforma de inter-
nationella tankegdngarna och begreppen ligger
till grund for GUM. Vi vet inget bittre sitt att f4
en tydlig och saklig bild av fragestillningarna 4n
att lasa hans publikationer (ndgra finns med i
referenslistan). De Bievre, huvudredaktor for tid-
skriften Accreditation and Quality Assurance har
sjalv skrivit flera artiklar i frdgan och hans tid-
skrift har publicerat manga artiklar inom omradet
bade ut allmin kemisk och laboratoriemedicinska
synvinklar.

Kemiska laboratorier av olika slag (utanfor sju-
kvarden) har varit banbrytare for frigorna kring
matosikerhet for enskilda dtmetoder, vilket inte
minst framgdr av flera viktiga internationella
dokument som blivit accepterade och tillgingliga
under senare tid, t ex EURACHEM/CITAC Guide,
Quantifying Uncertainty in Analytical Measure-
ment Second Edition, Final Draft: April 2000,
Prepared by the EURACHEM Measurement
Uncertainty Working Group in collaboration with
members of CITAC , IAEA and AOAC Interna-
tional. Detta virdefulla dokument (http:/www
vtt.fi/ket/eurachem/publications.htm) ger an-
visningar om berdkning av métosidkerhet (och
komponenter av denna) for enstaka médtmetoder.

Inom traditionella kemiska laboratorier finns de
viktigaste orsakerna till métosikerheten i delar av
varje mitprocess i sig. I dessa fall dr det av stor
betydelse att skatta mitosdkerheten for var och en
av de delar som den individuella mitprocessen
bestar av (t ex kalibrering, berdkning av resultat
etc) som i de rakneexempel som finns med i flera
appendix till ovannimnda dokument frin Eura-
chem. Hir kan Ischikawa/fiskbensdiagram vara
hjdlp i att uppticka och skatta de olika variation-
sorsakerna.
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Matosédkerhet inom laboratoriemedicin

GUM tillhandahéller grundbegrepp for mit-
osikerhetsberdkningar som dr de samma for alla
typer av verksamheter och métningar, t ex kemi,
fysikalisk kemi, klinisk fysiologi, laboratorie-
medicin etc. Den anvinder ocksd samma grund-
begrepp for kalibrering och provning. Aven om
grundbegreppen dr och bor vara identiska, dr de
viktigaste orsakerna till mitosikerhet olika inom
kemiska laboratorier pa ena sidan och inom labo-
ratoriemedicin pd den andra.

Nu nér de nya ISO- standarderna 15189 och
17025 krdver mer omfattande uppfoljning och
rapportering av matosikerhet finns betydande ris-
ker att de storsta resurserna inom laboratoriemedi-
cin satsas pd den analytiska mitosidkerheten som
ackrediteringsmyndigheterna har storst kompetens
att bedoma, medan de medicinskt mest relevanta

orsakerna till diagnostisk osédkerhet (ofta medicin-
ska och kundrelaterade orsaker) kommer i sky-
mundan och fér sldppa till resurser till de medi-
cinskt mindre betydelsefulla tekniska frdgorna.

Kemiska laboratorier vs laboratoriemedicinska
laboratorier
Det primidra mélet for alla mitosdkerhetsberdk-
ningar 4r att ge avndmarna av mitresultaten en for
deras verksamhet optimal bild av den osidkerhet
som finns 1 resultaten och ddrmed bittre klinisk
relevans och kvalitet i de beslut som de fattar.
Inom sjukvdrden dr naturligtvis den viktigaste
frdgan om en sjukvardsmassigt viktig 6kning eller
minskning av koncentrationer har dgt rum for en
viss analys och en viss patient.

Kemiska och laboratoriemedicinska laborato-
rier skiljer sig pd flera avgorande punkter:

Nagra viktiga principiella och praktiska skillnader mellan kemiska laboratorier och

laboratoriemedicin
Laboratoriemedicin Kemiska laboratorier
Reagens Tillverkas som regel inom industrin Bereds oftast i laboratoriet
Metodologier In vitro diagnostiska metoder framtagna och Metoder i enlighet med nationella
optimerade av diagnostikaforetag eller internationella standarder
Mitinstrument Designade, tillverkade och anvianda Oppna, flexibla utrustningar

for ett speciellt spektrum av méatningar

Antal metoder
eller instrument

Samma patient och prov kan under sin
diagnostikoch behandling mota ett stort
antal matmetoder och mitinstrument

Samma prov moter som regel
en matmetod eller matinstrument

Svarstider Av avgorande betydelse Nagon dag hit eller dit har ingen
avgorande betydelse
Osikerhet Faktorer rangordnade fran storst I huvudsak relaterad till analytisk

till minst som bidrar till den
diagnostiska osikerheten:

1. Biologisk variation

2. Provtagningsvariation

3. Misstag

4. Analytisk variation

5. Provtransport

En stor andel av den diagnostiska osikerheten for
laboratoriemedicinska data finns i de pre- och
postanalytiska faserna. Naturligtvis dr situationen
olika for olika komponenter. Bilden nedan bygger
inte pd ndgra vetenskapliga data, utan har som
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variation

viktigaste syfte att illustrera att den del av den
diagnostiska osikerheten som beror pé analytisk
variation &r bara en del bland flera av den totala
diagnostiska osédkerheten.
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Biologisk variation

Provtagn‘ié

variation 7,

Analytisk
variation

En tankt relation mellan vanliga orsaker till diag-
nostisk osdkerhet for laboratoriemedicinsk diag-
nostik i syftet att understryka att den analytiska
osdkerheten dr en av flera orsaker till diagnos-
tiska oscdkerhet.

Enligt Ross och Boone (1989) sker 46% av alla
misstag i den preanalytiska fasen, 7% i den analy-
tiska och 47% in den postanalytika fasen. Plebani
et al. 1997 kom till liknande slutsatser: 68%, 13%
och 19%.

Preanalytisk

Postanalytisk

Misstag inom laboratoriemedicin — andel inom de
tre skilda faserna av den laboratoriemedicinska
processen (data fran Ross och Boone 1989).

Pareto- principen (efter Vilfredo Pareto den itali-
enska 1800- tals ekonomen) ir vilkdnd inom allt
kvalitetsarbete. Den rekommenderar att man kon-
centrerar kvalitetsarbetet i forsta hand pa de 20%
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av orsakerna som har storst praktiskt betydelse.
Nir vi foljer Pareto principen kommer vi med all
sannolikhet till helt andra prioriteringar inom kli-
niska laboratorier dn inom kemiska.

Det dr enligt detta logiskt och nodvindigt att
lagga ned en stor del av arbetet och resurserna pa
att informera de kliniskt aktiva om betydelsen av
biologisk variation i den diagnostiska vardagen,
och att tillsammans med klinikerna arbeta for att
minimera variation i samband med provtagning,
provtransport och rapportering av analysresultat.

Med begreppet biologisk variation menas den

naturliga variation som finns for en viss kompo-
nent kring en homeostatisk koncentration hos en
person. Med begreppet provtagningsvariation
menas hir den variation i koncentration av en
komponent hos en individ som fororsakas av
skillnader i forberedelse infér provtagning och
skillnader i provtagningsmaterial och teknik. En
praktiskt viktig forskning under senare ar har
kartlagt den biologiska variationen for méanga
komponenter av klinisk betydelse (se t ex Ricds et
al. 1999). For manga komponenter &4r denna vari-
ation minst lika viktig som den analytiska variati-
onen nir man skall bedoma om en signifikant
fordndring i koncentrationerna har dgt rum. Ruti-
ner méste saledes etableras for att rdkna in den
biologiska variationen for att skapa konfidens/
besluts- intervall for att bestimma om en signifi-
kant fordndring i koncentrationen hos en kompo-
nent har dgt rum hos en patient.
Frdgan om provtagningsvariationen @r svarare
avseende mitning och uppfoljning. Etablerandet
av kloka, praktiska och tydliga rutiner 4r av avgo-
rande betydelse samt att utbilda bade provtag-
ningspersonal och patienter i de rutiner som gil-
ler. I detta fall ar det viktigaste att vidta praktiska
atgarder for att minska variationen. Uppfoljning
med statistiska och numeriska metoder &r inte
teoretiskt eller praktiskt etablerade d4ven om dato-
riserade metoder for delta check finns att tillgd i
vissa organisationer.

I praktiken anvinder klinikerna upprepade
provtagningar och méatningar nir de upplever osé-
kerheter avseende anvidndningen av laboratorie-
medicinska resultat. Betydelsen av forbittrad
laboratoriemedicinsk kvalitet i patientledet blev t
ex uppenbar i Balticum nidr ny teknik tog over
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efter "murens” fall. Antalet laboratorieanalyser

minskade kraftigt i takt med att klinikerna fick

okad tilltro till resultaten ndr den diagnostiska
osdkerheten minskade. Samma tankegangar och
forhallningssidtt styr med all sdkerhet forhall-
ningssitt i andra ldnder inklusive de Nordiska.

Ytterligare betydande orsaker till diagnostisk
osdkerhet och mitosidkerhet inom laboratorie-
medicin:

* Bristande formdga hos modifierade och koncen-
trationsnivainstillda kontrollmaterial att gora de
sanna koncentrationsnivderna rittvisa. Inom
organisationer som anvinder flera olika mitme-
toder och mitinstrument leder detta till Gver-
skattning av den totala métosidkerheten inom
organisationen. Det rimliga i detta fall &dr att
antingen skall alla mitmetoder goras med
samma lot/sats av reagens och med identiska
apparater eller sd ersitts modifierade och kon-
centrationsnivéinstidllda kontrollmaterial med
naturliga patientprover didr madtningarna skall
resultera i samma koncentrationer oberoende av
matmetod eller matinstrument. Mitosikerhets-
berdkning med stabiliserade och koncentrations-
nivéstdllda material dr enkla i praktiskt genomfo-
rande men skapar allvarliga begridnsningar oav-
sett om detta sker inom ramen for extern eller
intern kvalitetskontroll. Begriansningen fororsa-
kas av de stabiliserade och nivéstillda provernas
matriseffekter och blir uppenbara om olika mait-
principer och mitinstrument anvénds. Mitosi-
kerhetsberdkning och extern kvalitetskontroll
har i artionden praktiserats inom laboratorieme-
dicin. Som regel skickas stabiliserade och kon-
centrationsnivéstillda kontrollprover fran orga-
nisatoren till de olika madtmetoderna/maétinstru-
menten. Stabiliseringen och koncentrationsni-
véstdllningen innebdr vanligen att provets matris
andras till den grad att olika médtmetoder/ matin-
strument ger olika medelkoncentrationer dven
om samma metoder/ instrument i grunden &r
kalibrerade for att ge identiska medelkoncentra-
tioner i farska och of6ridndrade patientprover.
For att kompensera for problemen med provma-
trisen delar arrangorerna av program for extern
kvalitetskontroll in anvdndarna i grupper efter
mitmetod/ mitinstrument s att resultaten inom
varje grupp blir jamforbara. Situationen har varit
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acceptabel sd lange varje enskilt laboratorium
var en oberoende enhet som inte nodvandigtvis
behovde jaimfora sina medelkoncentrationer med
laboratorier och metoder i grannskapet och sa
lange en viss patient var hédnvisad till en enda
mitmetod/mitinstrument for métningen av
samma komponent. Dagens praktiska sjukvards-
situation innebdr att en och samma patient far
vard pa ett eller flera sjukhus samt pa en eller
flera vardcentraler eller privatlikarmottagningar
i sin stad, stadsdel eller bygd. Primédrvéards- och
sjukhuslaboratoriemetoder ingdr vanligen inte i
samma grupp i det externa kontrollprogrammet,
och det finns dérfor allt for sillan faktiska och
praktiska mojligheter att jimfora dessa metoders
riktighet.

Bristande samkalibrering av mdtmetoder och
mdtinstrument. Trots (och kanske pd grund av)
den snabba tekniska utvecklingen inom de labo-
ratoriemedicinska médtmetoderna finns en uppsjo
av olika mitmetoder och mitinstrument for att
maita de olika klinisk relevanta komponenterna.
Vissa av dessa metoder ldampar sig bést for hog-
volymanalyser pa stora laboratorier. Andra ldm-
par sig bist for mindre sjukhuslaboratorier
medan ytterligare andra dr optimala for patient-
ndra laborerande pd vardcentraler, mottagningar
eller hemma hos patienter. Det &dr langt ifrén
sdkert att det finns praktiska mojligheter att sam-
ordna alla dessa s att en och samma metod och
apparatteknik kan anvindas i alla dessa situatio-
ner. I den faktiska sjukvardssituationen dr det
darfor avgorande att etablera rutiner for samkali-
brering med hjilp av naturliga patientprover;
Icke- pdkallade omkalibreringar av mdtmeto-
derna. Frekvent omkalibrering av mitmetoder
och mitinstrument leder till 6kad matosiakerhet,
och dr bland de viktigaste orsakerna till den sam-
lade matosidkerheten inom laboratoriemedicin.

I vardagsjukvarden ingdr i samma beslutsunder-
lag mitningar gjorda med olika metoder hos
skilda vardgivare. Om méatmetoderna rapporterar
olika koncentrationer i samma patientprover och
har betydande skillnader i mitosikerhet, kan det
paverka sjukvardens slutsatser menligt, till och
med i den grad att slutresultatet skapar risker for
patienterna.
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Betydelsen av variationen i forvintade medel-
vdrden (t ex mellan omkalibreringar och reagens-
byten for en viss metod eller mellan olika mdit-
metoder som inte dr optimalt samkalibrerade) i
relation till slumpvariationen

Gaussfordelningen och métosakerhet

Gauss (normal) fordelningen spelar for de flesta
en avgorande roll nir vi gor oss en bild av den
“rena” mitosidkerhetens innersta visen. Normal-
fordelningen uppfattas med all rétt som en slags
naturlag — en fordelning som alla andra fordel-
ningar ndrmar sig under givna forhallanden. Den
roll som normalfordelningen spelar for den men-
tala bilden av mitosidkerhet och métoséikerhetsbe-
rdkningar kan tyvérr ocksé vara suboptimal, vil-
ket jag hoppas foljande begrepp och den allménna
uppfattningen om dem visar:

Fel v s variation. Det tankegods vi vanligen har
med oss fran utbildningen och ldsning av statis-
tisk litteratur beskriver Gausskurvans medelvirde
som ett optimalt tillstdnd och alla avvikelser fran
detta medelvirde som fel- mitfel. I vardagsspra-
ket &r fel ndgot negativt och onodigt. Fel ar sale-
des ett fullstindigt missvisande begrepp nir vi
vill beskriva den naturliga variationen i méitningar
av samma prov, och den mitosidkerhet dessa ger
upphov till.

I en viss bestimd Gaussfordelning beskrivs
hela variationen som variation frdn denna fordel-
nings medelvirde. Underforstatt uppfattas sdledes
all mojlig variation som slumpvariation medan
variationen i det forviantade medelvirdet gloms
bort och/eller fortrangs.

Avvikelse fran det forvintade medelvdrdet (som
tidigare kallades tidigare systematiskt fel) spelar
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en avgorande (ofta den storsta) roll i den totala
kliniskt relevanta mitosdkerheten, men har inte
alls fatt den uppmiarksamhet den fortjanar. Allra
tydligast ser man det inom laboratoriemedicin nir
storre delen av det arbete som vanligen satsas pa
att skatta mitosikerheten satsas pd att uppticka
slumpvariation. Speciellt beklagligt och skadligt
for patienterna dr det att betydelsen av bristande
samkalibrering av mitmetoder och mitinstrument
undervirderas.

I tidigare sprakbruk kan man sédga att slumpfe-
len far all uppmarksamhet medan systematiska
felen nedprioriteras. Som regel fir man betydligt
storre effekt i arbetet att minska totala variationen
inom en laboratorieorganisation med manga
metoder och métinstrument om man satsar resur-
ser pd samkalibrering av mitmetoderna jamfort
med att minska slumpvariationen inom varje
metod 1 sig. Detta &dr en insikt som tyvérr dnnu
inte har fatt det praktiska genomslag den fortjdnar
i kvalitetsarbetet inom laboratoriemedicin.

I patientledet dr det ytterst de medicinska beho-
ven att diagnostisera och folja upp behandlingsre-
sultat som har betydelse. Att minimera alla delar 1
den diagnostiska osikerheten &r darfor ett avgo-
rande mal och ansvar for laboratoriemedicin. Det
giller for oss alla verksamma inom laboratorie-
medicin att minska pre- och postanalytisk varia-
tion och fel tillsammans med vdra kunder och
med patienterna. Ytterligare bor vi satsa resurser
pa att forklara och att upplysa om den biologiska
variationen. Nar alla delar i detta arbete har fatt
den uppmirksamhet och resurser de fortjanar bor
vi minska den analytiska variationen badde genom
att minska avvikelser i forvidntade medelvérden
och slumpvariation.

Referenser

BIPM, IEC, IFCC, ISO, IUPAC, IUPAP, OIML
(1993) Guide to the expression of uncertainty in
measurement. ISO, Geneva

De Bieévre P. The key elements of traceability in
chemical measurement: agreed or still under
debate? Accred Qual Assur 2000;5:423-428.

De Bievre P. Is not traceability about the link from
value to value (anymore)? Accred Qual Assur
2000;5:171-172.

De Bievre P. «Calibration»: a term (mis)used in

Fortsetter side 29

Klinisk Kjemi i Norden 3, 2001



Boganmeldelse:

Callum G. Fraser: «Biological variation: From principles to practice»

AACC Press 2001. 151 sider, ISBN 1-890883-49-2
Pris: $ 38 (AACC members $ 30)

En velskrevet og veloplagt bog om biologisk
variation og dens betydning i Klinisk Biokemi,
skrevet af Callum Fraser, der mestrer bade de teo-
retiske og praktiske aspekter af dette vigtige
omréde. Han er i stand til at forklare de vanske-
lige teorier i et klart og forstdeligt sprog, der kan
fa begynderen med, men ogsa tilfredsstiller den
mere drevne med velvalgte eksempler og fine
detaljer baseret pa egne erfaringer.

Basis for gennemgang af de mange aspekter af
«biological variation» er variationen indenfor og
mellem individer («within- and between-subject
biological variation»), og det forste kapitel hand-
ler netop om den biologiske variations natur og
forskellige andre kilder til den variation, der er
knyttet til méleresultaterne. Den fine gennem-
gang af eksperimentelt design for estimering af de
biologiske varianskomponenter er ikke alene en
opskrift pd hvordan dette ggres optimalt, men
ogsa et verktgj for laeseren af litteraturen om
emnet til at vurdere kvaliteten af arbejderne, bl. a.
med beskrivelse af hvordan man kan inspicere og
vurdere data.

I kapitel 2 gives en grundig og forstdelig gen-
nemgang af metoderne til fastleggelse af ana-
lytiske kvalitetsspecifikationer («quality goals,
performance goals») baseret pd biologisk varia-
tion, med beskrivelse af effekten af analytisk
impreacision pa variationen ved monitorering af
bade raske og patienter, og is@r bias’ indvirkning
pa referenceintervaller. Der er ogsa en overskue-
lig oversigt over den hierarkiske struktur af
modeller til fastleggelse af analytiske kvalitets-
specifikationer, og en klar beskrivelse af tre
niveauer af analysekvalitet («optimum, desirable
and minimum quality»).

Det tredje kapitel handler om serielle resultater
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og tolkningen af observerede @®ndringer og «refe-
rence change values», RCV. Her er Callum Fraser
rigtigt i sit es, og vi far gennemgéet formler og
deres anvendelse pd en made, der ggr det nemt
selv at foretage samme og lignende beregninger i
flere let forstielige eksempler, hvor man bl.a.. kan
udnytte formlerne til at finde den optimale
impracision eller fastleggelse af sandsynligheds-
niveauer. Desuden gives en gennemgang af for-
dele og ulemper ved brugen af RCV, samt eksem-
pler pa flere anvendelsesmuligheder.

I kapitel 4 far vi fgrst en omhyggelig gennem-
gang af nomenklaturen fra «reference individu-
als» til «reference interval» og derefter en detalje-
ret beskrivelse af betydningen af forholdet mel-
lem «within- og between-variation» i form af
«index of individuality», II, og det vanskelige
spgrgsmédl om anvendelse af «population based
reference intervals». Callum Fraser mener ikke, at
populationsbaserede referenceintervaller er s@rlig
anvendelige nér II er lav, men problemet er meget
kompliceret og personligt ser jeg nu mere positivt
pé anvendelsen, selvom personrelaterede referen-
ceintervaller selvfglgelig er at foretrekke, nar de
findes.

Kapitel 5 angiver nogle andre anvendelser af
data pa biologisk variation og kapitel 6 giver en
rekke forslag til fortsattelse og videre litteratur
indenfor omrédet. Endelig er der 2 store tabeller
med data pé biologisk variation for et stort antal
komponenter og pa analytiske kvalitetsspecifika-
tioner.

Alt 1 alt en betydelig bog skrevet med engage-
ment og med personlig indsigt i biologisk varia-
tion pd en made vi alle kan forstd. En bog som
burde vaere hdndbog for alle indenfor faget - lige-
som klinikere vil kunne have stort udbytte af at
lese den.

PER HYLTOFT PETERSEN
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Akkreditering av klinisk-kjemiske laboratorier i Norge:
Samarbeid mellom fagmiljget og

akkrediteringsorganet

AUD FR@YSA ASPRANG' OG HELGE ERIK SOLBERG®

'Norsk Akkreditering (aud-froysa.aasprang@justervesenet.no) og
Klinisk-kjemisk avdeling, Rikshospitalet (helge.erik.solberg@rikshospitalet.no)

Akkreditering

Akkreditering er en offisiell anerkjennelse av at et
laboratorium/en organisasjon arbeider i henhold
til et dokumentert kvalitetssystem og har tilfreds-
stillende kompetanse til & utfgre narmere
beskrevne oppgaver. I Norge er det Norsk Akkre-
ditering (NA) som har nasjonal myndighet til &
akkreditere laboratorier og sertifiseringsorganer.
NA er en avdeling i Justervesenet, som er en etat
under Nerings- og handelsdepartementet. NAs
bedgmmere utfgrer grundige tredjepartsbedgm-
minger for & se om laboratoriet/organisasjonen
oppfyller kravene i internasjonalt anerkjente stan-
darder. Laboratorier har tidligere blitt bedgmt
etter de europeiske og internasjonale standardene
NS-EN 45001 “Generelle krav til drift av prg-
vingslaboratorier” (1) og ISO/IEC Guide 25
“General requirements for the competence of
calibration and testing laboratories™ (2). Disse er
nd erstattet av NS-EN ISO/IEC 17025 “Generelle
krav til prgvings- og kalibreringslaboratoriers
kompetanse” (3), heretter omtalt som ISO 17025.

Sju laboratorier akkreditert for klinisk-kje-
miske analyser

NA har siden 1994 behandlet sgknader om akkre-
ditering av medisinske laboratorier. I 1996 ble det
nedsatt en rddgivende komité, sektorkomité P3
”Akkreditering av medisinske laboratorier” for &
videreutvikle kontakten mellom NA og det medi-
sinske fagmiljpet. Akkreditering ble gitt i henhold
til NS-EN 45001 og ISO/IEC Guide 25. Det sju-
ende klinisk-kjemiske laboratoriet ble akkreditert
11998, og i tillegg er et medisinsk-mikrobiologisk
laboratorium akkreditert. Dette har vart status i
Norge frem til 2000.
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Samarbeid mellom Norsk Akkreditering og
fagmiljget

I Norge er det ikke krav til akkreditering av medi-
sinske laboratorier. Dette er en frivillig ordning,
og for at akkreditering skal oppfattes som et
attraktivt og nyttig styringsverkt@y betinger det et
konstruktivt samarbeid mellom akkrediteringsor-
ganet og fagmiljget.

I akkrediteringsstandardene er det benyttet en
del generelle begreper som kan virke fremmede
innenfor klinisk kjemi, men som er ngdvendig &
ha riktig forstdelse av for & tolke hva kravene
inneberer i praksis. I forbindelse med implemen-
tering av ny standard, ISO 17025, hadde NA
behov for & gjennomga tolkningen av akkredite-
ringskravene med spesiell tanke pa tilpasning til
klinisk-kjemiske laboratorier. NA gnsket rad fra
fagmiljget om hvordan dette kunne gjgres, og
opprettet derfor sektorkomité P7 “Klinisk kjemi”
i mai 2000.

Sektorkomité P7 ”Klinisk kjemi”

Komitéens medlemmer representerer akkrediterte
laboratorier innenfor klinisk kjemi, NAs bedgm-
mere 1 klinisk kjemi og andre relevante fagek-
sperter inkludert leder for nasjonale laboratorier i
Norge. Helge Erik Solberg (Rikshospitalet) ledet
komitéen og Aud Frpysa Asprang (NA) ivaretok
sekretariatsfunksjonen.

Komitéen har i sitt arbeid ogsd benyttet
ISO/FDIS 15189 “Quality management in the
medical laboratory” (4). Dette er et utkast til en
standard for medisinske laboratorier som er svert
lik ISO 17025. Ingen av kravene i ISO/FDIS
15189 er i strid med kravene 1 ISO 17025, men
ISO/FDIS 15189 er mer spesifikk og gir laborato-
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riene mindre muligheter til egne tilpasninger.

Rapporten fra P7 komitéen (5) ble ferdig januar
2001. Den er en veiledning i tolkning og imple-
mentering av sentrale akkrediteringskrav i ISO
17025. Som omtalt senere, er rapporten ugitt av
Norsk Akkreditering som et offisielt veilednings-
dokument (6).

De neste seks kapitlene gir et sammendrag av
komitéens arbeid.

Laboratoriets kunder og oppdrag

ISO 17025 legger stor vekt pd god kontakt og
ryddige avtaler med oppdragsgiveren. I de fleste
tilfellene er "oppdragsgiver” synonymt med den
man i klinisk-kjemiske laboratorier omtaler som
“rekvirent”. Det er ikke hensiktsmessig eller van-
lig at man inngdr individuelle kontrakter med
rekvirenter. Imidlertid er det viktig at rekviren-
tene far tilstrekkelig, generell informasjon fra
laboratoriet om rekvirering av tjenester. Denne
informasjonen kan gjgres kjent gjennom skriv
eller hidndbgker som laboratoriet sender ut til
aktuelle eller potensielle rekvirenter. Nar en
rekvirent har fatt denne informasjonen og rekvire-
rer tjenester fra laboratoriet i henhold til den, kan
man betrakte rekvireringen som en kontrakt.

ISO 17025 krever nart samarbeid mellom labo-
ratoriet og rekvirentene, noe som kan inkludere
avklaringer i forbindelse med rekvireringen. Der-
som laboratoriet, pa faglig grunnlag, velger &
gjore supplerende analyser, mé laboratoriet ha et
system som regulerer dette. Systemet skal vare
kjent for rekvirentene.

Etablering av maleresultaters sporbarhet
For & sikre at et laboratorium maéler riktig, er det
ngdvendig & etablere sporbarhet for hver enkel
komponent (analytt). Sporbarhet ma bygge pa en
ubrutt kjede med sammenligninger (kalibre-
ringer) tilbake til et materiale eller en malemetode
pa hgyest mulig metrologisk nivd, og at male-
resultatet oppgis med mdleusikkerhet. Innen
fysiske malinger er det ofte mulig & fgre sporbar-
heten tilbake til Sl-enheten. En veiing vil for
eksempel kunne spores tilbake til kilogrammet i
Paris.

I klinisk kjemi vil dette tilsvare sporbarhet til-
bake til for eksempel mol. Sporbarhet kan etable-
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res ved at maleprosessen splittes opp i enkeltele-
menter der hvert enkelt element kalibreres og til-
hgrende maéleusikkerhet estimeres, gjerne ved
hjelp av et usikkerhetsbudsjett. Kalibrering av
utstyr som er en del av et stgrre mélesystem vil
bare bli krevet i den grad slik kalibrering er ngd-
vendig for & etablere sporbarhet for maleresulta-
tet. Dette vil for eksempel vere ngdvendig ved
fotometrisk méling av enzymer dersom reaksjo-
nens sluttprodukt beregnes ved hjelp av molar
absorbans og Lambert Beers lov, og ikke ved bruk
av bruksstandard og standardkurve. Da ma for
eksempel volum (pipetter), temperatur, lysvei,
bolgelengde og bandbredde kalibreres. Dersom et
laboratorium pa denne maten velger & etablere
sporbarhet ved & kalibrere de enkelte delene av et
analyseinstrument, ma det fgrst vise hvordan de
enkelte delene virker inn pd maéleresultatet, og i
tillegg forsikre seg om at alle vesentlige bidrag er
identifisert og usikkerhet kvantifisert.

I praksis er dette ofte ikke mulig i klinisk kjemi.
ISO 17025 sier at dersom det ikke er mulig/rele-
vant & spore mélingen tilbake til SI-enheter, kan
laboratoriet etablere sporbarhet pa andre mater.
Dette kan for eksempel oppnés ved & benytte ser-
tifisert referansemateriale, konsensusmetode eller
sammenlignende laboratorieproving. Ved slik &
etablere sporbarhet for hele malesystemet under
ett, vil det ikke vere ngdvendig & kalibrere
enkeltdelene.

Metodevalidering
Innen klinisk kjemi er ingen metoder & betrakte
som standardmetoder. Metodene som benyttes er
oftest publiserte metoder som er tilpasset av diag-
nostikaprodusenten eller av laboratoriet lokalt.
Alle metoder skal valideres. Imidlertid kan vali-
dering, eller deler av den, vere utfgrt av produ-
senten eller eventuelt av andre laboratorier. Da er
det tilstrekkelig & verifisere at metoden fungerer
med samme kvalitet i eget laboratorium, eventuelt
ma laboratoriet supplere med det som er ngdven-
dig for & kunne dokumentere at metoden er vali-
dert. All dokumentasjon pa metodevalidering skal
veare tilgjengelig i eget laboratorium.

Nytt utstyr skal kontrolleres for a verifisere at
det holder de spesifikasjonene som er oppgitt.
Med hensyn til metoder som overfgres til nytt
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utstyr eller endres, mé det verifiseres at metodens
ytelse fortsatt gjelder.

I et klinisk-kjemisk laboratorium bgr valide-
ringsplanen for en metode ta utgangspunkt i
malingens hensikt og hvilken nytteverdi den for-
ventes & ha i klinisk bruk. P& basis av tiltenkt
anvendelse bgr kvalitetsmalene for metoden spe-
sifiseres og metodens egenskaper bestemmes,
hvorpa det bgr kontrolleres om metoden tilfreds-
stiller mélene.

Total méleusikkerhet bgr helst beregnes ut fra
usikkerheten i alle enkeltelementene. Innen kli-
nisk kjemi kan det som nevnt vere vanskelig,
fordi man ikke ngdvendigvis kjenner alle elemen-
tene og/eller mangler ngyaktige estimat av usik-
kerhetene i alle elementene. I slike tilfeller ber
laboratoriet som et utgangspunkt empirisk
bestemme maleusikkerheten ut fra repeterbarhets-
og reproduserbarhetsundersgkelser, og i tillegg s&
langt det er mulig, gjgre forsgk pa & estimere de
viktigste bidragene til den totale usikkerheten.
Temaet er belyst i NAs sektorkomité P4s rapport
“"Maleusikkerhet for kjemisk analyse™ (7).

Kvalitetsovervaking
Ved hjelp av intern kvalitetskontroll overvékes
daglig rutine, og resultatene er avgjorende for
vurdering av om analyseresultater kan godkjen-
nes. I tillegg benyttes intern kvalitetskontroll til &
monitorere og dokumentere stabilitet i malingene
over tid. Kontrollmaterialer ment til verifisering
av riktighet skal ha en tillagt verdi sporbar til refe-
ransestandarden; tillagt verdi skal ha en angitt
méleusikkerhet. Data fra intern kvalitetskontroll
skal registreres pa en slik mate at trender kommer
til syne. Laboratoriet bgr ha et system for proto-
kollfgring og signering av beslutninger i forbin-
delse med intern kvalitetskontroll.
Sammenlignende laboratorieprgvinger kan skje
ved & delta i aktuell ekstern kvalitetvurdering, der
man periodisk far tilsendt prgvemateriale med
ukjent innhold og far anledning til & sammenligne
eget maleresultat med en statistisk sammenstil-
ling av andre laboratoriers méleresultater, eventu-
elt med tillagte verdier fra referansemetoder.
Undertiden kan det ogsd vere aktuelt & sammen-
ligne maleresultater fra et sett av pasientprover
med mdleresultater fra et annet laboratorium
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(sammenligning mellom laboratorier). Dette er
oftest aktuelt i forbindelse med validering av en
ny metode eller i forbindelse med spgrsmal/
problemer som knytter seg til eksisterende
metode.

Laboratoriet bgr beskrive kriteriene for vurde-
ring av egne prestasjoner ut fra sine kvalitetsmal.

Biologisk referanseomrade og andre beslut-
ningskriterier

Tradisjonelt blir resultater av analyser ved kli-
nisk-kjemiske laboratorier vurdert i relasjon til
biologiske referanseomrider, som nesten alltid er
basert pd analyseresultater i en antatt frisk refe-
ransepopulasjon, selv om det i visse sammen-
henger kan vere behov for andre referansepopu-
lasjoner. I tilfeller der flere prgver er tatt i lgpet av
et visst tidsrom, kan det vare informativt for
rekvirenten & fd oppgitt referanseomrider for
endringer av analyseresultater. I enkelte situasjo-
ner kan rekvirenten ha nytte av at laboratoriet
oppgir beslutningskriterier. Dette er grenser som,
hvis de overskrides av et analyseresultat, kan
endre rekvirentens eller laboratoriets beslutninger
om for eksempel diagnose, prognose, behandling
eller ytterligere analyser.

Kvalitetssystemet skal inneholde dokumenta-
sjon for de referanseomrader, beslutningskriterier
og terapiomrdder som laboratoriet har valgt &
benytte og gjgre kjent. Siden omrédene og kriteri-
ene kan vere avhengig av metoder og instrumen-
ter, ma laboratoriet kunne dokumentere overens-
stemmelse med egen praksis.

Faglige svarvurderinger

Svarvurderinger av medisinskfaglig art kan blant
annet vare utsagn om sannsynlighet for en névz-
rende eller en framtidig klinisk tilstand (diagnose
eller prognose), eller sannsynlighet for at en kli-
nisk tilstand har endret seg. Det kan ogsd vare
anbefalinger om videre utredning, eller anbefa-
ling av behandling, for eksempel dosering av
legemiddel.

Det ma etableres et system som sikrer at svar-
vurderinger utfgres av personell med tilstrekkelig
kompetanse. Til medisinskfaglig svarvurdering
ma det kreves relevant medisinsk kunnskap. Som
ordiner regel betyr det at bare leger med adekvat
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kompetanse kan gi medisinskfaglige svarvurde-
ringer. Imidlertid kan ogsa annet personell autori-
seres til & gi spesifiserte typer av medisinskfag-
lige svarvurderinger, for eksempel personer som
har utdannelse i farmasi, biokjemi eller moleky-
lerbiologi og som har tilstrekkelig med sidekom-
petanse innen relevante medisinske emne-
omrader. [ slike tilfeller ma den legen som har det
medisinskfaglige ansvaret for laboratoriet,
avgjere hvilke typer svarvurderinger det gjelder
og fastsette kriteriene for den kompetansen som
kreves.

Kravet om at laboratoriet skal kunne dokumen-
tere grunnlaget som svarvurderingene bygger pa,
ber ikke fortolkes slik at den faglige dokumenta-
sjonen skal knyttes til den enkelte svarvurde-
ringen pa svarrapportene. Derimot ma det kunne
kreves av laboratoriet at det pa forlangende skal
kunne gi opplysninger om den faglige bakgrun-
nen til en vurdering. Gode litteraturreferanser kan
med fordel inkluderes.

Norsk Akkrediterings bruk av P7s rapport

P7s rapport har blitt godt mottatt i fagmiljget bade
i Norge og i andre land. NA har med bakgrunn i
denne rapporten utarbeidet et nytt veiledningsdo-
kument, NA Dok. 48a “Klinisk kjemi”, som gir
grunnlag for enhetlig forstdelse av hva sentrale
akkrediteringsvilkar innebarer for dette spesi-
fikke fagomradet. Akkrediterte klinisk-kjemiske
laboratorier skal tilfredsstille disse retningslinjene
innen august 2002. En engelsk versjon av NA
Dok. 48a er under utarbeidelse.

Pa bakgrunn av at dette arbeidet ble meget vel-
lykket, ble det varen 2001 nedsatt en tilsvarende
komité (P8) for medisinsk-mikrobiologi, som
skal ta utgangspunkt 1 P7 rapporten.

Andre relevante sektorkomitéer
Som allerede nevnt i artikkelen har NA hatt en
sektorkomité, P4 “Maéleusikkerhet”. Videre har
P5 “Fleksibel akkreditering” (8) og P6 "Prgveta-
king” (9) avsluttet sine arbeider i Igpet av siste
aret. Alle disse rapportene inkludert P7 “’Klinisk
kjemi” og NA Dok. 48a “Klinisk kjemi” finnes
under Norsk Akkrediterings dokumenter pé
www.justervesenet.no.

Nar det gjelder NAs tilbud om fleksibel akkre-

Klinisk Kjemi i Norden 3, 2001

ditering. har det vart storst etterspgrsel fra medi-
sinske laboratorier. 3 laboratorier har alt blitt
bedomt for og fatt godkjent fleksibel akkredite-
ring. og flere har sgkt om det eller vist interesse
for det. Laboratoriene kan fa fleksibilitet pa para-
meter (analytt) og objekt (prgvemateriale) dersom
maleprinsippet er uforandret. Dette krever for-
handsgodkjenning av laboratoriets validerings-
prosedyrer og egne valideringsansvarlige.
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Lightcycler er velegnet til kvantitering af
specifikke DNA og RNA molekyler.

Boe Sandahl Sgrensen og Ebba Nexg

Klinisk Biokemisk afd. Arhus Universitetshospital, KH, Danmark

Lightcycler er en realtime PCR analysemaskine
der ogsa kan analysere de dannede PCR produk-
ters smeltekurve. Udstyret er velegnet til kvanti-
tering af savel DNA som RNA og til detektion af
polymorfier og mutationer. Vi har valgt at foku-
sere pd anvendelsemuligheder for udstyret i for-
bindelse med kvantitering af DNA og RNA.

TEORETISK BAGGRUND FOR DNA 0OG

mRNA KVANTITERING.

Det er muligt at kvantitere ned til omkring 10

molekyler af hhv. DNA eller mRNA, det vil sige

den mengde af det specifikke mRNA/DNA der
typisk er tilstede i ganske fa celler fra blod eller
vav. Kvantiteringen bestar af:

1. Omdannelse af RNA til cDNA ved hjelp af
enzymet reverse transcriptase. Dette trin gal-
der kun for kvantitering af mRNA

2. Omformering af det gnskede DNA ved
hjlp af specifikke primere i en PCR reaktion.
Primerne er smd DNA molekyler, der genken-
der og binder sig til det DNA man gnsker at
opformere. PCR (polymerase chain reaktionen)
bestar af gentagne opvarmninger og afkglinger
af en reaktionsblanding med prgve/standard
DNA, primere og DNA polymerase. For hver
opvarmings-afkglingscyklus vil mangden af
DNA teoretisk set blive fordoblet og efter
typisk 20-30 cykler vil der vere tilstreekkeligt
DNA til at det kan kvantiteres. Der findes en
lang rekke mindre udstyr, der automatisk sik-
rer den cykliske opvarmning og afkgling af
proverne, sdkaldte PCR maskiner.

3. Kvantitering af DNA dannet ved PCR reakti-
onen. Dette kan ggres pd flere forskellige
méder. Nedenfor er beskrevet kvantitering som
den sker ved brug af Lightcycler.

22

BESKRIVELSE AF LIGHTCYCLER

Apparat

Udstyret bestér af:

een thermocycler hvor de hurtige @ndringer i
temperaturen sker ved kgling og opvarmning af
luft.

« en provekarrusel som indeholder glaskapillarer
hvori PCR reaktionen forlgber.

« en detektionsenhed som méler den fluorescens
proverne udsender. Der méles i tre forskellige
kanaler med hver sin bglgele@ngde.

 en PC med software udviklet til udstyret.

Analyseprincip

Lightcycler er en real-time PCR analysator, som
Ipbende méler den ma@ngde produkt der dannes
under PCR reaktionen. Nar PCR reaktionen er
kort til ende konstrueres en «smeltekurve».

PCR reaktionen: Pa Lightcycleren kan PCR
reaktionens forlgb programmeres efter brugerens
gnske som pd en traditionel PCR maskine. En
vasentlig forskel er dog at temperatur styres ved
opvarmning og nedkgling af luft. ZEndringerne i
temperatur kan derfor foregd betydeligt hurtigere
end i normale PCR udstyr. Det betyder at analyse-
tiden kan reduceres fra de normale 2-3 timer ned
til omkring 20-30 minutter.

Real time PCR: Real time PCR er karakterise-
ret ved at dannelsen af PCR produkter lgbende
males gennem PCR opformeringen.. Det vil séle-
des vere muligt at fglge forlgbet som vist i figur
1A. Figuren repraesenterer et typisk resultat for en
enkelt prgve opndet ved real time PCR.

Smeltekurve af PCR produktet: Smeltekur-
ven viser hvordan dobbeltstrenget DNA omdan-
nes til enkeltstrenget DNA som funktion af tem-
peraturen. Nar PCR reaktionen er lgbet til ende
haves temperaturen gradvist til 94°C, og under
denne opvarmning méles mangden af dobbelt-
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strenget DNA. Ved en temperatur der er karakte-
ristisk for hvert enkelt DNA molekyle vil moleky-
let smelte (gd fra dobbeltstrenget til enkelt-
strenget struktur). Smeltekurven kan anvendes til
at afggre om der er flere typer af DNA i blan-
dingen, sddan som det typisk vil vere tilfeldet
nér man undersgger for polymorfier eller mutatio-
ner. I forbindelse med kvantitering kan undersg-
gelse af smeltekurverne bruges til at fastsla at der
kun er dannet et PCR produkt i reaktionen, og at
det er det korrekte.

Detektionssystemer: Sybr-green kan anven-
des i de fleste situationer. Stoffet udsender fluo-
rescens nér det er bundet til DNA, men ikke nar
det er frit i oplgsningen. Sybr-green kan derfor
settes til prgven fra starten, og man kan herefter
fplge den mangde DNA der dannes i lpbet af
PCR reaktionen ved at male den fluorescens prg-
ven udsender.

Hybridiserende prober reprasenterer et blandt
flere andre detektionssystemer (1) Ved denne
metode kan man benyttes to prober som har den
egenskab at de binder sig i umiddelbar forleng-
else af hinanden pé target DNA sekvensen. Der
udsendes kun fluorescens (FRET, fluorescens
resonance energy transfer) nér de to prober sidder
pa DNA, og ikke nér de forekommer frit i oplgs-
ningen. M@ngden af DNA dannet i PCR reaktio-
nen vil derfor korrelere til mengden af udsendt
fluorescens. For hver PCR cycle vil m@ngden af
dannet DNA og dermed antallet af bunde prober
stige og dermed vil ogsa fluorescensen stige.

Analysegang: Fgrst oprenses DNA eller RNA
fra prgvematerialet. Den optimale mangde DNA
og RNA er henholdsvis ca. 0.01 og ca. 0.1 mg.
For PCR kgrslen pa Lightcycleren skal der tilsat-
tes specifikke primere for det target molekyle der
gnskes opformeret. De gvrige komponenter i
PCR reaktionen kan kgbes som et kit der indehol-
der DNA polymerase, reaktionsbuffer, Sybr-green
og nukleotider. Et alternativt kit kan kgbes hvis
man gnsker at anvende hybridiserende prober.
Man kan anvende serielle fortyndinger af DNA
eller RNA indeholdende target sekvensen som
kalibratorer.

Prgver med DNA eller cDNA anbringes i pro-
vekarusellen og herefter méles mangden af pro-
dukt som funktion af det antal PCR cycler der
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kores (figure 1B). Det betyder at der for hver
prove (kalibrator eller patientprgve) optegnes en
kurve som tillader at man kan afl@se hvor mange
cycler der skal til for at PCR amplifikationen
bevager sig ind pé et bestemt punkt i det ekspo-
nentielle omrade. Udfra de vardier der findes for
kalibratorerne optegnes en kalibreringskurve
(figure 1C) og de ukendte prgver afleses.

A.

Fluorescence (F1)

0w ® = >
Cycle Number

Fluorescence (F1)

Cycle Number

Cycle Number

Log Concentration

Figure 1. A. PCR kurve genereret pa Lightcycler. I den
forste fase er den dannede mengde PCR produkt under
detektionsniveau. Herefter sker der en eksponentiel
veekst i dannelsen af PCR produkt og til slut nermer
reaktionen sig en plateau fase. I real-time PCR anven-
des den eksponentielle del af kurven til kvantitering af
provens RNA eller DNA. B. Syv kalibratorer og en
negativ kontrol (den flade kurve uden amplifikation)
kort med real time PCR. C. Kalibreringskurve fremstil-
let ved real time PCR (sample 1-7 i Fig.IB).

EKSEMPLER PA ANVENDELSE
Amplifikation af HER2 ved brystcancer:
Patienter der i deres tumor har for mange kopier
(amplifikation) af HER2 (Human Epidermal
growth factor Receptor 2) kan have glede af en ny
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behandling rettet mod HER2 (2). Der er derfor
stor interesse for at kunne kvantitere netop dette
gen. Vi har etableret en analyse for HER2 DNA pa
Ligtcycler. Analysen kan med stor sikkerhed
skelne mellem biopsier hvor antallet af HER2
gener er fordoblet og biopsier uden HER2 gen
amplifikation. Metoden har en reekke fordele i for-
hold til FISH og immunohistokemi, de metoder
der almindeligvis anvendes til at bestemme HER?2.
Lightcycler-analysen kan standardiseres og kvali-
tetssikres efter gengse klinisk biokemiske stan-
darder, analysetiden er relativ kort og analysen er
forholdsvis prisbillig.

EGF vakstfaktor systemets ekspression,
maling af mRNA:

Epidermal vakstfaktor systemet bestdr ud over
HER?2 af en lang reekke receptorer og endnu flere
ligander. Systemet er af betydning for den nor-
male vaekst, men spiller ogsd en rolle i forbindelse
med malign vakst. Vi udviklede traditionelle
kvantitative analyser til maling af en raekke speci-
fikke mRNA molekyler fra EGF systemet (3.,4),
og viste blandt andet at EGF systemets ekspres-
sion korrelerer til overlevelse hos patienter med
bleretumorer (5). Vore metoder har umiddelbart
kunnet overflyttes til Lightcycler. Det gor det
muligt at detektere meget smd ma@ngder mRNA
(ned til 10 RNA kopier) og at kvantitere mRNA
indholdet over et stort range (10-100 kopier).
Samtidig er lightcycler teknologien betydeligt
hurtigere og simplere end den traditionelle kvan-
titative PCR metode.

Detektion af melanomceller i perifert blod

Det er vigtigt at kunne finde de melanompatien-
ter, der har en risiko for at f4 metastaser. Muligvis
kan dette ggres ved mdling af melanomspecifikt
mRNA i perifert blod eller i “sentinel nodes”™ (den
lymfeknude, der drenerer primar tumor). Vi har
udviklet nested RT-PCR for den melanomspeci-
fikke MART-1 (Sgrensen et al. 2000b), og ogsé
denne analyse har med fordel kunnet etableres pé
Lightcycler.
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KONKLUSION

Real time PCR teknikken- og dermed Lightcycle-
ren - giver en god mulighed for at kvantitere ampli-
fikation af gener, ogsd selv om genet kun er ampli-
ficeret i begreenset omfang. Ogsa til kvantitering af
mRNA er Lightcycler et godt bud. Kvantiteringen
kan ske ved brug af en standardkurve og tillader at
kontrolprgver medtages med henblik pd lgbende
monitorering af kvaliteten. En raekke undersg-
gelser har desuden vist at Lightcycler er velegnet
til detektion af polymorfier og mutationer.

Endelig ma det n@vnes at man med Lightcycle-
ren kan kvantitere DNA eller RNA pé under en
time. Dette kombineret med hurtigere metoder til
DNA og RNA oprensning giver perspektiver for
en meget hurtig analyse af patientprgver.

Referencer:

1. Nitsche A, Steuer N, Schmidt CA, Landt O, and
Siegert W. (1999) Different real-time PCR for-
mats for the quantitative detection of human cyto-
megalovirus DNA. Clin. Chem. 45, 1932-1937.

2.Ross JS and Fletcher JA. (1998) The
HER2/neu oncogene in breast cancer: Prognos-
tic factor, predictive factor and target for the-
rapy. Oncologist 3, 237-252.

3. Bor MV, Sorensen BS, Rammer P, Nexo E.
(1998) Calibrated user-friendly reverse trans-
criptase-PCR assay: quantitation of epidermal
growth factor receptor mRNA. Clin Chem;
44:1154-60.

4. Sorensen BS, Torring N, Bor MV, Nexo E.
(2000a) Quantitation of the mRNA expression of
the epidermal growth factor system: selective
induction of heparin-binding epidermal growth
factor- like growth factor and amphiregulin
expression by growth factor stimulation of pro-
state stromal cells. J Lab Clin Med; 136:209-17.

5. Thogersen VB, Sorensen BS, Poulsen SS,
Orntoft TF, Wolf H, Nexo E. (2001) A subclass of
HERI1 ligands are prognostic markers for survi-
val in bladder cancer patients. Cancer Res;
61:6227-33.

6. Sorensen BS, Schmidt H, von der MH, Straten
PT, Nexo E. (2000b) Quantification of mela-
noma cell-specific MART-1 mRNA in periphe-
ral blood by a calibrated competitive reverse
transcription-PCR. Clin Chem;46:1923-8.
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Prosjektarbeide

Ansvarlig: Sverre Sandberg, fax +47 55 58 67 10, E-post: sverre.saj:d!}erg@isf;tiib;né ‘

Protrombintid (TT-INR/Thrombotest)

pa Thrombotrack

Sammendrag fra en utprgving i regi av SKUP, 2000

GRETE MONSEN (grete.monsen@isf.uib.no)

Bakgrunn for utprgvingen
I november 1999 gikk man i Norge over til & utgi
protrombintid (PT) i INR-enheter. P4 sykehuslabo-
ratoriene benyttet man anledningen til & skifte trom-
boplastinreagens for 4 eliminere heparin-sensiti-
vitet, og for & erstatte Normotest (NT) og Thrombo-
test (TT) med et felles reagens. Sykehuslaboratori-
ene ble samtidig anbefalt en felles kalibrering basert
pad to frysetgrkede kalibratorer fra EQUALIS i
Sverige. Etter overgangen til INR ble det fra flere
hold rapportert om systematiske forskjeller mellom
PT-verdier malt med TT-reagens i primarhelse-
tjenesten og PT-reagens i sykehuslaboratorier.
Parallelt med dette er instrumenter basert pa
Quick-metoden klar for markedet.

Formal med utprgvingen

- Underspke presisjon pa Thrombotest

- Sammenligne PT-verdier mélt med TT-reagens og
PT-reagens

- Vurdere eventuelle metodeforskjeller

Metode

- Innen-serie presisjon ble bestemt vha. 78 vengse
citratblodprgver analysert i duplikat under kon-
trollerte forsgksbetingelser pa laboratoriet, Dia-
konissehjemmets Sykehus Haraldsplass (DSH) i
Bergen.

- Mélingenes riktighet ble bestemt ved sammenlig-
ning med en referansemaling.

- Eventuelle metodeforskjeller ble vurdert ved at
resultatene pd Thrombotest og fire instrumenter
basert pd Quick-metoden samlet ble sammenlig-
net med referansemélingene (med samme pasient-
prover).
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Resultat
Under standardiserte forspksbetingelser er pre-
sisjonen innen serie pd Thrombotrack ca. 3%.
Resultatet tilfredsstiller et krav om at analytisk
upresishet pa protrombintid-analysen ikke bgr
overstige 6%. Control Plasma AK er godt egnet
som presisjonskontroll p4 Thrombotrack.
TT-INR pé& Thrombotrack ligger systematisk
hgyere enn referansemélingene. For verdier
mellom 2 og 3 INR, ligger Thrombotest-resulta-
tene i gjennomsnitt ca. 0,2 INR-enheter hgyere
enn referansemalingene. For verdier mellom 3
og 4 INR, er Thrombotest-resultatene opp til 1
INR-enhet for hpye. Enkeltprgver kan vise opp
til 60% for hgye verdier.

Konklusjon

Presisjonen pd Thrombotest er meget god. PT-
verdier malt i citratblod pa Thrombotrack med
TT-reagens (vanlig i primarhelsetjenesten) blir
for hgye i forhold til referansemdlingen. Den
systematiske forskjellen er mellom 0,2 og 1
INR-enhet. Referansemalingen er utfgrt i
plasma med en metode som er vanlig pa norske
sykehuslaboratorier. De store forskjellene som
observeres pd enkeltprgver skyldes en samlet
pavirkning av mange faktorer.

Tilleggsopplysning fra SKUP
Den fullstendige rapporten fra utprgvingen av
Thrombotest finnes pA SKUPs hjemmesider pa
nettet: www.uib.no/isf/noklus/
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Molecular Medicine 2002; Clinical

Biochemistry and Coagulation
August 10. - 13. Reykjavik — Iceland

ISLEIFUR OLAFSSON

«All forskning utgar fran den tillgingliga inter-
nationella kunskapsskatten. Da vi utnyttjar denna
dar det sjdlvklart att vi forrdntar den bdst genom
att tillféra den nya kunskap som vi kanske lyckats
fa fram. Hemlighallande av ny kunskap uppfattar
Jjag som dalig forskaretik.»

Carl-Bertil Laurell

Den XXVIII Nordiska Kongressen i Klinisk
Kemi och XXXV Nordiska Konferensen i Koa-
gulation kommer att anordnas i Reykjavik i
augusti 2002. De gemensamma organisations-
och vetenskapliga kommitteer for dessa moten
har beslutat att anvdnda beteckningen Molecular
Medicine 2002; Clinical Biochemistry and Coa-
gulation for kongressen. Detta dr forsta géngen
som det nordiska koagulationsmétet anordnas pa
Island men tredje gdngen som den Isliandska fore-
ningen i klinisk kemi anordnar det nordiska motet
i Reykjavik. Det kommer att dga rum i Reykja-
viks stadsteater och Reykjaviks Universitets loka-
ler just tvirs Over gatan fran teatern. Dessa ligger
tatt intill kopcentrumet Kringlan. Teatern och
universitetslokalerna har goda foreldsningssalar
och det finns gott om plats for instrumentutstall-
ningen.

Ordforanden for organisationskommittén &r
Thorvaldur Veigar Gudmundsson och Ovriga
medlemmar Ingunn Thorsteinsdottir, Isleifur
()lafsson, J6n J6hannes Jonsson, Leifur Franzson
och Ol6f Sigurdardéttir.

Ordforanden for den vetenskapliga kommitén
ir Isleifur Olafsson och 6vriga medlemmar Gun-
nar Sigurdsson, Jon Johannes Jonsson, Leifur
Franzson, Ol6f Sigurdardéttir, Pall Torfi Onun-
darsson, och Vilhelmina Haraldsdottir.

Registrering och  Oppningshogtidligheterna
kommer att dga rum lordagskvillen den 10.
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augusti och det vetenskapliga programmet borjar
pa sondagsmorgonen. Preliminédrt kommer man
att ha fem plenarforeldsningar och 18 symposier,
inkluderat Astrupsymposiet och NFKKs sympo-
sium. Tvd av plenarforeldsningarna kommer att
avhandla koagulation (HC Hemker frin Maas-
tricht, Holland och V Marder frén Los Angeles,
USA), medan tre kommer att avhandla proteo-
mics (DF Hochstrasser, fran Geneva, Schweitz),
gentherapi (S Karlsson, Lund, Sverige) och geno-
mics (S Brenner, La Jolla, USA). Den vetenskap-
liga kommittén har strdvat efter att gora motets
symposier hogaktuella och att vilja ett brett spek-
tra av dmnesomraden. Symposierna kommer att
ha 3 foreldsningar samt presentationer av forsk-
ningsresultat, som ska viljas frdn insidnda
abstrakt.

Foljande forteckning av dmnesomrdden och
ordforanden &r prelimindr:
S1  Proteases and protease inhibitors - Anders

Grubb, Lund.

S2  Focus on technical advances - Torben Orn-
toft, Arhus

S3  Bleeding disorders - Jorgen Ingerslev,
Arhus

S4  Astrup competition

S5 Laboratory informatics - Jonathan Kay,
Oxford

S6  Platelets - Paul Hjemdahl, Stockholm

S7  Pharmacogenetics - Michael Luther, North
Carolina

S8  Coronary syndrome and inflammation - Per
Venge, Uppsala

S9  Fibrinolysis - Bjorn Wiman, Stockholm

S10 Endocrinology - Bogi Andersen, Irvine CA

S11 New aspects in biochemical screening -

Kevin Spencer, Romford

Evidence-based medicine on anticoagulant

therapy - Jorgen Jespersen, Esbjerg

S12
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S13  Osteoporosis - Gunnar Sigurdsson, Reykja-
vik

S14 Cancer markers - Ulf-H&kan Stenman, Hel-
sinki

S15 Coagulation mechanisms - Bjarne Osterud,
Tromso

S16 NFKK meeting

S17 Genetic diagnosis - Ulf Landegren, Upp-
sala

S18 Endothelium - Gudmundur Thorgeirsson,
Reykjavik

Poster sessioner kommer att anordnas tidigt pa
formiddagen under kongressens lopp och munt-
liga presentationer av forskningsresultat kommer
att viljas fran insdnda abstrakt.

I samarbete med det Danska Koagulationsel-
skapet forbereds en nordisk endags prekurs i koa-
gulation och kommer den preliminért att hallas i
Reykjaviks Universitets lokaler 16rdagen den 10.
augusti.

Reykjaviks statsteater har stora utrymmen
lampliga for industriell utstdllning och under
motets lunchraster kommer foretag inom labora-
toriediagnostik att erbjuda workshops for intres-
serade.

I kongressens sociala program ingar bl. a.
utflykt och bankett. Vi hoppas ocksa att kongress-
deltagare reserverar tid for att njuta av Reykjavik
och dess omgivningar och dven andra delar av
Island.

For ytterligare information om kongressen henvisas
till dess hemsida http://www.landspitali.is/mm2002.
Hemsidan kommer sténdigt att uppgraderas med ny
information. Kongressbyréns adress: Iceland Incenti-
ves Inc./ Hamraborg 1-3/ IS-200 Kopavogur/ Ice-
land.

Den Islandska foreningen for klinisk kemi uppma-
nar alla med intresse inom klinisk kemi och koagula-
tion att grundligt overviga sitt eventuella deltagande
i Molecular Medicine 2002; Clinical Biochemistry
and Coagulation.

«The Human Genome Project is like sending a
man to the moon. When you think about it, sen-
ding a man to the moon is easy, it’s getting him
back that’s difficult. So I think we now need to get
the human genome to return to work»

Sidney Brenner

Klinisk Kjemi i Norden 3, 2001
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Diagnostik og behandling af vitamin B-12 mangel
Er P-Methylmalonat en entydig markgr?

Ph.D. afhandling fra det Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Aarhus Universitet, 2001

ANNE-METTE HVAS, (AnneMette.Hvas@aas.auh.dk)
Klinisk biokemisk afdeling, Arhus universitetshospital, Arhus amtssygehus, Arhus, Danmark

Vejledere:
Professor, dr.med. Jorgen
Ellegaard, = Hamatologisk

Afdeling, Arhus Universi-
tetshospital, AAS, Arhus,
Danmark

Professor, dr.med. Ebba
Nex@, Klinisk Biokemisk
Afdeling, Arhus Universi-
tetshospital, AKH, /o\rhus,
Danmark

Ph.d.-athandlingen, der er
udarbejdet som en MTV-
rapport, udgdr fra Hemato-
logisk Afdeling, AAS og
Klinisk Biokemisk Afde-
ling, AKH, Arhus Universitethospital, og diskute-
rer anvendelsen af P-Methylmalonat (MMA) til
diagnostik af vitamin B-12 mangel.

MMA blev for cirka 10 ar siden udviklet til ruti-
neprgve, og siden er antallet af udfgrte analyser
steget ar for ar. I 2000 blev der i Danmark udfort
godt 42.000 MMA analyser til en samlet pris pd
cirka 10,5 mill. kr. Dette til trods for, at der fortsat
er faglig uenighed om den kliniske anvendelse af
analysen, hvilket blandt andet afspejles i en meget
stor geografisk variation i antal rekvirerede MMA
analyser.

For at undersgge legers anvendelse af MMA
blev journaler pa patienter, der havde fiet pavist
et forhgjet MMA, gennemgadet. I sygehus-journa-
lerne fremgik der oftest ingen begrundelse for
rekvisitionen, og 1 62% af tilfeldene reagerede
legerne ikke pd det forhgjede MMA (1). Blandt
de praktiserende laeger var billedet anderledes. I
almen praksis blev MMA ofte anvendt som scree-
nings test i forbindelse med helbredsundersg-
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gelser af ®ldre mennesker. I
71% af tilfzldene reagerede de
praktiserende leger péd det for-
hgjede MMA, og heraf blev
80% af patienterne sat i vitamin
B-12 behandling (2).

I en registerunderspgelse af
1.255 samtidige MMA og P-
Creatinin mélinger fandt vi en
sterk sammenhang mellem
MMA og P-Creatinin - ogsa for
P-Creatinin indenfor reference
intervallet. Dette fund har ser-
lig betydning for patienter med
lave P-Cobalaminer og lav-nor-
mal P-Creatinin, idet disse pati-
enter’'s MMA ikke ngdvendig-
vis stiger til verdier over reference intervallet (3).

I en follow-up undersggelse blev 432 patienter,
der trods et forhgjet MMA ikke var sat 1 behand-
ling med vitamin B-12, undersggt 1-4 ar senere.
Vi fandt en stor variation i MMA (CV 34%), og
MMA var spontant normaliseret hos n@sten halv-
delen af patienterne. Der var ingen sammenh&ng
mellem de kliniske tegn pé vitamin B-12 mangel
og MMA-niveauet (4).

Effekten af vitamin B-12 behandling hos pati-
enter (n=140) med moderat forhgjet MMA (0,40-
2,00 pmol/l) blev undersggt i et randomiseret pla-
cebo-kontrolleret behandlingsforspg. Efter 3
maneder var MMA som ventet normaliseret, men
der var ingen eller kun marginal klinisk bedring
hos de vitamin B-12 behandlede. Helbredsrelate-
ret livskvalitet malt med spgrgeskemaet SF-36
viste ingen eller hgjst beskeden behandlingsef-
fekt. Studiet satter spgrgsmélstegn ved, om man
skal starte livslang B-12 behandling alene pa bag-
grund af én forhgjet MMA-verdi (5) (6).
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Samlet viser MT V-rapporten, at selvom for-
uds@tningerne for at indfgre MMA som diag-
nostisk markgr for vitamin B-12 mangel analy-
seteknisk var meget gode, er vores viden om
den kliniske anvendelse af testen mangelfuld.
Det er vanskeligt at opgere de samlede omkost-
ninger ved udredning for vitamin B-12 mangel,
men det er abenlyst, at vi siden introduktionen
af MMA har set et gget ressourceforbrug til
bade diagnostik og behandling af vitamin B-12
mangel. Achilleshlen er, at vi endnu ikke ken-
der sundhedsgevisten ved dette ggede ressour-
ceforbrug. I den fremtidige forskning er der
serligt behov for at afklare hvilke patienter, der
pd lengere sigt har gavn af vitamin B-12
behandling.

(1) Hvas AM, Vestergaard H, Gerdes LU,
Nexg E. Physicians’ use of plasma
methylmalonic acid as a diagnostic tool. J
Intern Med 2000; 247:311-317.

(2) Hvas AM, Lous J, Ellegaard J, Nexg E.
Use of plasma methylmalonic acid for
diagnosis of vitamin B-12 deficiency in
general practice. Submitted 2001.

(3) Hvas AM, Juul S, Gerdes LU, Nex¢ E.
The marker of cobalamin deficiency,
plasma methylmalonic acid, correlates to
plasma creatinine. J Intern Med 2000;
247:507-512.

(4) Hvas AM, Ellegaard J, Nexg E. Increased
plasma methylmalonic acid does not pre-
dict clinical manifestations of vitamin B-
12 deficiency. Arch Intern Med 2001;
161:1534-1541.

(5) Hvas AM, Ellegaard J, Nexg E. Vitamin
B-12 treatment normalizes metabolic mar-
kers but has limited clinical effect: A ran-
domized placebo-controlled study. Clin
Chem 2001; 47:1396-1404.

(6) Hvas AM, Juul S, Nexg E, Ellegaard J.
Vitamin B-12 treatment has limited effect
on health related quality of life among
individuals with elevated plasma methyl-
malonic acid: A randomized placebo-con-
trolled study. Submitted 2001.
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Diagnostisk osidkerhet och matosikerhet
Forts.fra side 14

many contexts? Accred Qual Assur 1999;4:273.

De Bievre P, Kaarls R, Peiser HS, Rasberry SD,
Reed WP. Protocols for traceability in chemical
analysis. Part I: Definitions and terminology.
Accred Qual Assur 1997;2:168-179.

Dybkaer R. From total allowable error via metrolo-
gical traceability to uncertainty of measurement of
the unbiased result. Accred Qual Assur 1999;4:401-
405.

Dybkaer R. Metrology in laboratory medicine -
reference measurement systems. Accred Qual
Assur 2001;6:16-19.

Dybkaer R. Terminological problems around
«accuracy» and «uncertainty». Scand J Clin Lab
Invest 1998;58:35-46.

Dybkaer R. From total allowable error via metrolo-
gical traceability to uncertainty of measurement of
the unbiased result. Accred Qual Assur 1999;4:401-
405.

EURACHEM/CITAC Guide, Quantifying Uncer-
tainty in Analytical Measurement Second Edition,
Final Draft: April 2000, Prepared by the EURA-
CHEM Measurement Uncertainty Working Group
in collaboration with members of CITAC , IAEA
and AOAC International

Jansen RTP. The quest for comparability: Calibra-
tion 2000. Accred Qual Assur 2000;5:363-366.
Jansen RTP. The European way to go: Virtual cen-
tral laboratory. Accred Qual Assur 1999;4:397-400.
Plebani M. and Carraro P. (1997) Mistakes in a stat
laboratory: types and frequency. Clin Chem 43,
1348-1351.

Ricés C. Alvarez V. Cava F. Garcia-Lario J V. Her-
nidndez A. Jiménez C V. Minchinela J. Perich C.
Simén M. Current databases on biological varia-
tion: pros, cons and progress. Scand. J. Clin. Lab.
Invest. 1999;59:585.

Ross J W, Boone D J (1989) In: Martin L, Wagner
W, Essien JDK (eds.) Institute of critical issues in
health laboratory practice. DuPont Minneapolis,
Minn., p 92

Williams A. Introduction to measurement uncer-
tainty in chemical analysis. Accred Qual Assur
1998;3:92-4.

Williams A. What can we learn from traceability in
physical measurements? Accred Qual Assur
2000;5:414-417.
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DKK 100,000
The ASTRUP prize 2002

The board of the Poul Astrup Foundation, in coopera-
tion with the Danish Society for Clinical Chemistry,
arranges a prize competition to reward contemporary
Nordic research work related to the field of clinical
chemistry. The competition takes place every second
year in connection with the Nordic Congress in Clinical
Chemistry.

Researchers or research groups in Scandinavia are
requested to submit anonymously an abstract of a recent
scientific work with a maximum length of 1,000 words
and not more than two illustrations. The work must not
have been published before in its present form.
Abstracts and a letter stating the name of the author(s),
which must be received by February 15, 2002 at the
latest, should be addressed to:

Mr. Carl C. Holbek, Scientific Advisor
Radiometer Medical A/S
Akandevej 21
DK-2700 Brgnshgj
Denmark

Approximately on April 1, 2002 a Nordic prize committee will select up to five of the sub-
mitted contributions, to be presented by the authors at the XX VIII Nordic Congress in Clinical
Chemistry, Reykjavik, Iceland, August 10-13, 2002. The speakers will be reimbursed for alle
expences related to congress participation, travelling (within Scandinavia), and accomodation.
Research groups are, therefore, kindly requested to name one representative of the group to
present the group’s work. The individual presentations should not exceed twenty minutes and
will be followed by a free discussion.

The five works presented are planned to be published as a summplement to The Scandina-
vian Journal of Clinical and Laboratory Investigation.

Based on the scientific value of the paper, and the quality of its oral presentation, the prize
committee will award a first prize of DKK 60,000, a second prize of DKK 25,000; the other
three works will be awarded DKK 5,000 each.
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Motekalender

Ansvarlig: Ilkka Penttild, Kuopio, Finland, fax: +358 17 173200

e-post: ilkka.penttila@uku.fi

Moten i Finland

13.11.-15.11.2001

Kemia 2001, Kemian Pdivit - Kemidagarna -
Finnish Chemical Congress, Helsingfors Mas-
scentrum, Helsingfors med Symposium i klinisk
kemi for patientnird analyser och diagnostiska
metoder av digestionsorganen 13.11. -
14.11.2001

Information: Helena Visti, fax: +358,9,408780,
E-mail:_helena.visti@kemia.pp.fi.

http://www.kemianseura.fi

28.11-30.11. 2001

Skeppsmotet av Finsk Forening for Klinisk Kemi
fran Helsingfors-Stockholm-Helsingfors med
visit till Lakaresillskapets Riksstimma, Alvsjo-
massan, Stockholm

Information: Sjukhuskemist Jaana Toivanen,

E-mail: jaana.toivanen@Ipshp.fi

Moten i Island

10.8. — 13.8.2002

Molecular Medicine 2002

Clinical Biochemistry and Coagulation

The XXVIII Nordic Congress in Clinical
Chemistry

parallel to the XXXV Nordic Conference on
Coagulation

Reykjavik

Information: Sekreratiat Iceland Incentives Inc.,
Hamraborg 1-3, IS-200 Kopavogur,

E-mail: mail@iii.is;

http//www.landspitali.is/mm2002
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Moten i Sverige

20.11 —21.11 2001

Praktisk tillimpling av métosikerhetsanalys inom
laboratoriomedicin, SJ-konferenscenter, Stockholm
Information: Miia Erikson, fax: +46,8,55540299

28.11 -30.11 2001

Likaresillskapets Riksstamma, Porgram for Kli-
nisk Kemi, Alvsjomissan, Stockholm
Information: fax: +46,8,753 0283,

E-mail: bodil.olander@ks.se

SK-/Fortbildningskurser

12-16/11-01, Molekylarbiologi. Malmg.
Kontaktperson: Joyce Carlsson

30/1-1/2-02. Koagulation. Uppsala.
Kontaktpersoner: Agneta Siegbahn, Peter Rede-
felt

11-15/3-02. Metabola sjukdomar. Huddinge.
Kontaktpersoner: Ulrika von Dgbeln, Suzanna
Lind, Lars Hagenfeldt

20-27/5-02. Kvalitetssédkring, statistik och infro-
mationsteknologi i laboratoriemedicin.

Linkgping. Kontaktperson: Elvar Theodorsson.

Hgst 2002. Protein. Lund.
Kontaktperson: Anders Grubb.
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Redaksjonskomiteen for Klinisk Kjemi i Norden:

Hovedredakter: Tor-Arne Hagve

NFKK Professor Ebba Nexg

Klin. Biokem. Afd. KH
Norregade 44

DK-8000 Arhus C

Telefon: +45 8949 3083
Telefax: +45 8949 3060
E-post: ene@post9.tele.dk

Danmark Overlaege Palle Wang
Afdeling KKA
Odense universitetshospital
DK 5000-Odense C
Telefon: +45 65411683
Telefaks: +45 65411911
E-post:_palle.wang@ouh.fyns-amt.dk

Finland Professor llkka Penttila

Avdelningen for klinisk-kemi
Kuopio unversitetscentralsjukhus
SF-702 10 Kuopio

Telefon: 358 17173150

Telefaks: 358 17173200

E-post: ilkka.penttila@uku.fi

Nordisk Forening for
Klinisk Kjemi (NFKK)

NFKK har som oppgave & arbeide for utviklingen
av det nordisk samarbeide innen klinisk kjemi
med spesiell fokus péd forskning, faglig utvikling
og utdanning. Den bestir av medlemmene i de vi-
tenskapelige foreningene for klinisk kjemi i
Danmark, Finland, Island, Norge og Sverige.
Aktiviteten i NFKK foregdr i ulike arbeids-
grupper og komiteer. Foreningen har det
vitenskapelige ansvar for Scandinavian Journal of
Laboratory and Clinical Investigation (SJCLI),
har ansvar for utgivelse av Klinisk Kjemi i
Norden, og star bak arrangering av de nordiske
kongresser i klinisk kjemi.

Det ndvarende styret bestér av Ebba Nexg (le-
der) og Holger J. Mgller (sekreter), samt fra
Danmark: Steen Sgrensen (Hvidovre) og Palle
Wang (Kolding); fra Finland: Marjaana Ellfolk
(Helsingfors) og Pdivi Laitinen (Uleéborg); fra
Island: Leifur Franzson (Reykjavik) og Isleifur
Olavsson (Reykjavik); fra Norge: Kristian Bjerve
(Trondheim) og Lars Eikvar (Oslo); fra Sverige:
Per Simonsson (Malmg) og Elvar Theodorsson
(Lindkoping)

Styrets adresse er: NFKK, Klinisk Biokemisk
Afdeling KH, Arhus Kommunehospital, DK-
8000 Arhus C, Danmark, tel +45 89 49 30 82, fax
+45 89 49 30 60.

Norge

Sverige

Island

Overlege Tor-Arne Hagve

Klinisk-kjemisk avdeling

Rikshospitalet

N-0027 Oslo

Telefon: +47 23071071

Telefaks: +47 23071080

E-post: tor-arne.hagve@rikshospitalet.no

Anders Larsson

Avdelningen for klinisk kemi
Akademiska sjukhuset

S-751 85 Uppsala

Telefon: +4618663000

Telefaks: +4618552562

E-post: anders.larsson@clm.uas.lul.se

Avdelingslékare Ingunn Torsteinsdottir
Department of Clinical Biochemistry
Landspitali — University Hospital
Hringbraut

IS-101 Reykjavik

Telefon: 354 560 1837

Telefax: 354 560 1810

E-post: ingunnth@rsp.is
Til
manuskriptforfattere

Bidrag til Klinisk Kjemi i Norden sendes i to
eksemplarer samt en elektronisk versjon (E-mail
eller pa diskett) til den nasjonale redaktgren som
er angitt pa andre omslagside av heftet. Formen
pa manuskriptet skal vaere som beskrevet i Van
couver-avtalen (http://www.etikkom.no/NEM/
REK/vancouv.htm). Meddelelser og korte inn-
legg skrives fortlgpende, mens lengre artikler
med fordel ber inndeles i avsnitt med en kort
overskrift. Tabeller skrives pa eget ark sammen
med en tekst som gjor tabellen selvforklarende.
Figurer skal vare av teknisk god kvalitet med
tekst og symboler store nok til at figuren tiler
forminskning. Til hver figur skal det finnes en
forklarende tekst. Tabeller og figurer kan ogsa
med fordel sendes i elektronisk form.
Litteraturhenvisninger nummereres i den
rekkefglge de angis i manuskript-teksten og skri-
ves som i fglgende eksempel (Vancouver-stil):
Sandberg S, Christensen NB, Thue G, Lund
PK. Performance of dry-chemistry instruments
in primary health-care. Scand J Clin Lab Invest
1989; 49: 483-8
Det faglige innhold i de innsendte manusripter
vil ikke bli vurdert med referee-system.
Redaksjonskomiteen vurderer immidlertid alle
manuskripter innholdsmessig og redaksjonelt
og foreslér eventulle endringer.



Three excellent
to automate

Konelab 20, 30 & 60
for cost effective
diagnostics

Over 25 years of development

and manufacture stand behind
Konelab's family of automated ana-
lyzer systems. These fast, efficient
and reliable systems allow effec-
tive sample handling with the
option of connecting Konelab 30
and 60 to laboratory automation.
The whole Konelab family is
designed to optimize laboratory performance
with continuous loading of samples. Cooled
reagent storage and the large cuvette magazine
allow increased walk-away time. Best of all,
every Konelab analyzer is designed to be flex- <
ible and easily controlled via the user-friendly A bright chd
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Thermo Clinical Labsystems

Ruukintie 18
FIN-02330 Espoo, Finland
www.labsystems fi

A Thermo Electron Business
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