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Om den skona konsten att ge goda rad

Per Simonsson

"T always pass on good
advice. 1t is the only thing to
do with it. It is never of any

use to oneself."”
Oscar Wilde

Det dr inte latt att ge goda rdd, nagot som ocksa
Oscar Wilde understrék for 6ver hundra ar sedan.
Men kliniska kemisters roll 4r att ge goda rad och att
rekommendera olika utredningar. Det senaste aret
har jag arbetat med ett projekt om njurfunktions-
unders6kningar. Det har varit en larorik resa i det
goda rédets landskap.

Enligt kommunikationsteorin finns det alltid en
avsindare, som skickar ivdg ett budskap, till en
mottagare. Denna allra enklaste modell maste sen
kompletteras pé olika sitt. Bland det viktigaste ar att
skapa tvavagskommunikation s att avsindaren hela
tiden far dterkoppling fran mottagaren. Nagra andra
aspekter jag har lart mig dr betydelsen av mediet,
d.v.s. hur budskapet formedlades, och, kanske vik-
tigast av allt, att gora klart fran borjan vad man vill
uppna.

Avsindaren

Detta kan tyckas enkelt. Den vanlige kliniske kemis-
ten uppfattar sig sjilv som oberoende avsidndare och
informator. Sa enkelt ar det inte. Alla tillhér en orga-
nisation. Det dr bade en formell organisation t.ex. ett
visst laboratorium, och mer informella sammanslut-
ningar som t.ex. klinisk kemi. Vi har olika kopplingar
till forskning.

I mitt arbete de senaste dren med njurdiagnostik
var det viktigt att fortydliga vem som var budskapets
avsindare. Hir hade jag ett tydligt uppdrag fran
Svensk Forening for Klinisk Kemi. Detta gav dels en
tillhorighet och ett avstamp men ocksd ramar och

mal. Sannolikt gav denna koppling till SFKK och dir-
med Svenska Likareséllskapet en 6kad trovardighet.
Jag var inte bara en ensam forskare eller intellektuell
som torgforde mina egna idéer.

SFKK gav mig i uppdrag att arbetet skulle bedrivas
i en projektgrupp med representanter ocksa fran olika
Kkliniska specialiteter inom Svenska Likareséllskapet.
Det gav bredd och en diskussionsgrund som var
ovirderlig.

Sjdlv dr jag ingen njurexpert utan en allméanbildad
klinisk kemist, Det gav mig mojlighet att se budskapet
fran en hogre flyghojd. Det ér viktigt vid kommuni-
kation. Krig skall inte ldmnas over till generalerna.
P4 samma sitt kan man sidga att information inte
enbart skall skotas av superspecialister. Det vet den
professionella industrin. Den som kommunicerar och
informerar maste vara beredd att kunna ta olika per-
spektiv samtidigt: de olika experternas, likaval som de
olika malgruppernas.

Mottagaren

Mitt uppdrag som projektledare var att ta fram
konsensus for hur glomerulér filtration pa ett bra
sitt kan bestimmas inom klinisk medicin i Sverige.
Malgruppen ér en stor del av likarkdren, men inte
specialister inom t.ex. njurmedicin. Har var det
viktigt att ha medarbetare i projektet som kom frédn
olika lager. Att skriva rekommendationer utifran ett
rent kliniskt kemiskt eller nefrologiskt perspektiv
skulle vara farligt. Sakert skulle vissa aspekter bely-
sas exemplariskt, t.ex. kalibrering eller indikatio-
ner for dialys, men viktiga frégor skulle falla bort.
Kommunikatdrens fingertoppskdnsla fér mottagaren
ar antagligen den viktigaste aspekten for att fi en god
kommunikation till stand.

Budskapet

Kommunikation handlar om att forenkla. Det giller
att ha ett, eller kanske tva, budskap och gora dem tyd-
liga. Detta tinkesitt dr frimmande for forskaren for

(Leder fortscetter side 6)
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(Leder fortsat fra side 4)

vilken de spannande dissonanserna utgor sjalva livs-
luften. Men det dr just har som ofta kommunikatéren
har betydelse. Det giller att férenkla och tydliggora
for dem som inte har djup och bred insikt i en fraga.
For de kliniska kollegor som ocksi har hundratals
helt andra sporsmal som maste bearbetas, dven om
detta kan smirta in i sjilen hos en specialist. Var sen
gransen gir mellan tydlighet och forflackning ér en
omdomesfraga. Men gors inte denna destillering av
budskapet kommer ingenting av budskapet att kunna
formedlas pé ett sidant sitt att det har en effekt i
verkliga livet.

Ratt snart utkristalliserades ett huvudbudskap:
”Lar kidnna din patients GFR”. Att vaska fram detta
huvudbudskap innebar att lyfta fram sjélva essen-
sen, namligen att inte missa njursjukdomar och att
uppticka dessa tidigt s att behandling kan sittas in
och likemedelsbiverkningar kan undvikas. Genom
att som kommunikatér betona detta overgripande
huvudbudskap kunde ocksa detaljfragor ratt enkelt
sdttas i sitt ritta sammanhang.

Ett huvudbudskap som ”Lir kdnna din patients
GFR” kan sen ocksa brytas i ner ett fatal delbudskap
t.ex. "Minska dialysbehov i framtiden” och "Minska
lakemedelsbiverkningar”. Olika budskap kan vara
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olika relevanta for olika mottagare. D4 kan olika
delbudskap lyftas fram, eller tonas ner.

Medier och kanaler

Att bara néja sig med ett dokument pa en hemsida,
nagonstans i cyberrymden, dr timligen védrdeldst.
Det viktiga 4r att pd olika sitt upprepa det budskap
som arbetats fram.

I arbetet med att sprida budskapet anviandes flera
olika medier. Att detta var ett initiativ fran SFKK 6pp-
nade flera dorrar och flera scener. Projektet kunde
informeras om redan under arbetsfasen vid Svenska
Likaresillskapets édrliga riksstimma och en slutrap-
port kunde hér presenteras pa ett storre symposium
oppet for likare fran alla specialiteter. Det slutgiltiga
dokumentet lades ut pa Svensk Férening for Klinisk
Kemis hemsida (www.kliniskkemi.org) s att det latt
gér att referera till originalhandlingen.

Marknadsforing av budskapet har skett nationellt
pé klinisk kemis virmote, Likaresillskapets riksstdm-
ma och via Lakareséllskapets tidskrift Lakartidningen,
i nagra fall vid upprepade tillfillen. En gang 4r ingen
gang! Forsta informationen rinner oftast bort men
den andra kan fungera som en boosterdos. Ar det ett
viktigt budskap s& ska det tala att upprepas gang pa
gang. Det dr snarare vi amatormassiga avsandare som

Klinisk Biokemi i Norden
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iblygsel inte vagar trumma in vara budskap. Annat ar
det inom andra omraden. Ténk bara pa Coca Cola!
En styrka med att jobba specialitetsgemensamt ar att
den kliniska kemistens fir tillgdng till nya kanaler.
Det giller t.ex. Svensk Forening pd Allmanmedicins
tidskrift som ocksé publicerat en artikel om de nya
rekommendationerna. Den skrevs tillsammans med
projektgruppens allmédnmedicinare. P4 detta sitt fick
artikeln ett anpassat perspektiv, riktat just till allmén-
likarna som mottagare. Dirtill gav det budskapet en
6kad trovardighet 4n om det enbart kommit frén en
klinisk kemist.

Lokala medier kompletterar

Givetvis skall alla lokala medier anvindas och har
kan nyhetsbrev vara viktigt, med notiser och hanvis-
ning till huvudbudskap och dokument utlagt pa natet.
Meddelanden kan skickas ut till de ndrmaste kun-
derna. Ett farskt konsensusdokument 4r ocksé en bra
biljett till olika ldkarméten vid det lokala sjukhuset
och i den kringliggande primérvérden. Det ar lattare
att sdga att man har nagot nytt att presentera om det
finns ett dokument bakom. Atskilliga likargrupper
har fatt muntliga presentationer under det senaste
aret. Regionalt, i vart fall i Skane, sprids budskapet pa
flera olika sétt. Det har presenterats vid utbildnings-
dagar, njurlikarmoéte, ST-kurs och méten for olika
grupper lidkare. Genomslaget fran personlig diskus-
sion om ett budskap ar mycket storre &n om det star
en artikel i en lakartidning. Dokumentet, eller link
till det, ligger ocksa pa lokala hemsidor.

Effekter

Det ar viktigt att gora klart for sig vilka effekter man
vill uppna. Det 4r ocksd viktigt for mottagaren att det
inte finns nagra dolda agendor som skiner igenom.
En mottagare blir tveksam till budskap om dolda
egenintresse skiner igenom. Ett budskap som ar ett
forsvarstal for den egna forskningen tas inte emot
med lika 6ppna 6ron som om det &r budskap om att
forbittra diagnostiken for klinikens patienter.

Utvirdering

I de bista av vdrldar ska all kommunikation utvérde-
ras. Det dr svart. Jag har inte heller gjort nigra forsok
annu. Resursmatt, som t.ex. hur minga seminarier
som har hallits eller hur ménga som besokt en hem-
sida, sdger inte mycket om effekterna som kommu-
nikationen vill skapa. Andra metoder kan anvindas

Foto: Henrik Alfthan

som sannolik dr béttre, t.ex. om lakarnas ordinationer
av tester andrats. Flera svenska kollegor, med Nils
Tryding som pionjdr, har genom éren studerat t.ex.
hur kommunikation paverkar beteende. Mer finns pa
hans hemsida www.tryding.se (se under Education).

Sammanfattning
Att kommunicera dr lika viktigt som svart. Det ér
inte en engangsatgird utan ett langvarigt arbete som
kraver en genomtinkt kommunikationsstrategi for
att uppnd bist effekt. Liksom allt annat vi gér méste
det finnas en plan med aim, materials and methods.
Liksom inom forskningen maste varje experiment
upprepas och upprepas. Liksom inom forskningen
maste olika metoder anvindas for att kunna belysa
samma frégestéllning. Det racker aldrig med ett bud-
skap, i ett medium, en géng, till en mottagare.
Slutligen kan sdgas att kommunikation ér att ldra
sig. Forhoppningsvis 4r det alltid nagra mottagare
som gar fran ett kommunikationstillfille nidgot mer
kunniga. Men fragan ar om det inte 4r kommunikato-
ren sjilv, som genom att sitta sig in i fragestallningar,
formedla dem och diskutera dem med andra, som
ar den som vinner mest insikter. Det dr min lirdom.

Klinisk Biokemi i Norden
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Blick mot Oslo med nya och gamla priser

Jarkko Ihalainen

NFKK hade sitt styrelsemote pa
Island den attonde maj. Motet
tog plats pd ett litet hotell pd
landsbygden och vi kunde se anga
komma upp frén den vulkaniska
marken mitt emot vart motes-
rumfénster. Island dr geologiskt
ett ungt land och har fortfarande
mycket potential fast finansvi-
kingarna har forlorat sin eld. En
stor tack gar till Ingunn och kolleger som tog hand
om arrangemangen.

Styrelsen noterade att Sverige och Danmark har
bytt ordforanden for sina nationella foreningar.
Per Bjellerup och Nete Hornung var varmt valkomna.
I fortsittningen kommer Lars Eikvar att ersitta Bjorn
Bolann som nationellt representant fér Norge och vi
ser fram emot att mota Lars vid nésta styrelsemote.
Ny kassor i NFKK, Niklas Rye Jorgensen, jobbar
pé Klinisk Biokemisk Afdeling, Glostrup Hospital i
Danmark. Jag ber om ursakt f6r min felaktiga adress-
information i min tidigare Nytt frin NFKK.

Aktiviteter kring Lorentz Eldjarn-priset fortsatter.
Styrelsen godkidnde Palle Wangs forslag att en fond
sitts upp i Danmark. Vetenskapliga principer for
prisutdelningen formuleras av NFKK och styrelsen
godkinde forslaget fran Tor- Arne Hagve och kolleger.
De presenteras i detta nummer av KBN.

Med stor gladje kunde styrelsen ocksé se en forny-
elsen av Astruppriset. Finansiering av priset var lange
hotad och i fjol i Helsingfors informerades det att
det var sista prisutdelningen. Nu har dock Siemens
tagit over finansieringsansvaret och NFKK far upp-
datera négra punkter i nuvarande regelverk, enligt
vara vetenskapliga experters forslag. Linda Hilstedt
koordinerar Astrupprisets fortsitta utveckling.

Both Eldjarn and Astrup Prizes are to be presented
at the next meeting of Nordic Clinical Chemistry

in Oslo 2010. The Board heard a presentation from
the organising committee. The preparations are well
underway for "The best Nordic Congress — ever!” The
organisers have set their aim high but they also work
hard to achieve them. Look at www.labmed2010.no
and see yourself!

After a mildly negative economical result for 2008,
the financial situation of NFKK is stable but there is
not much of a surplus to finance new projects. The
Board decided to support the sailing course for young
Nordic colleagues ("Helene-kursen” named after
the ship). In addition, Nordfond continues to sup-
port cross-border co-operation as usual. Nordfond-
announcement can be found elsewhere in this KBN.

NFKKs websida utvecklas av projektgruppen som
bestdr till en bérjan av Johan Bjerner och Jarkko
Thalainen. Vi kontaktar sakkunniga kolleger och
forsoker fostirka NFKKs nirvaro i cyberrymnden.
Yngre generation av kolleger har vant sig vid Internet
2.0 och NFKK som nétverkorganisation borde vara
sarskilt 1amplig for existens pd Webben.

Foto: Henrik Alfthan
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Labmed 2010 News s

XXXII Nordic Congress in Medical Biochemistry (©)

Facts of today - visions for tomorrow

Oslo, June 1-4 2010

General information

The planning of the scientific program, of the social activities, housing, invitation to
sponsors and exhibitors are on the track according to our time schedule.
Find updated information on www.labmed2010.no

A taste of the scientific program

Plenary Lecture: Autoimmunity:
Lessons from Coeliac Disease

Professor Ludvig M. Sollid, is
the leader of Centre for Immune
Regulation, Institute of Immu-
nology, University of Oslo and
Oslo University Hospital — Riks-
hospitalet, Oslo, Norway. He has
been working with the basic im-
mune and molecular mecha-

nisms involved in coeliac disease
for more than 25 years and has
been able to resolve many of its
puzzling features.

Coeliac disease is an HLA-associated disorder of
the small intestine which is caused by an inappro-
priate immune response to ingested gluten proteins.
Clearly this is a food hypersensitivity disorder, but at
the same time the disease has several autoimmune
features.

The understanding of the pathogenesis of coeliac
disease has made huge advances in recent years.
This immune response is controlled by CD4+ T cells
in the lamina propria that recognise gluten pep-
tides in the context of disease predisposing HLA-
molecules DQ2 or DQ8. These T cells are specific for
proline- and glutamine-rich gluten peptides that are
resistant to proteolysis and that have been become
posttranslationally modified (deamidated) by the
enzyme transglutaminase 2 (TG2). Strikingly, coe-
liac disease patients produce antibodies to this same

Ludvig Sollid

enzyme when exposed to dietary gluten. Professor
Sollid will discuss how the new insight in the patho-
genesis of coeliac disease may help us to understand
autoimmunity.

Vikingskipshuset
The Viking Ship Museum

The Viking Ship Museum presents great viking ship
discoveries from Gokstad, Oseberg and Tune as well
as other finds from viking tombs around the Oslo
Fjord. The world's two best-preserved wooden viking
ships built in the 9th century are exhibited along
with small boats, sledges, cart with exceptional orna-
mentation, implements, tools, harness, textiles and
household utensils.

The Viking Ship Museum at Bygdoy
Foto: Gunnar Strom, VisitOslo
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Nonfasting triglycerides, remnant lipoproteins,

and cardiovascular disease

Anne Tybjerg-Hansen and Borge G. Nordestgaard
Departments of Clinical Biochemistry, Rigshospitalet and Herlev Hospital, Copenhagen

at-h@rh.regionh.dk

Despite the fact that most humans throughout the
entire day find themselves in the nonfasting or post-
prandial state, plasma lipids, lipoproteins, and apoli-
poproteins for cardiovascular risk prediction are usu-
ally measured in the fasting state (1-3). A main reason
for this is the increase in triglyceride levels seen
during a fat tolerance test, where patients typically
eat or drink 1g fat per kg body weight (4-6). However,
levels of lipids, lipoproteins, and apolipoproteins after
normal food intake only differ minimally from levels
in the fasting state (7-8), most likely because most
people during ordinary meals eat much less fat than
during a fat tolerance test. Furthermore, levels meas-
ured in the nonfasting state may be as good as levels
measured in the fasting state for cardiovascular risk
prediction (7-8). In fact, elevated levels of nonfasting
triglycerides as a marker of elevated remnant lipo-
protein cholesterol may even be better at predicting
elevated risk of cardiovascular disease than fasting
levels (9-11), possibly because atherogenesis partly is
a postprandial phenomenon (12).

In the context of previous knowledge, we review

recent developments in the importance of nonfas-
ting or postprandial hypertriglyceridemia for the
development of cardiovascular disease. We use the
words nonfasting and postprandial synonymously;
however, a nonfasting sample often implies a sample
taken at any time in relation to previous meals while
a postprandial sample can imply a sample taken at a
fixed time after a standard meal, such as after an oral
fat tolerance test (4-6).

Fasting and nonfasting triglyceride levels

In a cross-sectional sample of 10,300 individuals
from the Danish general population, the Copenhagen
General Population Study, plasma triglycerides
increased already 1 hour after the last meal and
stayed elevated for up to 7 hours (Figure 1)(9). In an
even larger sample from the same general population

(e ol/L)

201 General population (w=110,304)

15 1 -y
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Timc since last meal (hours)

Figure 1. Triglyceride levels and levels of remnant lipoprotein
cholesterol as a function of time since the last meal. Values
are means and 95% confidence intervals for participants in
the Copenhagen General Population Study. Modified from
Nordestgaard et al. JAMA 2007; 298: 299-308.
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including 33,400 individuals, and compared with
fasting levels, total cholesterol, low density lipo-
protein (LDL) cholesterol, high density lipoprotein
(HDL) cholesterol, and albumin levels were reduced
up to 3-5 hours after the last meal, triglycerides levels
were increased up to 6 hours after the last meal,
while non-HDL cholesterol, apolipoprotein Al, and
apolipoprotein B levels did not change in response to
normal food intake (8). After adjustment for albumin
levels and thus for hemodilution due to fluid intake,
total and LDL cholesterol levels no longer changed in
response to normal food intake; however, triglycer-
ides still increased modestly.

In agreement with these results, data from
26,330 women from the Women’s Health Study
found no substantial changes in the distributions
of lipids, lipoproteins, and apolipoproteins as a fun-
ction of time since the last meal, except for trigly-
cerides (7). The highest levels of triglycerides were
observed 4-5 hours postprandially, exactly as seen in
Figure 1.

Remnant lipoprotein cholesterol

and nonfasting triglycerides

Remnant lipoproteins can be defined and measured
in many sophisticated ways, all likely more precise
than the definition used in two recent papers (9,11).
However, these papers used the simplest possible
definition, one that can be used by any clinician as
long as lipid profile measurements are performed
in the nonfasting state: remnant lipoprotein choles-
terol can be calculated as nonfasting total cholesterol
minus nonfasting LDL cholesterol minus nonfasting
HDL cholesterol.

This calculation of remnant lipoprotein choleste-
rol includes remnants from chylomicrons as well as
remnants from very low density lipoprotein (VLDL).
Because degradation of triglycerides in chylomicrons
and VLDL begins immediately after these particles
are released into plasma, practically all triglyceride-
rich lipoproteins in plasma can be classified as rem-
nants, except in the rare case of familial lipoprotein
lipase deficiency with chylomicronemia seen in 1 in
a million. In other words, this definition of remnant
lipoprotein cholesterol includes cholesterol in all
triglyceride-rich lipoproteins.

The increase in nonfasting triglycerides seen after
normal food intake was mimicked by an increase in
remnant lipoprotein cholesterol (Figure 1). In accor-

Remnant cholesterol (mmol/L)

4.0 -
@& 2800 Men
304 03900 Women

=4 80 f%

1.0 .., %0
oo "°

0.0 -

<l 1-199 2-299 3-399 4499 =5

Monfasting triglveerides (mmaol/L)

Figure 2. Levels of remnant lipoprotein cholesterol as a func-
tion of levels of nonfasting triglycerides. Values are medians
and interquartile ranges. These levels were measured in par-
ticipants from the general population, the Copenhagen City
Heart Study, who had nonfasting triglycerides and remnant
lipoprotein cholesterol measured at the 1991-1994 examina-
tion. Modified from Nordestgaard et al. JAMA 2007; 298:
299-308.

dance with this, the measured levels of nonfasting tri-
glycerides after normal food intake marked increased
levels of cholesterol in remnant lipoproteins in both
women and men (Figure 2)(9).

Nonfasting triglycerides and myocardial
infarction
In a prospective study with 26 years follow-up of
13,000 individuals from the Danish general popula-
tion, the Copenhagen City Heart Study, nonfasting
triglycerides =5 mmol/L predicted a 17 and 5 fold risk
of myocardial infarction in women and men (Figure 3)
(9). Because most previous studies (13-15) have
focused on fasting levels of triglycerides that exclude
remnant lipoproteins, and studied mainly tertiles or
quartiles rather than very high levels of triglycerides,
the demonstrated predictive ability of nonfasting
triglycerides >5 mmol/L has previously gone unno-
ticed. Also, the association between stepwise increas-
es in levels of nonfasting triglycerides and stepwise
increases in risk of myocardial infarction with no
threshold effect was previously undetected.
Importantly, a simultaneously published paper
from the Women’s Health Study found that upper
versus lower tertiles or quintiles of nonfasting trig-
lycerides, but not fasting levels, associated with

(Fortseetter side 12)
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Myocardial infarction
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Figure 3. Hazard ratios for myocardial infarction for increas-
ing levels of nonfasting triglycerides. Values are from the
Copenhagen City Heart Study with 26 years follow-up.
Multifactorial adjustment was for age, total cholesterol, body
mass index, hypertension, diabetes mellitus, smoking, alco-
hol consumption, physical inactivity, lipid lowering therapy,
and in women also for postmenopausal status and hormone
replacement therapy. Modified from Nordestgaard et al. JAMA
2007; 298: 299-308.
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increased risk of cardiovascular events (10). Although
previous studies found that elevated fasting triglycer-
ides also associate with increased risk of cardiovas-
cular disease (13-15), the study from the Women’s
Health Study (10) together with the one from the
Copenhagen City Heart Study (9) highlight that non-
fasting levels of triglycerides may be better than fast-
ing levels at predicting risk of cardiovascular disease.

In women versus men, a better predictive ability of
nonfasting triglycerides was observed for myocardial
infarction (Figure 3)(9), in accordance with similar
findings for fasting triglyceride levels in some (13-14),
but not all previous meta-analyses (15). However,
stratified analyses suggested that the predictive ability
of nonfasting triglycerides in young men who only
consume small amounts of alcohol was similar to
that in women (9). Therefore, because large alcohol
intake often leads to increased triglyceride levels,
and because these triglyceride-rich lipoproteins may
differ from most remnant lipoproteins present in
nonfasting plasma (type V versus type IIb hyper-
lipidemia), it is likely that high alcohol intake may
have confounded the association between triglyceride
levels and risk of myocardial infarction and ischemic
heart disease in recent (9) and former studies.

There are other very different diseases and causes
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Figure 4. Hazard ratios for ischemic stroke for increas-

ing levels of nonfasting triglycerides. Values are from the
Copenhagen City Heart Study with 31 years follow-up.
Multifactorial adjustment was for age, total cholesterol, hyper-
tension, smoking, alcohol consumption, atrial fibrillation, lipid
lowering therapy, and in women also for postmenopausal sta-
tus and hormone replacement therapy. Modified from Freiberg
et al. JAMA 2008; 300: 2142-2152.

for hypertriglyceridemia, and that may be another
major reason for the previous uncertainty of whether
or not hypertriglyceridemia leads to increased risk of
cardiovascular disease. Patients with extreme triglyc-
eride levels above 25 mmol/L and the familial chy-
lomicronemia syndrome rarely develop atherosclero-
sis (16). With such extreme triglyceride levels, most
lipoproteins in plasma are very large (17). These giant
lipoproteins do not enter into the arterial intima (18),
and therefore cannot cause atherosclerosis. However,
patients with moderate hypertriglyceridemia and
conditions like familial hypertriglyceridemia, familial
combined hyperlipidemia, metabolic syndrome, and
remnant hyperlipidemia do in fact develop premature
atherosclerosis (16,19-21). At moderate hypertriglyc-
eridemia, chylomicron remnants and VLDL remnants
are present in plasma. These smaller triglyceride-rich
lipoproteins do enter into the arterial intima (22-23),
appear to be preferentially trapped within the arterial
wall (24-26), and thus may cause atherosclerosis lead-
ing to myocardial infarction, ischemic heart disease
and ultimately early death.

Nonfasting triglycerides and ischemic stroke

The role of triglycerides in risk of ischemic stroke
was previously controversial (27-34). Even the most
recent European and American guidelines on stroke
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prevention do not recognize elevated triglycerides as
a risk factor for stroke (3,27).
By using a prospective study with 31 years follow-up
of 13,000 individuals from the Danish general popula-
tion, the Copenhagen City Heart Study, and by using
nonfasting rather than the fasting triglycerides used
in several former studies (27,30,32-33), and by having
more statistical power than any former study (27-34),
a previously unnoticed association between stepwise
increases in levels of nonfasting triglycerides and step-
wise increases in risk of ischemic stroke with no thres-
hold effect was recently reported (Figure 4)(11). The
highest levels of nonfasting triglycerides >5 mmol/L
predicted a 5 and 3 fold increased risk of ischemic
stroke in women and men in the general population.
In support of these findings, the Women’s Health
Study showed that upper versus lower tertiles of
nonfasting triglycerides, but not fasting triglycerides,
associated with increased risk of ischemic stroke (10).
This and other former studies on fasting as well as on
nonfasting triglycerides did not attempt to associate
very high levels of triglycerides with risk of ischemic
stroke (10,27-33), and therefore were not able to
detect that very high levels of triglycerides associate
with very high risk of ischemic stroke in both men
and women as shown in Figure 4.

Nonfasting triglycerides and early death

In a prospective study with 26 years follow-up of
13,000 individuals from the Danish general popula-
tion, the Copenhagen City Heart Study, nonfasting
triglycerides =5 mmol/L predicted a 4 and 2 fold
risk of early death in women and men (Figure 5)(9).
A previously unnoticed association between step-
wise increases in levels of nonfasting triglycerides
and stepwise increases in risk of early death with no
threshold effect was also detected.

Because myocardial infarction and ischemic stroke
are major causes of early death, and given the above-
mentioned results (Figure 3 and 4), it seems likely
that the association between elevated levels of non-
fasting triglycerides and risk of early death is caused
by death from these two diseases secondary to devel-
opment of atherosclerosis.

From nonfasting triglycerides and remnants to
atherogenesis
Mechanistically, the explanation for the above-
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Figure 5. Hazard ratios for total death for increasing levels
of nonfasting triglycerides. Values are from the Copenhagen
City Heart Study with 26 years follow-up. Multifactorial
adjustment was for age, total cholesterol, body mass index,
hypertension, diabetes mellitus, smoking, alcohol consumption,
Pphysical inactivity, lipid lowering therapy, and in women also
for postmenopausal status and hormone replacement therapy.
Modified from Nordestgaard et al. JAMA 2007; 298: 299-308.
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mentioned findings is most likely straightforward.
Elevated levels of nonfasting triglycerides indicate
the presence of elevated levels of remnant lipopro-
teins (Figure 2 and 6), lipoproteins that directly
cause atherosclerosis and consequently myocardial
infarction, ischemic stroke and ultimately early death.
Thus, it is not triglycerides per se that cause athero-
sclerosis, but rather the cholesterol content of rem-
nant lipoproteins.

Because all human cells can degrade triglycerides

but not cholesterol, and because remnant lipopro-
teins like LDL carry large amounts of cholesterol,
it is the cholesterol content of remnant particles that
upon entrance into the arterial intima (Figure 6) can
cause atherosclerosis (12,35-36). Like LDL, remnant
lipoproteins can enter into the arterial intima (22-23),
and may even be trapped preferentially within the
arterial wall (24-26,37).
In support of this mechanism, patients with geneti-
cally large amounts of remnant lipoproteins in plasma
develop premature atherosclerosis (20). In addition,
patients with familial forms of hypertriglyceridemia
have an increased risk of cardiovascular death (19).
Also, heterozygosity for genetic defects in lipoprotein
lipase, the plasma enzyme degrading triglycerides,
associates with elevated triglyceride levels as well as
increased risk of ischemic heart disease (16,38-39).
Furthermore, patients with the familial chylomicro-
nemia syndrome who during part of their life due
to lipid lowering treatment have triglyceride levels
down to 3-7 mmol/L, and consequently have remnant
lipoproteins in plasma rather than chylomicrons, also
develop premature atherosclerosis (40).

Conclusion

These new data open the possibility that nonfasting
rather than fasting lipid profiles are used for car-
diovascular risk prediction. Also in favor of the use
of nonfasting samples is the fact that lipid profiles
change minimally in response to normal food intake
(7-8). On the basis of such evidence, hospitals in
Copenhagen and elsewhere in Denmark now use
nonfasting lipid profiles as the standard and sug-
gest a repeat fasting triglyceride measurement only
if nonfasting concentrations exceed 4 mmol/L (352
mg/dL) (41-42). If implemented, this would simplify
blood sampling for lipid measurements for millions
of patients worldwide. Indirectly, this then pos-
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Figure 6. Influx and efflux of LDL and remnant lipoproteins
between plasma and the arterial intima, the site of atheros-
clerotic lesions. Cholesterol (dark gray) and triglycerides (light
grey) exchange between triglyceride-rich remnant lipoproteins
and HDL particles. Therefore, high levels of triglycerides asso-
ciate with low levels of HDL cholesterol, and vice versa.

sibly could improve compliance for lipid lowering
treatments.
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“The Arctic Challenge 2010”

Course in Scientific Writing and Publishing
February 9-12, 2010
Finse 1222, Norway

The Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory
Investigation (SJCLI) and Nordic Society of Clinical
Chemistry (NFKK) hereby invite colleagues from the
Scandinavian countries to participate in an exten-
sive course in scientific writing and publishing. The
Editorial Board of SJCLI will be responsible for the
programme.

The aim of the course is to increase the aware-
ness of the participants of the importance of scien-
tific writing and to train them in writing a scientific
manuscript.

The course will be organized in both structured
lectures and in groups of participants writing a sci-
entific manuscript based on given data and literature.

Finse is located at the southernmost part of Europe
with an arctic climate at 1222 meter above the see
level and only accessible by train from either Bergen
or Oslo (www.finse1222.no and www.finse.com).

This remote location has been selected in order to
find the necessary calm and tranquillity for maximal

focus on the activities during the course as well as for
team-building and net-work forming.

The course is open for Scandinavian/Nordic col-
leagues within the field of medical biochemistry/
clinical biochemistry/clinical chemistry primarily
for those in postgraduate specialist training and/or
involved in research projects..

The maximum numbers of participants is 20. The
official language is English or a language understan-
dable for all participants.

All expences, including travel and housing will be
fully financed by SJCLI and NFKK.

Registration (with description of scientific back-
ground and present position) before October 1st,
2009 to Managing Editor Tor-Arne Hagve, tor.arne.
hagve@ahus.no (Center of Laboratory Medicine,
Akershus University Hospital, 1478 Lerenskog,
Norway). Phone: 47-90510956
For further information: www.kkno.org
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Klinisk immunologi for kliniske biokemikere:
Anti-neutrofilocyt cytoplasmaantistoffer (ANCA)

Allan Wiik

Afdeling for klinisk biokemi og immunologi, Statens Serum Institut, Kebenhavn

asw@dadlnet.dk

Anti-neutrofilocyt cyto-
plasmaantistoffer (ANCA)
er en samlebetegnelse for
autoantistoffer rettet mod
cytoplasmabestanddelei
neutrofilocytter og mono-
cytter. Antistofferne bestem-
mes ved screening pa et
blandet leukocytsubstrat (humane buffy coat
celler) med indirekte immunfluorescenstek-
nik, og ANCA-tilstedeveerelse konfirmeres
ved antigenspecifik metode som ELISA eller
lign. Positivitet ved brug af begge metoder
giver stor sikkerhed for, at serum stammer
fra en patient med nekrotiserende smdkar-
vaskulit som f.eks. Wegeners granulomatose,
mikroskopisk polyangiitis eller Churg-Strauss
syndrom. Neutrofilocytspecifikke antistof-
fer (NSA) af anden art ses meget hyppigt
ved kronisk inflammatoriske sygdomme,
kendetegnet ved konstant influks af neutrofi-
locytter i de betendte veev, sasom reumatoid
artrit, ulcerps colit, skleroserende kolangit
og autoimmun hepatit. Differentieringen
mellem almindeligt forekommende NSA og
ANCA er derfor en for klinikernes diagnostik
seerdeles vigtig opgave.

Anti-neutrofilocyt cytoplasmaantistoffer (ANCA)
udger en klinisk betydningsfuld, men relativt lille
population af neutrofilocytspecifikke autoantistoffer

(NSA) (1). ANCA er rettet mod proteiner i neutro-
filocytters granula sdsom proteinase 3 (PR3), myelo-
peroxidase (MPO), og i nogle tilfeelde mod leukocy-
telastase (EL) eller "bacterial permeability-increasing
protein” (BPI). Alle disse granulabestanddele har
vigtige funktioner i organismens forsvar mod mikro-
ber: EL og PR3 som proteolytiske enzymer, MPO
som oxyderende enzym til dannelse af mikrobicide
oxygenradikaler, og BPI som fagocytoseforsteerkende
element i fjernelsen af sével virus som bakterier.

Ved en raekke inflammatoriske sygdomme praeget
af stadig influks af neutrofilocytter og monocytter
i de betendte vaev, dannes antistoffer rettet mod
mange forskellige bestanddele i disse celler, savel
cellekeerner som cytosol og granula (2). I disse til-
feelde finder man i reglen ikke ANCA rettet mod PR3,
MPO, EL eller BPI eller blot grazonereaktivitet med
disse. De naevnte NSA synes at vere dannet for at
hjeelpe organismen af med henfaldende betendelses-
celler som led i homgostaseregulering i vaevet.

Hvor man i sera fra patienter med klassiske ANCA
rettet mod PR3, MPO, EL, eller BPI, som regel kun
finder reaktion mod et enkelt antigen, finder man
ved de svage, bredt reagerende NSA oftest reaktivitet
mod multiple antigener sdsom lysozym, kathepsin G,
katalase, azurocidin, laktoferrin, a-enolase, histon 1,
lamin B1 eller high mobility group (HMG) 1 og 2 (2).

Klassisk ANCA associeret med nekrotiserende
vaskulit

ANCA findes typisk hos patienter med sdkaldte pri-
mere smakarvaskulit-sygdomme sdsom Wegeners
granulomatose (WG), mikroskopisk polyangiitis
(MPA), Churg-Strauss syndrom (CSS) og mere loka-
liserede former af disse feks. “renal-limited rapidly
progressive glomerulonephritis” (RPGN), samt ovre
luftvejsformer af disse sasom granulomates beten-
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delse i larynx, bihuler, ofte medinddragende indre ore
og ojenhuler (3,4). Disse betragtes som lokaliserede
granulomatgse former af sygdommene WG og CSS,
som ubehandlet vil sprede sig til andre veev og organer.

Klassiske ANCA rettet mod de naevnte azurofile
granulaproteiner kan ogsd findes ved medikamen-
telt inducerede syndromer sasom lupus-lignende
tilstande, hvor hudvaskulitter, artralgier og myal-
gier dominerer det kliniske billede, mens alvorligere
manifestationer fra nyrer og lunger forekommer mere
sjeeldent (5). Medikamenter, der i dag kan udlese
sddanne lupus-lignende manifestationer, er hyppigst
anti-tyreoide midler sasom propylthiouracil og met-
himazol, men tillige epilepsimidler, visse centralt vir-
kende analgetica, penicillamin, antibiotica givet som
langtidsbehandling og visse hjerterytme-regulerende
midler. I flere af disse patienters serum finder man
ANCA rettet mod flere end ét klassisk ANCA-antigen
f.eks. mod EL, MPO, PR3 i en tilfeeldig kombination
(1,5). Karakteristisk finder man ogsa anti-nuklezere
antistoffer (ANA) rettet mod histoner, tillige med
IgM-klasse autoantistoffer mod -2 glykoprotein I,
i daglig tale ofte kaldet anti-kardiolipinantistof eller
anti-fosfolipidantistof (6).

Det klinisk vigtige i erkendelsen af medikamentelt
provokerede tilstande er abenlys, idet patienterne
ofte gar i remission efter kort tid, nar det inducerende
medikament seponeres, og kun en mindre del af
patienterne ma yderligere behandles med immunsup-
pressive midler for at fjerne syndromet.

Det skal bemeerkes, at ANCA rettet mod EL tillige
kan forekomme ved kokainmisbrug. Kokain indtages
i reglen gennem nasal inhalation, og patienterne
udvikler gradvis destruktion af neeseskillevaeggen
med saddelnzse, hvorfor tilstanden kan forveksles
med saddelnase ved WG (7). Ogsa i disse kokainin-
ducerede tilfeelde ser man af og til ANCA rettet mod
flere klassiske ANCA-antigener.

Neutrofilocytspecifikke non-ANCA antistoffer

De mere uspecifikke NSA finder man udbredt ved
reumatoid artrit, Felty's syndrom, ulceres kolit, pri-
meer scleroserende kolangit, kronisk aktiv autoimmun
hepatit type 1, Sweets syndrom m. fl. (2). I ganske fa
tilfeelde - sdsom reumatoid artrit med komplicerende
sekundeer vaskulit og ved Feltys syndrom (reumatoid
artrit, splenomegali og autoimmun neutropeni) — kan
man se ANCA rettet mod laktoferrin, men samtidig

(Fortseetter side 22)

Tabel 1. Forekomst, tilnaermet hyppighed og autoantigene malmolekyler ved en raekke kronisk inflammatoriske

Sygdomme:

IIF ANCA frekvens::

vaskulitter og evrige medicinske tilstande. Procenter betegner disses forekomst i Europa, men andre
frekvenser og antistoffer kan forekomme i andre befolkninger i verden.

Autoantigener:

Wegeners granulomatose

Mikroskopisk polyangiitis

Churg-Strauss syndrom

C-ANCA (70-80%
P-ANCA (10-15%
C-ANCA (15-30%
P-ANCA (50-70%
C-ANCA (15-20%
P-ANCA (30-40%

NN AN

PR3
MPO
PR3
MPO
PR3
MPO

Mest P-ANCA
NSA (30-70%)
NSA (20-30%)
Ulceres colit NSA (50-70%)
Skleroserende cholangit NSA (70-80%)

NSA (40-50%)

Medikamentelt LE-syndrom
Reumatoid artrit

Systemisk lupus erythematosus

Autoimmun hepatit type 1

MPO,EL,AZ,PR3,LF

Mange keerne og cytoplasma proteiner
LF

LECG,BPI m.fl.

Mange kaerne og cytoplasma proteiner

Mange kaerne og cytoplasma proteiner

Forkortelser: ANCA: anti-neutrofilocyt cytoplasma antistof, AZ: azurocidin, BPI: bacterial permeability-increasing protein,
C-ANCA: cytoplasmic ANCA, CG: cathepsin G, EL: elastase, IIF: indirekte immunfluorescens, LE-syndrom: lupus erythema-
tosus lignende syndrom, LF: laktoferrin, MPO: myeloperoxidase, NSA: neutrofilocyt-specifikt antistof, PR: proteinase 3.
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Figur 1. Princip i IIF-bestemmelse af IgG-klasse ANCA/NSA
pa eetanol fikseret, blandet leukocytsubstrat.

Figur 2. Typisk C-ANCA. Hvid pil viser negativ lymfocyt,
hvilket bestyrker at antistoffet er neutrofilocytspecifikt.

Figur 3. Typisk P-ANCA. Hvid pil viser negativ eosinofil
leukocyt. Lymfocytter er i dette billede usynlige.
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findes sa multiple antistoffer mod neutrofilocytters
kerne- og cytoplasmabestanddele. I disse patienter
danner NSA ofte cirkulerende immunkomplekser
med reumatoide faktorer (2, 8). Ligeledes ser man
hos nogle patienter med ulceres kolit (specielt i kom-
bination med scleroserende kolangit) ANCA rettet
mod kathepsin G eller laktoferrin, men disse kan
ikke isoleret anvendes som markerer for sygdommen
p-g-a. deres spredte forekomst ogsa ved andre kronisk
inflammatoriske tilstande. Ogsa her udger de blot en
lille del af de forekommende NSA.

Tabel 1 opsummerer forekomst og hyppighed af
ANCA og NSA ved en rakke kronisk inflammato-
riske sygdomme, samt de mest kendte antigener mod
hvilke disse er rettede.

Strategi ved undersagelse

for NSA og ANCA i laboratoriet

Ved international konsensus er det vedtaget, at
ANCA skal defineres som neutrofilocytspecifikke
autoantistoffer ved underseogelse med indirekte
immunfluorescens(ITF)-teknik kombineret med
pavisning af antistoffer rettet specifikt mod et granu-
lumprotein (9, 10).

Indirekte immunfluorescensteknik

Den vedtagne teknik til pavisningen med IIF blev
beskrevet i 1988 under den forste internationale
workshop om ANCA og vaskulitter i Kebenhavn
(11). Her anbefaledes brug af vaskede “bufty coat”
celler fra normale donorer som substrat og IgG-
specifikt konjugat som detektionsantistof. I tiden
herefter har kommercielle firmaer imidlertid produ-
ceret substrater bestdende af isolerede neutrofilocyt-
ter, hvorved aflaseren af IIF-reaktioner ikke direkte
kan se, om en positiv reaktion er specifik for neu-
trofilocytter/ monocytter som oprindeligt anbefalet.
En reekke andre substrater sasom HEp-2 celler eller
veevssnit benyttes i stedet for buffy coat lymfocytter
til at udelukke forekomst af ANA resp. non-ANCA
antistoffer mod cytoplasma. Fig. 1 illustrerer princip-
pet i bestemmelsen af NSA/ANCA ved IIF-teknik.
Fig. 2 og 3 illustrerer IIF-fund af klassisk vaskulit-
associeret ANCA rettet mod PR3, resp. mod MPO.
Det lidt ejendommelige billede af MPO-antistoffets
reaktion med cellekerner og disses nere omgivelser
skyldes et artefakt betinget af brugen af @tanol til
fiksering af cellerne pé glas (1).
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Hos patienter med reumatoid artrit, ulcergs colit og
kronisk hepatit finder man ITF-menstre, som er langt
mindre karakteristiske, varierende fra farving af hele
cellekeernen til farvning af kernens membran med
eller uden farvning af det omliggende cytoplasma.
Disse sakaldte "atypiske” ANCA-reaktioner viser blot,
at mange forskellige antistoffer mod neutrofilocytter
reagerer med hvert sit antigen i blandingsmenstre,
der ikke er sa distinkte som ANCA (1, 9, 10). En
nejagtig beskrivelse af teknikker, fortolkning og fejl-
muligheder findes i senere litteratur (1, 3).

Videre undersogelse af NSA

Nar IgG-NSA/ANCA er fundet med IIF-metode,
bliver det naeste trin undersogelse for antistoffer ret-
tet mod et klassisk ANCA-antigen. Dette sker i de
fleste tilfeelde ved ELISA-teknik med anvendelse af et
oprenset granulumprotein som antigen, eksempelvis
PR3, MPO, EL eller BPI (1, 3)

Andre teknikker baseret pa antigen direkte bun-
det til faste faser som f.eks. mikro-chips, Luminex-
partikler etc. anvendes pa samme vis til identi-
fikation af antigenreaktivitet og kvantificering af
det specifikke antistof (1, 9, 10). Alle sera, som er
indsendt til ANCA undersogelse pa mistanke om
ANCA-associeret sygdom og som findes at indeholde
IgG NSA, skal videreunderseges, uanset hvilket IIF-
menster man finder ved den primaere undersogelse,
da der meget vel kan gemme sig en klassisk ANCA
rettet mod PR3, MPO, EL eller BPI bag et ukarak-
teristisk NSA-menster. Forekomst af ANCA rettet
mod BPI synes at fa stor betydning i evaluering af
prognosen for patienter med cystisk fibrose (11). BPI-
ANCA forekommer dog tillige hyppigt ved ulceres
colit, infektioner i hjerteklapper eller shunter og ved
kronisk bronkitis og bronkiektaser, formentlig som et
led i bekeempelse af bakterier, hvor BPI har en rolle i
bortskaffelsen af disse ved fagocytose (2).

Indirekte antigenbindingsmetoder

I de senere ar er fremkommet fast-fase teknikker
baseret pé indirekte binding af antigen - iseer PR3 -
ved hjelp af et specifikt monoklonalt museanti-
stof ("capture” antistof) som primert coated protein
(Fig. 4). Det specifikt bundne antigen vil her-
ved blive tilgengeligt for ANCA-reaktion med flere
epitoper pa antigenet og formentlig tillige bevare en
mere nativ konformation, hvilket har betydning for
optimal antistofreaktion (1, 3). Med denne teknik

\I", #7 Substrat

kid og farve

Enzym-market konjugat
mod humant 1g(z

ANCA

PR3

_‘_I:lg apun

antistof

Figur 4. Princip i capture-ELISA til bestemmelse af IgG- klasse
PR3-ANCA.

synes det nu sikkert, at en bedre monitorering af
ANCA-niveau kan ske. ANCA-niveauet afspejler i de
fleste tilfeelde sygdomsaktivitet ved PR3-associerede
vaskulittilstande, saledes at niveauet stiger med oget
aktivitet (13). Saledes ser man positive fund ved
capture PR3-ANCA ELISA under sygdomseksacer-
bationer ved WG, mens direkte ELISA da kan give
negative resultater. Dette formodes at vaere betinget
af ANCA-reaktion med neoepitoper efter epitop-
spredning. Sddanne epitoper kan saledes skjules efter
direkte PR3-binding til plastik, men er frit reaktive i
binding til monoklonalt antistof eller evt. anden lig-
and. Et eksempel pa dette illustreres i Fig. 5.

(Fortseetter side 24)

i .~ Captura ELISA
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Tid

Figur 5. Patient med Wegeners granulomatose og hojt initialt
niveau af PR3-ANCA ved sdvel direkte som ved capture
PR3-ANCA ELISA-bestemmelse. Efter en tids behandling gir
patienten i remission og PR3-ANCA-niveau bestemt med begge
metoder falder. Da patienten fir ny sygdomseksacerbation

ses PR3-ANCA at veere lav bestemt med direkte PR3-ANCA
ELISA, mens niveauet er steget klart bestemt ved capture
metode.
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Nomenklatur

Autoantistoffer rettet specifikt mod neutrofile gra-
nulocytter og monocytter blev oprindeligt kaldt
“granulocytspecifikke antinukleere antistoffer”,
da de fortrinsvis gav anledning til farvning af celler-
nes keerner (14). Ved 2.nd International Workshop
on ANCA and Vasculitis i Holland i 1989 blev
en harmonisering af nomenklaturen diskuteret,
og man enedes om at kalde alle NSA med beteg-
nelsen ANCA, da de bedst kendte antistoffer
ved vaskulit var rettet mod enzymer i azurofile
granula, mens antigenspecificiteten af NSA ved
f.eks. reumatoid artrit var ukendt, omend disse
antistoffer havde veeret kendt i ca. 20 ar for vasku-
litassocierede ANCA blev beskrevet. Pa grund-
lag af de karakteristiske farvemenstre vedtog
man at kalde det klart cytoplasmatiske, granu-
laere menster (Fig. 2) C-ANCA, mens det menster,
der farvede keerner og disses umiddelbare omgivel-
ser blev betegnet perinukleeere ANCA, P-ANCA
(Fig. 3) (15). Med anvendelse af den oprindeligt

Foto: Henrik Alfthan
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vedtagne IIF-teknik til pavisningen (12), fik man i
et EU-stottet multicenterprojekt fint overensstem-
mende resultater for C-ANCA og P-ANCA (16).

For de specifikke antistoffers vedkommende ved-
tog man at kalde disse ved antigenets navn efterfulgt
af ANCA, feks. PR3-ANCA, MPO-ANCA, BPI-
ANCA og EL-ANCA.

Gennem det ovenneevnte europeiske multicen-
tersamarbejde lykkedes det at opnd overensstem-
mende resultater ogsa ved brug af ELISA-teknikker.
Det vigtigste var dog, at de malte veerdier med alle de
anvendte teknikker kunne adskille sera fra patienter
med nekrotiserende vaskulitter i smékar fra andre
kronisk inflammatoriske sygdomme (17).

Indstilling af ELISA cut-off veerdier

til serologisk differential diagnostik

I den netop nzvnte multicenterundersogelse benyt-
tedes et vigtigt princip: at cut-off veerdien for positivt
resultat indrettedes efter preecisering af en hej diag-
nostisk specificitet, valgt af differentialdiagnostiske
hensyn for anvendelse hos patienter med nyopstaet
aktiv sygdom (17). I praksis gjordes dette ved opteg-
ning af ROC-kurver, hvor IIF-ANCA-positive vasku-
litsera sammenlignedes med veerdier hos inflam-
matoriske kontroller, idet malet var at fastsatte en
vedtagen hej sygdomsspecificitet pa ROC-kurven.
Ved at udfere tilsvarende beregninger for alle de
anvendte assays opndedes i alle tilfeelde tilfredsstillen-
de resultater for differentiering mellem vaskulitter og
sygdomskontroller. Yderligere sikker differentiering
opndedes, nar kravet var et positivt IIF-ANCA-fund
kombineret med et antigenspecifikt ELISA-resultat
over det nzvnte cut-off. Med denne strategi fandt
vi, at ANCA havde en specificitet pd omkring 99%
for nekrotiserende smakarvaskulitter af typerne WG,
MPA og CSS, savel i nyopstaede tilfeelde af disse, som
i tilfeelde med etableret sygdom (17).

Resultaterne varierede med under 20% mellem de
deltagende centre, hvoraf nogle ansas som eksperter
og andre ikke-eksperter inden for ANCA-diagnostik.
Det naevnte princip for udvelgelse af et ideelt niveau
for cut-off til differentialdiagnostik mellem ANCA-
positive og ANCA-negative tilstande (hhv. vaskulit-
ter og inflammatoriske sygdomskontroller) ber sa
vidt muligt benyttes af laboratorier og kommercielle
diagnostiske firmaer for et assay tages i anvendelse til
autoimmun differentialdiagnostik (18, 19)

(Fortscetter side 26)
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Nye referencereagenser for PR3-ANCA
og MPO-ANCA
Igennem édrene 1990 til 2000 indsamledes et stort
plasmaferesemateriale fra centre, som regelmessigt
diagnosticerede og behandlede patienter med ANCA-
associerede vaskulitter med nyreaffektion. Plasmaferese
anvendes i behandlingen af nyreinsufficiens i forsog pa
at fjerne potentielt sygdoms- fremkaldende antistoffer
ved RPGN. Blandt disse materialer fandt vi frem til
nogle fa, der tilsyneladende indeholdt monospecifikke
autoantistoffer mod PR3 eller MPO. Disse blev udsendt
til 6 ekspertlaboratorier til evaluering af specifikt ANCA-
indhold, egnethed som typisk for en ny patient med
ANCA-vaskulit og fraver af andre neutrofilocytrettede
autoantistoffer. Ud fra de indkomne resultater udvalgtes
sd et referencereagens for PR3-ANCA og ét for MPO-
ANCA. Resultater og egnethed som referencematerialer
blev sluttelig evalueret og godkendt i den internatio-
nal standardiseringskommitte (IUIS/WHO/AF/CDC
Committee for the Standardization of Autoantibodies
in Rheumatic and Related Disorders) (20) www.autoab.
org. Da disse reagenser endnu ikke er publiceret pa
kommitteens hjemmeside folger her en e-mail adresse
til referencereagens-centret i Centers of Disease Control
and Prevention i Atlanta, som huser alle standardrea-
genser for autoimmunomradet i reumatologien.
E-mail: rvogt@cdc.gov. Det tilrades at maerke med-
delelsen ,,ANAY idet denne bemerkning leder Dr.
Robert Vogt ind pa, at meddelelsen handler om
onske om at fa tilsendt et referencereagens. Reagenser
tilsendes gratis til laboratorier med tilknytning til
autoimmun serologisk diagnostik.

Konklusion

Autoantistoffer mod granulumproteiner af typerne
PR3, MPO, EL, BPI og evt. LF er vigtige indikatorer
pa primeer sméikarvaskulit, medikamentelt induceret
LE-syndrom eller kokaininduceret naesedestruktion.
Mens de primeare smakarvaskulitter kreever behand-
ling med immunsuppressive medikamenter og pred-
nison, kan medikamentelt induceret sygdom i reglen
forsvinde alene ved seponering af det forarsagende
medikament. Opher med kokainindtagelse forer for-
mentlig til, at progression af neeseaffektionen stand-
ser. En sikker bestemmelse af vaskulitassocierede
ANCA kraever positiv reaktion ved ITF-teknik pa neu-
trofilocytter plus klart positiv reaktion med et kendt
vaskulit-autoantigen som PR3, MPO, EL eller BPI.

| 3 2009
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En ny pris innen fagomréadet medisinsk biokjemi
The Lorentz Eldjarn Prize Competition for Best Publication

Tor-Arne Hagve

The Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation

tor.arne.hagve@ahus.no

Lorentz Eldjarn

Da professor Lorentz Eldjarn gikk bort i 2007 viste
hans testamente at han donerte en temmelig stor sum
penger til Nordisk forening for klinisk kjemi (NFKK),
oremerket til finansiering av et fond med formal 4 oke

fokus pa tidsskriftet "The Scandinavian Journal of
Clinical and Laboratory Investigation” (SJCLI), i form
av en pris med Eldjarns navn.

Eldjarn var sentral i etablering og oppbygging av

SJCLI og var hovedredakter i 12 ar. Han var en leden-
de fagperson og organisator innen fagomradet klinisk
kjemi, bade i Norge, Norden og internasjonalet i
flere tiar, blant annet i stillingen som avdelingssjef og
professor pa Rikshospitalet i Oslo, samt veileder for
et stort antall doktorgrader. Lorentz Eldjarn har mye
av eren for at fagomradet klinisk kjemi ble etablert
og fikk en stor utbredelse i Norge, og at det i dag har
en betydelig status som medisinsk spesialitet. En mer
utforlig omtale av Lorentz Eldjarn kommer i neste
hefte av Klinisk Biokemi i Norden.
I'regi av NFKK er det nd utarbeidet statutter for fondet
(The Lorentz Eldjarn Fund), samt en utferlig beskri-
velse av "The Lorentz Eldjarn Prize Competition”.
Prisen er planlagt & deles ut for forste gang pa Nordisk
kongress i medisinsk biokjemi i Oslo i juni 2010.

Foto: Henrik Alfthan
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Foto: Henrik Alfthan

Beskrivelse av Eldjarn-prisen

1.

“The Lorentz Eldjarn Prize Competition for Best
Publication’, hereafter referred to as “The Prize”
is financed by the Lorentz Eldjarn Fund, esta-
blished by Professor Lorentz Eldjarn and his wife
Torunn in 2009. The Prize is intended to support
and promote the international distribution of the
journal “The Scandinavian Journal of Clinical
and Laboratory Investigation” (hereafter referred
to as “SJCLI”). Lorentz Eldjarn was the Managing
Editor of SJCLI during 16 years.

The Prize is awarded each second year to the
first author of the best article published in SJCLI
during the five years proceeding the prize year.
At least one of the authors has to be engaged in
activities related to medical biochemistry at an
institution in one of the Nordic countries.

The twenty most cited articles during the actual
five year period are pre-selected for further evalu-
ation by a Prize Committee. The Prize Committee
nominates three of the pre-selected articles to be
presented at the forthcoming Nordic Congress in
Clinical Chemistry.

The first author of each of the three nominated
articles are invited to present their study as a part
of the scientific program at the Nordic Congress
of Clinical Chemistry, especially focussing on the
scientific impact of the study on the development
within the actual field of research. The nominees
shall also focus on how the actual article has
influenced their own later works.

10.

11.

The members of the Prize Committee are selec-
ted among the Editorial Board of SJCLI by the
Managing Editor of SJCLI, with one member
from each of Denmark, Finland, Norway and
Sweden. Additionally, the Managing Editor is
member and Chairman of the Prize Committee.
In addition to nominating the final three articles,
the Price Committee is also responsible for the
pre-selection process, for arranging the final pre-
sentations and for the contact with the nominees.
Based on the scientific quality of the study and the
clarity of the presentations the Prize Committee
shall reach a consensus on the recipient of the
first, the second and the third prize.

The recipients of the Prize shall be announced
by the Chairman of the Prize Committee at
the banquet of the Nordic Congress in Clinical
Chemistry.

The 1. Prize winner receives DKR100.000, the
2. Prize winner receives DKR 50.000 and the 3.
Prize winner receives DKR 30.000. Each of the
recipients will also receive a certificate citing their
contributions. The Board of The Lorentz Eldjarn
Fund may regulate the amount of awarded money
depending on the financial situation of the Fund.
The Lorentz Eldjarn Fund will pay the travel
expenses, accommodation for three nights and
the congress fee for the three nominees and the
Prize Committee.

The Prize Committee shall present a summary
report to “The Lorentz Eldjarn Fund” within two
months after the awarding
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Analys av csv-hemoglobin och -bilirubin

Anders Larsson, Lars Hillered och Peter Ridefelt

Klinisk kemi och farmakologi och Neurokirurgen, Akademiska Sjukhuset, Uppsala

Den 18 november 2008 gick Akademiska labora-
toriet G6ver fran att analysera CSV-bilirubin med
scanning spektrofotometri till att utfora bilirubinana-
lysen pa ett kemiinstrument i kombination att mata
absorbansen vid 415 nanometer. Malet var att korta
svarstiderna, fa en bittre standardisering av bedém-
ningarna och forenkla tolkningen for klinikerna. Vi
har nu haft metoden i drift ca 3 ménader utan nagra
kundklagomal.

Efter 3 manader har 72 analyser utforts. Av dessa
var 62 negativa, d.v.s. bdde csv-bilirubin och csv-
hemoglobin 1ag under grinsviardena. Tva patien-
ter var positiva pad bada analyserna, den ena hade
subaraknoidalblédning (SAB), den andra hade en
forklaring till stegringarna i en medfédd cerebral
missbildning. Sju patienter hade forhojda virden pa
csv-hemoglobin, men normalt csv-bilirubin. Dessa
hade alla rimliga férklaringar, ex virusinfektioner
och traumatiska eller upprepade LP. Ett fall hade litt
forhojt csv-bilirubin och normalt csv-hemoglobin.
Denna patient hade haft SAB atta méanader tidigare,
men nu var bdde CT och angiografi negativa.

Bakgrund
Subaraknoidalblédningar (SAB) har en arlig incidens
pa ca 6-20 fall/100 000 invénare eller ca 1000 fall per
ar i Sverige. SAB iér orsaken till ca 3-5% av alla stroke
och har en hog mortalitet (upp till 50%). De patienter
som 6verlever far ofta kvarstaende symptom. En tidig
och korrekt diagnos ar viktig for att minimera dédlig-
het och kvarstdende symptom efter SAB.
Forstahandsmetoden vid SAB dr datortomografi
(DT). Metoden 4r tillgdnglig pé de flesta sjukhus och
har en hog tillforlitlighet. Dock anses det att metoden
missar ett par procent av SAB varfér lumbalpunktion
skall utféras atminstone pé patienter med negativ
DT. Sannolikt utférs ocksd mdinga lumbalpunktio-
ner innan man sett DT svaret for att inte forsena
utredningen och t.ex. om man har en meningitfré-
gestallning. Vid misstanke om SAB skall man ana-
lysera cerebrospinalvitskan med avseende pa blod

och bilirubin. I USA anvénder man ofta en férenklad
metodik och bedémer firgen mot rockirmen eller
annan lamplig bakgrund. Det ar givetvis en mycket
grov metod som man i Sverige och 6vriga Europa inte
anser halla acceptabel analyskvalitet. I Sverige gor vi i
regel en screening analys vid 412 eller 415 nm och om
absorbansen dr mer dn 0,025-0,040 (laboratoriebero-
ende) si utfors spinalspektrofotometri med scanning
alternativt mats absorbansen vid flera véglingder.
Sedan ldmnas svaret ut tillsammans med referen-
skurva som svarsmottagaren far tolka sjilv (som i
Uppsala) eller man ldimnar med ett tolkningsforslag
fran laboratoriet. Ar man lite sjilvkritisk s maste
man konstatera att detta inte dr helt optimalt och det
finns utrymme for forbattringar. For det forsta ér det
inte sérskilt bra att vi har olika granser for screen-
ingen for den hir patientgruppen. Patienter med SAB
skickas ofta akut till ndrmaste neurokirurgiska klinik.
I Uppsala regionen flygs patienterna ofta med heli-
kopter till Akademiska sjukhuset vid misstanke om
SAB. Om lanssjukhuset har en lagre beslutsgrans for
SAB dn Akademiska sjukhuset sa blir det en mycket
marklig situation. Om provet visar 0,035 och tagits
pé Akademiska sjukhuset (som har gransen 0,040)
sd hade provet varit negativt men nér det andra sjuk-
huset har en lagre beslutsniva sd ar provet positivt och
patienten har SAB vilket ju ér ett allvarligt tillstand
som skall atgirdas. Detta skapar en hel del problem.
En diskussion mellan neurokirurgjouren i Uppsala
och en jourhavande likare pa lanssjukhuset som
forsoker tolka resultaten fran en kurva som han/hon
héller i handen och foérklara detta fér neurokirurg-
jouren maste kunna ge upphov till en mingd olika
feltolkningar. Hur hog topp var det pa kurvan, vid
vilken véglingd och hur tolkar man resultatet?
Samtidigt undrar man hur val underbyggda vara
screening-grénser dr. Uppsala som har en relativt hog
grans for att utfora scanning anser sig ej ha missat
nagot prov da kurvor kring 0,040 alltid ar slita och
sakna en distinkt topp. Eftersom 415 toppen orsakas
av oxyhemoglobin sa kan en firsk stickblodning ge
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ett positivt varde. Eftersom graden av stickblédning
sannolikt dr beroende av den som utfér provtagning-
en sa borde man teoretiskt ha olika grianser beroende
pa vem som tagit provet. Det ar givetvis omojligt att
genomfora i praktiken. Med tanke pa problemen med
olika granser och patienter som skickas till annat
sjukhus for neurokirurgi skulle vi darfor vilja rekom-
mendera att vi infér en gemensam grins i Norden
(0,040). Om vi sedan kommer till bedémningen
av sjilva spektrumet didr man framforallt bedomer
forekomst av bilirubin sa 4r inte heller detta optimalt.
Vi anser att vi saknar klara beslutsgranser for nar det
finns en bilirubintopp eller inte och att bedomningen
i alltfér hog grad ar operatorsberoende. Antalet tolk-
ningar per bedomare ar lagt vilket 6kar osikerheten
i tolkningarna. Proverna kommer ofta pa helger
och nitter och ar arbetsintensiva. Detta i kombina-
tion med att vi maste utbilda manga personer pa en
lagfrekvent analys gor att metoden inte heller ur ett
ekonomiskt perspektiv ir sirskilt bra. Atminstone
de dldre scanningspektrofotometrarna var inte heller
sarskilt anvandarvénliga.

Den okade kinsligheten for datortomografi i kom-
bination med problemen att skilja mellan fiarsk SAB
och stickblodning har medfért att man mer och
mer fokuserar pa bilirubin snarare 4n oxyhemo-
globin i cerebrospinalvitska for SAB diagnostiken.
Om man avvaktar minst 12 timmar sa har det frisatta

blodet omvandlats till bilirubin. Det gor att man
har betydligt lattare att skilja mellan SAB och
stickblodning da den senare ej skall ge upphov till
bilirubinstegring.

Vi kan dérfor forvanta oss att cerebrospinalvitske-
diagnostiken av SAB mer och mer kommer att inriktas
pé kvantitativ analys av bilirubin i cerebrospinalvit-
ska. Vi tror att det ér fa av oss pé laboratorierna som
kommer vara sirskilt trakterade av att kvantifiera
bilirubin utifrén véra kurvor. Det kom nyligen en
artikel som visade att kvantitativ bilirubinanalys med
en beslutsgrans pa 359 nmol/L var en mycket bra
metod for att utesluta SAB.

Vi har under véren studerat mojligheten av att
ersitta scanningspektrofotometri med kvantitativ
bilirubinanalys pa vart kemiinstrument. Genom att
oka provvolymen sa kan vi 6ka kinsligheten for
bilirubinanalysen pa Architect instrumentet. Vi kan
inte se att det skall vara négra problem att satta upp
metoden pa andra kemiinstrument. Vi anvinder oss
av en standardkurva som gér ner till 300 nmol/L och
anvédnder oss av spiadda kontroller. Vi hade ocksa en
acceptabel overensstimmelse mellan spektrofotome-
trin och den kvantitativa bilirubinmetoden (Fig. 1).
Metoden har en god linjaritet (Fig. 2.) och impre-
cision. Genom att vi anvinder de vanliga bilirubin-
reagensen sa finns metoden tillginglig dygnet runt.
Metoden minskar tiden fér analys och man slipper de
individberoende tolkningarna.

Bilirubin metod

Csv-bilirubin (reagens: REF 6L45-40, Abbott Labo-
ratories) utfordes pa en Architect C8000 (Abbott
Laboratories) efter 6kad provvolym jamfoért med
plasma-bilirubin metoden. Den totala analytiska
imprecisionen f6r plasmabilirubinmetoden var

(Fortseetter side 34)
Tolkningsmall:
Csv-bilirubin Csv-Hemoglobin Tolkning/Atgird
(nmol/L) (Abs 415 nm)
<350 <0,04 Negativ :
Ej remiss neurokir
Inkonklusiv
<350 <0,04 Troligen remiss neurokir. Kontrollera tid for provtagning
(<12 h efter symtomdebut).
350 0,044 Forer.lhgt med .SAB
Remiss neurokir
Forenligt med SAB**
>350 <0,04 Troligen remiss neurokir. Kontrollera att 6kningen inte
beror pé forhojt P-Bilirubin.
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Figur 1. En jamforelse mellan delta absorbans mdtt med spek-
trofotometri (x-axel) och den kvantitativa bilirubinmetoden
visade acceptabel overensstammelse.

(Fortsat fra side 33)

1,4% vid 22 pmol/L. Féljande instrumentparametrar
anvindes for analys av csv-bilirubin: Primarvéaglingd
548 nm, sekundirvaglingd 604 nm, 160pL reagens 1
och 40 pL reagens 2 blandas med 35 pL prov, prov-
blank vid position 14-16, ldsposition 20-22 och linjar
kalibreringskurva. Standardkurvan beereddes genom
att spada plasma bilirubin kalibratorn sé att standard-
kurvan omfattade intervallet 302 till 9479 nmol/L.
MQ vatten anvindes som blank.

Nedanstiende information dr hdmtat fran labo-
ratoriets hemsida med information om analysen
(for ytterligare information se: http://akademiska.
temp.st/index2.htm):

Provtagning: Lumbalpunktion bér om majligt goras
tidigast 12 h efter symtomdebut. Provet bor vara

Foto: Henrik Alfthan

| 3 2009

a4 L

W= 0oEh7x . 1504
RE =0 GE6

= 4

00l 4

Bilirubim resutta fram Architect
o
=

lf'll).- 0
Calculatad bilirubin valee

o 2000

Figur 2. Seriespidning av prov med hog bilirubinkoncentration
upvisade en bra linearitet mellan uppmiyitt och berdknad biliru-
binkoncentration

lab tillhanda inom 40 min efter provtagningen.
Ljuskénsligt prov, forvaras och transporteras inlindat
i aluminiumfolie.

Om patienten har eller misstinks ha hogt
P-Bilirubin (P-Bilirubin >20 pmol/L) bor samtidigt
prov tas for P-Bilirubin.

Tolkning: Analysen Csv-Hemoglobin och Bilirubin
kan anviandas vid misstanke pa subaraknoidalblod-
ning (SAB), framforallt i de fall da datortomografi
inte pévisat blodning.

Med analysen bestdms dels halterna av hemo-
globin (oxihemoglobin), dels det bilirubin som bil-
das av fagocyterna i hjarnvavnaden vid nedbryt-
ning av hemoglobin efter de réda blodkropparnas
destruktion.

Roda blodkroppar hemolyserar i spinalvitska.
Hemolysen kan vara pataglig redan fore 12 h.
Allteftersom hemoglobin omvandlas till bilirubin av
makrofager, med borjan cirka 10 h efter blodningen,
okar gulfirgningen av cerebrospinalvitskan. Forst 3
veckor efter en engangsblodning har cerebrospinal-
vitskan helt normaliserats.

Vid stickblodning kan man minska risken for falskt
positiva resultat genom att ta fyra ror (varav de sista
anvinds for analys av hemoglobin och bilirubin) samt
att minimera tiden till centrifugering. Csv-Bilirubin
>350 nmol/L talar fér subaraknoidalblodning under
forutsittning att provet inte tagits tidigare dn 12 h
efter symtomdebut, eller senare dn 3 veckor efter.
Hogt bilirubin i plasma (P-Bilirubin >20 pmol/L) kan
ge falskt positiva resultat.
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Dags att soka medel frain NORDFOND

Jarkko Ihalainen, NFKK

NORDFOND
Ansokningsfrist 1 november 2009

Vad dr fondens syfte?
Fondens syfte ar att frimja utveckling av klinisk kemi
och andra laboratoriespecialiteter i Norden.

Resultat som uppnatts via projekt som stods av
fonden skall formedlas till laboratorier i Norden, helst
via Klinisk Biokemi i Norden.

Vem kan soka?

Medel kan sokas till projekt som uppfyller fondens
syfte och som utfors i samarbete mellan minst tvd
nordiska ldnder.

Vilka utgiftsposter kan tickas?

NORDFOND-medel skall i forsta hand tacka utgif-
ter for motesverksamhet, men kan i viss omfattning
ocksa ticka driftsutgifter och andra utgifter.

Vad skall ansokningen innehdlla?

Ansokningen skall innehélla:

« En kort resumé

o Projektbeskrivning (max 5 sidor)

o Upplysning om deltagare och deras acceptans for
deltagande

« Budget med upplysning om eventuell medfinansie-
ring fran andra kallor

Hur mycket kan delas ut?
Under ar 2009 kan fonden dela ut totalt ca 100 000
DKK.

Vem skall ha ansokningen?

Ansokningar skickas till ordférande i NFKK
Jarkko Thalainen

Oy Medix Ab

Knektbron 1

FIN-02630 Esbo, Finland

E-post: jarkko.ihalainen@medix.fi

Ansokningsfristen dr 1 november 2009

Vad ligger man vikten pd

vid behandling av ansokningar?

o Att det ror sig om ett projekt av god kvalitet.

o Att det dr ett samarbete mellan flera nordiska
linder.

o Att projektet har betydelse for klinisk kemi och/
eller andra laboratorieomraden.

Nir far man svar?
Ansokningarna behandlas av NFKK:s styrelse och
svar sdnds ut fore 31 december 2009.

Nir och hur utbetalas pengarna?

Medlen utbetalas frin NORDFOND till sokande.
Ta kontakt med

Niklas Rye Jorgensen

Klinisk Biokemisk Afdeling

Glostrup Hospital

Ndr. Ringvej 57-59

DK 2600 Glostrup

E-mail: niklas@dadlnet.dk

Limna uppgift om till vilket konto pengarna skall
overforas. Kontot skall tillhéra den institution dit
sOkande ar knuten.

Nir skall pengarna anvindas?

Pengarna skall anvdndas fére 1 januari 2012.
Eventuella resterande medel betalas tillbaka till
NORDFOND.

Niir skall projektet rapporteras?

Projektet skall rapporteras till NFKK senast 1 januari
2012 och omfatta avslutade rakenskaper och en kort
resumé om projektet, eventuellt i form av en artikel,
tryckt eller insand till Klinisk Biokemi i Norden.

Var kan man fi ytterligare upplysningar?

Ytterligare upplysningar kan fas av styrelsemedlem-
mar i NFKK. Namn och adresser finns i Klinisk
Biokemi i Norden eller pdA NFKK:s websida:
http://nc.ibkliu.se/nfkk/
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Usikkerhetsberegninger

| 3| 2009

Johan Bjerner, Fiirst Medisinsk Laboratorium, Oslo og Klinisk kemi, IKE,

Universitetet i Linkoping.

Ofte rapporter vi en storrelse
som er beregnet fra en eller flere
maleresultater. Vi kan ha direkte
mal (internkontroller) og indi-
rekte mdl (eksterne kontroller)
for usikkerheten i en beregnet
storrelse, men det er ofte nyttig
ad kalkulere hvordan usikker-
het i maleresultatene forplanter
seg til den beregnede storrelsen.
Denne artikkelen vil omhandle
grunnleggende begreper bak
usikkerhetsberegninger og gi
noen regneeksempler.

Johan Bjerner i osiker position.

Gjennomsnitt og standardavvik

Vi har et maleresultat, og vi vet at dette maleresulta-
tet ikke er “eksakt’, men inneholder usikkerhet som
stammer fra analyseinstrumenter og andre usikker-
hetskilder. For 4 kunne formidle dette resultat videre
til andre er det viktig & folge regler for slik rappor-
tering. Vi rapporterer forst maleresultatet, som ogsa
kan vere et gjennomsnitt av flere gjentatte mélinger.
Usikkerheten beskriver vi med et standardisert mal,
standardavviket. Formlene for beregning av gjen-
nomsnitt og standardavvik fra konkrete maletall er
velkjente:

fzg’x' og s = M
N OED)

Forventingsverdi og varians

Gjennomsnitt og standardavvik beregnet fra konkrete
maletall blir aldri “eksakte”, selv om vi har mange
malinger. Vi kan dog godt forestille oss eksakte
storrelser, for eksempel en serumpreve som innehol-
der eksakt 140 mmol natrium per liter og som kan
males med et standardavvik som er eksakt 2 mmol
per liter. Vi betegner gjerne slike eksakte/teoretiske
storrelser med greske bokstaver for & skille dem fra
storrelser beregnet fra konkrete maletall som skrives
med latinske bokstaver. Et eksakt/teoretisk gjennom-
snitt betegner vi forventingsverdi. Forventingsverdien
av en variabel x vil vi her skrive med vinklet klamme
(x), men kan ogsa skrives £(x). Eksakt/teoretisk stan-
dardavvik skriver vi o. Formler og beregninger blir
dog oftest enklere dersom vi bruker kvadraten av
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standardavviket, o, som betegnes varians. Variansen
er definert fra forventingsverdien:

(G=(0))) eller (x*)=(x)’

Vi har na to variabler, A og B, som vi onsker a legge
sammen. Variansene for A og B er:

(-(4)) °8 (6-(5)))

Variansen for summen A + B er:
(trB-(0)+(B)) )=
((a-(ay+B-(5))=

((=(4)) +20a~(a)XB-(B)+ B (B)Y )=

(=) )+ 2~ (a)XB-(B))+(E-(B)Y)

Vi kan skrive dette enklere som:

f=4+B = o0;=0,+20,+0;

For differensen mellom to variabler vil et tilsvarende
regnestykke gi:

f=4-B = 0;=0;-20,,+0;

Termen O js betegnes kovarians (samvariasjon).
I medisinsk biokjemi er nesten alltid kovariansen
positiv for to prever/analyser, dvs. at en oftere en
forventet finner to heye eller to lave resultater sam-
men. Ved negativ kovarians forekommer kombina-
sjonen av et hoyt og et lavt resultat hyppigere enn
forventet. Positiv kovarians skal altsa legges til ved
addisjon og trekkes fra ved subtraksjon. Kovariansen
kan ogsa beregnes fra korrelasjonskoeffisienten P.s:

2
0 2
P = eller o3,
0-/168

=P 040

I tilfelle vi har konkrete maleverdier kan vi velge
latinske bokstaver:

2

s 2
_ OB — .
Fup = eller S, =7,p°S,8p
S45g

For to uavhengige variabler A og B er kovariansen
alltid 0, og vi har:

f=A%*B = o;=0,+0,

Dersom A og B er normalfordelt vil ogsd summen/
differensen vaere normalfordelt.

Eksempel: Serum blir avpipettert til et ror ved d bruke
en 100 ul pipette to ganger og vi antar at pipetterte

volumer er uavhengig av hverandre.

TotalPipettering = Pipetteringl + Pipettering2

(Fortseetter side 38)

Jiu

-3 -2 -1 0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1
A %\
T T T T T
-3 -2 -1 0 1 20 22 24 26 28 30 32

Figur 1. Qverst til venstre: Vi har en normalfordelt analy-
seusikkerhet (rodt) og en rektangulcert fordelt avrundingsusik-
kerhet (gront). Ndr disse legges sammen fir vi den sorte kurven,
som verken har normalfordeling eller rektanguleer fordeling.
Qverst til hoyre: Siden analyseusikkerheten er storre enn avrun-
dingsusikkerheten, kan vi velge d erstatte den rektangulcere
fordelingen med en like stor normalfordeling (gront). Nar disse
legges sammen fir vi en normalfordeling.

Nederst: Forskjellen mellom eksakt (med rektanguleert fordelt
avrundingsusikkerhet) og approksimasjonen er smd (her bld og
lysebld kurver), og mest synlig i halene av fordelingene (bilde

til hoyre).
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(Fortsat fra side 37)

Variansen for en pipettering er 4 (tilsvarer et stan-
dardavvik pa 2 ul og en CV pa 2%). Usikkerheten er
normalfordelt. Samlet usikkerhet/varians for begge
pipetteringer blir 8 (tilsvarer et standardavvik pa 2,8
pl og en CV pd 2,8%). Usikkerheten er normalfordelt
og vi kan lage et 95% konfidensintervall pd 200 +
1,96:2,8.

Vi kan i dette tilfelle si at hver pipettering bidrar
med 50% til totalvariansen.

To avhengige variabler

Total PSA (tPSA) og fritt PSA (fPSA) analyseres pa
samme instrument og internkontroller stammer van-
ligvis fra samme proveglass. Nér total PSA er hoyt
er derfor sannsynligheten storre for at fritt PSA ogsa
er hoyt enn for at fritt PSA vil veere lavt. Vi har en
positiv kovarians. Vi beregner na konsentrasjonen av
kompleksbundet PSA (cPSA) som differensen mel-
lom total PSA og fritt PSA (cPSA = tPSA - fPSA).

Eksempel: Vi maler tPSA til 10 umol/L med en analy-
tisk CV pd 4% (standardavviket er da 0,4 og variansen
0,16) og fPSA til 4 ymol/L med en analytisk CV pd
5% (standardavviket er da 0,2 og variansen 0,04).
Med en korrelasjonskoeffisient pd 0,5 blir kovariansen
0,5-0,2:0,4 = 0,04. cPSA blir 10 - 4 = 6 ymol/L med
variansen 0,04 + 0,16 - 2-0,04 = 0,12 (standardavviket
er da 0,35 og analytisk CV 5,8%).

I et usikkerhetsbudsjett har vi at variansen for tPSA
er 0,16, variansen for fPSA 0,04, og kombinasjonen av
tPSA og fPSA har variansen 0,08 som her skal trekkes
fra (siden vi beregner differensen) for a fa totalvari-
ansen 0,12. Vi kan uttrykke dette som at tPSA bidrar
med 133%, fPSA med 33% og kombinasjonen av
tPSA og fPSA med -66% til totalvariansen (100%).

Ikke normalfordelte variabler
Ved avrunding oppstar en usikkerhet med rektangu-
leer/uniform fordeling.

Det gar fint 4 legge sammen variansene fra en
variabel med normalfordeling og en variabel med
rektanguleer fordeling. Resultatvariabelen fir dog
en fordeling som er “summen” av disse fordelinger
(vi kaller en slik "summert” fordeling for foldet (no)/
faltad (sv)/ convoluted (eng)) og som her verken har
normalfordeling eller rektanguler fordeling (Figur 1).
Vi kjenner storrelsen pé variansen, men siden vi ikke
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kjenner formen til denne fordelingen, er vi ikke i
stand til & beregne konfidensintervaller.

Ofte loses dette ved & approksimere den rek-
tanguleere fordelingen (siden avrundingsfeilen ofte
er liten) med en normalfordeling. En rektangulaer
fordeling som oppstar ved avrunding til heltall har
variansen 1/12 og kan approksimeres med en nor-
malfordeling med samme varians.

Andre regnesett enn pluss og minus
Alle funksjoner kan approksimeres av et polynom,

sdkalt Taylor-ekspansjon. Fersteordens approksima-
sjon av en funksjon er:

FE)= f@)+ @) Gc—u)
Her tenker vi oss x som maélevariabelen med usik-

kerhet, g som maleresultatet og f(x) som en beregnet
storrelse. Vi beregner variansen av begge ledd:

Varlf ()= varlf@)+ £'@) G- p)l=
Var[f )+ f'() x= f'(u) vl

Siden () og f’(p)-p er konstanter (med variansen 0)
kan dette forenkles til:

Var[f ()l=Var[f () x]
og siden Var(aX) = a2Var(X) for en konstant a har vi:
Var[f ()= (f W)Y -varlx]

Husk at /"() ogsa kan skrives som /A og i GUM skri-
ves gjerne derfor uttrykket som:

2
dx

For to variabler har vi:

T AV AWERPT AT AR
[ 3 ) )
og for tre variabler:
ot = (%).63+ (ai).ag+ (al).o;+2.(al).

ox ay| Jz ox

I\ I\ (I
2- (24 [Z4). R P By e
(o] () (o) o)

V) o
(ay)
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Bruk av matriser (ikke omhandlet her) kan forenkle
for funksjoner med mange variabler.

Deltametoden kan brukes for flervariabelfunksjo-
ner, for avhengige variabler og for kompliserte funk-
sjoner som kvadratrotter og eksponentialfunksjoner.
Deltametoden gir et uttrykk for usikkerheten som
kan brukes i f. eks. et Excel-ark, men krever at en kan
derivere funksjonen. Deltametoden har to feilkilder;
siden vi ikke kjenner formen til fordelingen av resul-
tatvariabelen méa den approksimeres med en normal-
fordeling (normalapproksimasjon), og at vi bruker en
forsteordens Taylor-ekspansjon.

Logaritme, multiplikasjon og divisjon
Vihar forlogaritmen aven variabel med deltametoden:
x x XZ

o} = (g)z'o_z:} (@)%azzfi
X x

Logaritmering gir forenklingsformler for multiplika-
sjon og divisjon:

o’ 2
f=4B =In(f)=In4d+InB= szer

og f=4 Sin(f)=Ind-mB= o o
B VA

Vi legger altsé sammen de relative variansene
2

o[ 1o

9. og 95 istedenfor de absolutte O og .
BZ

A
X
<
~ x
a x
X o |
D’\
= x
> x
[}
€
[1e x
o
ICIINI
o x
: L
£
o x
< x
x
X
x
. X
X x
o | x X
~ \ T T 1
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% analytisk CV for plasma-kreatinin

Figur 2A. Gjennomsnittlig estimert GER pker med okende
analytisk usikkerhet for plasma-kreatinin.

Bruker vi betegnelsen CV for relativ usikkerhet har
vi for uavhengige variabler A og B (med kovarians 0):

f=4B = CV}=CV:+CV;
g A 2 2 2
f=5 = rp=CViscy;

(For produktet kan vi bruke annenordens Taylor-
ekspansjon (se GUM) for a finne en eksakt losning:
f=AB = CV}=CV!+CV}+CV}-Cy} somdogbru-
kes sjelden)

Normalfordeling i A og B gir ikke normalfordeling i
resultatvariabelen / ved multiplikasjon og divisjon.
Tetthetskurvene er alltid mer eller mindre skjeve og
med en topp som er spissere eller buttere enn nor-
malfordelingen. For asymmetriske kurver er heller
ikke gjennomsnittsverdien (kurvens “tyngde-
punkt”) det samme som medianverdien. Med eken-
de maleusikkerhet vil avstanden mellom gjennom-
snitt og median oke. Ved ekende usikkerhet i
plasmakreatinin gker avstanden mellom gjennom-
snittlig eGFR og median eGFR (Figur 2a) og med
asymmetriske fordelinger folger asymmetriske kon-
fidensintervaller (Figur 2b).

Kragtens approksimasjon
Alle variabler blir hdndtert som uavhengige og nor-
malfordelte. For variabler som skal summeres eller

(Fortseetter side 40)
o x
. N — x
5 <
5 x
c
£ .
=
[=4 x
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Figur 2B. Med okende analytisk usikkerhet for plasma-
kreatinin blir konfidensintervallet alt mer skjevt.
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(Fortsat fra side 39)

subtraheres legger vi sammen absolutte varianser, og
for variabler som multipliseres eller divideres, legger
vi sammen relative varianser. Vi beregner sa konfi-
densintervall for resultatvariabelen ut fra normalfor-
delingen (normalapproksimasjon).

Kragtens approksimasjon er enkel i bruk, men gir
relativt grove feil for avhengige variabler, og ekspo-
nentialfunksjoner og kvadratretter blir heller ikke
handtert pa en korrekt mate.

Monte Carlo - simulering

Det anbefales i GUM at antallet simuleringer ber
veere storre enn 10000/(1-p) hvor p er ensket kon-
fidensintervall. Et 95% konfidensintervall trenger
derfor minst 10000/(1-0,95)=200000 simuleringer.
Vi simulerer forst alle delvariabler N ganger.
Vi beregner s& funksjonsverdien N ganger, sorterer
resultatene og lager et konfidensintervall. Hvis vi
onsker & beregne et 95% konfidensintervall for eGFR
for en pasient med plasmakreatinin 100 pmol/L og
et analytisk standardavvik pa 3 pmol/L, sd simulerer
vi 200000 resultater med et gjennomsnitt pa 100
og et standardavvik pa 3 og beregner eGFR 200000
ganger. Vi sorterer resultatene etter storrelse og et
95% konfidensintervall for eGFR tilsvares av obser-
vasjon nr: 5000 og observasjon nr: 195000. Vi kan
ogsa lett legge til andre usikkerheter som avrunding.
Monte Carlo-simulering er enkelt og eksakt, og er

Foto: Henrik Alfthan
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ikke beheftet med feilkildene ved Kragtens approk-
simasjon og Deltametoden. I praksis er disse feil-
kildene betydelig storre enn usikkerheten fra Monte
Carlo-simuleringen av tilfeldige tall. Monte Carlo-
simulering burde derfor brukes mer.

Monte Carlo-simulering krever dog dedikert pro-
gramvare. Jeg har lagd en brukervennlig web-appli-
kasjon i R (www.sjcli.org) som er brukt i eksem-
plene her. Jeg har ogsa sett en applikasjon i Matlab
(M Solaguren-Beascoa Fernandez : Accr Qual Assur
2009:95-106).

En fallgruve

Av og til ser en eksempler pa at det i et usikkerhets-
budsjett ogsa tas med usikkerhet i parameterverdier,
f.eks. stigningstall (slope) og skjeringspunkt (inter-
cept) i en regresjon eller parameterverdiene i eGFR-
likningen. Dette er feil. Den usikkerhet i parameter-
verdiene som fantes ved det opprinnelige MDRD-
studiet (studiet bak eGFR-likningen) vil forplante
seg som en bias og kan ikke legges sammen med
den analytiske usikkerheten for kreatininmalingen.
Ved gjentatte malinger av samme pasient vil kreati-
ninkonsentrasjonene endre seg som resultat av analy-
tisk og biologisk variasjon, men bias-bidraget vil veere
konstant. Variabler og parametre er med andre ord
epler og paerer og kan ikke legges sammen.

Eksempel 1 - eGFR

De siste arene har det vert fokus pa en beregnings-
formel for estimert glomeruler filtrasjonsrate, basert
pé pasientens plasmakreatinin, alder, kjenn og med
en eventuell korreksjonsfaktor for etnisitet. Den van-
ligste formelen stammer fra MDRD-studiet, men
det finnes ogsa alternative formler (Malmé-Lund).
MDRD-formelen ser ut slik:

¢GFR=Sex- Ethnicity-175- (W ) - Age "

For "Sex” gjelder at mann er 1 og kvinne 0,742.
For “Ethnicity” gjelder at "white” er 1 og “black’
1,210. For enkelhets skyld sier vi na at vi har en hvit
mann, vi kaller eGFR for G, PlasmaCreatinine for C
og Age for A:

-L154
. 470203

C
88,4

G=175- (
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Dette kan forenkles til:
G = 30849 . C*I,154 . A—QZ(J}

Dette uttrykket inneholder komplekse funksjoner
av A og C. Kragtens approksimasjon er derfor ikke
brukbar. Vi skal forst bruke Deltametoden. A og C
er uavhengige og vi trenger ikke & bekymre oss for
kovarians. Vi har:

ol = a—GZ-GZ+ 9G o2
GN(BC) c (BA) A

G

g = 30849 (ZL154) CH A =235600- € 402

og:

a—G =30849.C7""* -(=0,203)- PREC.
04

_6262 . C*\,I54 . A*l,ZOS

som gir:

G(zj ~ (—35600~C72‘|54 ‘Afo,zmj ~Gf + (—6262~C71‘|54 AA"vz(”j 'O'j
som kan forenkles til:
O'é =1,27-10° - C™%. 4794 O'g +3,92:107-C7% . 4724 0'/21

Vi har en 45 dr gammel hvit mann med plasma-
kreatinin pa 120 med en analytisk CV pa 3 prosent.
Variansen i A er 1/12 (se rektanguleer fordeling) og
variansen i C er (12040,03)A2=12,96.

eGFR blir 56,79 ml/min

Variansen for eGFR blir:

oo =1,27-10° 1207 . 4574 12,96
+3,92-107 -1207% - 4574 . 0,083

hvilket blir 3,87. Standardavviket blir da 1,97 som
tilsvarer en CV pd 3,46%. Vi har at de to usikker-
hetene (3% CV for plasmakreatinin og ca 0,6% CV
for alder) forplanter seg til en usikkerhet pa 3,46%
i eGFR. Konfidensintervallet for eGFR blir 52,93 -
60,45 ml/min

Monte Carlo-simulering gir en eGFR pa 56,85
mL/min og med et konfidensintervall pd 53,18 -
60,91 mL/min. Noter at eGFR altsa er lavere ved
Deltametoden og konfidensintervallet symmetrisk
som felge av approksimasjonene. Med stgrre maleu-
sikkerhet, hadde forskjellene mellom Delta-metoden
og Monte Carlo-simuleringen vert enda storre.
Og som en ma merke seg, giennomsnittet for estimert

GFR gker med maleusikkerheten (Figur 2a) og at
konfidensintervallet blir skjevere med gkende maleu-
sikkerhet (Figur 2b). MDRD-formelen gir derfor
riktige resultater kun nar maleusikkerheten ved ditt
laboratorium tilsvarer maleusikkerheten i primeerstu-
diet (og denne er ikke rapportert...). En har nok god
grunn til heller & bruke en annen formel for estime-
ring av GFR som Malmé-Lund, hvor den analytiske
usikkerheten er kontrollert og rapportert i studiet.

Eksempel 2 - PSAratio

PSA-ratio brukes i diagnostikk av prostatakreft og er
simpelthen nivaet av fritt PSA delt med totalt PSA.
Vi far en ratio, og hvor de to delkomponentene fritt
PSA og totalt PSA analyseres samtidlig pa samme
analyseinstrument. Samvariasjonen (kovariansen) er
relativt stor, jeg fikk pa rutinekontroller ved Radium-
hospitalet en korrelasjonskoeffisient pa 0,5-0,6. Vikan
derfor ikke bruke Kragtens approksimasjon. Vi bru-
ker i stedet:

2 2
O-fNO-A

_ 205, O
oA

AB B’

A4
=3

Vi maéler tPSA til 10 umol/L med en analytisk
CV péa 4% (standardavviket er da 0,4 og variansen
0,16) og fPSA til 4 umol/L med en analytisk CV pa
5% (standardavviket er da 0,2 og variansen 0,04).
Korrelasjonen er 0,5 (kovariansen blir 0,5-0,2-0,4 =
0,04).

F or 0,04 2.0,04 016
R=— = =T T T
T R* 4 40 10

=0,0025-0,002+0,0016 = 0,0021

(Fortscetter side 42)
...... .||I|||||““““ ““““"""Im
T T T 1
0.3 0.40 0.45 0.2 0.4 0.6 0.8
PSAratio PSAratio

Figur 3. Usikkerheten i PSA ratio er relativt symmetrisk ved
lav maleusikkerhet i fPSA og tPSA (venstre). Ved okende
usikkerhet blir usikkerheten alt mer skjevfordelt (hoyre).
Noter ogsd at kurven er spissere enn normalfordelingen.
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(Fortsat fra side 41)

Dette gir:

o7 =0,0021-R* = 0,000386 hvilket tilsvarer et standard-
avvik pa 0,018 og en CV pa 4,6%. Konfidensintervallet
blir med normalapproksimasjon 0,364-0,436.

Monte Carlo-simulering gir en ratio pa 0,4 med et
konfidensintervall pd 0,365-0,437. Ser vi pa plot-
tet fra simuleringen (Figur 3 venstre), aner vi en
liten skjevhet som ikke normalapproksimasjo-
nen tar heyde for. Med hgyere analyseusikkerhet
(CV pa 20% for fPSA og tPSA) ser vi dette tydelig
(Figur 3 heyre). Akkurat som for eGFR sa er PSAratio
avhengig av analyseusikkerheten og en endring gir
en bias i PSAratio. En fordel med Monte Carlo-
simulering er her at vi ogsa uten vanskeligheter kan
inkludere avrundingsfeil eller liknende.

Eksempel 3 - kritiske endringer

En pasient kommer til provetaking ved to forskjellige
tidspunkter (t; og t,). Maleresultatet forandrer seg
mellom disse to mélingene, og vi er interessert i 4 vite
om forandringen i sin helhet kan tilskrives analyse-
variasjonen, eller om endringen er stgrre enn at den
kan forklares av analysevariasjonen (kritisk endring).
Endringen kan skrives:

2 2 2 2
f=4,-4 = o; =0, —2614‘42 +0

Hvis maleusikkerhetene er uavhengige og maleusik-
kerheten har samme storrelse pa begge maletids-
punkter har vi:

f=4,-4, = o’=20= o,=+20,

Uten reell endring (A2 = A1) vil vi fa konfidensinter-
vallet (95%):

0£1.96-420, = 0+196-420, = 42,770,

Dette er kilden til en kjent tommelfingerregel: er
forandringen storre enn tre standardavvik er den
signifikant.

Det omvendte gjelder dog ikke: en forandring min-
dre enn tre standardavvik er ikke alltid usignifikant.
Hvis maleresultatene samvarierer fordi det er brukt
samme analyseinstrument og samme kalibratorlott,
s& ma samvariasjonen trekkes fra i beregningene.
Vi kan gjore dette pa to méter: enten trekker vi fra
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samvariasjonen i slutten av beregningene, eller vi
inkluderer kun de kilder i analysevariasjonen som er
forandret mellom malingene (vi tar altsa ikke med
bidraget fra variasjon mellom analyseinstrumenter
og mellom kalibratorlotter i beregningene). Hvilken
fremgangsmate vi bruker er valgfritt.

Vi maler B12 til 200 pmol/L. Total méleusikkerhet
har en CV pa 10% og her inngér en usikkerhet mel-
lom kalibratorlotter pa 3% og mellom analyseinstru-
menter pa 2%. Hva er en kritisk endring med samme
kalibratorlott og analyseinstrument?

Alternativ 1. Totalvariansen er (20040,1)2=400.
Samvariasjonen er (200-0,02)2 + (200-0,04)2 =80.
Variansen i endringen er: 400- 2-80 + 400 = 640.
Standardavviket for endringen blir 25.3 og kritisk
endring £1,96-25,3
Alternativ 2. Variansen for kilder som endrer seg
er 400 - 64 -16= 320. Standardavvik for kilder som
endrer seg er 17,9. Kritisk endring er +2,77-17,9

Begge beregningsalternativer gir en kritisk endring
pa 49,6 pmol/L.

Oppsummering

Kragtens approksimasjon gir for enkle usikkerhetsbe-
regninger gode resultater, men ofte grove feil nér vari-
ablene er avhengige eller nar det brukes komplekse
regneregler i funksjonsuttrykkene. I slike tilfeller kan
Deltametoden eller Monte Carlo-simulering brukes.
Den senere varianten er bade enklere i bruk og mer
eksakt, men krever eget program eller programvare.

Takk

Takk til Pal Rustad, Gunnar Nordin og Anders
Kallner for verdifulle kommentarer. Takk ogsa til Pal
Rustad for norsk korrektur.

Referanselitteratur

Evaluation of measurement data - Guide to
the expression of uncertainty in measurement
(JCGM 100:2008) http://www.bipm.org/en/
publications/guides/gum.html.

Evaluation of measurement data — Supplement
1 to the "Guide to the expression of uncertainty
in measurement" — Propagation of distributions
using a Monte Carlo method (JCGM 101:2008).
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Identical twins?
Look beneath the surface.

There’s always more to a picture than meets the eye. What may appear
similar or even identical, isn’t. Looking beneath the surface is what Ortho
Clinical Diagnostics have been doing for nearly 70 years. Finding answers
and providing the global healthcare community with the means to make
better-informed decisions.

The VITROS® 3600 Immunodiagnostic System combines three high-
quality proprietary technologies into a single system that is self-monitoring,
highly efficient, and best of all, easy to use. With minimal staff interventions
and reduced error potential, you get quality results.

The VITROS 5600® Integrated System consolidates testing like never
before with Sample Centered Processing, 5 proven VITROS® technologies,
and over 100 assays onboard. So you get performance and quality that
improve the lab—and results that touch lives.

Ortho Clinical Diagnostics
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Den vandrande vetenskapsmannen:

Sandbankarnas gata

Per Simonsson

Till Frisiens Inseln, Watten und Seegatten kommer
sillan den vandrande vetenskapsmannen. Hit for-
laggs garanterat aldrig nagra kongresser. De Frisiska
Oarna stracker sig som ett parlband mellan Nordsjon
och de tyska och hollindska sankmarkerna. Det ar
inga fast avgransade parlor. Gransen mellan hav och
land flyter fram och éter i tidvattnets tolvtimmar-
rytm. Formerna dndras; krymper, stracker ut, 6ver-
svaimmar, torrlagger.

Hir vandrar vetenskapsmannen 6ver fuktig 6ken
av blottlagd ebbstrand. Kilometervis ut i havet, eller
om man nu skall siga nautiska mil nir man gir pa
havsbotten. Over bickar dir vattnet flyr ut till havs.
Over smé pélar av instingt hav, éver strandmaskar-
nas pyramider av sandkorvar, 6ver nigot enstaka
sndckskal. Langs stigar utmérkta med nedkoérda ris-
knippen, ut till raiddningstornet som star berett ifall
hogvattnet skulle omringa honom. Hér giller det att
kunna sin tide table och inte 6verraskas av dimma.
Klocka och kompass, som vid alla annan navigering.
Har édr det 6de, i vart fall under ldgsésong. Ingen-
mansland. Langt in mot land sover standhotellen i

Erskine och Molly Childers pa seglats 1910

skydd av sina svallar. Langt ut till havs styr fartygen, i
skydd av sina bojar.

Har inspirerades Erskine Childers till The Riddle of
the Sands. Utgiven 1903, thrillerlitteraturens tidigaste
forsok, lika frisk idag.

Romanens berittargrepp ar klassiskt. Tva mén pa

aventyr; den erfarne seglaren, och hans klagande
nyboérjargast. Som tillslut 4r den som raddar fore-
stallningen, till oss medelmattors stora ldttnad.
Ouvertyren ér lysande. En dag far den uttrikade
unge mannen i London ett brev fran en skolkamrat
med en svaremotstindlig inbjudan: Monstra sna-
rast pa min segelbét, for nirvarande i tyska vatten,
och medtag jarnkamin, lantméteriutrustning och ett
pund piptobak.
Négra dar senare star gasten pa Flensburgs kaj
- i romanens vérld kan frestelser inte motstas — och
spejar efter lustjakten han forestillt sig skall fore
honom pa trivsamma andjakter. I stillet ror hans
ovardade vdn ut honom i morkret till den primitiva
segelbaten som guppar pa redden.

Négra veckor senare har de tvd vidnnerna upp-
levt halsbrytande seglatser, lurat fientliga tyskar, 16st
sandbankarnas gator och riddar England frén tysk
invasion. Samtidigt har de ocksd drabbats av en
antydan till forilskelse i en tysk amiralsdotter som
verklige vet hur en jolle skall seglas. Men mest av allt
har de fatt frisk luft och sakrat Britannias fortsatta
herravilde &ver haven. Inte illa som vandringslit-
teratur, och dartill anglosaxiskt berdttat av den for-
finade snobben som havet obénhorligen forvandlar
till sjobuse.

For Erskine Childers visste vad han skrev om.
Som tjdnsteman i parlamentet hade han linga som-
marlov. Dem anvinde han till att kryssa omkring i
Nordsjons alla vatten. Bland annat i tidvattnets laby-
rinter kring de Frisiska 6arna. Segelsporten var ung
och entusiasterna mest stormrika temagnater som Sir
Thomas Lipton. Childers var ddremot pionjir bland
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medelklassens kryssarslikte, de som i sma bétar soker
nya vatten. Han relativa fattigdom, och ddrmed lilla
bét, gjorde ocksa att han verkligen kunde ta sig in i de
grunda Watten och Seegat dit inga djupgaende lust-
jakter vagar segla. Det var har han kom pa intrigen,
och det var hir han fingade den 6dsliga och tidvat-
tenskiftande miljon, vars sélta kdnns pa varje sida.
Childers skrev inga fler spionhistorier. Kriget kom
och flottan kallade. For sitt hjdltemod hedrades han
med Distinguished Service Cross. Direfter engagera-
de han sig djupt i irlindarnas frihetskamp. I stallet for
romaner blev det politiska pamfletter. Dértill smugg-
lade han ombord sin segelbat vapen over Irlandska
sjon. Winston Churchills dom var hard: "No man has

done more harm or done more genuine malice or
endeavoured to bring a greater curse upon the com-
mon people of Ireland than this strange being, actua-
ted by a deadly and malignant hatred for the land of
his birth”. Smabétsseglaren och vadhavens utforskare
arkebuserades inte av engelsmdnnen, som manga
hévdar. Han avrittades tragiskt nog av sina irlindska
landsmin under inbordeskriget 1922, anklagad for
illegalt vapeninnehav.

Gra himmel, gra sand, gra vistanvinden. Molnen
sveper i panoramavy 6ver den obrutna horisonten.
Regn ér pd vig. Och mer vind. Véstanvind.

Vadhavet i ebb, s& nira en dodlig kan komma att
ga pa vatten.

Sankan - for, mot eller mitt emellan?

Per Simonsson

Sénkan (Sedimentation Rate) har i minga ar varit en
bespottad analys inom i vart fall svensk klinisk kemi.
Den har linge funnits pa svarta listan Gver analyser
som vi avrader véra kollegor frén att anvinda. Men
trots detta lever den och frodas.

Har da trots allt sankan ett existensberattigande? Inte
bara som en av patienter uppskattad analys, utan ocksa
som ett screeningredskap, mitt i denna molekylérbiolo-
giska era?

For kanske har vara kliniska kollegor nytta av den.

Varfor skulle de annars fortsitta, ar

efter ar, mot véra tydliga rekommen-
dationer, att bestdlla den?

“Hundred million fans can’t be
wrong; Elvis is king!” sa sa man en ging
i tiden. Kan hundratusen lakare ha fel?

Var finske kollega Juha Horsti, sjuk-
huskemist i Tammerfors, har skrivit i ett
forsvarstal for denna trotjanare. Anders
Larsson, Uppsala, svarar och foresprakar
CRP.

Diskussionen gar vidare!

Jieotty o |AILHOUSE ROCK
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”Sankan”
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— Fortfarande en populir undersékningsmetod

Juha Horsti, PSHP Laboratoriokeskus, Tammerfors, Finland

juha.horsti@pshp.fi

Sinkningsreaktionen (SR)
har som undersokningsme-
tod inte forlorat i populari-
tet under gangna decennier
utan anvdnds fortfarande
pa bade hdlsovardscentraler
och sjukhus. Fordelarna

med undersokningen dr att
den dr bade billig och enkel att utfora dven
under ansprakslosa forhdllanden, vilket gor
den till en av virldens vanligaste laborato-
rieundersokningar. Sdnkningsreaktionen dr
en god midtare av "akutfasreaktionen”, men
kan ocksd anvindas som mdngsidigt screen-
ingtest. CRP och SR kompletterar varandra
i den kliniska tillimpningen. Den senaste
tidens forskning visar att sankan dven kan
anvindas i bedomningen av riskerna for att
en patient ska insjukna i hjdrtsjukdom.

Inledning

Historiskt gar “sankan” tillbaka till antikens Grekland,
ddr man observerade att roda blodkroppars sedi-
mentation o6kade vid inflammationssjukdomar.
Blodsinkan (Erythrocyte Sedimentation Rate, ESR)
har behallit sin position som en av virldens mest
anvinda laboratorieundersékningsmetoder for pati-
enter inom saval primdrvarden som sjukhusvérden.
Fordelarna med sénkan i ett globalt perspektiv dr att
undersokningen ér billig och kan utforas under savil
ansprékslosa laboratorieférhéllanden som i moderna
laboratorier med automatiska analysapparater. wl
Finland gors uppskattningsvis tvd miljoner under-
sokningar arligen.

Mittekniken genomgick en pétaglig forbattring pa
1920-talet da ldkaren Alf Westergren standardiserade
matningen: pipett, mattid, jaimforelsevirden osv. (1).
Westergrens metod blev en “gyllene standard”, mot
vilken dagens mitinstrument, metoder och appa-
rater har kalibrerats. Det finns manga metoder och
instrument, men ”Westergrens gyllene standard” har
behéllit sin position och resultatvirdena kalibreras
mot denna. Som grund f6r tolkningen av resultaten
finns referensintervall vilka tyvérr varierar mellan
olika anvindare.

I slutet av 1980-talet skedde en stor férandring dé
vakuumror kom ut pa& marknaden. Undersokningen
av sankan utvecklades da provtagningsror och métror
forenades i ett och samma rér samtidigt som det dven
gynnade den hygieniska aspekten (2). Vakuumsénka
mojliggjorde dven automatiska analysatorer som i
dag anvinds i medelstora och stora laboratorier.
Kvalitetskontroller har forbattrats vilket har lett till att
sankan som undersokningsmetod i dag dr av hogre
kvalitet 4n tidigare.

Sinkan har inte heller limnats utanfér den veten-
skapliga forskningen. Den dr bade ett kliniskt under-
sokningsinstrument och forskningsimne. Nya kli-
niska anvandningsomraden kompletterar befintliga
(3-5). Utvecklingen av analysmetoden har medfort
en betydande 6kning av variationer av savil manuella
som automatiska metoder (6-9).

Trestegsreaktion

I enlighet med Westergrens rekommendationer ar
mattiden for sinkan 60 minuter. Reaktionen sker da
i tre steg: myntrullebildning 10 minuter, sedimenta-
tion i jamn takt 40 minuter, hopklumpning av réda
blodkroppar 10 minuter. Den viktigaste faktorn som
paverkar sedimentationen ar bildningen av myntrul-
lar. I de r6da blodkropparna, liksom pa cellernas yta,
finns normalt en elektrisk laddning, vilken leder till
att cellerna repellerar varandra (10). For myntrul-
lebildning behovs proteinbryggor mellan cellerna.
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En tillsittning av vissa proteiner mojliggor dven
att cellerna aggregerar i hogre utstrackning.
Sedimentationen star i direkt proportion mot skill-
naden i titheten hos myntrullarna och plasman och
omvént i proportion mot plasmans viskositet. I en del
linder tillimpas viskositetsbedomning som ersétt-
ning for sidnkan, eftersom undersokningarna har god
korrelation.

Akutfasreaktion

Infektion, inflammation och vavnadsdod orsakar i
organismen en s.k. “akutfasreaktion’, vilken ar krop-
pens ospecifika sitt att forsvara sig mot skada. Feber,
leukocytos och fordndringar i koncentrationen av
plasmaproteinerna ar tecken pa den reaktion som
cytokinerna férmedlar under de narmaste timmarna
och dagarna. Koncentrationen av “den akuta fasens
proteiner” (bl.a. CRP, SAA, fibrinogen, haptoglobin,
a-1-antitrypsin) stiger med koefficienten 0.5-1000,
diremot sjunker halterna av transportproteinerna
(albumin, transferrin, prealbumin). CRP &r kansli-
gast av proteinerna och en okning sker efter 6-12
timmar. Halveringstiden ar nédgra timmar vilket
betyder att dven sdnkningen av halten sker snabbt.
CRP idr en god undersékningsmetod genom sin
kanslighet vid diagnostiseringen under den akuta
fasen och for uppfoljning och prognos. CRP har
ingen betydande inverkan pa siankan pa grund av
dess ringa molekylstorlek.

Av proteinerna paverkas sinkan mest av det stora,
asymmetriska fibrinogenet och minst av immu-
noglobulinerna IgG, IgA, IgM, vars koncentrationer
i plasma forindras lingsamt. Sdnkan limpar sig
inte lika vil for diagnostisering och uppf6ljning av
akuta inflammationssjukdomar som CRP. Styrkan
hos blodsankan finns i diagnostiseringen av kroniska
inflammationssjukdomar (t.ex. ledgdngsreumatism,
ulcer6s colit), ddr den ger en kinslig och langsiktig
bild av sjukdomsforloppet (11).

CRP och SR kompletterar alltsa varandra. Parikh et
al. konstaterar i en studie om jittecellsarterit att CRP
och SR tillsammans dr en avsevart kansligare markor
an om de anvinds enskilt (12).

Mitmetoder

Med Westergrens metod tas blodprov (4 delar) i
citratror (1 del, 109 mmol/l) for att forhindra koagu-
lering. Metoden ér kinslig eftersom métrorets lingd
ar 200 mm och omkretsen 2.5 mm. For vakuumsin-

kan tas provet direkt i ett ror med tillsatt citrat (100
mm x 9 mm), varvid det mellan metoderna finns en
ickelinedr korrelation som anvéinds for att overfora
resultaten till Westergrens resultatniva. Motsvarande
korrelationer kommer till anvindning for att kor-
rigera olika metoders, instruments och automatiska
apparaters resultatniva till Westergrens resultatniva.
Utspadningen av blod med citrat (1+4) innebér att
provet inte kan anvidndas for andra bestimning-
ar i laboratorium. Detta fordyrar unders6kningen.
Sénkan kan ocksé tas ur EDTA-blod sa att provet
kan anviandas fér hematologiska underskningar.
Detta ar ekologiskt riktigt och det finns apparatur
for andamélet. Korrelationstolkarna till Westergrens
metod édr anvandbara for sdvil manuellt som automa-
tiskt utforda analyser (6, 7, 9, 13).

Att spada ut EDTA-provet med citrat (1+4) rekom-
menderas inte, eftersom det dé finns tvd olika anti-
koagulanter. Metoden ger felaktiga sdnkningsresultat
(14). Tyvérr anvander 68% av Finlands laboratorier
denna “icke rekommendabla metod” och bara 20%
EDTA/Westergrens metod (13, 15). Andelen labora-
torier som tillimpar automatiska analysapparater har
Okat radikalt frén &r 2000 (15.9%) till ar 2006 (52.9%).

I B-SR kvalitetsikringsprogrammet 2008 for
Westergrens metod var medelvirdet 47.9 mm/h och
CV% 21.3 (n=81) medan medelvardet for vakuum-
metoden var 47.7 mm/h och CV% 19.6 (n=153).
Med automatiserad metod var motsvarnade virden
55.5 mm/h och CV% 20.3 (n=218).

Felkillor

Foérandringar i de réda blodkropparnas form, storlek
och antal péverkar formagan att bilda s.k. myntrul-
lar. Anisocytos, poikilocytos, sfirocytos, acantocytos
och mikrocytos minskar bildningen av myntrullar
och makrocytos okar den. Antalet roda blodkroppar
paverkar matvirdena sa att sinkningsreaktionen &ar
fo6rhojd vid erytropeni och normal vid erytrocytos.
Heparin och plasmaersittning orsakar felaktigt hoga
varden.

Pa grund av variationen mellan metoder anviands
korrelationskurvor. Dessa bor alltid vara uppdaterad
med Westergrens metod och referensintervallen.
Mitningstemperaturen paverkar resultatet och Wes-
tergrens rekommenderade intervall 18-25 °C dr kan-
ske for brett. Temperaturen ar en viktig felkalla
till SR! Hogre temperatur ger falskt hoga varden.

(Fortscetter side 48)
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Av tekniska felkallor dr den viktigaste felkdllan kan-
ske att provet blandats for daligt.

Referensintervallen

Referensintervallen 4r av stor betydelse for att likaren
ska kunna tolka resultatet och ta beslut om vérdat-
girder. For att undvika fel bor referensvirdena vara
korrekta. Sdnkan paverkas av dlder och kon. Det leder
till att beslutsgranserna for patologisk sinka varierar
kraftigt mellan olika huslékare.

Av finlandska laboratorier tillimpar 35% referens-
virden dir aldersfordelning saknas. Ovriga laborato-
rier (65%) anvander reckommenderad aldersfordelning
men med viss variation (5). Rekommenderade vir-
den dr (16,17):

B-SR (mm/h) ‘ kvinnor ‘

min
Under 50 ar 20 15
Over 50 &r 30 20
Over 85 ar 42 30

Sankans kliniska tillimpning

Sankningsreaktionen anvinds inom primérvarden
som screeningmetod for olika sjukdomar for exempel
cancer och reumatologiska tillstind men ockséa for
att folja inflammatoriska processer specifikt. Man
bor dock komma ihag att den inte helt utesluter alla
sjukdomar (18).

I en norsk studie (19) limnade 559 patienter
SR-prov, varvid halften analyserades for diagnostiskt
bruk och 1/3 f6r uppfoljning av vard. Lakarna konsta-
terade i analysen att sénkningsreaktionen 4r en befo-
gad undersokning. I 60% av fallen bekraftade sankan
lakarens kliniska bedémning av patienten, medan
ldkaren i 22% av fallen konstaterade liten eller ingen
nytta av provet. Likarna ansag dven att sankan ar en
mycket anvindbar om patientens specifika diagnos 4r
kiand. Den viktiga praktiska betydelsen &r att sinkan
forstirker lakarens diagnos.

Patienter med hog sanka (6ver 100 mm/h) ér ett
vilbekant fenomen. I allmanhet klargérs orsaken
genom noggrann klinisk undersékning och vid behov
fortsatta laboratorie- och rontgenologiska undersok-
ningar. I en studie utférd av Ford et al. (20) konstate-

| 3 2009

ras foljande tillstand fororsaka hog sanka. Detta visar

ju tyviérr att SR saknar specificitet:

o cancer 28% (varav myelom 7%)

« reuma- och bindvévssjukdomar 20%

« njursjukdomar 11%

« polymyalgia rheumatica 6%

o Ovriga sjukdomar 41%, av vilka infektioner utgor
den storsta andelen.

Nir man utreder orsakerna till hog sidnka ar fortsatta
undersokningar, bl.a. fullstindig blodbild och serum-
protein-elektrofores, i nyckelstdllning (18). Sdnkan ar
inte sdrskilt bra som M-komponent/myelom markor.
Sénkan reagerar kraftigare pa stora proteiner som
t.ex. intakt IgM men reagerar betydligt sdmre pa latta
kedjor. Eftersom den senare M-komponentstypen
har simre prognos sa dr detta inte optimalt (22).
Uppféljande analyser beror ju ocksa pé vilka kliniska
symptom och fynd patienten har.

Hjart-kirlsjukdom har linge riknats till inflam-
mationsjukdomarna (23, 24). Sensitivt CRP har en
viktig roll som kinslig indikator i diagnostisering-
en av en subklinisk inflammation eller infektion.
Ett latt forhojt CRP har visat sig vara forenat med
en Okad risk for koronarsjukdom (CRP:s relativ risk
1.45, medan sdnkans ar 1.30) (23).

Erikssen et al. (24) har i en studie anvidnt Cox
regression som analysmetod och konstaterat i en
omfattande 23 ar lang studie (2014 mén, 40—60 &r)
att sankan 4r ett tillforlitligt test vid prognostisering
av dodlighet i hjartsjukdom (relativ risk, RR, 1.59).
Sénkan &r for patienten en god prognosmarkor nar
det giller olika former av alla aterosklerotiska hjart-
sjukdomar. For den enskilda patienten ar risken 6kad
nér SR dr > 15 mm/h. Hos méin med totalkolesterol
6ver 8 mm/l noterade studien en lika hog mortalitets-
risk (RR, 1.33). Sankans styrka &r dess tillforlitlighet
vid “tysta” langvariga inflammationer.

Sankan ér globalt sett i dag ett test som erbjuder
mangsidiga anvindningsmojligheter och som tidens
tand inte lyckats nagga i kanten.
Sammanfattningsvis: Sankan 4r en vanlig analys och
den kommer sikert att fortsitta vara s& under manga
ar framat. Man skall dock vara medveten om att den
har en hel del svagheter i likhet med vara 6vriga ana-
lyser. Jag ser den fraimst som en markér for kroniska
inflammatoriska tillstaind ddr man vill jamna ut dag
till dag skillnaderna.

(Fortseetter side 50)
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C-reaktivt protein (CRP) - bittre dn SR som
forstahandsvalet som inflammationsmarkor

Anders Larsson, Klinisk kemi och farmakologi, Uppsala

I Skandinavien dr CRP i regel forstahands-
valet bland inflammationsmarkorerna. Vi
har ocksd en mycket hog anvindning av CRP
jamfort med manga andra lander. Det beror
sannolikt pa att vi i Skandinavien har varit
internationellt ledande inom proteinomra-
det. For ett par hundra dr sedan myntade
Jons Jacob Berzelius (1779-1848) begreppet
protein och sedan dess har Skandinavien
varit i framkanten ndr det giller protein-
analyser och antikroppsbaserade tester.

En annan viktig faktor for den hoga CRP
anvindningen har troligen varit att vi i
Norden har haft tillgang till enkla, bra och
forhallandevis billiga CRP analyser som
lampat sig vdl for patientndra analysverk-
samhet. Man har ddrfor kunnat fa snabba
svar pa CRP vilket varit viktigt for den akuta
handliggningen framforallt av patienter med
misstinkta bakteriella infektioner.

Patobiologi
CRP stiger som svar pa inflammation/akut fas reak-
tion. Denna reaktion fungerar utan att man forst
behover utveckla ett immunologiskt minne och anti-
kroppar och &r i sin natur ospecifik. Det gor att CRP
ar en del av kroppens férsvarsmekanismer som tidigt
kan ta hand om inkriktare. CRP har formagan att
binda sig till bade till mikroorganismer och doda
celler/cellfragment och bidra till att dessa elimineras.
CRP produceras framforallt i levern som svar pa
cytokinstimulering (TNF och IL-6). Halten av CRP

Foto: Henrik Alfthan

stiger snabbt vid bakterieinfektioner, andra infek-
tionstillstand och vdvnadsskador. I regel kan man se
en begynnande CRP stegring ungefir 12 timmar efter
en skada/infektion. TNF och IL-6 stiger snabbare &n
CRP, men det &r betydligt mer komplicerat/dyrt att
mita TNF/IL-6 an CRP. TNF och IL-6 stegringen
visar ibland en ganska smal topp vilket gor att det
finns risk att man missar toppen. Vi har t.ex. i en gris-
modell for sepsis sett kraftiga cytokinstegringar som
svar pa endotoxinfrisittning som sedan normalise-

52

Klinisk Biokemi i Norden



| 32009

rats pd ett par timmar. Sddana smala cytokintoppar &r
svara att pavisa i den kliniska vardagen dar vi i regel
aldrig vet exakt nar sjukdomen bérjade. Cytokiner ar
i dagslaget intressanta i specifika fragestillningar da
man vill ha en vildigt tidig markor, men for vardags-
sjukvarden kan de inte konkurrera med CRP.

CRP har bittre kinetik

CRP har en kinetik som passar dagens sjukvard. Den
reagerar pd inflammation inom ett dygn och den
sjunker ofta 1-2 dygn efter att inflammationen elimi-
nerats. Det gor att man kan folja CRP forloppet. For
att illustrera detta kan vi se pa antibiotikabehandling
av en lunginflammation. Nér patienten kommer till
vardcentralen har han/hon haft symptomen i nagot
dygn vilket gor att CRP har hunnit stiga. Normalt
s& ger man en antibiotikakur som varar ca en vecka.
Under den veckan har CRP hunnit sjunka om
behandlingen varit effektiv. I regel avvaktar patienter
som fétt antibiotika till slutet av kuren innan de hor
av sig till doktorn igen om patienten inte kdnner sig
helt 4terstalld. Det innebér att patienten i s fall kom-
mer tillbaka efter ungefir en vecka. Det ar tillracklig

tid for att CRP skall hinna sjunka om behandlingen
varit effektiv. Fibrinogen eller sinka som inflamma-
tionsmarkorer har en betydligt langsammare kinetik
dn CRP och fér sitt maximala utslag 5-7 dagar efter
inflammationen. Om vi féljer samma sjukdomsfor-
lopp med sdnka sa har i regel inte sinkan hunnit
stiga maximalt d& patienten kommer forsta gangen
till vardcentralen vilket gor att det dr svart att virdera
sdnkan i detta lage. Kanner sig inte patienten riktigt
bra efter avslutad antibiotikakur sa kommer han/hon
tillbaka och dé& har det gatt ca 1 vecka efter att man
satt in antibiotikan. Med sankans langsamma kinetik
sd kommer en sinka tagen vid aterbesoket framforallt
visa inflammationsstatus dé antibiotikan sattes in.
Aven vid detta besok ér alltsa sinkan for langsam och
ger ringa information. Eftersom den behandlande
doktorn vid det forsta besoket satte in antibiotika
s hade han/hon bestimt sig for att patienten var
sjuk. Ett svar som kommer en vecka senare kan inte
péaverka denna behandling.

Dagens stravan att minska sjukvardskostnaderna
innebdr att man vill minska vardtiderna. Det gor
att inflammationsmarkérer som kraver en vecka for

(Fortscetter side 54)

Haptoglobin | Fibrinogen
Sanka ,00004 ,00003 ,0080 ,00001 ,0076
CRP ,00004 ,00000 ,028 ,00009 ,00034
SAA ,00003 ,00000 ,0055 ,0037 ,0046
Haptoglobin ,0080 ,028 ,0055 ,030 ,202
Fibrinogen ,00001 ,00009 ,0037 ,030 ,065
IL-6 ,0076 ,00034 ,0046 ,202 ,065
Morgonstelhet 73 52 ,94 ,40 ,60 11
Vilosmarta ,85 ,17 ,50 24 ,20 ,29
Thompson 33 17 26 41 16 17
Richie 81 ,33 93 ,55 A2 ,74
Stoke ,0003 ,0002 ,00049 ,013 ,007 ,010
Antal svullna leder | ,66 ,84 ,60 ,28 ,99 ,48

Tabell 1. Korrelation mellan olika inflammationsmarkérer hos RA patienter (p-virden, Spearman rank korrelation).
Korrelationen mellan inflammationsmarkérer och Stoke index beror framforallt pa att resultat fran inflammationsmarkorer
ingdr i detta index.
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(Fortsat fra side 53)

att reagera maximalt ar for langsamma for dagens
akutsjukvard.

Enligt min uppfattning ar sinkan for langsam for
uppf6ljning av akuta inflammatoriska reaktioner. En
teoretisk nisch for sdnkan 4r den kroniska inflam-
mationen (t.ex. reumatoid artrit) dar en langsam
markor teoretiskt skulle kunna jimna ut de snabba
svangningarna frin dag till dag. Det finns ocksa
manga reumatologer som foresprakar sinka som
inflammationsmarkér for autoimmuna sjukdomar.
Samtidigt finns det ungefér lika ménga reumatologer
som foresprdkar CRP for samma indikation.

Foto: Henrik Alfthan

For ett antal &r sedan studerade vi olika inflam-
mationsmarkorer hos en grupp patienter med reu-
matoid artrit for att se pd korrelationen mellan olika
inflammationsmarkdrer. Vad vi sag var att det var en
stor variation i utfallet av olika métt pa sjukdoms-
aktiviteten (morgonstelhet, vilosmirta, antal svullna
leder och Stoke, Ritchies och Thompsons index) och
dalig korrelation mellan sjukdomsmatt och nivderna
av de olika inflammationsmarkorerna. I motsats till
detta var det en mycket god samstimmighet mellan
de olika inflammationsmarkdérerna som vi studerade
(1). Min personliga tolkning av denna studie var att
man i den kliniska bedémningen kunde bli mer
enhetlig men att det var ganska egalt vilken av inflam-
mationsmarkorerna man anvinde. De dr da bittre
att anvinda en billig och litttillgdnglig markor som
CRP in analyser som ér dyrare och/eller har lingre
svarstider.
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Mina rad till kliniker

Mitt allmédnna rad nér jag forelaser for huslédkare ar
att man i forsta hand bor léra sig att tolka resultaten
fran en inflammationsmarkér och da ér enligt min
uppfattning CRP férstahandsvalet. Enligt min upp-
fattning kan CRP i stort helt ersitta SR och oftast
aven vita som infektionsmarkor. Nér vi har fortbild-
ningsinsatser for huslidkare framskymtar det att en
betydande del av sinkaanalyserna gors pa éldre for
att bibehalla en god patientrelation. Man fortsitter
att ta sdnka pa de dldre ddr det 4r en rutin men man
undviker att borja ta sinka regelmassigt. Manga dldre
som kommer pé édrskontroller har varit med om att
man kontrollerat sinkan i 40 &r eller mer.
Varje ar har man kontrollerat sinkan
och har den varit lag sa har det varit ett
kvitto pa att man ar frisk. Patienten har
under 40 ar lart sig att sinkan ar viktig
och blir nojd da sidnkan kontrollerats for
da har man blivit “riktigt undersokt”. Att
da som ny doktor komma och siga att det
patienten ldrt sig under 40 ar ér helt fel 4r
en svar pedagogisk uppgift och det finns
patagliga risker for att patienten forlorar
fortroende for den nya doktorn. Flera
sanker tas darfor pa patienter som &r attio
ar eller édldre for att bibehalla patientkon-
takten och man kommer att fortsatta med
att mdta sdnkan arligen sé lange patienten
lever. Det dr egentligen inte annorlunda
an ndr doktorn lyssnar péd hjirtat och
lungorna och sedan tittar en stint i 6gonen och siger
att man ser frisk ut. Man gér sedan hem och kénner
sig mycket piggare. Den psykologiska effekten av att
fa hora att man ér frisk kan inte underskattas. For
detta andamal (hos dldre dar man kontrollerat sinkan
i manga ar) finns det ingen annan metod som kan
ersatta sankan! For ovriga applikationer sa rekom-
menderar jag i forsta hand CRP eller elektrofores (vid
myelommisstanke).

Referenser

1. Arvidsson NG, Gudbjérnsson B, Hillgren R,
Larsson A. Concordant message of different
inflammation markers in patients with rheu-
matoid arthritis. Upsala ] Med Sci, 1998;103:
35-42
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SKUP evaluation: Afinion™ system for HbA1lc

Arne Martensson, EQUALIS AB, Uppsala
arne.martensson@equalis.se

The Afinion™ system (Afinion) is intended
for measurements performed by personnel
in primary health care. Afinion is so far
launched with tests for C-reactive protein,
Albumin/Creatinine Ratio and Haemoglobin
Alc (HbAlc). CRP and ACR have not been
evaluated by SKUP. The test menu will be
upgraded when new tests are launched.

The HbAlc test measures on whole blood from a
capillary finger prick or a venous sample. Afinion
is manufactured by Axis-Shield PoC AS, Norway.
The Medinor companies are the agents for the sys-
tem in the Scandinavian countries. Medinor AB in
Sweden ordered this evaluation.

The Afinion system for HbAlc consists of the
Afinion AS 100 Analyzer and the Afinion HbA1lc Test
Cartridges. The sampling device, which is a part of
the Test Cartridge, is used to bring the correct sample
volume to the Test Cartridge. Afinion uses boronate
affinity chromatography to separate HbAlc in the
sample. After the addition of the sample to the cart-
ridge and placement of the cartridge in the Analyzer,
the procedure is automatic. The result is displayed on
the screen at the end of the test. The measuring range
is 4,0 to 15,0 HbA1lc% (NGSP standardised). The
sample volume is about 1,5 uL blood. Measurement
duration is 3 minutes and 15 seconds.

The evaluation of Afinion HbAlc is a complete
SKUP evaluation. An experienced biomedical scien-
tist in a hospital laboratory carried out measurements
on venous blood samples. Two staff nurses in two
primary care centres carried out measurements on
capillary blood samples.

The comparison method was an accredited High
Performance Liquid Chromatography method using

SKUP

an ion exchange column called Mono S supplied by
General Diagnostics. The Mono S measurements were
made in the Department of Clinical Chemistry at
the University Hospital MAS in Malmo, Sweden.
Their method is the Swedish Designated Comparison
Method and their results are regularly compared with
the IFCC Reference Methods.

Results
The HbAlc values in the report are NGSP stan-
dardised.

Imprecision
According to the quality goals set by SKUP, the

imprecision of Afinion should not exceed 4,0% in CV.
The imprecision calculated for venous patient samp-
les measured in the hospital laboratory was 2,2% in
CV. The imprecision calculated for capillary patient
samples measured at the primary care centres was
2,1% in CV. The between-days imprecision calculated
on patient sample results was 1,6% in CV and not
statistically significant different from the within-day
imprecision.

The overall assessment is that the precision of
Afinion was good and fulfilled the quality goal.

Bias
According to the quality goals set by SKUP, the bias of
Afinion should not exceed +4,0%.

For all capillary sample results together, the Afinion
bias was estimated to be approximately —3,5% and
therefore it fulfilled the quality goals.

In the hospital evaluation Afinion showed both
positive and negative bias depending on the HbAlc
level. The bias could therefore only be assessed at
different levels and a calculated mean bias for all
levels has no meaning. The estimated bias for the low
HbA1lc level was nonsignificantly positive and for
the high level it was not significantly negative. The
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bias for the medium level was -4,9% and significantly
below -4,0%. This bias, valid for HbAlc concen-
trations between 5.7 and 9.7 HbA1c%, is clinically
interesting and includes two thirds of all results in the
hospital evaluation. When Afinion is used in primary
health care it is expected that about 90% of the results
will fall within this concentration interval. This jus-
tifies the assessment that Afinion did not fulfil the
SKUP quality goal for bias.

Total error

According to the quality goals set by SKUP, 95%
of the B—HbAIlc results of Afinion should not
deviate more than +10% from the corresponding
Comparison Method results. The Afinion results
with venous samples measured in the hospital labo-
ratory did not fulfil the quality goal for total error as
only 92% were inside the limits. The Afinion results
with capillary samples measured at the primary care
centres did not fulfil the quality goal either as only
as 93% were inside the limits. However, many of the
measurements outside the 10% limits were very close
to the limits.

User-friendliness

The evaluators had the general opinion that Afinion
was user-friendly. They liked the system and thought
it was easy to handle. The most important negative
opinion concerns the high frequency of error codes.
The other negative opinion concerns the internal
quality control materials which were very viscous and
difficult to mix and handle.

The error code frequency was 8%. The probable
explanation was that the detection systems causing
the error codes were too sensitive. Regardless of
cause, the frequency of error codes was assessed as
too high.

Conclusion

Afinion was easy to handle. The precision of
Afinion was good and fulfilled the quality goal.
However, the bias for the medium level was —4,9%
and too many results were outside the total error
limits. Afinion did therefore not fulfil all analyti-
cal quality goals. The error code frequency was
also too high.

The negative bias found in the evaluation has after
the evaluation been confirmed in the EQUALIS and
NOKLUS EQA-schemes.

The complete report, with comments and addi-
tional information from Axis-Shield, is available at
www.skup.nu

Picture of Afinion AS 100 Analyzer
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Difference diagram, venous samples

in the hospital laboratory

The deviations of the Afinion results from the Comparison
Method results are shown for 99 venous patient samples.
Stippled lines represent the tolerance limits +10%.

Results are shown with different symbols depending on
used lot of Test Cartridges: lot 10128762 = blue squares, lot
10128335 = green circles and lot 10127761 = red triangles.
Three results which were error codes on Afinion are shown
below —2,0 in the diagram.

In addition to the error code results there were eight results
outside the tolerance limits.

Five results were below the low limit and three results were
above the high limit.
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IFCC NEWS
Pdivi Laitinen
IFCC Secretary

This year the spring is at its best
at the end of May in Northern
Finland. You see all over fresh
nice green grass and small leaves
in trees. It is like a promise of
something new, the beginning
of a new summer. Everybody is,
of course, expecting a hot and
sunny summer.

The global economical situ-
ation has brought a challenge into our private and
professional lives. Every day we hear in the news of
cutting of the personnel in factories and businesses.
In the public healthcare we all are trying to find ways
to cut down expenses. The cities and counties do not
simply have enough money for all the expenses of the
public sector. This global economic crunch has also
touched IFCC, since its investment income has van-
ished and it will take some time to recover. However,
lately there has been some positive news on TV, the
shares have started climbing a little and there is some
optimism in the air. Let’s hope that this optimism will
stay and the global recession will revert into a slow
and steady rise in the market. But while waiting for
the economically better times IFCC needs to look
carefully where and how to spend the money during
the forthcoming years.

The IFCC website has been under development
during the past few years. The new IFCC web-
site went alive in January (www.ifcc.org). It is a
great improvement from the previous one, since this
website is a more flexible and responsive system.
However, there is still a lot to correct and databases to
include, a lot of tiding up to do. The website is a very
important tool for the IFCC, it is the most important
means of communication for us. Communications
and Publications Division (CPD) as well as the IFCC
Office staff are mostly responsible for the IFCC
website, but each Division and Working Group is
responsible for the content of its part of the website.
CPD has been looking for a volunteer to be appointed
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as web editor to be responsible for the website. These
days, however, it is very difficult to find persons who
are interested in doing voluntary work for free for
an organization like IFCC. People are not so willing
to commit themselves any more for voluntary scien-
tific work. This is a pity, because this kind of work is
rewarding in many ways.

EuroMedLab Innsbruck starts in less than two
weeks’ time. I have managed to draft the agenda for
the Executive Board meeting. This time I am quite
late with it, because I have been very busy with labo-
ratory duties. But mainly this is due to the fact that
my thoughts are elsewhere; how to manage to wash
the windows, clean the house, what will the menu be,
and what kind of cakes and cookies to bake, how to
get everything ready in a few days’ time. It is the end
of May and our younger son is graduating from high
school. This is the time when the ones who have com-
mitted themselves for the IFCC will prioritize; the
family issues come before the Federation activities.
First I will take care of the graduation festivities and
next week I will have a couple of days to concentrate
on the IFCC issues.

I wish you all a pleasant, warm and relaxing summer!

Foto: Henrik Alfthan
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