Klinisk Biokemi Rigshospitalet

RIGSHOSPITALET
Klinisk biokemisk afdeling
September 1988.

UGEKURSUS | KLINISK BIOKEMI

Hensigten med kurset er at introducere kursusdeltagerne til anvendt biokemi. Ved kurset

orienteres om forskningsmetodologi, videnskabelige metoder og hjeelpemidler. Der gives @velser i
leesning, fremleegning og vurdering af videnskabelige publikationer.

Der undervises i generelle klinisk-kemiske problemstillinger: normalomrader, fysiologiske
variationer i biokemiske variable, vurdering af blodpravesvar og identifikation af fejlkilder.

Den konkrete anvendelse af klinisk-kemiske kvantiteter gennemgas ikke systematisk, men
belyses for enkelte omrader.

I kursets praktiske del undervises i simple laboratorieanalyser, bl.a. urinmikroskopi samt
fremstilling og mikroskopi af heematologiske udstrygningspraeparater.

Venepunktur og kapilleer blodprgvetagning demonstreres, og der er mulighed for praktisk
@velse i dette pa indlagte patienter.
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Nogle vigtige tidsskrifter og handbgger indenfor fagomradet.

Tidsskrifter overvejende omfattende klinisk kemi (teknisk + interpretation):

e American Journal of Clinical Pathology

e Clinic Chimica Acta

e Clinical Chemistry

e Journal of Laboratory and Clinical Medicine

e Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation

Tidsskrifter overvejende omfattende analytisk-tekniske emner:

e Analytical Chemistry
¢ Analytical Biochemistry

Tidsskrifter overvejende omfattende ren biokemi:
e Biochemical Journal
e Biochimica et Biophysica Acta
e European Journal of Biochemistry
e Journal of Biological Chemistry

Handbgger:
Textbook of Clinical Chemistry

Norbert W. Tietz, ed.
Saunders c0.1986

Methods in Clinical Chemistry

Amadeo J. Pesce
Laurence A. Kaplan Mosby co. 1987

Leerebgger:

e H. Olesen, Kompendium i Laboratoriemedicin, 1988
e Per Fernlund, Arne Hanson, C.-B. Laurell & B. Lundh: Klinisk kemi, 1986

Rigshospitalet

e N.C.S. Heilskov, R. Jordan & Kjeld Jgrgensen, Teknologi for Klinisk-kemiske laboranter, 1983.
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Noter om

Almen Klinisk BioKemi
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INDLEDNING

I det folgende er omtalt nogle problemer indenfor faget klinisk kemi, idet hovedvaegten er lagt pa de
forhold, der har seerlig betydning for samarbejdet mellem klinik og laboratorium samt betydning for
vurderingen af laboratoriesvar, herunder analysengjagtighed, forekomst af fejlsvar, specifici-
tetsproblemer, fysiologiske variationer i blodets sammenseaetning osv. Gennemgang af de enkelte
komponenter eller komponentgruppers relation til sygdomstilstande herer hjemme i den specielle
kliniske kemi og kan i undervisningsperioden kun forventes belyst ved eksempler. Der mé her

henvises til vedlagte leerebogsliste.
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KLINISK KEMI

Klinisk kemi er leeren om ngjagtig kvantitering af molekyler i legemsvaesker med henblik pa

optimal sygdomserkendelse (diagnose, forebyggelse eller behandling). Hvert ord i denne definition

af klinisk kemi er veesentligt: En stor del af arbejdet og af begrebsverdenen i klinisk kemi tilstraeber
saledes at sikre ngjagtig kvantitering. Ligeledes er molekyle et negleord, idet klinisk kemi soger at
male kemisk veldefinerede substanser og ikke summen af multifaktorielle processer. Méling af
molekyler i legemsvaesker gor klinisk kemi til en biokemisk disciplin. Faget burde retteligt hedde
klinisk biokemi i analogi med klinisk fysiologi, der ikke hedder klinisk fysik. Fagets moderdisciplin
er den teoretiske biokemi. At faget beskeeftiger sig med legemsveesker fra syge mennesker
understreger, at klinisk kemi er et leegeligt fag, der udeves pa sygehuse og i en vis udstreekning i den
primeere sundhedstjeneste.

Madling af molekyler i urin og blod fra patienter har veret udfert af leeger i drhundreder. Det
er imidlertid forst fra midten af det tyvende drhundrede, at denne disciplin centreres i selvsteendige
afdelinger (oprindelig kaldt centrallaboratorier) og gores til et leegeligt speciale. Baggrunden herfor
er den teknologiske udvikling, edb-revolutionen og senest den markante udvikling af biokemi og
den molekylaere biologi. I princippet kan alle molekyler i dag kvantiteres, og kun gkonomiske
hensyn begraenser i dag den kliniske kemis analyserepertoire. Med denne baggrund har klinisk kemi
til opgave 1) at hjelpe klinikere med at udvelge de molekyler, hvis kvantitering fremmer
sygdomserkendelsen, ja ofte afger diagnosen; 2) at veelge eller udvikle ngjagtige malemetoder for
disse molekyler; og 3) at meddele maleresultatet pa en for klinikerne utvetydig made.

Ansvaret for den daglige drift og udviklingen af klinisk kemi pahviler leeger med uddannelse i
klinisk kemi. De fleste klinisk kemiske afdelinger har desuden ansat kemikere med forskellig
basisuddannelse (scient., polyt., pharm. m.m.) til at bistd laboratorieleegerne. I enkelte tilfeelde ledes

klinisk-kemiske afdelinger af kemikere.

Afgorende for udevelsen af klinisk kemi er imidlertid neer feling med pa den ene side
moderdisciplinen, den teoretiske biokemi, og pa den anden side brugerne af klinisk kemi, den

kliniske medicin.

Formalet med studenterkurset i klinisk kemi er dels at give den medicinske student en sadan
viden om faget, at han/hun som kliniker kan benytte klinisk kemi optimalt med henblik pa rationel
patientbehandling under hensyntagen til samfundets begreensede ressourcer, dels at han/hun efter
embedseksamen kan starte som reserveleege pa en kliniskkemisk afdeling med henblik pd at
uddanne sig til specialleege i klinisk kemi, eller at supplere en uddannelse i et klinisk speciale. P&
grund af det klinisk-kemiske fags dynamik er forskning og udviklingsarbejde et vitalt element i faget
og preeger mange klinisk-kemiske afdelinger. Studenter og yngre leeger arbejder derfor ogsa ofte pa

klinisk-kemiske afdelinger af interesse for leegevidenskabelig forskning.
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ORDINATION AF ANALYSER

Klinisk-kemiske analyser anvendes som andre undersggelsesmetoder med det formal at yde bidrag
til en diagnose eller folge patientens tilstand mhp. prognose og justering af behandling. Det kan veere
praktisk i en leegekonsultation eller pa en klinisk afdeling at have visse rutinemeessige ordinationer
af analyser, men som hovedregel ber undersggelssplanen leegges efter gennemgang af den enkelte
patient. Leegen ber for hver undersggelse gore sig ordinationsgrunden klar og have en fornemmelse

af, hvilke gener og omkostninger hans ordination eller undladelse af ordination vil medfere.

TOLKNING AF ANALYSERESULTATER

Nér analyseresultatet foreligger, vil den kliniske laege bevidst eller ubevidst sammenligne det med
resultater fra raske og syge mennesker eller med tidligere resultater fra samme patient. Det er vigtigt,
at resultatet af denne sammenligning reflekterer sygdoms/behandlingstilstanden og ikke u-
vedkommende forhold sdsom race, alder, kon, beskeeftigelse, faste/ikke faste, medicinpavirkning af
analysen, normal degnvariation, legemsstilling ved provetagningen, andre pro-
vetagningsomsteendigheder (stase, muskelpumpe), forhold vedrerende provematerialets behandling,
analysevariation, grove fejl eller misforstdelser vedr. nomenklaturenheder og referenceintervaller.

Det er den kliniske kemis opgave at lette en relevant tolkning af analyseresultaterne ved at minimere
uvedkommende variationer eller fejl fra alle disse kilder. Dette gores mest hensigtsmeessigt ved at
overlade den klinisk kemiske afdeling ansvaret for hele processen fra og med prevetagning til og
med resultatafgivelsen. Vedreorende provetagningen kan dette dog i nogle tilfeelde veere upraktisk.
Det er imidlertid den klinisk kemiske afdelings ansvar at fremstille vejledninger, der beskriver
provetagningen og handtering af materiale til analyse af de enkelte kvantiteter. I de folgende afsnit

gennemgas sddanne almene forhold, som har betydning for tolkning af analyseresultatet.

NOMENCLATUR OG ENHEDER

I klinisk kemi anvendes i reglen nomenklatur og enheder, som er rekommanderet af Dansk Selskab

for Klinisk kemi med forankring i internationale organisationers anvisninger. En beskrivelse af et

analyseresultat ber efter disse regler inkludere:

1) systemet som betragtes. Det kan veere hele patienten, patientens blod, plasma, reode
blodlegemer, urin m.m. Systemet ber findes in vivo. In vitro fremstillede systemer sdsom

serum er pd vej ud af kvantitetsnomenclaturen men anvendes ofte i analyseprocessen.

2) Komponenten. Denne vil typisk veere en del af systemet.
3) Kvantitetsarten, f.eks. stofkoncentration for antal molekyler/volumen.
4) Resultatet, d.v.s. det ved analysen fremkomne mailtal.
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5) Enheden, der ngjere specificerer kvantitetsarten, f.eks. mmol/I.

6) Referenceintervallet.

Resultatet af en analyse kan altsd angives i f@lgende skemaform hvor de 3 f@rste kolonner

tilsammen er kvantitetens navn.

System--Komponent kvantitetsart, maltal, enhed, ref.interv. p--Natrium-ion, stofk. 140
mmol/1 136-146

Det kan diskuteres, om en eller anden form for analyseusikkerhed samtidig b@r angives, men dette

er endnu ikke almindeligt.

Folgende forkortelser kan anvendes:

Systemer Kvantitetsarter

a arterielt antalk. antalkoncentration
B Blod arb. arbitreer

Csv Cerebrospinalveeske diff . differens

d ddgn enzk. enzymkoncentration
Ery Erytrocyt massefr. massefraktion

F Faeces massk. massekoncentration
Ercs Erytrocytter parfr. partikelfraktion

f fastende rel. relativ

kap kapilleer

Lkcs leukocytter stoffr stoffraktion

P Plasma stof k. stofkoncentration
Pt Patient stofm. stofmeengde

U Urin vol. volumen

Hgb Heemoglobin volf r. volumenfraktion

gl. thyr Glandula thyroidea
Midt-str.  Midtstrdleurin

Enhedsfaktorer
k kﬂO 103
m milli 10
)i mikro 10 -6
n nano 10
piko 10 -12

f femto 10 -15
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Det tilstraebes at angive stofmaengde i mol. Nar molekylveaegten ikke er kendt, eller nar man i evrigt
finder det hensigtsmeessigt, kan man angive stofmeengde i masseenheder (gram) eller undertiden
som mol af funktionelle grupper, centrale atomer eller lignende. Koncentration f.eks. stofk. eller
massek. udtrykkes altid per liter, f.eks. mol/1 eller g/1. @nskes en enhed af en anden sterrelsesorden
anbringes faktorsymbolet i teelleren, altsd mmol/1 (i stedet for mikromol/ml). Arbitreere enheder er
enheder, der kun defineres ved den anvendte médle- eller beregningsmetode. I de tilfeelde, hvor en
koncentration angives i forhold til det normale, vil koncentrationsangivelsen ogsa have arbitreer
karakter, idet valget af en normalveerdi vil veere ret vilkdrlig. Dimensionslese storrelser ma altid
karakteriseres neermere, angives koncentrationen af storrelsen A ved breken dele A/ dele i alt, md

det anfores, om det drejer sig om veegtdele, rumfang eller andet.

Enzymer angives i arb.enh. (U), der er defineret ved den meengde enzym, der vil katalysere
omdannelsen af 1 mikromol substrat per minut under standardiserede betingelser. Alternativt
anvendes enheden katalytisk aktivitet d.v.s. mol omsat substrat per sekund under standardiserede
betingelser (katal). Det skal her erindres, at det, der i daglig tale omtales som et enzym i f.eks. serum,
i virkeligheden oftest er en blanding af sdkaldte isoenzymer, d.v.s. enzymer der nok kan angribe
samme substrat, men som i Dvrigt er kemisk forskellige og kan adskilles ved f.eks. elektroforese. Iso-
enzymerne kan have forskellige pH optima, aktivatorer etc. og det antal arb.enh., enzymenheder,
man finder for de to serumprever kan godt veere det samme i et mélesystem mens man i et andet
malesystem med samme substrat kan finde vidt forskellige veerdier, fordi et af isoenzymerne inde i
den ene serumprove her bliver serligt begunstiget. Andre eksempler pad arbitreere enheder kan
neevnes. F.eks. vil angivelsen af resultatet af SR veere arbitreer, fordi veerdien f.eks. angivet i mm i 1

time vil veere helt athaengig af maleomsteendighederne, iseer SR-rorets hgjde.

Nar arb.enh. foreligger, ma man for at kunne vurdere et analyseresultat have kendskab til
malemetoden. Rent praktisk kan det dog for klinikeren veere umuligt at overskue dennes detaljer, og
det er derfor mere praktisk at sa mmenholde resultatet med et angivet referenceomrade.

I en del tilfeelde ma man angive koncentrationer i relativ arbitreer stofkoncentration, f.eks. som
"fraktion af det normale" eller patient/normal-forholdet. Det geelder for mange koag.faktorer i
plasma og har tidligere ogsd veeret almindeligt for de egentlige plasmaproteiner. En sadan
kvantitetsart afspejler ukendskab til de kemiske forhold vedrgrende de komponenter eller processer,
man Jnsker at beskrive. Ved anvendelsen af patient/normal-forholdet sammenligner man
virkningen af patientplasma med virkningen af forskellige fortyndinger af "normalt plasma" i
ensartede, men ufuldsteendigt definerede mélesystemer.

I de senere ar har man ved Jget kendskab og brug af immunokemiske teknikker og syntetiske
substrater kunnet kvantitere visse af koagulationsfaktorernes egenskaber pé lignende made som i
den almindelige kliniske kemi. Anvendelse af patient/normalforholdet ber savidt muligt undgas,
alene fordi normalbegrebet ikke kan defineres entydigt. Hvis en sddan kvantitetsart anvendes, bar
man sa vidt muligt forankre "normalveerdien" til internationalt anerkendte

standardplasmapreeparationer.
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Resultatet af kvalitative analyser angives ved enten 0 (ingen reaktion) eller i (reaktion). Undertiden
udvides kvalitative analyser til grove, kvantitative bestemmelser, hvor resultatet ber angives som et

tal med enheder og ikke som 0, +, ++, eller +++.

FYSIOLOGISKE VARIATIONER I BLODETS
SAMMENSATNING OG PROVE-
TAGNINGSTEKNIKKENS INDFLYDELSE

Det er fra forskellige sider vist, at 10-15% af plasmavandet filtreres ud i ekstremiterne og abdomen
hos normale personer ved overgangen fra liggende til stdende stilling. Dette betyder, at der kommer
tilsvarende stigninger i blodets koncentration af celler, proteiner og alle proteinbundne stoffer.
Koncentrationseendringerne indtreeder i lebet af 1215 minutter efter overgang fra liggende til stdende
stilling, efter noget leengere tid, ca. 20-30 minutter, ved overgang fra stdende til liggende stilling. De
almindelige blodprevetagningsstillinger er siddende eller liggende, en eendring mellem disse

stillinger medferer en eendring i makromolekylernes plasmakoncentration pa 5-10%.

Ved sammenligning af analysesvar fra dag til dag hos samme patient er det derfor vigtigt, at
patienten indtager samme stilling, hver gang blodpreverne tages. I det daglige kliniske arbjede er det
i reglen eendringer i heemoglobinveerdierne, der er mest igjnefaldende, men sendringerne geelder som
anfort alle proteiner og proteinbundne stoffer. For flere stoffers vedkommende forekommer der
andre former for fysiologisk variationer over degnet (f.eks. cortisol: rytmiske produktionseendringer,
glucose: méltidsberoende osv). Faste regler kan her ikke gives. Det er som helhed mest
hensigtsmaessigt at tage blodprever som fasteblodprdver, ogsa for at undga en i Dvrigt
betydningsles postprandial lipideemis til tider generende indflydelse pa analysegangen. Endvidere
at tage dem pa samme tidspunkt af ddgnet og med patienten i samme legemsposition fra dag til
dag. Provetagningens indflydelse: Efter anleeggelse af en staseslange pa en ekstremitet sker der en
delvis aflukning af de overfladiske vener, hvorfor plasmavandet straks begynder at filtrere ud i
veevet. En "almindeligt" anlagt stase bevirker en stigning i proteinernes plasmakoncentration pa 5-8%
efter 2,5 minut og 8-10% efter 10 minutter. Man skal derfor bruge kortvarig stase. @vede laboranter
anvender seedvanligvis 0,5 - 1 minuts stase, hvorfor de naevnte eendringer naeppe er af storre omfang
i almindelig hospitalsrutine. Patienterne opfordres ofte til at "pumpe" med haenderne for at Oge
venetrykket. Dette @Jger dels vandudsivning, og dels kommer der ofte en betragtelig (50-60%)
stigning i plasmakalium, fald i base excess og sa videre. Man ber derfor undlade at lade patienterne

bruge muskelpumpen.
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PROVEMATERIALET OG DETS HANDTERING

Blod, plasma, serum:

Normalt foretages undersggelser pa perifert blod. Det ma her huskes, at blodets sammenseetning
ikke er den samme overalt i organismen, ligesom det blod, der udtages fra en given vene, kan eendre
sammensatning, uden at tilsvarende sendringer er sket i andre karomrader. Ligeledes skal det hus-
kes, at blodet, der lgber i et givet blodkar ikke udger en homogen blanding pa grund af laminare
stremninger. Der skelnes seedvanligvis mellem 3 slags perifert blod, arterieblod, kapilleerblod og
veneblod. Arterieblod er principielt at foretraekke, i hvert fald bedst til vurdering af f.eks. ilt og
kuldioxid parametre, men da arteriepunkturer er vanskelige at tage og ubehagelige for patienten,
veelges som regel kapilleer- eller veneblod. Kapilleerblod taget fra Oreflip, fingerpulpa eller hos
spaede fra heel ved anvendelse af megen pressen for at fa blodet frem er uanvendeligt for de fleste
formal, fordi forholdet mellem blodlegemer og plasma, blodlegemer, plasmaprotein og ultrafiltrat
@ndres betydeligt. Tages kapilleerblod derimod fra hypereemiseret hud ved et indstik, der er dybt
nok til at give livlig drdbedannelse, og spildes de forste draber, vil det blod, man far, i virkeligheden
veere arterieblod, der derfor kan anvendes i stedet for arterieblod. Kapilleerblodprever er bekvemme
for patienten, men der kraeves en del Qvelse til at udfere blodtagningen tilfredsstillende, og man kan
kun fa nogle hundrede mikroliter blod per gang. Oftest er det mest praktisk at tage blodprever som
veneblod fra en perifer vene. Fremgangsmdden kan skitseres saledes: Man anleegger stase og
udveelger sig det sted hvor man vil stikke. Stasen aftages igen, mens man tager kanyle og glas frem,
derpa anleegges igen kortvarig stase, og blodtagningen udferes hurtigst muligt d.v.s. at der anvendes
en passende tyk kanyle. Mange steder anvendes nu lukkede blodtagningssystemer med evakuerede
ror. Ved sddanne systemer kan stasetiden og kanylestorrelsen mindskes og endvidere anses de at
medfere en mindre smitterisiko for personalet. Til nogle formdl ma blodet tages med anaerob teknik,
det skal her bemeerkes, at man kan tage kapilleerblod anaerobt, ndr bloddrdbedannelsen er
tilstreekkelig livlig og pipettespidsen holdes inde i drdben. Blod, der flyder hurtigt ud af en kanyle og
ned langs siden i et glas, eendrer ikke sine blodgasforhold meerkbart, hvorimod senere rystning i

kontakt med luft kan give afgerende fejl.

Til mange formdl ma det udtagne blod stabiliseres. Koagulationen kan hindres ved tilseetning af
heparin, oxalat, citrat eller ethylendiamintetraacetat (EDTA). Koagulationsfaktorer kan bevares ved
at tage blodet i specielle plastikror eller silikonebehandlede glas. Glucolysen kan haemmes ved
tilseetning af fluorid, og enzymatiske processer kan i gvrigt hindres, ved at blodet tages direkte ned i
et proteinfeeldningsmiddel, eller ved at blodet straks efter udtagningen koles ned. Det er i nogen af
tilfeeldene indlysende, at en given stabiliseret blodpreve blive uegnet til visse analyser f.eks. blod
taget i ror med kalium EDTA eller natriumcitrat ikke anvendes til bestemmelse af henholdsvis
kalium og natrium koncentrationen i patientens plasma.

Blodets opbevaring inden analysen udferes, kreever i mange tilfeelde ogsd opmeerksomhed. Ved

henstand og under forsendelse, kan der komme heemolyse, specielt ved temperatur omkring
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frysepunktet, men ogsd uden synlig heemolyse kan der ga stoffer fra erytrocytter til plasma, f.eks.
kalium, og en sddan udsivning synes at fremmes ved koagelretraktionen. Ved koagulationen kan
ogsa kalium frigeres fra trombocytter. Kaliumkoncentrationen i serum er derfor i reglen hgjere end i
plasma. Som en detalje kan bemeerkes, at udsivning af kalium fra de rede blodlegemer sker hurtigere
ved 4°C end ved stuetemperatur, sandsynligvis pa grund af svigtende natrium kalium pumpe ved
4°C. Fraskilt plasma eller serum tdler heller ikke altid opbevaring mere end fa timer. Dette geelder
f.eks. mange koagulationsfaktorer og andre enzymsystemer, hvor holdbarheden er begreenset, selv
nar preven opbevares nedkelet eller nedfrosset. For de fleste rutinemeessigt analyserede kvantiteter
taler plasma eller serum dog, at transporteres eller opbevares ved 4°C i et dogn og meget leenge ved -
20°C eller -70°C. Disse forhold md studeres for den enkelte komponent og analysemetode og helst
fremga af laboratoriets vejledninger. Ved henstand af biologisk materiale ma man i gvrigt altid regne

med muligheden for tilfeeldig infektion af preven.
Urin

Ved urinundersggelser kan det undertiden vaere af interesse blot at bestemme koncentrationen af et
givet stof, hvilket iseer geelder i det tilfeelde, hvor det sogte stof ikke normalt forekommer i
vaesentlige meengder (eksempler: glucose, bly). Andre gange vil man veere interesseret i at fa bestemt
et stofs udskillelseshastighed, ofte angivet med udskilt degnmeengde, hvorfor diuresen da ma
bestemmes ngjagtigt. Det skal erindres, at det er meget vanskeligt at sikre sig, at man har opsamlet al
den enskede urin, og det er vanskeligt ogsa at afgere, i hvilket tidsrum den opsamlede meengde i
virkeligheden er udskilt af nyrerne. Man ma altid ved urinprever have sikret sig, at proven ikke
indeholder tilblandet vaginalsekret etc. Ved kateteruriner md man altid forvente en tilblandning af
blod pa grund af slimhinde leesioner.

Ved henstand og afkeling eendres urinen som oftest, dels kan der komme forskellige udfeldninger,
iseer pa grund af afkeling men ogsa som felge af infektion, og dels kan der ske vaekst af bakterier og
svampe, hvilket dog heemmes ved afkeling. Bedst er det at opbevare den samlede urin kold for
derfor at foretage en grundig omrering af det eventuelle bundfald, lige for der udtages prever til
laboratoriet. I gvrigt md man orientere sig om det benyttede analyselaboratoriums vejledninger for

urinopsamling, konservering m.v.
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ANALYSEPRINCIPPER

At bestemme den ngjagtige meengde af et givet stof i en biologisk preve, dvs. en blanding af dels
ukendete stoffer, er en uhyre kompliceret opgave, der aldrig kan blive rutinearbejde. Nar der dagligt
skal laves mange analyser af vidt forskellig art, og nar nogle analysesvar skal foreligge i lobet af
meget kort tid (hasteprever), ma man pa forhand sleekke pa kravene til metodernes specificitet og
ngjagtighed. Man ma forudseette, at der ikke i provematerialet findes andre stoffer end det sogte,
som giver den anvendte reaktion, evt. efter en vis grov separering, og at der ikke er stoffer, som
heemmer denne reaktion, eller at forekomsten af sddanne stoffer i hvert fald kan regnes for konstant
fra preve til prove. Disse antagelser kan naturligvis svigte for en given patient, f.eks. pa grund af
indtagne medikamenter eller komplicerende sygdomme. Undertiden ma man tage hensyn til, at
analysen skal kunne udferes pd en lille provemeengde (kapilleerblod). I nogle tilfeelde kan man klare
sig med grove metoder, maske endog med kvalitative analyser, f.eks. til at verificere en klinisk
diagnose, mens man i andre tilfeelde ma kreeve mere ngjagtige svar, f.eks. hvis man skal folge
eendringer hos patienten. Laboratorieleegen ma séledes veelge sine metoder bade ud fra sine konkrete
muligheder (personale, apparatur, bevillinger) og ud fra et rent subjektivt sken over, hvor meget der
ber ofres pa en given analysemetode under hensyntagen til dens kliniske veerdi. Sjeeldne eller seerlig
sveere analyser kan centraliseres pa enkelte laboratorier. En vis standardisering af metoderne
laboratorierne indbyrdes kan rumme fordele, men ogsa virke heemmende pad udviklingen af den
kliniske kemi. Et stort antal analyseprincipper er repreesenteret pd en klinisk-kemisk afdeling.
Specificiteten af analysen kan sikres ved komponentens opfersel i et kromatografi system eller ved
brug af enzymatiske processer, antistoffer, komponentspecifikke elektromotoriske potentialer, eller i
detektionsleddet vha. karakteristiske spektre. En del mere eller mindre specifikke farvereaktioner
lever dog videre farvereaktioner lever dog videre i laboratoriet. Koncentrationen af en given
komponent bliver i mange tilfeelde ved analyseprocessen transformeret til et apparatudslag i milli-
volt, ofte ved brug af fotometri. Udviklingen af de metoder, vi ser anvendt i det klinisk-kemiske

laboratorium i dag, har i hej grad veeret praeget af @nsket om automatisering.

Metoder, der som mulseetning udelukkende har at bestemme den sande veerdi, vil ofte ikke vere
praktiske, men kan anvendes som sakaldte referencemetoder for rutinemetoderne. For de forskellige
komponenter arbejder man internationalt pa at etablere sddanne referencemetoder eller et hieraki af

sadanne, hvor de mest "sande" ofte kraever stor ekspertise og kun udferes et fital steder i verden.
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ANALYSEFEJL

For at kunne vurdere et analysesvar, er det nedvendigt for klinikeren at have et kendskab til arten af
de analysefejl, der kan forekommes. Analysefejlene kan inddeles i 3 hovedgrupper: 1) Grove,
tilfeeldige fejl, dvs. et. fejl - f.eks. forvekslinger. Disse burde principielt kunne undgas. 2) Ana-
lyseusikkerhed ("imprecision"), dvs. analysevariation som felge af et tilfeeldigt samspil af mange

sma faktorer. Analyseusikkerhed er prinipielt uundgaeligt, men kan begraenses. Stgrrelsen af den
analyseusikkerhed, som kan accepteres, skal bedemmes udfra komponentens normale inter- og
intraindividuelle variation og de tekniske muligheder. Analyseusikkerhed angives ofte som
variationskoefficient, dvs. som standarddeviation/ middeltal ved gentagne analyser af samme prove.
Alternativt (og bedre) angives bade standarddeviation og et koncentrationsniveau eller middeltal,
idet standarddeviationen som regel vil veere afhaengig af, men ikke nedvendigyvis vere ligefrem
proportional med koncentrationen, dvs. middeltallet.

Man skelner mellem analyseusikkerhed ved gentagen analyse af samme prove i samme analyseserie
og analyseusikkerhed bestemt ved daglige kontrolmalinger af et stabilt kontrol-materiale. Den sidste
usikkerhed er ofte den klinisk relevante. I seerlige tilfeelde kan man dog udnytte, at reproducer-
barheden (preecisionen) er bedre ved maélinger indenfor en analyseserie end fra dag til dag. Det
gelder f.eks. ved forskningsprojekter. Dette kreever normalt, at provematerialet kan opbevares (f.eks.

i fryser) uden koncentrationseendringer af den aktuelle komponent. 3) Systematiske fejl

"inaccuracy") er fejl, der gar igen pa samme made ved gentagen analyse af en preve. Som neevnt i
afsnittet om analyseprincipper, er det ved valg af analysemetode i laboratoriet vigtigt at tage hensyn
til en reekke andre faktorer end metodens evne til at producere den sande "veerdi" af en kvantitet.
Ved kvalitetskontrol i laboratoriet vil man dog kunne sikre sig, at analysens sigte ikke aendres, og
ved brug af eksterne kontroller og referencemetoder vil man kunne fa en opfattelse af retningen og
storrelsen af den analysemetodebetingede systematiske afvigelse fra den "sande" veerdi. Nogle
systematiske fejl lader sig rette ved f.eks. ny indstilling (kalibrering) af analyseinstrumentet og
anvendelse af nye reagenser m.v. Andre "fejl" er af mere fundamental natur og skyldes uspecificitet
af analysen, hvorved de i nogle grad bliver aftheengige af provematerialet. Laboratoriet kan veere
behjeelpeligt med oplysninger om, hvilke farmaka eller sygdomstilstande, der vides at kunne
introducere systematiske fejl i den aktuelle metode. Klinikeren vil i det daglige arbejde maske kun
have en begreenset interesse i den sande veerdi, ndr blot han har et referenceomrade, som svarer til
metoden, og metoden giver reproducerbare resultater. For at kunne udnytte og deltage i
international og national videnskabelig aktivitet vil det dog veere af betydning for ham, at
analyseresultaterne kan sammenlignes med andre laboratoriers. Den internationale "harmonisering"
gar i retning af, at man savidt muligt skal neerme sig den sande veerdi, Nar dette ikke er muligt, bor

man anvende alment vedtagne metoder, som kalibreres med internationale standardmaterialer.
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Ved arbejdstilretteleeggelsen af kvalitetskontrol i laboratoriet og ved tilretteleeggelsen i
almindelighed af arbejdet forsgger man at undgd de fejl, som det principielt er muligt at undga.
Alligevel vil der af og til blive udgivet fejlagtige analysesvar, bade sddanne som kunne vare undgdet
og sddanne som laboratoriet principielt ikke har nogen mulighed for at finde, f.eks. et leegemiddels
indflydelse pa analyseresultatet. Det sidste og maske vigtigste led i kvalitetskontrollen er den
kliniske leeges vurdering af, om resultaterne virker rimelige, set i relation til sygdomsbilledet og
tidligere analyseresultater. Pa dette led i kvalitetskontrollen vil forhdbentlig de fleste grove fejl blive

opdaget og en ny bestemmelse af den pageeldende kvantitet blive rekvireret.

REFERENCEV ZARDIER

Som neevnt tidligere kreever en meningsfyldt tolkning af et analyseresultat, at dette sammenlignes
med kvantitetens storrelse hos raske eller syge mennesker, med tidligere resultater fra samme patient
eller med andre kvantiteter i patienten malt samtidig. Det er her laboratoriets opgave at fremskaffe
og repraesentere analyseresultater fra raske mennesker, som kan sammenlignes med patienten.
Sadanne verdier kaldtes tidligere normalveerdier, men pga. vanskeligheder ved at definere ordene
"normal" og "rask" kalder man nu sddanne veerdier for referenceverdier. Referencevaerdier bor sa-
vidt muligt veere fremkommet ved samme procedure som patientveerdier med hensyn til alle de
tidligere omtalte faktorer, som kan influere pa analyseresultatet. I klinisk-kemiske kredse diskuterer
man kriterier for udveelgelse af referencepersoner og de omstendigheder, under hvilke
provetagningen skal udferes. Hvis almene rekommendationer felges og tillige de forskellige
laboratoriers analysemetoder, har god accuracy (dvs. sigter pa den sande veerdi), kan laboratorierne
indenfor et omrade med en kulturmeessig og etnisk ensartet befolkning udveksle referenceverdier. I
praksis er der store problemer med at fremskaffe referenceindivider rimeligt fordelt pa alder og ken.
Subjektivt raske bloddonorer, studenter og laboratoriepersonal er grupper, der ofte udnyttes. Selvom
der er sket meget mhp. standardisering og hejnelse af analysemetodernes accuracy, vil der stadig

ofte veere et (uonsket) behov for, at laboratoriet fremstiller sit eget referenceomrade.

Med mindre andet er specificeret, bor referenceveerdier stamme fra subjektivt friske voksne personer,
der for blodprever har faet taget disse fastende om morgenen i siddende stilling. Hvis kvantiteten
varierer betydeligt med alder og ken eller andet, ber man inddele referenceindividerne efter disse
kriterier og fremstille referenceintervaller for hver gruppe. Dog ber differentieringen af praktiske
grunde ikke overdrives.

En referenceveerdi er altsd et analyseresultat fra et referenceindivid. Et referenceinterval afgreenser en
bestemt del (fraktion) af referenceveerdierne. Hvis intet er anfert, underforstas, at referenceintervallet
rummer de centrale 0.95 (95%) af referenceveerdierne, saledes at de 2,5% steorste og 2,5% mindste
veerdier er udenfor intervallet. Man Jnsker at leegge intervallet sdledes, at det rummer 95% af

veerdierne i den teoretiske fordeling af referenceveerdier, hvori de aktuelt fundne referenceveerdier
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anses at veere en stikprgve. Ved forskellige statistiske procedurer og subjektive vurderinger kan man
forsgge at skenne over disse teoretiske "intervalgraenser". En forudseaetning for et rimeligt sken er
imidlertid altid, at stikpreven (antallet af malte referenceveerdier) er tilstraekkeligt stor. Ofte vil der i
et laboratoriums referenceintervaller veere sket en afvejning mellem egne referenceveerdier og
veerdier i litteraturen eller veerdier fra andre hospitaler, som anvender lignende metoder. Et
analysesvar, der falder udenfor referenceintervallet, er nok unormalt, for s& vidt som det afviger
statistisk signifikant fra referenceverdierne, i dette tilfeelde pa 0.05niveauet. Men deraf folger ikke, at
det har nogen patologisk betydning. Svaret kunne jo stamme fra en normal person (referenceperson),
nemlig fra en af dem, vi vilkarligt har udelukket fra referenceintervallet ved vort valg af 0.95-
greenserne. Ved analyse af 10 uaftheengige kvantiteter hos en normal person (referenceperon) skulle
sandsynligheden for, at alle veerdier ligger indenfor de respektive referenceintervaller veere 0.60
(0.9510). Sandsynligheden for mindst 1 resultat udenfor et referenceomrader er altsa 0.4. Dette bOr
betankes, nar et stort antal analyser rekvireres pa samme patient. Men sandsynligheden for at en
normal person har veerdier udenfor referenceintervallet aftager naturligvis hurtigt, jo leengere vi
kommer fra intervallets greenser. Her ma supplerende undersogelser hjeelpe os til en klinisk
konklusion. Finder man hos en patient en veerdi, der ligger indenfor referenceintervallets greenser,
har man dermed intet pdvist om, at der ikke er noget i vejen. Enhver patients veerdier skal jo egentlig
bedemmes i forhold til hans egne normalveerdier, dvs. de veerdier, han ville finde, nar patienten med
sikkerhed var rask. En patient kan sdledes godt have ret store eendringer i sine veerdier, men blot
have beveeget sig fra den ene ende af referenceintervallet til den anden, og dette kan meget vel veere
patologisk. For en funden veerdi i referenceintervallet er man saledes ikke i stand til deraf at udtale
sig om, hvor stor sandsynligheden er for, at patienten er normal mht. den undersggte storrelse.
Patienten kunne jo meget vel hore til en fordeling af patologiske veerdier, dvs. veerdier malt pa syge
personer, der havde stor overlapning med fordelingen fra referencepersonerne. Man ma da ngjes
med at konstatere, at det ikke ved den pageeldende undersogelse er lykkedes at sandsynliggere, at
der foreligger en patologisk tilstand.

Analysens egnethed til at be- eller afkreefte en diagnose kan beskrives med fglgende begreber:

Sensitivitet: Antal individer med abnormt analyseresultat/antal af individer med given sygdom.
Specificitet: Antal individer med normalt analyseresultat/antal individer uden given sygdom.

Preaevalens: Antal syge individer/antal undersggte individer. "Preedictive value": f.eks.

sandsynligheden for, at en patient med et abnormt analyseresultat er syg: Antal syge individer/antal

individer med abnormt analyseresultat.
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En neermere gennemgang af disse begreber findes i det udleverede materiale fra den svenske
leerebog i klinisk kemi. Det skal bemeerkes, at disse begreber er klinisk orienterede. En rimelig god
analysekvalitet vil veere en nedvendig, men naturligvis ikke en tilstreekkelig betingelse for, at en
analyse kan anvendes til diagnostik af en given sygdom. Graensen for, hvorndr man betragter et
analyseresultat som abnormt i denne sammenheeng, afhenger af mange faktorer, f.eks.
konsekvenserne af hhv. falske positive eller falske negative udfald. Greenserne behover saledes ikke
afspejle en referenceintervaigreense. Det skal bemeerkes, at oplysninger om sensitivitet og specificitet
af en given analyse i relation til en given sygdom ofte kan fés i litteraturen, idet disse begreber
refererer til analyse af adskilte grupper af syge og normale mennesker. Derimod vil begrebet
preedictive value, som er det for klinikeren veaesentlige, afheenge af sygdommens preevalens og
dermed de lokale forhold.
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Noter om

Urinundersggelser
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Rigshospitalet Klinisk-kemisk afdeling KK
Dato: 1989-02-28
Kristian Linnet/el

Urinundersggelser

Urinundersggelse foretages i dag rutinemassigt med stix, som er impragnerede papirstrimler, der kan skifte
farve efter neddypning i urin. Sernikvantitativ koncentrationsbestemmelse af albumin, glucose, hemoglobin,
ketonstoffer og neutrocytter foretages. Endvidere kan bakterier pavises, og endelig kan pH males.

Prgvemateriale
5 ml urin opsamles i et plastrgr uden tilseetning (kLM-84) . Urin, der ikke undersgges umiddelbart, bar
opbevares ved 4 °c.

Fremgangsmade

Den pageldende stix dyppes hurtigt i urinen og overfladig urin stryges af (se figur). Efter et angivet tidsrum
sammenlignes den udviklede farve med en farveskale, hvorved koncentrationen fas. Det er vigtigt ngje at falge
brugsanvisningen. Pa markedet findes stix til bestemmelse af enkeltkvantiteter og kombinationer af flere
kvantiteter.

U--Acetoacetat, stof k. (skala: 50,5-2-7-> 10 _mmol/l)

Princip: Teststrimlen er impraegneret med natriumnitroprussid, der med stoffer indeholdende ketongrupper
(acetoacetat og acetone) udvikler en violet farve. Urinen skal vaere friskladt.

Referenceinterval: <0,5 mmol/I.

Fejlkilder: Falsk forhgjet resultat kan ses ved tilstedeveerelse af fenylketoner, der forekommer i visse
affgringsmidler.

U--Albumin, stof k. (skala: 53-4-15->30 umol/l)

Princip: Teststrimlen er impreegneret med en syre-base indikator med den egenskab, at baseformen bindes til
visse proteiner, iser albumin. Tilstedeveerelse af albumin forskyder herved ligeveegten syre + base + H+ mod
hgjre, og der indtraeder et farveskift.

Referenceinterval: <3 umol/l.

Fejlkilder: Kontaminering med blod og genitalsekret.
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U--Bakterier, NO2-producerende, antalk. (skala: <0,1->0,1x109/1)

Princip: Teststrimlen reagerer med nitrit dannet i bleeren ud fra nitrat af NO2-producerende bakterier.

Referenceinterval: <0,1x109/1.
Verdier over referenceintervallet ses ved urinvejsinfektion med NO2-producerende bakterier, hvilke udger ca.

halvdelen af de ved urinvejsinfektion forekommende bakterier.
Urinen opsamles tidligst 4 timer efter forrige miktion, f.eks. morgenurin. Urinen analyseres inden 4 timer.
Antibiotika seponeres i 3 dagn far urinopsamling.

U--Glucose, stofk. (skala: < 2-3-5-15-230 mmol/l )
Princip: Enzymerne glucoseoksidase og peroksidase er sammen med en reduceret kofaktor impreegneret pa

strimlen. Glucoseoksidase katalyserer glucosens omdannelse til gluconsyre og hydrogenperoksid, der via
peroksidase ilter den reducerede kofaktor til et violet farvestof. Referenceinterval: <_2 rnmol/l.

Fejlkilder: Falsk lav koncentration kan skyldes tilstedeveaerelse af ascorbat i hgj koncentration. Falsk forhgjede
resultater kan skyldes oksiderende stoffer i visse vaskemidler (nar patienten medbringer uringlas hjemmefra).

U--Hemoglobin(Fe), stof k. (skala: s10-20~100->_300 umol/1)
Princip: En organisk hydroperoksidforbindelse og en reduceret forbindelse er impraegneret pa strimlen.

Hemoglobins pseudoperoksidaseaktivitet vil katalysere iltningen af den reducerede forbindelse, som herved
skifter farve. Erythrocytter, som kommer i kontakt med stixen, lyseres. Referenceinterval: <_10 nmol/l.
Urinen skal blandes godt for at opslemme evt. tilstedevarende erythrocytter fagr stixen neddyppes.
Fejlkilder: Ascorbat i hgj koncentration h&emmer reaktionen. Falsk forhgjet resultat ses ved indhold af
renggringsmidler i uringlasset. Myoglobin reagerer ogsa med stixen.

U--Neutrocytter, antalk. (skala: <10-20-75- >200x106/1)
Princip: Neutrocytesterase katalyserer omdannelsen af et substrat pa strimlen, hvorved der udvikles en farve.

Referenceinterval: <10x106/1.

Hos kvinder er der ofte neutrocytter fra vaginalsekret, hvorfor midtstraleurin eller urin opsamlet fra kateter
foretraekkes.

Fejlkilder: Udtalt albuminuri og hgj ascorbat-koncentration ha&emmer reaktionen.

U--pH (skala: 5-6-7-8-9)
Princip: Indikatorpapir. Referenceinterval: 5-6.

Veerdier over referenceintervallet (pH 7-8) ses ved urinvejsinfektion.
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RrGsHOSPITALET
Kuinisk-KEMISK AFDELING KK
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Husk LAG
NEPHUR-TEST-LEUCO MED
TORREMIDDEL
U--Neutrophilocytter, antalk.
skala: <10 20 75 > 200 10%/1
Leukocyter 0 1 2 3
ca. ca. ca. x108 leukoll

10-25 75 500
U--Bakterier, NO,~-producer., antalk.

skala: <01 >0, 109/1
U-nitrit neg0 +,1,pos.

U--pH

skala: 5 6 7 8 9

U-pH: 5 6 7 8 9
U--Glucose, stofk.

skala: <2 3 5 15 >30 mmol/l
U-glukos norm0  +,1 ++,2  +++3 ++++,4

28 56 16,7 55,5 mmol/l
U--Albumin, stofk.

skala: <3 4 15 >30 pmol/l
U-albumin neg,0 +,1 ++,2 +++3
03 1 5 g/l

U--Hemoglobin(Fe), stofk.

20 100

U-erytrocyter neg,0 +,1 ++,2 +++3
ca. 510 ca. 50 ca. 250 x10% ery/l

U-hemoglobin fran +1 ++,2 +4++3
ca. 10 ca.50 ca. 250 x108 ery/|
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