8. A vizsgalati eredmények kifejezésmodjai —
Dimenziok, vonatkoztatasok

LiszT FERENC

Mértékegységrendszerek

A laboratériumi kvantitativ analitikai folyamatok-
ban megsziileté eredmények a szamszer( érték mel-
lett minden esetben mértékegységgel is rendelkez-
nek. A metrikus mértékegységrendszer alapjaul a
francia nemzetgyilés 1791-ben fogadta el a métert
és a kilogrammot. Tizennyolc allam (koztiik hazank
is) 1875-ben Parizsban irta ald az elsé nemzetkozi
mértékegyezményt. Ezt kovette az 1881-ben elfo-
gadott CGS rendszer, amelyet 1939-ben felvaltott a
nemzetkozileg is elfogadott — a méter, a kilogramm,
a masodperc és az amper mértékegységen alapulo
- MKSA mértékegységrendszer. 1948-ban ezt ki-
egészitették tovabbi harom alap mértékegységgel:
az er6 (newton), az energia (joule) és a teljesitmény
(watt) egységével.

A Meértékegységek Nemzetkozi Rendszere, SI (Sys-
téme International d’Unités) a legujabb, nemzetkozi-
leg elfogadott mértékegységrendszer, amely néhany
kivalasztott mértékegységen, ill. a tiz hatvanyain ala-
pul. A mértékegységek rendszerét az alapegységek, a
kiegészité egységek és a veliik leirhat6 szarmaztatott
egységek alkotjak. A mértékegységek nagysagrendjét
a prefixumok (elétagok) adjak meg. A jelenleg hasz-
nalt ST mértékegységrendszert a XI. Altalanos Stly-
és Meértékiigyi Konferencia fogadta el 1960-ban.
Magyarorszagon 1960-t6l az SI figyelembevételével
késziilt kormanyrendelet szabalyozta a mértékegy-
ségek hasznalatat. 1972-ben megjelent az MSZ 4900
»Fizikai mennyiségek neve, jele és mértékegysége”
cimi szabvany, amely teljes egészében a nemzetkozi
mértékegységrendszert hasznalta, de kotelezé hasz-
nalatat nem irta el6. 1976-ban adtak ki a 8/1976.
(IV.27) MT. sz. rendeletet, amely el6irta az SI rend-
szerre vald kotelezo attérést és az SI kizardlagos hasz-
nélatat (azaz mas mértékegységek haszndlatanak ti-
lalmat) 1980. januar 1-jétdl tette kotelezévé. A WHO
30. kozgyilésén 1977-ben a tagorszagok elfogadtak

az SI meértékegységrendszer bevezetését az egész-
ségiigyben. A Magyar Koztarsasag orszaggytlése az
1991. évi XLV. torvény 1. mellékletében ismét megha-
tdrozta a szabvdnyos magyar mértékegységrendszer
alapjait, az 1976 ota ismertté valt tudomanyos ered-
mények figyelembevételével.

Az altalanos laboratériumi rutin és kutatas gya-
korlatdban ma alkalmazott SI mértékegységrendszer-
nek hét alapegysége van:

. Hosszusag: m (méter).

. Tomeg: kg (kilogramm).

. Idé: s (masodperc).

. Elektromos aramerdsség: a (amper).

. Termodinamikai hdmérséklet: °k (kelvin).
. Fényerdsség: cd (kandela).
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. Anyagmennyiség: mol (mdl).

A laboratériumi gyakorlatban sokszor alkalmazunk

szarmaztatott SI mértékegységeket is:

1. Térfogat: m* (kobméter), ill. tort része: dm? (kob-
deciméter).

2. Stirtiség: kg/m’ (kilogramm/kébméter).

3. Anyagmennyiség-koncentraci6: mol/m* (mdl/kob-
méter).

4. Molalitas (mol/kg olddszer).

Az Sl rendszer bevezetése a legtobb orszagban orvosi,
bioldgiai laboratériumban csak részben valésult meg,
manapsag is hasznalnak tobb régebbi, nem SI mér-
tékegységet, pl. Hgmm, °C, U/L, mol/L, kg/L.

Egyéb hasznalt mértékegységek:

1. Térfogat (trtartalom) : L (liter = 1 dm’ = 10~ m?).

2. Hémérséklet: °C (Celsius-fok).

3. Tomegkoncentracié: g/L (gramm/liter).

4. (Sejt) szam koncentracio: 1/L.

5. Molaritas (anyagmennyiség-koncentraci6): mol/L
(mol/liter oldat).

6. Katalitikus aktivitas (nem SI egység): U (nemzet-
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kozi enzim egység, 1 U = egy perc alatt atalakitott
egy mikromol szubsztrat).

7. Katalitikus aktivitas (SI egység): kat (1 katal = egy
s alatt atalakitott egy mol szubsztrat).

8. Katalitikus aktivitaskoncentracié (nem SI egység):
U/L (1 nemzetkozi egység/liter).

9. Katalitikus aktivitaskoncentracio (SI egység): kat/L
(1 katal/liter).

Az analitikai referenciarendszer és elemei

Egy bioldgiai minta adott komponensei esetében a
laboratériumi mérési eredmények valddisaga akkor
biztosithatd teljes kortien, ha a laboratérium altal
mukodtetett mérérendszer kalibracidja és valodisag-
meghatarozo eljarasa dokumentaltan visszavezethetd
az SI rendszerig. Ezt az MSZ EN ISO/IEC 17025:2005
(Vizsgald és kalibraldlaboratériumok felkésziiltsé-
gének dltaldnos kovetelményei) és az MSZ EN ISO
15189:2007 (Orvosi laboratériumok. A mindségre
és a felkésziiltségre vonatkozo kiilon kévetelmények)
szabvany pontosan meghatarozza.

A mérések valddisaga a legmagasabb rangu etalo-
nokhoz (primer referenciakalibrétor, primer referen-
cia-mérémodszer) vald visszavezetés révén, referen-
ciarendszerben biztosithato.

A referenciarendszer 9sszetevoi:

o A mérend6 komponens pontos definidlasa a

human mintaban.

« A komponenst specifikusan méré referencia-

modszer.

« Primer vagy szekunder, matrix alapu referens

anyag.

« Referencialaboratériumok hélozata.

A laboratériumi medicinaban és a kutatasban is tobb
szaz kiillonboz6 analit koncentraciojat hatarozzuk
meg, a vizsgalt komponens pontos definialasa alap-
vetd igény.

Az A tipusii analitok pontosan meghatarozott mo-
lekulatomegti molekuldk, melyek visszavezethetdk SI
mértékegységre, amennyiben megfelelé mérési elja-
ras és kalibratorok rendelkezésre dllnak. Az A tipusu
analitok kozé tartoznak a klasszikus klinikai kémia
analitjai, elektrolitok, asvanyi anyagok, anyagcsere-
termékek (pl. koleszterin, kreatinin, hugysav), sztero-
idok, vitaminok, gyogyszerek. A mérések eredményét

mol/L, elfogadott SI egységben adjuk meg. Mivel az A
tipusu analitok megfelelden tisztitott formaban el6-
allithatok, a komponenst tartalmazo referenciaanya-
gok konnyen el6allithatok és a rutin mérési eljarastol
tiiggetlen referenciaeljaras kifejleszthetd. J6 példa egy
referenciamérési rendszerrel vizsgalt A tipusu analit,
a kortizol meghatarozasa vérszérumban. A kortizol,
jol definialt molekulatomeggel biré anyag, koncent-
racidja mol/L-ben kifejezhetd, és gravimetrids uton
megfelelden tiszta anyagbdl primer referenciaanyag
készithet6. A referenciamérési eljaras, pl. izotdp-
higitasos gazkromatografia, tomegspektrometria
(ID-GC/MS) kozvetleniil kalibralhato erre az elsddle-
ges referenciaanyagra. A referenciaeljarast alkalmazd,
jol definialt kortilmények kozott dolgozé referencia-
laboratériumok rendelik hozza a hiteles értékeket a
masodlagos matrix referenciaanyagokhoz. A gyartok
ezeket az eredményeket alkalmazzék a rutin modsze-
rek kalibralasahoz, ami visszavezetheté eredménye-
ket biztosit a végfelhaszndl6 rutin médszer szamara
(8-1. abra).

A B tipusti analitok (ezek szama az A tipusu anali-
tok szamat sokszorosan meghaladja) vizsgalatakor a
komponens olyan heterogén molekula (legtobbszor
fehérje), amelyhez nem lehet meghatdrozott, homo-
gén molekuldris szerkezetet rendelni. A mérést leg-
tobbszor valamilyen immunkémiai technikaval vég-
zik, az eredmények nem fejezhetok ki SI egységben,
csak tomegegységben (g/L) vagy onkényes egységek-
ben, ill. WHO 4ltal javasolt nemzetkozi egységek-
ben. J6 példa a nem SI rendszerben visszavezethetd
bioldgiai analitra a plazmaprolaktin. Ha ezt a kompo-
nenst mérjiik, valéjaban a kiilonb6z6 mennyiségben
el6forduld harom kiilonb6z6 izoformat mérjiik: pro-
laktin-A, prolaktin-B és prolaktin-C, amelyek aranya
a keverékben ismeretlen. A B tipusu biologiai anali-

primer referenciaanyag
(tiszta vegyllet)
NIST SRM 921

T

referenciaeljaras
ID-GC/MS
szekunder referenciaanyag /

(kortizol human szérumban)
\

IRMM/IFCC 451
/

rutin modszer
kalibracidja
klinikai mintak mérése
immunoassay-vel

8-1. dbra. A referenciarendszer koncepcidja a gyakorlat-
ban, a szérumkortizol-meghatarozas példajan
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tokat dltaldban immunkémiai eljarasokkal mérjiik,
ahol kiilonboz6 reagensek eltéré modon reagalnak
a molekula kiilonb6z6 epitdpjaival, egymassal ugyan
aranyban 1év6, de eltéré koncentracidértékeket ered-
ményezve. Kovetkezésképpen, a nem SI rendszerben
visszavezethetd, kiillonb6z6 immunkémiai eljarasok-
kal meghatarozott biologiai analitok mérési eredmé-
nyei nem hasonlithaték ossze. Ezek a tények drdmai
kovetkezménnyel jarnak az inter- és intraindividualis
biologiai széras vizsgalatok értékelésénél. Bioldgiai
eltérések esetén a kiillonbozé immunkémiai mérési
eljarasokkal kapott eredményeket nem szabad 6ssze-
vonni.

Igy a B tipusu analitoknél a referenciaanyagok el8-
allitasa sokkal nagyobb nehézséget jelent. Mivel az
analitok rendkiviil heterogének lehetnek — Osszeté-
teliik a kiilonb6z6 human testfolyadékokban valtozd
—, ezért minden B tipusu analit referenciaanyaga csak
korlatozott mértékben lehet azonos a beteg mintajaé-
val. Ezek a referenciaanyagok bizonyos mértékig ha-
sonlithatnak a human testfolyadékminta heterogén
keverékére, de ez csak ,,atlagos” mértéket jelent. To-
vabba a B tipust analitoknadl a rutinszertien alkalma-
zott eljarasoktol fiiggetlen referenciameghatarozasi
eljarasok jelenleg az esetek tobbségében hianyoznak.
Igy az értékek hozzdrendelése a széba jové referen-
ciaanyagokhoz gyakran problematikus. Ennek kovet-
keztében a gyartok készitik el sajat kalibratorukat a
rendelkezésre all6 preparatumbdl, és hozzarendelik
tomegmeérés alapjan az értékeket, ez pedig a kiillonbo-
z0 gyartok kozti eltérésekhez vezethet.

A klinikai laboratériumi mérési eredmények met-
rologiai visszavezethetGsége (visszakovethetGsége)
annak az elvnek a gyakorlati megvaldsitasa, hogy a
laboratériumi leleten feltiintetett rutin mérési ered-
mény pontossagat és valddisagat ismert és egyre csok-
kend bizonytalansagu (azaz egyre megbizhatobb)
standardizalt 6sszehasonlitdsok, szabvanyos hiteles
mérések megszakitatlan lancolata garantalja. A rutin
laboratériumi mérési eredmény ezen a szabvanyos,
megbizhato, hiteles mérési lancolaton keresztiil veze-
tédik vissza orszagos vagy nemzetkozi etalonokhoz,
referenciaanyagokhoz és referenciamérési eljarasok-
hoz. A lancolat minden tagjanak pontossaga, valodi-
saga ismert és garantdlt, ami biztositja az eredmény
pontossagat és valodisagat.

Kiilonoésen fontos, hogy laboratérium ismerje a
mért mintakomponens esetében a hasznalt kalib-

rator (valodisagkontroll) hibdjat és a komponensre
vonatkozé Osszes megengedett hibat. Ha ez kisebb
vagy egyenld, mint a kalibrator kumulalt hibdjanak
és a mérési rendszer Osszes hibajanak dsszege, akkor
a rendszer egyaltalan nem kontrollalhat6 és nem is
alkalmas az adott komponens mérésére.

A bizonyitott (bizonylatolt) visszavezethetdség te-
szi lehet6vé azt is, hogy Osszehasonlithassuk adott
beteg adott paraméterének kiilonb6zé laboratériu-
mok altal kiillonb6z6 idépontokban kiilonb6z6 rutin
mérési modszerekkel meghatarozott értékét. Ezt az
biztositja, hogy egy mintakomponens tébbféle mérd-
modszerének kalibrator anyagait kozos referens ka-
libratorral vagy referens modszerrel ellenérzik és al-
litjak be.

Ez a mérési lanc a klinikai laboratériumokban kez-
dédik, a referencialaboratoriumokon 4t és az in vitro
diagnosztikumok eléallitéinak (IVD gyartok) labora-
tériumaiban folytatddik, és a nemzeti és nemzetkozi
laboratériumi intézeteken at halad a nemzeti és nem-
zetkozi metroldgiai intézetekig.

A leletezéshez méréstechnikai és mérési jogi as-
pektusbdl sziikséges az elsédleges standarddal, azaz
meggy6zGen bizonyitott és igazolt ,kommutabilitas-
sal” (transzferabilitassal, atvihetéséggel) rendelkezd
referens anyaggal végzett kalibralas, a gyart6 altal
meghatdrozottak szerint hasznalt mérési modszer, a
kontrollok, a minta, a laboratériumi végfelhaszna-
16i rutin (beteg) mérés eredménye valodisaganak az
ellendrizhetésége. A mérérendszer hitelesitését és
ellenérzését a mérési feladat megvalositasahoz tarto-
z6 valamennyi elem, tehat a megoldés sorrendjében a
kalibralastél a minta mérési eredményéig halmoz6do
hibék becslésén alapulé mérési bizonytalansag, mig
ellenkez6 irdnyban az etalonokra (definitiv médszer-
re és primer referenciaanyagra) vald visszavezethetd-
ség jellemzi.

Az eurdpai In Vitro Diagnostical Directive (In Vit-
ro Diagnosztikai Iranyelv, IVDD, az Eurdpai Parlament
és Tanacs 98/79/EC szamu iranyelve) az in vitro diag-
nosztikai orvosi eszkdzokre vonatkozik, és el6irja, hogy
a klinikai laboratériumi rutin mérési eredmények meg-
bizhatdsagat méréstechnikailag biztosito kalibratorok és
valédisagkontroll anyagok értékeinek visszavezethetd-
nek kell lennie valamilyen elsédleges referenciamérési
eljarasra vagy referens kalibrator anyagra.

A primer referenciaanyagtol és a primer referen-
ciamddszertdl kiindul6é mérési lancolat végén all a ru-
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tin laboratériumi mérési eredmény, amint azt a 8-2.
dbra mutatja. A metrolédgiai visszavezethet6ség (visz-
szakovethetdség) irdnya az abra nyiliranyaival ellen-
tétes, a laboratoriumi eredmény hitelességét az adja,
hogy dokumentaltan visszavezethet6 a primer kalib-
ratorral kalibralt primer referencia-mérémddszerre.
A folyamat ellenkezé iranyban is igaz: ,,commutabi-
lity”-nek vagy a magyaritott kifejezéssel transzferabi-
litasnak, kommutabilitdsnak nevezziik.

Jelenleg elsdsorban két szabvany foglalkozik az
eredmények visszavezethetdségével. Az EN ISO
17511:2003 a kalibratorok és a valddisagkontroll
anyagok értékeinek metrologiai visszavezethetdségé-
vel, az EN ISO 18153:2003 a kalibratorok és a valodi-
sagkontroll anyagok enzimkoncentracio-értékeinek
metrologiai visszavezethetdségével foglalkozik. A
pontossag ellenérzését szolgalé kontrollanyagokra ez
a két szabvany nem vonatkozik. Ismeretes tobb, rész-
ben kapcsolédé szabvany is, pl. az EN 12287:1999 a

1. metrolégiai primer . s
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primer kalibrator —— szekunder
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g — mérési eljarasa £ 0
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gyarto - mérési valodisag
kalibrator- kontroll-termék-
készitménye — kalibratorral
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laboratériumok
betegminta vagy L»  laboratoriumi
kontrollanyag, rutinmérési
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8-2. dbra. A laboratériumi mérési eredmények visszave-
zethet6ségi lancolata, transzferabilitas és a mérési bizony-
talansag

referenciaanyagokkal, az EN ISO 15197:2003 a kalib-
ratorok és a kontrollanyagok értékeinek metrologiai
visszavezethetdségének ellendrzésével foglalkozik.
Manapsag még nem minden anyag (mintakompo-
nens) esetén hozhato létre ez a mérési visszavezetési
lancolat, nem minden mérendé komponensre van
nemzetkozileg elfogadott referenciaanyag vagy refe-
renciamérési eljaras, és a lancolat gyakran végzédik
az IVD-gyartoknal.

A Laboratériumi Medicina Visszavezethetéségi
Egyesitett Bizottsaga (JCTLM Joint Committee on
Traceability in Laboratory Medicine) a gyartdk torek-
véseit egyesiti és iranyitja az IFCC (International Fe-
deration of Clinical Chemistry and Laboratory Me-
dicine), a BIPM (Bureau International des Poids et
Mesures) és az ILAC (International Laboratory Acc-
reditation Cooperation) kozos bizottsagaként. Tagjai
kozott 23 nemzetkozi szervezet timogatasaval miko-
dik egyiitt a megfelelé referens anyagok és referens
mérémadszerek kutatdsaban. A JCTLM iranymuta-
tast ad arra vonatkozdan, hogy a klinikai laborato-
riumok mérési eredményei nemzetkozileg is Ossze-
vethetdk, egyenértékiiek és a mérési szabvanyoknak
megfelelden visszavezethetok legyenek.

A jelenleg rendelkezésre allé referens anyagok és
mérémodszerek listajat a JCTLM allitja dssze.

A fehérjemeghatarozasok standardizalasa

A fehérje mennyiségi vizsgalatok eredményeinek
6sszehangoldsdra vildgszerte nagy igény jelentkezik,
els6sorban a populacié mobilitasanak és migracio-
janak kovetkeztében: az alkalmazott modszereket
egységesiteni kell. Korabban szamos kisérletet tettek
e cél elérésére. A hatvanas években a ROWE és mun-
katarsai altal készitett referenciakészitmény humén
szérumimmunglobulin-mérésekhez azzal a céllal
késziilt, hogy a kiilonb6z6 laboratériumok eredmé-
nyei Osszehasonlithatobbak legyenek. Korabban azt
gondoltak, hogy a laboratériumok kozotti nagy va-
riabilitds annak koészonhet6, hogy eltéré standard
preparatumokat, antiszérumokat és elsésorban ma-
nualis mddszereket alkalmaznak. A kozos kalibrator
hasznalata révén az eredmények reprodukalhatosaga
jelentdsen javult. Ez a preparatum volt az elsé jelen-
tds 1épés a fehérjevizsgalatok harmonizaciéjaban.
1973-ban a WHO és az IUIS (International Union
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of Immunological Societies) kezdte meg egy uj stan-
dard kifejlesztését. A valasztott készitmény lett az US
National Reference Preparation (USNRP) és a WHO
referenciapreparatuma (WHOG6HSP) hat human szé-
rumfehérjére. Onkényesen nemzetkdzi egységeket
rendeltek az albuminhoz (ALB), az a -antitripszinhez
(AAT), a coruloplazminhoz (CER), az a,-makroglo-
bulinhoz (A2M), a transzferrinhez (TRF) és a komp-
lement C3c-hoz, mig az immunglobulin-koncentra-
ciok (IgA, IgG, IgM) esetében a korabbi WHO 67/86
preparatum volt hasznalatos. A hetvenes években
bekovetkezd jelentds valtozasok eredményeképpen
a szérumfehérjék koncentracidjanak meghatarozasa-
ra bevezetett turbidimetrias és nefelometrias tesztek
megkovetelték a nem turbid referencia anyagokhasz-
nalatat. Az IFCC a plazmafehérje-vizsgalatok egysé-
gesitése érdekében kidolgozta az IFCC 74/1 referen-
ciaanyagot, amely az 6sszes technikdra (gél alapu és
turbidimetrias vagy nefelometrias modszerre) alkal-
mazhaté volt. Szigoru protokoll szerint készitett refe-
renciaanyag volt, szoveti és leukocytaproteaz-mentes,
az elddllitas soran kikiiszobolték a fibrinogén hatasat
és a liofilizalast koveté denaturaciot. A nyolcvanas
évek a példa nélkili valtozasok ideje volt a fehérje-
laboratériumokban. A gél alapu, 24-48 orat igénylé
mennyiségi fehérjemeghatarozasoktdl a 3-5 dras fix
idejii nefelometridn keresztiil a kinetikus nefelomet-
ria vagy az automatizalt, egy-két perc mérési ideji
turbidimetria felé tolodtak el az analizisek. A mun-
katerhelés dramaian megnévekedett a monoklonalis
fehérjék, a B-sejtes malignitasok, az immunhidnyos
elvaltozasok és a specidlis fehérjemeghatérozasok
(CRP, AAT, TRE C3, C4, HPT) bevezetésének ko-
vetkeztében. A diagnosztikai cégek bevezették a fe-
hérjevizsgal6é automatakat, az EQA cégek specifikus
fehérjeprogramokat vezettek be a megbizhat6 és 6sz-
szehasonlithaté eredmények biztositasa érdekében. A
specidlis laboratériumok helyett a vizsgélatok a rutin
klinikai kémiai laboratériumok részévé valtak és bi-
zonyos fehérjevizsgalatokat siirgdsséggel is elkezdtek
hasznalni. Ugyanakkor az EQA adatok Eurdpaban és
az USA-ban néha 100%-os szérast mutattak. Ennek
oka a referenciaanyagok kommutabilitasanak hidnya,
a kiilonb6z6 szekunder referenciaanyagok hasznalata
és a modern optikai mérérendszerekre hasznalhatd
referenciaanyagok hianya volt.

Mindebbdl egyértelmi volt, hogy a laborato-
riumok kozotti variabilitds csokkentése érdekében

nemzetkozileg elfogadott referenciaanyagokra van
szitkség. 1989-ben az IFCC Committee on Plasma
Proteins vezetésével folyamat indult egy uj, 14 szé-
rumfehérjét tartalmazé masodlagos (matrix) referen-
ciakészitmény preparalasara, jellemzésére és kalibra-
lasara. A preparatumhoz tisztitott CRP-t is adtak. A
referenciaanyag eléallitdsa kozben még szigorubb
feltételeket kellett teljesiteni, mint a korabbiak eseté-
ben: a donoroknak 12 6ras éhomi vérvételt irtak el6, a
lipaemias, turbid és icterusos mintakat nem hasznal-
tak fel, az esetleges maradék lipideket szilicium-di-
oxidra adszorbealtattdk. Vizsgaltak az AAT és a HPT
fenotipust, és a pozitiv reumatoid faktort vagy elekt-
roforetikusan kimutatott monoklondlis fehérjéket
tartalmazé mintakat elvetették. Csak a hepatitis B- és
C-virus- és a HIV-mentes mintakat hasznaltak fel. A
preparatumokat az European Community Bureau of
Reference (BCR) hitelesitette mint hiteles anyagmin-
tat, és CRM 470 néven tették elérhet6vé 1993-1994-
ben, majd kés6bb atnevezték ERM-DA470-ra.

2004-ben az ERM-DA470 (eredetileg CRM 470-
nek nevezett) referenciaanyag készleteinek kime-
rilése miatt az European Institute for Reference
Materials (IRMM) vette at a feladatot egy uj referen-
ciaanyag elkészitésére. Az eljaras a sikeresnek bizo-
nyult ERM-DA470 eléallitasi mddja volt, ugyanakkor
a fejlesztés és a gyartas egy j tétel referenciaanya-
gok esetében lehetdséget nyujtott bizonyos kérdések
megvaltozasara és optimalizaldsdra. Elhataroztak a
B,-mikroglobulin (B,M), a myeloma multiplex prog-
nosztikus indikdtordnak addici6jit és az a -antiki-
motripszin (ACT) kihagyasat a referenciaanyagbol.

Elékisérletekben vizsgaltak a tervezett valtozasok,
a rekombindns B,M addici6janak és a dializis helyett
diafiltracié bevezetésének hatdsat. A p,M addicidja
nem befolyasolta mas fehérjék stabilitasat. A liofili-
zalas és az azt koveto feloldas a CRP visszanyerésének
csokkenését eredményezte, de a probléma a liofiliza-
las el6tt kalcium hozzaadasaval kikiiszobolhetd volt.
Ez a preparatum az ERM-DA470k/IFCC referencia-
anyag nevet viseli.

A referenciaanyag homogenitdsat, stabilitdsat és
kommutabilitasat a kilencvenes évek végétdl széles
kort megvalosithatosagi tanulmanyokban vizsgaltak.
A hosszu tavu stabilitas lehetséges kovetkezménye-
ként megjelenheté mérési bizonytalansag értékét is
feltiintették a hiteles értékben, ahogy azt az ISO Gui-
de 34 megkoveteli.
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Az ERM-DA470k/IFCC referenciaanyag hiteles érté-
keket kozolt AM, a -savas glikoprotein (AAG), AAT,
ALB, C3, C4, HPT, IgA, IgG, IgM, TREF és transztiretin
(TTR) fehérjére, ill. az ERM-DA472/IFCC a CRP-re. A
B,M hiteles értékének hozzarendelése csak a kozeljove-
ben varhatd. A méréseket kiilonbo6z6 elven alapuld im-
munoassay-k segitségével (nefelometria, turbidimet-
ria) végezték el, kiilonbo6zé tulajdonsagu antitestekkel.
Ezek az eljarasok jelenleg szerepelnek a JCTLM refe-
renciamodszerek listdjan. A mddszerek kozti széras
jellemzéen 2% kortil, az dsszes esetben 4% alatt volt a
12 hitelesitett fehérjére vonatkozodan. Ez meglehetésen
alacsony érték, figyelembe véve a kiilonb6z6 vizsgalati
mintak komplexitasat és a kiilonbo6z6 antitestek hasz-
nalatat. Nincs altalanosan elfogadott célérték a mérési
bizonytalansagra vonatkozéan a szérumfehérjék ese-
tében, a diszkussziok e témdban jelenleg is folynak.
Mégis, a teljes hiba elfogadhaté, ha 6sszehasonlitjuk
a Westgard bioldgiai eltérések adatbazisaval (13,5%
IgA-ra és 3,9% albuminra).

A visszavezethetdség érdekében jol meghatarozott
teljesitmény(i modszert kell valasztani, megfelel6 re-
ferens vagy kalibratoranyag hasznalataval. A gyartd
termék kalibrator értékét hozza kell rendelni maga-
sabb szintli referenciaanyagok értékéhez. Mas szo-
val a lanc hitelesitett 1épéseit kell 1étrehozni, hogy a
végs6 eredmény jelenthetd legyen. Metroldgiai szem-
pontbdl a visszavezethetdség hatdrozza meg a mérési
eredményt, minden 1épés hozzdjarul a mérési bizony-
talansaghoz (8-3. dbra).

értéktranszfer eljaras

USA Nemzeti Referencia Sl-mértékegység definicio
Preparatum 12-0575C /

tiszta fehérjék

(ALB, A2M, HPT, C3c érték-  (TTR, AAG,AAT, TRF)
C4, IgA, IgG, IgM) transzfer
ERM-DA470

‘ értéktranszfer eljaras

ERM-DA470k/IFCC
a gyarté
,mester’-kalibratora \ értéktranszfer eljaras
ertéktranszfer eljara
a gyarté /ertetas er eljaras
kereskedelmi kalibratora \
/ kereskedelmi immunoassay

rutin minta eredménye

8-3. dbra. Szérumfehérje-mérések visszavezethet6ségi lan-
colata

Az eljaras 1épései:
o Elsé lépés: a tiszta fehérjeprepardtum elddllitdsa

A visszavezethet6ségi lancban az els6, legfonto-
sabb pont az, hogy a plazmafehérje mért értéke
tiszta fehérjekészitményre visszavezethet legyen.
Ez tisztitott fehérjék eléallitasat koveteli meg, akar
nativ formaban — emberi forrdsbdl — vagy rekom-
bindns fehérje formdjaban. Ahhoz, hogy az ilyen
moédon eléallitott elsddleges referenciakészitmé-
nyek szérum alapu masodlagos referenciaanyagok
értékének meghatarozasahoz hasznalhatok legye-
nek, szamos feltételt kell teljesiteniiik:

— A tiszta fehérje teljesen hasonlo legyen a szérum-
vagy plazmapoolban talalhat6 fehérjével, mind
a makroheterogenitas (pl. genetikai variansok),
mind a mikroheterogenitas (pl. kiillonb6z6 szén-
hidrat-izoformak) vonatkozasaban.

— A fehérje — amennyire lehetséges — nativ legyen,
bioldgiai és immunoldgiai identitasat meg kell
6rizni. Ezt csak egyetlen modon lehet elérni,
6vatos és jol reprodukalhatd, szubfrakciondlas
nélkiili eljarassal.

— A végsd preparatum tisztasaga a lehetd legna-
gyobb legyen (> 98%), ami immunkémiai és
nem immunkémiai médszerekkel ellendrizhetd.

— A tisztitott fehérje stabil legyen legalabb addig,
amig felhasznalasaval a masodlagos referencia-
anyag kalibraciojat nem végezték el.

« Koncentrdciomeghatdrozds tomegmeéréssel
A tisztitott fehérje koncentraciéjanak mérésére is-
mételt szaritas és tomegmérés utan keriilhet sor,
g/L koncentracidegységben. A mérés lehetdséget
nyudjt a fehérje részleges specifikus térfogatanak
meghatdrozasara is (mL/g egységben), ez egyben a
fehérje jellemzésére szolgalé paraméter is.

o Modszer-optimalizalds
Manapsag a klinikai laboratériumok a fehérje-
mennyiségi meghatarozasokat leggyakrabban au-
tomatizalt rendszerekkel, turbidimetria vagy ne-
felometria elvén alapulé moddszerekkel végzik.
Kisebb eltérések a mérési elvben, a miszer prog-
ramozasaban és a reagensben eltéré eredményekre
vezethetnek, ezért a moddszerek optimalizaldsara
és szabvanyositasara van sziikség. Az optimalizalt
vizsgalati mddszer lehetSleg széles mérési tarto-
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manyban — széles korti megbizhat6sagi tartomany-
nyal kombinalva —, kevesebb ismételt méréssel ké-
pes a mintdk koncentraciéjanak meghatarozasara,
és biztositja az antitesttalsulyt.

Ertéktranszfer eljdrdsok

A nyolcvanas években fejlesztették ki az eljarast 14
szérumfehérje koncentracidértékének transzferé-
re a tiszta fehérjepreparatumbdl a CRM 470 (most
mar az ERM- DA470) referenciaanyagba. A gya-
korlati eljaras 1ényege az, hogy a fehérjepreparatum
hat higitasat egytitt analizaljuk a referencia- (cél-)
preparatum hat higitasaval. Ezzel a mddszerrel a
pontatlansag csokken, és a matrixhatas jelenléte
vagy hidnya kozvetleniil értékelhetd regresszios
egyenes felvételével. Ha matrixhatasok nincsenek,
a regresszios egyenes athalad az origdn, az egyenes
meredeksége mindkét anyagnal azonos. A proto-
koll alapja egy tobb pontos érték hozzarendelése
naponta tobb mérési sorozattal, legalabb négy na-
pon beliili ismétléssel. Alapvetd feltétel, hogy min-
den mintavisszaoldast és higitast tomegméréssel
ellenérizni kell.

Végleges hiteles érték hozzdrendelés folyamata

Az ERM-DA470k/IFCC referenciaanyag jellemzé-
sében, a végleges hiteles érték hozzarendelésében
20 laboratérium vett részt. Az 6sszes laboratérium
kivalé eredményeket kapott, a varidcios koefticiens
az Osszes szérumfehérje esetében joval 4% alatt
volt.

ERM-DA470 referencia anyag hatdsa a fehérje
meghatdrozdsok harmonizaldsdra

A legujabb mindségbiztositasi programok lénye-
gében azt mutatjdk, hogy a legtobb fehérjemeg-
hatarozasnal semmilyen tovabbi csokkenés nem
mutatkozott a laboratériumok kozotti variabilitas-
ban, bizonyos esetekben az még nétt is. Problémak
jelentkeznek a legtobb meghatarozasnal abban az
esetben, ha a fehérje koncentracidja nagyon kicsi
vagy a fehérje analit labilis volt, ill. jelentds kii-
lonbségek mutatkoznak az alkalmazott antitestek
epitopfelismerésében, pl. a coruloplazmin nagyon
labilis fehérje, és a kiilonboz6 antiszérumok reak-
cioba léphetnek a fehérjefragmenumokkal, ha a
fehérje nem ép. A komplementkomponens C4, a
coruloplazminhoz hasonléan kis koncentraciéban

van jelen egészséges emberek vérmintaiban, a ru-
tin, nem érzékenyitett immunoassay-k érzékeny-
ségének és pontossaganak hataran. Hasonloan a
fiziologids koriilmények kozott 2 mg/L koncentra-
ci6 alatt 1évé CRP-hez ebben az esetben érzékenyi-
tett nefelometrids vagy turbidimetrids modszert
kell hasznalni, ennek harmonizacidja viszont igen
sok kivannival6t hagy maga utan.

Normalérték és referenciaérték

A laboratériumi mérési eredmények értékelésében
nagy szerepe van a normalértékek vagy helyesebben
a referenciaértékek ismeretének. A korabban hasznalt
normalérték vagy normal tartomany fogalom - bar
manapsag is sokszor hasznalatos —, nem egyértelmii-
en definidlt fogalom. A laboratériumi medicindban
els6 megkozelitésben a normal tartomany egy analit
esetében azt a koncentraciotartomanyt jelenti, amely-
ben az egészséges, normalis egyének eredményei var-
hatok. Ezzel a megkozelitéssel ugyanakkor szamos
probléma van:
« Nem definidlt az egészséges vagy normalis egyé-
nek fogalma.
+ A mintapopulacio kivalasztasi és kizarasi krité-
riumai nem ismertek.
+ A mintaadok el6készitése, a mintavétel koriil-
ményei ismeretlenek.
Az alkalmazott analitikai modszer, annak meg-
bizhatosagi kritériumai nem ismertek.
« A mintaadok és az analitikai eredmények sta-
tisztikai kiértékelése ismeretlen.

A bioldgidban, medicinaban a ,,normalis” fogalom
kilonbozé értelmezésben haszndlatos, statisztikai
valoszintség eloszlast, karosodast nem okozé hatést
is érthetiink alatta. A normalérték meghatdrozasa-
hoz sziikséges mintapopulacié kivalasztasa jelenti a
legnagyobb nehézséget, legtobbszor egészségesnek
feltételezett orvostanhallgatok, asszisztensek, apolo-
nok, korhazi személyzet vagy véradok johetnek szd-
ba. Ugyanakkor adott paraméter, analit diagnosztikai
érzékenységének, hatékonysaganak és specificitdsa-
nak meghatarozasahoz sziikséges bizonyos betegség-
ben szenvedd paciensek mintajanak vizsgalata is. Az
egészséges €s beteg kozti hatarok nem egyértelmtien
definidltak.
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Amikor az irodalombdl atvett normal tartomany-
nyal kivanunk dolgozni, a kovetkezd adatokat kell
megvizsgalni:

« Az alkalmazott analitikai eljarast, annak elvét és

analitikai megbizhat6sagi kritériumait.

« A normilis populdciét, a mintaadok szamat,

nem és kor szerinti megoszlasat.

« A preanalitikai tényezdket: a befolyasold ténye-

z6k figyelemvételét, a mintavételi korilménye-
ket és a mintak tarolasi kortilményeit.

A vizsgalt problémakra valé tekintettel a nyolcva-
nas évek végén az IFCC kidolgozta a referenciaér-
ték-elméletet, amelynek alapjan bevezetésre keriilt
a referenciaértékek, referenciatartomany fogalma,

8-1. tabldzat. A referenciaérték koncepcidja és sémdja

ez jobban definidlt, mint a normalérték és a normal
tartomany. A laboratériumi medicindban manapsag
csak a referenciaérték és a referenciatartomdny foga-
lom hasznalatos (8-1. tdbldzat).
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