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9. A vizsgalatok kontrollja, ellendrzése,
pontossaga, helyessége

A Klinikai kutatdsok fontos eszkoze a mérés, amely-
nek soran sokféle el6készité eljards utan egy fizikai
paramétert mériink, amely Osszefiiggésben van a mé-
rend6 anyag koncentracidjaval. Az osszefiiggés lehet
linedris (pl. a Lambert-Beer-torvény szerint [1]), de
nem feltétleniil az, akar forditott fiiggvénykapcsolatot
is tapasztalhatunk. Egy Gj paraméter mérésekor, ki-
sérleteink legelsé szakaszaban az is elég informacio
szamunkra, hogy tudjuk, melyik mintaban nagyobb,
melyikben kisebb a vizsgalandé anyag koncentracié-
ja. Mar ekkor is sziikséges tudnunk, hogy a médszer,
amelyet kidolgoztunk, megfelel-e a kovetkezéknek:

1. Elég specifikus-e, vagyis az az anyag okozza-e a
mért fizikai véltozast, amelyikre kivancsiak va-
gyunk.

2. Megtelel6-e a mérés precizidja, pontossaga, azaz
tobbszoros mérés esetén a kapott szoras, ill. a va-
ridcids koefliciens elég kicsi-e elvarasainkhoz ké-
pest. A precizi6 figg a mérendé anyag koncent-
racidjatol, ezt az osszefiiggést abrazolja a precizids
profil gorbe (9-1. abra). Az elvarasaink — bioldgiai
minta mérése esetén — tobbek kozott attol fiigg-
nek, hogy a meghatdrozandé6 anyag biologiai sz6-
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rasa, valtozatossaga, valtozékonysaga mekkora. A
kémikusok szempontjabol, ha matrixhatas nélkiili
tiszta oldatot vizsgalnak, az analitikai modszerek
pontossaga az esetek tobbségében 0,1% vagy en-
nél kisebb nagysagrendben van. Ezzel szemben a
biologiai méréseknél gyakran megelégsziink 10%
koriili pontossaggal. Fehérjénél nem ritka, hogy
koros dllapotokban koncentracidja a referenciaér-
tékhez képes sok ezerszeresre is emelkedhet. Igy a
mért valtozas nagyobb pontatlansag, kisebb preci-
zi6 mellett is egyértelmtien értékelhetd.

A mérés pontossagat egyrészt az ,intraassay”
(egy mérési napon beliil meghatarozott) széras fe-
jezi ki, de nagyon fontos, hogy a kiilonb6z6 mérési
napok kozoétt mennyire tudjuk egyforman bealli-
tani a kortilményeket. Ezt az ,,interassay” (minden
mért értéket killonb6z6 mérési napon meghata-
rozva) szOras mutatja.

3. Elég szenzitiv-e a mddszer, vagyis a mintaban 1évé
mérend$ analit mennyisége elég-e ahhoz, hogy
mérhetd fizikai valaszt kapjunk. Itt is valtozhat-
nak az elvardsaink, ill. a mérés érzékenységének
javuldsaval a teszt funkcioja is valtozhat. Ilyen volt
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pl. a TSH [2] esete. Az els6 generacids teszteknél
a funkcionalis érzékenység nem volt elég kicsi ah-
hoz, hogy a referenciatartomany alatti alacsony
TSH-szinteket elkiilonitse a referenciatartoma-
nyon beliili értékektdl, csak a nagyobb értékek ese-
tében lehetett kovetkeztetéseket levonni. Amikor a
tesztek fejlesztésével lehetségessé valt az alacsony
értékek megitélése, megndtt a TSH-mérés jelentd-
sége, és elsddlegessé valt a pajzsmirigy-diagnoszti-
kaban.

Hasonl6 valtozast figyelhettiink meg a CRP-
tesztnél, eleinte a 10 mg/l alatti koncentraciokat
nem tudta a teszt megbizhatéan mérni. Az akut
gyulladasok kimutatasara azonban igy is alkalmas
volt. Amikor a tesztek érzékenyebbé valtak, ill. a
megbizhat6 alsé mérési tartomany csokkent, az
5-10 mg/1 kozotti értékekrél megtudtuk, hogy je-
lezheti az atherosclerosis érfalban 1évé mikrogyul-
ladésait is [3].

4. Fontos szempont, hogy az adott minta matrixa
mennyire befolyasolja a mérésiinket. Tudnunk
kell, hogy milyen biolégiai minta milyen eléké-
szitési modszerrel tehet6 alkalmassd a mérésre. A
matrix kérdése mindenképpen felvetddik akkor is,
amikor a viszonyitasi standard probléméjaval fog-
lalkozunk.

5. A mérési eljards kidolgozasanak fontos eleme,
hogy ismerjiik a mérési tartomanyt, azt a koncent-
racidtartomanyt, amelyen beliil a koncentracio-
valtozas egyértelmi kapcsolatban all a fizikai jel
valtozasaval. Immunologiai mddszereknél mindig
gondolnunk kell a High Dose Hook jelenségre [4],
vagyis arra, hogy a reagens antitestkoncentracio-
jahoz képest nagy mérendd antigénkoncentracio
esetén hamisan alacsony eredményt kaphatunk.

6. Egy modszer bedllitasa soran fontos annak a vizs-
galata, hogy a mérend6 minta a mérendé kompo-
nensre nézve mennyire, és milyen koriilmények
kozott stabil.

Fehérjék mérésekor gyakran igazi kihivas a mért
eredmény kifejezése koncentracioértékekben. Mig kis
molekuldju anyagnal, ahol a kristalyos anyag a ren-
delkezésiinkre 4ll, vagy egyszer(i gravimetrias bemé-
réssel, vagy a matrix zavaré hatdsanak kikiiszobolése
érdekében alkalmazott standard addiciés modszer-
rel, vagy bonyolultabb esetben referenciamoédszerrel
mért masodlagos standard alkalmazasaval egyértel-

miien Osszefiiggésbe hozhatjuk a mért fizikai jelet a
koncentraciéval, fehérjék esetében ez sohase ilyen
egyszer(i. Igy mindig érdemes fenntartassal fogadni,
még a gyari mérési tesztek esetében is az alkalmazott
standardok valddi értékét és a mérési tesztek eredmé-
nyeinek valodisagat. Sok esetben nem kapunk dssze-
hasonlithaté eredményeket kiilonb6z6, 6Gnmagukban
nagyon megbizhatd gyari teszteket haszndlva sem.
A fehérjék mérésekor alkalmazott kontrollok ered-
ményei is modszerfiiggok, a fiiggetlen kontrollokra
minden moédszerhez mas-mads érték van megadva, a
reagensgyarto sajat kontrolljai pedig nem alkalmasak
mas mddszerek kontrollalasara.

A standardizdcié nehézségeinek kovetkezményeit
jol példazza a fruktézamin mérés esete. A fruktdza-
min mérést mint a diabetes monitorozasara hasznal-
haté redoxireakcion alapuld fotometridas moddszert
1983-ban hasznaltak eldszor és irtak le JoHNSON
és munkatarsai [5]. Standardnak 6k a glikalt fehér-
je Amadori-termékének szerkezetét utanzo dez-
oxi-morfolin-fruktézt hasznaltdk. Mivel egyértelmi
volt, hogy a szérum fehérjéje sziikséges a reakciohoz,
standard addiciét alkalmaztak. Médszeriikkel a fruk-
tézamin referenciatartomdnya 2,0-2,4 mmol/l volt.
Az alkalmazas soran kideriilt, hogy a mddszer leg-
érzékenyebb része, amelyet legjobban befolyasolnak
a reagens Osszetételének és egyéb koriilményeknek a
kisebb eltérései is, maga a kalibralas (noha a kalib-
rélds célja a kisebb szisztémds hibak kikiiszobolése
lenne) [6, 7], ezért masodlagos, természetes ,, fruktdz-
amin”-tartalmu standard alkalmazasat javasoltak a
mindennapokban. A fruktézaminmérés elterjedését
végiil az segitette, hogy egy gyari teszt megjelenésével
parhuzamosan bevezették a “C-izotoppal jelzett glii-
kozzal glikalt polilizinre visszavezetetett masodlagos
standard hasznalatat [8]. Igy a referenciatartoméany
205-285 umol/l lett. Az igy kapott értékek valdszi-
ntleg jobban tiikrozik a valddi koncentraciét, mint a
dezoxi-morfolin-fruktézra standardizalt mérés ered-
ményei, bar abszolat helyességében nem lehetiink
biztosak, hiszen a polilizin nem ugyanaz, mint a szé-
rumfehérjék [9].

Masik standardizalasi probléma ugyancsak a dia-
betes monitorozds teriiletén a HbA, mérése [10, 11].
A mérés torténete 1958-ig nyulik vissza. Itt néhany
évtizednyi standardizalasi kdosz utan az ioncserés
kromatografiat valasztottak referenciamoédszernek,
az eredményt pedig az dsszes hemoglobin szazaléka-
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9-2. dbra. Beteg HbA  -értékeinek longitudindlis kovetése

ban adtdk meg. A HbA standardizdldsénak Gssze-
hangolasa a kiilonb6z6 laboratériumok, kiilonbozd
mérési modszerek kozott nagyon fontos, mert a be-
tegek monitorozasat sok éven at kell folytatni, és az
eredmények Osszehasonlitasa csak standardizalt mé-
rési mddszerek alkalmazasaval lehetséges. A standard
a nemzetkozi megallapodason alapulo, ioncserés kro-
matografids mddszerre visszavezethetd médon meg-
allapitott koncentraciéju preparatum volt az immu-
noldgiai mddszerek esetében is, 1993-t6l a Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) javaslatara.
A standardizalast az NGSP (National Glycohemog-
lobin Standardization Program) referencialabora-
toriumai feliigyelték. Nem csatlakoztak az amerikai
(DCCT-NGSP) rendszerhez, de ugyancsak ioncserés
HPLC-t hasznaltak referenciamodszerként Japanban
(JDS) és Svédorszagban (MonoS) is, ezek egymastol
eltér6 eredményeket adtak.

Napjainkban megy végbe az atallas az 0j standar-
dizdldsra. Ennek alapja, hogy sikeriilt tiszta HbA, -t

4

el@éllitani, és ebbdl definitiv Osszetételd preparatu-

9-1. tdbldzat. A HbA _atszdmitdsi Osszefliggései

mokat, valamint egy 4j referencia mérési rendszert
kidolgozni. Lényege, hogy az enzimatikus (endopro-
teindz Glu-C) hasitdssal eldallitott N-terminalis he-
xapeptidet izolaljak, és tomegspektrometriasan mé-
rik glikalt és nem glikélt formdjat. Az IFCC ajanlasa
szerint az eredményt tovabbra is az 6sszes hemoglo-
binhoz viszonyitva, de nem szazalékban adjuk meg,
hanem mmol/mol mértékegységben. Az uj modszer
alapjan kideriilt, hogy a DCCT-NGSP standardiza-
lassal kapott eredmények nagyobbak a valddi érték-
nél (9-2. dbra).

A kilonféle standardizalasra kapott eredmények
egymasba linedris Osszefliggés szerint atszamithatok
(9-1. tdbldazat) [12].

Meéréseink mindségét kiillonbozo referenciaanya-
gokkal biztosithatjuk, ill. ellendrizhetjiik:

o Kalibrdtorok. A fehérjék esetében szorosan egy
adott késziilék tipushoz késziilt, egy vagy tobb
koncentracioju (egy-, ill. tobbpontos kalibra-
cio). referencia anyagra/moédszerre visszavezet-
hetdsége kotelezo.

o Valodisag kontrollok. Nem késziilékhez kotott,
nemzetkozi szervezetek altal feliigyelt, referen-
cia anyagra/modszerre kotelezd visszavezethe-
téség.

o Gyartéi precizio kontrollok. Adott késztléktipus-
ra optimalizalt, gyakran a kalibratorral azonos
alapanyagbol késziil, visszavezethetdsége nem
kotelezo.

« Fiiggetlen precizié kontrollok. Nem késziilékre
optimalizalt, elfogulatlan megitélést tesz lehet6-
vé, visszavezethetdsége nem kotelezd.

o Sajdt precizié kontrollok. Uj, 4ltalunk kidolgo-
zott mérés esetében gyakran az egyetlen lehet6-
ség. GyUjtott mintabdl mériink minden alka-
lommal. A tobbi precizié kontrollhoz hasonlo-

Szamitads

IFCC egységbdl indulva
X =HbA, TFCC egységben (mmol/mol)

NGSP egységbdl indulva
X =HbA, NGSP egységben (%)

IFCC (mmol/mol) = X

IFCC (mmol/mol) = 10,93 X - 23,5

NGSP (%) = 0,0915X + 2,15

NGSP (%) =X

JDS (%) = 0,0927X + 1,73

JDS (%) = 1,013X - 0,45

MonoS (%) = 0,0989X + 0,88

MonoS (%) = 1,081 X - 1,44
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an, bar a modszer valodisagat (bias) nem mutat-
ja a mérés relativ szisztémas hibdjat, eltérését (az
el6z6 mérésekhez viszonyitva) kovetni lehet
vele. Nagyon fontos, hogy biztosak legyiink
benne, hogy a kontrollminta tarolasa nem befo-
lyasolja a mérés eredményét.

o Kiilsé kontroll. Rutin laboratérium munkajahoz
elengedhetetlen kiilsé kontrollok haszndlata,
hogy tudjuk, eredményeink mennyire 6sszeha-
sonlithatok mas laboratériumokéval. Tobb szer-
vezet foglalkozik kiils6 kontrollrendszerek szer-
vezésével, mintak kiildésével, eredmények fel-
dolgozasaval. A kiilsé kontrollként, ,koérkont-
rollként” hasznalt mintak mindsége a valodisag-
kontrollok mindségének felelnek meg. Elterjedt
rutin moédszerek esetében ezek elérhet6k. Ennek
hidnydban, Gjabb mddszereknél arra kell tore-
kedniink, hogy évente néhany mintat tobb, egy-
mastol fiiggetlenill miikéd6 laboratériumban
meghatarozzunk.

Kontrolljainkra mért eredményeket az Gtvenes évek
Ota a jol ismert Levey—Jennings-grafikonon (9-3. dbra)
abrazoljuk [13]. A kozépértékeket és a szdras értékeit a
gyari kontrolloknal a gyarté adja meg, sajat kontrollnal
magunknak kell szamolnunk. A megadott széras érté-
kei logikusan a mérési eljaras precizidjat fejezik ki, de
elképzelhetd olyan megoldas is, hogy a hatarértékeket
a paraméter bioldgiai varianciajabol képezik megfeleld
statisztikai modszerrel (,,six sigma”). J6 az, ha a kettd
kozott nincsen nagy eltérés vagy ha a mérési eljaras
precizi6jabdl szamolt hatarértékek a kisebbek. Ilyen-
kor szigorubbak vagyunk a sziikségesnél. A cél min-
denképpen az kell hogy legyen, hogy a mérés hibaja
ne befolyasolja a klinikai megitélést vagy kutatasaink-
ban a vizsgalt és a kontrollcsoport eredményei kozti
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9-3. dbra. Levey-Jennings-grafikon

kiilonbségek értékelését. A kontrollok értékelésére a
Westgard-szabdlyok szerinti szamitas alkalmas [14].
A kontrollméréseket hagyomanyosan ,batch’, azaz
sorozatmérés esetén a mérendd mintak kozé tessziik,
és a mintaval egyezben kezeljiik. Ilyenkor, ha a kont-
rollokban hiba mutatkozik, a Westgard-szabalyoknak
megfelel6en az egész sorozatot meg kell ismételniink.
Manapsag tendencia, hogy egyrészt a rutin laboratd-
riumok és ezzel a mérési sorozatok egyre nagyobbak,
masrészt az automatak tobbsége nem batch, hanem
betegorientalt médon mér. Ezért egyre inkabb az az al-
talanos szokds, hogy a mintak mérését akkor kezdjiik,
ha a kontrollmintakat mar lemértiik, eredményeit ér-
tékeltiik, az esetleges hibakat kijavitottuk.

A kontroll szénak van masik jelentése is. Klinikai
kutatdsainkban, ha kivancsiak vagyunk, hogy a mé-
rendé paramétert hogyan befolyasolja valamilyen
allapot (betegség, gyogyszer, kornyezeti hatds stb.),
nem elég, ha a vizsgalt személyek vagy kisérleti alla-
tok mintdjabol mérjitk az adott paramétert jol bealli-
tott analitikai mddszerrel, hanem a vizsgalt csoport-
hoz majdnem mindenben hasonlité kontrollcsoportot
is vizsgalnunk kell. Leginkabb a kor és a nem eloszla-
sara kell figyelni, a csoport létszamanak pedig a vizs-
galt csoport 1étszamaval dsszevethetének kell lennie.
Kovetkeztetések levondsdra, statisztikai értékelésre
csak ezek figyelembevételével alkalmas a mérési so-
rozat. Ett6l a szabalytdl legfoljebb akkor lehet eltekin-
teni, ha széles korben elterjedt, jol leirt paramétert
standardizalt gyari teszttel mériink, amelynek a re-
ferenciatartomanyat, annak valtozasait jol ismerjiik.

Rossz példa volt erre SCHOENFELD és munkatar-
sainak [15] kutatdsa, amely szerint az antihiszton
antitest mennyisége monoklonalis gammopathidk,
myeloma multiplex betegségben is hasonlé aranyban
emelkedett, mint autoimmun SLE vagy rheumatoid
arthritis esetében. (Hiszton fehérjék ellen termelt
autoantitest, autoimmun betegségekben véarhat6 a
megjelenése.) Amikor kovetni akartuk ezeket a kisér-
leteket megfelel6 koru kontrollcsoportot is bevonva,
kideriilt, hogy az antihiszton antitestek megjelené-
se (gyari, szemikvantitativ ELISA tesztet hasznalva)
id6s korban (70 év felett) gyakori, emiatt a myeloma
multiplexben talalt el6fordulasi valdszinliség nem
volt nagyobb, mint a korban megfelel6 kontrollcso-
portban [16, 17] Ebbdl is latszik, hogy a megfeleld
kontrollcsoport kivalasztasa van olyan 1ényeges, mint
a vizsgalati csoporté.
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Az eddigiekbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy
a kontrollok alkalmazasa (a sz6 mindkét értelmében)
létfontossagt mind a klinikai laboratériumi rutin-
munkdban, mind kutatdsainkban.
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