Vad var och en bor veta
om preanalytiska faktorer

BeNoIT DUGUE

De faktorer som paverkar resultatet av laboratorieprover kan indelas i 1) In vivo-preanalytiska
faktorer (t.ex. alder, kronobiologisk rytm, diet, sjukdom 0.s.v.), 2) In vitro-preanalytiska faktorer
(t.ex. provtagning, utrustning, transport, lagring o.s.v.) och 3) analytiska faktorer (analysmetod
0.s.v.) samt 4) postanalytiska faktorer (t.ex. hur resultaten rapporteras och tolkas). For att
forbattra laboratoriediagnostiken maste de faktorer som kraftigt inverkar pa resultaten kunna
kontrolleras. Detta kan astadkommas genom anvandning av standardiserade metoder for
analys och provtagning.

| den kliniska verksamheten beaktar man tyvarr inte tillrackligt ofta de preanalytiska fak-
torerna. Denna Oversikt understryker darfor hur mycket dessa faktorer inverkar pa resultatet
av laboratorieprover och hur viktig inverkan ar. Speciellt framhalls undersékningar som har
initierats och utfoérts av nuvarande eller tidigare medlemmar i Biokemigruppen vid Minerva.

Inledning

Nir jag ldamnade Minerva for nédstan 10
ar sedan ordnades en liten fest. Institutets
medlemmar och Ralph Grasbeck, chef for
Biokemigruppen och min handledare, gav
mig en avskedsgéva som sades vara en lista
over de stillen ddr jag borde foreldsa om
hur preanalytiska faktorer, dvs. faktorer som
verkar under perioden mellan beslutet att ta
ett prov och den slutliga analysen, inverkar
pa resultaten av laboratorieprover. Denna
maérkliga present var en vérldsatlas!

Jag har forsokt folja denna apostoliska
mission att gora laboratoriepersonal (t.ex.
tekniker, laboratorieskdtare, studerande)
och kolleger som ansvarar for tolkningen av
laboratoriedata (t.ex. likare, vetenskapsmén)
medvetna om betydelsen av de talrika pre-
analytiska faktorer som kan péverka labora-
torieresultaten och séledes ocksé tolkningen
av dem. Denna uppgift 4r verkligen inte létt;
ocksd nara kolleger kan forbli skeptiska.
Studerande verkar vara de som lattast kan
acceptera, ldra sig och ocksa arbeta med pre-
analytiska faktorer. Detta géller i sjdlva verket
hela filosofin med referensvirden, som dldre
kolleger har svart att tilldgna sig.

Denna artikel &dr darfor en del av en serie
framstéllningar om betydelsen av preanaly-
tiska faktorer vid laboratoriearbete och da
man tolkar laboratoriedata.

Referensvarden och preanalytiska
faktorer - tva viktiga begrepp
utvecklade vid Medicinska
Forskningsinstitutet Minerva

Begreppet eller paradigmet referensvarden ar
i grund och botten filosofiskt; det uppfanns
av Ralph Grasbeck vid Minerva och utveckla-
des sedan vidare i samarbete med inhemska,
skandinaviska och internationella kolleger.
Begreppet kan definieras som att man fast-
stiller och anvédnder relevanta data for att
tolka medicinska iakttagelser. Ett annat satt
att uttrycka saken ar att kliniska iakttagelser
ska tolkas med anvidndande av ett ordentligt
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kontrollmaterial, i likhet med experimentella
data. Begreppet behover inte nodvandigtvis
begrédnsas till laboratoriemedicin (1-3). I
grund och botten &dr det frdgan om att tolka
ett métresultat (ett observerat viarde) genom
att jamfora det med en eller flera samlingar av
data (referensviarden) som har insamlats med
samma teknik fran lampliga kontrollpersoner
(referensindivider). Referensvarden bor darfor
noggrant samlas in fran ett tillrackligt stort
antal representanter for den population som
ska undersokas. Det dr viktigt att inte bara
bestimma referensvirden for subjektivt friska
personer (héilsorelaterade referensvirden),
utan ocksa for personer som lider av olika
slags sjukdomar (sjukdomsrelaterade refe-
rensvarden). Referensviarden kan ocksa vara
statiska (resultat vid en viss tidpunkt) eller
dynamiska, da de aterspeglar en tidsrelaterad
process. Det nya begreppet referensférandring
(reference change) har pa senare tid anvénts
for den sistndmnda situationen (4). Man kan fa
gruppbaserade referensvirden genom att dela
upp referenspopulationen i mindre grupper.
Det kan till exempel vara relevant att under
vissa forhallanden ha olika referensvarden for
mén och kvinnor eller for olika aldersgrupper.
Personbaserade (individuella) referensvarden
som tidigare har uppmitts pa individen sjilv
kan verka vara idealiska, speciellt om det
populationsbaserade referensintervallet for
ett métviarde dr for stort. Man bor studera
resultatens noggrannhet med avseende pa
olika material och omstédndigheter. Olika
medicinska specialiteter och olika kliniska
och preventiva medicinska situationer kan
kréva olika slags procedurer (1, 5, 6).
Variationer i resultaten av laboratoriepro-
ver kan bero av ett stort antal olika faktorer
som kan kategoriseras som i Figur 1. De kan
indelas i preanalytiska, analytiska och post-
analytiska faktorer (5, 7, 8). Preanalytiska
faktorer inverkar fore den slutgiltiga analysen,
och de kan indelas i in vivo- (biologiska) och
in vitro-faktorer. In vivo-faktorer inverkar
i den undersokta personen fore och under
provtagningen; en del av dessa faktorer kan
kontrolleras, som diet, lidkemedelsbehandling,
tysisk aktivitet och kroppsstidllning, medan
andra inte dr kontrollerbara, som genetiska
faktorer, kon eller alder. In vitro-faktorerna
omfattar provtagningen och provtagnings-
utrustningen samt behandlingen av provet
(transport, lagring, férberedelse for analysen).
En lista 6ver en del in vivo- och in vitro- pre-
analytiska faktorer visas i Tabell I. Eftersom
det viktigaste dndamélet med laboratorie-

undersokningar dr att sdrskilja patologiska
(eller avvikande) resultat och bakgrundsdata
fran kontrollpersoner (eller fran tidigare data
frdn samma person), dr det viktigt att minska
bruset (variationen) som beror pa icke-pato-
logiska faktorer.

Hur kan man minska de
preanalytiska faktorernas inverkan?

De finns flera sétt att minska inverkan av
dessa faktorer. Man kan mycket strikt stan-
dardisera forberedelsen av patienterna for
testerna, insamlingen och behandlingen av
data samt de analytiska metoder som anvands.
For att utveckla standardiseringsprocedurerna
maste faktorer som potentiellt inverkar pa
resultatet upptdckas och studeras. Om de
orsakar en klar forskjutning av data borde
man utveckla strategier for att undvika att
saddana faktorer inverkar pa resultaten. Om
det dr frdgan om kontrollerbara faktorer
kan man anvédnda procedurer som dampar
dessa faktorers inverkan, och sedan forbattra
standardproceduren med ldmpliga nya regler.
Om faktorerna inte kan kontrolleras, borde
undersokningar genomforas for att klarldgga
hur mycket (t.ex. i procentuell forandring) en
faktor eller en kombination av faktorer kan
paverka data. Mgjligheten att anvénda speci-
ella set av referensvarden eller att korrigera
data bor 6vervidgas. Om en inverkande faktor
konstateras fore eller under métproceduren,
borde detta &tminstone meddelas klinikern
eller forskaren som utnyttjar data for att fatta
beslut, till exempel genom att bifoga en var-
ning till laboratoriesvaret.

Borde inverkan av preanalytiska faktorer
utvdrderas sa snart en ny undersdkning blir
kommersiellt tillgdnglig? Vem borde ansvara
for en utvardering?

Den preanalytiska fasen har storre inverkan
pa resultatet av laboratorieunderékningar 4n
sjdlva analysen; det analytiska felet dr alltsta
mycket mindre dn den preanalytiska variatio-
nen. Jag anser att kvalitetskontrollen for ett
laboratorieprov borde omfatta preanalytiska
faktorer langt mer &n vad nu &r fallet. Inte ens
internationella standarder beaktar tillrackligt
detaljerat patientens fysiologiska tillstdnd och
hur patienten forbereds innan provtagningen.
Klinikern borde vara medveten om att en
fordandring i laboratorieresultaten inte nod-
vindigtvis innebar en fordndring i patientens
hilsotillstand. Kliniska beslut borde basera
sig pa fakta snarare dn péa erfarenhet och vél-
grundade gissningar. Man kan dérfor fraga sig
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Figur 1.
Faktorer som paverkar resultatet av laboratorieprover.

om inte undersdkningar av de preanalytiska
faktorerna borde finnas med i valideringspro-
cessen for en ny undersdkning. Min asikt &r
att sddana studier borde krévas. Till dags dato
har ett sadant krav tyvérr inte dvervégts. En
annan frdga dr vem som borde ansvara for
sddana undersdkningar, en officiell instans,
foretaget som séljer undersokningsmetoden,
eller ndgon annan?

Nagra exempel pa bidrag av
nuvarande eller tidigare medlemmar
av Biokemigruppen vid Minerva till
studiet av inverkan av preanalytiska
faktorer

Vi har studerat inverkan av ett rétt stort antal
preanalytiska faktorer, som kroppsstéllning
(9-12), tysisk och psykisk stress (13-18), fy-
sisk anstrangning (18-23), ndringsupptag (6,
24) eller tid pa dygnet (6, 24), pa resultatet av
manga prover som anvands rutinmassigt eller
som haller pa att utvecklas.

En av de mest framgangsrika undersokning-
arna studerade kroppsstdllningens inverkan;
den presenteras nedan mer i detalj. Redan un-
der min tid vid Minerva diskuterade vi mycket

PRE-

FAKTORER

ANALYTISKA

FAKTORER P  VARIATION

POST-
ANALYTISKA
FAKTORER

den sammanlagda effekt som en kombination
av preanalytiska faktorer har pé resultatet
av laboratorieprov. Det star klart att flera
preanalytiska faktorer samverkar vid prov-
tagningen, t.ex. ndringsintag, kroppsstéllning
och anvindning av stasslang. En av mina stu-
derande skrev nyligen sin doktorsavhandling
om faktorer (eller kombinationer av faktorer)
som paverkar den endogena produktionen av
androgener hos kvinnor.

Som jag tidigare har ndmnt vore det viktigt
att preanalytiska faktorer dntligen skulle stu-
deras da ny teknologi utvecklas. Vi har nyligen
framlagt preliminéra resultat som Kklart visar
att fysisk anstrdngning &r en preanalytisk
faktor som bor beaktas dd& man undersoker
metabolomik med urinprov.

Inverkan av kroppsstillningen

Med avseende péa referensviarden &r det av
grundldggande betydelse att provtagnings-
forhéllandena dr desamma for referensperso-
nerna och patienterna: viarden for sittande pa-
tienter ska jamféras med varden fran sittande
kontrollpersoner och vérden fran liggande
patienter med vérden fran liggande kontroll-
personer. Men i praktiken tas rutinblodprov
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Tabell I.
Exempel pa preanalytiska faktorer som orsakar variation.

IN VIVO-FAKTORER

IN VITRO-FAKTORER

alder
blodtyp

kronobiologiska faktorer
diet (typ, mdngd)
sjukdom

miljo

etnisk grupp

motion och fysisk kondition
feber

genetiska faktorer
menstruation, menopaus

farmakologiskt aktiva amnen
kroppsstallning

graviditet

pubertet

kon

socioekonomisk stdllning
stress

koagulation (tid, temperatur, underlattande
agens) utrustning (provtagningstillbehor: typ,
storlek, form, material; forvaringskarl: kapillarror
eller storre ror av glas, plast; tillsatsamnen)

forberedelse for analys (upptining, blandning)

separation av serum, plasma och fasta bestands-
delar

element (centrifugkraft, tid, temperatur)
forvaring (behallare, varaktighet, temperatur,
konserveringsmedel)

teknik (punktering, uppsamling: fritt flode eller
sug)

transport (behallare, konserveringsmedel,
temperatur, tid)

ofta pa& morgonen pa rorliga polikliniska pa-
tienter som har anstrdngt sig mattligt fysiskt
(vanligen genom att komma géende), medan
sjukhuspatienter ofta ligger i sina badddar
nastan helt utan fysisk aktivitet (11).

Sma molekyler paverkas minst av kropps-
stdllningen vid blodprovtagningen eftersom
de fritt kan rora sig mellan interstitiella rum-
met och blodbanan (10). Medan den fria
fraktionen av en metabolit, ett lakemedel,
ett hormon eller en metalljon vanligen inte
paverkas av kroppsstédllningen, paverkar
kroppsstéllningen den fraktion som dr bunden
till protein, t.ex. albumin. I blodprover fran
personer i sittande stéllning ses i allmédnhet en
O0kning av de flesta celluldra och makromole-
kylara substanserna jamfort med blodprover
fran personer i liggande stdllning (10).

Behovet att standardisera patientens
kroppsstéllning vid provtagning dr uppenbart.
Atminstone maste man veta i vilken omfatt-
ning och riktning fordndringarna sker da
stdllningen dndras fran liggande till sittande.

Enligt den skandinaviska rekommendationen
for sammanstéllning av referensviarden (25)
borde rorliga patienter sitta i minst 15 minuter
fore provtagning. Fordndringar i plasmavoly-
men i samband med fordndrad kroppsstéll-
ning eller vid anvidndning av stasslang kan
péverka koncentrationen av flera substanser.
Det har foreslagits att blodprov borde tas
sedan patienten suttit i 15 minuter, utan stas-
slang och helst pa morgonen pa fastande mage
(26). Detta forfaringssatt minskar effekten av
ménga preanalytiska faktorer, vilket vi har
visat for en del substanser (9-11). Tyvérr bryr
man sig ofta inte om saddana procedurer. Det
finns ett anmérkningsvart undantag: Idrotts-
mén verkar vara mycket noga med att inta
en standardiserad kroppsstillning innan de
ldmnar blodprov for métning av hemoglobin-
koncentrationen (3).

Samuverkan av flera preanalytiska faktorer

Vi har nyligen hos unga kvinnor undersckt
inverkan av menstruationscykeln, oral kon-
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traception och fysisk trdning pa tranings-
inducerade (kort- och langvariga intensiva
ovningar) forandringar i cirkulerande de-
hydroepiandrosteron (DHAE) -sulfat samt
testosteron, urinutsondring av DHEA, dess
metabolit androsteron och nandrolonmeta-
boliter (19-norandrosteron och 19-noretioc-
holanon) (8, 20-22). Nandrolonutsondringen
paverkades inte av menstruationscykelns fas
(tidig/follikulédr jamfért med mellan/luteal),
foregdende motion, oral kontraception eller
akut fysisk anstrdngning. Hos alla forsoks-
personer orsakade langvarig anstrdngande
motion en signifikant stegring av cirkulerande
DHEA-s och testosteron samt av androste-
ronutsondringen i urinen. Kortvarig motion
orsakade en signifikant stegring i cirkulerande
DHEA hos otridnade forsokspersoner och
hos viltrdnade férsckspersoner med fysiolo-
gisk menstruationscykel. Oral kontraception
minskade de fordndringar som orsakades av
kortvarig motion.

Dessa resultatserier ar av vikt niar man tolkar
data fran dopingkontroll pa idrottare.

Fysisk anstringning och metabolomik

Metabolomik #r det systematiska studiet av
de unika kemiska fingeravtryck som speci-
fika celluldra processer lamnar efter sig; mer
specifikt studiet av metabolitprofiler med av-
seende pa sma molekyler (27). Metabolomik
dr dirfor en vittomfattande metod for meta-
bolitanalys, ddr man méter biologiska provers
overgripande metabola profil. Vi anvdnde
detta tillvagagangssitt for att undersoka for-
dndringar i urinens biokemiska profil orsakad
av fysisk anstrdngning (23). Den anstréangning
vi undersokte var intensiv men kortvarig (30
sekunder). Proverna analyserades med 1H
NMR-spektroskopi, och multivariata sta-
tistiska metoder anvéndes for att analysera
data. Som véntat orsakade intensiv fysisk
anstrangning ménga forandringar i prover-
nas metabola profil, bdde hos otrdnade och
véltranade forsokspersoner. Fordndringarna
forblev signifikanta mer 4n en timme efter
avslutad anstrdngning. Darfor borde hard
fysisk anstrdngning beaktas som en viktig
biologisk faktor som paverkar experiment-
resultaten vid studier i metabolomik inom
farmakologi och toxikologi samt vid kliniska
studier, och betydelsen av att undvika denna
faktor borde beaktas da en studie planeras. I
ljuset av vara data dr metabolomik & andra
sidan ett lovande verktyg med vilket man kan

profilera idrottares urin for att f4 en insikt i
det fysiologiska tillstandet samt klargora de
forandringar som orsakas av kortvarig inten-
siv fysisk anstrdngning.

Nuvarande och framtida forskning om
preanalytiska faktorer

Antalet publikationer om preanalytiska fak-
torer i Medline &r for nirvarande over 500.
Detta antal &r globalt sett ratt litet, men det
dr intressant att 20 procent av artiklarna har
publicerats under de tva senaste aren, vilket
aterspeglar den okande forstaelsen av hur
viktigt omradet dr. Ett tidigt undantag dr Do-
nald Youngs bok (28). Det &r ocksa lovande
att forfattare nu for tiden beaktar inverkan
av preanalytiska faktorer d& nya tekniker
utvecklas (29, 30). Dessutom publiceras allt
fler artiklar om faktorer som kan inverka pa
resultatet av laboratorieprover, ocksd om de
oftast inte kallas preanalytiska faktorer. Dér-
for har vart pionjararbete inte varit forgéves,
och det star klart att mycket mera sadan
forskning &r i antdgande.

Slutsats och budskap att ta till sig

Andamaélet med denna 6versikt dr att upp-
mirksamma ldsaren pa inverkan av det stora
antal preanalytiska faktorer som kan paverka
resultatet av laboratorieprover och andra kli-
niska tester. For att forbéttra testernas véirde
borde man dérfor bemdda sig om att begrénsa
inverkan av forvrdngande faktorer, nér detta
ar nodvandigt. En nyckelstrategi dr att infora
och folja (!) standardiserade procedurer for
hur prover ska tas och behandlas, och att
rutinméssigt rapportera till klinikern d4 man
har avvikit fran de rekommenderade proce-
durerna. Flera andra problem borde ocksa
angripas, som behovet av en standardisering
av de analytiska metoderna och utvecklingen
av lampliga samlingar av referensviarden och
referensintervall.
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