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ครั้งที่  8  ประจำ  กันยายน  2552

คำถาม    ทำไม EQA ยกเลิกคำนวณ LDL-C สูตร Friederwald’s Formula  
ตอบ        โดย  รศ. อมรินทร์  ปรีชาวุฒิ

เมื่อแล็บตรวจค่า Total Cholesterol  ค่าได้จาก Free Cholesterol  +  Cholesterol ester ( = Cholesterol จับ fatty acid ) และเนื่องจาก fatty acid มีความเป็นประจุบวก จึงจับกับ Albumin ที่มีความเป็นประจุลบ  แล้วมีสภาพ  Lipoprotein  ดังนั้น Lipoprotein หลายตัวมีส่วนประกอบของ cholesterol ติดไปด้วยโดยปริยาย   เช่น HDL-C, LDL-C, IDL-C  ( I = intermediate ) 
และ VLDL-C ( อ้างอิง Tietz  ดูตาราง)   

     ดังนั้น       เมื่อเอา   LDL-C  =  Total Cholesterol – Free C – HDL-C – VLDL-C
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Triglycerides เป็น กลุ่ม alcohol ( 3 alcodol ) เรียกว่า glycerol ที่จับเป็น ester กับ fatty acids  แล้วมีสภาพ  Lipoprotein  ด้วย  ทั้ง VLDL และ Chylomicron ส่วนประกอบของ Triglycerides เป็นส่วนใหญ่ จึง เบาและขุ่น
อาจแขวนลอยเป็นชั้นครีม ( เมื่อเก็บ 4’ C ค้างคืนจะเห็น float ส่วนบนของซีรั่ม )  เมื่อแล็บตรวจค่า TG  ได้ค่า Total Glycerol ( Glycerol จากการย่อย TG ในซีรั่ม + glycerol อิสระในซีรั่ม  และจะมีมากในรายผู้ป่วยโรคตับ )  การหาค่า True  TG จะต้องหักเป็นเทคนิควิธี หักค่า glycerol blank  นอกจากนี้  ยังต้องระวัง ค่า TG สูงจาก Secondary Hypertriglyceridemia  ซึ่งเป็น  side effect จากยา รักษาความดันโลหิตสูง  ยาลดไขมันโคเลสเตอรอลสูง
ยาลดไขมันไตรกลีเซอไรด์  และยาอื่นๆ  ( เช่น ยา isotretinoin,  ยา estrogen)
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  Friederwald Formula ประมาณค่า  VLDL ใกล้เคียงจากค่า True TG หารด้วย 5   ค่า TG ต้องไม่สูงเกิน 500 mg/dL
                       LDL-C  =  Total Cholesterol – HDL-C – ( TG / 5 )  

จะสังเกตุว่าได้ทิ้ง Free C ไปจากสูตร
       Text book ของ Kaplan ชี้ว่า  Friederwald Formula มีปัญหาและจะใช้ได้จริงตามเงื่อนไข 4 ประการ ดังนี้ 
1. ใช้ apply กับคนทุกคนไม่ได้ มีปัญหา ยารักษา และโรคเกี่ยวข้อง TG   
2. ค่าแล็บ TG ต้องเป็น True TG  ( ไม่ใช่ total glycerol )   แต่แล็บส่วนใหญ่ทำวิธี Total TG  ไม่ได้หักค่า free glycerol 

    ( ค่าปกติของ free glycerol ในซีรั่ม  8 – 20 mg/dL )  และค่า TG ต้องไม่สูงเกิน 500 mg/dL
3. ค่า คำนวณต้องอาศัยค่าจากการตรวจ  total Cholesterol และ การตรวจ HDL-C ที่เที่ยงตรงและแม่นยำ  
               ถ้าค่าใดค่าหนึ่งมี error  ส่งผลให้ค่าคำนวณ LDL-C ผิดได้อย่างง่ายดาย (เสี่ยง ?? ) 
     ในยุคสมัย Friederwald  เทคโนโลยีการตรวจ HDL ยังใช้วิธีตกตะกอน LDL+VLDL เหลือ HDL ใน supernatant ดูดออก      
มาตรวจ ( มี bias สูง )   แต่ในยุคนี้เป็น direct method ทาง Immunoassay  และ Cholesterol หันมาใช้ Colorimetric Enzymatic  แทนการใช้วิธี Lieberman-Burchard เดิม  ทำให้การคำนวณ  Friederwald คลาดเคลื่อนไปมาก ซึ่งเดิมค่า Friederwald ก็เป็นเพียงค่า estimate อยู่แล้ว ซึ่งอาจมีประโยชน์เมื่อขาดแคลนวิธีการตรวจ LDL-C  หรือตรวจยาก  แต่ยุคนี้ตรวจ LDL-C    ง่ายๆ ด้วย automate และเที่ยงตรงแม่นยำ   
4. ในกลุ่มวิธี  EQA:SC  พบว่า ค่าคำนวณ Friederwald ของกลุ่มเครื่องมืออัตโนมัติต่างๆ มี ความแปรปรวนสูงมาก (% interlab- CV สูง)  โครงการ EQA:SC  จึงงดประเมินผลมาหลายปีแล้ว  จึงแนะนำให้เลิกใช้ คำนวณ Friederwald
แล็บควรหาโอกาสชี้แจงแพทย์ (ที่รับฟังเหตุ ฟังผล)ให้เลิกใช้ Friederwald’s Formula หาค่า LDL-C โดยวิธี direct method ทาง Immunoassay แทน
คำถาม    Direct ISE กับ Indirect ISE ต่างกันอย่างไร  
ตอบ        โดย  รศ. อมรินทร์  ปรีชาวุฒิ
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Fi6. 3. Liquid junctions with limited diffusion. (a) Ceramic plug; (b) ground-glass
jacket; (c) asbestos wig: (d) U-shaped connection with a ceramic plug. After
Mattock and Band* With permission of Marcel Dekker Inc.
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[image: image7.jpg]TABLE 10-3 PROPERTIES OF LIPOPROTEINS

Chylomicrons VLDL LDL HDL
Density, g/ml <095 0.95-1.006 1.006-1.063 1.063-1.21
Diameter, nm 120-1100 30-70 17-26(8) 7.4-9.0 (2)
Molecular mass 10°-10¢ 5-100 23 025
(in millions)
Flotation rate (S, value) =400 20-400 0-20 —
Electrophoretic mobility origin B, pre-p, o, oy B, pre-B, oz, oy %
(paper or agarose)
Approximate composition*
(per cent of dry weight)
triglycerides 80-95 40-80 10 1-5
total cholesterol 25 10-40 45 20
phospholipids 3-6 15-20 20 30
protein 12 5-10 25 45-50

Abbreviations: VLDL, very low density lipoproteins; LDL, low density lipoproteins; HDL, high

density lipoproteins.

S, values represent the negative sedimentation

at 26°C.

Coefficient in Svedbergs in NaCl solution (1.063 g/ml)

* Approximate compositions refer only to chylomicrons, pre-f VLDL, # LDL, and o, HDL;
compositions of other VLDLs, LDLs, and HDLs are not indicated.
‘





หลักการ ISE ย่อมาจาก Ion Selective Electrode  แปล ขั้วไฟฟ้าเลือกจับอิออนจำเพาะ   เช่นจำเพาะต่อไฮโดรเจนอิออน ( H+ ) คือวัด  pH   เช่นจำเพาะต่อโซเดียมอิออน ( Na+ ) คือวัดปริมาณธาตุ Na  เช่นจำเพาะต่อคลอไรด์ ( Cl- ) คือวัดปริมาณธาตุ Cl  เราเรียกอิเล็กโทรดวัดธาตุว่า  Measurement Electrode  ยังมีอีกขั้วหนึ่งที่เราต้องการใช้เป็นขั้วอ้างอิง ค่า Zero เราเรียกว่า Reference Electrode  เมื่อเราปล่อยไฟฟ้าผ่านขั้วทั้งสองให้ครบวงจรได้  ไฟฟ้าไหลผ่านจะมีอุปสรรคเมื่อผ่านขั้ววัดที่มีแผ่นเยื่อ ISE Membrane ที่มีปริมาณอิออนติดประจุ ส่วนที่อยู่ภายในอิเล็กโทรดและส่วนที่อยู่ภายนอกอิเล็กโทรด ไม่เท่ากัน วัดค่าความต่างศักดิ์ไฟฟ้า จะพบว่าค่าความต่างศักดิ์มีสัดส่วนเกี่ยวข้องกับปริมาณอิออนตามสูตรสมการ Nernst  Equation               
                       ดูภาพส่วนประกอบวงจรไฟฟ้า ที่ประกอบด้วยขั้วทั้งสองชนิด 

       Nernst  Equation  ที่ Measurement electrode

                                                                                       [ ion inside ]  

                                                         E  =  E0  +  S log --------------------- 
                                                                                           [ ion outside ]
           S เป็นค่าคงที่ ได้หลังจากแทนค่าคงที่ต่างๆ ในสมการต้นแบบของ Nernst 

                                                     E  =  E0  +  S log [ ion inside ]  -  S log [ ion outside ] 
แต่ค่าปริมาณ ion ของน้ำยาภายใน electrode คงที่ (membrane ต้องไม่รั่ว  ถ้ารั่วคือ electrode ตัวนั้นเสีย) ดังนั้นค่าความต่างศักดิ์ไฟฟ้า S log [ ion inside ] จึงเป็นค่า E i  คงที่ สมการ 1
                                                         E  =  E0  +  Ei  -  S log [ ion outside ]  -------------------   1
เมื่อวัด Standard A และ Standard B  จะได้สมการ 2 และ 3 
                                                         EA  =  E0  +  Ei  -  S log [ ion of Std A ] ------------------    2
                                                         EB  =  E0  +  Ei  -  S log [ ion of Std B ] ------------------    3 
เมื่อเอา 2 และ 3 ลบกัน เพราะเรารู้ค่าต่างศักดิ์ไฟฟ้า ที่เครื่องวัด และเรารู้ค่าความเข้มข้นของขวด Standard A และ ขวด Standard B วางไว้ในเครื่อง ( ที่บริษัทขายให้ ) เราจึงแทนค่าต่างๆ ลงไป  เราจะหาค่า S ได้  จากสมการ 4
                                                  ( EA - EB  )  =   S log [ ion of Std A ] - S log [ ion of Std B ]
                                                                                      [ ion of Std A ]
                                                      ( EA - EB  )  =   S log ---------------------     ----------------------   4

                                                                                            [ ion of Std B ]                                                        
จากสมการ 1  เอาค่าคงที่ย้ายมาด้านซ้ายให้หมด  จะได้ค่าคงที่ที่วัดได้ ณ จุดเวลา(และสิ่งแวดล้อมขณะนั้น) ให้เป็นสมการ 5
                                                                 Ek  =  S log [ ion outside ]  --------------------------------   5 
           Ek ค่าคงที่นี้ คือค่าความต่างศักดิ์ไฟฟ้าที่เครื่องวัดได้ ณ จุดเวลา(และสิ่งแวดล้อมขณะนั้น) 
           และ เมื่อแทนค่า S  พร้อมกับถอดค่า log  เราก็ได้คำตอบของค่า ion outside  ( ion ที่อยู่ภายนอกอิเล็กโทรด ก็คือ ion ในตัวอย่างซีรั่มที่เราต้องการ รายงานผล )   
                           Nernst  Equation ที่ Reference electrode  จะมีค่าตวามต่างศักดิ์ไฟฟ้าน้อยมาก ใกล้ 0 (หรือ zero)  อธิบายได้ว่าจากสมการ 6
                                                                              [ K+  ion ]  

                                                         Ek  =  S log ----------------      ---------------------------------- 6
                                                                                     [ Cl- ion ]
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จากการออกแบบให้ membrane ที่ขั้ว Reference ซึมผ่านได้  เราเจาะจงเลือก saturated KCL เข้มข้น ( ประมาณ 4,000 mmol/L)ไว้ภายในอิเล็กโทรด  การละลายและแตกตัว dissociate ของ KCL เกิดที่จุดเมมเบรม เราเรียกจุดเชื่อมต่อ liquid junction จึงเกิดการซึมผ่าน (ดูรูปซ้าย) และการเคลื่อนตัวของประจุ K ion กับ Cl ion ไปที่ขั้วบวก/ลบตรงกันข้าม  การเข้าในและออกนอกของ ion เท่ากันที่จุดเชื่อมต่อ(ที่ liquid junction membrane)  หรือพูดได้ว่า ปริมาณ ion inside เท่ากับ ion outside  (ดูรูปขวา)   ดังนั้น 
                                                         Ek  =  S log 0.49/0.51  =  S log 1 ( ปัดจุดทศนิยม )
เมื่อถอดค่า log 1  จะได้  0 ( ศูนย์ )   ดังนั้นค่าต่างศักด์ไฟฟ้า Ek  จึงได้  0  ( คล้ายๆ กับขั้วอ้างอิงค่า blank measurement )


แต่ก่อนเราใช้ค่าปกติ electrolytes ( Na / K ) วิธี Flame Photometry   Na = 135 – 145 mmol/L , K =  3.5 – 4.5 mmol/L  เมื่อมีวิธีวัด ISE สู่ตลาดแล็บ ( วัดซีรั่มแบบ direct คือจุ่มขั้ววัดลงซีรั่มตรงๆ  แบบเดียวกับเราวัด pH ที่จุ่มขั้ววัดลงในสารละลาย ) ผลวัดพบว่า ค่า electrolyte สูงกว่า ( false +ve ) ที่ชัดๆ คือ Na = 140 – 150 mmol/L  ทำให้เกิดความวุ่นวายให้กับแพทย์ที่คุ้นเคยกับค่าปกติแบบเก่า  และค่าวิธี ISE ใหม่ทำให้แพทย์วินิจฉัยผู้ป่วยผิดๆ ไปพักใหญ่ โดยเฉพาะในอเมริกา  ต่อมาได้พบคำอธิบายว่า  ion outside  ( ion ที่อยู่ภายนอกอิเล็กโทรด ก็คือ ion ในตัวอย่างซีรั่มที่เราต้องการ รายงานผล ) มันจะอยู่ในส่วนที่เป็นน้ำ (ละลายอยู่) ซึ่งส่วนประกอบของซีรั่ม มากกว่า 90% เป็นของเหลวหรือน้ำนั่นเอง  เรารู้ว่าในซีรั่มมีของแข็ง (แต่ไม่แข็ง ) คือส่วนไขมัน และโปรตีน  โปรตีนมีโมเลกุลใหญ่เป็นหมื่น ( molecular weight ) และน้ำหนักโดยปกติ total protein 6.0 – 8.0 g/dLหรือเฉลี่ย 7.0 % ของแข็งนี้จะใช้เนื้อที่ จึงเบียดให้ ion ไปรวมตัวชุกชุมในส่วนน้ำใน serum    และตัวเมมเบรนของขั้ววัดก็สนใจ ion ในน้ำ ( ที่เปียกตรงเมเบรน) เท่านั้น  ผลจึงวัด Na / K ได้ค่าสูง  ( ดังนั้นความเข้มข้นต่อลิตรในวิธี ISE เป็นลิตรของซีรั่มที่ต้องไม่มีของแข็ง )  จากข้อมูล total protein 6.0 – 8.0 g/dLหรือเฉลี่ย 7.0 % คำนวณได้ว่าค่า Na / K จะสูงขึ้นประมาณ 7%  แต่ค่าจริงสูงขึ้นประมาณ 4% และหายไป 3%  พบว่า คุณสมบัติโปรตีนมีประจุสุทธิเป็น ลบ จึงใช้ประจุดึงดูดเอา Na+/ K+ ส่วน 3% นี้ไป  ถ้าจะแก้ปัญหาค่าปกติ Na = 135 – 145 mmol/L , K =  3.5 – 4.5 mmol/L แบบคร่าวๆ
คือ หักลดค่าลง 4% ซึ่งปัจจุบันสถาบันมาตรฐานหลายแห่งยกให้วิธี Flame Emission Spectrophotometry และวิธี Flame Atomic Absorption Spectrophotometry เป็นวิธีมาตรฐานอ้างอิง  คือใช้เป็นวิธีเปรียบเทียบหรือวิธี assay ค่าที่ใช้เป็นค่า Standard Curve  ให้วัสดุ Calibrator  
                การแก้ปัญหาของ Direct ISE  จึงอาศัย สมการเปรียบเทียบสหสัมพันธ์กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง และคำนวณหาค่าให้ได้ค่าปกติเดิมๆ ที่แพทย์คุ้นเคย  ( หากไม่ทำ  แล็บต้องประกาศค่าปกติใหม่ที่สูงขึ้นให้แพทย์ที่ใช้ผลใหม่ของแล็บ  และแล็บไม่สามารถรายงานค่าใหม่เข้าใน EQA:SC  เพราะศูนย์ EQA Center ได้ประกาศ รับเฉพาะค่าที่ Standardize  กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง Flame Atomic Absorption Spectrophotometry เท่านั้น )
Indirect ISE แก้ปัญหา ของตัวอย่างซีรั่ม
                ต่อมาได้มีผู้พัฒนาออกแบบเครื่องวัด ISE ให้แก้ปัญหาของของแข็งกินเนื้อที่ในซีรั่ม  Volume displacement  โดยวิธีง่ายๆ คือ เจือจางซีรั่ม เพื่อให้มีของแข็งในส่วนที่เจือจางแล้วน้อยลง 100 – 200 เท่า (โดย dilute ซีรั่ม 100 – 200 เท่า) ดังนั้นส่วนโปรตีนจะเหลือเพียง 0.070 – 0.035 % จะเกิด error น้อยมาก   และทำนองเดียวกัน ต้องเจือจาง standard 100 – 200 เท่าด้วย ( แม้ว่า standard จะไม่มีของแข็งเลย) เพื่อเกิดสัดส่วนการเปรียบเทียบค่าได้พอดีกัน ( in match ) เราเรียกวิธีใหม่นี้ว่า  Indirect ISE
จึงถือได้ว่า ค่าโดยวิธีนี้  Standardize  กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง Flame Atomic Absorption Spectrophotometry ได้ และสามารถใช้ค่าปกติ Na = 135 – 145 mmol/L , K =  3.5 – 4.5 mmol/L
                 นอกจานี้ค่าแสดงใน package Insert ของ Control ที่เป็น Direct ISE จะต้องเปลี่ยนกลับให้ตรงกับ วิธีที่แก้ปัญหา หรือ ตรงกับ วิธี Flame Emission Spectrophotometry และวิธี Flame Atomic Absorption Spectrophotometry เป็นวิธีมาตรฐานอ้างอิง  คือวิธี assay (  ค่าที่ใช้เป็นค่า Standard Curve คงไว้เป็น Direct ISE ดังเดิม ก่อนถูก dilute )  หากไม่เปลี่ยน มักจะมีคำถามตามมาว่า ค่า IQC ออกนอกเป้า   
@@@@@@@@@@@@@@@@
ประชาสัมพันธ์
ศูนย์ EQA เริ่มประชาสัมพันธ์แต่เนิ่นๆ ให้เตรียมตัวสมัครสมาชิกโปรแกรม EQA:SC  ปี 2553 ( 2010 ) สำหรับสมาชิกสมัครใหม่   และเชิญชวนสมาชิกปัจจุบันต่ออายุสมาชิกได้ตั้งแต่บัดนี้  เพราะใกล้หมดอายุปีสมาชิก 2552  และฝากบอกต่อ ๆ ให้ทั่วกัน  ค่าสมัครสมาชิก 2,500.- บาทเหมือนเดิม   ศูนย์ได้เตรียม คู่มือสมาชิกโปรแกรม EQA:SC  /  EQA:Hb / EQA:UC ไว้แจกสมาชิกที่ต้องการด้วย  โปรดแจ้งความต้องการมายังศูนย์ อีคิวเอ เซ็นเตอร์ 
สำหรับโปรแกรม  EQA:Hb / EQA:UC ทำผ่านมาครึ่งปีแล้ว เพราะเริ่มปีสมาชิกเดือน พฤษภาคม 2552  และไปสิ้นสุดเดือนเมษายน ปี 2553  แต่ถ้าต้องการสมัครสมาชิกใหม่ในช่วงนี้ ศูนย์ยังเปิดรับได้ และคิดค่าลงทะเบียนสมัครสมาชิกครึ่งปี ครึ่งราคา คือ 1,250.- บาท  
                                                    @@@@  เก็บตกจบแล้วครับ  @@@
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