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Kwaliteitsbewaking van serumcholesterolbepalingén

Bij het epidemiologisch onderzoek naar de verbanden tus-
sen voeding en atherosclerose speelt de bepaling van het
cholesterolgehalte in serum een belangrijke rol. De eisen
die de epidemioloog aan de kwaliteit van cholesterolbepa-
lingen stelt, zijn in het algemeen verschillend van wat de
clinicus verlangt. Voor de clinicus is vooral de vraag van
belang of het meestal incidenteel bepaalde cholesterolge-
halte 'normaal’ of ‘afwijkend’ is. Kleine onnauwkeurigheden
spelen daarbij geen rol, aangezien de diagnose mede tot
stand komt op grond van een groot aantal andere waarne-
mingen. Epidemiologische onderzoekingen daarentegen
zijn gericht op het opsporen van vaak kleine verschillen in
serumcholesterolgehalten tussen populaties — al dan niet
door hetzelfde laboratorium ~ of volgen individuen over
soms langere tijd. In deze gevallen is standaardisatie van
de bepalingen essentieel.

In de standaardisatie speelt het begrip nauwkeurigheid (8)
een centrale rol. De nauwkeurigheid bestaat uit twee com-
ponenten, nl. precisie (Engels: 'precision’) en juisheid (En-
gels: 'accuracy’). De precisie heeft betrekking op de repro-
duceerbaarheid van de bepaling, d.w.z. in hoeverre vindt
men binnen één laboratorium hetzelfde resultaat, als een
cholesterolbepaling in één serum verschillende keren wordt
uitgevoerd. De standaarddeviatie voor zo'n serie bepalin-
gen, eventueel uitgedrukt in procenten van het gemiddelde
(variatiecoéfficiént), is een maat voor de (im)precisie. Dit
geeft echter geen uitsluitsel over eventuele niveauverschil-
len tussen laboratoria of binnen één laboratorium in de loop
~ der jaren. Hierover verschaft de juistheid informatie. "Juist-
heid’ is gedefinieerd als de mate waarin het gemiddelde van
een serie cholesterolbepalingen in één serum, uitgevoerd
door een willekeurig laboratorium, overeenstemt met de
door een referentielaboratorium m.b.v. een definitieve of
een referentiemethode aan dat serum toegekende waarde
— de zgn. 'gezochte waarde’ (Engels: 'target value’). Het
verschil tussen het door het willekeurige laboratorium ge-
vonden gemiddelde en de gezochte waarde is de onjuist-
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heid, die ook wel onzuiverheid of systematische fout wordt
genoemd (Engels: 'bias’ of 'systematic error’).

Hoe belangrijk de juistheid en precisie van de.cholesterol-
bepaling voor epidemiologisch onderzoek zijn, moge blijken
uit het volgende voorbeeld. Voor Nederland (3, 4) is een
gemiddeld serumcholesterolgehalte voor schoolkinderen
van 4-13 jaar gerapporteerd dat circa 15 mg/dl (circa 0,4
mmol/l) hoger ligt dan dat van vergelijkbare groepen Ameri-
kaanse schoolkinderen (1, 2). Zonder standaardisatie van
laboratoriumbepalingen is dit gegeven van weinig belang,
omdat de systematische verschillen tussen niet-
gestandaardiseerde laboratoria vaak van dezelfde orde of
groter zijn. Het feit echter dat alle betrokken laboratoria
gestandaardiseerd zijn t.o.v. hetzelide WHO Referentie
Laboratorium sluit systematische fouten in de bepalingen
voor een belangrijk gedeelte uit. Het verschil in gemiddeld
serumcholesterolgehalte tussen kinderen uit belde landen
is daarmee vermoedelijk reéel en zou de aanleldlng kunnen
vormen voor een onderzoek naar verschillenin'determinan-
ten van het serumcholesterolgehalte, zoals voedingspatro-
nen. .

Om bij epidemiologisch onderzoek naar het verband tussen
voeding en serumcholesterol de precisie en juistheid te
kunnen waarborgen neemt het Ilpldenlaboratonum van de
vakgroep Humane Voeding sinds 1974 deel aan het'Coop-
erative cholesterol standardization program’ van de Wereld
Gezondheidsorganisatie. Dit programma wordt gecodrdi-
neerd door het WHO Collaborating Center for Research in
blood lipids, gevestigd in het Center for Disease Control te
Atlanta, V.S., en door het WHO Regional Lipid Reference
Center for Europe, te Praag. In het navolgende zal alleen
van het eerste centrum sprake zijn.

Het programma van het Center for Disease Control bestaat
uit vier fasen.

Fase | is een aanloopperiode. Het laboratorium ontvangt
hiervoor gedetailleerde vragenlijsten en instructies met be-
trekking tot apparatuur, chemicalién en statistische verwer-
king, plus 60 serum monsters diepgevroren in droogijs. De
monsters dienen in een periode van 5-10 weken geanaly-
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seerd te worden. In tegenstelling tot alle volgende zendin-
gen worden hierbij de cholesterolgehalten van tevoren me-
degedeeld. Deze fase dient om het laboratorium vertrouwd
te maken met de methodieken en om de belangrijkste pro-
blemen op te sporen.
in fase |l wordt voor het eerst ‘blind’ gewerkt. Het iaborato-
rium ontvangt wederom 60 monsters maar verneemt nu pas
naafloop in hoeverre de gevonden waarden overeenkomen
met de door het Center for Disease Control toegekende
waarden (‘target values’). Wordt hierbij aan de eisen vol-
daan, dan begint fase Ill, de eigenlijke standaardisatiefase.
Hierin moeten over een periode van 9-12 maanden 120
monsters geanalyseerd worden, waarbij aan de resultaten
onder meer de volgende eisen gesteld worden (7):
— het gemiddelde van de gerapporteerde waarden moet
per serum binnen 5% van de gezochte waarde liggen;
— de standaardafwijking mag niet meer bedragen dan resp.
7,8 en 9 mg/dl (resp. 0,18, 0,21 en 0,23 mmol/l) op een
niveau van resp. 100-200, 200-300 en meer dan 300
mg/dl (resp. 2,6-5,2, 5,2-7,8 en meer dan 7,8 mmol/l).
Als aan de eisen voldaan wordt, mag het laboratorium over
deze periode gestandaardiseerd genoemd worden en ont-
vangt ten bewijze hiervan een certificaat.
De nu volgende fase 1V is de "continuous surveillance’-fase
en duurt in principe onbeperkt. leder kwartaal worden 54
onbekende sera geanalyseerd en periodiek ontvangt het
laboratorium een rapport met uitslagen waaruit blijkt of het
certificaat nog geldig is.
Onze resultaten voor deze standaardisatieprocedure zijn
afgebeeld in fig. 1. De variatiecoéfficiént voor de externe
controlesera lag in het algemeen tussen 1 en 2%, met als

Fig. 1. Precisie (uitgedrukt als variatiecoéfficiént) en juistheid
(uitgedrukt als procentuele systematische fout) voor de bepa-
ling van cholesterolconcentraties in externe controlesera met
verschillende niveaus

Fig. 1. Precision (expressed as coefficient of variation) and
accuracy (expressed as % bias) for the determination of cho-
lesterol concentrations of external control sera at several le-
vels
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hoogste waarde 2,7 %. Aan de eisen voor precisie werd dus
ruimschoots voldaan. De onjuistheid (systematische fout)
bedroeg voor sera op het midden-niveau circa 0,5% en
voor de beide andere niveaus 1 a 2%, met als uitersten
+2,5 en -2,4%, en bleef dus ruim binnen de WHO-marge.
Deze resultaten zijn vergelijkbaar met die van bij het WHO-
referentie laboratorium gestandaardiseerde klinieken in de
V.S. die zijn gespecialiseerd op lipidenonderzoek, zgn. lipid
research clinics (5, 6),

Het handhaven van deze kwaliteit vereist veel tijd en uiter-
ste aandacht. Het vermindert bovendien de produktiviteit.
Van de beschikbare analyseplaatsen is nl. bij de door ons
gebruikte procedures minder dan 50 % beschikbaar voor de
bepaling van onbekende serummonsters; de rest wordt in
beslag genomen door blanco’s, calibratiesera, interne en
externe controles en diverse standaardisatieprocedures.
Daarnaast kost de vervaardiging en ijking van zowel cali-
bratie- als controlesera veel tijd en aandacht. Standaardisa-
tie is daardoor een tijdrovende en kostbare zaak. Voor het
adequaat kunnen interpreteren van resultaten van epide-
miologisch onderzoek is deze standaardisatie echter een
conditio sine qua non.
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Summary

Quality control of serum cholesterol determinations
Measurements of cholesterol concentrations in serum must be
rigorously standardized in order to meet the requirements of epi-
demiological nutritional research among 'normal people’. Resuilts
for such a standardization program are reported here. Control sera
were provided by the WHO Reference Center, C.D.C., Atlanta, Ga.,
USA. Over atwo-year period, precision (expressed as coefficient of
variation) varied between 0.7 and 2.7%, and accuracy (expressed
as % absolute bias) between 0 and 2.5%. These values lie well
within the limits set by WHO/C.D.C..

Quality control procedures are tedious and time-consuming, but
without them epidemiological investigations that involve different
laboratories or time-trend evaluations are at best of questionable
value.
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Aanwijzingen voor een rol van voedingseiwitten bij de beinvloeding van het

serumcholesterolgehalte

Dierlijk voedsel en atherosclerose

In 1908-1909 publiceerde IGNATOWSKI (14) de resultaten
van zijn voedingsexperimenten met konijnen. Deze hadden
tot doel de gevolgen te onderzoeken van de consumptie
van voor deze dieren ongewoon voedsel zoals melk, vlees
en eieren, voor de stofwisseling en nierfunctie van herbivo-
ren. Een en ander in relatie tot de veranderde voedingsge-
woonten in het Rusland van toen. In het verloop van deze
experimenten nam hij waar dat vele van zijn dieren duide-
lijke veranderingen in de aorta vertoonden. Deze verander-
ingen bestonden vooral uit een verdikking van de intima,
gepaard gaande met het verschijnen van grote cellen; een
beeld dat gelijkenis vertoont met atherosclerose bij de
mens. IGNATOWSKI (14) schreef deze aortaveranderingen
toe aan direkte beschadiging van de arteriewand door het
dierlijke eiwit. Hiermee waren voor de eerste maal athero-
sclerotische verschijnselen experimenteel opgewekt en
was een weg aangegeven voor verder experimenteren.
Verder onderzoek (1910-1912) naar de aard van het athe-
rogene agens in het dierlijk voedsel bracht STUCKEY (23) tot
de opvatting dat niet eiwitrijk voedsel, zoals b.v. kippevlees,
maar vooral voedsel, rijk aan vetachtige stoffen, de be-
schreven vaatveranderingen kon opwekken. Met name
eierdooier en hersenen bleken sterk werkzaam. STUCKEY
meende eerst het effect van neutraal vet (triglyceriden) te

kunnen uitsluiten, terwijl WESSELKIN (24) ook voor lecithine .

geen werking kon aantonen. In feite bleef dus alleen het
cholesterol als atherogeen agens over. ANITSCHKOW (1)
rondde vervolgens het, aan de Petersburgse geneeskun-
dige militaire academie verrichte, werk af. Hij diende aan
zijn konijnen gedurende 1-4 maanden 0,2-0,8 g cholesterol
per dag, opgelost in 10-12 ml zonnebloemolie, per maag-
sonde toe. De dieren kregen verder hun normale voer be-
staande uit hooi en haver. Bij alle dieren die cholesterol
hadden toegediend gekregen, waren, in tegenstelling tot de
controles die uitsluitend zonnebloemolie kregen, verander-
ingen in de aortawand opgetreden. Deze veranderingen
bestonden’ hoofdzakelijk uit een afzetting van dubbelbre-
kende kristallen van vetachtige stoffen in de intima van de
aorta, atsmede uit hyperplasie van de vaatwand.

ANITSCHKOW (1) concludeerde dat de veranderingen onder
invioed van cholesterol identiek waren aan die welke IGNA-
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TOWSKI (14) met dierlijk voedsel en STUCKEY (23) met eigeel
en hersenen hadden opgewekt. De zogenaamde voe-
dings-geinduceerde atherosclerose werd blijkbaar veroor-
zaakt door het cholesterol dat in dit voedsel aanwezig was.
Deze conclusie werd nog versterkt doordat eveneens in
deze periode LEMOINE (17) door chemisch onderzoek van
humaan autopsiemateriaal cholesterol* als belangrijkste
component van het atheroom identificeerde.

Atherosclerose zonder cholesterol

Niet alleen door hetwerk van ANiTsSCHKOW kwam het
cholesterol centraal te staan bij de bestudering van athero-
genese, maar ook het voeren van cholesterol werd essen-
tieel beschouwd voor de inductie van experimentele athe-
rosclerose. Zelfs ARMSTRONG (2) schreef nog recent in zijn
overzicht over diermodellen: 'Dietary cholesterol is gene-
rally used as a sine qua non for the induction of atheroscle-
rosis. Some exogenous source of sterol... seems to be
necessary for significant lesion formation in most species’.

Echter, LAMBERT ¢.S. (16) en WIGAND {25) publiceerden on-
afhankelijk van elkaar dat hypercholesterolemie en athe-
rosclerose konden worden geinduceerd bij konijnen met
een cholesterolvrij, semisynthetisch rantsoen. Vooral om-
dat ook de aanwezigheid van vet in dit rantsoen géén ver-
eiste is voor de inductie van hypercholesterolemie, ont-
stond weer meer belangstelling voor de invioed van de
overige bestanddelen van het voedsel op verschijnselen,
samenhangend met atherosclerose. Een semisynthetisch
rantsoen bestaat uit een eiwit, meest caseine, zetmeel
en/of suiker, een variabele hoeveelheid vet, vitamines, mi-
neralen en materiaal dat volume en bulk geeft, als cellulose;
stro of houtzaagsel.

Konijnen, die worden gevoerd met normaal handelsvoer,
bezitten zeer lage cholesterolwaarden (25-27 mg/100 mi)
en vertonen nooit atherosclerose. Ook indien aan dit han-
delsvoer verzadigd vet wordt toegevoegd, gaat het serum-
cholesterol nauwelijks omhoog en ontstaat er géen athe-
rosclerose. KRITCHEVSKY en TEPPER (15) onderzochten een
groot aantal factoren uit het handelsvoer, die niet of in
mindere mate aanwezig waren in het semisynthetisch rant-
soen, doch konden geen duidelijke oorzaak voor dit effect
vinden. HOWARD c.s. (12) wist echter een sterke reductie van
het serumcholesterol en de graad van atherosclerose te
bewerkstelligen door caseine in het semisynthetisch dieet
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