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Kalibratie 2000

FJL.M.HAAS, A.M.H.P. van den BESSELAAR, A.J.M. van der HEIJ-KOENE, G.L.A. REIINIERSE

Als onderdeel van het Kalibratie 2000 plan zijn door
de CCKL Stichting Subcommissie Stolling (SSS) een
tweetal projecten voorgedragen: de harmonisatie van
de APTT bepaling ten behoeve van het monitoren van
de therapeutische toediening van niet-gefractioneerde
heparine en de harmonisatie van de bepaing van fi-
brinogeen, antitrombine en factor VI111:C (1).

Het eerste project is bijna afgerond en de voorlopige
resultaten zijn gepresenteerd tijdens het SSS Stol-
lingssymposium op 18 mei jl. te Apeldoorn. De deel-
nemers aan dit project krijgen nog de gelegenheid
commentaar te geven op hun eigen resultaten. Het
tweede project verkeert nog in de voorbereidingsfase
en zal nader worden toegelicht.

Alle deelnemers aan het kwaliteitscontrolepro-
gramma van de SSS zijn benaderd met de vraag of ze
geinteresseerd zijn in deelname aan een pilotstudie
voor één of meerdere van de genoemde bepalingen.
Op basis van de aanmeldingen zijn de deelnemers in-
gedeeld in clusters van labparen (tweelingstudies),
waarbij door de verschillende combinaties de vol-
gende drie groepen zijn geformeerd: fibrinogeen 40
deelnemers, antitrombine 32 deelnemers en factor
VI1I1:C 22 deelnemers.

Alle deelnemers is verzocht tenminste een 15-tal
monsters, gespreid over het gehele meetbereik, te ver-
zamelen en in tweevoud in te vriezen bij een tempera-
tuur <-28°C. Hierdoor zijn in combinatie met het toe-
gevoegde laboratorium per bepaling tenminste 30
patiéntenmonsters gegarandeerd. Deze monsters die-
nen in drie meetseries van 10 patiéntenmonsters in
combinatie met drie commerciéle plasma’s te worden
gemeten.

Voor de selectie van de commerciéle monsters zijn
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ale firma's die op de Nederlandse markt actief zijn

benaderd met de volgende vragen:

- Beschikken ze over kalibratie- of controleplasma’s
voor de genoemde bepalingen.

- Zijn ze bereid voor de pilotstudie de plasma’s met
50% korting te leveren.

- Garanderen ze voor een mogelijke vervolgstudie
plasma’s van dezelfde batch met een geldige houd-
baarheidstermijn.

- Tegen welke prijs kunnen de plasma’s voor de ver-
volgstudie worden geleverd.

Er is door negen firma's een offerte uitgebracht en bij
zes firma's zijn inmiddels plasma’s besteld. De keuze
van de plasma’s is gebaseerd op de combinatie van
opgegeven range en prijs. De plasma’s zullen door
SSS worden voorzien van eigen etiketten en de ver-
werking plus rapportage zal gecodeerd plaatsvinden
ter voorkoming van oneigenlijk gebruik van de resul-
taten. De firmas zullen vanzelfsprekend worden
geinformeerd over de resultaten van hun eigen pro-
duct.
Commerciéle monsters kunnen zich anders gedragen
dan patiéntenmonsters en daarbij kan het onderscheid
worden gemaakt in een tweetal mogelijkheden, en
daarmee samenhangend de statistische protocollen: de
oorzaak is bekend, dan spreekt men over interferentie,
en is EP7-P (2) het aanbevolen protocol, of de oorzaak
is onbekend, ook wel matrix effect genoemd, en dient
het EP14-P protocol te worden gebruikt (1, 3).
Bij het matrixeffect is er mogelijk een wisselwerking
tussen een aantal karakteristieken van de gebruikte
meetmethode, zoals het ontwerp van het meetinstru-
ment, de samenstelling van de gebruikte reagentia,
het principe van de meetmethode en de gebruikte ka-
libratie- of controlematerialen.

Doordat commerciéle materialen zich anders gedra-

gen dan patiéntenmaterialen kunnen de volgende drie

situaties zich voordoen:

- deresultaten lijken goed, maar zijn foutief

- deresultaten lijken foutief, maar zijn goed

- deresultaten zijn goed
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Het moge duidelijk zijn dat het van groot belang is te
weten hoe commerciéle plasma’s zich gedragen in
vergelijking met patiéntenplasma’s, omdat dit bijvoor-
beeld consequenties kan hebben voor externe audits.
Indien een (commercieel) kalibratie- of controlemate-
riaal inter-assay eigenschappen presenteert die gelijk
zZijn aan het gebruikte patiéntenmateriaal, dan noemt
men dat materiaal commuteerbaar.

Een probleem bij strikte toepassing van het EP14-P
protocol is dat een onderscheid tussen (natieve) pa
tiéntenmonsters en “processed” samples wordt ge-
maakt. Door het invriezen van de patiéntenplasma’s
beschikken we niet meer over natieve monsters maar
aleen over processed samples, de ingevroren en pa-
tiéntenplasma's en de commerciéle plasma’s. Voor
stollingsonderzoek is het, in tegenstelling tot de Kali-
bratie 2000 projecten in de klinische chemie, prak-
tisch niet mogelijk op één dag met het tweelinglabo-
ratorium de vereiste 15 monsters gespreid over het
gehele meetbereik te verzamelen en uit te wisselen.

In de maanden september en oktober dienen de deedl-
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nemers de monsters uit te wisselen en de drie series
te bepalen, waarna de resultaten moeten worden inge-
stuurd. Na uitwerking van de meetgegevens kan ho-
pelijk een keuze van commuteerbare plasma's plaats-
vinden. Deze commuteerbare plasma's kunnen dan
as kalibrator in de vervolgstudie worden gebruikt.
Evauatie van de resultaten van de vervolgstudie zal
moeten uitwijzen of het gebruik van commuteerbare
kalibratoren leidt tot harmonisatie.
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L abor atoriumdiagnostiek van heparine-geinduceer de trombocytopenie

E. BIRO!, R. NIEUWLAND?, JPJ. WESTER?, FJL.M. HAAS? enA. STURK!

De laboratoriumdiagnostiek van heparine-geindu-
ceerde trombocytopenie (HIT) is gebaseerd op de pa-
thogenese van dit ziektebeeld. In het algemeen ont-
staat HIT door een IgG antistof tegen het complex
van heparine en plaatjesfactor 4 (PF4), gevolgd door
binding van het ternaire complex van de antistof met
heparine en PF4 aan bloedplaatjes via het Fc-deel
van de antistof aan FcyRIla-receptoren op het bloed-
plaatje. Het bloedplaatje wordt daardoor geactiveerd
en stoot PF4 uit dat opnieuw met heparine een com-
plex kan vormen. Echter, ook IgA- en IgM-antistof-
fen tegen het heparine-PF4-complex kunnen HIT
veroorzaken en ook kunnen antistoffen HIT veroor-
zaken die tegen op PF4 gelijkende eiwitten zijn
gericht, waaronder NAP-2 en IL-8.

De uit te voeren testen kunnen in twee categorieén
worden ingedeeld:

- meting van de antistoffen in het serum van de

HIT-patiént
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- meting van het vermogen van het serum van de
patiént om bloedplaatjes van gezonde vrijwilligers
te activeren.

Beide typen metingen hebben hun voor- en nadelen.
Er zijn commerciéle ELISA's beschikbaar voor de
meting van de antistoffen. De ELISA’s meten alleen
de antistoffen tegen het heparine-PF4-complex, maar
zowel 1gG als IgA en IgM. De activatiemetingen aan
bloedplaatjes betreffen zowel plaatjesaggregatie- als
serotoninesecretiemetingen. Die testen zijn minder
gevoelig voor IgA- en IgM-antistoffen en, door het
bestaan van isovormen van de Fc-receptor op het
bloedplaatje, sterk donorafhankelijk. Ook is recent
een commercieel verkrijgbare agglutinatietechniek
beschreven, de “particle gel immuno assay”, die de
antistoffen tegen het heparine-PF4-complex detec-
teert.
In een recente aanbeveling wordt aangeraden om
bij een negatieve of twijfelachtige uitslag van een
plaatjestest een ELISA te doen, en vice versa. Tevens
dient een laboratorium dat HIT-diagnostiek uitvoert
zich er daarbij van te vergewissen dat de methodo-
logie juist wordt uitgevoerd en geinterpreteerd.

In dit artikel wordt de laboratoriumdiagnostiek van
heparine-geinduceerde trombocytopenie (HIT) be-
schreven. Daarbij zal het ontstaansmechanisme in de-
tail worden besproken, omdat dat ten grondslag ligt
aan deze diagnostiek. In de bijdrage van dr. Wester in
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