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Het belang van commuteerbare referentiematerialen en externe SKML-monsters
bij enzymstandaardisatie
Studie in het kader van het SKML-project ‘Kalibratie 2000’

H. BAADENHUIJSEN!, AW.H.M KUYPERS', C.W. WEYKAMP?, C.M. COBBAERT? en R.T.P. JANSEN*

Inleiding

Bij het verkleinen van de tussenlaboratoriumvariatie
zijn twee initiatieven belangrijk: het gebruik van ge-
standaardiseerde methodes en het toepassen van refe-
rentiematerialen. Het promoten van aanbevolen me-
thodes door NVKC en IFCC in de jaren 1970-1990
resulteerde in de daling van de tussenlaboratorium-
variatie van 50% naar ca 15%. Aanvankelijke po-
gingen om een verdere reductie te verkrijgen door het
gebruik van kalibratoren lukten maar ten dele van-
wege de niet-commuteerbaarheid van de gebruikte
materialen (1). Recente strategieén in dit verband zijn
neergelegd in het ‘Reference System’-concept (2, 3)
waarin de nadruk wordt gelegd op het gebruik van
(commuteerbare) referentiematerialen en het gebruik
van een netwerk van referentielaboratoria. De in wer-
king getreden EU-IVD-richtlijn benadrukt eveneens
het belang van zulke referentiesystemen. Omdat de
tot nu toe beschikbare referentiematerialen duur zijn
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en slechts geschikt bij het gebruik van primaire refe-
rentiemethoden is er behoefte aan secundaire referen-
tiematerialen die commuteerbaar zijn en daardoor in
staat zijn om de juistheid over te dragen van de pri-
maire referentiemethoden naar de in gebruik zijnde
routinemethoden. We beschrijven hier het onderzoek
naar commuteerbaar referentiemateriaal en rapporte-
ren over de resultaten die in 2003 werden behaald
met het gebruik van de zo ontwikkelde Nederlandse
Enzymkalibrator.

Methoden

Tien potenti€le referentiematerialen (PRM’s) werden
op hun commuteerbaarheid onderzocht door 37 gese-
lecteerde laboratoria in een zogenaamde Twin-studie
(4) te laten participeren. Vijf PRM’s waren van com-
merciéle herkomst, de andere vijf waren zelf bereide
serumvarianten. De enzymen die werden gebruikt
voor het ‘spiken’ waren afkomstig van Asahi Chemi-
cal Co (Tokyo, Japan) en werden bereid uit humane
cellijnen met recombinanttechnieken, waardoor de iso-
enzymsamenstelling overeenkomt met de samenstel-
ling zoals in natief humaan serum. Het preparaat met
uiteindelijk de beste eigenschappen qua commuteer-
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baarheid en gebruiksvriendelijkheid bestond uit cryo-
beschermd gevriesdroogd serum met recombinant-
enzymtoevoegingen en werd als nationale SKML-
enzymkalibrator in gebruik genomen. De kalibrator-
waarden in dit preparaat werden provisioneel vastge-
steld door de consensuswaarden van de IFCC-37-°C-
methoden te gebruiken uit een speciale ronde van de
Combi-enquéte Algemene Chemie. De bevroren ver-
sie, zonder sucrose als cryobeschermer, werd daar-
naast in 2003 als extern controleserum (natief serum)
ingezet in 6 SKML-enquéterondes. Op dit moment
sturen al meer dan 30 van de in totaal 120 laboratoria
hun SKML-resultaten in als ‘Kalibratie2000 gekali-
breerd’. De resultaten in de SKML-enquétes van
‘niet-gekalibreerde’ laboratoria werden vergeleken
met ‘gekalibreerde’ laboratoria voor zowel de natieve
sera als de reguliere sera (gevriesdroogd serum, met
toegevoegde niet-humane enzymen). De deelnemers
waren niet op de hoogte van het feit dat de natieve
monsters in de rondes 1 en 6, 2 en 4, 3 en 5 identiek
waren. Hierdoor bestond de mogelijkheid om tegelij-
kertijd de robuustheid van de berekende consensus-
waarden te bestuderen als wel om een eerste inzicht
te krijgen in de relatieve stabiliteit van deze natieve
monsters gedurende opslag van ongeveer één jaar.

Resultaten

Uit eerdere, niet gepubliceerde, studies was gebleken
dat de langetermijnhoudbaarheid van sera in sterke
mate afhankelijk is van de aanwezigheid van sucrose
als cryobeschermer tijdens het invries- en vriesdroog-
proces. De hierdoor veranderde fysieke matrix van
dit soort sera heeft evenwel tot gevolg dat er een me-
thodeafhankelijke bias bij de gebruikers van droge
chemie als analysemethode werd vastgesteld voor
alkalische fosfatase, ALAT, LD en CK. Gezien het
feit dat deze bias voor alle drogechemiegebruikers
steeds strikt van dezelfde grootteorde was, werd be-
sloten dat er een ‘accuracy correction factor’ voor de
droge chemie kon worden gehanteerd. In totaal kon-
den de resultaten van 6 natieve monsters worden ver-
geleken met die van de 42 reguliere monsters in de
2003-rondes van de Combi-enquéte Algemene Che-
mie. De cumulatie van deze gegevens wordt gepre-
senteerd in figuur 1. De reguliere monsters geven een
tussenlaboratoriumvariatiecoéfficiént voor alle zes
enzymen (laag-hoog) te zien van 5,5-10,3% voor de
‘niet-gekalibreerde’ laboratoria, tegen 4,6-10,8% voor
de ‘gekalibreerde’ laboratoria. Voor de natieve mon-
sters zijn deze respectievelijke ranges: 5,2-9,9% te-
gen 2,2-4,9%.

Het verschil in de berekende consensuswaarden voor
de natieve monsters in de verschillende rondes waarin
deze monsters identiek waren (rondes 1 en 6, 2 en 4,
3 en 5) was voor alle zes enzymen steeds kleiner dan
1,5%. Het tijdsinterval tussen de rondes 1 en 6 be-
sloeg een periode van 10 maanden. Het verschil in
de berekende consensuswaarden voor de ‘niet-gekali-
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Figuur 1. Effect van enzymstandaardisatie en monstertype op
de tussenlaboratoriumvariatiecoéfficiént (VC) in 6 rondes van
externe kwaliteitsbewaking in 2003. Reguliere monsters ver-
tonen geen gunstig effect van Kalibratie 2000 op de tussen-
laboratorium-VC. De natieve monsters daarentegen laten een
significante daling van de tussenlaboratorium-VC in de ‘geka-
libreerde’ laboratoria zien.

breerde’ laboratoria en de ‘gekalibreerde’ laboratoria
was nooit groter dan 5%, ondanks het genoemde
grote verschil in de tussenlaboratoriumvariatie bij de
natieve sera.

Conclusie

Bij het gebruik van reguliere sera zien we geen ver-
schil in tussenlaboratoriumvariatie als ‘gekalibreerde’
laboratoria worden vergeleken met ‘niet-gekalibreerde’
laboratoria. Als echter natieve sera worden ingezet
zien we een drastische daling van de tussenlaborato-
riumvariatie bij de ‘gekalibreerde’ laboratoria (varia-
tiecoéfficiénten in alle gevallen < 5%) die niet wordt
waargenomen bij de ‘niet-gekalibreerde’ laboratoria.
Deze resultaten leveren gegronde argumenten om de
z.g. ‘value assignment’ van toekomstige producties
van de enzymkalibrator te laten uitvoeren door er-
kende referentielaboratoria, waardoor de relatief hoge
kosten die dat met zich meebrengt als verantwoord
mogen worden beschouwd.
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