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1. Hatokor

A tanulmény a laboratériumi mérdmodszerek belsd és kiilsd mindség-ellendrzésére
vonatkoz¢6 altalanos laboratoriumi ismereteket €s ajanlasokat tekinti at; a rutin klinikai kémiai
¢s immunkémiai tesztek, kromatografids meghatarozasok, altalanosan alkalmazott
(mindennapi rutinban hasznalt) hemosztazis és hematologiai vizsgalatok, tovabba az
autoantitest-meghatarozasok harmonizacidjarol és standardizacidjarol ad atfogd képet,
tovabba bemutatja a BIO-RAD altal nyqjtott lehetdségeket.

A tanulmany nem tér ki az alabbi témakdrokre:
e mikrobiologia,
e transzfuziologia,
e nukleinsav alapu tesztek,
e specialis hemosztazis vizsgalatok,

e 4ramlasi citometriai vizsgalatok.

2. Bevezetés

A laboratériumi vizsgalatok eredménye nagy hatassal van a klinikai dontéshozatalra: a
legfontosabb klinikai dontések 60-70%-a laboratériumi vizsgalatok eredményén alapszik
(Plebani, 2006). A diagnosztikai munka harom f6 szakaszra bonthato: preanalitikai, analitikai
és posztanalitikai fazisra. A preanalitikai fazis a megfeleld vizsgalat kivalasztasat, a
vizsgalatkérést, a beteg azonositdsat €s elokészitését, a mintavételt, a mintaszallitast, a
mintadtvételt és —azonositast, a minta-elokészitést, a minta mindségének ellendrzését és a
minta tarolasat foglalja magéaba, a mérés kezdetéig tart, laboratériumon kiviili és beliili
szakaszokbol all. A preanalitikai fazis laboratoriumon kiviili szakaszat pre-preanalitikai
fazisnak is nevezik. Az analitikai fazis, a tulajdonképpeni mérés teljes egészében a
laboratoriumra lokalizalodik. A posztanalitikai fazis az eredmény konfirmalasaval veszi
kezdetét €s a validalason, a leletirason, az esetleges szobeli konzultacion és az eredmény
értékelésén at a klinikai dontéshozatalig tart, a preanalitikai fadzishoz hasonloan részben a
laboratoriumon kiviil zajlik, ez a szakasza a poszt-posztanalitikai fazis. Ezen folyamatok
barmely részében bekovetkezhet hiba a vizsgalat rendelésétdl az eredmény kiadasaig, annak
megfeleld értelmezéséig és az azt kovetd cselekvésig (Plebani, 2006; Lippi et al, 2006). Az

utobbi évtizedekben a laboratériumi hibdk szadma jelentésen csokkent. Jelenleg a



laboratoriumi hibak legnagyobb része a preanalitikai fazisban kovetkezik be, kiillondsen annak
laboratoriumon kiviili szakaszdban; mig az analitikai fazis a legkevésbé érintett: a
laboratoriumi hibak 7-13%-a jelentkezik a labordiagnosztikai munka ezen szakaszaban
(Plebani, 2006; Green, 2013). Az analitikai hibak aranya az 50 évvel ezel6ttihez képest
toredékére csokkent, e jelentdés javulasban az automatizacion, a standardizacion, a
laboratoriumi informatikai rendszer hasznélatan és a laboratoriumi személyzet oktatasan kiviil
kiemelkedé szerepe van az analitikai mindségi indikdtorok bevezetésének ¢és
monitorozasanak, amelyek az analitikai folyamatok bels6é és kiils6 mindség-ellendrzését
szolgaljak (Plebani, 2017; Plebani, 2018a). Néhany évvel ezelott elkezd6dott a laboratoriumi
medicina mindségi indikatorainak nemzetk6zi harmonizacidja, amely a teljes tesztelési
folyamat minden szakaszara Kkiterjedt (Plebani et al, 2014). A 2016-ban Padovaban
megrendezett konszenzus konferencian 11 preanalitikai, 5 analitikai és 4 posztanalitikai
fazisra vonatkozé mindségi indikator monitorozasat hataroztdk meg kotelezd jelleggel
(Sciacovelli et al, 2017).
a. Preanalitikai fazis:

- Téves azonositasbol szarmazd hibak aranya (kérés, minta)

- Nem megfeleld vizsgdlatkérések aranya (klinikai kérdés nélkiill vagy nem
megfeleld klinikai kérdéssel — jarobetegeknél, nem megfelelé klinikai
kérdéssel —fekvobetegeknél)

- Hibés adatbevitelbdl szarmazo hibak aranya (laboros vagy kiilsé személy
hibaja)

- Ertelmetlen kérések aranya (kiilsé, bels6)

- Nem megfeleld tipust mintak aranya (nem megfeleld minta matrix pl. teljes
vér plazma helyett, nem megfeleld taroloba gylijtott minta)

- Nem megfeleld mennyiségli mintdk ardnya (nem elegendd mintatérfogat, nem
megfeleld minta/antikoagulans arany)

- Nem megfeleléen szallitott vagy tarolt mintdk ardnya (analizisig nem
megfelelden tarolt minta, szallitdskor karosodott minta, nem megfeleld
hémérsékleten szallitott minta)

- Szennyezett mintak ardnya

- Hemolizalt mintak aranya

- Alvadékos mintak aranya

- Nem megfeleld idében levett mintak aranya



b. Analitikai fazis:
- azon vizsgalatok ardnya, amelyek esetén nem torténik belsdé mindség-
ellenérzés
- a belsd mindség-ellendrzés azon eredményeinek aranya, amelyek nem felelnek
meg az elfogadhatosagi kritériumoknak
- azon vizsgalatok aranya, amelyek nem vesznek részt kiils6 mindség-ellenérzé
programban
- akiils6 mindség-ellendrzés azon eredményeinek ardnya, amelyek nem felelnek
meg az elfogadhatosagi kritériumoknak
- adatatirasi hibak, vagyis azon nem megfelel6é eredmények aranya, amely hibas
manualis atiras vagy az informatikai rendszer problémajanak kovetkezményei.
c. Posztanalitikai fazis:
- Nem megfelel? leletelkésziilési iddvel rendelkezé mintédk ardnya
- Inkorrekt laboratoriumi leletek aranya
- Kiritikus eredményrdl nem idében torténd értesitések aranya

- Azon interpretativ leletek aranya, amelyek pozitiv hatassal vannak a

beteggyodgyulasra

3. A tanulmany célja

A tanulmany célja az orvosi laboratoriumok mindségbiztositasi kovetelményeinek
bemutatasa, a standardizacidos ¢és harmonizacios torekvések interpretdldsa az egyes
részteriileteken, tovabba a BIO-RAD kontrollok és a “BIO-RAD Unity Program” szoftver
altal az orvosi laboratoriumok szamdara nyujtott lehetdségek vizsgalata a mindségbiztositasi

kritériumok alapjan.

4. Az orvosi laboratériumok mindségbiztositasi kovetelményei

A mindség-ellendrzés azoknak a tevékenységeknek és miikodési eljarasoknak az
Osszessége, amelyeket a mindségi kovetelmények teljesitése céljabol alkalmaznak. A
mindségbiztositds olyan tervezett €s rendszeres tevékenység, ami hiteles bizonyossagot
szolgaltat a mindségi kovetelmények elérésére, azaz biztositja, hogy a laboratoriumi
szolgaltatas teljesiti a megadott mindségiigyi kovetelményeket, elvarasokat. Az orvosi

laboratériumok esetében az ISO 15189:2012 szabvany fogalmazza meg a mindségre ¢és
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felkésziiltségre vonatkozd kovetelményeket (ISO 15189, 2012). Eszerint minden
laboratoriumnak rendelkeznie kell egy, az analitikai folyamatokra vonatkozd mindség-
ellendrzési eljarassal, amely biztositja a mérési eredmények megfeleldségét. A mérési
eredményt mind a bioldgiai, mind az analitikai variabilitds befolydsolja, a minta valodi
értékén kivil fiigg a random és szisztémas hiba mértékétdl is. A random hiba a mérési
koriilmények elkeriilhetetlen ingadozasabdl szarmazik, a preciziot jellemzi, mértéke a
standard devidcio (1. abra). A szisztémas hiba az analit koncentracigjatol fliggetlen (konstans)
vagy attol fliggd (ardnyos/proporciondlis), befolyasolhatd/elkeriilhetd hiba, amely a
valodisagot jellemzi, mértéke a torzitas (bias). A random és szisztémas hiba egyiittesen
hatarozza meg a teljes analitikai hibat, az ISO 15189:2012 szabvany altal megkovetelt mérési
bizonytalansag (measurement uncertainty, MU) csak szisztémas hiba hianyaban jellemzi
megfeleléen a mérés pontossagat (Westgard et al, 2017). Az alkalmazott mérdmodszerek
belsé és kiilsd mindség-ellendrzésére kontrollokat hasznalunk, amelyek a precizié és a

valodisag ellendrzésére egyarant alkalmasak.

Teljesitmény A teljesitmény
Hiba tipusa . .. jellemzé kvantitativ
jellemzé e o o
kifejezése
Szisztémas R Trueness . Bias
hiba (valédisag) (torzitas)
1 | ‘
¥
ol Teljes .| Accuracy . Mérési
hiba (pontossag) bizonytalansag
Random N Precision . Standard
hiba (precizid) deviacio

1. abra. A mérési hibak tipusai
A random hiba a preciziot jellemzi, mértékét a standard deviacio adja meg; mig a szisztémas hiba a valodisagot

jellemzi, mértéke a torzitas. A random és szisztémas hiba egyiitt hatarozza meg a teljes analitikai hibat, amely a



pontossagot jellemzi, mértéke a mérési bizonytalansag. (Az abra Menditto et al, 2006 abraja alapjan, annak

modositasaval késziilt.)

4.1. A kontrollok tipusai

Belso kontrollok

Az ISO 15189 szabvany gyartoi és fiiggetlen kontrollokat kiilonboztet meg.

kontroll mintak
- A laboratorium altal hasznalt helyettesitd minta kontrollok

- Referencia-anyagok: pozitiv, negativ, illetve cut-off kontrollok

Kiilsé mindség-ellendrzd programok

A QualiCont kozhaszni szervezet (Szeged, Magyarorszag) 1996-ban alakult 5 hazai
tudomanyos tarsasag kezdeményezésére (Magyar Laboratoriumi Diagnosztikai Tarsasag,
Magyar Mikrobiologiai Térsasdg, Magyar Patologusok Tarsasdga, Magyar Immunologiai
Térsasadg, Magyar Hematologiai és Transzfiziologiai Tarsasag).

Ez egy Nemzeti Akkreditalasi Hivatal (NAH) altal MSZ EN ISO/IEC 17043:2010 szabvany
szerint akkreditalt jartassagi vizsgalatokat szervezo tarsasag (www.qualicont.com), melynek
célja az egészségiigyi diagnosztikai tevékenység megbizhatobba tétele.

Programjai: preanalitika, altalanos kémia, hematologia, POCT vizsgalatok, molekularis
biologia, patologia, autoimmun szerologia (NEQAS kozvetité/distributor), allergia, klinikai
mikrobiologia (INSTAND kozvetité/distributor).

1. A legnagyobb nemzetkozi OC programok (EQAS/External Quality Assurance Services):

- RIQAS (www.rigasnet.randox.com): a vilag legnagyobb kiilsé mindségbiztositasi
szervezete: 133 orszag, ISO/IEC 17043:2010 akkreditalt, 45 000 résztvevo, 32 atfogod

program


http://www.qualicont.com/
http://www.riqasnet.randox.com/

- UK NEQAS (United Kingdom National Quality Assesment Schemes,
www.neqas.org): ISO 17043 akkreditalt, >10 atfogd program, 355 résztvevo

- BIO-RAD EQAS  (www.bio-rad.com/en-hu/category/external-quality-assurance-
services): ISO/IEC 17043:2010 akkreditalt, >10 orszag , >18 000 résztvevo

- ECAT (www.ecat.nl; Leiden, Hollandia): ISO/IEC 17043:2010 akkreditalt,
hemosztazis és trombozis programok, 815 résztvevo

- Labquality (www.labquality.fi): ISO 17043:2010 akkreditalt, >10 atfog6 program,
4400 résztvevod

- INSTAND (www.instand-ev.de; Diisseldorf, Németorszag): DIN EN ISO/IEC
17043:2010 akkreditalt, 16 atfogd program, >300 résztvevo,

- DEQAS (www.degas.org): ISO 9001:2000 és ISO 13485:2003 akkreditalt, D vitamin,
>1000 résztvevo

- EMOQN (European Molecular Genetics Quality Network, www.emqgn.org): ISO 17043

akkreditalt, molekularis biologia programok, 76 orszag, 1407 résztvevo

Egyéb kontrollok: a gyartd altal tervezett kontroll-folyamatok vagy a laboratorium 4ltal

végzett olyan folyamat, amely biztositja az eredmény megbizhatosagat.

4.2. A kontrolldlas szabdlyai

Az ISO 15189:2012 szabvany szerint a belsé mindségi kontrollokkal torténd
ellendrzésnek rendszeresnek kell lennie, a mérések gyakorisdganak a kontrollalandé modszer
stabilitasatol és a hibas eredménynek a betegbiztonsagra gyakorolt hatdsatol kell fiiggenie. A
kétszintli kontrollok hasznalata kotelezd, de fiiggetlen, haromszinti kontrollok mérése
megfontolandd akar a reagens- vagy késziilékgyartok altal javasolt kontrollok helyett, akar
azok alkalmazéasa mellett. A kontrollminta mérésekor a betegmintanak is jelen kell lennie és a
rutinszerlien vizsgalatot végzonek kell a mérést kiviteleznie. A kontrollanyagok mért
komponenseinek koncentracioja lehetéleg a klinikai dontéshozatal szempontjabol fontos
értékhatarokon vagy azok kozelében legyen. A kontrollalas gyakorisagat a vizsgalat mindsége
(Sigma értéke: ,,0”) €s a napi vizsgalatszam befolyasolja.

A laboratériumoknak az analitikai folyamatok mindségének ellendrzéséhez
dokumentalniuk Kkell a kontrollméréseket és ezek megfeleloségének vizsgalatat. Ehhez a QC
eredményeket a hozzajuk tartozd paraméterekkel (teszt, mddszer, egység, miiszer, datum,

kivitelezé személy) naploszeriien sziikséges vezetni. Az egymast kovetd mérések vagy az
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egymast kovetd napok kontrollméréseinek eredményeit Levey-Jennings diagramokon szoktak
abrazolni az SD (standard deviation) értékek felhasznalasaval. Ezt minden teszt minden szintii
kontrolljara el kell késziteni. Az analitikai folyamatok mindség-ellendrzéséhez az un.
Westgard szabalyok alkalmazhatok (Westgard et al, 1981). Meg kell hatarozni azokat a
hatarértékeket, melyek figyelmeztetd jellegiiek és az azonnali valtoztatast/ellendrzést igényld
hatarértékeket. Ezeket az alkalmazott gyari (vagy modszertdl fiiggéen sajat) kontroll atlag +
1SD; + 2SD, vagy + 3SD kivalasztasaval allapitanak meg. A grafikus abrdzolas segitséget

nyujt a szisztémas ¢és random hibak feltdrasdhoz (2. abra).

Random hiba Random vagy szisztémas Szisztémas hiba
hiba
+3s +3s +3s
+2s x +2s +2s
1
M”s / \0 // Al M;;:_ orule | | | M;a: . 2, rule
Pﬁg / - s violation As violation
-2s \ F_{4s n:"e -2s -2s
3 \L o violation || 3s [ 3s [

1234 56789 10 123 4 567 89 10 1234 56789 10
+3s +3s f———w .I
+2s +2s y 415 rule
B T T T FETg LLLCs (ITTE EICRERRT SRS S +1s / \ . violation
Mean 1..rule [ Mean 2
25 | 2 N
-3s [T 3s [\

123 4 567 8 9 10 1 23 4 56789 10
+3s |

|
+2s ‘ ™~
+1s | Cogr/ \/ NN
Mean
-1s
25 10, rule
35 f——— violation J-—

1234 5617389 10

2. abra. A random és/vagy szisztémas hibak feltarasat biztosit6 Westgard szabalyok alkalmazasa Levey-
Jennings diagramok esetén

Az Ry szabaly azt jelenti, hogy egy kontroll értéke meghaladja az atlag+2SD-t és a kdvetkezo kontroll értéke az
atlag-2SD alatt van, vagy forditva, ez az eltérés random hibara utal. Az 1,5 szabaly szerint, ha egy kontroll értéke
az atlag+2SD-n kiviil esik, akkor szisztémas vagy random hiba lehet a rendszerben. Az 135 szabaly szerint, ha
egy kontroll értéke kiviil esik az atlag+3SD-n, az random hibat jelez vagy egy jelent6s szisztémas hiba kezdetét.
A 25, 445 és 10, szabalyoknak megfeleld eltérések szisztémas hibara utalnak. A 2, szabaly azt jelenti, hogy két
egymas utani kontroll értéke az atlag+2SD-n vagy az atlag-2SD-n kiviil van; a 4,5 szabaly szerint négy egymas
utani kontroll értéke meghaladja az atlag+1SD-t vagy alatta van az atlag-1SD értéknek; mig a 10, szabaly

jelentése az, hogy tiz egymas utani kontroll értéke az atlag alatt vagy felett van. (forras: www.westgard.com)
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Egy mérési folyamaton beliil két kontroll eredménye minden egyes anyagra az 1ss
szabaly alkalmazaséaval vizsgalhat6 ("within run"), az Ry szabaly ugyancsak a ,,within run”
futtatdsokra alkalmazhatd. A 2,5 szabaly az utolsd két mérésre hasznéalhat6é az anyagon beliili
¢s futdsok kozotti ("within material and across runs") megfeleloség megitélésére. A 44
szabaly ugyancsak alkalmazhat6 a két kontroll méréseknél a jelenlegi és el6zd futés
Osszehasonlitdsara, de az utolsdé négy mérésre is alkalmazhatd, ha rendelkezésre allnak a
korabbi mérés kontrolljai (az anyagok kozti és futasok kozti megfeleléség: "across materials
and across runs”). A 10y szabaly alkalmazhaté mindkét kontroll mérésre az utolsé 6t futtatasra
vagy csak az egyik anyagra az utolso 10 futtatds esetén.

Minden teszthez egyedileg kell kivélasztani a szabalyokat, minden szabdly egy megfeleld
nagysagu hibat képes kimutatni. Az 1,5 szabdly teljesiilése csak egy figyelmeztetés, amely
arra utal, hogy szisztémdas vagy random hiba lehet a rendszerben; a tobbi Westgard szabaly

barmelyikének teljesiilése esetén azonban a mérés nem elfogadhato (3. ébra).

Westgard Sigma Rules®
for QC design and Run size

A\VAV/

Data QC Report Results

N=2

R=1 ] R=1
Take Corrective Action ]
50 ” 4o H 30
Run Size: " Run Size: " Run Size: " Run Size:
1000 450 200 45
patient samples " patient samples " patient samples " patient samples

WESTGARDQC Sigma Scale = (%TEa-%Bias)/%CV

Ref: Clin Chem 2018; 64:26%-

3. abra. A Westgard szabalyok alkalmazasa
Az 1,5 szabaly teljesiilése csak egy figyelmeztetés, amely arra utal, hogy szisztémas vagy random hiba lehet a
rendszerben; ez esetben a tovabbi Westgard szabalyok vizsgalata sziikséges, amelyek koziil barmelyik fennallasa

esetén a mérés nem elfogadhato (forras: www.westgard.com).
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Az ISO 15189:2012 szabvanynak megfelelden a laboratériumoknak (hazai vagy
nemzetkozi) kiilsé mindség-ellendrzé programokban kell részt venniiik a méromddszereik
ellendrzése céljabol. Amennyiben valamely méromoddszer esetén nem all rendelkezésre
laboratoriumok kozotti 0sszehasonlitasi lehetdség, a laboratériumnak egyéb modon kell
meggyozddnie a mérési eredmények megfeleloségérol, ennek egyik lehetdsége a
laboratoriumok 0Osszehasonlitasara alkalmas kontrollmintdk mérése. Az egészségligyi
miniszter 13/2010 (I11.31.) EiiM rendelete - amely az egészségiigyi szolgaltatasok nyujtasahoz
sziikséges szakmai minimumfeltételekrél szolo 60/2003 (X.20.) ESzCsM rendelet és az
egészségligyl szolgaltatdsok nyujtasahoz sziikséges szakmai minimumfeltételekrél szolo
60/2003 (X.20.) ESzCsM rendelet modositasarol szolo 48/2009 (X11.29.) EiM rendelet
modositasat tartalmazza - fogalmazza meg az orvosi laboratériumok feladatait, az
engedélyezést és a kompetencidkat, tovabba a szakteriileti kompetencia szerinti laboratoriumi
tevékenység végzéséhez sziikséges minimumfeltételeket. A rendelet az orvosi laboratoriumi
diagnosztika kiilonb6z6 szintjein a laboratorium altal végzett és hazai vagy nemzetkozi kiilsd
mindség-ellendrzési rendszerben elérhetd valamennyi beavatkozas esetén, minimum évente
4x, ahol ez a mindségiigyi szolgaltatd szolgaltatasi sajatossagai miatt nem elérhetd, minimum

évente 2x, részvételt és megfelelést ir eld (13/2010 (I11.31.) EiiM rendelet).

4.3. Standardizdcio és harmonizdcio

A hatékony betegellatas és a betegbiztonsdg sziikségessé teszik a laboratoriumi
informaciok Osszehasonlithatosagat, hogy azok fliggetlenek legyenek a helytdl, az id6tdl és a
mérési eljarastol (Plebani, 2018b).

Az Osszehasonlithatosag (comparability) a metrologiai helyettesithetdséggel (traceability)
érhetd el, ami azt jelenti, hogy a mérési eljarasok ugyanazt a mennyiséget mérik és a mérési
eljarasok kalibracidja helyettesithet6 egy altalanos referencia-rendszerrel, ami egy referencia-
anyagbol és a referencia-modszerbdl all (4. abra; Vesper et al, 2016).

A standardizaciot biztosithatja az SI egység (International Standardization of Units) a
kovetkezd két feltétel teljesiilése esetén: a mérendd anyag egyértelmiien definidlva van és a
teszteredmények egyezdségét egy magasabb rendili referencia mérési eljaras megallapitasaval
érik el; vagy egy tiszta referencia anyaggal, amelyet az SI hasznalataval lehet definialni.
Sajnos a mérend6 anyagoknak csak egy része standardizalhato ily modon, és ezek tobbsége is

klinikai kémiai teszt. Az eredmények Osszehasonlithatosdga a standardizacion kiviil
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harmonizaciéval is elérhetd, amely a referencia-rendszerhez vald helyettesithetéséget

biztositja megegyezéssel (convention) (Vesper et al, 2016).

AMNYAG

MERESI ELIARAS
= EGYSEG OGPM
Amw permcbos
ELsfDUEGES REFERENCLA
§ MERES ELARAS
- esdoieces KausrinoR
'u.l 1
ﬁ A SODLAG0SE REFERENOLA
= I mErés ELARAS
=
] MASODLAGOS KALBRATOR
: 1—
= eulRTd Amar mvALaszmoTT
& i miERED ELIARAS
3 Gl
EJ MIUNEC, EALIERATORA 1
2 suiRTd Auwannd
g I mEREs ELARASA
GoiRTd
TERMER KAUSRETORA 1
vEGFELHASTNRALS RUTIN
L sErEs ELARAsA
RUTIN BETES MINTA

4. abra. A metrologiai /helyettesithetdségi (traceability) linc diagramja

A betegminta eredményét SI egységben kifejezve kalibraciés mérések sorozataval és a kalibrator anyag
értékeinek hozzarendelésével kaphatjuk meg. A kalibrator olyan human mintira emlékeztetd matrixban van
feloldva, mint a mérendé minta. CGPM — Conférence Genérale des Poids et Mesures, SI — System International

(International System of Units) (forras: Vesper et al, 2016)

Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 moddszerekkel kapott eredmények Osszehasonlithatok
legyenek, sziikséges, hogy szamos kiilonb6z6 csoport, beleértve a laboratoriumi
szakembereket, a vizsgalati eredmények klinikai felhasznaloit és a diagnosztikai gyartokat,
konstruktiv kollaboracioban miikodjon (Sturgeon, 2016). A {6 segitséget az IFCC
tudomanyos divizidja (Scientific Division of the International Federation for Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) adja, ezen munkacsoportok és tanacsok munkajat pedig
a Joint Comittee for Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM) és a Harmonization
Oversight Group aktivan koordinalja az American Association for Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine feliigyelete alatt (Sturgeon, 2016, Vesper, 2016).
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4.4, Felcserélheto (commutable) kalibratorok

Kiilonb6zd mérési eljarasokkal vizsgéalva a klinikai mintékat, a klinikai dontéshozatal
altal megengedett bizonytalansagon beliili megegyez6 eredmények eléréséhez egy magasabb
rendii referencia-anyag biztositasara van sziikség (Miller, 2018, Nilsson et al, 2018). Ezt a
referencia-anyagot lehet kalibratorként hasznalni a kalibraciés nyomonkdvethetségi
(traceability) séma kialakitasakor. Az ISO 17511:2003 leirja a kalibracios hierarchia
kialakitasat, melyhez a referencia-anyag kalibratorként valo hasznalatara a helyettesithet6ség
(commutability) vizsgalathoz az IFCC munkacsoport tesz ajanlast (Budd et al, 2018). Fontos,
hogy a referencia-anyag gyartdi szorosan egyiittmikodjenek az IVD gyartokkal, hogy
biztositsak azt, hogy a referencia-anyagok altalanosan hasznalhatok legyenek.

A kalibraciés modelleknél a mérési folyamat szignaljanak a mérendd anyag
mennyiségéveé torténd atalakitdsakor a szisztémds hibdknak hdrom forrasa van: a kalibracios
illesztés, a kalibracios szint valodisaga és a helyettesithetéség (Budd et al, 2018). A
referencia-anyag segitségével ujrakalibralhatd minden egyes mérési folyamat. Célja, hogy
csOkkentse a szisztémas hibat a mérési folyamatok kézott az ekvivalencia elfogadhat6 szintjén
beliil, ami az orvosi elvdrason alapszik ¢és megerdsiti ezen mérési folyamatok
felcserélhetéségét. Amennyiben az ujrakalibralas utdn egy klinikai minta eredménye nem
egyezik a mas modszerrel kapott eredménnyel, a referencia-anyag nem
kommutabilis/felcserélhetd. Megegyezés hianyaban mas potencialis okokat pl. kalibracios
illesztést is meg kell vizsgalni, miel6tt egy referencia-anyagot nem felcserélhetonek

mindsitenének.

4.5. Referencia-tartomdnyok

Altalanos  referencia-tartomanyok  kialakitasahoz olyan nagy multicentrikus
tanulmanyokra van sziikség, amelyekben jol definidlt eldirdasokat (prerekvizitumokat)
tartalmazd protokollokat alkalmaznak (nyomonkovethetdség az elsddleges referencia-
folyamatokkal ¢s/vagy -anyagokkal, amelyet a gyartok biztositanak és a résztvevok szigortian
betartjadk a gyartd utasitdsait). A maximalisan megengedhetd laboratériumok kozti
variabilitast el6zetesen definialni és verifikalni kell eldkisérletekben és egy ,,ad hoc” mindségi
programmal ellendrizni kell az analitikai minéséget. A referencia-tartomanyok gyakorlati
alkalmazéséhoz és az alkalmazand6 formuldkhoz az IFCC a RefVal programban tett ajanlast
2004-ben (Solberg, 2004).
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Az éltalanosan hasznalt referencia-tartomanyok lehetové teszik annak eldontését, hogy a
laboratoriumi érték a normal tartomanyba esik-e, vagy a patoldgias allapotot tiikrozi. A
betegség kezdeti fazisaban azonban nehéz dontést hozni, kiilondsen, ha a mért érték relative
kozel esik a normal tartomanyhoz (Walz, 2015). A mért analitérték hitelességének ¢és
szignifikans valtozasanak megallapitasahoz két valtozo figyelembevétele sziikséges:

1. amérési pontatlansdg (imprecision), melynek értéke napjainkban alacsony: 1-5%;

2. az egyénen beliili biologiai variabilitas, ami 100% vagy tobb is lehet.
Ennek a két értéknek a kombinacidja eredményezi a ,,Reference Change Value”/RCV-t, ami
megadja a két mérés kiilonb6z6 idOpontok kozti szignifikdns kiilonbséget. Az RCV
hasznalataval a két mért érték kozti kiilonbség mar akkor is meghatarozhatd, mielétt az
eredmény meghaladnd a normal tartoméanyt. Fontos tudni, hogy a beteg eredménye
meghaladja-e a sajat normal tartomanyat, ami az RCV értéktdl fugg. A klinikai kémidban és
hematologidban szamos analitra az RCV érték alkalmazisa megfelelobb, mint a normal

tartomany hasznalata.

RCV =2Y2¢ Z ¢ (CVA? + CV19)Y2 ahol a
22 _ kétiranyu valtozas valdszinlisége

Z — a kétiranyu valtozasban a statisztikai szignifikancia szintjének megfelelé standard
deviacid (1,96=95% és 2,58=99%)

CVa — analitikai pontatlansag

CV; — bioldgiai variancia

(Nunes et al, 2010)

5. Standardizacié és harmonizaciéo a klinikai kémiaban, az immunkémiaban és az

elvalasztastechnikaban
5.1. Az enzimmeérések standardizdcidja és harmonizdcidja

Az IFCC referencia mérési eljarasokat hozott létre a leggyakrabban mért enzimekre
(Reference Measurement Procedures/RMPs). Az RMP-k definidljak azokat a mérési
korilményeket, amelyek kozott egy adott enzimaktivitdas mérése torténik, igy a
nyomonkovethetdségi lanc legfelsé szintjén talalhatok (Panteghini et al, 2001). A gyartoknak
a kereskedelmi kalibratorokhoz olyan értékeket kellene megadniuk, hogy az RMP-knek

megfelelden helyettesithetok legyenek, ezaltal a klinikai mintdkban a reagens kitektdl,
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késziilékektdl és laboratoriumtdl fiiggetlen eredményt adjanak. Sajnos a helyzet egyelore még
nem elfogadhat6, mert a gyartok nem mindig allitanak eld olyan kiteket, amelyek eredményei
jol nyomon kovetheték a nemzetkozileg elfogadott RMP-knek megfelelden (Infusino et al,
2016).

Szamos betegség diagndzisanak felallitdsdhoz €s monitorozasdhoz enzimatikus
méréseket alkalmaznak. Az enzimaktivitds meghatarozasanak standardizalasa sziikséges
ahhoz, hogy human mintdkban 0Osszehasonlithatd eredményeket kapjanak, amelyek
fliggetlenek a reagens Kitektdl, késziilékektdl és a mérést végzé laboratoriumoktol. Az
enzimméréseket nem elegendd az enzim nevével, mennyiségével és a rendszerrel jellemezni,
sziikséges a mérési folyamat, a mérési reakcid indikator komponensének megadasa is
(1S0O18153, 2003).

Az IFCC munkacsoportja, amely tanaccsa alakult 1997-ben, a legtobb enzimre referencia-
rendszereket allapitott meg, melyek a kovetkez6kon alapulnak:

- referencia-modszer

- megfeleld referencia-anyag

- nagymértékben kontrollalt médon miikodo referencia-laboratorium

5.1.1. Elsédleges referencia-modszerek

A mérési feltételeket részletesen rogziteni kell standard operativ eljardsokban
(Standard Operating Procedure/SOP). Az enzimek katalitikus aktivitasanak megallapitasahoz
a reakcio-hémérsékletet 30 °C-rol 37 °C-ra valtoztattak, Gjraértékelve az inkubdcios idéket és
linearitast. A mérési bizonytalansag minimalizalasa céljabol minden metroldgiai koriilményt
(gravimetria, térfogat, pH, reakcio-hémérséklet és fotometria) meg kell hatarozni, az
analitikai folyamat minden lépésében ismerni és kontrollalni kell a mérési bizonytalansag
minden komponensét.

Jelenleg a kovetkez6 enzimekre javasolt referencia-modszert az IFCC:

kreatin-kinaz/CK (Schumann G et al, 2002a), laktat-dehidrogenaz/LDH (Schumann G et al,
2002b), alanin-aminotranszferaz/ALT  (Schumann G et al, 2002c), aszpartat-
aminotranszferaz/AST (Schumann G et al, 2002d), y-glutamil-transzferaz/ y-GT (Schumann
G et al, 2002¢), és a-amilaz/ AMY (Schumann G et al, 2006), alkalikus foszfataz/ALP

(Schumann G et al, 2011) és dolgoznak a lipaz/ referencia-modszerén.
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5.1.2. Referencia-anyagok

Az eredmények megegyez6ségének novelése megfeleld referencia-anyagok
hasznalataval érhet6 el a megbizhatdsag atviteléért egy alacsonyabb hierarchia szintre. Az
IFCC ¢és az IRMM (Institute for Reference Materials and Meaurement) egyiittmiitkodve
referencia-anyagokat hitelesitett a GGT, LDH, ALT, CK, AMY (Siekman, 2002) és AST
(Touisant, 2009) enzimekre. Ezek segitségével az anyagok helyettesithet6sége elérhetd
azaltal, hogy ezek felhasznalasaval kalibralhatok a kereskedelmi rendszerek, ami kulcskérdése
a rutin enzimmodszereknek. Ezeknek az anyagoknak a kommutabilitasat csak korlatozott
szamu modszerre mutattdk ki, tovabbi vizsgalatok sziikségesek az Osszehasonlithatdsagra
egyéb rendszerekben pl. szarazkémiai eljarasok esetén (Cattozzo,(LDH) 2008, Rami, (ALP)
2012, Carobene (GGT), 2013). Ezek az anyagok csak korlatozott mennyiségben allnak
rendelkezésre, relative dragak, és igy rutin célokra nem hasznalatosak. Sziikség lenne olyan
multienzim anyagokra, amelyek hasonléan miikodnek a bioldgiai mintakhoz ¢és
helyettesithetnék ezeket a referencia-anyagokat (Infusino, 2010). Leguajabban az IFCC a
klinikai enzimmérések standardizéaciojat fagyasztott human poolozott szérumra megéllapitott

értekekkel valdsitotta meg (Tong, 2018).

5.1.3. Akkreditalt referencia-laboratoriumok

Az IFCC feliigyelete alatt vilagszerte kivalasztott laboratoriumok miikodnek, amelyek
a megallapitott SOP-k alapjan megfeleld szakértelemmel és felszereltséggel hajtanak végre
méréseket. Ezek a laboratoriumok képesek referencia-mérés szervizt biztositani az érdeklédd
felhasznaloknak, meghatarozott analitikai kovetelményeknek megfelelé referencia-
eljarasokkal. Az egyes laboratoriumok listaja megtalalhatd a JCTLM (Joint Comittee for
Laboratory Medicine) adatbazisdban. Ezek a laboratoriumok alapjat képezik azon
csoportoknak, amelyek részt vesznek az Uj lehetséges  referencia-cljarasok

megvalosithatosaganak és transzferabilitasanak vizsgalataban.

5.1.4. Ko6z0s referencia-tartomanyok

A koz6s referencia-tartomanyok sziikségességét az alabbiak tamasztjak ala:

- astandardizalasok végrehajtasa modosithatja az enzimaktivitas eredményeket;
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- adekvat referencia-tartomanyok nélkiil az eredmények interpretacidja karosodhat,
ronthatja a betegellatas kimenetelét;
- megbizhat6 referencia-tartomanyok hianyaban az ujonnan standardizalt kereskedelmi
modszerek akadalyozhatjak az elfogadasukat;
- egy egyedi klinikai laboratorium vagy gyartdé nem biztos, hogy adekvat médon képes
referencia-tartomanyotlétrehozni (Infusino et al, 2016).
Az RMS/Reference Measurement System esetén a kiilonboz6 kereskedelmi modszerek
nyomon kovethetd eredményeket adnak, amely a klinikai laboratériumokban
Osszehasonlithato eredményekhez vezetnek. Azon referencia-tartomanyokat, amelyeket olyan
analitikai eljarasokkal nyertek, amelyek a megfeleld6 RMS-ben nyomon kovethetok,
transzferalni lehet a laboratoriumok kozott, feltéve, ha az adott laboratoriumok olyan
kereskedelmi forgalomban levé modszert hasznalnak, amelyek nyomon kovethetok
ugyanabban a referencia-rendszerben, és az altaluk vizsgalt populacioknak ugyanazok a
jellemz6ik, vagy az adott enzimet nem befolyasolja az etnikum vagy valamely kornyezeti
faktor (Ceriotti et al, 2006). Nyomon kovethetd referencia-tartomanyokat az AST, ALT, yGT,
LDH, CK, ALP és AMY enzimekre allapitottak meg (Infusino et al, 2016).
A gyartok feladataa referencia-tartomanyok minél Kkorrektebb implementacidja, a
laboratoriumok feleléssége pedig a kereskedelmi forgalomban levé enzimmoddszerek
pontossaganak ¢és Osszehasonlithatosdganak verifikdlasa. Fontos szerepe van a kiilsd
mindségbiztositasi programok (EQAS/External Quality Control Schemes) szervezdinek
abban, hogy olyan felcserélhetd anyagokat alkalmazzanak vizsgalati mintaként, amelyek az
IFCC referencia-eljarasokkal kapott értékekkel rendelkeznek. Ez lehetové teszi a korvizsgalati
programban résztvevd laboratoriumok enzimmérés eredményeinek valodi értékeken alapuld

objektiv értékelését a konszenzus értékeken alapulo értékelés helyett (Infusino, 2016).

5.2. A hemoglobin Alc (HbAlIc) standardizdcidja és harmonizdcidja

A glikalt hemoglobinok a gliikoznak a hemoglobin molekula B-lancanak N-terminalis

crer

folyamat. A glikélt hemoglobinok kb. 60 %-at alkotd6 HbAlc koncentracidja az utolsé 2-3
honap vércukorszintjét tiikrozi, ezért gold standard modszer a szénhidrat-haztartas hosszatava
kovetésére (Hanas et al, 2014). A HbAlc mérésére egyrészt elvalasztastechnikai modszereket

(kapillaris elektroforézis, ioncserés és affinitas-kromatografia), masrészt kémiai automatakon
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alkalmazott modszereket (immunoassay, enzimatikus modszerek) hasznalnak (Vasarhelyi,
2016).
A HbA1c mérést befolyasold tényezok:

1. A hemoglobin koncentracidja ¢s féléletideje
A vorosvértestek rovid életideje  (hemolitikus anémia) csokkenti a HbAlc
eredményeket. A HbAlc mérés interferdl a hemolizissel és szdmos hemoglobin
varians jelenlétével. Egyes hemoglobinformédk (HbF, HbS, HbC, HbD, HbE stb.)
modszertdl fliggden hibas eredményt okozhatnak.

2. Egyéb interferenciat okozo tényezok: hiperbirubinémia, a hipertrigliceridémia,
leukocitézis. Befolyasoljak az eredményeket bizonyos fizioldgias és patologids
jellemzok (életkor, rassz, gesztacios allapot, preszimptomatikus I-es tipusu diabétesz,
vashiany, vérzés, transzfuzid, malaria, veseelégtelenség, splenectomia, alkoholizmus
¢és bizonyos drogok fogyasztasa. Emelkedett HbAlc eredményt normal gliik6zszint
mellett is eredményezhet a vashianyos anémia. Kiilondsen nehéz feltarni ezeket a
hibakat immunoassay-K esetén, mig a kromatografias modszereknél ezek lathatova

tehetOk, ezért ez utobbiakat 6sszehasonlito modszerként szoktak hasznalni.

A kiilonb6z6 modszerek eltéré eredményeinek kikiiszobolésére az IFCC 1996-ban referencia-
rendszert dolgozott ki. 1998-ban HbAlc és HbAO elsédleges és masodlagos standardokat
reprezentalo referencia-preparatumot, 2002-ben pedig referencia-modszert hoztak létre. A
modszer a minta els6dleges affinitias-kromatografias frakcionalasaval kezddédik, amelyet
HPLC/elektrospray tomegspektrometria vagy HPLC/kapillaris elektroforézis kovet. A
referencia-mérésben az utolso 1épés az N1-deoxifruktozil-hemoglobin meghatarozas (Penttila,
2016). Az IFCC 2004-ben tett javaslatara minden gyartd, aki a HbAlc méréshez gyart
késziilékeket a klinikai laboratériumok szamara, vilagszerte bevezette az elsddleges ¢és
masodlagos standardokat, referencia-modszert, neveket ¢és egységeket tartalmazd
iranyelveket. Az IFCC javaslatara szazalékos arany helyett SI egységben (mmol/mol) kell a
HbAlc eredményeket megadni. A kiilonb6z6 laboratéoriumokban az eltéré modszerekkel
kapott nagy CV%-ot add eredmények javitisara Weykamp és munkatarsai egy ismert
eredmények CV% értékét (Weykamp et al, 1994). Az Eurépai HbAlc program
(EurAlc/European HbAlc Trial) az ,,JFCC Committee on Education and Use of Biomarkers
in Diabetes” szervezésével 2018-ban széleskorli felmérést végzett a HbAlc mérések

teljesitményének megitélésére. Ebben a vizsgdlatban 17 kiils6 mindségbiztositast végzd
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szervezet vett részt 2166 laboratorium és 24 gyartd bevondsaval. Az eredményeket az IFCC
mindségi target modelljének kritériumai alapjan értékelték orszagonként, gyartokként és az
orszagokat és gyartokat kombinalva. Az eredmények szerint 20 laboratériumonként egy nem
felelt meg az IFCC kritériumoknak, ¢€s jelentOs kiilonbség volt az egyes orszagok és gyartok
eredményei kozt. A mindség javitasdhoz tovabbi erdfeszitésekre van sziikség a

laboratoriumok kozti variaciok csokkentésével (EurAlc, 2018).

5.3. Az immunoassayk standardizdcioja és harmonizdcidja

Az immunoassayk antigén-antitestkapcsolodason alapuld vizsgalatok, amelyekben
monoklonalis vagy poliklonalis antitestet hasznalnak. Két alapvetd csoportjuk a kompetitiv és
nem-kompetitiv/immunometrikus modszerek, amelyek homogén vagy heterogén rendszerben
mukodhetnek. A kompetitiv modszerek az analitra specifikus antitesteket alkalmaznak és
elsésorban kis molekuldk (Ms <1000 Dalton) meghatarozasara hasznaljak Oket. Az
immunometrikus modszerek tobbnyire nagy molekuldk (Ms. >1000 Dalton) analizisére
alkalmasak, két analitra specifikus antitestet alkalmaznak, amelyek a mérendé molekula két
kiilonb6zé részére specifikusak. Az immunoassayk jellegzetességei az antitestek
tulajdonsagaibol kovetkeznek. Az antitestek a természetes és mesterségesen eldallitott
vegyliletek, biomolekulak, sejtek, virusok rendkiviil széles koréhez képesek kotddni,
egyediilallo specificitassal kotddnek a megfeleld antigénhez, tovabba az antitest és a target
kozott erés nem kovalens kotés jon l1étre, amely az immunoassay 1épései soran stabil marad.
Altaldnosan hasznalt immunoassay formatumok: enzimmel erdsitett immunoassay (Enzyme
Multiplied Immunoassay/EMIT), fluoreszcens polarizaciés immunoassay (Fluorescent
Polarization Immunoassay/FPIA), klonozott donor enzim immunoassay (Cloned Donor
Enzyme Immunoassay/CEDIA), mikropartikulum enzim immunoassay (Microparticle
Enzyme Immunoassay/MEIA) ¢és kemilumineszcens immunoassay (Chemiluminescent
Imunoassay/CLIA).

Az immunoassaykben szamos interferencia hatassal lehet az eredményekre:

- endogén komponensek: bilirubin, hemoglobin, lipidek, paraproteinek

- interferencia mas endogén vagy exogén komponensekkel
A méréseket nagymértékben befolyasolja az egér anti-human heterofil antitestek (human anti-
mouse antibodiessHAMA) jelenléte. Heterofil antitestek az emberek allatokkal vagy
allatokbol szadrmazd készitményekkel torténd érintkezésekor képzddnek. A HAMA fals

negativ vagy fals pozitiv eredményeket okozhat, megvaltoztatva a valos eredményeket, és
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ennek kovetkeztében a korrekt diagnoézist. A diagnosztikus tesztekben a HAMA hatdsanak
elkeriilésére kimérikus vagy teljesen humanizalt antitestek hasznalata nytjt lehetdséget. A
HAMA-n kiviil interferenciat okozhatnak a makro-analitok is (az analit endogén
konjugatumai, makro-enzimek, biotin, reuma faktorok, autoantitestek). A szendvics
immunoassayk jellegzetessége a prozona-hatas vagy Hook-effektus, ekkor az analit extrém
nagy mennyiségben van jelen a mintdban ¢s teliti mind az elfogd, mind a jel6lé antitest
kotohelyeit, igy a szendvics-komplex, melyben egy analit-molekulahoz egy elfogd és egy
jelolo antitest kapcsolodik, nem az analit valés mennyiségének megfelelé aranyban alakul ki,
igy a mért koncentracio alacsonyabb a valds értéknél (Dasgupta et al, 2014a).

Az immunoassaykben a kimutathatoésagi hatar fligg a jelolést6l, a platformtol, az
inkubalési 1d6tél, az alkalmazott puffertdl és egyéb tényezokt6l, amelyek kozil a
legkritikusabb az alkalmazott antitestek affinitdsa. Az immunoassayk standardizicidja a
protein- és haptén-immunoassayk esetén kiilonb6z6. Szamos szteroidhormon-assayre tiszta
standardok ¢és tomegspektrometrian alapuld referencia-modszerek allnak rendelkezésre
(Stockl et al, 1996). A tomegspektrometria azonban nem megfeleld a kis koncentracidban
jelen levé proteinekre és hapténekre (Stenman, 2001). Az immunoassayk standardizacioja
eltér6 a kiilonb6zd analitok esetén. A szeroidhormonok esetén a rokonvegyliletek és a
komplexképzOdés jelenti a problémat. A kordbban hasznalatos extrakciés moddszerek nem
kompatibilisek az automatakon alkalmazott modszerekkel. Annak ellenére, hogy standard
modszerek allnak rendelkezésre, a mddszerek érzékenysége €és pontossdga szamos automata
moddszer esetében eltérést mutat. A biologiai folyadékokban taldlhatd protein és peptid
antigének heterogenitdsa megneheziti a standardizaciét. A hormonok esetében az
immunologiai reaktivitas és bioaktivitas eltéré lehet. Az IFCC az SI egység hasznalatat
javasolja, az ehhez sziikséges molaris koncentracidé meghatdrozasa aminosav-analizissel
lehetséges. Referencia-modszereket szamos szteroid hormonra allapitottak meg (Stockl et
al,1996), de a fehérjék koziil csak a hemoglobin Alc-re és apolipoprotein Al-re (Kobold et al,
1997). Azokra a modszerekre, amelyekre standardizalas nem 4all rendelkezésre, a
harmonizaci6é jelenthet megoldast pl. a CA-125 esetén. A laboratoriumi eredmények
interpretalasakor a kockazatbecslés is fontos, annak a valosziniiségnek a megadasa, hogy egy
adott eredmény milyen valdszinliséggel jelez egy bizonyos diagnozist, ezért kockazati

algoritmusok kidolgozasara is sziikség van (Stenman, 2001).
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5.4. A tumormarkerek standardizdcioja és harmonizdcidja

A tumormarkerek a daganatos betegek szérumdban emelkedett koncentracidoban

jelenlévo, gyakran heterogén kémiai szerkezetet mutaté anyagok, amelyeket tipikusan
immunoassayvel mérnek. A tumormarkerek egy része sejtalkoté molekula vagy sejtfelszini
fehérje, masrészt lehetnek  kiilonb6z6  fehérjék ill.  szekretdlt hormonok. A
tumormarkereketelsésorban monitorozasra hasznaljak, ezen kiviil segithetik a diagndzis
felallitasat, prognosztikai szerepiik lehet, esetleg szlirGvizsgalatként is alkalmazhatok
(Sturgeon, 2016).
A tumormarkerek monitorozasira a WHO nemzetkozi standardokat (International
Standards/IS), nemzetk6zi referencia-preparatumokat (International Reference
Preparations/IRP) és/vagy referencia-reagenseket (IRR) hozott létre, amelyek jelenleg a
kovetkezd tumormarkerekre allnak rendelkezésre: AFP, CEA, PSA, fPSA, hCG és hCG-vel
Osszefiiggd formak. Egy adott anyagra rendelkezésre allo referencia-anyag nem garantalja
szlikségszeriien az eredmények Osszehasonlithatdsagat és végzetes hibakhoz vezethet, ha a
referencia-anyag nem kommutabilis (pl. az endogén analitra) (Miller et al, 2006). Az a-
fotoprotein esetében kimutattak, hogy a WHO referencia anyag vizben torténd higitasa a
kommutabilitasat bizonyos koncentracié tartomanyra korlatozhatja (Yue, 2017). A hCG-re
sz€leskorli ajanlast dolgoztak ki arra vonatkozdéan, hogy melyek a legmegfelel6bb
antitestparok (kombinaciok) a klinikai vizsgalatokban onkoldgiai vagy gynecologiai teriileten.
Mas tumormarkerek esetén Osszehasonlitd epitop-mapping vizsgalatok segithetnek a
harmonizaci6 ¢és standardizadci6 vonatkozdsaban (Berger, 2016). A moddszerek ¢&s
laboratoriumok kozti nagy variancia a mérendd anyag komplexitasat tiikrozi (az AFP 5 CV%-
atol a CA19-9 25%-ig, az EQA korkontrollok eredménye alapjan).

A tumormarkerek standardizalasanak javitasa tobb szempontbol is fontos: egyrészt a
tumormarkerek elsddleges felhasznalasa a tumoros betegek hosszitavu monitorozasa,
nagymértékben befolyasolja, hogyha az eredmények kiilonb6z6 laboratoriumok eltérd
modszereibdl szarmaznak, vagy ha egy laboratériumban modszervaltas kovetkezik be.
Réadasul a kiilonb6z6 moddszerekbdl adodo kiilonbségek nehezen dsszehasonlithatova teszik
az eredményeket klinikai tanulmanyokban is. Nemzetk6zi megegyezésre van sziikség abban
IS, hogy a mérendé anyag melyik molekularis formajanak van klinikai hasznalhatosaga.
Azonositani és adaptalni kell a kalibraléo anyag tiszta molekularis form4jat, és az optimalis

detektalashoz definidlni kell az antitest-specificitasat.

22



A tumormarkerek eredményeinek kiilonbozdségét harom f6 tényezd okozza:
- hianyzik a pontos kalibraci6o egy megfeleld, univerzalis, kommutabilis nemzetkdzi
standarddal;
- hianyzik annak az ismerete, hogy klinikailag mit a legrelevansabb mérni;
- hianyzik a széleskorli megegyezés arra vonatkozoan, hogy mi a klinikailag

legmegfelelébb antitest-specificitas az optimalis immunoassay tervezéshez.

5.5. 4 kardialis markerek standardizdacioja és harmonizdcioja

A kardialis markerek a szivet ért karosodas vagy stressz hatasara a keringésbe keriild
endogén anyagok, kimutatasuk elsésorban immunoassay-vel torténik. Az akut miokardialis
infarktus (AMI), a szivelégtelenség ¢és a kardiovaszkularis betegségek (CVD)
kockazatbecslése soran szaimos laboratoriumiparamétert hasznalnak (mioglobin, kreatin-kinaz
izoenzim/CK-MB, kardialis troponin I ¢és T/ c¢Tnl is c¢TnT, B-tipusi natriuretikus
peptidek/BNP, C-reaktiv protein/CRP, mieloperoxidaz) (Tang et al, 2007; Chacko et al,
2018). A mioglobin a legkorabbi, de nem specifikus markere a szivizomkarosodasnak, magas
negativ prediktiv értékkel. A CK-MB mérés a troponin meghatarozas bevezetése eldtt gold
standard modszer volt, de napjainkban a cTnl/T mérés szamit a leginkabb ajanlott markernek
(Dasgupta et al, 2014b). Az akut koronaria szindroma legfontosabb laboratoriumi paraméterei
a mioglobin, a CK-MB mass és a cTnl/T. Ezen markerek koncentraci6it immunoassaykben a
megfeleld antigének ellen iranyuld monoklonalis antitestek segitségével mérik, az antitestek a
vérben ugyanazon markeren eltérd epitopokat ismernek fel. A mérési eredmények fiiggenek a
matrixtol, amelyben a kalibrator fel van oldva (puffer vagy mesterséges szérum a nativ
szérum helyett), ennek kovetkeztében a mérési eredmények egy bizonyos modszerre vagy

analitikai rendszerre jellemzoek (Apple, 1999; Panteghini et al, 2001).

5.5.1 CK-MB, cTnl/T és mioglobin mérések standardizicidja és harmonizicidja

A kardialis markerek mérésének standardizalasi problémaja az entitasok elégtelen
definici6jabol ered. A cTnl esetében példaul tisztdzni kell, hogy a megjelolés mire
vonatkozik:

- a kiilonb6z6 formak keverékére (szabad és troponin C és T komplexekre vagy csak a
prevalens forméra)

- kompozicids osztalyokra (oxidacios, foszforilacios értelemben)
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- tartalmi osztalyokra (foszforilacio szazaléka stb.)

c sy

cres

befolyasol az IC vagy ITC komplex képz6dés és mas in vivo modositas. Olyan antitesteket
kell hasznalni az immunoassaykben, amelyek ezeket az epitopokat megbizhatoan ismerik fel a
cTnl mérésekben (Panteghini, 2004). Az AACC (American Association for Clinical
Chemistry) egy munkabizottsaga és az IFCC C-SMC1 azonositott egy human szivizombol
tisztitott referencia-anyagot, ami a troponin C és T komplexe (Christensonet al, 2001).

A mioglobin és CK-MB esetén egyszerlibb a helyzet, egy egyszerti polipeptid lancbol
allo, kb. 17 kDa tomegii, human eredetii fehérje konnyen eldallithatd és felhasznalhatod
immunogénként vagy kalibratorként (Wu et al, 1999). Egy heterodimer fehérje esetén, mint
pl. a CK-MB, alternativ modszerként a rekombinans DNS technologia szolgaltathat tisztabb
¢s homogénebb fehérjét (Christenson et al, 2001).

Az elsédleges referencia anyaghoz tartozé értékek vonatkozasaban kiilonboz6é javaslatok
sziilettek:

- tiszta fehérjék esetén mol/L értékben kell kifejezni a molaris koncentraciot az
aminosavszekvencia-analizissel pontosan meghatarozott molekulatomeg ismeretében
(Stenman, 2001);

- a koncentraciot tomegszazalékban kell kifejezni, mivel a molekulatomeg a fehérje
biologiai allapotaval valtozhat (Whicher et al, 1994),

- mas szerzok az elsddleges referencia-anyag tomegét egy definidlt (NIST SRM 927)
referencia-anyagra (albuminra) vonatkoztatva adjak meg (Panteghini, 2004).

Az elsédleges referencia anyagok eldallitasanak nehézsége, hogy a tisztitasi eljarasok az
mintakkal, a rekombinans technikaval eldallitott vegyliletek esetén pedig varhatdéan nagy
matrixhatassal lehet szamolni. A mdasodlagos referencia-anyagok eldnye, hogy a matrix a
klinikai mintdkhoz hasonl6 (defibrinalt, lipidmentesitett plazma).

Referencia mérési eljarasnak tomegspektrometriat, majd ujabban monoklonalis antitesteket
hasznald immunologiai referencia-modszereket javasoltak.

A cTnl mérés referencia-mérérendszerére 2011-ben tett javaslat az alabbiakat
tartalmazza (Tate et al, 2011):

Tisztitott referencia-anyag: NST SRM 2921; elsddleges referencia-modszer: RP-LC és
aminosav-analizis, masodlagos referencia-modszer: nem kereskedelmi immunoassay a

kerekedelmi  imunoassaykhez  Osszevethetd  antitest-specificitassal,  szérum-alapu
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(kommutabilis) referencia-anyag, gyart6 altal kivalasztott immunoassay, gyart6 munka-
kalibratora, gyarté altal biztositott kalibrator. Az eredmények megadasa SI egységben
(nmol/L) torténjen. A troponin mérések alacsony szenzitivitasanak kikiiszobolésére és az alsod
detektalasi hatar kiterjesztésére nagy szenzitivitasu troponin méréseket hasznalnak. Mivel az
egészségesek tobbségében troponin detektalhato, ezért a normal értékek és 99% percentilis

értékek még pontosabb meghatarozasara van sziikség (Twernbold et al, 2011).

5.5.2. BNP és NT-pro-BNP standardizacidja és harmonizacioja

A szivelégtelenség diagndzisara és monitorozasara a B-tipusu natriuretikus peptidet és
az NT-proBNP-t haszndljak, amelyek a keringésben tobbféle pro-BNP-bdl szarmazd
fragmentumok formajaban vannak jelen (Tamm et al, 2008). Az NT-pro-BNP kimutatasat a
BNP glikozilacidja befolyasolja, a BNP egy instabil molekula. Szamos tanulmany
bizonyitotta a BNP ¢és NT-pro-BNP mérések kozti eltéréseket, ami a standardizalas
sziikségességét mutatja. 2012-ben specifikus életkorfiiggd cut-off értékeket allapitottak meg a
BNP-re és NT-proBNP-re (McMurray et al, 2012). A BNP mérések pontossagat és
szenzitivitasat a Hytest cég ndvelni tudta egy egyszeri epitop szendvics immunoassay (Single
Epitope Sandwich/ SES assay) kidolgozasaval (HyTest). 2012-ben életkorfiiggd referencia-
értekeket allapitottak meg a BNP és NT-proBNP mérésekre, ezek azonban nem assay-
specifikusak (McMurray et al, 2012). A betegek klinikai monitorozasa soran azonban
elengedhetetlen feltétel az eredmények egyezdsége. Az ekvivalencia hidnyat a jelenlegi BNP
modszerekben az antitestek sokfélesége okozza (a befogo és detektald antitestek kiillonbozo
epitop-specificitasa) és a kalibraciohoz sziikséges kozos referencia-anyag hianya (Semenov et
al, 2017). A meglévé modszerek specificitasanak novelése nem oldhatdé meg konnyen,
jelenleg nincs kisérletes adat arra vonatkozdan, hogy a specifikus BNP vagy pro-BNP
formaknak elénye lenne a ma altalanosan alkalmazott totdl BNP méréssel szemben.
Osszehasonlitva az immunoassayk specificitasat glikozilalt, nem glikozilalt BNP, NT-
proBNP ¢és proBNP peptideket alkalmazva az immunoassaykben megvizsgaltak ezeknek a
peptideknek a keresztreaktivitasait. A BNP, vagy NT-proBNP eredmények nem voltak
transzferdbilisak a jelenleg alkalmazott immunoassaykben, egyrészt a keresztreaktivitasuk
miatt, masrészt mert a pro-BNP-bdl szarmazo6 fragmentumok kiilonb6zd formait ismerik fel.
Emiatt a BNP és pro-BNP modszerek standardizalasa és harmonizalasa, tovabba specifikus
pro-BNP moddszerek kifejlesztése sziikséges ahhoz, hogy a klinikai hasznélatukat

kiszélesithessék (Saenger et al, 2017). A BNP immunoassayk kozds kalibratoranak a
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rekombinans glikozilalt proBNP igéretesnek latszik, csokkentheti a kiillonb6z0 modszerek
kozotti és a BNP koncentraciok jobb dsszehasonlithatosagat teheti lehetévé (Semenov et al,
2017).

5.6. A gyogyszerszint-meghatarozasok standardizacidja és harmonizacioja

A terapids gyogyszerszint-monitorozds (TDM) célja a gyogyszeres kezelések
optimalizalasa, egyénre szabasa, a maximalis hatdsossag elérése és a nem kivant
mellékhatasok minimalisra csokkentése. A TDM-et sziikségessé teszi a sziik terdpias
tartomany, a terapias tartomany interpretalasanak nehézsége, az alul- vagy feliildozirozas
lehetséges sulyos kovetkezményei (korhazi ellatast igényld  gydgyszertoxicitas,
gyogyszerszint-monitorozassal elkeriilhetd irreverzibilis szervkarosodas vagy halal), a
szignifikans mértékii inter- és intra-individualis variacié (pl. drog-drog interakciok), és a
gyogyszer plazma- vagy teljesvér-koncentracidja ¢€s terapias valasza/ toxicitdsa kozotti
Osszefiiggés. Terapids gyogyszerszint-monitorozast altalaban akkor lehet elrendelni, ha a
gyogyszer elérte a steady state allapotat.

A gyogyszereknek a szérumfehérjékhez vald kotddeésiik mértékétdl fliggden a szabad
vagy total (szabad+fehérjéhez kotott) szintjét mérik (Dasgupta et al, 2014c). Az alkalmazott
gyogyszerek farmakokinetikaja (féléletidd, steady state) fliggvényében hatarozzak meg a
mintavételi idépontokat. A leletek interpretalasandl a mintavétel és az utols6 dozis idépontjat,

a gyogyszeradas modjat és a gyogyszerek terapids tartomanyat meg kell adni.

A TDM-ben alkalmazott mddszerek €s a hozzéajuk kapcsolodo interferenciak:

- Immunoassay (EIA/Enzyme Immunoassay, CLIA/Chemiluminescent Immunoassay,
RIA/Radioimmunassay): leggyakrabban alkalmazott modszerek, gyakori az
interferencia

- Gazkromatografia (GC)- langionizacios vagy nitrogéndetektalasos: illékonyabb
anyagok meghatarozasara alkalmas (pl. phenobarbital)

-  Tomegspektrometridval kombinalt gazkromatografia (GC/MS): ¢élvezeti szerek,
illékony anyagok meghatarozasara alkalmas, nagyon specifikus, viszonylag
interferenciamentes.

- Nagyteljesitményti  folyadékkromatografia (HPLC) UV vagy fluoreszcens

detektalassal: széleskoriien alkalmazott modszer, ha kereskedelmi forgalomban levd
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immunoassay nem all rendelkezésre; polaris (kevésbé illékony) és nem polaris
(illékonyabb) anyagok egyarant vizsgalhatok.

- HPLC tomegspektrometriaval (LC/MS) és tandem tomegspektrometriaval
(LC/MS/MS) kombinalva: gold standard a TDM-ben, viszonylag interferenciamentes
(Adaway et al, 2012), a Ilehetséges matrixhatdsokat a nagy extrakcios ¢és
kromatografias hatékonysag (SPE vagy 2D-kromatografia) és a stabil izotdp belsd
standard minimalizalhatja (van Eeckhaut et al, 2009).

- Farmakogenetikai vizsgalatok

5.6.1. Az antiepileptikumok monitorozdsa

Az antiepileptikumok terdpias és toxikus tartomanya egymashoz kozel esik, ezért
hosszl tavi alkalmazasuk soran sziikség van a gyogyszerszintek monitorozasara. A klasszikus
antiepileptikumok meghatarozasara (fenitoin, karbamazepin, fenobarbital és valproinsav)
immunoassayk allnak rendelkezésre. Ezekben jelentds interferenciat okozhatnak a rokon
vegyiiletek, metabolitok és matrixhatasok. A fenobarbital és valproinsav immunoassay
mérések altalaban interferencia-mentesek, mig ez a jelenség a karbamazepin és fenitoin
immunoassaykben jelentésnek mondhato, szemben a HPLC ¢és LC/MS modszerekkel. A
karbamazepin 10,11-epoxiddal val6 interferencidja 0-96% kozotti, ami pl. a PETINIA
(particle enhanced turbidimetric inhibition immunoassay) modszer esetén feliilmérést
eredményezhet a karbamazepin koncentracidjaban, illetve az antihisztaminok (hidroxizin,
cetirizin) ugyancsak interferenciat mutatnak ebben a meghatarozasban. A fenitoin eléalakja a
fenitoin foszfat-észter fosfenitoin, ami a gyogyszer beadasa utan gyorsan fenitoinna alakul, a
monitorozast csak a teljes konverzié utan lehet elkezdeni (Dasgupta et al, 2014d). Az emlitett
négy antiepileptikum meghatarozasara LC/MS/MS modszert is kidolgoztak (Dupouey et al,
2016). A karbamazepin meghatarozasara szolgalé LC-MS/MS modszert referencia-
modszerként javasoljak (Taibon et al, 2017) human szérumban térténé TDM-re. Valproinsav
meghatarozasara szenzitiv LC-MS modszert irtak le, melyben a valproinsav kalibracios
standard mellett az MS meghatarozas fragmentacids analizisének eldsegitésére furoszemid
bels6 standardot alkalmaztak (Soni et al, 2016). Az antiepileptikum referencia-tartomanyanak
folyamatos feliilbiralatat hangsulyozza egy napjainkban megjelent kdzlemény (Reimers et al,

2018).
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5.6.2. Az immunoszuppresszdnsok monitorozdsa

Az immunszuppressziv szereket a graft kilokddésének megakadalyozasara
alkalmazzak a szervtranszplantacidok soran. Monitorozasuk azért fontos, mert toxodinamikai
hatasukat nehéz megkiilonboztetni a klinikai betegségtdl, a dozis/hatas Osszefliggés nagy
intraindividualis kiilonbséget mutat, az idds és pediatriai korosztalyban pedig még szorosabb
kovetésre van sziikség. Altalaban az alabbi, sziik terapias tartomannyal rendelkezd szereket
monitorozzak: ciklosporin, takrolimusz, szirolimusz, everolimusz és mikofenolsav. Ezeket
részben immunoassay platformon mérik (fluoreszcencids vagy elektrokemilumineszcencias,
sandwich ELISA) (Wilson et al, 2006), de egyre inkabb elétérbe keriilnek LC-MS/MS
modszerek (Zhang et al, 2017; Annesley et al, 2013; Becker et al, 2013).

A mérések laboratoriumon beliili és laboratéoriumok kozotti variancidjdnak egyarant
alacsonynak kell lenni, mivel a betegeket kiilonb6zd helyeken és kiillonb6z6 modszerekkel
vizsgalhatjdk. Az immunszuppresszansok meghatarozasara a kiilonb6zé laborokban
kiilonb6z6 elven miikodo, eltérd formatumu, tobb paramétert egyidejiileg mérd (multiple)
rendszereket alkalmaznak. Egy Osszehasonlitdo tanulmény alapjan a kozds kalibrator
hasznalata sem csOkkentette az interassay variaciot az immunoassay ¢és az LC-MS/MS
rendszerek kozott (Christians, 2015). Ennek oka a laboratoriumi eljarasok és folyamatok
standardizalasanak hidnya; a megfeleld referencia-standard hasznalatdnak hianya (pl.
izotoppal jelolt belsé standard az LC-MS/MS esetén); tovabba nem a ,,good laboratory
practices” elvet kovetd laboratériumi gyakorlat (mindségi kontroll, mindségbiztositas,
validalas, személyzet képzése).

Az analitikai modszerek standardizalasanak sziikségességét szamos tanulméany hangstlyozza
(Filler et al, 2014; Agrawal et al, 2014). A Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
Toxicology Immunosuppressive Drug Scientific Comittee 2016-ban ajanlast tett kozzé az
immunszuppresszansok megfeleld analitikai teljesitményének meghatarozasara (Seger et al,

2016), amely kiterjed az analitikai folyamat minden fazisara.

5.6.3. Az antibiotikumok monitorozdasa

A legtobb antibiotikum széles terapias tartomannyal rendelkezik, a toxicitas
elkeriilésére  plazmakoncentraciojuk  ellendrzésére  nincs  sziikség. A klinikali
laboratoriumokban a leggyakrabban monitorozott, sziikk terdpids tartomannyal bird

antibiotikumok az aminoglikozidok és a vankomicin, amelyeket stlyos szisztémas infekciok
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kezelésére alkalmaznak. Nem megfelel6 adagolasuk sulyos nefro- és ototoxicitast okozhat. A
toxicitas elkeriiléséhez a csucs- €s volgykoncentraciokat egyarant sziikséges monitorozni. Az
aminoglikozidok €és a vankomicin meghatarozasara szolgalé immunoassayk esetén kevéssé
kell interferenciaval szamolni, néhany esetben azonban a paraprotein (Simons et al, 2009),
mas esetekben a vankomicin degradacios termékek okoztak interferenciat (Morishige et al,
1996). Az LC-MS/MS hasznalata nagyobb specificitasa miatt lehet elony6s. Total gentamicin
meghatarozasra egy validalt referencia-modszernek alkalmasnak latsz6 LC-MS eljarast
kozoltek NMR-rel jellemzett kalibrator felhasznalasaval (Lucha et al, 2017).

5.6.4. A szivre hato gyogyszerek monitorozdsa

Szamos kardioaktiv szer monitorozasat végzik rutinszertien a Klinikai
laboratoriumokban (digoxin, prokainamid, lidokain és inidin), ezek szérumkoncentracioja és
farmakologiai valasza k6zott jol ismert az Osszefiiggés. A digoxin monitorozasat neheziti a
nagyon keskeny terapids tartomany; a terapias és toxikus tartomanyok kozotti atfedés; az
exogén és endogén faktorok; tovabba az, hogy a digoxin-tuladagolas Digibind-del vagy
DigiFab-baltortén6 kezelése soran a szabad digoxinszintet kell monitorozni, ugyanis a total
digoxinszint ez esetben csokkenés helyett emelkedést mutat (Dasgupta et al, 2014d). A
digoxinmérés eredményét a digoxin-like anyag jelenléte befolyasolhatja (Morriset al, 2006).

A digoxin-toxicitas elkeriilése érdekében a digoxin koncentracio felsé limitjének megadasat

crer

crer

egyenletet alkalmazzdk, melyet eredetileg japan populédciora allapitottak meg és ennek
érvényességét mas populaciokra még jelenleg is vizsgaljak (Jiratham-Opas et al, 2018). A
procainamid egy aktiv N-acetil-prokainamid (NAPA) metabolitta bomlik, amit toxikus hatasa

miatt szintén sziikséges monitorozni (Orrico et al, 2011).

5.6.5. Az antidepresszansok monitorozdsa

A szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI/Selective Serotonine Reuptake
Inhibitor), a szerotonin noradrenalin visszavétel gatlok (SNRI/Serotonine Norepinephrine
Reuptake Inhibitor), a monoamin-oxidaz gatlok (MAOI/ Monoamine-oxidase Inhibitor) és a

triciklikus antidepresszansok (TCA/Tricyclic Antidepressant) monitorozasa nem sziikséges
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rutinszeriien, de koncentraciojuk kovetése hasznos lehet non-adherens esetekben vagy
tiladagolas veszélye esetén (Fiaturi et al, 2018). A kiilonb6zé SSRI-k eltéréek a
gyogyszerkolcsonhatasok tekintetében, igy plazmakoncentracidjuk monitorozasa segithet a

biztonsagos kezelési mod kivalasztasaban. Az SSRI-k kozil a fluoxetin terapia abbahagyasa

crer

crer

¢letkor és dohanyzas is befolyasolja (Mu et al, 1997). A TCA-k alacsony
plazmakoncentraciéja miatt monitorozasukra specifikus ¢és szenzitiv moddszereket kell
alkalmazni. Az antidepresszansok monitorozasara leggyakrabban HPLC-t és LC-MS/MS-t
alkalmaznak (Hoskins et al, 2001; Tricyclic antidepressants, Task Force, 2006; Adaway et al,
2012). A mérések standardizalasakor a mintagyiijtés modja és ideje, a mintatarolasi eszkoz €s
a minta szallitisa, az analitikai eljaras mindségi kontrollja, tovabba az eredmények

interpretalasa alapvetd fontossagu.

5.6.6. A daganatellenes szerek monitorozdsa

Az un. klasszikus daganatellenes szerek tobbségét nem sziikséges monitorozni, Kivételt
képez a nagy dozisban alkalmazott metotrexat, ami a purinszintézis gatlasa révén
megakadalyozza a sejtosztodast. Siirgds vizsgalatkérés esetén automatizalt immunoassayk
allnak rendelkezésre, de meghatarozasaira LC/MS/MS moddszereket is kifejlesztettek
(Thappaliet al, 2012; Derissenet al, 2015).

A célzott daganatellenes szereket (a monoklonalis antitesteket és a szignal
transzdukcids inhibitorokat) alapvetéen az eldirt dozisban kell alkalmazni, terapias
hasznalatukat azonban az egyénre szabott dozissal és a koncentraciojuk monitorozasaval
optimalizalni lehet (Widmeret al, 2014; Decosterdet al, 2015). Kimutatasukra elsésorban LC-
MS/MS modszereket alkalmazhatnak (Haoualaet al, 2009;Cardoso et al; 2018; Dahmaneet al;
2010, Formasaroet al, 2018). Multicentrikus tanulmanyt elészor CML-es betegeken Svajcban
végeztek, azonban az alacsony betegszam miatt azonban nem tudtdk egyértelmiien
demonstralni a TDM hasznossagat imatinib esetén, de a vizsgalt betegcsoportban a nemkivant

események kisebb szamban fordultak el6 (Gottaet al, 2014).

30



5.6.7. A bronchodilatatorok monitorozdsa

Az asztma és a kronikus obstruktiv tiidobetegség esetén alkalmazott theofillint sziik
terapias tartomanya, nagymértékii variabilitast mutatdé clearance-e ¢és  sulyos,
koncentraciofiiggd mekllékhatdsai miatt, az apnoe kezelésére hasznalt koffeint
korasziilottekben ¢€s 0jsziilottekben torténd alkalmazasa miatt sziikkséges monitorozni (Aranda
et al, 1987; Lopez-Sanchez et al, 2018). A teofillinre raadasul kiterjedt
gyogyszerkolcsonhatasi profil jellemzd, ami potencidlis adverz hatast valt ki a tobbszoros
gyogyszerkezelésben részesiilé betegekben (Snell, 1994). A teofillin és a koffein standardizalt
monitorozasa cé€ljabol 1998-ban tettek ajanlast a TDM paraméterckre (mérési iddpontok,
mintavétel modja ¢s ideje, mindségbiztositasi szempontok) (Pesce et al, 1998). Referencia-
anyagok mindkét meghatarozashoz egyarant rendelkezésre allnak (Thomas et al, 2004,
Thomas et al, 2007).

5.6.8. A fdjdalomcsillapitok (analgetikumok) monitorozdsa

A fajdalomesillapitok (analgetikumok) alkalmazasa altalaban biztonsagos, azonban
sulyos toxicitas fordulhat eld akut tiladagolds, nem megfeleld kronikus hasznalat és talzott
mértékii hasznalat esetén (White et al, 1999). Az analgetikumok és metabolitjaik kimutatasara
és monitorozasara egyszeri szinreakcion alapuld spot teszteket, enzimatikus modszereket,
vékonyréteg-kromatografiat, gazkromatografiat, HPLC-t ¢és érzékeny elektrokémiai
modszereket alkalmaznak. A monitorozasra vonatkozdan részletesebb ajanlast White és
munkatarsai kozoltek 1999-ben (White et al, 1999). Mérésiik a kovetkez6 esetekben javasolt:
feltételezett toxikus hatds esetén; ismeretlen mennyiségli ismeretlen drog bevételekor; azon
betegcsoportok azonositdsara, ahol nagyobb analgetikum-toxicitas és gyogyszerkdlcsonhatas
varhatd; tovabba a teljes gyodgyszer abszorpcid és a gyogyszertuladagolds azonositasara
(Jannetto et al, 2009). Az opioidokat a szérumban rutinszerlien nem monitorozzak, mivel
nincsenek jol megallapitott referencia-tartomanyok és -modszerek, valamint biztonsagosnak
tekinthetd az alkalmazéasuk. Vizeletbdl torténd kimutatdsuk altalaban egy screening
immunoassayvel indul, melyet szamos drog vagy drog osztily (opidtok) vizsgalata kovet.
Ezek az immunassayk azonban nem teljesen specifikusak és szenzitivek, gyakran fals
negativak egyes vegyiiletekre (Nafziger et al, 2009). A vizelet opiat szlirémodszerek csak a
beteg el6z6 2-3 napi opiatbevitelét mutatjdk ki, a jelenlévé opidtok meghatdrozasara

specifikusabb modszerek (GC/MS, HPLC/MS) sziikségesek. A vizelet gyogyszerszint
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monitorozas nem hasznalhat6 fel a vérbeli koncentracié ¢és a terapia hatdsossaganak
megitélésére, igy csak korldtozott informacioval rendelkezik a fajdalom kezelése
szempontjabol. Egyes opioidok (pl. oxikodon) esetén, ahol az opioid terapids tartomany a
fajdalom csokkentésével Osszefiiggést mutat, javasoljak a szérum TDM alkalmazésat, igy a

non-responder betegek azonosithatoak (Janetto et al, 2009).

6. Standardizacio és harmonizacio a hemosztazisban

A rutin laboratoriumok leggyakrabban végzett tesztjei a koaguldcios szlirdtesztek,
amelyeket a véralvadasi rendszer extrinszik, intrinszik és kozos Gtvonalanak vizsgdlatara és
egyes antikoagulans terapidk monitorozasara hasznalnak. E teszteken kiviil szdmos egyéb
vizsgalat is 1étezik a koagulacids rendszer miikodésének felmérésére: a keveréses vizsgalatok,
az alvadasi faktorok és inhibitoraik aktivitdsdnak és mennyiségének meghatdrozésa; de a
primer hemosztazis is vizsgalhato a von Willebrand betegség iranyu kivizsgalas soran, illetve
a trombocita funkcios tesztek segitségével (Winter et al, 2017). Egyes laboratoriumokban a
koagulopatiak mellett a velesziiletett és szerzett trombofilia kivizsgalasara is lehet6ség van —
ez utobbi csoportba tartozik a lupusz antikoagulans meghatarozasa —, valamint a
hagyomanyosokon tul a direkt antikoaguldnsok laboratériumi monitorozasa is lehetséges. A
hemosztdzis vizsgalatok modszertanilag alvadési tesztek, kromogén vagy immunoldgiai
modszerek, elektroforézis, aggregacio, de lehetnek aramlési citometriai vagy molekularis
genetikai vizsgalatok is (Winter et al, 2017; Woods et al, 2014).

A kiilonboz6 vizsgalatok eredményeit a modszereknek megfeleléen eltérd
egységekben fejezik ki (koncentracid, ido, aktivitds, szazalék, rata). A hemosztazeoldgiai
modszerek esetén kevés a nemzetkOzi standard, a referencia értékek a laboratoriumok
poolozott plazma értékeibdl vagy a gyartd standardjabol szarmaznak. Az emlitett okok miatt a
hemosztazis vizsgéalatoknal a modszerek bevezetését analitikai és klinikai teljesitmény
paraméterek validacidjanak kell megelézni (Marlar et al, 2014). A koagulacios tesztek
interpretalasanak a tradiciok helyett az ,evidencia-alapt medicindn” kell alapulnia
(Rosenberg et al, 1995). A koagulacios tesztek esetén tovabbi nehézséget jelent a validalashoz
sziikséges statisztikailag korrekt mintaszam (CLSI document H57-P, 2008). A hemosztazis
vizsgalatok esetén csak az Un. ,klinikai kémiai alapi” tesztek (immunprecipitacid, ELISA,
kromogén, kemilumineszcens ¢és nefelometrids modszerek) esetén kell a szigort
kritériumoknak megfeleléen elvégezni a kiértékelést. A mérés eredménye és a valddi

eredmény kozti legszorosabb egyezést mutatd pontossag (accuracy) a koagulacids tesztek
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esetén,— amelyeknél idéértékek vannak megadva — egyike a legbonyolultabb paramétereknek.
A koagulacios modszerek esetén nincsenek ,,gold standard” modszerek vagy megallapitott
értékek, ennek a problémanak a megoldasara nemzetkozi standardokat fejlesztettek ki
(Hubbard et al, 2004; Hubbard, 2007). A laboratériumoknak meg kell gy6zddniiik arrol, hogy
a standardjuk vagy kalibratoruk visszavezethet6 egy elsédleges nemzetkozi standardra vagy a
gyartotol szarmazo masodlagos standardra (Marlar et al, 2014). A pontossagi vizsgalatokba,
amelyek az intra- és interassay variabilitast is magukba foglaljak, legalabb 3 mintat kell
bevonni (amely teszteknél ez lehetséges): normal, valamint alacsony és magas abnormal
értékekkel, amelyek esetén az elfogadhatosagi szintek eltéréek lehetnek. A specificités
érdekében a modszereknek meg kell kiilonboztetniiik a mérendd analitot a hasonld analitoktol
¢s az interferdlo anyagoktdl, amelyek befolyasolhatjdk a mérési eredményeket. A
kereskedelmi forgalomban 1évé és elfogadott modszereknél a gyartoknak, a laboratorium altal
kifejlesztett tesztek esetén a laboratériumoknak kell bizonyitani a specificitast. A mddszerek
validalasakor detektdldsi hatart és a kvantitdlasi hatart is meg kell hatdrozni, ez aldl az
idbalapu globalis vagy sziirdtesztek kivételek (pl. protrombin idd, APTI). A validalas soran
meg kell hatarozni a linearitast és robusztussagot is. A hemosztazis és koagulaciés modszerek
validalasara Marlar és munkatarsai dolgoztak ki ajanlasokat (Marlar et al, 2014).

A hemosztazis laboratoriumok legaltalanosabban hasznalt vizsgalata a protrombin id6
(PI) meghatarozés, amelyet nemzetkdzi normalizélt arannya (International Normalised Ratio;
INR) konvertalva a K-vitamin antagonista terapia monitorozasara hasznalnak (Favaloro,
2017). Az INR megadédsanak célja a kiilonboz6 laboratoriumok altal, kiilonb6zo
koagulométereken, kiilonbozé tromboplasztin reagensekkel mért PI idéeredmények
standardizalasa. A beteg Pl értékét az alabbi formula segitségével alakitjak INR értékké:
INR = (PT/MNPT)"', ahol az MNPT az atlag normal PI (mean normal prothrombin time) és
az IST a nemzetkozi szenzitivitdsi index (international sensitivity index)
Bar az INR szamitas soran figyelembe veszik a reagensek és a késziilékek variabilitasat,
ezaltal csokken az interassay variabilitds és novekszik a teszt pontossaga, ennek ellenére a
laboratoriumok kozotti INR eltérések még ma is jelentdsek. Olson és munkatarsai leirtdk az
INR laboratoriumi kozlésében torténd fejlédést, tovabba valtoztatasi javaslatokat tettek annak
érdekében, hogy az INR érték jobban tiikrézze a beteg koagulacids statuszat (Olson et al,
2007). A CLSI ajanlasainak megfeleléen minden egyes koagulométerre is sajat ISI értékek
megallapitasa javasolt (CLSI document H54-A, 2005). Az INR meghatarozasa az INR
szamitason kiviil kereskedelmi forgalomban kaphat6 referencia-plazma kalibracids rendszerek

segitségével is lehetséges, tovabba hitelesitett kalibrator plazma INR értékek és az adott
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laboratoriumban mért PI eredmények alapjan az interneten elérhet6 tablazatok (PT/INR Line)
segitségével egyszerlien kiszamithatok az INR értékek (Poller et al, 2011).

A szerzett trombofiliak egyik lehetséges oka a lupusz antikoagulans (LA) jelenléte,
amelynek kimutatdsara jelenleg nem 4all rendelkezésre specifikus teszt, meghatarozasa
foszfolipid-fiiggé tesztekkel lehetséges. A numerikus eredmények tesztfiiggbek, igy
Osszehasonlitasuk nehéz. Az eredmények megadasa a beteg/ normal alvadasi idok aranyaként
(LA-rata) javasolt, és a kiilonb6z6é LA-teszteket egy kozos standarddal szemben értékelve az
ISI mint4jara minden modszer esetén meghatarozhatd egy un. LA szenzitivitasi index (LASI),
amelynek segitségével az LA-rata standardizalt LA-ratava (SLA-ratava) alakithato (Tripodi et
al, 2012).

Az utébbi 10 évben az International Society on Thrombosis and Haemostasis Scientific
and Standardization Committees (ISTH SSC) részérdl 30-nal is tobb olyan kozlés és ajanlas
latott napvildgot, amely a hemosztazis vizsgdlatok standardizacidjat és harmonizaciojat

szolgalja (Favarolo et al, 2018).
7. Standardizacié és harmonizacié a hematolégiaban

A kvalitativ és kvantitativ vérkép meghatarozas a leggyakoribb rutin laboratériumi
vizsgalatok egyike, a periférids kenetben lathatd sejtek fénymikroszkopos vizsgalata pedig
véltozatlanul a laboratoriumi hematologia fontos része, azonban a kenetértékelés soran
hasznalt terminologia kevéssé egységes, igy az eltérések leirasa rendkiviil valtozatos lehet. A
kenetértékelésre vonatkozd nemzetkozi ajanlasokat Palmer és munkatarsai foglaltak Ossze
(Palmer et al, 2015). Az ajanlas egyrészt a nevezéktan egységesitését szolgalja (pl. sisztocita
elnevezés hasznalata a fragmentocita helyett), masrészt a vorosvértestek, fehérvérsejtek és
trombocitak morfologiai eltéréseinek leirasahoz javasol egy értékelérendszert. Ez utobbi
lényege, hogy az egyes morfologiai eltérések (pl. sarlosejtek, hipogranulalt neutrofilek,
oriastrombocitak) feltiintetése csak mérsékelt és nagyaranyu el6fordulas esetén sziikséges, ez
alol egyediil a sisztocitak jelenléte kivétel, amelyek esetén mar 1% f6lotti arany is klinikai
jelentdsséggel bir. A periférias vér rutin kenetértékelése soran 100, mig akut mieloid
leukaémia és mielodiszplazias szindroma esetén 200 fehérvérsejt morfologiajanak vizsgalatat
javasoljak.

Brereton ¢és munkatdrsai a hematologiai leleteken haszndlt mértékegységekre
vonatkoz6 nemzetk6zi ajanlasokat foglaltak 6ssze (Brereton et al, 2016). Ennek megfeleléen

az Sl mértékegységek haszndlata ajanlott, amely a vOrOsvértestszam esetén 10%/L, a

34



fehérvérsejt- ¢és trombocitaszam, tovabba a magvas vOrdsvérsejtek szama és a
retikulocitaszam esetén 10%/L. A kvalitativ vérkép esetén is az egyes fehérvérsejtek abszolut
szamanak megadasa javasolt a szazalékos érték helyett. A hemoglobin koncentraciot g/L-ben,
a hematokritot frakcioként vagy térfogatként (L/L) kell megadni, mig a vordsvértestek és a
trombocitak térfogatara vonatkoz6 paramétereket (MCV, mean cell volume; MPV, mean
platelet volume; RDW, red cell distribution width és PDW, platelet distribution width) fL-ben
kifejezve.

2016-ban a Working Group on Diagnostic Hematology of the Italian Society of
Clinical Chemistry and Clinical Molecular Biology (WGDH-SIBioC) dolgozott ki ajanlast a
laboratériumi hematoldgiai interpretativ leletkozlés egységesitésére, amelynek célja a
megjegyzések szdmanak csokkentése, a kenetleirdsok nyelvezetének standardizélasa és
¢érthetObbé tétele, a leirdsok informécio-tartalménak javitasa és sziikség esetén tovabbi
diagnosztikai vizsgalatok indikalasa a kenetértékelés soran (Buoro et al, 2018). Az
olaszorszagi laboratoriumokban végzett felmérés az interpretativ leletkdzlés nagyfoku
heterogenitasat mutatta a laboratoriumi hematologia teriiletén. Ezt kovetéen a WGDH-SIBioC
kidolgozott egy leletk6zld rendszert, majd a malignus hematologiai korképek WHO
leirasokat és megjegyzéseket. Ennek megfelelden a fehérvérsejtek koziil a limfocitak
leirasakor a ,,reaktiv limfocita” megnevezést kizardlag benignus etiologia esetén javasoljak
hasznalni, mig a valdszinisithetéen malignus esetekben az ,.atipusos limfocita” megnevezés
ajanlott, e sejtek morfologiai leirasaval egyiitt. Amikor ezen sejtek benignus vagy malignus
eredete kétséges, koriiltekintd leirds sziikséges azzal a kiegészitéssel, hogy javasolt a sejtek
immunfenotipusanak meghatarozasa. A reaktiv vagy atipusos limfocitak aranyat akkor kell
feltiintetni, ha 5% folotti. Az atipusos limfocitak koziil a promielocitdk, hajassejtek és
limfomasejtek, illetve a plazmasejtek és plasmablasztok aranyanak megadasa kiilon is
szilkséges. A neutrofil granulocitaknal javasoljak a promielocitak, mielocitak és
metamielocitak aranyanak feltiintetését; nyilatkozni kell a diszplasztikus (morfologiai eltérést
mutatd), valamint a hiperszegmentalt (legalabb 6 maglebenyt tartalmazé neutrofilek
eléfordulasa makrocitozis mellett) neutrofil granulocitak jelenlétérdl, illetve arrol, hogy
lathato-e a neutrofilekben fagocitalt baktérium vagy gomba. A limfo- és mieloblasztok
morfologiai elkiilonitése olykor igen nehéz, ezért a diagnozis felallitasdhoz nem elégséges
csak a morfologiai analizis, minden esetben sziikség van az immunfenotipus meghatarozasara.
A blasztok szamanak kenetben torténé meghatarozasa alacsony blasztarany esetén nagyfoku

variabilitast mutathat az egyes vizsgalok kozott. Senent és munkatarsai periférias vérben 1%
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folotti blasztarany esetén talaltak jo vizsgalok kozotti egyezést (Senent et al, 2013). Matsuda
¢s munkatdrsai mar 2%-os csontveldi blasztarany esetén megfelelének talaltdk a morfologiai
meghatarozas reprodukalhatosdgat (Matsuda et al, 2018), szemben Font és munkatarsaival,
akik 5% alatti csontveldi blasztarany esetén nagy vizsgalok kozotti variabilitast mutattak ki
(Font et al, 2014). Buoro és munkatarsai legalabb 200 sejt vizsgalatat ajanljak, amennyiben a
periférias vérben a blasztok aranya 0 és 1% kozotti, és javasoljak a leleten annak feltiintetését,
hogy az alacsony blasztarany megallapitasa hany sejt analizisével tortént (Buoro et al, 2018).
Kiilon feltiintetendé azon blasztok aranya is, amelyek tartalmaznak Auer-palcat,
citoplazmatikus granulacidt, vagy éppen nincs benniik granulum, illetve a citoplazméjuk
vakuolizalt vagy a magjuk homokora alaku.

A vorosvértestek morfologiai eltéréseit csak akkor kell leirni, amikor a vordsvértestek
viszonylag nagyobb hanyadat érintik és az eltérésnek klinikai jelentdsége lehet (pl.
dakriocitak, Cabot-gyiiri, Howell-Jolly vagy Pappenheim-testek, bazofil punktacio). A
sisztocitak pontos szazalékos el6fordulasat minden olyan esetben fel kell tiintetni a leleten,
amennyiben a klinikai kérdés erre iranyult vagy 1% folotti az aranyuk. A
pénztekercsképzddés €s a sarlosejtek jelenlétének értékelésekor fontos kizarni az artefaktum
lehetdségét. A malaridval fert6zott vorosvértestek aranyat 1000 vordsvértestre vonatkoztatva
ajanlott megadni. Mivel a neonatalis periddustdl eltekintve a magvas voOrdsvérsejtek
megjelenése a periféridn mindig kéros, igy a magvas vorosvérsejtek szamat minden olyan
esetben pontosan meg kell adni, amikor jelen vannak a periférias kenetben, ugyanis
prognosztikai jelentdsséggel birnak. A leleten az abszolut magvasvorosvérsejt-szam
feltiintetése sziikséges, amelyre a fehérvérsejtszamot korrigalni kell. A retikulocitozis és a
retikulocitopénia segitheti a differencial-diagnézist (pl. retikulocitézis szferocitak, sisztocitak
vagy jelentds anizopoikilocitozis mellett hemolitikus anémiara utal), igy anémia esetén ezen
paraméterek feltiintetése javasolt.

A trombocitak morfologiai abnormalitasait — a vorosvértestekéhez hasonldéan — csak akkor
ajanlott leirni, ha azoknak klinikai jelent6ségiik lehet. Feltiintetendé az oOriastrombocitak
(vorosvértestnyi méretli trombocitak) és a mikrotrombocitak (1um-nél kisebb trombocitak)
jelenléte; tovabba a hipo- vagy agranulalt és a diszplasztikus trombocitaké, ha a beteg
trombocitopénias; illetve esetleg kis megakariocitak jelenléte a kenetben.

Nemcsak az egyes sejtekre, hanem magéara a hematologiai minta egészére vonatkozodan is
vannak megjegyzések, amelyek feltiintetése elengedhetetlen az eredmények megfeleld

crer

koncentracié és hematokrit érték, a perzisztens trombocitozis (>450x10%L), dimorf
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vorosvértestek  jelenléte, vOrdsvértest-agglutinacio (feltehetéen hidegagglutinin
kovetkeztében), EDTA-indukalta pszeudotrombocitopénia, perzisztens monocitozis
(>1x10%L), perzisztens limfocitozis (>5x10%L), a nagy granulalt limfocitik emelkedett

aranya (>2x 109/L) ¢s a szétesett sejtek jelenléte.

8. Az autoantitest mérések standardizacioja és harmonizacioja

Az autoantitest mérések az autoimmun betegségek diagnozisanak fontos eszkozei, igy
az autoantitest mérések standardizacidja és harmonizacidja alapvetd fontossagli (Meroni et al,
2014). Az autoantitestek a poszttranszlacios modositasoknak koszonhetéen komplex és
szerkezetileg heterogén molekulak, a biologiai folyadékokban az oligoklonalitas miatt szdmos
tipusuk fordul el6. Ez magyarazza, hogy az autoantitest vizsgalatok esetén referencia-anyagok
nem allnak rendelkezésre, nagyon nehéz a standardizacié. Az autoantitest diagnosztika
teriiletén a harmonizacido az, ami elérhetd, és ennek a teljes vizsgalati folyamatra Kell
vonatkoznia, beleértve a preanalitikai, az analitikai és a posztanalitikai fazist, az autoantitest
terminoldgia harmonizaciét és a laboratériumi tesztek egységes ndmenklatirdjdnak
adoptalasat (Tuzzoli et al, 2017). Az analitikai fazisban a mérések harmonizacidja (egy
mérendd anyagnak a kiilonb6zé mérési eljarasokkal kozolt értékei ekvivalensek legyenek), a
posztanalitikai fazisban a kozolt eredmények egységeinek standardizacidja, a referencia-
értékek és dontéshozatali értékek standardizacidja az elérendd cél.
autoantitesteket €s a betegségekhez kapcsolddo klasszifikacios kritériumokat Meroni és
munkatarsai egy tanulmanyban foglaltak 6ssze (Meroni et al, 2014). Két 6sszefoglalo cikk
részletesen elemzi az autoantitestek kimutatasanak standardizacios problémait (Meroni et al,

2014, Tuzzoli et al, 2017).

8.1. Hep-2 sejteken végzett immunfluoreszcencids sziirdvizsgdlat az autoantitestek

kimutatasara

Az antinuklearis antitestek meghatatozasara sziir6vizsgalatként a Hep-2 sejteken
végzett immunfluoreszcens tesztet alkalmazzak. Az antinuklearis antitestek (ANA) esetében
alapvetd fontossagu a kezdd higités, a klinikailag relevans titer, a mintdzat klaszifikacigja, a
diagnosztikus algoritmusok 1étrehozasa (pozitiv, ill. autoimmun reumads betegségeknél negativ

ANA esetén a meger6sité/reflex tesztek meghatarozasa). A Hep-2 sejteken az autantitestekre
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jellemz6é mintazat egységes értékelésére 2014-ben standardizalt nomenklaturat alakitottak ki
(Chan et al, 2015). A nagyszami ANA mintazat Hep-2 sejteken sziikségessé teszi az értékeld
véve nem minden mintazat esetén sziikséges reflextesztet végezni, tovabba figyelembe kell
venni a klinikai informaciokat. Az autoantitest-mintazatok értékelését tartalmazéd véleményt
befolyasolhatja a beteg kora és neme, valamint a rendelkezésre allo6 egyéb laboratoriumi
vizsgalati eredményei; a véleménynek tartalmaznia kell az adott modszer diagnosztikai
pontossagat, autoantitest pozitivitds esetén az egyes korképekkel vald korrelaciot, és a
diagnozis felallitasat segitd laboratériumi vizsgalatokat, amelyek elvégzése javasolt (Tonutti
et al, 2007). Az antinuklearis autoantitestek automatizalt immunfluoreszcencias analizise

elosegitheti kimutatasuk standardizaciojat (Zheng et al, 2017).

8.2. A funkciondlis autoantitest meghatdrozds standardizaldsi problémdjanak bemutatdsa a

TSH receptor elleni antitest meghatarozdsdan keresztiil

A Graves-Basedow kérban (autoimmun hipertireoiditiszben) a TSH receptor (TSHR)
elleni antitestek harom formaja fordul eld: stimulald, blokkold és apoptotikus antitestek. A
stimulalé antitestek patogének és hipertire6zist okoznak, a blokkold antitestek gatoljak a
pajzsmirigy funkcionalis miikodését hipotiredzist idézve eld, az apoptotikus antitestek
(,,Cleavage” TSHR antitestek) pedig a TSHR szignal folyamatokban szerepet jatszo régidhoz
torténd kotédés altal a tirocitakt apoptozisahoz vezetnek (Morshed, 2015). A bioassayk a
haromféle antitest funkcionalis aktivitasdt hatdrozzdk meg, mig az immunoassayk a
receptorhoz  kotddd antitesteket mérik funkcionalitds nélkiil. Egyes moddszerek az
antitesteknek csak egy részét mérik, mig a legujabb immunometrikus modszerek képesek
funkcionalis antitesteket specifikusan detektalni, kiilondsen a stimuldldé antitesteket. A
rendelkezésre all6 referencia preparatum (,,2nd International Standard for Thyroid Stimulating
Antibody, NSHC code:80/204) segiti @ harmonizaciot. A laboratoriumi lelet 1étrehozasahoz
Tuzzoli és munkatarsai egy nomenklatirara tettek javaslatot, amelyben meg kell jeldlni az
alkalmazott modszert (biologiai vagy immunometrikus) €s specifikalni kell a teszt jellemzdit.
Ez nem biztositand automatikusan a standardizaciot, de a klinikus szamdra az eredmények

jobb interpretalasat tenné lehetévé (Tuzzoli et al, 2017).
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9. A laboratériumok minéségcéljainak elérését tamogato lehetéségek

Az el6z6 fejezetekben bemutatott €s az 1. tablazatban osszefoglalt standardizacios és
harmonizacios torekvéseken kiviil a platformfiiggetlen kontrollok ¢€és a nemzetkozi
laboratoriumi adatkezelé programok hasznalata is segiti a laboratoriumokat a mindségcéljaik

elérésében, ¢és ezaltal ndvelik a betegbiztonsagot.

1. tablazat. Standardizacié és harmonizacio az orvosi laboratériumi diagnosztika kiilonb6z6 teriiletein

STANDARDIZACIO HARMONIZACIO

Enzimmérések TDM
(CK, LDH, GOT, GPT, GGT, ALP, a-amilaz) | (tacrolimus)

Immunoassayk (D-vitamin, szteroid hormonok, | Immunoassayk

CK-MB, myoglobin, cTnT/I) (BNP, pro-BNP)
Tumormarkerek Tumormarkerek
(AFP, hCG, CEA, PSA, fPSA) (CA-125, CA-15-3)
HbAlc Hemosztazis
Hematologia

Autoantitest meghatdrozdsok

9.1. A platformfiiggetlen kontrollok jelentdsége

A kiilonb6z6 ajanlasok - koztik az ISO15189:2012- fiiggetlen kontrollanyagok
hasznalatat javasoljak a reagens vagy késziilék gyartdja altal ajanlott helyett vagy mellett. A
késziilék gyartoi altal biztositott kontrollokat gyakran ugyanabbdl az anyagbol allitjak eld,
mint a kalibratorokat, ezéltal kevésbé érzékenyen mutatjak a késziilékek megfeleld
miuikodeését, elmulaszthatjak az analitikai hibdk kimutatasat, ami pontatlan adatok kozlését
eredményezi. A gyartok altal biztositott kontrollok nem minden esetben fedik fel a kalibracios
hibdkat és az eljardsok hibait, a késziilék karbantartdsa utan bekovetkezd ugrasszerii
valtozasokat (shifteket) és a keésziilekek hibait. A fiiggetlen kontrollok hasznalata
minimalizalja az orvosi szempontbol fontos hibakat. (BIO-RAD: Manage risk more
efficiently with indepent Quality Controls).

A platformfiiggetlen kontrollok jellemzdi:
- Tobbféle miszerre ¢és modszerre vannak tervezve, ez koltséghatékonysagot ¢és
idémegtakaritast is eredményez.

- A laboratoriumi vizsgalatok teljesitményét fliggetlen mddon és torzitatlanul ellendrzik.
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9.2. A laboratoriumok kozotti adatkezelés

Az internet egyediilallo lehetdséget nyujt a laboratériumok szdmara az individuélis QC
adatok megosztasan keresztiil nemzetkdzi csoportok képzésére, és az igy nyert értékes
informaciok hasznositasara egy adott analit és ahhoz kapcsoloddé miiszercsoportok esetén
Internet-alapu tablazatok segitségével pl. a helyi Protrombin idé INR értékeket konnyen meg
lehet hatarozni a ,,PT/INR LINE modszerrel (Poller et al, 2011). Nemzetkozi laboratoriumi
adatkezel6 programok is vannak forgalomban, mint pl. a Randox cég ,,ACUSERA 24.7 Live
Online”, a Roche TiQCon™ ¢s a BIO-RAD“UnityTM” programja, amely utobbi jelenleg a
vilag legnagyobb nemzetkdzi laboratoriumi adatkezeld programja. Hasonld &sszehasonlitd

rendszereket mar orvosi késziilékekre is kifejlesztettek.

9.3. A BIO-RAD cég dltal nyujtott lehetoségek

9.3.1. Platformfiiggetlen kontrollok

A BIO-RAD platformfiiggetlen kontrollokat, a QC adatok hatékony kezelését biztositd
szoftvert (“Unity QC Management Solutions”), kiilsé mindség-ellenérzési vizsgalatok
szervezését €s online hozzaférését (QCNet), tovabbad a mindségbiztositasi elvek és az

értékelést szolgalo statisztikai eszk9zok oktatasat biztositja a laboratoriumok szdmara.

Platformfiiggetlen multikontrollok: A QC program valtozatlan fenntartasa mellett kivaltjak
két vagy tobb egyedi kontroll alkalmazasat.
A specifikus rendszerekhez optimalizalt kontrollokkal szemben a Bio-Rad (Amplicheck)
fiiggetlen kontroll:
- csokkenti a pontatlan eredmény kiadasanak kockazatat a teljes analitikai folyamat
monitorozasaval (5. abra);
- detektalja a vizsgalati reagens lot-ok k6zotti valtozasat; valamint
- hozzaférést biztosit a “Unity QC Management Solutions” programhoz, lehetévé téve a
laboratoriumok szadméra azt, hogy valdés iddben (real time) Osszehasonlitsdk

eredményeiket egymassal (with peers).
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5. abra. Bio-Rad platformfiiggetlen kontroll és gyari kontroll alkalmazasa az a-1 antripszin nefelometrias

meghatarozasa esetén

A platformfiiggetlen kontroll 3 olyan mérési adatot jelez a megengedett kontroll tartomanyon kivil, amely a

gyari kontroll megengedett mérési tartomanyan beliil van.

Ezek a BIO-RAD kontrollok sokiranyu laboratoriumi teriiletet fednek le; szérum és
vizelet kémia, immunkémia (TDM, tumormarkerek, fertilitds, anyai szérum, anémia, magas
vérnyomas markerek, endokrin, vizelet csontmarkerek), immunologiai fehérjék,
szivmarkerek (troponinok, CK/LD izoenzimek, D-dimer, homocisztein), vérgaz, hemosztazis
(koagulacioé, D-dimer), diabétesz/hemoglobin, hematologia (hematologia, retikulocita,
vérsiillyedés), terapias gyogyszerszint monitorozas, toxikologia, fertdz0 betegségek,
molekularis kontrollok. Ezek a legéltalanosabbnak és legfontosabbnak mondhaté vizsgalatok,
de nem teljeskorii a paletta. Hatranya, hogy nem minden laboratoriumi mérés (pl. a
molekularis bioldgian beliil a ,,next generation sequencing”) talalhatdé meg benne, de a

,UnityTM”  szoftver széleskorli nemzetkdzi hasznalata esetén feltehetdleg ezeknél a

41



vizsgélatoknal a mas laboratériumok altal kozzétett adatok segithetik az adott laboratorium
munkdjanak mindségi megitélését. Hangsulyozand6 tovabba, hogy a BIO-RAD mas
platformokhoz is biztosit kontrollokat és a mindségi kontroll adatok kezeléséhez tdmogatast
(Siemens ADVIA kémia, Siemens ADVIA Centaur Immunoassay, Siemens Immulite
Immunoassay platformokhoz), ily médon a kétféle minéségi kontroll termékekkel tovabb
erdsiti ezen rendszerek megbizhatdsagat és pontossagat.

Lyphochek® Specialty Immunoassay Control, 3 szintii, manualis és automata modszerekhez
Liquichek Specialty Immunoassay Control,

Liquichek™ Immunoassay Premium Control: A legtobb integralt immunoassay platform-
hoz biztosit vizsgalt értékeket. Osszehozva az immunoassayket, a specialis immunoassayket a
tumormarkerekkel és a TDM-mel a BIO-RAD altal biztositott kontrollok hatékony utat
biztositanak a mindségbiztositasi terv megvaldsitasdnak maximalis hatékonysagéhoz.

Liquid Assayed Multiqual® Premium Control: kémia, immunologia, TDM ¢és

immunoassay vizsgalatokhoz.

9.3.2. Unity TM QC DATA Management Solutions Program

A BIO-RAD “UnityTM QC Data Management Solutions Program”szoftver az
egész laboratériumot egy QC rendszerben tomoriti. Ennek részei a mindség-ellendrzési
kontrollok, magaba foglalja a legkivalobb eszkoztarat az eredmények kiadasdhoz, a
laboratérium teljesitményének ellenérzéséhez és a QC program megtervezéséhez.
Felhasznélja a vilagszerte tobb mint 40 000 késziiléken nyert adatokat (92 résztvevo orszag,
10 ezer feletti laboratorium), real-time hozzaférést biztosit a csoporton beliili
Osszehasonlitdshoz, hogy segitse a probléma megoldast. Optimizalt Westgard-szabalyokat
alkalmazva egyszerli eszkozokkel segiti el6 a parancsok teljesitését, hogy a szabalyok
megsértése és a korrigald tevékenységek dokumentalasa atlathato legyen. A program nemcsak
a 6 alapveté Westgard-szabalyt alkalmazza, hanem mas laboratoriumi programoktdl eltéréen
tovabbi alkalmazasokat is felhasznal egy analitikai mérési folyamat kiértékelésére. Jollehet a
Westgard-szabalyokat a Levey-Jennings diagramokkal egyiitt manualisan is lehet alkalmazni,
de ez kevésbé hatékony, mint a szoftveres értékelés.

A programban definidlni lehet a sajat mindségi kovetelményeket, €s fel lehet tolteni
benne a kulcs teljesitmény indikatorokat. Hasznalatdval hamarabb felismerhetévé valnak
bizonyos valtoztatasokbol eredd hibdk (standardizélasi véltoztatds, ujabb kiszerelésii

reagensek ¢és kalibratorok, a késziilékek szoftverjében tortént valtoztatasok). Az adott
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laboratorium  eredményeinek a  kiils6  laboratoriumok  eredményeivel  torténd
Osszevethetdségének gyakorlata elsegitheti a kiilsé mindség-ellendrzési programokban valo
sikeres szereplést, lehetdséget nyljt a nemzetkozi visszajelzésre, illetve napi szinten ralatast
nyujt a kovetelményekre. Ily moddon tobb ¢&s folyamatosabb informacidét nyujt a
laboratoriumoknak, mint egy korkontrollban térténd részvétel.

Ez a Unity Data Management program a standard havi laboratoriumok kozotti ,,Unity”
kimutatasok mellett kérésre képes un. ,,InstantQCTM” jelentést késziteni. Az ,,InstantQCTM”
segitségével egy adott laboratériumban a kontrollok eredményei barmikor 6sszevethetok mas
laboratoriumok kontrolljainak eredményével. A rovid turnaround time hozzasegit a
tesztrendszer problémadinak gyors feltardsdhoz. A havi riport atfogdbb, mint az InstantQC
riport, és megkivanja a laboratériumoktdl az eredmények bekiildését ahhoz, hogy szabalyos

periddusokban biztositani tudja egy tesztrendszernél a csoportok maximalis méretét.

A rendelkezésre all6 riportok a kovetkezok:

— havi értékelés

— attekintd laboratoriumi teljesitmény-értékelés

— laboratériumi 6sszehasonlito riport

— laboratériumi hisztogram

— torzitas (bias) és pontatlansagi (unprecision) hisztogram

— vildgméreti riport

— statisztikai profil

— Dbeolvasztott/kapcsolddo (affiliated) laboratoriumi 6sszehasonlito riport

— beolvasztott/kapcsolodo (affiliated) laboratoriumi Osszehasonlitd riport — roviditett

0sszegzes

— beolvasztott/kapcsolddo (affiliated) kifogasolt/kiesd értékek riportja

— vizeletanalizis riport
A szoftvert nem sziikséges szamitogépre telepiteni, internetes feliileten elérhetd, a QC adatok
a laboratoriumi informatikai rendszerbdl vagy a késziilékekrdl kozvetlentil atiranyithatok a
Unity Real Time online vagy UnityWeb programba. A Unity Real Time program
szamitogépes asztali felhasznéalasra alkalmas.
Amennyiben a BIO-RAD altal forgalmazott kontroll értéke egy adott késziiléktipusra nincs
megadva a katalogusban, ezt téritésmentesen bemérik. Lehetéség van a BIO-RAD

kontrolljaitdl eltérd, mas forgalmazo kontrolljainak hasznalata esetén is olyan Kkiilsé
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labaratériumok eredményeivel valo dsszevetésre, amelyek ugyanazt a kontrollt hasznaljak egy
adott vizsgalat soran, mint a kérdéses laboratorium. Ez szintén hasznos lehet, jollehet, az igy
képz6do csoportokban a résztvevok szama alacsonyabb.

A kiterjedt mindségi kontroll rendszert hasznalé laboratoriumok szaméra fontos a
helyes QC szabalyok ¢s optimalis ellendrzési gyakorisagok megallapitdsa, az inkorrekt
betegeredmények kockazatanak becslése. A ,,BIO-RAD Mission Control” segit a
laboratorium kockazatkezelési indexének (Risk Management Index — RMI) objektiv
megallapitisiban, a teszt modszerek teljesitményének kiértékelésében. A QC adatok
ismeretében meghatdrozza az inkorrekt betegeredmények valdsziniiségének mértékét, a
késziilékek teljesitménye alapjan megvizsgalja, hogy milyen moddon csokkentheti a
kockazatot, a szabalyokat és gyakorisagot meghatarozva a kockézati toleranciahoz illeszkedd

QC tervet készit.

9.3.3. Kiils6 mindség-ellendrzd programok

A BIO-RAD EQAS Kkiilsé6 minéség-ellenérzé programok szervezésével tamogatja
laboratoriumok mindségbiztositasi céljainak megvalositasat (2. tablazat és 6. abra).
Biztonsagos internetes feliileten (www.qcnet.com) bekiildheték az eredmények, elérhetoek a

kiértékelések, a képzési segédanyagok ¢€s irodalom.
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2. tablazat. A BIO-RAD kiils6 minéség-ellendrzé programjai

a

KLINIKAI KEMIA IMMUNOASSAY IMMUNOASSAY
Alanin-aminotranszferaz 11-Deoxikortizol NSE

(ALT/SGPT)

Albumin 17-a-OH-Progeszteron Osztradiol
Alkalikus foszfataz (ALP) 25-OH Vitamin D Plazmarenin aktivitasa
Amilaz (6sszes) ACE Progeszteron
Aspartat aminotranszferaz | ACTH Prolaktin
(AST/SGOT)

Bilirubin (direkt) Aldoszteron PSA (0sszes)
Bilirubin (dsszes) Alfafetoprotein (AFP) PSA (szabad)

Cink Androsztendion PSA (szabad/0sszes arany)

Foszfor C-Peptide Renin

Gamma-glutamil transzferaz | CA 125 S100 Protein

(GGT)

Laktat (tejsav) CA 15-3 Szexhormont megkdtd globulin
(SHBG)

Laktat dehidrogenaz (LDH) CA 19-9 T-felvétel

Lipaz CA 27.29 T3-felvétel

Litium Karcioembrionalis antigén (CEA) Teofilin

Magnézium DHEA Tesztoszteron

Natrium DHEA szulfat Tireoidea stimulalo stimulalo
hormon (TSH)

Ozmolalitas Digoxin Tiroid megkotd globulin (TBG)

Protein (0sszes) Esztriol, szabad (UE3) Tiroxin (T4) 6sszes

Réz Fenitoin Tiroxin, szabad (FT,)

Széndioxid (CO,) Fenobarbital Transzferrin

Tireoidea stimulaldé  hormon | Ferritin Trijodtironin (T3), 6sszes

(TSH)

Tiroxin (FT3) szabad

Follikulus stimulal6 hormon (FSH)

Trijodtironin, szabad (FT3)

Tiroxin (T4) Gsszes Folsav Valpronsav
Trigliceridek Gasztrin Vitamin By,
Trijodtironin (FT3) szabad hCG B-2 Mikroglobulin
Trijodtironin (T3) Osszes hGH Pilot analit

Urea Immunoglobulin E (IgE) Tireoglobulin (Tg)
Urea nitrogén Intakt PTH

Vas Inzulin

Vaskoto kapacitas, szaturalatlan
(UBC)

Karbamazepin

Vaskotd kapacitas, 6sszes (TBC) | Kortizol
Savas foszfataz (Gsszes) LH
ETANOL/AMMONIA

Ammonia

Etanol
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b

SZERUMPROTEIN | TDM VIZELETELEMZES VIZELET KEMIA
a-1 Antitripszin Acetaminofen Albumin 5-Hidroxi-indolecetsav (5-HAA)
a-1 savanyu Amikacin Albumin-Kreatinin arany

glikoprotein Aldoszteron

a-2 Makroglobulin Amitriptin Bilirubin Dopamin

B-2 Mikroglobulin Ciklosporin Fajsuly Epinefrin

Albumin Digoxin Glikoz Foszfor
Antisztreptolizin O Etoszucimid Ketonok Glikoz

(ASO)

C-rektiv protein (CRP) | Fenitoin Kreatinin Hidroxiprolin (&sszes)
Ceruloplazmin Fenobarbital Leukocitak Homovanilinsav (HVA)
Haptoglobin Gentamicin Nitrit Hugysav
Immunoglobulin A Karbamazepin pH Kalcium (6sszes)

(IgA)

Immunoglobulin E Koffein Protein (Gsszes) Kalium

(1gE)

Immunoglobulin G Litium Protein-Kreatinin arany Klorid

(19G)

Immunoglobulin M Metotrexat Terhesség (hCG) Kortizol (szabad)

(IgM)

Kappa konnyiilanc Nortriptin Urobilinogén Kreatinin

Komplement C3 Primidon Vér/Hemoglobin Magnézium

Komplement C4 Szalicilat Mikroalbumin

Lambda konnytilanc Teofillin Natrium

Prealbumin Tobramicin Norepinefrin

Protein (Osszes) Triciklusos  anti- Normetanefrin
depresszansok

Rheumatoid faktor Valproinsav Ozmolalitas

(Rf)

Transzferrin Vankomicin Protein (0sszes)

Urea nitrogén

Vanilin-mandulasav (VMA)
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c

VERGAZ | LIPID SZiv- KOAGULACIO | HEMATOLOGIA | HEMOGLOBIN
MARKEREK
gliikoz Apolipo- BNP Antitrombin 111 Atlagos Hemoglobin Alc
protein A-1 (ATII) hemoglobin
koncentracid
(MCV)
kalcium Apolipo- CK-MB APTT Fehérvérsejtek Hemoglobin A2
protein B (WBC)
klorid Koleszterin D-dimer D-dimer Hematokrit (HCT) | Hemoglobin
(HDL) (Osszes
glikohemoglobin)
kalium Koleszterin Homo- Fibrinogén Hemoglobin
(LDL) cisztein
laktat Koleszterin Hs-CRP INR Trombocita (PLT)
(0sszes)
magnézium | Lipoprotein Mioglobin Protein C Vérlemezkék
@) atlagos nagysaga
(MPV)
pCO, Trigliceridek NT-proBNP Protein S Vorosvérsejt
(RBC)
pH Pilot Analit Troponin | PT Vorosvérsejtek
szélességének az
eloszlasa (RDW)
pO, Kolezterin Troponin T Trombin id6 Vorosvérsejtek
(nem+HDL) (TT) szélességének az
eloszlasa+SD
(RDW-SD)
Vorosvértest atlag
(MCH)
Vorosvértestek
atlagos hemoglobin
koncentracidja
(MCHC)
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6. abra. Egyedi (a) és cikluszaré (b) kvantitativ analit riport a BIO-RAD QC Net programban

Az egyedi kvantitativ analit riport tartalma:

1.

Laboratorium szama, riport neve, EQAS program neve, ciklus szdma, ddtuma, lotszama, minta szama és
bekiildési hataridoé

Laboratorium eredménye (Unit, atlag, SD). ,,Peer group” (csoporton beliili) 6sszehasonlitas
Osszehasonlitasi statisztika: bekiildék szama, mérések 4atlaga, SD, CV, az atlag Kkiterjesztett
bizonytalansaga (extended uncertainty/U), 3 szint{i 6sszehasonlitas: csoporton beliili, modszerek kozotti
Osszehasonlitas és minden eredmény (vagy Mode)

A laboratorium eltérése: Z-score, RMZ és a haromféle 6sszehasonlitas %-os eltérései

Hisztogrammok: csoport, modszer és minden mérés (vagy Mode) 5 SD tartomanyig; sajat eredmény
nyillal jeldlve

Z-score Trend diagramm -3Z +3Z tartomanyban abrazolva: A A Lewey-Jennings és Yound Plot

vizualisan lathatdva teszi, hogyan mitkddik egy teszt. Optimalis eredmény a zero vonalnal van.
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7.

A legnagyobb csoport eredményének dsszegzése

A cikluszar6 kvantitativ analit riport (Analyte Summary Report) tartalma:

1.

2
3
4.
5

6.

Laboratorium szama, riport neve, EQAS program neve, ciklus szdma, ddtuma, lotszama, minta szama és
bekiildési hatarid6

Analit 6sszegzés

Ciklus dsszehasonlito statisztika ,,batch”-enként

,Batch” Z-score gyakorisagi hisztogrammok

Regresszios egyenes analizis

Megjegyzések

A ciklus zarasakor az ,,Analyte Summary Report”-on kivil ,,Cycle data on file Report” és ,Mean Z-score
Report” is késziil. (forras: BIO-RAD EQAS PROGRAMME USER GUIDE: http://www.gcnet.com)

A megjeldlt forrasdokumentumban a kvalitativ értékelésre vonatkozo Gtmutaté is megtalalhato.
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10. Osszefoglalas

Az orvosi laboratériumok esetében a mindségre és felkésziiltségre vonatkozo
kovetelményeket az ISO 15189:2012 szabvany fogalmazza meg. A laboratoriumi
diagnosztika standardizaciés és harmonizacidos torekvései  jelentGsen segitik a
laboratoriumokat a mindségcéljaik elérésében, fokozva ezzel a betegbiztonsagot. E
folyamathoz jarulnak hozza a platformfiiggetlen kontrollok, amelyek amellett, hogy
koltségkimélobbek, sokkal érzékenyebbek is a mérémodszerek és a késziilékek hibaira,
ezaltal az analitikai folyamatok nemmegfeleldségére, mint a reagens- vagy a késziilék-gyartok
sajat kontrolljai. A nemzetkdzi laboratoriumi adatkezeld programok a rendszeres
kontrollmérések eredményeit felhasznalva lehetové teszik egyrészt az analitikai folyamatok
megfeleldségének szoftveres értékelését a laboratoriumon beliil, mdasrészt az adott
laboratérium eredményeit rendszeresen Osszehasonlitjak mas laboratoriumok eredményeivel —
biztositva ezaltal az analitikai hibdk gyors ¢és hatékony felismerését, megfeleld
dokumentalasat, és tamogatjdk a kiils6 mindség-ellenérzd programokban vald sikeres
részvételt.

A BIO-RAD cég platformfiiggetlen kontrolljai, a “UnityTM QC Data Management Solutions
Program” szoftver és a kiilsé minéség-ellen6rz6 programok utat nyitnak a laboratoriumok
mindség-ellendrzési folyamatainak egyszertibbé, koltséghatékonyabba valasdhoz és a

kiilonboz6 laboratoriumok teljesitményének dsszehasonlitasahoz.
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