Tabel 1. Reproduceerbaarheid per apparaat. Weergegeven zijn
de variatiecoéfficiénten na 5 keer bepalen van het HbAlc uit
hetzelfde monster op alle hier geselecteerde apparatuur. Vb =
bepaald in volbloed, POCT = point-of-care-apparatuur. Eerste,
tweede: resultaten voor de eerste resp. tweede batch cassettes.

HbAlc 10,5% 6,9% 5,2%

In2it (POCT) 1,7 1,4 34

DCAvantage (POCT) 2,2 1,6 (eerste) 14
0,6 (tweede)

Cobas C111 (Vb) 0,5 0,3 0,8

Conclusie

HbA ¢ rond de klinische beslisgrens van 7% kan door
alle geteste apparaten betrouwbaar worden bepaald en
rond dit gebied correleren de gemeten waarden met
die geproduceerd door de routinechemieanalyser op
het centrale laboratorium. Ondanks zijn analytische
superioriteit vinden wij echter de Cobas C111 van
Roche niet geschikt voor POCT van HbA1c in de huis-
artsenpraktijk. Dit wordt veroorzaakt niet alleen door
de omvang van het apparaat, maar met name door de
vele noodzakelijke kalibraties en controles alsmede de
lange opstartfase, die alleen maar gecompenseerd kan
worden als er ook daadwerkelijk 8 monsters tegelij-
kertijd gemeten gaan worden.

Zowel de Biorad In2it als de DCAvantage van Siemens
zijn eenvoudig te bedienen, weinig ruimte innemende
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apparaten, die redelijk correleren met de routine-
chemie-HbAlc-bepaling en die met een variatiecoéf-
ficiént van 1,4% en 0,6% bij de klinische beslisgrens
van <7%, onder de maximaal toegestane variatie van
1,7% liggen en ver onder de biologische variatie van
3,4% blijven (3).

Hoewel beide apparaten een grotere variatie vertonen
in de lage, respectievelijk hoge HbA 1c-range, is deze
variatie volgens ons toelaatbaar gezien het feit dat in
die gebieden de HbA1c-waarde niet absoluut maar in-
dicatief wordt gebruikt.

Gezien hun omvang en gebruiksvriendelijkheid zijn
zowel de DCAvantage als de In2It zeer geschikt voor
point-of-care-testen van HbAlc in de huisartsenprak-
tijk. Mits gebruikt volgens de juiste protocollen en pe-
riodiek gecontroleerd door een centraal laboratorium,
kunnen deze apparaten betrouwbaar worden toegepast
bij het monitoren van de insuline-instelling van dia-
beten.
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Macrotroponine
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Ziektegeschiedenis

Een 35-jarige vrouw presenteerde zich bij de huisarts
met sinds een viertal uren bestaande retrosternale pijn
op de borst en sinds langere tijd bestaande dyspneu-
klachten en vermoeidheid. De huisarts besloot een
ECG te maken en omdat dit geen afwijkingen liet zien
besloot hij bloedonderzoek te laten verrichten gericht
op cardiale problematiek (tabel 1; dag 1, 13:36). Na-
dat de huisarts door het laboratorium telefonisch op
de hoogte was gesteld van de verhoogde cTnl-concen-
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tratie (6,4 pg/l), werd patiénte direct ingestuurd naar
de Eerste Hart Hulp (EHH) van het VieCuri Medisch
Centrum voor Noord-Limburg met als werkdiagnose
acuut coronair syndroom. Het lichamelijk onderzoek
op de EHH liet geen bijzonderheden zien behoudens
een licht verhoogde temperatuur van 38.1°C. Er was
geen sprake van pericard- of pleurawrijven. Het ECG
was bij herhaling op de EHH normaal. Uitgebreider
laboratoriumonderzoek (tabel 1; dag 1, 15:50) liet
geen afwijkingen zien behalve de nog steeds ver-
hoogde cTnl-concentratie en een licht verhoogd aantal
leukocyten. De conventionele thoraxopname liet geen
afwijkingen zien. Onder verdenking van een myocar-
ditis werd een echocardiogram gemaakt. Deze liet een
normale linker- en rechterkamerfunctie zien zonder
aanwezigheid van pericardvocht en zonder regionale
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Tabel 1. Uitslagen van het laboratoriumonderzoek van patiénte met een constant verhoogde troponine-I-concentratie. ASAT, aspar-
taat aminotransferase; ALAT, alanine aminotransferase; LD, lactaat dehydrogenase; CK, creatinine kinase; BNP, B-type natriuretisch

peptide; nn, niet-nuchter; CRP, C-reactive protein.

Bepaling Dag 1 Dag 1 Dag 2 Dag 5 Dag 15 Dag 52  Dag 138 Ref.waardes Eenheid
13:36 15:50 00:22 08:00 09:52 09:46 09:41
Natrium - 139 - 138 - - 138 135-145 mmol/l
Kalium - 4,0 - 42 - - 4,1 3,5-50 mmol/l
Ureum - 33 - 4,7 - - - 2,5-6,7 mmol/l
Creatinine - 61 - 56 - - - 44 - 80 pumol/1
ASAT - 18 18 20 - 16 20 <30 un
ALAT - 19 17 19 - 17 19 <35 un
LD - 302 266 262 - 263 287 <490 un
CK - 62 55 123 - 63 - <160 un
Troponine I 6,4 6,5 6,5 6,1 5,7 5,6 4,0 <0,03 ng/l
BNP 19 20 - - - 22 - < 100 ng/l
Glucose nn 4,5 7.9 5,1 4,5 - - - <78 mmol/l
CRP - 4,7 4,7 53 - - - <50 mg/1
Leucocyten - 134 9,6 7,3 - - - 4,0-10 10°1
Hb 8,6 8,7 - 8,6 - - - 7,5-10 mmol/l

wandbewegingsstoornissen. Omdat de oorzaak van
de verhoogde cTnl-concentratie nog onduidelijk was,
werd patiénte opgenomen. De volgende dag werd co-
ronairangiografie verricht, welke geen afwijkingen liet
zien. De dagen hierna bleef patiénte qua laboratorium
en kliniek onveranderd. Gezien de aanhoudende dys-
pnoeklachten en verhoogde cTnl-concentratie werd,
ondanks de lage Wells-score van 1,5 en een normale
D-dimeer (<0,5 mg/l), besloten CT-angiografie van de
thorax te verrichten ter uitsluiting van een longembo-
lie. De CT-scan liet geen aanwijzingen zien voor long-
embolie of intrapulmonale afwijkingen. Tevens wer-
den mediastinaal geen pathologische klieren gezien.
Onder verdenking van een myocarditis was inmiddels
uitgebreid onderzoek ingezet naar een mogelijk viro-
logische oorzaak. Echter, het serologisch onderzoek
liet geen aanwijzingen zien voor een infectie met in-
fluenza A/B, Mycoplasma pneumoniae, Coxiella bur-
netii, picornavirussen of cytomegalovirus. Onderzoek
middels ANA en ANCA naar een auto-immuungerela-
teerde oorzaak bleek ook negatief.

Haar voorgeschiedenis vermeldt een vitamine-B12-
deficiéntie (106 pmol/l; streefwaarde: > 140 pmol/l)
waarvoor zij sinds 5 weken vitamine-B12-injecties
kreeg. Sinds een aantal maanden gebruikt zij orale an-
ticonceptiva. Haar familie is cardiaal belast: haar vader
onderging een bypass-operatie op 50-jarige leeftijd en
een oom stierf op 47-jarige leeftijd aan ‘sudden car-
diac death’. Patiénte gaf aan nooit te hebben gerookt
en had geen andere risicofactoren voor coronairlijden
zoals hypertensie, hypercholesterolemie of diabetes
mellitus. Nadat patiénte het ziekenhuis had verlaten
op dag 5 werd wegens het gebrek aan een klinische
verklaring voor de constant verhoogde cTnl-concen-
tratie zonder dynamisch beloop de klinisch chemicus
geconsulteerd.
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Laboratoriumonderzoek

In het VieCuri Medisch Centrum wordt cTnl routine-
matig bepaald met een geautomatiseerde immuno-
chemische bepaling op een Architect i2000 analyser
(Abbott Diagnostics). Deze bepaling heeft een referen-
tiewaarde van <0,03 pg/l. De bepaling maakt gebruik
van monoklonale antilichamen gericht tegen humaan
cTnl, welke opgewekt zijn in muizen. Om een analy-
tische verklaring te vinden voor de verhoogde cTnl-
concentratie werd ten eerste de analyse herhaald in
het originele gehepariniseerde plasma en in serum van
dag 1, 15:50. De resultaten waren gelijk aan de eer-
dere uitslagen. Door het uitblijven van een dynamisch
beloop ging de aandacht uit naar een analytische in-
terferentie (2). Mogelijke interferentie door heterofiele
antilichamen tegen muizen-IgG (‘human anti-mouse
antibodies’ of HAMA) werd onderzocht door het plas-
ma van patiénte in verschillende mate te verdunnen
met plasma dat negatief is voor cTnl. Ook werd mui-
zenserum aan het plasma van patiénte toegevoegd. De
uitslagen bleven, na correctie voor de verdunningen,
gelijk. De aanwezigheid van heterofiele antilichamen
werd hierdoor minder waarschijnlijk geacht. Andere
bekende oorzaken van analytische interferentie kon-
den met grote zekerheid worden uitgesloten op basis
van laboratoriumuitslagen. Reumafactor was negatief
(3,9 TU/ml; referentiewaarde < 24 IU/ml), het eiwit-
spectrum en immunofixatie gaven geen aanwijzingen
voor de aanwezigheid van een M-proteine en de urine
bevatte geen Bence Jones-eiwitten.

Inmiddels was plasma van dag 1, 15:50 opgestuurd
voor de bepaling van de cTnl-concentratie met behulp
van twee andere immunochemische bepalingen welke
gebruik maken van andere antilichamen: de MiniVi-
das Troponin I Ultra en de Beckman Coulter Access
AccuTnl. Ook werd in hetzelfde serum de cTnT-con-
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centratie bepaald op een Roche Elecsys 2010. Al deze
troponinebepalingen gaven een resultaat onder de bij
de betreffende immunoassay behorende referentie-
waarde.

Polyethyleenglycolprecipitatie
Polyethyleenglycolprecipitatie werd uitgevoerd om te
onderzoeken of er sprake is van hoogmoleculaire vor-
men van cTnl die reageren in de Abbott cTnl-immuno-
assay. Hiertoe werd 200 pl plasma samengevoegd met
200 ul PEG 6000 (w/v 250 g/1) in een propyleenbuisje.
De inhoud werd goed gemengd op een vortex en 10
minuten gecentrifugeerd bij 2500 x g. Het supernatant
werd overgepipetteerd in een nieuw buisje waarin de
cTnl-concentratie gemeten werd.

De referentiewaarde voor cTnl na PEG-precipitatie
werd vastgesteld door plasma van 39 willekeurige pa-
tiénten met een verhoogde cTnl-concentratie te onder-
werpen aan PEG-precipitatie. De mediane recovery
bedroeg 47% met een minimale en maximale reco-
very van respectievelijk 27% en 69% (figuur 1A). De
originele cTnl-concentraties lagen tussen 0,051 pg/l
en 36,8 pg/l. Opvallend was dat het plasma van de
patiénte bij herhaling een extreem lage recovery gaf
tussen 0% en 4% wat wijst op de aanwezigheid van
een hoogmoleculaire vorm van cTnl die reageert in de
Architect immunoassay.

Gelfiltratiechromatografie

Om het vermoeden op een hoogmoleculaire vorm van
cTnl te bevestigen werd gelfiltratiechromatografie
uitgevoerd met een Superdex-75-kolom zoals eerder
beschreven (1). Deze methode scheidt moleculen op
basis van grootte en wordt bijvoorbeeld gebruikt voor
het aantonen van macroprolactine. Grote moleculen
elueren eerst van de kolom, direct na het dood volume,
gevolgd door steeds kleinere. Het eluaat werd separaat
opgevangen in fracties waarin vervolgens cTnl werd
gemeten (figuur 1B). De resultaten geven aan dat bij
patiénte een hoogmoleculaire vorm van cTnl aanwe-
zig is die reageert in de Architect immunoassay en die
niet bij andere patiénten met een verhoogde cTnl-con-
centratie werd gevonden. Ook in het NIST Standaard
Referentie Materiaal 2921 dat bestaat uit het tropo-
nine-TIC-complex werd deze hoogmoleculaire vorm
niet gezien. Deze hoogmoleculaire vorm elueerde di-
rect van de kolom. Dit betekent dat het groter is dan
het scheidend vermogen van de kolom (75 kD). Het
intacte cTnl-molecuul heeft een grootte van ongeveer
23 kD. Dit elueert later van de kolom zoals te zien
in figuur 1B bij de willekeurige patiént met verhoogd
c¢Tnl en wordt gevolgd door kleinere fragmenten die
als laatste elueren van de kolom.

Beloop

Veertien dagen na haar ontslag uit het ziekenhuis werd
patiénte ter controle gezien op de polikliniek (tabel 1;
dag 15, 09:52). Ze gaf aan geen thoracale pijnklachten
meer te hebben, maar bleek nog steeds een troponine-
concentratie te hebben van 5,7 ng/l. Enkele maanden
later (tabel 1; dag 52, 09:46 en dag 138, 09:41) werd
opnieuw poliklinisch de cTnl-concentratie gecon-
troleerd en deze was respectievelijk 5,6 en 4,0 pg/l.
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Verhoogde troponineconcentraties worden gevonden
bij tal van aandoeningen anders dan het acuut coro-
nair syndroom zoals onder meer bij hersenbloeding
(3), gedilateerde cardiomyopathie (4), hartfalen (5),
endocarditis (6), longembolie (7), vasculaire chirur-
gie (8), cardiotoxiciteit (9), sepsis (10), nierfalen (11)
en na duursport (12). Dit, in combinatie met de uit-
slagen van de verschillende laboratoriumonderzoeken
en de afwezigheid van enige cardiale, pulmonale of
andere problematiek zoals hierboven genoemd, maakt
nogmaals de aanwezigheid van interferentie specifiek
voor de cTnl-bepaling op de Architect analyser zeer
aannemelijk.

Conclusie

Deze casus laat zien dat niet iedere (significant) ver-
hoogde troponineconcentratie betekent dat er sprake is
van een acuut coronair syndroom of een ander cardiaal
probleem. Bij het ontbreken van een dynamisch beloop
van de troponineconcentratie, klinische symptomen
van een acuut coronair syndroom en ECG-afwijkingen
moet altijd gedacht worden aan een analytische oor-
zaak voor een onbegrepen verhoogde troponinecon-
centratie, zeker voordat een patiént aan (dure en soms
risicovolle) vervolgdiagnostiek wordt onderworpen.
Tijdige communicatie tussen arts en laboratorium is
daarbij noodzakelijk. In deze casus is middels meer-
dere methoden aannemelijk gemaakt dat er sprake is
van een macrotroponine. Dit is nog niet als zodanig
beschreven in de literatuur.
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Figuur 1. A) Recovery van troponine I na precipitatie met po-
lyethyleenglycol in een referentiepopulatie en in twee separate
plasmamonsters van patiénte. B) Chromatogram van cTnl-re-
activiteit in verschillende fracties na gelfiltratiechromatografie
van een willekeurige controlepatiént met een verhoogde cTnl-
concentratie, en de patiénte.
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Dankbetuiging

In het Algemeen Klinisch Laboratorium van het Elkerliek Zie-
kenhuis werden de twee troponine-I-bepalingen uitgevoerd en
in het Klinisch Chemisch Laboratorium van het Maastricht Uni-
versitair Medisch Centrum (MUMC) de troponine-T-bepaling.
Het MUMC faciliteerde de gelfiltratiechromatografie.
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Detection of a monoclonal gammopathy by lipemia-index measurement

[.C.A. MUNNIX, M.T.M. RAIIMAKERS, W.P. OOSTERHUIS and H.A. KLEINVELD

Introduction

Monoclonal gammopathy is defined by the presence
of monoclonal immunoglobulins in serum or urine.
It is caused by the proliferation of a single clone of
plasma cells and is visible in serum electrophoresis as
a single, sharply defined band. The monoclonal im-
munoglobulin is also called paraprotein or M-protein
and can occur in human serum in extremely high con-
centrations (1). A single M-protein is homogeneous
in terms of its structure and specificity. It consists of
either complete immunoglobulin molecules or frag-
ments, which may form polymers. This can influence
the solubility and binding ability in a non-predictable
way (2, 3). M-proteins in clinical chemistry assays are
attracting increasing attention. When it occurs in very
high concentrations, it may cause significant interfer-
ence in clinical chemistry assays (4, 5). Serum indices
are calculations of absorbance measurements that pro-
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vide a semi-quantitative representation of levels of ict-
erus, hemolysis, or lipemia that are present in patient
samples. These indices can be easily measured on a
Modular P analyzer by spectrophotometry. Here, we
report a case in which a monoclonal gammopathy was
detected by measurement of the serum lipemia-index
on a Modular Analytics P module.

Methods

A 50 year old female patient was admitted to the hospi-
tal for loss of consciousness and a resulting wound on
her head. Upon admission a plasma sample was drawn
and serum indices, creatinine, urea nitrogen, electro-
Iytes, glucose, total protein, CRP, and liver enzymes
were measured on a Modular P analyzer (Roche Diag-
nostics, Manheim, Germany) according to the manu-
facturer’s manual.

For serum index measurement 8 ul of sample is mixed
with 200 pl of saline and the bichromatic wavelength
pairs at 480 and 505, 570 and 600, and 660 and 700
nm are measured. Based on these absorbances semi-
quantitative values are calculated for the degree of
lipemia, hemolysis and icterus present in the sample.
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