Preanalyse Definitief
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Het afnemen, bewaren en voorbewerken van patiéntenmateriaal ten behoeve van
immunofenotypering

- Een overzicht van gepubliceerde data en ervaring van experts uit het veld -

1. Doel
Het afnemen en conserveren van patiéntenmateriaal opdat zo min mogelijk veranderingen
optreden in de immunofenotypering ten opzichte van vers materiaal.

In deze notitie wordt een samenvatting gegeven van de meest recente kennis over pre-
analytische randvoorwaarden voor de klinische flowcytometrie van de meest
voorkomende bepalingen. Dit zijn de testen voor leukemie/lymfoom typering. CD34,
HLA-B27, lymfocytensubsets, FMT, PNH in verschillende materialen zoals bloed,
beenmerg, liquor, biopten en andere lichaamsvochten.

De verschillende randvoorwaarden zoals temperatuur, fixatief, anticoagulans en
dergelijke zijn per test en per materiaal gerangschikt. De lijst is samengesteld met
behulp van brondocumenten (zie referentielijst) en kennis en ervaring van de
werkgroepleden. De lijst is zeker niet volledig. Het doel van dit document is de lezer
handvatten te geven aan welke randvoorwaarden de testen moeten voldoen en de
literatuur aan te bieden om e.e.a. na te lezen en in het kwaliteitshandboek te gebruiken.
Het doel is om een zoveel mogelijk gestandaardiseerd platform in Nederland te krijgen
voor de routinematige testen met behulp van meer kleuren flowcytometrie om de
kwaliteit van de gehele groep te verbeteren.

2.Beginsel

Wanneer men leukocyten in patiéntenmateriaal ten behoeve van immunofenotypering
enige tijd wil bewaren, moet het medium waarin het patiéntenmateriaal na afname
opgevangen en bewaard wordt aan de volgende eisen voldoen: antistollingsmiddel
bevatten en geen belemmering vormen voor de isolatie van cellen. Bloed en beenmerg zijn
voldoende eiwitrijk door de aanwezigheid van serumalbumine. Voor vele andere
patiéntenmaterialen geldt dat een transportmedium toegevoegd moet worden dat
voldoende eiwitrijk is en op een fysiologisch pH gebufferd is.

3.Definities

K,EDTA Dikaliumethyleendiamine-tetra-acetaat
Na-heparine Natrium-heparine

Li- Heparine Lithium Heparine

kT Kamertemperatuur

4.Toepassingsgebied
Alle patiéntenmaterialen die afgenomen en vervoerd moeten worden ten behoeve van
immunofenotypering.
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Tabel 1. Pre-analytische bewaarcondities.

.
©

Materiaal Anticoagulans Bewaar Max. houdbaar Bewaar Referen
medium heid (uur) temp (°C) | tie

Beenmerg Li-heparine geen 48-72 KT 1,2,3
EDTA geen 12-24 kT 1,2,3

perifeer bloed | Li-heparine geen 48 kT 1,2,3

perifeer bloed,

alleen Li-heparine

klonaliteit

analyse

of EDTA geen 72 4 3

perifeer bloed | EDTA geen 12-24 KT 1,2,3

liguor geen geen 1 KT 4

liquor geen Transfix 24 4 4

liquor geen RPMI+20%BSA 24 4 5

pleuravocht geen geen 24 4 3

ascites geen geen 24 4 3

lymfklier geen geen 24 4 3

biopt/punctaat

lymfklier geen RPMI+20%BSA 72 4

biopt/punctaat

oogvocht geen geen 24 4 3

BAL geen geen 4 0-4* 11

CD34 EDTA of Li- geen 12-24 kT 9
heparine

PNH

leucocyten,

Erytrocyten Li-heparine of geen 48u, 7 dagen voor | 4 10,17
EDTA erytrocyten

FMT/HbF EDTA geen 72 4 13

HLA-B27 EDTA geen 12-24 KT

*Na analyse beoordeelt de Labspecialist of de uitslagen kwalitatief voldoende zijn om te rapporteren.

Tabel 2. Voorbewerkingstappen: lyseren, wassen, incubatie en vitaliteitsanalyse.

vraagstelling Lyseren* | Wassen* | Incuberen* vitaliteit** Opmerking
(minuten) /referentie
lymfocyten subsets, Ja 3x 15-30 nee
incl CD4 abs
CD34 absoluut Ja 3x 15-30 ja
leukemie/lymfoom Ja 3x 15-30
immuundeficiéntie Ja 3x 15-30
BAL Nee 1x 15-30 11
liquor Nee 1x 15-30 Ja, bij veel
bloed
bijmenging
div vochten Nee 1x 15-30 Ja, bij veel
bloed
bijmenging
lymfeklier biopt Nee 1x 15-30 ja
MRD Ja 3 x 15-30
MDS Ja 3 x 15-30 7

* Afhankelijk van het gebruikte protocol
** PI of 7-AAD of Drag7 voor dode cellen
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