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V rutinni laboratorni praxi jsou pro detekci D-dimert dostupné testy zahrnujici la-
texovou aglutinaci, imunoturbidimetrii a enzymaticky imunosorbentni test (ELISA).
Negativni vysledek vySetfeni D-dimerii (koncentrace niz§i nebo rovna hrani¢ni hod-
noté) prakticky vylucuje hlubokou zZilni trombdzu a plicni embolii. Naopak pozitivni
vysledek uZ neni pro trombozu tak specificky. Novy typ POCT analyzatoru cobas h
232 je pristroj pro kvantitativni vyhodnoceni imunotestii pro kardiovaskularni (tropo-
nin T, CK-MB, myoglobin, NT-proBNP) nebo tromboembolické markery (D-dimer)
s pouzitim techniky znaceni zlatem. Pfistroj pfedstavuje novy zpisob pouZivani a byl
vyzkousen v ambulancich Trombotického centra ULBLD VEN a 1. LF UK v Praze pro
detekci hladin D-dimera. V porovnani s daty ziskanymi na nékolika dal$ich analyza-
torech vyuzivanych v rutinni klinické praxi byly zjistény vysoké hodnoty koeficientii
R2 regresni analyzy (0,851-0,989), coz ukazuje na velmi dobrou porovnatelnost s refe-

renénim analyzatorem a je dilezitym kritériem pro zarazeni nového analyzatoru do la-

boratorni praxe.
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Uvod

D-dimer je fragment proteinu, ktery
vznikd, kdyz enzym plazmin odboura-
va fibrinovou srazeninu stabilizovanou
pri¢énymi vazbami (vytvofenymi piso-
benim faktoru XIII). Tento proces se
nazyva fibrinolyza a opakovanym ptiso-
benim plazminu se vysokomolekularni
polymery fibrinu §tépi na fibrinové frag-
menty rizné velikosti (fibrin degradacni
produkty). Kone¢ny produkt odboura-
vani D-dimer je sloZen z jedné proteino-
vé podjednotky E a ze dvou D podjedno-
tek spojenych pri¢nou vazbou (plazmin
nestépi tyto pri¢né vazby). Pravé kvili
obsahu dvou D podjednotek se oznacuje
produkt jako D-dimer. D-dimery jsou
detekovany imunotesty pomoci mono-
klonalnich protilatek specifickych pro
zesitovanou doménu D-dimeru ve fi-

brinogenu. Komer¢né dostupné testy

zahrnuji latexovou aglutinaci, imuno-
turbidimetrii a enzymaticky imunosor-
bentni test (ELISA), avSak jednotlivé
testy nejsou navzijem komparabilni
a snahy o standardizaci vysledkil ne-
byly dosud tspé$né. V praxi nejcastéji
pouzivanymi metodami jsou latexova
imunoturbidimetrie nebo enzyme-lin-
ked immunofluorescence assay (ELFA),
vhodné i v ptipadé akutnich stavi.
Vsechny pouzivané techniky (ELISA,
ELFA i latexovd imunoturbidimetrie)
vykazuji vysokou senzitivitu, av$ak
na tkor nizké specificity. Tato skute¢-
nost vede k velkému mnozstvi ,nadby-
te¢nych® ultrazvukovych vysetfeni (US)
¢i CT angiografii (CTA). Negativni pre-
diktivni hodnota testt — vylouceni pri-
tomnosti hluboké zilni tromboézy (DVT)
/ plicni embolie (PE) - je vysoka, avsak
pozitivni prediktivni hodnota je naopak
nizka. Hladinu D-dimeru zvy$uje nejen
ptitomnost PE ¢i DVT, ale i zvySeni jeho
prekurzoru - fibrinogenu, ktery plni
v organismu mnoho zdsadnich funkci.
laci a fibrinolyze. Zaroven tato moleku-
la slouzi pti vzdjemné interakci bunék
a pojivové tkané v prabéhu hojeni ran
a procesu neoplazie. Fibrinogen reaguje
s fibronektinem, heparinem nebo s en-
dotelialnimi kadheriny, ¢imz podporuje
tvorbu kapilar a angiogenezi. Stejné tak
interaguje s imunitnimi buikami, které

stimuluje v prabéhu zanétlivé reakce.



Z toho vyplyva, Ze existuji stavy vedouci
k trvalému zvySeni hladiny D-dimeru.
Jedna se naptiklad o vék vyssi nez 70 let,
cévni aneuryzmata, maligni nadory,
vrozené cévni malformace, systémova
onemocnéni pojiva, jaterni cirhdézu ¢i
nefroticky syndrom a chronické renalni
selhani. Ke staviim spojenym s prechod-
nym zvySenim hladin D-dimert patfi
DVT, PE a tromboflebitida, ale také dise-
minovana intravaskuldrni koagulopatie
(DIC), operace provedena v poslednich
4 tydnech, traumata i vétsi hematomy,
aortalni disekce, pritomnost infekce ¢i
nadorového onemocnéni v organismu,
akutni stavy, jako je infarkt myokardu,
cévni mozkova prihoda nebo konce-
tinova ischemie a dal$i. Koncentrace
D-dimert se udava v DDU jednotkach
(z anglického D-dimer units, D-dimer
jednotky) ng/ml DDU nebo mg/l DDU,
oznaceni DDU se obvykle vynechava).
Nebo se pouzivaji FEU jednotky (fibri-
nogen ekvivalentni jednotky, ng/ml FEU
nebo mg/l FEU, oznaceni FEU se musi
uvadét). Pouziti jednotek zavisi na dru-

hu diagnostické soupravy.

Vyznam monitoringu D-dimerii
v klinické praxi

Vysledek testu se povazuje za negativni,
pokud je koncentrace D-dimert nizsi
nez 0,25 mg/l nebo 0,5 mg/l FEU. Tyto
hrani¢ni hodnoty miize doporudit vy-
robce testu nebo si je mirné upravi sama
laboratof podle mistnich podminek.
Negativni vysledek vysetfeni D-dimert
(koncentrace niz$i nebo rovna hraniéni
hodnoté) prakticky vylu¢uje hlubokou
zilni tromboézu a plicni embolii. Ne-

gativni vysledek znamend, Ze v téle se
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ve zvySené mife nevytvari a neodbou-
ravaji krevni srazeniny. Naopak pozi-
tivni vysledek uz neni pro trombézu
tak specificky. Stavy spojené s trvalym
nebo prechodnym zvysenim byly uve-
deny vyse. Vysetfeni D-dimeru pak jen
prispiva k potvrzeni diagndzy téchto
onemocnéni. Pozitivni vysledek zname-
nd, Ze se vytvotily vyznamné fibrinové
srazeniny a ty se nyni odbouravaji. Uz
ale neni jasné, kde se vytvorily a co bylo
pfi¢inou. Pro klinické pouziti hladin
D-dimeru je nutno znat pfesnou anam-
nézu pacienta. K tomuto slouzi Pre-
Wellsovo skérovani amnestickych udaju
popisujici nebezpeci DVT. Zahrnuje sta-
vy zvy$ujici riziko (napriklad aktivni na-
dorové ¢i infekéni onemocnéni, imobi-
lizace, operace, edémy na koncetinach)
a klasifikuje pravdépodobnost postizeni
pacienta trombodzou. V pripadé plicni
embolie je moZnost vyuZit Zenevské
skore nebo Wellsova kritéria. VSechny
tyto skorovaci systémy rozdéluji pacien-
ty do tfi skupin podle pravdépodobnosti
DVT/PE - nepravdépodobna (LCP),
pravdépodobna (ICP) a vysoce pravdé-
podobna (HCP).

Novy typ POCT analyzatoru cobas h 232
je ptistroj pro kvantitativni vyhodnoceni
imunotestl pro kardiovaskularni (tropo-
nin T, CK-MB, myoglobin, NT-proBNP)
nebo tromboembolické markery (D-di-
mer) s pouZitim techniky znaceni zla-
tem. Pristroj predstavuje novy zptsob
pouzivani a byl vyzkou$en v ambulan-
cich Trombotického centra ULBLD VFN
a 1. LF UK v Praze pro detekci hladin
D-dimertd v prabéhu roku 2019. Cilem
sledovani bylo ziskat vysledky od pacien-
td z analyzatoru cobas h 232 a porovnat

je s daty ziskanymi na nékolika dal$ich

analyzatorech vyuzivanych v rutinni kli-

nické praxi.

Metody

Standardizace je u stanoveni D-dimert
velmi obtiznd, proto jsme museli mezi-
ptistrojové porovnavat nejen prosté hod-
noty, ale i principy stanoveni, jednotky
a také cutt-off hodnoty.

cobas h 232

Ptistroj pro kvantitativni vyhodnoceni
D-dimeru pomoci imunotestu s pouzi-
tim techniky znaceni zlatem. Hodnoceni
lze provést pfimo na misté odbéru vzor-
kit krve. Pfistroj cobas h 232 ma snad-
né a rychlé ovladani, vklada se do néj
diagnosticky prouzek a nanasi vzorek
plné krve odebrané do zkumavky s anti-
koagula¢nim ptipravkem - natrium nebo

lithium heparin.

A Obr. 1: Pristroj cobas h 232 umistény
v Trombotickém centru VFN Praha

Nazev analyzatoru cobas h 232 cobas t 511 miniVidas Sysmex CS 5100 BCS XP
Princip méreni imunologicky imunoturbidimetricky imunofluorescenéni imunologicky imunoturbidimetricky
Vinova délka (nm) * 800 450 800 405
Jednotky pg FEU/I ug FEU/I ug FEU/I pg/l pg/l

Cut-off 500 500 500 190 190

A Tab. 1: Zdkladni charakteristiky pristrojil

* skenovani intenzity signalini linie
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cobast 511

Automaticky koagulometr, ktery pouziva
kazetovy systém reagencii, pricemz jsou
reagencie rekonstituovany ptimo v analyza-
toru. D-dimery se stanovuji pomoci latexo-
vych ¢astic, které jsou potazené monoklo-
nalni protilatkou proti epitopu D-dimeru.
Po pridani vzorku obsahujictho D-dimery
se vytvari komplexy antigen—protilatka, coz
vede k naristu zakalu reaktantll. Zména
absorbance v Case je zavisld na koncentraci

epitopti D-dimeru ve vzorku.

miniVidas

Analyzator s fluorescenéni detekei, kde
stanoveni D-dimert spociva v kombina-

ci dvoukrokové sendvi¢ové enzymatické

A Obr. 2: Koagulometr cobas t 511 umistény v Centrdlni hematologické

laboratofi (CHL) VEN

A Obr. 4: Koagulometr Sysmex CS 5100
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imunoanalyzy se zavéretnou detekci
pomoci fluorescence (ELFA). Zikladem
testu je pevna faze, tj. $picka s navdzany-
mi protilatkami proti epitopu D-dimeru.
Ve $picce je vzorek inkubovan a pomoci
ni pipetovan mezi jednotlivymi sekcemi
stripu. V posledni jamce je na konci testu
zméfen fluorescencni signal a ten je na-

sledné prepocitan na koncentraci.

Sysmex CS 5100

Automaticky koagulometr, ktery pouzi-
va pro méfeni jednotlivé reak¢ni kyvety.
D-dimery se stanovuji pomoci mikro-
latexovych ¢astic, které jsou potazené
monoklonalni protilatkou proti epitopu
D-dimeru. Imunologicka reakce se proje-

vi zménou propustnosti svétla.

BCS XP

Automaticky koagulometr, ktery pouziva
pro méfeni reakéni rotory. D-dimery se
stanovuji stejné jako u predchoziho ana-
lyzatoru pomoci mikrolatexovych ¢astic.
V métici kyvetce rotoru vznikne pfi imu-
nologické reakci zakal, jehoZ intenzita se

proméruje turbidimetricky.

Charakteristika souboru

Pro méfeni byly pouzity vzorky hepari-
nové krve u pfistroje cobas h 232 a citra-
tové plazmy u ostatnich pristrojt (cobas t
511, miniVidas, Sysmex CS 5100 a BCS
XP).

A Obr. 3: Analyzdtor miniVidas

A Obr. 5: Koagulometr BCS XP
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Pocet Muzi Zeny Primérny Negativni z hlediska Pacienti
vék tromboembolismu s tromboembolismem
45 5 40 45 let 35 10

A Tab. 2: Charakteristika sledovaného souboru

Vysledky

o Mezipiistrojové porovnani I
V Trombotickém centru jsou umistény
dva stejné pristroje cobas h 232, proto
jsme se v prvni fazi zaméfili na me-
ziptistrojové porovnani u 33 vzorkt
primo v ambulanci. Vysledky jsme vy-
hodnotili pomoci vicenasobné regres-
ni analyzy v programu Statistica 12.
Vysledny R2 koeficient 0,992 svéd<i

pro velmi dobrou porovnatelnost.

o Mezipristrojové porovnani IT
Vsechny vzorky ze sledovaného sou-
boru byly zméfeny na pristroji cobas h
232 a zaroven na dalich ¢tyfech vyse
uvedenych analyzatorech. Pro gra-

fické znazornéni a vétsi prehlednost

byly hodnoty z analyzatorat BCS XP
a Sysmex CS 5100 upraveny pomoci

koeficientu vztaZeného ke cut-off.

Zavér

Zjisténé vysoké hodnoty koeficienti R2
regresni analyzy (0,851-0,989) ukazuji
na velmi dobrou porovnatelnost s re-
ferenénim analyzatorem i jednotlivych
analyzatort mezi sebou. Porovnani s re-
feren¢nim analyzatorem je dtlezitym
kritériem pro zarazeni nového analyza-
toru do laboratorni praxe. Pfi porovnani
vzorkll pacientl s negativnhimi hodno-
tami nebyly nalezeny vyznamné rozdily
hodnot ziskanych z jednotlivych analy-

zatort.. RovnéZ u pacientdl s prokdzanou

Bodovy graf z H232-2 proti H232-1
H232-2 = 1,5191+0,9895*x

&

trombdzou byly naméfeny vysoké hod-
noty na vsech pristrojich. Stanoveni
D-dimert patfi obecné k nejvice pro-
blematickym stanovenim v hemostaze
a jen velmi tézko se jednotlivdi méreni
porovnavaji. Rozdily ve stanoveni mo-
hou byt zptisobeny slozenim Kkitu, ty-
pem monoklondlni protilatky navazané
na latexovych ¢asticich, vinovou délkou
méreni a typem analyzatoru. Je potfeba
brat také v ivahu uvadéné jednotky vy-
sledku a normalni rozmezi. Pti vybéru
diagnostického testu je rovnéz vhodné
uvazit rychlost a podminky stanoveni

a diagnosticky pfinos.

Ptistroj cobas h 232 je idealni pro pouziti
na urgentnich pfijmech, jednotkach in-
tenzivni péce, v odbornych ambulancich
(kardiologie, angiologie, interna) nebo
u praktickych lékaru.

Priace byla podpofena projektem
RVO-VFN64165. Pouzita literatura k dis-

pozici u autora textu.
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A Graf 1: Linedrni regrese stanoveni D-dimerii na cobas h 232 (1 .a 2)
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A Graf 2: Krabicové grafy stanoveni D-dimerii na vSech analyzdtorech

doc. MUDr. Tomas Kvasnicka, CSc.

Vedouci Trombotického centra, VSeobecna fakultni nemocnice a 1. 1ékaf'ska fakulta Univerzity Karlovy, Karlovo ndm. 32,

Praha 2, www.vfn.cz

Kontakt: tomas.kvasnicka@vfn.cz

14 4+



