Pacific Hemostasis
ThromboScreen

SET pro stanoveni D-Dimert

I. SOUHRN A POUZITI

D-dimer vzniké proteolytickym $tépenim fibrinogenu. Zvysené mnozstvi D-dimerti se vyskytuje pii hluboké
zilni tromboze (DVT), plicni embolii (PE) a diseminované intravaskularni koagulaci (DIC) (1-3). Hladina D-
dimer( stoupa v pribéhu t€hotenstvi a vysoké hladiny jsou spojeny s komplikacemi (2).

Pti stanoveni D-dimerd se pouziva monoklonalni protilatky, ktera je specificka pro fibrinovy D-dimer, ale ne
pro fibrinogen nebo fibrin (3). Pro stanoveni D-dimer se mohou pouzivat také vzorky sér, které jsou vhodné
pro stanoveni fibrinogen degradacnich produktti (FDP).

V soucasnosti neexistuje zadna mezinarodni standarda pro stanoveni D-dimert.
Diagnostikum je uréeno pro profesiondlni pouziti in vitro.

II. REAGENCIE

A. D-dimer latexové diagnostikum, lahvicka obsahuje suspenzi latexovych castic, které jsou potazené
monoklonalni protilatkou MA-8D3 namifenou proti D-dimeru, a suspendované v HEPES pufru pH 8.2 5 0.2 g/l
azidu sodného.

Uchovavani pti +2 az +8°C.

B. Roztok NaCl, pH 7.3, pufrovany izotonicky roztok NaCl obsahuje jako antiseptikum azid sodny 0.2 g/1.
Uchovavani pfi +2 az +8°C.

Upozornéni: D-dimer latexové diagnostikum a izotonicky roztok NaCl obsahuji azid sodny. Azid sodny mtize
byt toxicky pii poziti, dale pii kontaktu s olovem nebo médi v odpadové instalaci mohou vznikat vysoce toxické
a vybusné soli. K odstranéni je nutno pouzit velké mnozstvi oplachové vody.

C. Pozitivni (+) D-dimer kontrolni plazma, lyofilizovana lidska plazma obohacena fibrinovymi D-dimery
Uchovéavani pii +2 az +8 °C.

D. Negativni (-) D-dimer kontrolni plazma, lyofilizovana lidska plazmy.
Uchovavani pfi +2 az 8°C.

Upozornéni: Vsechny materialy, které byly pouzity pfi vyrobé D-dimer pozitivni a D-dimer negativni kontrolni
plazmy byly vySetfeny na nepiitomnost HBsAg a anti-HIV dle doporucenych metod FDA. Nicméné vSechny
produkty vyrabéné z lidské krve musi byt povazovany za potencialné infek¢ni a pfi manipulaci s nimi je nutno
zachovéavat predepsané podminky bezpecnosti prace.

III. VZOROVY ODBER

Doporucuje se citratovy antikoagulaéni roztok. Muze se také pouzit plazma s heparinem nebo EDTA. Sérum se
musi odebrat v pfitomnosti fibrinolytického inhibitoru (FDP zkumavky). Vzorky citratovych plazem se
uchovavaji pii +2 az +8°C a testuji se do 4 hodin nebo se uchovavaji pii -20°C a testuji se do 1 mésice po
odbéru.

Pro EDTA plazmu viz poznamka 4.

IV. POSTUP

A. Material - na 80 stanoveni

. D-dimer latexové diagnostikum, 1 lahvicka 1.7 ml

. D-dimer pozitivni kontrolni plazma, 2 lahvicky 4 0.2 ml

. D-dimer negativni kontrolni plazma, 2 lahvicky 4 0.2 ml

. Pufrovany roztok NaCl, pH 7.3, 2 lahvicky 4 8§ ml

. Ty¢inky na michéani, 50 ty¢inek, které se pted pouzitim rozpuli
. Testovaci karty, 16 testovacich karet, kazda pro 6 vzorkt
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B. DalSsi poZadované materialy



1. Pipety o objemu 20 ul, 100 ul a 200 ul
2. Spicky

3. Zkumavky o objemu 3 ml

4. Stopky

C. Postup
1. Lahvicky se pfed pouzitim zahieji na obycejnou teplotu, nejméné 10 minut.
2. Ke kazdé lahvicce s pozitivni a negativni plazmou se pfida 0.2 izotonického roztoku NaCl. Rozpusténé
kontrolni plazmy se uchovavaji 30 dnt pti 4°C nebo -20°C.
Nemrazit vice nez jednou. Viz poznamka 6.
3. Lahvicka s latexem se tésné pfed pouzitim zamicha opakovanym pfevracenim po dobu 5 sekund. Viz
poznamka 6.

4. Kvalitativni metoda

4.1. Do krouzkd testovaci karty se napipetuje po 20 ul vzorku, pozitivni a negativni kontroly.

4.2. Vedle kazdého krouzku se napipetuje po 20 ul latexové suspenze.

4.3. Vzorek s latexem se rychle zamicha ty¢inkou a zacne se méfit Cas.

4.4. Aglutinace se odecita mezi 180 a 200 sekundou za kyvavého pohybu kartou. Pozitivni (+) nebo negativni (-
) aglutinace se porovnava s vysledky, které davaji kontroly. Pozitivni kontrola je pouze kvalitativni a
neméla by se dale fedit. Neaglutinovany latex znamena, ze vzorek je negativni a dalsi testovani se jiz
nevyzaduje.

5. Semikvantitativni metoda (provadi se pouze u pozitivnich vzorki)

5.1. Ve tfech zkumavkach se ptipravi 100 ul vzorku nafedéného pufrovanym roztokem NaCl v pomérech 1:2,
1:4a1:8.

5.2. Na testovaci karté se oznaci umisténi kazdého fedéni, vzorky se smichaji s latexovou suspenzi dle bodu 4.3.

Koncentrace D-dimert se odecte z tabulky uvedené ve vysledcich.

V. VYSLEDKY

Aglutinace, ktera se objevi mezi 180 a 200 sekundou, znamena, Ze vzorky obsahuji vice nez 0.25 ug/ml D-
dimerQ. Testovanim série fedéni plazmy se ziskaji semikvantitativni vysledky.

Mnozstvi D-dimeri (ug/ml)

ug/ml nefedény 1:2 1:4 1:8

<0.25 - - - -
0.25-0.5 + - - -
0.5-1.0 + + - -
1.0-2.0 + + + -

>2.0 + + + +

Musi se pripravit dalsi fedéni a testovat do té doby, nez se ziska negativni vysledek.

Pti vys$si koncentraci D-dimerd je aglutinace vice zietelna a objevi se rychleji. Jestlize se vysledky vyjadiuji v
jednotkach odpovidajicich jednotkam fibrinogenu (FEU) nasobi se mnozstvi D-dimerd v tabulce dvémi (tj.
<0.25 ug/ml D-dimerd dava <0.5 ug/ml FEU). Jak se diskutuje v jednolivych ¢lancich (4), nékteré komercni
latexové testy nemaji pozadovanou citlivost, pokud se srovnavaji s komerénim ELISA testem.

VI. VYKLAD VYSLEDKU

U vzorkl obsahujicich 0.25 ug/ml D-dimert a vice se aglutinace objevi mezi 180 az 200 sekundou. Primérné
mnozstvi D-dimer( u zdravé populace je 0.008 - 0.135 ug/ml a nefedéné plazmy zdravych jedinci nevykazuji
aglutinaci.

KdyZ se neobjevi aglutinace, je vyskyt trombozy nepravdépodobny. Negativni prediktivni hodnota stanoveni D-
dimerti pro trombosu je vysoka (5). Polo¢as rozpadu v krevnim obéhu je asi 12 hodin. Zvysena hladina D-
dimerti mtize proto pretrvavat né¢jakou dobu i po skonceni aktivniho procesu.

Béhem klinickych studiich zdravych jedincii, pacienti s flebograficky potvrzenou hlubokou zilni trombozou
(DVT), pacientd s diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC) a pacientl s pre-eklampsii (Pre-EC) byly
ziskany tyto vysledky.

Viz poznamka 2.



Vysledky stanoveni D-dimeri*

Vzorky n - 1:1 1:2 1:4 >1:8
normalni 101 100 1% - - -
DVT 48 3 10%* 7% 14 14
DIC 29 0 3 3 4 19
Pre-EC 6 2 1 3 - -

" symboly n a - oznacuji podet pacientd a negativni D-dimery

Titry udavaji stupen fedéni, ve kterém vzorky vykazuji aglutinaci.

* aglutinace byla inhibovana pfidanim specifické protilatky (0.2 mg/ml) MA-8D3 ale nebyla inhibovéana
neptibuznou protilatkou PAM-1.

VII. VLASTNOSTI

1. Specifita. Monoklonalni protilatka MA-8D3 pouzita v této metod¢ je specifickd pro D-dimer a byla vybrana
na zaklade¢ vysledki screeningovych metod pii selekci hybridomt. Hybridom produkuje protilatku, ktera reaguje
s purifikovanym D-dimerem, ale nereaguje s celym fibrinogemen nebo D fragmentem fibrinogenu. Nahradila-li
se plazma v tomto testu jinym analytikem, nebyla popsana zadna kiizova reakce s fibrinogenem nebo des-AA-
fibrinogenem. Také byla testovana plazma 16 pacientl s revmatoidni artritidou a 14 z nich reagovalo negativné
pii stanoveni D-dimerii. Dvé aglutinace byly inhibovany po pfidani D-dimer specifické monoklonalni protilatky
MA-8D3, ale ne po pfidani nepfibuzné monoklonalni protilatky 1gGx (PAM-1). Z toho vyplyva, ze stanoveni
D-dimert nenfi citlivé k revmatoidnimu faktoru.

2. Reprodukovatelnost. Pro otestovani reprodukovatelnosti metody byly vybrany 3 vzorky plazem. Kazdy
vzorek byl otestovan 10 x béhem 3 dni. V pfipad¢€, ze vzorky vykazovaly pozitivni reakci, byly titrovany.
Vysledky shrnuje nésledujici tabulka:

Vzorek Mnozstvi D-dimerti Vysledek

normalni <0.25 ug/ml vSechny zkousSky negativni
stiedni 3.0 ug/ml titr vzdy 1:8
vysoké >16.0 ug/ml vzdy 1:64

3. Piesnost. Stanoveni D-dimerd bylo srovnano s jinym komeré¢né vyrabénym vhodnym D-dimer latexovym
testem. Pfi testovani 25 normalnich vzorkd davaly oba vyrobky negativni vysledky. Pfi testovani 30 plazem
pacientii ELISA testem a latexovym testem vykazovaly aglutinaci v latexovém testu viechny vzorky, které mély
v ELISA testu hladiny D-dimert vys$si nez 0.225 ug/ml.

VIII. OMEZENI

Negativni vysledek stanoveni D-dimert nevylucuje zcela trombozu. Negativni prediktivni hodnota pro pacienty
se suspektni hlubokou zilni trombozou (DVT) ¢inila u D-dimer setu Thromboscreen 94%. Pro stanoveni
diagnozy by se méla detekce zvySeného mnozstvi D-dimerti pouZit s ostatnimi klinickymi informacemi.
Aglutinace u vzorkll obsahujicich normalni mnozstvi D-dimerd mtze byt diisledkem nespecifity.

IX. KONROLA KVALITY

Pozitivni a negativni kontrolni plazmy by se mély pouzit pro kontrolu kazdého setu. Doporucuje se, aby jak
pozitivni, tak negativni plazma se testovaly vzdy pfi pouziti setu. Jestlize pozitivni nebo negativni kontrolni
plazma nedavaji o¢ekavané vysledky, ziskané vysledky vzorkt pacientl se nemohou pouzit.

X. POZNAMKY

1. Vysledky se udavaji jednak v D-dimerovych jednotkdch nebo v jednotkach ekvivalentnich fibrinogenu
(FEU), 0.001 ug/ml D-dimert odpovida asi 0.002 ug/ml FEU.

2. Nékteré komercni latexové testy maji niz§i senzitivitu nez je pozadovano. Pii stanoveni D-dimerd D-dimer
setem Thromboscreen je u nemocnych s hlubokou venozni trombozou 60-70% vzorkli pozitivnich, na rozdil
od jinych latexovych testii kde je frekvence pozitivnich vysledkt nizsi (5).



3. Maly pocet vzorkli po smichani s latexem déava bilé skrvny, které se nesmi zaménit s aglutinaci.

4. Kdyz se EDTA vzorky skladuji pfi pokojové teploté vice nez 4 hodiny pted testovanim, mohou vykazovat
nespecifické reakce.

5. U vzorku s vysokou koncentraci D-dimeri je aglutinace vyraznéjsi a objevi se velmi rychle.

6. Pryzové zatky od lahvicek s latexem a kontrolnimi plazmami by se po otevieni lahvicek mély vyhodit do
odpadu.



