SET na stanovenie D-Dimérov

LSUHRN A POUZITIE

D-dimér vznika proteolytickym Stiepenim fibrinogénu. Zvysené mnozstvo D-dimérov sa vyskytuje pri hlboke;j
zilnej trombdze (DVT), plucnej embolii (PE) a diseminovanej intravaskularnej koagulacii (DIC) (1-3). Hladina
D-dimérov stipa v priebehu tehotenstva, vysoké hladiny sa spajaju s komplikaciami (2).

Pri stanoveni D-dimérov sa pouziva monoklonalna protilatka, ktora je $pecificka pre fibrinovy D-dimér, nie
vSak pre fibrinogén alebo fibrin (3).Na stanovenie D-dimérov sa mozu pouzivat tiez vzorky sér, ktoré st vhodné
na stanovenie fibrinogén degradac¢nych produktov (FDP).

V sucasnosti neexistuje Ziaden medzinarodny Standard na stanoveniie D-dimérov.
Diagnostikum je ur¢ené pre profesionalne pouzitie in vitro.

II. REAGENCIE

A. D-dimér latexové diagnostikum, fl'asticka obsahuje suspenziu latexovych Castic, pokrytych monoklonalnou
protilatkou MA-8D3 namierenou proti D-diméru, a rozsuspendovanych v HEPES pufri pH 8.2 s 0.2 g/l azidu
sodného.

Uchovavanie pri +2 az +8°C.

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

Upozornenie: D-dimér latexové diagnostikum a izotonicky roztok NaCl obsahuju azid sodny. Azid sodny
mdbze byt toxicky pri poziti, d’alej pri kontakte s olovom alebo medou, v odpadovej instalacii mézu vznikat’
vysoko toxické a vybusné soli. K odstraneniu je potrebné pouzit’ velké mnozstvo oplachovej vody.

C. Pozitivna (+) D-dimér kontrolna plazma, lyofilizovana 'udska plazma obohatena fibrinovymi D-dimérmi
Uchovavanie pri +2 az +8 °C.

D. Negativna (-) D-dimér kontrolna plazma, lyofilizovana I'udska plazma.
Uchovévanie pri +2 az 8°C.

Upozornenie: Vsetky materidly, ktoré boli pouzité pri vyrobe D-dimér pozitivnej a D-dimér negativnej
kontrolnej plazmy boli vySetrené na nepritomnost’ HBsAg a anti-HIV podl’a doporucenych metod FDA. Vsetky
produkty vyrabané z l'udskej krvi vSak musia byt povazované za potencialne infekéné a pri manipulacii s nimi je
potrebné zachovavat’ predpisané podmienky bezpec¢nosti prace.

III. VZOROVY ODBER

Doporucuje sa citratovy antikoagulaény roztok. Moze sa tiez pouzit' plazma s heparinom alebo EDTA. Sérum
sa musi odoberat’ v pritomnosti fibrinolytického inhibitora (FDP skiimavky). Vzorky citratovych plaziem sa
uchovavaju pri +2 az +8°C a testujt sa do 4 hodin, alebo sa uchovavajt pri -20°C a testuji sa do 1 mesiaca po
odbere.

Pre EDTA plazmu viz poznamka 4.

IV. POSTUP

. Material - na 80 stanoveni

. D-dimér latexové diagnostikum, 1 fl'asticka 1.7 ml

. D-dimér pozitivna kontrolna plazma, 2 flasticky 0.2 ml

. D-dimér negativna kontrolna plazma, 2 flasticky 0.2 ml

. Pufrovany roztok NaCl, pH 7.3, 2 fTlasticky 8 ml

. Ty€inky na miesanie, 50 ty¢iniek, ktoré sa pred pouzitim rozpolia
. Testovacie karty, 16 testovacich kariet, kazda pre 6 vzoriek
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B. DalSie poZadované materialy

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

3. Skiimavky o objeme 3 ml

4. Stopky

C. Postup
1. FTasticky je potrebné pred pouZzitim zahriat’ na izbovu teplotu, najmenej 10 mintt.
2. Ku kazdej fTasticke s pozitivnou a negativnou plazmou sa prida 0.2 izotonického roztoku NaCl. Rozpustené
kontrolné plazmy sa uchovavaji 30 dni pri 4°C nebo -20°C.
Nezamrazovat viac ako jednenkrat. Viz poznamka 6.

3. Frasticka s latexom sa tesne pred pouzitim zamie$a opakovanym prevratenim po dobu 5 sekund. Viz
poznamka 6.

4. Kvalitativna metoda

4.1. Do krazku testovacej karty sa napipetuje po 20 ul vzorky, pozitivnej a negativnej kontroly.

4.2. Vedla kazdého kriizku sa napipetuje po 20 ul latexovej suspenzie.

4.3. Vzorka s latexom sa ty¢inkou rychlo zamieSa a zacne sa merat’ Cas.

4.4. Aglutinacia sa odc¢ita medzi 180 a 200 sekundou pocas kyvavého pohybu kartou. Pozitivna (+) alebo
negativna (-) aglutinicia sa porovnava s vysledkami, ktoré davaju kontroly. Pozitivna kontrola je iba
kvalitativna a nemala by sa d’alej riedit. Neaglutinovany latex znamena, ze vzorka je negativna a d’alSie
testovanie sa uz nevyzaduje.

5. Semikvantitativna metoda (robi sa iba u pozitivnych vzoriek)

5.1. V troch skimavkach sa pripravi 100 ul vzorky nariedenej pufrovanym roztokom NaCl v pomeroch 1:2, 1:4
al:8.

5.2. Na testovacej karte sa ozna¢i umiestnenie kazdého riedenia, vzorky sa zmieSaji s latexovou suspenziou
podl'a bodu 4.3.
Koncentracia D-dimérov se od¢ita z tabul’ky uvedenej vo vysledkoch.

V. VYSLEDKY
Aglutinacia, ktora sa objavi medzi 180 a 200 sekundou, znamena, ze vzorky obsahuju viac nez 0.25 ug/ml D-
dimérov. Testovanim série riedeni plazmy sa ziskaji semikvantitativne vysledky.

Mnozstvo D-dimérov (ug/ml)

ug/ml neriedeny 1:2 1:4 1:8

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

>2.0 + + + +

Musi sa pripravit’ d’alSie riedenie a testovat’ do tej doby, neZ sa ziska negativny vysledok.

Pri vys$Sej koncentracii D-dimérov je aglutinacia viac zretel'nd a objavi sa rychlejsie. Ak sa vysledky vyjadruja v
jednotkach zodpovedajucich jednotkam fibrinogénu (FEU) ndsobi sa mnozstvo D-dimérov v tabul’ke dvomi (tj.
<0.25 ug/ml D-dimérov dava <0.5 ug/ml FEU). Ako sa diskutuje v jednotlivych ¢&lankoch (4), niektoré
komeréné latexové testy nemaju pozadovanu citlivost, pokial’ sa porovnavaju s komerénym ELISA testom.

VL. VYKLAD VYSLEDKOV

U vzoriek obsahujtcich 0.25 ug/ml D-dimérov a viac sa aglutinacia objavi medzi 180 az 200 sekundou.
Priemerné mnozstvo D-dimérov u zdravej populacie je 0.008 - 0.135 ug/ml a neriedené plazmy zdravych
jedincov nevykazuju aglutinciu.

Ked’ sa neobjavi aglutinacia, je vyskyt trombozy nepravdepodobny. Negativna prediktivna hodnota stanovenia
D-dimérov pre trombozu je vysoka (5). PolCas rozpadu v krvnom obehu je asi 12 hodin. ZvySend hladina D-
dimérov moze preto pretrvavat’ nejaku dobu i po skonéeni aktivneho procesu.



Pocas klinickych $tadii zdravych jedincov, pacientov s flebograficky potvrdenou hlbokou zilnou tromboézou
(DVT), pacientov s diseminovanou intravaskularnou koagulaciou (DIC) a pacientov s pre-eklampsiou (Pre-EC)
boli ziskané tieto vysledky.

Viz poznamka 2.
Vysledky stanovenia D-dimérov"
Vzorky n - 1:1 1:2 1:4 >1:8
zdravi 101 100 13 - - -
DVT 48 3 10%* 7% 14 14
DIC 29 0 3 3 4 19
Pre-EC 6 2 1 3 - -

" symboly n a - oznacuju podet pacientov a negativne D-diméry

Titry udavaju stupen riedeni, v ktorom vzorky vykazuji aglutinaciu.

* aglutinacia bola inhibovana pridanim $pecifickej protilatky (0.2 mg/ml) MA-8D3 ale nebola inhibovana
nepribuznou protilatkou PAM-1.

VII. VLASTNOSTI

1. Specificita. Monoklonalna protilatka MA-8D3 pouzita v tejto metode je Ipecifickd pre D-dimér a bola
vybrana na zéklade vysledkov screeningovych metod pri selekcii hybridomov. Hybridom produkuje protilatku,
ktora reaguje s purifikovanym D-dimérom, ale nereaguje s celym fibrinogénom alebo D fragmentom
fibrinogénu., V pripade, ak je plazma v tomto teste nahradena inym analytikom, Ziadna krizova reakcia s
fibrinogénom alebo des-AA-fibrinogénom nebola popisana. Tak isto bola testovand plazma 16 pacientov s
reumatoidnou artritidou, pricom 14 z nich reagovalo negativne pri stanoveni D-dimérov. Po pridani D-dimér
$pecifickej monoklonalnej protilatky MA-8D3 boli inhibované dve aglutinacie, nie v§ak po pridani nepribuzne;j
monoklonalnej protilatky IgGy, (PAM-1). Z toho vyplyva, Ze stanovenie D-dimérov nie je citlivé k
reumatoidnému faktoru.

2. Reprodukovatel’nost’. Na otestovanie reprodukovatelnosti metody boli vybrané 3 vzorky plaziem. Kazda
vzorka bola otestovana 10 x pocas 3 dni. V pripade, ze vzorky vykazovali pozitivnu reakciu, boli titrované.
Vysledky zhriiuje nasledujuca tabulka:

Vzorka Mnozstvo D-dimérov Vysledok
Normalna <0.25 ug/ml vSetjky skisky negativne

Stredna 3.0 ug/ml titer vzdy 1:8

Vysoka >16.0 ug/ml vzdy 1:64

3. Presnost’. Stanovenie D-dimérov bolo porovnané inym komercne vyrabanym vhodnym D-dimér latexovym
testom. Pri testovani 25 normalnych vzoriek davali obidva vyrobky negativne vysledky. Pri testovani 30 plaziem
pacientov ELISA testom a latexovym testom vykazovali aglutinaciu v latexovom teste vSetky vzorky, ktoré mali
v ELISA teste hladiny D-dimérov vysSie nez 0.225 ug/ml.

VIII. OBMEDZENIA

Negativny vysledok stanovenia D-dimérov tromboézu celkom nevylucuje. Negativna prediktivna hodnota pre
pacientov so suspektnou hlbokou Zilnou trombozou (DVT) ¢inila u D-dimér setov Thromboscreen 94%. Pre
stanovenie diagndzy by sa mala detekcia zvySeného mnozstvo D-dimérov pouzit’ spolu s ostatnymi klinickymi
informaciami.

Aglutinacia u vzoriek obsahujicich normalne mnozstvo D-dimérov méze byt désledkom nesSpecificity.

IX. KONROLA KVALITY

Pozitivne a negativne kontrolné plazmy by sa mali pouzit’ na kontrolu kazdého setu. Doporucuje sa, aby sa ako
pozitivna, tak aj negativna plazma testovali vzdy pri pouziti setu. Ak vSak pozitivna alebo negativna kontrolna
plazma nedéavaju ocakavané vysledky, ziskané vysledky vzoriek pacientov sa nemdézu pouzit’.



X. POZNAMKY

1. Vysledky sa udavaju jednak v D-dimérovych jednotkach alebo v jednotkach ekvivalentnych fibrinogénu
(FEU), 0.001 ug/ml D-diméru zodpoveda asi 0.002 ug/ml FEU.

2. Niektoré komercné latexové testy maji nizSiu senzitivitu nez je pozadované. Pri stanoveni D-dimérov D-
dimér setom Thromboscreen je u chorych s hlbokou venéznou trombézou 60-70% vzoriek pozitivnych, na
rozdiel od inych latexovych testov kde je frekvencia pozitivnych vysledkov nizsia (5).

3. Maly pocet vzoriek po zmieSani s latexom déava biele $kvrny, ktoré sa nesmu zamenit’ s aglutinaciou.

4. Ked’ sa EDTA vzorky skladujt pri izbovej teplote viac nez 4 hodiny pred testovanim, mézu vykazovat’
nespecifické reakcie.

5. U vzoriek s vysokou koncentraciou D-dimérov je aglutinacia vyraznejSia a objavuje sa vel'mi rychlo.

6. Pryzové zatky od fTasticiek s latexom a kontrolnymi plazmami by sa po otvoreni fl'asti¢iek mali vyhodit’ do

odpadu.
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