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SOUHRN

Prace ovéfuje odolnost imunochemickych souprav pro stanoveni D-dimeru k plsobeni interferujicich slozek lidské
plazmy. Testované turbidimetrické soupravy Diagnostica Stago STA LIATEST DDi a jeji nova verze STA LIATEST
DDi Plus byly pouzity pro stanoveni koncentrace D-dimeru ve vzorcich s potvrzenou pritomnosti interferujicich
slozek. Jako referen¢ni metoda slouzila imunoanalyza na pevné fazi s promyvacim krokem a fluorimetrickou detekci
VIDAS® D-Dimer ExclusionTM. Ve skupiné 12 vzorku s interferujicimi slozkami testovanych soupravou STA LIATEST
DDi se faleSna pozitivita vyskytla 12krat, v paralelni skupiné testované soupravou STA LIATEST DDi Plus se fales-
na pozitivita vyskytla 4krat. Byla stanovena korelace obou turbidimetrickych LIA metod. V intervalu koncentraci
D-dimeru 70-12 000 g/l - FEU bylo dosazeno korela¢niho koeficientu R? = 0,9944. Pomoci kontrolnich vzork
byla stanovena preciznost méreni soupravy STA LIATEST DDi Plus v sérii i v ¢ase. V sérii bylo dosazeno varia¢niho
koeficientu na normalni hladiné 7,38 % a na patologické hladiné 1,61 %. Pri testovanim mezi sériemi bylo dosazeno
variacniho koeficientu na normalni hladiné 7,78 % a na patologické hladiné 2,16 %. Soupravu je mozZno pouzit pro
detekci D-dimeru az do 20 000 wg/l - FEU. STA LIATEST DDi Plus méa prokazatelné vyssi odolnost proti vlivu in-
terferujicich slozek nez stavajici souprava STA LIATEST DDi.
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SUMMARY

Marecek F., Zemanova M., Mejtska J., Cespivova D., Malikova ., Hrachovinova I.

Interference of blood plasma components in turbidimetric D-dimer estimation

Two immunoturbidimetric D-dimer assays were tested in terms of their resistance to plasma interferents. The
Diagnostica Stago products STA LIATEST DDi and its new version STA LIATEST D-Di Plus were used to detect D-dimer
concentrations in samples with confirmed presence of interferents. A solid phase immunoassay with fluorimetric
detection VIDAS® D-Dimer ExclusionTM was used as the reference method. In the group of 12 samples containing
interferents false positivity was detected in all 12 cases during testing with the STA LIATEST DDi kit. Results using
the STA LIATEST DDi Plus kit were falsely positive in 4 cases. A correlation study on plasma samples with a range
of 70-12000 ug/l - FEU was carried out. The coefficient of correlation between both assays was R? = 0.9944.
Precision studies of STA LIATEST DDi Plus were performed with the control samples on normal and pathological
level. Intra-assay precision (expressed as coefficient of variation) was 7.38% on normal and 1.61% on pathological
D-dimer levels. Inter-assay coefficient of variation values were 7.78% on the normal and 2.16% on the pathological
D-dimer levels. The working range of the D-dimer concentration of STA LIATEST DDi Plus is up to 20000 ug/I-FEU.
An increased resistance of the STA LIATEST DDi Plus to interferents was demonstrated.
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INTERFERENCE PRI STANOVENI D-DIMERU

uvop

D-dimer (DDim) vznika plazminolyzou stabilizo-
vaného fibrinu. Pfitomnost DDim v plazmé dokazuje
probihajici fibrinolyzu, které predchazel vznik stabili-
zovaného fibrinu. Vysoka koncentrace DDim doprovazi
hyperkoagulacni stavy. Nizka koncentrace DDim je
diferencidlné diagnostickym znakem pro vylouceni
hluboké zilni trombdzy nebo plicni embolie. Znalost
koncentrace DDim je dtileZitd i pro pfedchazeni vzni-
ku diseminované intravaskularni koagulopatie (DIC)
a pro monitorovani antikoagula¢ni 1écby. DDim je
stanovovan riznymi imunochemickymi technikami.
Mezinarodni standard DDim neexistuje. Vysledky je-
ho stanoveni se nejcastéji vyjadruji koncentraci FEU
(Fibrinogen Equivalent Units). FEU je definovana jako
dvojnasobek stanovené koncentrace DDim, protoze
jedna molekula DDim odpovida dvéma molekuldm
fibrinogenu, ze kterych vznikla. Jako cut-off hodnota
pro vylouceni diagnézy hluboké zilni trombdzy a plicni
embolie se uvadi koncentrace 500 pg/l - FEU.

Vyznamnym zdrojem analytickych chyb imunoche-
mickych metod je vyskyt interferujicich slozek (,,interfe-
rentll“) ve vzorku, tzv. matricovy efekt [1-4]. Matricovy
efekt ma charakter interakce slozky plazmy nebo séra
konkrétniho pacienta s urcitou slozkou diagnostické
soupravy. Jiné vzorky zpracuje dana diagnosticka sou-
prava zcela bezchybné. Pii pouziti jiné diagnostické
soupravy se udaného vzorku efekt interference nemusi
projevit. Nebezpeci interference spoc¢iva v moznosti zcela
mylné informace o hladiné analytu ve vzorku. Dilezité
interferenty jsou lidské imunoglobuliny (Ig) s nizkou
vazebnou afinitou (tzv. heterofilni protilatky), které
vznikaji béhem imunitni odpovédi a reaguji s Fc frag-
menty Sirokého spektra pritomnych Ig. Vyskytuji se ve
vSech tfidach, ale nejcastéjijako IgM a tvoti podstatnou
¢ast revmatoidnich faktor@. Dalsi kategorii interfe-
rentl jsou endogenni protilatky proti diagnostickym
proteiniim (human anti-mouse antibodies - HAMA).
Koncentrace interferujicich slozek se mtize v Case ménit.
Samostatnym problémem imunochemickych metod
je vyskyt efektu z nadbytku antigenu (high dose hook
effect). Na pfitomnost interferentdl jsou citlivé zejmé-
na metody homogenni imunoanalyzy, napf. latexova
aglutinace s turbidimetrickou detekci (Latex Immnuno
Assay - LIA). Pro odhaleni interference je vhodnd analyza
fedéného vzorku, nebo konfirmacni test v jiném imu-
nochemickém systému - nejlépe s protilatkou kotvenou
na pevnou fazi a s promyvacim krokem, tj. heterogenni
imunoanalyza. Firma Diagnostica Stago dlouhodobé
dodava LIA soupravu pro turbidimetrické stanoveni
DDim (STA LIATEST DDi katalogové ¢islo 00515, dale jen
LIA515). Podle idajti vyrobce ma tato souprava jen ome-

zenou odolnost k nékterym interferentim [5]. Stejna
firma uvedla v roce 2014 na ¢esky trh novou LIA soupravu
pro turbidimetrické stanoveni DDim (STA LIATEST DDi
Plus katalogové ¢islo 00662, dale jen LIA662), se zvySenou
mirou odolnosti k interferentim [6].

Cilem prace bylo zjistit skute¢nou odolnost k ptiso-
beni interferentl u nové soupravy LIA662 ve srovnani
s dosud uzivanou LIA515. Dale byl stanoven stupeti ko-
relace vysledkl ptiuziti obou souprav a byly stanoveny
zakladni chemometrické parametry nové soupravy.

Biologické vzorKky s interferenty

Soubor vhodny pro tcely testovani vlivu interferuji-
cich sloZek plazmy na turbidimetrickou LIA diagnostiku
tvorilo 12 pacientd (5 muZzii a7 Zen) ve véku od 23 do 77 let.
Spole¢nym znakem této skupiny bylo anomalni chovani
jejich plazmy v pribéhu pfedchozich imunochemickych
testli. Pfi pouziti soupravy LIA515 byla stanovena velmi
vysoka hladina DDim (v nékterych pfipadech az nad
20 000 pg/1-FEU), ale v referen¢nim imunochemickém
testu (popis viz Metody a material) byla hladina DDim
normalni nebo jen ¢astecné zvySend. Laboratorni ndlez
ziskany pomoci LIAS515 (vyrazné zvySeni DDim) byl v roz-
poru s klinickym stavem pacientii, ktery nesvédcil pro
vyraznou hyperfibrinolyzu. Protichidné vysledky lze vy-
svétlit pfitomnosti interferujicich slozek v testovanych
vzorcich, které specificky ovliviiuji soupravu LIA515.

Biologické vzorky bez interferentii

Pro Gcely stanoveni miry korelace vysledkli obou
turbidimetrickych souprav bylo testovano 29 ndhodné
vybranych vzorké plazmy s koncentraci DDim 70 az
12 000 pg/l - FEU.

Zpracovani biologickych vzorku

Biologické vzorky byly ziskdny s informovanym
souhlasem pacienta. K odbéru periferni krve byl pouzit
uzavieny odbérovy systém Sarstedt Monovette s 0,109
M citratem sodnym (Sarstedt, Niirmbrecht, Némecko).
Plna krev byla bezprostfedné po odbéru odstfedéna
(2100 g/30 minut). Plazma byla rozdélena na alikvotni
vzorky po 400 pl. Tyto alikvotni vzorky byly pfed testo-
vanim skladovany pfi teploté nizsi nez -70 °C.

METODY A MATERIAL

Testované soupravy LIA662 a LIA515 byly zpracovany
na koagulacnim analyzatoru Diagnostica Stago STA-R
s moznosti turbidimertické detekce. Analytické para-
metry obou LIA souprav stanovené vyrobcem shrnuje
tabulka 1. Ve vétSiné parametrii se obé soupravy shoduji.
Deklarovana je vSak vyrazneé vyssi odolnost LIA662 proti
revmatoidnimu faktoru a HAMA. Odolnost k protilatkam
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Tab.1 Parametry LIA souprav pro turbidimetrické stanoveni D-dimeru (DDim) STA LIATEST DDi (LIA 515) a STA LIATEST DDi Plus (LIA 662)

32

deklarované vyrobcem [5, 6]

Nazev Stago STA LIATEST DDi STA LIATEST DDi Plus
Nazev v textu (LIA515) (LIA662)
Katalogové cislo 00515 00662

Mez detekce 270 ug/! - FEU 270 ug/I - FEU

Pracovni rozsah

270-4 000 ng/! - FEU, s automatickym
Fedénim 270-20 000 ug/ml - FEU

270-4 000 ng/! - FEU, s automatickym
Fedénim 270-20 000 ug/ml - FEU

,hook effect”

nevyskytoval se ani pfi hladiné DDim
50 0000 ug/I - FEU

nevyskytoval se ani pfi hladiné
DDim 50 0000 ug/! - FEU

Mira korelace

R?=0,998 (kat. ¢. 00662 a kat. ¢. 00515)

CV (%) Normalni vzorek v sérii

CV (%) Patologicky vzorek v sérii

CV (%) Normalni vzorek mezi sériemi

CV (%) Patologicky vzorek mezi sériemi

73 7.2
39 33
6,3 6,5
21 24

Odolnost k revmatoidnimu faktoru

Pritomnost revmatoidniho faktoru > 50 IU / ml
méze zpUsobit nadhodnoceni hladiny DDim.

Pritomnost revmatoidniho faktoru > 1000 IU/m
mUze zpUsobit nadhodnoceni hladiny DDim.

Odolnost k anti-BSA a HAMA

Test neni odolny proti anti-BSA Ig ani proti
HAMA.

Test neni odolny proti anti-BSA Ig, je odolny
proti HAMA.

Odolnost k dal$im interferentiim

Odolnosti proti interferencim vlivem pritomnosti hemoglobinu, lipidd, bilirubinu, heparinu
a LMWH jsou u obou souprav identické: odolnost proti hemoglobinu do 2 g/I; Odolnost proti
konjugovanému bilirubinu do 290 mg/!; proti nekonjugovanému bilirubinu do 200 mg/!; proti
nefrakcionovanému heparinu do 2 IU/ml; proti nizkomolekularnimu heparinu do 2 IU anti-Xa/ml.

proti hovézimu sérovému albuminu (BSA) deklarovana
neni|5, 6]. Vyrobcem obou LIA souprav i koagulacniho
analyzatoru je Diagnostica Stago, Francie. Pro tcely
stanoveni analytickych parametrii soupravy LIA662 byly
pouzity kontrolni plazmy na normalni (N) a patologické
(P) hladiné (Diagnostica Stago STA Liatest Control N + P,
kat. ¢. 00526), vyrobce Diagnostica Stago, Francie.

Vysledky obou LIA metod byly srovnavany s vysledky
referen¢ni metody pracujiciv systému Enzyme-Linked
Fluorescence Immuno Assay (dale jen ELFIA). ELFIA
je sendvicova imunoanalyza s protilatkou kotvenou
na pevné fazi a obsahuje promyvaci krok. Vzhledem
k heterogennimu usporadani ma ELFIA vyssi odolnost
k vliviim interferentti neZ LIA. PouZitd ELFIA soupra-
va BioMérieux VIDAS® D-Dimer Exclusion II™ (kat.
€. 30 455) byla zpracovana na analyzatoru s fluorimet-
rickou detekci MiniVIDAS. Kontrolni i kalibra¢ni ma-
teridl byl soucasti soupravy. Vyrobce ELFIA soupravy
ianalyzatoru MiniVIDAS je firma BioMérieux, Francie.

Koncentrace DDim stanovené obéma LIA soupra-
vami i referen¢ni ELFIA metodou jsou vyjadfeny jako
ug/1-FEU. Jako cut-off hodnotu jsme v této praci pouzili
koncentraci 600 pg/l1- FEU.

Korela¢ni zavislost byla vypoctena a graf vytvo-
fen s pouzitim software Microsoft Excell, varia¢ni
koeficienty a primeéry se smérodatnou odchylkou byly
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spocteny s pouzitim béZzného ru¢niho kalkulatoru se
statistickymi funkcemi.

VYSLEDKY

Odolnost viici matricovému efektu

Ve vzorcich plazmy s obsahem interferujicich slozek
byla stanovena koncentrace DDim. Vysledky dosazené
soupravami LIA515 a LIA662 byly porovnavany s vysled-
ky referen¢ni metody ELFIA. Vzhledem k neexistenci
mezinarodniho standardu DDim jsou diagnostické
soupravy kalibrovany pomoci interniho standardu
prislusného vyrobce. Nelze proto srovnavat stanove-
né koncentrace DDim absolutné. Lze vSak srovnavat
shodu vysledku vyjadfeného jako pozitivni/negativni
nalez pii uziti kritéria cut-off. Pomoci grafu (obr. 1. a
obr. 2.) 1ze rozli$it tfi skupiny vysledki:
I. skupina (vzorky 1-8) - shoda vysledkdi LIA662
s referencni ELFIA, vysledky LIA515 jsou fale$né po-
zitivni.
I1. skupina (vzorky 9-10) - vysledky LIA662 i LIA515
jsou ve srovnani s referencni ELFIA faleSné pozitivni,
nicméné vysledek LIAG62 je vyrazné méné ovlivnén,
nez vysledek LIA 515.
I11. skupina (vzorky 11-12) - v této skupiné doslo k fales-
né pozitivnim vysledk@im pfi pouziti LIA515 i LIA662.
Mira vychyleni je priblizné stejna.
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Korelace vysledkii stanovenych pomoci soupravy
LIAS515 a LIA662

Bylo provedeno paralelni stanoveni koncentrace DDim
u 29 pacientskych vzorkli soupravami LIA515 a LIAGG2.
Stanovené koncentrace DDim lezely v intervalu 70 az
12 000 pg/1 - FEU. Byla vypoctena korelace vysledkii pro
cely soubor stanovenych koncentraci. V souboru hodnot
od 70 do 12 000 pg/1 - FEU byla linearni zavislost po-
psana rovnici y = 0,9838x + 11,375. Korela¢ni koeficient
R2=0,9944 (obr. 3). Pokud byly k vypoctu korela¢niho
koeficientu pouzity pouze hodnoty lezici v oblasti nad
600 pg/l - FEU (17 vzork®) byla Korelace jesté tésnéjsi
(R*=0,9952).

Analytické parametry soupravy LIA662

Pomoci soupravy LIA662 byla opakované stanovena
koncentrace DDim v kontrolni plazmé na N a P hladiné.
VSechny zméfené hodnoty (v€etné intervalu nejistoty
méteni) lezely ve vyrobcem deklarovanych mezich.
Analyticka kvalita soupravy LIA662 byla testovana
stanovenim variacniho koeficientu (VK) metody v sérii
a mezi sériemi (tab. 2, tab. 3).

LIA s turbidimetrickou detekci je analytickd metoda
vhodna pro rutinni analyzatory. Relativni jednodu-
chost metody je vykoupena nevyhodami homogenni
imunochemické analyzy. Riziko pfitomnosti interfe-
rentu je stalé a bylo divodem k otestovani skutecné
robustnosti zavadéné soupravy LIA662. Pfi testu 12
vzorkil s obsahem interferujici slozky dosud uzivanou
soupravou LIA515 bylo (ve srovnani s referen¢ni me-
todou ELFIA) vSech 12 vysledki falesné pozitivnich.
Pfi testu soupravou LIA662 byly faleSné pozitivni jen
4 vysledky, zbytek byl stanoven ve shodé s referencni
metodou. Z toho ve dvou pfipadech bylo vychyleni
vysledku soupravy LIA662 vyrazné nizsi (4-5krat), nez
vychyleni vysledku soupravy LIA515. Ve zbyvajicich
dvou piipadech bylo vychyleni vysledku u obou LIA sou-
prav srovnatelné. Dlivodem pretrvavajiciho faleSného
nadhodnoceni koncentrace DDim soupravou LIA662
u Casti vzorki je zfejmé pritomnost interferentu, kte-
ry neni eliminovan slozkami reakéniho pufru (napft.
protilatky k BSA).

Vyrobce deklaruje velmi tésnou korelaci diagnostic-
kych souprav LIA515 a LIAG62. Z provedené Korelacni stu-
die plyne, Ze v celém koncentra¢nim rozsahu testovanych
vzorkil (70-12000 pg/1 - FEU) bylo dosazeno korelaéniho
koeficientu R*=0,9944. V oblasti patologickych koncen-
traci DDim (500-12 000 pg/1 - FEU) je dosaZeny korelac¢ni
koeficient R?=0,9952. Korelace obou metod je proto velmi
dobra. Nahrazeni soupravy LIA515 novou, robustnéjsi,

Koncentrace DDim

1 2 3 4 5 ] 7 g £l 0 11 12
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Obr. 1 Matricovy efekt plazmy pfi turbidimetrickém stanoveni D-dimeru
(DDim) soupravou STA LIATEST DDi (LIA 515) a soupravou STA
LIATEST DDi Plus (LIA 662)

Referen¢ni metoda ELFIA VIDAS® D-Dimer Exclusion™ (ELFIA).
Vysledky zobrazeny az do maxima pracovniho rozsahu obou
souprav (20000 ug/ml - FEU). Vzorky 1-8 fale$na pozitivita
vysledk( STA LIATEST DDi (LIA 515), vzorky 9-12 falesna
pozitivita vysledkd STA LIATEST DDi (LIA 515) i STA LIATEST
DDi Plus (LIA 662).
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Obr. 2 Matricovy efekt plazmy pfi turbidimetrickém stanoveni
D-dimeru (DDim) soupravou STA LIATEST DDi (LIA 515)
a soupravou STA LIATEST DDi Plus (LIA 662)
Detail vysledkd z obrazku 1v oblasti rozlisovaci meze (600 ug/!
- FEU). Referen¢ni metoda ELFIA VIDAS® D-Dimer Exclusion™
(ELFIA). Vzorky 1-8 fale$na pozitivita vysledku STA LIATEST
DDi (LIA 515), vzorky 9-12 fale$na pozitivita vysledkd STA
LIATEST DDi (LIA 515) i STA LIATEST DDi Plus (LIA 662).

LIA662 by nemélo vyvolat skokovou zménu a umoznuje
zachovani kontinuity vydavanych vysledki.

Chemometrické parametry soupravy LIA662 od-
povidaji idajim deklarovanym v pfibalovém letaku.
Vyrobek je mozno pouzit pro detekci DDim az do 20 000
ug/l - FEU. Byly stanoveny velmi dobré hodnoty VK
v oblasti patologickych hodnot, hodnoty VK v oblasti
normalu jsou vyss$i. Fyziologicka koncentrace DDim
v plazmeé je podstatné nizsi, nez jeho koncentrace
pri vyraznych patologiich. Tomu odpovida i vyssi
VK v oblasti nizkych, tj. fyziologickych hladin DDim
(71.
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Tab. 2 Preciznost méfeni koncentrace D-dimeru (DDim) v sérii - opakovatelnost

Normalni hodnoty

Koncentrace DDim Varia¢ni koeficient

Patologické hodnoty

Koncentrace DDIim Varia¢ni koeficient

prameér + SD (ug/l) VK (%)

primér  SD (ua/l) VK (%)

234 £27 11,9

21025 £ 33 1,6

Souprava STA LIATEST DDi Plus (LIA 662). Kontrolni material: Diagnostica Stago STA System Control N+P, 3arze 110832. Deklarovany interval N: 100-500 ug/I - FEU, deklarovany interval P:

1800-2 700 ng/! - FEU. Méfeno v sérii, 20krat na hladiné N a 20krat na hladiné P.

Tab. 3 Preciznost méfeni koncentrace D-dimeru (DDim) v ¢ase - mezilehla preciznost

Normalni hodnoty

Koncentrace DDIim Variacni koeficient

Patologické hodnoty

Koncentrace DDIim Variacni koeficient

pramér + SD (ug/l) VK (%)

pramér + SD (ug/l VK (%)

230 £18 7.8

2125+ 46 22

Souprava STA LIATEST DDi Plus (LIA 662). Kontrolni material: Diagnostica Stago STA Liatest Control N+P, 3arze 110832. Deklarovany interval N: 100-500 ug/| - FEU, deklarovany interval P:
1800-2 700 ug/l - FEU. MéFeno 4krat mezi sériemi, celkovy pocet méfeni 51krat na hladiné N a 51krat na hladiné P.
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Obr. 3 Korelace vysledk LIA souprav pro turbidimetrické stanoveni
D-dimeru (DDim) STA LIATEST DDi (LIA 515) a STA LIATEST
DDi Plus (LIA 662) v intervalu koncentrace DDim 70-12 000
ug/! - FEU

ZAVER

Provedend analyza skupiny archivovanych vzork{
s interferentem potvrzuje moznost vzniku fale$né po-
zitivniho vysledku pfi pouziti soupravy LIA515, Ziskana
data naopak potvrzuji, ze souprava LIA662 ma vyssi
odolnost proti revmatoidnim faktorim (tato odolnost
ale neni absolutni). Pouziti nové soupravy snizuje
moznost vyskytu fale$né pozitivity, tj. snizuje se prav-
dépodobnost vyskytu analytické chyby. Piinos odolnéjsi
soupravy pro kvalitu stanoveni DDim je zfejmy.
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