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Contemporary diagnostic determination of D-dimer plasma
concentration
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SOUHRN: V soucasnosti neexistuje jednotny konsenzus ohledné jednotek pro vyjadreni laboratornich vysledkd D-dimer( jako jednoho ze
specifickych fibrin(ogen) degradacnich produktd (FDP). V odborné verejnosti se ¢asto fesi otdzka, v jakych jednotkach tento marker odbouravani
fibrinu vydavat, resp. jakou pouzit diagnostickou soupravu, jelikoz rdizni vyrobci pouzivaji rGzné jednotky méreni. Jedna se omg/l FEU nebomg/I
DDim navazané na rdzné kalibratory. Provedli jsme srovnavaci pilotni studii plazmatické koncentrace D-dimerd ve dvou bézné pouzivanych
jednotkach:mg/I FEU (fibrinogen ekvivalentnijednotky) amg/I DDim (DDim, DDU jednotky). Vysledky byly ziskdny imunoturbidimetrickym mérenim
pfi uziti dvou rliznych diagnostickych souprav — jedna kalibrovana vmg/I DDim a druha vmg/I FEU. Obé soupravy pro méfeni D-dimerd pochazely
od stejného vyrobce a vyuzivaly princip méfeni LIA vysoce citlivou metodou s certifikaci pro klinické vylouc¢eni DVT a PE. Do souboru bylo zahrnuto
65 vzorkd plazmy dospélych pacientd (bez rozliseni pohlavi, véku a diagnézy), u nichz byly porovnany namérené koncentrace D-dimer(i obéma
diagnostickymi soupravami. Primarné a rutinné jsme pouzili soupravu kalibrovanou vmg/l DDim. Stejné vzorky plazmy byly nasledné zméreny
pomoci dalsi diagnostické soupravy kalibrované v jinych méficich jednotkach - vmg/l FEU. Namérena priimérna koncentrace byla 0,524 mg/| DDim
(SD =1,066) a ve fibrinogen ekvivalentnich jednotkach 1,598 mg/I FEU (SD = 3,315). Ze statistického zpracovani dat pomoci neparametrické Passing-
Bablok regrese vyplyva, Ze vztah mezi obéma jednotkami neni dvojnasobny, jak bylo dfive nékdy obecné prezentovano v literature a v povédomi
odborné verejnosti, ale ve skute¢nosti mize byt az trojnasobny. Vysledky namérené rliznymi testy, tj. bez ndvaznosti kalibrator(, nelze tedy nikterak
Ciselné porovnavat. Doporucuje se pouzivat vzdy jednu validovanou metodu s definovanym cut-off stanovenym vyrobcem.

KLICOVA SLOVA: D-dimery - hluboka Zilni trombéza — diseminovana intravaskularni koagulopatie — FEU (fibrinogen ekvivalentni jednotky) -
fibrin(ogen) degrada¢ni produkty - LIA (Latex Immuno Assay) — plicni embolie - DDim (jednotky vyjadiené vmg/l DDim)

SUMMARY: There is currently no unified consensus regarding the units used for reporting laboratory results of D-dimers as a specific fibrin(ogen)
degradation product (FDP). Within the professional community, there is ongoing discussion about which units should be used to report this
marker of fibrin degradation, as well as which diagnostic assay should be applied, since different manufacturers use different measurement
units. These include mg/L FEU and mg/L D-Dimer (DDU), each linked to different calibrators. We conducted a pilot comparative study of plasma
D-dimer concentrations expressed in two commonly used units:mg/L FEU (fibrinogen equivalent units) and mg/L D-Dimer (DDU). The results
were obtained using immunoturbidimetric measurement with two different diagnostic assays — one calibrated inmg/L D-Dimer and the
other inmg/L FEU. Both D-dimer kits were provided by the same manufacturer and were based on the latex-enhanced immunoassay (LIA)
principle using a highly sensitive method certified for the clinical exclusion of deep vein thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE).
A total of 65 plasma samples collected from adult patients (without stratification by sex, age, or diagnosis) were included in the study. D-dimer
concentrations measured by both diagnostic assays were compared. The assay calibrated inmg/L D-Dimer was used as the primary routine
method. The same plasma samples were subsequently analysed using the second diagnostic assay calibrated in mg/L FEU. The mean measured
concentration was 0.524 mg/L D-Dimer (SD = 1.066) and 1.598 mg/L FEU (SD = 3.315). Statistical analysis using non-parametric Passing-Bablok
regression demonstrated that the relationship between the two units is not simply twofold, as has sometimes been generally reported in the
literature and assumed in clinical practice, but may in fact be up to threefold. Therefore, results obtained using different assays - i.e., without
traceability to common calibrators, cannot be directly numerically compared. It is recommended to consistently use a single validated method
with a manufacturer defined cut-off value.

KEY WORDS: D-dimers — deep venous thrombosis — disseminated intravascular coagulopathy - FEU (fibrinogen equivalent units) - fibrinolysis
and fibrin degradation products - LIA (Latex Imuno Assay) — pulmonary embolism - DDim (units:mg/| DDU)
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UVOD

D-dimery jsou specifické proteolytické
fragmenty vznikajici pfi degradaci sta-
bilizovaného fibrinu v krevni sraze-
niné za Ucasti aktivovaného plazminu.
Jsou povazovany za marker trombotic-
kych stavd, pficemz jejich zvysena kon-
centrace muze indikovat pfitomnost jiz
vzniklého trombu v cévnim fecisti [1].
Na druhou stranu vsak pozitivni vysle-
dek muze ¢asto odhalit i poruchu od-
bourdvani D-dimeru pfi dalsich hyper-
koagulacnich stavech, napf. pfi Urazu,
jaternich, malignich, hematoonkologic-
kych, zanétlivych, infekénich, septickych
a dalsich reaktivnich stavech spojenych
s aktivaci koagulace (v¢. gravidity). D-
-dimery maji charakter nespecifického
zanétlivéeho markeru, proto jsou casto
mirné zvyseny u starSich chronicky ne-
mocnych a polymorbidnich pacientd,
ale napft. také u téhotnych Zen apod.
V nedavné dobé byly D-dimery po-
psany také jako diagnosticky a prognos-
ticky marker u pacient s onemocnénim
COVID-19, a to v souvislosti se vznikem
mikrotrombl pfi aktivované hemo-
stdze s vyraznou koagulopatii a ¢asto ex-
trémné vysokymi vysledky fibrin(ogen)
degradacnich produktl. Nejvétsi pfi-
nos méreni D-dimer( vsak spociva v ru-
tinni diagnostice pro vylouceni akutnich
stavll — hluboké zilni trombdzy (DVT),
plicni embolie (PE) nebo diseminované
intravaskuldrni koagulopatie (DIC). Kva-
litné zméfeny vysledek - tj. vysledek mé-
feni testem s vysokou negativni pre-
diktivni hodnotou (96-100 %) prinasi
diagnosticky cennou hodnotu v moz-
nosti ptimého vylou¢eni DVT, PE nebo
DIC bez pozadovani dalsich ndkladnych
zobrazovacich vysetieni. D-dimery Ize
vyuzit téz jako vhodny laboratorni mar-
ker ke sledovéani a monitoraci lécby pa-
cienta po prodélaném tromboembolic-
kém onemocnéni. Protoze v soucasnosti
nepanuje jednotny nazor na vyjadio-
vani laboratornich vysledkd stanoveni
koncentrace D-dimer( jako jednoho ze
specifickych fibrin(ogen) degradacnich
produkt( (FDP), je v odborné verejnosti
Casto feSena otdzka, v jakych jednot-
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souprav DD HS.

Diagnosticka souprava
DD HS (kalibrator v mg/l DDim)
DD HS 500 (kalibrator v mg/I FEU)

Tab. 1. Specifita a senzitivita porovnavanych diagnostickych

Specifita (%) Senzitivita %
46,8 100
42,3 100

kach tento marker odbourdvani fibrinu
vyddavat a jakou pouzit diagnostickou
soupravu.

Cilem této studie bylo vzajemné po-
rovnani stanoveni plazmatické koncen-
trace D-dimerU ve dvou bézné pouziva-
nych jednotkdch:mg/I FEU (fibrinogen
ekvivalentni jednotky) amg/l DDim
(DDim, DDU jednotkach). Méfeni vmg/I
DDU udéva skute¢né namérenou hod-
notu fragment( D-dimer(, zatimco mg/I
FEU udéava hodnotu D-dimer( relativné
k fibrinogenu.

METODIKA

Pro srovnéni byly pouzity dvé LIA dia-
gnostické soupravy vyrobce Instrumen-
tation Laboratory (tab. 1). Obé metody
vyuzivaly princip latexové imunoturbi-
dimetrie (LIA) - soupravy maiji certifikaci
vysoké senzitivity na DVT a PE kolem
100 %. Imunoturbidimetrické méfeni
probihalo na automatickém koagulome-
tru ACLTOP 550 CTS.

Charakteristika testovaného
souboru

V desetidenni studii bylo pouZito 65 na-
hodné vybranych vzorkd plazmy od do-
spélych pacientl s rutinné indikovanym
vysetfenim na D-dimery. Vzorky bez
udané diagnozy byly zaslepeny, pomér
mezi pohlavim ani vék nebyl znam.
Jednalo se pouze o standardni cers-
tvé vzorky plazmy bez viditelnych zna-
mek srazeniny, lipémie, hemolyzy a ik-
teru. Diagndzy k potvrzeni DVT nebo PE
nebyly zndmé. Ve studii se nevyskytly
zadné odlehlé hodnoty.

Preanalyticka faze

Vzorky krve byly standardné ode-
brany dle platnych doporuéeni CHS CLS
JEP [2]. Byl pouzit uzavieny odbérovy

systém Greiner Bio-One typ Vacuette’
s citrdtem sodnym 3,2%. Po jemném
promichani byly zkumavky standardné
centrifugovany 15 min pfi 2 5009 a byla
ziskdna plazma chudd na desticky
(PLT < 10x10%/1).

Setrné provedeny odbér plné krve ma
byt proveden s uvolnénym turniketem,
vpich nesmi byt opakovany, traumaticky
a nesmi nasledovat po i.m. injekci.

Analyticka faze

Méfeni obéma metodami byla prove-
dena na automatickém koagulometru
ACL TOP 550 CTS (Instrumentation La-
boratory - IL) pomoci 2 diagnostickych
souprav Hemosil® IL: D-Dimer HS (pou-
Zité cut-off 0,230 mg/I DDim) a Hemo-
sil° IL: D-Dimer HS 500 (pouzité cut-off
0,500 mg/l FEU). Hlavni slozku dia-
gnostika pfedstavuje latexova reagen-
cie D-dimer HS, tj. suspenze polysty-
renovych latexovych ¢astic jednotné
velikosti, které jsou pokryty fragmen-
tem F (ab’)2 monoklonalni protildtky
(MA-8D3) vysoce specifické pro epitop D
podjednotky D-dimerd v rozpustnych
derivatech fibrinu. Pouziti fragmentu F
(ab’)2 umozniuje specifictéjsi detekci
D-dimeru pfi vylouceni interference
s nékterymi endogennimi faktory, napf.
revmatoidnim faktorem. Po smichéani
krevni plazmy obsahujici D-dimer s la-
texovou reagencii a reakénim pufrem
ze soupravy dojde k aglutinaci mono-
klonalni protilatkou pokrytych latexo-
vych ¢&astic [3,4]. Zeslabeni intenzity pa-
prsku svétla v infracervené oblasti pfi
671 nm po prichodu imunokomplexem
(zdkalem) je pfimo umérné koncentraci
D-dimer( v méreném vzorku plazmy.
Pfi takto vysoké vinové délce jsou potla-
ceny bézné optické interference (HIL -
hemolyza, ikterus, lipémie) na minimum.
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Proménna

Hemosil® D-dimer HS (mg/I DDim)
Hemosil® D-dimer HS 500 (mg/I FEU)

Tab. 2. Vysledky deskriptivni statistiky.

Vysledky deskriptivni statistiky

n pramér median
65 0,524 0,172
65 1,598 0,539

min. max. SD
0,003 5,73 1,066
0,098 17,412 3,315

Vzhledem k rGznym sloZenim latexo-
vych souprav na trhu (riizné kalibratory,
odlisné monoklonalni protilatky atd.)
neexistuje doposud jednotny mezina-
rodni standard ISTH (International So-
ciety of Thrombosis and Haemostasis)
pro navazani kalibratori a pro harmo-
nizaci riznych metodik stanoveni D-di-
merU v plazmé [5-7].

Statisticka analyza

Vysledky byly vyjadieny ve formé de-
skriptivni statistiky jako median, prd-
mér, minimum/maximum (min./max.),
smérodatné odchylky (SD) a hodnoceny
pomoci Pearsonova korela¢niho koefi-
cientu. Ve studii nebyla testovéana podmi-
nénd pravdépodobnost, proto nebyla pro
hodnoceni pouzitd tzv. Bayesova véta,
toto statistické vyhodnoceni by predpo-
kladalo znalost diagnézy a jeji klinické
potvrzeni dalsimi zobrazovacimi meto-
dami atd. Pro statistické vyhodnoceni
byla pouZita Passing-Bablokova regrese
jako zakladni metoda robustni statistiky
pro neparametrickou regresni analyzu.
Pro testovani linearity dat byl pouzit Kol-
mogorov-Smirnov CUSUM test (Statistica,
Dell, USA). Bland-Altman plot byl vytvo-
fen pomoci softwaru MedCalc” Statistical
Software version 20.010 (MedCalc Soft-
ware Ltd, Ostend, Belgium).

VYSLEDKY

Bylo analyzovano 65 vzorkd citratové
plazmy. Prdmérna koncentrace D-di-
merd méfend metodou kalibrovanou
vmg/l DDim byla 0,524 mg/l, zatimco
u metody kalibrované vmg/l FEU byla
priimérna koncentrace 1,598 mg/l FEU.
Intercept u Passing-Bablokovy regrese
95% Cl = -0,01264-0,04831; Slope: 95%
Cl=2,925-3,288.

Statistické zpracovani ukdazalo, ze
vztah mezi témito dvéma jednotkami
muze byt i trojnasobny, nikoliv dvojna-
sobny, jak byva nékdy neodborné uva-
déno (vliv maji matrix vzorku, pouzita
metoda, vlastnosti kalibratoru).

V souboru se vyskytly u 14 % vysledka
primarné diskrepantni vysledky méfeni,
kdy metodou kalibrovanou v mg/l DDim
byly vysledky dle cut-off metody hodno-
ceny jako negativni a metodou vmg/I
FEU jako mirné pozitivni.

PFi pouziti obou souprav bylo do-
sazeno vysoké korelace (r* = 0,9789)
a vztah mezi obéma metodami byl
linearni.

Zéakladni statistické Udaje jsou uve-
deny v tab. 2.

Prdmérna koncentrace ze viech mé-
fenibyla 0,524 mg/I DDim a ve fibrinogen
ekvivalentnich jednotkach 1,598 mg/I
FEU. Pomoci Kolmogorov-Smirnova
CUSUM testu nebyla zamitnuta hypo-
téza linearity, tj. Ize se domnivat, Zze vztah
mezi vysledky obou metod je linedrni.
Ze statistického zpracovani pomoci
Passing-Bablok regrese vychazi vztah
mezi obéma jednotkami méfeni D-di-
mer( az trojndsobny (Hemosil® D-dimer
HS 500 (mg/I FEU) = 0,01298 + 3,058 He-
mosil® D-dimer HS (mg/I DDim), 95% Cl
(graf 1).

Primérna koncentrace 0, 524 mg/I
DDim patfila mezi pozitivni hodnoty -
vyrobcem doporuceny interval nega-
tivnich vysledku je do 0,243 mg/l DDim.
Také prdmeérna koncentrace vmg/I FEU
vysla pozitivni 1,598 mg/l FEU, zde je
vyrobcem uddvany interval negativ-
nich vysledk{ pro dospélé od 18 let do
0,500 mg/l FEU. U starsich pacientl ve
véku 50-80 let je pfi méfeni vmg/l FEU
zminéno velmi vhodné zavedeni tzv.

modifikovaného cut-offdle véku, a to pro
vylouceni falesné pozitivnich vysledk
vyzadujicich dalsi CT angiograficka nebo
sonografickd vysetreni pacienta: vék pa-
cienta x 0,01 =mg/I FEU [8-11].

DISKUZE
Laboratorni stanoveni D-dimert v plaz-
mé dosadhlo po roce 1990 velkého pro-
gresu. K pavodni metodé BioMérieux
Vidas® (zlaty standard ELISA) zacaly na
trhu pfibyvat daldi diagnostické sou-
pravy, bez kalibra¢ni ndvaznosti pro ab-
senci mezindrodniho standardu a s mi-
nimalné dvéma jednotkami méfeni.
Obecné interference méreni se lisi dle
vyrobce, u IL jsou shodné pro obé sou-
pravy [3,4]. Napf. pfitomnost hemolyzy
méfeni pfi 671 nm neovlivni méreni do
koncentrace hemoglobinu do 5g/I. Hla-
dina revmatoidniho faktoru neovlivni
méfeni az do 1400 klU/I. Ostatni FDP ne-
interferuji do 10 mg/I. Extrémné chylézni
(lipemické) vzorky mohou zpUsobit na-
méreni faleSné nizsich vysledkl mé-
feni — tyka se hypertriglyceridémii nad
139/l (odpovida 14,7 mmol/l).
Monoklonalni protildtka (MA — 8D3)
pfitomna v latexové suspenzi vykazuje
vysokou specifitu pravé pro D-dimerové
domény zesitovanych fibrin degradac-
nich produktd. Pridany reakéni pufr ob-
sahuje blokujici ¢inidlo proti mysim he-
terofilnim protilatkdm HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies), aby se pfi mé-
feni vzorku se vzacnou lidskou anti-mysi
protilatkou interference zcela minimali-
zovala a vysledky imunoanalyz nebyly
falesné nadhodnoceny. Tyto tzv. anti-
-mysi lidské protilatky jsou multispeci-
fické, polyreaktivni, relativné slabé proti-
latky a mohou byt v krvi pacienta vzéacné
pfitomné po indukci infekci, po speci-
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Graf 1. Scatterplot Passing-Bablokovy regrese.

fické 1é¢bé nebo pii nékterych revma-
toidnich onemocnénich. Také ¢asto dis-
kutovany prozénovy neboli Hook efekt
je pti méfeni obéma soupravami vzhle-
dem ke vhodné zvolené hodnoté kalib-
ratoru plné vyloucen. Pfi tomto efektu
by teoreticky mohlo dojit jen pfi vyso-
kém prebytku antigenu, ktery vysyti pro-
tildtku v jednostupriovych analyzach
a nasledné dochdzi k naméreni falesné
negativnich - velice nizkych a chyb-
nych vysledkd. Tento efekt je béhem
analyzy vyloucen po cely rozsah mé-
feni az do 69mg/l DDim (128 mg/I FEU).
Analyzator automaticky fedi pozitivni
vzorky vyssi nez koncentrace kalibratoru
(kolem 3mg/I DDim, resp. kolem 7 mg/I
FEU). Extrémné vysoké vzorky s D-di-
mery nad cely rozsah méfeni Ize ru¢né
doredit diluentem - fyziologickym roz-
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tokem, takové viak nebyly pfi studii
zaznamenany.

Za negativni hodnoty se obecné po-
vazuji koncentrace D-dimerd nizsi nez
cut-off validované vyrobcem. Laboratof
si ale cut-off doporu¢ené vyrobcem [3,4]
mUze po provedeni verifikace a stano-
veni celkové nejistoty méfeni (namé-
feno 9 % pro oba systémy) upravit - tedy
snizit a tim minimalizovat riziko vydani
faleSné negativnich vysledkd u vysetio-
vanych pacient(. Soucasné s timto zvy-
Senim cenné diagnostické senzitivity je
nutné pocitat s odpovidajicim poklesem
specifity. To véak v piipadé D-Dimer0 ne-
musi vadit, protoze tato diagnosticka
metoda s vyrobcem validovanou predik-
tivni negativni hodnotou blizko 100 %
ma slouzit prfedevsim k bezpe¢nému vy-
louceni PE a DVT. V nasi studii jsme pro-

kazali, Ze vztah mezi sledovanymi jed-
notkami pro vyjadfeni D-dimer( neni
dvojnasobny, ale dle Passing-Bablok
analyzy v 95 % méreni vysel trojndsobny.

Nemusi tedy platit, Ze: 1 FEU odpovida
pfiblizné 2 D-dimerové jednotky, jak
byva v literatufe ¢asto uvadéno. Jakéko-
liv pfepocitadvani pomoci rliznych kalku-
latord je vsak chybné a zavadéjici.

Ovsem ne vzdy jsou v odborné lite-
ratufe i v praxi jednotky jasné uvadény
(DDim nebo FEU nebyva uvedeno) a ne-
zbyva, nez se v dané situaci orientovat
dle uvedeného referen¢niho rozmezi
nebo cut-off, které musi byt za vysled-
kem méreni dlsledné uvedeno.

Pro kalibraci vmg/Il FEU se jevi jako
velmi vhodné posunuti cut-off 0,5 mg/I
FEU od 50 let véku vyse dle doporuceni
pro management zilniho trombembo-




lizmu American Society of Hematology
z roku 2018 [10]. Zde je uvedeno, ze pfi
méfeni D-dimerd metodami s cut-off
0,5mg/l (500 mg/l) je u starsich, ¢asto
polymorbidnich osob diagnosticky pfi-
nosné vyuzivat prepoctu vysledkd na
vék 50-80 let [10,11].

Je tieba zminit i to, Ze vzhledem k pro-
koagula¢nimu stavu se u déti 0-17 let
pouzivaji k hodnoceni D-dimerd vékové
odstuprniované vyssi hodnoty cut-off nez
pro dospélou populaci [12].

Jiz v publikaci prof. Jana Evangelisty
Dyra z roku 2006 [13] Ize nalézt cennou
odpovéd na otazku ohledné volby jed-
notek: ,Samotny D-dimer se v cirkulujici
krvi nevyskytuje, je vZdy soucdsti nékte-
rého z fady rizné velkych fibrinovych de-
rivatd s molekuldrni hmotnosti vétsi nez
2x106 daltond. Nékteré protildtky rea-
guji s konformacnimi neoepitopy, které
vznikaji pri polymeraci fibrinového mo-
nomeru a které se vyskytuji i v nestabili-
zovaném fibrinu. Je ziejmé, Ze velkd cdst
fibrinogenovych molekul, které jsou kon-
vertovdny do fibrinu neni kompletné de-
gradovdna na D-dimer. Proto je vhod-
néjsi vyjadrovat mnoZstvi stanovovaného
D-dimeru v ng/ml, a ne v riznych tzv. fib-
rinogenovych ekvivalentnich jednotkdch’.
Nejen v této souvislosti Ize konstato-
vat, ze vzhledem k prefixtim jednotek ve
jmenovateli je dnes jiz preferovan pre-
pocet na jednotky mg/l DDim resp.mg/I
FEU pfed ng/mL DDim resp. ng/ml
FEU [13-15].

ZAVER

Ze statistického zpracovani pomoci
Passing-Bablok regrese vyplyva, Ze vztah
mezi jednotkamimg/l FEU amg/l DDim
pro méreni D-dimerd neni zdaleka dvoj-
nasobny, jak se ¢asto v literatufe mylné
udavalo. Nase pilotni studie ovéfila m;j.
Ze prepocet vysledkli méreni ziskanych
pomoci riznych metod je zavadéjici a la-
boratorni ndlez pacienta je mozné posu-

zovat pouze na zakladé jedné a téze va-
lidované metody s cut-off stanovenym
vyrobcem. Vybér metodiky pro vyjadreni
D-dimerd je sice zavisly na moznostech
a vybéru laboratofi, néktefi vyrobci dia-
gnostik poskytuji soupravy pro méfeni
vmg/l DDim, ale vétsina jich ma sou-
pravy méfici vmg/l FEU. Navic nékteré
POCT systémy maji vlastni jednotky
a vlastni cut-off. Je vSak na misté dopo-
rucit pouziti pouze jedné méfici metody,
idealné s certifikaci FDA (US Food and
Drug Administration) [7], tzn. reagencie
vhodné k pfimému diagnostickému vy-
lou¢eni DVT a PE.
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Upravy rukopisu

BM - pfipominkovani a revize rukopisu
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