AQT Flex - POCT
analyzator pro stano-
veni markert posko-
zeni myokardu
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Uvod

Biochemické markery poskozeni myokardu jsou
neustale v popredi zdjmu laboratornich i klinickych
pracovniki. Také firmy zaméfené na vyrobu pii-
strojui pro in vitro diagnostiku se snazi vyjit vstfic
novym pozadavkim svych zdkaznikd a na trhu se
objevuji nové pristroje schopné splnit nejnovéjsi
doporuceni odbornych spole¢nosti na vysetfovani
téchto markeru.

Dle sou¢asného doporuceni CSKB (1) jsou mezi tyto
markery fazeny srde¢ni troponiny (TnT, Tnl), izoen-
zym kretinkindzy - CK-MB (stanoveni hmotnostni
koncentrace), myoglobin a natriuretické peptidy. Dle
dalsich doporuceni (2) jsou upfednostiovany srde¢ni
troponiny, CK-MB mass a natriuretické peptidy.

Doba odezvy pro stanoveni srde¢nich biomarkert
(TAT) je doporu¢ovana max. 60 minut, u pacientt
z koronarnich JIP je pak vysledek pozadovan do
30 minut (1).

POCT analyzatory

Pozadavek na co nejkratsi dobu odezvy vyvolal zdjem
o stanoveni kardidlnich markerti v POCT rezimu.
Specifickym pro POCT analyzatory je poZadavek na
schopnost méfit dany analyt v plné krvi, oetfené
antikoagula¢nim ¢inidlem, pozadavek na snadnou
obsluhu, pokud mozno automatickou periodickou
kalibraci i automatické méfeni kontrolnich vzorkd.
Vyhodou je téz pripojeni do LIS a dalkova sprava
pro supervizi ze strany laboratore. Technika méteni
pacientskych vzorka by méla byt velmi jednoducha,
nebot se predpokladd, ze pristroj neni obsluhovan
laboratornim personalem, ale zaskolenymi zdravot-
nimi sestrami, pro které je tato ¢innost jen doplitkem
jejich naro¢né pracovni naplné. Méfeni probiha
primo na JIP nebo ARO a TAT se tak zkracuje na
minuty. V soucasnosti je nékolik komer¢né dostup-
nych POCT analyzatort pro diagnostiku srde¢nich
markerd. Jednim z nejnovéj$ich piistroji je analyzator
firmy Radiometer AQT 90 Flex.

AQT 90 Flex

AQT 90 Flex (obr. 1) je stolni analyzator o rozmérech
(§ x vx h) 460 x 450 x 480 mm a hmotnosti 35kg.
Stanoveni se provadi z plné krve v primdrnich

zkumavkach o velikosti 13 x 65mm az 13 x 78 mm,
vhodné antikoagula¢ni ¢inidlo (EDTA, Li-Hep,
Citrat 3,2 %) je urceno ptislusnou metodou, nelze
pouzivat zkumavky s gelem. Analyzator podporuje
bézné typy odbérovych zkumavek (Sarstedt, Becton
Dickinson, Terumo, Greiner) (3). Analyzator ma
zabudovany vertikdlni rota¢ni drzak na 2 zkumavky.
Po promichani obsahu zkumavky je vzorek plné krve
pipetovan do testovaciho kaligku (obr. 2). Minimalni
objem vzorku ve zkumavce je 2ml bez ohledu na
pocet pozadovanych vySetfeni. V zajmu zamezeni
nespravnych vysledkii vlivem chyb pfi odbéru je vsak
dulezité vakuové zkumavky naplnit po rysku, aby byl
zachovan spravny pomér antikoagula¢niho ¢inidla
a krve (zejména pri pouziti zkumavek s kapalnym
citrdtem). V mimorddnych ptipadech je mozné
pouzit specidlni zkumavky, ve kterych je minimal-
ni objem zredukovan na 420 pl. Vedle testovacich
souprav pro kardialni markery v¢. NT-proBNP jsou
k dispozici téz soupravy pro stanoveni fhCG, CRP
a D-dimeru. Ve vyvoji pro rok 2010 jsou dale sou-
pravy pro stanoveni TnT, hsCRP, PT-INR a APTT.

Obr. 1 AQT 90 Flex

Principem stanoveni na analyzatoru AQT 90 Flex
je jednokrokova heterogenni sendvi¢ova imunoa-
nalyza. Biotinylované monoklonalni protilatky imo-
bilizované na streptavidinovém vnitinim povrchu
testovaciho kaligku tvofi se stanovovanym analytem
a protilatkami zna¢enymi europiem sendvic¢ovy
komplex. Vyslednda koncentrace je kvantifikovana
porovnanim intenzity signalu vzorku ziskaného
principem ¢asové rozlozené fluorometrie (time-re-
solved fluorescence FTR) a kalibra¢ni kiivky ulozené
v SW analyzatoru.

Obr. 2 Zdsobnik s testovacimi kalisky
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Doba stanoveni jednoho testu je fadové 20 min, u vice
pozadovanych testtl v jednom vzorku se celkova doba
stanoveni prodluzuje o 2 minuty za kazdy test. Dalsi
zkumavku se vzorkem (po obsazeni obou mist v ro-
ta¢nim drzdku zkumavek) je mozné do analyzitoru
vlozit po uplynuti doby pottebné pro aspiraci vzorku
(2 min na kazdy zadany test). Pfi plném zatiZeni
analyzatoru je tak k dispozici vzdy jeden vysledek za 2
minuty. Ulibovolného vzorku Ize provést maximalné
5 testtl, toto omezeni vyplyva z maximélniho poctu
propichnuti vicka stejné zkumavky.

Testovaci soupravy (obr. 3) jsou dodavany v baleni
po 160 (CK-MB, Myoglobin, Tnl, NT-proBNP
a BhCQG) resp. 80 (CRP, D-dimer) testech. Jednot-
livé zasobniky obsahujici 8 nebo 16 testi jsou po
vloZeni do analyzatoru pouzitelné po dobu 16 - 31
dni. Nejkrat$i exspiraci reagencie ma metoda pro
stanoveni myoglobinu, naopak nejdéle lze mit na
palubé reagencie pro stanoveni D-dimeru. S kaz-
dou soupravou testd je dodavan jeden kalibra¢ni
zéasobnik. Kalibrace je vyzadovana pfizméné Sarze
reagencif testu, trva 45 minut.

Meéfici rozsah jednotlivych metod je uveden v ta-
bulce 1. V analyzatoru AQT 90 Flex nelze, na rozdil
od jinych analyzatort, pouzit fedéni vzorka. Auto-

Obr. 3 Testovaci soupravy

maticky se predreduji pouze vzorky pro stanoveni
D-dimeru a CRP, proto je celkovy pocet testl v jedné
soupravé poloviéni.

Stranou od testovacich zasobniku je v analyzatoru
umisténa kazeta s reagenciemi a pufrem, ktery
se pouziva v reakci a pro proplach cesty vzorku.
Soucasné je v této kazeté uzaviena sbérnd schranka
pro veskery odpad. Analyzitor tak kromé papiru
do tiskarny potiebuje pouze dva druhy spottebniho
materidlu, a to kazetu s reagenciemi a zasobniky pro
jednotlivé testy. Vzhledem k interaktivnimu menu
v ¢estiné zvladne vymény bez problému i personal
bez laboratorni kvalifikace.

Tab 1. Srovndni vybranych parametrii sledovanych metod (4):

Parametr Meéfici rozsah- Meétici rozsah- | Referenéni rozmezi, | Referenéni rozmezi,
DxI 600 AQT 90 Flex resp.cut-off — DxI resp.cut-off- AQT
600 90 Flex
Tro I (ug/l) 0,01-100 0,010 - 50 0,04 (99 ptl.) 0,023 (99 ptl.)
CK-MB mass 0,1 - 300 2 - 500 0,6 - 6,3 (pl - LiH) 7,2 (99 ptl.)
(ug/l) 0,5-5,0 (pl -
EDTA)
Myoglobin (pug/1) 1 - 4000 20 - 900 F: 14,3 - 65,8 23 -112
(pl -LiH)
11,1 -57,5
(pl EDTA)
M: 17,4 - 105,7
(pl - LiH)
15,2 -91,2
(pl -EDTA)

Pro kontrolu kvality jsou k dispozici firmou doda-
vané kontrolni materidly na tfech koncentra¢nich
hladinach. Trend vysledkii QC je mozné sledovat
ve formé Levey-Jenningsovych grafii, v nabidce je
i aplikace Westgardovych pravidel.

Vysledky

Meéli jsme moznost si tento analyzator v nasi laboratori
vyzkouset. K dispozici jsme méli soupravy na stanove-
ni CK-MB, TnI a myoglobinu. Porovnavali jsme hod-

noty téchto parametrti stanovené v Li-Hep plasmé na
imunochemickém analyzatoru DxI 600 firmy Beck-
man Coulter (chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na
paramagnetickych ¢asticich, méfici rozsah a hodnoty
cut-off jsou uvedeny v tab.1.) a hodnoty stanovené
u téhoz vzorku na AQT 90 Flex v plné krvi. Pfed
zac¢atkem méfeni vzorku plné krve je mozné na analy-
zéatoru AQT 90 Flex zadat hodnotu hematokritu, popt.
ponechat prednastavenou hodnotu 42 %. Zékladni
statistika namétenych hodnot je uvedena v tab. 2.



Tab 2. Zdkladni statistika pro vzorky plné krve (AQT) a plasmy (DxI)

TnI (ug/1) CK-MB (ug/l) Myoglobin (ug/l)

DxI 600 | AQT 90 Flex | DxI 600 | AQT 90 Flex | DxI 600 | AQT 90 Flex
Pocet méreni 14 14 16 16 24 24
Maximalni hodnota 72,63 19 241,8 335 410,3 737
Minimalni hodnota 0,05 0,015 2,6 3,8% 14,6 24
Pramér 20,771 4,1526 39,825 56,225 91,65 171,667
Median 0,58 0,068 4,5 7,7 41,85 82,5

* hodnoty CKMB <2,0 ug/l byly vylouceny

Rozlozeni hodnot je patrné z grafii 1-3.

Graf 1. Regresni zdvislost pro CK-MB (AQT 90 Flex
- plnd krev vs. DxI 600 - plasma)
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Graf 2. Regresni zdvislost pro Myoglobin (AQT 90
Flex - plnd krev vs. DxI 600 - plasma)
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Zméfené hodnoty byly na prvni pohled numericky
odlidné, testovali jsme tedy vazbu mezi nimi pomoci
korela¢niho koeficientu. Stanovené hodnoty spolu
uzce korelovaly, hodnoty korela¢nich koeficientt
jsou uvedeny v tab. 3. V této tabulce jsou ziroven
uvedeny parametry regresni pfimky prolozené
zméfenymi body (graf 1-3).

Graf 3. Regresni zdvislost pro Tnl (AQT 90 Flex
- plnd krev vs. DxI 600 - plasma)
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Tab. 3 Korelacni koeficienty a parametry regresni
zdvislosti pro vzorky plnd krev vs. plasma

X=DxI 600(BC) Tnl CK-MB | Myo
Y=AQT

Pocet vzorkt 14 16 24
Slope 0,205 1,382 1,791
Intercept -0,105 1,171 7,536
r 0,9171 0,999 0,998
P <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

Prestoze je analyzator urcen prednostné ke stano-
veni koncentraci jednotlivych analytd z primarnich
zkumavek s plnou krvi, zkusili jsme ve druhé fazi
porovnat hodnoty ziskané na obou analyzatorech
ve vzorku plazmy. Pro statistické hodnoceni byly
ze souboru vytazeny vzorky, u kterych doslo pti
méfeni k pfekro¢eni méticiho rozsahu analyzatoru.
Rozsah vyslednych hodnot je uveden v tabulce 4.
Parametry regresni zavislosti a korela¢ni koeficienty
jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tab 4. Zdkladni statistika pro vzorky plasmy (AQT ) vs. plasmy (DxI 600)

Tnl (ug/l) CK-MB (ug/l) Myoglobin (pg/1)
DxI 600 | AQT 90 Flex | DxI 600 | AQT 90 Flex | DxI 600 | AQT 90 Flex
Pocet vzorka 24 24 26 26 26 26
Maximalni hodnota 78,48 16 208,8 274 246,3 458
Minimalni hodnota 0,03 0,01 1,3 2 14,8 34
Pramér 9,956 2,347 34,85 44,258 92,627 173,69
Median 2,9 0,875 5,35 7,5 48,7 94

Graf 4. Regresni zdvislost pro CK-MB (AQT 90 Flex  Tab 5. Korelacni koeficienty a parametry regresni
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Graf 5. Regresni zdvislost pro Myoglobin (AQT 90
Flex vs. DxI 600 - oboji plasma)
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Graf 6. Regresni zdvislost pro Tnl (AQT 90 Flex vs.
DxI 600 - oboji plasma)
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Diskuze:

Hodnoty kardidlnich markert (cTnl, CK-MB mass,
myoglobinu) stanovené na uvedenych analyzatorech
spolu tésné koreluji, ale jejich numerické hodnoty
jsou zcela odli$né (smérnice regresni pfimky se sta-
tisticky vyznamné odliuje od 1,0 , isek na ose Y se
odli$uje 0d 0,0). Tato odli$nost hodnot je dana jen
pozvolné zavadénou standardizaci pfi stanoveni kar-
diomarkert u jednotlivych vyrobct. Pfiinterpretaci
vysledki je tedy nutné brat zfetel na ptivod hodnoty
ak nému také vazat prislu$na interpretaéni kritéria.
Uvedené numerické rozdily tak jednozna¢né kladou
zvy$ené naroky ze strany lékait pfi interpretaci
vysledkd a pti sledovéni trendu uvedenych analytt
u hospitalizovanych pacientd.

Zaveér:

Analyzator AQT90Flex je analyzator vhodny pro
provozovani v POCT rezimu, poskytuje vysledky
s kratkém case, je beztidrzbovy a zcela jednoduchy
na obsluhu. Mize se stat dobrym pomocnikem
k diagnostikovani AIM na urgentnich pfijmech
nemocnic nebo jinych klinickych oddélenich
s pozadavky na rychlou dobu odezvy stanoveni
srde¢nich markert, pfipadné nékterych dalsich
statimovych testuL.
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