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Zusammenfassung:

Es we?rden zwei immunologische Bestimmungsmethoden, ein semiquantitativer Latex-Agglutinationstest
(D-Dlmc_er- Test) und ein quantitativer Enzymimmunoassay (ELISA D-Dimer) vorgestellt und hinsichtlich
Spezifitat und Empfindlichkeit sowie Prézision und Richtigkeit in einem Methodenvergleich untersucht.

Beide Tests basieren auf monoklonalen Antikorpern gegen das Fibrinfragment D-Dimer. Kreuzreaktionen mit
Fibrinogen und den Fibrin(ogen)-Spaltprodukten X, Y und E sind nicht nachweisbar. Eine geringfiigige
Kreuzreaktion mit dem Fragment D wird als vernachlissigbar angesehen. Die untere Nachweisgrenze des
D-Dimer-Tests (Latex-Agglutination) liegt bei 0,5 pg/ml Fibrinogenaquivalent (Normal: < 0,5 ug/mi). Wie
die Untersuchungsergebnisse mit mehreren Reagenz-Chargen in verschiedenen D-Dimer-Konzentrations-
bereichen zeigen, unterliegen Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit keinen chargenabhéingigen Schwan-
kungen. Der Methodenvergleich D-Dimer-Test/Dimertest Latex zeigt zwar eine gute Ubereinstimmung
beider Methoden, jedoch ist mit D-Dimer-Test eine differenziertere Aussage im Entscheidungsbereich nor-
mal-pathologisch moglich. Die Durchfiihrung des D-Dimer-Test ist schnell (3 min) und zeichnet sich insbe-
sondere durch die einfache und eindeutige Ablesbarkeit der Latex-Agglutination aus, so daB eine sichere
und zweifelsfreie Befundung auch bei erstmaliger Anwendung oder wechselndem Personal im Nacht- oder
Notfallabor gewibhrleistet ist. Mit ELISA-D-Dimer werden Konzentrationen ab 0,5 ng/ml Fibrinogeniquiva-
lent zuverlassig erfaBt. In allen Konzentrationsbereichen ergeben sich im Methodenvergleich gute Uberein-
stimmungen mit dem D-Dimer-Test und dem Dimertest EIA. Mit einem Variationskoeffizienten von 1,6 bis
2,1% in der Serie und 2,6 bis 4,1% von Tag zu Tag kann auf eine gute Zuverléssigkeit der ELISA-D-Dimer-
Methode geschlossen werden. Durch die Moglichkeit, verschiedene Tragermaterialien einzusetzen, ist die
Methode an unterschiedliche Geritesysteme applizierbar und erlaubt so eine flexible Anwendung in der
Praxis.

Schlisselworter:

Monoklonale Antikérper — D-Dimer — Latex-Agglutinationstest — ELISA — intravasale Gerinnungsaktivie-
rung

Summary:

Two immunological determination methods, a semi-quantitative latex agglutination test (D-pimer Test)
and a quantitative enzyme-immunoassay (ELISA D-Dimer), are presented and investigated with regard to
specificity, sensitivity, precision and accuracy in a method-comparison.

Both tests are based on monoclonal antibodies to the D-Dimer fibrin fragment. No cross-reactions with
fibrinogen and the fibrin(ogen) degradation products X, Y and E are detectable. The very slight cross-
reaction with fragment D can be neglected. The lower detection limit in the (latex agglutination) D-
Dimer Test is 0.5 ug/ml fibrinogen-equivalents (normal range: < 0.5 ug/ml). As is shown by the results of
investigations using several reagent batches in differing D-Dimer concentration ranges, the sensitivity and
reproducibility are not subject to batch-dependent variations.

A method-comparison between the D-Dimer Test and the Dimertest Latex showed good agreement, but the
D-Dimer Test permits a more differentiated statement in the normal/pathological decision range. The D-
Dimer Test can be carried out rapidly (3 min) and is characterized in particular by the simple and clear reading
of latex agglutination, hence permitting reliable and unequivocal findings to be obtained even when used
for the first time or by changing personnel in the night-shift or emergency laboratory.

Concentrations of fibrinogen-equivalents above 0.5 ng/ml are reliably detected with ELISA D-Dimer.
Method-comparison showed good agreement with the D-Dimer Test and the Dimertest EIA in all concen-
tration ranges. The high reliability of the ELISA D-Dimer method can be concluded from the within-ryn and
day-to-day coefficients of variation of 1.6 —2.1% and 2.6 —4.1% respectively. As it is possil:?le touse d/fferer]t
supports, the method can be applied to differing instrumental systems, thereby permitting flexible use in
practice.

Keywords:

Monoclonal antibodies — D-Dimer — latex agglutination test — ELISA — intravascular activation of
coagulation
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1_Einleitung

1.1 Allgemeines

Zur Aufrechterhaltung der ungehinderten Blutzirkulation
bei gleichzeitiger Gewihrleistung der Blutstillungsfahig-
keit mussen sich die Regulationsmechanismen des Hé-
mostasesystems in einem ausgewogenen Verhiltnis zu-
einander befinden (1).

Neben den Inhibitoren besitzt die Fibrinolyse im Bereich
der plasmatischen Blutgerinnung wichtige regulative
Funktionen. Bei Aktivierung der Hdmostase polymerisiert
Fibrinogen durch Einwirkung von Thrombin (ber ver-
schiedene Zwischenstufen (Fibrinmonomere, losliches
Fibrin) bis zum quervernetzten Fibrin, das bei paralleler
Aktivierung der Fibrinolyse in einem gegenlaufigen Pro-
zeR durch Plasmin wieder in I6sliche Fragmente tiberfiihrt
werden kann (2). Es ist evident, daB eine Storung dieses
Gleichgewichts — je nachdem in welche Richtung sie
erfolgt — entweder zu Thrombophilie oder zu hamor-
rhagischen Diathesen fihrt (3). Ursachen fiir derartige
Gleichgewichtsstorungen konnen einerseits hereditare
und erworbene Defizite bzw. Dysfunktionen einzelner
Faktoren oder Inhibitoren, andererseits intravaskuldr
ablaufende Aktivierungsprozesse sein (4 —6). Fur die ha-
mostaseologische Diagnostik bietet dieses Gleichge-
wicht einige interessante Ansatzpunkte zur Erkennung
prathrombotischer bzw. thrombophiler Zustande oder be-
ginnender intravaskuldrer Aktivierungsprozesse. Geeig-
nete Testmethoden konnten schon zu einem frihen Zeit-
punkt prophylaktische und therapeutische MaRnahmen
zur Verhinderung thromboembolischer Komplikationen
und Verbrauchskoagulopathien ermdglichen.

Da Bildung und Abbau von Fibrin die zentralen Reaktio-
nen dieses Gleichgewichtssystems darstellen, soliten
durch die Bestimmung geeigneter Fibrinogen- und Fi-
brinderivate Informationen ilber das Gleichgewicht zu

erhalten sein (7). So kann bei ablaufenden Aktivie-
rungsprozessen die Thrombinwirkung durch die Parame-
ter Fibrinopeptid A und l6sliche Fibrinmonomer-Kom-
plexe nachgewiesen werden, wahrend die Fibrinogen-
bzw. Fibrinspaltprodukte die Plasminwirkung belegen
und damit Ausdruck einer sekundaren Fibrinolyse sind
(8—10). Die diagnostische Aussage der Fibrin(ogen)-
spaltproduktbestimmung konnte bislang wegen der feh-
lenden Differenzierungsmdglichkeit zwischen Fibrino-
gen- und Fibrinfragmenten nicht voll ausgeschopft wer-
den. Die bisher gebrauchlichen Tests basieren auf poly-
klonalen Antikorpern gegen die Fibrinogenfragmente D
und E (13) oder den Agglutinationseigenschaften von
fibrinogensensibilisierten Erythrozyten (Tanned Red Cells
Hemagglutination Inhibition Immunoassay) (11) und
Staphylococcenstammen (12). Eine Differenzierung zwi-
schen den Abbauprodukten des Fibrinogens einerseits
und des Fibrins andererseits ist mit diesen Methoden
nicht moglich, weil beide Spaltprodukttypen nahezu
identische antigene Determinanten und damit gleicharti-
ges Agglutinationsverhalten aufweisen. Da auRerdem
auch in hohem MafRe Kreuzreaktion mit Fibrinogen auf-
tritt, kann Citratplasma nicht als Probenmaterial einge-
setzt werden. In einem besonderen Probenvorbereitungs-
schritt muB defibriniertes Serum gewonnen werden. Die
korrekte Gewinnung dieses Serums ist zwar durch spe-
zielle Abnahmesysteme einfacher und zuverlassiger ge-
worden, stellt aber trotzdem im Routinebetrieb eine nicht
zu unterschatzende Fehlermdglichkeit dar (13).

Inzwischen stehen immunologische Methoden mit mo-
noklonalen Antikorpern zur Verfigung, die durch Immu-
nisierung mit einem Fibrinfragment hergestelit wurden,
dessen antigene Determinante nur in quervernetztem,
stabilisiertem Fibrin und seinen Fragmenten auftritt. Die-
ses Fragment ist das D-Dimer (14, 15). Durch den Einsatz
monoklonaler Antikorper zum spezifischen Nachweis der
D-Dimere ergeben sich folgende Maglichkeiten:
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Fibrinbildung und der aus den verschiedenen Zwischenstufen durch Einwirken von Plasmin

entstehenden Spaltprodukte [nach J. Gaffney (21)]
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Cobas Bact brittet im 5-Stunden-=lalkt

Cobas Bact ist ein automatisiertes System zur schnellen
Empfindlichkeitsprifung und Identifikation haufig auftre-
tender Infektionserreger flir das mikrobiologische Labor.

Empfindlichkeitspriifungen sind schon nach § Stunden,
die Identifizierung von Enterobacteriaceae bereits nach
4 Stunden durchgefihrt und ausgewertet.

Dariiber hinaus unterstreichen folgende Punkte eindrucks-

voll die Leistungstahigkeit des Cobas Bact Systems:

1. Empfindlichkeitspriifung

© Standardisierte, kinetische Wachstumsmessung

© Reproduzierbare Auswertung

© Zwischenergebnisse jederzeit als Extinktion der Wachs-
tumskurven abrufbar

0 Individuelle, aktuelle und flexible Antibiotika-Zusam-
mensteliung fiir Antibiogramme

Hoffmann-LaRoche AG - Diagnostica - 7889 Grenzach-Wyhlen - Tel. (076 24) 141

2. ldentifizierung der Enterobacteriaceae
© Biochemische Reaktionen
O Biocode-Ausdruck zur Plausibilitdtsprifung

3. EDV-Kompatibel
@ Integriertes Interface

Fur weitere Informatio-
nen und Erprobungs-
termine stehen wir
lhnen gerne zur Ver-
figung.
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-\ ABBOTT HIV-Tests
helfen AIDS stoppen.

ABBOTT HIV | Recombinant EIA,
, ABBOTT Envacor EIA,
c ' ABBOTT HIV | Antigen EIA,
> ABBOTT HIV | Neutralisations-Kit*

ABBOTT Diagnostic
Products GmbH
Max-Planck-Ring 2

D-6200 Wiesbaden-Delkenheim
Tel.: 06122/ 501489

BT / o * *Nur fir Forschungszwecke
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Isolierung und Identifizierung pathogener Mikroorganismen
sind die Voraussetzungen fiir Diagnose, Therapie, Verhtitung
von Infektionen und zur Infektionskontrolle.

In dem vorliegenden Buch werden die bisher in jedem
qualifizierten mikrobiologischen Labor eingefiihrten
kulturellen und biochemischen Verfahren beschrieben.

Die wichtigsten Daten von ca. 400 als Krankheitserreger
geltenden oder aus differentialdiagnostischen Griinden im
Bereich der Humanmedizin interessierenden :
Bakterienspezies sind in einem kompakten Abrif3
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Der erste Teil des Buches informiert Gber Gewinnung,
Transport und Verarbeitung von Untersuchungsmaterialien,
der Hauptteil enthélt sehr ausfiihrlich kommentierte
Tabellen zur Identifizierung der Mikroorganismen, und im
Anschluld daran werden die im Text erwdahnten Methoden
unter Angabe von Bezugsquellen flr notwendige Hilfsmittel
erlautert.

Das zum Gebrauch am Arbeitsplatz bestimmte Buch wendet
sich an Mikrobiologen, Hygieniker, Pharmazeuten,
medizinisch-technische Assistentinnen und alle diejenigen,
die routinemaRig bakteriologische Untersuchungen
durchfiihren oder sich im Praktikum auf diese Tatigkeit
vorbereiten.
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1. Citratplasma kann als Probenmaterial eingesetzt wer-
den, da keine Kreuzreaktion mit Fibrinogen auftritt.

2. Durch den spezifischen Nachweis von Fibrinspaltpro-
dukten kann die Lyse am Gerinnsel direkt nachgewiesen
werden, ohne daR die systemische Fibrinogenolyse die
Ergebnisse verfalscht.

1.2 Biochemie

Die Reaktionsfolgen zur Bildung von Fibrinogen- und
Fibrinspaltprodukten sind in Abb. 1 schematisch darge-
stellt.

Aus Fibrinogen entsteht durch die thrombininduzierte
Abspaltung der Fibrinopeptide A und B I6sliches Fibrin
(l6sliche Fibrinmonomerkomplexe). Gleichzeitig wird
Faktor Xl durch Thrombin aktiviert, der das lésliche Fi-
brin durch eine kovalente Bindung zwischen den y-Ketten
benachbarter Molekiile quervernetzt und in stabilisiertes,
unlosliches Fibrin Gberfiihrt. Dadurch entsteht um die
Region der Quervernetzung eine neue antigene Determi-
nante.

Bei der Fibrinolyse wird quervernetztes Fibrin in einem
mehrstufigen ProzeR abgebaut, wobei die Verknip-
fungsstellen erhalten bleiben. Als I6sliche Endprodukte
entstehen die Fragmente D-Dimer und D-Dimer-E
(Abb. 2). Wird partiell quervernetztes Fibrin gespalten,
entstehen zusatzlich zu den D-Dimeren die Fibrinogen-
spaltprodukte X, Y, D und E. Das Mengenverhaltnis hangt
vom Grad -der Quervernetzung ab. Vereinfacht stellt sich
der Abbau von Fibrinogen bzw. Fibrin durch Plasmin, wie
in Abb. 2 gezeigt, dar.

1.3 Klinische Bedeutung

Pathologisch erhdhte D-Dimer-Konzentrationen sind bei
intravasaler Gerinnungsaktivierung mit sekundérer Fibri-
nolyse zu erwarten, d.h. bei Prozessen, die zu Thrombo-
sen, disseminierter intravaskuldrer Gerinnung mit Mikro-
thrombosierung und Verbrauchskoagulopathie und de-
ren klinischen Begleiterscheinungen fiihren. Ebenso tre-
ten D-Dimere bei malignen Erkrankungen erhéht auf, bei
denen lokal eine Fibrinbildung und Fibrinolyse stattfindet
(z.B. Ovarialkarzinome, Lungenmetastasen). AulRerdem
fihrt eine therapeutische Thrombolyse durch. den Fibrin-
abbau ebenfalls zu erhohter D-Dimer-Konzentration.

Daraus ergeben sich die wichtigsten Indikaticnen fiir die
D-Dimer-Bestimmung.

O Thrombose- und Emboliediagnostik

Von Gaffney (16) wurde bei Patienten mit diagnostisch
gesicherter tiefer Venenthrombose eine deutliche Erhd-
hung der D-Dimer-Konzentration nachgewiesen. Patien-
ten mit Lungenembolie zeigten nochmals um ein mehrfa-
ches hohere Werte. Diese Untersuchungen haben zu der
Hypothese gefihrt, daR die D-Dimere eine Markerfunk-
tion fiir thromboembolische Erkrankungen besitzen. Da-
mit kénnte die D-Dimer-Bestimmung die Mdglichkeit er-
6ffnen, Thrombosen mit einer nichtinvasiven Methode zu
erkennen und dariiber hinaus durch engmaschige Beob-
achtung der D-Dimer-Konzentration auftretende Lun-
genembolien zu diagnostizieren.

O Kontrolle der thrombolytischen Therapie

Bei einer thrombolytischen Therapie kann mit den bishe-
rigen Methoden keine Information dariiber erhaiten wer-
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Abb. 2: Fragmentierung von Fibrinogen und quervernetztem sta-
bilisiertem Fibrin durch Plasmin [nach J. Gaffney (21)]

den, ob die Lyse tatsachlich am Thrombus angreift oder
nur Fibrinogen abgebaut wird. Die Bestimmung der D-
Dimer-Konzentration konnte diese Informationen erbrin-
gen. Aufgrund der Antikérperspezifitat ist keine Beein-
flussung der Resultate durch die systemische Fibrinoge-

‘nolyse zu erwarten.

[0 Diagnostik des prathrombotischen Zustandes, der
Hyperkoagulabilitat und Verbrauchskoagulopathie

O Ergédnzende Tumordiagnostik

Bei zahlreichen malignen Erkrankungen ist die Ausbrei-
tung der Tumore mit lokaler Fibrinbildung und Fibrin-
auflésung im umgebenden Gewebe und im Tumor selbst
verkniipft. Die bei dieser Fibrinolyse freigesetzten D-Di-
mere kénnen, wie Graeff et al. (17) zeigten, als Tumor-
marker eingesetzt werden.

Seit kurzem sind Tests zur Bestimmung der D-Dimere
auch kommerziell erhdltlich. Entsprechend den unter-
schiedlichen Anforderungen der Diagnostik, namlich
quantitative Bestimmung der D-Dimer-Konzentrationen -
zur Verlaufsbeobachtung einerseits und die sofortige Ja/
Nein-Entscheidung in Akutfdllen andererseits, wurde
eine quantitative Methode und ein qualitativer Schnell-
test hinsichtlich ihrer diagnostischen Validitat untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Patienten

Zur Beurteilung der Testvaliditdt wurden Plasmen und
Seren von vier Patientengruppen herangezogen. Bei den
vier Untersuchungskollektiven war aufgrund der klini-
schen Situation intravasale Aktivierung des Gerinnungs-
systems mit sekundarer Fibrinolyse zu erwarten. In den
untersuchten Kollektiven befanden sich Patienten mit
Lungenembolien (25), Lungenmetastasen (50) und Ova-
rialkarzinomen (27), Verbrauchskoagulopathie (24) so-
wie eine Kontroligruppe aus gesunden mannlichen und
weiblichen Probanden (60) und bei einigen Untersu-
chungen eine Gruppe (24) stationdr behandelter Patien-
ten, die aber keine Anzeichen einer Gerinnungsstérung
aufwiesen.

2.2 Methoden

Als quantitative Bestimmungsmethode diente der en-
zymimmunologische Test ,,ELISA D-Dimer”, Boehringer
Mannheim, und als bed side test der Latex-Agglutina-
tionstest ,,D-Dimer-Test”, Boehringer Mannheim.

ELISA D-Dimer (Boehringer Mannheim)

Monoklonale Antikérper [F(ab’).-Fragmente, Maus Ig
Gl] gegen D-Dimer werden im UberschuR an geeignete
Tragermaterialien fixiert (16 h bei Raumtemperatur). Zum
Entfernen nichtgebundener Antikorper wird das Trager-
material 3mal mit einer speziellen Waschlosung (0,9%
NaCl, 0,1% Tween 20) gewaschen. AnschlieBend werden
je 200 pi D-Dimer-Standard (Verdinnungen von 50—
1 ng/ml) oder die vorverdiinnte Plasmaprobe aufgetra-
gen und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt folgt die zweite Inkubation mit
200 pl einer Losung von polyklonalen peroxidase-mar-
kierten FDP-D-Antik6rpern. Im AnschluB an einen
Waschschritt wird die Farbreaktion durch Zugabe von
200 ul Substratlésung (ortho-Phenylendiamin, H,0,)
gestartet und die Reaktion nach drei Minuten mit 50 pl
3 M H,S0, gestoppt. Die Absorption wird bei 492 nm
gemessen und das Ergebnis anhand der Bezugskurve aus
den Standardverdiinnungen ermittelt.

D-Dimer-Test (Boehringer Mannheim)

D-Dimer-Test ist ein direkter Latexagglutinationstest, bei
dem Latexpartikel einheitlicher GroBe mit Antikorpern
(monoklonal Maus Ig GI) gegen D-Dimer beladen sind.
Die Probe wird unverdiinnt oder zur halbquantitativen
Bestimmung als Verdiinnungsreihe auf einer Testplatte
mit der Latexsuspension gemischt. Bei Anwesenheit von
D-Dimeren in der Probe kommt es nach 2 min zu einer
deutlich sichtbaren Agglutination. Zur sicheren Befun-
dung enthilt die Testkombination ein Kontrollplasma mit
einer D-Dimer-Konzentration im pathologischen Bereich.

Dimertest EIA und Dimertest Latex (Mabco, Brisbane,
Australien, Vertrieb in der Bundesrepublik durch Trave-
nol; Bereich Merz & Dade) wurden entsprechend den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

D-Dimer-Standard

Zyr Herstellung des D-Dimer-Standards wird gereinigtes
Fibrinogen, dessen Konzentration gravimetrisch, immu-
nologisch und nach Clauss bestimmt wurde, mit Throm-
bin in Gegenwart von F Xlll a, Ca-lonen und Plasmino-
gen bei 37°C zur Gerinnung gebracht und 2 h inkubiert.
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Abb. 3: Typische Bezugskurve von ELISA D-Dimer auf der Basis
des D-Dimer-Standards (linearer Bereich: 10—1000 ng/ml Fi-
brinogenaquivalent)

Danach erfolgt die Zugabe von t-PA. Die Fibrinolyse wird
nach 24 h durch Zugabe von Aprotinin gestoppt. Unter
den genannten Reaktionsbedingungen ist samtliches
Fibrinogen in -die Fibrinspaltprodukte D-Dimer und D-
Dimer-E Gberfihrt worden.

Die Konzentration des Standards wird in ng/ml Fibrino-
genaquivalente der zur Standardherstellung verwendeten
Fibrinogenmenge angegeben. Die D-Dimer-Konzentra-
tion entspricht etwa 50% dieses Wertes. Das Verfahren
gestattet eine nahezu chargenunabhangige Produktion
des Standards. '

Fibrinogen- und Fibrin-Spaltprodukte

Fir die Untersuchungen zur Kreuzreaktion der D-Dimer-

- Tests wurden verschiedene Fibrin- und Fibrinogenderi-

vate in den entsprechenden Tests eingesetzt. Gereinigtes
Fibrinogen wurde nach der Methode von Blomback et al.
(18) hergestellt. Frithe (X, Y), spate (D, E)-Fibrinogen-
spaltprodukte wurden, wie bereits in (13) beschrieben,
prapariert. Gereinigte Fragmente D und E wurden durch
PEVIKON-Gelelektrophorese nach Marder (19) aus der
Losung der spaten Fibrinogenspaltprodukte isoliert. Fiir
friilhe und spite Fibrinspaltprodukte wurde gereinigtes
Fibrinogen bei 37°C in Gegenwart von Ca-lonen und
FXlll a zur Gerinnung gebracht und 2 h inkubiert. Die
Lyse wurde durch Zugabe von 2000 ng t-PA (aus einer

- Melanom-Zellinie) gestartet. Durch Zugabe von 50 TIU

Aprotinin nach 10, 20 bzw. 30 min Inkubation erhéit man
frihe Fibrinspaltprodukte, nach 24 h Inkubation die spa-
ten Fibrinspaltprodukte (20). Zur Gewinnung von hoch-
gereinigtem D-Dimer wird die Losung der spaten Fibrin-
spaltprodukte liber lonenaustauschchromatographie und
Gelfiltration gereinigt (20).

3 Ergebnisse
3.1 ELISA D-Dimer _
3.1.1 Linearitat und Empfindlichkeit

Eine typische Bezugskurve auf der Basis des in der
Packung enthaltenen D-Dimer-Standards ist in Abb. 3
dargestellt. Bei einer Plasmaverdiinnung von 1:20 ergibt *
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Steuerdienst fuir den Arzt

Die fur den Arzt einschldgigen Urteile finden Sie — nach Stichworten geordnet — in
dem Loseblattwerk von Obersteuerrat Robert Linden.

Das Werk enthélt u. a. die statistischen Kostensatze der Arzte aller Fachrichtungen so-
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Tab. 1: Prézision in der Serie und von Tag zu Tag von ELISA-D-
Dimer bei Proben mit verschiedenen D-Dimer-Konzentrationen
(VK = Variationskoeffizient)

Probe Prizision Prazision
* . inder Serie von Tag zu Tag
N =10 N=12
mittlere VK (%) mittlere VK (%)
D-Dimer- D-Dimer-
Konzen- Konzen-
tration tration
(ng/mi) (ng/ml)
A 2804 21 290,7 2,8
B 3931 21 385,2 2,6
C 498,2 1.8 490,3 41
D 653,2 1,6 698,2 33

Tab. 2: Wiederfindung der D-Dimer-Konzentration mit ELISA-
D-Dimer in Citratplasma mit kinstlich zugesetztem D-Dimer

Zugesetzte theoretische gemessene % Wieder-
D-D Konzen- Konzen- Konzen- findung
tration tration tration
(ng/ml Fibrino- (ng/ml)
gendquivalent)
Plasma 1 - : 60
60 120 110 92
250 310 300 97
500 560 570 102
1500 1560 1500 99
Plasma 2 - 100
60 160- 150 94
250 350 340 97
500 600 600 100
1500 1600 1700 106
Plasma 3 - 170
60 230 230 100
250 420 420 100
500 670 650 97
1500 1670 1600 96

Tab. 3: Kreuzreaktion der F(ab’),-Fragmente im ELISA-D-Dimer
mit Fibrinogen und verschiedenen Fibrinogen- bzw. Fibrinspalt-
produkten

Produkt Kreuzreaktion
(%)
Fibrinogen (in Citratplasma) 0,001
frihe FDP (Fibrinogen) 0,005
spate FDP (Fibrinogen) 4,000
FDP-E (Fibrinogen) <0,001
FDP-D (Fibrinogen) 10,000
FDP (XL-Fragmente, Fibrin) 100,000
D-Dimer 100,000

sich ein linearer MeRbereich von 10—1000 ng/ml. H6-
here D-Dimer-Konzentrationen kénnen durch entspre-
chend hohere Probenvorverdiinnung erfalt werden.

3.1.2 Prazision

Zur Ermittlung der Prazision in der Serie und von Tag zu
Tag wurde die D-Dimer-Konzentration in vier verschiede-
nen Plasmaproben bestimmt. Fiir die Prazision in der Serie
wurde ein Variationskoeffizient von 1,6 —2,1% und von
Tag zu Tag ein Variationskoeffizient von 2,6 —4,1% ermit-
telt (Tab. 1).

3.1.3 Richtigkeit

Plasmen von Normalprobanden, deren D-Dimer-Kon-
zentrationen bekannt sind, wurden mit definierten, unter-
schiedlichen Mengen von gereinigtem Human-D-Dimer
versetzt. Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurden
die Konzentrationen in diesen Proben bestimmt. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Es wird eine
Wiederfindung von 92 —106% erhalten.

3.1.4 Kreuzreaktion mit anderen Fibrinogen-
und Fibrinderivaten

Von besonderer Bedeutung fiir die Beurteilung immuno-
logischer Testmethoden sind mégliche Kreuzreaktionen
der Antikorper. Zur Uberpriifung wurden Lésungen von
Fibrinogen, Fibrinogen- und Fibrinspaltprodukten im Test
eingesetzt. In Tab. 3 sind die beobachteten Kreuzreaktio-
nen im Vergleich zur Reaktion mit gereinigtem D-Dimer
(= 100%) angegeben.

Wie aufgrund der unterschiedlichen antigenen Determi-
nanten von Fibrinogen und seinen Spaltprodukten ge-
geniiber D-Dimer zu erwarten, ist die Kreuzreaktion mit
den Fibrinogenspaltprodukten X, Y und E vernachlassig-
bar. Nur Fibrinogenfragment D zeigt eine maRige Reak-
tion im Test.

3.2 D-Dimer-Test

3.2.1 Empfindlichkeit und Reaktion mit Fibrinogen-
und Fibrinderivaten

Tabelle 4 faRt die Ergebnisse zur Uberpriifung der Nach-
weisgrenze und der Kreuzreaktion mit Fibrinogenderiva-
ten zusammen. Dazu wurden Losungen der verschiede-
nen Fibrinogen- und Fibrinderivate sukzessive verdinnt
und im Test ohne weitere Probenvorverdinnung einge-
setzt.

Die Nachweisgrenze ist die Konzentration, bei der gerade
noch eine Agglutination erhalten wird. Mit Fibrinogen
und Fibrinogenspaltprodukten, mit Ausnahme von FDP-
D, wurden keine Kreuzreaktionen beobachtet.

Tab. 4: Kreuzreaktion des Antikérpers im D-Dimer-Test mit Fibrinogen- und Fibrinderivaten. Die entsprechenden Proben wurden
unverdinnt im Test eingesetzt. (+) = Agglutination, (+ + + ) sehr starke Agglutination, (—) = keine Agglutination, ( +) Grenzbereich

Fibrinogenaquivalent pg/ml . 1000 100 10 5 2 1 0,5 0
Produkt

Fibrinogen - - - - - - - -
Frihe Fibrinogenspaltprodukte - - - - - - - -
Spate Fibrinogenspaltprodukte + + - - - - - -
FDP-D (Fibrinogen) + + - - - - - -
FDP-E (Fibrinogen) - - - - - - - -
Frahe Fibrinspaltprodukte ++ +++ +++ + + ++ + — -
Spate Fibrinspaltprodukte ++ +++ +++ + + ++ + + -
D-Dimer ++ +++ +++ ++ ++ + + -
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Tab. 5: Wiederfindung der D-Dimer-Konzentration mit verschiedenen Chargen D-Dimer-Test in aufgestockten Normalplasmen

D-Dimer-Konzentration
vor Aufstockung

Bestimmung

theoretische
D-Dimer-Konzentration
(ng/ml Fibrinogeniquivalent)

gemessene D-Dimer-Konzentration
(rg/ml) Fibrinogenaquivalent

Ch. 11 Ch.12 Ch.13
Plasmal < 06 A 1-2 1- 2 1- 2 1- 2
asma B 5 4- 8 4 8 - 8
c 20 20— 40 20— 40 20— 40
0 100 80—160  80-160  80—160
Plasms 2 < 0,5 A 1-2 1- 2 1- 2 1- 2
B 5 4- 8 4- 8 - 8
c 20 20— 40 20— 40 20— 40
b 100 80—160  80—160  80—160
Plasma 3 < 0.5 A 1-2 1- 2 1- 2 1- 2
B 5 - 8 . 4- 8 4 8
c 20 20— 40 20— 40 20— 40
b 100 80—160  80—160  80—160

3.2.2 Prazision und Wiederfindung

Analog zu ELISA D-Dimer wurde mit D-Dimer-Test die
Wiederfindung der D-Dimer-Konzentration in aufge-
stockten Plasmen untersucht. Zur semiquantitativen Be-
stimmung der D-Dimer-Konzentration wurde der D-Di-
mer-Test (iber die Verdiinnungsreihe der Proben durchge-
fihrt. Mit den verschiedenen Reagenzchargen konnte
eine sehr gute Wiederfindung erhalten werden. Dariiber
hinaus weist die Methode eine zuverlassige, chargen-
unabhangig reproduzierbare Empfindlichkeit auf (Tab. 5).
Die gefundenen Konzentrationsbereiche ergeben sich aus
den Verdiinnungsstufen der semiquantitativen Auswer-
tung.

Zur Ermittlung der Prazision wurden vier Plasmaproben
mit verschiedenen D-Dimer-Konzentrationen eingesetzt
und in Serie (N = 15) und von Tag zu Tag (N = 20)
getestet. Sowohl in der Serie als auch von Tag zu Tag

A Hg/ml

500

g

ELISA D-Dimer _,
@
(=]
1

ug/ml

1 T U U L J 1 bl

4 8 16 32 64 128 256
D-Dimer-Test

Abb. 4: Methodenvergleich ELISA D-Dimer und D-Dimer-Test:

Verbrauchskoagulopathie (@), Lungenembolien (A) Ovarial-
karzinom (), Lungenmetastasen (O )

N -
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ELISA D-Dimer

wurden keine Unterschiede im Agglutinationsverhalten
gefunden.

3.3 Methodenvergleich

ELISA D-Dimer und D-Dimer-Test wurden sowohl un-
tereinander als auch mit vergleichbaren Reagenzien an-
derer Hersteller verglichen. Zum Methodenvergleich wur-
den Dimertest EIA und Dimertest Latex der Firma Mabco
eingesetzt.

3.3.1 ELISA D-Dimer — D-Dimer-Test

Mit beiden Methoden wurde die D-Dimer-Konzentration
in Plasmen von Normalprobanden und der vier Patienten-
gruppen bestimmt. Mit D-Dimer-Test wurde die Bestim-
mung semiquantitativ durchgefiihrt. Abb. 4 zeigt die gute
Korrelation von ELISA D-Dimer und D-Dimer-Test bei
erh6hten D-Dimer-Konzentrationen. Die Ergebnisse der
Plasmen der Normalprobanden sind der besseren Uber-
sicht wegen in der Abb. 5 zusammengefat. Auch hier
zeigt sich die hervorragende Ubereinstimmung der beiden
Tests.

A vwg/ml

pg/ml
T 1 T >
o.1 0.5 1

D-Dimer-Test

Abb. 5: Methodenvergleich ELISA D-Dimer und D-Dimer-Test .
bei Normalprobanden .
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Abb. 6: Methodenvergleich ELISA D-Dimer und Dimertest EIA:
Verbrauchskoagulopathie (® ), Lungenembolie (A ) (Konzentra-
tionsangaben in Fibrinogen aquivalent)

3.3.2 ELISA D-Dimer — Dimertest EIA

Beim Methodenvergleich mit anderen Herstellern wurden
ELISA-D-Dimer (Boehringer Mannheim) mit Dimertest
EIA (Mabco) und D-Dimer-Test (Boehringer Mannheim)
mit Dimertest Latex (Mabco) verglichen. Abb. 6 zeigt die
Ergebnisse beim Vergleich der ELISA-Tests in Plas-
men von Patienten mit Lungenembolien und Verbrauchs-
koagulopathie.

Beim Vergleich der absoluten Konzentrationen in pg/mil
ist zu beachten, daR beim Dimertest EIA (Mabco) das
Ergebnis in pg/ml D-Dimere angegeben wird, beim
ELISA D-Dimer (Boehringer Mannheim) in pg/ml Fibri-
nogenaquivalent. Zum direkten Vergleich mussen die
Werte der mit dem Dimertest EIA erhaltenen D-Dimer-
Konzentrationen durch Multiplikation mit dem Faktor 2
in Fibrinogenaquivalent umgewandelt werden.

'Tab. 6: Methodenvergleich D-Dimer-Test und Dimertest Latex
mit Plasmaproben von Normalprobanden

D-Dimer-Test (Boehringer) <05 05-1 1-2
png/ml Fibrinogenaquivalent

Dimertest Latex (Mabco)

ra/mi Fibrinogenédquivalent

<04 52 Y 0
04-0.8 e 2 2 2
0,8-1.6 (4] 2 0

3.3.3 D-Dimer-Test — Dimertest Latex

Es wurden Plasmen von Normalprobanden und von Pa-
tienten mit Verbrauchskoagulopathie eingesetzt. Beide
Tests wurden semiquantitativ durchgefiihrt und die Er-
gebnisse in Tab. 6 bzw. Tab. 7 gegeniibergestellt. Die mit
dem D-Dimer-Test erhaltenen Ergebnisse weisen auf eine
bessere Abstufung im Grenzbereich normal-pathologisch
hin. Diese Aussage sollte durch Untersuchungen an gro-
Beren Patientenkollektiven erhirtet werden. Die unter-
schiedlichen Konzentrationsbereiche ergeben sich aus
den jeweiligen Nachweisgrenzen der Methoden.

Beide Latex-Tests wurden auf ihre Spezifitat und Emp-
findlichkeit gepriift. Dazu wurden Proben mit bekannten
Konzentrationen der verschiedenen Fibrinogen- und Fi-
brinderivate sukzessive verdiinnt in den Test eingesetzt
und das Ergebnis qualitativ ausgewertet. Der D-Dimer-
Test weist geringe Konzentrationen zuverldssiger nach,
die Kreuzreaktion mit Fibrinogenderivaten ist geringer,
wobei besonders die Reaktion des Dimertest Latex mit
hohen Konzentrationen an spéten Fibrinogenspaltpro-
dukten auffillt (Tab. 8).

4 Diskussion

Untersuchungen des Fibrinogen- und Fibrinabbaus
durch Bestimmung der Produkte der intravaskularen Pro-
teolyse konnen wichtige Anhaltspunkte zur labordiagno-
stischen Abklarung von Stdérungen des himostatischen
Gleichgewichtes geben. Die Bestimmung von Fibrino-
gen- und Fibrinderivaten ist ein wichtiges laboranalyti-
sches Instrument, wenn es um die Feststellung prathrom-
botischer Zustdnde, Diagnose und Verlaufskontrolle der
Verbrauchskoagulopathie und der Kontrolle bzw. Steue-
rung der thrombolytischen Therapie geht. Dabei weisen
die herkdmmlichen Fibrin(ogen)-Spaltprodukt-Tests al-
lerdings den Nachteil auf, aufgrund ihrer Antikérperbe-
schaffenheit nicht zwischen Fibrinogen- und Fibrin-
spaltprodukten differenzieren zu konnen. Neue Aspekte
fir die Diagnostik eroffnen sich durch die Verfligbarkeit
von Tests zur spezifischen Bestimmung der Fibrinspalt-
produkte (D-Dimere). Aus dem dargestellten Spektrum
der Anwendung dieser neuen spezifischen Methoden er-
geben sich zwei Erfordernisse: Die qualitative Aussage
flir Ja/Nein-Entscheidungen, wenn die rasche Diagnose
im Vordergrund steht, und die quantitative Aussage fir
Verlaufsbeobachtungen und Spezialuntersuchungen. Mit
D-Dimer-Test und ELISA D-Dimer wurden zwei neue
Methoden hinsichtlich ihrer diagnostischen Validitat un-
tersucht, die die oben geforderten Kriterien erflillen. Der
Latex-D-Dimer-Test ist sehr einfach in der Anwendung
und ermoglicht innerhalb von wenigen Minuten die qua-
litative Ja/Nein-Aussage lber einen intravasalen Aktivie-
rungsprozef mit reaktiver Fibrinolyse. Da keine speziellen

Tab. 7: Methodenvergleich D-Dimer-Test— Dimertest Latex mit Plasmaproben von Patienten mit Verbrauchskoagulopathie

D-Dimer-Test (Boehringer) <20 20-40 40-80 80-160 160—320 >320

pg/ml Fibrinogeniquivalent

Dimer-Test Latex (Mabco)

pg/ml Fibrinogenaquivalent

<25 0 1 0 0 0 0
25-50 0 2 1 1 0 0
50-100 0 0 2 4 1 0

100-200 0 0 0 3 2 0

200-400 0 0 0 1 4 1

>400 0 0 0 0 0 1
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Tab. 8: Kreuzreaktion von D-Dimer-Test und Dimertest Latex mit verschiedenen Fibrinogen- und Fibrinderivaten

D-Dimer-Konzen- D-Dimer-Test

Dimertest Latex (Mabco)

tration pg/ml
Fibrinogenaqui- 1000 100 50 10 5 2
valent

Produkt

105 O 1000 100 50 10 5 2 1 05 O

Fibrinogen - - - - - -

Frihe Fibrinogen- - - - - - -
spaltprodukte

Spate Fibrinogen- + + + + - -
spaltprodukte

FDP-D + + + + - -
(Fibrinogen)

FDP-E - - - - - -
(Fibrinogen)

D-Dimer +++ +++ +++ ++ ++ ++

Fibrin-
spaltprodukte

+4++ +++ +++ ++ ++ ++

+++ ++ ++ + +
+++ ++ ++ + +++ + -

H+

+

H+
|

apparativen Voraussetzungen fiir die Testdurchfiihrung
erforderlich sind, eignet sich der D-Dimer-Test auch fir
das Notfallabor oder kann sogar als bed side-Methode
auf der Station durchgefiihrt werden. D-Dimer-Konzen-
trationen oberhalb 0,5 pg/ml Fibrinogendquivalente
(Normal < 0,5 ug/ml) werden zuverldssig angezeigt, d. h.
ein positives Ergebnis ist immer ein Hinweis auf einen
AktivierungsprozeB. Sowohl als qualitativer Schnelltest
wie auch als semiquantitative Bestimmung zeichnet sich
die Methode durch eine sehr gute Prazision und Wieder-
findung aus. Da bei Latex-Tests im Normalfall auf eine
Standardisierung verzichtet wird, ist die Chargenunab-
hangigkeit von Empfindlichkeit und Prazision ein ent-
scheidendes Zuverlassigkeitskriterium. Der Vergleich
mehrerer Reagenzchargen zeigte, daR® keine chargenbe-
dingten Differenzen im Agglutinationsverhalten auftreten
und damit bei Chargenwechsel keine Unsicherheiten in
der Beurteilung zu befiirchten sind. Kreuzreaktionen mit
Fibrinogen und Fibrinogenderivaten wurden mit Aus-
nahme von FDP-D nicht beobachtet. Da unter physiolo-
gischen Bedingungen ein Fibrinogenabbau durch die
Wirkung von oy-Antiplasmin auf die frihen Spaltpro-
dukte beschrankt bleibt, hat diese Kreuzreaktion keinen
EinfluB auf die Testaussage, d.h. der D-Dimer-Test ist
spezifisch fir den Nachweis von Fibrinspaltprodukten.
Im Methodenvergleich D-Dimer-Test—Dimertest Latex
(Mabco) wurden gute Ubereinstimmungen gefunden.
Die Ergebnisse mit dem D-Dimer-Test (Boehringer
Mannheim) weisen auf eine bessere Abstufung im Grenz-
bereich normal-pathologisch hin. Da dieser Befund fiir
den Einsatz der Methode als Screening-Test von beson-
derer Bedeutung ist, ist eine entsprechende Unter-
suchung an einem groBeren Patientenkollektiv vorzu-
nehmen. Beim Vergleich der Kreuzreaktionen wurde -
bei D-Dimer-Tests eine geringere Beeinflussung durch
Fibrinogenderivate festgestellt.

Fir ELISA D-Dimer gelten beziiglich Kreuzreaktion mit
Fibrinogen und Fibrinogenderivaten die gleichen Aussa-
gen wie fir D-Dimer-Test. Weitere Merkmale sind: gute
Prézision mit einem Variationskoeffizienten von 1,6 —
2,1% in der Serie, Linearitat des Testsystems von 10—
1000 ng/mi (bei Plasmavorverdiinnung 1:20) und hohe
Empfindlichkeit (0,5 ng/ml). Methodische Vorteile bietet
die Moglichkeit, das Tragermaterial fiir die Immunreak-
tion selbst zu wahlen und somit die Testdurchfiihrung an
die apparativen Gegebenheiten im Labor anzupassen.
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D-Dimer-Test und ELISA D-Dimer sind praktikable Me-
thoden zur spezifischen Bestimmung der D-Dimere. Die
Verwendung von Citratplasma als Probenmaterial ohne
EinfluR von Fibrinogen erhéht die Praktikabilitiat und die
Zuverlassigkeit der Spaltproduktbestimmung erheblich.
Durch die Verfiigbarkeit von zwei in ihrer Durchfiihrung
und Aussage. sich erganzenden Methoden, D-Dimer-
Tests zum schnellen Screening im Notfall und Routine,
ELISA D-Dimer zur quantitativen Bestimmung und Ver-
laufskontrolle, kénnen die diagnostischen Mdglichkeiten
der D-Dimer-Bestimmung voll ausgeschopft werden. Die
einfache Durchfiihrung erméglicht einem breiten Anwen-
derkreis die D-Dimer-Bestimmung und ist nicht mehr auf
wenige Speziallabors beschrankt.
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