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SAZETAK

Cilj. Srcani troponin 1 je biohemijski pokazatelj ostecenja
miokarda koji se godinama koristi u Klinicko-bolnickom
centru ,,Zvezdara“ u Beogradu. Za odredivanje konce-
ntracije troponina I u serumu pacijenata koristi se
hemiluminiscentni imunoesej (Siemens Immulite 1000). S
ciljem ubrzanja dobijanja rezultata razmatrano je uvodenje
nove metode za odredivanje kardijalnog troponina I,
elektrohemiluminiscentnog imunoeseja, koriscenjem anali-
zatora tipa Roche Cobas e411.

Metode. Ispitana je nova, kandidat metoda za
odredivanje koncentracije troponina I pre eventualnog
uvodenja u klinicku praksu i uporedena je sa metodom koja
se ve¢ koristi. Poredenje koncentracija sréanog troponina I
dobijenih upotrebom metoda Roche Cobas e411 analizatora
(x) sa Siemens Immulite 1000 analizatora (y) izvedeno je kod
uzoraka seruma 94 odrasla pacijenta, oba pola, sa znacima
i simptomima akutnog infarkta miokarda.

Rezultati. Analizom rezultata ustanovijena je jednacina
regresije y = 1,91x + 4,67, koeficijent korelacije iznosio je
0,92. U 15 od 94 pacijenta (16%) rezultati istog uzorka
dobijeni dvema metodama nisu se slagali. Kod takvih osoba
rezultat troponina I dobijen jednom metodom ukazivao je na
prisustvo akutnog infarkta miokarda ali kod druge, on je bio
ispod dijagnosticke pragovne vrednosti.

Zakljucak. Izmedu vrednosti koncentracija troponina 1
izmerenih poredenim metodama ne postoji dobra saglasnost,
izrazeno kroz koeficijent korelacije i jednacinu regresije.
Interpretacija rezultata bar kod svakog Sestog pacijenta
upucivala bi na suprotne zakljucke u dijagnozi akutnog
koronarnog dogadaja.

Kljucne reci: troponin I; imunoesej; luminiscencija.
UvVOD

Troponin I (Tnl) je regulatorni protein koji ima klju¢nu
ulogu u procesu relaksacije miSi¢nih vlakana u
popre¢noprugastim misi¢ima. Troponin I koji poti¢e iz
miokarda (sr¢ani Tnl, cardiac Tnl, cTnl) razlikuje se od
troponina I iz ostalih poprec¢noprugastih misi¢a po svojoj
jedinstvenoj N-terminalnoj sekvenci. Zbog svoje tkivne
specificnosti srcani troponin I se koristi kao veoma
osetljiv biomarker osSteenja miokarda (1-5). U sluca-
jevima akutnog infarkta miokarda (AMI) koncentracija

ABSTRACT

Objective. Cardiac troponin I is a biochemical marker
that reflects damage to myocardial cells, which has been
used for years in Clinical Hospital Center “Zvezdara”,
Belgrade. Chemiluminescence immunoassay (Siemens
Immulite 1000) was regularly used for determination of
cardiac troponin I in sera of the patients. Aiming to improve
the turnaround time for troponin I determination, it was
considered to introduce a new method, electroche-
miluminescence essay, by using Roche Cobas e411 analyzer.

Methods. We investigated a novel, candidate method for
determination of serum cardiac troponin I before its eventual
adoption in clinical routine and it was compared with the one
already applied in our laboratory. Comparison of cardiac
troponin I concentrations essayed with the use of Roche
Cobas e4llanalyzer (x) and of Siemens Immulite 1000
analyzer (v) was performed on serum samples of 94 adult
patients, both genders, with signs and symptoms of acute
myocardial infarction.

Results. Analysis of results revealed regression equation
of y=1.91x + 4.67; correlation coefficient was 0.92. In 15 out
of 94 patients (16%) results obtained by two methods in the
same sample disagreed. In such subjects, the result of
troponin I determined with one method indicated presence of
acute myocardial infarction, but with the other it was below
the diagnostic cut-off value.

Conclusion. Between the concentrations of troponin [
determined with compared methods there was no proper
agreement, expressed by the correlation coefficient and
regression equation. Interpretation of results in about every
sixth patient would point to conflicting conclusion in
diagnosis of acute coronary event.

Key words: troponin I; immunoassay; luminescence.

cTnl raste 3—6 Casova posle pojave simptoma, dostize
vrhunac 12-16 casova po pocetku simptoma i moze da
ostane povisena 4-9 dana (6, 7).

U poslednjoj deceniji, merenje koncentracije sréanog
troponina postalo je jedan od nezaobilaznih dijagnostickih
kriterijuma pri postavljanju dijagnoze akutnog infarkta
miokarda. Naime, prema univerzalnoj definiciji infarkta
miokarda za dijagnozu AMI neophodno je da bar jedna
izmerena vrednost sréanog troponina bude iznad
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definisanog nivoa odlucivanja kod pacijenta u
odgovaraju¢oj klini¢koj situaciji (8). Smatra se da
povecanje koncentracije cTnl u krvi reflektuje osloba-
danje c¢Tnl iz éelija miokarda, i da je ¢ak i minimalno
povecanje koncentracije cTnl povezano sa nepovoljnim
ishodom po pacijenta izrazenim kroz povecan rizik od
nastupanja akutnog infarkta miokarda i povecan rizik
kardiovaskularnog mortaliteta u narednih 12 meseci
(9-12).

Za merenje koncentracije ¢Tnl u laboratorijama se
koristi veliki broj razli¢itih metoda i imunoeseja koji medu
sobom nisu usaglaseni, i studije su pokazale velike razlike
prilikom merenja koncentracije ¢Tnl razli¢itim metodama
(13). Usled neusaglaSenosti metoda za odredivanje cTnl
nije bilo moguce odrediti vrednost nivoa odlu¢ivanja
(decision limit, cut-off) koja bi bila zajednicka za razlicite
metode Sto dovodi do velike konfuzije prilikom
uporedivanja rezultata ¢Tnl iz razli¢itih laboratorija. Da bi
se harmonizovala metoda za odredivanje c¢Tnl, strucna i
nau¢na javnost pokrenula je inicijativu da se preduzmu
mere koje obuhvataju i upotrebu jedinstvenog referentnog
materijala (SRM 2921) u svim imunoesejima za cTnl.
Preporuceno je da svi proizvodaci imunoeseja za cTnl (14)
kao master kalibrator koriste referentni materijal SRM
2921.

S obzirom na brojnost i raznovrsnost metoda za
odredivanje koncentracije cTnl, Internacionalna federacija
za klinicku hemiju (IFCC) objavila je i stalno dopunjava
spisak raspolozivih imunoeseja zajedno sa njihovim
analitickim karakteristikama (15). U Sluzbi laboratorijske
dijagnostike KBC ,,Zvezdara® u Beogradu se ve¢ godi-
nama koristi hemiluminiscentna metoda za odredivanje
koncentracije sréanog troponina I (analizator: Siemens
Immulite 1000, SAD) (16). Veliki nedostatak ovog nacina
odredivanja koncentracije cTnl jeste sporost jer samo
izvodenje analize zahteva 45 minuta. S druge strane,
transport i priprema uzorka za izvodenje analize kao i
kontrola rezultata zahtevaju dodatno vreme, pa se rezultati
odredivanja koncentracije troponina I za pacijente izdaju
tek za 60—75 minuta od dospevanja uzorka u laboratoriju.

S ciljem da se pacijentima omoguc¢i kvalitetnija
dijagnostika AMI, odnosno, da se prvenstveno skrati vreme
izdavanja rezultata cTnl, razmatrano je ispitivanje
(evaluacija) i eventualna primena alternativnog imuno-
eseja. Pri tome, alternativni analizator za izvodenje
imunoeseja u laboratoriji je Roche Cobas e411 (Roche,
Japan). Pregledom literature utvrdeno je da izvodenje
imunoeseja za cTnl na analizatoru Cobas e411 traje samo
devet minuta u kombinaciji sa produzenom stabilnos¢u
kalibracije i reagenasa (15, 17).

S klinicke tacke gledista, vazno je da imunoesej koji se
koristi za odredivanje koncentracije ¢Tnl ima mali
detekcioni limit (veliku analiticku senzitivnost) i visoku

preciznost ¢ak i pri merenju niskih koncentracija c¢Tnl.
Imunoesej Roche Cobas e411 ima skoro istovetan limit
detekcije za c¢Tnl (0,16 ng/mL) kao i imunoesej Siemens
Immulite 1000. Medutim, Roche Cobas e411 imunoesej
analiticki preciznije meri ¢Tnl pri nizim koncentracijama
(koeficijent varijacije od 10% ima pri koncentraciji od 0,3
ng/mL, za razliku od Siemens Immulite 1000 koji 10 CV%
ima pri koncentraciji ¢Tnl od 0,64 ng/mL). Vazno je istaci
da postoji preklapanje sastava reagenasa u pogledu
prisutnih monoklonskih antitela, odnosno, oba proizvodaca
(Siemens i Roche) u reagensima za odredivanje cTnl
sadrZe antitela ¢iji su epitopi u regiji 87-91 i regiji 2740
molekula troponina I (15, 17).

O wuporednoj analizi imunoeseja za odredivanje
koncentracije ¢cTnl na analizatorima Roche Cobas e411 i
Siemens Immulite 1000 nisu pronadeni podaci u literaturi,
ali je sli¢nost sastava reagenasa u pogledu upotrebljenih
vezujucih i detekcionih antitela govorila u prilog moguce
saglasnosti izmedu rezultata dobijenih poredenim
imunoesejima. Posle sagledavanja analitickih kara-
kteristika, a s ciljem evaluacije Roche Cobas e411 metode
za odredivanje c¢Tnl, pristupljeno je njenom poredenju sa
metodom koja je ve¢ u upotrebi: Siemens Immulite 1000.

MATERIJAL I METODE

U radu su ispitivani serumi 94 pacijenta koji su hitno
primljeni u decembru 2011. godine u KBC ,,Zvezdara* pod
sumnjom na akutni infarkt miokarda. Za analizu troponina
I uzet je uzorak krvi venepunkcijom koriste¢i vakuum-
epruvete sa aktivatorom koagulacije i separatorskim
gelom. Serumi sa izrazenom hemolizom, lipemijom ili
ikteri¢noscu nisu uzimani u rad. U ispitivanje su ukljuceni
pacijenti kod kojih je u trenutku prijema proslo izmedu 6 i
24 casa od pocetka tegoba (bol u prekordijumu koji traje
duze od 20 minuta). Za poredenje dve metode kojima se
odreduje koncentracija ¢Tnl odvojeni su alikvoti seruma
pacijenata, a potom je uporedo izvedena analiza cTnl vec
koris¢enom metodom, Siemens Immulite 1000 i kandidat
metodom, Roche Cobas e411.

U sastavu reagensa Siemens Immulite 1000 imunoeseja
se nalaze vezujuca i detekciona antitela koja sa src¢anim
troponinom I formiraju ,,sendvi¢ kompleks®. Detekciono
antitelo obelezeno je alkalnom fosfatazom koja deluje na
hemiluminiscentni supstrat. Koncentracija ¢Tnl u uzorku
proporcionalna je koli¢ini vezane alkalne fosfataze od cega
dalje zavisi jacina izmerenog hemiluminiscentnog signala
(16). U sastavu Roche Cobas e411 imunoeseja se nalaze
vezujuca i detekciona antitela koja sa sr¢anim troponinom
I formiraju ,,sendvi¢ kompleks®. Detekciono antitelo
obelezeno je rutenijum kompleksom. Koncentracija cTnl u
uzorku proporcionalna je koli¢ini vezanog rutenijum
kompleksa od koje dalje zavisi jaCina izmerenog
elektrohemi-luminiscentnog signala (17).
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Prilikom razvrstavanja rezultata cTnl koris¢eni su
podaci o karakteristikama imunoeseja koje je objavila
IFCC (15). Kao nivoi odlu¢ivanja (cut-off vrednosti)
primenjene su one koncentracije ¢Tnl za koje koeficijent
varijacije iznosi 10%. Ovi nivoi odlu¢ivanja iznose 0,3
ng/mL za analizator Roche Cobas e411, a 0,64 ng/mL za
analizator Siemens Immulite 1000.

Metode za odredivanje koncentracije cTnl medusobno
su uporedene kao S$to je opisano u literaturi, a koji
podrazumeva otkrivanje oblika, jacine i smera povezanosti
dve metode i izraCunavanje regresione jednacine koja
najbolje opisuje meduzavisnost ispitivanih metoda (18). U
tu svrhu u radu je koris¢en kompjuterski program Excel.

REZULTATI

Poredenje rezultata c¢Tnl dobijenih elektrohemi-
luminiscentnom metodom Roche Cobas e411 (x) sa
rezultatima dobijenim hemiluminiscentnom metodom
Simens Immulite 1000 (y) izvedeno je kod 94 pacijenta.
Poredenje Roche Cobas i Siemens Immulite metoda za
odredivanje koncentracije cTnl pokazalo je da su rezultati
dobijeni dvema metodama pozitivno i linearno povezani,
pri ¢emu je koeficijent linearne korelacije (r) iznosio 0,92.
Meduodnos rezultata koncentracije c¢Tnl u serumu
izmerenih dvema poredenim metodama opisuje jednacina
linearne regresije y=1,91x + 4,67. Kao S$to se vidi iz

jednacine, postoji velika razlika izmedu apsolutnih
vrednosti koncentracija ¢Tnl koje su dobijene poredenim
metodama pri ¢emu metoda Siemens Immulite 1000 daje
mnogo vise rezultate za koncentraciju cTnl.

Kada su dobijeni rezultati za koncentraciju cTnl
razvrstani prema polozaju u odnosu na nivo odlucivanja
(cut-off vrednost) pokazano je da se kod 15 od 94 pacijenta
(16%) rezultati za istog pacijenta dobijeni dvema
poredenim metodama uopste ne slazu. Drugim re¢ima, dok
bi rezultat jedne metode upucivao na dijagnozu akutnog
infarkta miokarda, sa drugom to ne bi bio slucaj. Kod 6 od
94 pacijenta (6,4%) rezultat cTnl je bio pozitivan metodom
Siemens Immulite1000, ali negativan metodom Roche
Cobas e411. U nesto ve¢em broju slucajeva, kod 9 od 94
pacijenta (9,6%), rezultat cTnl je bio negativan metodom
Siemens Immulite 1000, ali pozitivan metodom Roche
Cobas e411. U najvecem broju slucajeva, kod 79 od 94
pacijenta (84%) rezultati dve metode koje se porede
razvrstani prema polozaju u odnosu na nivo odlu¢ivanja
bili su saglasni. Najveci broj pacijenata, 45 od 94 (47,8%)
imao je pozitivan rezultat i jednom i drugom metodom, dok
su 34 od 94 (36,2%) pacijenta imala negativan rezultat
koris¢enjem i jednom i drugom metodom.

Rezultati su blize prikazani u tabeli 1. Slika 1 prikazuje
korelaciju dve ispitivane metode za odredivanje
koncentracije cTnl sa jedna¢inom prave koja oslikava
poredenje metoda.

Tabela 1. Uporedni prikaz slaganja rezultata pri odredivanju koncentracije c¢Tnl na analizatorima Siemens Immulite
1000 i Roche Cobas e411.

Ucestalost (%) Siemens Immulite 1000 Roche Cobas e411
47,8 Pozitivan u odnosu na cut off Pozitivan u odnosu na cut off
36,2 Negativan u odnosu na cut off Negativan u odnosu na cut off

6,4 Pozitivan u odnosu na cut off Negativan u odnosu na cut off
9,6 Negativan u odnosu na cut off Pozitivan u odnosu na cut off
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Slika 1. Korelacije Roche Cobas e411 i Siemens Immulite 1000 metoda za odredivanje koncentracije cTnl.
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DISKUSIJA

Kao S§to je ve¢ navedeno, pregledom literature
ustanovljeno je da nema podataka koji se odnose na
poredenje rezultata odredivanja koncentracije cTnl
metodama Roche Cobas e411 i Siemens Immulite 1000.
Stoga je sproveden prvi korak u validaciji elektro-
hemiluminiscentne Roche Cobas e41l1 metode pre
eventualnog uvodenja u klini¢ku praksu KBC ,,Zvezdara“
kroz poredenje kandidat metode (Roche Cobas e411) sa
onom koja se ve¢ koristi u laboratoriji (Siemens Immulite
1000). Unapred je bilo poznato da je sastav ispitivanih
imunoeseja u pogledu imunoreaktivnosti monoklonskih
antitela donekle sli¢an, pa je pretpostavljeno da ce i
rezultati odredivanja ¢Tnl dobijeni poredenim metodama
biti saglasni medu sobom. S druge strane, poznata je i
Cinjenica da je veoma tesko porediti rezultate konce-
ntracije cTnl dobijene razli¢itim imunoesejima, pre svega,
usled razli¢itih monoklonskih antitela u razlic¢itim
imunoesejima sa razli¢itom imunoreaktivno$éu prema
molekulu c¢Tnl (19). Osim toga, molekul cTnl podleze
razli¢itim modifikacijama pa se u cirkulaciji nalazi u vise
razli¢itih formi koje se razli¢ito dugo zadrzavaju u
krvotoku. Razli¢ita monoklonska antitela u reagensima
sasvim razli¢ito reaguju i sa ovim raznim cirkuli§u¢im
formama cTnl. Situaciju dodatno komplikuje i to Sto
razli¢iti reagensi mogu da se potpuno razli¢ito ponasaju u
situacijama kada se u uzorku nalaze heparin, heterofilna
antitela ili autoantitela na cTnl $to moze da dovede i do
potpune nereaktivnosti reagensa sa cTnl pacijenta i
posledi¢no do lazno negativnog rezultata (20-22).

U poslednjoj deceniji suStinski je izmenjen nacin
dijagnostikovanja AMI tako §to je odredivanje konce-
ntracije sréanog troponina postalo deo dijagnostickog
algoritma kod pacijenata pod sumnjom na AMI. Da bi se
postavila dijagnoza AMI, potrebno je i da bar jedna
izmerena vrednost sréanog troponina bude iznad nivoa
odlu¢ivanja u odgovaraju¢oj klinickoj situaciji (8).
Ovakav nacin dijagnostikovanja AMI postavlja pred
klini¢are neophodnost dobrog poznavanja metode koja se
koristi u laboratoriji za odredivanje koncentracije sr¢anog
troponina, njenih ograni¢enja i mogucih interferiraju¢ih
faktora (23).

Rezultati poredenja dobijeni u ovom radu govore u
prilog tome koliko je tesko porediti rezultate sa razliitih
analizatora 1 koliko je potreban oprez prilikom
interpretacije rezultata cTnl sa razlicitih analizatora ili
prilikom prelaska sa jednog nacina odredivanja na drugi.
Prilikom poredenja dva imunoeseja za odredivanje cTnl u
ovom radu koeficijent linearne korelacije je iznosio 0,92
(r=0,92). Drugi istrazivaci koji su uporedivali razlicite
metode za odredivanje koncentracije ¢Tnl su utvrdili da su
se koeficijenti korelacije kretali izmedu 0,953 1 0,982 (24,
26). Moguce objaSnjenje za nizi koeficijent korelacije
dobijen prilikom poredenja u laboratoriji KBC Zvezdara

je §to je u radu kori$éen analizator Siemens Immulite 1000
starije generacije dok su u literaturi nadeni podaci za
slicne analizatore novije generacije, Siemens Immulite
2000 1 2500. U nasem istrazivanju nagib regresione prave
iznosio je 1,91, $to je zajedno sa iznosom odsecka od 4,67
odrazavalo mnogo vise apsolutne vrednosti koncentracija
cTnl izmerene analizatorom Siemens Immulite 1000 (y)
poredeno sa vrednostima izmerenim analizatorom Roche
Cobas e411 (x).

Jo$ su istrazivanja Wua i saradnika iz 1998. godine
pokazala da razli¢iti imunoeseji imaju potpuno razli¢itu
imunoreaktivnost prema c¢Tnl 1 od tada postoji pritisak
naucne i struéne javnosti da se eseji razlicitih proizvodaca
usklade ne bi li se doslo do prihvatljivog nivoa
harmonizacije izmedu metoda kojima se odreduje cTnl
(24). Ovi napori su upravljeni u dva pravca, s jedne strane,
u pravcu kori$éenja istog referentnog materijala od strane
svih proizvodaca, a s druge strane, u pravcu unifikacije
sastava reagenasa u smislu koris¢enja istih monoklonskih
antitela kako bi se obezbedila slicna imunoreaktivnost
reagensa u odnosu na pacijentov cTnl (25). Proizvodacima
reagenasa za odredivanje cTnl je na raspolaganju
referentni materijal SRM 2921, ali jo§ uvek ne postoji
mehanizam da njegova upotreba postane obavezna za sve
proizvodace (27). S obzirom na to da oba ispitivana
imunoeseja koris¢ena u ovom radu u svom sastavu imaju
vezuju¢a monoklonska antitela za epitop u regionu 8§7-91
molekula c¢Tnl i detekciona monoklonska antitela za
epitop u regionu 27-40 molekula cTnl, ocekivana je veca
saglasnost rezultata izmedu poredenih metoda. Pokazalo
se, medutim, da bi u znatnom broju slucajeva (15 od 94
pacijenta, 16%) rezultati cTnl sa razlicitih analizatora
klinicara uputili na sasvim suprotne zakljucke. Moguce
objasnjenje za ovu nesaglasnost rezultata jeste da poredeni
imunoeseji nisu jednako klini¢ki senzitivni. Takode,
moguce objasnjenje za nesaglasnost rezultata cTnl je i
eventualno prisustvo interferirajué¢ih faktora u vidu
heterofilnih antitela, autoantitela ili heparina koji su imali
razli¢it uticaj u dva poredena imunoeseja.

S obzirom na navedene rezultate, nije bilo moguce
doneti definitivan zaklju¢ak o tome koji od dva
imunoeseja ima prednost nad drugim pri odredivanju
koncentracije cTnl. Apsolutan broj pacijenata (15
pacijenata) kod kojih se rezultati cTnl nisu slagali je mali
za bilo kakav definitivan zaklju¢ak cak i kada bi se
rezultati c¢Tnl dobijeni razli¢itim metodama uporedili
prema nekoj definisanoj krajnjoj tacki (clinical end point),
na primer prema kardiovaskularnom mortalitetu. Zbog
svega navedenog, nesaglasnost rezultata navodi na
potrebu za dodatnim ispitivanjem imunoeseja koje bi na
veCem broju pacijenata pokazalo koji od ispitivanih
imunoeseja ima vecu klinicku senzitivnost pri ¢emu se
najcesce kao kriterijum (klinicka krajnja tacka) koristi
kardiovaskularni mortalitet 12 meseci posle primarnog
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odredivanja koncentracije cTnl (23). Istovremeno, takva
studija bi bila prilika da se bolje sagleda uticaj
interferirajucih faktora prilikom odredivanja koncentracije
sré¢anog troponina 1.

U zakljucku, rezultati na ispitivanom uzorku pokazuju
da izmedu vrednosti koncentracija cTnl izmerenih dvema
poredenim metodama (Roche Cobas e41l i Siemens
Immulite 1000) ne postoji dobra saglasnost §to je izrazeno
kroz koeficijent korelacije i jednacinu linearne regresije, a
narocito kroz ¢injenicu da bi rezultati ¢Tnl znatnog broja
pacijenata dobijeni poredenim metodama prilikom
klinicke interpretacije upucivali na suprotne zakljucke.

ZAHVALNOST

Zahvaljujem na pomoc¢i Roche Diagnostics PO Srbija
koji su donacijom reagenasa omogucili da se uradi
istrazivanje prikazano u ovom radu. Dizajn i sprovodenje
istrazivanja kao i stavovi navedeni u rukopisu doprinos su
autora koji je nezavisan od navedene donacije.

SKRACENICE

AMI — Akutni infarkt miokarda

IFCC- Internacionalna federacija za klinicku hemiju
CV- Koeficijent varijacije

cTnl — Srcani troponin |

Tnl — Troponin I
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