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Úvod

V posledním desetiletí se opakovaně v literatuře ob-
jevují zmínky o nutnosti hledání nových, citlivých a pře-
devším časných testů myokardiální ischémie, které by
umožnily včasnou a účinnou terapeutickou či diagnos-
tickou intervenci. Důvodem hledání dalších diagnostic-
kých testů v problematice myokardiální ischémie jsou
především běžně známé nevýhody rutinně využívaných
laboratorních ukazatelů myokardiálního postižení – např.
srdečních troponinů, které dokáží sice spolehlivě dete-
kovat přítomnost myokardiální nekrózy, ale nelze jimi
zjistit přítomnost myokardiální ischémie bez nekrózy
(1) – a nutnost provádění zátěžových vyšetření (např.
ergometrie, perfuzní scintigrafie myokardu atp.), které
jsou časově i technicky náročné.

V roce 2003 uznal FDA stanovení ACB jako časný
ukazatel myokardiální ischémie (16). Analytické i kli-
nické zhodnocení tohoto markeru bylo v témže roce
publikováno v časopise Clinical Chemistry (1).

Jde o test velice potřebný, který slouží k odhadu
myokardiální ischémie ještě před vznikem nekrózy
a má především význam jako statimové vyšetření, pro-
to jsme si v této práci položili následující otázky:
1. Liší se námi změřené hodnoty ACB u jedinců bez

známek ischemické choroby srdeční od údajů pub-
likovaných v rámci citovaného zhodnocení (1)?

2. Lze modifikovat stanovení ACB pro každodenní ru-
tinní praxi běžného laboratorního oddělení pro stati-
mové vyšetření?

Materiál a metody

Vyšetření skupiny zdravých jedinců
Vyšetření ACB bylo provedeno u 50 jedinců bez zná-

mek přítomnosti ischemické choroby velkých cév
v anamnéze nebo bez kombinace rizikových faktorů

předčasné aterosklerózy, kteří nebyli v posledních mě-
sících nemocni a nedostávali žádné léky. Šlo o osoby
vyšetřené v rámci preventivních prohlídek v ordinacích
praktických lékařů ve Šternberku.

Odběr vzorku a separace séra
K vyšetření ACB byly použity vzorky séra. Vzorky

srážlivé krve byly po odběru na 60 minut uloženy při
pokojové teplotě, poté byla provedena 10minutová
centrifugace při 1100 g. Vlastní měření ACB následo-
valo do 120 minut od centrifugace při uložení vzorku
při 4 oC. Pět minut před analýzou byl vzorek séra tem-
perován na pokojovou teplotu (25 oC).

Pro odhad stability vzorku bylo odděleny ze dvou
náhodně vybraných vzorků poměrné podíly, z nichž část
byla ponechána při pokojové teplotě a měřena každou
hodinu, část při teplotě 4 oC a měřena každý den a část
byla zamražena a uskladněna při -80 oC a měřena ta-
ké každý den.

Analýza ACB
K ověření výsledků prezentovaného zhodnocení (1)

byl použit vertikální fotometr MAX 002 (Dynex Corpo-
ration). Výsledky ACB byly vydávány v jednotkách ab-
sorbance (OD) (1).
Postup měření:
1. Do dvou mikrozkumavek (1 ml) se pipetuje 200 µl

čerstvě separovaného nebo rozmraženého a tempe-
rovaného séra (vzorek i slepá zkouška).

2. Ihned poté se do obou mikrozkumavek přidá 50 µl
0,0034 mol/l CoCl

2
 . 6 H

2
O (1 g/l, n = 0,0042 mol),

prudce se po dobu 10 s míchá (třepačka Vibromix
2600 otáček/min) a 10 minut se inkubuje při poko-
jové teplotě.

3. Potom se do mikrozkumavky se vzorkem přidá 50 µl
DL-dithiotreitolu (DTT) (1,5g/l, n = 0,0097 mol) a do
mikrozkumavky se slepou zkouškou 50 µl 0,9%
NaCl. Oba vzorky se po dobu 10 s míchají (třepačka
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Vibromix, 2600 otáček/min) a 2 minuty se inkubují
při pokojové teplotě.

4. Po dvouminutové inkubaci se do obou mikrozku-
mavek (vzorek i slepá zkouška) přidá 1,0 ml 0,9%
NaCl (minimalizace precipitace proteinu a snížení
turbidity).

5. 300 µl z každé mikrozkumavky (vzorek a slepá
zkouška) se pipetuje do dvou jamek mikrotitrační des-
tičky (1. jamka vzorek, 2. jamka slepá zkouška).

6. Změří se absorbance při 490 nm.
7. Výsledek ACB se vydává jako rozdíl mezi absor-

bancí vzorku a blanku, zaokrouhlený na dvě dese-
tinná místa.

Pro možnost využití stanovení ACB v režimu
STATIM (automatický analyzátor COBAS MIRA+) byla
použita tato modifikace:
• Do jednoho segmentu pro analyzátor COBAS MIRA+

se pipetou dodá 230 l čerstvě separovaného nebo
rozmraženého a temperovaného séra.

• Pro stanovení ACB jsou programovány dvě meto-
dy, pro slepou zkoušku a pro vzorek.

a) Popis programu a nastavení v režimu VZOREK:
1. Reakční mód: R-S-SR1-SR2 (pro metody se

3 reagenty. Primární reagent: CoCl
2
-R; Vzorek: S,

dva následující startovací regenty – DTT:SR1
a 0,9% NaCl:SR2).

2. Reagent blank: No blank.
3. Vlnová délka: 500 nm.
4. Objem vzorku i slepé zkoušky: 95 µl, přidává se

v 1. cyklu.
5. Objem a koncentrace COCl

2 
. 6H

2
O (R1): 50 µl

0,0034 mol/l. (0,45g/l; n = 0,0019 mol), přidává
se v 1. cyklu.

6. Doba inkubace vzorku a R1: 10 minut při teplotě
37 oC.

7. Objem a koncentrace DTT pro vzorek: 50 µl
1,04 g/l (n = 0,0044 mol), přidává se v 25. cyklu.

8. Doba inkubace vzorku a slepé zkoušky: 2 minu-
ty při teplotě 37 oC.

9. Po inkubaci je přidáno do vzorku i blanku 95 µl
0,9% NaCl, přidává se ve 30. cyklu.

10.Výpočet: end point.
11.Čtecí body: první CB (absorbance kyvetového

blanku) – poslední ve 30. cyklu.
b) Popis programu a nastavení v režimu BLANK: ana-

logicky se zadává metoda pro měření blanku, kdy
se namísto DTT přidá ve stejném cyklu (25. cyklus)
50 µl 0,9% NaCl.

c) Výsledek ACB se vydává jako rozdíl mezi absor-
bancí vzorku a blanku, zaokrouhlený na dvě dese-
tinná místa.
Na registračním spektrofotometru HELIOS byly pro-

věřeny diference absorbancí při různých vlnových dél-
kách (450–500 nm) pro CoCl

2
 a DL-DTT.

Výsledky měření ACB od 50 jedinců, zjištěné obě-
ma uvedenými metodami, byly poté srovnány.

Statistické zpracování
Všechna data byla zpracována softwarem Medcalc

a GraphPadPrism4. Rozložení měřených dat ACB bylo

hodnoceno Komolgorovým-Smirným testem. Rozlože-
ní dat ACB se blížilo gaussovskému, proto byly hodno-
ty ACB na obou analyzátorech srovnávány para-
metrickým párovým Studentovým t-testem i F-testem
a jejich vztah byl popsán Pearsonovým korelačním ko-
eficientem a Passing-Bablokovou regresní analýzou. Po-
rovnatelnost obou měřicích postupů byla hodnocena
Blandovým-Altmanovým diferenčním diagramem.

Výsledky

Hodnoty ACB činily u 50 jedinců 0,36 ± 0,15 (x ± 2 s),
vykazovaly normální rozdělení a nevykazovaly závis-
lost na věku ani pohlaví. Naše nálezy odpovídaly dříve
prezentovaným výsledkům a nelišily se od hodnot pub-
likovaných v rámci citovaného zhodnocení – viz tab. 2
(1, 2, 3, 4, 5, 6).

Analytické charakteristiky při měření na přístroji
MAX 002
1. CV % v sérii:

a) 3,4 % (n = 10, OD = 0,61),
b) 4,1 % (n = 10, OD=0,61).

2. Celková nepřesnost (CV % mezi sériemi při zamra-
žení vzorku séra na -80 oC):
a) 5,0 % (n = 10, OD = 0,42),
b) 4,1 % (n = 10, OD = 0,60).
Analytické charakteristiky při měření na přístroji

COBAS MIRA+
1. CV % v sérii:

a) 2,4 % (n = 10, OD = 0,37),
b) 3,9 % (n = 10, OD = 0,33).

2. Celková nepřesnost (CV % mezi sériemi při zamra-
žení vzorku séra na -80 oC):
a) 8,9 % (n = 8, OD = 0,58),
b) 3,6 % (n = 8, OD = 0,34).
Při analýze ACB na přístroji COBAS MIRA+ jsme

použili jinou koncentraci CoCl
2
 a DTT a jiné množství

0,9% NaCl; tyto změny byly optimalizovány na sníže-
ný objem vzorku (poměry mezi CoCl

2 
a DTT zůstaly

zachovány podle jejich molárních koncentrací). Při uve-
dené modifikaci jsme také zachovali poměr hmotností
vzorku a CoCl

2
.

Na registračním spektrofotometru HELIOS jsme si
také ověřili, že absorbance 450–500 nm pro CoCl

2

a DL-DTT se významně nemění (odchylka na výsle-
dek měření je zanedbatelná) (tab. 1).

Table 1. Optical Density: CoCl2 and DTT in the Different Wave-

lenghts, HELIOS Device

Wavelenght CoCl2 DTT

450 nm 0.008 1.778

470 nm 0.007 1.806

490 nm 0.008 1.829

500 nm 0.009 1.817

Stabilita vzorků
Vzorky séra byly stabilní 4 hodiny při pokojové tep-

lotě, 3 dny při 4 oC a 14 dnů při zamražení na -80 oC,
poté hodnoty OD významně klesaly.

–
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Srovnání s dříve publikovanou metodou (1)
Byla provedena analýza 50 vzorků od jedinců bez

myokardiální ischémie a nemoci. Naměřené hodnoty
ACB se na obou výše jmenovaných analyzátorech
(MAX 002, COBAS MIRA+) významně nelišily (t-test:
t = -1,378, DF = 49, p = 0,18; F-test: variance ratio 1,01,
p = 0,97) a vykazovaly normální rozdělení (tab. 2).

Table 2. ACB values, MAX 002 and COBAS MIRA + analysers

(N = 50)

Analyser X Median SD Minimum Maximum

COBAS MIRA+ 0.37 0.38 0.09 0.14 0.53

MAX 002 0.37 0.37 0.08 0.18 0.56

X – average, SD – standard deviation

Hodnoty ACB naměřené na obou přístrojích navzá-
jem úzce korelovaly (Pearsonův korelační koeficient 0,92;
95% interval spolehlivosti 0,8675–0,9574).

Rovnice lineární regrese byla Y = –0,02 + 1,02 . X
(Y = hodnota na COBAS MIRA+; X = hodnota na MAX
002). Významné odchylky od linearity nebyly zazna-
menány (obr. 1). Na základě výsledků Blandova-Altma-
nova diferenčního histogramu lze konstatovat, že obě
metody poskytují v oblasti blízké hodnotě cut-off srov-
natelné výsledky (obr. 2).

Fig.1. Passing-Bablock regression of ACB; MAX002 and COBAS

MIRA+ analysers (N = 50)

Y = -0.020 + 1.020 . X (Y = OD on COBAS MIRA + analyser;

X = OD on MAX 002+ analyse; F-ratio 517, P < 0.001)

Fig. 2. Bland-Altman plot of ACB; MAX002 and COBAS MIRA+

analysers, N = 50

Diskuse

Do současnosti bylo provedeno pouze malé množ-
ství klinických studií, které využívaly stanovení ACB.
Jednou z možných příčin je nedostatek odborných in-
formací, které se věnují této problematice (v červenci
2003 např. pouze 2 odkazy v databázi PubMed) a pře-
devším skutečnost, že souprava byla komerčně do-
stupná ještě na jaře 2004 pouze v USA (patentováno
firmou Ischemia Technologies Inc., název vyšetření
ACB-IMA). Teprve v posledním roce se rozběhla distri-
buce i v Evropě. Na druhé straně je nutno uvést, že
existuje jednoduchá nekomerční aplikace tohoto vyšet-
ření, jehož zhodnocení bylo publikováno v březnu 2003,
která je levná a rychlá a lze ji jednoduše modifikovat
a zavést do rutinní praxe (1).

V publikovaných sděleních bylo prezentováno, že
jedinci s akutním infarktem myokardu nebo ICHS měli
oproti pacientům bez ICHS hodnoty ACB významně
vyšší. Stanovením ACB bylo možno rozhodovat mezi
kardiogenní ischemickou a neischemickou bolestí za
sternem. Senzitivita stanovení ACB se pohybovala mezi
83–96 % a specificita mezi 69–94 %, pozitivní pre-
diktivní hodnota 92–97 % a negativní prediktivní hod-
nota 91–96 % (2, 6–8).

Pro odlišení mezi infarktem myokardu a nestabilní
anginou pectoris však nebylo možno stanovení ACB
využít (8). Stanovení ACB bylo možno s 6–24hodino-
vým předstihem odhadovat pozitivní a negativní tropo-
nin jedince (tedy predikovat pacienty s následným vzni-
kem nekrózy myokardu) (11) a sériové měření ACB se
osvědčilo při odhadu efektivity koronární cirkulace (2).

Pokud byla pro odhad přítomnosti AKS použita kom-
binace stanovení srdečního troponinu I a ACB, podaři-
lo se pozitivní diagnózu již při příjmu pacienta zjistit
u 60 % nemocných (při pouhém stanovení troponinu to
bylo jen u 23 % jedinců). Při použití kombinace diagnos-
tických metod pro odhad AKS se při vstupním vyšet-
ření také významně zvýšila specificita (při kombinaci
EKG + cTnI + ACB činila 70 %; pokud byla použita
kombinace cTnI+EKG činila specificita pouhých 50 %)
(14–16).

Zdá se, že díky znalosti hodnot ACB lze také vý-
znamně zkrátit hospitalizaci/observaci pacientů na ně-
kolik hodin (průměrně na 2 hodiny); pozitivní výsledky
by měly vést ke změně léčebné intervence (7, 14).

Stanovení ACB se osvědčilo také při odhadu latentní
ischémie. Vyšetření se provádělo před ukončením ergo-
metrie a po ní, přičemž se ukázalo, že jedinci s latent-
ní ischémií mají vyšší hodnoty ACB na vrcholu zátěže
než pacienti bez ischémie. Senzitivita stanovení ACB
se pohybovala v rozmezí 75–100 % a specificita mezi
72–73 % (4–6).

Stanovení ACB se osvědčilo také při odhadu účin-
nosti provedení PTCA (implantace a průchodnost sten-
tu). U jedinců s prolongovanou myokardiální ischémií
byly hodnoty ACB vyšší; senzitivita činila 96 % (10).
Za zajímavé lze také považovat nálezy, které hovoří
o možnosti využití ACB v diferenciální diagnostice moz-
kových příhod. Bylo totiž zjištěno, že osoby s ische-
mickou mozkovou příhodou nebo přechodnou ischémií
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CNS (TIA) mají vyšší hodnoty ACB než jedinci s he-
moragickou mozkovou příhodou (4).

Současně je však nutno upozornit, že stanovení ACB
není pro myokard specifické vyšetření. Teoreticky by-
chom měli nalézat zvýšení ACB při jakékoliv tkáňové
ischémii; v praxi byly však podobné nálezy prezento-
vány pouze ojediněle, a až s velkým odstupem po je-
jím vzniku (např. 24–48 hodin po vyčerpávající zátěži
při gastrointestinální ischémii).

Falešně pozitivní hodnoty ACB také nalézáme u ma-
lého procenta jedinců s delečním defektem N- termi-
nálního konce albuminu (1–3 %). Uvedený výskyt fa-
lešně pozitivních nálezů je však vzhledem k význam-
né diagnostické senzitivitě a vysoké specificitě zane-
dbatelný (1, 5–8, 13).

Výhody klinického použití stanovení ACB v časné
diagnostice AKS a latentní myokardiální ischémie jsme
potvrdili i na našem pracovišti. Výsledky použité modi-
fikace i závěry z nich vyplývající odpovídají výsledkům
i závěrům prezentovaných jinými autory (1, 11, 17–19).
V současné práci potvrzujeme, že se při této použité
modifikaci výsledky ACB u jedinců bez známek myo-
kardiální ischémie pohybují v podobných mezích jako
v dříve prezentovaných studiích – tedy pod hodnotou
OD 0,5.

Jsme si vědomi skutečnosti, že pro kvalifikovaněj-
ší rozhodnutí o srovnatelnosti popsané metody s me-
todou prezentovanou v roce 2003 (1) by bylo potřeba
více měření v celé šíři obvykle získávaných výsledků
(0,2–0,9 OD). Na druhé straně je téměř jisté, že pro
rozhodovací algoritmus budou mít význam pravděpo-
dobně pouze hodnoty OD mezi 0,35–0,65 (1, 4–5).

Závěrem lze konstatovat, že byla předložena modifi-
kace metodiky na stanovení ACB v rutinní praxi běžné-
ho laboratorního provozu, která by mohla být levnou al-
ternativou vyšetření ACB-IMA (Ischemia Modified Albu-
min, výrobce Ischemia Technologies). První klinické vý-
sledky odpovídají závěrům publikovaným v odborné li-
teratuře a v souladu s nimi by mohly svědčit pro použi-
telnost tohoto vyšetření v běžné klinické praxi.
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