ﬁﬂ] - LIATEST® D-DI PLUS
Quantificagdo imuno-turbidimétrica do D-dimero

e Kit contendo:
— 6 frascos de 5 ml de Reagente 1 (Buffer)
— 6 frascos de 6 ml de Reagente 2 (Latex)

(REF 00662)

o C€

Assim, é possivel constatar um aumento da taxa de D-dimero nos
casos seguintes: periodos pos-operatérios, cancros, hemorragias,
patologias infeciosas graves (12, 16).

3/ PRINCIPIO DO TESTE

Esta quantificagdo baseia-se na alteragdo da turvagao de uma suspensao
de microparticulas de latex, medida por fotometria. Ao se colocarem
microesf de latex, sobre as quais se fixaram por covaléncia anticorpos
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1/ FINALIDADE

O kit STA® - Liatest® D-Di PLUS é um ensaio imunoturbidimétrico para a
determinacao quantitativa de D-dimero em plasma venoso (em citrato de
s6dio a 3,2 %) para utilizagdo nos analisadores STA-R®, STA Compact® e
STA Satellite®, por profissionais de laboratério. O STA® - Liatest® D-Di
PLUS destina-se ao uso em conjunto com um modelo de avaliagdo de
probabilidade pré-teste (PPT) clinica para excluir o embolismo pulmonar
(EP) e a trombose venosa profunda (TVP) em doentes de ambulatério com
suspeita de EP ou TVP.

2/ RESUMO E EXPLICACAO

¢ Generalidades sobre a fibrindlise
A degradagédo especifica da fibrina ou fibrindlise é o mecanismo de
reacdo na formagao de fibrina (12).
A enzima fibrinolitica é a plasmina, formada a partir do plasminogénio
inativo. O plasminogénio transforma-se em plasmina sob a influéncia dos
ativadores de plasminogénio, dos quais os principais sdo o ativador
tecidular do plasminogénio (tPA) e a pré-uroquinase ativada em uroquinase
(UK) por, entre outros, o contacto com o sistema de coagulacéo (1).
Na corrente sanguinea, a plasmina é rapida e especificamente
neutralizada pela og-antiplasmina (1), o que limita a sua atividade
fibrinogenolitica e localiza a fibrindlise, no codgulo de fibrina.
No coagulo de fibrina, a plasmina degrada a fibrina em diversos
produtos. Foram desenvolvidos anticorpos especificos destes produtos
que nao reagem com o fibrinogénio (11). A presenca dos varios produtos
de degradacao de fibrina, dos quais o D-Dimero é o produto final, é a
prova de que o sistema fibrinolitico estd em agcdo como resposta a
ativagao da coagulagéo.

Activacédo da -
¢ Plasminogénio

coagulagéo
tPA
Fibrinogénio @~———»p Fibrina Fibrina
O-0-0O 0-0-0-0--0 Tk

l<7 Plasmina

D-dimero
o0
Esquema da degradacéo da fibrina em D-dimero

¢ Aplicagoes clinicas

— Tromboses
Uma das principais aplicagdes clinicas do D-dimero é a exclusao de
tromboembolismo venoso (TEV), quando o nivel de D-dimero é inferior
a um cutoff predefinido. Deve ser utilizado um teste de D-dimero em
conjunto com uma pontuagdo clinica validada para excluir com
seguranca o TEV em doentes de ambulatério com uma pontuacéo
clinica baixa ou moderada (11), desde que tenha sido previamente
validado para esta utilizagdo por um estudo efetuado de acordo com
os requisitos da diretiva CLSI H59-A (15).
Os valores de cut-off ajustados a idade para TVP e suspeita de EP
demonstraram aumentar a especificidade do D-Dimero e reduzir o
numero de estudos de imagem desnecessarios em populagdes de
pacientes maiores que 50 anos (18, 19, 21, 22).
E recomendavel realizar a quantificagdo de D-dimero antes de
qualquer tratamento anticoagulante (4).
Nos estados trombéticos, apés interrupcdo do tratamento
anticoagulante, pode-se observar um aumento do nivel de D-dimero.
Este aumento poderd estar correlacionado com o risco de recorréncia
de tromboses, sobretudo no caso de tromboses idiopaticas. Por
conseguinte, alguns autores sugerem que a evolugdo do nivel de
D-dimero é uma ferramenta Util para a avaliagdo de risco de
recorréncia de TEV nesses doentes (10, 12, 15, 16).

— Coagulagdes intravasculares disseminadas (CIVD)
Na coagulacao intravascular disseminada (CID), o sistema fibrinolitico
apresenta se ativado e, por conseguinte, o nivel de D-dimero aumenta.
Os ensaios de D-dimero podem ajudar no diagndstico de CID e no
tratamento dos doentes com CID (5, 8, 12, 16).

— Estados de ativagdo da coagulacao
O nivel de D-dimero aumenta durante os estados de ativagado da
coagulagdo, porque tais estados induzem o aumento da producéao de
trombina, a que se segue a formacao de fibrina, e, subsequentemente,
conduz a um aumento da fibrindlise, sendo esta ultima mais
frequentemente reativa.

monoclonais especificos do D-dimero, em presenca do D-dimero do
plasma a testar, a reacdo antigénio-anticorpo provoca uma aglutinagdo
destas microesferas. Tal fenémeno induz um aumento da turvagédo da
mistura reacional e, como tal, uma elevagdo da absorvéncia do meio. A
amplitude deste aumento depende da quantidade de D-dimero contida no
plasma testado.

4/ COMPOSICAO

Cada dispositivo de STA® - Liatest® D-Di PLUS contém uma bula com
codigo de barras. Este cédigo de barras contém as seguintes informagdes:
numero de lote, referéncia do kit, referéncias dos reagentes, data de
validade e parametros de calibragéo.

e Reagente 1: tampdo Tris contendo um agente bloqueador dos
anticorpos heterofilicos (incluindo fator reumatdide).

* Reagente 2: suspensdo de microparticulas de latex, cobertas com dois
tipos de anticorpos monoclonais de ratinho, anti-D-dimero humano
(8D2 e 2.1.16) e seguidamente estabilizadas (com albumina de bovino).

Estes reagentes contém azida sédica (< 1g/l) como conservante.

Alguns dos reagentes deste kit contém produtos de origem humana e/ou animal. Sempre
que é requerida a utilizagdo de plasma humano na preparacdo destes reagentes, sao
utilizados métodos validados para a deteccéo do antigénio HBs e dos anticorpos anti-HCV,
anti-HIV 1 e anti-HIV 2, e o resultado obtido € negativo. No entanto, nenhum método oferece
uma garantia total da i éncia de agentes i i Assim, estes de origem
biolégica devem ser com as o i il para
produtos potencialmente infecciosos.

5/ AVISOS E PRECAUGOES

O kit deve ser conservado a uma temperatura entre 2-8°C.
Exclusivamente destinado utilizagdo para diagndstico in vitro. Estes
reagentes s6 podem ser utilizados por profissionais habilitados para o
efeito e devidamente autorizados pelo laboratério. Utilizar apenas
reagentes retirados de uma mesma embalagem ou de um mesmo lote.
Antes de utilizar, ler atentamente o “Manual de Referéncia” relativo ao
modelo de analisador utilizado.

Manipular com precaucéo os reagentes e as amostras dos pacientes.

A eliminacdo de residuos deve ser realizada em conformidade com os:
regulamentos locais aplicéveis. Esses residuos ndo devem ser eliminados:
juntamente com o lixo doméstico. Ndo permita que o produto chegue a:
rede de esgotos. Evite descargas em rios e solos. Os residuos liquidos ei
solidos devem ser objeto de recolha seletiva em recipientes especifico:
Elimine os recipientes numa unidade de tratamento de aguas residuais:
aprovada para incineragao. H

Apenas para Utilizagdo dentro da Unido Europeia: Ficha de Dados deé
Seguranga disponivel a pedido. H

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA

A colheita deve ser realizada em conformidade com as recomendagoes
relativas a exames de hemostase.

e Colheita: 9 vol. de sangue para 1 vol. de citrato trissédico, 0,109 M.

e Centrifugacdo: 15 minutos a 2000-2500 g. Como alternativa, centrifugar
o tubo de amostra com a velocidade e o tempo necessérios para
produzir plasma pobre em plaquetas (< 10 000 plaquetas/ul).

e Conservacgao do plasma: 8 horas a20 + 5 °C

1 més a —20 °C. Colocar a amostra a 37 °C o
tempo necessdrio e suficiente para a
descongelagéo total.

7/ PREPARAGCAO E CONSERVACAO DOS REAGENTES

e Preparacao
Aguardar que os Reagentes 1 e 2 estabilizem, durante 15 minutos, &
temperatura ambiente (18-25 °C). Antes de utilizar, homogeneizar
lentamente, evitando a formag&o de bolhas. Colocar um STA® - mini
Reducer novo (REF 00797) e a cépsula de vedagao.

Conservacao

Quando conservados a 2-8 °C no seu estado original, os reagentes mantém-
se estaveis até ao termo do prazo de validade indicado na embalagem.
Uma vez abertos, os Reagentes 1 e 2, no seu frasco de origem com
STA® - mini Reducer e cépsula de vedagéo, mantém-se estaveis durante
15 dias nos STA-R®, STA Compact® e STA Satellite®.

8/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

* STA® - Owren-Koller (REF 00360).

o STA® - Liatest® Control [N] + [P] (REF 00526) ou STA® - D-Di Control
(REF 00868).

e STA-R®, STA Compact® ou STA Satellite®.

© STA® - mini Reducer (REF 00797).

e Equipamento e materiais habitualmente utilizado nos laboratérios de
andlises clinicas.

9/ MODO DE FUNCIONAMENTO

9.1. Calibragdo
Os kits de reagentes estdo pré-calibrados; esta pré-calibragdo &
idéntica para todos os kits de um mesmo lote.
Para introduzir as coordenadas de calibragcao no analisador, basta efetuar
a leitura do cddigo de barras impresso na bula com o leitor de codigos de
barras do aparelho. Os valores de calibragdo serao validados para todo o
lote de reagentes apés quantificacdo do D-dimero de dois controlos.
A curva de calibragdo pode ser visualizada no ecra do analisador a
partir do menu “Calibration” (ver o “Manual de Referéncia”).

9.2. Plasmas a testar
Os plasmas a testar sdo utilizados em estado puro. Basta introduzi-los
no instrumento (ver o “Manual de Referéncia” do modelo de
analisador).
Selecionar o(s) teste(s) a efectuar nos plasmas dos doentes.

9.3. Controlo de qualidade
Os controlos sdo necessdrios para verificar a exatiddo e a
reprodutibilidade dos resultados. Devem ser utilizados dois niveis de
controlo diferentes. Preparar estes controlos e transferir para o
instrumento as informagdes contidas nos cédigos de barras da bula.
Estes controlos sao utilizados em estado puro.

9.4. Quantificacao
Para a realizagao da quantificagao, consultar o protocolo descrito no
“Standardized Operating Procedures” do instrumento.
A quantificacdo do D-dimero dos plasmas a testar é efetuada
automaticamente a 540 nm pelo analisador, a medida que as
amostras sdo introduzidas no aparelho. Se o resultado obtido para um
plasma se situar fora da zona de medicdo, o instrumento efetua
automaticamente a diluicdo apropriada para esta amostra e repete a
medicdo, desde que se tenha selecionado a configuragdo com
diluicao (ver o “Manual de Referéncia”).

10/ RESULTADOS

A taxa de D-dimero (ug/ml) das amostras de plasma testadas é
apresentada no visor “Test Panel/Test Status” do aparelho (ver o “Manual
de Referéncia”). O resultado deve ser interpretado em funcao do estado
clinico e biolégico do doente.

As taxas de D-dimero sdo expressas em equivalente fibrinogénio inicial
(FEV). Por defini¢do, uma FEU é a quantidade de fibrinogénio inicialmente
presente que leva a taxa de D-dimero observada. A quantidade real de
D-dimero representa aproximadamente metade de uma FEU. Por exemplo,
um valor de 0,50 ug/ml FEU corresponde a aproximadamente 0,25 ug/ml
de D-dimero real.

Certificar-se de que os valores obtidos nos controlos se encontram dentro
dos intervalos indicados na bula incluida no kit. Se os valores de controlo
se situarem fora dos limites indicados na bula incluida no kit, € necessario
verificar se o sistema estd a funcionar convenientemente: condi¢des de
teste, reagentes, integridade dos plasmas a testar, etc. Se necessario,
efetuar de novo as quantificagdes.

11/ LIMITACOES DO METODO

® A taxa de D-dimero de plasmas particularmente turvos pode ser
subestimada (o valor de absorvéncia a 540 nm do plasma diluido a 1/6
no STA® - Owren-Koller deve ser inferior a 0,35).

® Concentragdes de produtos de degradacéao do fibrinogénio superiores a
15 pg/ml podem provocar uma sobrevalorizagdo da taxa de D-dimero.

® A presenca de fator reumatoide a uma concentragdo superior a
1000 Ul/ml pode induzir uma sobrevalorizagao da taxa de D-dimero.

® Foi demonstrado que a hemoglobina, a bilirrubina conjugada, a
bilirrubina nao conjugada, as heparinas néo fracionadas e heparinas de
baixo peso molecular ndo interferem com esta quantificacdo até
concentragdes de 2 g/l, 290 mg/l, 200 mg/l, 2 Ul/ml, e 2 Ul anti-Xa/ml
respetivamente no STA® - Liatest® D-Di PLUS. Testes efetuados de
acordo com a diretiva CLSI EP07-A2 (9).

® A presenca de anticorpos antialbumina de bovino e/ou antiratinho
(HAMA), em determinados individuos, pode provocar uma
sobrevalorizagdo da taxa de D-dimero. No entanto, a presenca do
agente de bloqueio reduz ao minimo as interferéncias de anticorpos
heterofilicos (incluindo o fator reumatéide e HAMA).

O doente com TVP distal pode ter um nivel de D-dimero normal (15).

O ensaio de D-dimero nao deve ser utilizado em doentes com elevada
pontuagd@o PPT (15).
O nivel de D-dimero aumenta durante a gravidez (14). Também aumenta
com a idade (3, 20).

12/ VALORES ESPERADOS

A taxa normal de D-dimeros no adulto é geralmente inferior a 0,50 ug/ml
(FEU) (3). No entanto, recomenda-se que cada laboratério estabeleca os
seus proprios valores normais.

Num estudo realizado com 107 amostras de dadores aparentemente
saudaveis, 92,5 % dos valores foram considerados abaixo de 0,50 ug/ml
(FEU) com o STA® - Liatest® D-Di.

13/ CARACTERISTICAS DO METODO

* Limiar de detecao

O limiar de detecao foi determinado de acordo com a diretiva CLSI
EP17-A (7). O limiar de dete¢@o do método no STA-R®, STA Compact®
e STA Satellite® é de 0,27 ug/ml (FEU).

Zona de medicao

A zona de medi¢ao do método prolonga-se de 0,27 a 4,00 ug/ml (FEU);
no entanto, em caso de utilizagdo da configuragdo com diluicdo
automatica da amostra, a zona de leitura eleva-se até 20 ug/ml (FEU).
Se for utilizada a configuragao sem diluicdo da amostra, a zona de leitura
& equivalente a zona de medi¢do do método (0,27 a 4,00 ug/ml).

Efeito Hook

N&o se observou qualquer efeito Hook. Com efeito, todos os plasmas
testados que apresentavam uma taxa de D-dimero elevada, até
500 pg/ml (FEU), foram comprovados como superiores a zona de leitura
da quantificagdo, isto é, superiores a 20 pug/ml (FEU).

Especificidade

O STA® - Liatest® D-Di PLUS é insensivel ao fibrinogénio e ao fragmento
E. Observa-se uma reagéo cruzada com o fragmento D. Contudo, este
fator ndo tem repercussdo porque em condigdes fisiolégicas in vivo
devido a ac¢do de a,-antiplasmina, o fragmento D ndo é produzido a
partir do fibrinogénio (2).

Precisdo

Estudos de precisao foram realizados de acordo com a diretiva CLSI
EP05-A2 (6) (20 dias, 2 ensaios por dia). Os resultados obtidos no
STA-R® estéo indicados no quadro seguinte:

Entre dias

Entre séries | Intradias  di
Precisao

Precisao Precisao

laboratorial

X
Amostra (ug/mi)

SD [ Cv|sSD|CV|sSD|CV|SD|CV|SD]|CV
(ug/ml)| (%) |(ug/mb)| (%) [(wg/mb| (%) |(g/mb| (%) |(ug/ml)] (%)
1 0,69 |0,045| 6,6 |0,000( 0,0 |0,031| 4,6 |0,023| 3,3 |0,050| 7,3
2 2,30 |0,055| 2,4 |0,050| 2,2 |0,028| 1,2 |0,000{ 0,0 |0,075| 3,2

* Comparacao de dados
Um estudo de correlagao realizado em 75 plasmas cuja taxa de
D-dimero variava entre 0,29 e 18,21 ug/ml (FEU) foi realizado com kits
STA® - Liatest® D-Di PLUS e STA® - Liatest® D-Di. Os resultados obtidos
foram os seguintes: r = 0,998, tendéncia = 1,017, ordenada de
origem = 0,004.
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14/ DESEMPENHOS CLINICOS

Um estudo clinico multicéntrico utilizando o STA® - Liatest® D-Di foi
realizado nos Estados Unidos, Europa e Canada. Este estudo foi realizado
de acordo com a CLSI H59-A (15) para demonstrar a capacidade de o
STA® - Liatest® D-Di excluir com seguranca o EP e a TVP, utilizando
prospetivamente amostras de doentes de ambulatério e que
consecutivamente eram registados em departamentos de urgéncia ou no
ambulatério. Todos os doentes foram avaliados com o modelo de Wells
para avaliar a sua pontuagao (Baixa, Moderada ou Alta) de probabilidade
pré-teste (PPT).
14.1. Embolismo Pulmonar
9 locais estiveram envolvidos neste estudo. Foram utilizadas
1130 amostras de doentes com uma PPT baixa ou moderada para a
andlise final. Entre estas amostras, 70 eram provenientes de
amostras armazenadas em bancos nos EUA, colhidas durante um
estudo clinico semelhante (17) e foram utilizadas para enriquecer a
populagéo do estudo prospetivo (23).
Os doentes com uma pontuagdo PPT baixa ou moderada e um
resultado positivo de D dimero ou uma pontuacdo PPT alta foram
encaminhados para exames imagiolégicos. Os doentes com uma
pontuacao PPT baixa ou moderada e um resultado de D-dimero
negativo foram seguidos por um periodo de trés meses para avaliar
um potencial de desenvolvimento do EP.



A prevaléncia global do EP (doentes com PPT baixa e moderada
com imagiologia positiva) na populagédo do estudo prospetivo foi de
8,4 %, com 2,7 % na populacdo dos EUA e 11,4 % na populagao
europeia/canadiana.

A sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo negativo (VPN) e
o valor preditivo positivo (VPP) com limite inferior e superior dos
intervalos de confianga (IC) de 95 % foram calculados na populagéo
total do estudo, em separado para a populagédo dos Estados Unidos
e a populagéo europeia/canadiana com o cutoff clinico de 0,50 ug/ml
(FEU) no grupo de doentes com PPT (baixa + moderada).

Populacéo global do estudo:

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
Global Positivo Negativo Total
Positivo 98 252 350
D-dimer | Negativo 3 777 780
Total 101 1029 1130

Sensibilidade (IC 95 %) = 97,0 % (91,6 % - 99,4 %)
Especificidade (IC 95 %) = 75,5 % (72,8 % - 78,1 %)
VPN (IC 95 %) = 99,7 % (99,2 % - 100,0 %)
VPP (IC 95 %) = 25,5 % (23,5 % - 27,7 %)

Populacao do estudo prospetivo dos EUA:

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
EUA Positivo Negativo Total
Positivo 8 78 86
D-dimer | Negativo 1 271 272
Total 9 349 358

Sensibilidade (IC 95 %) = 88,9 % (51,8 % - 99,7 %)
Especificidade (IC 95 %) = 77,7 % (72,9 % - 81,9 %)
VPN (IC 95 %) = 99,6 % (98,0 % - 100,0 %)
VPP (IC 95 %) = 93% (4,1 %-17,5%)

Populagéo do estudo prospetivo da Europa/Canada:

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
Europa e Canada - -
Positivo Negativo Total
Positivo 74 145 219
D-dimer | Negativo 1 482 483
Total 75 627 702

Sensibilidade (IC 95 %) = 98,7 % (92,8 % - 100,0 %)
Especificidade (IC 95 %) = 76,9 % (73,4 % - 80,1 %)
VPN (IC 95 %) = 99,8 % (98,9 % - 100,0 %)
VPP (IC 95 %) = 33,8 % (27,6 % - 40,5 %)

Al as ar das em b nos EUA:

A sensibilidade e a especificidade foram calculadas nas amostras
armazenadas em bancos nos EUA com o cutoff clinico de 0,50 ug/ml
(FEU) no grupo de doentes com PPT (baixa + moderada).

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
Europa e Canada " -
Positivo Negativo Total
Positivo 16 29 45
D-dimer | Negativo 1 24 25
Total 17 53 70

Sensibilidade (IC 95 %) = 94,1 % (71,3 % - 99,9 %)
Especificidade (IC 95 %) = 45,3 % (31,6 % - 59,6 %)

14.2. Trombose Venosa Profunda
16 locais estiveram envolvidos neste estudo. Foram utilizadas
980 amostras de doentes com uma PPT baixa ou moderada para a
andlise final (24).
Os doentes com uma pontuagdo PPT baixa ou moderada e um
resultado positivo de D-dimero ou uma pontuacdo PPT alta foram
encaminhados para exames imagiolégicos. Os doentes com uma
pontuagdo PPT baixa ou moderada e um resultado de D-dimero
negativo foram seguidos por um periodo de trés meses para avaliar
um potencial de desenvolvimento do TVP.
A prevaléncia global do TVP (doentes com PPT baixa e moderada
com imagiologia positiva) na populagédo do estudo prospetivo foi de
8,4 %, com 6,0 % na populagao dos EUA e 9,8 % na populagao
europeia/canadiana.
A sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo negativo (VPN) e
o valor preditivo positivo (VPP) com limite inferior e superior dos
intervalos de confianga (IC) de 95 % foram calculados na populagao
total do estudo, em separado para a populagéo dos Estados Unidos
e a populagdo europeia/canadiana com o cutoff clinico do STA® -
Liatest® D-Di de 0,50 ug/ml (FEU) no grupo de doentes com PPT
(baixa + moderada).

Populacao global do estudo prospectivo:

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
Global Positivo Negativo Total
Positivo 85 401 486
D-dimero | Negativo 0 494 494
Total 85 895 980

Sensibilidade (IC 95 %) = 100 % (95,8 % - 100 %)
Especificidade (IC 95 %) = 55,2 % (51,9 % - 58,5 %)
VPN (IC 95 %) = 100 % (99,3 % - 100 %)
VPP (IC 95 %) = 17,5 % (14,2 % - 21,2 %)

Populacao do estudo prospetivo dos EUA:

Referéncia (imagiologia ou acompanhamento de 3 meses)
EUA Positivo Negativo Total
Positivo 22 145 167
D-dimero | Negativo 0 202 202
Total 22 347 369

Sensibilidade (IC 95 %) = 100 % (84,6 % - 100 %)
Especificidade (IC 95 %) = 58,2 % (52,8 % - 63,5 %)
VPN (IC 95 %) = 100 % (98,2 % - 100 %)
VPP (IC 95 %) = 13,2 % (8,4 % - 19,3 %)

Populacédo do estudo prospetivo da Europa/Canada:
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