HEMOSTAT D-DIMER

METODO
Imunoturbidimetria

FINALIDADE

Imunoensaio otimizado de micro-particulas para a determinagdo quantitativa de
d-dimero em plasma humano citratado. Para uso com o equipamento Humaclot
Junior ou Humaclot Duo Plus. Somente para diagndstico in vitro.

FUNDAMENTO

Hemostat D-Dimero consiste de particulas de poliestireno ligadas com anticorpos
monoclonais especificos para d-dimero. Quando o plasma contendo d-dimero é
misturado as particulas de poliestireno e tampdo de reagdo, as particulas se
aglutinardo, dando aumento a elevagdo da luz dispersa. Quando exposto ao
comprimento de onda de 405 nm, o aumento da turbidez é medido, o qual é
proporcional a quantidade de d-dimero na amostra.

SIGNIFICADO CLINICO

Fragmentos de fibrina contendo antigenos de d-dimero estdo sempre presentes
como resultado de degradagdo de plasmina de fibrina entrelagada (cross-linked).
Depois de um machucado ou quando o paciente sofre de condigdes associadas
com aumento de atividade hemostética, ha um aumento da concentragdo de d-
dimero. Niveis elevados de d-dimero sdo encontrados em condigdes clinicas, como
trombose venosa profunda (DVT - sigla em Inglés), coagulagdo intravascular
disseminada (DIC - sigla em Inglés) e trauma'%. Os niveis de d-dimero
aumentam durante a gravidez normal, mas niveis muito altos estdo associados a
complicagBes’. Os niveis também aumentam com a idade$.

Um teste negativo, resultado de um paciente com suspeita de desordem
trombotica tem um valor preditivo negativo alto.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO
Conservar entre 2 e 8°C.

- Reagente Latex D-Dimero
Particulas de poliestireno cobertas com anticorpos monoclonais (rato)

Tampdo Hepes 10 mmol/L
Soro de albumina bovina, surfactante
Azida sddica 0,05%

- Tampio de reagéo

Tampdo Hepes 100 mmol/L
NaCl 400 mmol/L
Azida sddica 0,05%

- Calibrador Liofilizado
Plasma humano adicionado com d-dimero
Tampé&o Hepes 33 mmol/L
Ver a indicagdo da concentragdo exata no frasco do reagente.

- Diluente

Tampéo fosfato 20 mmol/L
Azida sddica <0,1%

PREPARO DOS REAGENTES

, e estdo prontos para uso. Antes de usar, deixar o no
instrumento para equilibrar sua temperatura para a temperatura de trabalho.
Girar o frasco gentilmente para garantir uma suspensdo homogénea.

Reconstituir 0 com exatamente 1 mL de dgua deionizada (ver Precaugdes).
Recolocar a tampa no frasco e deixa-lo entre 15 e 25 °C por 15 - 30 minutos.
Antes de usar, girar o frasco gentilmente ou inverté-lo para homogeneizar.

ESTABILIDADE

Os reagentes fechados sdo estaveis até a data de validade impressa nos rétulos,
quando armazenados entre 2 e 8°C.

Depois de abertos, , e sdo estaveis por 2 semanas entre 8 e 25°C ou
4 semanas entre 2 e 8°C.

(o] reconstituido é estével por 12 horas entre 4 e 25°C. Quando armazenado
entre 2 e 8°C a estabilidade do é de uma semana. Quando armazenado a
-20°C a estabilidade é de 6 meses. Evitar contaminagdo dos frascos abertos.

TRANSPORTE
O transporte deve ser realizado em temperaturas entre 2 e 8°C, conforme
condigGes de conservagdo do produto.

PRECAUCOES

-Cada unidade doadora de sangue humano utilizado no preparo do foi
testada e se encontrou ndo-reativa para HBsAg, negativa para antigeno e
anticorpos HIV-1/2 e anticorpos HCV. Apesar de terem sido utilizados testes
validados com alto grau de confiabilidade, nenhum deles pode assegurar que
produtos que contenham derivados de fluidos humanos sejam incapazes de
provocar doengas. Portanto, os cuidados habituais de biosseguranca devem ser
aplicados na manipulagéo desse produto. Para o descarte seguro dos reagentes e
materiais bioldgicos, sugere-se utilizar as regulamentagdes normativas locais,
estaduais ou federais para a preservagdo ambiental.

- Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na manipulagdo dos
reagentes. , e contém azida sédica como conservante. N&o ingerir
ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa.

-A agua destilada utilizada para reconstituicdo do deve estar isenta de
conservantes, bactérias ou outras contaminagdes. Qualidade inadequada da agua
pode levar a resultados n&o confidveis e reduzir a estabilidade

-E essencial para a confiabilidade e precisdo de resultados que o seja bem
homogeneizado depois de adicionado. Aspirar e dispensar o reagente 15 vezes
na cuveta. Evitar bolhas de ar.

-Se cuvetas duplas forem utilizadas para o Humaclot Duo Plus, ndo tocar na
cuveta durante a medigdo. O uso de cuvetas Unicas é indicado.

-Uma nova curva de calibragdo deve ser estabelecida cada vez que um novo lote
de reagentes for utilizado ou quando os plasmas-controle estiverem fora da
faixa. E recomendada a recalibragdo pelo menos trimestralmente.

- Os resultados de d-dimero devem ser usados sempre em conjunto com outras
informacgdes clinicas e diagndsticas, para fornecer um diagndstico para
monitoramento do paciente.

-Alguns fabricantes expressam resultados de D-dimero em FEU (Unidades
equivalentes de fibrinogénio). A equivaléncia entre as duas unidades ¢é
aproximadamente 1 ng/mL D-dimero = 1,74 ng/mL FEU (1,000 ng/mL D-dimero
= 1,74 mg/L FEU).

-Os riscos residuais do kit, de acordo com critérios pré-determinados, sé&o
aceitaveis em comparagdo aos beneficios proporcionados pelo uso. A analise de
risco foi realizada de acordo com a ISO 14971, relacionada a data final e levando
em consideragdo a atual informagdo de registro.

AMOSTRA BIOLOGICA

Coleta da amostra: Deve-se obter a amostra através de pungdo venosa.
Anticoagulante: Citrato de Sédio tamponado 3,2% (0,109M). Imediatamente
apos a obtengdo da amostra, misturar 1 parte de anticoagulante com 9 partes de
amostra. Evitar formagdo de espuma.

Processamento da amostra: Centrifugar por 10 minutos a 3.000 g ou por 15
minutos a 1.500 g. Remover o plasma usando uma pipeta plastica e armazenar
em tubo pléstico.

Estabilidade: Amostras de plasma podem ser mantidas entre 15 e 25°C por até 8
horas. Se as amostras ndo puderem ser testadas dentro de 8 horas, devem ser
armazenadas a pelo menos -20°C.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS
Ponteiras;

Pipetas;

Tubos;

Hemostat D-Dimer Control High/Low - Cat. 36012

PROCEDIMENTO (PARA HUMACLOT JUNIOR / HUMACLOT DUO PLUS)
Curva de calibracgédo:

R
Cal. 1 3,200* 200 pL 0
Cal. 2 1.600* 200 pL 200 pL
Cal. 3 1 - -

Medir o Cal. 1 e Cal. 2 em duplicata, calcular a média e entrar com os
dados no instrumento.

Cal. 3 ndo é medido mas o ponto zero é inserido como 1 ng/mL
(Humaclot Junior: 1 mE; Humaclot Duo Plus: 0,001E)

* Usar o valor especifico do lote para especificar a concentragdo exata em cada
diluigdo.

Introduzir no equipamento os dados obtidos da curva, informando os
valores das concentragées dos calibradores e seus valores respectivos em
mE para o Humaclot Junior e E para o Humaclot Duo Plus.

PROCEDIMENTO (PARA HUMACLOT JUNIOR - Modelo HC1)
Curva de calibragédo:

(ng/mb) DU
Cal. 1 2,600% 260 plL 40 pL
Cal. 2 1.600%* 160 pL 140 pL
Cal. 3 800* 80 uL 220 pL
Cal. 4 400%* 40 pL 260 pL
Cal. 5 220% 22 uL 278 pL

* Usar o valor especifico do lote para especificar a concentragdo exata em cada
diluigdo.

E necessario executar uma calibragdo de 5 pontos com pontos fixos do calibrador.
Como a concentragdo original de é sempre superior a 2600 ng/mL, o
calibrador precisa ser diluido com [DIL de acordo com cada etapa de calibragao
(cal. 1-5). A seguinte férmula pode ser aplicada:

Volume caL (pL): Ponto do calibrador concentracédo alvo = 300 pL
Concentragdo de CAL especifica do lote
Volume o (ML) = 300 pL - Volume caL (L)

Teste
Testar as amostras e controle em duplicata.

HUMACLOT JUNIOR / | HUMACLOT JUNIOR (HC1)
HUMACLOT DUO PLUS

Pipetar amostra, ou

controle na cuveta 25 L 50 uL

Adicionar [BUH 100 pL 80 pL

2, no maximo 10

Pré-aquecer o minutos 150 seg

Transferir a cuveta para a posigdo de medigdo e ativar o dtico
AdlClopar pre- 50 pL 40 pL
aquecido

15x aspirando e
dispensando o
reagente com a pipeta

Homogeneizar bem homogeneizar na cuveta

O resultado sera E e ng/mL. mE/min e ng/mL

mostrado

RESULTADOS
Os resultados sdo relatados em unidades de Dimero D em ng/mL (DDU). Consulte
o manual do usudrio do instrumento e a folha de aplicagdo especifica do
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instrumento para obter detalhes. Para converter resultados em FEU (unidade
equivalente de fibrinogénio), multiplique os resultados DDU por 2,5.

VALORES DE REFERENCIA

Os resultados sdo expressos em ng/mL D-dimero. Amostras com resultados acima
da faixa reportavel (> 5000 ou xxx) devem ser diluidas com o 1+3, e
testadas novamente. Multiplicar o novo resultado por 4.

O nivel de D-dimero normalmente é < 200 ng/mL*>. Entretanto, como n&o ha
padrdes estabelecidos internacionalmente, as concentragdes podem diferir quando
se utiliza reagente de diferentes fabricantes. E recomendado que cada laboratério
estabelega sua prépria faixa de modo que ela reflita sua populagdo de pacientes.

AUTOMACAO
O teste pode ser realizado totalmente automatizado no HumaClot Pro. Seguir as
instrugdes do fabricante do equipamento.

INTERFERENCIAS

Hemostat D-dimero n&o sofre interferéncia de hemoglobina (até 4 g/L); bilirrubina
(até 0,1 g/L); triglicérides (até 2,5 g/L); heparina ndo fracionada e de baixo pelo
molecular (até 100 U/mL). Como bilirrubina e hemoglobina tem um alto pico de
absorbancia em 405 nm, o comprimento de onda em que os equipamentos
Humaclot Janior e Humaclot Duo Plus estdo operando, plasmas com alta
concentragdo de bilirrubina e hemoglobina tém uma baixa transmissédo de luz. Isso
resulta numa redugdo da precisdo com tais amostras. Amostras fortemente
lipémicas devem ser diluidas com DIL e testadas novamente, jad que niveis
elevados de triglicérides podem abaixar os resultados de D-dimero. A presenga de
fatores reumatodides ou HAMA (anticorpos humanos anti-rato) pode causar
superestimagéo dos resultados do D-dimero.

CONTROLE DE QUALIDADE

E recomendado o uso do Hemostat D-dimero Control High/Low (cat. 36012) em
intervalos regulares. Cada laboratério deve estabelecer uma faixa controle para
determinar a variagdo permitida na performance do teste. Recalibragdo é sugerida
quando os materiais de controle apresentam resultados fora da faixa aceitavel.

REPETIBILIDADE E REPRODUTIBILIDADE

Para esta tese, duas amostras foram utilizadas. A primeira na faixa mais baixa e a
outra na faixa mediana de medigdo do kit. Elas foram testadas em sete corridas,
com 6 replicatas cada, por quatro dias diferentes.

Amostra na faixa mais baixa | Amostra na faixa mediana de
de medicdo medicéao

DP (ng/mL) CV (%) DP (ng/mL) CV (%)

Intrabateria 26,2 9,4 56,4 3,5

Entre bateria 4,0 1,4 59,9 3,7

CARACTERISTICAS DE PERFORMANCE
Humaclot Junior e Humaclot Duo Plus possuem a faixa de medigdo entre 100 e
5.000 ng/mL. Efeitos prozona ndo foram obsrevados nos niveis de D-dimero <
100.000 ng/dL.

Sensibilidade: 97%
Especificidade: 62%

Valor preditivo negativo: 99%
Valor preditivo positivo: 41%

APRESENTACAO DO KIT:

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

O conteldo é suficiente para <n> testes

Data limite de utilizagdo

Limite de temperatura (conservar a)
Ndmero do Catélogo

Consultar Instrugdo de Uso

0 Numero do lote

Produto Diagnéstico In Vitro

Data de Fabricagéo

K[z d 5~ <

Cat. N° Reagente Volume N© Teste
2x1mL
2x2,5mL

36002 L tmL 40
1x6mL

DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS

Para esclarecimentos de dlvidas do consumidor quanto ao produto:

Telefone: 31 3067-6400 e-mail: invitroms@invitro.com.br

N.© DO LOTE, DATA DE FABRICACAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO DO
PRODUTO.
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Fabricante: HUMAN GmbH, Max-Planck-Ring-21 D-65205, Wiesbaden, Alemanha.
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