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Determinacion inmunoturbidimétrica del dimero D
e Contenido del kit:
— 6 viales de Reactivo 1 (Buffer)
— 6 viales de Reactivo 2 (Latex)
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1/ UTILIZACION DEL KIT

El kit STA® - Liatest® D-Di esta disenado para la determinacion cuantitativa
del dimero D en el plasma por el método de inmunoturbidimétrico (9) en los
analizadores STA-R®, STA Compact® y STA Satellite®. El ensayo
STA® - Liatest® D-Di puede ser usado como ayuda en el diagndstico de las
trombosis venosas profundas (TVP) y el tromboembolismo pulmonar (TEP)
(12, 16, 18).

2/ SUMARIO

 Fibrindlisis
La degradacion especifica de la fibrina (e.].: fibrindlisis) es el mecanismo
de respuesta a la formacién de fibrina (1).
La plasmina es la enzima fibrinolitica derivada del plasminégeno
inactivo. El plasminégeno es convertido en plasmina por los activadores
plasminogénicos. Los principales activadores plasminogénicos son el
activador del plasminégeno de tipo tisular (tPA) y la pro-urokinasa, que
es activada en uroquinasa (UK) por diferentes sistemas, entre ellos el
sistema de contacto de la coagulacion (2).

En el torrente sanguineo, la plasmina es rapida y especificamente
neutralizada por la oy—antiplasmina (2), restringiendo asi su actividad
fibrinogenolitica, y localizando la fibrinolisis sobre el coagulo de fibrina.
En el codgulo de fibrina la plasmina degrada la fibrina en varios
productos, para los cuales se han desarrollado anticuerpos especificos,
que no reconocen el fibrinégeno (3). La presencia de estos diversos
productos de la degradacién de la fibrina, entre los cuales el dimero D es
el producto terminal, es probable que el sistema fibrinolitico esta en
accion como respuesta a la activacién coagulatoria.
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o Aplicaciones Clinicas
— Coagulacioén intravascular diseminada (CID)

En la CID el sistema fibrinolitico es activado y, consecuentemente,

aumenta el nivel de dimero D. La dosificacion del dimero D puede

ayudar al diagnéstico de CID (11).

— Trombosis

Un nivel normal de Dimero D es un elemento importante en el

diagndstico de exclusién de una trombosis venosa profunda o del

tromboembolismo pulmonar (4, 5, 8). Sin embargo, se recomienda
efectuar la valoracién del Dimero D antes de iniciar cualquier

tratamiento anticoagulante (14).

Se ha reportado en diversos estudios que utilizan el STA® - Liatest®

D-Di, que con un valor umbral (cut-off) de 0,50 ug/ml (FEU), el valor

predictivo negativo (VPN) de exclusién de la trombosis varia entre 95

y 100 % (9, 13, 15, 17):

- Resultados de dos estudios con TVP: nimero total de pacientes
estudiados = 636, de los que 224 pacientes presentaron una TVP
documentada por puntuacion de probabilidad clinica + Sonografia
Doppler, VPN = 95 a 100 % (intervalo de confianza 95 %).

- Resultados de dos estudios con TEP: numero total de pacientes
estudiados = 590, de los cuales 233 pacientes presentaron un TEP
documentada por puntuacién de probabilidad clinica + escintigrafia
y/o angiografia, VPN = 98 a 100 % (intervalo de confianza 95 %).

En los estados trombdticos, tras suspender el tratamiento

anticoagulante se puede observar un incremento de los niveles del

dimero D. Este aumento parece constituir un riesgo de reoclusién
especialmente en las trombosis idiopaticas. Asi mismo, ciertos autores
consideran que hay que tener en cuenta la evolucién de los niveles de

dimero D en el seguimiento terapéutico de dichos pacientes (10).

— Activacion de estados de coagulacién

El nivel de dimero D aumenta durante la activacion de estados la

coagulacion, dado que dichos estados generan la produccién de

trombina, seguida por la formacién de fibrina, y llevan a la fibrindlisis,
siendo esta ultima con mayor frecuencia reactiva.

Asi, el incremento de los niveles del dimero D se observa en las

siguientes situaciones (11): periodos postoperatorios, cancer,

hemorragias, patologias infecciosas graves.

3/ PRINCIPIO DEL TEST

Esta determinacion se basa en el aumento de la turbidez de una
suspension de microparticulas de latex medida mediante fotometria.
Cuando las microesferas de latex, sobre cuya superficie se han fijado por
covalentemente anticuerpos especificos del dimero D, se mezcla con el
plasma, cuyo nivel de dimero D se desea estudiar, la reaccién antigeno-
anticuerpo que ocurre provoca la aglutinacién de las microesferas. Este
fenémeno conduce al aumento de la turbidez de la mezcla de reaccién y
por lo tanto a un aumento de la absorbancia del medio. La magnitud de
este aumento es funcién de la cantidad del dimero D contenida en el
plasma en estudio.

4/ COMPOSICION DEL KIT

Cada estuche de STA® - Liatest® D-Di contiene una hoja con cédigo de
barras. Este cédigo de barras contiene las siguientes informaciones:
nimero de lote, referencia del kit, referencia de los reactivos, fecha de
caducidad, pardmetros para la calibracion de la dosificacion.

* Reactivo 1: vial de 5 ml de tampon Tris.

e Reactivo 2: vial de 6 ml de suspension de microparticulas de latex
recubiertas con dos tipos de anticuerpos monoclonales de ratén
anti-dimero D humano (8D2 y 2.1.16) y posteriormente estabilizados
(con albimina bovina).

Estos reactivos contienen azida sédica (< 1 g/l) como conservante.

Es preciso eliminar con precaucion los reactivos que contienen azida sédica. Si estas
soluciones se vierten en el desagiie del lavabo, enjuagar con abundante agua para evitar la
formacion de azidas metélicas que, si estdn concentradas, pueden provocar explosiones.

Algunos reactivos de este kit contienen productos de origen humano y/o animal. Cuando se
ha utilizado plasma humano en la preparacion de estos reactivos, se excluye previamente la
presencia del antigeno HBs, de los anticuerpos anti-HCV, anti-HIV 1 y anti-HIV 2 con los
correspondientes andlisis. Sin embargo, ningun test puede garantizar de manera absoluta la
ausencia de agentes infecciosos. Por eso, estos reactivos de origen biolégico han de ser

i con las p i i ya que se trata de productos potencialmente

infecciosos.

5/ PRECAUCIONES

El estuche intacto se debe conservar a 2-8 °C. Sélo para uso diagnéstico
in vitro. Estos reactivos sélo deben ser utilizados por personal autorizado
del laboratorio. Utilizar Unicamente reactivos de un mismo kit o de un
mismo lote. Los residuos se eliminaran con arreglo a la reglamentacion
local vigente.

El estuche STA® - Liatest® D-Di esta disefiado para los aparatos de la linea
STA® que pueden utilizar estos reactivos. Antes de cualquier utilizacion,
leer con atencién el “Manual del Operador” del instrumento utilizado. Tener
cuidado en el manejo de estos reactivos y las muestras.

6/ OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La obtencién de la muestra debe ajustarse a las recomendaciones para las

puebras de hemostasia.

e Obtencion: 9 vol. de sangre por 1 vol. de citrato trisédico 0,109 M.

e Centrifugacién: 15 minutos a 2000-2500 g.

e Conservacion del plasma: 8 horas a 20 + 5 °C

mes a -20 °C. Atemperar la muestra a

37 °C, el tiempo necesario y suficiente para
que la descongelacién sea completa.

7/ PREPARACION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS

* Preparacion
Dejar que los Reactivos 1 y 2 se estabilicen durante 15 minutos a
temperatura ambiente (18-25 °C). Antes de utilizarlos, homogenizarlos
suavemente evitando que se formen burbujas. Poner un STA® - mini
Reducer nuevo (REF 00797) y la capsula operculada.

e Conservacion
Conservados a 2-8 °C en su embalaje original, los reactivos son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en el estuche.
Una vez abiertos, los Reactivos 1y 2 con un STA® - mini Reducer y la
capsula operculada son estables 15 dias en STA-R®, STA Compact® y
STA Satellite®.

8/ REACTIVOS Y MATERIALES AUXILIARES

* STA® - Owren-Koller (REF 00360).

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

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

e STA® - mini Reducer (REF 00797).

e Equipamiento habitual en los laboratorios de analisis clinicos.

9/ PROCEDIMIENTO

9.1. Calibracién

Los reactivos estdn precalibrados; esta calibracién previa es valida
para todos los estuches de un mismo lote.

Para introducir la curva de calibracién en el aparato, pasar el cédigo
de barras impreso en la hoja por delante del lector de cédigos de
barras del aparato. Una vez realizada la dosificacion del dimero D de
dos controles, uno normal (STA® - Liatest® Control [N]) y otro anormal
(STA® - Liatest® Control [P]), la calibracién ser4 valida para todo el lote.
La curva de calibracion se puede ver en la pantalla del instrumento
con la ayuda del menu “Calibracion” (ver el “Manual del Operador”).

9.2. Plasmas a analizar
Los plasmas a testar han de estar sin diluir. Introducirlos en el
instrumento (ver el “Manual del Operador” del instrumento utilizado).
Seleccionar el(los) test(s) a efectuar en los plasma de pacientes.

9.3. Controles
Los controles son necesarios para verificar la exactitud y la
reproducibilidad de los resultados. Utilizar el kit STA® - Liatest® Control
+ [P]. Preparar estos controles y transferir la informacién
contenida en los cédigos de barras impreso en su respectivo inserto
al instrumento. Estos controles se utilizan han de estar sin diluir.

9.4. Dosificacién
Para la realizacion de la dosificacion, seguir uno de los dos protocolos
descritos en los “Standardized Operating Procedures” del
instrumento.
El aparato lleva a cabo automaticamente la dosificacién del Dimero D
de los plasmas a probar a 540 nm a medida que se van introduciendo
las muestras. Si cualquiera de los resultados del paciente queda fuera
del rango de trabajo de la dosificacion, el instrumento revalora
automaticamente la muestra empleando una dilucion apropiada,
siempre que esta opcién haya sido introducida en la configuracion de
la prueba (ver el “Manual del Operador”).

10/ RESULTADOS

El nivel de dimero D (ug/ml) de las muestras analizadas aparece en tiempo
real en la pantalla del aparato (ver el “Manual del Operador”). El resultado
debe interpretarse en funcién del estado clinico y biolégico del paciente.
Los niveles de dimero D se expresan en unidades equivalentes de
fibrinégeno (FEU).

Por definicion, una FEU es la cantidad de fibrindgeno inicialmente
presente que lleva al nivel observado de dimero D. La cantidad actual de
dimero D es aproximadamente la mitad de un FEU. Por ejemplo, un valor
de 0,50 ug/ml FEU es aproximadamente 0,25 pug/ml (dimero D actual).

Si el aparato sefala que los resultados obtenidos para los controles se
sitian fuera del intervalo de valores indicado en la hoja incluida en el
estuche, es preciso asegurarse del buen funcionamiento de todo el
sistema: condiciones de ensayo, reactivos, plasmas en los que se efectia
el test, calibracion, etc. Si es necesario, repetir las muestras.

11/ LIMITACIONES

e Es posible que se subestime el nivel de dimero D de los plasmas
especialmente turbios (el valor de la absorbancia a 540 nm del plasma
diluido al 1/6 en STA® - Owren-Koller debe ser inferior a 0,35).

e Las concentraciones de productos de degradacion del fibrinégeno
mayores de 15 ug/ml pueden llevar a una sobre estimacion de los niveles
de dimero D.

e La presencia del factor reumatoide a concentraciones superiores a
50 Ul/ml puede hacer que se sobrestime el nivel de dimero D.

i» Se ha demostrado que la hemoglobina, la bilirrubina conjugada, la

bilirrubina non conjugada, las heparinas no fraccionadas y las heparinas

de bajo peso molecular no interfieren con la determinacion si sus
concentraciones son inferiores, respectivamente, a 2 g/l, 290 mg/l,

200 mg/l, 2 Ul/ml y 2 Ul anti-Xa/ml. Andlisis efectuados conforme a la

guia EP7-A2 de CLSI (21).

e La presencia de anticuerpos anti-albumina bovina y/o anti-ratén en
ciertos sujetos puede hacer que se sobrestime el nivel de dimero D.

12/ VALORES NORMALES

Generalmente, el valor plasmatico del dimero D en el adulto es inferior a
0,50 pg/ml (FEU) (6).

Con la edad y durante el embarazo se observa un aumento del valor de
dimero D (6, 7, 11).

13/ CARACTERISTICAS DEL METODO

e Umbral de deteccion

i El limite de deteccién se establecio segun la guia EP17-A de la CLSI
(20). El limite de deteccion en el STA-R®, STA Compact® y STA Satellite®
es de 0,27 ug/ml (FEU).

Intervalo de medicion

El intervalo de medicién de este método esta entre 0,27 y 4,00 pug/ml
(FEU). Sin embargo en caso de uso del procedimiento con dilucién
automdtica de la muestra, el rango de ensayo corregido es en efecto,
hasta 20 pg/ml (FEU). Si el procedimiento sin dilucién es usado, el rango
de ensayo es 0,27 a 4,00 ug/ml.

Efecto Hook

No se ha observado efecto Hook. Los niveles de dimero D de todos los
plasmas analizados conteniendo niveles de dimero D tan altos como
500 pg/ml (FEU) se encontraron por encima del limite del rango de
trabajo del ensayo de 4 ug/ml (e.j.: > 20 ug/ml debido a la dilucién).
Especificidad

La valoracion STA® - Liatest® D-Di no es sensible al fibrinégeno y al
fragmento E.

Una actividad cruzada se observa con el fragmento D. Sin embargo, este
no tiene efecto debido a que in vivo en condiciones fisiolégicas, la
presencia de o,-antiplasmina se opone a la produccién del fragmento D
a partir del fibrinégeno.

e Precision
Se desarrollaron estudios de precision segun la guia EP5-A2 de la CLSI
(19) (20 dias, 2 corridas por dia) en el STA-R®. Se obtuvieron los:
siguientes resultados:

Repetibilidad Precision intra-laboratorio

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 1 Muestra 2
X (ug/ml) 0,67 2,20 0,67 2,20
SD (ug/ml) 0,042 0,049 0,049 0,085

e Comparacion de datos
Un estudio de correlacion en 53 plasmas en los cuales el nivel de dimero D
estaba en el rango < 0,27 - 3,09 ug/ml (FEU) se ha llevado a cabo con
los kits STA® - Liatest® D-Di y Asserachrom® D-Di, este ultimo kit de
referencia para exclusion de trombosis. Los resultados obtenidos son los
siguientes: r = 0,98, pendiente = 1,08 e intercepto = —0,088.
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