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american diagnostica® DIMERTEST® Latex

BEOOGD GEBRUIK
De DIMERTEST® Latex-test is bedoeld voor een snelle kwalitatieve of semi-kwantitatieve evaluatie van
circulerende derivaten van gecrosslinkte fibrineafbraakproducten (XL-FDP) in humaan plasma.

SAMENVATTING EN UITLEG VAN DE TEST

Als bloed stolt, wordt fibrinogeen door trombine omgezet in fibrine. De fibrinemonomeren die daarbij onstaan,
polymeriseren waardoor een oploshare gel van fibrine zonder dwarsverbindingen wordt gevormd. Die
fibrinegel wordt dan door factor Xlll na activatie door trombine omgezet in gecrosslinkte fibrine, waardoor een
onoplosbaar fibrinestolsel ontstaat. Bij de vorming van een fibrinestolsel wordt ook de productie van plasmine,
het belangrijkste fibrinolytische enzym, gestimuleerd.

Fibrinogeen en fibrine worden beide door het fibrinolytische plasmine gesplitst met vorming van
afbraakproducten, maar alleen afbraakproducten van gecrosslinkte fibrine bevatten D-dimeren',
Gecrosslinkte fibrineafbraakproducten (XL-FDP) zijn dan een ook een specifieke merker van fibrinolyse.

PRINCIPE VAN DE TEST

De DIMERTEST® Latex is een snelle agglutinatietest, waarbij gebruik wordt gemaakt van latexkorreltjes
waarop een monoklonale antistof zit die specifiek gericht is tegen D-dimeren. De XL-FDP in een
plasmamonster binden aan de beklede latexkorreltjes, wat resulteert in een zichtbare agglutinatie wanneer de
concentratie van D-dimeren hoger is dan de detectiedrempel van de test.

REAGENTIA

Samenstelling

1. DIMERTEST® Latex - reagens: een 0,83 % suspensie van latexpartikels die bekleed zijn met een muriene
monoklonale antistof tegen D-dimeren, 10 mg/ml BSA en 0,1% natriumazide.

2. DIMERTEST® - positieve controle: een oplossing van gezuiverde humane D-dimeerfragmenten, 5 mg/ml
BSA en 0,1% natriumazide.

3. DIMERTEST® - negatieve controle: een bufferoplossing bestaande uit 5 mg/ml BSA en 0,1% natriumazide.

4. DIMERTEST® - buffer: een bufferoplossing van 10 mM fosfaat en 0,1% natriumazide.

Waarschuwingen en voorzorgen

e Alleen bedoeld voor in-vitro-diagnostiek.

e Schadelijk bij opname door de mond (R22). Aanraking met de ogen en de huid vermijden (524/25). Afval
niet in de gootsteen werpen (S29). Draag geschikte beschermende kleding (S36).

o OPGELET: Alle reagentia van DIMERTEST® Latex bevatten natriumazide (0,1%) als conserveermiddel. Niet
inslikken en niet in contact laten komen met huid of slijmvliezen. Natriumazide kan explosieve aziden
vormen in metalen afvoerbuizen. Pas geschikte verwijderingsprocedures toe.

o OPGELET: De positieve controle van de DIMERTEST® Latex bevat bestanddelen van menselijke oorsprong.
Elke individuele bloeddonatie die bestemd is voor de productie van het reagens, wordt getest op HBsAg,
anti-HCV, anti-HIV1 en anti-HIV2. Enkel donaties die negatief blijken te zijn, worden gebruikt. Volledige
afwezigheid van infectieuze organismen kan echter nooit worden gegarandeerd. Derhalve moet alle
materiaal dat afgeleid is van menselijk bloed, worden behandeld als zijnde mogelijk infectieus en moeten
de voorzorgsmaatregelen worden nageleefd die worden aanbevolen voor het omgaan met gevaarlijk
biologisch materiaal.

Bewaring en houdbaarheid
Bewaring: Bewaren bij 2 °C tot 8 °C. NIET INVRIEZEN.
Houdbaarheid: De vervaldatum staat vermeld op de verpakking en het etiket op het flesje.

Aanwijzing voor verslechtering van het reagens
Het reagens is niet meer goed als het latexreagens geen agglutinatie geeft met de positieve controle, als het
agglutinatie geeft met de negatieve controle of als er aanwijzingen voor microbiéle contaminatie zijn.

AFNAME EN VOORBEREIDING VAN HET SPECIMEN

Het verdient aanbeveling plasma te nemen van volledig bloed dat onstolbaar werd gemaakt met
natriumcitraat. Het gebruik van EDTA en heparine resulteert in een toename van het aantal fout-positieve
reacties. Na scheiding van het plasma door centrifugatie (1500 g gedurende 15 minuten bij 4 °C - 10 °C)
kunnen de specimens rechtstreeks op aanwezigheid van XL-FDP worden getest. Defibrinering van het plasma
wordt niet aangeraden.

Bewaring/houdbaarheid van het plasma: - 20 °C: 2 weken

Ingevroren specimens snel ontdooien bij 37 °C en centrifugeren vooraleer te testen. Meer instructies voor de
afname, de verwerking en de bewaring van specimens vindt u in de NCCLS-publicatie H21-A3.

PROCEDURE
Geleverd materiaal

DLHK? - DIMERTEST® Latex, Kit

Latexreagens 1x 2,0 ml: witte dop Negatieve controle 1 x 0,6 ml: zwarte dop
Positieve controle 1 x 0,6 ml: gele dop Buffer 1x20,0ml
Testkaarten x 10: 8 putjes, voor agglutinatiereactie

Roerders X 60: om te mengen

Gebruiksaanwijzing

DLHR9 - DIMERTEST® Latex, Flesje

Latexreagens 1x 2,0 ml: witte dop
Gebruiksaanwijzing

Vereist materiaal dat niet wordt meegeleverd
Precisiepipetten en tippen - 20 pl en 100 pl
Plastic proefbuisjes en rek
Wegwerphandschoenen

Stopwatch of chronometer
Doekjes (om het uiteinde van het druppelflesje af te vegen)
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OBJETIVO DE USO

La prueba DIMERTEST® Latex ha sido concebida para una rapida evaluacion cualitativa o semicuantitativa
de los derivados circulantes de los productos de degradacion de la fibrina con enlaces cruzados (XL-FDP) en
plasma humano.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Durante la coagulacion sanguinea, el fibrindgeno se convierte en fibrina mediante la activacion de la trombina.
Los mondmeros de fibrina resultantes se polimerizan para formar un gel soluble de fibrina con enlaces no
cruzados. Dicho gel de fibrina es luego convertido en fibrina con enlaces cruzados mediante el Factor XIIl,
activado por la trombina, para formar un codgulo de fibrina insoluble. La produccion de plasmina, prinicpal
enzima trombolitica, se desencadena cuando se forma un codgulo de fibrina.

Tanto el fibrindgeno como la fibrina son desdoblados por la enzima fibrinolitica plasmina, generando productos
de degradacion, pero sélo los productos de degradacion provenientes de la fibrina con enlaces cruzados
contienen dimeros D ™. Por consiguiente, los productos de degradacion de la fibrina con enlaces cruzados
(XL-FDP) son marcadores especificos de fibrinolisis.

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

DIMERTEST® Latex es una prueba rapida de aglutinacion que utiliza particulas de latex combinadas con un
anticuerpo monoclonal altamente especifico de dimeros D. Los XL-FDP presentes en una muestra de plasma
se unen a los particulas revestidas de anticuerpo, lo que da como resultado una aglutinacion visible que se
produce cuando la concentracion de dimeros D se sitta por encima del umbral de deteccion de la prueba.

REACTIVOS

Composicion

1. Reactivo DIMERTEST® Latex: suspension al 0,83% de particulas de latex revestidas con anticuerpo
monoclonal murino de dimeros D, 10mg/ml de BSA'y 0,1% de azida de sodio.

2. Control Positivo DIMERTEST®: solucién que contiene un fragmento purificado de dimeros D humanos,
5mg/ml de BSA'y 0,1% de azida de sodio.

3. Control Negativo DIMERTEST®: solucién tampon (buffer) que contiene 5mg/ml de BSA'y 0,1% de azida de
sodio.

4. Sustancia Tampon (Buffer) DIMERTEST®: solucion tampon (buffer) de 10mM de fosfato conteniendo 0,1%
de azida de sodio.

Advertencias y Precauciones

e Exclusivamente para el diagnéstico in vitro.

* Nocivo por ingestion (R22). Evitese el contacto con los ojos y la piel (S24/25). No tirar los residuos por el
desagiie (529). Usese indumentaria protectora adecuada (S36).

o ATENCION: Todos los reactivos del DIMERTEST® Létex contienen azida de sodio (0,1%) como conservante.
No los ingiera ni permita el contacto con la piel o las mucosas. La azida de sodio puede formar azidas
explosivas en las caferias metalicas. Use procedimientos de desecho apropiados.

e ATENCION: EI Control Positivo del DIMERTEST® Latex contiene componentes de origen humano. Cada
donacion individual de sangre destinada a la produccion de este reactivo es sometida a andlisis para
deteccion del antigeno de la Hepatitis Bs, de anticuerpos anti-HCV, anti-HIV1 y anti-HIV2. Sélo las
donaciones con resultados negativos son utilizadas. Como nunca se puede afirmar la ausencia completa
de agentes infecciosos, todo material derivado de sangre humana debe ser tratado como potencialmente
infeccioso y manipularse con el debido cuidado siguiendo las recomendaciones de precaucion necesaria
para materiales contaminantes.

Conservacion y estabilidad

Conservacion : Conservar entre 2°C y 8°C. NO CONGELE ESTE PRODUCTO.

Estabilidad: Verifique la fecha de caducidad en las etiquetas del embalaje externo y el frasco.

Indicacion del deterioro del reactivo

La deterioracion del reactivo se manifiesta por la incapacidad del Reactivo al Latex para aglutinarse con el

Control Positivo, o por la aglutinatcion con el Control Negativo, o por la evidencia de contaminacion microbiana.

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se recomienda utilizar plasma proveniente de sangre entera anticoagulada con citrato de sodio. La utilizacion
de EDTA y heparina dara como resultado un aumento de falsas reacciones positivas. Luego de la separacion
del plasma mediante centrifugacion (1500 g durante 15 minutos a 4°C - 10°C), las muestras pueden ser
analizadas directamente para detectar la presencia de XL-FDP. No se aconseja la desfibrinacion del plasma.
Conservacion/estabilidad del plasma : - 20°C: 2 semanas

Descongelar rapidamente las muestras a 37°C y centrifugar antes del andlisis. Consulte la publicacién NCCLS
H21-A3 para mayor informacion acerca de la obtencion, manipulacion y conservacion de las muestras*.

PROCEDIMIENTO
Materiales Suministrados

DLHK? - DIMERTEST® Latex, Kit

Reactivo al Latex 1 x 2,0ml: Tapdn blanco Control Negativo 1 x 0,6ml: Tapén negro
Control Positivo 1 x 0.6ml: Tapén amarillo  Buffer 1x20,0ml

Placas de prueba x 10: con 8 pocillos, para la reaccion de aglutinacion

Agitadores x 60: para mezclar

Instrucciones de Uso

DLHR9 - DIMERTEST® Létex, Frasco
Reactivo al Latex 1 x 2,0ml: Tapon blanco
Instrucciones de Uso
Materiales Necesarios pero no Suministrados
Pipetas de precision y puntas - 20 pl y 100 pl
Tubos de ensayo de pléastico y porta-tubos
Guantes descechables

Cronémetro o minutero
Gasa (para limpiar la punta del cuentagotas)
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REVISION 2007-02

Belangrijk!

o Laat de reagentia voor gebruik op kamertemperatuur (20 °C tot 25 °C) komen.

o Het latexreagens moet meteen voor gebruik worden gemengd door inversie.

o Voor elk gebruik moet het uiteinde van de druppelflesjes met een doekje worden droog geveegd.
o De druppelflesjes moeten verticaal worden gehouden bij het druppelen van reagens.

Voor correcte druppeling.... De tip voor gebruik droog vegen

Kwalitatieve methode
1. Merk (of noteer) posities op het testglaasje voor specimens en, zo nodig, voor positieve en negatieve
controles.
2. Hou het druppelflesje met het latexreagens verticaal en doe een druppel van het reagens in een putje op
een testkaart.
Het oppervlak van de testkaart niet aanraken.
3. Pipetteer nauwkeurig 20 pl onverdund plasma of doe een druppel van de controleoplossing in hetzelfde
putje naast de druppel van het latexreagens.
. Meng het latexreagens en het monster met een roerder tot de latex gelijkmatig verspreid is.
. Schud de testkaart voorzichtig gedurende precies 3 minuten.
. Kijk na precies 3 minuten onder een sterke lichtbron of er agglutinatie is.
Merk op: Als de test later dan na 3 minuten wordt afgelezen, kan de latexsuspensie uitdrogen, wat een
pseudo-agglutinatiepatroon geeft. Bij vermoeden van pseudo-agglutinatie moet het specimen opnieuw
worden getest.
7. Gooi de testkaart en de roerder weg in een container voor biologisch afval - niet hergebruiken.

Semi-kwantitatieve methode

1. Bereid seriéle verdunningen van het testplasma met buffer als volgt:
1:2 verdunning 100 pl plasma plus 100 pl bufferoplossing
1:4 verdunning 100 pl 1:2 verdunning plus 100 pl bufferoplossing
1:8 verdunning 100 pl 1:4 verdunning plus 100 pl bufferoplossing

2. Test elke verdunning zoals beschreven in de kwalitatieve methode.

Kwaliteitscontrole

Het verdient aanbeveling bij elke reeks tests zowel een positieve als een negatieve controle uit te voeren om
na te gaan of het systeem goed werkt. De controleoplossingen moeten op dezelfde manier worden getest als
de monsters van de patiénten. Met de kwalitatieve screeningprocedure kan een positief resultaat (agglutinatie)
worden verkregen door het plasma in stappen 3-6 te vervangen door de DIMERTEST® - positieve controle.
Omgekeerd kan een negatief resultaat (geen agglutinatie) worden verkregen door het plasma in stappen
3-6 te vervangen door de DIMERTEST® - negatieve controle. Bij het uitvoeren van de semi-kwantitatieve
procedure wordt aanbevolen seriéle verdunningen van de positieve controle uit te testen. De DIMERTEST®
Latex - positieve controle bestaat uit een oplossing van humane D-dimeren in een concentratie van ongeveer
0,80 mg/I (800 ng/ml).

RESULTATEN
A. Kwalitatieve test
Met de kwalitatieve methode zouden de volgende resultaten moeten worden behaald:
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Onverdund plasma Concentratie van D-dimeren (XL-FDP)

Negatief Minder dan 0,20 mg/I (200 ng/ml)
Positief Meer dan 0,20 mg/I (200 ng/ml)
Merk op: Alle waarden in mg/l (ng/ml) zijn approximatief

B. Semi-kwantitatieve test
Approximatieve concentraties van XL-FDP, die het D-dimeerdomein bevatten, bij dilutie van het specimen
worden weergegeven in Tabel 1. Zoals met alle semi-kwantitatieve tests is een zekere variabiliteit van de
dosisrespons te verwachten.

Tabel 1
Approximatieve spreiding Dilutie van het monster
D-dimeren (XL- FDP) mg/I (ng/ml) | opverdund 1:2 14 18
<0,20 (<200) - - - -
0,20 - 0,40 (200 - 400) + - - -
0,40 - 0,80 (400 - 800) + - -
0,80 - 1,60 (800 - 1600) + + -
1,60 - 3,20* (1600 - 3200%) + + +

“+” = agglutinatie, “-” = geen agglutinatie
* Concentraties van XL-FDP van meer dan 3,20 mg/l (3200 ng/ml) kunnen worden
geraamd door een sterkere verdunning dan 1:8.

Importante!

o Llevar los reactivos a temperatura ambiente (20°C a 25°C) antes del uso.

o Elreactivo al latex debe ser mezclado mediante inversion inmediatamente antes del uso.
e Antes de cada uso, se debe limpiar la punta del cuentagotas con una gasa.

o Se debe sujetar el cuentagotas verticalmente mientras se vierten las gotas del reactivo.

Para obtener un goteo correcto... seque la punta antes del uso

Método Cualitativo
1. Haga una marca (0 tome nota) de las posiciones en la placa de prueba para muestras y, de ser necesario,
en las placas para los controles positivo y negativo.
2. Sujete el cuentagotas del Reactivo al Latex verticalmente y vierta una gota del reactivo dentro de un pocillo
de la placa de prueba.
EVITE tocar la superficie de la placa de prueba.
3. Pipetee exactamente 20 pl de plasma no diluido o agregue una gota de la solucion control dentro del
mismo pocillo al lado de la gota del reactivo al latex.
. Mezcle el reactivo al latex y la muestra con un agitador hasta que el latex esté uniformemente distribuido.
. Balancee suave y manualmente la placa de prueba durante exactamente 3 minutos.
. Alos 3 minutos exactamente, verifique si existe aglutinacion bajo una fuente luminosa potente.
Nota: Si la lectura de la prueba se realiza pasados los 3 minutos, la suspension del latex puede secarse
dando un falso patrén de aglutinacion. En caso de duda, se debe recomenzar la prueba.
7. Deseche la placa de prueba y el agitador en un contenedor para residuos biolégicos - no los reutilice.

Método Semicuantitativo
1. Prepare diluciones seriadas de plasma a analizar, con la sustancia Tampon como se describe a
continuacion:
Dilucion 1/2 : 100 pl de plasma més 100 pl de solucion Tampoén (Buffer)
Dilucion 1/4 : 100 pl de la dilucion 1/2 mas 100 pl de solucién Tampdn
Dilucién 1/8 : 100 pl de la dilucién 1/4 més 100 pl de solucion Tampon
2. Examine cada dilucién como se ha descripto en el método cualitativo.

Control de Calidad

Se recomienda realizar los controles tanto positivo como negativo en cada lote de pruebas para asegurarse
que el sistema funciona correctamente. Las soluciones control deben ser examinadas mediante el mismo tipo
de procedimiento que las muestras de los pacientes. Para el método cualitativo, se puede obtener un resultado
positivo (aglutinacion) reemplazando el plasma por el Control Positivo DIMERTEST® en las etapas 3-6. A la
inversa, se puede obtener un resultado negativo (ausencia de aglutinacion) reemplazando el plasma por el
Control Negativo DIMERTEST® en las etapas 3-6. Cuando se lleva a cabo el procedimiento semicuantitativo,
se recomienda examinar una serie de diluciones progresivas del Control Positivo. El Control Positivo de la
prueba al Latex Dimertest® estd compuesto de una solucién de dimero D humano a una concentracion de
aproximadamente 0,80 mg/I (800ng/ml).

RESULTADOS

A. Andlisis Cualitativo

En el protocolo de andlisis cualitativo, se deben obtener los siguientes resultados:
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Concentracion de dimeros D (XL-FDP)

Negativo Menos de 0,20 mg/I (200ng/ml)
Positivo Mas de 0,20 mg/I (200ng/ml)
Nota: Todos los valores en mg/I (ng/ml) son aproximativos

Plasma no diluido

B. Andlisis Semicuantitativo

El Cuadro 1 muestra las concentraciones aproximadas de XL-FDP que contienen dimeros D, segln las
diferentes diluciones de las muestras. Como ocurre con todas las pruebas semicuantitativas, puede existir
una cierta variabilidad en la relacion dosis-respuesta.

Cuadro 1
Intervalo aproximado Dimeros D Dilucién de las muestras
(XL- FDP) mg/1 (ng/ml) No diluidas| 172 1/4 18
<020 (<200) . . R -
0,20 - 0,40 (200 - 400) + - - -
0,40-0,80 (400 - 800) + + : )
0,80-1,60 (800 - 1600) + + )
1,60 - 3,20* (1600 - 3200%) + + + +
“+” = aglutinacion, “-” = ausencia de aglutinacion

* Los niveles de concentracion de XL-FDP superiores a 3,20 mg/I (3200 ng/ml) pueden
ser calculados mediante diluciones ulteriores mas alla de 1:8.
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BEPERKINGEN VAN DE PROCEDURE

De klinische diagnose mag niet worden gebaseerd op het resultaat van een DIMERTEST® Latex alleen. Bij de
diagnostische beslissing moet ook rekening worden gehouden met klinische tekenen en relevante informatie
van andere onderzoeken.

VERWACHTE WAARDEN

De DIMERTEST® Latex zou een positief resultaat moeten geven, wat getuigt van actieve fibrinolyse, als
de concentratie van XL-FDP (D-dimeren) gelijk is aan of hoger dan ongeveer 0,20 mg/I (200 ng/ml).
Plasmaspecimens van normale personen zouden negatieve resultaten moeten geven omdat hun plasma-XL-
FDP-concentraties typisch lager zijn dan 0,20 mg/I (200 ng/ml). Doordat vele variabelen een invioed kunnen
hebben op de resultaten, moet elk laboratorium zijn eigen normale waarden bepalen.

Verhoogde spiegels van XL-FDP (die het D-dimeerdomein bevatten) werden aangetoond bij patiénten met
een combinatie van immunoprecipitatie en gelelektroforesetechnieken -*°6. Met monoklonale antistoffen
kan specifiek het D-dimeerdomein worden opgespoord’. D-dimeertests op basis van monoklonale antistoffen
hebben een diagnostische waarde bij diffuse intravasale stolling (DIC) en acute vaatziekten zoals longembolie
(LE) en diepe veneuze trombose (DVT), aandoeningen die moeilijk op betrouwbare wijze kunnen worden
gediagnosticeerd met een Klinisch onderzoek®®.

De hoeveelheid XL-FDP in een specimen hangt in vivo af van meerdere onderling samenhangende factoren
zoals de ernst van de trombose, de mate van vorming van gecrosslinkte fibrine en de tijd die is verlopen tussen
het trombotische evenement en de bloedname.

Verhoogde XL-FDP-concentraties als aanwijzing voor reactieve fibrinolyse werden waargenomen bij chirurgie,
trauma, sikkelcelziekte, leverziekte, ernstige infectie, sepsis, ontsteking en kanker'®'". De D-dimeerspiegels
stijgen ook tijdens een normale zwangerschap, maar zeer hoge concentraties zijn geassocieerd met
verwikkelingen'.

DIMERTEST® Latex reageert niet met fibrinogeen, met factor Xllla gecrosslinkt fibrinogeen' en fibrinogeen
afbraakproducten®.

SPECIFIEKE KENMERKEN

Plasma van honderdzeventig (170) ogenschijnlijk gezonde vrijwillige bloeddonoren werd getest met
DIMERTEST® Latex. Honderdtweeénzestig (162) monsters gaven een negatief resultaat. De specificiteit
bedraagt dus 95,3% (162/170).

Honderdvijfenveertig (145) plasmamonsters van patiénten die (met een hoge waarschijnlijkheid) leden aan
een trombose, werden getest met DIMERTEST® Latex en een andere agglutinatiereferentiemethode. De
correlatiecoéfficiént bedroeg r = 0,94 en de regressievergelijking was y = 1,19x.

De reproduceerbaarheid binnen een zelfde test werd bepaald op 10 kopieén van 3 plasmamonsters die
verschillende XL-FDP-concentraties bevatten. De resultaten waren equivalent voor alle kopieén.

De reproduceerbaarheid tussen verschillende tests werd bepaald op 10 plasmamonsters met XL-FDP-titers
van 1 tot 16. Bij 10 tests varieerden de kopieén van die specimens met niet meer dan een titer.

In een anticoagulansstudie van 50 parallelle plasmamonsters (citraat, EDTA en heparine) bedroeg de
correlatie tussen de titers verkregen met de DIMERTEST® Latex en de verwachte titers (gebaseerd op ELISA-
XL-FDP-waarden) r = 0,91 voor de citraatmonsters, r = 0,73 voor de EDTA-monsters en r = 0,78 voor de
heparinemonsters. Citraat is het beste anticoagulans.

In een studie van monsters van patiénten met reumatoide artritis bleken er 17 te agglutineren met
DIMERTEST® Latex. In alle 17 monsters kon de agglutinatie worden geinhibeerd door toevoeging van DD3B6/
22, een specifieke monoklonale antistof tegen D-dimeren, maar niet door een aspecifieke monoklonale
antistof van dezelfde subgroep IgGs. Dat suggereert dat DIMERTEST® Latex niet gevoelig is voor interferentie
door reumafactor.

Er werd geen interferentie met DIMERTEST® Latex aangetoond met experimentele monsters die potentiéle
interfererende stoffen bevatten in de volgende concentraties:

Bilirubine 0,2 mg/ml Hemoglobine
Lipiden (triglyceriden) 30 mg/ml Eiwit (gammaglobuline)

5,0 mg/ml
0,06 g/ml

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El diagnéstico clinico no debe basarse exclusivamente en el resultado de la prueba al Latex DIMERTEST®. La
decision diagndstica debera tener en cuenta los signos clinicos y la informacion aportada por los otros analisis
complementarios relevantes.

VALORES ESPERADOS

Un resultado positivo, que indica fibrinolisis activa, se observa con la prueba al Latex DIMERTEST® cuando
los niveles de concentracion de XL-FDP (dimeros D) son iguales o superiores a 0,20 mg/I (200 ng/ml),
aproximadamente. Se considera que las muestras de plasma pertenecientes a sujetos normales daran
resultados negativos porque sus concentraciones plasmaticas de XL-FDP son generalmente inferiores a 0,20
mg/I (200 ng/ml). Dado las numerosas variables que pueden alterar estos resultados, cada laboratorio de
andlisis debe establecer sus propios valores normales.

Se demostraron niveles de concentracion aumentados de XL-FDP (que contienen dimeros D) en pacientes
mediante una combinacion de técnicas de inmunoprecipitacion y electroforesis en medio gelatinoso'*55.
Los anticuerpos monoclonales permiten la deteccion especifica de los dimeros D”. Los anélisis de dimeros
D basados en anticuerpos monoclonales presentan un valor diagndstico en la coagulacion intravascular
diseminada (CID) y afecciones agudas vasculares, que incluyen embolia pulmonar (EP) y trombosis venosa
profunda (TVP), patologias dificiles de diagnosticar mediante el examen clinico®®.

La cantidad de XL-FDP detectada en una muestra dependera de varios factores interrelacionados in vivo,
como ser la gravedad del cuadro trombético, la tasa de formacion de la fibrina con enlaces cruzados, y el
tiempo transcurrido entre el comienzo del episodio trombético y el momento de la extraccion de sangre del
paciente.

Se han informado niveles elevados de XL-FDP, indicativos de fibrinolisis reactiva, en cirugia, traumatismos,
drepanocitosis, hepatopatias, infeccion severa, sepsis, inflamacion, y cancer'®'. Los niveles de dimeros D
aumentan también durante el embarazo normal pero niveles realmente muy altos se observan en caso de
complicaciones'.

La prueba al Latex DIMERTEST® no produce reacciones cruzadas con el fibrindgeno, factor Xllla, fibringeno
con enlaces cruzados'™, o productos de degradacion del fibrinégeno ®.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

Se analiz6 el plasma de ciento setenta (170) donadores voluntarios en buena salud aparente, utilizando
DIMERTEST® Latex. Se obtuvo un resultado negativo en ciento sesenta y dos (162) muestras. Estos
resultados representan una especificidad del 95,3% (162/170).

Ciento cuarenta y cinco (145) muestras de plasma provenientes de pacientes afectados de un episodio
trombético - o con alta probabilidad de padecerlo -, fueron analizados con DIMERTEST® Latex y otro método
de aglutinacion de referencia. El coeficiente de correlacion fue de r = 0,94 y la ecuacion de regresion fue
y=1,19%

La reproductibilidad intra-andlisis (dentro de una misma serie de andlisis) fue determinada mediante 10
réplicas de 3 muestras de plasma que contenian diferentes niveles de XL-FDP. Los resultados fueron
equivalentes para todas las réplicas.

La reproductibilidad inter-andlisis (entre las diferentes series de andlisis) fue determinada utilizando 10
muestras de plasma con titulos de XL-FDP que variaban de 1 a 16. En 10 series, las réplicas de estas
muestras no mostraron variaciones de més de un titulo.

En un estudio sobre anticoagulacion de 50 muestras paralelas de plasma tratado con citrato de sodio, EDTA
y heparina, la correlacion entre los titulos obtenidos con DIMERTEST® Létex y los titulos esperados (basados
en los valores ELISA XL-FDP) fue de r = 0,91 para las muestras tratadas con citrato de sodio, r = 0,73 para
las muestras tratadas con EDTAy r = 0,78 para las muestras tratadas con heparina. El citrato de sodio es el
anticoagulante de eleccion.

En un estudio con muestras provenientes de pacientes con artritis reumatoidea, se halld que en 17 casos se
produjo una aglutinacion con DIMERTEST® Latex. En cada una de las 17 muestras, la aglutinacion pudo ser
inhibida mediante el agregado de anticuerpo monoclonal especifico de dimero D DD3B6/22, pero no con un
anticuerpo monoclonal no especifico del mismo subgrupo, IgGs. Esto sugiere que no existe interaccion entre
DIMERTEST® Latex y el factor reumatoideo.

No se constato interaccion con DIMERTEST® Latex en muestras a las que se les agregd sustancias
potencialmente interferentes a las siguientes concentraciones:

Bilirrubina 0,2 mg/ml Hemoglobina
Lipidos (triglicéridos) 30 mg/ml Proteina (gamaglobulina)

5,0 mg/ml
0,06 g/ml
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ANWENDUNGSGEBIETE

Das DIMERTEST® Latex-Assay wurde zum schnellen qualitativen oder semiquantitativen Nachweis der
zirkulierenden Derivate von kreuzvernetzten Fibrinspaltprodukten (XL-FDP) in menschlichem Plasma
entwickelt.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Bei der Blutgerinnung wird Fibrinogen durch die Aktivierung von Thrombin zu Fibrin umgewandelt. Die dabei
entstehenden Fibrinmonomere bilden durch Polymerisation ein Idsliches Gel von nicht kreuzvernetztem Fibrin.
Dieses Fibringel wird anschlieBend durch den durch Thrombin aktivierten Faktor XIll kreuzvernetzt und bildet
ein unldsliches Fibringerinnsel. Durch die Bildung eines Fibringerinnsels wird die Bildung des wichtigsten
fibrinolytischen Enzyms Plasmin ausgeldst.

Obwoh! sowohl Fibrinogen als auch Fibrin durch das fibrinolytische Enzym Plasmin zu den entsprechenden
Abbauprodukten gespalten werden, enthalten allein die Abbauprodukte von kreuzvernetztem Fibrin das
D-Dimer'. Kreuzvernetzte Fibrinspaltprodukte (cross-linked fibrin degradation products; XL-FDP) sind somit
spezifische Marker fir die Fibrinolyse.

TESTPRINZIP

DIMERTEST® Latex ist ein schnelles Agglutinationsassay, das mit Latexperlen arbeitet, die mit einem
hochspezifischen monoklonalen Antikdrper gegen D-Dimer beschichtet sind. Die im Plasma vorhandenen
XL-FDP werden an die beschichteten Latexperlen gebunden, und wenn die Konzentration des D-Dimer iiber
der Nachweisschwelle fiir das Assay liegt, entsteht eine sichtbare Verklumpung.

REAGENZIEN

Zusammensetzung

1. DIMERTEST® Latex Reagens: 0,83 %ige Suspension von mit murinen monoklonalen Antikdrpern gegen
D-Dimer beschichteten Latexpartikeln, 10 mg/ml BSA und 0,1 % Natriumazid.

2. DIMERTEST® positives Kontrollserum: Lésung mit gereinigtem menschlichem D-Dimer-Fragment, 5 mg/ml
BSA und 0,1 % Natriumazid.

3. DIMERTEST® negatives Kontrollserum: Pufferlosung mit 5 mg/ml BSA und 0,1 % Natriumazid.

4. DIMERTEST® Puffer: eine 10-mM Phosphatpufferlosung mit 0,1 % Natriumazid.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

e Nur zur diagnostischen Verwendung in vitro.

o Gesundheitsschadlich beim Verschlucken (R22). Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden (S24/
25). Nicht in die Kanalisaton gelangen lassen (529). Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen (S36).

e ACHTUNG: Alle Reagenzien von DIMERTEST® Latex enthalten Natriumazid (0,1 %) als Konservierungsmittel.
Nicht verschlucken und nicht mit Haut oder Schleimhduten in Kontakt bringen. Natriumazid kann
in Abwasserrohren aus Metall explosive Azide bilden. Sorgen Sie fiir eine sachgeméBe Entsorgung
entsprechend den geltenden Richtlinien.

e ACHTUNG: Das positive Kontrollserum von DIMERTEST® Latex enthalt Bestandteile menschlicher Herkunft.
Jede einzelne zur Produktion dieses Reagens bestimmte Blutkonserve wird auf das Vorhandensein von
HBsAg und Antikdrpern gegen HCV, HIV1 und HIV2 kontrolliert. Es werden nur Blutkonserven mit durchweg
negativen Testresultaten verwendet. Trotz aller VorsichtsmaBnahmen ist jedoch eine absolute Sicherheit
vor mdglichen Krankheitserregern niemals gegeben. Aus diesem Grund sind die Reagenzien als potentiell
infektios zu betrachten und unter Beachtung der geltenden Richtlinien fiir den Umgang mit biologischem
Gefahrengut zu verwenden.

Lagerung und Haltbarkeit

Lagerung: Bei einer Temperatur von 2° C bis 8° C lagern. NICHT EINFRIEREN.

Haltbarkeit: Das Verfallsdatum ist auf der &duBeren Verpackung und auf den Etiketten der Flaschchen
aufgedruckt.

Hinweis zur Erkennung einer Aktivitdtsminderung der Reagenzien

Ein Ausbleiben der Agglutination bei Untersuchung des positiven Kontrollserums mit dem Latexreagens
oder eine Agglutination bei Untersuchung des negativen Kontrollserums sind ebenso wie eine mikrobielle
Kontamination Zeichen fiir einen Aktivitdtsverlust der Reagenzien des Kits.

GEWINNUNG UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Wir empfehlen die Verwendung von Plasma, das aus mit Zitrat als Antikoagulans versetztem Vollblut gewonnen
wurde. Die Verwendung von EDTA und Heparin fiihrt zu einem hdheren Anteil von falsch positiven Reaktionen.
Nach Abtrennung des Plasmas durch Zentrifugation (1500 g fiir 15 Minuten bei 4° C - 10° C) kénnen die
Proben unmittelbar auf das Vorhandensein von XL-FDP getestet werden. Ein Defibrinieren des Plasmas ist
nicht zu empfehlen.

Lagerung und Haltbarkeit des Plasmas: 2 Wochen bei - 20° C

Tauen Sie gefrorene Proben rasch bei 37° C auf, und zentrifugieren Sie sie vor Durchfiihrung des Tests. In der
Veroffentlichung H21-A3 der NCCLS finden Sie weitere Hinweise in bezug auf die Entnahme, Verarbeitung und
die Lagerung von Proben*.

VERFAHREN
Mitgelieferte Materialien

DLHK? - DIMERTEST® Latex, Kit

Latexreagens 1x 2,0 ml: WeiBer VerschluB

Negatives Kontrollserum  1x 0,6 ml: Schwarzer VerschluB

Positives Kontroliserum 1x 0,6 ml: Gelber VerschluB

Puffer 1x20,0ml

Testkértchen x 10: 8 Vertiefungen, fir die Agglutinationsreaktion
Riihrstébchen X 60: zum Mischen

Gebrauchsanweisung
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DLHRI - DIMERTEST® Latex, Fldschchen

Latexreagens 1 x 2,0 ml: WeiBer VerschluB
Gebrauchsanweisung

Bendtigte und nicht mitgelieferte Materialien

Prézisionspipetten und Pipettenspitzen - 20 pl and 100 pl

Reagenzrohrchen aus Kunststoff und Halter

Stoppuhr oder Zeitschaltuhr

Einweghandschuhe

Reinigungstiicher (zum Abwischen der Spitzen der Tropfflaschen)

Wichtig!

e Bringen Sie die Reagenzien vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (zwischen 20° C und 25°C).
e Mischen Sie das Latexreagens unmittelbar vor der Verwendung durch Kippen des Behalters.
o \Wischen Sie die Spitzen der Tropfflaschen vor jeder Verwendung mit einem Tuch trocken.

* Halten Sie die Tropfflaschen bei der Abgabe der Reagenzien vertikal.

Zur korrekten Tropfenabgabe ... ..... wischen Sie die Spitze vor der Verwendung trocken

Qualitatives Verfahren
1. Markieren Sie oder notieren Sie sich die Positionen der Proben und der positiven und negativen Kontrollen,
falls zutreffend.
2. Halten Sie die Tropfflasche mit dem Latexreagens vertikal, und plazieren Sie einen Tropfen des Reagens in
der gewiinschten Vertiefung auf dem Testkdrtchen.
3. Pipettieren Sie genau 20 pl unverdiinntes Plasma bzw. einen Tropfen Kontrollserum in derselben Vertiefung
neben den Tropfen Latexreagens.
4. Mischen Sie das Latexreagens und die Probe mit einem Riihrstdbchen, bis sich das Latex gleichmaBig
verteilt hat.
. Bewegen Sie das Testkartchen vorsichtig fiir 3 min. hin und her.
. Priifen Sie nach genau 3 min. unter einer starken Lichtquelle, ob eine Agglutination sichtbar ist.
Achtung: Wenn Sie den Test spater als nach 3 min. ablesen, kénnte die Latexsuspension austrocknen
und irrtiimlich ein Agglutinationsmuster zeigen. Wenn Sie einen entsprechenden Verdacht haben,
miissen Sie die Probe noch einmal testen.
7. Entsorgen Sie das Testkdrtchen und das Riihrstabchen (iber einen Behalter fiir biologisch kontaminiertes
Material. Nicht wiederverwenden.

Semiquantitatives Verfahren
1. Stellen Sie auf die folgende Weise eine Verdiinnungsreihe des Testplasmas mit Puffer her:

Verdiinnung 1:2 - 100 pl Plasma plus 100 pl Pufferldsung

Verdiinnung 1:4 - 100 pl Verdiinnung 1:2 plus 100 pl Pufferldsung

Verdtinnung 1:8 - 100 pl Verdiinnung 1:4 plus 100 pl Pufferldsung
2. Testen Sie jede Verdiinnung wie unter ,Qualitatives Verfahren” beschrieben.
Qualitatskontrolle
Bei jeder Testcharge sollten sowohl positive als auch negative Kontrollen mitgefiihrt werden, um die korrekte
Funktion des Tests sicherzustellen. Die Kontrollseren werden in der gleich Weise wie die Patientenproben
getestet. Im Falle des qualitativen Screeningverfahrens wird fiir ein positives Testresultat (Agglutination) das
Plasma in Schritt 3-6 durch das DIMERTEST® positive Kontrollserum ersetzt. Fiir ein negatives Testresultat
(keine Agglutination) wird dementsprechend das Plasma in Schritt 3-6 durch das DIMERTEST® negative
Kontrollserum ersetzt. Bei Anwendung des semiquantitativen Verfahrens sollten Verdiinnungsreihen des
positiven Kontrollserums getestet werden. Das DIMERTEST® Latex positive Kontrollserum besteht aus einer
Lésung aus menschlichem D-Dimer in einer Konzentration von ca. 0,80 mg/I (800ng/ml).

RESULTATE
A. Qualitatives Assay
Im Falle des qualitativen Assayprotokolls sollten die Testresultate wie folgt ausfallen:

D-Dimer (XL-FDP) Konzentration

Negativ Geringer als 0,20 mg/I (200ng/ml)
Positiv GroBer als 0,20 mg/L (200ng/ml)
Achtung: Alle Werte in mg/I (ng/ml) sind Naherungswerte.

oo

Unverdiinntes Plasma

B. Semiquantitatives Assay

Die ungeféhren Konzentrationen von XL-FDP mit der D-Dimer-Doméne in den jeweiligen Verdiinnungen sind
in Tabelle 1 aufgefiihrt. Wie bei allen semiquantitativen Tests sind Schwankungen beziiglich Konzentration
und Testresultat mdglich.

Tabelle 1
Ungeféihrer . Probenverdiinnung

R eich o P . 4
D-Dimer (XL~ FDP) mg/l (ng/ml) Unverdiinnt 1:2 14 1:8
<0,20 (<200) - - - R
0,20 - 0,40 (200 - 400) + - R R
0,40 - 0,80 (400 - 800) + + - -
0,80-1,60 (800 - 1600) + + + -
1,60 - 3,20* (1600 - 3200%) + + + +
“+” = Agglutination, “-” = keine Agglutination

* Konzentrationen von XL-FDP iiber 3,20 mg/I (3200 ng/ml) lassen sich durch weitere
Verdiinnungsreihen jenseits von 1:8 ermitteln.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Eine Klinische Diagnose sollte nicht allein aufgrund der Testresultate des DIMERTEST® Latex Assays gestellt
werden. Bei der Diagnosestellung sollten klinische Zeichen und weitere relevante Resultate von Labortests
berticksichtigt werden.

ERWARTETE WERTE

Ein positives Testresultat und damit ein Hinweis auf eine aktive Fibrinolyse sollte sich bei dem DIMERTEST®
Latex Test dann einstellen, wenn der Spiegel von XL-FDP (D-Dimer) im Bereich des Schwellenwerts von ca.
0,20 mg/I (200 ng/ml) oder dariiber liegt. Plasmaproben von gesunden Personen fiihren erwartungsgeméas zu
negativen Resultaten, da die XL-FDP-Konzentrationen in ihrem Plasma unterhalb von 0,20 mg/ml (200 ng/ml)
liegt. Da die Resultate jedoch durch eine Vielzahl von Variablen beeinfluBt werden kénnen, sollte jedes Labor
seinen eigenen Normalbereich definieren.

Erhohte Konzentrationen von XL-FDP (mit der D-Dimer-Doméane) wurden bei bestimmten Patienten
durch eine Kombination von Immunprézipitation und Gelelektrophorese nachgewiesen'-**¢. Monoklonale
Antikorper ermdglichen den spezifischen Nachweis der D-Dimer-Doméne’. D-Dimer-Assays auf der
Basis von monoklonalen Antikdrpern sind von besonders hohem diagnostischen Wert bei disseminierter
intravaskularer Gerinnung (DIC) sowie bei akuten GefaBerkrankungen wie Lungenembolie (LE) und tiefer
Venenthrombose (TVT). Diese Krankheitsbilder lassen sich durch eine klinische Untersuchung allein nur
schwer diagnostizieren®?.

Die in einer Probe nachgewiesene Konzentration von XL-FDP héngt in vivo von verschiedenen voneinander
abhéngenden Faktoren ab, wie z. B. von der Schwere der thrombotischen Erkrankung, der Geschwindigkeit
der Bildung von kreuzvernetztem Fibrin und von dem Zeitraum zwischen dem thrombotischen Ereignis und
der Blutentnahme.

Ein erhdhter XL-FDP-Spiegel als Hinweis auf eine reaktive Fibrinolyse wurde dariiber hinaus auch nach
chirurgischen Eingriffen, Verletzungen und bei Sichelzellandmie, Lebererkrankungen, schweren Infektionen,
Sepsis sowie bei entziindlichen und bosartigen Erkrankungen beobachtet'®'. Die Konzentration von D-Dimer
steigt auch wahrend einer normalen Schwangerschaft; stark erhohte Werte finden sich jedoch eher bei
Komplikationen'2.

DIMERTEST® Latex fiihrt nicht zu Kreuzreaktionen mit Fibrinogen, durch Faktor Xllla kreuzvernetztes
Fibrinogen'® oder Abbauprodukten von Fibrinogen®.

SPEZIFISCHE DIAGNOSTISCHE AUSSAGEKRAFT

Plasmaproben von einhundertsiebzig (170) als gesund eingestuften freiwilligen Blutspendern wurden mit
DIMERTEST® Latex getestet. Bei einhundertzweiundsechzig (162) Proben fiel das Resultat negativ aus. Dies
entspricht einer Spezifitat von 95,3 % (162/170).

AnschlieBend wurden einhundertfiinfundvierzig (145) Plasmaproben von Patienten mit einer sicher oder
wahrscheinlich vorliegenden akuten thrombotischen Erkrankung mit DIMERTEST® Latex und zum Vergleich
mit einem weiteren Agglutinationsverfahren untersucht. Der Korrelationskoeffizient betrug r = 0,94, und die
Regressionsgleichung war y = 1,19x.

Die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Durchlaufs wurde fiir 10 Wiederholungsproben von 3 verschiedenen
Plasmaproben mit verschiedenen Konzentrationen von XL-FDP bestimmt. Die Resultate waren fiir alle
Wiederholungen dquivalent.

Die Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Durchlaufen wurde fiir 10 Plasmaproben mit XL-FDP-Titern
zwischen 1 und 16 bestimmt. Bei 10 Durchldufen waren die Abweichungen zwischen den wiederholten
Bestimmungen dieser Proben nicht hoher als ein Titer.

In einer Untersuchung von verschiedenen Antikoagulanzien an 50 parallel getesteten mit Citrat, EDTA oder
Heparin versetzten Plasmaproben betrug die Korrelation zwischen den mit DIMERTEST® Latex ermittelten und
den erwarteten Titern (basierend auf den ELISA XL-FDP-Werten) r = 0,91 fiir die mit Citrat versetzten Proben,
r = 0,73 fiir die mit EDTA versetzten Proben und r = 0,78 fiir die mit Heparin versetzten Proben. Citrat ist somit
das Antikoagulans der Wahl.

Bei der Untersuchung von Proben von Patienten mit rheumatoider Arthritis fand sich bei 17 Proben eine
Agglutination mit DIMERTEST® Latex. In allen 17 Proben lieB sich die Agglutination durch Hinzufiigen eines
fir D-Dimer spezifischen monoklonalen Antikorpers (DD3B6/22), jedoch nicht durch einen nicht spezifischen
monoklonalen Antikdrper derselben Untergruppe (IgGs) hemmen. Man kann daher annehmen, daB
DIMERTEST® Latex unempfindlich gegen eine Storung durch Rheumafaktor ist.

Proben mit potentiell stdrenden Substanzen in den folgenden Konzentrationen hatten bei der Untersuchung mit
dem DIMERTEST® Latex Test keinen EinfluB auf das Ergebnis des Assay:

Bilirubin 0,2 mg/mL Hémoglobin
Lipide (Triglyzeride) 30 mg/mL Protein (Gammaglobulin)

5,0 mg/mL
0,06 g/mL
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