CARDIAC TROPONIN I/
(cTnl)

Aplicacao diagnéstica

O i-STAT® cardiac troponin | (cTnl) é um teste in vitro para a determinacdo quantitativa de troponina cardiaca
| (cTnl) em sangue total ou plasma. As medi¢des da troponina cardiaca | sédo usadas no diagnostico e
no tratamento do enfarte do miocardio e como meio auxiliar na estratificacdo de risco de doentes com
sindromes coronarias agudas relacionada com o risco relativo de mortalidade.

Explicacdao do método

O cartucho de testes i-STAT cTnl utiliza um método de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) em
dois locais. Os anticorpos especificos para a troponina cardiaca | (cTnl) humana estédo localizados num
sensor electroquimico fabricado num chip de silicone. Noutro local do chip de silicone do sensor encontra-
se também um conjugado enzimatico de fosfatase alcalina/anticorpo especifico de uma porgcédo separada
da molécula de cTnl. A amostra de sangue total ou plasma entra em contacto com os sensores, permitindo
que o conjugado enzimatico se dissolva na amostra. A cTnl presente na amostra é marcada com fosfatase
alcalina e é capturada na superficie do sensor electroquimico durante um periodo de incubacgédo de
aproximadamente sete minutos. Uma lavagem remove a amostra, bem como o excesso de conjugado
enzimatico, dos sensores. No fluido de lavagem encontra-se um substrato para a enzima de fosfatase
alcalina. O substrato é clivado pela enzima ligada ao complexo tipo sandwich de anticorpo/antigénio/
anticorpo libertando um produto detectavel electroquimicamente. O sensor electroquimico (amperimétrico)
mede este produto enzimatico que é proporcional a concentragédo de cTnl presente na amostra.

Conteudo

Cada cartucho i-STAT cTnl contém uma entrada para amostras, sensores para detectar o nivel de cTnl
conforme anteriormente descrito, bem como todos os reagentes necessarios para realizar o teste. O
cartucho contém um tampao e conservantes. Segue-se uma lista dos componentes reactivos:

Ingrediente reactivo Origem bioldégica Quantidade minima
Conjugado de fosfatase alcalina/anticorpo | IgG de cabra : intestino bovino 0,003 ug
IgG IgG de cabra : IgG de rato 8ug : 8 g
Fosfato aminofenil de sédio Nao aplicavel 0,9 mg
Heparina Intestino de porco 0,451U
IgM IgM de rato 0,3 ug
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Rastreabilidade metrolégica

O teste da troponina cardiaca | (cTnl) do i-STAT System mede a concentragcdo da quantidade de
substancia de troponina | no plasma ou na fracgédo plasmatica de sangue total (dimensdo ng mL") para
utilizacdo em diagndstico in vitro. Os valores de troponina cardiaca | atribuidos aos controlos e aos
materiais de verificacdo da calibracdo do i-STAT baseiam-se no calibrador i-STAT utilizado e preparado a
partir de complexo de troponina cardiaca ITC humana (Hy-Test Ltd., Turku, Finlandia, referéncia #8T62).
Os controlos e os materiais de verificagdo da calibragdo do i-STAT System séo validados apenas para
utilizacdo com o i-STAT System e os valores atribuidos ndo podem ser utilizados indiscriminadamente
com outros métodos. Podera obter mais informagdes sobre a rastreabilidade metroldgica junto da
Abbott Point of Care Inc.

Intervalo reportavel

O teste i-STAT cTnl ird4 apresentar um intervalo de 0,00 a 50,00 ng/mL (ug/L). Amostras com valores
superiores ao intervalo reportavel irdo apresentar o resultado “>50,00 ng/mL” no ecra do visor do
analisador. No entanto, as caracteristicas de desempenho do teste de medicao da cTnl i-STAT ndo foram
estabelecidas para valores de cTnl superiores a 35,00 ng/mL (ug/L).

Intervalo de referéncia

As amostras de sangue total e as amostras de plasma de 162 dadores aparentemente saudaveis foram
analisadas em duplicado utilizando trés lotes diferentes de cartuchos i-STAT cTnl. O intervalo de 0 a
97,5% dos resultados abrangeu valores entre 0,00 ng/mL (ug/L) e 0,03 ng/mL (ug/L). O intervalo de 0 a
99% dos resultados abrangeu valores entre 0,00 ng/mL (ug/L) e 0,08 ng/mL (ug/L).

Nota: Cada instituicdo devera estabelecer o seu proéprio intervalo de referéncia utilizando o ensaio
i-STAT cTnl.

Importancia clinica

Os marcadores cardiacos bioquimicos, incluindo a cTnl, sdo Uteis tanto para o diagnostico de enfarte do
miocardio como para a estratificacdo do risco, podendo fornecer alguma orientacdo no que respeita as
opgodes terapéuticas.

Para tirar maior proveito do diagnostico, o marcador cardiaco utilizado deve ser especifico para o tecido
cardiaco, deve ser rapidamente libertado na corrente sanguinea com uma relagdo proporcional directa
entre o grau de lesédo do miocardio e o nivel medido do marcador e deve manter-se no sangue durante um
periodo de tempo suficiente para fornecer uma janela de diagnoéstico adequada.’ As troponinas cardiacas
especificas, troponina | (cTnl) e troponina T (cTnT), sdo consideradas os marcadores bioquimicos de
eleicdo na avaliagdo das sindromes coronarias agudas (Acute Coronary Syndromes, ACS), incluindo o
enfarte do miocardio com elevacdo do segmento ST, enfarte do miocardio sem elevacao do segmento
ST e angina instavel.?® Niveis elevados de troponinas cardiacas especificas fornecem informacdes de
progndstico que vao além das fornecidas pelos sintomas e sinais clinicos dos doentes, o ECG na admissao
e a prova de esforgo pré-alta.' O estudo de Antman et al. referiu que os doentes com niveis elevados de
cTnl apresentavam, em termos estatisticos, um aumento significativo na mortalidade (p< 0,001).* Outros
estudos demonstraram um aumento dos episddios cardiacos ndo fatais, tais como enfarte do miocardio
nao-fatal, insuficiéncia cardiaca congestiva e revascularizagado urgente com niveis crescentes de cTnl.>®7

A possibilidade de medicdo da cTnl em concentragdes baixas permite que a intervencéo terapéutica
seja tida em consideracdo em qualquer aumento registado superior ao intervalo normal. Os doentes
que ndo apresentam elevacdo do segmento ST no respectivo ECG, mas que apresentam um ligeiro
aumento no nivel de cTnl ou cTnT, podem obter melhores resultados com o tratamento se forem utilizados
determinados farmacos, tais como os inibidores da GP llb/llla ou as heparinas de baixo peso molecular.221°
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Uma equipa liderada pela European Society of Cardiology (ESC), pelo American College of Cardiology
Foundation (ACCF), pela American Heart Association (AHA) e pelo World Heart Federation (WHF) reanalisou
os critérios anteriores de enfarte do miocardio utilizando uma definigdo universal de enfarte do miocéardio
que aponta a cTnl como o biomarcador de eleicdo para lesdo do miocardio. De acordo com esta
equipa, a definicdo universal de enfarte do miocardio € definida como uma subida tipica e uma descida
gradual dos biomarcadores cardiacos (sobretudo da troponina) com pelo menos um valor acima do
percentil 99 do limite superior de referéncia (LSR) juntamente com evidéncia de isquémia miocardica e
pelo menos um dos seguintes sintomas: sintomas de isquémia, desenvolvimento de ondas Q patolégicas
no electrocardiograma (ECG), alteragdes isquémicas no ECG ou evidéncia por imagem de nova perda de
miocardio viavel ou nova anomalia regional do movimento da parede.? Um valor elevado de troponina ndo
é por si s6 suficiente para diagnosticar enfarte do miocardio. O quadro clinico do doente (histéria clinica,
exame fisico) e o ECG devem ser utilizados em conjunto com os valores de troponina na avaliagdo do
diagnostico de suspeita de enfarte do miocardio.® Recomenda-se a utilizagdo de um protocolo de colheita
de amostras em série para facilitar a identificagéo de alteragdes nos niveis de troponina ao longo do tempo
caracteristicas do enfarte do miocardio.?3

Uma vez que a cTnl ndo é inequivocamente detectavel pelos ensaios disponiveis no mercado em amostras
de individuos saudaveis, as medicoes superiores ao limite superior do intervalo de referéncia tém maior
probabilidade de estarem associadas a isquémia ou necrose.'? Esta probabilidade aumenta com a
concentracdo de troponina medida. Contudo, por norma, resultados acima do intervalo de referéncia
irdo ocorrer numa populacédo saudavel normal mesmo na auséncia de necrose do miocérdio, ou seja,
um resultado acima do percentil 99 ndo confirma a presenca de troponina com absoluta certeza. Cada
instituicdo deve determinar o intervalo de referéncia e os niveis de decisdo adequados a respectiva
populacao de doentes e pratica clinica especifica.

Uma lesdo aguda do miocardio € demonstrada através de alteracdes temporais nos niveis de troponina,
enquanto que os aumentos consistentes da troponina podem ser sintoma de outras condi¢cdes cardiacas
ou ndo cardiacas crénicas. Existem varios estados clinicos que podem provocar um nivel de troponina
elevado sem se verificar uma doenca arterial coronaria isquémica. Tais estados incluem o traumatismo
contuso, a miocardite, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia ventricular esquerda, etc.’®'* Estes
estados clinicos devem ser tidos em consideragdo durante a interpretacdo dos resultados. A utilizagéo de
amostras colhidas em série com uma metodologia de deteccao de troponina consistente permite identificar
alteragdes temporais nos niveis de troponina, bem como clarificar o diagnéstico clinico dos doentes
com resultados de nivel inferior. Se existirem incoeréncias nas informacdes clinicas ou se os critérios de
diagndstico nao forem totalmente satisfeitos, existe a possibilidade de os resultados induzirem em erro —
consulte Limitacdes do teste.

Caracteristicas de desempenho

Foram obtidos dados de precisdo em varios locais, como a seguir se descreve. Foram analisados
diariamente duplicados de cada controlo durante um periodo de 20 dias, resultando num total de 40
réplicas. As estatisticas médias sdo apresentadas mais a frente.

Os dados de comparacao entre métodos foram obtidos utilizando a directriz EP9-A2 do CLSL.™ As
amostras de sangue venoso foram colhidas para tubos de vacuo heparinizados e analisadas em duplicado
no i-STAT System. Procedeu-se a centrifugacao de uma parte da amostra e o plasma separado foi
analisado em duplicado através do método comparativo, no espaco de 1 hora apds a colheita.

Efectuou-se uma analise de regressdo de Deming'® na primeira réplica de cada amostra. Na tabela de
comparagédo dos métodos, n € o nimero de amostras no primeiro conjunto de resultados, Sxx e Syy
referem-se a estimativas de imprecisdo com base nos duplicados dos métodos comparativo e i-STAT,
respectivamente. Sy.x corresponde ao erro padrao da estimativa e r ao coeficiente de correlagdo.”
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Os meétodos de comparacéo irdo variar de instituicdo para instituicdo devido a diferencas no
manuseamento das amostras, calibracdo dos métodos comparativos e outras variaveis especificas dessas
instituicoes.

Os estudos de interferéncia basearam-se na directriz EP7 do CLSI.""

*O aviso habitual relativamente a utilizagdo da andlise de regressdo é aqui resumido como adverténcia. Para qualquer analito, “se os dados se
situarem num intervalo estreito, as estimativas dos pardmetros de regressdo s&o relativamente imprecisas e poderéo induzir em erro. Desta forma,
as previsdes efectuadas a partir destas estimativas poderdo nédo ser validas”.'® O coeficiente de correlagéo, r, pode ser utilizado como um guia para
avaliar a adequagéo do intervalo do método comparativo na resolugdo deste problema. Como orientagao, o intervalo de dados pode ser considerado
adequado se r>0,975.

Dados de precisao (ng/mL)

Controlo Média DP %CV
Nivel 1 0,53 0,04 7,8
Nivel 2 2,17 0,18 8,5
Nivel 3 31,82 2,42 7,6

Comparacao de métodos (ng/mL)

Dade Behring

Stratus® CS
n 189
Sxx 0,28
Syy 0,31
Declive 0,883
Interseccao 0,029
Sy.x 1,40
Xmin 0,00
Xmax 46,27
r 0,975

Sensibilidades analiticas e funcionais

A sensibilidade analitica do método cTnl é de 0,02 ng/mL, o que corresponde ao nivel de cTnl mais baixo
que pode ser distinguido de zero. A sensibilidade analitica é definida como a concentragcéo a dois desvios
padrdao de uma amostra a 0,00 ng/mL.

Outra caracteristica de uma medicédo analitica consiste na sensibilidade funcional que, por sua vez,
¢é definida como o nivel de cTnl no qual o método de teste apresenta uma percentagem particular do
coeficiente de variagdo (%CV). Os calculos relativos a sensibilidade funcional de 20% e 10% para o
método cTnl foram determinados a partir das medicdes de sangue total. As sensibilidades funcionais de
20% e 10% para o método cTnl correspondem a 0,07 ng/mL e 0.10 ng/mL, respectivamente (consulte o
grafico seguinte).
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Imprecisao do método i-STAT vs nivel de cTnl

o o005 01 015 02 025 03 035 04 045
[cTnl] ng/mL

Especificidade analitica

O método cTnl é especifico para a troponina cardiaca |. As proteinas musculares que se seguem foram
testadas e considerou-se que estas tém um efeito sem significado na cTnl medida.

Agente de reaccao Concentracao Percentagem de
cruzada reactividade cruzada
Troponina C (cardiaca) 1000 ng/mL <0,002%
Troponina T (cardiaca) 1000 ng/mL 0,65%
Troponina | (esquelética) 1000 ng/mL <0,002%
Troponina T (esquelética) 1000 ng/mL <0,002%
Recuperacao

A linearidade da diluicao do teste i-STAT cTnl foi estudada utilizando amostras de sangue total e de plasma
heparinizado obtidas a partir de 3 dadores diferentes. Para cada dador, foram preparadas uma amostra
original negativa para cTnl e uma amostra contendo cTnl. Este processo resultou em trés amostras de
sangue total positivas para cTnl que foram, em seguida, analisadas em duplicado para cada um dos trés
lotes de cartuchos i-STAT cTnl. Estas amostras de sangue total foram, em seguida, diluidas utilizando um
volume igual do sangue total original (ndo suplementado) e analisadas em duplicado. A recuperacao de
cTnl foi calculada a partir destes dados de sangue total.

O plasma obtido a partir destes trés dadores foi combinado em volumes iguais e em todos os pares de
combinacbes. Estas combinagcdes foram entdo analisadas em duplicado para cada um dos trés lotes
de cartuchos i-STAT cTnl. A recuperagédo de cTnl para cada par foi calculada utilizando a média dos 6
resultados. A % de recuperacao ¢ indicada nas tabelas que se seguem.

Sangue total

Amostra Concentracao Concentracao diluida % de recuperacao
A 2,05 1,04 101%
B 6,31 3,14 100%
C 27,04 14,05 104%
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Plasma

Amostra Concentracao Concentracao diluida % de recuperacao
A 241 e
B 750 e
C 2935 e e
AtB - 4,69 95%
B+C - 18,90 103%
A+C - 16,89 106%

Limitacoes do teste

A frequéncia de resultados suprimidos é afetada pela pressdo atmosférica. As taxas de resultados
suprimidos podem aumentar em altitudes elevadas (diminuicdo da pressdo barométrica) e podem tornar-
se persistentes se os testes forem efetuados a mais de 2286 metros acima do nivel do mar. Quando nao
for aceitavel a supressédo de resultados, a i-STAT recomenda que esteja disponivel um método de teste
alternativo.

As amostras de doentes que tenham estado em contacto com animais ou que tenham sido sujeitos a
procedimentos terapéuticos ou de diagnostico que empreguem imunoglobulinas ou reagentes obtidos a
partir de imunoglobulinas podem conter anticorpos, por exemplo, HAMA ou outros anticorpos heterofilicos,
que poderao interferir nos imunoensaios e conduzir a resultados incorrectos.’®2* A producado de potenciais
anticorpos interferentes como resposta a infecgdes bacterianas foi reportada.’® Embora este produto
contenha reagentes que minimizam o efeito destes interferentes, bem como algoritmos QC concebidos
para detectar os respectivos efeitos, a possibilidade da interferéncia originar resultados incorrectos
deve ser avaliada cuidadosamente nos casos em que existem incoeréncias nas informagdes clinicas.
Os resultados do ensaio i-STAT cTnl devem ser tidos em consideragdo no contexto da totalidade das
informacgdes clinicas disponiveis. As decisdes médicas ndo se devem basear numa Unica medi¢cdo do
i-STAT."

A troponina cardiaca pode ndo surgir na circulagdo durante 4 a 6 horas apds os primeiros sintomas de
enfarte do miocardio. Consequentemente, um Unico resultado negativo ndo € suficiente para excluir a
possibilidade de enfarte do miocardio. A utilizacdo de um protocolo de colheita de amostras em série
constitui uma pratica recomendada.

Normalmente, os resultados de diferentes ensaios de troponina ndo sdo comparaveis: a CTnl e a CTnT sao
moléculas distintas e os resultados ndo sdo comparaveis nem podem ser utilizados indiscriminadamente.
Além disso, quando determinada amostra de doente é analisada com diferentes métodos de anadlise, pode
observar-se uma variacéo significativa nos valores absolutos de troponina.™

As amostras parcialmente coaguladas podem originar resultados de cTnl elevados superiores ao intervalo
de referéncia, bem como cédigos de erro de verificagdo da qualidade. Para evitar que tal aconteca, apds a
colheita da amostra de sangue total num tubo de colheita heparinizado, a amostra devera ser suavemente
invertida pelo menos 10 vezes para assegurar uma dissolucao uniforme do anticoagulante de heparina.

As amostras extremamente hemolisadas poderdo originar um reducéo da actividade da fosfatase alcalina,
resultando numa detecgdo reduzida de cTnl, num aumento dos backgrounds de ensaio e/ou codigos de
verificagdo de qualidade.

Demonstrou-se que os hematdcritos no intervalo de 0 a 65 % da PCV ndo afectam os resultados. As

amostras com niveis de hematdcritos superiores a este intervalo demonstraram aumentos na imprecisdo
dos testes e nos codigos de verificagdo da qualidade.
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Durante o teste, o analisador deve permanecer numa superficie plana com o visor voltado para cima.
Qualquer movimento no analisador durante a analise podera aumentar a frequéncia de resultados ou
codigos de verificagdo da qualidade suprimidos. Entende-se também por superficie plana a utilizagdo do
aparelho portétil no downloader/recharger.

Testes de interferéncia

As substancias seguintes revelaram ter um efeito pouco significativo (inferior a 10%) no método cTnl,
quando adicionadas a uma pool de plasma com aproximadamente 2 ng/mL de troponina cardiaca | nas
concentragdes indicadas.

Nivel para o teste

Composto (umol/L, excepto indicacao em
contrario)
Acetaminofeno 1660
Alopurinol 294
Acido ascérbico 227
Acido acetilsalicilico 3330
Atenolol 37,6
Cafeina 308
Captopril 23
Cloranfenicol 155
Diclofenac 169
Digoxina 6,15
Dopamina 5,87
Enalaprilat 0,86
Eritromicina 81,6
Furosemida 181
Heparina de sédio* 36 U/mL
Ibuprofeno 2425
Dinitrato de isosorbido 636
Metildopa 71
Nicotina 6,2
Nifedipina 1,156
Fenitoina 198
Propranolol 7,71
Acido salicilico 4340
Teofilina 222
Verapamil 4.4
Varfarina 64,9

*Demonstrou-se que a heparina a 90 U/ml reduz o nivel de cTnl em aproximadamente 20%.
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