DHEA-S

INSTRUCOES DE USO

Ensaio imunoabsorvente competitivo ligado a enzimas para a
determinagdo quantitativa de sulfato de dehidroepiandrosterona em
soro ou plasma humanos.

INFORMACOES GERAIS

Comprimento de onda: Filtro de medigdo - 450 nm em relagdo ao blank -
Filtro Opcional de referéncia - 600 - 650 nm

Tempo de Incubagdo: 75 minutos (60 minutos a 37°C / 15 minutos a
temperatura ambiente)

Conjugado Enzimatico: HRP - Peroxidase de rabano, pronto para uso.
Solugéo substrato: TMB (3,3, 5, 5' - Tetrametilbenzidina), concentrado
Amostra: Soro ou plasma

Prazo de validade e estabilidade dos componentes do kit: Kit- 12 meses
a partir da data de produgao

Componentes do kit - Ver o prazo de validade na rotulagem

1. PRINCIiPIO

O sulfato de dehidroepiandrosterona (antigeno) na amostra compete com o
sulfato de dehidroepiandrosterona peroxidase de rabano (antigeno marcado
com enzima) para ligagdes dentro do nimero limitado de sitios de ligacéo
(anticorpos) de anti-sulfato de dehidroepiandrosterona na microplaca (fase
sélida). Apds a incubagdo a separagao ligados / livres é realizado por uma
etapa de lavagem limpes da fase sélida.

A solugdo substrato (H202 + TMB) é adicionada. Apés um temo
apropriado haver decorrido para um desenvolvimento maximo da coloragéo,
a reagao enzimatica ¢ interrompida e a absorbancia é determinada.

A concentragdo de sulfato de dehidroepiandrosteronana amostra é
calculada baseada em uma série de calibradores. A intensidade da
coloragdo ¢é inversamente proporcional a concentragdo de sulfato de
dehidroepiandrosterona na amostra.

2. REAGENTES, MATERIAL E INSTRUMENTAGAO

2.1 Reagentes e materiais fornecidos com o kit

1. Placa com micropogos - 12 x 8 tiras - IgG anti-sulfato de
dehidroepiandrosterona adsorvido nos micropogos

2. Calibradores sulfato de dehidroepiandrosterona - 6 frascos x 1 ml
Ca Cs Cc (o]} Ce Cg
ng/ml 0 2 8 20 80 200

3. Conjugado Enzimatico - 1 frasco x 12 ml - Conjugado sulfato de
dehidroepiandrosterona - HRP. Pronto para uso

4. Solucdo substrato - 1 frasco x 12 ml - Agua oxigenada - TMB 0,25 g/l
(evitar contato com a pele) i

5. Solugdo STOP - 1 frasco x 12 ml - Acido sulfurico 0,15 mol/l (evitar
contato com a pele)

6. Diluente de amostras concentrado - 1 frasco x 20 ml - Tampéao fosfato 25
mM, pH 7,4 - albumina bovina sérica 0,5 g/l.

2.2 Notas

« Estocar todos os reagentes entre +2°C e +8°C ao abrigo da luz.

» Abrir a embalagem com a microplaca apenas quando a mesma tiver
atingido a temperatura ambiente e fechar imediatamente apés o uso.

» N&o remover a folha adesiva das tiras néo utilizadas.

2.3 Reagentes necessarios que nédo séo fornecidos com o kit
* Agua destilada
* Solugdo salina 0,9%

2.4 Materiais auxiliares

* Tubos de ensaio descartaveis
« Dispensador automatico

« Leitora de microplacas

2.5 Preparagao dos reagentes

Calibradores (Cp, Cg, Cc, Cp, CE, CF,) (liquido)

Os calibradores apresentam a seguinte concentragdo de sulfato de
dehidroepiandrosterona:

Ca Cs Cc Cp Ce Cer

ng/ml 0 2 8 20 80 200

Estabilidade: até a data de validade impressa na rotulagem do kit

A concentragdo dos padroes ¢ 50 vezes mais baixa que os valores
relatados nas faixas de referéncia, pois neste método as amostras sdo
diluidas 1/50 ao passo que os calibradores nédo sao diluidos.

As concentragdes que devem ser registradas nos instrumentos para os
célculos sdo:

Ca Cg Cc Cp Ce Cg

pg/mi 0 0,1 04 1 4 10

Quando abertos, os calibradores séo estaveis durante seis meses a +4°C.

Diluente da Amostra

Diluir o conteudo do frasco de Diluente de Amostra Concentrado com 100
ml de agua destilada ou agua deionizada em um frasco apropriado para
armazenagem. Armazenar a temperatura ambiente entre 2°C e 8°C até a
data de validade impressa na rotulagem.

3. PREPARAGAO DA AMOSTRA

A determinagdo de sulfato de dehidroepiandrosterona pode ser realizada
no plasma assim como no soro de pacientes em jejum.

Estocar o soro a -20°C se a determinagdo néo for realizada no mesmo dia
que a coleta de amostras.

Diluigdo da amostra
Imediatamente antes do uso preparar um tubo para cada amostra e pipetar:

Diluente da amostra [ ml [1

Amostra [ i [ 20 |

Misturar bem.

3.1 Precaugoes

» Nao utilizar amostras altamente hemolisadas.

« E necessario uma precisdo maxima para a dispensagao dos reagentes.

« Este método permite a determinacdo de sulfato de
dehidroepiandrosterona entre 0,1ug/ml a 10ug/ml.

« O significado clinico da determinagdo de sulfato de
dehidroepiandrosterona pode ser invalidado se o paciente tiver sido tratado
com cortisona natural ou esterdides sintéticos.

4. PROCEDIMENTO

Considerando que € necessario realizar a determinagdo em duplicata,
preparar dois micropogos para cada um das cinco concentragdes da curva
de calibrag&o (Cp - CF), dois para cada amostra, um para o "blank”.

Pipetar

Calibrador Amostra "Blank"
Amostra diluida - 30 pl -
Calibradores (Cp - CF) 30 ul - -
Conjugado enzimatico 100 pl 100 pl -

Incubar a 37°C durante 60 minutos.

Remover o conteludo de cada micropogo, lavar os micropogos com 300pl
de agua destilada.

Repetir o procedimento de lavagem drenando a 4gua completamente.
Pipetar.

Calibrador Amostra "Blank"
Solugéo Substrato 100 pl 100 pl 100 pl

Incubar a temperatura ambiente (20-25°C) durante 15 minutos ao
abrigo da luz.
Pipetar.

Calibrador Amostra "Blank"
Solugéo Stop 100 pl 100 pl 100 pl

Ler a absorbéancia (E) a 450 nm em relagéo ao blank.

5. CURVA DE CALIBRADORES - CALCULO DOS RESULTADOS
5.1 Absorbancia média
Calcular a média da absorbancia para cada duplicata.

5.2 Curva de calibragao

Plotar os valores de absorbancia dos calibradores em relagdo a suas
concentragdes correspondentes em um diagrama lin-lin ou lin-log (eixo x).
Extrapolar a linha de passa através dos pontos.

5.3 Calculo dos resultados

Ler a concentragdo das amostras

Notas - As concentragdes do calibrador sdo 50 vezes mais baixas que os
valores relatados no diagrama devido ao fato de nao estarem diluidos ao
passo que as amostras estdo diluidas 1/60.

Interpolar os valores das amostras expressas como (B/Bo)% na curva
padrdao para obter os valores correspondentes das concentragdes
expressas em mg/ml.

Ca Cs Cc Cp Ce Cg

pg/ml 0 0,1 04 1 7 10

6. VALORES DE REFERENCIA
Os valores séricos do sulfato de dehidroepiandrosterona estédo
compreendidos no intervalo a seguir:

Mulheres pg/ml Homens pg/ml
Neonatos 09-1,8 09-1,8
Antes da puberdade 0,25-1,0 0,25-1,0
Adultos 0,9-3,6 0,9-3,6
Apo6s a menopausa <0,25-1,0
Gravidez 0,25-1,8 7.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

7.1 Especificidade

As reagbes cruzadas do anticorpo calculadas a 50% de acordo com
Abraham est&o na tabela abaixo:

DHEA-S 90,0%
DHEA 100,0%
Androsterona-S-Na 48,0%
Androstendiona 20,0%
Etiocolanolona-S-Na 0,02%
5-alfa-androstandiona 0,01%
Testosterona 0,01%
Progesterona 0,01%
17-alfa-hidroxiprogesterona 0,01%
Estrona 0,01%



Cortisol 0,001%
Colesterol 0,001%

7.2 Sensibilidade

A menor concentragdo detectavel do DHEA-S que pode ser diferenciada do
calibrador zero é 0,045 (ug/ml) em um limite de confiabilidade de 95%
Curva Padréo - Lote 742

Padrao Concentragao D.O. (450 / 620 nm)
Bo 0 2,35
1 0,1 1,85
2 0,4 1,37
3 1,0 0,66
4 4,0 0,27
5 10,0 0,14

Procedimento analitico - A sensibilidade oi determinada através de
medigdes repetidas do padrao zero (Bo). A sensibilidade foi calculada pela
determinagdo da D.O. (Média do padréo Bo) menos 2 Desvios Padréo.

Numer Conc.Amostra 1

1 2,273

2 2,356

3 2,369

4 2,348

5 2,371

6 2,349

7 2,426

8 2,414

9 2,368

10 2,421

11 2,296

12 2,259

13 2,454

14 2,385

15 2,283

16 2,360
Média 2,358
Desvio Padrédo 0,057

DO =Do S0 -2 SD (DO S0) = 2,244
Uma densidade optica de 2,244 representa uma concentragdo de 0,045
ug/ml para este ensaio.

7.3 Precisao e Reprodutibilidade

A variagdo intra-ensaio foi determinada por determinagdes em replicada
(16x) de dois soros controle diferentes em um ensaio. A variabilidade intra-
ensaio esta tabulada a seguir (tabela 1). Todos os resultados estdo em

14 2,67 5,39
15 2,80 5,77
16 2,45 5,82

N 16 16
X 2,6 5,62
Desvio Padrao 0,14 0,23
CV% 5m4 4,09

A variagdo entre-ensaios foi determinada por medi¢des em replicada (16x)
de trés soros controle diferentes em dois ensaios diferentes. A variabilidade
entre-ensaios esta tabulada abaixo (tabela 2). Todos os resultados estéo
em pg/ml.

Entre-ensaios

Numero Lote Data Conc. Conc. Conc.
Amostra1 | Amostra 2 [ Amostra 3
1 742 14/05/97 0,58 2,65 6,00
2 0,65 2,70 5,21
3 0,73 2,48 5,42
4 0,48 2,52 5,36
5 0,76 2,80 5,68
6 0,55 2,73 5,91
7 0,71 2,45 5,55
8 0,61 2,38 5,72
9 763 09/06/97 0,81 2,29 5,38
10 0,48 2,41 5,65
11 0,67 2,19 5,23
12 0,65 2,57 5,15
13 0,53 2,61 5,10
14 0,62 2,31 5,65
15 0,66 2,45 5,41
16 0,57 2,64 5,88
N 2 2 16 16 16
X 0,60 2,51 5,51
Desvio Padréo 0,123 0,17 0,279
CV% 15,0 6,8 5,0

ug/ml.
Intra-ensaio
Numero Conc.Amostra 1 Conc.Amostra 1

1 2,65 6,0
2 2,70 5,21
3 2,48 5,42
4 2,52 5,36
5 2,80 5,68
6 2,73 5,91
7 2,45 5,55
8 2,38 5,72
9 2,65 5,48
10 2,58 5,63
11 2,55 5,76
12 2,75 5,40
13 2,41 5,90

7.4 Exatidao

A recuperagdo de 2- 8 20 - 80 - 200 ng/ml de sulfato de
dehidroepiandrosterona adicionado a uma amostra isenta de plasma
apresentou uma média (+SE) de 105% + 4,8% em relagdo as
concentragdes originais.

7.5 Comparagéo de métodos

Especificidade diagnéstica e sensibilidade diagnéstica

O kit DHEA-S da Dialab foi comparado com um outro método por RIA da
Immunotech. As amostras de soro de 30 mulheres obviamente saudaveis e
de 19 homens foram analisadas de acordo com os dois sistemas de teste.

O coeficiente de correlagédo r = 0,96 (r2 - 0,92) foi encontrado entre os dois
testes realizados. A curva de regresséo linear foi calculada a partir de y =
mx b, onde m é a tendéncia e y a intercepgdo. A equagdo resultante foi:

DHEA-S (Dialab ) = 0,94 RIA Immunotech - 0,02
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POTENCIALMENTE INFECTANTE

CONSERVAR ENTRE +2°C e 8°C.

PARA DESCARTE, CONSULTAR INSTRUGOES DE USO

SERVICO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE:

Quaisquer duvidas técnicas no manuseio deste kit ou no seu procedimento,
contatar a contatar a nossa ASSESSORIA CIENTIFICA.

Atendimento ao consumidor - Fone (011)-3871-0095
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