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O teste Access DHEA-S é um imunoensaio quimioluminescente com particulas paramagnéticas
para a determinacdo quantitativa dos niveis de sulfato de desidroepiandrosterona no soro e no
plasma humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

O sulfato de desidroepiandrosterona (DHEA-S) é um esterdide sintetizado principalmente
pelas glandulas supra-renais.! Nos tecidos em que ha actividade da sulfatase, o DHEA-S pode
ser convertido em ester6ide DHEA livre. Subsequentemente, o DHEA e/ou o DHEA-S podem
ser parcialmente metabolizados em androgénios e estrogénios activos.!

Descobriu-se que os niveis de DHEA-S no soro e no plasma sao os mais altos de todos os
esterdides. Os niveis de DHEA-S diminuem com a idade, tanto nos homens como nas mulheres,
depois de ter atingido o pico maximo por volta da terceira década de vida.> O DHEA-S tem
uma meia-vida de aproximadamente 8-10 horas em comparagdo com a de 30-60 minutos de
outros androgénios.! A longa meia-vida do DHEA-S sérico unida a uma reduzida variagdo
diurna faz do DHEA-S um marcador eficaz para a avaliacio da produgao supra-renal.*

O DHEA-S pode ser utilizado no diagnéstico diferencial da sindroma de Cushing,* assim como
na avaliacdo de doengas do cértex supra-renal, tais como a hiperplasia supra-renal congénita e
os tumores supra-renais.” Em mulheres afectadas por hirsutismo, um aumento dos niveis de
DHEA-S tem sido associado com tumores supra-renais virilizantes.® As doentes com sindroma
ovadrica policistica apresentam, com frequéncia, niveis elevados de DHEA-S, o que sugere uma
implicagdo do androgénio supra-renal nesta enfermidade.”5?

O teste Access DHEA-S é um ensaio imunoenzimatico competitivo. Uma amostra é adicionada
a um recipiente de reacgao contendo particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos de
cabra anti-coelho, anticorpos de coelho anti-DHEA-S e conjugado DHEA-S — fosfatase alcalina
em solugéo proteica tamponada TRIS. Apés a incubagdo num recipiente de reac¢do, os
materiais ligados a fase sélida sdo retidos num campo magnético enquanto os materiais ndo
ligados sdao removidos por lavagem. De seguida, o substrato quimioluminescente, Lumi-Phos*
530, é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela reacgdo é medida com um luminémetro. A
producao de luz é inversamente proporcional a concentracao de DHEA-S na amostra. A
quantidade de analito presente na amostra é determinada a partir duma curva de calibragao
multiponto armazenada no sistema.

Kit de reagentes Access DHEA-S

N° Cat. A10826: 100 determinacdes, 2 embalagens, 50 testes/embalagem

¢ Fornecido pronto para utilizar.

¢ Armazenar em posicao vertical e refrigerar a 2-10°C.

* Manter refrigerado a 2-10°C por no minimo duas horas antes de usar no aparelho.

* Estavel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.

e Estavel a 2-10°C por 28 dias ap6s utilizagao inicial.

* Uma possivel degradacdo pode ser indicada pela ruptura da camada de elastémero da
embalagem ou por valores de controlo fora do intervalo de variagdo.

e Abrir a embalagem de reagente caso tenha sofrido prejuizos (p.ex. ruptura da camada
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elastomérica).
* Todos os anti-soros sdo policlonais, excepto quando indicado em contrério.

R1la: Particulas paramagnéticas revestidas com IgG de cabra anti-coelho -
anticorpos de coelho anti-DHEA-S em solugdo salina tamponada TRIS,
com surfactante, albumina sérica bovina (BSA), < 0,1% de azida s6dica e
0,1% de ProClin** 300.

R1b: Conjugado DHEA-S - fosfatase alcalina (bovina) em solugdo salina
tamponada TRIS, com surfactante, matriz BSA, < 0,1% de azida sédica e
0,1% de ProClin 300.

Avisos e
precaucoes

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

As amostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser analisados rotineiramente

com riscos minimos utilizando o procedimento descrito. Contudo, deve manusear estes

produtos como potencialmente infecciosos de acordo com as precaugdes gerais e os métodos

adequados de laboratérios clinicos, independentemente da origem, tratamento ou

certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a descontaminagdao. Armazenar

e eliminar estes materiais e os respectivos contentores segundo o regulamento e as normas

locais.

¢ A azida sédica pode reagir com as canalizac¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminagéo de liquidos para prevenir a acumulagéo de azidas.'”

* O ProClin 300 pode causar sensibilizagdo cutanea. Evitar entornar ou salpicar este reagente
sobre a pele ou as roupas. Em caso de contacto com este reagente, lavar com abundante agua
e sabdo.

¢ A Folha dos Dados de Seguranga do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

=

Colheita e Soro e plasma (heparina de litio, heparina sédica e EDTA) sdo as amostras aconselhadas.
preparac¢do Seguir as recomendagdes abaixo para manusear, analisar e armazenar amostras de sangue:!
da amostra * Colher todas as amostras de sangue tomando as precaugdes habituais para a colheita
venosa.
e Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da centrifugagao.
e Manter as provetas sempre fechadas.
* Dentro de duas horas ap6s a centrifugacao, transferir no minimo 500 pL de amostra isenta
de células para uma proveta de armazenamento. Tapar imediatamente a proveta com a
rolha, apertando bem.
* Armazenar as amostras hermeticamente fechadas a temperatura ambiente (a 15-30°C)
durante o maximo de oito horas.
® Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de oito horas, refrigerar as amostra a 2-8°C.
* Se 0 ensaio ndo estiver pronto dentro de 48 horas, ou no caso de amostras a serem
expedidas, congelar a -20°C ou a temperatura mais baixa.
* As amostras podem ser descongeladas somente uma vez.
3. Seguir as instrugdes abaixo para preparar as amostras:
e Certificar-se de que a fibrina e a matéria celular residuais tenham sido removidas antes da
analise.
¢ Para a centrifugacao, seguir as instru¢des do fabricante das provetas de colheita de
sangue.
Cada laboratério deve determinar a aceitabilidade das préprias provetas de colheita de
sangue e dos produtos de separagdo do soro. Estes produtos podem variar entre fabricantes
diferentes e, as vezes, de um lote para o outro.

1

N

Materiais R1  Kits de reagentes Access DHEA-S
fornecidos
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Materiais
necessarios
mas ndo
fornecidos

Comentarios
sobre o
procedimento

Procedimento

Detalhes de
calibragcdo

Controlo de
qualidade

1. Calibradores: Access DHEA-S Calibrators
Fornecido em zero e aproximadamente 20, 50, 200, 500 e 1000 pg/dL (0,54; 1,36; 5,43; 13,57 e
27,14 ymol /L).
N° Cat. A10827
2. Materiais do Controle de Qualidade (QC): material de controlo disponivel no mercado.
3. Substrato: Access Substrate
N° Cat. 81906
4. Tampao de lavagem: Access Wash Buffer
N° Cat. 81907 (Access, Access 2, SYNCHRON LX®i)
NP Cat. 8547197 (UniCel® DxI)
5. Solucgdo salina normal

1. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para uma descrigiao
especifica da instalagdo, inicializa¢do, principios de funcionamento, caracteristicas de
desempenho do sistema, instru¢des de funcionamento, procedimentos de calibragao,
limitagdes operacionais e precaugdes, riscos, manutencao e solugio de problemas.

2. Misturar o contetido das embalagens novas (vedadas) de reagentes invertendo
delicadamente a embalagem vérias vezes antes de carregé-la no aparelho. Nao inverter
embalagens abertas (perfuradas).

3. Usar dez (10) pL de amostra para cada determinacao além dos volumes mortos do recipiente
da amostra e do sistema. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de
Ajuda para o volume minimo de amostra necessario.

4. A unidade de medida padrao do sistema para indicar os resultados das amostras é ng/dL.
Para mudar essas unidades de medida para o Sistema Internacional de Unidades (unidades
do SI), pmol /L, consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda. Para
converter as concentragdes manualmente para o Sistema Internacional, multiplicar pg/dL
pelo factor de multiplicagdo 0,02714.

Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagdes
sobre a gestdo das amostras, a configuragao dos testes, a solicitagdo de testes e a visualizacado
dos resultados dos testes.

Para todos os testes, é necessario ter uma curva de calibragao activa. Para o ensaio Access
DHEA-S, a calibragdo é necessaria a cada 28 dias. Consultar os respectivos manuais de sistema
e/ou o sistema de Ajuda para obter informagoes sobre os métodos de calibragdo, a configuragao
de calibradores, a introdugao de solicitacdes de testes dos calibradores e a visualizagao de
dados de calibracao.

Os materiais de controlo de qualidade simulam as caracteristicas das amostras dos doentes e
sao fundamentais para a monitorizagdo do desempenho do sistema de anélises imunoquimicas.
Dado que as amostras podem ser analisadas a qualquer momento utilizando um formato de
“acesso aleatério” em vez dum formato “por lote”, é aconselhavel utilizar os materiais de
controlo de qualidade a cada 24 horas.'? Utilizar materiais de controlo de qualidade disponiveis
no mercado que cubram pelo menos dois niveis de analito. Seguir as instru¢des do fabricante
para a reconstituicdo e o armazenamento. Cada laboratério deve estabelecer os seus préprios
valores médios e limites aceitdveis para garantir um desempenho adequado dos testes. Os
resultados do controlo de qualidade que ndo estiverem dentro dos limites aceitaveis, podem
indicar resultados de testes ndo validos. Examinar todos os resultados dos testes obtidos desde
o ultimo ponto de teste de controlo de qualidade aceitdvel para este analito. Consultar os
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respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para informagdes sobre como
visualizar os resultados do controlo de qualidade.

Resultados Os resultados dos testes dos doentes sdo determinados automaticamente pelo software do
sistema utilizando um modelo matemaético de curva logistica de quatro pardmetros ponderada
(4PLC). A quantidade de analito na amostra é determinada a partir da produgdo de luz medida
através dos dados de calibragdo armazenados no sistema. Os resultados dos testes dos doentes
podem ser visualizados através do ecra apropriado. Consultar os respectivos manuais de
sistema e/ou o sistema de Ajuda para as instru¢des completas sobre como visualizar os
resultados das amostras.

Limitagdes do 1. Asamostras podem ser medidas com exactiddo dentro do intervalo de anélise
procedimento compreendido entre o limite minimo de detec¢do e o valor mais alto do calibrador

(aproximadamente 2-1000 pg/dL [0,05-27,14 pmol /L]).

* Se uma amostra contém uma quantidade menor que o limite minimo de detec¢do para o
ensaio, registar os resultados como menores que aquele valor (por ex., < 2 png/dL
[< 0,05 pmol/L]).

* Se uma amostra contém uma quantidade maior que o valor estabelecido do calibrador
mais alto Access DHEA-S Calibrator (S5), registar os resultados como maiores que aquele
valor (por ex., > 1000 pg/dL [> 27,14 uymol/L]). Em alternativa, diluir um volume de
amostra com nove volumes de tampao de lavagem Access Wash Buffer, N° Cat. 81907
(Access, Access 2, SYNCHRON LXi), N° Cat. 8547197 (UniCel DxI) ou solucao salina
normal. Depois de testar a amostra diluida, multiplicar o valor obtido pelo factor de
dilui¢do 10. Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para as
instrugdes sobre a introdu¢ao duma dilui¢do de amostra numa solicitacdo de teste. O
sistema mostra os resultados adaptados a diluicao.

2. Nos ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade de interferéncia dos anticorpos
heteréfilos contidos na amostra do doente. Os doentes que estdao regularmente em contacto
com animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagnostico
que utilizam imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas podem produzir
anticorpos, por ex. HAMA, que interferem com os imunoensaios. Para além disso, outros
anticorpos heterdfilos, tais como os anticorpos humanos anti-cabra, podem estar presentes
nas amostras dos doentes.!314
Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os resultados de doentes
suspeitos de ter estes anticorpos devem ser avaliados com cuidado.

3. Os resultados do Access DHEA-S devem ser interpretados baseando-se no quadro clinico
geral do doente, incluindo: os sintomas, a anamnese clinica, os dados de outros testes e
outras informagdes apropriadas.

Valores 1. Cada laboratdrio deve estabelecer os seus proprios intervalos de referéncia para garantir
esperados uma representacdo adequada de populagdes especificas.

2. O DHEA-S foi medido em amostras de soro humano, de plasma com heparina e de plasma
com EDTA provenientes de individuos de sexo masculino e feminino aparentemente sadios,
utilizando o teste Access DHEA-S. Os intervalos de variagao observados nas concentragoes
de DHEA-S sdo mostrados abaixo para cada populagdo representada.
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Idade Mediana* II:tEl:VaIO deu ”
(anos) n (ng/dL) referéncia de 95%
(ng/dL)
Mulheres
18-21 10 177 51-321
21-30 39 170 18-391
31-40 40 141 23-266
41-50 42 121 19-231
51-60 39 58 3-188
61-70 30 61 12-133
>71 33 35 7177
Homens
18-21 10 302 24-537
21-30 4“4 238 85-690
31-40 45 217 106464
41-50 43 193 70-495
51-60 36 119 38-313
61-70 29 78 24-244
>71 34 45 5-253

*Mediana efectiva das amostras
**Baseado no modelo paramétrico para um intervalo de referéncia de 2,5% a 97,5%

Caracteristicas Comparagdo de métodos
especificas de  Uma comparagio de 263 valores obtidos com o ensaio Access DHEA-S do sistema de
desempenho  jmunoensaio Access e com um sistema de imunoensaio disponivel no mercado forneceu os
seguintes dados estatisticos aplicando os calculos Deming:
Intervalo de ~ Coeficiente de
~ Intercepcao R =
n observagoes (ue/dL) Inclinacao correlacao
(ng/dL) k8 ®
263 15,3-966 6,6 1,028 0,993
Recuperacdo da diluicdo (linearidade)
As diluigdes muiltiplas de amostras contendo varios niveis de DHEA-S com tampao de lavagem
Access Wash Buffer ou solugao salina normal forneceram os seguintes dados:
Dilui¢coes com Tampao de Lavagem
Concentracao Concentracao Recuperacio
% de dilui¢ao da amostra esperada determinada (IZ/) §
(ng/dL) (ng/dL)
0,2 1,8 1,7 94,8
5 444 51,6 116,2
20 1774 181,2 102,2
40 354,7 357,7 100,8
80 709,3 700,7 98,8
Pura N/A 886,6 N/A
Recuperacao média em% 102,6
© 2004 Beckman Coulter, Inc. A14199B Access DHEA-S
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Dilui¢des com Solucao salina normal

o Concentracao Concen‘tragﬁo Recuperacio
% de dilui¢ao da amostra esperada determinada (%)
(ng/dL) (ng/dL)
0,2 1,8 1,4 77,0
5 45,5 45,7 100,3
20 182,1 188,1 103,3
40 364,2 361,8 99,3
80 728,3 777,9 106,8
Pura N/A 910,7 N/A
Recuperacao média em% 97,4

Provas de recuperacdo

A adigao de seis niveis diferentes de DHEA-S numa amostra de doente com baixa concentragao
de DHEA-S forneceu os seguintes dados:

Concentracao Concen'tragﬁo Recuperacio
Nivel da amostra esperada determinada (%)
(ng/dL) (ng/dL)

1 (Pura) N/A 143 N/A

2 32,8 34,2 104,3

3 112,8 114,6 101,6

4 212,8 218,4 102,6

5 412,8 426,3 103,3

6 612,8 637,3 104,0

7 812,8 887,5 109,2
Recuperacao média em% 104,2

Imprecisdo

Este ensaio apresenta uma imprecisao total de < 10% a =20 ng/dL. Um estudo realizado
utilizando material de controlo com base em soro humano disponivel no mercado incluindo
um total de dua testes, dua replicados por teste, no decorrer de 20 dias, forneceu os seguintes
dados, examinados através da analise de variancia (ANOVA):!5

Controlo do soro  Média geral (n=80) DP intra-execugao Intra-execugao DP total Imprecisao total
humano (ng/dL) (ng/dL) (%CV) (ng/dL) (%CV)
Nivel 1 10,3 0,86 8,3 1,16 11,3
Nivel 2 34,4 1,10 3,2 1,76 51
Nivel 3 124,0 5,90 4,8 7,99 6,4
Nivel 4 347,3 8,92 2,6 15,38 44
Nivel 5 736,1 12,12 1,6 27,19 3,7

Especificidade analitica/Interferéncias

Amostras contendo até a 30,0 mg/dL (513 pmol/L) de bilirrubina, amostras lipémicas contendo
o equivalente a 1750 mg/dL (19,7 mmol/L) de triglicéridos e amostras hemolisadas contendo
até a 1000 mg/dL (10 g/L) de hemoglobina nao afectam a concentragdo de DHEA-S testada.
Além disso, 6,0 g/dL (60,0 g/L) de albumina humana adicionados a albumina endégena
contida nas amostras nao afectam a concentracao de DHEA-S testada.

A tabela seguinte descreve a reactividade cruzada do ensaio com substancias com estrutura
semelhante a do DHEA-S.

Access DHEA-S A14199B © 2004 Beckman Coulter, Inc.
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Substancia Analito adicionado | Reatividade cruzada

(ng/dL) (%)
DHEA 4000 0,32
DHEA Glicuronideo 5000 0,17
Aldosterona 5000 ND
Androstenediona 1000 0,19
Androsterona 2000 0,30
Androsterona Glicuronideo 5000 0,49
Cortisol 10.000 ND
5-diidrotestosterona 5000 0,08
Estradiol 5000 ND
B-Estradiol-3-5O4-17-glicuronideo 5000 0,10
Estriol 5000 0,18
Estrona 5000 0,29
Estrona-3-SO4 5000 0,14
19 Hidroxiandrostenediona 5000 ND
Progesterona 5000 0,21
Testosterona 2000 0,33

ND: Nao Detectavel
Sensibilidade analitica

O nivel minimo detectavel de DHEA-S distinguivel de zero (calibrador Access DHEA-S
Calibrator SO) com 95% de confianga é < 2ng/dL (< 0,05 pmol/L). Este valor é determinado
através do processamento duma curva de calibracdo completa de seis pontos, controlos e 12
replicados do calibrador zero em testes multiplos. O valor de sensibilidade analitica é calculado
a partir da curva no ponto que representa dois desvios padrao do sinal médio medido no
calibrador zero.
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@ & ccoun
Access COULTER -
DHEA-S CALIBRATORS
A10827

Finalidade Os calibradores Access DHEA-S Calibrators sao utilizados para calibrar o ensaio Access
do produto DHEA-S para a determinacdo quantitativa dos niveis de sulfato de desidroepiandrosterona no
soro e no plasma humanos utilizando os Sistemas de Imunoensaio Access.

Resumo e A calibracdo dum ensaio quantitativo € o processo pelo qual as amostras com concentragdes
explicacdo conhecidas de analito (por ex., calibradores de ensaio) sdo testadas como amostras de doentes a
do produto fim de medir a sua resposta. A relagdo matematica entre as respostas medidas e as

concentragdes conhecidas de analito define a curva de calibragdo. Esta relagdo matematica, ou
curva de calibragao, é utilizada para converter as medi¢des URL (Unidade Relativa de Luz) de
amostras de doentes em concentragdes quantitativas especificas de analito.

Padronizacdo A substancia a ser medida (analito) nos calibradores Access DHEA-S Calibrators tem como
referéncia os calibradores internos do fabricante. O processo de padronizagdo baseia-se na
norma prEN ISO 17511.

Os valores atribuidos foram estabelecidos usando amostras representativas deste lote de
calibrador e sdo especificos para as metodologias de ensaio dos reagentes Access. Os valores
atribuidos por outras metodologias podem ser diferentes. Tais diferencas, se presentes, podem
ser causadas por desvios entre os métodos.

Informagdes Access DHEA-S Calibrators
sobre 0 N° Cat. A10827: S0-S5, 2,0 mL/recipiente
produto g necidos prontos para utilizar.
¢ Armazenar em posicao vertical e refrigerar a 2-10°C.
e Misturar o conteddo invertendo delicadamente antes da utilizagdo. Evitar a formagao de
bolhas.
* Estavel até ao vencimento do prazo de validade marcado na etiqueta quando armazenado a
2-10°C.
* O recipiente permanece estavel a 2-10°C por 28 dias depois da abertura.
* Uma possivel degradacdo pode ser indicada por valores de controlo fora do intervalo de

variagao.
* Consultar o cartdo de calibragdo ou as etiquetas dos recipientes para as concentra¢des
exactas.
S0: Matriz BSA, < 0,1% de azida sédica e 0,5% de ProClin** 300. Contém 0,0

pg/dL (umol/L) de DHEA-S.

S1,S2,S3,54, | DHEA-S em matriz BSA com niveis aproximados de 20, 50, 200, 500 e
S5: 1000 ng/dL (0,54; 1,36, 5,43; 13,57 € 27,14 pmol /L), respectivamente com
< 0,1% de azida sédica e 0,5% de ProClin 300.

Cartao de 1
calibracao:

Avisos € ¢ Para utilizagdo em diagndstico in vitro.
precaucoes e Asamostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser analisados rotineiramente
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com riscos minimos utilizando o procedimento descrito. Contudo, deve manusear estes
produtos como potencialmente infecciosos de acordo com as precaugdes gerais e os métodos
adequados de laboratérios clinicos, independentemente da origem, tratamento ou
certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a descontaminagao. Armazenar
e eliminar estes materiais e os respectivos contentores segundo o regulamento e as normas
locais.

¢ A azida sédica pode reagir com as canalizac¢des de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia nos tubos
durante a eliminagéo de liquidos para prevenir a acumulagéo de azidas.'”

e Xi. Irritante: ProClin 300 0,5%.

R 43: Pode causar sensibilizacdo em contacto com a pele.

528-37: Ap6s contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente
com 4gua e sabao. Usar luvas adequadas.

¢ A Folha dos Dados de Seguranga do Material (MSDS) esta disponivel a pedido.

Procedimento Consultar os respectivos manuais de sistema e/ou o sistema de Ajuda para obter informagoes
sobre os métodos de calibragao, a configuragdo de calibradores, a introducao de solicitagdes de
testes dos calibradores e a visualizagdo de dados de calibracao.

Detalhes da  Os calibradores Access DHEA-S Calibrators sao fornecidos em seis niveis — zero e
calibracdo aproximadamente 20, 50, 200, 500 e 1000 pg/dL preparados gravimetricamente a partir de
DHEA-S cristalino em matriz BSA. Os dados de calibracdo do ensaio sdo validos por 28 dias.

Os calibradores sao analisados em duplicado.

Limitagdes do  Se forem notados sinais de contaminagéo microbiana ou excesso de turva¢do num reagente,
procedimento rejeitar o recipiente.
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