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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

Radioimmunoassay for the Quantitative Determination of
11- Desoxycortisol (11-DOC) in Human serum

KIP120000
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY
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1. INTENDED USE :

The 11-Desoxycortisol (Compound S) is an intermediate steroid in the
glucocorticoids biosynthesis. Precusor of the cortisol, it comes from 17-
hyroxyprogesterone after action of the 11 beta hydroxylase. This
parameter is interesting for the diagnosis and follow up of treatment in
case of surrenal enzymatic deficiency in 11 beta hydroxylase which is
responsible for congenital surrenal hyperplasia in children and
hyperandrogenics in adult women

Under hypothalamic-pituitary control via the Adrenocorticotropic hormone
(ACTH), the secretion of 11-Desoxycortisol follows a nycthemeral
variation: it reaches a maximum in the morning (around 8 a.m.) and a
minimal during the night (between 0 to 4 a.m.)

The measure of the 11-Desoxycortisol can be performed in serum using
immunological competition methods (RIA).

The metopyrone inhibits the 11 beta hydroxylase and the conversion of
the 11-Desoxycortisol in cortisol.
The metopyrone test is an indicator of the ACTH reserve.

2.  PRINCIPLE OF THE METHOD :

The 11-Desoxycortisol RIA obeys the law of mass action according to the
following equation :

11-DOC
‘T
Free{ +Ab 7 Bound {

25|~ 11-DOC Ab - "I - 11-DOC

Since the concentrations of 11-DOC and coated antibodies are
constant, the advancing state of the e%uation depends on the
concentration of 11-DOC. The amount of | — 11-DOC bound to the
coated tube is inversely proportional to the concentration of 11 DOC in
the sample.

Following the incubation, the tube is aspirated to remove excess unbound
"2 |abelled 11-DOC.

Patient sample concentrations are read from a calibration curve.

Ab - 11-DOC
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3. MATERIAL PROVIDED AND STORAGE :

Stored at 2 - 8°C, the material can be used up to the expiration date
printed on each label.

3.1. r 2 x 48 Polystyrene tubes (12 x 75 mm)
coated with anti-11 Doc polyclonal antibodies.

Systematically, allow the coated tubes to reach room temperature before
use. Store at 2-8°C.
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3.2. 12% . 11 DOC E analog tracer (yellow, 52 mL) :

1 bottle, containing < 5 uCi (185 kBq) of '®I-labelled 11 DOC analog in
protein-based buffer containing < 0.1% NaNj; as a preservative. Store at
2-8°C.

3.3. oA 11-DOC Calibrators

5 vials, 0.5 ml each, containing 0.3, 1.5, 5, 20 and 65 ng/ml 11-DOC
calibrators in human serum with < 0.1% sodium azide as a preservative.
Store at 2-8°C. Can be used up to the expiration date printed on each
label.

3.4. cAL n 11-DOC Zero Calibrator

One vial, 1 ml, containing 0 ng/ml 11-DOC zero calibrator in human
serum with < 0.1% sodium azide as a preservative. Store at 2-8°C. Can
be used up to the expiration date printed on the label.

3.5. Control 1-2

2 vials, lyophilised, 0.5 ml each, level | and level Il containing low and high
11-DOC levels in human and horse serum with < 0.1% sodium azide as a
preservative.

Store at 2-8°C. Can be used up to the expiration date printed on each
label.

Before use, reconstitute the contents of the controls with 0.5 ml of
distilled water.

3.6. |WASH| SOLN |CONC| Concentrated Wash Buffer

1 bottle concentrated buffered solution containing sodium azide (NaN3z <
0.1 %). Poor the solution in 700 ml of distilled water.

Note: Conversion factor: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml
4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED :

- bench surfaces protected by absorbent paper to reduce the effects
of radioactive spillage.

- waste disposal containers appropriately labelled and designed as
suitable for solid or liquid radioactive materials.

- manual or automated precision micropipettes for dispensing
samples or reagents without cross-contamination.

- absorbent paper.

- vacuum pump connected through a trap for aspiration.
- water bath

- agamma scintillation counter.

- appropriate graph paper for plotting the results.

5. METHODOLOGY
5.1. Collection and handling of blood samples :
The blood sample may be collected into a dry tube.

After separation from the red blood cells, serum samples may be assayed
immediately, within 24 hours if stored at 2 - 8°C, or later, after period up
to several months if stored at -20°C. Repeating freezing and thawing
must be avoided.

For samples from children of less than 2 years old, the 11-Desoxycortisol
must be assayed immediately after an extraction step.

5.2. Assay procedure :

Reagents stored at 2°- 8° C. must be brought at room temperature prior
to use. Do not mix reagents of different lots. Label the tubes for T
(« Total Counts » do not use coated tubes) calibrators, samples and
control sera.

Perform the assay in duplicate. Calibrators, controls and samples must
be assayed at the same time.

1. Calibration curve:
Pipette 25 pl of each calibrator into the corresponding tubes.

2. Unknowns and control sera:

Pipette 25 ul of each sample or control sera into the corresponding
tubes.

3. Add 500 pl of ?°| — 11-DOC tracer to each tube.
4. Vortex, cover and incubates 2.5 hours at 37 + 2°C.

5. Carefully aspirate or decant (before decanting, add 2 ml of washing
solution to each tube.) the solution of all tubes. (Except total counts
tubes).

6. Add 2 ml of washing solution to each tube. Aspirate or decant
carefully.

7. Count the radioactivity fixed in each tube for at least 60 seconds.
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Data processing :
Determine the mean count rate for each set of duplicate tubes.

Calculate the ratio B/B0 as follows :

B/B0 % = [ CAL or Sample cpm / BO (CAL 0) cpm] x 100

Draw the calibration curve on semilogarithmic paper by plotting the ratio
B/BO % (linear scale) obtained for each calibrator versus its respective
concentration expressed in ng/ml (logarithmic scale). 11-DOC
concentrations in samples may be read directly from the calibration curve.
If a computer is used to calculate the results, the data can be fitted to the
appropriate equation : spline smoothed.

5.3. Example of a typical assay:
Content | cpm 1st | cpm2nd [ Mean B/Bo D1(;-C
. ; o
(ng/ml) [ duplicate | duplicate cpm (%) (ng/ml)
Total - | 63015 | 62510 | 62762 | - -
counts
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0.3 27429 28004 27711 87.6
CAL 2 1.5 20079 19803 19941 62.9
CAL 3 5 13246 13152 13199 41.7
CAL4 20 6369 6509 6439 20.3
CALS5 65 3464 3480 3472 11
C1 Low - 22977 22569 22773 72 1
C, High - 13711 13699 13705 43.3 4.5
Sample - 4172 4242 4214 13.3 45.2

Example of a typical assay, do not use for calculations

6. PERFORMANCE CHARACTERISTICS:

6.1. Specificity

6.4. Dilution test :

The dilution test indicates that there is immunological identity between the
11-DOC present in the sample and the 11-DOC used to calibrate the
test.

Dilution Factor 1 1/2 174 1/8 | 116 | 1/32 | 1/64
Assayed 11-DOC | 4011 184 | 08| 47| 25| 11 | 06
(ng/ml)
Expected 11-DOC | 1 5005| 10 | 5 | 25| 1.25] 063
(ng/ml)
% Recovery - 92 98 | 94 | 100 | 88 96
6.5. Reproducibility:
Within assay variation | Between assay variation
5replicates 8 replicates
Mean o Mean o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Pool 1 1.1 6.2 1.95 8.7
Pool 2 3.7 5.2 5.48 115
Pool 3 28.3 7.7 36.85 15.1

Steroid % Cross-reactivity
11-desoxycortisol 100
17a Hydroxyprogesterone 5.6
Desoxycorticosterone 0.46
Progesterone 0.59
Cortisol 0.09
Estradiol-17 b 0.03
Androstenedione, Corticosterone, N.D.
Dexamethasone, Cortisone,
Testosterone, DHEA-S,
Aldosterone

6.2. Minimum detectable concentration of 11-DOC

The minimum detectable concentration has been assayed at 0.11 ng/ml
and corresponds to the concentration given by two standards deviations
below the mean cpm of 20 replicate determinations of the zero
calibrators.

6.3. Recovery test:

When sera of known 11-DOC contents have their 11-DOC supplemented
by addition of 11-DOC in equal volumes (1/1), a satisfactory correlation
between theoretical and assayed 11-DOC is obtained.

7. LIMITATION OF THE PROCEDURE

- The results obtained from this or any other diagnostic kit should be
used and interpreted only in the context of an overall clinical picture.

- Do not use lipemic, haemolyzed, icteric or turbid specimens.

8. EXPECTED VALUES

Without Stimulation 1< 7.2 ng/ml

After Stimulation with Metopyrone 172 — 225 ng/ml

9. WARNING AND PRECAUTION

For in vitro diagnostic use only

Safety

This kit contains | (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and g
(35.5 keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by
authorized persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive
products are subject to the legislation of the end user's country. In no
case the product must be administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away
from regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive
materials must be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware,
which could be contaminated with radioactive substances, should be
segregated to prevent cross contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with
the radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed
of following the local regulations and guidelines of the authorities holding
jurisdiction over the laboratory. Adherence to the basic rules of radiation
safety provides adequate protection.

The human blood components included in this kit have been tested by
European approved and/or FDA approved methods and found negative
for HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer
complete assurance that human blood derivatives will not transmit
hepatitis, AIDS or other infections. Therefore, handling of reagents,
serum or plasma specimens should be in All animal products and
derivatives have been collected from healthy animals. Bovine components
originate from countries where BSE has not been reported. Nevertheless,
components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative).
Azide in this kit may react with lead and copper in the plumbing and in
this way form highly explosive metal azides. During the washing step,

Added 11-DOC (ng/ml) 15 5 20 65 flush the drain with a large amount of water to prevent azide build-up.

(1:1 in serum sample) Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not
Theoretical (ng/ml) 0.85 2.6 10.1 32.6 pipette by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
Assayed 11-DOC 0.70 25 102 30.2

(ng/ml) ) ) ) )
Revision date : 2011-02-28
% recovery 824 96.2 101 92.6
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

Pour la détermination quantitative du
11-désoxycortisol (11-DOC) dans le sérum humain

KIPI120000
A UTILISER UNIQUEMENT POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO

fr

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. UTILISATION:

Le 11-désoxycortisol (composé S) est un stéroide intermédiaire de la
biosynthése des glucocorticoides. Précurseur du cortisol, il est produit
par l'action de la 11 béta hydroxylase sur la 17-hydroxyprogestérone. Ce
paramétre est intéressant dans le diagnostic et le suivi du traitement de la
déficience enzymatique surrénale en 11 béta hydroxylase, déficience qui
est responsable de I'hyperplasie surrénale congénitale chez I'enfant et de
I'hyperandrogénie chez la femme adulte.

L'axe hypothalamo-hypophysaire contréle la sécrétion du 11-
désoxycortisol par lintermédiaire de I'ACTH. La sécrétion du 11-
désoxycortisol présente une variation nycthémérale: elle atteint un
maximum le matin (aux environs de 8 heures) et un minimum au cours de
la nuit (entre O et 4 heures du matin).

Des méthodes de compétition immunologiques (RIA) permettent de doser
le 11-désoxycortisol dans le sérum.

La métopyrone inhibe la 11 béta hydroxylase et la conversion du 11-
désoxycortisol en cortisol.
Le test a la métopyrone est un indicateur de la réserve en ACTH.

2.  PRINCIPE DE LA METHODE:
Le RIA pour le dosage du 11-désoxycortisol obéit a la loi de I'action de
masse selon 'équation suivante: :
AC - 11-DOC
Lié {

11-DOC
A
Libre{ +AC —7
AC - 11-DOC I'®

11-DOC I'*

Les concentrations en 11-DOC 1'“> et en anticorps fixés au tube étant
constantes, I'équilibre de I'équation dépend de la concentration en 11-
DOC. La quantité de 11-DOC I'® li¢ au tube tapissé d'anticorps est
inversement proportionnelle a la concentration en 11-DOC de
I'échantillon.

Aprés l'incubation, le tube est aspiré afin de retirer I'excés du 11-DOC
marqué a I'"*® non lié.

Les concentrations des échantillons du patient sont lues sur une courbe
de calibration.
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3. MATERIEL FOURNI ET CONSERVATION:
Conservé a 2 — 8°C, le matériel peut étre utilisé jusqu’a la date
d'expiration inscrite sur chaque étiquette.

3.1. r 2 x 48 tubes en polypropyléne
tapissés d’anticorps polyclonaux anti-11-DOC.
Systématiquement, permettre aux tubes tapissés d'anticorps d'atteindre
la température ambiante avant utilisation. Conserver entre 2 et 8°C.

32. =

mL):
1 flacon contenant < uCi (185 kBq) d'analogue du 11-DOC marqué a
I''* dans un tampon protéique contenant < 0.1% NaN3 comme agent de
conservation. Conserver entre 2 et 8°C.

(12 x 75 mm)

traceur E analogue du 11-DOC I'*® (jaune, 52

3.3. cAL calibrateurs 11-DOC

5 fioles de 0,5 ml chacune, contenant 0,3, 1,5, 5, 20 et 65 ng/ml de 11-
DOC dans du sérum humain avec < 0,1% d'azoture de sodium comme
agent de conservation. Conserver entre 2 et 8°C. Peuvent étre utilisés
jusqu'a la date d'expiration imprimée sur les étiquettes.

3.4. CAL n calibrateur zéro 11-DOC

Une fiole de 1ml contenant 0 ng/ml de 11-DOC dans du sérum humain
avec < 0,1% d'azoture de sodium comme agent de conservation.
Conserver entre 2 et 8°C. Peut étre utilisé jusqu'a la date d'expiration
imprimée sur I'étiquette.

3.5. Controles 1 -2

2 fioles de 0,5 ml chacune, lyophilisés, niveau | et niveau Il contenant des
concentrations en 11-DOC faible et élevée dans du sérum humain et de
cheval avec < 0,1% d'azoture de sodium comme agent de conservation.
Conservez entre 2 et 8°C. Peut étre utilisé jusqu'a la date d'expiration
imprimée sur les étiquettes.

Avant utilisation, reconstituer le contenu des contréles avec 0,5 mol d'eau
distillée.

WASH| SOLN |CONC| .
3.6. | Tampon de lavage concentré

1 flacon de solution concentrée et tamponnée contenant de I'azoture de
sodium (NaN3 < 0,1 %). Mettre en solution dans 700 ml d'eau distillée.

Note: Facteur de conversion: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4., MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI:

- Les surfaces de travail doivent étre protégées par du papier absorbant
afin de réduire les effets des émanations radioactives.

- Conteneurs a déchets, correctement étiquetés et approprié pour
recevoir du matériel radioactif liquide ou solide.

- Micropipettes de précision soit manuelles soit automatiques pour
préparer, sans contamination, les échantillons et les réactifs.

- Papier absorbant.

- Pompe a vide connectée a une trappe pour l'aspiration.
- Bain-marie

- Compteur a scintillation gamma.

- Papier graphique approprié pour calculer les résultats.

5. METHODOLOGIE:
5.1. Collecte et préparation des échantillons de sang:

L'échantillon de sang peut étre collecté dans un tube sec.
Aprés la séparation des globules rouges, les échantillons de sérum
peuvent étre analysés immédiatement, dans les 24 heures s'ils sont
conservés a 2 — 8°C ou, plus tard, aprés une période pouvant aller
jusqu’a plusieurs mois, s’ils sont conservés a —20°C. Les congélations et
décongélations répétées doivent étre évitées.

Pour les échantillons d’enfants de moins de 2 ans, le 11-désoxycortisol
doit étre analysé immédiatement aprés I'étape d’extraction.

5.2. Procédure d'analyse:

Les réactifs conservés a 2°- 8° C. doivent atteindre la température
ambiante avant toute utilisation. |l ne faut jamais mélanger les réactifs
provenant de différents lots. Etiqueter les tubes pour les T (« Total
Counts », ne pas utiliser de tubes tapissés d'anticorps), les
calibrateurs, les échantillons et les sérums de contrdle.

Réaliser les analyses en double. Les calibrateurs, les contriles et les
échantillons doivent étre analysés en méme temps.

1. Courbe de calibration:

Pipeter 25 pl de chaque calibrateur dans les tubes correspondants.

2. Echantillons et contrdles:
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Pipeter 25 pl de chaque échantillon ou contréle dans les tubes
correspondants.

3. Ajouter 500 pl du traceur 11-DOC 1'*® a chacun des tubes.
4. Mélanger au vortex, couvrir et incuber 2,5 heures a 37 + 2°C.

5. Aspirer soigneusement ou décanter la solution de tous les tubes. (a
I'exception des tubes "Total Counts"), (avant de décanter, ajouter 2
ml de solution de lavage dans chaque tube).

6. Ajouter 2 ml de solution de lavage dans chaque tube. Aspirer ou
décanter soigneusement.

7. Compter pendant au moins 60 secondes la radioactivité fixée dans
chacun des tubes.

6.3. Test de récupération:

On obtient une corrélation satisfaisante entre les 11-DOC théorique et
analysé lorsque l'on enrichit des sérums ayant des concentrations en 11-
DOC connues en ajoutant une quantité égale de 11-DOC (1/1).

5.3. Traitement des données:
Déterminer la moyenne pour chaque série de tubes.
Calculer le rapport B/BO de la maniére suivante :

B/B0 % = [ CAL ou échantillon cpm / BO (CAL 0) cpm] x 100

Dessiner la courbe de calibration sur du papier semi-logarithmique en
tragant le rapport B/BO % (échelle linéaire) obtenu pour chaque
calibrateur versus sa concentration respective exprimée en ng/ml
(échelle logarithmique). Les concentrations en 11-DOC peuvent étre
lues directement a partir de la courbe de calibration.

Si un ordinateur est utilisé pour calculer les résultats, les données
peuvent étre ajustées par I'équation appropriée: 4 PL pondéré.

11-DOC ajouté (ng/ml)
(1:1 dans un 1.5 5 20 65
échantillon de sérum)
Theorique (ng/ml) 0.85 26 10.1 32.6
Analysé 11-DOC 0.70 25 10.2 30.2
(ng/ml) ) ) ) )
% de récupération 824 96.2 101 92.6

6.4.  Testdedilution :

Le test de dilution indique qu'il y a identité immunologique entre le 11-
DOC présent dans I'échantillon et le 11-DOC utilisé pour calibrer
l'analyse.

Facteur de dilution 1 1/2 14 1/8 | 116 | 1/32 | 1/64
Analysé 11-DOC | 45 1| 184 | 98| 47| 25| 11 | 06
(ng/ml)
Attendu 11-DOC | | 5505 10 | 5 | 2.5 | 1.25| 0.63
(ng/ml)
% de récupération - 92 98 | 94 | 100 | 88 96
6.5. Reproductibilité:
Variation intra-essai Variation inter-essai
5 analyses 8 analyses
Moyenne o Moyenne o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Pool 1 1,1 6,2 1,95 8,7
Pool 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Pool 3 28,3 7,7 36,85 15,1

5.4. Exemple d'une courbe typigue:
Contenu| cpm 1er | com 2d | Moyenne | B/Bo D1(;-C
. ; o
(ng/ml) [ duplicate | duplicate cpm (%) (ng/mi)
Activite - | 63015 | 62510 | 62762 | - -
totale
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
CAL 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
CAL 3 5 13246 13152 13199 41,7
CAL4 20 6369 6509 6439 20,3
CAL S5 65 3464 3480 3472 11
C, faible - 22977 22569 22773 72 1
C, élevé - 13711 13699 13705 43,3 4,5
Echantil- - 4172 4242 4214 13,3 45,2
lon

Exemple d'une estimation typique, a ne pas utiliser pour les
calculs

6. CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE:

6.1. Spécificité

Stéroide % réactions croisées

11-désoxycortisol 100

17a hydroxyprogestérone 5,6

Désoxycorticostérone 0,46

Progestérone 0,59

Cortisol 0,09

CEstradiol-17 b 0,03

Androsténedione, Corticostérone, N.D.

Dexaméthasone, Cortisone,
Testostérone, DHEA-S,
Aldostérone

6.2. Concentration minimale détectable de 11-DOC

La concentration minimale détectable est estimée a 0,11 ng/ml et
correspond a la concentration donnée par 2 écarts-types en dessous de
la moyenne cpm de 20 déterminations répliquées du calibrateur 0.

7. LIMITATION DE LA PROCEDURE

- Les résultats obtenus a partir de ceci ou de toute autre trousse de
diagnostic devraient étre utilisés et interprétés seulement dans le
contexte d'une image clinique globale.

- Ne pas utiliser d’échantillons lipémiques, hémolysés, ictériques ou
troubles.

8. VALEURS ATTENDUES

Sans stimulation :<7,2ng/ml

Apres stimulation a la métopyrone 172 - 225 ng/ml

9. DANGERS ET PRECAUTIONS

A utiliser uniquement pour le diagnostic in vitro

Sécurité

Uniquement pour une utilisation en diagnostic in vitro.

Cette trousse contient de I''® (demi-vie: 60 jours), une matiere
radioactive émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5
keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou
utilisé par des personnes autorisées; I'achat, le stockage, I'utilisation et
I'échange de produits radioactifs sont soumis a la législation du pays de
I'utilisateur final. Ce produit ne peut en aucun cas étre administré a
'hnomme ou aux animaux. Toutes les manipulations radioactives doivent
étre exécutées dans un secteur désigné, éloigné de tout passage. Un
journal de réception et de stockage des matiéres radioactives doit étre
tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de laboratoire et la verrerie,
qui pourrait étre contaminée avec des substances radioactives, doivent
étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs isotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs
doivent étre placés de maniére a respecter les réglementations en
vigueur. L'adhésion aux régles de base de sécurité concernant les
radiations procure une protection adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans cette trousse ont été
évalués par des méthodes approuvées par I'Europe et/ou la FDA et
trouvés négatifs pour HBsAg, I'anti-HCV, l'anti-HIV-1 et 2. Aucune
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méthode connue ne peut offrir 'assurance compléte que des dérivés de
sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida ou toute autre
infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des échantillons
de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux
sains. Les composants bovins proviennent de pays ou 'ESB n'a pas été
détectée. Néanmoins, les composants contenant des substances
animales devront étre traités comme potentiellement infectieux.

L’azoture de sodium est nocif s'il est inhalé, avalé ou entre en contact
avec la peau (I'azoture de sodium est utilisé comme agent conservateur).
L’azoture dans cette trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre
dans les canalisations et donner des composés explosifs, il est
nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques
dans les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas
pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a
usage unique.

Date de révision: 2011-02-28
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

Radioimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von
11-Desoxicortisol (11-DOC) in Humanserum

KIP120000
NUR ZUR VERWENDUNG IN DER IN VITRO DIAGNOSE

e

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. VERWENDUNGSZWECK:

11-Desoxicortisol (Verbindung S) stellt ein intermedidres Steroid bei der
Glukokortikoidbiosynthese dar. Die biologische Vorstufe des Cortisols
entstammt der Reaktion von 17-Hydroxiprogesteron mit 11 Beta-
Hydroxilase. Dieser Parameter ist fir die Diagnose und die
Behandlungsnachverfolgung  bei  enzymatischem  Mangel  der
Nebennieren an 11 beta Hydroxylase wichtig, welcher fur kongenitale
Nebennierenhyperplasmie bei Kindern und Hyperandrogenie bei
erwachsenen Frauen verantwortlich ist.

Durch die angeborene Kontrolle des Hypothalamus gegen das
adenocorticotrophe Hormon (ACTH) erfolgt die Sekretion von 11-
Desoxicortisol in einem Tag-Nacht Rhythmus : es erreicht ein Maximum
am Morgen (gegen 8Uhr) und ein Minimum wahrend der Nacht
(zwischen 0 und 4 Uhr).

Die Messung von 11-Desoxicortisol kann im Serum durch
immunologische Konkurrenzmethoden (RIA) bestimmt werden.

Das Metopyron inhibiert die 11 beta Hydroxilase und die Umwandlung
von 11-Desoxicortisol in Hydrocortison.
Der Metopyrontest ist ein Indikator der ACTH-Reserve.

2. TESTPRINZIP:

Der 11-Desoxicortisol RIA unterliegt dem Gesetz der Massenwirkung
nach der folgenden Gleichung:

11-DOC -~
Frei { +Ab =7 Gebunden{

2|~ 11-DOC Ab - % - 11-DOC
Da die Konzentrationen an 11-DOC und beschichteten Antikérpern
konstant sind, hangt der Fortgang der Gleichung von der Konzentration
von 11-DOC ab. Die Menge an — 11-DOC, die an die beschichteten
Roéhrchen gebunden ist, ist umgekehrt proportional zur 11-DOC-
Konzentration in der Probe.

Nach der Inkubation wird das Réhrchen aspiriert, um Uberschiisse an
nicht gebundenem markiertem 11-DOC zu entfernen.

Die Konzentrationen der Patientenproben werden aus
Standardkurve abgelesen.

Ab - 11-DOC

125|

einer

3. MITGELIEFERTES MATERIAL UND LAGERUNG:

Bei Lagerung bei 2 - 8°C kann das Material bis zum Verfalldatum
verwendet werden, das auf jedes Etikett gedruckt ist.

3.1. r 2 x 48 Polypropylenréhrchen (12 x 75 mm)
beschichtet mit polyklonalen Anti-11 DOC Antikdrpern.

Vor Gebrauch missen die beschichteten Réhrchen Raumtemperatur
erreicht haben. Aufbewahren bei 2-8° C.

125,
3.2. 125 _11- DOC E analoger Tracer

(Gelb, 52 mL)

1 Flasche, enthdlt <5 pCi (185 kBg) '®| markiertes 11-DOC in
proteinhaltigem Puffer mit <0,1% NaNj; als Konservierungsstoff. Dieses
Reagenz sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden.

3.3. cAL 11-DOC Kalibratoren

5 Flaschchen a 0,5 ml, enthalten 0,3, 1,5, 5, 20 und 65 ng/ml 11-DOC
Kalibratoren in humanem Serum mit < 0,1% Natriumazid als
Konservierungsstoff. Dieses Reagenz sollte bei 2-8°C aufbewahrt
werden und ist bis zum Verfallsdatum auf den Etiketten haltbar.

3.4. CAL n 11-DOC Null Kalibrator

Ein Flaschchen,1ml, enthalt 0 ng/ml 11-DOC Null Kalibrator in humanem
Serum mit < 0,1 % Natriumazid als Konservierungsstoff. Dieses Reagenz
sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden und ist bis zum Verfallsdatum auf
dem Etikett haltbar.

3.5. Kontrolle 1 -2

2 Flaschchen, lyophilisiert, jedes 0,5 ml, Stufe | und Stufe Il enthalten
niedrige und hohe Konzentrationen von 11-DOC in humanem und
Pferdeserum mit < 0,1 % Natriumazid als Konservierungsstoff.

Diese Reagenzien sollten bei 2-8°C aufbewahrt werden und sind bis zum
Verfallsdatum auf den Etiketten haltbar.

Vor dem Gebrauch missen die Inhalte der Kontrollen mit 0,5 ml
destilliertem Wasser rekonstituiert werden.

3.6. |WASH| SOLN |CONC| Konzentrierter Waschpuffer

1Flasche konzentrierte Pufferlosung mit Natriumazid (NaN; < 0,1%).
Lésung in 700 ml destilliertes Wasser gieRen.

Achtung: Umwandlungsfaktor: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL (NICHT
MITGELIEFERT):
- Schutz fir Arbeitstischoberflaichen durch Saugpapier, um die

Wirkung verschiitteter radioaktiver Substanzen zu reduzieren.

Geeignet gekennzeichnete Abfallbehalter fir feste oder flissige
radioaktive Materialien.

- Manuelle oder automatisierte Prazisions-Mikropipetten zum
Pipettieren von Proben oder Reagenzien ohne Kreuzkontamination.

- Saugpapier.

- Vakuumpumpe, verbunden Uber eine Falle, zum Absaugen.

- Wasserbad.

- Gammaszintillationszahler.
Geeignetes Millimeterpapier zum Auftragen der Resultate.

5. METHODIK:
5.1. Gewinnung und Handhabung von Blutproben:

Die Blutprobe kann in ein trockenes Rohrchen eingebracht werden.
Nach der Trennung von den roten Blutkérperchen kénnen Serumproben
sofort getestet werden, bei Lagerung bei 2 - 8°C innerhalb von 24
Stunden oder bei Lagerung bei -20°C noch spéter, nach einem Zeitraum
von bis zu mehreren Monaten. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist
zu vermeiden.

Bei Kindern unter 2 Jahren missen die Proben sofort
Extraktion auf 11-Desoxicortisol getestet werden.

nach der

5.2. Testdurchfiihrung:

Bei 2 - 8°C gelagerte Reagenzien missen vor Gebrauch auf
Raumtemperatur gebracht werden. Reagenzien aus unterschiedlichen
Chargen nicht vermischen. Roéhrchen fir T (,Total Counts — Gesamt*
keine beschichteten Réhrchen verwenden), Kalibratoren, Proben und
Kontrollen beschriften.

Assay doppelt ausfuhren. Kalibratoren, Kontrollen und Proben missen
zugleich getestet werden.

1. Kalibratorkurve:
25 pl jedes Kalibrators in die entsprechenden Réhrchen pipettieren.

2. Unbekannte und Kontrollseren:

25 pl jeder Probe oder jedes Kontrollserums in die entsprechenden
Réhrchen pipettieren.
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3. Geben Sie 500 ul " -

Roéhrchen

11-DOC radioaktiven Tracer zu jedem

4. Vortexen,abdecken und inkubieren:2,5 Stunden bei 37+ 2°C

5. Die Losung aus allen Rohrchen (aufRer Rohrchen T) vorsichtig
absaugen oder dekantieren (vor dem Dekantieren 2 ml Waschlésung
in jedes Rohrchen zupipettieren).

6. 2 ml Waschlésung in jedes Rohrchen zupipettieren. Sorgfaltig
absaugen oder dekantieren.

7. In jedem Roéhrchen fixierte Radioaktivitat mindestens 60 Sekunden
zéhlen.

6.3 Wiederfindungstest:
Werden Seren mit bekanntem 11-DOC Gehalt durch Zugabe von
gleichen  Volumina (1/1) 11-DOC supplementiert, wird eine
zufriedenstellende Korrelation zwischen theoretischen und gemessenen
11-DOC Werten beobachtet.

5.3. Datenverarbeitung:
Mittlere Zahlrate fir jedes Réhrchenpaar bestimmen.

Verhéltnis B/BO folgendermalen bestimmen:
B/B0O % = [ Cal oder Probe cpm / BO (Cal 0) cpm] x 100

Kalibratorkurve auf semilogarithmisches Papier zeichnen, indem das
fur jeden Kalibrator erhaltene Verhaltnis B/BO % (linear) gegenlber
seiner jeweiligen in ng/ml ausgedriickten Konzentration (logarithmisch)
aufgetragen wird. 11-DOC-Konzentrationen in den Proben kénnen
direkt aus der Kalibratorkurve abgelesen werden.

Wenn zur Berechnung der Resultate ein Computer verwendet wird,
kénnen die Daten in die geeignete Gleichung eingebracht werden:
,Smoothed Spline’.

54. Beispiel eines typischen Assay:

Inhalt | cpm 1st | cpm 2nd | Mittlere | B/Bo D1(;-C
. : o
(ng/ml) | Duplikat | Duplikat cpm (%) (ng/ml)
Gesamt - 63015 62510 62762 - -
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
CAL 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
CAL3 5 13246 13152 13199 41,7
CAL 4 20 6369 6509 6439 20,3
CALS5 65 3464 3480 3472 11
C1
o - 22977 22569 22773 72 1
niedrig
c2
- 13711 13699 13705 43,3 4,5
hoch
Probe - 4172 4242 4214 13,3 45,2

Beispiel eines typischen Assay, nicht fur Berechnungen
verwenden

6. LEISTUNGSMERKMALE:
6.1. Spezifitat

Zugefiigtes 11-DOC
(ng/ml) (1:1 in der 1,5 5 20 65
Serumprobe)
Theoretisch
0,85 2,6 10,1 32,6
(ng/ml)
Gemessenes 11-DOC 0,70 25 102 30,2
(ng/ml)
% Wiederfindung 82,4 96,2 101 92,6

6.4 Verdinnungstest:

Der Verdlnnungstest belegt,dass eine immunologische Gleichheit
zwischen dem in der Probe vorhandenem 11-DOC und dem 11-DOC
besteht welches im Test zur Kalibration benutzt wird.

Verdiinnungsfaktor 1 12 14 | 1/8 | 116 | 1/32 | 1/64
Gemessen11-DOC | 54| 184 | 98| 47| 25| 1.1 | 06
(ng/ml)
Erwartet11-DOC | | 5505 10 | 5 | 25 | 1,25 0,63
(ng/ml)
% Wiederfindung - 92 98 | 94 | 100 | 88 | 96
6.3. Vergleichsprazision:
Inter-Assay-Variation Intra-Assay-Variation
5 Wiederholungen 8 Wiederholungen
Mittelwert o Mittelwert o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Pool 1 1.1 6,2 1,95 8,7
Pool 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Pool 3 28,3 7,7 36,85 15,1

Steroid % Kreuzreaktivitat
11-Desoxicortisol 100
17a Hydroxyprogesteron 5,6
Desoxicorticosteron 0,46
Progesteron 0,59
Cortisol 0,09
Ostradiol-17 b 0,03
Androstenedion, Corticosteron, N.D.

Dexamethason, Cortison,
Testosteron, DHEA-S, Aldosteron

6.2. Untere Nachweisgrenze von 11-DOC

Die untere Nachweisgrenze betragt 0,11 ng/ml und entspricht der
Konzentration von zwei Standardabweichungen unter dem cpm-Mittelwert
von 20 Replikationsbestimmungen der Nullkalibrator.

7. GRENZEN DES VERFAHRENS

- Die durch diesen oder jeden anderen diagnostischen Testkit
erhaltenen Resultate sollten nur im Kontext eines klinischen
Gesamtbildes verwendet und interpretiert werden.

- Keine lipdmischen,
Proben verwenden.

hamolytischen, ikterischen oder getriibten

8. ERWARTETE WERTE

Ohne Stimulation 1< 7.2 ng/ml

Nach Stimulation mit Metopyron 172 - 225 ng/ml

9. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Nur zur Verwendung in der IN VITRO DIAGNOSE

Sicherheit

Dieser Kit enthalt '»| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28
keV) und y (35,5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben
und darf nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung,
Verwendung und Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der
Gesetzgebung des Landes des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem
Fall darf das Produkt an Menschen oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von
Durchgangsverkehr in einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden.
Ein Logbuch fiir Protokolle und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die
Laborausriistung und die Glasbehélter, die mit radioaktiven Substanzen
kontaminiert werden kdénnen, missen ausgesondert werden, um
Kreuzkontaminationen ~ mit  unterschiedlichen = Radioisotopen  zu
verhindern.

Verschiittete  radioaktive =~ Substanzen mussen sofort  den
Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive
Abfélle miissen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien
der fir das Labor zusténdigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten
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der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven
Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit
europaischen und in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren
negativ fur HBsAg, anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte
Methode kann jedoch vollkommene Sicherheit liefern, dass menschliche
Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen
Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien, Serum oder
Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen. Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von
gesunden Tieren gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus
Landern in denen BSE nicht nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten
Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potentiell
ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer
in den AbfluBrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden.
Spllen Sie wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit viel
Wasser, um die Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in lhrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und W egwerfhandschuhe.

Revisionsdatum : 2011-02-28
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

Radioinmunoensayo para la determinacién cuantitativa de
11- Desoxicortisol (11-DOC) en Suero Humano

KIPI120000
PARA USO SOLO EN DIAGNOSTICO IN VITRO

€S

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. USO:

El 11-Desoxicortisol (Compuesto S) es un esteroide intermedio en la
biosintesis de los glucocorticoides. Es precursor del cortisol, y proviene
de la 17-hidroxiprogesterona después de haber sido transformado por la
11 beta hidroxilasa. Este parametro es de interés para el diagnéstico y el
monitoreo del tratamiento en caso de deficiencia enzimatica suprarrenal
de 11 beta hidroxilasa que produce la hiperplasia suprarrenal congénita
en nifios e hiperandrogenia en mujeres adultas

Bajo el control del hipotalamo-pituitaria y a través de la hormona
Adenocorticotrépica (ACTH), la secrecién de 11-Desoxicortisol sigue una
variacion nictemeral: alcanza su maximo punto en la mafiana (alrededor
de las 8 a.m.) y su minimo durante la noche (entre las 0 y las 4 a.m.)

La mediciéon del 11-Desoxicortisol puede realizarse en suero utilizando
métodos inmunolégicos competitivos (RIA).

La metopirona inhibe a la 11 beta hidroxilasa y la transformacién de 11-
Desoxicortisol a cortisol.
La prueba de metopirona es un indicador de las reserves de ACTH.

2. PRINCIPIOS DEL METODO:

El RIA de 11-Desoxicortisol obedece al ley de la accién de masa segun la
siguiente ecuacion :

11-DOC
-
Libre{ +Ab =7 Ligada{

2|~ 11-DOC Ab - % - 11-DOC
Debido a que las concentraciones del 11-DOC y de los anticuerpos
recubiertos son constantes, el desarrollo de la ecuacion depende de la
concentracion de 11-DOC. La cantidad de ?°| — 11-DOC ligada al tubo
recubierto es inversamente proporcional a la concentracion de 11-DOC
en la muestra.
Depués de la incubacion, el tubo es aspirado para remover el 11-DOC no
ligado restante.
Las concentraciones de las muestras de los pacientes se leen desde una
curva de calibracion.

Ab - 11-DOC

125| _

3. MATERIAL SUMINISTRADO Y ALMACENAMIENTO:

Almacenado entre 2 - 8°C, el material puede ser utilizado hasta la
fecha de caducidad indicada en cada etiqueta.

3.1. r 2 x 48 tubos de polipropileno (12 x 75 mm)
recubiertos con anticuerpos policlonales anti-11-DOC.

Siempre permita que los tubos recubiertos alcancen temperatura
ambiente antes de su empleo. Almacenar entre 2-8°C.

125,
3.2. 2% _ 11 DOC trazador analogo E

(amarillo, 52 mL) :

1 botella que contiene < 5 pCi (185 kBq) de 125I-e’tique’tado 11 DOC
tampoén andlogo con base proteica que contiene < 0.1% NaN; como
preservativo. Almacenar entre 2-8°C.

3.3. CAL 11-DOC Calibradores

5 viales, cada uno de 0.5 ml, que contienen 0.3, 1.5, 5, 20 y 65 ng/ml de
calibradores 11-DOC en suero humano con < 0.1% de azida de sodio
como preservativo. Almacenar entre 2-8°C. Pueden ser utilizados hasta
la fecha de caducidad impresa en cada etiqueta..

3.4. CAL n 11-DOC Calibrador Cero

Un vial de 1 ml, que contiene 0 ng/ml 11-DOC calibrador cero en suero
humano con < 0.1% de azida de sodio como preservativo. Almacenar
entre 2-8°C. Puede ser utilizado hasta la fecha de caducidad impresa en
la etiqueta.

3.5. Control 1-2

2 viales, liofilizados cada uno de 0.5, nivel | y nivel Il que contienen
niveles altos y bajos de 11-DOC en suero humano y de caballo con <
0.1% de azida de sodio como preservativo.

Almacenar entre 2-8°C. Puede ser utilizado hasta la fecha de caducidad
impresa en la etiqueta.

Antes de usar, reconstituya el contenido de los controles con 0.5 ml de
agua destilada.

WASH| SOLN |CONC| .
3.6. | Tampén Concentrado para Lavado

1 vial de tampon de lavado concentrado que contiene NaN; < 0.1 %.
Trasvasar la solucion a 700 ml de agua destilada.

Nota: Factor de conversion: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4. MATERIAL REQUIRIDO PERO NO SUMINISTRADO :

- Superficies de trabajo, protegidas con papel secante para reducir los
efectos de derrame radiactivo.

- Contenedores para desechos, marcados convenientemente y aptos
para materiales radiactivos sélidos o liquidos.

- Micropipetas manuales o automéaticas para dispensar las muestras o
los reactivos sin contaminacion cruzada.

- Papel secante.

- Bomba de vacio, conectada por una valvula, para la aspiracion.
- Bafio Maria

- Un contador de radiaciones gama

- Papel gréfico apropiado para anotar los resultados.

5. METODOLOGIA
5.1. Coleccion y manejo de las muestras de sangre :
La muestra de sangre puede ser coleccionada en un tubo seco.

Después de la separacion de los globulos rojos, las muestras de suero
pueden ser probadas inmediatemente, o después de 24 horas si se han
guardado entre 2 - 8°C, o después de un periodo de unos meses si se
guardan a -20°C. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

Para muestras de nifios menores de 2 afios, el 11-Desoxicortisol debe
ser examinado inmediatamente después de extraida la muestra.

5.2. Procedimiento del ensayo:

Los reactivos guardados entre 2°- 8° C. deben estar a temperatura
ambiente antes de su uso. No mezclar reactivos de baches diferentes.
Marcar los tubos para T (« Conteos Totales » no utilizar tubos
recubiertos) calibradores, muestras y controles.

Hacer el ensayo en duplicado. Calibradores, controles y muestras
deben ser procesados al mismo tiempo.

1. Curva de calibracion:
Pipetear 25 pl de cada calibrador en los tubos apropiados.

2. Muestras desconocidas y sueros de control:

Pipetear 25 pl de cada muestra o suero de control en los tubos
apropiados.

3. Agregar 500 pl de trazador 2% _ 11-DOC a cada tubo.
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4. Mezclar en agitador, cubrir e incubar por 2.5 horas a 37 + 2°C.

5. Cuidadosamente aspirar o decantar la soluciéon de cada tubo.
(Excepto los tubos de conteos totales) (antes de decantar, afiadir 2
ml de tampén de lavado a cada tubo).

6. Adadir 2 ml de solucion de lavado a cada tubo. Aspirar o decantar
cuidadosamente.

7. Contar la radiactividad fijada en cada tubo durante al menos 60
segundos.

5.3. Procesamiento de los datos:

Determinar la proporcién de recuento media para cada juego de tubos
en duplicado.

Calcular la razén B/B0 segun :

B/B0 % = [ CAL o muestra cpm / BO (CIO) cpm] x 100

Dibujar la curva de calibracién sobre papel semilogaritmico trazando la
razén B/BO % (escala linear) obtenida para cada calibrador versus su
concentracion  correspondiente  expresada en ng/ml  (escala
logaritmica). Las concentraciones de 11-DOC en las muestras se
pueden leer directamente de la curva de calibracion.

Si se utiliza un ordenador para calcular los resultados, los datos
pueden ser utilizados en la ecuacion apropiada: spline suavizado.

11-DOC Agregado
(ng/ml) (1:1 en 1,5 5 20 65
muestra de suero)
Teodrico (ng/ml) 0,85 2,6 10,1 32,6
11-DOC Ensayado 0.70 25 102 302
(ng/ml) ' ' ' '
% de recuperacion 82,4 96,2 101 92,6

6.4.

Prueba de dilucién :

La prueba de dilucién indica que hay identidad inmunolégica entre el 11-
DOC presente en la muestra y el 11-DOC usado para calibrar la prueba.

Factor de Dilucion 1 1/2 14 1 1/8 | 1716 | 1/32 | 1/64

11-DOC Ensayado | 46 1| 184 | 08| 47| 25| 1.1 | 06
(ng/ml)

Esperado 11-DOC | | 5005 10| 5 | 25 | 125 0,63
(ng/ml)

% de Recuperacion - 92 98 | 94 | 100 | 88 96

54. Ejemplo de un ensayo tipico:
Conteni cpm 1er [ com2do | Media | B/Bo n-
do duplicado [ duplicado| cpm (%) DOC
(ng/ml) (ng/ml)
Conteo total - 63015 62510 62762 - -
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
CAL 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
CAL 3 5 13246 13152 13199 41,7
CAL4 20 6369 6509 6439 20,3
CAL S5 65 3464 3480 3472 11
C1 Bajo - 22977 22569 22773 72 1
C, Alto - 13711 13699 13705 43,3 4,5
Muestra - 4172 4242 4214 13,3 45,2

6.5. Reproducibilidad:
Variacién dentro del Variacic
ariacion entre ensayos
ensayo P
e 8 réplicas
5 réplicas
Media o Media o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Serie 1 1,1 6,2 1,95 8,7
Serie 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Serie 3 28,3 7,7 36,85 15,1

7. LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

Ejemplo de un ensayo tipico, no utilizar para célculos

6. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO:

- Los resultados obtenidos de este u otro ensayo diagndstico deben
ser utilizados e interpretados solamente en el contexto de un
cuadro clinico general.

- No utilize especimenes lipémicos, hemolizados, ictéricos o turbios.

8. VALORES ESPERADOS

Sin Estimulo :<7,2ng/ml

Posterior a Estimulo con Metopirona 172 - 225 ng/ml

9. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Solo para uso en diagnéstico in vitro

Este kit contiene 1'%

(vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y
de rayos y (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por
personas autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos
radiactivos estan sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningun
caso el producto debera ser suministrado a humanos o animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una érea designada,
separada de areas de circulacion normal. Debera llevarse un libro de
registros de productos radiactivos utilizados. El material de laboratorio, y
vidrio que podrian estar contaminados con sustancias radiactivas
deberan ser aislados para evitar la contaminacién cruzada con otros

6.1. Especificidad Seguridad
Esteroide % Reactividad cruzada
11-desoxicortisol 100
17a Hidroxiprogesterona 5,6
Desxicorticosterona 0,46
Progesterona 0,59
Cortisol 0,09
Estradiol-17 b 0,03
Androstenediona, Corticosterona, N.D.
Dexametasona, Cortisona,
Testosterona, DHEA-S, radioisGtopos.
Aldosterona

6.2. Concentracién minima detectable de 11-DOC

La concentracién minima detectable ha sido probada a 0,11 ng/ml y
corresponde a la concentracion obtenida de dos desviaciones estandar
bajo el cpm medio de 20 determinaciones replicadas del calibrador cero.

6.3. Prueba de recuperacion:

Cuando los sueros con contenido desconocido de 11-DOC son
complementados agregandoles 11-DOC en volumenes iguales (1/1), se
obtiene una correlacion satisfactoria entre el resultado de 11-DOC tedrico
y ensayado.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de
acuerdo con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios
radiactivos deberan ser eliminados de acuerdo con las regulaciones y
normativas vigentes de la legislaciéon a la cual pertenezca el laboratorio.
El ajustarse a las normas basicas de seguridad radiolégica facilita una
proteccion adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido
examinados por métodos aprobados por la CEE y/é la FDA siendo
negativos para HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 y 2. No se conoce ningun
método que asegure que los derivados de la sangre humana no
transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por lo tanto el manejo de
los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.
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Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de
animales sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE
no ha sido informado. Sin embargo, los componentes conteniendo
substancias animales deberan ser considerados como potencialmente
infecciosos.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sédica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre
de las cafierias y producir azidas metélicas altamente explosivas.
Durante el proceso de lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por
el sumidero para evitar el almacenamiento de la azida.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en el area de trabajo. No
pipetear con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

Fecha de la revision: 2011-02-28
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT .

Test radioimmunologico per la determinazione quantitativa de I
11- Desossicortisolo (11-DOC) nel siero umano

KIPI120000
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. USO PREVISTO:

L’11-Desossicortisolo (Composto S) & uno steroide intermedio del
processo di biosintesi dei glucocorticoidi. Precursore del cortisolo, esso
deriva dal 17-idrossiprogesterone per azione della 11 beta idrossilasi.
Tale parametro trova particolare utilita nella diagnosi e monitoraggio del
trattamento del deficit enzimatico surrenalico dell’11 beta idrossilasi,
responsabile di iperplasia surrenalica congenita nel bambino e di
iperandrogenia nella donna adulta.

La secrezione di 11-Desossicortisolo, controllata dall’asse ipotalamico-
pituitario attraverso I'ormone Adrenocorticotropo (ACTH), segue un ritmo
nictemerale raggiungendo il suo livello massimo al mattino (8 a.m. circa)
e quello minimo durante le ore notturne ( 0-4 a.m.).

La misurazione dei livelli di 11-Desossicortisolo pud essere eseguita su
siero, utilizzando tecniche immunologiche basate sulla competizione
(RIA).

Il metopirone inibisce I'11 beta idrossilasi e la conversione dell'11-
Desossicortisolo in cortisolo.

Il test di determinazione del metopirone & un indicatore della riserva di
ACTH.

2. PRINCIPIO DEL METODO:

L’11-Desossicortisolo RIA obbedisce alla legge dell’azione di massa
conformemente alla seguente equazione :

11-DOC
‘e
Liber({ +Ab =7 Legato{

2|~ 11-DOC Ab - % - 11-DOC
Dal momento che le concentrazioni di 11-DOC e di anticorpi rivestiti
sono costanti, 'andamento dell’equazione dipende dalla concentrazione di
11-DOC. La quantita di 25| _ 11-DOC legata alla provetta rivestita &
inversamente proporzionale alla concentrazione di 11-DOC presente nel
campione.
Dopo l'incubazione, la provetta viene aspirata per rimuovere I'eccesso di
11-DOC etichettato non legato.
La concentrazione del campione paziente viene letta da una curva di
calibrazione.

Ab - 11-DOC

125| _

3. MATERIALE IN DOTAZIONE E RELATIVA CONSERVAZIONE:

Se conservato a 2-8°C, il materiale potra essere utilizzato fino alla
data di scadenza impressa su ciascuna etichetta.

3.1. r 2 x 48 provette in polipropilene (12 x 75 mm)
rivestite con anticorpi policlonali anti-11 DOC.

Lasciare sempre che le provette rivestite si portino a temperatura
ambiente prima di utilizzazione. Conservare a 2-8°C.

125,
3.2. ' | Tracciante analogo '®I - 11 DOC E
(giallo, 52 mL) :
1 flacone contenente < 5 uCi (185 kBq) di analogo 11 DOC 25| marcato,

in tampone proteico contenente < 0.1% NaN; come conservante.
Conservare a 2-8°C

3.3. CAL Calibratori 11-DOC

5 flaconi, da 0,5 ml ciascuno, contenenti i calibratori 11-DOC da 0.3, 1.5,
5, 20 e 65 ng/ml, in siero umano, con < 0,1% di sodio azide come
conservante. Conservare a 2-8°C. Da utilizzarsi entro la data di scadenza
riportata sull'etichetta.

3.4. CAL n Calibratore Zero 11-DOC

Un flacone da 1 ml, contenente il calibratore zero da 0 ng/ml di 11-DOC,
in siero umano, con < 0,1% di sodio azide come conservante. Conservare
a 2-8°C. Da utilizzarsi entro la data di scadenza riportata sull’etichetta.

3.5. Control 1-2

2 flaconi, liofilizzati, da 0,5 ml ciascuno, contenenti alti e bassi livelli (livelli
I e ll) di 11-DOC in siero umano e di cavallo, con < 0,1% di sodio azide
come conservante.

Conservare a 2-8°C. Da utilizzarsi entro la data di scadenza riportata
sull’etichetta.

Prima dell'uso, ricostituire il contenuto dei controlli con 0,5 ml di acqua
distillata.

| WASH | SOLN

3.6. |CONC| Tampone di Lavaggio Concentrato

1 flacone di soluzione tamponata concentrata contenente sodio azide
(NaN; < 0,1 %). Versare la soluzione in 700 ml di acqua distillata.

Nota: Fattore di conversione: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4. MATERIALI RICHIESTI MA NON IN DOTAZIONE:

- superfici di banco protette con carta assorbente per ridurre gli effetti
in caso di versamento di sostanze radioattive.

- contenitore per smaltimento dei rifiuti appositamente etichettato ed
adatto ai materiali radioattivi solidi o liquidi.

- micropipette di precisione manuali o automatiche per I'erogazione di
campioni o reagenti senza possibilita di contaminazione crociata.

- carta assorbente.

- pompa a vuoto per aspirazione collegata tramite un sifone
intercettatore

- Bagnomaria
- un contatore gamma a scintillazione
- carta millimetrata idonea per tracciare i grafici dei risultati.

5. METODOLOGIA:

5.1. Raccolta e manipolazione dei campioni di sangue:
Il campione di sangue pu0 essere raccolto in una provetta asciutta.
Dopo la separazione dai globuli rossi, sara possibile testare i campioni
di siero immediatamente, nell’arco delle 24 ore se conservati a 2-8°C
oppure dopo molti mesi se conservati a —20°C. E necessario evitare
ripetuti congelamenti e scongelamenti.
Nel caso di campioni di sangue appartenenti a bambini di eta inferiore
ai due anni, I'11-Desossicortisolo dovra essere dosato immediatamente
dopo una fase di estrazione.

5.2. Procedimento del test:

Prima dell'uso, portare a temperatura ambiente i reagenti conservati a
2-8°C. Non miscelare reagenti provenienti da lotti diversi. Etichettare
le provette dei calibratori T (« Conteggi totali » non utilizzare provette
rivestite), campioni e controlli.

Eseguire il test in duplicato. Eseguire il test contemporaneamente a
calibratori, controlli e campioni.

1. Curva di calibrazione:

Pipettare 25 pl di ciascun calibratore nelle provette corrispondenti.

2. Controlli di contenuto non noto e campioni:
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Pipettare 25 pl di ciascun campione o del siero di controllo nelle
provette corrispondenti.

3. Aggiungere 500 pl di tracciante 125 _ 11-DOC in ogni provetta
4. Porre su vortex, coprire e incubare per 2,5 ore a 37 + 2°C.

5. Aspirare con cautela o lasciare decantare (prima della decantazione,
aggiungere a ogni provetta 2 ml di soluzione di lavaggio) la soluzione
di tutte le provette. (eccetto le provette dei conteggi totali).

6. Aggiungere a ciascuna provetta 2 ml di soluzione di lavaggio.
Aspirare o lasciare decantare con cautela.

7. Contare la radioattivita fissata in ciascuna provetta per almeno 60
secondi.

Quando sieri a contenuto noto di 11-DOC sono stati addizionati con
eguali volumi di 11-DOC (1/1), & stata ottenuta una correlazione
soddisfacente tra valore di 11-DOC riscontrato e valore teorico.

11-DOC Aggiunto
(ng/ml) (1:1 in 1,5 5 20 65
campione di siero)
Teorico(ng/ml) 0,85 2,6 10,1 32,6
Riscontrato11-DOC 0,70 25 10.2 30,2
(ng/ml)
% Recupero 82,4 96,2 101 92,6

5.3. Elaborazione dei dati:

Determinare l'indice medio di conteggio relativo a ogni serie di provette
in duplicato.

Calcolare il rapporto B/BO procedendo come segue:

B/B0 % =[ Cpm CAL o Campione / Cpm BO (CAL 0)] x 100

Disegnare la curva di calibrazione su carta semilogaritmica tracciando il
rapporto B/BO % (scala lineare) ottenuto per ogni raffronto
calibratore/rispettiva  concentrazione, espresso in pg/ml (scala
logaritmica). Le concentrazioni di 11-DOC nei campioni possono essere
lette direttamente dalla curva di calibrazione.

Se si utilizza un computer per calcolare i risultati, i dati potranno essere
inseriti alla seguente equazione: spline smussata

6.3. Test di Diluizione

Il test di diluizione evidenzia l'identita immunologica tra 11-DOC presente
nel campione e 11-DOC utilizzato per la calibrazione del test.

54. Esempio di test tipico:

Fattore di Diluizione 1 1/2 14 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64
1-DOC (ng/ml) | 45 1| 184 | 98| 47| 25| 11| 06
Riscontrato
1-DOC (ng/ml) | | 5505| 10| 5 | 2,5 | 1,25 0,63
Atteso
% Recupero - 92 98 | 94 | 100 | 88 96
6.4. Riproducibilita:
Variabilita intra saggio Variabilita inter saggio
5repliche 8 repliche
Mean o Mean o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Gruppo 1 1,1 6,2 1,95 8,7
Gruppo 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Gruppo 3 28,3 7,7 36,85 15,1

Contenu cpm 1st | cpm2nd | Media | B/Bo -
o duplicato | duplicato cpm (%) DOC
(ng/ml) (ng/ml)
Conteggi
pvcad - 63015 | 62510 | 62762 - -
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
CAL 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
CAL 3 5 13246 13152 13199 41,7
CAL 4 20 6369 6509 6439 20,3
CALS5 65 3464 3480 3472 11
Ci - 22977 22569 22773 72 1
Basso
C, Alto - 13711 13699 13705 43,3 4.5
Ca";pion - 4172 | 4242 | 4214 | 133 | 452

Esempio di test tipico, da non utilizzare per i calcoli

6. CARATTERISTICHE DI PRESTAZIONE:
6.1. Specificita

Steroide % Reattivita crociata
11-desossicortisolo 100
17a ldroprogesterone 5,6
Desossicorticosterone 0,46
Progesterone 0,59
Cortisolo 0,09
17 b Estradiolo 0,03
Androstenedione, Corticosterone, N.D.

Desametasone, Cortisone,
Testosterone, DHEA-S,
Aldosterone

6.2. Concentrazione minima rilevabile di 11-DOC

La concentrazione minima rilevabile & stata testata a 0,11 ng/ml e
corrisponde alla concentrazione ottenuta da due deviazioni standard
inferiori al cpm medio delle 20 determinazioni replicate del calibratori zero.

Test di Recupero

7. LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

- Utilizzare e interpretare i risultati ottenuti con questo o con qualsiasi
altro kit diagnostico esclusivamente nell’ambito di un quadro clinico
generale.

- Non utilizzare campioni lipemici, emolizzati, itterici o torbidi.

8. VALORIATTESI

Senza stimolazione 1< 7,2 ng/ml

Dopo stimolazione con Metopirone 172 —225 ng/ml

9. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Solo per uso DIAGNOSTICO IN VITRO

Sicurezza

Il kit contiene 2| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5
keV) ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo
sono soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud
essere somministrato ad esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola
materiale radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in
propri contenitori in appositi locali che devono essere interdetti alle
persone non autorizzate. Deve essere tenuto un registro di carico e
scarico del materiale radioattivo. I materiale di laboratorio e la vetreria
deve essere dedicato alluso di isotopi specifici per evitare cross-
contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono
essere smaltiti secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso
rispetto delle norme per l'uso di sostanze radioattive fornisce una
protezione adeguata agli utilizzatori.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi
approvati da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati
negativi per HBs Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono
disponibili metodi in grado di offrire la certezza assoluta che derivati da
sangue umano non possano provocare epatiti, AIDS o trasmettere altre
infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di siero o plasma
secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali
sani. | componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono
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stati segnalati casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i
prodotti di origine animale come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide
come conservante. La sodio azide pud reagire con piombo rame o ottone
presenti nelle tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive.
Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.
Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i
reattivi con pipette a bocca.

Data di revisione: 2011-02-28
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

PadioavoooAoyikdg TpoadiopioOg Yia TOV TTOCOTIKO TTPOCSI0PpITHO TNG
11- deoogukopTi{6Ang (11-DOC) o€ avlpwTivo 0pd
KIPI120000
Mébvo yia IN VITRO AIAFNQZXTIKH xprion

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. NPOOPIZOMENH XPHZH:

H 11-0ecogukopti{dAn (Evwon S) eival éva evOIGUETO OTEPOEIDEG TNG
BlooUvBeong Twv YAUKOKOPTIKOEIdWY. ATToTeAeil TTPAdpopo pépIo TNG
KOPTICOANG Kal TTpoépxeTal ammd Tn 17-udpofuTrpoyeoTepdvn WETA TNV
emidpaon g 11  B-udpofuldong. H TapdueTpog auth  eival
evdlagépouca yia Tn diIdyvwon Kal Tnv TrapakoAolBbnan Tng Bepatreiag
o¢  TIEPITITWOEIG  ETTIVEQPIBIOKAG  QAVETTAPKEIAG Tou  £VQUPOU 11-B
udpouAdon n otroia gival UTTEUBUVN YIO TN OUYYEVH UTTEPTTAQCIO TWV
EMIVEPPISiWYV OTa TTAIBIG KAl TNV UTTEPAVOPOYOVaIUia Ot  EVAAIKES
YUVOQIKEG.

H ékkpion NG 11-0e00EUKOPTICOANG ep@aviCel nuepAaia diakUpavan utrd
Tov €éAeyxo TOU dGfova UTTOBAAQUOU-UTTOQUONG HECW TNG OPUOVNG
adevokopTikoTpotrivng (ACTH): Trpooeyyifel pia péyiatn Tigr To TTpwi
(YUpw oTIg 8 TT..) Kal pia AayioTn 1o Bpddu (petagl 0 kai 4 TT.4.)

H pérpnon Tng 11-0e06EUKOPTICOANG PTTOPET VO EKTEAEDTEI OTOV OPO HE TN
XpPron avoooAoyIKwy PeBddwY avraywvioTikou TUTTou (RIA).

H petuparmévn avaoTéhel Tnv 11 B-udpofuAdan kai Tn petaTpoti Tng 11-
O8e00EUKOPTICOANG OE KOPTICOAN. .
H dokiyacia peTupatrévng atroteAei Oeiktn Twv atmoBepdtwy Tng ACTH.

2. BAZIKH APXH THX MEOOAOQY:

To 11-Desoxycortisol RIA utrakoUgl o010 vOuo Opdong Twv palwv
oUuQWVa PE TNV TTapakdaTw egicwon:

11-DOC -
EAeUGspr{ +Ab 7 Awpsupévn{

2 _11-DOC

Ab - 11-DOC

Ab - ' - 11-DOC
EQOOOV O GUYKEVTPWOEIS TNG 22l — 11-DOC Kal TwV ETTIOTPWHEVWV
AvTICWUATWY €ival aTabepég, n TPGodog TNG giowaong s&aPTdTm amd T
ouykévipwon TG 11-DOC. H moodtnTta TnG deouEUPEVNG % _11-DOC
OTO  €TMIOTPWHEVO  OCwANvApIo  gival  avTIoTPOPWS  avaloyn  Tng
ouykévtpwong Tng 11 DOC oTo deiyua.

Merd Tnv  emwaocn, Yivetal avappo@non TOU  TTEPIEXOMEVOU  TOU
owAnvapiou yia Tnv amoudkpuvon Tng TTEPIcOEIag TNG €AEUBeEPNG,
onuaopévng pe 2’1 11-DOC.

O1 ouykevipwoelg Twv OelyudTwy Twv agBevwv diaBadovial og pia
KQUTTUAN BaBuovéunong.

3. NAPEXOMENA YAIKA KAI ®YAAZH:

Otav @uAdooovtal otoug 2 - 8° C, Ta UAIKG ptTopoUv va
XPNoipotroinfouv éwg TNV nuepopnvia ARENG TTou avaypd@eTal o€
KABE ETIKETA.

3.1. r 2 x 48 owAnvdpia amd mToAutrpoTruAévio (12 x
75 mm) emMOTPWHEVA PE TTOAUKAWVIKG avTiowpaTa avti- 11-DOC.
AQrVETE OUCTNUATIKA TO ETMIOTPWHEVD CwAnNVdpia va @BAvouv o€
Beppokpaaia dwuaTtiou TPV TN Xprion. AtrobnkeloTe oToug 2-8°C.

125,
3.2. 2% . 11 DOC E avéAoyo-ixvneitng (kitpivo, 52
mL) :
1 @IdAn, Trou TrepIéxel < 5 uCi (185 kBq) onuaouévou pe 129) avaAoyo NG
11 DOC og mpwrevouxo puBuioTikd didAupa TTou Trepiéxel < 0.1% NaNg
wg ouvtnenTikd. ATroBnKeUoTE oToug 2-8°C.

3.3. cAL 11-DOC BaBpovountég

5 @iaAidia Twv 0.5 ml ékaaTo, TTou Trepiéxouv 0.3, 1.5, 5, 20 ka1 65 ng/ml
BaBuovountwy 11-DOC og avBpwivo opd ue < 0.1% adidlo Tou vaTpiou
wg ouvtnpenTikd. AtroBnkeloTe oToug 2-8°C. Mrropei va xpnaoipotroinei
€WG TNV NUEPoPnvia ARENG TTou avaypdgeTal o€ KAOE ETIKETA.

3.4. CAL n 11-DOC Mnd&vikdg BaduovopunTtig

‘Eva @iahidio, 1 ml, mou mepiéxel 0 ng/ml 11-DOC  pundevikou
BaBuovounty og avBpwtivo opd pe < 0.1% adidlo Tou vaTtpiou wg
ouvtnenTikd . ATroBnkeloTe atoug 2-8°C. M1ropei va xpnoipoTroinBei £wg
TNV NUEPONNVia ANENG TTou avaypA@eTal OTNV ETIKETA.

3.5. Control 1 -2

2 @iahidia, AuogiAottoinuéva, 0.5 ml ékaaoTto, emirédou | kai etmirédou
TTOU TTEPIEXOUV XaunAd kal uynAd emireda 11-DOC og avBpwTivo opd
Kal € 0p6 aAdyou e < 0.1% adidlo Tou vaTpiou wg oUVTNPENTIKS .
Amobnkelote otoug 2-8°C. Mmopei va xpnolgotroinBei éwg TNV
nuepopnvia ARENG TTou avaypaeTal og KABE ETIKETA.

Mpiv amré Tn xprion, va avacuoTaBolv Ta TTEPIEXOPEVA TwV SIAAUPATWY
eAéyxou pe 0.5 ml atrooTaypévou vepou.

| WASH | SOLN | CONC |

3.6. ZUMTTUKVWHEVO PUBMIOTIKG SidAupa

mwAUong
1 @oAidio puBuioTiIkoU SlaAupatog pe ouvinenTiko: NaNs (<0,1%).
ApaIwOTE TO TTEPIEXOMEVO TOU QIOAIDIOU PE ATTOOTAYUEVO VEPO PEXPI TO
700 ml (TeAIkG OyKOG.

Inueiwon: ZuvteAeoTnG peTaTpotg: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4.  YAIKA NMOY ANAITOYNTAI AAAA AEN NAPEXONTAI:

- Em@dveieg TTAYKOU TTPOOTATEUPEVEG PE ATTOPPOPNTIKO XaPTi yia va
HEIWBOUV o1 EMTITWOEIG aTTd TTITaIAIopaTa padievepyou UAIKOU.

- Aoxeia améppiYng amoBAATWY oOnuaouéva OTTWG TTPETTEl  Kal
KATtdAANAa yia oTeped A uypd padievepyd UAIKA.

- Mn autépaTteg ) auTOPATOTTOINUEVEG MIKPOTTITTETEG aKPIBEIag yia Tn
dlavouy Twv OJelyhATWY 1 Twv avTidpacTnpiwv Xwpeig Kivduvo
eTMINOAUVONG.

- ATToppo@nTIKOS XapPTi.

- AvTAia Kevou ouvdedepévn HEOW OIPOVIOU, YIa avappoenaon

- Emwaotipag otoug 37° C

- ATTapIBuNTAG OTTIVENPICUWY Y aKTIVOBOAIQG.

- XopTi  ypagnudtwy  KatdAAnho  yia

QATTOTEAEOPATWV.

TV amotuTTwon  Twv

5. MEOOAOAOTIIA:

5.1. ZuAAoyr| Kai XEIPIOPOS TWV SEIYUATWY AipaTog:

To deiyua aipartog Ytropei va GUAeXBei o€ €va oTeyvo cwAnvdplo.

Metd améd diaxwpiopd amd Ta epubpd aigoo@aipia, Ta deiypata opou
pTTOpOUY va uTroRdAAovVTal o€ TTPOGBIOPIoUO AUECWG, EVTOG 24 WPWV, av
@uAdooovtal oToug 2 - 8° C, 1] apydtepa, PETA aTTO pIa TTEPIODO €WG Kal
QAPKETWV PNVWY, av uAdooovtal atoug -20° C. Mpétrel va atrogedyeTtal n
ETTOVEIANUPEVN KATAWUEN Kal aTToywugn.

Ma deiypata Taidikdv KATw Twv 2 €TWV, N 11-0e00EUKOPTICOAN TIPETTEN Va
TTPoadIopifeTal apéowg PETA aTrd éva Brpa ekXUAIONG.

5.2. Aiadikagia Tou TTPoadIopIouou:

Ta avmidpaotipia TToU @UAdooovtal oToug 2°- 8° C Trpémel va
pBdoouv ot Beppokpaaia dwuatiou TPV aTTd TN XpAoN. Aegv TTPETTEN
VO aVOUEIYVUETE avTIOPOOTAPIO aTTO DIOPOPETIKEG TTOPTIOEG. ZNUAVETE
Ta owAnvapia yia T («Total» [ueTpgelig  Tou IXvnBETN], MN
XPNOIUOTTOIEITE  €MOTPWHEVA CwAnvdpia), Toug Pabuovountég, Ta
OeiypaTa Kal Toug 0poUg eAEYXOU.

EkteAéoTe TOv TTpoodiopioud €1g diTAolv.  Or1 BabuovounTég, ol opoi
eAéyxou Kkal Ta deiyyata TTPETTEl va uTToRBAAAOVTQI o€ TTPOadIoPICUO
TauTéXPOVO.
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1. KaumuAn BaBuovéunong:

Alaveipete e mTéTa 25 pl ammd kdbe BabuovounTr) oTa avrioToiXa
owAnvapia.

2. AsiyyaTa Kal 0poi EAEyYouU:

Alaveipete pe mmméTa 25 pl amd kaBe deiyya ) opd eAéyxou oTa
avTioTolxa cwAnvapia.

3. Npoodéate 500 pl 1xvnBETN 2% _ 11-DOC o ke owAnvdapio.

4. Avapeite pe avapeiktn oTpoBiAiogol  (vortex) , KaAUwTe Kai
eTTWAoTE 2.5 wpeg oToug 37 + 2°C.

5. Avoppo@roTe TIPOOEKTIKG A peTayyioTe (TTpIv ammrd Tn PETAYYION
TpooBéoTe 2 ml amd 1o SidGAupa TTAUONG o€ KABs TwAnvdapio) To
OI6AuUPa OAwv Twv cwAnvapiwy. (EKT6G atmmd Ta owAnvdapia TTou
a@opoUV TIG UETPATEIG TOU IXVNOETN [“total’[).

6. MNpocBéote 2 ml amd 1O diGAupa TTAUONG Ot KABe GwAnvapio.
Avappo@noTe i JETAYYIOTE TTPOTEKTIKA.

7. Metpriote Tn Oeoueupévn o KABE owAnvdpio padievépyela ETTi
TOUAdIoTOV 60 BEUTEPOAETTTA.

6. XAPAKTHPIZTIKA ANOAOZHE:
6.1. Eidikdérnta

2TEPOEIDES % AlaoTaupoUpevn
avTI®POCTIKOTATA
11-0e00§uUKOpPTICOAN 100
17a YdpogutrpoyeoTepdvn 5,6
A€00EUKOPTIKOOTEPOVN 0,46
MpoyeaTepdvn 0,59
KopTICOAN 0,09
17 b-O101padioin 0,03
AvdpooTevedidvn, KopTikooTepdvn, Aev avixveluTnke
Ae€apebagovn, Koptigovn,
TeoTtooTepdvn, DHEA-S,
AAdooTepdVN

5.3. Eme€epyaaia dedoyévwv:
Mpoodiopiote TN péon TIUAR KPOUCEWV yia KGBe Of€T  OITTAWY
owAnvapiwv.
YtroAoyioTe 10 Adyo B/BO wg akoAolbwg:

B/BO % = [Mpdtutro didAupa  cpm deiyuatog / BO (Mpdtutro didAupa
0) cpm] x 100

2xedIdoTE TNV KAPTIUAN BaBuovéunong o€ nuIAoyapiBuIké  xapTi
aTroTuTTivovTag To Adyo B/BO % (ypappikn KAipaka) TTou éxel AngOei
yla kaBe Babuovountry €vavil TNG AVTIOTOIXAG TOU CUYKEVTPWONG,
ek@pacpévng ae ng/ml (AoyapiBuikn kKAipaka). O cuykevipwoelg 11-
DOC og deiypata gival duvatdv va avayvwoTolv atreubeiag amoé n
KOUTTUAN BaBuovounong.

AV XPNOIUOTTOIEITAI NAEKTPOVIKOG UTTOAOYIOTAG YA TOV UTTOAOYIOHO TWV
atroTeAeopdTwy, Ta dedopéva eival duvaTtov va TTPOCAPPOCTOUV OTNV
KAT@AANAN e€iowaon: opahotroinuévn KauTruAn spline.

54. Mapadelypa evog TUTTIKOU TTPO0dIopIoUOU:
Ejf:xé' 1° cpm 2° cpm MéonTip | B/Bo | 11-DOC
(ng/ml) emavaAnyn | emavaAnyn cpm (%) (ng/ml)
MeTproeig
TOU
VNBET - 63015 62510 62762 - -
("total")
MpdTuto
SicGAUpa 0 0 31865 31445 31655 100
MpdTuto
SidAupa 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
MpdTuto
SicAUpa 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
MpdTuto
Sicihupia 3 5 13246 13152 13199 41,7
MpdTuto
SicAUpa 4 20 6369 6509 6439 20,3
MpdTuto
SicAupa 5 65 3464 3480 3472 11
BaBuovo-
unTAG 1 - 22977 22569 22773 72 1
XOHNArG
TIHAG
BaBuovo-
unTrg 2 - 13711 13699 13705 43,3 4.5
uynAng
TIHAG
Aciypa - 4172 4242 4214 13,3 45,2

Mapdadelypa evog TUTTIKOU TTPOoaSIopicHoU (VA BN XPnoigoTtroindsi
yia utTtoAoyiopoug)

6.2. EAaxiotn avixvedoiun ouykévipwaon 11-DOC

H eAdxiotn avixveloiun ouykévipwaon éxel rpoadiopioTei ota 0,11 ng/ml
KAl QVTIOTOIXEl OTnN OUYKEVIPWON TIOU TTOPEXETAl aTTO OUO TUTTIKEG
amokAioelg KATw amd 10 péoo cpm 20  emavaAapBavouevwv
TTPOCGOIOPICUWY TOU PNdEVIKoU BaduovounTh.

6.3. Aokiyaoia avakTnong:

Otav og opoUg yvwoTAg TrepiekTikOTNTag 0  11-DOC, n 11-DOC
evioyxuetal pe mpoobnkn 11-DOC og igoug dykoug (1/1), TTPOKUTITEI Hia
IKOVOTTOINTIKF CUCXETION WETAgU TG BewpnTIKAG Kal TnG peTpolpevng 11-
DOC.

MpooTiBéuevn 11-DOC

(ng/ml) (1:1 o€ deiypa 1,5 5 20 65
0pou)
OewpnTikA (ng/ml) 0,85 2,6 10,1 32,6
Metpoupevn 11-DOC 0,70 25 10.2 30,2
(ng/ml)
% avaktnon 82,4 96,2 101 92,6

6.4. Aokiyaoia apaiwaong :

H dokiyaoia apaiwong deikviel TTWG uPioTaTal avoooAOYIKr) TauTnon
peragu g 11-DOC Tou umrdpyel oto Oeiypa kal Tng 11-DOC TTOU
XpnoiyoTrolgital yia Tn Babuovéunaon Tng dokiyaaciag.

ZuvteAeoTr 1 12 | 14| 18| 1116 | 1/32 | 1/64
apaiwang
Merpolpevn 11-DOC | 4 11 184 | 98| 47| 25| 1.1 | 06
(ng/ml)
Avapevouent1-DOC | 155 05| 10 | 5 | 25 | 125 063
(ng/ml) ’ ' ’ ’
% AvakTtnon - 92 98 | 94 | 100 | 88 96

6.5. Avatrapaywyiudérnra:

AlakUpavon HETASU
SI0QPOPETIKWV
TPOCSIoPICHWYV
8 eTTavaARyewv

AilakOpavon ota TAdicla Tou
idlou TpoodiopiopoU
5 gmavaARPewv

mionm | sy | Miemmi | oy
Meiypa 1 1,1 6,2 1,95 8,7
Meiypa 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Meiypa 3 28,3 7,7 36,85 151

7. NEPIOPIZMOZ THZ AIAAIKAZIAX

- Ta amoreAéoparta TTou Aapfdvovral atrd To TTapdv ) OTToIOdATTOTE
GA\o dlayvwoTiKO KIT Ba TTPETTEl va XpnoigotroloUvTal Kal va
€pUNVEVOVTAl HOVO OTO TTAQIOIO PIAG YEVIKOTEPNG KAIVIKAG EIKOVAG.

- Mnv  XpnolhoTTOIEiTE  AITTAIMIKG,  QIJOAUMEVA,
Oeiypara.

IKTEPIKA 1} BoAG
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8. ANAMENOMENEZ TIMEX
Xwpig diéyepon :<7,2ng/ml

MeTd atr6 di€yepon e peTupaTTévn 172 — 225 ng/ml

9. NPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIX
Mévo yia IN VITRO AIAFNQZTIKH xpion

Aoggalciag

To KIT QuTO TTEPIEXEI TO 125 (Xpbvog nuICwnNG: 60 NUEPES), MIa padievepyn
ouacia n otroia eKTTEUTTEN lovifouoa akTivoBoAia X (28 keV) kai y (35.5
keV).

Auté TO padievepyd TIpoidv eivar duvatd va PeETapepBei Kal va
xpnoiyotroinBei pévo amd e¢ouaiodotnuéva droua. H ayopd, @UAagn,
Xpron kai avraAAayr) padievepywv TTPOIOVTWY UTTOKEIVTAI GTN VOUOoBETia
TNG XWPAg Tou TEAIKOU XProTn. & KOYia TTePITTTwon Oev TTPETTEl va
XOpnyeital To TTpoidv o€ avBpwITouS i {Wa.

‘OAog o xelpiopdg Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEl va eKTEAEITAl O€
KaBopIoPEVO  XWPO, HOKPIG OTT0 XWPOUG TaKTIKAG OléAeuong. ZT0
EPYAOTAPIO TTPETTEl va dlaTnpPEiTal NUEPOAGYIO yia TNV TTapaAarn) Kai Tn
@UAagn padievepywyv UAIKWV. EEOTTAIONOG Kkai yudAiva okeln Tou
gpyaoTnpiou, Ta omoia Ba ptTopoUcav va PJoAuvBoUv Pe padlevepyEég
ouaieg, Ba TTPETTEl va QUAGCTOVTaI O€ EEXWPIOTO XWPO Yia TNV TTPOANWN
ETMIUOAUVONG TWV dIAPOPWY PABIOICOTOTTWV.

Tuxdv OIopPOEG PABIEVEPYWV UYPWV TTPETTEl Vo KaBapifovTal auéowg
oupewva Pe TIG dladikaaieg ao@AAeiag atro padievépyela. Ta padievepyd
ammoBANTa TTPETTEl v  ATTOPPITITOVTAlI CUU@QWVA  HE TOUG  TOTTIKOUG
KAvovIouoUG Kal TIG KATEUBUVTAPIEG OdNYIEG TWV aPXWV TTOU €XOUV
dikaiodoaia aTo gpyaaTiplo. H TApnon Twv BacikKwy Kavovwy acg@aAeiag
atrd padleveépyEla TTAPEXEI ETTAPKNA TTPO0TACIA.

Ta ouoTaTik@ avBpwITivou aipaTog TTou TrepIAauBavovTal oTo KIT autod
éxouv eAeyxBei pe peBOdOUG eykekpiuéveg oTnv Eupwtmn rf/kal ammd Tov
FDA ka1 éxel dlammoTweei OT1 €ival apvnTIKE WG TTPOG TNV TTapouaia
HbsAg, avr-HCV, avti-HIV-1 kai 2. Kapia yvwoTr) péBodog Oev eival
OuvaTd va Trapéxel TTARpPn Sloo@AaAion 6T TTapdywya Tou avBpwITivou
aipatog 8¢ Ba peradwoouv nmarinda, AIDS 1 dAAeg AopWwEEls.
Etropévwg, o XeIpIouog avridpaoTnpiwy, SelyudTwy opou | TTAdopaTog
Ba TrpéTTel va yiveTal cUPQWVA WE TIG TOTTIKEG OIOBIKATIEG TTEPI AOPAAEIQG.
OAa 10 wikd TTpoidvTa Kal TTapdywya €Xouv oUAAEXBei atmd uyin Jwa.
Ta Béeia ouoTaTIKG TTPOEPXOVTAl ATTO XWPEG OTTOU Jev ExEl avapePBEi
BSE. Map' 6A" autd, ouoTaTika TTou TTEPIEXOUV CWIKEG ouaieg Ba TTPETTEl
VO AVTIMETWTTICOVTAI WG dUVNTIKWS HOAUCHATIKA.

ATTOQEUYETE OTTOIOOATIOTE ETTAQPH TOU OEPUATOG HE  AVTIOPOCTAPIO
(xpnoipotroigital agidio Tou varpiou wg ouvinenTikG). To adidlo aTo KIT
autd evdéxeTal va avTidpaoel Je HOAUBDO Kal XOAKS Twv USPAUAIKWY
OWANVWOEWVY Kal Vo OXNMATIOEI JE TOV TPOTTO QUTO IBIAITEP EKPNKTIKG
agidia yeTdAAwv. Kard tn didpkeia Tou BAPATOG TTAUONG, EKTTAUVETE TNV
ATTOXETEUON ME MPEYAAN TTooOTNTA VEPOU, yia TNV TIPOANWN Tuxov
ouoowpeuong agidiou.

Mnv KatTviCeTe, PNV TTIVETE, PNV TPWTE KAl PN XPNOIUOTTOIEITE KAAAUVTIKA
OTO XWPO £pyaciag. Mnv dIAVEUETE PE TTITTETA XPNOIUOTTOIVTAG TO OTONA
0ag. XpNOIYOTTOIEITE TTPOCTATEUTIKO POUXIOHO Kal YAVTIA pIag Xpriong.

Huepounvia avaBewpnong: 2011-02-28
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11-DESOXYCORTISOL-RIA-CT

Radioimunoensaio para Determinagdo Quantitativa de
11- Desoxycortisol (11-DOC) em Soro Humano

KIPI120000
SOMENTE PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 90

1. Intencédo de uso:

O 11-Desoxicortisol (Composto S) é um esteroide intermediario na
biosintese de glucorticoides. Precursor do cortisol, ele vem da 17-
hyroxiprogesterona apds a agdo da 11 beta hidroxilase. Este parametro é
interessante para o diagnostico e em seguida para o tratamento nos
casos de deficiéncia enzimatica surrenal na 11 beta hidroxilase que é
responsavel pela hiperplasia surrenal congénita em criangcas e mulheres
adultas.

Sob o controle hipotalamico-pituitario via horménio Adrenocorticotrépico
(ACTH), a secregao de 11-Desoxicortisol segue uma variagao nictemeral:
alcanga a maxima na manha ( por volta das 8:00 ) e a minima durante a
noite (entre 0:00 e 4:00 )

A medida de 11-Desoxicortisol pode ser realizada em soro usando
métodos de competigdo imunoldgica (RIA).

A metopirona inibe a 11 beta hydroxilase e a conversédo de 11-
Desoxicortisol em cortisol.
O teste da metopirona é um indicador da reserva de ACTH.

2. PRINCIPIO DO METODO:

O RIA 11-Desoxicortisol obedece a lei da acdo da massa atuando de
acordo com a equagao a seguir :

11-DOC
‘e
Livre{ +Ab =7 Ligada{

2|~ 11-DOC Ab - "I - 11-DOC
Desde que as concentragdes de TF e anticorpos adsorvidos s&o
constantes, o estado de progresso da equagéo depende da concentragao
de TF. A quantidade de 2 TF ligado ao tubo adsorvido é
inversamente proporcional a concentragéo de TF na amostra.
Seguindo a incubagéo, o tubo é aspirado para remover o excesso de T
marcado nao ligado.
Concentracdo das amostras de pacientes sdo lidas na curva de
calibragéo.

Ab - 11-DOC

125| _

3. MATERIAL FORNECIDO E ESTOCAGEM:

Estocado a 2 - 8°C, o material pode ser usado até o prazo de
validade impresso em cada etiqueta.

3.1. r 2 x 48 Tubos de Polistireno (12 x 75 mm)
adsorvidos com anticorpos policlonais anti-11 DOC.

Permita que os tubos adsorvidos alcancem a temperatura ambiente antes
do uso. Estoque a 2-8°C.

125,
3.2. 125 _ 11 DOC E marcador analogo (amarelo, 52
mL) :
1 frasco, contendo < 5 uCi (185 kBq) de '2%|_marcado 11 DOC analogo
em tampao de base protéica contendo < 0.1% NaN3 como preservativo.
Estoque a 2-8°C.

3.3. cAL Calibradores 11-DOC

5 frascos, 0.5 ml cada, contendo 0.3, 1.5, 5, 20 e 65 ng/ml de
calibradores 11-DOC em soro humano com < 0.1% azida sédica como
preservativo. Estoque a 2-8°C. Pode ser usado até a data de validade
marcada em cada etiqueta.

34. ca | o | Calibrador Zero11-DOC

Um frasco, 1 ml, contendo 0 ng/ml de calibrador zero 11-DOC em soro
humano com < 0.1% de azida sédica como preservativo. Estoque a 2-
8°C. Pode ser usado até a data de validade marcada em cada etiqueta.

3.5 -CONTROL -N Controle1 -2

2 frascos, liofilizados, 0.5 ml cada, nivel | e nivel Il contendo niveis altos
e baixos de 11-DOC em soros humanos e equinos com < 0.1% azida
sodica como preservativo.

Estoque a 2-8°C. Pode ser usado até a data de validade marcada em
cada etiqueta.

Antes do uso, reconstitua os conteudos dos controles com 0.5 ml de
agua destilada.

WASH| SOLN |CONC| .
3.6 | Tampéo de Lavagem Concentrado

1 frasco de solugédo tampao concentrado contendo azida sodica (NaN3z <
0.1 %). Coloque a solugdo em 700 ml de agua destilada.

Nota: Fator de conversédo: 1 ng/ml = 2.886 nmol/L
1 nmol/L = 0.3465 ng/ml

4. MATERIAL REQUERIDO MAS NAO FORNECIDO :

- bancada, protegida por papel absorvente para reduzir os efeitos da
contaminag&o pela radioatividade.

- containers para descarte do lixo, apropriadamente marcado e
apropriado para materiais radioativos liquidos e sélidos.

- micropipetas manuais ou automaticas para dispensar amostras ou
reagentes sem contaminag&o cruzada.

- papel absorvente.

- bomba de vacuo, para aspiragao.

- banho maria

- contador de cintilagdo gamma

- papel grafico apropriado para plotar os resultados.

5. METODOLOGIA
5.1. Coleta e manuseio das amostras de sangue :

A amostra de sangue pode ser coletada dentro de um tubo seco.
Apods separacgdo das células vermelhas, as amostras de soro podem ser
analisadas imediatamente, dentro de 24 horas se estocadas a 2 - 8°C,
ou mais tarde, apds um periodo superior a alguns meses, se estocadas a
-20°C. Deve-se evitar repetidos descongelamentos e congelamentos.
Para amostras de criangas com menos de 2 anos de idade, o 11-
Desoxicortisol deve ser analisado imediatamente apds o passo de
extragéo.

5.2 Procedimento do ensaio:

Reagentes estocados a 2°- 8° C. devem ser colocados a temperatura
ambiente antes do uso. N&o misture reagentes de diferentes lotes.
Marque os tubos para T (« ContagemTotal » ndo use tubos
recobertos) calibradores, amostras e controles.

Realize o ensaio em duplicata. Calibradores, controles e amostras
devem ser analisados ao mesmo tempo.

1. Curva calibradora:
Pipete 25 ul de cada calibrador dentro dos tubos correspondentes.

2. Desconhecidos e soro controle:

Pipete 25 pl de cada amostra ou soro controle dentro dos tubos
correspondentes.

3. Adicione 500 pl de marcador'?| — 11-DOC para cada tubo.
4. Vortex, cubra e incube por 2.5 horas a 37 + 2°C.

5. Cuidadosamente aspire ou decante (antes de decantar , adicione 2
ml de solugdo de lavagem em cada tubo) a solugdo de todos os
tubos. (Exceto tubos de contagem total).
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6. Adicione 2 ml de solugéo de lavagem em cada tubo. Aspire ou
decante cuidadosamente.

7. Conte a radioatividade fixada em cada tubo por pelo menos 60
segundos.

% recuperagéo 92,6

82,4 ‘ 96,2 ‘ 101

5.3 Processando os dados:
Calcule a proporgao B/BO como a seguir :

B/B0 % = [ CAL ou amostra cpm / BO (CAL 0) cpm] x 100
Desenhe a curva calibradora em papel semilogaritmico plotando a
proporgéo B/BO % (escala linear) obtida de cada calibrador versus sua
respectiva concentragdo expressada em pg/ml (escala logaritmica).
Concentragdo de 11-DOC nas amostras podem ser lidas diretamente da
curva calibradora.

Se o computador € usado para calcular os resultados, os dados devem
ser ajustados para equagao apropriada : smoothed spline.

5.4 Exemplo de um ensaio tipico:

Contenu cpm 1st | cpm2nd | Média | B/Bo -
do duplicata | duplicata cpm (%) DOC
(ng/ml) (ng/ml)
Conta-
gem - 63015 62510 62762 - -
Total
CALO 0 31865 31445 31655 100
CAL 1 0,3 27429 28004 27711 87,6
CAL 2 1,5 20079 19803 19941 62,9
CAL 3 5 13246 13152 13199 41,7
CAL4 20 6369 6509 6439 20,3
CAL S5 65 3464 3480 3472 11
C+ Baixo - 22977 22569 22773 72 1
C, Alto - 13711 13699 13705 43,3 4,5
Amostra - 4172 4242 4214 13,3 45,2

Exemplo de ensaio tipico, ndo use para calculos

6 PERFORMANCE CARACTERISTICAS:
6.2 Especificidade

6.5 Teste de diluigéo :
O teste de diluigéo indica se ha identidade imunoldgica entre 11-DOC
resente na amostra e o0 11-DOC usado para calibrar o teste.

Fator de diluigdo 1 1/2 174 1/8 | 116 | 1/32 | 1/64
Analisadot1-DOC | 4 4| 184 | 98| 47| 25| 1.1 | 06
(ng/ml)
Esperadol1-DOC | | 5005| 10| 5 | 25 | 1,25/ 0,63
(ng/ml)
% Recuperado - 92 98 | 94 | 100 | 88 96
6.6 Reprodutibilidade:
\Variacdo dentro do ensaio|Variacdo entre os ensaios
5 replicatas 8 replicatas
Mean o Mean o
(ng/mL) HCV (ng/mL) HCV
Pool 1 1.1 6,2 1,95 8,7
Pool 2 3,7 5,2 5,48 11,5
Pool 3 28,3 7,7 36,85 15,1

Esteroide % Reacao-cruzada
11-desoxicortisol 100
17a Hidroxiprogesterona 5,6
Desoxicorticosterona 0,46
Progesterona 0,59
Cortisol 0,09
Estradiol-17 b 0,03
Androstenediona, Corticosterona, N.D.
Dexametasona, Cortisona,
Testosterona, DHEA-S,
Aldosterona

6.3 Concentragdo minima detectavel de 11-DOC

Concentragdo minima detectavel tem sido analisada a 0,11 ng/ml e
corresponde a concentragdo dada por dois desvios padrées abaixo da
média com 20 determinagdes replicadas do calibrador zero.

6.4 Teste de Recuperagéo:
Quando soros contendo uma quantidade conhecida de 11-DOC
recebem adicdo de 11-DOC em quantidades iguais (1/1), uma correlagéo
satisfatoéria entre 11-DOC tedrico e analisado é obtido.
Adicionado 11-
DOC (ng/ml) (1:1
em amostra de
Soro)
Teoricamente
(ng/ml)

Analisado 11-DOC
(ng/ml)

1,5 5 20 65

0,85 2,6 10,1 32,6

0,70 2,5 10,2 30,2

7 LIMITACAO DO PROCEDIMENTO

- Os resultados obtidos deste ou de outro kit de diagnéstico devem
ser usados e interpretados somente dentro do contexto de um
quadro clinico.

- N&o use amostras lipémicas, hemolizadas, ictéricas ou turvas.

8 VALORES ESPERADOS

Sem estimulagéo :<7,2ng/ml

Apbs estimulagdo com Metopirona 172 — 225 ng/ml

9  CUIDADOS E PRECAUCOES

Somente para diagnéstico IN VITRO

Seguranga

Este kit contém "% (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e
y (35.5 keV) ionizantes. Este produto radioactivo pode apenas ser
transportado e utilizado por pessoal autorizado: a compra,
armazenamento, utilizag&o e troca de produtos radioactivos estéo sujeitas
a legislagdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode ser
administrados a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulagdo radioactiva deve ser efectuada em local préprio e
exclusivo para tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo
para a recepgdo e armazenamento de material radioactivo. O
equipamento do laboratério e equipamento de vidro que possa ser
contaminado com radioactividade, deve ser segregado para evitar
contaminagéo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer derrame de
material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioprotecgéo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de
acordo com a legislagao vigente e as regras do laboratério. A adesé&o as
regras basicas da seguranca com radioactividade, fornece a protecgao
adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados
por métodos aprovados pela legislagéo europeia e/ou FDA e dados como
negativos para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Nao existe nenhum
método, até agora conhecido, que oferega total seguranga quanto a
impossibilidade de transmissao de hepatite, HIV ou outras infecg¢des, por
via do sangue humano. Por isso, deve manipular os reagentes, o soro ou
o plasma de acordo com as regras locais de seguranga, quanto a
materiais potencialmente infecciosos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos
de animais saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem
casos notificados de BSE. No entanto, todos estes componentes devem
ser manipulados como sendo potencialmente infecciosos.

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sédica
como conservante). A azida pode reagir com o chumbo e com o cobre
das canalizagbes e formar compostos explosivos. Rejeitar com
abundante quantidade de agua corrente para evitar acumulagdes destes
compostos.

Nao fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nao

pipete com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de protecgéo e
luvas.
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

WASH | SOLN | CONC Wash solution concentrated
cAL 0 Zero cdibrator
cAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 125 | conC Tracer concentrated
Ab | 125 | coneC Tracer concentrated
i Tubes
INc | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | sE Specimen diluent
oL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethylene glycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cons | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

b,

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB Non-specific binding
2ndAb 2nd Antibody
ACD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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Symboles utilisés
Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
cAL N Cadlibrateur #
CONTROL | N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque detitration

Ab | HRP HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat
SToP | SOLN Solution d'arrét

Nc | =R Sérum dincubation

BUF Tampon
Ab AP AP Conjugué
suB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Null kaibrator
cAL N Kalibrator #
CONTROL | N Kontrolle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag 1251 CONC

Tracer Konzentrat

Ab 1251 CONC

Tracer Konzentrat

lij Réhrchen
INC | BUF Inkubationspuffer
ACETONITRILE Azetonitril
SERUM Humanserum
oL | sE Probenverdiinner
oL | BUF Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT | mmnadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionsl6sung
PEG Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Eluierungsl6sung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl dsung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

cony | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLN Stoppl &sung

INC | sER Inkubationsserum

BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | PnPP Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP | CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

ass | BUF Assaypuffer
Ab | BIOT Biotin-Konjugat
Ab Spezifischer Antikorper

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catél ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Control #
Ag | 1280 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag | 1251 | conc Trazador concentrada
Ab | 1251 | conc Trazador concentrada
lij Tubos

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

biL | ca Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucién de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

GEL Cartuchos Bond Elut Silica
PRE | SOLN Solucion de Pre-tratamiento
NEUTR | SOLN Solucién de Neutralizacion
TRACEUR | BUF Tampon de trazador

Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

suB | BUF Tampon de sustrato
STOP | soLN Solucion de Parada
INC | ser Suero de Incubacion
BUF Tampdn
Ab AP AP Conjugado
suB | PneP Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB Uni6n no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo
IESEE Tampén de Acidificacion
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

CcAL 0 Calibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag | 1251 | cONC Marcato concentrato
Ab | 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | sE Diluente campione
DL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT |rm~unoamorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

Ag | HRP | conc HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato
cHrom | TMB | cone Cromogena TMB concentrato
CHROM | TMB Soluzione cromogena TMB
suB | BUF Tampone substrato

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg ypriong

Oeppokpacio amobikevong

Huepopnvia Anéng

Ap1Bpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTaoELg

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CONTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvéaplo

INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Adidopa apaioong derypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Adhopa ovocHGTIoN G
PEG ToAvatbvievoyAvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydiong
ELU | SOLN Aidopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprtiov Bond Elut

PRE SOLN

Adhopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdeTépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithoddTong
Al RP HRP Z0evypa
Ag HRP HRP Z0evypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PouBpiotiko dtddvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
stoP | soLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo
INC | SR Opog emdaong
BUF PuBuiotikd dddvpa
Ab AP AP Z0Cevypa
SUB | PNPP PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagdo

Temperatura de conservaggo

Utilizar antes de

Caodigo delote

NUmero de catél ogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

@ziiﬁﬁm%@
ol |Z =

[}

r

Contetido suficiente para<n> testes

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

cAL 0 Calibrador zero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL | N Controlo #
Ag | 1280 Marcador
Ab 1251 Marcador
Ag | 1251 | conc Marcador concentrada
Ab | 125 | conc Marcador concentrada
lij Tubos

iNc | BuF Tamp&o de incubagéo
ACETONITRILE Acetonitrilo
SERUM Soro
oL | se Diluidor de espécimes
oL | Bur Tampéo de diluicdo
ANTISERUM Anti-soro
IMMUNOADSORBENT Imunoadsorvente
biL | ca Diluente do calibrador
REC | SOLN Soluggo de Reconstituigio
PEG Polietileno-glicol
EXTR | soLN Solugéo de Extracéo
e | soN Soluggo de Eluigéo
GEL Cartuchos de silicaBond Elut
PRE | SOLN Soluggo de pré-tratamento
NEUTR | SOLN Soluggo de neutralizacéo
TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador
Placade micro titulaggo
A | HRe HRP Conjugagéo
Ag | HRP HRP Conjugagdo

HRP Conjugagdo concentrada

HRP Conjugagdo concentrada

Conjugue o tampéo

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solugéo Cromogénica TMB

suB | BUF Tampéo de substrato
STOP | SOLN Solucéo de Paragem
N | =R Soro deincubagéo
BUF Tampéo
Ab AP AP Conjugacéo
SUB | PNPP Substrato PNPP

Concentrado conjugado de biotina

Concentrado HRP de avidina

Tampéo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

Estreptavidina HRP concentrado

NSB Ligagdes néo especificas
2ndAb Anticorpo secundério
| ACID | BUF | Tampéo de acidificagéo
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