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ADRENOCORTICOTROPIC IMMUNORADIOMETRIC ASSAY

1. INTENDED USE
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.

This kit is intended for the quantitative determination of human adrenocorticotropic
hormone (ACTH) in EDTA plasma. The measurement of plasma ACTH is used in the
diagnosis of adrenal dysfunctions.

2. SUMMARY AND EXPLANATION

The measurement of ACTH in human plasma has been of great clinical interest for
many years. In 1948 Sayers et. al. described a method for determining ACTH based on
its bio-activity." Since that time radioimmunoassays (RIA) measuring ACTH were
developed but were based on a primary antibody which did not measure biological
activity. The DiaSorin ACTH IRMA is designed to detect whole molecule ACTH (1-39).
ACTH IRMA is a more sensitive method for the detection of ACTH in plasma than RIA,
allowing for clearer differentiation of normal and ACTH-suppressed levels.?

ACTH is a secretory !)roduct of the pituitary adrenocorticotrophic cells within the
anterior pituitary gland.” It is synthesized as part of a large 265 amino acid precursor
molecule POMC (proopiomelanocortin).> ACTH is a 39 amino acid hormone with the
following structure:
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
The sequence 1-13 is the same as alpha melanocyte stimulating hormone. Sequence
1-26 is considered the active portion of the molecule and is required for full biological
activity.*
The ACTH molecule is a basic protein and labile to the action of proteolytic enzymes. It
functions by increasing the synthesis and release of all adrenal corticosteroids from the
adrenal cortex including cortisol, aldosterone, and the adrenal androgens. The major
factors effecting ACTH release include CRH (corticotropin releasing hormone), free
cortisol concentration in plasma, stress and the sleep-wake cycle. Control of ACTH
concentration is mediated through a negative feedback mechanism and the central
nervous system. ACTH rises in response to reductions in plasma cortisol levels.
Conversely, as cortisol rises, ACTH release is inhibited at the level of the pituitary.

ACTH is secreted by the pituitary gland in a pulsatile manner but follows an overriding
diurnal rhythm. Levels of ACTH in the normal individual are typically highest in the early
morning (6-8 A.M.) and lowest late in the day. Because of this, it is customary to
perform ACTH blood draws early in the day. Conditions that have been demonstrated
to upset the normal diurnal rhythm include Cushing’s syndrome and ectopic ACTH
syndrome as well as physiologic stress such as surgery.®®

ACTH results are used in conjunction with other diagnostic assays to evaluate patients
with various diseases involving the adrenal cortex. Cushing’s syndrome is a metabolic
disorder resulting from an increased production of cortisol by the adrenal gland. The
diagnosis of Cushing’s syndrome depends upon the demonstration of increased
cortisol production and the lack of dexamethasone suppression. Once the diagnosis
has been established, further testing is performed to determine its cause.>*™ This
syndrome is commonly caused by adrenal hyperplasia, secondary to pituitary ACTH
overproduction. The overproduction of cortisol is due to either hypersecretion of
pituitary ACTH or ectopic production of ACTH by nonendocrine tumors.

The term “Cushing’s Disease” is traditionally used to define an individual who has an
ACTH-producing pituitary tumor; however, it is used by some clinicians to describe anyone
who has hypersecretion of pituitary ACTH regardless of the presence of a tumor.

When Cushing’s syndrome is caused by excessive secretion of pituitary ACTH,
elevation of ACTH may occur. The site of ACTH production in corticotroph
microadenomas has been localized using the technique of bilateral inferior petrosal
sinus catheterization."""?



Ectopic ACTH syndrome is another possible cause of Cushing’s syndrome. In these
patients, non-endocrine malignant tumors produce high levels of ACTH and POMC
resulting in very high cortisol production which is not subject to feedback inhibition at
any level."

When Cushing’s syndrome is due to a primary adrenal abnormality, such as an adrenal
tumor, the adrenal gland acts independently of ACTH and pituitary secretion is sup-
pressed. These patients have very low or undetectable ACTH concentrations and no
response is seen with dexamethasone suppression or metyrapone stimulation tests.?
Adrenal insufficiency, is a condition which leads to inadequate cortisol production.
It can be due to a primary inability of the adrenal to produce sufficient quantities of
cortisol or secondary failure due to insufficient production of ACTH. The basal ACTH
concentration of patients with primary adrenocortical insufficiency (Addison’s disease)
will be markedly elevated. When these patients are administered endogenous ACTH,
the adrenals are unresponsive. Secondary adrenal insufficiency is caused by pituitary
ACTH deficiency. Plasma ACTH levels may help to distinguish between primary and
secondary adrenal insufficiency, since they are elevated in the former and reduced or
absent in the latter.3

Nelson’s syndrome is a condition caused by the development of large pituitary tumors
in patients who have undergone bilateral adrenalectomy for Cushing’s syndrome.
ACTH levels are typically followed in these patients to help monitor clinical course and
response to therapeutic regimens.'>®

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The DiaSorin ACTH IRMA is a highly specific and sensitive immunoradiometric assay for
the measurement of human ACTH 1-39. This is accomplished using two ACTH anti-
bodies, each one specific for different regions of the ACTH molecule. The iodinated tracer
used in this system contains a purified polyclonal goat antibody specific for ACTH 26-39
and an iodine-125 labeled monoclonal antibody specific for ACTH 1-17. When samples
are incubated with the tracer and mouse anti-goat coated polystyrene beads, the ACTH-
specific antibodies will bind to the ACTH present in the sample. Only ACTH 1-39 present
in the sample will bind to both antibodies to form an antibody complex. The unbound
radioactivity is washed away and the radioactivity bound to the bead is measured.
Concentrations of ACTH present in the sample are directly proportional to the radioactivity
measured. Results are calculated by comparing the CPM’s of each sample to the CPM'’s
for the ACTH calibrators included with the kit.

4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

ACTH IRMA Calibrator 0 1 vial/ 5.0 mL 1 vial/ 5.0 mL

ACTH IRMA Calibrators (1-5) 5 vials/ 2.0 mL 5 vials/ 2.0 mL

ACTH IRMA Beads 1 container/ 65 beads 2 container/ 65 beads
ACTH IRMA Tracer 2 vials/ 2 mL 4 vials/ 2 mL

ACTH IRMA Wash Solution 1 vial/ 50 mL 1 vial/ 50 mL

ACTH IRMA Controls (Levels 1-3) 3 vials/ 2.0 mL 3 vials/ 2.0 mL
Number of tests 65 130

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store all
reagents at 2-8°, unless mentioned otherwise below, until the expiration date on the
label. Reagents should not be used past the expiration date. The expiration date of the
kit is reported on the external label and corresponds to the expiration date of the tracer.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming. Store all
reconstituted reagents as recommended below. Reagents from different batches must
not be mixed.



41 ACTH IRMA Calibrators (0-5): lyophilized reagent

Set of six synthetic ACTH (1-39) calibrators, at concentrations ranging from
0-1500 pg/mL, in ACTH-free human plasma with stabilizers and 0.1% sodium azide
added as preservative. Exact concentration values are assigned with each lot.
Calibrators are calibrated against synthetic human ACTH (1-39). The HPLC-purified
synthetic human ACTH was tested and found to react equivalently to the synthetic
human ACTH (1-39) obtained from the National Hormone and Pituitary Program
(University of Maryland). The kit calibrators demonstrate commutability with patient
samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic
test as recommended. Reconstitute 0 calibrator with 5.0 mL purified water.
Reconstitute calibrators 1-5 with 2.0 mL of purified water. At room temperature, rotate
calibrators for 25 - 30 minutes or let stand for 60 minutes with frequent mixing until
contents are completely dissolved. Mix thoroughly before using. Store the reconstituted
calibrators as follows:

For periods up to 5 days: Store at 2-8°C.

For prolonged storage (kit expiration) between use: Store at -15°C or lower.

The calibrators (including the 0 calibrator) can be frozen and thawed up to three times.
Calibrators may be held at room temperature for a maximum of four 1 hour intervals
during their storage at 2-8°C.

4.2 ACTH IRMA Beads: ready to use reagent
Polystyrene beads are coated with polyclonal mouse anti-goat antibody.

4.3 '] ACTH IRMA Tracer: ready to use reagent

Each vial contains 2 mL of polyclonal goat anti-ACTH and '#| labeled-mouse
monoclonal anti-ACTH diluted in buffered serum containing red dye and 0.1% sodium
azide.

4.4 ACTH IRMA Wash Solution Concentrate: liquid solution

Contains a concentrated buffered surfactant. Prepare a working wash solution by
diluting the entire vial contents to a final volume of 500 mL with distilled or deionized
water.

4.5 ACTH IRMA Control, Levels 1-3: lyophilized reagent

Human plasma is spiked with the appropriate amount of synthetic human ACTH.
0.1% sodium azide and other stabilizers are added. Reconstitute each vial with 2.0 mL
of purified water. At room temperature, rotate controls for 25-30 minutes or let stand
with frequent mixing for 60 minutes until contents are completely dissolved. Mix
thoroughly before using. Treat each control as an unknown sample. The range of
concentrations of each control is reported on the certificate of analysis and indicates
the limits established by DiaSorin for control values that can be obtained in reliable
assay runs.Store the reconstituted controls as follows:

For periods up to 5 days: Store at 2-8°C.

For prolonged storage (kit expiration) between use: Store at -15°C or lower.

The controls can be frozen and thawed up to three times. Controls may be held at room
temperature for a maximum of four 1 hour intervals during their storage at 2-8°C.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.
Not for internal or external use in humans or animals.

REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL

Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by a U.S. FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected.



This product may also contain other human source material for which there is no
approved test. Because no known test method can offer complete assurance that
hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV)
or other infectious agents are absent, all products containing human source material
should be handled in accordance with good laboratory practices using appropriate
precautions as described in the U.S. Centers for Disease Control and
Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories,” 4" ed., May 1999 or current edition.

REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 7.2 uCi (266 kBq) of iodine-
125. Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the storage,
handling, and disposal of this material. For practitioners or institutions receiving
radioisotopes under a general license: This radioactive material may be received,
acquired, possessed and used only by physicians, veterinarians in the practice of
veterinary medicine, clinical laboratories or hospitals, and only for in vitro clinical or
laboratory tests not involving internal or external administration of the material, or the
radiation therefrom, to human beings or animals. Its receipt, acquisition, possession, use
and transfer are subject to the regulations and the general license of the U.S. Nuclear
Regulatory Commission or of the state with which the Commission has entered into an
agreement for the exercise of regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali
detergent or radiological decontamination solution. Any glassware used must be
rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the
regulations and conditions of your specific license.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from
the radioactivity printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and
the tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date
where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.
INDICATIONS OF POSSIBLE DETERIORATION OF KIT REAGENTS

6.1 A shift in the slope or position of the calibrator curve from what is normally
obtained.

6.2 A decrease in maximum binding.
6.3 High nonspecific zero binding.
6.4 Poor duplicate values.

L o



7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION OF PLASMA
Four hundred microliters of EDTA plasma are required to assay the specimen in
duplicate in the ACTH IRMA. Heparinized samples should not be utilized in the ACTH
IRMA. Grossly icteric, hemolyzed or lipemic samples should not be used.

Blood should be collected aseptically by venipuncture in a 5 or 10 mL EDTA vacutainer
tube. Mix sample by gentle inversion and immediately place on crushed ice. Centrifuge
sample within 30 minutes of time collected. Centrifugation should be performed for
15 minutes using approximately 1500 x g*. Immediately remove plasma from cells using a
plastic pipette and transfer into a polypropylene/polystyrene tube. Store plasma samples
at 2-8°C prior to assay, provided the assay can be performed within 4 hours. If the
samples can not be assayed within 4 hours, samples must be stored at -20°C. Samples
may be stored at 2-8°C for up to 4 hours or at —20°C for up to 6 months.

NOTE: DiaSorin studies on freshly drawn samples show an average decrease of
20-35% in ACTH concentrations after on e freeze thaw. Minimal changes were
observed after three subsequent freeze thaws.

A study (n = 50) was done using siliconized versus non-siliconized tubes. The
geometric mean for the silconized tubes was 28.8 pg/mL (2SD range 13.9-59.7). The
geometric mean for the non-silconized tubes was 26.7 pg/mL (2SD range 12.4-57.5).
8. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED
8.1 Disposable polypropylene or polystyrene tubes, 12 x 75 mm.
Borosilicate glass tubes may not be used.
8.2 Test tube rack.
8.3 Gamma counter capable of counting iodine-125.
8.4 Vortex mixer.
8.5 Pipetting devices:
a. Micropipettor calibrated to deliver 50 yL and 200 pL.
b. Repeating dispensers, calibrated to deliver 50 pL, 200 pL and 1 mL.

c. Volumetric pipettes for reconstituting controls and calibrators; 2.0 mL and
5.0 mL.

8.6 500 mL graduated cylinder.

8.7 Parafilm or equivalent for covering test tubes.

8.8 Teflon-coated forceps or other device for dispensing beads.
8.9 Aspiration unit.

8.10 Purified water for component reconstitution.

9. ASSAY PROCEDURE
Allow all reagents to come to room temperature prior to use.
9.1 Reconstitution of ACTH IRMA Calibrators / Controls

a. Remove lyophilized ACTH IRMA Calibrators and Controls from the
refrigerator.

b. Using a volumetric pipette, add 2.0 mL of purified water to ACTH IRMA
Calibrators and Controls. Similarly, add 5.0 mL of purified water to the
ACTH 0 Calibrator.

c. Gently tap the bottles to dislodge the lyophilized pellet and mix gently.

d. At room temperature, rotate calibrators and controls for 25 - 30 minutes or
let stand with frequent mixing for 60 minutes until contents are completely
dissolved. Mix thoroughly before using.

e. Reconstitution is complete when all solutions appear homogeneous.

*g = (1118 x 10°®) (radius in cm) (rppm)?



10.

9.2

Preparation of ACTH IRMA Wash Solution.

The ACTH IRMA Working Wash Solution Concentrate is diluted 10X in purified

water to give a working strength solution.

a. Empty the 50 mL bottle containing the Concentrate into a 500 mL
graduated cylinder.

b. Following the addition, rinse the bottle contents with purified water and
add the rinse of the concentrate to the 500 mL cylinder.

c. Bring the final volume of the 500 mL cylinder to 500 mL with the continued
addition of purified water. Stir to ensure complete dissolution of any
precipitated material and uniform mixing. Label this material ACTH IRMA
Wash Working Solution.

9.3 Set up properly labeled 12 x 17 mm polypropylene/polystyrene tube, in duplicate.

Add reagents to the tubes as follows:
a. Calibrator 0

200 pL Calibrator 0

50 pL 2| ACTH IRMA Tracer (red)
b. Calibrators (1-5)

200 pL Calibrator

50 pL 2| ACTH IRMA Tracer (red)
c. Controls and unknown samples

200 pL sample

50 pL 2| ACTH IRMA Tracer (red)

9.4 Vortex the rack containing all tubes three times for 1-2 seconds each. Tube
contents should not be allowed to foam.

9.5 Dispense one ACTH IRMA bead into each tube (except the Total Count tubes)
with Teflon-coated forceps or suitable dispenser for handling beads. (Do not
use fingers.)

9.6 Cover the tubes with parafilm or equivalent.

Incubate the tubes for 20 (+2) hours at 18-25°C. Record temperature at the

beginning and the termination of the assay.

Following the 20 (+2) hour incubation, the tubes are washed as outlined below:

a. Aspirate the reaction mixture into an appropriate container for radioactive
waste.

b. Wash each tube with the ACTH IRMA Working Wash Solution.

Wash the bead by vigorously dispensing 1 mL of Working Wash Solution into

each test tube with sufficient force to raise the bead from the bottom of the test

tube. Aspirate following each wash step. Repeat the wash procedure two times

for a total of three washes.

9.7 Measure the radioactivity present in each tube using a gamma counter. Tubes
should be counted for 1 minute or longer (see Limitations of Procedure
section).

PROCEDURAL COMMENTS

10.1 When adding beads to the tubes, tilt the test tube rack slightly and allow

beads to roll into the tubes. This will prevent excessive splashing of the test
solution. Do not handle beads with fingers.

10.2 Pipette 1251 ACTH IRMA Tracer to the lower one third of the test tube.

10.3 Samples reading greater than the highest calibrator must be diluted with

0 Calibrator and re-assayed.
10.4 All patient samples MUST be kept on ice until assayed.
10.5 To obtain optimal kit performance beads must be thoroughly washed.



10.6 No assay drift was observed in assays up to 130 tubes.

10.7 In order for a laboratory to completely monitor the performance of an IRMA
there are additional factors which may be checked. DiaSorin suggests a
check of the following parameters to assure consistent kit performance.

a. Maximum Binding
Counts per minute (CPM) of “5” Calibrator Tube)

b. Nonspecific Binding
CPM of 0 Calibrator Tube

11. QUALITY CONTROL

Each laboratory must include at least one high and one low control in every assay, to
monitor assay performance. Commercially available controls or the 3 reference
controls provided with the kit may be utilized. The kit controls contain ACTH at
concentrations typical of normal and elevated patient ranges. The kit controls have
been assayed using the DiaSorin ACTH IRMA kit. The range of concentrations of each
control is reported on the certificate of analysis and indicates the limits established by
DiaSorin for control values that can be obtained in reliable assay runs.

The controls used should be treated as unknown specimens and assayed in duplicate.
Quality control charts should be maintained by the laboratory to follow performance of
the controls. Control results should be analyzed by statistical methods that adequately
evaluate trends. Acceptable performance limits should be determined by the individual
laboratory for each level of control using statistically based methods designed to detect
both random and systematic errors. Control results must meet the laboratory’s criteria
for acceptability prior to reporting patient test results. "

12. CALCULATION OF RESULTS
To determine the concentration of ACTH found in unknown and control samples, a
calibrator curve is prepared with every assay using the calibrator concentrations stated
on the vial labels. Values for unknowns are generated as follows:
12.1 Calculate the average CPM for each calibrator, control, and unknown sample.

12.2 Using log-linear graph paper, plot the CPM of each calibrator level on the
ordinate (Y-axis) against the calibrator concentration on the abscissa (X-axis).

NOTE: Automated data reduction programs may also be utilized in the
analysis of data. DiaSorin utilizes Multi-Calc (Pharmacia) with a log-CPM
smooth-SPLINE fit program. Other data reduction methods must be validated
before incorporating for regular use.

12.3 Interpolate the levels of ACTH in the samples from the plot.

12.4 If any unknown sample reads greater than the highest calibrator, it should be
diluted with O calibrator and reassayed.

12.5 If an unknown sample has been diluted, correct for the appropriate dilution
factor.

12.6 Values less than Calibrator 1 but greater than 1.5 pg/mL (assay sensitivity)
may be estimated using the formula:
CPM (unknown)
Values of unknown x Value of Cal. 1
CPM (Ca1. 1)
12.7 The reportable range of the assay falls within the concentration of the highest
calibrator and assay sensitivity.

Sample Data
Typical sample data and a calibrator curve for ACTH IRMA are shown in TABLE | and
Figure 1; this information is for reference only and should not be used for the
calculation of any value. This data was generated with fresh tracer.




Data Reduction
The DiaSorin QC lab

uses a smoothed spline curve fit.

TABLE |
DiaSorin ACTH IRMA Sample Data
Duplicate Average Conc.
Tube CPM CPM (pg/mL)
Calibrator 0 563 577
591
Calibrators (pg/mL)
1(9.9) 1,562 1,627
1,692
2(23.3) 3,348 3,367
3,385
3(96.1) 11,573 11,519
11,464
4 (328) 35,676 35,551
35,426
5(1330) 104,713 102,148
99,583
Unknown Samples
1 3,999 4,132 30
4,264
2 13,668 12,831 109
11,993
3 41,418 41,488 387
41,557
ACTH IRMA SAMPLE CALIBRATOR CURVE
1200
| 7
cPM
2000(
i
o T
1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)
FIGURE 1



13. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

13.1 Counting times should be sufficient to reduce statistical error (for example,
accumulation of 2,000 counts will yield 5% error; 10,000 counts will yield
1% error).

13.2 All ACTH results must be interpreted carefully with the overall clinical
presentations and other supportive diagnostic tests.

14. EXPECTED VALUES
DiaSorin Inc. recommends that each testing laboratory establish its own reference
(normal) range.

Normal Range
Each laboratory should establish its own normal range. A normal range has been
established by DiaSorin using 100 frozen EDTA plasma samples from apparently
healthy volunteers (50 females, 50 males). Samples were drawn in non-siliconized
tubes between 7-10:00 a.m. from fasting (overnight) donors. The geometric mean was
found to be 18.5 pg/mL with a 2 S.D. range of 6.0 to 56.7 pg/mL.

15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

15.1 Precision
Within-run and total precision were determined using CLSI Document EP5-T2. Each of
three sites assayed four controls in duplicate over twelve operating days.

Within - run Precision (values = pg/mL).

Sample Number Mean Value S.D. % C.V.
1 32.7 1.37 4.20
2 58.0 2.05 3.53
3 194 4.90 2.53
4 773 41.97 5.43

Total Assay Precision (values = pg/mL).
The data was combined from three sites.

Sample Number Mean Value S.D. % C.V.
1 32.7 1.88 5.8
2 62.0 6.15 9.9
3 194 9.04 4.7
4 817 87.6 10.7

Low end precision was further evaluated at DiaSorin as follows:

Between - run Precision (values = pg/mL).
Each sample was assayed in 10 separate assays.

Sample Number Mean Value S.D. % C.V. n
1 8.65 0.496 5.74 10
2 10.67 0.527 4.94 10
3 257.0 8.126 3.16 10

Within - Assay Precision (values = pg/mL).
Each sample was run as 10 replicates in a single assay.

Sample Number Mean Value S.D. % C.V. n
1 8.6 0.411 4.78 10
2 10.39 0.437 4.21 10
3 260.7 9.22 3.54 10




15.2 Trueness: The assay trueness has been checked by the linearity test and the
recovery test.
Linearity
Two EDTA spiked samples and one EDTA spiked pool were diluted with O calibrator.
Results are summarized below, (values = pg/mL).

Sample I Corrected
Number Dilution Measured for dilution
1 Undiluted >E Cal.
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Undiluted 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Pool Undiluted >E Cal.
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
Accuracy

Representative data from three pooled samples were spiked with ACTH 1-39 to
determine the recoveries, (values = pg/mL).

Background ACTH Expected Measured Percent
Value Added Value Value Recovery
Pool 1 5 224 20.4 91.1

17.4 25 42.4 37.6 88.7

50 67.4 59.8 88.7

75 92.4 81.1 87.8

125 142.4 118.5 83.2

500 5174 571.7 110.5

Avg. Recovery 91.7

Pool 2 5 37.1 36.2 97.6
32.1 25 57.1 52.3 91.6

50 82.1 711 86.6

75 107.1 92.8 86.6

125 157.1 128.3 81.7

500 532.1 583.0 109.6

Avg. Recovery 92.3

Pool 3 5 36.2 35.5 98.1
31.2 25 56.2 48.9 87.0

50 81.2 69.0 85.0

75 106.2 89.6 84.4

125 156.2 129.7 83.0

500 531.2 520.6 98.0

Avg. Recovery 87.5

10



15.3 Analytical Sensitivity

Sensitivity, defined as the ACTH concentration measured two standard deviations
above the 0 calibrator counts, at minimum binding is 1.5 pg/mL or less, with fresh
tracer.

15.4 Specificity and Cross Reactivity

The cross-reactivity of the ACTH IRMA was made with the following peptide
concentrations added to both a low and medium calibrator.

Peptide Dose Cr::g?uerrlnn % Iovahgglsi;t?rela?or %
(pg/mL) Calibrator (pg/mL) change (pg/mL) change
ACTH 1-26 100,000 -346.7 -98.5% -24.5 -98.8%
1,000 -181.2 -51.5% -13.3 -53.6%
500 -116.8 -33.2% -74 -29.8%
200 -47.6 -13.5% -2.5 -9.9%
ACTH 18 - 24 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
ACTH 26 - 39 100,000 -349.6 -99.3% -24.3 -98.0%
5,000 -318.9 -90.6% -23.1 -93.1%
2,000 -287.8 -81.8% -20.3 -81.9%
1,000 -244.6 -69.5% -16.7 -67.3%
500 -152.6 -43.4% -9.8 -39.5%
ACTH1-10 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
200 0.0 0.0% 0.0 0.0%
o-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-Endorphin 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%

SEE LAST PAGE FOR REFERENCES
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DOSAGE IMMUNOMETRIQUE DE L'ADRENOCORTICOTROPHINE

1. INDICATION
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Cette trousse permet la détermination quantitative de I'hormone corticotrope humaine
(ACTH) dans le plasma EDTA. La détermination de la ACTH dans le plasma est
utilisée dans le diagnostic des troubles de la glande surrénale.

2. RESUME ET COMMENTAIRE

La détermination de la ACTH dans le plasma humain fait preuve d'un grand intérét
clinigue depuis de nombreuses années.En 1948 Sayers et. al. ont décrit une méthode
de détermination de la ACTH basée sur sa bio-activité.' Le dosage radio-
immunologique (RIA) de la ACTH s'est ensuite développé. Il était toutefois basé sur un
anticorps primaire qui ne mesurait pas l'activité biologique. La trousse DiaSorin ACTH
IRMA est congue pour détecter la molécule ACTH entiére (1-39). La méthode ACTH
IRMA est plus sensible que la RIA pour le dosage de la ACTH dans le plasma, car elle
permet de mieux différencier les taux normaux et les taux de ACTH supprimés.”

La ACTH est une substance sécrétée par les cellules adrénocorticotrophiques de
I'hypophyse antérieure.’ Elle est synthétisée comme une partie de sa grande molécule
précurseur formée de 265 acides aminés, la POMC (proopiom(-’;lano-cortine).5
La ACTH est une hormone formée de 39 acides aminés. Sa structure est la suivante :
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
La séquence 1-13 est la méme que I'hormone de stimulation alpha du mélanocyte. La
séquence 1-26 est considérée comme la portion active de la molécule et est
nécessaire a |'activité biologique totale.*

La molécule ACTH est une protéine primaire labile dans l'action des enzymes
protéolytiques. Elle a pour fonction d'augmenter la synthése et la sécrétion de tous les
corticostéroides hypophysaires du cortex surrénal, y compris le cortisol, I'aldostérone
et les androgénes adrénaux. Les facteurs principaux agissant sur la sécrétion de la
ACTH sont la CRH (substance libératrice de I'hormone corticotrope), la concentration
de cortisol libre dans le plasma, le stress et le cycle sommeil-réveil. La concentration
de ACTH est contrdlée par un mécanisme de suivi négatif et par le systéme nerveux
central. La ACTH augmente en fonction de la baisse du cortisol dans le plasma.
Inversement, lorsque le cortisol augmente, la sécrétion de ACTH est inhibée au niveau
de I'nypophyse.®

La ACTH est sécrétée par I'hypophyse de maniére pulsatile, mais elle suit
essentiellement un rythme diurne. Les taux de ACTH chez un individu normal est
généralement plus élevé t6t le matin (6-8h) et plus bas en fin de journée. Les
prélévements de sang pour le dosage de la ACTH sont donc généralement effectués le
matin. Parmi les éléments modifiant le rythme journalier normal figurent le syndrome
de Cushing et le syndrome de la ACTH ectopique, ainsi qu'un stress physiologique
comme une intervention chirurgicale.®®

Les résultats du dosage de la ACTH sont utilisés avec d'autres examens diagnostiques
pour évaluer les patients présentant différentes maladies atteignant le cortex surrénal.
Le syndrome de Cushing est un trouble métabolique provoqué par I'hypersécrétion de
cortisol par le cortex surrénal. Le diagnostic du syndrome de Cushing se base sur la
démonstration d'une hypersécrétion de cortisol et d'un manque de suppression du
dexaméthasone. Lorsque le diagnostic est établi, d'autres examens sont effectués
pour en déterminer la cause. 210 Ce syndrome est généralement causé par
I'hyperplasie surrénale provoquée par I'hypersécrétion de ACTH par I'hypophyse.
L'hypersécrétion de cortisol est provoquée soit par I'hypersécrétion de ACTH de la part
de I'hypophyse, soit par la production ectopique de ACTH par des tumeurs non
endocrines.
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Le terme « maladie de Cushing » est traditionnellement employé pour définir un
individu atteint de tumeur hypophysaire produisant de la ACTH ; il est également utilisé
par certains médecins pour décrire une personne présentant une hypersécrétion de
ACTH par I'hypophyse méme en I'absence de tumeur.

Lorsque le syndrome de Cushing est provoqué par une sécrétion excessive de ACTH
par I'nypophyse, le taux de ACTH peut augmenter. Le site de production de ACTH
dans les micro-adénomes corticotropes a été localisé a l'aide d'une technique de
cathétérisation bilatérale inférieure du sinus pétreux. ' 12

Le syndrome de la ACTH ectopique constitue une autre cause possible du syndrome
de Cushing. Chez ces patients, les tumeurs malignes non endocrines produisent un
taux de ACTH et de POMC provoquant une sécrétion trés élevée de cortisol qui n'est
sujette a aucune inhibition suivie, a quelque

niveau que ce soit.'>"

Lorsque le syndrome de Cushing est dG a un trouble surrénal primaire, comme la
tumeur surrénale, la glande surrénale agit indépendamment de la ACTH. La sécrétion
hypophysaire est alors supprimée. Ces patients présentent des concentrations de
ACTH trés faibles, voire indétectables, et ne répondent pas a la suppression de
dexaméthasone ou aux tests de stimulation a la métyrapone.?

L'insuffisance surrénale provoque une production de cortisol inadaptée. Elle peut étre
provoquée par une incapacité primaire de la glande surrénale a produire une quantité
suffisante de cortisol ou un a échec secondaire di a la sécrétion insuffisante de ACTH.
La concentration basique de ACTH chez les patients atteints d'insuffisance surrénale
(maladie d'Addison) sera trés élevée. Lorsque ces patients sont soumis a un traitement
par ACTH endogéne, la glande surrénale ne répond pas. L'insuffisance surrénale
secondaire est causée par une déficience de la ACTH hypophysaire. Le taux de ACTH
dans le plasma peut aider a établir si l'insuffisance surrénale est primaire ou
secondaire, car il est élevé dans le premier cas et réduit ou absent dans le second.?

Le syndrome de Nelson est provoqué par le développement de tumeurs hypophysaires
importantes chez les patients ayant subi une surrénalectomie bilatérale pour traiter le
syndrome de Cushing. Le taux de ACTH est généralement suivi chez ces patients
dans le but de surveiller I'évolution clinique et la réponse aux régimes
thérapeutiques.'s'®

3. DESCRIPTION DE LA METHODE DE DOSAGE

Le dosage IRMA DiaSorin ACTH est un dosage immunométrique trés spécifique et
sensible pour la détermination quantitative de la ACTH humaine 1-39. Il emploie deux
anticorps ACTH, chacun d'entre eux étant spécifique a un endroit de la molécule
ACTH. Le traceur iodé employé dans ce systéeme contient un anticorps de chevre
polyclonal purifié spécifique a la ACTH 26-39 et un anticorps monoclonal marqué par
de l'iode-125 spécifique a la ACTH 1-17. Lorsque les échantillons sont incubés avec le
traceur et des billes de polystyrene enduites d'anticorps anti-chévre de souris, les
anticorps spécifiques a la ACTH se lient a la ACTH présente dans I'échantillon. Seule
la ACTH 1-39 présente dans I'échantillon se liera aux deux anticorps, pour former un
complexe d'anticorps. La radioactivité non liée est lavée et la radioactivité liée a la bille
est mesurée. La concentration de ACTH présente dans I'échantillon est directement
proportionnelle a la radioactivité mesurée. Les résultats sont calculés en comparant les
CPM de chaque échantillon aux CPM des étalons ACTH fournis dans la trousse.

4. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Etalon 0 ACTH IRMA 1 vial /5,0 mL 1 vial /5,0 mL
Etalons ACTH IRMA (1-5) 5 vials / 2,0 mL 5 vials /2,0 mL

Billes ACTH IRMA 1 récipient / 65 billes 2 récipients / 65 billes
Traceur ACTH IRMA 2 flacons / 2 mL 4 flacons / 2 mL
Solution de lavage ACTH IRMA 1 flacon / 50 mL 1 flacon / 50 mL
Contréles ACTH IRMA (niveaux 1-3) 3 flacons /2.0 mL 3 flacons / 2.0 mL
Nombre de dosages 65 130
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CONSERVATION : Dés réception, la trousse doit étre stockée entre 2 et 8 °C. Apres
I'ouverture, conserver tous les réactifs a une température comprise entre 2 et 8°, sauf
indication différente ci-dessous, jusqu'a la date de péremption indiquée sur l'étiquette.
Les réactifs ne doivent pas étre utilisés au-dela de la date de péremption. La date de
péremption de la trousse se trouve sur I'étiquette extérieure et correspond a celle du
traceur.

Pendant la reconstitution du contenu des tubes, agiter délicatement pour éviter la
formation de mousse. Conserver tous les réactifs reconstitués comme indiqué
ci-dessous. Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

4.1 Etalons ACTH IRMA (0-5) : réactif lyophilisé

Jeu de six étalons ACTH (1-39) synthétiques, a des concentrations de
0 a 1500 pg/mL, dans du plasma humain exempt de ACTH avec des stabilisateurs et
0,1% de nitrure de sodium comme conservateur. Les valeurs exactes de ces
concentrations sont fournies avec chaque lot. Les étalons sont calibrés pour la ACTH
humaine synthétique (1-39). La ACTH humaine synthétique purifiée par HPLC a été
testée. Elle réagit de maniére équivalente a la ACTH (1-39) humaine synthétique dans
I'étude du National Hormone and Pituitary Program (Université du Maryland). Les
étalons de la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons des patients
lorsqu'ils sont utilisés avec des réactifs et selon le mode d'emploi de ce dosage
diagnostique in vitro, comme recommandé. Reconstituez I'étalon 0 avec 5,0 mL d'eau
purifiée. Reconstituez les étalons de 1 a 5 avec 2,0 mL d'eau purifiée. A température
ambiante, faites tourner les étalons pendant 25 a 30 minutes ou laissez-les reposer
pendant 60 minutes en les mélangeant fréquemment, jusqu'a ce que le contenu soit
entierement dissout. Mélangez vigoureusement avant I'emploi. Conservez les étalons
reconstitués de la maniére suivante :

Jusqu'a 5 jours : conservez a 2-8°C.

Pour une conservation prolongée (jusqu'a la date de péremption de la trousse) entre
les utilisations : conservez a -15°C ou moins.

Ces étalons (a I'exception de I'étalon 0) peuvent étre congelés et décongelés trois fois.
Les étalons peuvent étre maintenus a température ambiante pendant un intervalle
d'une heure maximum durant leur conservation a 2-8°C.

4.2 Billes ACTH IRMA : réactif prét a I'emploi

Les billes de polystyréne sont enduites d'anticorps polyclonal de souris anti-chévre.

4.3 Traceur I'® ACTH IRMA : réactif prét a I'emploi

Chaque flacon contient 2 mL d'anticorps polyclonal de chévre anti-ACTH et d'anticorps
monoclonal de souris anti-ACTH marqué par l'iode %, dilués dans un tampon de sérum
contenant un colorant rouge et 0,1% de nitrure de sodium.

4.4 Solution de lavage concentrée ACTH IRMA : solution liquide

Contient une solution concentrée d'agent de surface tamponné. Préparez une solution
de lavage en diluant tout le contenu du flacon avec de I'eau distillée ou désionisée
jusqu'a obtenir un volume total de 500 mL.

4.5 Controles ACTH IRMA, Degrés 1-3 : réactif lyophilisé

Le plasma humain est dopé a l'aide d'une quantité approprié¢e de ACTH humaine
synthétique. 0,1% de nitrure de sodium et d'autres stabilisateurs sont ajoutés.
Reconstituez chaque flacon avec 2,0 mL d'eau purifiée. A température ambiante, faites
tourner les étalons pendant 25 a 30 minutes ou laissez-les reposer pendant
60 minutes en les mélangeant fréquemment, jusqu'a ce que le contenu soit
entierement dissout. Mélangez vigoureusement avant I'emploi. Traitez chaque
contréle comme un échantillon a déterminer. L’intervalle des concentrations pour
chaque contréle est imprimé sur le certificat d’analyses et indique les limites définies
par DiaSorin pour les valeurs des controles obtenues par des tests fiables.

Conservez les contrbles reconstitués de la maniere suivante :

Jusqu'a 5 jours : conservez a 2-8°C.

Pour une conservation prolongée (jusqu'a la date de péremption de la trousse) entre
les utilisations : conservez a -15°C ou moins.

Ces contrbles peuvent étre congelés et décongelés trois fois. Les contrdles peuvent
étre maintenus a température ambiante pendant un intervalle d'une heure maximum
durant leur conservation a 2-8°C.
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5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'homme ou I'animal.

REACTIFS CONTENANT DES PRODUITS D'ORIGINE HUMAINE

Traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé
par une méthode agréée par la FDA et s'est avéré non réactif en présence de HBsAG,
d'anticorps anti-VHC et d'anticorps anti-VIH1/2. Méme si ces méthodes sont
extrémement précises, elles ne garantissent pas la détection de tous les dons infectés.
Ce produit peut également contenir d'autres produits d'origine humaine pour lesquelles
il n'existe aucun test agréé. Comme aucune méthode de test connue ne peut offrir
I'assurance compléte de I'absence du virus de I'hépatite B (HBV) de I'hépatite C (HCV),
du virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ou d'autres agents infectieux, tous les
produits d'origine humaine doivent étre manipulés conformément aux bonnes pratiques
de laboratoire en prenant les précautions appropriées décrites dans le document U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4°™ éd., mai 1999 ou
derniére édition.

REACTIFS CONTENANT DU NITRURE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent du nitrure de sodium. Le
nitrure de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des
azotures ultra-explosifs. Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher
I'accumulation de nitrure. Pour plus d'informations, consulter « Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts », dans le manuel Guide-Safety
Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA,.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage des gaz trés toxiques.

S28 - Aprés un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DE L'IODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 7,2 uCi (266 kBq)
d'iode-125. Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent
étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.
Pour les praticiens ou institutions recevant les radio-isotopes sous une licence
générale : ce produit radioactif peut étre recu, acheté, détenu et utilisé uniquement par
des médecins, des vétérinaires pratiquant la médecine vétérinaire, des laboratoires
cliniques et des hépitaux, uniguement pour des analyses cliniques ou de laboratoires in
vitro n'impliquant pas [I'administration interne ou externe du produit, ni par
rayonnement, a I'homme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son
utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de
I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé dans son récipient d'origine a un endroit
désigné.

L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.

En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone,
puis la laver a l'aide d'un produit détergent & base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entierement lavé
a l'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

o proeN
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Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont
sujets aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.
Avertissement : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigéne.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légerement
différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon
du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de
radioactivitt a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.

6. INDICATIONS D'UNE DETERIORATION POSSIBLE DES REACTIFS DE LA
TROUSSE

6.1 Ecart de pente ou de position de la courbe d'étalonnage par rapport a la
normale obtenue.

6.2 Diminution de la liaison maximale.

6.3 Haute liaison nulle non spécifique.

6.4 Doublets faibles.

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DU PLASMA
Quatre cents microlitres de plasma EDTA, en doublet, sont nécessaires dans le dosage
ACTH IRMA. Ne pas utiliser d'échantillons héparinisés dans le dosage ACTH IRMA. Les
échantillons fortement ictériques, hémolysés ou lipémiques doivent étre évités.
Le sang doit étre prélevé de maniére aseptique par ponction veineuse dans un tube de
verre a vide de 5 ou 10 ml d'EDTA. Mélangez I'échantillon en inversant soigneusement et
placez immédiatement dans de la glace pilée. Centrifugez I'échantillon dans les
30 minutes suivant le prélevement. Centrifugez pendant 15 minutes a environ 1500 x g*.
Retirez immédiatement le plasma des cellules a l'aide d'une pipette de plastique et
disposezle dans un tube de polypropyléne ou de polystyréne. Conservez les échantillons
de plasma a 2-8°C avant le dosage si celui-ci peut étre effectué dans un délai de
4 heures. Si le dosage ne peut étre effectué dans les quatre heures, conservez-le a
-20°C. Les échantillons peuvent étre conservés a une température comprise entre
2 et 8°C jusqu'a 4 heures ou a —20°C pendant 6 mois.
REMARQUE : les études de DiaSorin sur les échantillons frais montrent une chute
moyenne de 20 a 35% dans les concentrations de ACTH effectuées aprés congélation
et décongélation. Des variations minimums ont été observées apres trois congélations
et décongélations successives.
Une étude (n = 50) a été conduite dans des tubes siliconés et non siliconés. La
moyenne calculée pour les tubes siliconés était de 28,8 pg/mL (2SD intervalle 13,9-
59,7). La moyenne calculée pour les tubes non siliconés était de 26,7 pg/mL (2SD
intervalle 12,4-57,5).

8. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS
8.1 Tubes a essai de polypropyléne ou polystyréne jetables 12 x 75 mm.
Ne pas utiliser de tubes de verre borosilicaté.
8.2 Portoir.
8.3 Compteur gamma capable de compter l'iode 125.
8.4 Agitateur-mélangeur vortex.
8.5 Pipettes:
a. Micropipette calibrée pour dispenser 50 pL et 200 pL.
b. Pipettes a répétition calibrées pour dispenser 50 uL, 200 pL et 1 mL.

c. Pipettes volumétriques pour la reconstitution des controles et des étalons ;
2,0 mL et 5,0 mL.

*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (rpm)?
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9.

8.6
8.7
8.8

8.9

Cylindre gradué de 500 mL.
Parafilm ou équivalent pour couvrir les tubes.

Pinces recouvertes de Téflon ou tout autre dispositif agréé pour la
manipulation des billes.

Aspirateur.

8.10 Eau purifiée pour la reconstitution des composants.

PROCEDURE DE DOSAGE
Laissez tous les réactifs atteindre la température ambiante avant I'emploi.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

Reconstitution des étalons / contréles ACTH IRMA
a. Retirez les étalons et contréles ACTH IRMA lyophilisés du réfrigérateur.

b. A l'aide d'une pipette volumétrique, ajoutez 2,0 mL d'eau purifiée aux
étalons et controles ACTH IRMA. De la méme facon, ajoutez 5,0 mL
d'eau purifiée a I'étalon 0 ACTH.

c. Fermez soigneusement les flacons pour libérer la pastille lyophilisée et
mélangez avec soin.

d. A température ambiante, faites tourner les étalons pendant 25 a
30 minutes ou laissez-les reposer pendant 60 minutes en les mélangeant
fréquemment, jusqu'a ce que le contenu soit entiérement dissout.
Mélangez vigoureusement avant I'emploi.

e. La reconstitution est compléte quand toutes les solutions sont
homogenes.

Préparation de la solution de lavage ACTH IRMA.

La solution de lavage concentrée ACTH IRMA est diluée 10 fois dans de I'eau
purifiée pour obtenir une solution efficace.

a. Videz la bouteille de 50 mL contenant le concentré dans un cylindre
gradué de 500 mL.

b. Aprés l'addition, rincez le contenu de la bouteille a I'eau purifiée et ajoutez
I'eau de rincage du concentré dans le cylindre de 500 mL.

c. Portez le volume final du cylindre de 500 mL a 500 mL en ajoutant de
I'eau purifiée. Agitez de maniére a bien dissoudre le matériel précipité et
a obtenir un mélange homogéne. Marquez ce matériel Solution de lavage
ACTH IRMA.

Placez en double les tubes de polypropylene/polystyrene 12 x 17 mm ddment
marques.
Ajouter les réactifs dans les tubes comme suit :
a. Etalon0

200 L d'étalon O

50 pL de traceur 12 ACTH IRMA (rouge)
b. Etalons (1-5)

200 yL d'étalon

50 pL de traceur 1'? ACTH IRMA (rouge)
c. Controles et échantillons a déterminer

200 yL d'échantillon

50 pL de traceur 1'? ACTH IRMA (rouge)
Mélangez trois fois pendant 1 a 2 secondes le portoir contenant tous les tubes
sur le Vortex. Le contenu des tubes ne doit pas mousser.
Déposez une bille ACTH IRMA dans chaque tube (sauf les tubes d’activité
totale) a l'aide de pinces recouvertes de Téflon ou tout autre dispositif
approprié. (Ne pas utiliser les doigts).
Couvrez les tubes a I'aide d'un parafilm ou équivalent.
Laissez incuber les tubes pendant 20 (+2) heures a 18-25°C. Enregistrez la
température au début et a la fin du dosage.
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Apres l'incubation de 20 (+2) heures, lavez les tubes selon les indications
suivantes :

a. Aspirez le mélange de réaction dans un récipient prévu pour le traitement
des déchets radioactifs.

b. Lavez chaque tube avec la solution de lavage ACTH IRMA.
Lavez la bille en dispensant énergiquement 1 mL de solution de lavage dans
chaque tube a essai, de maniere a détacher la bille du fond du tube. Aspirez
apres chaque étape de lavage. Répétez deux fois la procédure de lavage de
maniére a avoir effectué trois lavages.

9.7 Mesurez la radioactivité de chaque tube a l'aide d'un compteur gamma. Les
tubes doivent étre comptés pendant au moins 1 minute (consultez la section
Limites du dosage).

10. COMMENTAIRES SUR LA PROCEDURE

10.1 Lors de l'ajout des billes dans les tubes, incliner [égérement le portoir et laisser
les billes rouler au fond du tube. On évitera ainsi les éclaboussures de la
solution a doser. Ne pas manipuler les billes avec les doigts.

10.2 Pipetez le traceur 1251 ACTH IRMA dans le tiers inférieur du tube a essais.

10.3 Si un échantillon a déterminer est supérieur a I'étalon le plus élevé, il doit étre
dilué avec I'étalon 0 et dosé a nouveau.

10.4 Tous les échantillons des patients DOIVENT étre maintenus dans la glace
jusqu'au dosage.

10.5 Pour obtenir les meilleurs résultats possibles avec cette trousse, les billes
doivent étre bien lavées.

10.6 Aucune dérivation de dosage n'a été observée dans les dosages allant jusqu'a
130 tubes.

10.7 Pour qu'un laboratoire puisse surveiller entierement la constance des
performances d'un dosage IRMA, certains facteurs supplémentaires doivent
étre vérifiés. DiaSorin suggére de vérifier les parameétres suivants afin
d'assurer la constance des performances de la trousse.

a. Liaison maximale

Coups par minute (CPM) du tube d'étalonnage “5”
b. Liaison non spécifique

CPM du tube d'étalonnage 0

11. CONTROLE QUALITE

Chaque laboratoire doit inclure au moins un contréle de haut niveau et un contréle de
bas niveau a chague dosage pour surveiller la précision du dosage. Des controles
disponibles dans le commerce ou les trois controles de référence fournis avec la
trousse peuvent étre utilisés. Les contrbles de la trousse contiennent de la ACTH a des
concentrations typiques des intervalles de patients normaux et élevés. Les contréles
de la trousse ont été évalués par DiaSorin avec la trousse ACTH IRMA125. L'intervalle
des concentrations pour chaque controle est imprimé sur le certificat d’analyses et
indique les limites définies par DiaSorin pour les valeurs des contrdles obtenues par
des tests fiables. Les résultats de contrdle doivent étre analysés selon des méthodes
statistiques évaluant de maniére adéquate les tendances. Les limites acceptables de
performance doivent étre déterminées par chaque laboratoire pour chaque niveau de
contrle d'aprés des méthodes statistiques congues pour dépister les erreurs
systématiques et aléatoires. Les résultats de contréle doivent étre conformes aux
critéres d'acceptabilité du laboratoire avant d'étre validés en tant que résultats.” "
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12. CALCUL DES RESULTATS

Pour déterminer la concentration de ACTH dans les échantillons a déterminer et les
échantillons de contréle, on prépare une courbe d'étalonnage en se servant des
concentrations des étalons inscrites sur les étiquettes des flacons. Les valeurs des
échantillons a déterminer sont obtenues comme suit :

12.1 Calculez la moyenne de CPM pour chaque étalon, contrdle et échantillon a
déterminer.

12.2 Sur une feuille de papier quadrillé logarithmique linéaire, reportez les CPM
de chaque niveau d'étalon sur les ordonnées (axe des Y) et la concentration
de I'étalon sur les abscisses (axe des X).
REMARQUE : Des programmes de réduction automatique des données
peuvent également étre utilisés pour I'analyse des données. DiaSorin utilise
Multi-Calc (Pharmacia) avec un programme « log-CPM smooth-SPLINE ».
D'autres méthodes de réduction des données doivent étre validées avant
l'incorporation pour une utilisation réguliére.

12.3 Interpolez le taux de ACTH dans les échantillons d'apres le tracé.

12.4 Si un échantillon a déterminer est supérieur a I'étalon le plus élevé, il doit étre
dilué avec I'étalon 0 et dosé a nouveau.

12.5 Inconnu a été dilué, corrigez-le en fonction du facteur de dilution approprié.

12.6 Les valeurs inférieures a I'étalon 1, mais supérieures a 1,5 pg/mL (sensibilité
du dosage) peuvent étre calculées a partir de la formule suivante :

CPM (a déterminer)

Valeurs de l'inconnu CPM (Et1. 1) x Valeur de I'étalon 1

12.7 L'intervalle du dosage pouvant étre reporté est compris entre la concentration
de I'étalon le plus élevé et la sensibilité du dosage.

Données d'échantillon

Des données d'échantillons typiques et une courbe d'étalonnage de ACTH IRMA sont
présentées au Tableau | et a la FIGURE 1| ; ces informations sont fournies a titre de
référence seulement et ne doivent pas étre utilisées pour le calcul d'une valeur
quelcongue. Ces données ont été générées a l'aide d'un traceur frais.
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Réduction des données
Le laboratoire QC DiaSorin utilise un programme « smoothed spline curve ».

TABLEAU |
Données d'échantillon DiaSorin ACTH IRMA
Double Moyenne Conc.
Tube CPM CPM (pg/mL)
Etalon 0 563 577
591
Etalons (pg/mL)
1(9.9) 1,562 1,627
1,692
2(23.3) 3,348 3,367
3,385
3(96.1) 11,573 11,519
11,464
4 (328) 35,676 35,551
35,426
5(1330) 104,713 102,148
99,583
Echantillons a déterminer
1 3,999 4,132 30
4,264
2 13,668 12,831 109
11,993
3 41,418 41,488 387
41,557

COURBE D'ETALONNAGE DE L'ECHANTILLON ACTH IRMA

12000¢

10000¢

CPM

2000C

oL LIl

1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)

FIGURE 1
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13. LIMITES DU DOSAGE

13.1 Les temps de numération doivent étre suffisants pour réduire I'erreur
statistique (par exemple, I'accumulation de 2 000 CPM donnera une erreur de
5 % ; 10 000 CPM donneront une erreur de 1 %).

13.2 Tous les résultats ACTH doivent étre interprétés avec précaution, en prenant
en considération les présentations cliniques générales et d'autres examens
diagnostiques comme support.

14. VALEURS DE REFERENCE
DiaSorin Inc. recommande a chaque laboratoire d'examens d'établir ses propres
valeurs de référence.

VALEURS NORMALES
Chaque laboratoire doit établir sa propre plage de valeurs de référence. DiaSorin a
établi un intervalle normal a l'aide de 100 échantillons de plasma EDTA congelés
prélevés chez des volontaires visiblement sains (50 femmes, 50 hommes). Les
échantillons ont été placés dans des tubes non siliconés entre 7h00 et 10h00 de
volontaires a jeun (pendant une nuit). La moyenne calculée était de 18,5 pg/mL avec

un intervalle de 2 écarts-type de 6,0 a 56,7 pg/mL.
15. CRITERES DE QUALITE

15.1 Précision

La précision en cours de dosage et la précision totale ont été déterminées selon le
document CLSI EP5-T2. Chacun des trois sites ont dosé quatre contréles en double

durant douze jours de travail.
Précision en cours de dosage (valeurs = pg/mL).

Numéro Valeur o
d'échantillon moyenne Ecart-type % C.V
1 327 1.37 4.20
2 58.0 2.05 3.53
3 194 4.90 2.53
4 773 41.97 5.43
Précision totale du dosage (valeurs = pg/mL).
Les données des trois sites ont été comparées.
Numéro Valeur o
d'échantillon moyenne Ecart-type % C.V
1 32.7 1.88 5.8
2 62.0 6.15 9.9
3 194 9.04 47
4 817 87.6 10.7

DiaSorin a évalué la

précision finale de la maniére suivante :

Précision en cours de dosage (valeurs = pg/mL).
Chaque échantillon a été dosé dans 10 dosages différents.

Numéro Valeur
d'échantillon moyenne Ecart-type % C.V. n
1 8.65 0.496 5.74 10
2 10.67 0.527 4.94 10
3 257.0 8.126 3.16 10
Précision en cours de dosage (valeurs = pg/mL).
Chaque échantillon a été dosé dans 10 répliqués dans un seul dosage.
Numéro Valeur
d'échantillon moyenne Ecart-type % C.V. n
1 8.6 0.411 4.78 10
2 10.39 0.437 4.21 10
3 260.7 9.22 3.54 10
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15.2 Exactitude : I'exactitude du dosage a été vérifiée par le test de linéarité et
de récupération.
Linéarité
Deux échantillons dopés EDTA et un ensemble dopé EDTA ont été dilués avec I'étalon
0. Les résultats sont résumés ci-dessous (valeurs = pg/mL).

Numéro - . Valeur
' ) Dilution Mesuré S
d'échantillon corrigée

1 Non dilué >E Eta.
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Non dilué 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Ensemble Non dilué >E Eta.
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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Exactitude
Les données pouvant étre représentées des trois échantillons ont été dopées avec de
la ACTH 1-39 pour déterminer les récupérations (valeurs = pg/mL).

Valeur de ACTH Valeur Valeur Pourcentage de
référence ajoutée attendue mesurée récupération
Ensemble 1 5 22.4 20.4 91.1
17.4 25 42.4 37.6 88.7
50 67.4 59.8 88.7
75 92.4 81.1 87.8
125 142.4 118.5 83.2
500 517.4 571.7 110.5
Moy.
Récupération 91.7
Ensemble 2 5 371 36.2 97.6
32.1 25 57.1 52.3 91.6
50 82.1 711 86.6
75 107.1 92.8 86.6
125 1571 128.3 81.7
500 532.1 583.0 109.6
Moy.
Récupération 92.3
Ensemble 3 5 36.2 35.5 98.1
31.2 25 56.2 48.9 87.0
50 81.2 69.0 85.0
75 106.2 89.6 84.4
125 156.2 129.7 83.0
500 531.2 520.6 98.0
Moy.
Récupération 87.5

15.3 Sensibilité analytique

La sensibilité, définie comme la concentration de ACTH, a mesuré deux déviations
standard au-dessus du compte de I'étalon 0. La liaison minimum est de 1,5 pg/mL ou
moins, en utilisant un traceur frais.
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15.4 Specificite et réaction croisée

La réaction croisée de ACTH IRMA a été effectuée avec les concentrations suivantes
de peptides ajoutés a I'étalon bas et a I'étalon moyen.
] Dose Changgment % Changgment %
Peptide dans I'étalon change- dans I'étalon change-
(pg/mL) moyen (pg/mL) ment bas (pg/mL) ment
ACTH 1-26 100,000 -346.7 -98.5% -24.5 -98.8%
1,000 -181.2 -51.5% -13.3 -53.6%
500 -116.8 -33.2% -7.4 -29.8%
200 -47.6 -13.5% -2.5 -9.9%
ACTH 18 - 24 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
ACTH 26 - 39 100,000 -349.6 -99.3% -24.3 -98.0%
5,000 -318.9 -90.6% -23.1 -93.1%
2,000 -287.8 -81.8% -20.3 -81.9%
1,000 -244.6 -69.5% -16.7 -67.3%
500 -152.6 -43.4% -98 -39.5%
ACTH1-10 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
200 0.0 0.0% 0.0 0.0%
a-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
pB-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-Endorphine 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%

CONSULTER LA DERNIERE PAGE POUR LES REFERENCES
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IMMUNORADIOMETRISCHER ACTH-ASSAY

1. VERWENDUNGSZWECK
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Dieser Kit dient der quantitativen Bestimmung von humanem adrenocorticotropem
Hormon (ACTH) in EDTA-Plasma. Die Messung von Plasma-ACTH wird fur die
Diagnose von Nebennierenfunktionsstdrungen verwendet.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die Messung von ACTH in humanem Plasma war viele Jahre lang von groRem
klinischen Interesse. Im Jahr 1948 beschrieben Sayers et. al. ein Verfahren zur
Bestimmung von ACTH auf der Grundlage seiner Bioaktivitat." Seitdem wurden
Radioimmunoassays (RIA) zur Messung von ACTH entwickelt; sie basierten jedoch auf
einem primaren Antikérper, mit dem die biologische Aktivitdt nicht gemessen werden
konnte. Mit dem DiaSorin ACTH IRMA kann das gesamte ACTH-Molekil detektiert
werden (1-39). Der ACTH IRMA ist ein empfindlicheres Verfahren zur Detektion von
ACTH im Plasma als ein RIA; er ermdglicht eine eindeutigere Unterscheidung von
normalen und ACTH-unterdriickten Werten.?

ACTH ist ein Sekretionsprodukt der corticotropen Zellen des Hypophysenvorder-
Iappens.3 Es wird als Teil des groRen, aus 265 Aminosduren bestehenden
Vorlaufermolekiils POMC (Proopiomelanocortin) synthesisiert.”> ACTH ist ein Hormon
aus 39 Aminosauren mit der folgenden Struktur:
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
Die Sequenz 1-13 entspricht dem alpha-Melanozyten-stimulierenden Hormon. Die
Sequenz 1-26 gilt als aktiver Molekiilteil und wird fiir die biologische Aktivitat bendtigt.*

Das ACTH-Molekil ist ein basisches Protein und reagiert labil auf die Aktion von
proteolytischen Enzymen. Es verstarkt die Synthese und Freisetzung aller adrenalen
Corticosteroide aus der Nebennierenrinde, einschlieRlich Cortisol, Aldosteron und der
adrenalen Androgene. Zu den wichtigsten Faktoren, die eine ACTH-Freisetzung
bewirken, gehéren CRH (Corticotropin-releasing-Hormon), die Konzentration von
freiem Cortisol im Plasma, Stress und der Schlaf-Wach-Rhythmus. Die ACTH-
Konzentration wird durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus und das
Zentralnervensystem gesteuert. Die ACTH-Konzentration steigt bei einer Abnahme des
Cortisol-Spiegels im Plasma an. Wenn der Cortisol-Spiegel steigt, wird die ACTH-
Freisetzung auf der Ebene der Hypophyse gehemmt.®

ACTH wird von der Hypophyse pulsierend ausgeschuttet, die Ausschittung folgt
jedoch einem bestimmten Tagesrhythmus. Der ACTH-Spiegel ist bei normalen
Individuen in den friihen Morgenstunden (6-8 Uhr) in der Regel am hdéchsten und
gegen Ende des Tages am niedrigsten. Aus diesem Grunde erfolgt die Blutabnahme
zur ACTH-Bestimmung morgens. Der normale Tagesrhythmus wird durch
Erkrankungen wie dem Cushing-Syndrom und dem ektopischen ACTH-Syndrom sowie
durch physiologischen Stress wie z. B. Operationen gestort.®

Die ACTH-Ergebnisse werden in Verbindung mit anderen diagnostischen Tests
verwendet, um Patienten mit verschiedenen Nebennierenerkrankungen zu beurteilen.
Beim Cushing-Syndrom handelt es sich um eine Stoffwechselstérung, die auf eine
erhdéhte Cortisol-Produktion durch die Nebenniere zuriickzufiihren ist. Die Diagnose
des Cushing-Syndroms hangt davon ab, wie gut die erhdhte Cortisol-Produktion und
die fehlende Dexamethason-Suppression nachgewiesen werden kdnnen. Sobald die
Diagnose %estellt ist, werden weitere Tests durchgefiihrt, um die Ursache zu
bestimmen.**"° Dieses Syndrom wird gewdhnlich durch Nebennierenhyperplasie und
eine hypophysére ACTH-Uberproduktion verursacht. Die Cortisol-Uberproduktion ist
entweder auf eine Hypersekretion von hypophysarem ACTH oder eine ektope
Produktion von ACTH durch nicht endokrine Tumoren zuriickzufihren.

Der Begriff “Morbus Cushing” definiert traditionell eine Person mit einem ACTH-
produzierenden Hypophysentumor; einige Arzte verwenden diesen Begriff jedoch, um
jegliche Personen mit Hypersekretion von hypophysarem ACTH zu beschreiben -
unabhangig davon, ob ein Tumor vorliegt oder nicht.
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Wenn das Cushing-Syndrom durch eine libermafRige Ausschiittung von hypophysarem
ACTH verursacht ist, kann es zu einem Anstieg des ACTH-Spiegels kommen. Der Ort,
an dem ACTH in corticotropen Mikroadenomen produziert wird, wurde durch bilaterale
Katheterisierung des Sinus petrosus inferior lokalisiert."""

Ein ektopisches ACTH-Syndrom kann eine weitere Ursache des Cushing-Syndroms
sein. Bei diesen Patienten produzieren nicht endokrine maligne Tumoren hohe
Konzentrationen von ACTH und POMC, was zu einer sehr hohen Cortisol-Produktion
fuhrt, bei der es zu keiner Riickkopplungshemmung kommt.3.14

Wenn das Cushing-Syndrom auf eine primdre Anomalie der Nebennieren, wie z. B.
einen Nebennierentumor, zuriickzufiihren ist, arbeitet die Nebenniere unabhangig vom
ACTH, und die hypophyséare Sekretion wird unterdriickt. Diese Patienten weisen sehr
niedrige oder nicht nachweisbare ACTH-Konzentrationen auf und zeigen keine
Reaktion bei Dexamethason-Suppression oder Metyrapon-Stimulationstests.3
Nebenniereninsuffizienz ist eine Erkrankung, die zu einer inadaquaten Cortisol-Produktion
fuhrt. Sie kann auf eine primare Unfahigkeit der Nebenniere, ausreichende Mengen
Cortisol zu produzieren, oder auf eine sekundare Stérung aufgrund einer ungeniigenden
ACTH-Produktion zurtickzuftihren sein. Die basale ACTH-Konzentration von Patienten mit
primarer Nebennierenrindeninsuffizienz (Morbus Addison) ist deutlich erhoht. Auf
verabreichtes endogenes ACTH sprechen die Nebennieren bei diesen Patienten nicht
an. Eine sekundare Nebenniereninsuffizienz wird durch einen hypophysaren ACTH-
Mangel verursacht. Die Differenzierung zwischen primarer und sekundarer
Nebenniereninsuffizienz kann mit Hilfe des ACTH-Spiegels im Plasma erfolgen, da die
ACTH-Werte bei der primaren Nebenniereninsuffizienz erhéht sind und bei der
sekundaren Nebenniereninsuffizienz niedriger sind oder ganz fehlen.®

Das Nelson-Syndrom ist durch die Entwicklung groRer Hypophysentumoren bei
Patienten nach beidseitiger Adrenalektomie wegen des Cushing-Syndroms
gekennzeichnet. Die ACTH-Werte werden bei diesen Patienten in der Regel
kontrolliert, um den klinischen Verlauf der Erkrankung und das Ansprechen auf
entsprechende Therapien zu uberwachen.''®

3. TESTPRINZIP

Der DiaSorin ACTH IRMA st ein hoch spezifischer und sensitiver immuno-
radiometrischer Assay zur Messung von humanem ACTH 1-39. Dazu werden zwei
ACTH-Antikorper verwendet, die fiir verschiedene Regionen des ACTH-Molekiils
spezifisch sind. Der in diesem System eingesetzte iodierte Tracer enthalt einen
gereinigten polyklonalen ACTH 26-39-spezifischen Ziegenantikérper und einen mit lod-
125 markierten monoklonalen ACTH 1-17-spezifischen Antikérper. Wenn die Proben
mit dem Tracer und den mit einem Maus-anti-Ziege-Antikdrper beschichteten
Polystyrolkligelchen inkubiert werden, binden die ACTH-spezifischen Antikorper an das
ACTH der Probe. Nur in der Probe vorliegendes ACTH 1-39 bindet an beide Antikérper
und bildet so einen Antikérperkomplex. Die ungebundene Radioaktivitat wird durch
Waschen entfernt, und die an die Kiigelchen gebundene Radioaktivitat wird gemessen.
Die Konzentration von ACTH in der Probe ist direkt proportional zur gemessenen
Radioaktivitat. Die Ergebnisse werden durch Vergleich der Impulse pro Minute (I/M)
jeder Probe mit dem I/M-Wert fir die in diesem Kit enthaltenen ACTH-Kalibratoren
berechnet.

4. KITREAGENZIEN

ACTH IRMA Nullkalibrator 1 Flaschchen / 5,0 mL 1 Flaschchen / 5,0 mL
ACTH IRMA Kalibratoren (1-5) 5 Flaschchen /2,0 mL 5 Flaschchen /2,0 mL
ACTH IRMA Kugelchen 1 Behalter / 2 Behalter /

65 Kugelchen 65 Kugelchen
ACTH IRMA Tracer 2 Flaschchen /2 mL 4 Flaschchen /2 mL
ACTH IRMA Waschlésung 1 Flaschchen / 50 mL 1 Flaschchen / 50 mL
ACTH IRMA Kontrollen (Stufen 1-3) 3 Flaschchen /2,0 mL 3 Flaschchen /2,0 mL
Anzahl der tests 65 130
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LAGERUNG: Der Kit sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden. Sofern nicht anders
angegeben, nach dem Offnen alle Reagenzien bei 2-8°C bis zu dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum lagern. Die Reagenzien diirfen nach dem Verfallsdatum
nicht verwendet werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem &uReren Etikett
angebracht und entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Bei der Rekonstitution den Inhalt der Flaschchen vorsichtig mischen, um
Schaumbildung zu vermeiden. Alle rekonstituierten Reagenzien wie weiter unten
empfohlen aufbewahren. Reagenzien aus verschiedenen Chargen dirfen nicht
vermischt werden.

41 ACTH IRMA Kalibratoren (0-5): lyophilisiertes Reagenz

Satz von sechs synthetischen ACTH (1-39)-Kalibratoren in Konzentrationen von
0-1500 pg/ml, in ACTH-freiem Humanplasma mit Stabilisatoren und 0,1 % Natriumazid
als Konservierungsmittel. Jeder Charge sind genaue Konzentrationswerte zugeteilt.
Die Kalibratoren wurden gegen synthetisches humanes ACTH (1-39) kalibriert. Das
HPLC-gereinigte synthetische humane ACTH wurde getestet. Seine Reaktion
entsprach der des synthetischen humanen ACTH (1-39) des National Hormone and
Pituitary Program (Universitdt Maryland). Die Kitkalibratoren sind mit Patientenproben
austauschbar, wenn sie mit Reagenzien verwendet werden und dieser diagnostische
In-vitro-Test wie empfohlen durchgefiihrt wird. Nullkalibrator mit 5,0 mL destilliertem
Wasser rekonstituieren. Kalibratoren 1-5 mit 2,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren.
Die Kalibratoren bei Raumtemperatur 25-30 Minuten lang drehen oder 60 Minuten lang
stehen lassen und dabei haufig mischen, bis sich der Inhalt vollstandig aufgeldst hat. Vor
dem Gebrauch grindlich mischen. Die rekonstituierten Kalibratoren wie folgt lagern:

Fir einen Zeitraum von bis zu 5 Tagen: Bei 2-8°C lagern.

Fir eine langere Lagerung (Verfallsdatum) zwischen dem Gebrauch: Bei -15°C oder
darunter lagern.

Die Kalibratoren (einschlieflich des Nullkalibrators) kdnnen bis zu dreimal eingefroren
und aufgetaut werden. Die Kalibratoren kdnnen wahrend ihrer Lagerung bei 2-8°C flr
maximal vier 1-Stunden-Intervalle bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

4.2 ACTH IRMA Kiigelchen: gebrauchsfertiges Reagenz
Die Polystyrolkiigelchen sind mit einem polyklonalen Maus-anti-Ziege-AntikGrper
beschichtet.

4.3 '] ACTH IRMA Tracer: gebrauchsfertiges Reagenz

Jedes Flaschchen enthalt 2 ml polyklonales Ziege-anti-ACTH und '?%I-markiertes
monoklonales Maus-anti-ACTH, verdiinnt in gepuffertem Serum mit rotem Farbstoff
und 0,1 % Natriumazid.

4.4 ACTH IRMA Waschlosungskonzentrat: Flissigkeitsldsung

Enthalt ein konzentriertes, gepuffertes Tensid. Zur Zubereitung der Arbeits-
waschlésung den gesamten Flaschcheninhalt mit 500 ml destilliertem oder
entionisiertem Wasser verdiinnen.

4.5 ACTH IRMA Kontrolle, Level 1-3: lyophilisiertes Reagenz

Humanplasma wird mit der entsprechenden Menge an synthetischem humanem ACTH
versetzt. Es werden 0,1 % Natriumazid und andere Stabilisatoren zugefiigt. Jedes
Flaschchen mit 2,0 ml gereinigtem Wasser rekonstituieren. Die Kontrollen bei
Raumtemperatur 25-30 Minuten lang drehen oder 60 Minuten lang stehen lassen und
dabei haufig mischen, bis sich der Inhalt vollstdndig aufgelést hat. Vor dem Gebrauch
grindlich mischen. Jede Kontrolle als unbekannte Probe behandeln. Der
Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem Analysezertifikat aufgedruckt und
zeigt die von DiaSorin festgestellten Grenzen fir Kontrollwerte, die mit zuverlassigen
Tests erhalten werden.

Die rekonstituierten Kontrollen wie folgt lagern:

Fir einen Zeitraum von bis zu 5 Tagen: Bei 2-8°C lagern.

Fir eine langere Lagerung (Verfallsdatum) zwischen dem Gebrauch: Bei -15°C oder
darunter lagern.

Die Kontrollen kénnen bis zu dreimal eingefroren und aufgetaut werden. Die Kontrollen
kénnen wahrend ihrer Lagerung bei 2-8°C fir maximal vier 1-Stunden-Intervalle bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden.
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5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht flr internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

REAGENZIEN MIT MATERIAL HUMANEN URSPRUNGS
Dieses Produkt ist als potenzieller Infektionserreger zu behandein.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw. Plasma-
spendeeinheiten wurden nach einer FDA-genehmigten Methode getestet und flr nicht
reaktiv auf Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikdrper (HCV) und
Antikorper fur HIV-1/2 befunden. Obwohl diese Methode &uferst genau ist, bietet sie
keine Gewahr dafir, dass alle infizierten Einheiten identifiziert werden kénnen. Dieses
Produkt kann auch Material humanen Ursprungs enthalten, fiir welches es noch kein
genehmigtes Testverfahren gibt. Da keine der zur Zeit bekannten Testmethoden
absolute Gewahr fur die Abwesenheit des Hepatits-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus
(HCV), des Retrovirus (HIV) oder anderer Infektionserreger bieten kann, sind alle
Produkte mit Komponenten humanen Ursprungs unter Einhaltung guter Laborpraktiken
und entsprechender Vorsichtsmanahmen laut Empfehlungen des Leitfadens der
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (amerikanische
Krankheitsforschungszentren/Staatliche Gesundheitsinstitute): “Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories” (Biosicherheit in mikrobiologischen und biomedizinischen
Laboren), 4. Auflage, Mai 1999, oder aktuelle Auflage, als potenzielle infektiése Substanzen
zu behandeln.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

VORSICHT: Diese Packung enthalt Reagenzien mit Natriumazid, das gegebenenfalls
mit Blei- oder Kupferleitungen reagieren und héchst explosive Metallazide bilden kann.
Zur Entsorgung mit reichlichst Wasser nachspilen, um Azidaufbau zu vermeiden.
Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt “Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts” (Dekontaminierung von Abfliissen in Laborspllbecken
zur Entsorgung von Azidsalzen) des Handbuches "Safety Management"
(SicherheitsmaRnahmen), Nr. CDC-22, herausgegeben von Centers for Disease
Control and Prevention (US-Krankheitsforschungszentren), Atlanta, Bundesstaat
Georgia, 1976.

Europdische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir geféahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der
Haut.

R 32 - Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase.

S28 - Bei Berlihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

REAGENZIEN MIT IOD-125

Dieser Kit enthalt radioaktives Material mit maximal 7,2 uCi (266 kBq) lod-125. Bei der
Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
VorsichtsmaRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten. Fir Arzte oder
Einrichtungen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, veterindrmedizinisch tatigen Tierdrzten, klinischen Laboren oder
Krankenh&usern und nur fir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet,
bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit
Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und
Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US
Nuclear Regulatory Commission (US-amerikanische Strahlenschutzbehérde) bzw. des
Staates, mit dem diese Behorde ein Abkommen zur Ausubung ihrer
Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten
Bereich zu beschréanken.

2. Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
3. Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
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4. Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

5. Verschuttetes Material aufwischen und Bereich anschlieRend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationslésung waschen. Alle
benutzten Glasbehalter vor dem Waschen mit anderen Laborbehaltern aus Glas
grundlichst mit Wasser spdlen.

Fiir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials
unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

ACHTUNG: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann von der auf
dem Etikett des Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen.
Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-Flaschchens geben
den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend die
Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat darstellt.

6. ANZEICHEN FUR MOGLICHEN VERFALL DER KITREAGENZIEN
6.1 Eine Verschiebung der Steigung oder Position der Eichkurve im Vergleich zu
den normalen Ergebnissen.
6.2 Eine Abnahme der maximalen Bindung.
6.3 Eine hohe nichtspezifische Bindung.
6.4 Geringe Duplikatwerte.

7. PROBENGEWINNUNG UND VORBEREITUNG VON PLASMA
Fir die Untersuchung des Probenmaterials (im Duplikat) des ACTH IRMA werden
vierhundert Mikroliter EDTA-Plasma benétigt. Heparinisierte Proben sollten im ACTH
IRMA nicht verwendet werden. Es sollten keine ikterischen, hamolysierten oder
lipdmischen Proben verwendet werden.
Blut sollte unter aseptischen Bedingungen durch Venenpunktion in ein 5- oder 10-ml-
EDTA-Vacutainer-Réhrchen abgenommen werden. Die Probe durch vorsichtiges
Umdrehen mischen und sofort auf zerkleinertes Eis stellen. Die Probe innerhalb von
30 Minuten nach der Gewinnung zentrifugieren. Ungefahrt 15 Minuten lang mit 1500 x g*
zentrifugieren. Plasma sofort mit einer Kunststoffpipette aus den Zellen entfernen und
in ein Polypropylen-/Polystyrol-Réhrchen geben. Plasmaproben vor der Untersuchung
bei 2-8°C lagern, wenn der Assay innerhalb von 4 Stunden durchgefiihrt werden kann.
Wenn die Proben nicht innerhalb von 4 Stunden untersucht werden kénnen, miissen
die Proben bei -20°C gelagert werden. Die Proben kénnen bis zu 4 Stunden bei 2-8°C
oder bis zu 6 Monate bei —20°C aufbewahrt werden.
HINWEIS: DiaSorin-Studien an frisch gewonnenen Proben zeigten, dass die ACTH-
Konzentration nach einmaligem Einfrieren und Auftauen um durchschnittlich 20-35 %
abnimmt. Nach dreimaligem aufeinander folgendem Einfrieren und Auftauen wurden
minimale Veranderungen beobachtet.
Es wurde eine Studie (n = 50) mit silikonisierten im Vergleich zu nicht silikonisierten
Roéhrchen durchgefiihrt. Das geometrische Mittel fir die silikonisierten Réhrchen betrug
28,8 pg/ml (2SD-Bereich 13,9-59,7). Das geometrische Mittel fir die nicht
silikonisierten Réhrchen betrug 26,7 pg/ml (2SD-Bereich 12,4-57,5).

8. ZUSATZLICH BENOTIGTE GERATE UND MATERIALIEN
8.1 Einweg-Roéhrchen aus Polypropylen oder Polystyrol, 12 x 75 mm
Borosilikatglasrohrchen diirfen nicht verwendet werden.
8.2 Réhrchenstander

*g = (1118 x 10 (Radius in cm) (U/min)?
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8.3 Gammazahler zur Messung von lod-125
8.4 Vibrationsmischer (Vortex)
8.5 Pipettiergerate:
a. Mikropipettierer zur Abgabe von 50 pl und 200 pl
b. Multipipetten mit Einstellungen zur Abgabe von 50 pl, 200 pl und 1 ml
c. Messpipetten zur Rekonstitution von Kontrollen und Kalibratoren; 2,0 ml
und 5,0 ml
8.6 500-ml-Messzylinder
8.7 Parafilm oder gleichwertige Abdeckung fiir Testréhrchen
8.8 Teflonlberzogene Pinzette oder anderes Instrument zur Abgabe der
Kugelchen
8.9 Aspirationsgerat
8.10 Gereinigtes Wasser zur Rekonstitution der Komponenten

TESTVERFAHREN
Vor dem Gebrauch miissen alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht werden.

9.1 Rekonstitution von ACTH IRMA Kalibratoren / Kontrollen

a. Lyophilisierte ACTH IRMA Kalibratoren und Kontrollen aus dem
Kuahlschrank nehmen.

b. Mit einer Messpipette 2,0 ml gereinigtes Wasser zu den ACTH IRMA
Kalibratoren und Kontrollen geben. In gleicher Weise 5,0 ml gereinigtes
Wasser zum ACTH Nullkalibrator geben.

c. Mit den Fingern vorsichtig auf die Flaschen klopfen, um das lyophilisierte
Pellet zu entfernen, und dann vorsichtig mischen.

d. Die Kalibratoren und Kontrollen bei Raumtemperatur 25-30 Minuten lang
drehen oder 60 Minuten lang stehen lassen und dabei haufig mischen, bis
sich der Inhalt vollstdndig aufgelést hat. Vor dem Gebrauch griindlich
mischen.

e. Die Rekonstitution ist abgeschlossen, wenn die gesamte Losung
homogen aussieht.

9.2 Vorbereitung der ACTH IRMA Waschlésung

Das ACTH IRMA Arbeitswaschlésungskonzentrat wird im Verhaltnis 1:10 in

gereinigtem Wasser zu einer Arbeitslésung verdinnt.

a. Die 50-ml-Flasche mit dem Konzentrat in einen 500-ml-Messzylinder geben.

b. Nach der Zugabe den Inhalt der Flasche mit gereinigtem Wasser spulen
und das Spulwasser des Konzentrats in den 500-mlI-Messzylinder geben.

c. Gereinigtes Wasser weiter zugeben, bis das Volumen im 500-ml-
Messzylinder 500 ml betragt. Den Inhalt umrihren, damit sich jegliches
ausgefalltes Material vollstandig auflést und gleichmaRig vermischt.
Dieses Material als ACTH IRMA Arbeitswaschldésung beschriften.

9.3 Richtig beschriftete 12 x 17 mm Polypropylen-/Polystyrol-Réhrchen in
doppelter Ausfuhrung vorbereiten.

Reagenzien den Réhrchen wie folgt zugeben:

a. Nullkalibrator
200 pl Nullkalibrator
50 pl 2°I ACTH IRMA Tracer (rot)

b. Kalibratoren (1-5)

200 pl Kalibrator
50 pl 2°I ACTH IRMA Tracer (rot)

c. Kontrollen und unbekannte Proben
200 pl Probe
50 pl 2°I ACTH IRMA Tracer (rot)

30



9.4 Den Stander mit allen Réhrchen dreimal jeweils 1-2 Sekunden lang auf dem
Vortex mischen. Dabei muss eine Schaumbildung vermieden werden.

9.5 Mit der teflonliberzogenen Pinzette oder einem anderen geeigneten Instrument zur
Abgabe von Kugelchen in jedes Roéhrchen (auer die Roéhrchen fir die
Gesamtzahlung) ein ACTH IRMA Kugelchen geben (nicht mit den Fingern!).

9.6 Ro&hrchen mit Parafilm oder gleichwertigem Material abdecken.

Réhrchen bei 18-25°C 20 (+2) Stunden inkubieren. Am Anfang und am Ende
des Assays die Temperatur notieren.

Nach der 20-stiindigen Inkubation (2 Stunden) werden die Réhrchen wie folgt
gewaschen:

a. Die Reagenzmischung in einen geeigneten Behdlter fur radioaktiven
Abfall aspirieren.

b. Jedes Réhrchen mit der ACTH IRMA Arbeitswaschlésung waschen.
Kigelchen waschen. Dazu 1 ml Waschlésung mit so viel Kraft in jedes
Rohrchen einfiillen, dass das Kigelchen vom Boden des Testréhrchens
hochgehoben wird. Nach jedem Waschschritt aspirieren. Das Waschverfahren
zweimal fir insgesamt drei Waschgénge wiederholen.

9.7 Die in jedem Roéhrchen vorhandene Radioaktivitdt mit dem Gammamesser
messen. Die Réhrchen sollten mindestens 1 Minute lang gemessen werden
(siehe Abschnitt "Grenzen des Verfahrens").

10. ANMERKUNGEN ZUM VERFAHREN

10.1 Bei der Zugabe der Kugelchen in die Testrdhrchen den Roéhrchenstander
etwas neigen und die Kigelchen in die Réhrchen hineinrollen lassen. Dadurch
wird bermaRiges Verspritzen der Testldsung vermieden. Kiigelchen nicht mit
den Fingern berihren.

10.2 Den1251 ACTH IRMA Tracer in das untere Drittel des Testrohrchens pipettieren.

10.3 Wenn die Werte einer Probe groRer sind als die grofiten Kalibratorwerte, ist
die Probe entsprechend mit Nullkalibrator zu verdiinnen und neu zu testen.

10.4 Alle Patientenproben MUSSEN bis zur Untersuchung auf Eis aufbewahrt werden.

10.5 Die Kigelchen mussen grindlich gewaschen werden, damit optimale
Leistungsmerkmale erzielt werden.

10.6 In Assays mit bis zu 130 Réhrchen wurde kein Assay-Drift beobachtet.

10.7 Fir eine komplette Laborkontrolle des bestandigen Verhaltens eines IRMA
sind zusatzliche Faktoren zu berlcksichtigen. DiaSorin empfiehlt, die
folgenden Parameter zu Uberprifen, um sicherzustellen, dass die Leistung des
Kits konstant ist.

a. Maximale Bindung
I/M (Impulse pro Minute) des “5”-Kalibrator-Réhrchens

b. Nichtspezifische Bindung
I/M des Nullkalibrators

11. QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor muss in jedem Assay mindestens eine hohe und eine niedrige Kontrolle
einsetzen, um die Leistung des Kits zu Uberwachen. Es kdnnen handelsibliche
Kontrollen oder die drei Referenzkontrollen verwendet werden, die im Kit enthalten
sind. Die Kitkontrollen enthalten ACTH in fiir normale und erhéhte Patientenbereiche
typische Konzentrationen. Die Kitkontrollen sind mit dem DiaSorin ACTH IRMA Kit
getestet worden. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem
Analysezertifikat aufgedruckt und zeigt die von DiaSorin festgestellten Grenzen fir
Kontrollwerte, die mit zuverlassigen Tests erhalten werden. Die Kontrollen sollten als
unbekannte Proben behandelt und doppelt untersucht werden.
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Um die Leistung der Kontrollen zu tGiberwachen, sollten vom Labor Qualitatskontrolltabellen
gefuhrt werden. Die Kontrollergebnisse sollten mit Hilfe von statistischen Methoden, mit
denen Trends richtig ausgewertet werden kdnnen, analysiert werden. Jedes Labor sollte mit
Hilfe von statistischen Methoden, mit denen sowohl systematische als auch zuféllige Fehler
erkannt werden konnen, fiir jede Kontrollkonzentration akzeptable Leistungsgrenzen
festlegen. Die Kontrollergebnisse missen den Akzeptabilittskriterien des Labors
entsprechen, bevor die Testergebnisse des Patienten mitgeteilt werden kénnen.'7-°

12. ERGEBNISBERECHNUNG
Zur Bestimmung der Konzentration von ACTH in unbekannten Proben und
Kontrollproben wird eine Eichkurve mit den auf dem Flaschchenetikett angegebenen
Kalibratorkonzentrationen erstellt. Die Werte fur unbekannte Proben werden wie folgt

ermittelt:

121

12.2

12.3

124

12,5

12.6

12.7

Den durchschnittlichen I/M-Wert fir jede Kalibrator-, Kontroll- und unbekannte
Probe errechnen.

Auf log-linearem Millimeterpapier den I/M-Wert jeder Kalibratorstufe auf der
Ordinate (y-Achse) gegen die Kalibratorkonzentration auf der Abszisse
(x-Achse) auftragen.

HINWEIS: Fur die Datenanalyse kdnnen auch automatische Datenreduktions-
programme  verwendet  werden. DiaSorin verwendet Multi-Calc
(Pharmacia) mit einem log-I/M Smooth-SPLINE-Anpassungsprogramm.
Andere Datenreduktionsmethoden mussen validiert werden, bevor sie
regelmaRig eingesetzt werden.

Die Konzentrationen von ACTH in den Proben aus der Auftragung
interpolieren.

Wenn die Werte einer unbekannten Probe groRer sind als die grofiten
Kalibratorwerte, ist die unbekannte Probe mit Nullkalibrator zu verdiinnen und
neu zu testen.

Wenn eine unbekannte Probe verdiinnt wurde, muss der Wert mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor korrigiert werden.

Werte, die kleiner als Kalibrator 1, aber gréfer als 1,5 pg/ml (Sensitivitat des
Assays) sind, kénnen mit folgender Gleichung geschatzt werden:
Werte der unbek. I/IM-Wert (unbek. Probe)
Probe I/IM-Wert (Kal. 1)

x Wert von Kal. 1

Der Nachweisbereich des Assays liegt zwischen der Konzentration des
hdchsten Kalibrators und der Assay-Sensitivitat.

Musterdaten
TABELLE | und Abbildung 1 zeigen typische Musterdaten und eine Eichkurve fir den
ACTH IRMA,; diese Angaben dienen nur als Beispiel und sind nicht fiir die Berechnung
von Werten zu verwenden. Diese Daten wurden mit einem frischen Tracer erzielt.
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Datenreduktion
Das Qualitatskontrolllabor von DiaSorin verwendet eine geglattete Spline-
Kurvenanpassung.

TABELLE |
DiaSorin ACTH IRMA Musterdaten
Doppelte Durchschn. Konz.
Roéhrchen IIM IIM (pg/mil)
Nullkalibrator 563 577
591
Kalibratoren (pg/ml)
1(9,9) 1.562 1.627
1,692
2(23,3) 3.348 3.367
3,385
3(96,1) 11.573 11.519
11,464
4 (328) 35.676 35.551
35,426
5(1330) 104.713 102.148
99,583
Unbekannte Proben
1 3.999 4,132 30
4,264
2 13.668 12.831 109
11,993
3 41.418 41.488 387
41,557

ACTH IRMA MUSTEREICHKURVE

12000¢
10000¢ 7
CPM
2000C
4 :
0 }
1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)
ABBILDUNG 1
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13. GRENZEN DES VERFAHRENS

13.1 Die Zahlzeiten sollten ausreichend lang sein, um statistische Fehler zu
reduzieren (2.000 Zahlungen ergeben z. B. 5 % Fehler; 10.000 Z&hlungen
ergeben 1 % Fehler).

13.2 Alle ACTH-Ergebnisse missen im Zusammenhang mit dem klinischen
Gesamtbild und anderen unterstiitzenden diagnostischen Tests interpretiert
werden.

14. ERWARTETE WERTE
DiaSorin Inc. empfiehlt,
(Normalbereich) festlegt.

Normalbereich

Jedem Labor wird die Ermittlung eines eigenen Normalbereichs empfohlen. DiaSorin
ermittelte einen Normalbereich aus 100 eingefrorenen EDTA-Plasmaproben von
scheinbar gesunden Freiwilligen (50 weiblich, 50 mannlich). Die Proben wurden
zwischen 7 und 10 Uhr morgens von nichternen Spendern in nicht silikonisierten
Réhrchen entnommen. Berechnungen ergaben ein geometrisches Mittel von
18,5 pg/ml, mit einem 2SD-Bereich von 6,0-56,7 pg/ml.

15. TESTCHARAKTERISTIKA

15.1 Prazision

Die Intra-Assay- und die Inter-Assay-Variation wurden mit Hilfe des CLSI-Dokuments
EP5-T2 bestimmt. Jedes der drei Zentren untersuchte vier Kontrollen in zwei
Testansatzen an zwolf Arbeitstagen.

dass jedes Labor seinen eigenen Referenzbereich

Intra-Assay-Prazision (Werte in pg/m)

Probennummer Mittelwert SD % VK
1 32,7 1,37 4,20
2 58,0 2,05 3,53
3 194 4,90 2,53
4 773 41,97 5,43
Inter-Assay-Préazision (Werte in pg/ml)
Es wurden die Daten von drei Zentren zusammengefasst.
Probennummer Mittelwert SD % VK
1 32,7 1,88 5,8
2 62,0 6,15 9,9
3 194 9,04 47
4 817 87,6 10,7

Die Prazision am unteren Ende des Messbereichs wurde von DiaSorin wie folgt weiter

bestimmt:

Inter-Assay-Préazision (Werte in pg/ml)

Jede Probe wurde in 10 getrennten Assays untersucht.

Probennummer Mittelwert SD % VK n
1 8,65 0,496 5,74 10
2 10,67 0,527 4,94 10
3 257,0 8,126 3,16 10

Jede Probe wurde in

Intra-Assay-Préazision (Werte in pg/ml

)

einem einzigen Assay in je 10 Replikaten untersucht.

Probennummer Mittelwert SD % VK n
1 8,6 0,411 4,78 10
2 10,39 0,437 4,21 10
3 260,7 9,22 3,54 10
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15.2 Richtigkeit: Die Richtigkeit des Assays wurde mit Hilfe des Linearitats- und
Wiederfindungstests liberpriift.
Linearitat
Zwei mit EDTA versetzte Proben und ein mit EDTA versetzter Pool wurden mit
Nullkalibrator verdiinnt. Die Ergebnisse sind unten zusammengefasst (Werte in pg/ml).

Proben- Berichtigt
Verdiinnung Gemessen nach
nummer Y
Verdiinnung
1 Unverdinnt >E Kal.
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Unverdinnt 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Pool Unverdinnt >E Kal.
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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GENAUIGKEIT
Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden reprasentative Daten von drei Probenpools
mit ACTH 1-39 versetzt (Werte in pg/ml).

Hintergrund- Zugegeb. Erwarteter Gemessener Wiederfin-
wert ACTH Wert Wert dungsrate
Pool 1 5 22,4 20,4 91,1
17,4 25 42,4 37,6 88,7
50 67,4 59,8 88,7
75 92,4 81,1 87,8
125 142,4 118,5 83,2
500 5174 571,7 110,5
Durchschn.
Wiederfindung 91,7
Pool 2 5 37,1 36,2 97,6
32,1 25 57,1 52,3 91,6
50 82,1 711 86,6
75 107,1 92,8 86,6
125 1571 128,3 81,7
500 532,1 583,0 109,6
Durchschn.
Wiederfindung 92,3
Pool 3 5 36,2 35,5 98,1
31,2 25 56,2 48,9 87,0
50 81,2 69,0 85,0
75 106,2 89,6 84,4
125 156,2 129,7 83,0
500 531,2 520,6 98,0
Durchschn.
Wiederfindung 87,5

15.3 Analytische Sensitivitat

Die Sensitivitat, definiert als die zwei Standardabweichungen Uber den Nullkalibrator-
Zahlungen gemessene ACTH-Konzentration, betragt bei minimaler Bindung 1,5 pg/ml
oder weniger mit frischem Tracer.
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15.4 Spezifitit und Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitat des ACTH IRMA wurde mit folgenden Peptidkonzentrationen
ermittelt, die sowohl zu einem niedrigen als auch zu einem mittleren Kalibrator
gegeben wurden.

Anderung des Anderung des
popta | poss | T | o hngerung | 98T 4 nderung
(pg/ml) (pg/ml)

ACTH1- | 100.000 -346,7 -98,5% 24,5 -98,8%
26 1.000 -181,2 -51,5% -13,3 -53,6%

500 -116,8 -33,2% 74 -29,8%

200 476 -13,5% 2,5 -9,9%

ACTH 18- | 100.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
24 50.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

ACTH26- | 100.000 -349,6 -99,3% 24,3 -98,0%
39 5.000 -318,9 -90,6% 23,1 -93,1%

2.000 -287,8 -81,8% -20,3 -81,9%

1.000 2446 -69,5% 16,7 -67,3%

500 -152,6 -43,4% -9,8 -39,5%

ACTH1- | 100.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
10 50.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

1.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

500 0,0 0,0% 0,0 0,0%

200 0,0 0,0% 0,0 0,0%

a-MSH 100.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
1.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

500 0,0 0,0% 0,0 0,0%

B-MSH 100.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

B-Endorphin | 100.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50.000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE
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ENSAYO INMUNORADIOMETRICO ADRENOCORTICOTROPICO

1. INDICACIONES
SOLO PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO.

Este equipo tiene como finalidad la determinaciéon cuantitativa de la hormona
adrenocorticotrépica humana (ACTH) en plasma con EDTA. La medicién de ACTH en
plasma se utiliza para diagnosticar disfunciones adrenales.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

La medicion de ACTH en plasma humano ha sido de gran interés clinico durante
muchos afios. En 1948 Sayers et. al. describieron un método para determinar la ACTH
en funcion de su bioactividad.' Desde entonces se desarrollaron radioinmunoensayos
(RIA) para medir la ACTH, pero estaban basados en un anticuerpo primario que no
media la actividad biolégica. El IRMA ACTH de DiaSorin esta disefiado para detectar
la molécula completa de ACTH (1-39). EI IRMA ACTH es un método mas sensible que
el RIA para detectar ACTH en plasma y permite una diferenciaciéon mas clara de los
niveles normales y la inhibicion de ACTH.?

La hormona ACTH es secretada por las células adrenocorticotrépicas de la glandula
pituitaria anterior.’> Se sintetiza como parte de una molécula mas grande de POMC
(proopiomelanocortina), precursor de 265 aminoacidos.’ La ACTH es una hormona de
39 aminoacidos con la siguiente estructura:
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH
La secuencia 1-13 es la misma que en la hormona estimulante de melanocitos alfa. La
secuencia 1-26 se considera la parte activa de la molécula y es necesaria para una
actividad biolégica completa.*

La molécula de ACTH es una proteina basica inestable ante la accion de las enzimas
proteoliticas. Funciona aumentando la sintesis y liberacion de todos los
corticosteroides adrenales de la corteza adrenal, incluidos el cortisol, la aldosterona y
los andrégenos adrenales. Entre los principales factores que influyen en la liberacion
de ACTH se encuentran la CRH (hormona liberadora de corticotropina), la
concentracion de cortisol libre en plasma, el estrés y el ciclo circadiano. En el control
de la concentracion de ACTH intervienen un mecanismo de retroalimentacion negativa
y el sistema nervioso central. La ACTH aumenta en respuesta a la disminucién de los
niveles de cortisol plasmatico. Por el contrario, cuando el cortisol aumenta, la
liberacién de ACTH se inhibe en el nivel de la pituitaria.3

La ACTH es secretada por la glandula pituitaria de forma pulsatil, pero sigue un ritmo
diurno dominante. En general, los niveles de ACTH en un individuo normal son mas
altos de madrugada (6-8:00 a.m.) y mas bajos al final del dia, razén por la cual la
extraccion de sangre para determinar la ACTH suele realizarse a primera hora de la
mafana. Se ha demostrado que, entre las enfermedades que alteran el ritmo diurno
normal, se encuentran el sindrome de Cushing, el sindrome de ACTH ectépica y el
estrés fisioldgico que provoca, por ejemplo, una intervencion quirl]rgica.f"8

Los resultados de ACTH se utilizan en combinacién con otras pruebas de diagnéstico
para evaluar a pacientes con enfermedades asociadas a la corteza adrenal. El
sindrome de Cushing es un trastorno metabdlico provocado por un aumento de la
produccioén de cortisol en la glandula adrenal. El diagnéstico del sindrome de Cushing
se basa en la demostracion del aumento de produccion de cortisol y la ausencia de
inhibicion con dexametasona. Una vez dictaminado el diagnodstico se realizan pruebas
para determinar su causa.**" Este sindrome suele deberse a una hiperplasia adrenal
resultante de la superproduccion de ACTH hipofisiaria. La superproduccién de cortisol
se debe a la hipersecrecion de ACTH hipofisiaria o a la produccién ectépica de ACTH
en tumores no endocrinos.

El término «enfermedad de Cushing» se utiliza normalmente para definir a pacientes
que tienen un tumor pituitario productor de ACTH; sin embargo, algunos facultativos lo
emplean para describir a personas con hipersecrecion de ACTH hipofisiaria al margen
de la presencia de un tumor.

38



Cuando el sindrome de Cushing estd causado por una secrecién excesiva de ACTH
hipofisiaria, puede darse una elevacion de ACTH. La fuente de produccion de ACTH
en microadenomas corticotrépicos se ha localizado con una técnica de cateterismo del
seno petroso bilateral inferior.'" '

El sindrome de ACTH ectépica es otra causa posible del sindrome de Cushing. En
estos pacientes, los tumores malignos no endocrinos producen niveles elevados de
ACTH y POMC, que a su vez provocan una produccion muy alta de cortisol no
susceptible de inhibicion por retroalimentacién en ningun nivel.'3

Cuando el sindrome de Cushing se debe a una anomalia adrenal primaria, como un
tumor adrenal, la glandula adrenal actua independientemente de la ACTH vy la
secrecion pituitaria se inhibe. Estos pacientes tienen una concentraciéon muy baja o no
detectable de ACTH y no se advierte ninguna reaccién en pruebas de estimulacién con
metirapona ni inhibicién con dexametasona.?

La insuficiencia adrenal es una deficiencia que da lugar a la produccién inadecuada de
cortisol. Puede deberse a una incapacidad primaria de la glandula adrenal para
producir suficiente cantidad de cortisol o a un fallo secundario resultante de la
produccion insuficiente de ACTH. La concentraciéon basal de ACTH en pacientes con
insuficiencia adrenocortical (enfermedad de Addison) es notablemente elevada.
Cuando se administra ACTH enddgena a estos pacientes, las glandulas adrenales no
reaccionan. La insuficiencia adrenal secundaria esta provocada por la deficiencia de
ACTH hipofisiaria. Los niveles de ACTH en plasma pueden ayudar a distinguir entre la
insuficiencia adrenal primaria y la secundaria, ya que son elevados en el primer caso y
reducidos o nulos en el segundo.?

El sindrome de Nelson es un estado producido por el desarrollo de grandes tumores
pituitarios en pacientes sometidos a adrenalectomia bilateral por el sindrome de
Cushing. Normalmente, en estos pacientes se vigilan los niveles de ACTH para
controlar el curso clinico y la respuesta a los regimenes terapéuticos.'®

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El IRMA ACTH de DiaSorin es un ensayo inmunoradiométrico altamente especifico y
sensible para medir la ACTH 1-39 en seres humanos. Se efectia con dos anticuerpos
de ACTH, cada uno de ellos especifico para diferentes regiones de la molécula de
ACTH. El trazador yodado utilizado en este sistema contiene un anticuerpo policlonal
purificado de cabra especifico para ACTH 26-39 y un anticuerpo monocolonal
etiquetado con yodo 125 especifico para ACTH 1-17. Cuando las muestras se incuban
con el trazador y los glébulos de poliestireno recubiertos de anticuerpos de ratén
anticabra, los anticuerpos especificos de ACTH se unen a la ACTH presente en la
muestra. Solo la ACTH 1-39 presente en la muestra se une a ambos anticuerpos para
formar un complejo. La radiactividad libre es arrastrada y se mide la radiactividad
unida al glébulo. La concentracién de ACTH presente en la muestra es directamente
proporcional a la radiactividad medida. Los resultados se calculan comparando las
cuentas por minuto (CPM) de cada muestra con las CPM de los calibradores ACTH
incluidos en el equipo.

4. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Calibrador 0 ACTH IRMA 1 vial/ 5,0 mL 1 vial/ 5,0 mL
Calibradores (1-5) ACTH IRMA 5 vials/ 2,0 mL 5 vials/ 2,0 mL
Glébulos ACTH IRMA 1 depésito / 2 depositos /
65 glébulos 65 globulos
Trazador IRMA ACTH 2 viales/ 2 mL 4 viales/ 2 mL
Solucion de lavado IRMA ACTH 1 vial/ 50 mL 1 vial/ 50 mL
Controles (niveles 1-3) IRMA ACTH 3 viales/ 2,0 mL 3 viales/ 2,0 mL
Ndmero de pruebas 65 130

ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8°C. Una
vez abiertos, almacene los reactivos a 2-8°C hasta la fecha de caducidad de la
etiqueta a menos que se indique lo contrario en este texto. Los reactivos no deben
utilizarse una vez caducados. La fecha de caducidad del equipo se indica en la
etiqueta externa y se corresponde con la fecha de caducidad del trazador.
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Cuando reconstituya el contenido de los viales, mezcle suavemente para evitar la
formacion de espuma. Almacene todos los reactivos reconstituidos como se
recomienda a continuaciéon. No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.

4.1 Calibradores (0-5) IRMA ACTH: reactivo liofilizado

Juego de seis calibradores de ACTH (1-39) sintética con concentraciones que oscilan
entre 0-1500 pg/mL, en plasma humano sin ACTH y azida sdédica al 0,1% como
conservante. Los valores de concentracion exactos se asignan con cada lote. Los
calibradores se calibran con ACTH (1-39) humana sintética. La ACTH humana
sintética purificada por CLAR se ha probado y ha reaccionado de forma equiparable a
la ACTH (1-39) humana sintética obtenida en el programa National Hormone and
Pituitary Program (Universidad de Maryland). Los calibradores del equipo han
demostrado tener conmutabilidad con muestras de pacientes cuando se utilizan con
los reactivos y el procedimiento recomendados para esta prueba de diagnéstico in
vitro. Reconstituya el calibrador 0 con 5 mL de agua purificada. Reconstituya los
calibradores 1-5 con 2 mL de agua purificada. A temperatura ambiente, gire los
calibradores durante 25-30 minutos o déjelos reposar durante 60 minutos mezclando
con frecuencia hasta que el contenido se haya disuelto por completo. Mezcle bien
antes de usar. Almacene los calibradores reconstituidos como sigue:

Para periodos de hasta 5 dias: Almacene a 2-8°C.

Para almacenamiento prolongado (caducidad del equipo) entre usos: Almacene a
-15°C o menos.

Los calibradores (incluido el calibrador 0) pueden congelarse y descongelarse un
maximo de tres veces. Los calibradores pueden conservarse a temperatura ambiente
un maximo de cuatro intervalos de 1 hora durante su almacenamiento a 2-8°C.

4.2 Glébulos IRMA ACTH : reactivo listo para su uso
Los gldbulos de poliestireno estan revestidos con anticuerpos policlonales de raton
anticabra.

4.3 Trazador IRMA ACTH 125: reactivo listo para su uso

Cada vial contiene 2 mL de anticuerpos policlonales de cabra anti-ACTH y anticuerpos
monoclonales de raton anti-ACTH etiquetados con yodo '#| diluidos en suero
tamponado con tintura roja y azida sédica al 0,1%.

4.4 Concentrado de solucion de lavado IRMA ACTH: solucion liquida

Contiene un surfactante tamponado concentrado. Prepare una soluciéon de lavado
activa diluyendo la totalidad del contenido del vial en un volumen total de 500 mL con
agua destilada o desionizada.

4.5 Control IRMA ACTH, niveles 1-3: reactivo liofilizado

Se agrega a plasma humano la cantidad adecuada de ACTH humana sintética y
después azida sédica al 0,1% y otros estabilizadores. Reconstituya cada vial con
2 mL de agua purificada. A temperatura ambiente, gire los controles durante
25-30 minutos o déjelos reposar durante 60 minutos mezclando con frecuencia hasta
que el contenido se haya disuelto por completo. Mezcle bien antes de usar. Trate los
controles como muestras desconocidas. El intervalo de las concentraciones para cada
control estd impreso en el certificado de andlisis e indica los limites definidos por
DiaSorin para los valores de los controles obtenidos con test fiables.

Almacene los controles reconstituidos como sigue:

Para periodos de hasta 5 dias: Almacene a 2-8°C.

Para almacenamiento prolongado (caducidad del equipo) entre usos: Almacene a
-15°C o menos.

Los controles pueden congelarse y descongelarse un maximo de tres veces. Los
controles pueden conservarse a temperatura ambiente un maximo de cuatro intervalos
de 1 hora durante su almacenamiento a 2-8°C.
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5. . ADVERTENCIAS Y’PRECAUCIOINES
SOLO PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO.
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

REACTIVOS QUE CONTIENEN MATERIAL DE ORIGEN HUMANO
Tratense como potencialmente infecciosos.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma para la preparacion de este
producto se han probado en conformidad con un método aprobado por la FDA
estadounidense y han dado resultados negativos para la presencia de AgsHB,
anticuerpos de VHC y anticuerpos de VIH 1/2. Aunque estos métodos son altamente
precisos, no garantizan la deteccién de todas las unidades infectadas. Este producto
también puede contener otros materiales de origen humano para los cuales no existe
prueba homologada. Dado que ningun método de prueba puede garantizar
plenamente la ausencia del virus de la hepatitis B (VHB), de la hepatitis C (VHC), el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes infecciosos, todos los
productos que contengan material de origen humano se deben manejar de acuerdo
con las practicas de laboratorio correctas utilizando las precauciones adecuadas que
se describen en «Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories», 4° ed.,
mayo 1999 o actual, para centros de control de enfermedades e institutos nacionales
de salud y prevencion.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sédica. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metdlicas
altamente explosivas. Antes de desechar el reactivo, enjuaguelo con abundante agua
para impedir la acumulacion de azidas. Para obtener mas informacién, consulte
«Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts» en Manual
Guide-Safety Management n°® CDC-22, publicado por Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacién, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases muy téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO 125

Este equipo contiene material radiactivo que no excede de 7,2 uCi (266 kBq) de yodo
125. Para almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las
precauciones necesarias y practicas de laboratorio correctas. Para facultativos o
instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica: Este material radiactivo
s6lo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que
practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y solo para
pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracién interna o
externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su recepcion,
adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia
genérica de la Comisién Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision haya
llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.

1. EI almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada
especificamente a tal efecto.

2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado unicamente al personal
autorizado.

3. No vierta material radiactivo con la pipeta en la boca.

No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las areas donde se produzcan derrames deben limpiarse y después lavarse con
un detergente alcalino o una solucion descontaminante radioldgica. Todo
recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua antes de
lavarse con otros recipientes de laboratorio.

P
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Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacién de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida en el estado
de California como causante de cancer.

ATENCION: La radiactividad que indica el prospecto del paquete puede diferir
ligeramente de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La
etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha
de la calibracién, mientras que el prospecto del paquete indica la radiactividad tedrica
del equipo.

6. INDICACIONES DE POSIBLE DETERIORO DE LOS REACTIVOS DEL

EQUIPO

6.1 Desviacion en la pendiente o posicion de la curva del calibrador con respecto
al resultado habitual

6.2 Disminucion de la unién maxima

6.3 Union cero no especifica alta

6.4 Valores duplicados deficientes

7. RECOLECCION DE LA MUESTRA Y PREPARACION DEL PLASMA
Para analizar la muestra por duplicado en el IRMA ACTH hacen falta cuatrocientos
microlitros de plasma con EDTA. En el IRMA ACTH no deben emplearse muestras
heparinizadas ni tampoco muestras excesivamente ictéricas, hemolizadas o lipémicas.
La sangre debe recolectarse asépticamente por puncién venosa en un tubo Vacutainer
de 5 6 10 mL con EDTA. Mezcle la muestra invirtiéndola suavemente y coléquela de
inmediato en hielo picado. Centrifugue la muestra en los 30 minutos siguientes a la
recoleccioén. El centrifugado debe durar 15 minutos con aproximadamente 1500 x g*.
Retire inmediatamente el plasma de las células con una pipeta de plastico y
transfiéralo a un tubo de polipropileno/poliestireno. Almacene las muestras de plasma
a 2-8°C antes de la prueba siempre que ésta vaya a realizarse en las 4 horas
siguientes. Si las muestras no van a analizarse en las 4 horas siguientes, deben
almacenarse a -20°C. Las muestras pueden almacenarse a 2-8°C durante un maximo
de 4 horas o a -20°C durante un maximo de 6 meses.
NOTA: Los estudios de DiaSorin con muestras recién recolectadas muestran como
promedio un 20-35% de disminucién en la concentracion de ACTH tras un ciclo de
congelacién/descongelacion. Los cambios observados después de otros tres ciclos de
congelacién/descongelacién son minimos.
Se realizé un estudio (n = 50) con tubos siliconizados y tubos no siliconizados. La
media geométrica de los tubos siliconizados fue de 28,8 pg/mL (intervalo de
2 desviaciones estandar de 13,9-59,7). La media geométrica de los tubos no
siliconizados fue de 26,7 pg/mL (intervalo de 2 desviaciones estandar de 12,4-57,5).

8. EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
8.1 12 tubos desechables de polipropileno o poliestireno de 75 mm
No deben emplearse tubos de vidrio de borosilicato.
8.2 Gradilla para tubos de ensayo
8.3 Contador gamma valido para yodo 125
8.4 Mezclador vortex
8.5 Utensilios de dosificacion:
a. Micropipeta calibrada para suministrar 50 uL y 200 pL

*g = (1118 x 10°®) (radio en cm) (rpm)®
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b.
c.

Dispensadores repetitivos calibrados para suministrar 50 pL, 200 yL 'y 1 mL
Pipetas volumétricas para reconstituir controles y calibradores, 2 mL y 5 mL

8.6 Cilindro graduado de 500 mL

8.7 Parafilm o equivalente para cubrir los tubos de ensayo

8.8 Forceps revestidos con teflon u otro dispositivo para distribuir globulos
8.9 Unidad de aspiracién

8.10 Agua purificada para reconstituir componentes

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Deje que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de
utilizarlos.

9.1 Reconstitucién de los calibradores / controles IRMA ACTH

a.

b.

C.

d.

e.

Extraiga los calibradores y controles liofilizados IRMA ACTH del
refrigerador.

Con una pipeta volumétrica, agregue 2 mL de agua purificada a los
calibradores y controles IRMA ACTH. Igualmente, agregue 5 mL de agua
purificada al calibrador 0 ACTH.

Golpee ligeramente los frascos para desalojar el pellet liofilizado y
mezcle suavemente.

A temperatura ambiente, gire los calibradores y controles durante
25-30 minutos o déjelos reposar mezclando con frecuencia hasta que el
contenido se haya disuelto por completo. Mezcle bien antes de usar.

La reconstitucion finaliza cuando todas las soluciones adquieren un
aspecto homogéneo.

9.2 Preparacion de la solucién de lavado IRMA ACTH

a.

El concentrado de la solucion de lavado activa IRMA ACTH se diluye 10X
en agua purificada para obtener una solucién activa.

Vacie el frasco de 50 mL que contiene el concentrado en un cilindro
graduado de 500 mL.

A continuacion enjuague el interior del frasco con agua purificada y
agregue los restos del concentrado al cilindro de 500 mL.

Contintie afiadiendo agua purificada hasta alcanzar el volumen total del
cilindro de 500 mL. Remueva para asegurar la completa disolucion del
material precipitado y obtener una mezcla uniforme. Identifique este
material con la etiqueta Solucion de lavado activa IRMA ACTH.

9.3 Prepare y etiquete por duplicado 12 tubos de polipropileno/poliestireno de
17 mm.

Agregue reactivos a los tubos como sigue:

a.

Calibrador 0

200 pL de calibrador 0

50 pL de trazador IRMA ACTH "2 (rojo)
Calibradores (1-5)

200 pL de calibrador

50 pL de trazador IRMA ACTH "2 (rojo)
Controles y muestras desconocidas
200 pL de muestra

50 pL de trazador IRMA ACTH "2 (rojo)

*g = (1118 x 10°®) (radio en cm) (rpm)?
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9.4 Agite tres veces en vortex la gradilla que contiene todos los tubos durante
1-2 segundos cada vez. No permita que se forme espuma en el contenido de
los tubos.

9.5 Distribuya un glébulo de IRMA ACTH en cada tubo (EXCEPTO los tubos de
cuentas totales) utilizando férceps revestidos con teflon o un dispensador
adecuado para glébulos (no emplee los dedos).

9.6 Cubra los tubos con parafiim o equivalente.

Incube los tubos durante 22 (+2) horas a 18-25°C. Registre la temperatura al
principio y al final de la prueba.
Después de la incubacién de 20 (+2) horas, los tubos deben lavarse de este

modo:
a. Aspire la mezcla de reaccién en un recipiente adecuado para residuos
radiactivos.

b. Lave los tubos con la solucién de lavado activa IRMA ACTH.

Lave enérgicamente el glébulo distribuyendo 1 mL de solucién de lavado
activa en cada tubo de ensayo con suficiente fuerza para impeler el glébulo
desde el fondo del tubo. Aspire después de cada etapa de lavado. Repita dos
veces el procedimiento de lavado (tres lavados en total).

9.7 Mida la radiactividad presente en cada tubo utilizando un contador gamma.
Cada tubo debe contarse durante 1 minuto o mas (consulte el apartado
Limitaciones del procedimiento).

10. COMENTARIOS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

10.1 Cuando agregue glébulos a los tubos, incline levemente la gradilla de tubos de
ensayo para que los glébulos rueden dentro de los tubos. Asi evitara que la
solucion de prueba salpique demasiado. No maneje los glébulos con los dedos.

10.2 Con una pipeta, vierta trazador IRMA ACTH 125l en el tercio inferior del tubo
de ensayo.

10.3 Las muestras cuya lectura sea superior al calibrador mas alto deben diluirse
con calibrador 0 y volverse a someter al ensayo.

10.4 Todas las muestras de paciente DEBEN conservarse en hielo hasta su analisis.

10.5 Para obtener resultados 6ptimos con el equipo los glébulos deben lavarse
cuidadosamente.

10.6 No se han observado desviaciones en ensayos de hasta 130 tubos.

10.7 Para que el laboratorio pueda supervisar completamente los resultados del
ensayo IRMA debe comprobar otros factores. DiaSorin recomienda comprobar
los siguientes parametros para asegurar los resultados uniformes del equipo.

a. Unién maxima

Cuentas por minuto (CPM) del tubo de calibrador 5
b. Unioén no especifica

CPM del tubo de calibrador 0

11. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe incluir al menos un control de nivel alto y otro de nivel bajo en
cada ensayo para supervisar sus resultados. Pueden utilizarse controles
comercialmente disponibles o los tres controles de referencia que se suministran con
el equipo. Los controles del equipo contienen ACTH en concentraciones tipicas en
pacientes de rango normal y elevado. Los controles del equipo se han probado con el
equipo IRMA ACTH de DiaSorin. El intervalo de las concentraciones para cada control
esta impreso en el certificado de analisis e indica los limites definidos por DiaSorin
para los valores de los controles obtenidos con test fiables. Los controles utilizados
deben tratarse como muestras desconocidas y analizarse por duplicado. El laboratorio
debe mantener graficos de control de calidad para llevar un seguimiento de los
resultados de los controles. Los resultados de los controles deben analizarse con
métodos estadisticos que evaluen las tendencias correctamente.
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Cada laboratorio debe establecer limites de resultado aceptables para cada nivel de
control mediante métodos estadisticos disefiados para detectar errores sistematicos y
aleatorios. Los resultados de los controles deben cumplir los criterios de aceptabilidad
del laboratorio antes de informar de los resultados de las pruebas con pacientes.'-"°

12. CALCULO DE RESULTADOS
Para determinar la concentracion de ACTH hallada en muestras desconocidas y
de control, en cada ensayo se prepara una curva de calibrador utilizando las
concentraciones indicadas en las etiquetas de los viales. Los valores de
muestras desconocidas se generan como sigue:
12.1 Calcule el promedio de CPM de cada calibrador, control y muestra
desconocida.

12.2 Usando papel milimetrado semilogaritmico, trace la CPM de cada nivel

de calibrador en el eje de ordenadas (eje Y) con respecto a la
concentracion del calibrador del eje de abscisas (eje X).
NOTA: Para analizar los datos también pueden utilizarse programas
automaticos de reduccion de datos. DiaSorin utiliza Multi-Calc
(Pharmacia) con un programa de ajuste suavizado SPLINE log-CPM.
Todos los demas métodos de reduccion de datos han de ser validados
antes utilizarlos con regularidad.

12.3 Interpole los niveles de ACTH en las muestras del trazado.

12.4 Si la lectura de una muestra desconocida es superior a la del calibrador
mas alto, debe diluirse con calibrador 0 y volverse a someter al ensayo.

12.5 Si alguna muestra desconocida esta diluida, corrijala hasta obtener el
factor de diluciéon adecuado.

12.6 Los valores inferiores al calibrador 1 pero mayores que 1,5 pg/mL
(sensibilidad del ensayo) pueden calcularse utilizando la formula:

Valores de CPM (desconocida)

desconocida CPM (cal. 1)

x Valor de cal. 1

12.7 El intervalo resultante del ensayo se encuentra dentro de la
concentracion del calibrador mas alto y la sensibilidad del ensayo.

Datos de las muestras
La TABLA |y la figura 1 muestran datos tipicos de muestras y una curva de calibrador
IRMA ACTH; esta informacién solo debe utilizarse como referencia y no para calcular
ningun valor. Los datos se han generado con trazador nuevo.
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Reduccion de datos
El laboratorio de control de calidad de DiaSorin utiliza un ajuste de curva suavizada
SPLINE.

TABLAI
Datos de muestras de IRMA ACTH de DiaSorin
CPM CPM Conc.
Tubo duplicada media (pg/mL)
Calibrador 0 563 577
591
Calibradores (pg/mL)
1(9,9) 1.562 1.627
1,692
2(23,3) 3.348 3.367
3,385
3(96,1) 11.573 11.519
11,464
4 (328) 35.676 35.551
35,426
5 (1330) 104.713 102.148
99,583
Muestras desconocidas
1 3.999 4132 30
4,264
2 13.668 12.831 109
11,993
3 41.418 41.488 387
41,557

EJEMPLO DE CURVA DE CALIBRADOR IRMA ACTH

12000¢

10000¢

CPM

2000C

oL LIl

1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)

FIGURA 1
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13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

13.1 La frecuencia de las cuentas deberia bastar para reducir errores estadisticos
(por ejemplo, la acumulaciéon de 2.000 CPM dara como resultado un error del
5%; 10.000 CPM dara como resultado un 1% de error).

13.2 Todos los resultados de ACTH deben interpretarse cuidadosamente con las
presentaciones clinicas generales y otras pruebas de diagnéstico que los
respalden.

14. VALORES PREVISTOS
DiaSorin Inc. recomienda que cada laboratorio de analisis establezca su propio
intervalo de referencia (normal).

Intervalo normal

Cada laboratorio debe establecer su propio intervalo normal. DiaSorin ha establecido
un intervalo normal a partir de 100 muestras congeladas de plasma con EDTA
tomadas de voluntarios aparentemente sanos (50 mujeres, 50 hombres). Las muestras
se tomaron entre las 7-10:00 a.m. a donantes en ayunas (toda la noche) y se
guardaron en tubos no siliconizados. La media geométrica se calculd en
18,5 pg/mL con un intervalo de 2 desviaciones estandar de 6 a 56,7 pg/mL.

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL RESULTADO

15.1 Precision

La precisién intraserie y total se determiné seguin el documento EP5-T2 del CLSI. Se
analizaron cuatro controles por duplicado durante doce dias de trabajo en tres
emplazamientos diferentes.

Precision intraserie (valores = pg/mL)

Ndmero de la Valor qe la DE. % C.V.
muestra media
1 32.7 1.37 4.20
2 58.0 2.05 3.53
3 194 4.90 2.53
4 773 41.97 5.43
Precision total del ensayo (valores = pg/mL)
Se han combinado los datos de los tres emplazamientos.
Ndmero de la Valor qe la DE. % C.V
muestra media
1 32.7 1.88 5.8
2 62.0 6.15 9.9
3 194 9.04 4.7
4 817 87.6 10.7

DiaSorin evalué la precision inferior de este modo:

Precision interserie (valores = pg/mL)

Las muestras se analizaron en 10 ensayos independientes.

Numero de la Valor d_e la DE. % C.V. n
muestra media
1 8.65 0.496 5.74 10
2 10.67 0.527 4.94 10
3 257.0 8.126 3.16 10
Precision intraensayo (valores = pg/mL)
Las muestras se analizaron en réplicas de 10 en un Unico ensayo.
Numero de la Valor d_e la DE. % C.V. n
muestra media
1 8.6 0.411 4.78 10
2 10.39 0.437 4.21 10
3 260.7 9.22 3.54 10
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15.2 Veracidad: la veracidad del ensayo se ha comprobado con la prueba de

linealidad y la de recuperacion.

Linealidad

Se diluyeron dos muestras con EDTA y un pool de muestras con EDTA con calibrador
0. Los resultados se resumen a continuacion (valores = pg/mL).

Namero de Corregida
| Dilucion Medida para
a muestra S
diluciéon
1 No diluida >Cal. E
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 No diluida 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Pool No diluida >Cal. E
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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Exactitud
Datos representativos de tres mezclas de muestras con ACTH 1-39 para determinar la
recuperacion, (valores = pg/mL).

Valor de ACTH Valor vV . Porcentaje de
g ) alor medido .
fondo afnadida previsto recuperacion
Pool 1 5 224 20.4 91.1
174 25 424 37.6 88.7
50 67.4 59.8 88.7
75 92.4 81.1 87.8
125 142.4 118.5 83.2
500 517.4 571.7 110.5
Recuper_acmn 91.7
media
Pool 2 5 371 36.2 97.6
32.1 25 57.1 52.3 91.6
50 82.1 711 86.6
75 107.1 92.8 86.6
125 1571 128.3 81.7
500 532.1 583.0 109.6
Recuper.amon 923
media
Pool 3 5 36.2 355 98.1
31.2 25 56.2 48.9 87.0
50 81.2 69.0 85.0
75 106.2 89.6 84.4
125 156.2 129.7 83.0
500 531.2 520.6 98.0
Recuper_acmn 875
media

15.3 Sensibilidad analitica

La sensibilidad, definida como la concentracion de ACTH medida con dos
desviaciones estandar por encima de las cuentas del calibrador 0, es de 1,5 pg/mL o
inferior con una unién minima y trazador nuevo.
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15.4 Especificidad y reactividad cruzada
La reactividad cruzada del IRMA ACTH se ha efectuado afadiendo las siguientes
concentraciones de péptidos al calibrador bajo y al medio.

. Cambio en el Cambio en el
Péptido (;?g?fr;i) calibrador medio ca;/;’bio calibrador Ca;/;’bio
(pg/mL) bajo (pg/mL)
ACTH 1-26 100,000 -346.7 -98.5% -24.5 -98.8%
1,000 -181.2 -51.5% -13.3 -53.6%
500 -116.8 -33.2% -7.4 -29.8%
200 -47.6 -13.5% -2.5 -9.9%
ACTH 18 - 24 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
ACTH 26 - 39 100,000 -349.6 -99.3% -24.3 -98.0%
5,000 -318.9 -90.6% -23.1 -93.1%
2,000 -287.8 -81.8% -20.3 -81.9%
1,000 -244.6 -69.5% -16.7 -67.3%
500 -152.6 -43.4% -98 -39.5%
ACTH1-10 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
200 0.0 0.0% 0.0 0.0%
o-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-Endorfina 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA.

50



ANALISI IMMUNORADIOMETRICA PER L'ORMONE
ADRENOCORTICOTROPO

1. USO PREVISTO
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit serve per la determinazione quantitativa dell'ormone adrenocorticotropo
umano (ACTH) nel plasma EDTA. La misurazione di ACTH nel plasma ¢ utilizzata
nella diagnosi delle disfunzioni surrenali.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

La misurazione di ACTH nel plasma umano riveste da molti anni notevole interesse
clinico. Nel 1948 Sayers et. al. descrisse un metodo per la determinazione di ACTH in
base alla sua bioattivita." Da allora sono state sviluppate analisi radioimmunologiche
(RIA) per la misurazione di ACTH, basate tuttavia su un anticorpo primario che non
rilevava l'attivita biologica. L'analisi ACTH IRMA DiaSorin € ideata per rilevare l'intera
molecola ACTH (1-39). ACTH IRMA & un metodo per il rilevamento di ACTH nel
plasma piu sensibile rispetto al RIA che consente una differenziazione piu netta tra
livelli normali e soppressi.”

ACTH ¢ secreto dalle cellule adrenocorticotrope pituitarie del lobo anteriore della
ghiandola pituitaria.® E sintetizzato come parte di una grande molecola precursore
dellamminoacido 265, POMC (proopiomelanocortina).> ACTH & un ormone
amminoacido 39 con la seguente struttura:
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
La sequenza 1-13 & la stessa dell'ormone alfa-melanocita-stimolante. La sequenza
1-26 é ritenuta la parte attiva della molecola ed & necessaria per la completa attivita
biologica.*
La molecola ACTH & una proteina di base suscettibile all'azione degli enzimi
proteolitici. Aumenta la sintesi e il rilascio di tutti i corticosteroidi surrenali dalla
corteccia surrenale, compresi cortisolo, aldosterone e androgeni surrenali. | principali
fattori che influiscono sul rilascio di ACTH comprendono CRH (ormone a rilascio di
corticotropina), concentrazione plasmatica di cortisolo libero, stress e ciclo sonno-
veglia. Il controllo della concentrazione di ACTH € mediato da un meccanismo di
feedback negativo e dal sistema nervoso centrale. ACTH aumenta in risposta a
riduzioni dei livelli plasmatici di cortisolo. Per contro, un aumento del cortisolo &
associato all'inibizione del rilascio di ACTH a livello pituitario.3

ACTH viene secreto dalla ghiandola pituitaria in modo pulsatile, ma secondo un ritmo
prioritario diurno. | livelli di ACTH in un individuo normale sono tipicamente piu elevati
nelle prime ore del mattino (6-8) e piu bassi durante il giorno. Per questo motivo, il
prelievo di sangue viene normalmente eseguito al mattino. Le condizioni che
disturbano il normale ritmo diurno comprendono la sindrome di Cushing, la sindrome
ACTH ectopico e stress fisiologico, ad esempio associato a interventi chirurgici.ﬁ’8

Congiuntamente ad altre analisi diagnostiche, i risultati di ACTH servono per la
valutazione di pazienti con diverse patologie a carico della corteccia surrenale. La
sindrome di Cushing & un disturbo metabolico determinato da un'aumentata
produzione di cortisolo da parte della ghiandola surrenale. La diagnosi della sindrome
di Cushing dipende dalla dimostrazione di un'aumentata produzione di cortisolo e dalla
mancata soppressione di dexametasone. Una volta stabilita la diagnosi, vengono
eseguiti ulteriori test per determinarne la causa.>*'® Questa sindrome & generalmente
causata da iperplasia surrenale, subordinata a una sovrapproduzione di ACTH
pituitario. La sovrapproduzione di cortisolo € dovuta a ipersecrezione di ACTH pituitario
o produzione ectopica di ACTH da tumori non endocrini.

Il termine “morbo di Cushing” & tradizionalmente usato per definire un individuo affetto
da tumore pituitario associato a produzione di ACTH; tuttavia, alcuni clinici ricorrono a
questa definizione per descrivere un individuo con ipersecrezione di ACTH pituitario
indipendentemente dalla presenza di un tumore.
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Se la sindrome di Cushing & causata da una secrezione eccessiva di ACTH pituitario, &
possibile un aumento dei livelli di ACTH. Il sito di produzione di ACTH nei
microadenomi corticotropi €& stato localizzato utilizzando la tecnica della
cateterizzazione sinusale petrosale inferiore bilaterale."'?

La sindrome da ACTH ectopico & un'altra possibile causa della sindrome di Cushing. In
questi pazienti, i tumori maligni non endocrini producono livelli elevati di ACTH e
POMC, che determinano a loro volta una produzione elevata di cortisolo non soggetto
a inibizione di feedback a nessun livello."

Quando la sindrome di Cushing & dovuta a un'anomalia surrenale primaria, come un
tumore surrenale, la funzionalita della ghiandola surrenale & indipendente dai livelli di
ACTH e la secrezione pituitaria € soppressa. Questi pazienti presentano
concentrazioni molto basse o addirittura non rilevabili di ACTH e i test di soppressione
di dexametasone o stimolazione di metirapone non evidenziano alcuna risposta.®
L'insufficienza surrenale € una condizione che porta a una produzione di cortisolo
inadeguata. Pud essere dovuta a un'incapacita primaria della ghiandola surrenale di
produrre quantita sufficienti di cortisolo o a un'insufficienza secondaria dovuta a una
produzione di ACTH inadeguata. La concentrazione basale di ACTH nei pazienti con
insufficienza adrenocorticale primaria (morbo di Addison) sara significativamente
elevata. La somministrazione di ACTH endogeno non determina in questi pazienti
alcuna risposta da parte delle ghiandole surrenali. L'insufficienza surrenale secondaria
€ causata da deficienza di ACTH pituitario. | livelli plasmatici di ACTH possono
contribuire a distinguere tra insufficienza surrenale primaria e secondaria, poiché sono
elevati nella prima e ridotti o assenti nella seconda.?

La sindrome di Nelson & una condizione causata dallo sviluppo di tumori surrenali di
grandi dimensioni in pazienti che hanno subito interventi di adrenalectomia bilaterale
per la sindrome di Cushing. In questi pazienti vengono tipicamente monitorati i livelli di
ACTH quale misura ausiliaria di monitoraggio del normale decorso clinico e della
risposta ai regimi terapeutici.s®

3. PRINCIPIO DELL'ANALISI

ACTH IRMA DiaSorin & un'analisi immunoradiometrica ad elevata specificita e
sensibilita per la misurazione di ACTH umano 1-39. L'analisi &€ eseguita utilizzando due
anticorpi ACTH specifici per le diverse regioni della molecola di ACTH. Il tracciante
iodurato utilizzato in questo sistema contiene un anticorpo di capra policlonale
purificato specifico per ACTH 26-39 e un anticorpo monoclonale etichettato con iodio-
125 specifico per ACTH 1-17. Quando i campioni vengono incubati con il tracciante e
granuli di polistirene rivestiti con anticorpo di topo anti-capra, gli anticorpi ACTH
specifici si legano all'ACTH presente nel campione. Solo ACTH La forma 1-39 presente
nel campione si leghera ad ambedue gli anticorpi formando un complesso. La
radioattivita libera viene eliminata mediante lavaggio e la radioattivitd presente sul
granulo viene misurata. Le concentrazioni di ACTH presenti nei campioni sono
direttamente proporzionali alla radioattivita misurata. Per il calcolo dei risultati si
confrontano i valori CPM di ogni campione con i valori CPM dei calibratori ACTH inclusi
nel kit.

4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Calibratore 0 ACTH IRMA 1 fiala / 5,0 mL 1 fiala /5,0 mL
Calibratori ACTH IRMA (1-5) 5 fialas / 2,0 mL 5 fiala / 2,0 mL

Granuli ACTH IRMA 1 contenitori / 65 granuli 2 contenitori / 65 granuli
Tracciante ACTH IRMA 2 fiale / 2 mL 4 fiale / 2 mL

Soluzione di lavaggio ACTH IRMA 1 fiala / 50 mL 1 fiala / 50 mL

Controlli ACTH IRMA (livelli 1-3) 3 fiale / 2.0 mL 3 fiale / 2.0 mL

Numero di test 65 130
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CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8°C. Dopo l'apertura, conservare
ogni reagente a 2-8° fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta, salvo
diversamente specificato. | reagenti non devono essere utilizzati dopo la data di
scadenza. La data di scadenza del kit & indicata sull'etichetta esterna e si riferisce alla
data di scadenza del tracciante.

Durante la ricostituzione del contenuto delle fiale, mescolare delicatamente al fine di
evitare la formazione di schiuma. Conservare tutti i reagenti ricostituiti secondo le
raccomandazioni seguenti. Non si devono mescolare reagenti di lotti diversi.

4.1 Calibratori ACTH IRMA (0-5): reagente liofilizzato

Serie di 6 calibratori ACTH (1-39) sintetici, a concentrazioni variabili da 0 a
1500 pg/mL, in plasma umano esente da ACTH con stabilizzanti e sodio azide (0,1%)
aggiunto come conservante. | valori esatti della concentrazione vengono indicati per
ogni lotto. | calibratori sono calibrati utilizzando ACTH umano sintetico (1-39). L'ACTH
umano sintetico purificato con HPLC & stato testato e trovato reattivo allACTH umano
sintetico (1-39) ottenuto dal National Hormone and Pituitary Program (University of
Maryland). | calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del paziente se
usati con reagenti e con la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro,
secondo le raccomandazioni pertinenti. Ricostituire il calibratore 0 con 5,0 mL di
acqua purificata. Ricostituire i calibratori 1-5 con 2,0 mL di acqua purificata. A
temperatura ambiente, ruotare i calibratori per 25 - 30 minuti o lasciarli riposare per
60 e mescolare con frequenza fino a quando il contenuto € completamente disciolto.
Mescolare accuratamente prima dell'uso. Conservare i calibratori ricostituiti come
segue:

Per periodi fino a cinque giorni: conservare a 2-8°C.

Per periodi prolungati (scadenza del kit) tra ogni singolo utilizzo: conservare a -15°C o
temperatura inferiore.

E possibile congelare e scongelare i calibratori (incluso il calibratore 0) fino a un
massimo di tre volte. E possibile tenere i calibratori a temperatura ambiente per un
massimo di quattro intervalli di 1 ora durante la conservazione a 2-8°C.

4.2 Granuli ACTH IRMA: reagente pronto per l'uso
Granuli in polistirene rivestiti con anticorpo di topo anti-capra.

4.3 Tracciante 'l ACTH IRMA: reagente pronto per I'uso

Ogni fiala contiene 2 mL di anti-ACTH di capra policlonale e | di anti-ACTH
monoclonale di topo etichettato diluito in siero tamponato contenente colorante rosso e
sodio azide ( 0,1%).

4.4 Concentrato per soluzione di lavaggio ACTH IRMA: soluzione liquida
Contiene un surfattante tamponato concentrato. Preparare una soluzione di lavaggio
diluendo il contenuto dell'intera fiala fino a ottenere un volume finale di 500 mL con
acqua distillata o deionizzata.

4.5 Controllo ACTH IRMA, livelli 1-3: reagente liofilizzato

Nel siero umano si aggiungono le quantita necessarie di ACTH umano sintetico, sodio
azide (0,1%) e altri stabilizzanti. Ricostituire ogni fiala con 2,0 mL di acqua purificata. A
temperatura ambiente, ruotare i controlli per 25-30 minuti oppure lasciarli riposare
mescolando con frequenza per 60 minuti fino a quando il contenuto non &
completamente disciolto. Mescolare accuratamente prima dell'uso. Trattare ogni
controllo come campione non noto. L’intervallo delle concentrazioni di ogni controllo &
stampato sul certificato di analisi e indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori dei
controlli ottenuti con dosaggi affidabili.

Conservare i controlli ricostituiti come segue:

Per periodi fino a 5 giorni: conservare a 2-8°C.

Per periodi prolungati (scadenza del kit) tra ogni singolo utilizzo: conservare a -15°C o
a temperatura inferiore.

E possibile congelare e scongelare i controlli fino a un massimo di tre volte. E possibile
tenere i controlli a temperatura ambiente per un massimo di quattro intervalli di 1 ora
durante la conservazione a 2-8°C.
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5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI MATERIALE DI PROVENIENZA UMANA

Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto €
stata testata con una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva
per la presenza di HBsAg, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi
metodi sono estremamente accurati, non €& garantita la localizzazione di tutte le unita
infette. Questo prodotto puo inoltre contenere altro materiale di provenienza umana per
il quale non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test approvata
puo offrire garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C
(HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di
provenienza umana deve essere trattato in conformita con le buone pratiche di
laboratorio adottando le precauzioni appropriate come descritto nei manuali dei
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
"Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories," quarta edizione, Maggio
1999 o edizione corrente.

REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
pud reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts," nel manuale
Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la
Prevenzione delle malattie di Atlanta, GA,

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 7,2 puCi (266kBq) di iodio-125.

Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione,

la manipolazione e lo smaltimento di questo materiale. Per i professionisti o gli istituti

che utilizzano radioisotopi con una licenza generale: Questo materiale radioattivo pud
essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da personale medico,

veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e

unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la

somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da esso derivanti, su
persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, l'uso e il trasferimento
sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory Commission
statunitense dello stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio
dell'autorita normativa.
1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area
specificatamente designata.
2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale
autorizzato.
3. Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.

Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

5. Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con
detergente alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli
oggetti in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima
di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.

P
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Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti
alle norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione puo
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

6. INDICAZIONI DI POSSIBILE DETERIORAMENTO DEI REGENTI DEL KIT

6.1 Uno sfasamento nella pendenza o posizione della curva di calibrazione
rispetto a quella che normalmente si ottiene.

6.2 Una diminuzione del legame massimo.
6.3 Un legame zero altamente non specifico.
6.4 Valori non soddisfacente dei duplicati.

7. RACCOLTA DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE DEL PLASMA
Sono richiesti quattrocento microlitri di plasma EDTA, in due serie, da usare per
I'analisi ACTH IRMA. | campioni eparinizzati non devono essere usati nell'analisi ACTH
IRMA. E bene evitare I'uso di campioni emolizzati, lipemici o itterici.

Il sangue deve essere prelevato in maniera asettica mediante venopuntura in una
provetta sotto vuoto EDTA da 5 o 10 mL. Mescolare il campione capovolgendolo
delicatamente e collocarlo immediatamente su ghiaccio tritato. Centrifugare il
campione entro 30 minuti dalla raccolta. Centrifugare per 15 minuti usando circa
1500 x g*. Rimuovere immediatamente il plasma dalle cellule utilizzando una pipetta di
plastica e trasferire in una provetta di polipropilene/polistirene. Conservare i campioni
di plasma a 2-8°C prima dell'analisi, che deve essere eseguita entro 4 ore. Qualora
non fosse possibile analizzare i campioni entro 4 ore, & necessario conservarli a -20°C.
| campioni possono essere conservati a 2-8°C fino a un massimo di 4 ore 0 a -20°C
fino a un massimo di 6 mesi.

NOTA: Gli studi DiaSorin eseguiti su campioni freschi evidenziano una diminuzione
media delle concentrazioni di ACTH pari al 20-35% dopo uno scongelamento.

Sono state osservate variazioni minime dopo tre scongelamenti consecutivi.

E stato eseguito uno studio (n = 50) confrontando provette siliconate e provette non
siliconate. La media geometrica per le provette siliconate & risultata essere di
28,8 pg/mL (range 2SD 13,9-59,7). La media geometrica per le provette non siliconate
e risultata essere di 26,7 pg/mL (range 2SD 12,4-57,5).

8. ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN
DOTAZIONE
8.1 Provette in polipropilene o polistirene monouso, 12 x 75 mm.
Le provette in vetro borosilicato non possono essere usate.
8.2 Rack provette.
8.3 Contatore a raggi gamma adatto per il conteggio di iodio-125.
8.4 Centrifugatore.
8.5 Dispositivi per operazioni con pipetta:
a. Micropipetta calibrata per erogare 50 pL e 200 pL.
b. Dosatori a ripetizione, calibrati per erogare 50 uL, 200 yL e 1 mL.

c. Pipette volumetriche per la ricostituzione dei controlli e dei calibratori;
2,0mL e 5,0mL.

8.6 Cilindro graduato da 500 mL.
8.7 Pellicola o equivalente per coprire le provette.

*g = (1118 x 10 (raggio in cm) (rpm)?
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9.

8.8 Forcipe rivestito in teflon o altro accessorio per distribuire i granuli.
8.9 Unita di aspirazione.
8.10 Acqua purificata per la ricostituzione dei componenti.
PROCEDURA DI ANALISI
Lasciare che tutti i reagenti raggiungano la temperatura ambiente prima dell'uso.
9.1 Ricostituzione dei calibratori e / controlli ACTH IRMA
a. Togliere i calibratori e i controlli ACTH IRMA dal frigorifero.

b. Utilizzando una pipetta volumetrica, aggiungere 2,0 mL di acqua
purificata ai calibratori e controlli ACTH IRMA. Analogamente, aggiungere

5,0 mL di acqua purificata al calibratore 0 ACTH.

c. Percuotere delicatamente i flaconi per staccare i grumi liofilizzati e

mescolare.

d. A temperatura ambiente, ruotare i calibratori e i controlli per 25 -
30 minuti o lasciarli riposare mescolando con frequenza per 60 minuti fino
a quando il contenuto non & completamente disciolto. Mescolare

accuratamente prima dell'uso.

e. Laricostituzione & completa quando tutte le soluzioni appaiono omogenee.

9.2 Preparazione della soluzione di lavaggio ACTH IRMA.

Il concentrato per soluzione di lavaggio ACTH IRMA viene diluito (concentrato

10 volte) in acqua purificata per ottenere una soluzione efficace.

a. Svuotare il flacone da 50 mL contenente il concentrato in un cilindro

graduato da 500 mL.

b. Dopo I'aggiunta, sciacquare il contenuto del flacone con acqua purificata

e aggiungerlo al concentrato nella siringa da 500 mL.

c. Portare il volume finale della siringa da 500 mL a 500 mL aggiungendo
continuamente acqua purificata. Agitare fino a quando il materiale
precipitato non &€ completamente disciolto e mescolare fino ad ottenere
una soluzione omogenea. Etichettare il materiale come soluzione di

lavaggio ACTH IRMA.

9.3 Preparare due serie di provette in polipropilene/polistirene da 12 x 17 mm

etichettate in modo appropriato.
Aggiungere i reagenti nelle provette come indicato di seguito:

a. Calibratore 0

200 pL di calibratore 0

50 pL %] tracciante ACTH IRMA (rosso)
b. Calibratori (1-5)

200 pL di calibratore

50 pL "2 tracciante ACTH IRMA (rosso)
c. Controlli e campioni non noti

200 yL di campione

50 pL "2 tracciante ACTH IRMA (rosso)

9.4 Centrifugare il rack contenente tutte le provette tre volte per 1-2 secondi

ciascuna. Evitare la formazione di schiuma nelle provette.

9.5 Distribuire un granulo (ad eccezione delle provette per le conte totali) ACTH
IRMA in ogni provetta utilizzando un forcipe rivestito in teflon o un dosatore

adatto (non utilizzare le dita).
9.6 Coprire le provette con pellicola o equivalente.

Lasciare in incubazione le provette per 20 (+2) ore a 18-25°C. Registrare la

temperatura all'inizio e al termine dell'analisi.
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Al termine del periodo di incubazione di 20 (+2) ore, lavare le provette come
descritto di seguito:

a. Aspirare la miscela in un contenitore per rifiuti radioattivi.
b. Lavare ciascuna provetta con la soluzione per lavaggio ACTH IRMA.

Lavare energicamente i granuli versando 1 mL di soluzione di lavaggio in ogni
provetta con una forza sufficiente a sollevare i granuli dal fondo della provetta.
Aspirare dopo ogni fase di lavaggio. Ripetere la procedura di lavaggio due
volte per un totale di tre lavaggi.

9.7 Misurare la radioattivitd presente in ogni provetta utilizzando un contatore a
raggi gamma. Ogni provetta deve essere contata per un 1 minuto o un
intervallo superiore (vedere la sezione: Limiti della procedura).

10. COMMENTI ALLA PROCEDURA

10.1  Quando si versano i granuli nelle provette, inclinare leggermente il
portaprovette e far scivolare i granuli nelle provette. In questo modo si evita di
far schizzare la soluzione di test. Non maneggiare i granuli con le dita.

10.2 Con la pipetta, aggiungere il tracciante 1251 ACTH IRMA al terzo inferiore
della provetta di analisi.

10.3 | campioni con lettura superiore al calibratore massimo devono essere diluiti
con il calibratore 0 e sottoposti a una nuova analisi.

10.4 Tutti i campioni del paziente DEVONO essere mantenuti su ghiaccio fino
all'esecuzione dell'analisi.

10.5 Per ottenere prestazioni ottimali del kit, & necessario lavare accuratamente i
granuli.

10.6 Nessuno scostamento & stato osservato in analisi fino a 130 provette.

10.7 Per monitorare completamente le prestazioni di un'analisi IRMA, & possibile
controllare altri fattori. DiaSorin consiglia di eseguire un controllo dei seguenti
parametri per garantire prestazioni costanti del kit.

a. Legame massimo
Conteggi al minuto (CPM) della provetta del calibratore "5"

b. Legame non specifico
CPM della provetta del calibratore 0

11. CONTROLLO DI QUALITA'

Ogni laboratorio deve includere almeno un controllo a livello basso e un controllo a
livello alto in ogni analisi per monitorare le prestazioni. Si possono utilizzare i controlli
disponibili in commercio o i tre controlli di riferimento forniti con il kit. | controlli del kit
contengono ACTH a concentrazioni tipiche di range paziente normali o elevati. |
controlli del kit sono stati esaminati utilizzando il kit ACTH IRMA DiaSorin. L'intervallo
delle concentrazioni di ogni controllo & stampato sul certificato di analisi e indica i limiti
stabiliti da DiaSorin per i valori dei controlli ottenuti con dosaggi affidabili. | controlli
devono essere considerati come campioni non noti e analizzati in duplice copia.
Conservare le tabelle per il controllo della qualita al fine di verificare le performance dei
controlli. | risultati dei controlli devono essere analizzati con metodi statistici che
consentano un'adeguata valutazione dei trend. Limiti accettabili per le performance
verranno stabiliti da ogni singolo laboratorio per ogni livello di controllo utilizzando
metodi basati su statistiche ideati per rilevare errori sistematici e casuali. | risultati dei
controlli devono corrispondere ai criteri del laboratorio per quanto concerne
I'accettabilita prima di riferire i risultati dei test ai pazienti."” "

12. CALCOLO DEI RISULTATI
Per stabilire la concentrazione di ACTH trovato in campioni di controllo e non noti,
creare una curva calibratore per ogni analisi utilizzando le concentrazioni del
calibratore indicate sulle etichette delle fiale. | valori per campioni non noti sono
ottenuti come segue:
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12.1
12.2

123
124

12,5

12.6

12.7

Calcolare il CPM medio per ogni calibratore, controllo e campione non noto.

Usando una carta millimetrata per modello log-lineare, tracciare I'esatto CPM
del livello di ogni calibratore sullasse delle ordinate (asse Y) e la
concentrazione del calibratore sull'asse delle ascisse (asse X).

NOTA: Si possono usare programmi di riduzione automatica dei dati per
analizzare i dati. DiaSorin utilizza Multi-Calc (Pharmacia) con un programma
a curva uniforme rispetto al CPM logaritmico. Alti metodi di riduzione dei dati
devono essere convalidati prima di includerli nell'uso regolare.

Interpolare i livelli di ACTH nei campioni dal tracciato.

Se un campione non noto da una lettura maggiore rispetto al calibratore
superiore, il campione dovra essere diluito con il calibratore 0 e analizzato
nuovamente.

Se un campione non noto € stato diluito, correggere con il fattore di diluizione
idoneo.

| valori inferiori al Calibratore 1 ma superiori a 1,5 pg/mL (sensibilita
dell'analisi) possono essere stimati usando la seguente formula:

CPM (non noto)

Valori non noti CPM (Cal. 1) x valore Cal. 1

Il range registrabile dell'analisi rientra nella concentrazione del calibratore
superiore e nella sensibilita dell'analisi.

Dati campione
| dati di campioni tipici e una curva di calibratore per ACTH IRMA sono riportati nella
TABELLA | e nella Figura 1; queste informazioni servono solo a scopo di riferimento e
non devono essere usate per il calcolo dei valori. | dati sono stati generati con
tracciante fresco.

Riduzione dei dati
Il Laboratorio di controllo di qualita DiaSorin QC utilizza una retta curvilinea uniforme.

TABELLAI
Dati campione ACTH IRMA DiaSorin
Doppia serie Media Conc.
Provetta CPM CPM (pg/mL)
Calibrator 0 563 577
591
Calibratori (pg/mL)
1(9.9) 1,562 1,627
1,692
2(23.3) 3,348 3,367
3,385
3(96.1) 11,573 11,519
11,464
4 (328) 35,676 35,551
35,426
5(1330) 104,713 102,148
99,583
Campioni non noti
1 3,999 4,132 30
4,264
2 13,668 12,831 109
11,993
3 41,418 41,488 387
41,557
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CURVA CALIBRATORE CAMPIONE ACTH IRMA
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FIGURA 1

13. Limiti della procedura
13.1 Il conteggio delle volte dovrebbe essere sufficiente per prevenire errori
statistici (ad esempio, l'accumulo di 2.000 conteggi produrra un errore del
5%; 10.000 conteggi produrranno un errore dell'1%).

13.2 Tutti i risultati ACTH devono essere accuratamente interpretati con le
presentazioni cliniche generali e altre prove diagnostiche di supporto.

14. VALORI PREVISTI
DiaSorin Inc. consiglia ad ogni laboratorio di stabilire un proprio range di riferimento
(normale).
Range normale
Ogni laboratorio deve stabilire un range di riferimento proprio. Un range normale &
stato definito da DiaSorin usando 100 campioni di plasma EDTA congelati prelevati da
volontari apparentemente sani (50 femmine, 50 maschi). | campioni sono stati prelevati
in provette non siliconate nell'orario 7-10:00 da donatori a digiuno. La media
geometrica € risultata essere di 18,5 pg/mL con un range 2 S.D. di 6,0 - 56,7 pg/mL.
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15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE

15.1 Precisione

La precisione intra-analisi e la precisione totale sono state determinate secondo le
linee guida EP5-T2 del documento CLSI. Ognuno dei tre siti ha analizzato quattro
controlli in doppia serie in dodici giorni operativi.

Precisione intra-analisi (valori = pg/mL).

Numgro Valore medio D.S. (% C.V.))
campione
1 32.7 1.37 4.20
2 58.0 2.05 3.53
3 194 4.90 2.53
4 773 41.97 5.43
Precisione totale dell'analisi (valori = pg/mL).
Sono stati combinati i dati provenienti da tre siti.
Num_ero Valore medio D.S. (% C.V.))
campione
1 327 1.88 5.8
2 62.0 6.15 9.9
3 194 9.04 4.7
4 817 87.6 10.7

DiaSorin ha inoltre valutato la precisione "low end" come segue:

Precisione inter-analisi (valori = pg/mL).
Ogni campione é stato analizzato con 10 analisi separate.

Num_ero Valore medio D.S. (% C.V.) n
campione

1 8.65 0.496 5.74 10

2 10.67 0.527 4.94 10

3 257.0 8.126 3.16 10

Precisione intra-analisi (valori = pg/mL).

Ogni campione é stato analizzato in 10 serie nell'ambito di una singola analisi.

Numero Valore medio D.S. (% C.V.) n
campione

1 86 0411 478 10

2 10.39 0.437 421 10

3 260.7 9.22 3.54 10
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15.2 Accuratezza: I'accuratezza dell'analisi & stata controllata mediante test di
linearita e test di recupero.

Linearita

Due campioni EDTA e un pool EDTA sono stati diluiti con il calibratore 0. | risultati

sono riepilogati di seguito (valori = pg/mL).

Numgro Diluizione Misurato Co.rre'tto per
campione diluizione
1 Non diluito >E Cal.
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Non diluito 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Pool Non diluito >E Cal.
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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Precisione
Dati rappresentativi dei tre campioni di pool di siero sono stati combinati con ACTH

1-39 per determinare i recuperi (valori = pg/mL).

Valore di ACTH Valore Valore Percentuale
fondo aggiunto previsto misurato di recupero
Pool 1 5 22.4 20.4 91.1

17.4 25 42.4 37.6 88.7
50 67.4 59.8 88.7
75 92.4 81.1 87.8
125 142.4 118.5 83.2
500 517.4 571.7 110.5
Media 91.7
Recupero
Pool 2 5 371 36.2 97.6
32.1 25 571 52.3 91.6
50 82.1 711 86.6
75 107.1 92.8 86.6
125 157.1 128.3 81.7
500 532.1 583.0 109.6
Media 02.3
Recupero
Pool 3 5 36.2 35.5 98.1
31.2 25 56.2 48.9 87.0
50 81.2 69.0 85.0
75 106.2 89.6 84.4
125 156.2 129.7 83.0
500 531.2 520.6 98.0
Media 875
Recupero

15.3 Sensibilita analitica

La sensibilita, definita come concentrazione di ACTH misurata in corrispondenza di
due deviazioni standard al di sopra dei conteggi del calibratore 0 con legame massimo,
¢ pari o inferiore a 1,5 pg/mL, con tracciante fresco.
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15.4 Specificita e reattivita incrociata

La reattivita incrociata dell'analisi ACTH IRMA é stata eseguita con le seguenti
concentrazioni di peptidi aggiunte sia a un calibratore basso che a un calibratore
medio.

Variazione o Valfiazione
Peptide Dose calibratore . A’. calibratore .%.
(pg/mL) medio pg/mL) variazione basso variazione
(pg/mL)

ACTH 1-26 100,000 -346.7 -98.5% -24.5 -98.8%
1,000 -181.2 -51.5% -13.3 -53.6%
500 -116.8 -33.2% -7.4 -29.8%
200 -47.6 -13.5% -2.5 -9.9%
ACTH 18 - 24 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
ACTH 26 - 39 100,000 -349.6 -99.3% -24.3 -98.0%
5,000 -318.9 -90.6% -23.1 -93.1%
2,000 -287.8 -81.8% -20.3 -81.9%
1,000 -244.6 -69.5% -16.7 -67.3%
500 -152.6 -43.4% -9.8 -39.5%
ACTH 1-10 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
200 0.0 0.0% 0.0 0.0%
a-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
pB-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-Endorfina 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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ENSAIO IMUNORADIOMETRICO DA HORMONA
ADRENOCORTICOTROPICA

1. USOINDICADO
APENAS PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO .

Este kit destina-se a determinagdo quantitativa da hormona adrenocorticotrépica
humana (ACTH) no plasma EDTA. A medigdo da ACTH no plasma é utilizada para o
diagnéstico de disfungdes da adrenal.

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A medigdo da ACTH no plasma humano ¢é alvo de grande interesse clinico ha muitos
anos. Em 1948 Sayers et. al. descreveram um método para determinar a ACTH com
base na sua bioactividade." Desde essa época, desenvolveram-se radioimunoensaios
(RIA) de medigdo da ACTH, os quais se baseavam num anticorpo primario que néo
media a actividade biolégica. O ensaio imunoradiométrico da ACTH da DiaSorin foi
concebido para detectar a molécula total ACTH (1-39). O ensaio imunoradiométrico
da ACTH é um método mais sensivel de deteccdo da ACTH no plasma do que os
radioimunoensaios, permitindo estabelecer uma maior diferenciagdo entre os niveis
normais e os niveis de supresséo da ACTH.2

A ACTH é um produto secretério das células adrenocorticotrépicas pituitarias situadas
dentro da glandula pituitaria anterior.® E sintetizada enquanto componente de uma
molécula POMC (proopiomelanocortina) precursora grande de 265 aminoacidos.’
A ACTH é uma hormona de 39 aminoacidos com a estrutura seguinte:
NH2-Ser-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Trp-Gli-Lis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-
Pro-Asn-Gli-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Fe-Pro-Leu-Glu-Fe-OH.

A sequéncia 1-13 é semelhante a da hormona estimulante alfa-melanocita.
A sequéncia 1-26 é considerada como a porgdo activa da molécula sendo essencial
para uma actividade bioldgica completa.*

A molécula ACTH é uma proteina basica e labil a acgdo de enzimas proteoliticas.
Funciona aumentando a sintese e a libertagdo de todos os corticosteréides adrenais
do cértex adrenal incluindo o cortisol, a aldosterona e os andrégenios adrenais. Os
principais factores que tém efeito sobre a libertagdo da ACTH incluem a CRH
(hormona libertadora da corticotropina), a concentragdo de cortisol livre no plasma, o
stress e o ciclo do sono. O controlo da concentragdo de ACTH é mediado por um
mecanismo de resposta negativa e pelo sistema nervoso central. A ACTH aumenta em
resposta a redugdes dos niveis de cortisol no plasma. Inversamente, a medida que o
cortisol aumenta, a libertagdo de ACTH & inibida ao nivel da pituitaria.

A ACTH é segregada pela glandula pituitaria de uma forma pulsatil mas seguindo um
ritmo diurno excessivo. Os niveis de ACTH no individuo normal s&o tipicamente mais
elevados durante a madrugada (6-8 da manha) e mais reduzidos ao final do dia.
Devido a este facto, é habitual efectuar recolhas de sangue da ACTH de manha, bem
cedo. As condigbes consideradas como sendo perturbadoras do ritmo diurno normal
incluem a sindrome de Cushing, a sindrome da ACTH ectdpica e o stress fisiologico,
como o decorrente de uma cirurgia .*

Os resultados da ACTH sdo utilizados em conjungdo com outros ensaios de
diagnéstico para avaliar pacientes com diversas doengas envolvendo o cortex adrenal.
A sindrome de Cushing é uma desordem metabdlica resultante de uma produgao
excessiva de cortisol pela glandula adrenal. O diagnéstico da sindrome de Cushing
depende da demonstragdo da produgdo excessiva de cortisol e da falta de supressao
da dexametasona. Depois de estabelecer o diagnodstico, sera necessario efectuar mais
testes para determinar a sua causa.*®' Esta sindrome é habitualmente provocada
pela hiperplasia adrenal, derivada da produgdo excessiva da ACTH pituitaria.
A producgdo excessiva de cortisol fica a dever-se a hipersecregdo da ACTH pituitaria
ou a produgéo ectdpica da ACTH por parte dos tumores néo endécrinos.
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O termo “Doenga de Cushing” é tradicionalmente utilizado para definir um individuo
que possua um tumor pituitario produtor da ACTH; no entanto, € utilizado por alguns
médicos para descrever alguém que sofra de uma hipersecrecdo da ACTH pituitaria
independentemente da presenga de um tumor.

Quando a sindrome de Cushing é provocada pela secregdo excessiva da ACTH
pituitaria, pode ocorrer um aumento da ACTH. O local de produgdo da ACTH nos
microadenomas corticotréficos foi localizado utilizando a técnica da cateterizagéo
sinusal petrosa inferior bilateral.""""?

A sindrome da ACTH ectdpica € outra causa possivel da sindrome de Cushing. Nestes
pacientes, os tumores malignos ndo enddcrinos produzem niveis mais elevados da
ACTH e da POMC, os quais resultam numa produgdo muito elevada de cortisol que
nao esta sujeita a inibicdo da resposta a qualquer

nivel.1314

Quando a sindrome de Cushing se fica a dever a uma anormalidade adrenal primaria,
tal como um tumor adrenal, a glandula adrenal age de forma independente da ACTH e
a secrecgao pituitaria & suprimida. Estes pacientes tém concentragdes muito baixas ou
indetectaveis da ACTH, ndo sendo visivel qualquer resposta com a supressao da
dexametasona ou com os testes de supressao da dexametasona ou de estimulagéo
da metirapona.®

A insuficiéncia adrenal € uma condigdo que conduz a uma produgdo inadequada de
cortisol. Pode ficar a dever-se a uma incapacidade primaria da adrenal de produzir
quantidades suficientes de cortisol ou a falhas secundarias provocadas por uma
produgéo insuficiente da ACTH. A concentracdo da ACTH basal nos pacientes com
insuficiéncia adrenocortical primaria (doenga de Addison) sera marcadamente elevada.
Quando é administrada ACTH enddgena a estes pacientes, ndo € obtida qualquer
resposta por parte das adrenais. A insuficiéncia adrenal secundaria € provocada pela
deficiéncia da ACTH pituitaria. Os niveis da ACTH no plasma podem ajudar a
distinguir entre a insuficiéncia adrenal primaria e secundaria, dado que séo elevados
na primeira e reduzidos ou ausentes na segunda.?

A sindrome de Nelson é uma condicdo provocada pelo desenvolvimento de grandes
tumores pituitarios em pacientes que se tenham submetido a uma adrenalectomia
bilateral relacionada com a sindrome de Cushing. Os niveis da ACTH sé&o
habitualmente seguidos nesses pacientes para ajudar a monitorizar o percurso clinico
e a resposta aos regimes terapéuticos.''®

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

O IRMA ACTH da DiaSorin € um ensaio imunoradiométrico altamente especifico e
sensivel para a medigdo da ACTH 1-39 humana. A medigéo é obtida utilizando dois
anticorpos da ACTH, cada qual especifico de diferentes regides da molécula ACTH. O
tragador iodato usado neste sistema contém um anticorpo de cabra policlonal
purificado, especifico para a ACTH 26-39 e um anticorpo monoclonal rotulado com
iodo-125 especifico para a ACTH 1-17. Quando as amostras s&do incubadas com o
tracador e com as esférulas de polistireno revestidas a anti-cabra de rato, os
anticorpos especificos da ACTH ligam-se a ACTH presente na amostra. S6 a ACTH
1-39 presente na amostra ficara ligada a ambos os anticorpos para formar um
complexo anticorpo. A radioactividade ndo ligada é eliminada e a radioactividade
ligada a esférula € medida. As concentragbes da ACTH presentes na amostra sédo
directamente proporcionais a radioactividade medida. Os resultados s&o calculados
comparando os CPM de cada amostra com os CPM dos calibradores da ACTH
incluidos neste Kkit.
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4. REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

Calibrador 0 IRMA ACTH 1 frasco /5.0 mL 1 frasco /5.0 mL
Calibradores IRMA ACTH (1-5) 5 frascos / 2.0 mL 5 frascos / 2.0 mL
Esférulas IRMA ACTH 1 recipientes / 2 recipientes /
65 esférulas 65 esférulas

Tragador IRMA ACTH 2 frascos / 2 mL 4 frascos / 2 mL
Solugéo de lavagem IRMA ACTH 1 frasco / 50 mL 1 frasco / 50 mL
Controlos (Niveis 1-3) IRMA ACTH 3 frascos / 2.0 mL 3 frascos / 2.0 mL
Numero de testes 65 130

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C. Depois de
abrir, armazene cada reagente a 2-8°, a menos que mencionado em contrario abaixo,
até ao prazo de validade indicado no rétulo. Os reagentes ndo devem ser usados
apos o prazo de validade. O prazo de validade do kit é indicado no rétulo externo e
corresponde ao prazo de validade do tragador.

Ao reconstituir o contetido dos frascos, misture com cuidado para evitar a formagao de
espuma. Guarde todos os reagentes reconstituidos tal como recomendado abaixo.
N&o misture reagentes de lotes diferentes.

4.1 Calibradores (0-5) IRMA ACTH: reagente liofilizado

Conjunto de seis calibradores sintéticos ACTH (1-39), em concentracdes com
intervalos de 0-1500 pg/mL, em plasma humano livre de ACTH com estabilizadores e
0,1% de azida de sodio adicionada como conservante. Os valores exactos de
concentragdo sao atribuidos a cada lote. Os calibradores sdo calibrados relativamente
a ACTH humana sintética (1-39). A ACTH humana sintética purificada em HPLC foi
testada e considerada como reagindo de forma equivalente a ACTH humana sintética
(1-39) obtida no Programa Nacional de Hormonas e da Pituitaria (Universidade de
Maryland). Os calibradores do kit demonstram permutabilidade com amostras do
paciente quando usados com reagentes e um procedimento operacional deste teste de
diagnostico in vitro  tal como recomendado. Reconstitua o calibrador 0 com
5,0 mL de agua depurada. Reconstitua os calibradores 1-5 com 2,0 mL de agua
depurada. A temperatura ambiente, faca a rotagdo dos calibradores durante 25 -
30 minutos ou deixe-os descansar durante 60 minutos misturando frequentemente até
o conteudo estar completamente dissolvido. Misture bem antes de usar. Guarde os
calibradores reconstituidos da seguinte forma:

Periodos até 5 dias: Armazene a 2-8°C.

No caso de armazenamento prolongado (prazo de validade do kit) entre
usos: Armazene a -15°C ou a temperaturas inferiores.

Os calibradores (incluindo o calibrador 0) podem ser congelados e cortados um
maximo de trés vezes. Os calibradores podem ser mantidos a temperatura ambiente
um maximo de quatro intervalos de 1 hora, durante o seu armazenamento a 2-8°C.

4.2 Esférulas IRMA ACTH: reagente pronto a usar
As esférulas de polistireno estdo revestidas com anticorpo policlonal anti-cabra de
rato.

4.3 '#] Tragador IRMA ACTH: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 2 mL de anti-ATCH de cabra policlonal e '#| anti-ATCH de rato
monoclonal diluido em soro tamponado com corante vermelho e 0,1% de azida de
sodio.

4.4 Concentrado de solugao de lavagem IRMA ACTH: solugéo liquida

Contém um surfactante concentrado tamponado. Prepare uma solugdo de lavagem de
trabalho diluindo todo o contetido do frasco num volume final de 500 mL com agua
destilada ou deionizada.
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4.5 Controlo IRMA ACTH IRMA, Niveis 1-3: reagente liofilizado

O plasma humano é enriquecido com a quantidade adequada da ACTH humana
sintética. Sdo adicionados 0.1% de azida de sodio e outros estabilizantes. Reconstitua
cada frasco com 2.0 mL de &gua purificada. A temperatura ambiente, faca a rotagdo
dos controlos durante 25-30 minutos ou deixe-os descansar durante 60 segundos,
misturando frequentemente até o conteudo estar completamente dissolvido. Misture
bem antes de usar. Trate cada controlo como se fosse uma amostra desconhecida. O
intervalo das concentragbes para cada controlo esta imprimido no certificado de
analise e indica os limites definidos pela DiaSorin para os valores dos controlos
obtidos com ensaios fiaveis.

Armazene os controlos reconstituidos da seguinte forma:

Periodos até 5 dias: Armazene a 2-8°C.

Para um armazenamento prolongado (prazo de validade do kit) entre usos: Armazene
a -15°C ou a temperaturas inferiores.

Os controlos podem ser congelados e cortados um maximo de trés vezes. Os
controlos podem ser mantidos a temperatura ambiente um maximo de quatro
intervalos de 1 hora durante o armazenamento a 2-8°C.

5. AVISOSE PRECAU(;()ES
APENAS PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO .
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

REAGENTES COM MATERIAL DE FONTE HUMANA

Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usados na preparacdo deste produto foi
testado por um método aprovado pela FDA e determinado como sendo ndo reactivo
para a presenca de HBsAg, anticorpo para HCV e anticorpo para HIV 1/2. Embora
estes métodos sejam bastante precisos, ndo garantem que todas as unidades
infectadas sejam detectadas. Este produto também pode conter outros materiais de
origem humana para os quais ndo ha teste aprovado. Como nenhum método de teste
conhecido pode oferecer seguranga total em relagao a auséncia do virus da hepatite B
(HBV), do virus da hepatite C (HCV), do virus HIV ou de outros agentes infecciosos,
todos os produtos que contém materiais de origem humana devem ser manuseados
de acordo com boas praticas laboratoriais usando as precaugdes adequadas tal como
descrito no Manual dos Centros Americanos para Controlo e Prevengdo de Doengas e
Institutos Nacionais de Saude, “Biosegurangca em Laboratérios Microbiolégicos e
Biomédicos,” (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories),” 4" ed., Maio
de 1999 ou edigao actual.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sédio. A azida de
sodio pode reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente
explosivo. Ao eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagao
de azida. Para mais informagdes, consulte “Descontaminagdo de drenos de pias de
laboratérios para remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestdao de Seguranga N°
CDC-22 emitido pelos Centros de Controlo e Prevengdo de Doengas, Atlanta, GA,
1976.

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

R20/21/22 - Nocivo pela inalagéo, em contacto com a pele e se ingerido.

R32 - O contacto com acidos liberta gas muito téxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com agua em abundancia.

REAGENTES COM IODO-125

Este kit contém material radioactivo que ndo excede 7.2 uCi (266 kBq) de iodo-125.
Devem ser tomadas todas as precaugbes apropriadas e usadas boas praticas
laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagéo deste material.
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Para médicos ou clinicas que recebem radio-is6topos sob uma licenga geral: Este
material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinicos in vitro que nao
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagdo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo entrou em acordo para o
exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma éarea
especificamente designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
N&o pipete material radioactivo por via oral.

N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e lavadas com detergente
alcali ou solugdo de descontaminacéo radiolégica. Qualquer vidro usado deve ser
enxaguado completamente em agua antes de lavar qualquer outro material de
vidro do laboratorio.

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:
A recepcéo, uso, transferéncia e eliminacdo de materiais radioactivos estéo sujeitos
aos regulamentos e condi¢des de sua licenca especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser
ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do
tragcador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no kit.

6. INDICAGOES DE POSSIVEL DETERIORAGAO DOS REAGENTES DO KIT

6.1 Um deslocamento na inclinagdo ou na posigao da curva do calibrador em
relagdo a que é normalmente obtida.

6.2 Uma diminuigédo na ligagdo maxima.
6.3 Uma ligagdo zero néo especifica alta.
6.4 Valores duplicados pequenos.

7. RECOLHA DE ESPECIMES E PREPARAGAO DO PLASMA
Sao necessarios quatrocentos microlitros de plasma EDTA para ensaiar o espécime
em duplicado com o IRMA ACTH. N&ao utilize amostras heparinadas com o IRMA
ACTH. Evite o uso de amostras puramente ictéricas, hemolisadas ou lipémicas.

O sangue deve ser recolhido assepticamente por venipunctura num tubo Vacutainer
EDTA de 5 ou 10 mL. Misture a amostra invertendo-a ligeiramente e coloque
imediatamente em gelo aos pedagos. Centrifugue a amostra nos 30 minutos seguintes
a recolha. A centrifugagdo deve ser efectuada durante 15 minutos usando
aproximadamente 1500 x g*. Separe imediatamente o plasma das células utilizando
uma pipeta de plastico e transfira para um tubo de polipropileno/polistireno. Guarde as
amostras de plasma a 2-8°C antes do ensaio, desde que este possa ser efectuado nas
4 horas seguintes. Se as amostras ndo puderem ser ensaiadas nesse periodo de
4 horas, deverao ser armazenadas a -20°C. As amostras podem ser armazenadas a
2-8°C durante 4 horas ou a —20°C durante um periodo maximo de 6 meses.

NOTA: Estudos efectuados pela DiaSorin em amostras recentemente recolhidas
demonstraram uma diminuicdo média de 20-35% nas concentragdes de ACTH apds
um corte congelado. Foram observados alteragbes minimas nos trés cortes
congelados subsequentes.

LAl ol

*g = (1118 x 10°®) (raio em cm) (rpm)?
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9.

Foi efectuado um estudo (n = 50) utilizando tubos com silicone e tubos sem silicone. A
média geométrica dos tubos com silicone foi de 28.8 pg/mL (intervalo de 2 D.S. entre
13.9-59.7). A média geométrica dos tubos sem silicone foi de 26.7 pg/mL (intervalo de
2 D.S. entre 12.4-57.5).
8. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

8.1 Tubos descartaveis de polipropileno ou de polistireno, 12 x 75 mm.

Nao utilize tubos de vidro de borosilicato.

8.2 Suporte do tubo de ensaio.

8.3 Contador gama capaz de contar iodo-125.

8.4 Misturador de vortice.

8.5 Dispositivos para pipetar:

a.
b.

C.

Micropipetador calibrado para administrar 50 yL e 200 L.

Distribuidores de repeticéo, calibrados para administrar 50 pL, 200 pL e
1mL.

Pipetas volumétricas para reconstituir controlos e calibradores; 2.0 mL e
5.0 mL.

8.6 Cilindro graduado de 500 mL.
8.7 Parafilme ou equivalente para cobrir os tubos de ensaio.
8.8 Forceps revestido a teflon ou outro dispositivo aprovado para deitar esférulas.
8.9 Unidade de aspiragéo.
8.10 Agua purificada para reconstituicdo dos componentes.
PROCEDIMENTO DO ENSAIO
Permita que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente antes de utilizar.
9.1 Reconstituicdo dos Calibradores / Controlos do IRMA ACTH

b.

e.

Retire os calibradores e os controlos liofilizados do IRMA ACTH do
frigorifico.

Utilizando uma pipeta volumétrica, adicione 2.0 mL de agua purificada
aos calibradores e controlos do IRMA ACTH. Adicione igualmente
5.0 mL de agua purificada ao calibrador ACTH 0.

Bata levemente nos frascos para deslocar a pastilha liofilizada e misture
gentilmente.

A temperatura ambiente, faga a rotagéo dos calibradores e dos controlos
durante 25 - 30 minutos ou deixe-os em descanso misturando
frequentemente durante 60 minutos até o respectivo conteldo estar
totalmente dissolvido. Misture bem antes de usar.

A reconstituicdo estara concluida quando todas as solugdes parecerem
homadgeneas.

9.2 Preparacao da Solugdo de Lavagem IRMA ACTH.

O concentrado de solugdo de lavagem de trabalho IRMA ACTH é diluido 10X
em agua purificada para obter uma solugéo robusta de trabalho.

a.

b.

Esvazie o frasco de 50 mL com o concentrado num cilindro graduado de
500 mL.

Depois de adicionar, enxague o conteudo do frasco com agua purificada
e acrescente o enxaguamento do concentrado ao cilindro de 500 mL.
Atinja o volume final do cilindro de 500 mL continuando a adicionar agua
purificada até atingir os 500 mL. Agite para se certificar que ha uma
dissolugdo completa de qualquer material precipitado e uma mistura
uniforme. Rotule este material como Solugdo de Lavagem de Trabalho
IRMA ACTH.
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9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

Prepare tubos de polipropileno/polistireno de 12 x 17 mm devidamente
rotulados, em duplicado.

Adicione reagentes aos tubos da seguinte forma:

a. Calibrador 0

Calibrador 0 de 200 uL

Tragador IRMA ACTH™®| (vermelho) de 50 pL
b. Calibradores (1-5)

Calibrador de 200 pL

Tragador IRMA ACTH™®| (vermelho) de 50 pL
c. Controlos e amostras desconhecidas

Amostra de 200 yL

Tragador IRMA ACTH 2| (vermelho) de 50 pL
Agite o suporte com todos os tubos trés vezes durante 1-2 segundos cada.
Nao permita a formagéo de espuma no contetdo do tubo.
Deite uma esférula do IRMA ACTH em cada tubo (A EXCEPCAO dos tubos
de contagem totais) com o férceps revestido a Teflon ou com um doseador
adequado para o manuseamento de esférulas. (N&o utilize os dedos.)
Cubra os tubos com parafilme ou equivalente.
Incube os tubos durante 20 (+2) horas a 18-25°C. Registe a temperatura no
inicio e no final do ensaio.
Apos o periodo de incubagéo de 20 (+2) horas, os tubos devem ser lavados
da forma descrita a seguir:
a. Aspire a mistura da reacgdo para um recipiente adequado para

desperdicios radioactivos.
b. Lave cada tubo com a Solugéo de Lavagem de Trabalho IRMA ACTH.
Lave a esférula deitando vigorosamente 1 mL de solugdo de lavagem de
trabalho em cada tubo de ensaio com forga suficiente para levantar a esférula
do fundo do tubo de ensaio. Aspire depois de cada passo de lavagem. Repita
o procedimento de lavagem duas vezes durante um total de trés lavagens.
Meca a radioactividade presente em cada tubo usando um contador gama. Os
tubos devem ser contados durante 1 minuto ou mais (consulte a secgdo
Limitagdes do Procedimento).

10. COMENTARIOS SOBRE O PROCEDIMENTO

10.1

10.2
10.3

10.4

10.5
10.6
10.7

Ao adicionar esférulas aos tubos, incline levemente o suporte do tubo de
ensaio e deixe as esférulas rolarem para dentro dos tubos. Evitara a
ocorréncia de respingos excessivos da solucdo de teste. Ndo manipule as
esférulas com os dedos.
Pipete tragcador 1251 IRMA ACTH para o tergo inferior do tubo de ensaio.
As amostras com leituras superiores ao calibrador mais alto devem ser
diluidas com Calibrador 0 e novamente ensaiadas.
Todas as amostras do paciente DEVEM ser mantidas em gelo até serem
ensaiadas.
Para obter um desempenho éptimo do kit, devera lavar bem as esférulas.
Nao se verificou qualquer desvio nos ensaios com um maximo de 130 tubos.
Para um laboratorio monitorizar completamente o desempenho de um IRMA,
ha trés factores adicionais a serem verificados. A DiaSorin sugere a
verificagcdo dos parametros seguintes para assegurar um desempenho
consistente do kit.
a. Ligagao maxima

Contagens por minuto (CPM) do Tubo do calibrador “5” )
b. Ligacao nao especifica

CPM do Tubo do calibrador 0
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11. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir pelo menos um controlo alto e um controlo baixo em
cada ensaio, para monitorizar o desempenho do ensaio. Podem ser utilizados
controlos comercialmente disponiveis ou os 3 controlos de referéncia fornecidos com o
kit. Os controlos do kit contém ACTH em concentragdes habituais dos intervalos
normais e dos intervalos altos dos pacientes. Os controlos do kit foram ensaiados
utilizando o kit IRMA ACTH da DiaSorin. O intervalo das concentragbes para cada
controlo estd imprimido no certificado de analise e indica os limites definidos pela
DiaSorin para os valores dos controlos obtidos com ensaios fiaveis. Os controlos
utilizados devem ser tratados como se fossem amostras desconhecidas e ensaiados em
duplicado. Devem ser mantidas tabelas de controlo da qualidade por parte do laboratério
para acompanhar o desempenho dos controlos. Os resultados dos controlos devem ser
analisados através de métodos estatisticos que avaliem de forma adequada as
tendéncias. Os limites de um desempenho aceitavel devem ser determinados pelo
laboratério individual para cada nivel de controlo utilizando métodos baseados em
estatisticas, concebidos para detectar erros sistematicos e aleatérios. Os resultados do
controlo devem estar em conformidade com os critérios de aceitabilidade do laboratério
antes de relatar os resultados dos testes dos pacientes.'™"®

12. CALCULO DE RESULTADOS
Para determinar a concentragao de ACTH presente nas amostras desconhecidas e de
controlo, é preparada uma curva do calibrador em cada ensaio utilizando as
concentragbes do calibrador indicadas nos rétulos dos frascos. Os valores das
amostras desconhecidas sdo gerados da seguinte forma:
12.1 Calcule o CPM médio para cada calibrador, controlo e amostra desconhecida.
12.2 Usando papel de grafico log-linear, marque o CPM de cada nivel do calibrador
na ordenada (eixo Y) em relagdo a concentragdo do calibrador na abcissa
(eixo X).
Nota: Também podem ser utilizados programas automatizados de redugao de
dados para analisar os dados. A DiaSorin utiliza Multi-Calc (Pharmacia) com
um programa de ajuste SPLINE suave com registo do CPM. Os outros
métodos de redugdo de dados devem ser validados antes de serem utilizados
regularmente.
12.3 Interpole os niveis da ACTH nas amostras do grafico.
12.4 Se uma amostra desconhecida apresentar leituras superiores ao calibrador
mais alto, devera ser diluida com calibrador 0 e novamente ensaiada.
12.5 Se tiver diluido uma amostra desconhecida, corrija para o factor de diluicdo
apropriado.
12.6 Os valores inferiores ao Calibrador 1 mas superiores a 1.5 pg/mL
(sensibilidade do ensaio) podem ser estimados utilizando a féormula:

Valores do CPM (desconhecido)
desconhecido CPM (Cal. 1)

x Valor do Cal. 1

12.7 O intervalo relatavel do ensaio esta situado dentro da concentragdo do
calibrador mais alto e da sensibilidade do ensaio.

Dados da amostra
Os dados tipicos da amostra e a curva do calibrador para o IRMA ACTH sao
apresentados na TABELA | e na Figura 1; esta informagdo serve apenas como
referéncia e ndo devera ser utilizada para o calculo de qualquer valor. Estes dados
foram gerados com tragador novo.
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Redugao de dados
O Laboratério de controlo de qualidade da DiaSorin usa um ajuste de curva spline
suave.

TABELA |
Dados da amostra IRMA ACTH DiaSorin
CPM CPM Conc.
Tubo duplicado médio (pg/mL)
Calibrador 0 563 577
591
Calibradores (pg/mL)
1(9.9) 1,562 1,627
1,692
2(23.3) 3,348 3,367
3,385
3(96.1) 11,573 11,519
11,464
4 (328) 35,676 35,551
35,426
5(1330) 104,713 102,148
99,583
Amostras desconhecidas
1 3,999 4,132 30
4,264
2 13,668 12,831 109
11,993
3 41,418 41,488 387
41,557

CURVA DE CALIBRAGEM DA AMOSTRA IRMA ACTH

12000¢

10000¢

CPM

2000C

oL LIl

1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)

FIGURA 1
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13. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

13.1 Os tempos de contagem devem ser os suficientes para reduzir os erros
estatisticos (por exemplo, a acumulagdo de 2,000 contagens produzird um
erro de 5%; 10,000 contagens produzirdo um erro de 1%).

13.2 Todos os resultados da ACTH devem ser interpretados cuidadosamente,

tendo em consideracédo estudos clinicos gerais e outros testes diagndsticos
auxiliares.

14. VALORES ESPERADOS
A DiaSorin Inc. recomenda que cada laboratério de testes estabelega o seu préprio
intervalo (normal) de referéncia.

Intervalo normal

Cada laboratério deve estabelecer o seu proprio intervalo normal. Foi estabelecido um
intervalo normal pela DiaSorin utilizando 100 amostras congeladas de plasma EDTA
de voluntarios aparentemente saudaveis (50 do sexo feminino, 50 do sexo masculino).
As amostras foram recolhidas em tubos sem silicone, entre as 7 e as 10 da manha de
doadores em jejum (durante a noite). A média geométrica foi calculada como sendo de
18.5 pg/mL com um intervalo de 2 D.S. entre 6.0 e 56.7 pg/mL.

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO
15.1 Precisdo
A precisdo dentro do ensaio e a precisdo total foram determinadas utilizando o
Documento EP5-T2 da CLSI. Cada um de trés locais procederam ao ensaio de quatro
controlos em duplicado durante um periodo de doze dias Uteis.

Precisao no ensaio (valores = pg/mL).
Numero da

Valor médio | Desvio padréo (% C.V.)
amostra
1 327 1.37 4.20
2 58.0 2.05 3.53
3 194 4.90 2.53
4 773 41.97 5.43

Precisdo do Ensaio Total (valores = pg/mL).
Os dados foram combinados a partir de trés locais.

Numero da Valor médio | Desvio padrao (% C.V.)
amostra
1 32.7 1.88 5.8
2 62.0 6.15 9.9
3 194 9.04 4.7
4 817 87.6 10.7

A preciséo do limite inferior foi ainda calculada pela DiaSorin da seguinte forma:

Precisao Entre Ensaios (valores = pg/mL).
Cada amostra foi ensaiada em 10 ensaios individuais.
Numero da Desvio

Valor médio = (% C.V.) n
amostra padrao
1 8.65 0.496 5.74 10
2 10.67 0.527 4.94 10
3 257.0 8.126 3.16 10

Precisado no Ensaio (valores = pg/mL).
Cada amostra foi ensaiada como 10 réplicas num Unico ensaio.

Namero da Valormédio | DPSSViO | (o cv) n
amostra padrdo

1 8.6 0.411 4.78 10

2 10.39 0.437 4.21 10

3 260.7 9.22 3.54 10
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15.2 Precisao: A precisdo do ensaio foi verificada através do teste da linearidade
e do teste de recuperagao.

Linearidade

Procedeu-se a diluicdo de duas amostras enriquecidas com EDTA e um conjunto

enriquecido com EDTA em calibrador 0. Os resultados encontram-se descritos abaixo,

(valores = pg/mL).

Namero da Diluigao Medida Corn_gu_jal para
amostra diluicéo
1 Nao diluido >E Cal.
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Nao diluido 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Conjunto Nao diluido >E Cal.
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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Precisao
Os dados representativos de trés amostras agrupadas foram enriquecidos com ACTH
1-39 para determinar as recuperagoes, (valores = pg/mL).

Valor base A.CTH Valor Valor medido Percentagenj
Adicionado esperado de recuperagao
Conjunto 1 5 224 20.4 91.1
174 25 424 37.6 88.7
50 67.4 59.8 88.7
75 92.4 81.1 87.8
125 142.4 118.5 83.2
500 517.4 571.7 110.5
Recup. Média 91.7
Conjunto 2 5 371 36.2 97.6
32.1 25 57.1 52.3 91.6
50 82.1 711 86.6
75 107.1 92.8 86.6
125 157.1 128.3 81.7
500 532.1 583.0 109.6
Recup. Média 92.3
Conjunto 3 5 36.2 35.5 98.1
31.2 25 56.2 48.9 87.0
50 81.2 69.0 85.0
75 106.2 89.6 84.4
125 156.2 129.7 83.0
500 531.2 520.6 98.0
Recup. Média 87.5

15.3 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade, definida como a concentragdo da ACTH, mediu dois desvios padrao
acima das contagens do calibrador 0, com uma ligagdo minima de 1.5 pg/mL ou
inferior, com tragador novo.
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15.4 Especificidade e Reactividade Cruzada
A reactividade cruzada do IRMA ACTH foi feita com as seguintes concentracdes de
péptidos adicionadas ao calibrador baixo e ao calibrador médio.

Péptido Dose | ¢ e medio | % | “Caibador | . %
(pg/mL) (pg/mL) alteragédo baixo (pg/mL) alteracéo
ACTH 1-26 100,000 -346.7 -98.5% -24.5 -98.8%
1,000 -181.2 -51.5% -13.3 -53.6%
500 -116.8 -33.2% 74 -29.8%
200 -47.6 -13.5% -2.5 -9.9%
ACTH 18 - 24 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
ACTH 26 - 39 100,000 -349.6 -99.3% -24.3 -98.0%
5,000 -318.9 -90.6% -23.1 -93.1%
2,000 -287.8 -81.8% -20.3 -81.9%
1,000 -244.6 -69.5% -16.7 -67.3%
500 -152.6 -43.4% -9.8 -39.5%
ACTH 1-10 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
200 0.0 0.0% 0.0 0.0%
o-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
1,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
500 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-MSH 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
B-Endorfina 100,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%
50,000 0.0 0.0% 0.0 0.0%

CONSULTE A UTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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ADRENOCORTICOTROP IMMUNORADIOMETRIKUS ASSAY

1. FELHASZNALOI TERULET

KIZAROLAG SZAKMAI HASZNALATRA!

Ez a reagens készlet human adrenokortikotrop hormon (ACTH) EDTA-plazmabdl
torténd kvantitativ. meghatarozasara hasznalhaté. A plazma ACTH mérése a
mellékvese miikbdészavarainak diagnosztikajahoz alkalmazhaté.

2. ATESZT ATTEKINTESE ES MAGYARAZATA

Az ACTH emberi plazmabdl t6rténé mérése hosszu évek ota nagy érdekl6désre tart
szamot. 1948-ban irtdk le Sayers és mtsai az ACTH bioaktivitason alapuld
meghatérozéséf. Abban az idében olyan radioimmunoassay (RIA) modszereket
fejlesztettek ki, melyek primer antitestet tartalmaztak és igy nem a bioldgiai aktivitast
mérték. A DiaSorin ACTH IRMA-t gy tervezték meg, hogy a telies ACTH molekulat
(1-39) detektalja. Az ACTH IRMA a plazma ACTH mérésére érzékenyebb maddszer,
mint a RIA, igy biztosabban megkiildnbozteti a normal és szupprimalt ACTH szintet’.

Az ACTH az agyalapi mirigy eliilsé lebenyében talalhaté adrenocorticotroph sejtjeinek
szekretoros terméke’. Egy 265 aminosavat tartalmazé prekurzor molekula, a POMC
(proopiomelanocortin) részeként szintetizalédik®. Az ACTH 39 aminosavbdl all, melyek
a kdvetkez6 sorrendben helyezkednek el:
NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
Az 1-13 szekvencia megegyezik az alfa melanocyta stimulalé hormonéval. Ugy tartjak,
hogy az 1-26 szekvencia a molekula aktiv része és szikséges a teljes biolégiai
aktivitashoz*.
Az ACTH molekula bazikus fehérje és labilis a proteolitikus enzimek hatasa miatt.
Funkcidja, hogy fokozza a mellékvesekéreg Osszes kortikoszteroidjanak (kortizol,
aldoszteron, mellékvese androgének) szintézisét és felszabadulasat. Az ACTH
felszabadulasat befolyasold f6 faktorok: a CRH (corticotropin releasing hormone), a
szabad kortizol koncentracié a plazmaban, a stressz és az alvas-ébrenlét ciklus. Az
ACTH koncentraciét negativ feed-back mechanizmus és a kozponti idegrendszer
szabalyozza. Amint a kortizolszint emelkedik, az agyalapi mirigyb6l tértén6 ACTH
felszabadulas gatlodik®.

A hipofizis pulzatilis ACTH termelését a diurnalis ritmus elnyomja. Egészséges
egyénekben az ACTH szint tipikusan kora reggel (6-8 6ra k6zott) a legmagasabb és
kés6 este a legalacsonyabb. Emiatt ACTH meghatarozashoz a vérmintat reggel koran
szokas venni. Azokban az Aallapotokban, melyekben a normalis diurnalis ritmus
felboruldsa mutathaté ki, Cushing szindrémara, ectopias ACTH termelésre vagy
stressz-hatasra (pl. sebészi beavatkozas) kell gondolni®®.

A kulonb6z8, mellékvesekérget érintd megbetegedések elkilonitéséhez az ACTH
eredményeket mas diagnosztikai teszttel egyitt kell értékelni. A Cushing szindréma
a mellékvesekéreg fokozott Kkortizoltermelése miatt kialakul6 metabolikus
megbetegedés. A Cushing szindréma diagnézisa a fokozott, dexametazonnal nem
szupprimalhaté kortizoltermelés kimutatasan alapul. Amennyiben ez a diagndzis
igazolédott, a betegség okanak megallapitasahoz tovabbi tesztelés szilkséges®®'®. A
szindromat gyakran a hipofizis fokozott ACTH termelése miatt kialakulé mellékvese
hyperplasia okozza. A kortizol tultermelés kialakulhat a hipofizis ACTH hypersecretio
mellett a nem-endokrin tumorok okozta ectopias ACTH termelés miatt is.

A ,Cushing beteg” kifejezést tradicionalisan azon egyénekre hasznaljak, akiknek ACTH
termelé agyalapi mirigy daganatuk van; néhany klinikus azonban minden ACTH
tultermelésben szenvedd betegre alkalmazza, fliggetlenil attél, hogy van-e tumora.
Amikor a hipofizis fokozott ACTH termelése miatti Cushing szindroma alakul ki, az
ACTH szint megemelkedhet. Corticotroph microadenomak esetén az ACTH
tulprodukcio helyét sinus petrosus inferior katéterezéssel allapitjak meg'™'2.
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Az ectopias ACTH termelés a Cushing szindrdma masik lehetséges oka. Ezekben a
betegekben non-endokrin malignus tumorok vezetnek a magas ACTH és POMC szint
kialakulasahoz, mely semmilyen feed-back gatlasra nem reagald, nagyon fokozott
kortizoltermelést eredményez™ ™.

Amikor a Cushing szindroma primer mellékvesekéreg rendellenesség, példaul
adrenalis tumor miatt alakul ki, a mellékvese a szupprimalt ACTH termeléstél
figgetlenul fokozottan mikddik. Ezen betegek ACTH koncentracidja nagyon alacsony
vagy nem detektalhatd és sem dexametazon szuppresszidés, sem metopiron
stimulacids tesztre nem reagalnak®.

A mellékvese elégtelenség inadekvat kortizoltermeléshez vezet6 allapot.
Kialakulasanak oka, hogy vagy a mellékvese nem képes megfeleld mennyiségi
kortizolt termelni, vagy az ACTH termelés elégtelen. Primer adrenocorticalis
insufficientiaban (Addison kérban) szenved6 betegek bazalis ACTH koncentracioja
kifejezetten emelkedett. Amikor ezek a betegek ACTH-t kapnak, a mellékveséjik nem
reagal. A szekunder mellékvese elégtelenség oka a hipofizis csdkkent ACTH
termelése. Az ACTH szint segithet a primer és a szekunder mellékvese elégtelenség
elkllonitésében, minthogy elébbiben szintje emelkedett, utébbiban alacsony vagy nem
detektalhato®.

A Nelson szindréma egy olyan allapot, amelyet nagy hipofizis daganat kialakulasa
okoz azokban a Cushing szindromas betegekben, akik eléz6leg bilateralis
adrenalectomian estek at. Ezekben a betegekben az ACTH szint kdvetése segit a
klinikai allapot s a terapiara adott valasz monitorozasaban'>®.

3. A MEGHATAROZAS ELVE

A DiaSorin ACTH IRMA a human 1-39 ACTH mérésére szolgalo nagy specificitasu és
szenzitivitasu radioimmunoassay. Ez az altal valésul meg, hogy a teszt két ACTH

kecske antitestet és az ACTH 1-17 régidjara specifikus, 125-j6ddal jelzett monoklonalis
antitestet tartalmaz. Amikor a mintat a tracer oldattal és az egér eredetl anti-kecske
antitesttel bevont polisztirol gydnggyel inkubaljuk, az ACTH-specifikus antitestek
megkotik a mintaban taldlhatdé ACTH-t. Csak a mintaban jelenlévd, mindkét antitesttel
kapcsolodo 1-39 ACTH képez a gydngyhdz kot6dd komplexet. Mosassal a nem kotott
radioaktivitds  eltavolithato, a gydngyhéz kotoétt radioaktivitas  mérendé.
A mintaban jelenlévé ACTH koncentracié kdzvetlendl aranyos a mért radioaktivitassal.
Az eredmények kiszamitasa a kitben talalhaté kalibratorokra kapott CPM-ek minta
CPM-ekkel valo 6sszehasonlitasaval torténik.

4, A KESZLET TARTALMA

ACTH IRMA kalibrator 0 1 Gveg /5,0 mL 1 Gveg /5,0 mL
ACTH IRMA kalibrator (1-5) 5liveg /2,0 mL 5 lveg /2,0 mL
ACTH IRMA gyoéngyok 1 tart6 / 65 gyongy 2 tarté / 65 gyongy
ACTH IRMA Tracer 2 luveg/2 mL 4 Gveg /2 mL
ACTH IRMA mos6 oldat 1 Gveg / 50 mL 1 Gveg / 50 mL
ACTH IRMA kontrolok (Levels 1-3) 3 uveg/2,0mL 3 lveg /2,0 mL

A meghatarozasok szama 65 130

TAROLAS: Az el6iras szerint a kitet 2-8 “C-on kell tarolni. A felbontast kévetéen a
reagensek, kivéve az alabb emlitettek, 2-8 °C-on tarolandok a lejarati ideig.
A reagensek nem hasznalhatdk a lejarati id6 utan. A lejarati id6é a kit kulsé cimkéjén
olvashaté és 6sszhangban van a tracer lejarati idejével.

Az Uvegek tartalmanak feloldasa utan 6vatosan, a felhabzas elkerllésével keverjik
meg az oldatokat. Az Osszes feloldott reagenst az alabbiak szerint kell tarolni.
A kulénb6z6 sarzsbol szarmazo reagenseket tilos 6sszekeverni!
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41 ACTH IRMA kalibratorok (0-5): liofilizalt reagensek
A készletben talalhaté a hat szintetikus ACTH (1-39) alapu kalibrator, stabilizatort és
tartdsitoszerként 0,1% natrium-azidot tartalmazé ACTH-mentes human plazmaban
oldott formaban, liofilizaltan, koncentraciéjuk 0-1500 pg/ml kozoétti. A pontos
koncentraciét minden sarzsra meghatarozzak. A kalibratorok szintetikus human ACTH-
ra (1-39) kalibraltak. A HPLC-vel tisztitott szintetikus human ACTH-t tesztelték és
egyenértéklien reagalénak talaltdk a National Hormone and Pituitary Programtél
(University of Maryland) beszerezhetd szintetikus human ACTH-val. A kalibratorokrél
kimutattak, hogy - ezen in vitro diagnosztikai teszt reagenseit és a teszteljarast a leirtak
szerint alkalmazva - paciens mintakkal felcserélheték. A 0 kalibratort 5,0 ml megfelelé
tisztasagu vizben kell oldani. Az 1-5 kalibratort 2,0 ml megfelel6 tisztasagu vizben kell
oldani. A kalibratorokat szobahémérsékleten 25 — 30 percig kell rotalva keverni vagy 60
percig allni hagyni, mig tartalmuk teljesen fel nem oldédik. Hasznalat elétt alaposan
meg kell keverni. A feloldott kalibratorokat a kdvetkezk szerint kell tarolni:
5 napon beliili felhasznalas esetén: 2-8 “C-on kell tarolni.
Hosszabb idejl tarolas esetén (a kit lejarati idejéig): -15 “C-on, vagy az alatt kell tartani.
A kalibratorokat (beleértve a O kalibratort is) harom alkalommal lehet felolvasztani.
A kalibratorokat négyszer lehet 1 6ras id6tartamokra szobahdmérsékleten tartani a
2-8 *C-on torténd tarolas soran.
4.2 ACTH IRMA gyongyok: hasznalatra kész reagens.
A gydngyoket poliklonalis, egér eredetii anti-kecske antitesttel vontak be.
4.3 '] ACTH IRMA tracer: hasznalatra kész reagens.
Minden egyes lveg 2 ml pufferelt, piros szinezéket és 0,1% natrium-azidot tartalmazo
szérumban higitott poliklonalis kecske anti-ACTH-t és 125I-jelzett monoklonalis egér
anti-ACTH-t tartalmaz.
4.4 ACTH IRMA moséoldat koncentratum: folyadék.
Pufferelt, fellletaktiv anyagot tartalmazé koncentratum. A munkaoldat elkészitéséhez
higitsuk az Uveg tartalmat deionizalt vagy desztillalt vizzel ugy, hogy a végtérfogat
500 ml legyen.
4.5 ACTH IRMA kontrol, 1-3 szint: liofilizalt reagensek
Human plazmahoz megfelel6 mennyiségli szintetikus ACTH-t mértek. 0,1% natrium
azidot és egyéb stabilizatort adtak hozza. Minden Uveg tartalmat 2,0 ml megfeleld
tisztasagu vizben kell oldani. Szobahémérsékleten 25 — 30 percig kell rotalva keverni
vagy 60 percig allni hagyni, mig tartalmuk teljesen fel nem oldédik. Hasznalat el6tt
alaposan meg kell keverni. Minden kontrolt ismeretlen mintaként kell kezelni. Minden
kontroll koncentraciotartomanya az analizis tanusitvanyon feltiintetve és a DiaSorin
altal megallapitott hatarokat tikrézi olyan kontrollértékekre amelyeket megbizhato
vizsgalatok soran tapasztaltak.
A feloldott kontrolok a kévetkezdk szerint kell tarolni:
5 napon beliili felhasznalas esetén: 2-8 “C-on kell tarolni.
Hosszabb idejii tarolas esetén (a kit lejarati idejéig): -15 “C-on, vagy az alatt kell tartani.
A kontrolokat harom alkalommal lehet felolvasztani. A kalibratorokat négyszer lehet
1 6ras id6tartamokra szobahémérsékleten tartani a 2-8 “C-on térténd tarolas soran..

5. OVINTEZKEDESEK
KIZAROLAG IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA!
Sem ember, sem allat belsé vagy kiils6é kezelésére nem hasznalhatd!
HUMAN TESTNEDVEKET TARTALMAZO REAGENSEK
Ezeket a komponenseket potencialisan fert6zé anyagként kell kezelni!
Minden szérumot/plazmat, amit a termékben felhasznaltak, USA FDA altal jovahagyott
modszerekkel tesztelve HBsAg-re, HCV antitestre és HIV 1/2 antitestre non-reaktivnak
talaltak. Amellett, hogy ezen médszerek nagyon megbizhatéak, nem garantaljak, hogy
minden fert6z6 agenst kimutatnak.
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Ez a termék mas emberi eredetli anyagot is tartalmazhat, melyhez nincs jovahagyott
teszt. Minthogy nem all rendelkezésre olyan mdédszer, mellyel teljes biztonsaggal a
hepatitis B virussal (HBV), hepatitis C virussal (HCV), a human immunodeficiencia
virussal (HIV) vagy egyéb infekciés agenssel vald fert6z6dés kizarhaté lenne, minden
emberbdl szarmazé anyagot tartalmazé terméket ugy kell kezelni, mint ahogy az az
USA Centers for Disease Control and Prevention/National Institute of Health ,Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories” 4. (1999. majusi) vagy azt kovetd
kiadvanyaban olvashaté a jo laboratériumi gyakorlat megfeleld el6vigyazatossagi
elveire vonatkozélag.

NATRIUM-AZIDOT TARTALMAZO REAGENSEK

FIGYELMEZTETES: A kitben taldlhaté néhany reagens natrium-azidot tartaimaz. A
natrium-azid a lefolyd 6lom- vagy rézanyagaval robbané fém-azidokat képezhet.
Kiontésiik esetén nagy mennyiségl vizzel kell ledbliteni, hogy az azid beépulését
meggatoljuk. Tovabbi informacio talalhaté a Centers for Disease Control and Prevention
Manual-Safety Management CDC-22 dokumentumanak (Atlanta, GA, 1976)
,Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azid Salts” cim( fejezetében.
European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Belélegezése, lenyelése, kontaminacidja bérrel veszélyes.

R32 - Ha savval kapcsolatba kerl, nagyon mérgezé gaz szabadul fel.

S28 - Ha bdrrel érintkezik, azonnal alaposan le kell 6bliteni nagymennyiségi vizzel.

1-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan "'*’l-dal kotott anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitasa nem
haladja meg a 7,2 uCi (266 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfelelé laboratoriumi
gyakorlat szikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez: Ezeket a radioaktiv anyagokat csak
orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be, birtokolhatjak és hasznalhatjadk human és
allat gydégyaszatban, klinikai laboratériumokban, vagy kérhazakban kizarélag in vitro
klinikai, vagy laboratériumi tesztekben, melyek nem foglaljadk magukban a human,
illetve allati szervezet kils6, vagy bels6 kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen
termékek beszerzése, birtoklasa, hasznalata, szallitdsa a U.S. Nuclear Regulatory
Commission szabalyozasa ala esik.

1. Aradioaktiv anyagokat kérulhatarolt, specialisan jeldlt tertleten kell tarolni.
A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.
Tilos a radioaktiv anyagok szajjal torténd pipettazasa.
A radioaktiv munkahoz kijelolt terlileten enni és inni tilos.
A teriletet, ahova radioaktiv anyag kildttyen, fel kell térélni, majd alkali
detergenssel, vagy radioaktivitdst dekontaminalé oldattal kell felmosni. Az
Uvegedényeket alaposan ki kell 6bliteni vizzel miel6tt mas laboratériumi edénnyel
egydtt kertilne mosasra.
A radioaktiv anyagok kezelésénél a kdvetkezd specialis szabalyok érvényesek:
A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitdsanak és hulladékkezelésének
szabalyozasa sajat iranyitas ala esik.
FIGYELMEZTETES: A készlet olyan anyagokat tartalmaz, amelyet a Kaliforniai
Allamban rékkeltének minésitenek.
MEGJEGYZES: A csomagolas mellékletén feltiintetett radioaktivitas érték némileg
eltér a dobozon és a tracer Uvegcse cimkéjén feltlintetett radioaktivitas értékektdl.
A dobozon és a tracer-es Uveg cimkéjén feltiintetett érték a kalibracié idején mért
aktudlis radioaktivitast mutatja, mig a csomagolas mellékleteként feltlntetett érték a
készlet teoretikus radioaktivitasat adja meg.

6. AKESZLET REAGENSEI BOMLASANAK JELEI
6.1 A gorbe meredekségének vagy helyzetének megvaltozasa a normalis esetben
kaphat6éhoz képest.
6.2 A maximalis kotés cstkkenése.

apwN
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6.4 Magas a duplikatumokra kapott értékek szorasa.

7. MINTAVETEL ES A PLAZMA ELOKESZITESE

Négyszaz mikroliter EDTA-plazma szlikséges a minta duplikdtumban torténd
meghatarozasahoz az ACTH IRMA hasznalata esetén. Heparinizalt minta nem
hasznalhaté az ACTH IRMA-hoz. Er8sen icterusos, haemolyzalt vagy lipaemias minta
mérése nem javasolt.

A vért aszeptikus kérilmények kézott EDTA-tartalmu 5 vagy 10 ml-es vacutainer csébe
kell venni vénabdl. Keverjuk meg a mintat 6vatos forgatassal és azonnal helyezzik
Osszetort jég kozé. A mintat 30 percen belll le kell centrifugalni. A mintat kb.
1500g-vel* 15 percig centrifugaljuk. Ezt kovetéen azonnal szivjuk le a sejtmentes
plazmat mianyag pipettaval és mérjuk polipropilén vagy polisztirol cs6be. Amennyiben
a tesztet 4 6ran beliil elvégezziik, a plazmat 2-8 “C-on kell tarolni. Ha nem 4 éran belil
torténik a mérés, a plazmat -20 “C-on kell tarolni. A mintakat 2-8 “C-on 4 ¢érat, -20 °C-
on 6 hénapon keresztiil lehet tarolni.

MEGJEGYZES: A DiaSorin frissen vett plazman tértént vizsgalatai szerint egy
fagyasztas-olvasztas utan 20-35%-kal csokken az ACTH koncentraci6. Harom
egymast kovetd fagyasztas-olvasztas utan a valtozas minimalis.

Egy tanulmanyban (n=50) vizsgaltak a szilikonozott és nem szilikonozott csé
hasznalatanak hatasat. A szilikonozott csévekben kapott geometriai atlag 28,8 pg/ml
(2SD tartomany: 13,9 — 59,7) volt. A nem szilikonozott csévekben a geometriai atlag
26,7 pg/ml-nek (a 2SD tartomany: 12,4 — 57,5) adddott.

8. AVIZSGALATHOZ SZUKSEGES, DE A KESZLETBEN NEM TALALHATO

ANYAGOK ES ESZKOZOK

8.1 12 x 75 mm-es, egyszer hasznalatos polipropilén vagy polisztirol csévek.
Boroszilikat livegcsovek nem hasznalhatok!

8.2 Tesztcsé tarto rack-ek.

8.3 125-j6d mérésére alkalmas gammaszamlalé.

8.4 Vortex mixer.

8.5 Eszkdzok pipettazashoz:
a. 50 pl és 200 pl bemérésére alkalmas kalibralt mikropipetta.
b. 50 pl-re, 200 pl-re és 1 ml-re kalibralt adagolé.

c. 2,0 és 50 ml-es kétjeli hasas pipetta a kontrolok és a kalibratorok
feloldasahoz.

8.6 500 ml-es méréhenger.

8.7 Parafilm vagy annak megfelel6 folia a tesztcsévek lefedéséhez.
8.8 Areagenselegy leszivasara alkalmas eszkoz.

8.9 Megfeleld tisztasagu viz a komponensek feloldasahoz.

9. ATESZT KIVITELEZESE
Hasznalat el6tt varjuk meg, hogy az 6sszes reagens felvegye a szobah6mérsékletet.

9.1 Oldjuk fel az ACTH IRMA kalibratorokat és kontrolokat
a. Vegyuk ki az ACTH IRMA kalibratorokat és kontrolokat a htébdl.

b. Kétjeli hasas pipettat hasznalva mérjink 2,0 ml megfelelé tisztasagu
vizet az ACTH IRMA kalibratorokra és kontrolokra. Hasonloképpen
mérjink 5,0 ml megfeleld tisztasagu vizet a 0 kalibratorra.

c. Ovatosan (itdgessilk meg az (vegeket, hogy a liofilizatumot kissé
szétrazzuk, majd ovatosan keverjik az oldatot.

d. Szobahdémérsékleten 25 — 30 percig kell rotalva keverni vagy 60 percig
allni hagyni, mig tartalmuk teljesen fel nem oldédik.

Hasznalat el6tt alaposan meg kell keverni
e. Afeloldédas akkor teljes, amikor az oldat homogénnek latszik.
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10.

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

Az ACTH mosdoldat elkészitése.

Az ACTH IRMA mosodoldat koncentratumot 10-szeresére kell higitani megfelelé
tisztasagu vizzel, hogy megkapjuk a megfelelé er6sségli munkaoldatot.

a. Uritsiik az 50 ml-es, koncentratumot tartaimazé (iveget egy 500 ml-es
méréhengerbe.

b. Az uveg kilritése utan oblitsiik ki az liveg tartalmat megfelel6 tisztasagu
vizzel, és mossuk az 500 ml-es méréhengerbe az oldatot.

c. Toltsuk fel az 500 ml-es méréhengert megfeleld tisztasagu vizet, hogy a
végtérfogat 500 ml legyen. Keverjik 6ssze az oldatot, hogy semmilyen
precipitatum ne maradjon és a keveredés egyenletes legyen. Készitsiink
feliratot az elkészilt oldatot tartalmazé edényre (ACTH IRMA hasznalati
mosooldat).

Készitslink 6ssze megdfeleléen jelolt 12x17 mm-es polipropilén vagy polisztirol
csoveket duplikatumban.

A kovetkezd sorrendben mérjiik be a reagenseket a csévekbe:

a. 0 kalibrator
200 pl 0 kalibrator
50 pl 2°I ACTH IRMA tracer (piros)

b. Kalibratorok (1-5)
200 pl kalibrator
50 pl 2°I ACTH IRMA tracer (piros)

c. Kontrolok és ismeretlen mintak

200 pl minta

50 pl I ACTH IRMA tracer (piros)
Vortexeljuk a csoveket tartalmaz6 rack-et haromszor 1-2 masodpercig.
Kerlljuk el, hogy a cs6vek tartalma habosodjon
Tegylnk egy ACTH IRMA gydngy6t minden egyes cs6be teflonnal bevont
csipesszel vagy megfelel6 gyongyadagoléoval (az &sszmennyiség kémcsd
kivételével). (Ne érintsiik ujjunkkal a gyongyoket!)
Fedjik le csoveket parafiimmel vagy annak megfelelé anyaggal. Inkubaljuk a
csOveket 20 (+ 2) orat 18-25 ‘C-on. Jegyezzik fel a hémérsékletet a teszt
kezdetén és végén.
A 20 (+ 2) 6ra inkubaciét kdvetéen az alabbiak szerint mossuk a csdveket:
a. Szivjuk le a reakcidelegyet megfeleld radioaktiv hulladék tartalyba.
b. Mossunk minden egyes csévet ACTH IRMA hasznalati moséoldattal.
A mosast 1 ml hasznalati mosooldat erételjes bemérésével kell végezni ugy,
hogy a gyongy felemelkedjen a tesztcs6 aljardl. Szivjuk le az oldatot minden
mosolépés utan. Még kétszer ismételjuk meg a mosast, hogy Osszesen
haromszor mossunk.
Meérjik le a csoévekben lévd radioaktivitast gammaszamlaléval. A csdveket
1 percig vagy hosszabb ideig kell mérni (Id. ,Az eljaras korlatai” c. fejezetet).

A KIVITELEZESSEL KAPCSOLATOS MEGJEGYZESEK

10.1

10.2
10.3

10.4
10.5
10.6

Amikor a gyongyot hozzaadjuk a csévekhez, dontsiik meg a csoveket és
hagyjuk, hogy a gyéngy belegérdiiljon a cs6be. Ez megakadalyozza, hogy a
tesztoldat kifroccsenjen. Ne érintsiik a gyongyét az ujjunkkall.

A '] ACTH IRMA tracert a tesztcsé alsé harmadaba pipettazzuk!

0 kalibratorral higitani és ujra mérni sziikséges.

Az dsszes betegmintat jégen KELL tartani a mérésig.

Az optimalis kivitelezés érdekében a gydngyodket alaposan kell mosni.
Assay drift nem volt észlelhetd 130 csé tesztelése soran.
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10.7 Azért, hogy a laboratérium megfeleléen monitorozza az IRMA assay
teljesitbképességét, tovabbi tényezdket is lehet ellendrizni. A DiaSorin
javasolja, hogy a kovetkez6 tényezdket ellendrizziik, hogy biztositsuk a teszt
folyamatosan jo teljesitképességét:

a. Maximalis kotés
Az ,5.” Kalibratort tartalmazé csé CPM (counts per minute) értéke

b. Non-specifikus kotés
A 0 kalibratort tartalmazé6 csé CPM-je

11. MINOSEGBIZTOSITAS

Minden laboratériumnak legalabb egy alacsony és egy magas kontrolt kell bemérni
minden egyes sorozathoz, hogy a teljesitéképességet monitorozni lehessen.
A kereskedelemben kaphato, vagy az kitben talalhaté 3 kontrolt lehet hasznalni. A kit
kontrolok az ACTH-t tipikusan normal és emelkedett koncentraciéban tartalmazzak.
A kitben talalhatd kontrolokat a a DiaSorin ACTH IRMA kitet hasznalva mérték be.
Minden kontroll koncentraciétartomanya az analizis tanusitvanyon feltiintetve és a
DiaSorin altal megallapitott hatéarokat tiukrézi olyan kontrollértékekre amelyeket
megbizhat6 vizsgalatok soran tapasztaltak. A kontrolokat ismeretlen mintaként,
duplikdtumban kell mérni. A laboratériumnak min&ségi kontrolkartyat kell vezetni, hogy
kovetni lehessen a kontrolok teljesitését. A kontrol eredmények olyan statisztikai
modszerekkel kell értékelni, melyekkel a trendek biztonsaggal felismerheték. Az
elfogadhat6 teljesitményjellemz6 hatarokat minden laboratériumnak minden egyes
kontrol szintre olyan statisztikai mddszerekkel kell megallapitania, melyeket ugy
terveztek, hogy mind a random, mind a szisztémas hibat kimutassak. A paciens
eredmeényeket csak akkor lehet kézdIni, ha az elézbleg ellendrzétt kontroleredmények
megfelelnek a laboratérium elfogadhatdsagi kritériumainak. -1

12. AZ EREDMENYEK KISZAMOLASA
kalibraciés gorbét kell késziteni minden sorozathoz, a kalibratorokat tartalmazé
Uvegeken feltlintetett koncentraciéértékek felhasznalasaval. Az ismeretlenek értéke a
kovetkez6képpen hatarozhaté meg:
12.1 Szamolja ki valamennyi kalibrator, kontrol és ismeretlen minta duplikatum
atlag CPM értékét.
12.2 Log-linearis papiron, abrézolja a kalibratorok CPM értékét az Y-tengelyen
a hozzatartozo kalibratorkoncentraciok fiiggvényében (X-tengely).
MEGJEGYZES: Automatizalt adatkiértékelé programok szintén hasznalhatdk
a szamitdshoz. A DiaSorin a Multi-Calc (Pharmacia) program logCPM -
simitott SPLINE illesztését hasznalta. Az egyéb kiértékel6 programokat
ellendrizni kell, miel6tt rutin hasznalatba allitanank.
12.3 Az ismeretlen mintak ACTH értékét interpolaciéval hatarozzuk meg.
12.4 Ha az ismeretlen minta magasabb értéket ad, mint a legmagasabb kalibrator,
a 0 kalibratorral higitani és Ujra mérni sziikséges.
12.5 Ha az ismeretlen mintat higitottuk, a sziikséges higitasi faktorral be kell
szorozni az eredményt.
12.6 Ha a minta értéke kisebb mint az 1. kalibrator, de magasabb, mint 1,5 pg/ml
(azaz min az assay érzékenysége) az eredményt a kdvetkezé formula
alapjan is ki lehet szamolni:

Az ismeretlen CPM (ismeretien) x az 1. kalibrator
koncentracidja CPM (1. kalibrator) koncentraciéja

12.7 A kozolhetd koncentracidtartomanyt az assay érzékenysége és a
legmagasabb kalibrator koncentracidja adja meg.

Mintaadatok
Az |. tablazat és az 1. abra tipikus mintaadatokat és egy ACTH IRMA kalibratorgorbét
ad meg; ez az informacié csak példa és semmilyen eredményszamitashoz nem
hasznalhaté. Ezen adatokat friss tracer hasznalatakor kaptuk.
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Adatértékelés

A DiaSorin QC laboratériuma simitott spline gérbeillesztést hasznal.

I. TABLAZAT
DiaSorin ACTH IRMA mintaadatok
CPM Atlag Konc.
Csé duplikatum CPM (pg/ml)
0 kalibrator 563 577
591
kalibratorok (pg/ml)
1(9,9) 1562 1627
1692
2(23,3) 3348 3367
3385
3(96,1) 11573 11519
11 464
4 (328) 35676 35 551
35426
5(1330) 104 713 102 148
99 583
Ismeretien mintak
1 3999 4132 30
4264
2 13 668 12 831 109
11 993
3 41 418 41 488 387
41 557
ACTH IRMA MINTA KALIBRACIOS GORBE
12000(
10000¢ 7
CPM
2000(
a
0 +
10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)
1. ABRA
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13. AZ ELJARAS KORLATAI
13.1 A statisztikai hiba csokkentése érdekében a szamlalasi idét megfeleléen
kell megvalasztani ( 2 000 impulzus begytjtése 5 % hibat, 10 000 impulzusé
1%-ot eredményez).
13.2 Az 6sszes ACTH eredményt koriltekintéssel, a klinikai képpel és egyéb
tamogaté diagnosztikai adattal egyutt kell értékelni.

14. VARHATO ERTEKEK
A DiaSorin Inc. Javasolja, hogy minden laboratérium allapitsa meg a sajat referencia
(normal) tartomanyat.

Normal tartomany:
Minden laboratériumnak meg kell hataroznia a sajat normal tartomanyat. A DiaSorin a
normal tartomanyt 100 latszdlag egészséges egyén (50 né és 50 feérfi) fagyasztott
EDTA-plazmajabdl hatarozta meg. A mintdkat nem szilikonozott csévekbe vették
délel6tt 7 és 10 ora kozott, éjszakai éhezés utan. A geometriai atlagot 18,5 pg/ml-nek
talaltak, a 2SD tartomany 6,0 — 56,7 pg/ml.

15. SPECIFIKUS TELJESITMENYJELLEMZOK

15.1 Precizio

Az intra-assay és a total assay preciziot az CLSI EP5-T2 dokumentuma alapjan
hataroztuk meg. Mindharom helyzetet megvizsgaltuk 20 mérési napon keresztil
duplikatumban mért négy kontrollal.

Intra-assay precizié (értékek = pg/ml).

Minta sorszam Atlagérték SD CV%
1 32,7 1,37 4,20
2 58,0 2,05 3,53
3 194 4,90 2,53
4 773 41,97 5,43
Total assay precizié (értékek = pg/ml).
Az adatokat harom helyzetbdl gyUjtottik.
Minta sorszam Atlagérték SD CV%
1 32,7 1,88 58
2 62,0 6,15 9,9
3 194 9,04 4,7
4 817 87,6 10,7

kovetkez&képpen:

Inter-assay precizié (értékek = pg/ml).
Minden mintat 10 kildnb6zd sorozatban mértiink.

Minta sorszam Atlagérték SD CV% n
1 8,65 0,496 5,74 10
2 10,67 0,527 4,94 10
3 257,0 8,126 3,16 10
Intra-assay precizié (értékek = pg/ml).
Each sample was run as 10 replicates in a single assay.
Minta sorszam Atlagérték SD CV% n
1 8,6 0,411 4,78 10
2 10,39 0,437 4,21 10
3 260,7 9,22 3,54 10
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15.2 Valéssag: Az assay valdéssagat linearitas teszttel és visszanyerési teszttel
ellendriztiik.
Linearita
Két spike-olt EDTA-mintat és egy spike-olt EDTA-poolt higitottunk O kalibratorral. Az
eredményt az alabbiakban 6sszegezziik (értékek = pg/ml).

sorsrem | Migitas Mertertek |y h Ak enek
1 Higitatlan > E kalibrator
1:2 755 1510
1:4 40 1360
1:8 158 1264
1:16 84 1344
1:32 41 1312
1:67 21 1344
1:128 11 1408
2 Higitatlan 1239
1:2 644 1287
1:4 336 1344
1:8 158 1264
1:16 80 1280
1:32 37 1184
1:67 20 1280
1:128 9 1152
Pool Higitatlan > E kalibrator
1:2 713 1426
1:4 342 1368
1:8 155 1240
1:16 78 1248
1:32 39 1248
1:67 20 1280
1:128 10 1380
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Megbizhatésag
Harom, ACTH-val (1-39) spike-olt szérum-pool reprezentativ adatai, melyekbdl
meghataroztuk a visszanyerést (értékek = pg/ml):

Hattér érték HolizcaﬁHd"tt Vart érték Mért érték V'SSSZZ;Z%ZLGS'
Pool 1 5 224 204 91.1
17.4 25 42.4 37.6 88.7

50 67.4 59.8 88.7
75 92,4 81.1 87.8
125 142.4 1185 83.2
500 517.4 5717 1105
_ Allag 91,7
visszanyeres
Pool 2 5 37A 36.2 976
32,1 25 571 52,3 916
50 82.1 711 86.6
75 107 1 928 86.6
125 157 1 128.3 817
500 5321 583.0 1096
_ Allag 92,3
visszanyeres
Pool 3 5 36.2 355 98,1
31,2 25 56.2 48'9 87.0
50 81.2 69.0 85.0
75 106.2 89.6 84.4
125 156.2 1297 83.0
500 531.2 520.6 98.0
_ Atlag 875
visszanyeres

15.3 Analitikai szenzitivitas

A szenzitivitdsnak a minimalis kotés mellet a 0 kalibrator felett 2 SD-vel mért ACTH
koncentraciot definialtuk, mely 1,5 pg/ml-nek vagy alacsonyabbnak adddott, amennyiben
friss tracert hasznaltunk.
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15.4 Specificitas és keresztreaktivitas
Az ACTH IRMA keresztreaktivitasat a kdvetkezé peptidkoncentraciok alacsony és
kozepes koncentracioju kalibratorhoz torténd hozzaadasaval vizsgaltuk.

Valtozas a Valtozas a

Peptid Dozis |\ oncomsoisia | % | koncenvosia | %

(pg/mL) kalibratorban valtozas kalibratorban valtozas
(pg/mL) (pg/mL)

ACTH 1-26 100 000 -346,7 -98,5% -24,5 -98,8%
1000 -181,2 -51,5% -13,3 -563,6%
500 -116,8 -33,2% -7,4 -29,8%
200 -47,6 -13,5% -2,5 -9,9%
ACTH 18 - 24 100 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
ACTH 26 - 39 100 000 -349,6 -99,3% -24,3 -98,0%
5000 -318,9 -90,6% -23,1 -93,1%
2000 -287,8 -81,8% -20,3 -81,9%
1000 -244.,6 -69,5% -16,7 -67,3%
500 -152,6 -43,4% -9,8 -39,5%
ACTH 1-10 100 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
1000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
500 0,0 0,0% 0,0 0,0%
200 0,0 0,0% 0,0 0,0%
o-MSH 100 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
1000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
500 0,0 0,0% 0,0 0,0%
B-MSH 100 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
B-Endorfin 100 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50 000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

AZ IRODALOMJEGYZEKET LD. AZ UTOLSO OLDALON
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ANOZOPAAIOMETPIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ ®AOIOTPOMNMOY OPMONHZ

1. XPHZHTIA THN OMNOIA NMPOOPIZETAI
MONO TIA AIAFNQ>TIKH XPHZH IN VITRO.

To KIT auTd TTPOOPICETal YIO TOV TTOGOTIKO TTPOCdIoPITUS TNG avBpwTTIVNG GAOIOTPOTTOU
opuovng (ACTH) oe TAdopa EDTA. H pérpnon tng ACTH oT1o TTAGopa xpnaoiyoTrolgital
yia Tn S1dyvwaon Twv OUCAEITOUPYIWV TOU ETTIVEQPPISIOU.

2. TMEPIAHWH KAI ENEZHIHZH
Ma moAAG xpovia, n pétpnon g ACTH oe avBpwivo TTAGopa TTapouciddel peydho
KAIVIKG evlapépov. To 1948, ol Sayers et. al. mepiéypawav pia péBodo yia Tov
Tpoodiopiopd NG ACTH Bdoel Tng Bloloyikng dpdang Tn§.1'EKT0T£, avamTuxonkav
padloavogotrpoadiopiopoi (RIA) 1ou petpouv ACTH oAAG Bacifoviav oe €éva
TTPWTOYEVEG avTiowpa TTou dev peTpouoe Bloloyiky dpdon. To ACTH IRMA 1ng
DiaSorin cival oxedlaopévo va avixveuel oAdkAnpo 1o poépio ACTH (1-39). To ACTH
IRMA ¢gival pia 1o guaiodntn péBodog yia Tnv avixveuon tng ACTH oTto TAdopa amé
6,11 0 pPadioavoooTTPoCdIOPICUOG, ETTITPETTOVTOG TTIO CaPr] dIaQOopPOoTIoinan Twv
@UOIOAOYIKWYV €TITTEdWYV atrd Ta KaTeoTaApéva eTTireda Tng ACTH.
H ACTH eival éva TTpoidv €KKPIONG TWV UTTOQUOIOKWY QAOIOTPOTTWY KUTTAPWY EVTOG
Tou TIPGaBiou AoBou Tng uméeuang (a6avoUné(pucr]).3 JuvTiBeTal wg TUAPA TOU
peyGAou TpéSpopou popiou POMC (Trpo-o-TriopehavokopTivn) omré 265 apivogéa.’ H
ACTH givai pia oppoévn amé 39 apivogéa e Tnv akéAoubn doun:

NH,-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-

Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-OH.
H aAAnAouyia 1-13 gival n idia e AuTAv TNG a-PEAQVIVOTPOTTOU 0puovng. H aAAnAouyia
1-26 Bewpeital To vepyd TUARUA TOU Jopiou Kal aTTaITEITal yia TTARPN BioAoyikA dpdon.*
To uopio ACTH cival pia Baoik TTpwTeivn Kal €ival euheTdBANTn oTn dpdon Twv
TIPWTEOAUTIKWV evCUPwWV. AEITOUPYEi e algnon Tng olvBeong kal EKAuonNG AWV Twv
ETIVEPPIOIOKWYV  KOPTIKOOTEPOEIdWYV  amé To  @Aoid  Tou  emmiveppidiou,
oupTrepIAapBavopévng TG KopTiCOANG, TNG OAd0OTEPOVNG KAl TWV ETTIVEPPISIOKWV
avdpoyoévwy. O1 kUplol TrTapdyovTeg TTou emTnpeddouv Tnv ékhuon ACTH trepihapfBdavouv
Tnv CRH (eKAUTIK 0ppoOvN TNG QGAOIOTPOTIOU OPHOVNG), T CUYKEVTPWON €AEUBEPNG
KOPTICOANG OTO TTAGOPa, TO OTPEG KAl TOv KUKAO Utrvou-Eumviou. O €Aeyxog Tng
ouykévipwong ACTH  emtuyxdvetar  péow  €vOG  pnyaviogoUu — apvnTiKAG
avaTpo@oddTNONG Kal Tou KevTpikoU veupikoU ouatApatog. H ACTH augdvetar oe
avTatmokpIon TNG MEiwoNng Twv emTEdwY TNG KOPTICOANG 0To TTAdoa. AvTIoTPOPWG,
KaBWC N kopTIZOAN augdavetal, n ékAuon ACTH avaoTtéAAetal oty uTréguon.®
H ACTH ekkpivetal ammd Tnv uttOQuUOon KaTd WOoEeIg, aAAd TTapouciddel utrepioxlouca
Kipk@dia diakupavon. Ta emimeda Tng ACTH o€ éva @uoioloyikd dTopo gival ouvrBwg
upnASTEPO VWPIG TO TTPWI (6 €wg 8 T1.4.) KaI XaunAdTepa apyd 1o Bpddu. MNa 10 Adyo
auTd, ouvnbidetal ol aipoAnwieg yia ACTH va ektehoUvTal vwpig kKatd n didpKeia TNG
nuépag. ‘Exel deixBei 611 o1 KaTAoTACEIG TTOU JIOTAPEOCOUV T QUOCIOAOYIKH KIpKAdIia
diakupavaon teplAapBdavouv 1o cuvdpopo Cushing kal 1o oUvdpopo éktorrng ACTH,
KOBWG Kal TO QUOIOAOYIKO OTPEG OTTWG OUTO TTOU TTPOKAAEITAI AOYW XEIPOUPYIKNG
eméppaonc.®®
Ta amoteAéopara ACTH yxpnoigotroloUvTal ammd koivoUu pe GAAoug B1ayvwoTIKoUg
TIPOGdIOPIGHOUG YIa TNV agloAdynan Twv acBevwv pe dIAQPoPEeS VOTOUG TTOU EUTTAEKOUV
TO QA0I6 TwV eTivePpIdiwv. To auvdpopo Cushing eival pia yeTaBoAIkA diatapaxr TTou
TPOKUTITEl aTré augnuévn Trapaywyn KopTiCOANG atmd 10 @Aoid Tou emive@pidiou. H
d1ayvwon Tou auvdpdpou Cushing e€aptdral amd Tnv atmodeIgn augnuévng TTapaywyng
KOPTICOANG Kal TNV €AAeIPn kataoToAng degapebadovng. MOAIg kaBiepwBei n didyvwan,
eKTEAEITAl TTEPAITEPW €EETATN YIa TOV TTPOCDIOPIGHS TNG dITiG§.3’9'1O To ouvdpopo autd
TIPOKaAEiTal oUVABWG atré emvePpPIdIkr utrepTTAacia atd utreptmrapaywy ACTH otnv
uttéguon. H utmreptrapaywyn kopTi{oAng ogeileTan eite oTnv utrepékkpion ACTH otnv
uttéeuon A atnv TTapaywyr ekTotmkAg ACTH a1 pn evOokpIvikoug GyKOUG.
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O 6pog «vbéoog Cushing» xpnoipoTtroieital cuvABwg yia va opioel éva ATouo Pe OYKO
otnv utréguon tou Trapdyel ACTH. Qotdéo0, XpnoIYoTToIEiTal OTTO JEPIKOUG KAIVIKOUG
ylo va Treplypdyel kKa0e dtopo pe uttepékkpion ACTH otnv utrdépuon avegdptnTa atmmd
TNV TTapouaia édykou.

Ortav TtpokaAcital To oUvOpopo Cushing amd umepBoAikrn €ékkpion ACTH otnv
uttéQuUaOT, evdexopévwg va TTpokUwel augnon ACTH. H 8éon Tng mapaywyrng ACTH oe
PAOIOTPOTTA PIKPOABEVWHATA EXEI EVTOTTIOTEI PE XPNON TNG TEXVIKAG OU@ITTAEUPOU KATW
AB0eIBoUC KOATTIKOU KaBeTnpiaouou. '

To ouvdpopo éktorng ACTH eival pia dAAn mBavA aitia Tou guvdpopou Cushing.
2T10UG a0Beveig auToug, o1 PN €VOOKPIVIKOI KAKOARBEIG GyKol TTapdyouv uwnAd emitreda
ACTH ka1 POMC €éxovTag wg ammoTéAEGHa TTOAU uwnAn TrTapaywyn KopTICOANG n oTroia
O€V UTTOKEITAI G€ avOOTOAR avaTtpo@oddTnong o€ OTTOIOOATTOTE £TTiTIES0. 314

Otav 10 oUvdpopo Cushing ogeileTal oe TTpwTOTTABN dlaTapayr EMVEPPIdiou, OTTWG
ETIVEQPIOIKOG OYKOG, To eTTiveppidio dpa avegdptnta atmd Tnv ACTH kai kataoTéAAETaI
n €kkpion otnv ummoguaorn. O1 aoBeveig auToi €gouv TTOAU XauNAEG R pn avixveUoIUEg
ouykevTpwoelg ACTH kar dev TTapoucidfouv avtatrokpion o€ €EETATEIG KATAOTOANG
Oe€auebagovng 1 evepyoTroinong HETUPATTOVNG.®

H emive@pIdIKr aveTTApKEIa €ival Pia KATAoTaon TTou odnyei o€ AveTTapKr Trapaywyn
KopTI(OANG. MTTopei va o@eiAeTal o€ TTPWTOTTAON avIKOVOTNTA TOU ETTIVEQPISIOU va
TTapdyel ETOPKEIG TTOGATNTEG KOPTICOANG 1 OeUTEPEUOUTA ATTOTUYXIO AGYW AVETTAPKOUG
mapaywyns ACTH. H Baoiki ocuykévipwon ACTH Twv aoBevwv pe TTpwToTradn
@Aoloemive@pIdIKA aveTrdpkela (véoog Addison) Ba eivalr onuavtikd augnuévn. Otav
oToug aoBeveig autoug xopnyeital evdoyeviy ACTH, 1o mivepidio dev avTaTrokpiveTal.
H deutepeliouca emve@pidiky avetrdpkela TrpokaAeital amd éAAeiypa ACTH otnv
utréguon. Ta emimeda ACTH oto TAdopa evdexopévwg va Bonbrioouv aTn didkpion
peTagl TTpwToTTaBoug Kal deuTepoTTaBoUs ETTIVEQPIDIKAG aVveTTApKelag, €TTeIdh eival
auénuéva oTnv TTPWTN KAl HEiwpéva A aviTrapkTa otn delTePn.?

To ouvdpopo Nelson gival pia KATAOTAGN TTOU TTPOKAAEITAI TG TNV avATITUEN MEyaAwv
VEOTTAQOUATWY UTTOQPUONG OE OOBEVEIG TTOU £XOUV UTTOCTEI OU@ITTAEUPN ETTIVEQPPIOIEKTON
yla 10 oUvdpopo Cushing. Ta emimeda ACTH ouvABwg TrapakoAouBolvTal oTOUG
aoBeveig autolg yia va BonBrioouv oTov €AEyXO TNG KAIVIKAG TTopeEiag Kal Tng
avTatrékpIong aTa BepaTTEUTIKG OXAPATA. 16

3. APXH NPOZAIOPIZMOY

To ACTH IRMA 1n¢ DiaSorin eivar €évag TOAU €BIkOG Kal  guaioBnTog
avooOPadIOPETPIKOG TTPOCBIOPICUAG Yia Tn géTpnon Tng avBpwtrivng ACTH 1-39. Autd
emITUYXAveTal ye xprion duo avTiowpdtwv ACTH, kdBe éva €1dIkd yia OIOQOPETIKEG
TepIox€G Tou popiou ACTH. O 1wdiwpévog IxvnBETNG TTou XpnaoiyoTrolgital 0To oUoTNUa
auto TTEPIEXEI £va KEKOBApUEVO TTOAUKAWVIKG avTiowpa aiyag €181ké Tng ACTH 26-39
Kal £€va JOVOKAWVIKG avTiowua, ETonNUAacuévo pe 1dio 125, e1d1ko yia Tnv ACTH 1-17.
Ortav T1a deiyyata emwadovral padi pe Tov IXvnBETN Kal Ta ogaipidia TToAuaTUpEViou
TTOU €ival ETIKAAUPPEVA PE aVTIOWHA TTOVTIKOU évavTi aiyag, To avTiowuaTa, €18IKE TG
ACTH, B6a deopeutouv otnv ACTH Ttrou utrdpyel oto deiypa. Mévo n ACTH 1-39 trou
uttdpxel oto deiypa Ba deopeuTei Kal oTa dUO AVTICWMATA Yia va OxXnuatioel éva
ouptrAoko avTiowyatog. H adéopeutn padievépyela eKTTAEVETAl Kal HETPIETAl N
padievépyela TTou eival deoueupévn oto ogaipidio. H ouykévipwon ACTH oTo deiyua
gival euBEwg avaloyn Pe Tn yeTpoupevn padievépyela. Ta amoteAéopata uttoAoyidovTal
ouykpivovtag Tig CPM kd&Be deiypatog pe 1ig CPM yia toug Babuovountég ACTH trou
oupTrepIAaUBAvOVTal GTO KIT.
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4,

ANTIAPAZTHPIA MOY NAPEXONTAI ME TO KIT

BaBuovountrg 0 ACTH IRMA
BaBuovountég (1 éwg 5) ACTH
IRMA

Teaipidia ACTH IRMA
IxvnBétng ACTH IRMA
AidAhupa TAUong ACTH IRMA
YAIk& eAéyxou ACTH IRMA
(Emmireda 1 éwg 3)

1 @iaAidio / 5.0 mL
5 @iaAidia / 2.0 mL

1 doxeio / 65 opaipidia
2 @iaAidia / 2 mL

1 @iaAidio / 50 mL

3 @laAidia / 2.0 mL

1 @ioAidio / 5.0 mL
5 @iaAidia / 2.0 mL

2 doyeio / 65 opaipidia
4 @iahidia / 2 mL

1 @iaAidio / 50 mL

3 @IaAidia / 2.0 mL

Ap1Budg doKIywv

65

130

OYAA=H: Metd Tnv TTapaAafn Tou, To KIT Ba TTPETTEl va QUAGaoETal oToug 2 éwg 8°C.
Metd 10 Gvolypa, @UAGETE dAa Ta avTidpaoTrpla aToug 2 éwg 8°C, ekTdG av avapépeTal
OIaPOPETIKA TTAPAKATW, WG TNV NUEPONvVia ARENG TTou avaypa@eTal oTnV €TIKETA. Ta
avTidpacTrpia dev Ba TTPETTEl va XpnaidoTroinBolv o€ TTEPITITWON TToU TTAPEABE N
nuepounvia ARENG. H nuepounvia AAENG Tou KIT avaypd@etal oTNV £EWTEPIKA ETIKETA Kal
QVTIOTOIXEI TNV NUEpopnVia ARENG Tou 1xvnBETN.

Katd tnv avaouoTtacn Tou TrepiEXOPEVOU Twv @IoAISiwy, avauifte atmaAd yia va
atmopeuxBei o oxnuATIopog agpou. DuAagTe OAa Ta avacuoTaPEva QvTIOPACTHPIA
OTTWG OUuVICTATalI TTApaKATW. Agv  evdeikvutal n  avauign avtidpaoTnpiwv atrd
OIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

4.1 BoaBpovountég (0 éwg 5) ACTH IRMA: Auo@IAoTToINuEVO avTIBPACTAPIO

>eT €€ ouvBeTIkWv BabuovounTtwv ACTH (1-39), 0 GUYKEVTPWOEIG TTOU KUpaivovTal
amd 0 éwg 1500 pg/mL oe avBpwivo TTAGopa Xwpic ACTH pe otaBepoTtroinTég Kai
0,1% agidio Tou vaTtpiou ToU €éxel TTPOOTEBEI wg ouvinpEnTIkG. O1 akpIBeig TIPEG
ouykévipwaong Trpocdiopifovtal  yia  kaGBe Traptida. O1  BabBuovountég  €xouv
BaBuovounBei évavt ouvBeTIkAG avBpwTrivng ACTH (1-39). H ouvBeTikr) avBpwtrivn
ACTH, n omoia éxel kekaBopBei pe HPLC, efetdotnke kol Bpébnke 6T avtidpd
I000Uvapa pe ouvBetikh avBpwtivp ACTH (1-39) 1ou AA@Bnke ammd 10 EBVIKO
Mpoéypappa Opuovwv kai Yoguong (MavemaTtrpio Tou MdapiAavt). O XeIpIouog Twv
BaBuovounTtwyv ptropei va eival idlog pe autdv Twv delyudtwv 0aoBevwv  oTav
XpnoigotrolouvTal T avTidpacThpia Kol N AeIToupyikr] diadikacia Tng Trapoloag
d1ayvwoTIKAG doKINAG in  vitro, OTwg ouvioTatal ExTeAéoTe avaouoTaon Tou
BaBuovounty 0 pe 5,0 mL kekaBapuévou vepol. EkteAéoTte avaoluoTtacn Twv
BaBuovountwv 1-5 pe 2,0 mL kekaBopupévou vepol. e Bepuokpacia dwpartiou,
TTePIOTPEWTE TOug PaBpovountés yia 25 €wg 30 Aemtd i a@AoTe OTov TIAYKO Yia
60 AETITA EKTEADVTOG avAUIEN ouXVA £wg O6TOU BIaAUBET EVTEAWG TO TTEPIEXOUEVO. AVOIETE
KOAG TTpIv atré Tn Xprion. PuAdgTe Toug avacuoTapévoug BabuovounTég we £EAG:

MNa epI6doug £wg 5 nuépeg: PulagTe aToug 2 £wg 8°C.

MNa mapatetapévn @UAagn (AAEN KkiT), peTagu xpriong: ®ulagre otoug -15°C ) ot
XOUNAGTEPEG BEPUOKPATIEG.

O1 BaBuovountég (padi pe 1o Babuovounty 0) utmopouv va katawuxBolv kai va
atoyuyBoulv éwg Tpeig opég. O1 BabuovounTtég puTropolv va peivouv o€ Bepuokpacia
dwparTiou yia Téooepa dlaoTApaTa TNG 1 Wpag, To PEYIOTO, OTAV GUAACTOVTAI OTOUG
2 éwg 8°C.

4.2 ZX@aipidia ACTH IRMA: AvTIOpaoTAPIO £TOIUO VIO XPRON.

Ta oeaipidia TTOAUCTUPEVIOU €ival ETTIKAAUPPEVA PE TTOAUKAWVIKG avTiCWUa TTOVTIKOU
£vavTl aiyag.

4.3 %] IxvnBétng ACTH IRMA: AvTIOpaaTApIO £TOINO yia XPAON.

Kd&Be @ioAidio tepiéxel 2 mL TmoAukAwvikAg avT-ACTH aiyag Kal HJOVOKAWVIKAG
avT-ACTH TtovTikoU emonuacpévng pe 1, apaiwpévn o pubuioyévo opd TTou
TepIExel epubpn Baen kai 0,1% adidio Tou vaTpiou.
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4.4 Zupmikvwpa SioAUpatog TAUong ACTH IRMA: uypé didAupa

Mepiéxel OUPTTUKVWUEVO PUBUICPEVO ETTIQPAVEIODPACTIKO Trapdyovta. [lpoeToipdoTe
SiGdAupa TTAUONG €pyacdiag apaiwvovTag OAO TO TTEPIEXOPEVO TOU @IaAIdiou £wg TEAIKO
6yko 500 mL e amecTAYUEVO 1 ATTIOVIGHEVO VEPO.

4.5 YAIk6 eAéyxou ACTH IRMA, ETritreda 1 £éwg 3: Auo@IAOTTOINUEVO QVTIOPACTAPIO

AvBpwivo TTAGopa €xel HOAUVOEi pe KATGAANAN TTOOOTNTO OUVOETIKAG avBpwTivng
ACTH. ‘Exouv mpooTeBei agidio Tou vatpiou 0,1% kai dAAol ataBepoTroinTég. EkteAéaTe
avacluoTaon kaBe @iahidiou pe 2,0 mL kekaBappévou vepol. Ze Beppokpacia
dwuaTiou, TTEPICTPEWTE Ta UAIKA EAEYXOU yIa 25 £wg 30 AeTTTA 1 aQrOTE GTOV TTAYKO YIa
60 AeTTd ekTEAWVTOG avAuIign ouxva €wg OTOu OIOAUBEI €VTEAWG TO TTEPIEXOUEVO.
Avapigte KaAd TTpIv aTTd TN XPrion. XeIpIoTeiTe KABE UAIKO eAEyxou wg dyvwaTo deiypa.
To €UPOG OUYKEVTPWOEWY KABE UAIKOU €Aéyxou avagépeTal OTO  TTIOTOTTOINTIKO
avaAuong Kal UTTOBEIKVUEl Ta Opla TTou £xouv TeBei atmd Tnv DiaSorin yia TIHEG UAIKWV
eAéyxwv TToU PTTOopEi va AneBoulv o€ agioTroToug KUKAOUG TTPOCIOPIGHWV.
PulaTe Ta avaouoTapéva UAIKG EAEyXou wg EEAG:
Ma ep16doug £wg 5 nuépeg: PuAdgTe aTOUG 2 WG 8°C.
MNa aparetapévn @UAagn (ARgN kiT), peTagu Twv xprioewv: Gulagrte atoug -15°C A o¢
XOUNASTEPEG BEPUOKPATIEG.
Ta UAIKG eAéyxou pTTopoUv va KaTawuxBoulv Kal va atrowuxBouv €wg TPEIG PopES. Ta
UAIKG eAEyXOu UTTOpOUV va Peivouv o€ Bepuokpaadia dwuaTiou yia TEGoegpa SIACTHPATA
™G 1 wpag, To péyiaTo, éTav uAdooovTal oToug 2 £wg 8°C.

5. TMPOEIAOMNOIHZEIZ KAI MTPO®YAAZEIX
MONO T'A AIATNQXZTIKH XPHZH IN VITRO.
Agv TTpoopieTal yia ECWTEPIKA Kal EEWTEPIKA XPran og avBpwIToug A {wa.
ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN YAIKO ANOPQIINHZ MPOEAEYZHZ
XeipioTeiTe WG €av ATAV SUVNTIKWG HOAUGHOTIKA.
KdBe povada 66Tn opoU/TTAEONATOG TTOU €XEI XPNOIMOTTOINGEI yIa TNV TTPOETOIPATIa TOU
TTAPOVTOG TTPOIOVTOG €Xel dokipaoTei pe  pEBOOO eykekpiyévn amd Tnv YTnpeoia
Tpogipwv kar Papudkwy (FDA) Twv H.M.A. kai BpéBnke pn avTidpaacTIKA WG TTPOG TNV
mrapoucia HBsAg, avriowpatog atov 16 HCV kal avricwypaTtog atov 16 HIV 1/2. Av kai
ol uéBodol auTég eival eCaIPETIKA akpIfeig, Oev eyyuwvTal TV avixveuon OAwv Twv
HOAUCHATIKWY pPOvAdwyv. To TTapdv TTPOidV eVOEXONEVWG VA TTEPIEXE KAl GAAO UAIKO
avBpWITIVNG TTPOEAEUCNG YIa TO OTTOI0 OEV UTTAPXE! EyKeEKPIPEvn dokiur. ETreidn kapia
yvwoTh péBodog dokiuyAg Oev  ptropei va Tpoa@épel TTAApn  diofBeBaiwon 6T
atroucialouv o 16g Tng nmarindag B (HBV), o 166 tng nmatindag C (HCV), o 16g Tng
avBpwTmivng avoooavetrdpkelag (HIV) r Aol poAuopaTikoi TTapdyovTeg, 0 XEIPIOPOG
6AWV TwV TTPOIGVTWYV TTOU TTEPIEXOUV UAIKG avBpwivng TTpoéAeucng Ba TTpétrel va
YiveTal oUPQwVa PE KAAEG EPYAOTNPIAKES TTPAKTIKEG XPNOIMOTTOIWVTAG TIG KOTAAANAEG
TIPOQUAGEEIG, OTTwG TTepIypdgovTal oTo  gyxelpidlo «Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories», 4" €kdoan, Maiog 1999 ) Tnv Tpéxouca £kdoon, Twv U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévtpa yia
Tov ‘EAgyxo kai MpdAnywn Néowv/EBvika I8pupaTa Yyeiag Twv H.M.A.).

ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTIOpaCTAPIA OTO KIT auTo TrEPIEXOUV adidlo Tou vaTpiou. To agidio
TOU vaTpiou PTTOPEi va avTIdpAoel PE TIG CWANVWOEIG HOAUBRdoU R xaAkou Kkal va
oxnuoTioel €EAIPETIKA eKPNKTIKG alidia peTdAAwv. Katd Tnv amdppiwn, eKTTAUVETE pE
aeBovn TmoooTNTA VEPOU YIia va euTTOdicETE TN oucowpeuon adidiwv. MNa TpdobeTeg
TAnpogopieg, avatpééte atnv evotnTa «Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts», otov 0dnyd diaxeipiong acpdAciag pe kwdiké CDC-22 tou
ekdideTal ammd Ta Kévrpa yia Tov ‘EAeyyo kai Tnv MpoAnwn Noowv otnv ATAGvTa Tng
T¢op1Ia, 1976.

Ppdoeig KIVBUVoU yia emIKivOuveg ouaieg Twv Eupwiraikwv KoivorATtwy (Odnyia
Emirporrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAafepd KaTA TNV €I0TTVON, OE ETTOQN PE TO OEPUA KOl OE TTEPITITWON
KATATTOONG.

R32 - Z¢e emagn pe o&éa eAeuBepwavovTal TTOAU TogIKA aépia.

S28 - Y& TepiTTWOoN £TTOPRAG PE TO OéPUA, TTAUVETE AuéTwG PE A@Bovo vePod.
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ANTIAPAZTHPIA NOY MEPIEXOYN IQAIO 125
To kIT auTo TrEPIEXEl padievepyd UAIKO To otroio dev uttepBaivel Ta 7,2 uCi (266 kBq) oe
10010 125. Katd Tn @UAAgn, 1o xeIpiouod kai Tn 81d6eon Tou UAIKOU auTou, Ba TTpéTTel va
xpnoipotrololvTal KATAAANAEG TTPOQUAAGEEIG KOl KAAEG EPYOTTNPIAKEG TTPAKTIKES. Mpog
1aTpoUg 1 18pUpara TTou TrapaAaupBdvouv padioicdTotra KATw amd yevikh adeia: To
Tapov padievepyd UANIKO pTTopei va AngBei, va amoktnBei, va KOTEXETAI KOl VA
xpnoigotroigital gévo atd 1aTpolg, KTNVIaTPoug TTou €§a0KOUV KTNVIATPIKA 1ATPIKA,
KAIVIKG EPYQOTAPIO I] VOOOKOMEIO Kal HOVO YIA KAIVIKEG 1] EpyacTNPIaKEG BOKIYEG in Vitro
Tou dev TTEPIAAUBAVOUV TNV €0WTEPIKA i ECWTEPIKA XOpPrynon Tou UAIKOU, i Tng
akTivoBoAiag autou, og avBpwtroug kal {wa. H mapaAafn, n amoékTnon, n Katoxn, n
XPAON Kal n HETOQOPA UTTOKEIVIOI OTOUG KAvOVvIGUOUG Kol Tn Yevikr d&deia Tng
PuBuioTikng Emrtpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng ToAITeiag otnv omoia n
EMTPOTIN £XEI CUVAYEI CUPPWVIA yIa TNV AoKNOoN Kabnkoviwyv apuodiag apxig.
1. H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba Tpémel va  TrepIopIoTEl o€  €I0IKA
ETTIONHATHEVO XWPO.
2. H mpdéoBaon oe poadievepyd UANIKE TTPETTEI va  TTEPIOPIOTE  pOvVO  OF
€€0UCI000TNUEVO TTPOCWTTIKO.
3. Mn xpnoiyoTrolgiTe TTITTETA YE TO OTOUA O€ padievepyd diaAupaTa.

4. Mnv TpwTe N TIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYOCIiag TTOU £XOUV €TMIONUAVOEi wg
POdIEVEPYOI.

5. O1 Trepioxég, OTTOU €vOEXOUEVWG £XOUV TTPOKANGEi ekyUaelg, Ba Trpérel va
OKOUTTIOTOUV Kal KaTOTTIV va TTAUBOUV e aAKaAIkS atroppuTtravTiké i padioAoyikd
atmoAupavTiko SidAupa. Tuxdv udAiva okeln TTOU XpNoIUoTToINOnKav TTPETTEl va
eKTTAUBOUV KOAG pE vePO TTPIV aTid TNV TTAUGH GAAWV €PYAcTNPIOKWY UGAIVWY
OKEUWV.

Mpog 1aTpoug 1 1IdpUpaTa TTou TTapaAauBdvouv padioicdToTTa KATW aTrd €10IKr Adeia:

H mapaAafn, n xpron, N Hetagopd Kai n dIdBeon Twv PAdIEVEPYWY UAIKWVY UTTOKEIVTAI
OTOUG KaVOVIGHOUG Kal TIG OUVBAKEG TNG €10IKAG AdEIGG 0aG.

MPOEIAOMOIHZH: To mpoidv autd TTEPIEXEI MIa XNUIKA ouaia n oTroia gival yvwoTd
a1o TNV ToAiTeia TG Kahipdpviag 6T TTpokaAei kapkivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@etal O0To €VOETO CUOKEUAOIOG MTTOPEi va
Sla@Epel EAAPPWG aTTO TN PODIEVEPYEID TTOU AVAYPAQPETAI OTNV ETIKETA CUOKEUATIAG N
aTtnv eTIKETA @IaAIdiou IXvNBETN. H eTIKETa ouokeuaaiag Kal n €TIKETA @IaAidiou 1xvnBETn
UTTOBEIKVUOUV TNV  TTPAYMATIKA TTO0OTNTA  POOIEVEPYEIOG KOTA TNV nNUEPOMNVia
BaBuovounong, evw 10 évBeTO CouOKeuaaiag UTTOBEIKVUEI TN BewpnTiK padievépyeia
TOU KIT.

6. ENAEIZEIX NIOGANHZ ®OOPAX TQON ANTIAPAXITHPIQN KIT
6.1  MeTardmon Tng KAiong ) Tng 8éong TNG KAUTTUANG Babuovounong o€ oxéon Ue
QuTAV TTou AapBAVETAI KOVOVIKA.
6.2 Meiwon Tng péyiotng d€opEUONG.
6.3  YwnAnA un €18k undevikr déopueuon.
6.4 Mn IKQVOTTOINTIKEG TINEG ETTAVAAAWEWV.

7. ZYAAOTH KAI NPOETOIMAZIA AEIFMATOZX ‘H NAAZMATOZ

AtmraitouvTal 400 pL TTAdopatog EDTA yia Tov Tpoodiopiopo Tou deiypaTog €ig SITTAoUv
pe 710 ACTH IRMA. Ta nmapiviopéva deiypata dev Ba TTPETTEl va XpnOIPOTToIoUvVTal JE
10 ACTH IRMA. Agv Ba TTpéTTel va xpnaoipoTroloUvTtal UTTEPROAIKG IKTEPIKG, QIJOAUPEVT
N AiTraipikd deiypara.

H SeiypatoAnyia Ba mpémel va yivetar aonTTIkKG pe @QAeBotrapakévinon oe Adelo
YUuGAivo dokipgaaoTiko owArva vacutainer EDTA 511 10 mL. Avapigre 1o deiypa pe atmrain
avooTPo@n Kal TOTTOBETAATE apéowg o€ TTaydAouTpo. PuyokevTproTe TO deiypa EVTOG
30 AemrTwv a1d TNV wpa TTou CUAEXONKE. H @uyokévtpnon Ba TTpéTrel va ekTeAgiTal yia
15 Aemr1d pe xprion 1500 x g* mepimou. ATTOPaKPUVETQI ApEéowg TO TTAdoPa atmod Ta
KUTTOpa PE XPrion TTAAOTIKAG TIITTETAG KOI HETAQEPETE TO OF OOKIUAOTIKO CWwARva
TToAUTTpOTTUAEViOU/TTOAUGTUpPEVioU. DUAGETE Ta deiypata TTAGouaTog oToug 2 éwg 8°C
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TIPIV a0 Tov TTPocdIopIoud, apkei va eival duvarr n ekTéAeon Tou TTPOadIoPICHOU
EVTOG 4 WPWV. Ze TTEPITTITWAN TToU dev gival SuvaTog 0 TTPOCBIOPICUOG TWV SEIYUATWYV
€VTOG 4 wpwv, Ba TTPETTel va QUAAETE Ta deiypaTta oToug -20°C. MTropeite va QUAGEETE
Ta deiypaTa aToug 2 £wg 8°C éwg 4 wpeg f aToug -20°C éwg 6 prveg.

THMEIQZH: MeAéteg Tng DiaSorin oe mpoo@ara deiypara Oeixvouv PEon MEiwon
20 éwg 35% org ouykevipwoelg ACTH petd ammd évav KUKAO Katayugng-ammoyuing.
MapatnpABnke eAdxiotn oAMAayr] PeTd amd Tpelig dladoxIKOUG KUKAOUG KoTawugne-
améwugng.

AIEEAXON peAéTn (N = 50) pe xpAon OINIKOVIWPEVOUG KOl [N OIAIKOVIWHEVOUG
OOKIMAATIKOUG OwAveg. O YEWMETPIKOG MPECOG OPOG YIA TOUG  GIAIKOVIWHEVOUG
SokIhaaTikoug cwAAveg ATav 28,8 pg/mL (eUpog 2T.A. 13,9 £€wg 59,7). O yewpeTpIKOG
HECOG OPOG yIa TOUG N CIAIKOVIWUEVOUG BOKIJOOTIKOUG OwAnveg ATav 26,7 pg/mL
(eUpog 2T.A. 12,4 éwg 57,5).

8. EZONAIZMOZ KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAI, OMQZ AEN NMAPEXONTAI

8.1 AvaAwaiyor SOKIPAOTIKOI CWAAVEG OTTO TTOAUTTPOTTUAEVIO 1| TTOAUGTUPEVIO,
12 x 75 XAOT.

Aev pmopouv va xpnoigomroinfouv  SOKIMAOTIKOI OCwAAVEG aATro
BopioTTupITIKG UaAo.

8.2 BAon OOKIMACTIKWY CWARVWV.
8.3 Metpntg ydua pe duvatdétnta péTpnong lwdiou 125.
8.4 Opyavo mepidivnong (vortex).
8.5 Zuokeuég TITTETAG:
ao. Mikpomiréra BaBuovounuévn va diavépel 50 L kar 200 pL.

B. Aiavoueig emavahauBavouevng xopriynong, Babuovounuévor va diavéuouv
50 pL, 200 pL ka1 1 mL.

Y. OYKOMETPIKEG TTITTETEG YIa TNV avaoUoTaon Twv UAIKWV EAEyXOoU Kal Twv
BaBuovountwy, 2,0 mL ka1 5,0 mL

8.6 BaBuovounuévog KUAIvEpog 500 mL.
8.7 Parafilm ] 10080vapo yia TNV KAAUWN Twv SOKIPACTIKWY CWARVWV.
8.8 AaBida emkaAupuévn pe Teflon ) &GAAn cuokeun yia Tn diavour o@aipIdiwy.
8.9 Zuokeun avappdenaong.
8.10 KekaBappuévo vepd yia avacUoTaon TwV CUCTATIKWV.
9. AIAAIKAZIA MPOZAIOPIZMOY
AgrioTte 6Aa Ta avTidpaoThpia va @TAcouv Ot Bepuokpagia dwatiou TPV AT TN
xpron.
9.1 Avaouotaon Twv Baduovountwy / UAIKWy eAéyxou ACTH IRMA

a. BydAte Toug Auo@ihioTroinpévoug BaBuovounTég Kal UAIKG eAéyxou ACTH
IRMA aT116 10 Yuyeio.

B. Me xprion oyKoPETPIKAG TITTETAG, TTPooBEéaTe 2,0 mL KekaBapuévou vepou
aToug BaBuovopntég kal UAIKG gAéyxou ACTH IRMA. Mg 6poio TpoTro,
mpooBéote 50 mL kekoBapuévou vepol oTO  BaBuovounTn
0 ACTH.

Y. XTUTTAOTE €AGPPWG Ta PICAISIO yIO va EKTOTTIOETE TO AUOQIAIOTTOINUEVO
a@aiIpidlo Kal avapitte atraAd.

8. X Bepuokpacia dwpartiou, TEPIOTPEWTE TOUG BaBuovounTéG Kal Ta UAIKG
ehéyxou yia 25 éwg 30 AemTd | a@roTe oTOov TTAYKO yia 60 AeTTd
EKTEAWVTAG aVAMIEN ouxvd €wg OTou JIOAUBEI evTEAWG TO TTEPIEXOUEVO.
Avapigte KaAG TTpIv atTé TN XPHon.

€. H avaolotaon éxel oAokAnpwBei 6tav 6Aa Ta dioAlparta @aivovral
OOIOVYEVEIG.

*g = (1118 x 10°®) (akTiva ot ekaTOOTE) (rpm)?
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9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

Mapaokeun Tou diaAupatog TAUong ACTH IRMA.

To oupmUkvwpa diaAtpaTtog TAUong epyaciog ACTH IRMA apaiwveral 10X

o€ KeKaBappévo vepod yia va Trapdyel didAupa pe 10U epyaciag.

a. Adeidote TO @QIOAIdIo 50 mL ToU TTEPIEXEI TO OUPTIUKVWHA  O€
BaBuovounuévo kUAIvdpo 500 mL.

B. Merd Tnv TPOOONAKN, €EKTTAUVETE TO TIEPIEXOMEVO Tou @IaNiIdiou pe
KEKOBAPHEVO VEPO KaI TTPOCBECTE TO EKTTAUUO TOU GUUTTUKVWUOTOG OTO
KUAIVOpo 500 mL.

Y. ZUPTTANPWOTE PE OuveEXA TTPOOBNKN KeEKOBapuEvou vepoU aTov KUAIVEPO
€wg TEAIKO 6yko 500 mL. Avapiéte yia va egag@alioete TTARpPn SidAucn
TUXOV 1I{ANaTOG Kal opoidpop®n avapign. ETkoAAnoTe eTikETa O0TO UAIKO
autd pe Tnv €vdeign didhupa epyaaiag TTAUong ACTH IRMA.

MpoeToipdoTe dOKINAOTIKO OwAAVA TTOAUTTPOTTUAEVIOU/TTOAUGTUpPEVIOU 12 X

17 xAoT, aT10 oTT0i0 £X€I ETMKOAANBEI CWOTA ETIKETA, €1G DITTAOUV.

[MpooBéaTe Ta AvTIBPACTAPIA OTOUG BOKIPOACTIKOUG CWAAVESG WG €EAG:

a. BaBpovountig 0
200 pL BaBuovopnth 0
50 pL 1ixvnBétn ACTH IRMA %] (puBpdg)

B. BaBuovountég (1-5)

200 uL BaBuovountn
50 pL 1ixvnBétn ACTH IRMA %] (puBpdg)

Y. YAIKd geAéyxou Kai dyvwoTa deiypata
200 pL deiyparog
50 pL 1ixvnBétn ACTH IRMA %] (puBpdg)

Avaypiéte TN Bdan Tou TrepIEXEl GAOUG TOUuG SOKINAOTIKOUG CWANVEG o€ dpyavo

TePIdivnong Tpelg @opég 1 €wg 2 SeutepOAeTiTa K&Be @opd. To TrepieXOPEVO

Tou doKINAoTIKOU oCwArva dev Ba TTPETTEl va oXNUaTIoEl aQpo.

TomoBeTAoTE €éva o@aIpidlo ge kdBe owAnvapio (ekTég amd Ta ZwAnvdpia

YuvohikAg Métpnong) pe AaBideg kahuppéveg amo Te@ASV 1 KaTAAANAn

OUOKEUN xopriynong oaipidiwv. (Mn xpnoiyoTroleite Ta SAKTUAG 0ag).

KaAuyrTe Toug dokipaoTikoUg owAnveg pe parafilm fi icoduvapo.

EmwdoTe Toug dokipaoTikoUg owAnveg yia 20 (+2) wpeg otoug 18 £wg 25°C.

KataypdyTe Tn Bepuokpaaia aTnv apxn Kai To TEAOG Tou TTPOadIoPIGHOU.

Metd améd emwaon 20 (x2) wpwv, €KTTAUVETE TOUG OOKINOAOTIKOUG OWANVEG

OTTWG TTEPIYPAPETAI TTOPAKATW:

o. Avappo@rioTe TO piyha avTidpaong o€ KATAAANAo doxeio yia padievepyd
amépAnTa.

B. TAUvete kKGBe dokiyaoTikd cwAAva Pe didAupa TTAUoNG epyaciag ACTH
IRMA.

MAUveTe TO o@aipidio diavépovtag oBevapd 1 mL diaAlpartog TAUoNG epyaciag

og KABe OSoKiuaoTikG CwAAva pe apkeTh OUvaun WOTe va avuywlei To

o@aipidlo atrd Tov TTUBUéva Tou SoKIPaaTIKoU wAnva. ExTeAéoTe avappdenaon

JETE amd kdBe Bripa TTAUoNG. EavaidBere Tn diadikacia TAUGNG dU0 Qopég

Yo OUVOAIKG TPEIG TTAUCEIG.

MeTpriote Tn padievépyeld TTou UTTAPXEl o€ KABe OOKIUOOTIKO CWAAva

Xpnoigotrolwvtag PeTPNT ydua. O1 dokiyaoTikoi CwArveg Ba Trpémel va

peTpnBouv yia 1 AemTd 1 mepioodTePO (BA. TTapdypago lMepiopiopoi TG

81081KaCiag).

10. AIAAIKAZITIKA ZXOAIA

10.1

Otav TpooBEéTeETE 0PAIPidIa OTOUG BOKINAOTIKOUG OCWARVEG, YEIPETE EAAPPWG
N BAon Twv SOKIPACTIKWY CWAAVWY KAl a@roTe Ta oQaIPidIia va KUARoOUV
péoa OTOuG OBOKIPNOOTIKOUG OwArveg. Auté Ba eumrodioel 10 uTTEPBOAIKO
madeAaopa Tou OBlaAUpaTog e&€Taong. Mn xeipideote Ta ogaipidia pe Ta
OAKTUAG 0ag.
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10.2 Aiavépete pe mTETa Ixvn@émn

OOKINAOTIKOU GWAARvVA.

10.3 Ta Ociypata pe TIPEG uwnAdTEPEG ammd Tnv uwnAdTepo PBabuovountr Ba
TpETTel va apaiwBoulv pe Tov BabpovounTh 0 kal va TTpoodiopiaTolv {avd.

10.4 TIPEMEIl va odiomnpeite 6Aa T1a deiyyara aocBevwv o€ TTAY0 £wg TOV
TTPOCdIoPICHO TOUG.

10.5 Tia va éxere Tn PBEATIOTN Ommoédoon Tou KIT, Ta o@aipidia Ba TTPETel va
TTAUBOUV KaAd.

10.6 Aev TTapaTnEnBnKe PETATOTTION TTPOCBIOPICHOU O€ TTPoadioplopous éwg 130
OOKIPNAOTIKWY CWAAVWV.

10.7 Tia va TmapakoAouBei TTARpwG €va epyadThApio Tnv amodoon evég IRMA,
uTtdpxouv TTPéoBeTOl TTapayovTeG TTou PTTopoUv va eAeyxBouv. H DiaSorin
TTPOTEIVEI EAEYXO TWV TTAPOKATW TTAPAUETPWY YIA VA £EACPANICTEI N GUVETTHG
ammédoon ToU KIT.

a. Méyiotn déopeuon

Kpouoeig ava Aetrtd (CPM) Tou dokipgaoTikol owArva Babuovounth «5»
B. Mn 18Ik 8éopeuon

CPM dokipaaTikoU cwArva Babuovountr 0

11. MOIOTIKOZ EAEMXOZ

KdaBe epyaoTripio Ba trpéTrel va TTepIAapBavel o kaBe TTpoadiopioud TouAdxioTov €va
uwnAo kar éva xaunAd UAIKO eAéyxou yia va TTapakoAouBei Tnv amdédoon Tou
Tpocdiopiguou. Mtropoulv va xpnaiygotroinBolv eutropikd S1aBéoiua UAIKG eAéyxou 1 3
UNIKG eAEyXOU ava@opdg TToU TTaPEXOVTAI JE TO KIT. T UNIKG EAEYXOU TOU KIT TTEPIEXOUV
ACTH og ouykevipwoelg GUVABEIG IO QUTIONOYIKEG KOl QUENMEVEG TTEPIOKES TINWV
acBevwv. Ta UAIKG eAEyXou Tou KIT £xouv TTpoodioploTei pe xprion Tou kit ACTH IRMA
TG DiaSorin. To €Upog OuyKevTpWOEwWY KABe UAIKOU €AEyXOu avagépeTal OTO
TNOTOTTOINTIKG avaAucnG Kal UTTOdEIKVUEl T Opia TToU €xouv TeBei atrd Tnv DiaSorin yia
TINEG UNKWV  eAéyxwv TToU pTopei  va  An@Bolv  oe  agIdmaTOUG  KUKAOUG
TTPOGdIoPIoPWY. O XEIPIOPOG TWV UNIKWV eAEyXou Ba TTPETTEN va yiveTal OTTWG QUTOV
TWV AyvwoTwv JEIYUATWY Kal 0 TTPO0dIoPIoCUOG TOUug Ba TTPETTEN va yiveTal dUO POPEG.
Oa TpéTTel va TnpouvTal TTIVOKEG TTOIOTIKOU €Afyxou amrd TO EPYOOTAPIO yia va
TTapakoAouBeital n amédoon Twv UAKWVY eAéyxou. Ta oTmoTeAéCHATA TWV UNIKWV
eAéyxou Ba TTpETTel va avaAlovTal PE OTATIOTIKEG HEBOSOUG TTou agloAoyoUV ETTAPKWG
TIG TAoelG. KdBe Eexwpiotd epyaoTthpio Ba Tmpémmel va kabopidel amodektd opia
a1mdéd00Nng yia KABe eTmiTTed0 UAIKWYV €AEyXOU XPNOIPOTTOIWVTAG PEBOBOUG Baciopéveg
OTn OTOTIOTIKA KOl OXESIAOPEVES YIa va avixvelouv 1600 Tuxaia 600 KAl CUCTNPATIKA
o@dAuara. Ta amoTeAéopata Twv UANKWV eAéyxou Ba TIPETTEI va IKAVOTIOIOUV T
KPITAPIA TOU €PYOaOTNPIOU  yId QTTOOEKTIKOTNTA TIPIV aTmd TNV avagopd  Twv
aTTOTEAEGTUATWY TNG OOKIUAG TwV acBevwv. 710

12. YNOAOTIIZMOZ ANOTEAEZMATQN
MNa va utroAoyioete Tn ouykévipwon tng ACTH 1rou uttdpyel o€ éva dyvwoTo deiypa
KOl oTa deiydaTa UNIKWV €AEyXou, 0€ KABE TTPOODIOPIOUO TTPOETOINACTE HIa KAWTTUAN
BaBuovoéunong XPNOIMOTIOIWVTAG TIG GUYKEVTPWOEIG BaBuovounTh TTou avaypd@ovTal
OTIG ETIKETEG TwV PlaAidiwv. O TIHEG yia Ta dyvwaTa deiypata uttoAoyifovtal wg £ENG:

12.1 YmoAoyioTe Tn péon TiwR CPM yia kdBe BaBuovountr), UAIKO eAéyxou Kai
AdyvwoTo deiyua.

12.2 XpnoipotrolwvTag ypagikd xapTi log-ypappiko, oxedidoTe 1ig CPM yia kd0e

emmimedo BaBpovounTt otnv TeTaypévn (Govag W) Kal TIG OUYKEVTPWOEIG
BaBuovountA oTnv TETPNUEVN (GEovag X).
ZHMEIQZH: Na Ttnv avdAuon Twv Oedopévwy, JTTOPEITE €TTiONG  va
XPNOIUOTTOINCETE TTPOYPAUUOTA QUTOUATOTTOINUEVNG avaywyng dedopévwy. H
DiaSorin xpnoiyotroiei Multi-Calc (Pharmacia) pe mpdypauua Tpocapuoyns
log-CPM opoA6 SPLINE. AA\eg péBodol avaywyng dedopévwv TPETTElN va
€YKPIBOUV TTPIV EVOwPaTwBoUV yia KavoviKr XpRon.

I ACTH IRMA oT0 KdTw €va TPITO TOU
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12.3 YmoAoyioTe TIG ouykevipwoelg ACTH Twv delyudTwy pe TTapePPOAR attd n
YPAPIKA avaTTapdoTaon.

12.4 Av n Ty otToloudATIOTE dAyvwaoTou Oeiyparog eival peyaAuTepn atmd TO
BaBuovountq e TNV uwnAoTEPN TIUA, autd Ba TTPETTEl VA apalwleEl pe
BaBuovounTn 0 Kai va yivel {ava o TTPocdIopIouSG TOU.

12.5 Av éva dyvwoTto deiypa éxel apaiwdei, dlopBwoTe TO PE ToV KATAAANAO
TTapdyovTa apaiwong.

12.6 O Tiég TTOU €ival PIKPOTEPEG atTé TO BabBuovounth 1 aAAd uwnAoTepeg ammd
1,5 pg/mL (evaioBnoia Tpocodiopiopol) pTTopei  va  uTToAoyioTouv
XPNOIYOTTOIWVTAG TOV TUTTO:

CPM (dyvwaTo)
CPM (Bab. 1)

Tigég dyvwaTtou x Tiry BaBpovounTn 1

12.7 H ava@époiun TIEPIOXN TIHWV TOU TIPOCBIOPIOCPOU EUTTITITEl €VTOG TNG
OUYKEVTPWONG TOou uwnAoTepou BaBuovounTtr) Kal Thg euaioBbnoiag Tou
TTPOGdI0PIGHOU.

Tutmiko TTapdadelypa dedopévwv
21ov MINAKA | kai oto ZXApa 1 TTapouadiadovTal TUTTIKG dedopéva deiyuaTog Kal yia
KOUTTUAN BaBpovounong yia ACTH IRMA. Or1 Anpogopieg autég didovtal pévo yia
ava@opd kal Oev TTPETTEN va XPNOIPOTToINBoUV yia Tov UTToAoyIoud Kauiag TIiAg. Ta
dedopéva autd TrapAxdnoav pe Tpda@ATo IXVNOETN.

Avaywyn dedopévwv
To epyaaTrpio TToIoTIKOU €Aéyxou Tng DiaSorin xpnoigoTrolei Tpogapuoyr KautruAng
smooth spline.

MINAKAZ |
Tutmika dedopéva Tou ACTH IRMA 1ng DiaSorin
MavopoléTutro Méoo 2UYKEVTPWON
AoKIJaoTIKOG CWARVag CPM CPM (pg/mL)
BaBuovountig 0 563 577
591
BaBuovountég (pg/mL)
1(9,9) 1.562 1.627
1.692
2(23,3) 3.348 3.367
3.385
3(96,1) 11.573 11.519
11.464
4 (328) 35.676 35.551
35.426
5(1330) 104.713 102.148
99.583
AyvwoTa deiypata
3.999 4132 30
4.264
2 13.668 12.831 109
11.993
3 41.418 41.488 387
41.557
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MNAPAAEIFMA KAMIMYAHZ BAOMONOMHZHZ ACTH IRMA

120000

10000¢

CPM

2000C

1 10 100 1000 10000
ACTH (pg/mL)

ZXHMA 1

13. TMEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

13.1 O1 xpdvor pétpnong Ba TIPETTEl va gival apkeTd PEYAAO! yIa va HEILYOOUV TO
oTaTIoTIKO O@AApa (yia Trapddeiyua, n cucowpeuon 2.000 kpouoeswv Ba
amodwaoel o@aApa 5%, evw 10.000 kpouaoeig Ba amodwaoouv a@aAua 1%).

13.2 H epunveia dAwv Twv atmroteAeopdtwy ACTH Ba TTpéTrel va yiveTal TIPOCEKTIKA
padi ue Tn ouvoAIKn KAIVIKA TTapouaiacn Kail AoITTEG SIayVWOTIKEG ECETATEIG.

14. ANAMENOMENEZ TIMEZ
H DiaSorin Inc. ouvioTd kdBe gpyacTtripio Ba kKabiepwaoel Tn JIKA ToUu TTEPIOXA TIHWV
ava@opdg (QualoAoyIKR).

DuoI0AOYIKEG TINEG

Kdabe epyaotripio Ba mpémrel va kabiepwaoel Tn SIKr TOU KavoviKh TTeploxn TiHwv. Mia
TEPIOXA  QUOIOAOYIKWY TIHWV  €xel  KaBiepwBei amd Tn  DiaSorin  pe  xprion
100 karewuypévwy Oeiyudtwy TAGopatog EDTA amd @aivouevikd uyieig €0eAovTég
(50 yuvaikeg, 50 avdpeg). AR@Bnkav deiypata o€ pn GIAIKOVIWHPEVOUG SOKIPHOAOTIKOUG
OWANVeG a1to TIG 7 €wg TIG 10 .. a1T6 8OTEG TTOU VACSTEWAV (OAOVUKTIA). H YEWUETPIKN
uéon TR Bpébnke ion pe 18,5 pg/mL pe OIMMAS €Upog TUTTIKAG QTTOKAIONG TTOU
Kupaiverar até 6,0 £éwg 56,7 pg/mL.
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15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ
15.1 Axkpieia
H akpiBeia yia Tov idlo Tpocdiopioud Kal n GUVOAIKA akpiBela uTToAoyioTnKkav We xprAon
Tou Eyypdgpou EP5-T2 1ng CLSI. KaBéva améd 1o Tpia kévipa ekTéAecav Tov
TPOCOIoPIoUS TEGOAPWY UANIKWV €AEyxou €I dITTAoUV katd Tn Oidpkeia dwdeka

EPYACIUWY NUEPWV.

Axkpifela yia Tnv idia ekTéAeon (TiNEG = pg/mL).

5’2?\/‘353& Méon T TA. %E.A.
1 32,7 1,37 4,20
2 58,0 2,05 3,53
3 194 4,90 2,53
4 773 41,97 5,43
ZuvoAikn akpifela TTpoadiopiopou (TIHEG = pg/mL).
Ta dedopéva ouvdudaTnkav amoé Tpia KEVTPaA.
Gps‘fv'ﬁsfgg Méon Tipn TA. %A,
1 32,7 1,88 5,8
2 62,0 6,15 9,9
3 194 9,04 47
4 817 87,6 10,7

H akpiBeia xaunAdTepou opiou agloAoynonke epaitépw otnv DiaSorin wg €EAG:

AkpiBeia peTagu oeipdg ekTEAETEWV (TIHEG = pg/mL).
Kabe deiypa egetaotnke pe 10 EexwpioTolg TTPocdIopIouoUG.

ai‘sﬁgfgg Méon Tipn TA. %E.A. n
1 8,65 0,496 574 10
2 10,67 0.527 4.94 10
3 257,0 8.126 3.16 10

AkpiBeia yia Tov id10 TpocdiopIopo (TINEG = pg/mL).
Kabe deiypa egetdotnke pe 10 emavaAnyelg o€ vav yovadikd TTpoadIopIGHO.

5@%‘323& Méon Tipn TA. %E.A. n
1 86 0,411 478 10
2 10,39 0.437 421 10
3 260,7 9,22 3.54 10
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Kail Tn SoKIPAR avakTnong.

FpappIK6TNTA

AUo poAucpéva Ociypata EDTA kai éva poAucpévo piypa EDTA apaiwbnkav pe
BaBuovounTn 0. Ta amoteAéopata cuvowifovTtal TTapakdTw, (Tiyég = pg/mL).

15.2 OpB6TnTa: H 0pB6TNTA TTPOCGSI0PIOHOU EAEYXONKE ME TN BOKIMA YPAUMIKOTNTAG

Apleuog ) MeTpoU eV AlopBwuév
deiypatog Apaiwon oyia
n apaiwon
1 Mn >E Ba®O.

aApAIWPEVO 755 1510
1:2 40 1360
1:4 158 1264
1:8 84 1344
1:16 41 1312
1:32 21 1344
1:67 11 1408

1:128

2 Mn 1239

apalwpévo 644 1287
1:2 336 1344
1:4 158 1264
1:8 80 1280
1:16 37 1184
1:32 20 1280
1:67 9 1152

1:128

Miyua Mn >E Ba®O.

aApAIWPEVO 713 1426
1:2 342 1368
1:4 155 1240
1:8 78 1248
1:16 39 1248
1:32 20 1280
1:67 10 1380

1:128
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Axkpipela
AvTITTpOOWTTEUTIKA dedopéva atrd Tpia deiypata piyyatog poAuvlnkav pe ACTH 1-39
TTPOKEIYEVOU VA UTTOAOYIOTOUV Ol OVOKTACEIG, (TINEG = pg/mL).

TiyR ACTH mou Avapevépev | Metpolpuevn MocooTiaia
uttoRabpou | TTpooTEBNKE n TN TIUA avakTtnon
Miypa 1 5 22,4 20,4 91,1
17,4 25 42,4 37,6 88,7

50 67,4 59,8 88,7
75 92,4 81,1 87,8
125 142,4 118,5 83,2
500 517,4 571,7 110,5
Méan 91,7
avakTnon
Miyua 2 5 37,1 36,2 97,6
32,1 25 57,1 52,3 91,6
50 82,1 71,1 86,6
75 1071 92,8 86,6
125 157,1 128,3 81,7
500 532,1 583,0 109,6
Méan 92,3
avdakTnon
Miypa 3 5 36,2 35,5 98,1
31,2 25 56,2 48,9 87,0
50 81,2 69,0 85,0
75 106,2 89,6 84,4
125 156,2 129,7 83,0
500 531,2 520,6 98,0
Méon 87,5
avakTnon

15.3 AvoAuTIKA guaioBnaia

H euaigBnoia, n otoia opidetal wg n ouykévipwon ACTH tou petpribnke oe dUo
TUTTIKEG aTTOKAITEIG Avw Twv KpoUaewv BabuovounTh 0, aTnv eAdxIoTn déopeuan eival
1,5 pg/mL 1} AiyoTepo, e TTPOCPATO IXVNOETN.

101



15.4 EI18IkOTNTA KAl 3100TAUPOUMEVH AVTISPACTIKOTNTA

H diaotaupolpevn avmidpaoTikétnta Tou ACTH IRMA éyive pe mpooBrikn Twv
akOAoUBwVv  ouykevTpwoewv TETTIOOU 1600 ©¢ XOUnAd 0600 Kal Of Weaio
BaBuovounTn.

AANAayn oTo AMNAayn aTo
Nemiio Adon ueaaio ) % ) XOMNAS ) % )
(pg/mL) BaBuovounTh aAlayn BabuovounTh aAAayn

(pg/mL) (pg/mL)

ACTH 1 -26 100,000 -346,7 -98,5% -24,5 -98,8%
1,000 -181,2 -51,5% -13,3 -53,6%
500 -116,8 -33,2% -7,4 -29,8%
200 -47,6 -13,5% -2,5 -9,9%
ACTH 18 -24 100,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
ACTH 26 -39 100,000 -349,6 -99,3% -24,3 -98,0%
5,000 -318,9 -90,6% -23,1 -93,1%
2,000 -287,8 -81,8% -20,3 -81,9%
1,000 -244.6 -69,5% -16,7 -67,3%
500 -152,6 -43,4% -9,8 -39,5%
ACTH 1-10 100,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
1,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
500 0,0 0,0% 0,0 0,0%
200 0,0 0,0% 0,0 0,0%
a-MSH 100,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
1,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
500 0,0 0,0% 0,0 0,0%
B-MSH 100,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
B-evdopagivn 100,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%
50,000 0,0 0,0% 0,0 0,0%

FlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPE=TE ZTHN TEAEYTAIA ZEAIAA
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English Frangais Deutsch Espafiol Italiano
European Con;(:):‘rrnnléesaux CE - Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity . kennzeichnung europea europea
européennes
- Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
Expiration Date d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Consulter les Gebrauchsanwei- Consulte las Consultare le
Instructions instructions instrucciones de istruzioni per
T sung beachten s
for Use d’utilisation uso l'uso
In vitro Di AT In-vitro- Diagnéstico in Diagnostica in
. : iagnostic in vitro. . N N N
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Lot No. No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°
Temperature Limitation de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
limitation. température. P temperatura temperatura
. . Festphase Fase sélida Fase solida
Solid phase Phase solide .
- . (Beschichtete (Perlas (Perle con
(Coated beads.) (Billes enduites). Kugelchen). recubiertas). rivestimento).
Tampon de Tampon de Tampone di
Wash buffer lavage Waschpuffer lavado lavaggio
Trazador: Tracciatore:
Tracer: |- antigeno antigene

Tracer: antigen

Traceur : antigene
% markiertes Antigen

etiquetado con
125|

etichettato con
125|

labelled with '*°I | marqué a lode
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
. N Siero di
Control serum Sérum de controle Kontrollserum Suero de control controllo
Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
Harmful Nocif Gesur]dhelts— Nocivo Nocivo
schadlich
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Prazo de validade Lejarati id6 Huepopnvia Angng
Fabricante Gyarto KoTaokeuaoTAg
.Consu_lte as Felhasznaléi ZupBou)\sl{Tsns
instrugcdes de f . TIg Odnyieg
L Utmutatd .
utilizagéo XpAong

Diagnéstico in

In vitro diagnosztika

In vitro dlayvwoTiKO
10TPOTEXVOAOYIKO

vitro. TIPOIOV.
N.° do lote LOT-SZAM Ap. TTapTidag
Limite de Homérséklet Mepiopiopoi
temperatura. tartomany Beppokpaciag
Fase sdlida (Pérolas - EmikaAuppéveg
revestidas). Kalibrator XOVTPEG
Tampéo PubuioTiké didAupa
de lavagem Kontroll TAUONG
Tragador: aml'gezrgo Tracer: '"®I-tel jelolt IxvnBETng: Aviyovo
marcado com "l antitest onuacpévo pe <l
Calibrador Minta higitd BaBuovountrg
Soro de controlo Felodani X mL Opdg eAéyxou
Radioactivo Puffer Padievepyd
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