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Funcéo

Imunoensaio para a determinag@o quantitativa in vitro da prolactina

em soro e plasma humanos.

O imunoensaio de electroquimioluminescéncia (electrochemiluminescence
immunoassay ou “ECLIA”) foi concebido para ser utilizado nos
analisadores de imunoensaios Elecsys 1010/2010 e MODULAR
ANALYTICS E170 (Mddulo Elecsys) da Roche.

Caracteristicas

A prolactina ¢é sintetizada na hipdfise anterior e é segregada em episddios.
A hormona é constituida por 198 aminodcidos e tem um peso molecular de
aprox. 22-23 kD. A prolactina aparece no soro em trés formas diferentes.

A forma monomérica (“little”) bioldgica e imunologicamente activa é
predominante (aprox. 80%), 5-20% esta presente na forma dimérica (*big”)
biologicamente inactiva, e 0,5-5% esté presente na forma tetramérica
(“big-big”), com baixa actividade bioldgica.! O orgéo alvo da prolactina

s&o as glandulas mamaérias, cujo desenvolvimento e diferenciagdo séo
promovidos por esta hormona. As concentracdes elevadas de prolactina
tém uma acgéo inibidora na génese dos esterdides dos ovarios e na
producéo e secregdo de gonadotropina pela hipdfise.

Durante a gravidez, a concentragdo de prolactina aumenta sob a
influéncia da producéo elevada de estrogénio e da producéo de
progesterona. A accéo estimulante da prolactina nas glandulas

mamérias dé origem ao aleitamento no pés-parto.

A hiperprolactinemia (nos homens e nas mulheres) € a principal causa

dos problemas de fertilidade. A determinagéo da prolactina é utilizada no
diagndstico dos ciclos anovulatdrios, da amenorreia hiperprolactinémica e da
galactorreia, ginecomastia e azoospermia. A prolactina também é determinada
quando se suspeita de cancro da mama e de tumores da hipdfise.23

O teste Elecsys Prolactin utiliza anticorpos monoclonais especificamente
dirigidos contra a prolactina humana. O anticorpo biotinilado do reagente R1
reconhece a extremidade do N-terminal da molécula de prolactina, ao passo
que o anticorpo marcado com complexo de ruténio 2 do reagente R2 reage,
provavelmente, com uma regido central da molécula de prolactina.

a) Complexo tris(2,2’-bipiridil)ruténio(ll) (Ru(bpy)%*)

Principio do teste

Técnica de sandwich. Durag&o total do ensaio: 18 minutos.

* 1%incubagéo: 10 pl de amostra, um anticorpo monoclonal biotinilado
especifico de prolactina e um anticorpo monoclonal especifico
de prolactina marcado com complexo de ruténio reagem entre
si e formam um complexo sandwich.

* 2%incubagdo: Ap6s a incorporagdo das microparticulas revestidas
de estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sélida pela
interacgdo da biotina e da estreptavidina.

* A mistura de reacgdo é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas sao fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo.
Os elementos néo ligados séo entdo removidos com ProCell. A
aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

*  Os resultados séo determinados com base numa curva de calibracgéo,
que é gerada especificamente pelo analisador por uma calibragéo de
2 pontos, e uma curva principal incluida no cédigo de barras do reagente.

Reagentes - solugdes de trabalho

Dispositivo de reagentes Elecsys Prolactin, Ref. 11775952 - 100 testes

M Microparticulas revestidas de estreptavidina (tampa
transparente), 1 frasco, 6,5 ml:

Microparticulas revestidas de estreptavidina, 0,72 mg/ml; capacidade
de ligagéo: 470 ng biotina/mg microparticulas; conservante.

R1 Anticorpo anti-prolactina~biotina (tampa cinzenta), 1 frasco, 10 ml:
Anticorpo monoclonal biotinilado anti-prolactina (ratinho) 1,6 mg/l;
tampéo fosfato 50 mmol/l, pH 7,0; conservante.

R2 Anticorpo anti-prolactina~Ru(bpy)3* (tampa preta), 1 frasco, 10 ml:
Anticorpo monoclonal anti-prolactina (ratinho) marcado com complexo
de ruténio 0,3 mg/l; tampé&o fosfato 50 mmol/l, pH 7,0; conservante.
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Precaucdes e adverténcias

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.
Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fornecida a pedido, para uso profissional.

Evite a formacgéo de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo
de amostras (amostras de pacientes, calibradores e controlos).

Preparacdo dos reagentes

Os reagentes do dispositivo foram incluidos numa unidade pronta

a ser utilizada que ndo pode ser separada.

Toda a informagéo necessaria ao correcto funcionamento € introduzida no
analisador através dos respectivos codigos de barras do reagente.

Conservacao e estabilidade

Conservar a 2-8°C.

Cologue o dispositivo de reagentes Elecsys Prolactin na vertical
para assegurar a total disponibilidade das microparticulas durante
a mistura automatica, antes da utilizaco.

Estabilidade:

em frasco fechado a 2-8°C: até ao fim do prazo de validade indicado

apos abertura a 2-8°C: 12 semanas
nos analisadores 8 semanas
MODULAR ANALYTICS E170:

nos analisadores Elecsys 2010: 8 semanas

nos analisadores Elecsys 1010: 4 semanas (guardado alternadamente
no frigorifico e no analisador -
temperatura ambiente 20-25°C; até

20 horas no total quando aberto)

Colheita e preparacéo das amostras

Apenas as amostras indicadas em seguida foram testadas

e consideradas aceitaveis.

O soro é colhido em tubos de amostra padrao ou com gel separador.
Plasma tratado com heparina-Li, -Na, -NHZ, EDTA-K3, citrato de

sddio e fluoreto de sodio/oxalato de potassio.

Ao utilizar plasma tratado com citrato de sddio e fluoreto de sddio/oxalato
de potdssio, os resultados tém de ser corrigidos em + 10%.

Critério: Recuperagdo dentro de 90-110% do valor sérico ou declive

0,9-1,1 + intercepg@o dentro de < + 2 x sensibilidade analitica

+ coeficiente de correlagdo > 0,95.

As amostras de plasma tratadas com citrato de sodio e fluoreto de sédio/oxalato
de potdssio ndo sdo adequadas para precipitagéo com polietilenoglicol.
Estabilidade: 14 dias a 2-8°C, 6 meses a -20°C. Congelar apenas uma vez.5
Estabilidade do soro colhido em tubos com gel separador: 48 horas a
2-8°C (conforme os dados fornecidos pelo fabricante).

Os diferentes tipos de amostras incluidos na lista foram testados com
base numa selec¢do de tubos de colheita de amostras comercialmente
disponiveis na altura em que o teste foi realizado, i.e. nem todos os tubos dos
diferentes fabricantes disponiveis no mercado foram testados. Os sistemas
de colheita de amostras de diferentes fabricantes podem, por sua vez, conter
materiais diferentes que, em alguns casos, podem afectar os resultados
dos testes. Ao utilizar amostras em tubos primarios (sistemas de colheita
de amostras), consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes da
realizacdo do ensaio. N&o utilize amostras inactivadas por calor. Nao
utilize amostras e controlos estabilizados com azida.

Antes da determinagdo, certifique-se de que as amostras dos pacientes, 0s
calibradores e os controlos estdo a temperatura ambiente (20-25°C).
Devido a possiveis efeitos de evaporagdo, as amostras, 0s

calibradores e os controlos colocados no analisador deverdo ser
analisados no prazo de duas horas.

Materiais fornecidos
Consulte a sec¢do “Reagentes - solugdes de trabalho”.

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)
*  Ref. 11775987, Elecsys Prolactin CalSet, para 4 x 1 ml
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* Ref. 11731416, Elecsys PreciControl Universal, para 2 x 3 ml
cada de PreciControl Universal 1 e 2

* Ref. 11732277, Elecsys Diluent Universal, 2 x 18 ml de
diluente de amostras ou

Ref. 03183971, Elecsys Diluent Universal, 2 x 40 ml de diluente de amostras

* Equipamento normal de laboratdrio
* Analisadores Elecsys 1010/2010 ou MODULAR ANALYTICS E170
Acessorios para os analisadores Elecsys 1010 e 2010:
* Ref. 11662988, Elecsys ProCell, 6 x 380 ml de tampao do sistema
* Ref. 11662970, Elecsys CleanCell, 6 x 380 ml de solucéo de
limpeza para a célula de leitura
* Ref. 11930346, Elecsys SysWash, 1 x 500 ml de aditivo
para dgua de lavagem
* Ref. 11933159, Adaptador para SysClean
* Ref. 11706829, Elecsys 1010 AssayCup, 12 x 32 cuvetes de reacgao ou
Ref. 11706802, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 de cuvetes de reaccéo
* Ref. 11706799, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pontas de pipeta
Acessorios para o analisador MODULAR ANALYTICS E170:
*  Ref. 12135019, ProCell M, 1 x 2 | de tampéo do sistema
* Ref. 12135027, CleanCell M, 1 x 2 | de solug&o de limpeza
para a célula de leitura
*  Ref. 03023141, PC/CC-Cups, 50 cuvetes para pré-aquecimento
do ProCell M e do CleanCell M antes de usar
* Ref. 03005712, ProbeWash M, 12 x 70 ml de solugéo de limpeza para
finalizacdo da andlise e lavagem durante a mudanga de reagentes
* Ref. 12102137, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 tabuleiros
X 84 cuvetes de reaccdo ou pontas de pipeta, sacos para lixo
* Ref. 03023150, WasteLiner, sacos para lixo
* Ref. 03027651, SysClean Adapter M
Acessorios para todos os analisadores:
o Ref. 11298500, Elecsys SysClean, 5 x 100 ml de solugéo
de limpeza do sistema
Apenas disponivel nos EUA:
* Ref. 11776851, Elecsys Prolactin CalCheck, 3 intervalos de concentragéo

Realizacdo do ensaio

Para assegurar a correcta execugdo do ensaio, é importante cumprir

as instruces fornecidas neste documento para o analisador utilizado.
Consulte 0 manual do operador apropriado para obter informagdes

mais especificas sobre o ensaio feito no analisador.

A ressuspensdo das microparticulas é efectuada automaticamente

antes de usar. Introduza os parametros especificos do teste através

dos cddigos de barras dos reagentes. Se, em algum caso excepcional,
néo for possivel ler o codigo de barras, o cddigo numérico de

15 digitos devera ser introduzido manualmente.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010: Eleve a
temperatura dos reagentes refrigerados até aprox. 20°C e coloque-os

no disco dos reagentes (20°C) do analisador. Evite a formacdo de
espuma. O sistema regula automaticamente a temperatura dos
reagentes e a abertura/fecho dos frascos.

Analisadores Elecsys 1010: Eleve a temperatura dos reagentes refrigerados
até aprox. 20-25°C e cologque-os no disco dos reagentes/amostras do
analisador (temperatura ambiente a 20-25°C). Evite a formagéo de
espuma. Abra as tampas dos frascos manualmente antes de usar e feche
manualmente depois de usar. Conserve a 2-8°C depois de usar.

Calibracédo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado contra o "3rd IRP
Reference Standard 84/500" da OMS.

Cada dispositivo de reagentes Elecsys Prolactin contém um cddigo

de barras com informagdes especificas para a calibragéo do lote de
reagentes em questdo. A curva principal previamente definida é adaptada
ao analisador através do Elecsys Prolactin CalSet.

Frequéncia das calibrages: Uma calibracéo por lote de reagentes utilizando
reagente recém-colocado (i.e., dentro de um maximo de 24 horas apds ter
sido registado no analisador). Devem ser feitas as seguintes recalibragdes:
Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010:

* passado 1 més (28 dias) quando se utiliza 0 mesmo lote de reagentes

cobas

* passados 7 dias (quando se utiliza 0 mesmo dispositivo
de reagentes no analisador)

Analisadores Elecsys 1010:

* com cada dispositivo de reagentes

* passados 7 dias (temperatura ambiente de 20-25°C)
* passados 3 dias (temperatura ambiente de 25-32°C)
Para todos os analisadores:

* conforme necessario: p. ex., em resultados de ensaios de controlo
de qualidade fora dos limites especificados.

Controlo de qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize o Elecsys PreciControl Universal 1 e 2.
Adicionalmente pode ser utilizado outro material de controlo adequado.
Efectue os controlos dos diversos intervalos de concentragdo como
determinaces simples, pelo menos uma vez em cada 24 horas, quando
o teste estiver a ser utilizado, uma vez por dispositivo de reagentes e a
seguir a cada calibragéo. Os intervalos e limites de controlo devem ser
adaptados as exigéncias especificas de cada laboratério. Os valores
obtidos devem situar-se dentro dos limites definidos.

Cada laboratério deve estabelecer as medidas correctivas a tomar no
caso de os valores se situarem fora dos limites.

Calculo
O analisador calcula automaticamente a concentragdo do analito de
cada amostra (em pUl/ml, ng/ml ou em mUl/).

pUl/ml (mUI/) x 0,047 = ng/ml
ng/ml x 21,2 = pUl/ml (mUI/)

Factores de conversao:

Limitac6es - interferéncias

O ensaio ndo é afectado pela ictericia (bilirrubina < 479 pmol/l ou

< 28 mg/dl), hemdlise (Hb < 0,621 mmol/l ou < 1 g/dl), lipemia (Intralipid

< 2000 mg/dl) e biotina < 409 nmol/l ou < 100 ng/ml.

Critério: recuperagéo dentro de + 10% do valor inicial.

Nos doentes em tratamento com doses elevadas de biotina (i.e.

> 5 mg/dia), as amostras s6 deverdo ser colhidas no minimo 8 horas
apos a Ultima administragdo de biotina.

N&o foi observada interferéncia do factor reumatdide até aprox. 1.700 Ul/ml
e de amostras de pacientes sujeitos a didlise.

N&o foi observado qualquer efeito "high-dose hook" em concentracdes

de prolactina até 200.000 pUl/ml (9.440 ng/ml).

Foram efectuados testes in vitro com 17 farmacos frequentemente utilizados.
Nao se encontrou qualquer interferéncia com o ensaio.

Tal como acontece com todos os testes que contém anticorpos
monoclonais de ratinho, este teste pode produzir resultados errados em
amostras colhidas em pacientes tratados com este tipo de anticorpos

ou que os receberam para fins de diagndstico.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para o ruténio.

O teste contém aditivos que minimizam estes efeitos.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para a estreptavidina.

Quando se determina a prolactina, convém ndo esquecer que a concentragao
medida estd dependente do momento em que a amostra de sangue

foi colhida, uma vez que a secre¢do de prolactina ocorre em episédios

e também esta sujeita a um ciclo de 24 horas.

A libertagao de prolactina € promovida fisiologicamente pela amamentacéo
e pelo stress. As concentragdes elevadas de prolactina sérica também
sdo causadas por varios medicamentos (por ex., dibenzodiazepinas,
fenotiazina), TRH e estrogénios.567

A libertagdo de prolactina ¢ inibida pela dopamina, L-dopa e

pelos derivados da ergotamina.

Vérias publicagbes reportam a presenca de macroprolactina no soro de
pacientes do sexo feminino com varias doengas enddcrinas ou durante a
gravidez.!8° Foram também descritos, em varios imunoensaios, diferentes
graus de deteccdo de macroprolactinas séricas (ultra-big > 160 kD)
relativamente a prolactina monomérica (22-23 kD). Isto pode fazer com que a
deteccdo da hiperprolactinemia esteja dependente do imunoensaio utilizado.?
O ensaio Elecsys Prolactin também engloba a macroprolactina. Da
mesma forma, as recuperagdes em amostras de pacientes com
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valores acima dos valores tedricos podem ser mais elevadas do que
as obtidas com outros procedimentos de ensaio (ver pré-tratamento
das amostras por precipitagdo PEG).

Quando o objectivo é o diagndstico, os resultados devem ser
sempre interpretados em conjunto com a anamnese do paciente,

o0 exame clinico e outros resultados.

Intervalo de medicéo

10-10 000 pUl/ml ou 0,470-470 ng/ml (definido pelo limite de deteccéo
inferior e pelo maximo da curva principal). Os valores inferiores ao limite de
detecgdo sao indicados como < 10 pUl/ml ou < 0,470 ng/ml e os valores
acima do intervalo de medigdo como > 10.000 pUl/ml ou > 470 ng/ml (ou até
100.000 pUI/ml ou 4.700 ng/ml no caso das amostras diluidas 10 vezes).

Diluicao

As amostras que contém concentragdes de prolactina acima do intervalo

de medic&o podem ser diluidas com o Elecsys Diluent Universal. A diluigdo
recomendada é de 1:10 (feita automaticamente pelos analisadores MODULAR
ANALYTICS E170 y Elecsys 1010/2010 ou manualmente). A concentragao

da amostra diluida tem de ser > 50 pUl/ml ou > 2,4 ng/ml. Apds a diluicdo
manual, multiplique o resultado pelo factor de diluicdo. Apés a diluicio pelos
analisadores, o software do analisador MODULAR ANALYTICS E170 e dos
analisadores Elecsys 1010/2010 toma automaticamente em consideragéo

a diluicdo ao calcular a concentragdo da amostra.

Valores teéricos

Determinagdes efectuadas recentemente com Elecsys Prolactin num
estudo alargado, com base em amostras de cerca de 1.000 dadores de
sangue, produziram os seguintes valores de prolactina.

As amostras de homens com concentragdes de prolactina > 400 pUI/mL
(18,8 ng/ml) e as amostras de mulheres com concentragdes de
prolactina > 500 pUl/ml (23,5 ng/ml) foram testadas para averiguar

a presenca de macroprolactina, utilizando o procedimento de
precipitagdo PEG descrito no folheto informativo.

As amostras que apresentaram hiperprolactinemia provocada por
macroprolactina foram excluidas da avaliagio dos intervalos de referéncia.

cobas

Percentis
500 | 5-950 500 | 5950
N pUl/ml ng/ml
Homens 532 211 98-456 9,9 4,6-21,4
Mulheres 420 273 127-637 12,8 6,0-29,9

Os valores de referéncia para as criangas sao fornecidos a pedido e também
se encontram na informagéo de produto do Elecsys Prolactin.

Cada laboratdrio deve verificar a transferibilidade dos valores tedricos

para a sua propria populagdo de pacientes e, se necessario, determinar

0S seus proprios intervalos de referéncia.

Dados especificos sobre o desempenho
Séo apresentados a seguir dados representativos do desempenho nos
analisadores. Os resultados podem diferir de laboratério para laboratdrio.

Precisao

A reprodutibilidade foi determinada com reagentes Elecsys, uma pool de soros
humanos e controlos de acordo com um protocolo modificado (EP5-A) do
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards): 6 vezes por
dia durante 10 dias (n = 60), precisdo intra-ensaio no analisador MODULAR
ANALYTICS E170, n = 21. Obtiveram-se 0s seguintes resultados:

Elecsys 1010 Precisdo intra-ensaio|  Preciséo total
Amostra Média DP cv DP cv

pUl/ml| ng/ml {pUl/ml|{ ng/ml | % |pUl/ml| ng/ml | %
SH 1 73 3,4 1,9 | 009 | 26 | 42 | 020 | 58
SH2 288 | 136 | 104 | 0,49 | 36 | 165 | 0,77 | 57
SH3 662 | 311 [ 135 | 063 | 20 | 332 | 1,56 | 5,0
PC U1 312 | 146 | 65 | 0,31 | 21 | 166 | 0,78 | 53
PC U2 841 | 395 | 174 | 0,82 | 21 40,8 | 1,92 | 49

MODULAR ANALYTICS E170

Precisao intra-ensaio Precisao total

Amostra Média DP cv Média DP cv
pUl/ml| ng/ml | yUl/ml| ng/ml | % | pUl/ml | ng/ml {uUl/ml| ng/ml | %

SH 1 138 | 6,48 | 1,68 | 0,08 [1,2| 150 | 7,04 | 8,29 | 0,39 |5,5
SH2 360 | 16,9 | 3,21 | 0,45 (0,9 382 | 179 | 19,2 | 0,90 (5,0
SH3 940 | 44,2 | 8,80 | 0,41 (0,9] 1.163 | 54,7 | 60,7 | 2,85 |5,2
PCU1 | 127 | 598 | 1,34 [ 0,06 [1,1]| 134 | 6,29 | 8,29 | 0,39 (6,2
PCU2 | 852 | 40,1 | 7,06 | 0,33 |0,8| 889 | 41,8 | 37,7 | 1,77 |4,2

Sensibilidade analitica (limite de deteccéo inferior)
10 pUl/ml (0,47 ng/ml)

O limite de detecg@o representa o nivel de analito mais baixo passivel

de ser distinguido de zero. E calculado como o valor situado dois

desvios padrdo (DP) acima do padréo mais baixo (calibrador principal,

padrdo 1 + 2 DP, precisdo intra-ensaio, n = 21).

Comparagéo dos métodos

Uma comparagéo do teste Elecsys Prolactin (y) com o método
Enzymun-Test Prolactin (x), utilizando amostras clinicas, teve como
resultado as seguintes correlagdes (em pUl/ml):

Numero de amostras medidas: 163

Passing/Bablok10 Regresséo linear
y =1,10x + 7,89 y=112x + 5,80
1=0,915 r=0,996

DP (md68) = 27,5 Syx=120,3

As concentracdes das amostras variaram entre aprox. 39 e
6600 pUl/ml (aprox. 1,8 e 310 ng/ml).

Especificidade analitica

Os anticorpos monoclonais utilizados sdo altamente especificos
contra a prolactina. N&o foi observada nenhuma reacgéo cruzada
com hGH, hCG, hPL, TSH, FSH e LH.

Elecsys 2010 Precisdo intra-ensaio|  Precisao total
Amostra Média DP cv DP cv
pUl/ml| ng/ml {pUl/ml| ng/ml | % |{pUl/ml| ng/ml | %
SHP 1 72 34 | 20 [ 009 | 28 | 26 | 042 | 36
SH2 657 | 309 | 166 | 0,78 | 25 | 272 | 1,28 | 41
SH3 2.332 1096 | 786 | 3,69 | 3,4 |1025| 4,82 | 44
PC U4 307 | 144 | 56 | 026 | 1,8 85 | 040 | 28
PC U2 840 | 395 | 166 | 0,78 | 20 | 253 | 119 | 3,0
b) SH = soro humano
c) PC U = PreciControl Universal
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Pré-tratamento das amostras por precipitacdo com polietilenoglicol
(PEG)

Funcao

Diferenciag@o entre as varias formas de prolactina em amostras de soro
e plasma humanos quando os valores de prolactina encontrados com o
teste Elecsys Prolactin ultrapassam os valores tedricos.

Caracteristicas

As amostras com concentragdes de prolactina acima do valor teérico podem
conter macroprolactina (complexos prolactina-IgG) e formas oligoméricas
de prolactina. De acordo com as referéncias da literatura, até 25% das
amostras de soro que apresentam valores de prolactina elevados contém
macroprolactina e oligémeros de prolactina.!1213 O teste Elecsys Prolactin
também detecta estas variantes de prolactina em larga extensao. 21415
Até a data, a relevancia clinica destas variantes de prolactina

continua em aberto.

E possivel detectar a macroprolactina ou os oligémeros através

de pré-tratamento da amostra com uma solugdo aquosa de
polietilenoglicol (PEG) 6000 a 25%, seguida de uma determinagéo

da prolactina no sobrenadante. 1213

Principio do teste

Em amostras com concentracdes de prolactina acima do valor tedrico,

a macroprolactina e os oligémeros podem ser precipitados utilizando

uma solucdo aquosa de PEG a 25% (racio 1+1). Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante contendo prolactina monomérica € utilizado no ensaio Elecsys
Prolactin da mesma forma que uma amostra sem pré-tratamento (nativa).

O efeito de diluicdo que ocorre durante o pré-tratamento da amostra tem de
ser tido em consideragéo. A relacdo da concentracdo de prolactina entre a
amostra pré-tratada e a amostra nativa indica a presenca de macroprolactina
efou oligémeros (% de recuperagéo apds precipitacdo PEG).

Reagentes (ndo fornecidos)

. E’olietilenoglicol 6000 (por ex. disponivel na Serva, Ref. 33137)
* Agua destilada ou desionizada

Precaucdes e adverténcias
Consulte as instrugdes fornecidas pelo fabricante do polietilenoglicol 6000.
Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precau¢des normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.

Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fornecida a pedido, para uso profissional.

Evite a formacéo de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo
de amostras (amostras de pacientes, calibradores e controlos).

Preparacao dos reagentes

Para preparar uma solugdo PEG a 25%, dissolva 25 g de polietilenoglicol
6.000 em aprox. 60 ml de 4gua destilada ou desionizada a 18-25°C (agitador
magnético, 15 minutos) e complete o volume até 100 ml.

Conservacao e estabilidade

Conserve a substéancia original de acordo com as instrugdes do fabricante.
Conserve a solu¢do PEG a 25% a 20-25°C.

Estabilidade da solugéo: 7 dias.

Materiais fornecidos

Ref. 11775952, o dispositivo de reagentes Elecsys Prolactin

para 100 testes contém:

Os materiais necessarios para o teste Elecsys Prolactin s@o descritos
no folheto informativo correspondente.

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)
*  Polietilenoglicol 6000

+  Agua destilada ou desionizada

»  Agitador magnético

o Vortex

* Centrifuga (1500 g a 10000 g)

Realizacdo do ensaio

Pré-tratamento das amostras (18-25°C):

* Homogeneize o volume apropriado de amostra (pelo menos
180 pl) com solugdo PEG num racio 1+1

* Homogeneize bem durante aprox. 10 segundos num vértex

cobas

*  Centrifugue durante 5 minutos entre 1.500 g e 10.000 g
(no prazo de 1-30 minutos)
Analise 0 sobrenadante da mesma forma que as amostras nativas.

Teste Elecsys Prolactin:

Os sobrenadantes séo colocados na zona destinada a amostras e
registadas através da introdugéo dos dados de identificacéo da amostra.
O ensaio Elecsys Prolactin é realizado de acordo com as instrugbes
fornecidas no folheto informativo do dispositivo.

Controlo de qualidade
Para o teste Elecsys Prolactin, aplicam-se as condi¢6es indicadas
no folheto informativo respectivo.

Calculo

O analisador calcula automaticamente a concentra¢éo do analito de cada
amostra, em pUl/ml, ng/ml ou mUI/I - consulte o teste Elecsys Prolactin

O factor de diluicdo (F2) tem de ser tido em consideragéo no célculo da
concentracéo de prolactina na amostra precipitada com PEG.

A macroprolactina e os oligémeros sdo detectados via recupera¢do

da prolactina apés precipitacdo PEG:

% de recuperagdo apos precip. PEG. =

Valor de prolactina apds precipitacdo PEG x 2

100 Valor de prolactina na amostra nativa (antes da precip. PEG)

Avaliac@o e interpretacéo dos resultados

* Recuperacdo > 60%:
A amostra contém principalmente prolactina monomérica.

*  Recuperagdo entre 40 e 60% - “zona cinzenta”:
Além da prolactina monomérica, a amostra também contém
macroprolactina e/ou prolactina oligomérica. Os resultados tém
de ser reportados como tal. E necessario fazer outra avaliagdo
(por ex. cromatografia por filtracdo em gel).

* Recuperagdo < 40%:
A amostra contém principalmente macroprolactina e/ou
prolactina oligomeérica. Os resultados tém de ser correlacionados
com os resultados clinicos.

Limitagdes - interferéncias
Para o Elecsys Prolactin aplicam-se as informag8es apresentadas no
folheto informativo na secgéo "Limitagdes - interferéncias".

Dados especificos sobre o desempenho

Séo apresentados a seguir dados representativos do pré-tratamento
manual das amostras, seguido pela determinagdo nos analisadores. Os
resultados podem diferir de laboratério para laboratério.

Precisdo
10 precipitagbes PEG independentes determinadas numa série

Lab 1

Depois do pré-tratamento da amostra | Resultado

Mediana Recup. CV
pUl/ml| ng/ml | uUl/ml| ng/ml | Recup. % %

Antes tratar
amostra

Amostra 1| 2190 | 103 | 2093 | 98,4 96 1,6 normal

macro-

Amostra2|2.759 | 130 | 246 | 11,6 9,0 1,4 prolactina

Amostra 3| 3.882 | 182 | 3316 | 156 85 1,7 normal
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Prolactina
Lab 2 12 1.301 | 61,1 57 76 ++ n.d. +
. . 13 2.220 | 104 44 62 ++ n.d. +
D d -trat to d t
Ar:ﬁ]z ;?;ar epois do pré-tratamento da amostra | Resultado 1 1816 | 854 o 60 - nd. ¥
Mediana Recup. CV 15 1.459 | 68,6 47 46 + + +
pUl/ml| ng/ml [ uUl/ml | ng/ml | Recup. % % 16 1.421 | 66,8 42 34 + + +
macro- Apds precipitagdo PEG < 40% de recuperagéo - macroprolactina
Amostra 1| 1.417 | 66,6 | 106 | 4,98 75 2,0 prolactina 7 1497 | 704 3 51 " " "
zona 18 2.999 | 141 30 19 +++ + +
Amostra 2| 3.591 | 169 | 1925 | 90,5 54 4,6 cinzenta 19 1875 | 881 28 45 - nd. "
Amostra 3| 7.532 | 354 | 6.508 | 306 86 0,9 normal 20 2.019 | 94,9 27 36 ++ ++ +
L ) ) 21 1.948 | 91,6 27 34 +++ + +
A§ Ipre.cwc);tagozs PtEG independentes determinadas em 10 20 5554 | 120 18 % Tt " n
series independentes 23 2771 | 130 | 11 16 PV T
Lab 1 24 3.413 | 160 11 35 ++ n.d. +
Antes tratar Depois do pré-tratamento da amostra | Resultado 25 2122 | 99,7 9 7 +++ n.d. n.d.
amostra Mediana Recup. CV 26 2.293 | 108 9 7 +Ht+ nd. | nd.
Ui TaUTmi T nami T Recun. o S 27 2.078 | 97,7 8 10 +++ + n.d.
pOVm| ng/mi | WUV} ng/mi | Recup. %o 3/‘; 28 562 | 264 | 6 8 +++ | nd. | nd.
Amostra 1| 2172 | 102 | 2.000 | 94 94 s %zg:g_l 29 4047 | 190 3 6 Tt nd | nd.
Amostra2| 2.848 | 134 | 230 | 108 | 80 84 | prolactina  n.d.: ndo detectavel, +: detectavel, ++: percentagem elevada,
Amostra 3| 3750 | 176 | 3152 | 149 | 84 31 normal |ttt percentagem muito elevada
Os diagramas apresentam elui¢des tipicas de amostras com recuperagdes
de prolactina no sobrenadante seguida de precipitacdo PEG > 60%
: ,Lab 2 (amostra 1), 40-60% (amostra 14), e < 40% (amostra 26).
Antes tratar Depois do pré-tratamento da amostra | Resultado x: Fracgdes; y: pUliml Prolactina
amostra Mediana Recup. CV , L
- - Soro 1 com prolactina monomérica
pUl/ml| ng/ml [ uUl/ml | ng/ml | Recup. % % (90% de prolactina no sobrenadante seguida de precipitacdo PEG)
macro-
Amostra 1| 1.191 | 56,0 | 339 | 15,9 28 42 prolactina ¥1so~
140 4
Amostra2| 866 | 40,7 | 532 | 25,0 61 41 normal 20
Amostra 3| 1442 678 [ 1312 | 617 | 92 32 normal m'

Comparacéo dos resultados apds precipitagdo PEG com os resultados
obtidos por cromatografia com gel

0 método de referéncia para a detecgdo de macroprolactina é a separagéo
das amostras por cromatografia com gel seguida de medicdo de todas

as fracgdes com um imunoensaio de prolactina.’’12

O quadro apresenta os resultados obtidos com amostras de pacientes com
concentracdes de prolactina elevadas antes e depois da precipitacdo PEG
(uUI/ml, ng/ml ou recuperagdo em %) medidas com teste Elecsys Prolactin
e apds separacéo das formas de prolactina por cromatografia com gel
(todas as frac¢des analisadas com teste Elecsys Prolactin).

Cromatografia com gel

Teste Elecsys Prolactin Fracgdes de prolactina

Soro 14 de zona cinzenta com macroprolactina, prolactina
dimérica e monomérica
(44% de prolactina no sobrenadante seguida de precipitacdo PEG)

vy 160
n,:mgztrng. pprf;:. Fracgéqs Fraccbes com peso T 140
Precip. PEG PEG | Monomer. molecular elevado 120
Prolactina .. |Presumi- 100
Amostra| pUl/ml | ng/ml Reoc up. normal Mlacrtq Olig- velmente 80
& % proiaciina meros dimero 60 -
Apos precipitacdo PEG > 60% recuperagéo 40 .
1 1.660 | 78,0 90 100 n.d. nd | nd. 20 A )‘ \
2 2050 | 964 | 90 94 nd. | nd | + N A N L
3 8.642 | 406 80 86 n.d. n.d. + - s o~ 2 2 v 2 o 9 8 503 59
4 1.471 | 69,1 87 85 n.d. n.d. + -
5 4.869 | 229 81 84 + n.d. +
6 2156 | 101 79 82 n.d. n.d. +
7 5.590 | 263 78 95 + n.d. +
8 1.937 | 91,0 75 95 + n.d. +
9 2412 | 113 75 89 n.d. n.d. +
10 1.926 | 90,5 69 86 n.d. + +
Ap0s precipitacdo PEG 40-60% de recuperagdo - zona cinzenta
11 [1985[933] 51 | 68 [ + [nd [ +
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Soro 26 principalmente com macroprolactina
(9% de prolactina no sobrenadante seguida de precipitacédo PEG)
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NOTA PARA O COMPRADOR:

A aquisi¢éo deste produto permite que o comprador o utilize exclusivamente
para o diagndstico in vitro humano pela tecnologia ECL. Nenhuma

patente geral ou outra licenga de qualquer tipo é concedida com esta
aquisicéo, a excepcéo do direito especifico de uso, adquirido através

da compra deste dispositivo. Este produto ndo pode ser usado pelo
comprador na pesquisa/desenvolvimento em ciéncias da vida, em testes
de auto-diagndstico, na identificagdo/desenvolvimento de drogas ou em
qualquer utilizagdo ou teste veterindrio, alimentar, de dgua ou ambiental.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Para mais informagdes, consulte o manual do operador adequado ao
analisador, as folhas de aplicacéo respectivas, a informagdo do produto e
os folhetos informativos de todos os componentes necessarios.

As alteragbes ou os acréscimos significativos estdo assinalados por uma barra de alteragéo
na margem. As alteragdes dos parametros de teste do cddigo de barras do reagente que ja

foram introduzidas devem ser editadas manualmente.
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