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1.INTENDED USE : For IN VITRO determination of Free Testosterone (FT) levels
in hirsutism and hypogonadism.

Free testosterone diffuses through cell membranes and binds to specific receptor
proteins (androgen receptors); the Testosterone-receptor complexes act as
transcriptional modulators on cis-regulatory regions of many genes.

Excess of Androgens in women causes hirsutism and signs of virilization;
Testosterone level in serum has to be determined before and after ovarian and
adrenal stimulation and supression to identify the source of excessive hormone
production.

Primary and secondary hypogonadism in men result in clinical hypoandrogenization,
correlated with the degree of gonadal failure in Testosterone production. The
determination of serum Testosterone together with that of LH allows the correct
assessement of those conditions.

The diagnosis of true anorchia also requires to discriminate this condition from
cryptorchidism. Under prolonged hCG stimulation, Testosterone levels remain very
low in true anorchia while cryptorchid testes can respond to stimulation.

Androgen resistance syndromes, due to X linked androgen receptor gene
deficiencies, are made of various degrees of sexual ambiguity. Whatever the
severity of the phenotypical abnormalities, serum Testosterone is systematically high
in regards to elevated LH serum levels in these conditions.

Testosterone assays include total testosterone (direct, extraction, coated tubes) and
free testosterone determinations.

Total Testosterone in plasma includes free Testosterone and Testosterone bound to
SHBG, albumin, CBG. The mean percentage of each in normal men is 2.7, 32, 65
and <0.1 respectively.

Solvents break the protein binding in extraction assays whereas blocking agents
release Testosterone from proteins in direct assays. The advantage of a free
testosterone assay is that free testosterone concentrations are in equilibrium with
testosterone bound to receptors in the organs.

2.PRINCIPLE OF THE METHOD : The Free Testosterone (FT) CT RIA obeys
the law of mass action according to the following equation :

FT Ab - FT
Free { +Ab &, Bound {
-FT Ab - | - FT

Since the concentrations of ***| - FT and coated antibodies are constant, the
advancing state of the equation depends on the concentration of FT. The amount of
125 - FT bound to the coated tube is inversely proportional to the concentration of FT
in the sample.

Following the incubation, the tube is aspirated to remove excess unbound labelled T.
Patient sample concentrations are read from a calibration curve.

3. MATERIAL PROVIDED AND STORAGE :

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

each label.

3.1. 'I]’ 2 x 48 Polystyrene tubes (12 x 75 mm) coated with anti-
Testosterone polyclonal antibodies.
Systematically allow the coated tubes to reach room
temperature (18-25°C) before use.

yellow, 42 ml

1 bottle of 125I-labelled FREE TESTOSTERONE analogue
in protein based buffer containing < 0.1 % NaN3 as
preservative.

Each bottle contains less than 185 Kbq (5 uCi)

33. | caL “ 0.5 mlin each vial - N=0 to 6
7 vials of FREE TESTOSTERONE in human serum
containing preservative (NaN3< 0.1 %).
The concentrations are printed on the labels.
(See exact values on vial labels)

3.4. 2vi_a|s, lyophilized - N=1 or 2 o )
2 vials of human plasma containing preservative (Thymol).
The controls are to be assayed along with the patient
samples. The ranges for the controls are printed on the vial
labels.
Before use, reconstitute the content of the controls with 0.5
ml of distilled water
After reconstitution, the controls should be aliquoted and
kept at —20°C for maximum 3 months.
(See exact values on vial labels)

3.5. | WASH | SOLN | CONC | 70 x concentrated, 10 ml

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

The reconstituted washing solution is stable for 2 weeks
at 2-8°C if covered with adhesive film to avoid
contamination.

4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED :

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

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

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

- absorbent paper.

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

- a gamma scintillation counter

- appropriate graph paper for plotting the results.

5. METHODOLOGY
5.1. Collection and handling of blood samples :

The blood sample can be collected into a dry tube.

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

5.2. Assay procedure :

Reagents stored at 2°- 8° C. must be brought at room temperature (18-25°C) prior
to use. Do not mix reagents of different lots. Label the tubes for T (« Total
Counts » do not use coated tubes) calibrators, samples and controls. Calibrators
and controls should be mixed before use by inverting or swirling rather than
vortexing.

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

Each tube can only be used once

[

Calibrator curve :

Pipette 50 pl of each calibrator into the corresponding tubes.

N

Samples and controls :

Pipette 50 pl of each sample or control into the corresponding tubes.

w

Add 400 pl of *° - TESTOSTERONE analogue tracer to each tube. Vortex and
cover.

&

Incubate 2 hours at 37 + 2°C.

a

Carefully aspirate the solution of all tubes. (Except total counts tubes).

o

Add 2 ml of washing solution to each tube. Aspirate carefully. (Except total count
tubes).

~

Add 2 ml of washing solution to each tube. Aspirate carefully. (Except total count
tubes).

©

Count the radioactivity fixed in each tube for at least 60 seconds

5.3. Data processing :

Determine the mean count rate for each set of duplicate tubes.
Calculate the ratio B/BO as follows :

B/B0 % = [ Cal or Smp cpm / BO (Cal 0) cpm] x 100

Draw the calibrator curve by plotting the ratio B/BO % (linear scale) obtained for each
calibrator versus its respective concentration expressed in pg/ml (logarithmic scale).
FREE TESTOSTERONE concentrations in samples can be read directly from the
calibrator curve.

If a computer is used to calculate the results, the data can be fitted to the
appropriate equation : smoothed spline.



5.4. Example of a typical assay : 9. WARNING AND PRECAUTIONS

Contents cpm 1st cpm 2nd Mean B/Bo Free
(pg/ml) dlfplicate dﬁplicate count rate (%) Testoste- For IN VITRO DIAGNOSTIC use Only
rone CAUTION : Radioactive material
(pg/m) This kit contains 21 (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5 keV)
radiations.
Total counts - 52039 51647 51843 - - This radioactive product can be transferred to and used only by authorized persons;
purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject to the
calo 0 25839 25961 25900 100 - legislation of the end user's country. In no case the product must be administered to
cal1 03 21086 21170 21128 81.6 - humans or animals. ) _
cal2 1 16509 16203 16356 63.2 . All radioactive handling should be executed in a designated area. away from regular

passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must be kept in

cal3 3 12437 12428 12433 48 N the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be contaminated with

Cal4 10 8317 7916 8117 313 - radioactive substances, should be segregated to prevent cross contamination of

cals 30 5017 4711 4864 18.8 - different radioisotopes.

cale 90 2611 2528 2570 9.9 Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the radiation
safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the local

C1low 1529 13461 13557 13508 522 23 regulations and guidglines of the a_uthorities holding_ jurisdiction over the _Iaboratory.

’ ) : . Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate protection.

C 2 high 15-29 5736 5002 5369 20.8 21 Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette by
mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

Sample 1 17478 16742 16975 65.5 0.86 For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).

Sample 2 7538 7423 7481 28.9 115 WARNING : Sodium azide

Sample 3 4681 4645 4663 24.3 33 Some components contain sodium azide as preservative agent (NaNs; < 0,1%).
Dispose of the reagents by flushing with large amount of water through the plumbing

Example of a typical assay, do not use for calculations system.

WARNING : Potentially infectious material

6. PERFORMANCE CHARACTERISTICS :

Handle all components (and all patient samples) as if capable of transmitting viral

6.1. Specificity d such as hepatitis B and C and the acquired immunodeficiency syndrome
Steroid % Cross-reactivity (AIDS).
Testosterone 100 Source material derived from human body fluids or organs and used in the
preparation of this kit were tested and found negative for HBsAg and anti-HCV by
50 DHT 0.006 immunoassay. However, no known test can guarantee that such material does not
andostenedione 0.02 contain the causative agent of viral hepatitis.
p estradiol 0.0003 Likewise, all human materials used in the preparation of this kit were screened for
DHEA-S 0.000001 the presence of antibodies against HIV-1 and -2 by enzyme-immunoassay and were
Androsterone, Corticosterone, 11 DOC, N.D. found negative. However, absence of this antibody cannot guarantee the absence of
estriol, estrone, progesterone, DHEA the viral agent responsible for the acquired immunodeficiency syndrome.

6.2. Detection Limit
The LOB (Limit of Blank) was calculated by measuring the blank several times
and was calculated as the mean - 1.65 standard deviations of the distribution of 10. BIBLIOGRAPHY
these values. The LOB was calculated to be 0.08 pg/ml. 1. Abraham G., Manlinos F. and Garza R. : Handbook of radioimmunoassay .
The LOD (limit of detection) was calculated as the LOB — 1.65 standard deviations Abraham G.(eds) Marcel Dekker, Inc. New York. 599, 1977
of a low concentration sample tested in 10 different run. The LOD was calculated

to be 0.40 pg/ml. 2. Vermeulen A. : Androgen secretion by adrenals and gonads . in : Malesh V,

Greenblatt RB, editors. Hirsutism and virilism . Boston : John Wright - PSG inc.,

17,1983
6.3. Reproducibility : o L . .
3. Green PJ. : Free testosterone determination by ultrafiltration and comparison with
Within assay variation Between assay variation dialysis .Clinical Chemistry , 28 , 1237 , 1982
Z 4. Haning RV. : Testosterone free index correlates best with
Separate .
assays in dehyqroemandrqs_terone sulfate
duplicate Fertility and Sterility , 36 , 757 , 1981
Mean value (pg/ml) | 10 replicates (% CV) | Mean value (pg/ml) (% CV) 5. Biffignandi P., Massucchetti C., Molinatti GM. : Female hirsutism :
Pool pathophysiological consideration and therapeutic implications. Endocrine
1 29,86 93 0.73 195 reviews , 5, 498 , 1984.
;‘)0' 8,17 57 10,89 7.3 6. Manni A., Partridge WM., Cefalu W., Nisula BC. Bardin CW., Santner SJ., Santen
RJ.:
Fool 0,63 115 3394 01 J. Clin. Endocrinol. Metab. 61 , 705 , 1985.
7. Ekins RP : Free hormones in blood : concept and measurement.
J. Clin. Immunoassay 7, 163, 1984.
7. LIMITATION OF THE PROCEDURE 8. Nieschlag E. and Wickings EJ. : Role of testosterone in evaluation of testicular
K ) . o function. Radioassay systems in Clinical endocrinology , G. Abraham , ed. New
7.1. The results obtained from this or any other diagnostic kit should be used and York . 169 . 1981

interpreted only in the context of an overall clinical picture.
7.2. Do not use lipemic, haemolyzed, icteric or turbid specimens.
7.3. Do not use plasma samples

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded
from our website: https://www.diasource-diagnostics.com/

8. EXPECTED VALUES

It is recommended that each laboratory establishes its own reference values.

Males Females

Age

ou Number Median Absolute Number Median Absolute
group of il Range of Il Range

subjects P9 pg/ml subjects P9 pg/ml

<15
years 49 0,3 ND-1,8 45 0,3 ND -2,7
15-39
years 154 13,3 5,4-40,0 145 2,3 ND- 4,6
40-59 97 11,8 3,6:25,7 77 15 ND- 4,0
years
>60
years 87 9,7 1,5-28,8 92 1.4 ND -5,0
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1.Utilisation : Pour la détermination IN VITRO des taux en Testostérone Libre (FT)
en cas de hirsutisme et de hypogonadisme.

La testostérone libre se diffuse a travers les membranes cellulaires et se lie & des
protéines réceptrices spécifiques (récepteurs androgenes); les complexes
récepteurs de Testostérone fonctionnent comme modulateurs de la transcription sur
les régions cis-régulatoires de beaucoup de génes.

Exces d’androgéne chez des femmes cause I'hirsutisme et des signes de virilisation;
les taux en testostérone dans le sérum doivent étre déterminés avant et apres la
stimulation et la suppression ovariennes et surrénales pour identifier la source de la
production excessive d’hormones.

Les hypogonadismes primaire et secondaire chez des hommes résultent en
hypoandrogénisation en corrélation avec le degré de déficience gonadique dans la
production de testostérone. La détermination de la testostérone sérique ensemble
avec celle de la LH permet I'évaluation correcte de ces situations.

Le diagnostic de la vraie anorchie doit aussi distinguer cette situation du
cryptorchidisme. Sous stimulation prolongée avec hCG, les taux en testostérone
restent tres bas en cas de vraie anorchie tandis que des testicules cryptorchides
peuvent répondre a la stimulation.

Des syndromes de résistance aux androgeénes, dus aux déficiences du géne
récepteur d'androgénes li¢é au chromosome X, sont faits de différents degrés
d’ambiguité sexuelle. Indépendamment de la gravité des anomalies phénotypiques,
la testostérone sérique est systématiquement élevée dans ces situations par rapport
aux taux en LH élevés.

Les tests pour la testostérone incluent les déterminations de la testostérone totale
(directe, extraction, tubes coatés) et de la testostérone libre.

La testostérone totale dans le plasma inclue la testostérone libre et liée au SHBG, a
I'albumine, au CBG. Le pourcentage moyen de chacun dans des hommes normaux
est respectivement de 2.7,32,65 et <0.1.

Des solvants rompent la liaison protéique dans les tests d’extraction tandis que les
réactifs de blocage liberent la testostérone des protéines dans les tests directs.
L’avantage d’un test de testostérone libre est que les concentrations en testostérone
libre sont en équilibre avec la testostérone liée aux récepteurs dans les organes.

2.PRINCIPE DE LA METHODE : La Free Testostérone (FT) CT RIA obéit a la
loi de I'action de masse selon I'équation suivante:

Ab - FT
Attaché {
Ab - 1] - FT

FT
Libre +Ab S
) T

Puisque les concentrations en | — FT et les anticorps coatés sont constants, I'état
d'avancement de I'équation dépend de la concentration en FT. L'importance de |
— FT attaché au tube coaté est inversement proportionnelle a la concentration en FT
dans I'échantillon.

Aprés l'incubation, le tube est aspiré afin de retirer I'exces du non attaché marqué T.

Les concentrations des échantillons du patient sont lues sur une courbe de
calibration.

3.MATERIELFOURNI ET ENTREPOSAGE:

Entreposer a 2 — 8°C, le matériel peut étre utilisé jusqu’a la date d'expiration

inscrite sur chaque étiquette.

3.1 U 2 x 48 tubes en Polypropyléne (12 x 75 mm) coatés avec des
anticorps polyclonaux anti-Testostérone.

Systématiquement, permettre aux tubes coatés d'atteindre la
température ambiante (18-25°C) avant utilisation.

3.2 Traceur - Jaune - 42 ml :
g 1 flacon **I-labelled analogue de Testostérone Libre dans un

tampon protéique avec un préservateur (NaN3< 0,1 %).
Chaque flacon contient moins de 185 Kbq ( 5 pCi)

0,5 ml dans chaque fiole - N=0 & 6

7 fioles de FREE TESTOSTERONE en sérum humain
contenant un préservateur (NaN3< 0,1 %).

Les concentrations sont indiquées sur les étiquettes.

(Voir les valeurs exactes sur les étiquettes des flacons)

3.5. | WASH | SOLN | CONC | 70 x concentré, 10 ml

3.4. 2 fioles lyophilisées - N=1 ou 2
2 fioles de plasma humain contenant un préservateur

(Thymol). Les controles doivent étre réalisés en méme
temps que les échantillons des patients. Les valeurs des
contrdles sont indiquées sur les étiquettes des fioles.
Avant utilisation, reconstituer le contenu des contrbles
avec 0,5 ml d'eau distillée.

Apres reconstitution, les controles devraient étre
aliquotés et conservés a -20°C pendant maximum 3
mois.

(Voir les valeurs exactes sur les étiquettes des
flacons)

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

La solution de lavage reconstituée est stable pendant
2 semaines a 2-8 ° C si elle est recouverte d'un film
adhésif pour éviter toute contamination.

4. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI:

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

- Containers pour déchets correctement étiquettés et désignés comme étant
appropriés pour le matériel radioactif liquide et solide.

- Micropipettes précises soit manuelles soit automatisées pour la préparation des
échantillons ou des réactifs sans contamination croisée.

- Papier absorbant.

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

- Bain-marie

- Shaker horizontal (max 350 rpm)

- Un compteur de scintillation gamma.

- Un papier graphigue approprié pour calculer les résultats.

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

L'échantillon de sang peut étre collecté dans un tube sec.

Apres la séparation des globules rouges, les échantillons de sérum peuvent étre
utilisés immédiatement, dans les 24 heures s'ils sont entreposés a 2 — 8°C ou plus
tard, aprés une période pouvant aller jusqu’a plusieurs mois s'ils sont entreposés a —
20°C. Les congélations et décongélations répétées doivent étre évitées.

5.2. Procédure d'analyse:

Les réactifs entreposés a 2°- 8° C. doivent atteindre la température ambiante (18-
25°C) avant toute utilisation. Il ne faut jamais mélanger les réactifs provenant de
différents lots. Etiquetter les tubes pour T (« Total Counts » ne pas utiliser de tubes
coatés) standards, échantillons et sérums de contrble. Les standards et les
controles doivent étre mélangés en retournant ou en remuant plutdt qu'en agitant.

Réaliser les manipulations en double. Les standards, les controles et les
échantillons doivent étre préparés en méme temps.

Chague tube ne peut étre utilisé qu'une seule fois

1. Courbe standard:

Pipetter 50 pl de chaque standard dans les tubes correspondants.
Echantillons inconnus et contrdles:

N

Pipetter 50 pl de chaque échantillon dans les tubes correspondants.

. Ajouter 400 pl du traceur *?°| — TESTOSTERONE dans chaque tube. Mélanger
avec un vortex et couvrir.

Incuber 2 heures 37 + 2°C.

Aspirez soigneusement la solution de tous les tubes. (a I'exception des tubes
"Total Counts").

Ajouter 2 ml de solution de lavage dans chaque tube. Aspirer soigneusement. (a
I'exception des tubes "Total Counts").

Ajouter 2 ml de solution de lavage dans chaque tube. Aspirer soigneusement. (a
I'exception des tubes "Total Counts").

8. Compter la radioactivité fixée dans chaque tube pendant au moins 60 secondes.

w

o »

o

N

5.3. Traitement des données:

Déterminer la moyenne pour chaque série de tubes.
Calculer le ratio B/BO de la maniére suivante :
B/B0 % = [ Std or Smp cpm / BO (Std 0) cpm] x 100

Dessiner la courbe standard en tragant le ratio B/BO % (échelle linéaire) obtenu pour
chaque standard versus sa concentration respective exprimée en pg/ml (échelle



logarithmique).

directement a partir de la courbe standard.

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

Les concentrations en FREE TESTOSTERONE peuvent étre lues

5.4. Exemple d"une courbe typique:
Contenu cpm 1st cpm 2nd Mean B/Bo Free
(pg/ml) duplicate duplicate count (%) Testoster
rate one
(pg/mi)
Activité totale - 52039 51647 51843 - -
Cal0 0 25839 25961 25900 100 -
Call 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
Cal 2 1 16509 16203 16356 63,2 -
Cal3 3 12437 12428 12433 48 -
Cal4 10 8317 7916 8117 31,3 -
Cal5 30 5017 4711 4864 18,8 -
Cal6 90 2611 2528 2570 9,9
c1 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
c2 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
Echantillon 1 17478 16742 16975 65,5 0,86
Echantillon 2 7538 7423 7481 28,9 11,5
Echantillon 3 4681 4645 4663 24,3 33

9. DANGERS ET PRECAUTIONS:

A utiliser uniquement pour des diagnostics in vitro

PRUDENCE: matériel radioactif

Cette trousse contient de I''?*| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive émettant
des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35,5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; l'achat, le stockage, l'utilisation et I'échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a 'lhomme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
regles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

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

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS).

DANGER: azoture de sodium

Certains composants contiennent de l'acide de sodium comme agent préservatif
(NaNs < 0,1%). Se débarasser des réactifs en versant de grande quantité d'eau par
le systeme de plomberie.

DANGER: matériel potentiellement infectieux

Exemple d'une estimation typique, & ne pas utiliser pour les calculs
6.Caractéristigues de performance:

6.1. Spécificité:

estriol, estrone, progesterone, DHEA

Stéroide % réactions croisées
Testosterone 100
50 DHT 0,006
androstenedione 0,02
B estradiol 0,0003
DHEA-S 0,000001
Androsterone, Corticosterone, 11 DOC, N.D.

6.2. Limite de détection

La LOB (Limite de Blanc) a été calculée en mesurant plusieurs fois le blanc et
correspond a la moyenne - 1,65 écart type de la distribution de ces valeurs. La LOB a

été calculée a 0,08 pg / ml.

La LOD (limite de détection) a été calculée comme étant le LOB - 1,65 écart-type d'un
échantillon a faible concentration testé dans 10 essais différents. La LOD a été

calculée a 0,40 pg/ ml.

6.3. Reproductibilité:

Variation intra essai Variation inter essai
Valeur moyenne 10 replicates Valeur moyenne 7 essais différents en
(pg/ml) (% CV) (pg/ml) double (% CV)
Pool 20,86 93 0,73 195
Pool 8,17 57 10,89 73
Fool 0,63 115 33,94 91

7.LIMITATION DE LA PROCEDURE:

7.1.

Les résultats obtenus a partir de ceci ou de tout autre kit de diagnostic devraient

étre utilisés et interprétés seulement dans le contexte d'une image clinique

globale.
7.2.
7.3. Ne pas utiliser d'échantillons plasma

8.VALEURS ATTENDUES:

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

Il est recommandé que chaque laboratoire établisse ses propres valeurs de

référence.
Hommes Femmes
Groupes 4 A
d’ages Nombre Médiane a’i)zsleje Nombre Médiane aFt))[;:)tleuee
de sujets pg/ml pg/ml de sujets pg/ml pg/ml
<15 49 0,3 ND-1,8 45 0,3 ND -2,7
15-39 154 13,3 5,4 - 40,0 145 2,3 ND- 4,6
40-59 97 11,8 3,6-25,7 77 15 ND- 4,0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 14 ND -5,0

Manipuler tous les composants (et tous les échantillons des patients) comme s'ils
sont capables de transmettre des maladies virales comme I'hépatite B et C et le
syndrome d'immunodéficience acquis (SIDA).

Le matériel d'origine provenant d'organes et de liquides du corps humain et utilisé
dans la préparation de ce kit ont été testé et ont obtenu des résultats négatifs pour
I'hépatite B et C antigene de surface par immunoessai. Cependant, aucun test
connu ne peut garantir qu'un tel matériel ne contient pas d'agent causatif d'hépatites
virales.

De plus, tous les matériels humains utilisés dans la preparation de ce kit ont été
examinés afin de déterminer la présence d'anticorps HIV-1 et 2 et ont obtenu des
résultats négatifs par immunoessai enzymatique. Cependant, l'absence de cet
anticorps ne peut pas garantir I'absence d'un agent viral responsable du syndrome
d'immunodéficience acquis (SIDA).
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1.VERWENDUNGSZWECK: IN VITRO Bestimmung der Werte von freiem

Testosteron (FT) bei Hirsutismus und Hypogonadismus. . 3 35. | WASH | SOLN | CONC | 70 x konzentriert, 10 ml.

Freies Testosteron diffundiert durch Zellmembranen und wird an spezifische 1Flasche konzentrierte Pufferldsung mit Natriumazid
Rezeptorproteine (Androgenrezeptoren) gebunden; die Testosteron-Rezeptor- (NaNs < 0,1%). Losung in 700 ml destilliertes
Komplexe agieren als Transkriptionsmodulatoren auf cis-regulatorische Sequenzen Wasser gieRen.

vieler Gene.

Die rekonstituierte Waschlosung ist bei 2-8 ° C 2
Wochen haltbar, wenn sie mit einem Klebefiim
bedeckt ist, um eine Kontamination zu vermeiden.

Uberhéhte Mengen an Androgenen bei Frauen verursachen Hirsutismus und

Zeichen einer Virilisierung; der Serumtestosteronspiegel muss vor und nach

ovarialer und adrenaler Stimulierung und Suppression bestimmt werden, um den

Ursprung der tiberhdhten Hormonproduktion zu identifizieren. . N

Primarer und sekundarer Hypogonadismus bei Mannern fihren zu klinischer 4.ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL (NICHT MITGELIEFERT):

Hypoandrogenisierung, die mit dem Grad des Gonadenversagens bei der Schutz fur Arbeitstischoberflachen durch Saugpapier, um die Wirkung

Testosteronproduktion in Zusammenhang steht. Die kombinierte Bestimmung von verschiitteter radioaktiver Substanzen zu reduzieren.

Serumtestosteron und LH erlaubt die korrekte Beurteilung dieser Erkrankungen.

Die Diagnose einer echten Anorchie erfordert die Differenzierung dieser Erkrankung M -
) a - ) aterialien.

vom  Kryptorchismus. Unter verlangerter hCG-Stimulierung  bleibt  der e L . i o

Testosteronspiegel bei echter Anorchie sehr niedrig, wéhrend die Testes bei Manuelle oder automatisierte Prazisions-Mikropipetten zum  Pipettieren von

Kryptorchismus auf die Stimulierung reagieren kénnen. Proben oder Reagenzien ohne Kreuzkontamination.

Geeignet gekennzeichnete Abfallbehalter fur feste oder flissige radioaktive

Androgenresistenzsyndrome aufgrund X-gebundener Androgenrezeptor- - Saugpapier.
Gendefizienzen umfassen verschiedene Grade geschlechtlicher Ambiguitat. - Vakuumpumpe, verbunden iiber eine Falle, zum Absaugen.
Ungeachtet der Schwere der phanotypischen Anomalien ist das Serumtestosteron - Wasserbad

bei diesen Erkrankungen in Bezug auf die erhdhten LH-Serumwert systematisch
erhoht.

Testosteronassays umfassen die Bestimmungen von Gesamttestosteron (direkt,
Extraktion, beschichtete Réhrchen) und freiem Testosteron.

Gesamttestosteron im Plasma umfasst freies Testosteron und an SHBG, Albumin,
CBG gebundenes Testosteron. Die jeweiligen Mittelwerte beim gesunden Mann sind
respektive 2,7, 32, 65 und < 0,1. 5.METHODIK:

In Extraktionsassays brechen Losungsmittel die Proteinbindung auf, wahrend in 5.1. Gewinnung und Handhabung von Blutproben:
direkten Assays Blocker Testosteron von Proteinen freisetzen. Der Vorteil eines
freies Testosteron-Assays besteht darin, dass die Konzentrationen an freiem
Testosteron sich mit dem in den Organen an Rezeptoren gebundenen Testosteron
im Gleichgewicht befinden.

Gegenlauf- oder Orbitalschittler (max. 350 Upm).
Gammaszintillationszahler.
- Geeignetes Millimeterpapier zum Auftragen der Resultate.

Die Blutprobe kann in ein trockenes Rohrchen eingebracht werden.

Nach der Trennung von den roten Blutkdrperchen kénnen Serumproben sofort
getestet werden, bei Lagerung bei 2 - 8°C innerhalb von 24 Stunden oder bei
Lagerung bei -20°C noch spater, nach einem Zeitraum von bis zu mehreren
Monaten. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.

2. TESTPRINZIP: Der freies Testosteron (FT) CT RIA unterliegt dem Gesetz der

Massenwirkung nach der folgenden Gleichung: 5.2. Testdurchfiihrung:
FT Ab - FT
Bei 2 - 8°C gelagerte Reagenzien miissen vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-
Frei { + Ab 1_—’ Gebunden { 25°C) gebracht werden. Reagenzien aus unterschiedlichen Chargen nicht
125 125 vermischen. Rohrchen fiir T (,Total Counts — Gesamt’ keine beschichteten Réhrchen
I-FT Ab - I - FT verwenden), Kalibratoren, Proben und Kontrollen beschriften. Kalibratoren und
Da die Konzentrationen an **| - FT und beschichteten Antikérpern konstant sind, Kontrollen sollten vor Gebrauch eher durch Umdrehen oder Drehen als durch
héngt der Fortgang der Gleichung von der Konzentration von FT ab. Die Menge an Vortexen gemischt werden.
125 - FT, die an die beschichteten Réhrchen gebunden ist, ist umgekehrt proportional
zur FT-Konzentration in der Probe. Assay doppelt ausfuhren. Kalibratoren, Kontrollen und Proben missen zugleich

Nach der Inkubation wird das Rohrchen aspiriert, um Uberschiisse an nicht getestet werden.

gebundenem markiertem T zu entfernen. Jede Tube kann nur einmal verwendet werden
Die Konzentrationen der Patientenproben werden aus einer Standardkurve
abgelesen. 1. Kalibratorkurve:
3.MITGELIEFERTES MATERIAL UND LAGERUNG: 50 pl jedes Kalibrators in die entsprechenden Rohrchen pipettieren.

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

N

Proben und Kontrollen:

50 pl jeder Probe oder jedes Kontroll in die entsprechenden Ro6hrchen
3.1 U 2 x 48 Polypropylenréhrchen (12 x 75 mm), beschichtet mit pipettieren.
polyklonalen Anti-Testosteron Antikdrpern.
Vor Gebrauch miissen die beschichteten Réhrchen 400 pl | - TESTOSTERON Analogtracer in jedes Réhrchen zupipettieren.

Raumtemperatur (18-25°C) erreicht haben. Vortexen und abdecken.

2 Stunden bei 37°C + 2°C inkubieren.

w

»

Gelb, 42 ml.

1 Flasche mit ***I-markiertem Freies Testosteron-Analog in
einem Proteinpuffer mit Konservierungsmittel (NaN3 <
0,1%).

Jede Flasche enthalt weniger als 185 kBq (5 uCi).

a

Saugen Sie die Losung aller Réhrchen vorsichtig ab (auBer Réhrchen T)

o

2 ml Waschlésung in jedes Rohrchen zupipettieren. Sorgfaltig absaugen. (auf3er
Réhrchen T)

~

2 ml Waschlésung in jedes Rohrchen zupipettieren. Sorgfaltig absaugen. (auf3er
0,5 ml in jedem GefaR — N = 0 bis 6. Réhrchen T)

7 GefalRe FREIES TESTOSTERON in Humanserum mit
Konservierungsmittel (NaN3 < 0,1%).

©

In jedem Rohrchen fixierte Radioaktivitat mindestens 60 Sekunden z&hlen.

Die Konzentrationen sind auf den Etiketten angefihrt.

(Siehe genaue Werte auf den Flaschchenetiketten) 5.3. Datenverarbeitund:
3. g:

34 2 Flaschchen, lyophilisiert — N = 1 oder 2. Mlttle"re ;ahlrate fur jedes Rohrchenpgar bestimmen.
2 GefaRe Humanplasma mit Konservierungsmittel Verhaltnis B/BO folgendermaf3en bestimmen:
(Thymol). Die Kontrollen missen gemeinsam mit den
Patientenproben im Assay getestet werden. Die Bereiche
fur die Kontrollen sind auf die GefaRetiketten gedruckt.

Vor dem Gebrauch mussen die Inhalte der Kontrollen mit
0.5 ml destilliertem Wasser rekonstituiert werden.

B/B0 % = [ Cal oder Prb cpm / BO (Cal 0) cpm] x 100

Nach dem Auflésen miissen die Kontrollen portioniert und Kalibratorkurve auf zeichnen, indem das fiir jeden Kalibrator erhaltene Verhaltnis
bei -20°C eingefroren werden. Bei -20°C sind die Kontrollen B/B0O % (linear) gegeniiber seiner jeweiligen in pg/ml ausgedriickten Konzentration
fiir maximal 3 Monate stabil. (logarithmisch) aufgetragen wird. FREIES TESTOSTERON-Konzentrationen in den

Proben kénnen direkt aus der Kalibratorkurve abgelesen werden.

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

(Siehe genaue Werte auf den Flaschchenetiketten)



5.4. Beispiel eines typischen Assay:
Inhalt cpm 1. cpm 2. Mittlere B/Bo Freies Manner Frauen
(pg/ml) Duplikat Duplikat Zahlrate (%) Testosteron
(eg/m Altersgruppe
grupp! Anzahl Median Abso!ute Anzahl Median Abso!ute
Gesamt - 52030 | 51647 | 51843 - - der Bereich der Bereich
pg/ml pg/ml

Personen pg/ml Personen pg/ml
calo 0 25839 25961 25900 100 -
call 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
cal2 1 16509 16203 16356 63,2 - <15 49 03 ND-18 45 03 ND-2.7
cal3 3 12437 12428 12433 48 -
cal4 10 8317 7916 8117 213 i 15-39 154 13,3 5,4 -40,0 145 23 ND- 4,6
cals 30 5017 4711 4864 18,8 -
cale 9 2611 2528 2570 0.9 40-59 97 11,8 3,6-25,7 77 1,5 ND- 4,0
C 1 niedrig 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3 >60 87 97 15-288 92 14 ND -5,0
C 2 hoch 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
Probe 1 17478 16742 16975 65,5 0,86 9.VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN:
Probe 2 7538 7423 7481 28,9 115 Nur zur Verwendung in der IN VITRO DIAGNOSE!
Probe 3 4681 4645 4663 24,3 33 N )

VORSICHT: Radioaktives Material

Dieser Kit enthalt 2| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y
(35,5 keV) Strahlungen emittiert.
Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf

Beispiel eines typischen Assay, nicht fir Berechnungen verwenden.

6.LEISTUNGSMERKMALE: nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch

P radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des

6.1. Spezifitat: jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder
Steroid % Kreuzreaktivitat Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in

Testosteron 100 einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle und

50-DHT 0,006 Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehaélter, die

Androstendion 0,02 mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kdnnen, missen ausgesondert

werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu

p-Ostradiol 0,0003 verhindern.  Verschiittete  radioaktive — Substanzen miissen sofort den

DHEA-S 0,000001 Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle

Androsteron, Kortikosteron, 11 DOC, N.D missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor
Ostriol, Ostron, Progesteron, DHEA zusténdigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der

Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewahrleistet ausreichenden Schutz.

625.%%% LOB de durch hrmali M des L N Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden Sie
ie Leerwert-Grenze ( ) wurde durch mehrmaliges Messen des Leerwerts keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie

berechnet und ist definiert als Mittelwert, abzlglich der 1,65-fachen hutzklei W th huh
Standardabweichung der Mehrfachmessung des Leerwertes. Das LOB wird mit 0.08 \?\fei;ge ﬁ:?cirrflazggen?i%g; Sailg(ijrfwcslijchee'rheitsdatenblatt (MSDS)
pg/ml berechnet. :

Die LOD (Nachweisgrenze) wurde als LOB - 1,65 Standardabweichung einer Probe WARNUNG: Natriumazid
mit niedriger Konzentration, die in 10 verschiedenen Assays getestet wurde, Einige Komponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel (NaNs < 0,19%).
berechnet. Die LOD wird mit 0.40 pg / ml berechnet. Reagenzien durch Spilen mit reichlich Wasser iiber die Kanalisation entsorgen.
WARNUNG: Potenziell infektiéses Material
3. gleichsprazision: L . .
6.3. Vergleichsprazision Gehen Sie mit allen Komponenten (und allen Patientenproben) so um, als ob sie
Intra-Assay-Variation Inter-Assay-Variation virale Erkrankungen wie Hepatitis B und C und AIDS (acquired immunodeficiency
syndrome) ubertragen kénnten.
7£etrenqte Ausgangsmaterial aus menschlichen Kérperfliissigkeiten oder Organen, die bei der
Mittelwert 10 Wiederholungen (% Mittelwert Dussliaé):t '(’0‘/ Vorbereitung dieses Kits verwendet wurden, wurden getestet und fir HBsAg und
(pg/ml) CV) o ’ (pg/ml) pC ’ Anti-HCV durch Immunoassay fir negativ befunden. Kein bekannter Test kann
ool jedoch garantieren, dass solches Material nicht den Erreger viraler Hepatitis enthalt.
1 29,86 9.3 073 19,5 Ebenso wurden alle Materialien menschlichen Ursprungs, die bei der Vorbereitung
Pool dieses Kits verwendet wurden, durch Enzym-Immunoassay auf die Anwesenheit von
2 8.17 57 10.89 73 Antikérpern gegen HIV-1 und -2 getestet und fir negativ befunden. Die Abwesenheit
Pool dieses Antikorpers kann jedoch nicht die Abwesenheit des viralen Erregers
3 0,63 115 33,94 9.1 garantieren, der fiir AIDS verantwortlich ist.
7.GRENZEN DES VERFAHRENS: 10. LITERATUR:

1. Abraham G., Manlinos F. and Garza R. : Handbook of radioimmunoassay.

7.1. Di h di j i ischen Testkit erhal Resul
ie durch diesen oder jeden anderen diagnostischen Testkit erhaltenen Resultate Abraham G.(eds) Marcel Dekker, Inc. New York. 599, 1977.

sollten nur im Kontext eines klinischen Gesamtbildes verwendet und interpretiert

werden. 2. Vermeulen A. : Androgen secretion by adrenals and gonads . in : Malesh V,
7.2. Keine lipamischen, hamolytischen, ikterischen oder getriibten Proben verwenden. f;eelngtggtt RB, editors. Hirsutism and virilism . Boston : John Wright - PSG inc.,
7:3. Keine Plasmaproben verwenden. 3. Green PJ. : Free testosterone determination by ultrafiltration and comparison with

dialysis .Clinical Chemistry , 28 , 1237 , 1982.
. 4. Haning RV. : Testosterone free index correlates best with
8.ERWARTETE WERTE: dehydroepiandrosterone sulphate.
Fertility and Sterility , 36 , 757 , 1981.

5. Biffignandi P., Massucchetti C., Molinatti GM. : Female hirsutism :
pathophysiological consideration and therapeutic implications. Endocrine
reviews , 5, 498 , 1984.

6. Manni A., Partridge WM., Cefalu W., Nisula BC. Bardin CW., Santner SJ., Santen
RJ.:
J. Clin. Endocrinol. Metab. 61, 705, 1985.

7. Ekins RP : Free hormones in blood : concept and measurement.
J. Clin. Immunoassay 7, 163, 1984.

8. Nieschlag E. and Wickings EJ. : Role of testosterone in evaluation of testicular
function. Radioassay systems in Clinical endocrinology , G. Abraham , ed. New
York, 169 , 1981.

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenzwerte erstellt.
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1.USO PREVISTO: Per la determinazione IN VITRO di livelli di Testosterone
libero (FT) nell’irsutismo e nell'ipogonadismo.

Il testosterone libero si diffonde attraverso le membrane cellulari e si lega a
specifiche proteine recettoriali (recettori androgeni); i complessi recettoriali del
testosterone agiscono come modulatori di trascrizione nelle regioni di cis-
regolazione di numerosi geni.

Un eccesso di androgeni nelle donne & causa di irsutismo e di segni di virilizzazione;
il livello di testosterone nel siero deve essere determinato prima e dopo la
stimolazione e la soppressione surrenale e ovarica per identificare [I'origine
dell’eccessiva produzione di ormone.

L’ipogonadismo primario e secondario negli uomini comporta I'ipoandrogenizzazione
clinica correlata al grado di insufficienza gonadica nella produzione di testosterone.
La determinazione del testosterone del siero unitamente alla determinazione di LH
consente di valutare correttamente queste condizioni.

Per giungere alla effettiva diagnosi di anorchia & necessario differenziare la presente
condizione dal criptorchidismo. In presenza di una stimolazione prolungata di hCG,
i livelli di testosterone rimangono molto bassi in caso di anorchia effettiva, mentre i
testicoli del criptorchide possono rispondere alla stimolazione.

Le sindromi da resistenza agli androgeni, dovute ad insufficienze dei geni recettoriali
per gli androgeni associati alla X, sono composte da diversi livelli di ambiguita
sessuale. Qualunque sia la gravita delle anomalie fenotipiche, il testosterone del
siero risulta sistematicamente elevato tenuto conto dei livelli sierici elevati di LH
riscontrabili in queste condizioni.

| test per il testosterone includono le determinazioni del testosterone totale (diretto,
per estrazione, provette rivestite) e del testosterone libero.

Il testosterone totale nel plasma comprende il testosterone libero ed il testosterone
legato a SHBG, albumina, CBG. La percentuale media di ognuno negli uomini
normali risulta, rispettivamente, pari a 2,7, 32, 65 e <0,1.

| solventi rompono il legame proteico nei test per estrazione, mentre nei test diretti
gli agenti bloccanti liberano il testosterone dalle proteine. Il vantaggio di un test per il
testosterone libero consiste nel fatto che le concentrazioni di testosterone libero
sono proporzionali al testosterone legato ai recettori negli organi.

2.PRINCIPIO DEL METODO: I Testosterone libero (FT) RIA CT obbedisce alla
legge dell'azione di massa conformemente alla seguente equazione :

FT Ac-FT
Libero { +Ac &, Legato {

25 FT Ac -1 - FT

Dal momento che le concentrazioni di '*I - FT e di anticorpi rivestiti sono costanti,
'andamento dell’equazione dipende dalla concentrazione di FT. La quantita di | -
FT legata alla provetta rivestita € inversamente proporzionale alla concentrazione di
FT presente nel campione.

Dopo lincubazione, la provetta viene aspirata per rimuovere l'eccesso di T
etichettato non legato.

La concentrazione del campione paziente viene letta da una curva di calibrazione.

3. MATERIALE IN DOTAZIONE E RELATIVA CONSERVAZIONE:

Se conservato a 2-8°C, il materiale potra essere utilizzato fino alla data di

scadenza impressa su ciascuna etichetta.

3.1 U 2 x 48 provette in polipropilene (12 x 75 mm) rivestite con
anticorpi policlonali anti-testosterone.
Lasciare sempre che le provette rivestite si portino a
temperatura ambiente (18-25°C) prima di utilizzazione.

3.2. giallo, 42 ml
1 flacone di TESTOSTERONE Libero analogo etichettato

2% in in tampone proteico con un conservante (NaN3< 0,1
%).
Ogni flacone contiene meno di 185 kBq (5 uCi)

0,5 mlin ciascunafiala—N=da0Oa6

7 fiale di TESTOSTERONE LIBERO in siero umano
contenenti conservante (NaN3< 0,1 %).

Le concentrazioni sono stampate sulle etichette.

(Vedi i valori esatti sulle etichette dei flaconcini)

33 | caL

3.5.
WASH | SOLN | CONC

34.1 conTROL 2 fl_aconi_, liofilizzati— N=1 0 2 ) )
2 fiale di plasma umano contenenti conservante (Timolo). |

controlli sono stati testati insieme ai campioni paziente. |
range relativi ai controlli sono impressi sull'etichetta delle
fiale.

Prima dell’'uso, ricostituire il contenuto dei controlli con 0.5
ml di acqua distillata.

Dopo la ricostituzione, i controlli devono essere aliquotati e
dovrebbero essere mantenuti a -20 ° C per un massimo di 3
mesi.

(Vedi i valori esatti sulle etichette dei flaconcini)

70 x concentrato, 10 ml

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

La soluzione di lavaggio ricostituita e stabile per 2
settimane a 2-8 ° C se coperta con un film adesivo per
evitare la contaminazione.

4. MATERIALI RICHIESTI MA NON IN DOTAZIONE:

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

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

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

carta assorbente.

pompa a vuoto per aspirazione collegata tramite un sifone intercettatore
- Bagnomaria

- Agitatore a stantuffo oppure orbitale (max. 350 giri al minuto).

un contatore gamma a scintillazione

carta millimetrata idonea per tracciare i grafici dei risultati.

5.METODOLOGIA:
5.1. Raccolta e manipolazione dei campioni di sangue:

Il campione di sangue pu0 essere raccolto in una provetta asciutta.

Dopo la separazione dai globuli rossi, sara possibile testare i campioni di siero
immediatamente, nell’'arco delle 24 ore se conservati a 2-8°C oppure dopo molti
mesi se conservati a —20°C. E necessario evitare ripetuti congelamenti e
scongelamenti.

5.2. Procedimento del test:

Prima dell'uso, portare a temperatura ambiente (18-28°C) i reagenti conservati a 2-
8°C. Non miscelare reagenti provenienti da lotti diversi. Etichettare le provette dei
calibratori T (« Conteggi totali» non utilizzare provette rivestite), campioni e
controlli. | calibratori e i controlli devono essere mescolati prima delluso
capovolgendoli oppure muovendoli vorticosamente piuttosto che agitandoli in
vortex.

Ogni tubo pud essere utilizzato una sola volta

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

1. Curva di calibrazione:
Pipettare 50 pl di ciascun calibratore nelle provette corrispondenti.

Controlli e campioni:
Pipettare 50 pl di ciascun campione o del controlli nelle provette corrispondenti.

N

w

Aggiungere a ciascuna provetta 400 pl di TESTOSTERONE **° tracciante
analogo. Agitare in vortex e coprire.

»

Incubare per 2 ore a 37 + 2°C.

a

Aspirare con cautela la soluzione di tutte le provette. (eccetto le provette dei
conteggi totali).

o

Aggiungere a ciascuna provetta 2 ml di soluzione di lavaggio. Aspirare con
cautela. (eccetto le provette dei conteggi totali).

N

Aggiungere a ciascuna provetta 2 ml di soluzione di lavaggio. Aspirare con
cautela. (eccetto le provette dei conteggi totali).

©

Contare la radioattivita fissata in ciascuna provetta per almeno 60 secondi (Cpm
= Conta per minuto)




5.3. Elaborazione dei dati:

Determinare l'indice medio di conteggio relativo a ogni serie di provette in duplicato.
Calcolare il rapporto B/BO procedendo come segue:

B/B0 % = [ Cpm Cal o Camp. / Cpm BO (Cal 0)] x 100

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

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

5.4. Esempio di test tipico:

8.VALORI ATTESI:

Si consiglia a ciascun laboratorio di stabilire i propri valori di riferimento.

Maschi Femmine

gruppo i . ) )
eta numero di | Mediana Imenllano numerodi | Mediana Inter\llallo
ersone pg/ml assoluto persone pg/ml assoluto

P pg/ml pg/ml

<15 49 0,3 ND-1,8 45 0,3 ND -2,7
15-39 154 133 5,4- 40,0 145 23 ND- 4,6
40-59 97 118 3,6-25,7 77 15 ND- 4.0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 14 ND -5,0

Contenuto 1° cpm 2° cpm Media B/Bo Testosterone
(pg/ml) duplicato duplicat indice (%) libero
o conteggio (pg/ml)
Conteggi - 52039 51647 51843 - -
totali
Cal0 0 25839 25961 25900 100 -
Call 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
Cal 2 1 16509 16203 16356 63,2 -
Cal3 3 12437 12428 12433 48 -
Cal4 10 8317 7916 8117 31,3 -
Cal5 30 5017 4711 4864 18,8 -
Cal6 90 2611 2528 2570 9,9
C 1 basso 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
C2alto 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
Campione 17478 16742 16975 65,5 0,86
Campione 7538 7423 7481 28,9 11,5
2
Campione 4681 4645 4663 24,3 33
3

Esempio di test tipico, da non utilizzare per i calcoli

6.CARATTERISTICHE DI PRESTAZIONE:
6.1. Specificita

Steroide % Reattivita crociata
Testosterone 100
5? DHT 0.006
androstenedione 0.02
? estradiolo 0.0003
DHEA-S 0.000001
Androsterone, Corticosterone, 11 DOC, N.D.
estriolo, estrone, progesterone, DHEA

6.2. Sensibilita:

Il LOB (White Limit) & stato calcolato misurando il bianco piu volte ed é la media -
1,65 deviazione standard della distribuzione di questi valori. Il LOB & calcolato a
0,08 pg / ml.

Il LOD (limite di rilevamento) e stato calcolato come la deviazione standard LOB -
1,65 di un campione a bassa concentrazione testato in 10 diversi dosaggi. Il LOD e
calcolato a 0,40 pg / ml.

6.3. Riproducibilita:

Variabilita intra saggio Variabilita inter saggio
Valore 7 test separati
Valore medio 10 repliche (% medio in duplicato (%
(pg/ml) CV) (pg/ml) CV)
Srupp 20,86 93 073 195
Srope 8,17 57 10,89 73
Srope 0,63 115 33,94 91

7.LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA:

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

7.2. Non utilizzare campioni lipemici, emolizzati, itterici o torbidi.
7.3. Non utilizzare campioni di plasma

9.AVVERTENZE E PRECAUZIONI:

Solo per uso DIAGNOSTICO IN VITRO

ATTENZIONE: Materiale radioattivo

Il kit contiene *?°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35,5 keV)
ionizzanti

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

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

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

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.

Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (MSDS).

AVVERTENZA: Sodio azide

Alcuni componenti contengono sodio azide come agente conservante (NaNs <
0,1%). Smaltire i reagenti attraverso il sistema idraulico risciacquando
abbondantemente con acqua corrente.

AVVERTENZA: Materiali potenzialmente infettivi

Maneggiare tutti i componenti (e tutti i campioni paziente) alla stregua di sostanze in
grado di trasmettere malattie quali epatite B e C e sindrome da immunodeficienza
acquisita (AIDS).

Il materiale di origine ottenuto da liquidi corporei umani o da organi utilizzato per la
preparazione del presente kit € stato testato ed e risultato, a seguito di test
immunologico, negativo al’HbsAg e anti-HCV. Ciononostante nessun test noto € in
grado di escludere completamente I'assenza da detti materiali di agenti in grado di
provocare epatite virale.

Allo stesso modo tutti i materiali umani utilizzati nella preparazione del presente kit,
sono stati analizzati, tramite test immunoenzimatico, per rilevare la presenza di
anticorpi anti HIV 1 e HIV 2 e sono risultati negativi. Ciononostante, I'assenza di
questo anticorpo non € in grado di garantire la completa assenza di agenti virali
responsabili della sindrome da immunodeficienza acquisita.
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1.USO:

Para la determinacion IN VITRO de los niveles de Testosterona Libre (FT) en
hirsutismo y hipogonadismo.

La testosterona libre se difunde a través de las membranas celulares y se liga a
proteinas receptoras especificas (receptores andrégenos); los complejos receptores
de testosterona funcionan como moduladores transcripcionales en regiones cis-
reguladores de muchos genes.

Exceso de andrégenos en mujeres causa hirsutismo y sefiales de virilizacion; El
nivel de testosterona en suero debe ser determinado antes y después del estimulo y
de la supresién ovaricos y suprarrenales para identificar el origen de la produccién
hormonal excesiva.

Los hipogonadismos primario y segundario en hombres resultan en
hipoandrogenizacion clinica, correlativa con el grado de falla renal en la produccién
de testosterona. La determinacion de testosterona en suero con la determinacién de
LH permite la evaluacién correcta de estas condiciones.

El diagnéstico de anorquidia genuina también necesita la distincion entre esta
condicion y la criptorquidia. Con estimulo prolongado de hCG, los niveles de
testosterona quedan muy bajos en anorquidia genuina mientras que testiculos
criptorquidicos pueden responder al estimulo.

Sindromes de resistencia al andrégeno, debidos a deficiencias del gene receptor del
andrégeno ligado al cromosoma X, son hechos de varios grados de ambigtiedad
sexual. Independientemente de la gravedad de las anomalies fenotipicas, la
testosterona en el suero es sistematicamente elevada en proporciéon con niveles
elevados de LH en suero en estas condiciones.

Ensayos para testosterona incluyen determinaciones de la testosterona total
(directa, extraccion, tubos recubiertos) y libre.

La testosterona en plasma total incluye la testosterona libre y la testosterona ligada
al SHBG, a la albumina, al CBG. El porcentaje medio de cada uno en hombres
normales es respectivamente de 2.7, 32, 65y <0.1.

Solventes rompen la ligacién proteica en ensayos de extraccién mientras que
reactivos de bloqueo liberan la testosterona de las proteinas en ensayos directos.
La ventaja de un ensayo para testosterona es que las concentraciones de
testosterona libre estan en equilibrio con la testosterona ligada a los receptores en
los 6rganos.

2.PRINCIPIOS DEL METODO : El Free Testosterone (FT) CT RIA obedece al
ley de la accién de masa segun la siguiente ecuacion :

FT Ab - FT
Libre { +Ab 5 Ligada {
125 _ T Ab - 125 - FT

Visto que las concentraciones de la *°| - FT y de los anticuerpos recubiertos son
constantes, la evolucién de la ecuacién depiende de la concentracién de FT. La
cantidad de '*°| - FT ligada al tubo recubierto es inversamente proporcional a la
concentracion de FT en la muestra.

Depués de la incubacion, el tubo es aspirado para quitar la T no ligada restante.

Las concentraciones de las muestras de los pacientes se leen de una curva de
calibracion.

3. MATERIAL SUMINISTRADO Y PRESERVACION:

Guardado a 2 - 8°C, el material puede ser utilisado hasta la fecha de caducidad

indicada en cada etiqueta.

3.1. U 2 x 48 tubos de polipropileno (12 x 75 mm) recubiertos con
anticuerpos policlonales anti-Testosterona.
Permitir sistematicamente que los tubos recubiertos
alcancen temperatura ambiente (18-25°C) antes de su
empleo.

3.2 amarillo, 42 ml
1 bottella de andlogo TESTOSTERONA Libre marcada con

251 en tamp6n con proteina y un preservativo (NaNs< 0.1
%).
Cada bottela contiene menos de 185 Kbq ( 5 pCi)

33. | caL “ 0,5 ml en cada pomo - N=0 a 6
7 pomos de TESTOSTERONA LIBRE en suero humano
contiendo un preservativo (NaN3< 0.1 %).
Las concentraciones estan indicadas en las etiquetas.
(Ver valores exactos en las etiquetas de los viales)

3.4. -- 2 viales, liofilizados - N=1 or 2
CONTROL 2 pomos de plasma humano contiendo un preservativo

(Timol). Los controles deben ser probados al mismo tiempo
gue los muestras de los pacientes. Los alcances para los
controles estan indicados en las etiquetas de los pomos.
Antes de usar, reconstituya el contenido de los controles
con 0.5 ml de agua destilada.

Después de la reconstitucion, los controles deben ser en
alicuotas y se deben mantenerse a -20 ° C durante un
méximo de 3 meses.

(Ver valores exactos en las etiquetas de los viales)

3.5.| WASH | SOLN | CONC | concentraciéon x 70, 10 ml

1 vial de solucién de lavado concentrada que contiene
NaNs < 0.1 %. Trasvasar la solucién en 700 ml de agua
destilada.

La solucién de lavado reconstituida es estable durante 2
semanas a 2-8 ° C si se cubre con una pelicula
adhesiva para evitar la contaminacion.

4. MATERIAL REQUIRIDO PERO NO SUMINISTRADO :

- Superficies de banco, protegido por papel secante para reducer los efectos del
excedente radiactivo.

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

- Micropipetas manuales o automaticas para dispensar las muestras o los reactivos
sin contaminacién cruzada.

- Papel secante.

- Bomba de vacio, vinculada por una vélvula, para la aspiracion.
- Bafio Maria

- Agitador reciprocante o orbital (max. 350 rpm).

- Un contador de radiaciones gama

- Papel gréfico apropiado para indicar los resultados.

5. METODOLOGIA
5.1. Coleccién y maneja de las muestras de sangre :

La muestra de sangre puede ser coleccionada en un tubo seco.

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

5.2. Procedimiento del ensayo :

Los reactivos guardados a 2°- 8° C. deben ser a temperature ambiante antes del
uso. No mezclar reactivos de series diferentes. Marcar los tubos para T (« Cuentas
Totales » no utilizar tubos recubiertos) calibradores, muestras y controles. Los
calibradores y controles deben ser mezclados antes del uso por inversién o
rotacion ; no vortexear.

Hacer el ensayo en duplicado. Calibradores, controles y muestras deben ser
probados a la misma hora.

Cada tubo solo se puede usar una vez
1. Curva de calibracién :

Pipetar 50 pl de cada calibrador en los tubos apropiados.

N

Muestras y controles :

Pipetar 50 ul de cada muestra o control en los tubos apropiados.

3. Afiadir 400 pl de trazador analogo de '?°l - TESTOSTERONA a cada tubo.
Mezclar con un vortex y cover.

4. Incubar 2 horas a 37 + 2°C.

5. Prudentemente aspirar la solucién de cada tubo. (Excepto los tubos de cuentas

totales)

o

Afadir 2 ml de solucién de lavado a cada tubo. Aspirar prudentemente.
(Excepto los tubos de cuentas totales)

~

Afadir 2 ml de solucién de lavado a cada tubo. Aspirar prudentemente.
(Excepto los tubos de cuentas totales)

©

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




5.3. Procesamiento de los datos :

Determinar la proporcion de recuento media para cada juego de tubos en duplicado.
Calcular la razén B/BO segun :
B/B0 % = [ Cal o Smp cpm / BO (Cal 0) cpm] x 100

Hacer la curva de calibracion por la realizacion de la razén B/BO % (escala linear)
obtenida para cada calibrador frente a su concentracion respectiva expresada en
pg/ml (escala logaritmica).

Las concentraciones de TESTOSTERONA LIBRE en las muestras se pueden leer
directamente de la curva de calibracion.

Si se utilice un ordenador para calcular los resultados, los datos pueden ser

8. VALORES ESPERADOS

Se recomiende que cada laboratorio establece sus propios valores de referencia.

utilizados en la ecuacién apropiada: spline suavizado.

5.4. Ejemplo de un ensayo tipico :

Contenidos cpm 1 cpm 2 Proporcié B/Bo Free
(pg/ml) duplicad duplicad nde (%) Testosterone
[¢] [¢] recuento (pg/ml)
media
Cuentas - 52039 51647 51843 - -
totales
Cal0 0 25839 25961 25900 100 -
Call 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
Cal2 1 16509 16203 16356 63,2 -
Cal3 3 12437 12428 12433 48 -
Cal4 10 8317 7916 8117 31,3 -
Cal5 30 5017 4711 4864 18,8 -
Cal 6 90 2611 2528 2570 9,9
C 1 bajo 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
c2 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
elevado
Muestra 1 17478 16742 16975 65,5 0,86
Muestra 2 7538 7423 7481 28,9 11,5
Muestra 3 4681 4645 4663 24,3 33

Ejemplo de un ensayo tipico, no utilizar para calculos

6. CARACTERISTICOS

DEL ENSAYO :

6.1. Especificidad

Esteroide % Reactividad cruzada

Testosterona 100

50 DHT 0.006
Andostenediona 0.02

B estradiol 0.0003

DHEA-S 0.000001
Androsterona, Corticosterona, 11 DOC, N.D.
estriol, estrona, progesterona, DHEA

6.2. Limite de detecci6n:

Hombres Mujeres

Grupo i i

de ndmero Media Alcance ndmero Media Alcance
edad de m absoluto de mi absoluto

personas P9 pg/ml personas P9 pg/ml
<15 49 03 ND-1,8 45 03 ND -2,7
15-39 154 13,3 54 -40,0 145 23 ND- 4,6
40-59 97 11,8 3,6-25,7 77 15 ND- 4,0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 14 ND -5,0
9. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso solo en diagndstico IN VITRO

ADVERTENCIA : material radiactivo

Este kit contiene 1'® (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos y
(35,5 keV) ionizantes.

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

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una area sefializada, diferente de
la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar contaminado
radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la contaminacién con otros
is6topos.

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear con
la boca. Utilizar ropa de proteccién y guantes.

Para obtener mas informacion, consulte la Hoja de datos de seguridad del material
(MSDS).

ADVERTENCIA : Azida sédica

Unos componentes contienen azida sédica como preservativo (NaNs < 0,1%). Tirar
los reactivos con abundante agua en el alcantarillado.

ADVERTENCIA : Material potencialmente infeccioso

Manejar cada componente del ensayo (y cada muestra de paciente) como
transmisor potencial de enfermedades virales como hepatitis B y C y el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

Los componentes derivados de fluidos o 6érganos humanos utilizados en la
preparacion de este ensayo han sido probados por inmuoensayo dando negativo a
HBsAg y anti-HCV. Sin embargo, no se conoce niglin método que asegure que este
material no contiene la causa de hepatitis viral.

Asimismo, cada componente humano utilizado en la preparacién de este ensayo ha
sido probado por inmunoensayo enzimético dando negativo a la presencia de
anticuerpos anti-HIV-1 y -2. No obstante, la ausencia de este anticuerpo no puede
garantizar la ausencia de un componente viral responsable del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida.

El LOB (limite de blanco) se calcul6 midiendo el blanco varias veces y corresponde
a la media - 1.65 desviacién estandar de la distribucién de estos valores. El LOB se
calcula a 0.08 pg / ml.

El LOD (limite de deteccién) se calculé como la LOB - 1.65 desviacién estandar de
una muestra de baja concentracién analizada en 10 ensayos diferentes. LOD se
calcula en 0.40 pg / ml.

6.3. Reproducibilidad :

Dentro de la variacién del ensayo Entre la variacién del ensayo
7 ensayos
separados
en
duplicado
Valor medio (pg/ml) 10 réplicas (% CV) | Valor medio (pg/ml) (% CV)
Sere 20,86 93 0,73 195
Sere 8,17 57 10,89 73
Sene 0,63 115 33,94 91

7. LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

7.1. Los resultados obtenidos de este o otro ensayo diagndstico deben ser utilizados y
interpretados solamente en el contexto de una vista clinica general.

7.2. No utilizar especimenes lipémicos, hemolizados, ictéricos o turbios.
7.3. No utilizar muestras plasmaticas
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1.Intenc&o de uso : Para determinagéo “IN VITRO” dos niveis de Testosterona
Livre (FT) em hirsutismo e hipogonadismo.

A Testosterona livre difunde-se através das membranas celulares e liga-se a
receptores proteicos especificos (receptores andrégenos); os complexos
receptores-testosterona agem como moduladores transcripcionais nas regiées cis-
regulatérias de varios genes.

Excesso de andrégeno em mulheres causa hirsutismo e sinais de virilizag&o; o nivel
de Testosterona no soro deve ser determinado antes e depois de estimulacéo e
supressdo ovariana e adrenal para identificar a fonte de producéo excessiva de
hormonios.

Hipogonadismo primario e secundario em homens resulta em hipoandrogenizagdo
clinica, correlacionada com faléncia gonodal na producdo de Testosterona. A
determinacdo da Testosterona no soro juntamente com LH permite a correta
avaliacé@o destas condicoes.

O diagnéstico da verdadeira anorquia deve também discriminar esta condi¢do de
criptorquidismo. Sobre prolongada estimulagdo de hCG , os niveis de Testosterona
permanecem muito baixos na anorquia verdadeira, enquanto que nos testes
criptorquidios podem responder a estimulagéo.

Sindromes da resisténcia andrégena, devido a deficiéncia ligada ao receptor do
gene X, séo feitas de varias medidas da ambiguidade sexual. Qualquer que seja a
severidade das anormalidades fenotipicas, a Testosterona no soro €
sistematicamente alta considerando os niveis no soro de Lh nestas condicdes.
Ensaios de Testosterona incluem testosterona total (direta, extragdo, tubos
revestidos) e determinagdes de testosterona livre.

Testosterona total no plasma inclui: Testosterona livre e Testosterona ligada a
SHBG, albumina, CBG. A percentagem média de cada, em homens normais, é 2.7,
32, 65 e < 0.1 respectivamente.

Solventes quebram ligagdes protéicas nos ensaios de extragdo enquanto agentes
de blogueio liberam Testosterona das proteinas em ensaios diretos. A vantagem do
ensaio da testosterona livre é que as concentracdes de testosterona livre estdo em
equilibrio com a testosterona ligada a receptores nos 6rgaos.

2.PRINCIPIO DO METODO : A Testosterona livre (TF) CT RIA obedece & lei
da acéo da massa atuando de acordo com a equagéo a seguir:

FT Ab-FT
Livre { +Ab &, Ligada {
-FT Ab - | - FT

Desde que as concentragdes de **| - TF e anticorpos adsorvidos sdo constantes, o
estado de progresso da equagio depende da concentragdo de TF. A quantidade de
125 - TF ligado ao tubo adsorvido € inversamente proporcional & concentragdo de TF
na amostra.
Seguindo a incubagdo, o tubo é aspirado para remover o excesso de T marcado
néo ligado.

Concentragéo das amostras de pacientes séo lidas na curva de calibragéo.

3. MATERIAL FORNECIDO E ESTOCAGEM :

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

em cada etiqueta.

3.1. U 2 x 48 Tubos de Polistireno (12 x 75 mm) adsorvidos com
anticorpos policlonais anti-Testosterona.
Permita que os tubos adsorvidos alcancem a temperatura
ambiente antes do uso.

3.2. 125| amarelo, 42 ml
1 frasco de Testosterona Livre marcada com 125 anéloga

na proteina. Tampdo contendo < 0.1 % NaN3 como
preservativo.
Cada frasco contém menos que 185 Kbq (5 pCi)

- 0.5 ml em cada tubo - N=0to 5

6 tubos de Testosterona Livre em soro humano contendo
preservativo (NaN3< 0.1 %).

As concentragdes estdo marcadas nas etiquetas.

(Veja os valores exatos nos rétulos dos frascos)

33 | caL

35. | WASH | SOLN | CONC

- 2 frascos, liofilizados - N=1 ou 2

2 tubos de plasma humano contendo preservativo (Timol).
Os controles sd@o analisados juntamente com as amostras
dos pacientes. As médias para o controles s&o impressas
nas etiquetas dos tubos.
Antes do uso, reconstitua os contetidos dos controles com
0.5 ml de &gua destilada.
Apbs a reconstituicéo, os controles devem ser aliquotado e
eles devem ser mantidos a temperatura de -20 ° C para um
méximo de 3 meses.
(Veja os valores exatos nos rétulos dos frascos)

70 x concentrado, 10 ml

1 frasco de solugdo tamp&do concentrado contendo
azida sodica (NaNs < 0.1 %). Coloque a solugéo em
700 ml de agua destilada.

A solugédo de lavagem reconstituida é estavel durante 2
semanas a 2-8 ° C se for coberta com pelicula adesiva
para evitar a contaminagéo.

4. MATERIAL REQUERIDO MAS NAO FORNECIDO :

- bancada, protegida por papel absorvente para reduzir os efeitos da contaminacgéo
pela radioatividade.

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

- micropipetas manuais ou automaticas para dispensar amostras ou reagentes sem
contaminagéo cruzada.

- papel absorvente.

- bomba de vacuo, para aspiragéo.

- banho maria

- contador de cintilagdo gamma

- papel gréfico apropriado para plotar os resultados.

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

A amostra de sangue pode ser coletada dentro de um tubo seco.

Apo6s separagdo das células vermelhas, as amostras de soro podem ser analisadas
imediatamente, dentro de 24 horas se estocadas a 2 - 8°C, ou mais tarde, apds um
periodo superior a alguns meses, se estocadas a -20°C. Deve-se evitar repetidos
descongelamentos e congelamentos.

5.2. Procedimento do ensaio :

Reagentes estocados a 2°- 8° C. devem ser colocados a temperatura ambiente
antes do uso. N&o misture reagentes de diferentes lotes. Marque os tubos para T
(« ContagemTotal » n&o use tubos recobertos) calibradores, amostras e controles.
Calibradores e controles devem ser misturados antes do uso por inversdo ou
agitacdo, mas nao por rotagéo no vortex.

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

Cada tubo pode ser usado apenas uma vez

=

Curva calibradora :

Pipete 50 pl de cada calibrador dentro dos tubos correspondentes.

N

Amostras e controles :

Pipete 50 ul de cada amostra ou controle dentro dos tubos correspondentes.

w

Adicione 400 pl de **| - TESTOSTERONA marcada analoga para cada tubo.
Vortex e cubra.

»

Incube 2 horas a 37 + 2°C.

o

Cuidadosamente aspire a solugdo de todos os tubos. (Exceto tubos de
contagem total).

o

Adicione 2 ml de solucédo de lavagem em cada tubo. Aspire cuidadosamente.
(Exceto tubos de contagem total).

N

Adicione 2 ml de solucédo de lavagem em cada tubo. Aspire cuidadosamente.
(Exceto tubos de contagem total).

©

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




5.3. Processando os dados
Determine a contagem média para cada conjunto de tubos em duplicata.
Calcule a proporgdo B/BO como a seguir :

8. VALORES ESPERADOS

E recomendado para cada laboratério estabelecer seus proprios valores de

referéncia.
— Homens Mulheres
B/B0 % = [ Cal ou Smp cpm / BO (Cal 0) cpm] x 100
Desenhe a curva calibradora plotando a proporcéo B/BO % (escala linear) obtida de GTUPO nimero Médi Intervalo nimero Médi Intervalo
cada calibrador versus sua respectiva concentracio expressada em pg/ml (escala idade de e/ '? absoluta de e/ '? absoluta
logaritmica). Concentragéo de TESTOSTERONA LIVRE nas amostras podem ser pessoas pg/m pg/ml pessoas pg/m pg/ml
lidas diretamente da curva calibradora.
Se o computador é usado para calcular os resultados, os dados devem ser <15 49 0.3 ND-18 45 0.3 ND -2,7
ajustados para equacéo apropriada : smoothed spline. 15-39 154 13,3 5,4 - 40,0 145 2.3 ND- 4,6
40-59 97 118 3,6-25,7 77 15 ND- 4,0
5.4. Exemplo_de um ensaio tipico
Contelido cpm cpm 2nd Contage B/Bo Testoste- >60 87 97 15-288 92 14 ND -5.0
(pg/ml) duplicata duplicata m Média (%) rona Livre ~
padrio wgm) | 9. CUIDADOS E PRECAUGOES
ot oS - =503 =517 1803 - Somente para diagnéstico IN VITRO
CUIDADO : Material Radioativo
Calo 0 25839 25961 25900 100 Este kit contém **| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e y (35.5
Call 0.3 21086 21170 21128 81.6 keV) ionizantes.
Cal 2 1 16509 16203 16356 63.2 Este produto radioactivo pode ser transferido e utilizado apenas por pessoas
Cal3 3 12437 12428 12433 48 autorizadas; a aquisigao, conservagdo, uso e troca de produtos radioactivos esta
Ca:4 10 8317 7916 8117 313 sujeita a legislacé@o nacional. Em caso algum este produto podera ser administrado
gZIZ 38 ggﬂ gg; ‘2‘2% 19858 a seres humanos ou a animais.
- Toda a manipulagdo de material radioactivo deve ser executada em area propria
CTiow 15-39 T3361 T3557 13508 555 >3 longe de locais de passagem. Deve ser mant|~do no Iaborato_nq um Ilyro d_e notas
C 2 high 1529 5736 5002 5360 208 71 (log book) para a recepcdo e conservacdo dos materiais radioactivos. O
- equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem ser
Sample 1 17478 16742 16975 655 0.86 eliminadas e separadas para evitar contaminagéo por diferentes is6topos.
Sample 2 7538 7423 7481 28.9 115 Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
Sample 3 4681 4645 24663 243 33 acordos com os procedimentos de radiosseguranca. O lixo radioactivo deve ser
eliminado de acordo com a legislagéo local e com as directrizes vigentes. A adeséo

6. PERFORMANCE CARACTERISTICAS :

Exemplo de ensaio tipico, ndo use para célculos

6.1. Especificidade

Esteroide % Reacéo-cruzada

Testosterona 100

50 DHT 0.006
andostenediona 0.02

B estradiol 0.0003

DHEA-S 0.000001
Androsterona, Corticosterona, 11 DOC, N.D.
estriol, estrona, progesterona, DHEA

as regras béasicas de seguranca com material radioactivo confere a proteccéo
adequada.

Evitar contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sédica como conservante) Nao
fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o utilize as pipetas
com o auxilio da boca. Use vestuério de protecgéo e luvas descartaveis.

Para mais informacdes, consulte Folha de Dados de Seguranca do Material
(MSDS).

CUIDADO : Azida Sédica

Alguns componentes contém azida sédica como agente preservativo (NaNs < 0,1%).
Descarte todos os reagentes lavando com grande quantidade de agua através de
um sistema de bombeamento.

CUIDADO: material potencialmente contaminado

Manuseie todos os componentes (e todas as amostras de pacientes) como se fosse
capaz de transmitir doengas virais como as hepatites B e C e AIDS (Sindrome da

6.2. Limite de deteccéo:

Imunodeficiéncia Adquirida).

O LOB (Limite de Branco) foi calculado medindo o branco vérias vezes e foi
calculado como a média - 1,65 desvios padrdo da distribuicdo dos melhores valores.
O LOB foi calculado como sendo 0,08 pg / ml.

O LOD (limite de detecgéo) foi calculado como o LOB - 1.645 desvios padrdo de
uma amostra de baixa concentragdo testada em 10 execugdes diferentes. O LOD

foi calculado como sendo 0.40 pg / ml.

6.3. Reprodutibilidade :

Variagéo dentro do ensaio Variagéo entre os ensaios

7 Ensaios

separados
em

duplicata

Valor médio (pg/ml) | 10 replicatas (% CV) | Valor médio (pg/ml) (% CV)

pol 20,86 93 0,73 195
Pool 817 57 10,89 73
Hool 063 115 33,94 91

7. LIMITACAO DO PROCEDIMENTO

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

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

7.3. N&@o use amostras de plasma

Fontes de materiais derivados de fluidos corporais e érgdos humanos sdo usados
na preparacéo deste kit foram testados e dando negativos para HBsAg e anti-HCV
por imunoensaio. Entretanto, ndo é conhecido nenhum teste que garanta que o
material ndo contenha agentes causadores de hepatites virais.

Do mesmo modo, todos os materiais humanos usados na preparacdo deste kit
foram testados para presenca de anticorpos contra HIV-1 e —2 por ELISA e foram
negativos. Entretanto, a auséncia destes anticorpos nédo garante a auséncia do
agente viral responsavel pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida.
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TEGTOOTEPOVNG O avOpwWITIVO 0po

KIPI119000
AIAFNQZETIKH XPHZH IN VITRO. lNa smayysAuarikn xprion povo

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax:+32 108499 91

1.MPOOPIZOMENH XPHZH: Ma IN VITRO Tpoodiopioud Twv emTESWY TG
eAelBepng TeoTOOTEPOVNG (FT) O€ TIEPITITWOEIG dACUTPIXIGHOU Kal UTTOyovadIopoU.

H €AelBepn TeoTOOTEPOVN OBlaXEETAl PECWV TWV  KUTTAPIKWY HEPBPAVWV  Kal
SeopeleTal ot TpwTEiveg €I8IKWV  UTTOdoXEwv  (uTTodoxeis avdpoydvwy). Ta
OUMTTAOKO TEOTOOTEPOVNG-UTTOSOXEWVY AEITOUPYOUV WG PUBUIOTEG UETAYPAPAG OTIG
TIEPIOXEG PUBHIONG Cis TTOAAWV YoVIBiwV.

Y1epBoAikA TToodTNTa avEPOYyOVWY OTIG YUVAIKEG TIPOKAAEI SACUTPIXIOUS Kal onueia
appevotroinong. To eTiTTedo TNG TEOTOOTEPOVNG OTOV 0PSO TIPETTEI VO TTPOCBIOPIOTEI
TPIV Kal PETG omd T OI€yepon Kal TNV KATAOTOAR TwWV WOBNKWV Kal Twv
EMVEQPPISIWV yIa va eviOTIOTEl N TIPOEAEUCN TNG UTTEPBOAIKAG Trapaywyng g
oppoVNG.

O TpwToTTadng Kol SEUTEPOTTABONG UTTOYOVAdICUOG OTOUG AVOPEG £XEI WG CUVETTEIX
TNV KAIVIKA} UTTOOVOPOYOVOYEVEDT), N OTToia CUCYETICETal YE TO BaBud avetrapkoug
TTapaywyng TeaTooTEPOVNG aTrd TIG yovdadeg. O TIPoodIopICUOS TwV ETTITIEOWVY TNG
TEOTOOTEPOVNG OTOV 0pd padi pe Tov Trpoadiopiopd Tng LH emTtpémel T owoth
a&loAdynon auTwV TWV KATAOTAOEWV.

H didyvwaon TpaydaTikAG avopyiag otaitei  €miong Tn dIdkpion QUTAG NG
katdoTaong atd Tnv kpuwopxia. YTd ouverkeg mapateTapévng diéyepong Tng hCG,
oTNV TIPAYHATIKN avopyia Ta eTiTeda TNG TECTOOTEPAVNG TIOPAUEVOUV TTOAU XaUNnAd,
EVW OTNV TIEPITITWON TNG KPUWOPXIag ol OpXEIG EVOEXETAI VO avTaTToKpIBoUv oTn
diéyepon.

Ta ouvdpopa avroxng oTa avdpoyodva, Ta oTToia oQeilovTal o€ AVETTAPKEIEG TOU X
ouvdedepévou yovidiou UTTOBOXEWV avOpoyovwy, €XOUV va KAVOUV HE BIGPOPOUG
Babuoug oegouaAikoly SigopPIoHOU. Aoxeta amé TN ocoBapdtnia Twv
@AIVOTUTTIKWY QVWHOAILY, O QUTEG TIG KOTAOTACEIG Ta £TTITTESA TNG TEOTOOTEPOVNG
aTov opd ival cuSTNPATIKG UWPNAG wg TTPOG Ta augnuéva etriteda Tng LH aTtov opd.

2T0UG TTPOCBIOPICUOUG TEOTOOTEPOVNG TTEPIAGUBAvOVTal O TTPOCdIOPICHOI OAIKAG
TEOTOOTEPOVNG (GMETOI, PE €KXUAION, HE ETTIOTPWHEVA OWANVAPIA) Kal eAeUBEPNG
TEOTOOTEPOVNG.

H oAk TeoTooTepdvn Tou TTAdopaTog TrepIAauBavel eAelBepn TeEOTOOTEPOVN KAl
TEOTOOTEPOVN deapeupévn oe SHBG, Aeukwpartivn kal CBG. ZToug @ualioAoyikoUg
Gvdpeg, TO YECO TTOOOCTO ETTi TOIG EKATO Yo KABe poper eival 2,7, 32, 65 kai <0,1
avrioToixa.

2TOUG TTPOCDIOPICPOUG e  €kXUAIOn O10AUTEG OiaoTrolv Tn  Oéopeucn Twv
TPWTEIVWY, EVW OTOUG GUECOUG TTPOCBIOPICUOUG  QAVOOTAATIKOI  TTAPAYOVTEG
ATTEAEUBEPWVOUY TNV  TEOTOOTEPOVN amd TpwTeiveg  To TTAEOVEKTNHO  EVOG
TIPOOdIOPICHOU €AEUBEPNG TEOTOOTEPOVNG E€ival OTI OI CUYKEVTPWOEIG €AUBEPNG
TEOTOOTEPOVNG BPioKOVTAI O€ ICOPPOTTIA UE TNV TECTOOTEPOVN TTOU €ival SECUEUPEVN
g€ UTTOBOXEIG TV OpYavwy.

2.BAZIKH APXH THX MEOOAQY: O mpoodiopiouds eAelBepng
TeaTooTepdvNg (FT) CT RIA diémretal amd 10 VOO dpdong Tng padag cuupwva Je
TNV ak6Aoubn egicwon:

FT Ab-FT
EAEUSEpn{ + Ab : Awpeupévn{
25 - FT Ab -] - FT

AeBOpEVOU OTI OI CUYKEVTPWOEIG TNG ONMACHEVNG HE 21 eAeUBEPNG TEOTOOTEPOVNG
KOl TWV ETTIOTPWHEVWY OVTIOWHATWY €ival OTaBEPEG, N KATAOTAGN TIPOGdoU TnG
eCiowong eCapTatal amd TN cuykévipwaon Tng FT. H ToodtnTa TNG Onuacpévng pe
125 g\elBePNG TEOTOOTEPOVNG TTOU €ival BECUEUPEVN OTO ETTIOTPWHEVO CWANVAPIO
eival avTioTpdPwg avaioyn TTpog Tn cuykévipwaon tng FT oTo deiypa.

Metd amd Tnv €TWaOn, Yiveral avappo®non OTo CwANVAPIO Yo va agaipeBei n
€TTITTAEOV PN OEOPEUPEVN ONUATHEVN TEOTOOTEPOVN.

H avayvwon Twv CUyKEVTPWOEWY Twv OelyPHATWV Twv aoBevwy Yyivetal ammd pia
KOUTTUAN Babuovounong.

3. NIAPEXOMENA YAIKA KAI ®YAAZH:

Otav guAdoocovTal aToug 2 - 8° C, Ta UAIKG pIropoUv va XpnoipoTtroinBouv éwg
TNV nuepopnvia ARENg TTou avaypda@eTal o€ KABE ETIKETA.

3.1 'I]’ 2 x 48 owAnvdpia ammd TToAuTTpoTTuAévio (12 x 75 mm),
EMOTPWHEVA  PE  TTIOAUKAWVIKG  avTiIoWPata  avTi-
TEOTOOTEPOVNG.

AQrveTe OUCTNPOTIKG Ta E€MOTPWUEVA OwAnvdapia va
@Bavouv ot Beppokpacia dwuatiou (18-25°C) TpIiv TN
xpron.

3.2 1251 KitpIvo, 42 ml
9 1 @GAn  pe  onuacpévo 'l avaloyo  EAelBepng

TeoTooTEPOVNG O€ PUBMICTIKG TTPWTEIVIKO SIGAUpa, TO OTToi0
mepiéxel < 0,1 % NaN3 oav ouvtnpnTikd
KaBe @iaAn trepiéxer Aiyotepo améd 185 kBq (5 pCi).

0,5 ml og k&Be @iaAidio - N=0 £wg 6

7 @iahidia EAEYOEPHZ TEZTOZTEPONHZ og avBpwirivo
opd TTou TePIEXEl ouvTnENTIKG (NaN3< 0,1 %).

O1 CUYKEVTPWOEIG avaypa@ovTal OTIG ETIKETEG.

(Acite TIG AKPIPBEIG TINEG OTIG ETIKETEG TWV PIOAIBiWV)

3.5.
WASH [ SOLN | CONC

3.4. -- 2 @iaAidia, AuogidoTtroinuéva - N=1 1 2
CONTROL 2 @ioAidia avBpwTTivou TTAGONA TTOU TTEPIEXEI CUVTNPNTIKO

(BupdAn). O1 éheyxol Tpémel va  utroBdAovtal ot
TTpoodiopiopd padi pe Ta deiypota Twv aobevwy. Ta TTedia
TIHWV yia Toug £Aeyxol avaypa@ovTal OTIG ETIKETEG TwV
@lahidiwv.

Mpiv até TN xpron, va avacuoTaBolv Ta TTEPIEXOPEVA TWV
SloAupdTwy eAéyxou pe 0.5 ml atmoaTtaypévou vepou.

Metd Tnv avacUoTaon, ol éAeyxol Ba Tpétel va diaipeital
Kal Ba mpémel va diatnpouvTal o€ Beppokpacia -20 ° C yia
N péyIoTn 3 Prveg.

(AciTe TIG OKPIBEIG TIHEG OTIG ETIKETEG TWV PIOAISIWV)

gupTrukvwpévo 70x, 10 ml

1 @oAidio (10 ml) puBuioTikoU SloAUpaTOG HE
ouvinpnmikd:  NaNs  (<0,1%). ApaiwoTe T0
TTEPIEXOPEVO TOU QIANIBIOU HE OTTOCTOYMEVO VEPO
uéxp!l Ta 700 ml (TEANIKOG OYKOG).

To avacuoTtaBév didAupa TTAUONG eival oTaBepd
yia 2 eBdopadeg atoug 2-8 ° C av KAAUTITETAI PE
OUYKOAMNTIKA  pepBpdvn  yia  va  atmro@euxBei
uoéAuvon.

4.YAIKA NOY ANAITOYNTAI AAAA AEN NMAPEXONTAL:

- EmM@Aaveieg TTAYKOU TTPOOTATEUHEVEG HE ATTOPPOPNTIKO XOPTi YIa va PEIwBoUV ol
EMTITWOEIG aTTé TIToIAicpaTa padievepyou UAIKOU.

- Aoxeia amoppiyng aTTOBAATWY onUacHéva OTTWG TIPETTEN Kal KATAAANAQ yia OTEPEG
i uypd padievepyd UAIKA.

- Mn autépaTteg i QUTOPATOTIOINUEVEG MIKPOTTITIETEG OKPIBEIag yia Tn Siavour) Twv
SEIYPATWY A TWV AVTIBPACTNPIWY XWPIG Kivouvo etTipdAuvong.

- ATroppo@nTIKO XapTi.

- AvTAia kevou ouvdedepévn péow oigovioy, yia avappdenon

- EmwaoTpag otoug 37° C

- MaAivdpopIkAg A TPOXIOKAG Kivnong avadeutripag (uéy. 350 rpm).

- ATTapIBunTAG OTTIVENPICPWY Y aKTIVOBOAIaG.

- XapTti ypa@nudtwy KatdAAnAo yia TNV atmroTUTTwon TwV OTTOTEAECUATWY.

5.MEOOAOAOTIA:
5.1. ZuMovyr Kal XEIPIOPOG TWV SEIYUETWY ailaTog:

To deiypa aipatog uTropei va cUAAeXBEi o€ éva oTeyvO owAnvaplo.

Metd amméd diaxwpiopd ammd Ta pubpd aigoopaipia, Ta deiyuata opol PTTopolv va
utroBdAovTal o€ TTPOodIOPIoUS AUECWS, EVTOG 24 WPWYV, av QUAGCTOVTAI OTOUG 2 -
8° C, ] apyoTepa, PETG OTTO pIa TTEPIODO £WG KAl OPKETWY MNVWYV, av uAdocovTal
aToug -20° C. MpéTrel va atropeVyeTal N TTAVEIANUUEVN KOTAWUEN Kal aTTédyugn.

5.2. Aiadikagia Tou Tpogdiopiouou :

Ka&Be owAfvag utropei va xpnaoipoTtroindei yévo pia gopd

Ta avnidpacTipia TOU @UAGooovTal oToug 2°- 8° C Tpémmel va @BAcouv o€
Beppokpaaia dwpaTiou (18-25°C) Tpiv atrd TN XPAON. Aev TIPETTEI VO OVAUEIYVUETE
avTISPACTAPIO aTTO BIAPOPETIKEG TTaPTIOEG. ZnudveTe Ta owAnvdpia yia T («Total»
[ueTpricelig  TOU I1XVNBETN], WN XPNOIUOTIOIEITE ETMOTPWHEVA CwAnvdapia), Toug
BaBuovounTég, Ta deiypata kal Toug opolg eAéyxou. O1 BaBuovounTtég Kai ol opoi
€EAEYXOU TTPETTEI va avapelyviovTal TIpIV OTTO T XPAON HE avaoTpor 1 HE
avadeuon Kal Ox1 uE GTPOBINIGHO.

EkteAéoTe Tov TTpoadiopiopd €ig dirrholv. Or BaBuovounTég, ol 0poi EAEyxou Kal Ta
Seiypara TPETTEl va uTToRAAAOVTaI € TTPOCDIOPIoUS TAUTOXPOVA.

1. KautuAn BaBuovoéunong:
Alaveipete pe mmréTa 50 pl a1méd KGBe BabuovounTh oTa avTioToiXa CwAnvapia.
2. Asiypyata kai EAeyxol:

Alaveipete pe mméta 50 pl amd kdBe Odeiypa 1 eAéyxou OTa  AVTIOTOIXQ
owAnvapia.

w

MpooBéate 400ul 1xvnBeTnuévo e 21 avaloyo Tng TeoTooTEPOVNG OF KGBE
OWANVApIo. AVOKIVAOTE Kal KOAUYTE.

»

EmrwdoTe e11i 2 wpeg oToug 37+ 2°C

a

Avappo@noTe TTPOOEKTIKA TO SidAupa OAwv Twv owAnvapiwv. (Extég amd Ta
owAnvapia TTou apopouV TIG HETPATEIG Tou IXvnOETn [“total])

o

MpooBéote 2 ml amd 10 didhupa TAUONG ot KGBe owAnvdplo. AvappopnioTe
TIPOOEKTIKA. (EKTOG atmd Ta WANVAPIa TTOU 0POPOUV TIG HETPHOEIG TOU IXVNBETN
[“total”])

N

MpooBéaTe 2 ml ammd 10 didAupa TAUONG ot KABe owAnvAplo. Avappo@proTe
TIPOOEKTIKA. (EKTOG atrd Ta OWANVAPIO TTOU GPopoUV TIG PETPAOEIG TOU IXVNBETN
[“total’])

©

MetprioTte Tn deopeupévn oe KGBe owAnvapio padievépyeia €Tt TOUAdyIoTov 60
SeuTepOAETITA.
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.3. Eme€epyaoia dedopévwy:
MpoadiopioTe TN PéOn TIPA KPOUOEWV Yia KABE OET SITTAWY CWANVapiwV.
YTrohoyioTe 10 Adyo B/BO wg akoAoUBwg:

B/BO % = [MpdTutro didAupa rj cpm Seiypatog / BO (MpdTtutro didAupa 0) cpm] x 100
ZXeDIAOTE TNV KAUTTUAN BaBuovéunong atrotutrwvovTag 1o Adyo B/BO % (ypapuiki
KAigoka) Tou €xel An@Bei yia kdBe PBabuovounth évavt TG aQvTIOTOIXAG TOu
guykévipwong, ekppacpévng o pg/ml (AoyapiBuikr kAipaka). Ol CUYKEVTPWOEIG
EAEYOEPHX TEXTOXTEPONHZ oe Oeiypata eivar duvatév va avayvwaoTtouv
armeubeiag atd Tn KapTTUAn Babuovounong.

Av  XpnoIJOTIOIEITAI  NAEKTPOVIKOG  UTTOAOYIOTAG  yIO TOV  UTTOAOYIONO  TwV
amoteAeopdTwy, Ta dedopéva eival duvatdv va TTPOCAPHOCTOUV OTNV KATAAANAN
egiowon: opaAoTroinuévn KauTUAN spline.

5.4. MNapd&delyua evOg TUTTIKOU TTPO0dIopIoUoU:
Mepiexoue- 1°cpm 2° cpm Méon B/Bo EAeUBepn
va £TTAVAAN- emava- TIipA (%) TEOTOOTEPO-
(pg/mi) wn Anwn péTpNONgG vn (pg/ml)
MeTprioeig - 52039 51647 51843 - -
TOU IXVNOETN
("total™)
MpoTuto 0 25839 25961 25900 100 -
Sidthupa 0
MpoTuto 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
SidAupa 1
MpoTuto 1 16509 16203 16356 63,2 -
Siéhupa 2
MpoTuto 3 12437 12428 12433 48 -
di6Aupa 3
MpoTuto 10 8317 7916 8117 31,3 -
diGAupa 4
MpoTuto 30 5017 4711 4864 18,8 -
di6Aupa 5
MpoTuto 90 2611 2528 2570 9,9
Siéhupa 6
Babuovo- 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
ung 1
XaunAng
Tpng
BaBpovo- 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
unTAG 2
uwnrg
TIuAG
Asgiypa 1 17478 16742 16975 65,5 0,86
Asgiypa 2 7538 7423 7481 28,9 11,5
Agiypa 3 4681 4645 4663 24,3 33

Napdadeiyua evog TUTTIKOU TTpooSiopiouou (va pun Xpnoipotroindei yia
utToAoyIGHOUG)

6.XAPAKTHPIZTIKA AMNOAOZHEZ:
6.1. EidikéTnTal

ZTEPOEIDEC % AlaoTaupoUpEVn avTIdPACTIKOTNTA
TeoToaTEPOVN 100

500 DHT 0,006

AvdpooTevedIOVN 0,02

[3 0I0TPadIOAN 0,0003

DHEA-S 0.000001

AvdpooTepdvn, KopTikoaTepovn, 11 DOC, | Mn avixv.

0IGTPIOAN, 0I0TPAVN, TTPOYECTEPOVN,

DHEA

6.2. Oplo avixveuong:

To LOB (Agukd Opio) uTtoAoyioTnKe pE T PETPNON TOU AEUKOU OPKETEG POPEG KAl
avTioTolxei oTn péon - 1.65 TUTTIKA oTTOKAION TNG KATAVOUAG QUTWV Twv TIHwy. H
LOB utroAoyigetal o€ 0.08 pg / ml.

To LOD (6pio avixveuong) uttoAoyioTnke wg n TuTKr atrékAion LOB - 1.65 evog
Seiydatog XapnAng ouykévipwong Tou SokigdoTnke o€ 10 SIaPOPETIKEG SOKIPATIES.
H LOD utroAoyigetal ota 0.40 pg / ml.

6.3. Avarrapaywyiyotnra:

AiakUpavan oTa TAaicla Tou idlou AlakUpavon peTagy dIaQoPETIKWY
TTPOCdIoPIoHOU TTPOCSIOPIoUWY
7 SIaQOPETIKWV
10 TTPOGBIOPICHWV
ETTAVAAAYEWY €1g diImAolv (%
Méon Tipr (pg/ml) (% ZA) Méon TiuA (pg/ml) A)
'i""v”“ 29,86 93 0,73 19,5
peivua 8,17 57 10,89 73
g""v”o‘ 0,63 115 33,94 9.1

7.MEPIOPIZMOZ THZ AIAAIKAZIAZ:

7.1.

Ta amoteAéopata TTou AapBdavovtal ammd 1o TTapdv A oTTolodATIoTE GAAO
SlayvwoTKG KIT Ba TIPETTEl va XpnoIJOTIoloUVTal Kal va gpunvelovtal Jovo OTo
TTAQIOI0 pIaG YEVIKOTEPNG KAIVIKAG EIKOVOG.

7.2. Mnv XpnoIPOTIOIEITE ANITTAIMIKGE, alpOAUPEVA, IKTEPIKA 1 BOAG deiypaTa.
7.3. Mn xpnaipoTrolgite deiydata TTAGOPATOG.

8.ANAMENOMENEZY TIMEZ:
ZuvioTdTal KGBe epyacTApIO va KABIEPWOEI TIG BIKEG TOU TIHEG AVAPOPAG.
Avdpeg Females
NAtKLoK” , . . .
. aptOpdg 0mOAVTO apopog andivTo
opdda Atuie X A "
TV LOHECOG £0pog TV Adpecog £0pog
avBponwv pg/ml pg/mi avBphrev pg/ml pg/mi
<15 49 0,3 ND-1,8 45 0,3 ND -2,7
15-39 154 133 5,4 - 40,0 145 2,3 ND- 4,6
40-59 97 11,8 3,6-25,7 7 15 ND- 4,0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 14 ND -5,0
9.MPOEIAOMNOIHZEIZX KAl MIPO®YAAZEIZ:

Mévo yia IN VITRO AIATNQETIKH xprion

[MPOXOXH: Padievepyd uAikd

To kit autd Tepiéxel 1o 12 | (Xpdvog nuidwng: 60 nuépeg), uia padievepyn ouadia n
oTroia eKTTEPTTEN Iovijouoa akTivoBoAia X (28 keV) kai y (35,5 keV).

AuTd 10 padievepyd Tpoidv gival duvaTtd va pETaQePBE Kal va XpnaoigoTroinbei pévo
armmd egouoiodotnuéva aropa. H ayopd, @UAagn, xprion kai aviaAhayr) padievepywv
TIPOIOVTWY UTTOKEIVTAI OTN VOUOBETia TNG XWpPag Tou TeAIkoU XproTn. e Kaia
TIEPITITWON OV TTPETTEI VA XOPNYEiTaI TO TTPOidV o€ avBpwTToug A {wa.

‘OAog o xelpIopdg Tou padievepyol UNKOU Ba TTpETTEl va eKTeEAEITal o€ KaBopIouévo
XWPO, MOKPIG ammd XWPoug TOKTIKAG OIEAEUcnNg.  XTO €PYACTAPIO TTPETTEI va
SlaTnpeital NUEPOASYIO yia Tnv TrapaAafn kol Tn QUAAgn padievepywV UAIKWV.
E€omAiopdg kai yudAiva okeun Tou gpyaoTnpiou, Ta oTroia Ba ptropoucav va
poAuvBoUv pe padievepyég ouaieg, Ba TTPETTEl va QUAGOCOVTAI O EEXWPIOTO XWPO
yia TV TPOANWn mpéAuvong Twv SIa@opwy padIoicOTOTTWY.

Tuxov SIoppoEG PAdIEVEPYWYV UYPWV TTPETTEI va KaBapifovTal apéowsg oUPQwva PE
TIg diadikacieg ac@daAeiag amd padievépyeia. Ta padievepyd amoBAnTa TTPETTE va
atmoppiTTovTal cUPPWva PE TOUG TOTTIKOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG KOTEUBUVTAPIEG
odnyieg Twv apxwv TTou £xouv dikalodooia oTo epyacTrpio. H Tpnon Twv Bacikwv
Kavovwy ao@dAeiag atréd padievEPyEIa TTAPEXE! ETTAPKT TIPOCTACIA.

Mnv kamvideTe, Unv TTIVETE, YNV TPWTE KAl Un XPNOIUOTIOIEITE KAAAUVTIKG OTO XWPO
£pyaciag. Mnv Olavéuere pe  TTTETA  XPNOIYOTIOIWVTAG TO  OTOMA  OOG.
XPNOIYOTIOIEITE TTPOCTATEUTIKO POUXIOHO KAl AVAAWCIUA YEVTIO.

Mo mepIoadTEPEG TTANPOPOPIES, avaTpééTe oTo PUANO dedopévwv aopaheiag UAIKoU
(MSDS).

MPOEIAOMOIHZH: AZidio Tou varpiou

Mepikd oToixeia Tepiéxouv adidio Tou varpiou wg Tapdyovia ouviApnong (NaNs <
0,1%). ATmoppiyte Ta avmidpaoTApla EeTTAévovTag pe GPBovo vepd péow TOu
OUCTAPATOG TNG OTTOXETEUONG.

MPOEIAOMOIHZH: AuvnTiKWG YOAUCHATIKG UAIKO

Na xeIpieote 6Aa Ta aToixeia (kai 6Aa Ta deiypata Twv acBevwiv) oav va TTPOKEITAl
Yl OUTIEG TTOU dUVNTIKWG UTTOPE VA HETABWOOUV IOYEVEIG VOOOUG, OTTWG N NTTaTimida
A ka1 B ka1 To oUV8popo £TTKTNTNG VOOOTIOINTIKAG aveTTdpkeiag (AIDS).

To apxiké UANIKO, To oTroio TPorABe amd ocwuaTikd uypd n  Opyava Kol
XPNOIMOTIOINONKE OTNV TTAPOOKEUR TOU TIAPOVTOG KIT EXel €AeyxOei Kkai €xel
diamoTweEl 6T gival apvnTiké wg TTPog TNV Trapouadia HBsAg kai avTi-HCV péow
avoooTrpoadiopiopol.  QoT600, Kopia yvwoTh péBodog Oev eivar duvatd va
Siao@aAioel oe amoAuto BaBud 6Tl TETOIOU €idOUG UAIKG Oev TTEPIEXOUV TOV
aITIoAOYIKO TTapdyovTa TG 10yevoUg NTTATITIOAG.

Mapopoiwg, dAa Ta UNIKG avBpwTTIivng TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIMOTIOIRBNKAV yia TNV
TIOPAOKEUA TOU TTAPOVTOG KIT EAEyXBnKav yia TNV TTapOoUsia avTICWHAETWY £VavTl TOU
HIV-1 kai -2 péow ev{upikoU avoooTTpoadlopiopol Kal Ta amoteAéopata ATav
apvnTikd. QoT600, N ATTOUCIA TOU AVTICWHATOG AUTOU BEV £yyUATal TNV ATTOUGIC TOU
10yevoUg TTapdyovTa TTou EUBUVETAI VIO TO OUVOPOUO TNG ETTIKTNTNG AVOCOTIOINTIKAG
QVETTAPKEITAG.
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Free TESTOSTERONE-RIA-CT

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do ilosciowego okreslania poziomu
wolnego testosteronu w surowicy ludzkiej
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1.PRZEZNACZENIE: Do oznaczania pozioméw wolnego testosteronu (Free
Testosteron (FT)) metoda in vitro w diagnostyce hirsutyzmu i hipogonadyzmu.

Wolny testosteron przenika przez biony komdrkowe i wigze sie ze swoistymi
biatkami receptorowymi (receptorami androgenéw); Kompleksy testosteron-receptor
sg modulatorami transkrypcji obszaréw cis-regulatorowych wielu genéw.

Nadmiar androgenéw u kobiet prowadzi do hirsutyzmu i wystepowania objawéw
wirylizacji. Aby okresli¢ zrédto nadmiernego wytwarzania testosteronu, poziom
hormonu w surowicy powinien byé oznaczany przed i po stymulacji jajnikow i
nadnerczy oraz w testach hamowania.

Hipogonadyzm pierwotny i wtdérny u mezczyzn prowadzi do klinicznych objawéw
hipoandrogenizacji, zwigzanych ze stopniem uposledzenia wytwarzania testosteronu
przez gonady. Oznaczenie testosteronu w surowicy wraz z poziomem LH umozliwia
wiasciwg ocene takich standw klinicznych.

Diagnostyka anorchii prawdziwej wymaga zréznicowania tej choroby od wnetrostwa.
W anorchii prawdziwej, w warunkach wydtuzonej stymulacji hCG poziomy
testosteronu pozostajg bardzo niskie, podczas gdy jadra pacjenta z wnetrostwem
odpowiadajg na stymulacje.

Zespoly opornosci na androgeny, wynikajgce np. z niedoboréw genu receptora
androgenowego, zwigzanego z chromosomem X, zwigzane sg z réoznym stopniem
obojnactwa piciowego. Niezaleznie od stopnia ciezkos$ci anomalii fenotypowych,
poziom testosteronu w surowicy w takich stanach jest zawsze wysoki ze wzgledu na
podwyzszone wartosci LH w surowicy.

Oznaczenia testosteronu polegajg na badaniu testosteronu catkowitego (metoda
bezposrednia, ekstrakcja, probowki optaszczone)

W skiad testosteronu catkowitego w osoczu wchodzi wolny testosteron i testosteron
zwigzany z SHBG, albuminami i CBG. Rozktad procentowy tych postaci hormonu
przedstawia sie nastepujaco: (odpowiednio) 2,7, 32, 65 i <0,1%.

Rozpuszczalniki przerywajg wigzanie hormonu z biatkami w oznaczeniach
ekstrakeyjnych, podczas gdy $rodki blokujgce uwalniajg testosteron z biatek w
oznaczeniach bezposrednich. Zaleta oznaczenia wolnego testosteronu polega na
réwnowadze stgzen wolnego testosteronu z poziomami testosteronu zwigzanego z
receptorami w tkankach.

2.ZALOZENIA METODY: Oznaczenie wolnego testosteronu (FT) metodg CT
RIA polega na zastosowaniu prawa dziatania mas, zgodnie z nastepujgcym
réwnaniem:

FT Ab - FT
Wolny { + Ab : Zwiazany{

25 FT Ab - 125 - FT

Poniewaz stezenia ?| - FT i optaszczonych przeciwciat sg state, osiggniecie
rownowagi zalezy od poziomu FT. llos¢ '#I - FT zwigzana w optaszczonej probéwce
jest odwrotnie proporcjonalna do stgzenia FT w prébce.

Po okresie inkubacji, zawartos¢ probowki jest aspirowana w celu usuniecia
nadmiaru niezwigzanego oznakowanego T.

Stezenia substancji w prébce pacjenta odczytywane sg za pomocay krzywej
kalibracyjnej.

3. MATERIALY DOSTARCZONE | PRZECHOWYWANIE:

Przechowywany w temperaturze 2-8°C materiat, moze by¢ wykorzystywany do
daty waznosci wydrukowanej na kazdej etykiecie.

3.1. U 2 x 48 probéwek polistyrenowych (12 x 75 mm)
optaszczonych  przeciwciatami  poliklonalnymi  anty-
testosteronowymi.

Przed uzyciem nalezy zawsze umozliwi¢ osiggnigcie przez
optaszczone probdwki temperatury pokojowej (18-25°C).

z6ite, 42 ml

1 butelka analogu WOLNEGO TESTOSTERONU,
oznakowanego 1251 w buforze opartym na substancji
biatkowej, zawierajgcym <0,1 % NaN3 jako s$rodek
konserwujacy.

Kazda butelka zawiera mniejszg dawke substancji
promieniotworczych niz 185 Kbq (5 uCi)

33. | caL “ 0,5 ml w kazdej fiolce — N= od 0 do 6
7 fiolek WOLNEGO TESTOSTERONU w ludzkiej surowicy
z zawarto$cig $rodka konserwujgcego (NaN3< 0,1 %).
Stezenia sg wydrukowane na etykietach.
(Zobacz doktadne wartosci na etykietach fiolek)

3.4.
CONTROL

35. | WASH | SOLN | CONC |

2 fiolki materiat liofilizowany — N= 1 lub 2

2 fiolki ludzkiej osocza z zawartoscig $rodka
konserwujgcego  (Tymol). Kontrolne  powinny by¢
oznaczane razem z prébkami pacjentow. Zakresy dla
kontrolne sg wydrukowane na etykietach fiolek.

Przed uzyciem, kontrolne nalezy rekonstytuowa¢ przy
pomocy 0.5 ml wody destylowane;.

Po rozpuszczeniu sterujgce powinny by¢ dzielone na réwne
objetosci i powinny by¢ przechowywane w temperaturze -20
°C dla maksymalnie 3 miesiecy.

(Zobacz doktadne wartosci na etykietach fiolek)

roztwor 70 x stezony, 10 ml

1 butelka stezonego roztworu buforowego,
zawierajgcego azydek sodowy (NaNs < 0,1 %). Nala¢
roztwor do 700 ml wody destylowanej.

Przygotowany roztwdr myjgcy zachowuje trwatos¢ przez
2 tygodnie w temperaturze 2-8 ° C, jesli jest pokryty
warstwa klejacg, aby unikng¢ zanieczyszczenia.

4. MATERIALY WYMAGANE LECZ NIE ZAWARTE W ZESTAWIE:

- powierzchnie robocze, zabezpieczone papierem absorbcyjnym, w celu
ograniczenia ryzyka wycieku ptynnych substancji radioaktywnych.

- pojemniki na odpady, odpowiednio oznakowane i przeznaczone do
przechowywania statych lub ciektych materiatéw radioaktywnych.

- mikropipety reczne lub automatyczne do dozowania prébek lub odczynnikéw, bez
mozliwosci skazenia krzyzowego.

- papier absorpcyjny.

- pompa prozniowa podtgczona przez syfon do aspiracji.

- taznia wodna.

- licznik scyntylacyjny promieniowania gamma.

- odpowiedni papier milimetrowy do wykreslania wynikéw.

5. METODOLOGIA
5.1. Pobieranie i postepowanie z prébkami krwi:

Probki krwi moga by¢ pobierane do suchej probowki.

Po oddzieleniu od elementéw morfotycznych, prébki surowicy mogg by¢ oznaczane
od razu, w ciggu 24 godzin, jezeli sg przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C
lub pdzniej, w okresie kilku miesiecy, jezeli sg przechowywane w temperaturze -
20°C. Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

5.2. Procedura oznaczenia:

Odczynniki przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C przed zastosowaniem
muszg zosta¢ doprowadzone do temperatury pokojowej (18-25°C). Nie wolno
miesza¢ odczynnikéw pochodzgcych z réznych serii.  Nalezy odpowiednio
oznaczy¢ probowki jako T ((« Total Counts ») — probéwki do catkowitego zliczania —
nie uzywac¢ do tego probdwek optaszczonych) oraz probowki kalibratoréw, prébek i
kontroli. Kalibratory i kontrole powinny by¢ wymieszane przed zastosowaniem
bardziej poprzez odwracanie lub obracanie, niz przez wirowanie.

Oznaczenie nalezy wykonywac¢ podwdjnie. Kalibratory, kontrole i prébki muszg by¢
oznaczone w tym samym czasie.

Kazda rura moze by¢ uzyta tylko raz

1. Krzywa kalibracyjna:
Pipetowa¢ po 50 pl kazdego kalibratora do odpowiednich probéwek.

N

Prébki i kontrolne:
Pipetowac¢ po 50 pl kazdej probki lub kontrolnej do odpowiednich probowek.

Doda¢ 400 pl znacznika analogu ***| — TESTOSTERONU do kazdej probdwki.
Wirowac i przykry¢.

@

EN

. Inkubowac¢ przez dwie godziny w temperaturze 37 + 2°C.

o

Doktadnie aspirowa¢ roztwory wszystkie probowki. (Z wyjatkiem probéwek do
catkowitego zliczania).

o

Dodaé 2 ml roztworu ptuczgcego do kazdej probowki. Doktadnie aspirowac
zawarto$¢. (Z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania).

~

Dodaé 2 ml roztworu ptuczgcego do kazdej probowki. Doktadnie aspirowacé
zawarto$¢. (Z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania).

©

Zlicza¢ poziom radioaktywnosci dla kazdej probéwki przez co najmniej 60 sekund.

5.3. Przetwarzanie danych:

Okresli¢ srednig predkos$¢ zliczania dla kazdego zestawu podwdjnych probowek.
Obliczy¢ stosunek B/BO, jak przedstawiono ponizej:

B/B0 % = [ liczba zliczeri na minute (cpm) kalibratora lub prébki / BO (Kal 0) cpm] x 100



Wykreslic krzywa kalibracyjng, wykreslajac stosunek B/BO % (skala liniowa)
uzyskany dla kazdego kalibratora, w odniesieniu do ich odpowiednich stezen,
wyrazonych w pg/ml (skala logarytmiczna). Stezenia WOLNEGO TESTOSTERONU
w prébkach mogg by¢ odczytane bezposrednio z krzywej kalibracyjne;.

Jezeli do obliczania wynikéw wykorzystywany jest komputer, dane moga by¢
dopasowane do wtasciwego réwnania : wygtadzona krzywa sktadana.

5.4. Przyktad typowych oznaczen:
Zawartos$¢ cpm cpm druga Srednia B/Bo Wolny
(pg/ml) pierwsza duplikacja predkos¢ (%) testostero
duplikacj zliczania n
a (pg/ml)
Liczba - 52039 51647 51843 - -
Zliczen
catkowitych
Kal 0 0 25839 25961 25900 100 -
Kal 1 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
Kal 2 1 16509 16203 16356 63,2 -
Kal 3 3 12437 12428 12433 48 -
Kal 4 10 8317 7916 8117 31,3 -
Kal 5 30 5017 4711 4864 18,8 -
Kal 6 90 2611 2528 2570 9,9
C 1 poziom 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
niski
C 2 poziom 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
wysoki
Prébka 1 17478 16742 16975 65,5 0,86
Prébka 2 7538 7423 7481 28,9 11,5
Prébka 3 4681 4645 4663 24,3 33

Przyktad typowego oznaczenia (nie powinien by¢ wykorzystywany do obliczen)

6. CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA:
6.1. Swoistos¢

Steryd % reaktywnosci krzyzowej
Testosteron 100

5a DHT 0,006

androstenodion 0,02

B estradiol 0,0003

DHEA-S 0,000001

Androsteron, kortykosteron, 11 DOC, nie wykryto
estriol, estron, progesteron, DHEA

6.2. Granica wykrywania:
LOB (Limit pustego) obliczono mierzac pétfabrykat kilka razy i obliczono jako $rednig
- 1,65 odchylenia standardowego rozktadu najlepszych wartosci. Obliczono, ze LOB
wynosi 0.08 pg / ml.

LOD (granica wykrywalnos$ci) zostata obliczona jako odchylenie standardowe LOB -
1,645 dla probki o niskim stgzeniu testowanej w 10 réznych seriach. Obliczono LOD
na 0.40 pg / ml.

6.3. Odtwarzalnos$¢:

Zmiennos$¢ w serii Zmienno$¢ pomiedzy seriami
7 oddzielnych
10 oznaczen w

Warto$¢ | powtérnych oznaczeniach

$rednia oznaczen podwojnych

(pg/ml) (% CV) Warto$¢ $rednia (pg/ml) (% CV)
Pua [ 2086 93 073 195
Pua | ga7 57 10,89 73
fua ] oes 115 33,94 91

7. OGRANICZENIA PROCEDURY

7.1. Wyniki uzyskane na podstawie tego lub innych zestawéw diagnostycznych,
powinny by¢ stosowane i interpretowane w kontekscie catkowitego obrazu
klinicznego.

7.2. Nie wolno wykorzystywaé prébek lipemicznych, shemolizowanych, zéttaczkowych
lub metnych.

7.3. Nie wolno wykorzystywa¢ prébek osocza.

8. OCZEKIWANE WARTOSCI

Zaleca sig, aby kazde laboratorium opracowato witasne zakresy referencyjne.

Megzezyzni Kobiety

Grupa Liczba Mediana Zakres Liczba Mediana Zakres
wiekowa ludzi stezenie absolutna Judzi stezenie absolutna

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

<15 49 0,3 ND-1.8 45 0,3 ND -2,7
15-39 154 133 5.4-40,0 145 23 ND- 4,6
20-59 97 11,8 3,6-25,7 77 15 ND- 4,0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 1,4 ND -5,0

9. OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Przeznaczone wytacznie do diagnostyki in vitro.

UWAGA: Materiat radioaktywny
W Zestaw zawiera '*°| (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujgcy
promieniowanie jonizujgce X (28 keV) i y (35,5 keV).
Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W Zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzetom.
Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach do
tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogodlnej uzytecznosci. W laboratorium musi
by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatéw radioaktywnych.
Wyposazenie laboratorium oraz szkio, ktére moze by¢ skazone substancjami
radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu unikniecia krzyzowego
zanieczyszczenia réznych radioizotopow.
Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych muszg by¢ natychmiast oczyszczone
zgodnie z procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa radiologicznego. Odpady
radioaktywne muszg by¢é usuwane zgodnie z miejscowymi przepisami i ogélnie
przyjetymi  wytycznymi  obowigzujacymi  w laboratorium.  Przestrzeganie
podstawowych zasad bezpieczenstwa radiologicznego zapewnia wystarczajgce
zabezpieczenie.

Nie wolno pali¢, spozywa¢ napojéw ani pokarmow, bgdz uzywaé kosmetykéw
w miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.

Aby uzyska¢ wiecej informacji, zobacz Arkusz danych dotyczacych
bezpieczenstwa materiatu (MSDS).

OSTRZEZENIE: Azydek sodu

Niektore sktadniki zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujgcy (NaNs < 0,1%).
Odczynniki nalezy utylizowaé, wylewajgc je do kanalizacji i sptukujgc duzg iloscig
wody.

OSTRZEZENIE: Materiat potencjalnie zakazny

Wszystkie sktadniki (i wszystkie probki pacjentéw) nalezy traktowa¢ jako materiat
potencjalnie zakazny, mogacy zawiera¢ wirusy zapalenia watroby B i C lub nabytego
zespotu uposledzenia odpornosci (AIDS).

Materiat zrédtowy, pochodzacy z ptynéw uzyskiwanych z ciata ludzkiego lub tkanek,
wykorzystywany w przygotowaniu tego =zestawu, byt przebadany metodami
immunoenzymatycznymi. Wyniki testéw na obecno$¢ HBsAg i przeciwciat anty-HCV
byty ujemne. Jednak zadna metoda nie moze zagwarantowa¢, ze taki materiat nie
zawiera wirusow zapalenia watroby.

W podobny sposéb, wszystkie materiaty wykorzystywane do przygotowywania tego
zestawu byly badane przesiewowo pod katem obecnosci wirusow HIV-1 i -2
metodami immunoenzymatycznymi. Wyniki tych badan byty ujemne. Jednak brak
przeciwciat przeciwko tym wirusom nie moze zagwarantowa¢ nieobecnosci wirusow
odpowiadajgcych za wystepowanie zespotu nabytego uposledzenia odpornosci.
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Free TESTOSTERONE-RIA-CT h U

Radioimmun vizsgalat emberi vérsavé szabad tesztoszteron-tartalmanak
mennyiségi meghatarozasara
KIPI119000

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI FELHASZNALASRA. Csak professzionalis hasznalatra
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1._ A VIZSGALAT CELJA: a szabad tesztoszteron (FT, free testosterone)

mennyiségének in vitro meghatarozasa hirsutismus és hypogonadismus esetén.

A szabad tesztoszteron atdiffundal a sejtek membréanjan és specifikus receptor-
fehérjékhez (androgén receptorok) kotédik; a kialakult tesztoszteron-receptor

szabalyoz6anyagként mikodnek.

N&kben az androgén-tobblet hirsutismushoz és virilizaciéhoz vezet. A tesztoszteron
szintjét a petefészkek és a mellékvesék stimulacioja és szuppresszidja elétt és utan
is meg kell hatarozni, hogy azonosithaté legyen a tulzott hormontermelés forrasa.

Az elsédleges és masodlagos hypogonadismus férfiakban  csokkent
androgenizacidval jar, aminek sulyossaga attdl fiigg, milyen mértékli a nemi szervek
tesztoszteron-termelésének alulmiikodése. A vérsavé tesztoszteron és LH
szintiének egylttes meghatarozasa lehet6vé teszi az elvaltozas mértékének helyes
becslését.

A valédi anorchia diagnézisanak feldllitAsahoz szikség van a betegség
elkllonitésére a rejtett heréjliségtél. Valddi anorchia esetén a tesztoszteron-
koncentracié hosszas hCG stimulacié utan is nagyon alacsony marad, mig a
cryptorchid herék reagalnak a kezelésre.

Az androgén rezisztencia szindréméak X-kromoszémahoz kététten oroklédnek, és az
androgén receptorok genetikai hibaja valtja ki 6ket. Ezek soran eltéré mértéki
interszexualitds alakulhat ki. Azonban barmilyen sulyos is a fenotipusos eltérés,
ezekben az esetekben a vérben a tesztoszteron szintie az emelkedett LH-
koncentréacié hatdsara magas szokott lenni.

A tesztoszteron-vizsgalatok a teljes (kozvetlen, extrakcids, illetve ellenanyaggal
boritott csdveket alkalmazé eljardsok) vagy a szabad tesztoszteron mennyiségét
hatarozzak meg.

A plazmaban talalhat6 teljes tesztoszteron a szabad, valamint az SHBG-hez (sex
hormone-binding globulin, nemi hormon kété globulin), albuminhoz és CBG-hez
(corticosteroid binding globulin, kortikoszteroid-kété globulin) kététt tesztoszteronbdl
all. Egészséges férfiakban ezek atlagos szazalékos értékei 2.7, 32, 65 és <0.1.

Az extrakcios vizsgalatok sordn hasznalt oldészerek felbontjak ezt a kotést, a
kozvetlen eljarasok esetében pedig a blokkolé reagensek szabaditjgk fel a
tesztoszteront a fehérjékrél. A szabad tesztoszteron meghatarozasara szolgalé
mddszerek azt haszndljak ki, hogy a szabad és a receptorokhoz kotott tesztoszteron
koncentraciéja a szervekben egyensulyban van egyméassal.

2. A VIZSGALAT ELVE: A szabad tesztoszteron (FT) CT RIA soran a
tdmeghatés térvénye érvényesil a kdvetkezd egyenlet alapjan:

FT Ab - FT
Szabad { +Ab S5 Kotott {

12 - FT Ab - [1%5 - FT
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Mivel a jodizotéppal jeldlt ( | — FT) és a felszinhez rogzitett ellenanyagok (Ab)
koncentraciéja allandd, az egyensuly jobbra tolédasa a csak szabad tesztoszteron
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koncentraciéjatél figg. Az ellenanyaggal boritott csovek faldhoz kotédott | - FT
mennyisége forditottan aranyos a minta szabad tesztoszteron-koncentraci6javal.

Az inkubacié utan a csbvek tartalmat le kell szivni, hogy eltdvozzon a nem kétédott
jelolt tesztoszteron. A mintdk tesztoszteron-koncentraciéja a kalibracios gorbérdl
olvashato le.

3. REAGENSEK ES TAROLASUK:
2 - 8°C-on tarolva a reagensek a cimkéjukon feltintetett lejarati idejlikig
eltarthatok.

31
U 2 x 48 polisztirén cs6 (12 x 75 mm), poliklonalis anti-
tesztoszteron ellenanyagokkal boritva.
Hasznalat el6tt varja meg, amig a csévek
szobahémérsékletiire (18-25°C) melegednek.

3.2,
m 1281 séarga, 42 ml

1 flakon #I-dal jel6lt szabad tesztoszteron
analdg fehérje alapu pufferben, ami
tartositészerként < 0,1 % NaNs-ot tartalmaz.
Flakononként < 185 Kbq ( 5 pHCi).

3.3.

CAL n 0,5 ml ampullanként - N=0 - 6 _
7 ampulla szabad tesztoszteron emberi
vérsavoban, tartésitoszert tartalmaz (NaNs<
0,1%).
A koncentraciokat lasd a cimkéken.
(Lasd a pontos értékeket az injekciés tveg
cimkéjén)

3.4.

3.5.

2 ampulla liofilizalt - N=1 vagy 2
- 2 ampulla tartésitészert (Timol) tartalmazé
emberi vérplazma. A kontrollok a betegek
mintaival egyutt kell megvizsgalni. A kontrollok
elfogadhaté tartoményait lasd a cimkéken.
Hasznalat elétt, oldja fel a kontrollokat 0.5 ml
desztillalt vizben.
A feloldas utan az ellenérzéseket kell osztjuk
és azokat meg kell tartani a -20°C on
maximum 3 hénapig.
(Lasd a pontos értékeket az injekcids uveg
cimkéjén)

. 70 x koncentralt, 10 ml
1 flakon tomény puffer, néatrium-azidot
tartalmaz (NaNs < 0,1%). Ontse az oldatot 700
ml desztillalt vizhez. A feloldott moséoldat 2
héten &t 2-8 ° C-on stabil, ha ragasztott
foliaval boritia a szennyez6dés elkeriilése
érdekében.

4. A VIZSGALATHOZ SZUKSEGES TOVABBI ESZKOZOK:

Nedvszivé papirral boritott munkafeliiletek, a karos hatasok csokkentésére

radioaktiv anyagok kiomlése esetén.

-Folyékony és szilard radioaktiv anyagok gyijtésére alkalmas
kidobdedények, megfeleléen feliratozva.

-Kézi vagy automata preciziés mikropipettak a mintak és reagensek
keresztszennyezddés-mentes beméréséhez.

-Nedvszivé papir.

Szlirével ellatott viziégszivattyd a fellilusz6 eltavolitadsahoz.
Vizfirdd.

Gamma-sugarzasmeérd

Megfelelé milliméterpapir az eredmények abrazolaséara.

5. A MODSZER

5.1.

Vérmintak levétele és tarolasa :

A vérmintat nativ csébe kell levenni.

A vordsvérsejtektdl tortént elvélasztds utdn a savo vizsgalata akar
azonnal is elvégezhetd, vagy a levételt kdvetéen 24 oran belil, ha a
mintat a 2-8°C-on tarolja. A vizsgalatot hdnapokkal késébb is elvégezheti,
ez esetben a savét fagyassza le -20°C-ra. Kerilje a minta tobbszori
lefagyasztasat és felolvasztasat.

5.2.

2

N

8

A vizsgéalat menete :

Hasznalat el6tt varja meg, amig a 2-8°C-on tarolt reagensek felmelegednek
szobahdmérsékletlire (18-25°C). Ne keverje az eltéré gyartasi szamu
reagenseket. Feliratozzon csoveket a teljes radioaktivitas mérésére (T, mint
Jotal”, ezekhez ne ellenanyaggal boritott cséveket hasznaljon), valamint a
kalibratorok, a mintdk és a kontrollok szaméara. A kalibratorokat és
kontrollokat hasznalat el6tt keverje meg, de ne vortexeléssel, hanem a
csovek forgatasaval, illetve korkords mozgatasaval.

Mindig két parhuzamos vizsgalatot végezzen. A kalibratorokat, kontrollokat
és mintakat egyidejlleg kell vizsgalni.

. Kalibraciés gorbe :
Mérjen 50 pl-t minden kalibratorbol a megfelelé csdvekbe.

. Minték és kontrollok:
Mérjen 50 pl-t minden mintabdl és kontrollbdl a megfeleld csévekbe.
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. Pipettazzon 400 pl | — tesztoszteron analdg tracert minden csébe.
Vortexelje és fedje be a csoveket.

. Inkubdlja 6ket 2 6ran at 37 + 2°C-on.

. Ovatosan szivja 6ntse le a folyadékot a csévekbél. (A totalokat kivéve). (A
totalokat kivéve).

. Mérjen 2 ml mosdoldatot minden csébe. Ovatosan szivia dntse le a folyadék|
a csovekbdl. (A totalokat kivéve).

. Mérjen 2 ml mosdoldatot minden csébe. Ovatosan szivia dntse le a folyadék|
a csovekbdl. (A totalokat kivéve).

. Mérje a radioaktivitast minden csében legalabb 60 masodpercen keresztul.




5.3. Eredmények értékelése :
Hatarozza meg a parhuzamos mérések atlagos radioaktivitas értékét.
Szamitsa ki a B/BO értékeket a kovetkez6k szerint:

B/B0O % = [ Kalibrator vagy minta cp_m /B0 (Kalibréator 0) cp_m] x 100

Rajzolja fel a kalibraciés gorbét féllogaritmikus grafikonon ugy, hogy a
kalibratorok B/B0O % értékeit a lineéris, a hozzajuk tartozé koncentraciokat (pg/ml)
pedig a logaritmikus skalan &brazolia. A mintdk szabad tesztoszteron-
koncentracidi kdzvetlenil leolvashatok a kalibracios gorbérdl.

Ha az eredményeket szamitbgép segitségével értékeli, a mért adatok
behelyettesitheték a megfelel6 egyenletbe: simitott spline.

5.4. Példa jellemzd vizsgalati eredményekre:

Koncentracié cpm cpm Atlag B/Bo Szabad
(pg/ml) 1. mérés 2. mérés cpm (%) Tesztoszteron
(pg/mi)
Total - 52039 51647 51843 - -
Kal 0 o] 25839 25961 25900 100 -
Kal 1 0,3 21086 21170 21128 81,6 -
Kal 2 1 16509 16203 16356 63,2 -
Kal 3 3 12437 12428 12433 48 -
Kal 4 10 8317 7916 8117 31,3 -
Kal 5 30 5017 4711 4864 18,8 -
Kal 6 90 2611 2528 2570 9,9
C1 alacsony 15-29 13461 13557 13508 52,2 2,3
C2 magas 15-29 5736 5002 5369 20,8 21
Minta 1 17478 16742 16975 65,5 0,86
Minta 2 7538 7423 7481 28,9 11,5
Minta 3 4681 4645 4663 24,3 33

Ezek az adatok csak példaként szolgalnak, ne hasznalja 6ket szamitasaihoz

6. MINGSEGI JELLEMZOK:

6.1. Specificitas:

Szteroid % Keresztreaktivitas
Tesztoszteron 100
5aDHT 0,006
Andosztenedion 0,02
B-6sztradiol 0,0003
DHEA-S 0,000001
Androszteron, kortikoszteron, 11-DOC, N.D.
Osztriol, 6sztron, progeszteron, DHEA

6.2. Erzékelési hatarérték:
Az LOB-ot (Ures hatarérték) Ggy szamitottuk ki, hogy a vakot tobbszor
megmeérjik, és az atlag - 1,65 szérasként szamitottuk ki. A LOB-t 0,08 pg / ml
értékre szamitottuk.

Az LOD-t (detektdldsi hatarértéket) a 10 fazisban vizsgalt alacsony
koncentraciéji mintaban LOB-1,65 szérasként szamitottuk ki. Az LOD 0,40 pg
/ ml-re szamitott.6.3. Reprodukalhatosag:

Vizsgalaton beluli variacié Vizsgalatok kozotti variacio
7 fuggetlen
vizsgélat, 2-2
i i parhuzamossal
Atlag (pg/ml) 10 parhuzamos (% CV) | Atlag (pg/ml) (% CV)
Pocl 20,86 93 0,73 195
Pool 8,17 57 10,89 73
Pool 0,63 115 33,94 91

7. AZ ELJARAS KORLATAI

7.1. Az ezzel, vagy barmely méas diagnosztikus céli reagenskészlettel kapott
adatok csak a beteg mas klinikai eredményeit is figyelembe véve
értékelheték és hasznalhatok fel.

7.2. Ne haszndljon lipaemias, haemolizalt, icterusos, vagy zavaros mintakat.

7.3. Ne hasznaljon plazma mintéakat.

8. VART ERTEKEK

Ajanlott minden laboratériumnak meghataroznia sajéat referencia-
tartomanyat.

Férfiak Nok

Korcsoport | emperek | Median Abszollt - perek | Median Abszolit
" tartoméanya " tartomanya
szama pg/ml szama pg/ml
pg/ml pg/ml

<15 49 0,3 ND-1,8 45 0,3 ND -2,7
15-39 154 133 5,4 - 40,0 145 23 ND- 4,6
40-59 97 11,8 3,6-25,7 77 15 ND- 4,0
>60 87 9,7 1,5-28,8 92 1,4 ND -5,0

9. MUNKAVEDELMI SZABALYOK

Csak IN VITRO DIAGNOSZTIKALI felhasznalasra

FIGYELEM: Radioaktiv anyag

A kit rontgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugérzé 125l izot6pot (felezési
id6: 60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben taldlhaté radioaktiv anyagot csak arra jogosult
személyek vehetik at és hasznalhatjak fel. Radioaktiv termékek
beszerzésére, taroldsara, hasznalatara, és cseréjére az adott orszag
torvényei érvényesek. A reagensek alkalmazasa embereken és éllatokon is
minden kortlmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miveletet egy arra kijeldlt,
elkilonitett helyen kell elvégezni. A laboratériumba érkezett radioaktiv
anyagok atvételérdl és tarolasarol vezetett jegyz6konyvet a laboratérium
tertiletén kell tartani. Azokat a laboratériumi eszkdzoket és tivegedényeket,
amelyek radioaktiv anyaggal szennyez6dhettek, kiilonitse el, hogy elkeriilje
a klénboz6 radioizotépokkal torténd keresztszennyezddést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiémlik, azonnal takaritsa fel az
erre vonatkozé el6irasoknak megfelel6 moédon. A keletkez6 radioaktiv
hulladékot a helyi szabalyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozé
utmutatasanak megfeleléen kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok
kezelésére vonatkozé alapveté szabalyokat, megfeleléen védett lesz a
sugarfertézéstol.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon széjjal. Munka kdzben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznalatos kesztydit.

Tovabbi informéaciékért lasd az anyagbiztonsagi adatlapot (MSDS).

VIGYAZAT: Natrium-azid

A készlet egyes reagensei natrium-azidot tartalmaznak tartositészerként
(NaN3 < 0,1%). Ezeket a reagenseket a csapba nagy mennyiségl vizzel
egytt ontse ki.

VIGYAZAT: Potencidlisan fertézésveszélyes anyagok

Kezelien minden reagenst (és betegmintat) potencidlisan hepatitis B,
hepatitis C, illetve HIV virussal fert6zottként.

A reagenskészlet eléallitdsahoz hasznalt emberi testfolyadékokbdl és
szervekbdl nyert anyagokat szeroldgiai mddszerrel megvizsgaltak, és
negativnak talaltdk HbsAg-re, és anti-HCV ellenanyagokra. Azonban
egyetlen ismert vizsgalat alapjan sem Allithaté teljesen biztosan, hogy az
ezek az anyagok nem tartalmazhatnak virdlis hepatitist okozé kérokozoékat.

A reagenskészlet el6dllitasahoz haszndlt emberi eredetli anyagokat
szerolégiai eljarassal HIV-1 és 2 ellen termelt ellenanyagokra is
megvizsgaltak, és negativnak talaltak. Ezen ellenanyagok hianya azonban
nem zéarja ki az AIDS kérokozéjanak jelenlétét.
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Radioimunoanalyza pre kvantitativhe stanovenie vol'ného testosteronu
v humannom sére

KIPI119000
NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. Len na profesionalne pouZitie

Free TESTOSTERONE-RIA-CT Sk

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgicko - Tel.: +32 10 84 99 11 - Fax: +32 10 84 99 91

1.ZAMYSLANE POUZITIE: Na stanovenie hladin volného testosterénu (FT) pri

nadmernom ochlpeni a hypogonadizme IN VITRO.

Volny testosterén sa ryzptyluje cez bunkové membrany a viaze sa na Specifické
receptorové bielkoviny (androgénové receptory); Komplexy testoster6novych
receptorov posobia ako modulatory transkripcie na cis-regulaéné regiony mnohych
génov.

Nadbytok androgénov u Zien spdsobuje nadmerné ochlpenie a muzské znaky;
hladina testosterénu v sére sa musi stanovit pred apo stimulacii a potlaceni
vajecnikov a nadobliciek s ciefom identifikovat zdroj nadmernej tvorby horménu.

Primarny a sekundarny hypogonadizmus umuzov ma za nasledok klinicka
hypoandrogenizzaciu, sdvisiacu s mierou zlyhania gonad v tvorbe testosterénu.
Stanovenie séra testosterénu spolu s LH umoziiuje spravne posudenie tychto
stavov.

Diagnéza skutocnej anorchie zaroveri vyzaduje rozliSenie tohto stavu od
kryptorchidizmu. Pogas predizenej stimulacie hCG zostava pri skutoénej anorchii
hladina testosterénu velmi nizka, priom kryptorchidové testy mézu na stimulaciu
reagovat.

Syndrém rezistencie na androgény pozostava z dévodu porich génu androgénneho
receptoru s prepojenim na X zrdznych stupriov pohlavnej nejednoznacnosti.
Odhliadnuc od zavaznosti fenotypovych anomalii je sérovy testosterén systematicky
vysoky, pokial ide od zvySené sérové hladiny LH pri tychto stavoch.

Rozbory testosteronu zahffaju stanovenia celkového testosteronu (priamy,
extrakciu, potreté skimavky) a volného testosteronu.

Celkovy testosterén v plazme zahffia volny testosterén a testosterén viazany na
SHBG, albumin, CBG. Priemerny percentualny podiel kazdého u normalnych muzov
je2,7,32,65a<0,1.

Rozpustadla narGsajuvazbu proteinov v extrakénych supravach. Vyhodou rozboru
volného testosteronu je, Zze jeho koncentracie su v rovnovahe s testosterénom
viazanym na receptory v organoch.

2.PRINCIP_METODY: Volny testosteron (FT) CT RIA sa riadi zakonom
zachovania hmotnosti podla tejto rovnice:

FT Ab-FT
Volny { +Ab 5 Viazany {
25 FT Ab - 5| _FT

KedZe koncentracie 125I- FT a viazané protilatky su konstantné, vyvoj rovnice zavisi
od koncentracie FT. MnoZstvo125I - FT viazaného na viazant skimavku je inverzne
proporcionélne ku koncentracii FT vo vzorke.

Po inkubécii sa saobsah skimavky odsaje, aby sa odstranil nadbyto¢ny neviazany
testosterén, ozna¢ené pismenom T.

Koncentrécie vzorky pacienta sa od¢itaju z kalibracnej krivky.

3. DODAVANY MATERIAL A SKLADOVANIE:

Pri skladovani pri teplote 2 — 8 °C sa material méze pouzit' az do uplynutia

datumu exspiracie vytlaéeného na kazdom stitku.

3,1 U 2 x 48 Polystyrénové skimavky (12 x 75 mm) znacené anti
testosterénovymi polyklonalnymi protilatkami.
Pred pouzitim nechajte skimavky postupne zahriat na
izbovu teplotu (18 — 25 °C).

Zlta, 42 ml

1 fladticka analédgu VOLNEHO TESTOSTERONU
s oznacenim 125l in v pufri na baze proteinu s < 0,1 %
NaN3 ako konzerva¢nou latkou.

Kazda flasticka obsahuje menej ako 185 Kbq (5 uCi)

33. | caL “ 0,5 ml v kazdej ampulke - N=0 az 6
7 ampuliek VOLUNEHO TESTOSTERONU v humannom
sére s konzervagnou latkou (NaN3< 0,1 %).
Koncentracie sa uvadzaju na Stitkoch.
(Pozri presné hodnoty na stitkoch ampuliek)

3,4 2 ampulky, Iyofiljzovgné - N=1 alebo 2 )
2 ampulky humannej plazmy s konzervacénou latkou (tymol).

Rozbor kontrolnych vzoriek sa musi vykonat spolu so
vzorkami pacienta. Rozsahy pre kontrolné vzorky sa
uvadzaju na Stitkoch ampuliek.

Pred pouzitim obnovte obsah kontrolnych vzoriek s 0,5 ml
destilovanej vody. Po obnoveni sa kontrolné vzorky musia
rozdelit na alikvotné podiely a mézu uskladnit' pri teplote —
20 °C najviac na 3 mesiace.

(Pozri presné hodnoty na stitkoch ampuliek)

3,5. | WASH | SOLN | conNc | 70 x koncentrovany, 10 ml

1 flasticka koncentrovaného puferu s obsahom azidu
sodného (NaNs < 0,1 %). Nalejte roztok do 700 ml
destilovanej vody.

Rekonstituovany premyvaci roztok je stabilny pocas
2 tyzdriov pri teplote 2—-8 °C, ak sa prekryje adhezivnou
féliou pre zabréanenie kontaminacii.

4. POZADOVANY MATERIAL, KTORY NIE JE DODAVANY:

- pracovné povrchy chranené savym papierom s cielom znizit ucinky radioaktivneho
Uniku;

- spravne oznaéené nadoby na zne$kodrovanie odpadu a vhodné na tuhé alebo
kvapalné radioaktivne materialy;

- manuélne alebo automatizované presné mikropipety na davkovanie vzoriek alebo
¢inidiel bez krizovej kontaminacie;

- savy papier;

- vakuové Cerpadlo pripojené cez aspiracny lapac;

- vodny kupel;

- scintilaény spektrometer Ziarenia gama;

- vhodny graficky papier na zapracovanie vysledkov.

5. METODIKA
5.1. Zber a spracovanie krvnych vzoriek:

Krvna vzorka sa méze odobrat do suchej skiimavky.

Po oddeleni od ¢ervenych krviniek sa rozbor vzoriek séra méze vykonat ihned, do
24 hodin v pripade uskladnenia pri teplote 2 — 8 °C alebo neskor, aj po niekolkych
mesiacoch, v pripade uskladnenia pri teplote -20°C. Nesmie dochadzat
k opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu.

5.2. Postup rozboru:

Cinidla skladované pri teplote 2°— 8 °C sa musia pred pouzitim zahriat na izbov(
teplotu (18 — 25 °C). NemieSajte c¢inidla réznych Sarzi. Oznacte Stitkami skimavky
pre kalibratory T (,celkové pocty“, nepouzivajte potreté skimavky), vzorky
a kontrolné vzorky. Kalibratory a kontrolné vzorky sa pred pouzitim musia
premiesat obratenim alebo krizenim namiesto odstredovania.

Rozbor vykonajte duplicitne. Rozbor kalibratorov, kontrolnych sér a vzoriek sa musi
vykonat naraz.

Kazda skumavka sa méze pouzit len raz.
1. Kalibraéna krivka:

Pridajte pipetou 50 pl kazdého kalibratora do prislusnych skumaviek.

N

Vzorky a kontrolné vzorky:

Pridajte pipetou 50 pl kazdej vzorky alebo kontrolnej vzorky do prislusnych
skimaviek.

3. Do kazdej skumavky pridajte 400 pl analogickej stopovacej latky
TESTOSTERON *#|. Odstredte a zakryte.

»

Inkubuijte po¢as 2 hodin pri teplote 37 + 2 °C.

o

Opatrne odsajte roztok zo vSetkych skimaviek. (Okrem skimaviek celkového
mnozstva).

o

Do kazdej skumavky pridajte 2 ml premyvacieho roztoku. Opatrne odsajte.
(Okrem skumaviek celkového mnozstva).

~

Do kazdej skimavky pridajte 2 ml premyvacieho roztoku. Opatrne odsajte.
(Okrem skimaviek celkového mnozZstva).

8. Pocitajte radioaktivitu ustalenu v kazdej skimavke aspofi poc¢as 60 sekdnd.

5.3. Spracovanie Udajov:

Stanovte priemer pocitania pre kazdy subor duplicitnych skiumaviek.
Vypocitajte pomer B/B0O nasledovne:
B/B0 % = [Cal alebo Smp cpm/BO0 (Cal 0) cpm] x 100

Nakreslite kalibraént krivku nanesenim pomeru B/B0 % (linerana stupnica)
ziskaného pre kazdy kalibrator oproti jeho prislunej koncentracii vyjadrenej v pg/ml
(logaritmick& stupnica). Koncentracie volného testosterénu vo vzorkach sa mézu
odcitat’ priamo z kalibraénej krivky.

Ak sa na vypocitanie vysledkov pouziva pocita¢, udaje sa mdézu vlozit do vhodnej
rovnice: hladky splajn.



5.4. Priklad typického rozboru: 9. UPOZORNENIA A PREVENTIVNE OPATRENIA
Obsah cpm 1. cpm 2. Priemer B/Bo Volny ;o
(pg/ml) duplikat duplikat poditania (%) testosterd Len na DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO
(ogim) UPOZORNENIE: Radioaktivny material
Tato sada obsahuje '*| (pol¢as: 60 dni), emitujlci ionizujice X (28 keV) ay
. (35,5 keV) ziarenia.
ﬁi'c'fg;’fm ) 52039 Sle47 51843 ) ) Tento radioaktivny produkt sa méze odovzdat len opravnenym osobam, ktoré ho
mozu pouzivat; nakup, skladovanie, pouzivanie a vymenu rédioaktivnych produktov
calo 0 25839 25061 25900 100 . upravuju pravne predpisy krajiny koncového pouZzivatela. Produkt sa v Ziadnom
pripade nesmie podavat fudom ani zvieratam.
Call 03 21086 21170 21128 81,6 - Akékolvek manipuldcia s radioaktivnymi latkami sa musi vykonavat v uréenych
Cal2 1 16509 16203 16356 63,2 - priestoroch, mimo bezne vykonavanej prace. V laboratériu musi byt kniha zaznamov
cal3 3 12437 12428 12433 48 R o prijati a skladovani radioaktivnych materidlov. Laboratérne vybavenie a sklo, ktoré
cal4 10 8317 7916 8117 313 R bybsa Imohli kontaminovat radioaktivnymi latkami, musia byt oddelené, aby sa
zabranilo krizovej kontaminacii réznymi radioizotopmi.
cals 30 5017 471l 4864 188 ) Pripadné radioaktivne uniky sa musia ihned odstranit v sulade s postupmi pre
Calé 90 2611 2528 2570 9.9 radiaénii bezpeénost. Radioaktivny odpad sa musi zlikvidovat v stlade s miestnymi
predpismi organov prislusnych pre dané laboratérium. Dodrziavanie zakladnych
C 1 nizky 1,5-2,9 13461 13557 13508 52,2 2,3 pravidiel pre radiaént bezpeénost poskytuje primerant ochranu.
C 2 vysoky 15-29 5736 5002 5369 20,8 21 V pracovnych priestoroch nefajcte, nepite, nejedzte a nepouZivajte kozmetiku.
Nepipetujte Ustami. Pouzivajte ochranné odevy a jednorazové rukavice.
Viac informéacii najdete v karte bezpe¢nostnych Gdajov o materiali (MSDS).
Vzorka 1 17478 16742 16975 65,5 0,86 o .
Vzorka 2 7538 7423 7481 28.9 115 UPOZORNENIE: Azid sodny
Vzorka 3 4681 4645 4663 243 33 Niektoré zlozky obsahuju azid sodny ako konzervagnu latku (NaNs < 0,1 %). Cinidla
zlikvidujte splachnutim velkym mnoZstvom vody do vodovodného odtoku.
Priklad typického rozboru, nepouzivajte pre vypoéty UPOZORNENIE: Potencialne infek&ny material
So vSetkymi zlozkami (a vSetkymi vzorkami pacientov) manipulujte tak, ako by boli
6. CHARAKTERISTIKY SPOLAHLIVOSTI: schopné prenasat virusové ochorenia, ako napriklad hepatitida B a C a ziskany
6.1. Specifickost syndrom imunitnej nedostato¢nosti (AIDS).
Steroid % krizovej reaktivity Zdrojgvy mater_iél ziskany z huménnygh telesny‘ch tekut!’n alebo organov pouzivan_y
na pripravu tejto sady bol otestovany s negativnym vysledkom na HBsAg a anti-
Testosteron 100 HCV imunologickym testovanim. Ziadny znamy test v8ak nedokaze zarudit, Ze
5¢ DHT 0,006 takyto material neobsahuje zdroj virusovej hepatitidy.
andostendién 0,02 Podobne boli vSetky humanne materialy pouzité na pripravu tejto sady skrinované
B estradiol 0,0003 na pritomnost protilatok proti HIV-1 a -2 imunoenzymatickou reakciou s negativnym
DHEA-S 0.000001 v;’fsledkom. Absencig tychto protilatok vS8ak nedokaze zarucit absen(_:iu virusového
! pbévodcu zodpovedného za ziskany syndrom imunitnej nedostato¢nosti.
Androsteroén, Kortikosterén, 11 DOC, N.D.
estriol, estrén, progesterén, DHEA
6.2. Detekény limit 10. LITERATURA
LOB (limit slepych vzoriek — ,Limit of Blank*) sa vypocital na zaklade -

viacndsobného merania slepych vzoriek avypocital sa ako priemer - 1,65
Standardnej odchylky distribucie tychto hodnét. LOB sa vypogital na 0,08 pg/ml.

LOD (limit detekcie) sa vypodital ako LOB — 1,65 Standardnej odchylky vzorky
s nizkou koncentraciou testovanou v 10 réznych pokusoch. LOD sa vypogital na

0,40 pg/ml.
6.3. Reprodukovatelnost:
V ramci variability rozboru Medzi variabilitou rozboru
7 samostatnych
Priemerna 10 replikatov Priemerna hodnota duplicitnych rozborov
hodnota (pg/ml) (% CV) (pg/ml) (% CV)
Rozsah 20,86 93 0.73 195
Rozsah 8,17 57 10,89 73
Rozsah 0,63 115 33,04 9.1

7. OBMEDZENIE POSTUPU

7.1. Vysledky ziskané z tejto alebo akejkolvek inej diagnostickej stipravy by sa mali
pouzit a vykladat iba v kontexte celkového klinického obrazu.

7.2. Nepouzivajte lipemické, hemolyzované, ikterické ani kalné vzorky.

7.3. Nepouzivajte vzorky plazmy

8. OCAKAVANE HODNOTY

Odporu¢ame, aby kazdé laboratérium stanovilo svoje vlastné referenéné hodnoty.

Muzi Zeny
Vekova Absolttny Absolttny
skupina Pocet Median rozsah Pocet Median rozsah
subjektov pg/ml pg/ml subjektov pg/ml pg/mi
<15 49 03 ND-1,8 45 03 ND -2,7
rokov
1539
s 154 133 | 54-400 145 2,3 ND- 4,6
40-59 97 11,8 | 36-257 77 15 ND- 4,0
rokov
> 60 87 9,7 1,5-288 9 1,4 ND -5,0
rokov
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Dalsie preklady tohto navodu na pouzitie su k dispozicii na
stiahnutie na nasej webovej stranke: https://www.diasource-
diagnostics.com/
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