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ACTIVE® Free Testosterone RIA
DSL4900

RADIOIMMUNOASSAY FOR THE QUANTITATIVE
MEASUREMENT OF FREE TESTOSTERONE IN HUMAN
SERUM

THIS ASSAY IS INTENDED FOR IN VITRO DIAGNOSTIC
USE

PRINCIPLE

The radioimmunoassay of free testosterone is a competitive assay. The
procedure follows the basic principle of radioimmunoassay where there
is competition between a radioactive and a non-radioactive antigen for a
fixed number of antibody binding sites [1]. The amount of ['®I]-labeled
testosterone analog bound to the antibody is inversely proportional to the
concentration of unlabeled free testosterone present. The separation of
the free and bound antigen is achieved by decanting or aspirating the
antibody-coated tubes. A standard curve is constructed and unknown free
testosterone values are obtained from the curve by interpolation.

For Summary and Explanation of the Test see APPENDIX.
WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

. For in vitro diagnostic use.

«  The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid excessive evaporation.

* Do not mix the reagents from kits of different lots.

* Do not use any component beyond the expiration date shown on its
label.

* A standard curve must be established with each assay.
. It is recommended to perform the assay in duplicate.

*  Calibrators and controls should be mixed before use by inverting or
swirling gently rather than vortexing.

Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material are
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection:

*  No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should take
place in the presence of radioactive materials.

*  No pipeting by mouth.
» Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and lab
coat.

* All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate location, away from corridors and other busy areas.

* Radioactive materials should be stored in the container provided and
in a designated area.

* Arecord of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

. Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

* Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as preservative. Sodium azide may
react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
On disposal of liquids, flush with a large volume of water to prevent azide
build-up [2].

Materials of human origin

Patient samples and blood-derived products may be routinely processed
with minimum risk using the procedure described. However, handle these
products as potentially infectious according to universal precautions and
good clinical laboratory practices, regardless of their origin, treatment, or
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prior certification. Use an appropriate disinfectant for decontamination.
Store and dispose of these materials and their containers in accordance with
local regulations and guidelines.

GHS HAZARD CLASSIFICATION

Not classified as hazardous

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com
SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Serum is the recommended sample type.
*  Allow serum samples to clot completely before centrifugation.

»  Serum samples may be stored at 2-8°C, if the assay is to be performed
within 24 hours. For longer storage keep frozen at < -20°C up to 2
months [3]. It is recommended to prepare aliquots to avoid repeated
freezing and thawing. Thawing of sample should be performed at room
temperature.

. Frozen samples should be thawed and mixed thoroughly by gentle
swirling or inversion prior to use.

*  Any sample reading above the concentration of the highest calibrator
should not be diluted. Dilution will change the proportion of free to
bound testosterone.

MATERIALS PROVIDED

All unopened reagents in the kit are stable until the expiration date indicated
on the kit label, when stored at 2-8°C. Expiry dates printed on vial labels
apply to the long-term storage of components by the manufacturer only, prior
to assembly of the kit. Do not take into account.

Storage conditions for opened reagents are indicated in appropriate
paragraphs.

Free Testosterone Antibody-Coated Tubes: 2 x 50 tubes (ready-to-use)

Plastic tubes with rabbit anti-testosterone immunoglobulin immobilized to the
inside wall of each tube.

2%|.]abeled Testosterone Analog Tracer (YELLOW): one 22 mL vial
(ready-to-use)

At the time of manufacture, the vial contains 185 kBq, (<5 uCi), of '®I-labeled
testosterone analog in buffer with proteins (BSA), sodium azide (<0.1%) and
a dye.

Calibrators: one 1.0 mL vial labeled 0, and seven 0.5 mL vials labeled
1-7 (ready-to-use)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 100 pg/mL (0 to
approximately 346.7 pmol/L) of free testosterone in human serum with
sodium azide (< 0.1%). The exact concentration is indicated on each vial
label. Once opened, store at 2-8°C for up to 3 weeks, or at < -20°C until
expiration date of kit. The calibrator values were established using an
internal standard.

Controls: two 0.5 mL vials labeled 1, 2 (ready-to-use)

The vials contain free testosterone in human serum with sodium azide
(<0.1%). The expected values are in the concentration range indicated in a
supplement found in the kit. Once opened, store at 2-8°C for up to 3 weeks,
or at < -20°C until expiration date of kit.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:

* 12 x 75 mm plastic or glass test tubes for total counts.

»  Test tube rack for 12 x 75 mm tubes.

*  Precision micropipet (50 pL).

+  Semi-automatic pipet (200 pL, 3.0 mL).

*  Deionized water.

*  Vortex mixer.

»  Temperature-controlled water bath, 37°C £ 2°C.

* A sponge rack or similar device for decantation.

*  Absorbent material for blotting tubes.

*  Gamma counter set for 125 iodine.
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PROCEDURE Men (Age in n [ Median | Min Max 25" [ o75" |
Preparation of reagents years) (pg/mL) | (pg/mL) [ (pg/mL) | Percentile | Percentile
) (pg/mL) | (pg/mL)
Let all the reagents come to room temperature and mix them thoroughly by 20 - 29 30 | 15.40 7.54 27.79 8.68 2509
gentle inversion before use. 30 - 39 30| 1494 | 677 | 2236 | 885 | 21.40
Assay procedure 40 - 49 30| 11.48 7.37 20.47 7.56 18.64
Run calibrators, controls and patient samples in duplicate. 50 and above 30 | 9.05 4.52 15.05 5.72 14.21
All 120 12.35 4.52 27.79 6.76 22.76
Step 1 Step 2 Step 3 _ _ - —
Additions Incubation & Washing| Washing & Counting | Women N | Median | Min Max 257 [ 9757
To the bottom of Cover and incubate Decant all tubes, (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) P:;;Ien'_"tl_')'e P(e':;fn'_:tl_')'e
antibody coated tubes | 60 min in a water bath except «total cpm» -
succeyssively add: at 37 £ 2°C. tuées), by simultaneous Follicular Phase | 32 | 1.48 0.59 4.28 0.64 3.41
inversion with a sponge Luteal Phase 32 1.44 0.59 3.31 0.60 2.95
rack into a radioactive Preovulatory 21 1.51 0.81 3.79 0.90 3.79
waste receptacle. Peak
50 L of calibrator, Decant all tubes, |Strike the tubes sharply Postmenopausal | 13 [ 1.17 0.33 1.97 0.36 1.85
control or sample, (except «total cpm» on absorbent material Contraceptives 19 1.45 0.49 2.81 0.57 2.70
immediately add 200 [tubes), by simultaneous| to facilitate complete
L of tracer.” inversion with a sponge drainage. Random n | Median Min Max 2,57 97.5" |
rack into a radioactive women (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | Percentile | Percentile
waste receptacle. (pg/mL) | (pg/mL)
Mix by vortex. Strike the tubes sharply| Drain on absorbent All 120 1.29 0.33 4.28 0.49 2.87
on absorbent material | material for a minimum
to facilitate complete of 2 minutes. Blot Detail information about expected values for children (sorted according
drainage. droplets from the rims to age and sex) can be found in the data sheet "APPENDIX".
of tubes.
Add 3.0 mL of deionized| Count bound cpm 8) | QUALITY CONTROL
water to all tubes, and total cpm (T) for Good laboratory practices require that control samples be used regularly to
except «total cpm» 1 minute. ensure the quality of the results obtained. These controls must be processed
tubes. in exactly the same way as the patient samples, and it is recommended that
*Add 200 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain «total cpm». their results be analyzed using appropriate statistical methods.
Failure to obtain the appropriate values for controls may indicate
RESULTS imprecise manipulations, improper sample handling or deterioration of

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
is used for the determination of free testosterone concentrations in samples
measured at the same time as the calibrators.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with B/T or B/B, on the lin vertical axis and analyte concentration of
the calibrators on the log horizontal axis (pg/mL).

Other data reduction methods may give slightly different results.
EDsp = 3.710 pg/mL

Total activity: 62,502 cpm
Calibrators Free cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
testosterone
(pg/mL)
0 0 28,056 44.89 100.0
1 0.23 23,889 38.22 85.15
2 0.90 18,675 29.88 66.56
3 2.80 15,016 24.03 53.52
4 9.50 10,466 16.75 37.30
5 26.00 6,682 10.69 23.82
6 50.00 4,466 7.15 15.92
7 100.0 2,989 4.78 10.66

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For each sample locate the ratio B/T or B/By on the vertical axis of
the standard curve and read off the corresponding free testosterone
concentration of the sample on the horizontal axis in pg/mL.

To convert concentrations from pg/mL to pmol/L, multiply results by 3.47.

EXPECTED VALUES

Each laboratory should establish its own reference ranges. The following
values were obtained using serum samples from apparently normal healthy
adults.
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reagents.
some performance alteration,
imunochem@beckman.com.

In the US, contact the Beckman Coulter technical support at 1-800-854-3633;
or by email at: immunoassay@beckman.com

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

(For more details, see APPENDIX)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

In case of packaging deterioration or if data obtained show
please contact your local distributor or

Sensitivity
Limit of detection (LoD): 0.13 pg/mL

The LoD for free testosterone is 0.13 pg/mL, determined consistent with
guidelines in CLSI document EP17-A2 [4] based on the proportions of false
positives (a) less than 5% and false negatives (B) less than 5%; using
determinations, with 120 blank and 120 low level samples; and Limit of Blank
(LoB) of 0.05 pg/mL.

Limit of quantitation (LoQ): 0.37 pg/mL

The LoQ for Free Testosterone is 0.37 pg/mL, determined consistent with
guidelines in CLSI document EP17-A2 [4] as the lowest concentration where
criterion for maximum total error was achieved.

Specificity

The antibody used in the immunoassay is highly specific for free testosterone.
Low cross reactivities were obtained against several related molecules.

Precision
Repeatability and within-laboratory precision

The precision of the assay was determined consistent with guidelines in CLSI
document EP05-A3 [5]. For repeatability the coefficients of variation were
found below or equal to 13.2% for serum samples. For within laboratory
precision the coefficients of variation were found below or equal to 19.3%
for serum samples.

Accuracy
Linearity

The assay demonstrated to be linear from 0.30 to 114.11 pg/mL using serum
samples (determined consistent with guidelines in CLSI document EP6-A [6]).

Measurement range (from LoQ to the highest calibrator):
0.37 pg/mL to approximately 100 pg/mL
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LIMI
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TATIONS

Failure to follow these instructions for use (IFU) may significantly affect
results.

Failure to blot tubes adequately following decantation may result in
poor replication and spurious results.

Results should be interpreted in the light of the total clinical
presentation of the patient, including clinical history, data from
additional tests and other appropriate information.

Avoid repeated freezing and thawing of reagents or specimens.
For more details, see the data sheet "APPENDIX".
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The possibility exists for interference by heterophile antibodies in
the patient sample. Patients who have been regularly exposed to
animals or have received immunotherapy or diagnostic procedures
utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may produce
antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays. Such
interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate
the results of patients suspected of having these antibodies.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
DSL4900

TROUSSE RADIOIMMUNOLOGIQUE POUR LE DOSAGE
QUANTITATIF DE LA TESTOSTERONE LIBRE DANS LE
SERUM HUMAIN

CE DOSAGE A ETE CONCU POUR USAGE
DIAGNOSTIQUE IN VITRO

PRINCIPE

Le dosage radio immunologique de la testostérone libre est un dosage par
compétition. La procédure suit le principe de base de 'immunodosage selon
lequel des antigenes radioactifs et non radioactifs entrent en compétition pour
un nombre fixe de sites de liaison d'anticorps [1]. La quantité d"analogue de
testostérone marquée a [1'?] liée a 'anticorps est inversement proportionnelle
a la concentration en testostérone libre non marquée présente. La séparation
des antigénes libres et des antigénes liés se fait par décantation ou aspiration
des tubes revétus d’anticorps. Une courbe d'étalonnage est établie. Les
valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a I'aide de cette courbe.

Pour Résumé et explication du test voir APPENDIX.
AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

. Pour un usage diagnostique in vitro.

. Les flacons de calibrateurs et de contrdles doivent étre ouverts des
temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop
importante.

* Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

* N'utilisez aucun des composants au-dela de la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

«  Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

* |l estrecommandé de réaliser les dosages en double.

*  Avant leur emploi, standards et contréles doivent étre mélangés par
inversion ou en les faisant tourbillonner doucement plutét que par
vortex.

Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, I'utilisation et I'échange de matiéres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de ['utilisateur.
L'application des régles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate.

* Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

*  Pipetage a la bouche interdit.

. Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

*  Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

* Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement
d’origine et dans un local approprié.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.

. Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent
étre éliminés au fur et a mesure afin d'éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.

*  Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

. Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec
les reglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre et
le laiton, et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d’eau dans les
canalisations [2].
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Les produits d’origine humaine

Les échantillons de patients et les produits dérivés du sang peuvent
étre traités en routine avec un risque minimum si la procédure décrite
est respectée. Cependant, manipuler ces produits comme s'ils étaient
potentiellement infectieux en suivant les précautions universelles et les
bonnes pratiques de laboratoire, quels que soient leur origine, leur traitement
ou leur certification antérieure. Utiliser un désinfectant approprié pour la
décontamination. Conserver et éliminer ces produits et leurs récipients en
suivant les réglements et les procédures locales.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Non classifié comme dangereux

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif.

*  Pourles sérums, laisser les échantillons coaguler complétement avant
la centrifugation.

. Les échantillons sériques peuvent étre conservés a 2-8 °C si le dosage
estréalisé dans les 24 heures. Sinon, il est préférable de les conserver
congelés (< -20 °C) jusqu’a 2 mois [3] et de préférence aliquotés, afin
d’éviter les congélations et décongélations successives.

* Les spécimens congelés doivent étre décongelés et bien mélangés
par tourbillon ou inversion douce avant leur emploi.

+  Tout résultat d’échantillon supérieur au calibrateur le plus élevé
ne devra pas étre dilué. La dilution modifierait la proportion entre
testostérone libre et liée.

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés a 2-8 °C sont stables, jusqu’a la date
de péremption mentionnée sur la trousse. Les dates d'expiration imprimées
sur les étiquettes des flacons concernent uniquement le stockage a long
terme des réactifs par le fabricant, avant 'assemblage de la trousse. Ne
pas en tenir compte.

Les conditions de conservation des réactifs ouverts sont indiquées dans les
paragraphes appropriés.

Tubes revétus d’anticorps anti testostérone :
I'emploi)

2 x 50 tubes (préts a

Les tubes en polystyrene contenant de limmunoglobuline de lapin
anti-testostérone immobilisée sur la paroi interne de chaque tube.

Traceur testosterone analogue marqué a I'iode '?° (JAUNE) : 1 flacon de
22 mL (prét a I'emploi)

Le flacon contient 185 kBq (<5 uCi), en début de lot, de analogue de
testostérone marqué a l'iode '* dans un tampon protéique (BSA), de I'azide
de sodium (<0,1 %) et un colorant.

Calibrateurs : 1 flacon de 1,0 mL marqué 0 + 7 flacons de 0,5 mL
marqués 1-7, (préts a I'emploi)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ 100 pg/mL (0 a
environ 346,7 pmol/L) de la testosterone libre dans du sérum humain avec de
I'azide de sodium (< 0,1 %). La concentration exacte est indiquée sur chaque
flacon. Entreposer les flacons ouverts entre 2-8 °C jusqu'a trois semaines.
Pour des périodes plus longues, congeler a —20 °C ou plus bas jusqu’a la
date d’expiration da la trousse. Les calibrateurs sont validés sur un standard
interne de référence.

Controles : 2 flacons de 0,5 mL, marqués 1,2 (préts a 'emploi)

Les flacons contiennent de la testosterone libre, dans du sérum humain en
présence d’azide de sodium (<0,1 %). Les valeurs attendues sont comprises
dans la fourchette de concentrations indiquée sur le supplément. Entreposer
les flacons ouverts entre 2-8 °C jusqu'a trois semaines. Pour des périodes
plus longues, congeler a —20 °C ou plus bas jusqu’a la date d’expiration da
la trousse.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

* tubes a essai en plastique ou en verre de 12 x 75 mm, pour l'activité
totale,
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*  Support pour tubes a essai de 12 x 75 mm
*  Micropipette de précision (50 pL).
*  pipette semi-automatique (200 pL, 3,0 mL),
»  Eau déionisée.
*  Agitateur vortex.
. bain-marie a 37 + 2 °C,
*  Support en éponge ou appareil semblable pour décantation
*  Matériel absorbant pour éponger les tubes
*  Compteur gamma calibré pour l'iode 125.
PROCEDURE
Préparation des réactifs

Equilibrer les réactifs a température ambiante et mélanger avant usage en
les inversant ou en les faisant tourbillonner doucement.

Mode opératoire

Les calibrateurs, contréles et échantillons inconnus devront étre dosés en
deux exemplaires.

Etape 1
Répartition
Au fond des tubes
revétus, distribuer
successivement :

Etape 2
Incubation & Lavage

Couvrir et incuber 60
minutes au bain-marie
a 37t 2 °C.

Etape 3
Lavage & Comptage |
Décanter tous les
tubes, par inversion
simultanée avec une
claie en éponge dans
un récipient a déchets
radioactifs. (sauf les 2
tubes «cpm totaux»).
Frapper
vigoureusement les
tubes sur un buvard
pour faciliter I'égouttage
complet.

Décanter tous les
tubes, par inversion
simultanée avec une
claie en éponge dans
un récipient a déchets

radioactifs. (sauf les 2
tubes «cpm totaux»).
Frapper
vigoureusement les
tubes sur un buvard
pour faciliter 'égouttage
complet.

50 uL de calibrateur,
de contréle ou
d’échantillon,
immédiatement 200
uL de traceur.”

Agiter au Vortex. Laisser égoutter sur
du matériel absorbant
pendant 2 minutes et

éponger doucement les
tubes. Frotter rebord

des tubes.
Compter les cpm liés
(B) et les cpm totaux
(T) pendant 1 min.

Ajouter 3,0 mL d’eau
désionisée a chaque
tube, excepté les tubes
d’activité totale.

*Ajouter 200 uL de tracer dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les
«cpm totaux».

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux de la testostérone libre de tous les échantillons
mesurés en méme temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats obtenus par le service chargé du contréle de qualité ont été
calculés en utilisant un ajustement de courbe spline avec B/T ou B/B, sur 'axe
vertical lin et la concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe horizontal

log (pg/mL).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats
légerement différents.

EDso = 3,710 pg/mL
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Activité totale : 62 502 cpm
Calibrateurs | Testostérone | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
libre (pg/mL)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6 682 10,69 23,82
6 50,00 4 466 7,15 15,92
7 100,0 2 989 4,78 10,66

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

Echantillons

Pour chaque échantillon, repérer le rapport B/T ou B/B, sur I'axe vertical,
puis le point correspondant de la courbe standard et en déduire par lecture
sur I'axe horizontal la concentration de la testostérone libre d’échantillon en
pg/mL.

Pour convertir des concentrations de pg/mL en pmol/L, multipliez les résultats
par 3,47.

VALEURS ATTENDUES

Chaque laboratoire devra établir ses propres valeurs attendues en fonction
de la population clinique a qui elles sont destinées. Les valeurs qui suivent
ont été obtenues a partir d’échantillons de sérum prélevés sur des adultes
apparemment sains.

Hommes (age n | Médian | Min. Max. 2,5° 97,5°
en années) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile| percentile
(pg/mL) | (pg/mL)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 et plus 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Tous 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Femmes n | Médian | Min. Max. 2,5° 97,5°
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile|percentile
(pg/mL) | (pg/mL)
Phase folliculaire| 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Phase lutéale 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Phase 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
périovulatoire
Ménopause 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Contraceptifs 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Echantillon n | Médian Min. Max. 2,5° 97,5°
aléatoire de (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile| percentile
femmes (pg/mL) | (pg/mL)
Tous 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Les renseignement détail de value attendue pour les enfants (diviser
par I'age et I'sexe) est dans la feuille « APPENDIX».

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
controle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

Si des valeurs appropriées ne sont pas obtenues pour les contrbles, cela
indique peut-étre qu’il y a eu des maniements imprécis, une mauvaise
manipulation des échantillons ou une altération des réactifs. En cas de
détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent une perte de
performance du produit, veuillez contacter notre service Support Technique
E-mail : imunochem@beckman.com

PERFORMANCES DU DOSAGE
(voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité
Limite de détection: 0,13 pg/mL

La LoD pour la testostérone libre est de 0,13 pg/mL, ce qui a été déterminé
conforme aux consignes du document du CLSI EP17-A2 [4] sur la base
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de proportions de faux positifs (a) inférieures a 5 % et de faux négatifs ()
inférieures a 5 % ; en utilisant les déterminations de 120 échantillons a blanc
et de 120 échantillons de faible concentration ; et une limite du blanc (LoB)
de 0,05 pg/mL.

Limite de quantification (LoQ) : 0,37 pg/mL

La LoQ de la testostérone libre est de 0,37 pg/mL, ce qui a été jugé
conforme aux consignes du document du CLSI EP17-A2 [4] comme étant la
concentration la plus faible a laquelle a été atteint le critére de I'erreur totale
maximale.

Spécificité
L'anticorps utilisé dans I'immunodosage est hautement spécifique a la

testostérone libre. De faibles transréactivités ont été obtenues par rapport a
plusieurs autres molécules apparentées.

Précision
Répétabilité et précision intra-laboratoire

La précision du dosage a été déterminée conformément aux lignes directrices
du document du CLSI EP05-A3 [5]. Pour ce qui est de la répétabilité, les
coefficients de variation déterminés se sont avérés inférieurs ou égaux a
13,2 % pour les échantillons de sérum. Pour ce qui est de la précision
intra-laboratoire, les coefficients de variation déterminés se sont avérés
inférieurs ou égaux a 19,3 % pour les échantillons de sérum.

Exactitude
Linéarité
Le dosage s’est montré linéaire de 0,30 a 114,11 pg/mL a I'aide d’échantillons

de sérum (ce qui a été jugé conforme aux consignes du document du CLSI
EP6-A [6]).

PI-DSL4900-11

Plage

de mesure (de la LoQ au calibrateur le plus élevé) :

0,37 pg/mL a environ 100 pg/mL

LIMI
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Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice
peut avoir un impact significatif sur les résultats.

Si les tubes ne sont pas épongés correctement apres la décantation,
cela peut entrainer des valeurs fausses et des répétitions médiocres.

Les résultats doivent étre interprétés a la lumiére du dossier clinique
complet du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests
additionnels et toute autre information appropriée.

Evitez la congélation et la décongélation répétées des réactifs ou des
échantillons.

Voir la feuille "APPENDIX" pour plus de détails.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilité d’'une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'échantillon
du patient. Les patients qui ont été régulierement exposés a des
animaux ou qui ont regu une immunothérapie ou qui ont subi des
procédures diagnostiques utilisant des immunoglobulines ou des
fragments d’immunoglobulines peuvent produire des anticorps,
par exemple des anticorps HAMA (anticorps humains anti-souris),
qui interférent avec les tests immunologiques. Ces anticorps qui
interférent peuvent étre la cause de résultats erronés. Evaluer avec
précaution les résultats de patients suspectés de posséder ces
anticorps.
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RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE QUANTITATIVE

BESTIMMUNG VON FREIEM TESTOSTERON IN

HUMANEM SERUM

DIESER ASSAY IST ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
BESTIMMT

PRINZIP

Der Assay fir die Bestimmung von freiem Testosteron ist ein
radioimmunologischer, kompetitiver Assay. = Dem Verfahren liegt das
Grundprinzip eines Radioimmunoassays zugrunde, wobei radioaktive
und nicht radioaktive Antigene um eine konstante Anzahl von
Antikoérper-Bindungsstellen konkurrieren [1]. Die an den Antikorper
gebundene Menge des mit ['®I] markierten Testosteron-Analogs ist
umgekehrt proportional zur Konzentration des vorhandenen unmarkierten
freien Testosterons. Die Trennung des freien und gebundenen Antigens
wird durch Dekantieren oder Absaugen der mit Antikérpern beschichteten
Rohrchen erreicht. Unbekannte Probenwerte werden durch Interpolation
aus der Standardkurve bestimmt.

Zusammenfassung und Erlduterung des Tests siehe “APPENDIX”
WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

. In-vitro-Diagnostikum.

» Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich
gedffnet werden, um eine ibermafige Verdunstung zu vernmeiden.

. Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

+ Keine Komponenten nach dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

»  Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.
*  Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

«  Kalibrator- und Kontrollldsungen sollten vor der Verwendung durch
vorsichtiges Umdrehen oder Schwenken und nicht mit Hilfe eines
Vortex-Mixers gemischt werden.

Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitat

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behorde. Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit
Radioaktivitat sollte eine ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

* In Raumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

*  Kein Pipettieren im Mund.

*  Jeglicher Kontakt mit radioaktiven Materialien muss durch Tragen von
Handschuhen und Laborkittel vermieden werden.

+ Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muss in dafiir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb und
von anderen beschéftigten Bereichen abgetrennt sind, erfolgen.

* Radioaktive Materialien mussen in einem speziell gekennzeichneten
Bereich im bereitgestellten Behalter gelagert werden.

»  Ein Register der Eingange und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

*  Kontaminierte Labor- und Glasgerate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

*  Kontaminationen des Arbeitsplatzes mussen unverziglich sorgfaltig
nach den Ublichen Verfahren entfernt werden.

* Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metall-aziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespult werden [2].
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Bestandteile menschlichen Ursprungs

Patientenproben und aus Blut hergestellte Produkte kénnen, wie in dieser
Anleitung beschrieben, mit minimalem Risiko routinemaRig getestet
werden. Diese Produkte sollten jedoch, ungeachtet ihrer Herkunft,
Aufbereitung oder vorherigen Bescheinigung, wie potenziell infektidses
Material unter Beachtung allgemein anerkannter Vorsichtsmafnahmen
und der GLP-Richtlinien gehandhabt werden. Zur Dekontamination ist ein
geeignetes Desinfektionsmittel zu verwenden. Diese Materialien und ihre
Behalter sind nach den 6rtlichen Vorschriften und Richtlinien zu lagern und
zu beseitigen.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Nicht als gefahrlich eingestuft

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfiigbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Sammeln Sie das Blut in R6hrchen ohne Zusatze.

»  Serumproben vor dem Zentrifugieren vollstéandig gerinnen lassen.

* Die Proben koénnen bei 2-8 °C bis zu 24 Stunden bzw. aliquotiert
und tiefgekuhlt bei < -20 °C bis zu 2 Monate [3] gelagert werden.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden.

«  Tiefgekuhlte Proben sollten vor der Verwendung aufgetaut und durch
vorsichtiges Drehen oder Umschwenken griindlich gemischt werden.

*  Alle Proben mit Werten uber dem hdchsten Standard sollten NICHT
verdunnt werden. Verdinnungen verandern das Verhaltnis von freiem
zu gebundenem Testosteron.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind verwendbar bis zum Verfallsdatum, wenn sie bei 2-8 °C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Lagerungsbedingungen fiir gedffnete Reagenzien werden in
entsprechenden Abschnitten angegeben.

den

Rohrchen mit Freien Anti-Testosteron Antikérpern beschichtet: 2 x 50
Rohrchen (gebrauchsfertig)

Kunststoffrohrchen mit Kaninchen-anti-Testosteron-Immunglobulin, das an
die Innenseite der Réhrchen gebunden ist.

25|.markierter Testosteron-Analog Tracer (GELB): eine 22 mL Flasche

(gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt 185 kBq (<5 pCi),
2|-markierten Testosteron-Analogs in Puffer mit
Natriumazid (<0,1 %) und einen Farbstoff.

(am Tag der Herstellung) des
Proteinen (BSA),

Kalibratoren: eine 1,0 mL Flasche, markiert 0, und sieben 0,5 mL
Flaschchen, markiert 1 — 7 (gebrauchsfertig)

Die Kalibratorflaschchen enthalten freiem Testosteron von O bis ungefahr
100 pg/mL (0 bis ungefahr 346,7 pmol/L) in humanem Serum mit Natriumazid
(< 0,1 %). Die genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen
angegeben. Einmal gedffnete Flaschchen bei 2-8 °C bis zu drei Wochen
oder langerfristig bei < -20 °C bis zum Verfallsdatum des Kits lagern. Die
Kalibratoren wurden gegen einen internen Standard validiert.

Kontrolle: zwei 0,5 mL Flaschchen, markiert 1, 2 (gebrauchsfertig)

Die Flaschchen enthalten freiem Testosteron in humanem Serum mit
Natriumazid (<0,1 %). Der Konzentrationsbereich ist auf einem Beipackzettel
angegeben. Einmal gedffnete Flaschchen bei 2-8 °C bis zu drei Wochen
lagern, langerfristig bei < -20 °C bis zum Verfallsdatum des Kits.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien bendétigt:

werden die folgenden

. 12 x 75 mm Kunststoff- oder Glasréhrchen fir die Totalaktivitat.
. Rohrchenstander fir 12 x 75 mm Rohrchen

*  Prazisionspipette (50 pL).

*  Halbautomatische Pipetten (200 pL und 3,0 mL).

*  Deionisiertes Wasser
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. Vortex-Ruttler

*«  Wasserbad mit 37 + 2 °C.
. Dekantierstéander oder Ahnliches

*  Saugfahiges Material zum Austropfen der R6hrchen

*  Gamma-Counter fir 1-125.

DURCHFUHRUNG

Praparation der Reagenzien

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben und vor der Verwendung
durch vorsichtiges Umdrehen gemischt werden.

Testdurchfiilhrung

Kalibratoren,
durchgefiihrt werden.

Kontrollen und Proben sollten als Doppelbestimmung

Schritt 1
Zugabe

Schritt 2
Inkubation & Waschen

Schritt 3
Messung

Zugabe zu den
beschichteten
Roéhrchen (in dieser
Reihenfolge):

50 L Kalibrator,
unverziglich 200 pL

Tracer.”

Vorsichtig vortexen.

Kontrolle oder Probe,

Im Wasserbad bei 37
2°C 60 Min. inkubieren.

Alle Roéhrchen
(auler Totalaktivitat)
durch Umdrehen in
einen Behalter fir
radioaktiven Abfall

dekantieren.

Die Réhrchen auf einer
saugféhigen Unterlage
kraftig ausklopfen,
damit diese vollig
entleert werden.

Alle Réhrchen
(auRer Totalaktivitat)
durch Umdrehen in
einen Behalter fir
radioaktiven Abfall

dekantieren.

Die Réhrchen auf einer
saugfahigen Unterlage
kraftig ausklopfen,
damit diese voéllig
entleert werden.

Die Rohrchen auf einer
saugfahigen Unterlage
kraftig ausklopfen,
damit diese véllig
entleert werden. Die

Réhrchen auf einer
saugfahigen Unterlage
mindestens 2 Minuten
austropfen lassen und
einige Male ausklopfen,

um alle am Rand

haftenden Tropfchen
zu entfernen.

Gebundene cpm (B)

und Totalaktivitat (T)

1 min zahlen.

In alle Réhrchen,
mit Ausnahme
der Réhrchen zur
Bestimmung der
Totalaktivitat, 3,0 mL
deionisiertes Wasser
geben.

*Geben Sie je 200 pL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen, um die Totalaktivitat
zu erhalten.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve durch Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann firr die Bestimmung der freien Testosteron-Konzentration in
den Proben dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen
wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitatskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit B/T oder B/B, auf der linearen vertikalen
Achse und der Analytkonzentration der Kalibratoren auf der logarithmischen
horizontalen Achse berechnet (pg/mL).

Andere Datenreduktions-Methoden kénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fiihren.
EDs, = 3,710 pg/mL
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Totalaktivitdt: 62 502 cpm
Kalibratoren | F-Testosteron | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
(pg/mL)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6 682 10,69 23,82
6 50,00 4 466 7,15 15,92
7 100,0 2 989 4,78 10,66

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)

Proben

Fur jede Probe wird der B/T oder B/B, -Wert auf der y-Achse aufgetragen
und die entsprechende Freie Testosteron-Konzentration (in pg/mL) auf der
x-Achse abgelesen.

Um die Werte von pg/mL in pmol/L umzurechnen missen sie mit 3,47
multipliziert werden.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte jedoch seinen eigenen Normalbereich festlegen. Die in
der Tabelle angegebenen Werte wurden bei gesunden Probanden ermittelt
und dienen nur als Richtlinie.

Manner (Alter n | Median Min. Max. 2,5, 97,5.
in Jahren) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) |Perzentile| Perzentile
(pg/mL) | (pg/mL)
20-29 30| 1540 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 und alter 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Alle 120| 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Frauen n | Median Min. Max. 2,5. 97,5.
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) |Perzentile| Perzentile
(pg/mL) | (pg/mL)
Follikelphase 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Lutealphase 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Praovulatorischer 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
Peak
Postmenopausal | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Kontrazeptiva 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Frauen — n | Median Min. Max. 2,5, 97,5.
zufallige (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) |Perzentile| Perzentile
Auswahl (pg/mL) | (pg/mL)
Alle 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87
Detaillierte  Information liber die erwarteten Kinderwerte

(aufgeschliisselt nach Alter und Geschlecht) sind im Datenblatt
“APPENDIX*“ aufgefiihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelméaRig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Wenn fiir die Kontrollen nicht die richtigen Werte ermittelt werden, kénnte dies
an ungenauem Arbeiten, unvorschriftsmaRigem Umgang mit den Proben
oder Verfall der Reagenzien liegen. Im Falle von Verpackungsschaden
oder einer Leistungbeeintrachtigung des Produkts, kontaktieren Sie bitte
Ilhren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie die folgende e-mail: E-mail:
imunochem@beckman.com

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE
(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX ”)

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kénnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit
Nachweisgrenze: 0,13 pg/mL

Die Nachweisgrenze fir freies Testosteron betragt 0,13 pg/mL und wurde
im Einklang mit den Richtlinien im CLSI-Dokument EP17-A2 [4] bestimmt,
basierend auf den Proportionen falsch-positiver Ergebnisse (a) kleiner
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als 5 % und falsch-negativer Ergebnisse (B) kleiner als 5 %, wobei
Bestimmungen mit 120 Leerwertproben und 120 Proben mit geringem
Volumen und ein Grenzwert fiir den Leerwert von 0,05 pg/mL verwendet
wurden.

Quantifizierungsgrenze (LoQ): 0,37 pg/mL

Die Quantifizierungsgrenze fir freies Testosteron betragt 0,37 pg/mL und
wurde im Einklang mit den Richtlinien im CLSI-Dokument EP17-A2 [4]
bestimmt als die niedrigste Konzentration, bei der Kriterien fir maximale
Gesamtfehler erreicht wurden.

Spezifitat

Der im Immunassay verwendete Antikdrper ist hochspezifisch fur freies
Testosteron. Es wurden bei mehreren verwandten Molekilen geringe
Kreuzreaktivitaten festgestellt.

Prazision
Wiederholbarkeit und Prazision innerhalb eines Labors

Die Prazision des Assays wurde im Einklang mit den Richtlinien im
CLSI-Dokument EP05-A3 [5] bestimmt. Hinsichtlich der Wiederholbarkeit
ergaben die Variationskoeffizienten einen Wert von weniger oder gleich
13,2 % der Serumproben. Hinsichtlich der Prazision innerhalb eines Labors
ergaben die Variationskoeffizienten einen Wert von weniger oder gleich
19,3 % der Serumproben.

Genauigkeit

Linearitat

Der Assay erwies sich unter Verwendung von Serumproben als linear

von 0,30-114,11 pg/mL (wurde im Einklang mit den Richtlinien im
CLSI-Dokument EP6-A [6] bestimmt).

Messbereich (von LoQ zum héchsten Kalibrator):
0,37 pg/mL bis ungeféhr 100 pg/mL
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SCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann
die Ergebnisse signifikant beeinflussen.

Wenn die Réhrchen nach dem Dekantieren nicht ausreichend von
noch vorhandener Flissigkeit befreit werden, so kann dies ungenaue
Doppelbestimmungen und falsche Messwerte zur Folge haben.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Berlicksichtigung seiner
klinischen Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse
sowie weiteren vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben oder Reagenzien
sollte vermieden werden.

Fir mehr Details vgl. den Anhang "APPENDIX".

Es besteht die Moglichkeit fir eine Stérung durch in der
Patientenprobe enthaltene heterophile Antikdrper. Patienten,
die regelmaRig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich
immuntherapeutischen oder diagnostischen Verfahren unter Einsatz
von Immunglobulinen oder Immunglobulin-Fragmenten unterzogen
haben, kénnen Antikérper bilden (z.B. HAMA), die im Immunoassay
stéren. Derartige storende Antikorper kénnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren. Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das
Vorliegen derartiger Antikérper zu vermuten ist, sind sorgfaltig zu
prifen.
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KIT RADIOIMMUNOLOGICO PER LA DETERMINAZIONE
QUANTITATIVA DEL TESTOSTERONE LIBERO IN SIERO
UMANO .

QUESTO TEST E DESTINATO ALL’USO DIAGNOSTICO
IN VITRO.

PRINCIPIO

Questo kit per il dosaggio del Testosterone libero, utilizza un metodo
radioimmunologico competitivo. La procedura segue il principio
fondamentale del dosaggio radioimmunologico, che comporta la
competizione tra un antigene radioattivo e uno non radioattivo per un numero
fisso di siti leganti I'anticorpo [1]. La quantita di analogo del testosterone
marcato con ['?°l] legato all'anticorpo & inversamente proporzionale
alla concentrazione di testosterone libero non marcato presente. La
separazione tra antigene libero e legato si ottiene usando un sistema a
provette sensibilizzate. Si traccia una curva di taratura e si calcolano per
interpolazione sulla curva le concentrazioni dei campioni.

Sommario e spiegazione del test sono riportati in APPENDICE.
AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

*  Per uso diagnostico in vitro.

»  Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel piu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.

. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.

*  Non utilizzare i componenti oltre la data di scadenza indicata
sull'etichetta.

* Inserire la curva standard in ogni esperimento.
»  Eseguire il dosaggio in duplicato.

*  Prima delluso, mescolare calibratori e controlli capovolgendoli o
agitandoli delicatamente; non vortexarli.

Norme di radioprotezione

L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per
I'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 con la bocca.

«  Evitare ogni contatto con i materiali radioattivi usando guanti e camice
da laboratorio.

*  Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere effettuate
in un luogo appropriato, lontano da corridoi o altre aree affollate.

. | materiali radioattivi devono essere conservati nel contenitore fornito
e in un'area designata.

» 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.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi [2].

Materiale di origine umana

Campioni di pazienti e prodotti emoderivati possono essere analizzati
di routine con rischio minimo, osservando la procedura indicata.
Tuttavia, maneggiare questi prodotti come fonte potenziale di infezione,
indipendentemente dall'origine, dal trattamento o da precedente
certificazione, adottando le precauzioni adeguate e seguendo le corrette
pratiche cliniche di laboratorio. Per la decontaminazione, utilizzare un
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disinfettante adeguato. Per la conservazione e lo smaltimento di queste
sostanze e dei loro contenitori, attenersi scrupolosamente alle locali norme
di legge in materia.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Classificato non pericoloso

La scheda tecnica sulla sicurezza € disponibile su
techdocs.beckmancoulter.com

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante.

. Lasciar coagulare completamente i campioni di siero prima della
centrifugazione.

*  Conservare i campioni a 2-8 °C fino a 24 ore o, suddivisi in aliquote, a
—20 °C o a temperature inferiori per un massimo di 2 mesi [3]. Evitare
ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei campioni.

« Lasciare scongelare i campioni congelati e miscelarli con cura
agitandoli o capovolgendoli delicatamente prima dell’'uso.

*  Ogni campione con letture piu elevate dello standard massimo non
puo essere diluito. La diluizione, infatti, cambia la proporzione tra
testosterone libero e quello legato.

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sull’etichetta del kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun
flacone si riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione,
prima del loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reagenti aperti sono riportate nei relativi
paragrafi.

Provette sensibilizzate con anticorpo anti Testosterone libero: 2 x 50
provette (pronte per I'uso)

Provette di plastica, sensibilizzate con immunoglobulina di
anti-testosterone, adesa alla parete interna di ciascuna provetta.

coniglio

Marcato di analogo del Testosterone-'?l (GIALLO): un flacone 22 mL
(pronto per I'uso)

Il flacone contiene meno di 185 kBq (<5 pCi), (alla data di marcatura) di
analogo del testosterone -'?°| in tampone con proteine (BSA), sodio azide
(<0,1%) e un colorante inerte.

Calibratori: 1 falcone da 1,0 mL (0) + 7 flaconi da 0,5 mL (1-7) (pronti per
I'uso)

| flaconi contengono testosterone libero a concentrazioni comprese tra 0 e
circa 100 pg/mL (0 e circa 346,7 pmol/L) in siero umano con sodio azide
(< 0,1%). L'esatta concentrazione dei calibratori & riportata sulle etichette
di ciascun flacone. Una volta aperti, conservare i flaconi a 2-8 °C per un
massimo di tre settimane. Per periodi di tempo piu lunghi, conservare ad
almeno -20 °C fino alla data di scadenza del kit. | calibratori sono calibrati
contro lo standard interno.

Sieri di controllo: due flaconi da 0,5 mL (1, 2) (pronti per 'uso)

| flaconi contengono testosterone libero in siero umano con sodio azide
(<0,1%). | valori attesi sono riportati sul foglio del controllo di qualita. Una
volta aperti, conservare i flaconi a 2-8 °C per un massimo di tre settimane.
Per periodi di tempo piu lunghi, conservare ad almeno -20 °C fino alla data
di scadenza del kit.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, € richiesto il materiale
seguente:

. provette da 12 x 75 mm, in plastica o vetro per le conte totali
. portaprovette per provette da 12 x 75 mm

*  Micropipetta di precisione (50 pL).

*  pipette semi-automatiche (200 uL, 3,0 mL)

*  Acqua deionizzata.

«  Agitatore di tipo Vortex.

*  bagnomaria con range di temperatura 37 + 2 °C

»  rack per la decantazione o dispositivo simile

. materiale assorbente per tamponare le provette
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»  Contatore gamma programmato per leggere

PROCEDURA

Preparazione dei reattivi

125|

Equilibrare i reattivi a temperatura ambiente e mescolare le con cura.

Schema del dosaggio

Analizzare calibratori, controlli e campioni sconosciuti in duplicato.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Dispensazione Incubazione & Conteggio
Lavaggio

Aggiungere in
successione alle
provette sensibilizzate:

50 pL dei calibratori,

controlli o campioni,

subito dopo 200 pL
di marcato.”

Vortexare.

Coprire e incubare a
bagnomaria a 37 + 2
°C per 60 minuti.

Fare decantare,
(eccetto provette
per le conte totali),
capovolgendo
contemporaneamente
il rack di decantazione
in un recipiente per
rifiuti radioattivi.
Picchiettare le provette
con decisione su
materiale assorbente
per facilitare lo
svuotamento completo.
Aggiungere 3,0 mL di

Fare decantare,
(eccetto provette
per le conte totali),
capovolgendo
contemporaneamente
il rack di decantazione
in un recipiente per
rifiuti radioattivi.
Picchiettare le provette
con decisione su
materiale assorbente
per facilitare lo
svuotamento completo.

Lasciarle svuotare su
materiale assorbente
per >2 minuti
e tamponarne
delicatamente il bordo.
Contare la radioattivita

acqua deionizzata in
tutte le provette, ad
eccezione di quelle per
le conte totali.

*Aggiungere 200 pL di marcato a 2 provette per la determinazione dell’attivita
totale.

RISULTATI

Le concentrazioni di testosterone libero nei campioni e controlli vengono
calcolate per interpolazione sulla curva standard. Dosare campioni e
controlli dosati assieme ai calibratori.

legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 min.

Curva standard

| risultati registrati dal reparto responsabile del controllo di qualita sono stati
calcolati utilizzando I'adattamento della curva con metodo spline con B/T o
B/B,sull’asse verticale lin e la concentrazione di analiti dei calibratori sul’'asse
orizzontale log (pg/mL).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

EDso = 3,710 pg/mL

Attivita totale: 62.502 cpm
Calibratori Testosterone | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
libero (pg/mL)
0 0 28.056 44,89 100,0
1 0,23 23.889 38,22 85,15
2 0,90 18.675 29,88 66,56
3 2,80 15.016 24,03 53,52
4 9,50 10.466 16,75 37,30
5 26,00 6.682 10,69 23,82
6 50,00 4.466 7,15 15,92
7 100,0 2.989 4,78 10,66

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)
Campioni

Calcolare B/T o B/B, per ogni campione, riportarlo sull’asse delle ordinate e
leggere le concentrazioni corrispondenti sull’asse delle ascisse.

Fattore di conversione per passare da pg/mL a pmol/L: moltiplicare i risultati
per 3,47.
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VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento per campioni
provenienti da soggetti caratterizzati clinicamente. Le concentrazioni di
testosterone libero nel siero riportate nella tabella sono state ottenute in
soggetti sani apparentemente normali.

Uomini (eta in n [Mediana| Min Max. 2,5° 97,5°
anni) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile| percentile
(pg/mlL) | (pg/mL)
20 -29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 e oltre 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Tutti 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Donne N |Mediana| Min Max. 2,5° 97,5°
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile| percentile
(pg/mL) | (pg/mL)
Fase follicolare | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Fase luteale 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Picco 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
preovulatorio
Postmenopausa | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Contraccettivi 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Donne casuale | N [Mediana| Min Max. 2,5° 97,5°
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentile|percentile
(pg/mL) | (pg/mL)
Tutti 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Informazioni dettagliate sui valori attesi per i bambini (ordinati per eta
e sesso) si possono trovare in “APPENDIX”).

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri di controllo per
verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

Il mancato ottenimento di valori appropriati per i controlli, pud indicare
manipolazioni errate, trattamento inappropriato dei campioni o
deterioramento dei reagenti. Nel caso di deterioramento dell'imballaggio o
nel caso in cui i dati ottenuti mostrino una diminuzione di performance del
prodotto, si prega di contattare il distributore locale o di riferirsi all'indirizzo
e-mail imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in APPENDIX)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

Sensibilita
Limite rilevazione (LoD): 0,13 pg/mL

Il limite di rilevazione (LoD) per il testosterone libero € 0,13 pg/mL, stabilita
in conformita alle linee guida del documento CLSI EP17-A2 [4] in base alle
proporzioni di falsi positivi (a) inferiori al 5% e falsi negativi (B) inferiori al 5%;
utilizzando le determinazioni, con 120 campioni vuoti e 120 campioni con
livello basso; e limite del bianco (LoB) di 0,05 pg/mL.

Limite di quantificazione (LoQ): 0,37 pg/mL

Il limite di quantificazione (LoQ) per il testosterone libero & di 0,37 pg/mL,
determinato secondo le linee guida del documento EP17-A2 [4] del CLSI
come la concentrazione piu bassa in cui & stato soddisfatto il criterio per
I'errore totale massimo.

Specificita
L’anticorpo utilizzato nel dosaggio immunometrico € altamente specifico per

il testosterone libero. Sono state registrate reattivita crociate basse con varie
molecole correlate.

Precisione
Ripetibilita e precisione intra-laboratorio

La precisione del dosaggio & stata stabilita in conformita alle linee guida del
documento CLSI EP05-A3 [5]. Per la ripetibilita i coefficienti di variazione
erano minori o uguali al 13,2% per i campioni di siero. Per la precisione
intra-laboratorio i coefficienti di variazione erano minori o uguali al 19,3% per
i campioni di siero.
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Accuratezza
Linearita

Il dosaggio ha dimostrato di rimanere lineare da 0,30 a 114,11 pg/mL
utilizzando campioni di siero (stabilito in conformita alle linee guida del
documento EP6-A [6] del CLSI).

Intervallo di misurazione (dal LoQ al calibratore piu elevato):
Da 0,37 pg/mL a circa 100 pg/mL
LIMITAZIONI
*  Seguire fedelmente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.

* Un’asciugatura non appropriata delle provette dopo la decantazione,
pud determinare replicati inadeguati e valori non attendibili.

. | risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati

PI-DSL4900-11 13 of 56

ottenuti con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni
appropriate.

Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento dei reagenti o
dei campioni.

Ulteriori dati sono riportati in Appendice.

Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli
anticorpi eterofili presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti
regolarmente a contatto con animali o sottoposti a immunoterapia
0 a procedure diagnostiche a base di immunoglobuline o frammenti
di immunoglobuline possono produrre anticorpi, p.e. HAMA, che
interferiscono con gli immunodosaggi. Tali anticorpi interferenti
possono portare a risultati errati. Valutare attentamente i risultati di
pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
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RADIOINMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION
CUANTITATIVA DE LA TESTOSTERONA LIBRE EN
SUERO HUMANO ,

ESTE ENSAYO ES PARA DIAGNOSTICO “USO IN VITRO”

PRINCIPIO

El radioinmunoensayo de la testosterona libre es un ensayo competitivo. El
procedimiento sigue el principio basico del radioinmunoensayo, en donde
existe una competencia entre un antigeno radiactivo y otro no radiactivo por
un ndmero fijo de sitios de unién a anticuerpos [1]. La cantidad del analogo
de testosterona marcado con '®| unido al anticuerpo es inversamente
proporcional a la concentracion de testosterona libre sin marcar presente en
la muestra. La separacion del antigeno libre del unido se realiza mediante
una simple decantacién o aspiracion de los tubos recubiertos. Se prepara
una curva estandar y los valores desconocidos se determinan mediante
interpolacion con dicha curva.

Para RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO ver la pdgina de
“APENDICES”.
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales
«  Para uso diagnostico in vitro.

* Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

*  No utilice ningin componente después de la fecha de caducidad
indicada en su etiqueta.

* Incluir una curva estandar en cada ensayo.
»  Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.

. Los calibradores y controles deben mezclarse antes de su uso, para
lo cual es mejor invertirlos o agitarlos suavemente en vez de vortexear
(agitacion fuerte).

Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetas
a las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. EI cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radioldgica proporciona proteccion
adecuada.

. No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

. No pipetear con la boca.

. Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

*  Toda manipulacién de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado y en una zona especializada.

*  Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

* El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminacion se deben separar para evitar la contaminacion con
otros radioisétopos.

»  Cada caso de contaminacién radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

* EIl desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida sédica

Algunos reactivos contienen azida sédica como conservante. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Es por ello que se recomienda realizar el
desecho de todo material liquido juntamente con grandes cantidades de
agua, evitando asi la formacion de las mismas [2].
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Material de origen humano

Las muestras de los pacientes y los hemoderivados pueden procesarse
rutinariamente con un minimo de riesgo utilizando el procedimiento
descrito. No obstante, deben manipularse dichos productos como
potencialmente infecciosos con arreglo a las precauciones universales y
a las buenas practicas de laboratorio clinico, independientemente de su
origen, tratamiento o certificacion previa. Debe utilizarse un desinfectante
apropiado para la descontaminacion. Deben conservarse y eliminarse
dichos materiales y sus envases con arreglo a las normas y directrices
locales.

CLA$IFICACION DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

No clasificado como téxico

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

El tipo de muestra recomendado es el suero.

. Permitir que las muestras de suero se coagulen completamente antes
de su centrifugado.

* Las muestras séricas pueden conservarse entre 2 °C y 8 °C si el
ensayo se realiza dentro de las primeras 24hs de extraida la muestra.
Para periodos de conservacion prolongados, congele < -20 °C durante
un maximo de 2 meses [3]. Se recomienda, el uso de alicuotas para
asi evitar congelamientos y descongelamientos sucesivos.

« Toda muestra congelada debe ser descongelada y mezclada
completamente, ya sea removiéndola suavemente o mediante
inversion suave, antes de su uso.

»  Toda muestra sérica con un resultado mayor que el calibrador mas alto
NO debe ser diluida. La dilucion podra cambiar la proporcion entre la
testosterona libre de la unida.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos provistos-sin abrir- son estables entre 2 y 8 °C hasta la
fecha de caducidad del equipo, la cual se indica en la etiqueta externa. Las
fechas de caducidad impresas sobre las etiquetas de los frascos son validas
solo para el fabricante, durante su almacenamiento a largo plazo hasta antes
del ensamblaje del equipo. No tener en cuenta.

Las condiciones de almacenamiento de los reactivos abiertos se indican en
los parrafos pertinentes.

Tubos recubiertos con anti-testosterona libre: 2 x 50 tubos (listos para
usar).

Tubos de plastico recubiertos en su pared interna con la inmunoglobulina
policlonal de conejo, anti-testosterona.

Trazador analogo de la testosterona marcado con '?°| (AMARILLO): un
frasco x 22 mL (listo para usar)

El frasco contiene 185 kBq (<5 uCi), el dia de su elaboracion, del analogo de
testosterona marcado con % en buffer proteico (BSA), azida sédica (<0,1
%) y un colorante.

Calibradores: 1 frasco x 1,0 mL (rotulado 0) + 7 frascos x 0,5 mL
(rotulados 1-7) (listos para usar)

Los frascos contienen desde 0 hasta aproximadamente 100 pg/mL (0 hasta
aproximadamente 346,7 pmol/L) de testosterona libre en suero humano con
azida sodica (< 0,1 %). La concentracién exacta se indica en cada etiqueta.
Una vez abiertos, conserve los frascos entre 2-8 °C hasta un maximo de
tres semanas. Para periodos de conservacién mas prolongados (6 hasta
la fecha de caducidad del equipo), consérvelos a < -20 °C. Los valores de
los calibradores se encuentran validados frente a un estandar de referencia
interno.

Controles: 2 frascos x 0,5 mL, rotulados 1, 2 (listos para usar)

Los frascos contienen testosterona libre en suero humano con azida sédica
(<0,1 %). El rango de concentracién exacta se indica en la hoja anexa. Una
vez abiertos, conserve los frascos entre 2-8 °C hasta un maximo de tres
semanas. Para periodos de conservacion mas prolongados (6 hasta la fecha
de caducidad del equipo), consérvelos a < -20 °C.
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MATERIALES NECESARIOS PERO NO

INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:

*  Tubos de ensayo de plastico o de vidrio de 12 x 75 mm para cuentas

totales.

*  Gradilla para tubos de ensayo de 12 x 75 mm

*  Micropipeta de precision (50 uL).

*  Pipetas semiautomaticas (200 pL, 3 mL).

*  Agua desionizada.

*  Mezclador automatico (tipo Voértex).

»  Bafo termostatizado que regule a 37 + 2 °C.

*  Gradilla —absorbente- para decantacién o dispositivo similar

. Material absorbente para secado de los tubos

»  Contador gamma calibrado para 1125.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de los reactivos

Antes de su uso, permita que todos los reactivos alcancen temperatura
ambiente y mézclelos totalmente mediante una inversion suave.

Procedimiento del ensayo

Los calibradores, controles y muestras de concentracion desconocida deben
ser procesados en el ensayo por duplicado.

Paso 1
Adiciones

Paso 2
Incubacion & Lavado

Paso 3
Lavado y Conteo

Agregue en el fondo
de los tubos rotulados
lo siguiente:

50 L de calibradores,
controles 6 muestras,
e inmediatamente
después 200 uL de
trazador.’

Agite con el vortex.

Tape e incube durante
60 min. en un bafo de
agua a 37 + 2°C.

Decante todos los
tubos, (excepto los
tubos de cuentas
totales), mediante
inversion simultanea
con una gradilla
absorbente-6
dispositivo similar- para
decantacion, volcando
el contenido radiactivo
dentro del dispositivo
especial de recoleccion
de residuos liquidos
radiactivos.
Golpeé los tubos
firmemente sobre un
material absorbente
para facilitar su drenaje
completo.

Agregue 3,0 mL de
agua deionizada a
todos los tubos, excepto
los tubos de cuentas
totales (T)

Decante todos los
tubos, (excepto los
tubos de cuentas
totales), mediante
inversiéon simultanea
con una gradilla
absorbente-6
dispositivo similar- para
decantacion, volcando
el contenido radiactivo
dentro del dispositivo
especial de recoleccion
de residuos liquidos
radiactivos.
Golpeé los tubos
firmemente sobre un
material absorbente
para facilitar su drenaje
completo.

Déjelos drenar
bien sobre material
absorbente durante 2
minutos. Seque las
gotas de los bordes
de los tubos.
Determine con un
contador gamma,
las cpm unidas (B)
y las cpm totales (T)
durante 1 min.

*Agregue 200 UL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm

totales. (T)

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacién con la curva estandar. La curva
sirve para la determinacion de las concentraciones de la testosterona libre
en las muestras medidas al mismo tiempo que los calibradores.
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Curva estandar

Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon
usando el ajuste de curva spline con B/T o B/B; en el eje lineal vertical y la
concentracion de analitos de los calibradores en el eje logaritmico horizontal
(pg/mL).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.

EDsy = 3,710 pg/mL.

Actividad total: 62 502 cpm
Calibradores | Testosterona | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
libre (pg/mL)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6682 10,69 23,82
6 50,00 4466 7,15 15,92
7 100,0 2989 4,78 10,66

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para los calculos)

Muestras

Para cada muestra marcar sobre el eje vertical el B/T o el B/B, y sobre el eje
horizontal, leer la correspondiente concentracion de la testosterona libre de
las muestras (pg/mL).

Para convertir de pg/mL a pmol/L, multiplicar los resultados por 3.47.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores
de referencia. Los valores que figuran a continuacién se determinaron
utilizando muestras séricas de adultos aparentemente normales y sanos.

Hombres (edad | N |Mediana| Min Max. | Percentil | Percentil
en anos) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 2,5 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 0 mas 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Todos 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Mujeres N |Mediana| Min Max. | Percentil | Percentil
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 2,5 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
Fase Folicular 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Fase Lutea 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Pico 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
preovulatorio
Postmenopausia| 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Anticonceptivos | 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Mujeres al azar | N |Mediana| Min Max. | Percentil | Percentil
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 2,5 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
Todos 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Informacion detallada acerca de los valores esperados para ninos
clasificada de acuerdo a la edad y al sexo) puede ser encontrada en la
hoja de datos "APPENDICES".

CONTROL DE CALIDAD

Las buenas practicas de los laboratorios implica que las muestras controles
sean utilizadas en forma regular para asi asegurar la calidad de los
resultados que se obtengan. Dichas muestras controles deben ser
procesadas de la misma manera que las muestras séricas de los pacientes.
Y se recomienda que dichos resultados sean analizados utilizando métodos
estadisticos apropiados.

Fallas en la obtencion de valores adecuados para los controles podria indicar
manipulaciones imprecisas, mal manejo de las muestras, 6 deterioro de los
reactivos. En caso de deterioro del embalaje o si los resultados obtenidos
muestran un desarrollo alterado, por favor, contacte su distribuidor local 6
utilice la siguiente direccién de e-mail: imunochem@beckman.com

15 of 56



CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

(Para mayores detalles ver la pagina de “APPENDIX”)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. EIl rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad
Limite de Deteccion (LD): 0,13 pg/mL

El LD para la testosterona libre es de 0,13 pg/mL, considerado como
coherente con las directrices del documento EP17-A2 [4] del CLSI en
funcién de las proporciones de falsos positivos (a) inferiores al 5 % y falsos
negativos (B) inferiores al 5 %; usando determinaciones, con 120 muestras
en blanco y 120 muestras de bajo nivel; y con limite de blanco (LB) de
0,05 pg/mL.

Limite de cuantificacion (LQ): 0,37 pg/mL

El LQ para la testosterona libre es de 0,37 pg/mL, determinado de
acuerdo con las directrices del documento EP17-A2 [4] del CLSI como
la concentracion mas baja en la que se alcanzé el criterio de error total
maximo.

Especificidad

El anticuerpo que se usa en el inmunoanalisis es altamente especifico para

la testosterona libre. Se obtuvieron reactividades cruzadas bajas frente a
varias moléculas relacionadas.

Precisién
Repetibilidad y precision intralaboratorio

Se ha considerado que la precision del ensayo se ajusta a las directrices
del documento EP05-A3 [5] del CLSI. En cuanto a la repetibilidad, los
coeficientes de variacion fueron inferiores o iguales al 13,2 % para las
muestras de suero. En cuanto a la precisién intralaboratorio, los coeficientes
de variacion fueron inferiores o iguales al 19,3 % para las muestras de suero.
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Precision
Linealidad

Se ha puesto de manifiesto que el ensayo es lineal de 0,30 a 114,11 pg/mL
usando muestras de suero (considerado como coherente con las directrices
del documento EP6-A [6] del CLSI).

Rango de medicién (desde el LQ al calibrador mas alto):
De 0,37 pg/mL a aproximadamente 100 pg/mL

LIMITACIONES

Siga atentamente las instrucciones de uso ya que de lo contrario, los
resultados pueden verse afectados significativamente.

. No proceder con el buen secado de los tubos después de la
decantacion, puede arrojar duplicados y/o resultados erréneos.

. Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de
la situacion clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como
los datos provenientes de otras testas adicionales.

« Evite congelar y descongelar repetidamente los reactivos y las
muestras.

»  Para mayores detalles ver la pagina de "APENDICES".

. Existe la posibilidad de interferencias debido a la presencia de
anticuerpos heterofilos en la muestra del paciente. Los pacientes
que hayan estado regularmente en contacto con animales o
hayan recibido inmunoterapia o procedimientos diagndsticos con
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas pueden producir
anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren con los inmunoensayos.
Esos anticuerpos que crean interferencias pueden causar resultados
erroneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de pacientes en
los cuales se sospeche que puedan tener esta clase de anticuerpos.
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ACTIVE® Free Testosterone RIA
DSL4900

RADIOIMUNOENSAIO PARA DETERMINAGAO
QUANTITATIVA DE TESTOSTERONA LIVRE EM SORO
HUMANO ,

ESTE ENSAIO E DESENVOLVIDO PARA DIAGNOSTICO
IN VITRO’

PRINCIPIO

O radioimunoensaio de testosterona livre € um ensaio competitivo. O
procedimento segue o principio basico de radioimunoensaio, onde existe
competicédo entre um antigeno radioativo e um n&o radioativo por um nimero
fixo de sitios de ligagdo no anticorpo [1]. A quantidade de testosterona
analoga marcada com ['?l] ligada ao anticorpo é inversamente proporcional
a concentracgdo de testosterona livre ndo marcada presente na amostra. A
separacdo do antigeno livre e do ligado é feita utilizando-se a decantagéo
ou aspiragdo dos tubos revestidos com anticorpo. Uma curva padrdo é
construida e os valores de testosterona livre desconhecidos s&o obtidos a
partir da curva por interpolagéo.

Para SUMARIO E EXPLICAGAO DO TESTE veja o Apéndice.
AVISOS E PRECAUCOES
Orientagdoes Gerais:

* Para fins de diagnostico in vitro.

»  Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante
o menor tempo possivel, de forma a evitar evaporagdo excessiva.

*  Nao misture os reagentes de kits de diferentes lotes.

* Nao utilize qualquer componente para além da data de validade
indicada no rétulo.

» Deve ser estabelecida uma curva padrdo em cada ensaio.
+  E recomendado que o ensaio seja feito em duplicado.

*  Calibradores e Controles devem ser homogeineizados antes do uso
por inversao ou por agitagéo suave ao invéz do uso de vortex.

Regras basicas de seguranca para radiagao

A compra, uso e transferéncia de material radioactivo estdo sujeitos a
regulamentagao de cada pais. A adesdo as regras basicas de seguranga
para a radiagao fornecem a protecgdo adequada:

* N&o comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na area onde os
materiais radioativos estiverem sendo manipulados.

. N&o pipetar com a boca.

« Utilize luvas e bata para evitar qualquer contacto com materiais
radioativos.

* A manipulagdo de substancias radioativas deve ser efetuada em local
apropriado e longe de corredores e outras zonas muito frequentadas.

* Os materiais radioativos devem ser armazenados no recipiente
fornecido e numa area designada.

* O registro de recepgao e armazenamento de produtos radioativos
devem ser mantidos atualizados.

*  Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a
contaminagdo devem ser separados para prevenir a contaminagéo
cruzada de radioisétopos diferentes.

»  Cada caso de contaminagdo ou perda de material radioativo deve ser
efetuada de acordo com os procedimentos estabelecidos.

» Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a
regulamentacao aplicavel.

Azida Soédica

Alguns dos reagentes contém azida sddica como conservante. Azida
Sdédica reage com chumbo e cobre das tubulagdes e forma azidas metalicas
altamente explosivas. Ao descartar os liquidos, deixe correr grande
quantidade de agua a fim de prevenir a formacao destas azidas [2].

Soro Humano

As amostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser
analisados rotineiramente com riscos minimos utilizando o procedimento
descrito. Contudo, deve manusear estes produtos como potencialmente
infecciosos de acordo com as precaugdes gerais e os métodos adequados
de laboratérios clinicos, independentemente da origem, tratamento
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ou certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a
descontaminag&o. Armazenar e eliminar estes materiais e os respectivos
contentores segundo o regulamento e as normas locais.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS

Nao classificado como perigoso

A Ficha de dados de seguranga esta disponivel em
techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

O tipo de amostra recomendada é soro.

* Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da
centrifugagéo.

*  As amostras de soro podem ser armazenadas de 2-8 °C, se o ensaio
for efetuado dentro de 24 horas. Para longos periodos mantenha
congelado a < -20 °C, por até 2 meses [3]. E recomendado preparar
aliquotas a fim de evitar repetidos ciclos de descongelamento.

* Amostras congeladas devem ser descongeladas e bem

homogeneizadas por suave inversédo ou rotagao antes do uso.

*  Qualquer amostra com leitura acima da concentrag&o do calibrador
mais alto NAO deve ser diluida. A diluigdo ira alterar a proporgao da
testosterona livre para testosterona ligada.

MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes fechados do kit sdo estaveis até a data de validade
apontada no rétulo do kit, quando armazenado de 2-8 °C. As datas de
validade impressa nos rétulos sédo validas, somente, para armazenamento
dos componentes em longo prazo pelo fabricante.

As condigbes de armazenamento dos reagentes abertos sdo indicadas nos
paragrafos apropriados.

Tubos revestidos com Anticorpos Testosterona Livre: 2 x 50 tubos
(pronto para uso)

Tubos plasticos com imunoglobulina de coelho anti-Testosterona
imobilizados as paredes de cada tubo.

Tragador Analogo de Testosterona marcado-['#l]] (AMARELO): um
frasco 22 mL (pronto para uso)

O frasco contém, na data de fabricagéo, 185 kBq (<5 uCi) de ['*°] ligado
a testosterona analoga em tamp&o com proteinas (BSA) e azida sddica
(<0,1%) e corante.

Calibradores: um frasco 1 mL identificado como 0, e sete frascos 0,5
mL identificados de 1-7 (pronto para uso)

Os frascos dos calibradores contém de 0 a, aproximadamente 100 pg/mL
(0 a, aproximadamente 346,7 pmol/L) de testosterona livre em soro humano
com azida sédica (< 0,1%). A concentragédo exata € indicada no rétulo de
cada frasco. Uma vez aberto, armazene de 2-8 °C por até 3 semanas ou a
< -20 °C até a data de validade do kit. Os valores dos calibradores foram
estabelecidos utilizando-se um padrao interno.

Controles: dois frascos 0,5 mL, identificados 1e 2 (pronto para uso)

Os frascos contém testosterona livre em soro humano com azida sédica
(<0,1%). Os valores esperados estao no intervalo de concentragao indicado
no suplemento que acompanha o kit. Uma vez aberto, armazene de 2-8 °C
por até 3 semanas ou a < -20 °C até a data de validade do kit.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

Em adicdo ao material usual de laboratério, é ainda necessario:

*  Tubos de ensaio de plastico ou vidro de 12 x 75 mm para a contagem
total.

*  Suporte para tubos 12 x 75 mm.

*  Micropipetas de Precisdo (50 pL).

*  Pipetas semi-automaticas (200 pL, 3,0 mL).
+  Agua desionizada.

»  Agitador tipo centrifugadora (Vortex).

. Banho-maria de 37 £ 2 °C.
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. Uma estante de espuma para decantagao ou dispositivo similar.

*  Material absorvente para secagem dos tubos.

*  Contador Gamma ajustado para iodo 125.

PROCEDIMENTO

Preparagao dos Reagentes

Deixe todos os reagentes atingirem a temperatura ambiente e homogenize

bem por suave inversdo antes do uso.

Procedimento de Ensaio

Calibradores, controlos e amostras de doentes em duplicado.

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Pipetagem Incubacéo e Lavagem | Lavagem & Contagem
No fundo dos tubos | Cubra e Incube por 60 |Decante todos os tubos,

min em banho-maria
a37+2°C.

revestidos adicione,
sucessivamente:

(exceto tubos «total
cpm») por inversao
simultdnea com um
suporte de espuma
em um recipiente de
descarte para material
radioativo.

Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
facilitar a completa
drenagem.

Decante todos os tubos,
(exceto tubos «total
cpm») por inversao
simultdnea com um
suporte de espuma
em um recipiente de

descarte para material

radioativo.

Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
facilitar a completa
drenagem.

50 yL dos calibradores,

controles ou amostras,

imediatamente adicione
200 pL do tragador.”

Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
a completa drenagem.
Deixe decantar por
2 minutos em papel
absorvente. Bata
as gotas das bordas
dos tubos.
Conte a cpm ligada
(B) e a cpm total (T)
por 1 minuto.

Homogeneize em
Vortex.

Adicione 3 mL de agua

deionizada para todos

os tubos, exceto os de
contagem total.

*Adicione 200 uL de tragador a 2 tubos adicionais para obtengdo da «cpm
total».

RESULTADOS

Os resultados séo obtidos a partir da curva padrao por interpolagdo. A curva
é utilizada para a determinagéo das concentragdes de testosterona livre em
amostras dosadas ao mesmo tempo em que os calibradores.

Curva Padrao

Os resultados do departamento de controlo de qualidade foram calculados
utilizando um ajuste de curva polinomial com B/T ou B/B, no eixo vertical
linear e concentragdo de analito dos calibradores no eixo horizontal
logaritmico (pg/mL).

Outros métodos de redugdo de dados podem dar resultados ligeiramente
diferentes.

EDsy = 3,710 pg/mL

Atividade total: 62 502 cpm
Calibradores | Testosterona | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
Livre (pg/mL)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6682 10,69 23,82
6 50,00 4466 7,15 15,92
7 100,0 2989 4,78 10,66

(Exemplo de curva padrdo, ndo utilize para calculo)
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Amostras

Para cada amostra estabelega a relagdo B/T ou B/By no eixo vertical da
curva padréao e leia a concentragéo correspondente de testosterona livre nas
amostras no eixo horizontal em pg/mL.

Para conversdo de concentragdes em pg/mL para pmol/L, multiplique o
resultado por 3.47.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores normais. Os valores
apresentados a seguir foram obtidos usando amostras de soro de adultos
aparentemente saudaveis.

Homens (ldade | N |Mediana| Min. Max. | Percentil | Percentil
em anos) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 25 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
20 -29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 e superior 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Todos 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Mulheres N |Mediana| Min. Max. | Percentil | Percentil
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 2,5 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
Fase Folicular 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Fase Lutea 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Pico 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
pré-ovulatério
Pd6s-menopausa | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Contracetivos 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Mulheres N |Mediana| Min. Max. | Percentil | Percentil
aleatérias (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 2,5 97,5
(pg/mL) | (pg/mL)
Todos 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Pode encontrar informagao detalhada sobre os valores esperados nas
criangas (de acordo com idade e género) no “APPENDIX”.

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério implicam a execugéo regular do controlo
para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Estes controlos devem ser
processados exactamente como as amostras do ensaio, e € recomendado
que seus resultados sejam analisados utilizando um método estatistico
adequado.

Falha na obtengdo de valores apropriados pode indicar manipulagéo
imprecisa, amostras improprias ou deterioragdo dos reagentes. Em caso
de deterioracdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar-se alguma
alteragdo de desempenho, por favor, contate o distribuidor local ou utilize o
seguinte endereco de e-mail: imunochem@beckman.com.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(Para mais detalhes, veja o data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.

Sensibilidade
Limite de detecao (LD): 0,13 pg/mL

O LD para testosterona livre é de 0,13 pg/mL, determinado como sendo
consistente com as diretrizes no documento EP17-A2 do CLSI [4] com base
nas proporgdes de falsos-positivos (a) inferiores a 5% e falsos-negativos ()
inferiores a 5%; utilizando determinagdes, com 120 amostras em branco e
120 amostras de nivel baixo e Limite do Branco (LB) de 0,05 pg/mL.

Limite de quantificagado (LQ): 0,37 pg/mL

O LQ de testosterona livre é de 0,37 pg/mL, determinado como sendo
consistente com as diretrizes no documento EP17-A2 do CLSI [4] e como a
concentragdo mais baixa, tendo sido alcangado o critério para o erro total
maximo.

Especificidade

O anticorpo utilizado no imunoensaio €& altamente especifico para
testosterona livre. As reatividades cruzadas reduzidas foram obtidas de
varias moléculas relacionadas.
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Precisao
Repetibilidade e precisdao no laboratério

A precisdo do ensaio foi determinada como sendo consistente com as
diretrizes no documento EP05-A3 do CLSI [5]. Para repetibilidade, foram
encontrados coeficientes de variagao inferiores ou iguais a 13,2% para
amostras de soro. Para precisdo no laboratério, foram encontrados
coeficientes de variagao inferiores ou iguais a 19,3% para amostras de soro.

Exactidao
Linearidade

O ensaio demonstrou ser linear de 0,30 a 114,11 pg/mL utilizando amostras
de soro (determinado como sendo consistente com as diretrizes no
documento EP6-A do CLSI [6]).

Intervalo de medicao (de LQ ao calibrador mais alto):
0,37 pg/mL a 100 pg/mL, aproximadamente

LIMITAGOES

* O nao cumprimento das instrugées deste protocolo pode afectar
significantemente os resultados.
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Falha na decantacédo dos tubos pode resultar e duplicatas pobres e
resultados erroneos.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com a clinica
do doente, incluindo histéria clinica, dados de testes adicionais e
outras informagdes apropriadas.

Evite repetidos ciclos de congelamento e descongelamento de
amostras.

Para obter mais informagdes, consulte a ficha de dados «<ANEXO».

Em ensaios que utilizam anticorpos, ha possibilidade de interferéncia
por anticorpos heterdfilos nas amostras dos doentes. Os doentes
expostos regularmente a animais, que receberam imunoterapia ou
procedimentos de diagndstico com imunoglobulinas ou fragmentos
de imunoglobulinas podem produzir anticorpos, ex. HAMA, que
interferem com os imunoensaios. Tais anticorpos interferentes podem
causar resultados errébneos. Cos resultados destes doentes devem
ser avaliados com cuidado.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
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RADIOIMMUNANALYS FOR KVANTITATIV MATNING AV
FRITT TESTOSTERON | HUMANT SERUM

DENNA ANALYS AR AVSEDD FOR IN
VITRO-DIAGNOSTIK

PRINCIP

Radioimmunanalysen av fritt testosteron ar en kompetitiv analys. Proceduren
folijer den grundlaggande principen om radioimmunanalys dar det finns
konkurrens mellan ett radioaktivt och ett icke-radioaktivt antigen for ett
fast antal bindningsstéllen [1] pa antikroppar. Méangden av '®I-markt
testosteronanalog bundet till antikroppen ar omvant proportionellt mot
koncentrationen av férekommande omarkt fritt testosteron. Separationen
av fritt och bundet antigen uppnas genom att dekantera eller aspirera
antikroppsbelagda rér. En standardkurva konstrueras och okénda varden av
fritt testosteron erhalls fran kurvan genom interpolation.

Sammanfattning och Forklaring av testet finns i BILAGAN.
VARNING OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
Allmédna kommentarer:

*  Forin vitro diagnostiskt bruk.

»  Kalibrator- och kontrollflaskorna skall hallas 6ppna sa kort stund som
mojligt for att undvika onddig avdunstning.

*  Blanda inte reagens fran kit med olika batchnummer.

* Anvand inte nagon del av denna produkt efter bast fore-datum som
finns angivet pa ampullens etikett.

+  Standardkurva maste inga vid varje analystillfélle.
»  Det rekommenderas att analysen utférs som dubbelprov.

»  Kalibratorer och kontroller skall blandas fére genom att vanda
flaskan/roret forsiktigt. Vortexa ej.

Grundregler for stralningssakerhet

Inkép, innehav ooch transport av radioaktivt material ar féremal for
regelverket i det land som anvander materialet.

» Intag av mat och dryck, rokning eller anvandande av kosmetika far inte
ske i narvaro av radioaktiva material.

* Ingen pipettering med munnen.

. Undvik all hudkontakt med radioaktivt material genom att anvanda
handskar och labbrock.

»  All manipulation av radioaktiva amnen ska goras pa lamplig plats, pa
avstand fran korridorer och andra omraden med mycket manniskor.

. Radioaktivt material ska forvaras i behallaren och i ett for &ndamalet
avsett omrade.

»  Ett dokument 6ver alla mottagna och forvarade radioaktiva produkter
ska hallas uppdaterat.

* Laboratorieutrustning och glasvaror, vilkka ar féremal for
kontamination, ska hallas atskilda for att forebygga smitta mella olika
radioisotoper.

* Varje fall av radioaktiv kontaminering eller forlust av radioaktivt
material ska 6ss enligt gallande bestammelser.

» Radioaktivt avfall ska hanteras enligt de bestdmmelser som galler i
respektive land.

Natriumazid

Vissa reagenser innehaller natriumazid som konserveringsmedel.
Natriumazid kan reagera med bly- och kopparrér och bilda hégexplosiva
metallazider. Vid kassering av vatskor ska man spola med en stor mangd
vatten for att férhindra azidansamling [2].

Material av humant ursprung

Patientprover och blodharledda produkter kan behandlas enligt beskrivning
med minimal risk. Produkterna ska emellertid hanteras som misstankt
smittférande i enlighet med allménna forsiktighetsprinciper och god klinisk
laboratoriepraxis, oavsett deras ursprung, behandling eller tidigare intyg.
Anvand lampligt desinfektionsmedel fér dekontaminering. Férvara och
kassera dessa material och tillhérande behallare i enlighet med lokala regler
och riktlinjer.
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RISKKLASSIFICERING ENLIGT GHS

Ej kategoriserad som farligt

Sékerhetsdatablad finns pa techdocs.beckmancoulter.com

PROVINSAMLING, BEARBETNING,
FORVARING OCH UTSPADNING

Serum ar rekommenderad provtyp.
*  Lat serumproverna koagulera helt innan centrifugering.

»  Serumprover kan forvaras vid 2—-8 °C, om analysen ska utféras inom
24 timmar. For langre forvaring kan prover hallas nedfrysta vid <-20 °C
i upp till 2 manader [3]. Det rekommenderas att férbereda portioner for
att undvika upprepad nedfrysning och upptining. Upptining av prover
bor ske vid rumstemperatur.

*  Frysta prover ska tinas och blandas noggrant genom att forsiktigt
snurra eller vanda dem fére anvandning.

« Prov med ett avlasningsvarde Over koncentrationen av hogsta
kalibratorn skall inte spadas. Utspadning kommer att férandra
andelen fritt till bundet testosteron.

MEDFOLJANDE MATERIAL

Alla o6ppnade reagenser i satsen &r stabila fram till det utgangsdatum
som anges pa satsetiketten, vid forvaring vid 2-8 °C. Utgangsdatum pa
ampulletiketterna galler enbart for langtidsforvaring av komponenter fran
tillverkaren, innan satsen monteras. Ta inte detta i beaktande.

Forvaringsférhallanden for dppnade reagenser anges i avsedda stycken.

Antikroppsbelagda ror med fritt testosteron: 2 x 50 ror (klara att

anvanda)

Plastréor med kanin-anti-testosteron-immunglobulin
innervaggen av varje ror.
125|

immobiliserat pa

-markt testosteronanalog, sparamne (GUL): en 22 mL flaska (klar att
anvanda)

Vid tidpunkten for tillverkningen innehaller flaskan 185 kBq, (<5 uCi), av
125Imarkt testosteronanalog i buffert med proteiner (BSA), natriumazid
(<0,1 %) och ett fargamne.

Kalibratorer: en 1,0 mL flaska markt med 0, och sju 0,5 mL flaskor
markta 1-7 (fardiga att anvanda)

Kalibreringsflaskorna innehaller fran 0 till ca 100 pg/mL (O till ungefar 346,7
pmol/L) av fritt testosteron i humant serum med natriumazid (< 0,1 %, se
Varningar och forsiktighetsatgarder). Den exakta koncentrationen anges pa
varje flasketikett. Oppnad férvaras den vid 2-8 °C i upp till 3 veckor, eller vid
< -20 °C fram till satsens utgangsdatum. Kalibratorvardena faststalldes med
hjalp av en intern standard.

Kontroller: tva 0,5 mL flaskor markta 1, 2 (klara att anvanda)

Flaskorna innehaller fritt testosteron i humant serum med natriumazid (<0,1
%; se Varningar och forsiktighetsatgarder). De foérvantade vardena ligger
inom koncentrationsintervallet som anges i ett tilldagg som finns i satsen.
Oppnade férvaras de vid 2-8 °C i upp till 3 veckor, eller vid < -20 °C fram till
satsens utgangsdatum.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE
MEDFOLJER

Forutom standard laboratorieutrustning, behdvs féljande:
. 12 x 75 mm provror i plast eller glas for total counts.
*  Rorstall for 12 x 75 mm ror.
*  Precisionsmikropipett (50 pL).
*  Halvautomatisk pipett (200 L, 3,0 mL).
*  Avjoniserat vatten.
*  Virvelblandare (Vortex).
»  Temperaturreglerat vattenbad, 37 °C + 2 °C.
»  En svampstall eller liknande anordning fér dekantering.
*  Absorberande material for att torka roren.
*  Gammaraknare for 125 jod.
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METODBESKRIVNING Min (alderiar) | N | Median Min Max 2,5 97,5:e
Preparering av reagens (pglmL) (pglmL) (pglmL) percentilen| percentilen
. (pg/mL) | (pg/mL)
L&t alla reagens f& rumstemperatur och blanda noga genom att vanda 20 - 29 30 | 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
férpackningen fOI'SIktIgt fére anvéndning. 30 -39 30 14,94 6,77 22.36 8,85 21,40
Analysens forfarande 40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
Analysera kalibratorer, kontroller och patientproverna i duplikat. 50 och hogre 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Alla 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Step 1 Step 2 Step 3
Tillsatser Inkubering och tvitt | Tvatt och rakning av Kvinnor N | Median [ Min Max 2,5 97,5:e
antal counts (pg/mL) [ (pg/mL) | (pg/mL) | percentilen percentilen
Tillsatt foljande Tack och inkubera i Dekatera alla ror, ___ (pg/mL) | (pg/mL)
successivt till botten pa | 60 minuter i vattenbad (férutom “totalt Follikular fas 321 148 0,59 4,28 0,64 3,41
antikroppsbelagda rér: vid 37 £ 2 °C. cpm’-rér), genom Luteal fas 32| 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
samtidig inversion Preovulatorisk 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
med ett svampstall topp
i en radioaktiv Postmenopausal| 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
avfallsbehallare. Preventivmedel | 19 | 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
50 uL kalibrator, kontroll Dekatera alla ror, Knacka réren kraftigt
eller prov, tillsatt (férutom "totalt pa det absorberande Slumpmassig n | Median Min Max 2,5:¢ 97,5:e
omedelbart 200 pL cpm”-rér), genom materialet for att kvinna (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentilenf percentilen
sparamne. samtidig inversion underlatta fullstandig (pg/mL) | (pg/mL)
med ett svampstall drénering. Alla 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

i en radioaktiv
avfallsbehallare.
Knacka roren kraftigt
pa det absorberande
materialet for att
underlatta fullstandig
drénering.
Tillsatt 3,0 mL
avjoniserat vatten till
alla rér utom "totalt
cpm”-ror.
*Tillsatt 200 pL av sparamne till 2 ytterligare ror for att erhalla “totalt cpom”.

RESULTAT

Resultaten erhalls fran standardkurvan genom interpolation. Kurvan anvéands
for bestamning av koncentrationer av fritt testosteron i prover, uppmatt vid
samma tidpunkt som kalibratorerna.

Blanda med vortex. Lat rinna av pa
absorberande material
i minst 2 minuter.
Torka av droppar fran
rérens kanter.
Rakna bundet cpm
(B) och total cpm (T)
under 1 minut.

Standardkurva

Resultaten i avdelningen for kvalitetskontroll berdknades med spline-kurvan
anpassad med B/T eller B/B, for lin pa den vertikala axeln och
analytkoncentrationen for kalibratorerna pa den logaritmiska horisontella
axeln (pg/mL).

Andra datareduceringsmetoder kan ge nagot annorlunda resultat.
EDsy = 3,710 pg/mL

Total aktivitet: 62 502 cpm
Kalibrator Fritt cpm (n=2) | BIT (%) BIB, (%)
testosteron
(pg/mL)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6 682 10,69 23,82
6 50,00 4 466 7,15 15,92
7 100,0 2 989 4,78 10,66

(Exempel pa standardkurva,anvénd ej fér berékning)

Prov

For varje prov lokalisera forhallandet B/T eller B/BO pa den vertikala axeln
av standardkurvan och las av motsvarande koncentration av fritt testosteron
i provet pa den horisontella axeln i pg/mL.

Multiplicera resultatet med 3,47 for att konvertera koncentrationer fran pg/mL
till pmol/L.

FORVANTAT VARDE

Varje laboratorium bor faststélla sina egna referensintervall. Féljande varden
erhdlls med hjalp av serumprover fran till synes normala friska vuxna.
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Detaljerad information om forvdantade véarden for barn (sorterad efter
alder och kon) finns i databladet "APPENDIX".

KVALITETSKONTROLL

God laboratorie praxis innefattar regelbunden anvandning av kontroller, for att
erhalla forsakran om att kvaliteten bibehalls. Kontrollerna maste behandlas
pa exakt samma satt som proverna och det rekommenderas att resultaten
beraknas med hjalp av lampliga statistiska methoder.

Om korrekt kontrollvarde ej fas indikerar detta felaktig provhantering
eller att reagens behandlats felaktigt eller annan manipulering. Om
forpackningen ar skadad eller om erhallna data indikerar férandring av
prestanda kontakta er lokala distributdr eller anvand foljande e-mail
adress:immunochem@beckman.com.

PRESTANDAEGENSKAPER
(Foér mer detaljers, se APPENDIX)

Representativa data ar endast avsedda som exempel. Resultaten i enskilda
laboratorier kan variera.

Sensitivitet
Detektionsgrans (LoD): 0,13 pg/mL

LoD for fritt testosteron ar 0,13 pg/mL, faststallt konsekvent med riktlinjerna
i CLSI-dokument EP17-A2 [4] baserat pa proportionerna falska positiva
(a) mindre @n 5 % och falska negativa () mindre én 5 %; med hjalp av
bestamningar, med 120 blank- och 120 lagnivaprov, samt Blankgrans (LoB)
pa 0,05 pg/mL.

Kvantiteringsgréans (LoQ): 0,37 pg/mL

LoQ for Fritt testosteron ar 0,37 pg/mL, faststallt som konsekvent med
riktlinjerna i CLSI-dokumentet EP17-A2 [4] som den lagsta koncentrationen
for kriterierna for maximalt totalt fel uppnaddes.

Specificitet

Antikroppen som anvands i immunanalysen &r hogt specifikt for fritt
testosteron. Laga korsreaktiviteter erhdlls gentemot flera relaterade
molekyler.

Precision
Repeterbarhet och laboratorie-intern noggrannhet

Analysens noggrannhet faststalldes enligt riktlinjerna i CLSI-dokument
EP05-A3 [5]. For repeterbarhet aterfanns variationssamverkan vara
under eller motsvarande 13,2 % fér serumprover. For laboratorie-intern
noggrannhet aterfanns variationssamverkan vara under eller motsvarande
19,3 % fér serumprover.

Noggrannhet
Linearitet

Analysen demonstrerades vara linjar fran 0,30 till 114,11 pg/mL med
serumprover (faststalld som konsekvent med riktlinjerna i CLSI-dokument
EP6-A [6]).

Mattintervall (fran LoQ till den hogsta kalibratorn):
0,37 pg/mL till ungefar 100 pg/mL
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GRANSNINGAR

Underlatenhet att folja denna bruksanvisning kan paverka resultaten
avsevart.

Underlatenhet att torka ror ordentligt efter dekantering kan resultera i
dalig replikering och falska resultat.

Resultaten ska tolkas i ljuset av patientens totala kliniska bild,
inklusive klinisk historik, data fran ytterligare prover och annan
vasentlig information.

Undvik upprepad frysning och upptining av reagenser eller prover.
Mer information finns i databladet "BILAGA”.
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For analyser som anvander antikroppar finns alltid risk for interferens
av heterofila antikroppar hos patientprovet. Patienter som
regelbundet har kontakt med djur eller har erhallit immunterapi eller
annan diagnostisk procedur som anvander immunoglobuliner eller
immunoglobulin fragments kan producera antikroppar t ex HAMA,
vilka interfererar i immunanalyser. Dylikt interfererande antikroppar
kan férorsaka felaktiga resultat. Evaluera darfor resultaten noggrant
fran patienter vila kan misstankas ha dessa antikroppar.
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ANOZOPAAIOMETPIKH EZETAZH I'lA TON NMOZOTIKO
MPOZAIOPIZMO THZ EAEYOEPHZ TEZTOZTEPONHZ
ZE ANOPQIINO OPO

O MPOZAIOPIZMOZ AYTOZ MNMPOOPIZETAI A
AIANQZTIKH XPHZH IN VITRO.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avogopadiopeTpikr) €€€Taon TnG €AelBepng TeOTOOTEPOVNG €ival pia
g€étaon aviaywviopouU [1]. H moodtnta Tng onuacpévng ue ['2°1] avaAdyou
TNG TEOTOOTEPOVNG TTOU €ival SETPEUPEVN OTO AVTIOWHA Eival avTIOTPOPWG
avA@Aoyn TIPOG Tn OUYKEVTPWON Tng umdpyxoucag TaoTtooTepodvng. O
SIoXWPICHOG €AeUBepoU KOl OECHEUPEVOU QVTIYOVOU ETTITUYXAVETOI HECW
METAYYIONG i avappo@nong TWV ETTIOTPWHEVWY PE QVTICWHA CWANVapPiwy.

BAéme tn oeAida “APPENDIX” MepiAnwn ka1 eme§nynon 1ng £§eraong
MPOEIAOINOIHZH KAI MPO®YAAZEIX
Fevikég TTapATNPAOEIG:

. MNa d1ayvwoTIKA Xprion eutdg SOKINACTIKOU CWARVA.

*  Ta @iaAidia Twv opwyv BaBuovounong Kal Twv 0pwyv EAEYXOU TTPETTEI Va
avoiyovTal 600 To SuvaTOV AlydTEPO, TTPOG ATTOPUYRV EEATHIOEWS TOU
TTEPIEXOMEVOU.

*  Mnv avakateleTe avTidpaaTAPIa aTTO dIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

. Mn XpnOIUOTTOIEITE OTTOIOBATTOTE AVTIOPACTAPIO PETA TNV NUEPOUNVia
AAENG TTOU avaypA@ETal OTNV ETIKETA TOU.

. Kdvete Toutdxpova Tnv TPOTUTIN KAPTIUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TTPOCOIOPITHS TWV OEIYUATWV.

* 2ag OucThAvETal KABe

TTPOCBIOPIOUO.

va TIpaygarotroleite U0  QOpEG  Tov

* 0l BaBuovounTég Kal oI Opoi EAEYXOU TTPETTEI VO AVAKATEUOVTAI EAEPPA
ME TO XEPI TTAPA VA YiVETAI XPAONG TOU vortex.

MpooTtacia amwd Tnv 1ovijouoa akTivofoAia

H ayopd, n katox, n XpAon kai n peta@opd Tou padievepyol UAIKOU
UTTOKEIVTAl OTOUG KAVOVIOUOUG TNG XWPOG OThV oToia To UAIKG auTd
xpnoiyotroigital. H cupudpewon pe Toug BaciKoug KAVOVEG Ao@AAEING aTTO
TNV aKTIVOBOAIa TTapEXEl ETTAPKN TTPOCTACIA :

e Y16 TNV TTapoucia padIEVEPYWYV UAIKWYV PNV KOTAVOAWVETE TPOPIUA I
TTOTA, YNV KOTIVICETE KAl UN XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKG.

. Mnv avappo@eite uypd TOU EPYOCTNPIOU PE TO OTOPA SiKNV TTITTETOG.

e Ato@uyete kGOt emmo@n pe padievepyd UAIKA, KAl XPNOIUOTTOIEITE
YAvTIO KOl EPYOCTNPIOKA UTTAOULQ.

. KdaBe xeIpIopog padievepywVv OUCIWV TTPETTEN va YiveTal og KaTAAAnAo
XWPO, HOKPIG atrd S1adpdpoug Kal dAAa TToAuGUxvaoTa pépn.

*+  Ta padievepyd UAIKG TTpETTEl va QUAGOCOVTOlI OTOV TTPOBAETTOUEVO
TTEPIEKTN KOl OE TIPOKABOPITPEVO XWPO.

*  To apxeio TapaAaBng Kal atroBrKeuaNng PadIEVEPYWV UAIKWYV TTPETTEI
va gival Tavta evnuEPWHEVO.

* O gpyaoTnplakdg €EOTTAIONOG ) Ta YUdAIva OKeUN TTOU £XOUV HOAUVOET
ammd padievepyd UAIKG TTPETTEI VA ATTOUOVWVOVTQI, TTPOKEIMEVOU VO
ammo@euxBei péAuvon atré dIaPopeTIKG padioigdToTra.

*  Kdbe mepimtwon padievepyng pOAuvong f ammwAeiag padievepyou
UAIKOU Ba TTp€TTel va eTTIAUETaN PE BAon TIG I0XU0OUCEG BIOBIKOTIEG.

O xeIpiopdg Twv padievepywv atmoBATwy TTPETTEl va aKOAOUBEi Toug
KOQVOVIOPOUG TNG XWPOg OTNV OTIoia XPNOIUOTTOIEITAI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidio Tou Nartpiou

Karroia avmidpacTrpia TrepiExouv agidio Tou varpiou wg ouvinpntiké. To
agidio Tou vaTpiou PTTopEi va avTidpdoel e To HOAURDO Kal TO XOAKO TNG
USPAUAIKAG EYKOTAOTOONG KOl VO OXNUOTIOEl €KPNKTIKA adidia YeTAAAWV.
Kard tnv amoppiyn Twv uypwyv OIOXETEUOTE PEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU GTO
oU0TNUA ATTOXETEUONG YIA VO ATTOQUYETE TN OTAdIOKK) OUYKEVTPWON adidiou
[2].

YAik6 avBpwTrivng TpoéAeuang

H emre€epyaoia Twv delypdTwy aoBEVWV Kal TwV TTPOIGVTWY TTOU TTPOEPXOVTAl
ammd aigya pTropeil va yivel TAKTIKG MPe eAaxioTn mlavotnTa  Kivouvou
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XPNOIJOTIOIWVTAG Tn SladIKaagia TTou TTEPIYPAPNKE TTPonyoupévwg. QoTdao,
XEIPIOTEITE TA TTPOIOVTA AUTA WG TTIBAVEG HJOAUCUATIKEG OUTIEG CUPQWVA UE TIG
YEVIKEG TIPOPUAGEEIG Kal TIG KAAEG TAKTIKEG KAIVIKWV £pyaaTnpiwv avegdptnTta
atré TNV TTPOEAEUDN, TO XEIPIOKS A TNV TTpoNyoUlEVN TTIGTOTIoINOT) Toug. TNa
aTrOAUPOVON XPNOIPOTIOINOTE £va KOTAAANAO PECO a@AipEONG ETTIKIVOUVWV
fn avemBuunTwyv mpoopifewv. DuAGETe Kal amoppiyTe Ta UAIKE autd
KOl TOUG TTEPIEKTEG TOUG OUPGWVA PE TOUG TOTTIKOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG
KOTEUBUVTAPIEG YPOAUUEG.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Aev Tagivopeital wg TKivOUVO

To AeAtio dedopévwy ao@daAeiag gival diaBéoiyo otn dilbuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOTH, ENMEZEPIAZIA, AlTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEITMATQN

ZUM\EETE TO aipa o€ oTeyva GWANVApIa.

*  AognoTe Ta deiypata opoU va TTREO0UV EVTEAWG TTPIV TN GUYOKEVTPNON.

O opodg ptopei va @uAayTei oe Bepuokpaaia 2-8 °C yia didoTnua
£wg Kal 24 wpwv Kal Ba TpéTTel va Katawuxetal otoug -20 °C ) o€
XapNAOTEPN BepuoKpaaia, yia HEYOAUTEPEG TTEPIODOUG, HEXPI 2 UAVES
[3]. H améwuén Twv deiypdtwy TpéTel va yivetal o€ Beppokpaacia
dwyarTiou.

*  Ta ammoyuyBévTa deiypaTta TTPETTEI VA AVAUEIXTOUV KAAG UE avakivnon
TIpIV TNV €&€TOON.

*  Kdbe deiypa 1mou dwoel TINA atmoTEAEOUOTOG PEYOAUTEPN aTé TO
wnAdéTepo Babuovountr, AEN Trpetrel va apaiwBei yiati Ba aAAGEel
TNV avaAoyia eEAEUBEPNG PE DECUEUPEVNG TEOTOOTEPOVNG.

NMAPEXOMENA YAIKA

Ooca avmidpacTtipia ammd Tn CUOKEUOTia Oev €XOUV QVOIXTEI TTAPAPEVOUV
oTaBepd €wg TNV nuepounvia ARENG TTou avaypd@eTal oTnV ETIKETA TNG
ouokeuaaoiag, €pooov @uAdooovTal atoug 2-8 °C. O1 nuepounvieg ARENg
TTOU avaypa@ovTal OTIG ETIKETEG Twv @IaAIdiwv 10XUouUvV POvo yia Tn
MaKpOTTPOBeoun QUAAEN TwV CUCTOTIKWY OTTO TOV KATAOKEUAOTH yia TO
d1doTnua TTPoToU PTTOUV OTn cuokeuaaoia. Mnv TiIg AauBavere utTown.

O1 ouvBrikeg aTmoBrikeuong yia avolyuéva avTidpacThpia avagEépovTal oTIg
avahoyeg TTapaypdaeoug.

ZwAnvAapia ETICTPWHEVA PE OVTI- TEGTOOTEPOVN: 2 X 50 cwAnvdpia
(€Tolpa TTPOG XprioN)

MAAOTIKG CWANVAPIO HPE AVOOOC@AIPIVR  AVTI-TEOTOOTEPOVN KOUVEAIOU
QAKIVNTOTTOINUEVN OTO E0WTEPIKG TOiXWHA KABE cwAnvapiou.

IXvnBTng avAaAoyo ThG TETOOTEPOVNG sTIoNUAcuévo pe 21 (KITPINO):
1 @1aAidio Twv 22 mL (£toipgo Tpog Xprion)

To @ioAidIo TrepIExel, TNV nuépa TTou Trapaokeuddletal, 185 kBq (<5 pCi),
gmonuacuévou pe 'l avdloyo TnG TEOTOOTEPOVNG OE PUBUICTIKG TTOU
mepIExel TTpwTeiveg, agidio Tou Natpiou (<0,1%) Kail Yo XPWOTIKH.

BaBuovountég : 1 @iaAidio Twv 1,0 mL (0) + 7 @iaAidia Twv 0,5 mL (1-7)
(€roipa Tpog xprion)

Ta BaBuovounTég @laAidia TTepiéxouv PeTau ammd 0 uéxpl KaTd TTPoaEyyion
100 pg/mL (0 péxpr kata TTpoaéyyion 346,7 pmol/L) eAeUBepn TEOTOOTEPOVN
og avBpwTTivo opd pe agidio Tou Natpiou (< 0,1%). O1 akpIBEiG TUYKEVTPWOEIG
avaypd@ovTal oTnv €TIKETA KABe @IaAidiou. MOAIG avoixTouv, diatnpolvTal
atoug 2-8 °C yia 3 gBdopadeg, f atoug < -20 °C péxpl TNV NUEPOMNVia
AAENG Tou padiopappdkou. O TIHEG TwV BaBPovOuNTWY €XOUV UTTOAOYIOTET
XPNOIHOTTOIVTOG EOWTEPIKG dedopéva.

Acgiypata eAéyyou: 2 @iaAidia Tou 0,5 mL (£Toipa Tpog Xprion)

Ta @ioAidia TTepIEXOuV EAeUBEPN TEOTOOTEPOVN APUIATWHEVN O AVOPWITIVO
opd pe agidio Tou Natpiou (<0,1%). O1 avapevoueveg TIMEG €ival OTN OgIpG
OUYKEVTPWONG TTOU Qvaypa@eTal 0TO OUUTTAApwua.  MOAIG avoixtouv,
SiatnpouvTtal oToug 2-8 °C yia 3 gfdouddeg, | oToug < -20 °C péxpl TNV
nuepopnvia Afgng Tou padio@apudaKou.

AMNAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN MAPEXONTAI

O atraItouuevog epyacTnPIakog E0TTAICUSG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
£gng:
*  TAAOTIKG A yudAiva OOKIYOOTIKA cwAnvdpia 12 x 75 mm yia Tig
JETPAOTEIG TOU 1XvNOETN (Total).

. "ESpavo cwAnvapiwv SoKIJaoIwy yia 12 x 75 mm cwAnvdapia.
*  Mikpomiméreg akpifeiag (50 pL).
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*  nuioutépareg mméTeg (200 pL, 3,0 mL)
e ATTIOVIOUEVO VEPOD.
*  Avadeutripag TUTTOU vortex.
*  udaréroutpo 37 + 2 °C.
e 'Eva £€dpavo e oTrdyyo ) TTapOPOoIa CUOKEUR Yia aTToxuon.
*  Atmoppo@nTiKd UAIKO yia. owAnvdpia avocoatrotutiwaong (blotting).
*  Gamma counter, o€ yia lwdio 125.
AIAAIKAZIA
MpocToipacia avridpacTnpiwv

AogrioTe 10 avTIdpacTApIa va emavéNBouv oe Bepuokpacia dwuaTiou Kai
avapeigte KaAd avaoTpéovtag eEAa@pd To QIaAidio TTpIV TN XpAoN.

Aladikaoia g§éraong

EkTteAéaTe €1G SITTAOUV TTPOCBIOPITHOS TwV BaBuovounTwY, TWV 0pWV EAEYXOU
KOl TwV OEIYPATWY TWV ACBEVWV.

Brpa 1
MpooBnkeg
270 ETOTPWHEVA
owAnvapia, TTpooBEaTe
O1ad0XIKA:

BAua 2
Emmwaon & MNAuoipo
EmwdoTe 1 wpa oToug
37 + 2° C 6Aa 1O
owAnvapia.

Bipa 3
Mérpnon
Avappo®nroTe i
peTayyioTe 6Aa Ta
owAnvdaplia, eKTOG atod
€Keiva TTOU agopolv
TIG METPAOEIG TOU
ixvneétn (Total), pe
TAUTOXPOVN AVOCTPOPH
ME IO oTTOYYWON
Baon péoa ot éva
doxeio padievepywv
atmoBANTwV.
XTUTTAOTE TA
owAnvdapia amméToua
g€ aTToppPOPNTIKO UNIKO
yla va emTaxuvoei 1o
OTEYVWHA.

50 pL BaBuovountn,
0opoU eAéyxou N
deiypartog kar 200
uL 1xvneém.”

Avappo@nroTe 1
ueTayyiote 6Aa Ta
owAnvdplia, eKT0G aTTO
ekeiva TTou agpopolv
TIG METPAOEIG TOU
IxvnOéTn (Total), pe
TAUTOXPOVN avaoTPO®r
ME HIa oTTOYYWon
Baon péoa ot éva
doxeio padievepywyv
atmoBAATWV.
XTUTTAOTE TO
OowAnvapia amétoua
o€ ammoppoPnTIKO UAIKO
yla va emTaxuveei 1o
OTEYVWHA.

AvakaTéWTe aTo vortex. >1payyioTte TAvW o€
aATTOPPOPNTIKG UAIKO
TOUAGXIOTOV YIa 2
AeTITd.  AQaipéaTe
mOavég oTayoveg
atd 10 XEiAog Twv
gwAnvapiwv.
MeTprioTe 1O
deapeupévo cpm (B)
KQI TO GUVOAIKO cpm
(T) yia 1 AerTo.

MpooBéoTe oe OAa Ta
owAnvépia 3,0 mL
ATTIOVIOPEVO VEPO,
JE TNV €€aipean Twv

OWARVWY "CUVOAIKWV

KPOUTEWV".

*MpoaBéaTe 200 pL 1xvnBETN oTa 2 cWANVApPIa yia va BPEiTe TIG OAIKEG

KpoUOEIG.

AMOTEAEZMATA

Ta oamoTteAéopata Twv OelyudTwy uttoAoyidovtal pe TTapeuoAr otnv
TPOTUTIN KapTTUAN.  H kaptUAn xpnoipotroigital yia Tov TTPoadIopIouo
TWV OUYKEVTPWOEWYV €EAEUBEPNG TEOTOOTEPOVNG O€ BEiyUOTA TTOU PETPWVTAI
TOUTOXPOVA PE Ta BaBpovounTég .

MpoéTuTrN KAPTTOAN

Ta amroTeAéopaTa GTO THAUA TTOIOTIKOU EAEYXOU UTTOAOYIOTNKAV PE TN XPrion
TNG KaApTTUANG TTpocappoyng Hovtédou spline pe Tov Aoyo B/T 1 B/B,
oTov k@Beto dfova lin kalr TN ouykévipwaon Tng avaAuduevng ouadiag Twv
BaBuovounTwv oTov opifévTio dfova log (pg/mL).

AMeg pEBoBOI avaywyng Twv OedopEvwy PTTOPET va dWOOoUV EAAPPWG
OIAPOPETIKA aTroTEAETUATA.

EDsy = 3,710 pg/mL

PI-DSL4900-11

OAIk} padievépyeia: 62.502 cpm
BaBpovountég EAe08epn cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
TECTOOTEPOVN
(pg/mL)
0 0 28.056 44,89 100,0
1 0,23 23.889 38,22 85,15
2 0,90 18.675 29,88 66,56
3 2,80 15.016 24,03 53,52
4 9,50 10.466 16,75 37,30
5 26,00 6.682 10,69 23,82
6 50,00 4.466 7,15 15,92
7 100,0 2.989 4,78 10,66

(Mapdderyua mpPATUTING KAUTTUANG, va un xpnoiuoroinbei og uroAoyiououg)
Agiypara

ZnueiwoTe Tov Adyo B/T A B/B, oTtov kdBeTO GEova, ETTEITQ TO QVTIOTOIXO
onueio otV KauTuAn kai diaBdoTte oTov opifdvTio dfova Tnv avTioToixn
OUYKEVTPWON €AEUBEPN TEGTOOTEPOVN O€ pg/mL.

Mo va peToTpéwere TIG OUYKeEVIpwOEeElG amd pg/mL  oto  pmol/L,
ToAATTAGCIGOTE T aTToTeEAéopaTa pe 3.47.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mporteivoupe To kABE epyaoTrplo va KaBIEPWOTE! TIG OIKEG TOU TINEG AVAPOPUG.
O1 TIHEG TTOU akoAouBouv TTpoékuwav atmd uyif ATopa Kal €ival amAwg
eVvOEIKTIKEG. OI GUYKEVTPWOEIG 0poU €AUBEPNG TEGTOOTEPOVNG OTOV TTIVAKA
TTPOEKUYAaV atrod UYIEIG aoBEVEIG.

Avdpeg (HAIkia | N |Aidpeon| EAdy. Méy. 2,5° 97,5°
o £mn) niuR | (pg/mL) | (pg/mL) |ekarootn-|exarootn-
(pg/mL) uépio uopio
(pg/mL) | (pg/mL)
20-29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 kal dvw 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
OAeg 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Fuvaikeg N [Aigueon| EAGy. Méy. 2,5° 97,5°
TIUA (pg/mL) | (pg/mL) |ekaTooTn-|ekaTOOTN-
(pg/mL) uépio uépio
(pg/mL) | (pg/mL)
BuAakidNg 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
@aon
Qxpiviki edon | 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
QoBuAakioppnéia | 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
Meta Tnv 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
gUPNvOTTOUCH
AvTiouMnTTIKG | 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Tuxaio deiypa n [Aigpueon| EAdy. Méy. 2,5° 97,5°
YUVOIKWV TiyR | (pg/mL) | (pg/mL) |ekarootn-|ekatooTn-
(pg/mL) uoépio pépio
(pg/mL) | (pg/mL)
OAeg 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

AeTrTOpEPAG TTEPIYPAPH TTANPOPOPIWV CXETIKA HE TIG AVAUEVOUEVES
TINEG yia Taidid (avd nAikia kal @UAo), TrapoBétovial oTo @UAAO
"APPENDIX".

EAErXOzZ NOIOTHTAZ

ZUgpwva e TIG KAAEG €PYAOTNPIOKEG TTPAKTIKEG Ta Oeiypata eAEyxou
TIPETTEl VA XPNOIYOTTOIOUVTal TAKTIKA Yia va SIao@aAICETal N TTOIOTATA TWV
AapBavopevwy amoteAeopdTwy. H emegepyacia Twv v AGyw 0pwv eAEyXOU
TIPETTEl VA YiveTal akpIBWG PE Tov idlo TPOTTO OTTWG Kal yia Ta deiypaTta Twv
aoBevwv Kal GUVIOTATAI VA YivETAl aVAAUCT) TwV ATTOTEAEGUATWY PE TN XPron
TWV KATGAANAWY OTATIOTIKWY HEBOSWV.

e mepimTwon emdeivwong OUOKeuaoiag | €dv Ta aTroTEAéOPATA TTOU
TPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINON aTrdd00NG, TTOPAKAAW EAATE O€ ETTAQN
ME TOV TOTTIKO BIOVOPEQ OAG ) XPNOIYOTIOINCTE TNV akOAoubn OielBuvan
nAekTpovikoU Taxudpopeiou: imunochem@beckman.com

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOZHX
(Na mepioodtepeg Aemrrouépeisg, BA. APPENDIX)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKG SEdopEVa TTAPEXOVTAl HOVO WG TTAPAdEIYUA.
H amm6d0o0n TTou eTITUYXAVETAI OE KABE EPYAOTHPIO UTTOPET VO JIOPEPEL.
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Evaiobnoia
Opio avixveuong (OA): 0,13 pg/mL

To OA yia Tnv eAeuBepn TeaTooTEPOVN eival 0,13 pg/mL, TTPocdIopIGUEVO
guyewva Pe TIG KaTeUBUVTAPIEG odnyieg Tou eyypagpou EP17-A2 [4] Tou
CLSI, Baoel Twv avaloyiv Yeudwg BETIKWY (a) KATw Tou 5% kal Weudwg
apvnTikwv (B) Katw TOoU 5%, pE XPrion TTPOCdIoPICHWY, ME 120 TUPAA
Oeiypara, 120 deiyparta xapnAou emirédou kai Opio Tuphou (OT) 0,05 pg/mL.

‘Opio MoooTtikotroinong (OM): 0,37 pg/mL

To Ol yia Tnv €AelBepn TEOTOOTEPOVN E€ival 0,37 pg/mL, Ty clpewvn
ME TIG KaTEUBUVTAPIEG 0dnyieg Tou eyypdgou EP17-A2 [4] tou CLSI wg n
XAUNAOTEPN CUYKEVTPWON CTNV OTI0IO IKAVOTTOIEITAlI TO KPITAPIO HEYICTOU
GuUVOAIKOU O@QGANATOG.

Ege1dikeuon

To avTiowpa TToU XPNOIYOTIOIEITAlI OTOV OVOOOTTPOCdIOPIOHS €XEl UWNAN
€I0IKOTNTA yiIa TNV €AelBepn TeaTOOTEPOVN.  [MapartnpnOnkav xaunAég
S1a0TAUPOUPEVEG QVTIOPACTIKATNTEG PE APKETA CUVAPH HOPIa.

AxpiBeia
EmavaAnyipotnTa kai ev3oepyaoTnpiakn akpipeia

H akpiBeia Tng avdAuong TrpoadiopioTnke oUPPWVA HE TIG KOTEUBUVTAPIEG
odnyieg Tou eyypdgou EP05-A3 [5] Tou CLSI. Qg 1Tpog TNV emavaAnyipgétnTa,
Ol OUVTEAEOTEG PETABANTOTNTAG BpEBNKav va gival XapnAdTepol 1y iool pe
13,2% yia 1a deiypata opol. Qg TPog TNV £vOOEPYATTNPIOKN akKpifela, ol
OuvTEAEOTEG PETABANTOTNTAG BPEBNnKav va gival xaunAoTepol A icol pe 19,3%
yla Ta deiypaTta opou.

AkpiBeia
FpappIKOTNTA

H avdAuon amodeixbnke ypaupik ammé 0,30 €éwg 114,11 pg/mL pe xprion
SelyuaTwV 0pou (TIuA ocUPPWVN PE TIG KATEUBUVTHPIEG 0dnYieg Tou £yypdpou
EP6-A [6] Tou CLSI).

PI-DSL4900-11

EUpog pérpnong (amméd 1o Ol £wg Tov uwnAdTepo BabuovounT):

0,37 pg/mL £éwg tepitrou 100 pg/mL
MEPIOPIZMOI
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H pn 1ApNONn Twv OUYKEKPIMEVWY 0dNYIWV XPAONG MTTOPEl va
ETTNPEACEI ONPAVTIKA T ATTOTEAEOATA.

H avemopkng &npavon owAfvwy HPETA TO OlaywpIono WTTopEl va
odnyAoel o avakpiBd amoteAéopaTa.

Ta amoTeAéopata TTPETTEI va epunveuBolv AapBdvovtag utrdéywn Tn
OUVOAIKR KAIVIKA TTapouciaon Tng acBevoulg, CUUTTEPIAAUBAVOUEVWV
NG KAIVIKNG 10TOpiag, Twv Oedopévwy atrd  CUPTTANPWHATIKESG
e€eT@OEIG KAl GAAWY KATAAANAWY TTANPOPOPILIV.

ATTOQUYETE TNV ETTAVEIANMPEVN KATAWUEN Kal aTTéWuén Twv SelyUaTwV
1 avTIdpacTnPiwV.

BAétre Tn oeAida APPENDIX yia TrepIoodTEPEG AETITOUEPEIEG.

Yopiotatar n mOavétnTa TTEPEPPOANG  ETEPOPIAWY  AVTICWUATWV
oTo deiypa Tou acBevoug. O aoBeveig TTou €Xouv TOKTIKY €kBean
oe (wa R éxouv umroPAnBei oe avoooBepartieia | ge BIOYVWOTIKEG
d108IKaCiEG  TTOU  XPNOIMOTIOIOUV — AVOCOOQAIPIVEG | TUAUATA
aAVOOOOPAIPIVIV EVOEXETAI VO TTapaydyouv avTiowuara, .X. HAMA,
TTou TrapePBAAAOVTaI GTOUG aVOOOAOYIKOUG TTPOGBIOpIoHOUG. TEToI
TapepPBarAdueva avTiowuaTa PTropei va odnynoouv o€ Aavlacuéva
amoteAéopaTa.  AZIOAOYyNOTE TIPOCEKTIKA Ta OTTOTEAéOUATA TWV
aoBev)v  OTOUG OTTOIOUG UTTIAPYXEl uTTowia UTTapéng Qutwv Twv
AVTICWHATWV.
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o
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Ly 4:Ed

RERFDIIANESERE2BIE Iin QM L5 B/T 28 B/B, L& # AR LI
% log #H ERAERB D TYIRE (po/mL) iTESH,

FAEM ERNERNR A EMEINERTRERHTE.
YBARE=3.710 RR=/ZH

B . 85981 B 62502
BAER WHEEE (K| com (n=2) | BIT (%) B/B, (%)
RIEH)
0 0 28,056 44.89 100.0
1 0.23 23,889 38.22 85.15
2 0.90 18,675 29.88 66.56
3 2.80 15,016 24.03 53.52
4 9.50 10,466 16.75 37.30
5 26.00 6,682 10.69 23.82
6 50.00 4,466 7.15 15.92
7 100.0 2,989 4.78 10.66
(B0, TER FEEITE)
e

EFRAERLHA M EIRMESM B/ TERB/BE , HFMEH LR
WAERMFEEMREER  KRR/IZEH,

ERRNRERVER/EARRBREERFA , REFRR/ZEFAH LA ER
3.47H1 T,

mitE

ENMERENBEIACHITERESE,. ATHRERESIEAEUERER
BRI E IR A REVEH .

B (F#R) N | gl | {/ME | JKAE | £258 | F975
( BZ%/ | (pg/mL) [ (pg/mL) [ FEHK | A XK
ZH) (pg/mL) | (pg/mL)
20 - 29 30 [ 15.40 7.54 27.79 8.68 25.09
30 - 39 30 | 14.94 6.77 22.36 8.85 21.40
40 - 49 30| 11.48 7.37 20.47 7.56 18.64
50 BAAE 30| 9.05 4.52 15.05 572 14.21
B 120 12.35 452 27.79 6.76 22.76
x n| gl | JME | JAE | #2583 Fo75
( 2%/ | (pg/mL) [ (pg/mL) [ SE% | A XK
Z7) (pg/mL) | (pg/mL)
57 58 & 32 148 0.59 4.28 0.64 3.41
B 32| 144 0.59 3.31 0.60 2.95
Preovulatory 21 1.51 0.81 3.79 0.90 3.79
peak
RS 13| 1.7 0.33 1.97 0.36 1.85
3Bk Zp 25 19| 145 0.49 2.81 0.57 2.70
B R 3 N | g | &ME | JAE | #2558 | Fo75
( %/ | (pg/mL) | (pg/mL) | #E% | B
ZH) (pg/mL) | (pg/mL)
B 120 1.29 0.33 4.28 0.49 2.87

Jﬁlj.iﬁﬂi{ﬁﬁgﬁﬂﬂﬁﬁ (BFRAKINSX ) TONHR OBERDE

PI-DSL4900-11
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(ETHESEE, BE KR

HAHBRLERNUEN —MIERHBAAR, ENZRENSHHERT
AEELBMARE,
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BAME (LoD) : 0.13 pg/mL

R ZERE LoD 8 0.13 pg/mL , KM T &4 , ZEES CLSI X#4 EP17-A2
[4] BRI — 3K : BPAME (a) NTF 5% FEBRBAE (B) N F 5% KILLBI ; EA 120 14
Z=EH 120 DEKEREE N EE ; L% 0.05 pg/mL #IZE B4R (LoB).

E&/MR (LoQ) 0.37 pg/mL

R EEE LoQ 9 0.37 pg/mL , W i R CLSI 344 EP17-A2 [4] &
HNEENERIEAEREFENRERE,

BRE

RESFPEANRGNEEEMEAGERRE. WSHEXD FRE
BRI,

RRE
ESHNIRENRERE

NENEBES CLSI X EPOS-A3 [5] EE— B, XN TEEH , MEHAE
NERRBETHET 13.2%, WTERETARFEE , MBEFEANERXR
BETHRET 19.3%.

Y1213
SME

{8 A I & 4% AN AE SR %M E #E 0.30-114.11 pg/mL SEE A 2414 ( 358 CLSI
A4 EP6-A [6] IEEME ) -

AEDBE (M LQIERERER ) :

0.37 pg/mL ££ 100 pg/mL

BR &l
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RADIOIMMUNOLOGICZNA METODA DO ILOSCIOWEGO
OZNACZANIA WOLNEGO TESTOSTERONU W
SUROWICY CZLOWIEKA

ZESTAW PRZEZNACZONY JEST DO DIAGNOSTYKI IN
VITRO

ZASADA

Zestaw radioimmunologiczny do oznaczania wolnego testosteronu jest
zestawem kompetycyjnym. Niniejsza procedura jest zgodna z podstawowymi
zatozeniami metody radioimmunologicznej, tzn. radioaktywne antygeny
konkurujg z nieradioaktywnymi antygenami o okreslong liczbe wigzan z
przeciwciatem [1]. Przy czym iloé¢ znakowanego '?°| analogu testosteronu
zwigzanego z przeciwciatem jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia
obecnego w prébce nieoznakowanego wolnego testosteronu. Oddzielenie
wolnych antygenéw od antygenéw zwigzanych uzyskuje sie poprzez
dekantacje lub odciggnigcie ptynnej zawartosci z pokrytych przeciwciatem
probéwek. Uzyskane wartosci wolnego testosteronu odczytuje sie poprzez
interpolacje ze skonstruowanej krzywej standardowe;.

Podsumowanie i Wyjasnienia dotyczace Testu patrz APPENDIX.
OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

* Do uzytku diagnostycznego in vitro.

. Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawaé otwarte
przez czas dluzszy niz jest to konieczne aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki.

*  Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

* nie wolno uzywaé sktadnikéw po ich dacie waznosci podanej na
etykiecie,

« Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

*  Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.

«  kalibratory i kontrole nalezy delikatnie wymieszac¢ przed uzyciem; nie
mieszaé vortexem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer
materiatéw radioaktywnych powinien by¢ zgodny z prawem obowigzujacym
w kraju uzytkownika. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa
przy stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

* Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢ wyrobow tytoniowych, nie uzywaé
kosmetykéw w poblizu materiatow radioaktywnych.

*  Nie pipetowac¢ ustami.

* Nalezy unikaé wszelkich kontaktow z materiatami

promieniotwoérczymi, stosujac rekawice i fartuch laboratoryjny.

*  Wszelkie manipulacje zwigzane z substancjami promieniotwérczymi
powinny by¢ wykonywane w wyznaczonej lokalizacji, z dala od
korytarzy i innych zattoczonych miejsc.

* Materialy  promieniotwércze  powinny  byé
w udostepnionym pojemniku i w wyznaczone;j strefie.

przechowywane

. Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien byé zgodny z odpowiednim terminem.

*  Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegly kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowac kontaminaciji
krzyzowej r6znymi radioizotopami

» W sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materiatu powinno by¢ powziete postgpowanie
zgodne z prawem obowigzujgcym w kraju uzytkownika.

* Radioaktywne odpady powinny by¢ przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.

Azydek sodu

Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujacy.
Azydeksodu wchodzi w reakcje z ofowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
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wybuchowe zwigzki. W zwigzku z tym odczynniki zawierajgce azydek
sodu powinny by¢ rozciefnczane duzg iloscia wody przed wylaniem ich do
kanalizacji [2].

Materiaty pochodzace od czlowieka

Zastosowanie opisanej procedury umozliwia rutynowe przetwarzanie probka
pochodzfca (pobrana) od pacjenta i preparatéw krwiopochodnych przy
minimalnym ryzyku. Mimo to nalezy obchodzi¢ sig¢ z nimi jak z preparatami
potencjalnie zakaznymi, zgodnie z powszechnie stosowanymi $rodkami
ostroznosci i dobrg praktykg laboratoryjng, niezaleznie od pochodzenia,
rodzaju badan i wczesniejszego swiadectwa. Nalezy stosowac odpowiednie
srodki dezynfekujace do odkazania. Materialy i ich opakowania nalezy
przechowywac i usuwaé zgodnie z miejscowymi zasadami i wytycznymi.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Substancja niesklasyfikowana jako niebezpieczna

Karta charakterystyki jest dostgpna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

zalecane typy prob to surowica

*  Przed odwirowaniem nalezy odstawi¢ prébki do wytworzenia petnego
skrzepu.

*  probki surowicy mogg by¢ przechowywane w temp. 2-8°C, jezeli
oznaczanie zostanie przeprowadzone w ciggu 24 godzin - przy
diuzszym przechowywaniu (max. do 2 miesiecy [3]) probki nalezy
zamrozi¢ w temperaturze < -20°C po ich uprzednim rozdozowaniu
azeby unikng¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania tej samej
probki

*  zamrozone probki nalezy rozmrozic i nastepnie delikatnie wymieszaé
przed uzyciem,

+ nawet jesli probka pokazuje stezenie wigksze niz stezenie
najwyzszego kalibratora nie powinna by¢ rozcienczana; rozcienczenie
probek spowoduje zmiane proporcji wolnego testosteronu do
zwigzanego testosteronu.

MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie nienaruszone odczynniki zestawu sg stabilne zgodnie z ich
datg waznosci umieszczong na etykiecie zestawu, pod warunkiem
przechowywania ich w temperaturze 2-8°C. Daty waznosci sg wydrukowane
tylko na etykietach fiolek z przedtuzonym okresem sktadowania sktadnikow
przez producenta. Nie nalezy bra¢ ich pod uwage.

Warunki przechowywania otwartych odczynnikéw sg podane w odpowiednich
akapitach.

Probowki optaszczone pokryte przeciwcialem przeciw wolnemu
testosteronowi: 2 x 50 proboéwek (gotowy do uzycia)

Plastikowe probowki z kréliczg immunoglobuling przeciw testosteronowi
unieruchomiong na wewnetrznej $ciance kazdej probdoweki.

Znacznik analogu testosteronu znakowany "2 (ZOLTY): jedna fiolka 22
mL, (gotowy do uzycia)

Na czas produkcji, fiolka zawiera 185 kBq (<5 uCi), analogu testosteronu
znakowanego 'l w buforze z biatkami (BSA), azydkiem sodu (<0,1%) oraz
barwnik.

Kalibratory: jedna fiolka 1,0 mL kalibrator 0 i siedem fiolek po 0,5 mL
kalibratory 1-7 (gotowy do uzycia)

Fiolki z kalibratorami zawieraja od 0 do okoto 100 pg/mL (0 do okoto 346,7
pmol/L) wolnego testosteronu w ludzkiej surowicy z azydkiem sodu (<
0,1%). Doktadne stezenia sg podane na etykiecie kazdej fiolki. Po otwarciu
przechowywaé¢ w temperaturze 2-8°C do trzech tygodni lub w temperaturze
< -20 ° C do daty waznosci zestawu. Wartosci kalibratoréw sg ustalone w
oparciu o wewnetrzne standardy referencyjne.

Kontrole: 2 fiolki 0,5 mL oznaczone 1, 2 (gotowy do uzycia)

Fiolki zawierajg wolny testosteron w ludzkiej surowicy z azydkiem sodu
(<0,1%). Oczekiwane stezenia sg podane w suplemencie dotgczonym
do zestawu. Po otwarciu przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C do trzech
tygodni lub w temperaturze < -20 °C do daty waznosci zestawu.
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MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane s nastepujace

urzgdzenia:

* plastikowe lub szklane probowki (12 mm x 75 mm) do obliczen

catkowitych

»  stojak na proboéwki (12 x 75 mm)

. Doktadna mikropipeta (50 pL).

*  pofautomatyczne pipety (200 pL, 3,0 mL)

*  Woda dejonizowana.

. Mikser Vortex.

*  laznia wodna na (o kontrolowanej temperaturze) 37 + 2°C

»  stojak ggbkowy lub inne urzadzenie do dekantaciji

*  materiat chtongcy do osuszania probéwek

*  Licznik gamma do 125 J.

PROCEDURA

Przygotowanie odczynnikéow

Doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej a nastepnie
doktadnie wymieszac¢ delikatnie wstrzgsajac (przez odwracanie fiolki) przed

uzyciem.

Procedura oznaczania

Oznaczac¢ kalibratory, kontrole i prébki pacjentéw w duplikatach.

Etap 1
Dodawanie

Etap 2
Inkubacja i Ptukanie

Etap 3
Ptukanie i Zliczanie

Do probéwek pokrytych
przeciwciatem doda¢
kolejno:

50 yL kalibratora,
kontroli lub prébki,
nastepnie niezwtocznie
doda¢ 200 pL
znacznika.”

Zmieszac “vortexem”.

Przykry¢ i inkubowac 60
minut w tazni wodnej w
temperaturze 37 + 2°C.

Dekantowaé zawartos¢
proboéwek, -poza
probéwkami «catkowite
cpmy» odwracajgc
stojak ggbkowy tak
by zawarto$¢ sptyneta
do pojemniczka na
odpad radioaktywny.
Strzasnaé
zdecydowanie probowki
na chtongcy materiat,
aby utatwi¢ catkowite
odsaczenie,

Doda¢ 3,0 mL
zdejonizowanej
wody do wszystkich
probéwek poza
probéwkami «catkowite

cpm».

Dekantowa¢ zawarto$é
probéwek, -poza
probéwkami «catkowite
cpm» odwracajgc
stojak gabkowy tak
by zawarto$¢ sptyneta
do pojemniczka na
odpad radioaktywny.
Strzasnaé
zdecydowanie probowki
na chtongcy materiat,
aby ufatwi¢ catkowite
odsaczenie,

Strzasnaé
zdecydowanie probowki
na chfongcy materiat
aby ufatwi¢ catkowite
odsaczenie, Odsaczac
na chfongcy materiat
przez minimum 2
minuty, Osuszy¢
kropelki ze $cian i
brzegéw probowek
Zlicza¢ zwigzane cpm
(B) oraz catkowite cpm
(T) przez 1 min.

*Dodac¢ 200 pL znacznika do dwoch dodatkowych probéwek, aby otrzymaé

«catkowite cpm».

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢é z krzywej standardowe;.
oznaczania stezenia wolnego testosteronu w prébkach, mierzonego w tym

samym czasie co kalibratory.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jako$ci obliczano przy uzyciu krzywej skfadanej
dopasowania z B/T lub B/B, na liniowej osi pionowej i stezeniem analitu

w kalibratorach na logarytmicznej osi poziomej (pg/mL).

Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze da¢ nieco inne

wyniki.
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Krzywa ta stuzy do

EDsy = 3,710 pg/mL

Aktywnos¢ catkowita: 62 502 cpm
Kalibratory Wolny cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
testosteron
(pg/mL)

0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6682 10,69 23,82
6 50,00 4466 7,15 15,92
7 100,0 2989 4,78 10,66

(Przyktadowe wartosci do krzywej wzorcowej, nie do zastosowania)
Probki

Dla kazdej prébki odnajdz B/T albo B/B, na osi pionowej i odczytaj
odpowiadajace tej wartosci stezenie wolnego testosteronu w pg/mL, na osi
poziome;.

Aby przeliczy¢ pg/mL na pmol/L pomnéz wynik przez 3.47.

OCZEKIWANE WARTOSCI

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasne wartosci normalne. Ponizsze
dane uzyskano z prébek surowicy od zdrowych dorostych osob.
Mezczyzni n | Median Min Maks. |Centyl2,5| Centyl
(wiek w latach) (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 97,5
(pg/mL)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 i wiecej 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Wszystkie 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Kobiety N | Median Min Maks. |Centyl2,5| Centyl
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 97,5
(pg/mL)
Faza folikularna | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Faza lutealna 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Szczyt 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
przedowulacyjny
Po menopauzie | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Srodki 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
antykoncepcyjne
Losowe kobiety| N | Median Min Maks. |Centyl2,5| Centyl
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) 97,5
(pg/mL)
Wszystkie 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Szczegotowe informacje dotyczace oczekiwanych wartosci u dzieci (wg
wieku i ptci) mozna znalez¢ w dodatku z danymi "APPENDIX".

KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujgce laboratorium wymaga regularnego stosowania préb
kontrolnych azeby zapewni¢ jako$¢ i wiarygodnosé uzyskiwanych wynikow.
Przygotowanie prébek kontrolnych odbywa sie w doktadnie taki sam sposéb
jak prébek od pacjentow. Zaleca sie takze by rezultaty ich oznaczania byly
dokfadnie i statystycznie analizowane aby prawidtowo oceni¢ jako$¢ zestawu
lub prawidtowos¢ przebiegu procedury.

Nieuzyskanie odpowiednich wartosci dla kontroli moze wskazywaé na
niedoktadne manipulacje, nieprawidlowe postgpowanie z probkg lub
pogorszenie jakosci odczynnikow. W przypadku pogorszenia jakosci
opakowania lub jezeli uzyskane dane wykazujg pewng zmiane dziatania,
prosze skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub napisa¢ na adres
imunochem@beckman.com.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
(Szczegoly, patrz APPENDIX)

Reprezentatywne dane sg przedstawiane tylko do celéw ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry moga sie rézni¢ w zaleznosci od laboratoriow.
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Czutos¢
Granica wykrywalnosci (LoD): 0,13 pg/mL

Wartos$¢ LoD estronu wynosi 0,13 pg/mL, okreslona zgodnie z dokumentem
EP17-A2 CLSI [4] na podstawie proporcji wynikéw fatszywie dodatnich
(a) mniej niz 5% i fatszywie ujemnych (B8) mniej niz 5%; wykorzystujac
oznaczenia 120 prébek slepych i 120 prébek o niskim stezeniu; wartosé
granicy préby slepej (LoB) wynosi 0,05 pg/mL.

Granica oznaczalnosci (LoQ): 0,37 pg/mL

Wartos¢ LoQ dla wolnego testosteronu wynosi 0,37 pg/mL, okreslona
zgodnie z wytycznymi w dokumencie CLSI EP17-A2 [4] jako najnizsze
stezenie, przy ktérym osiggnieto kryterium maksymalnego btedu catkowitego.
Specyficznos¢

Przeciwciato zastosowane w oznaczeniu immunologicznym jest wysoce
swoiste wobec wolego testosteronu. Niskie reaktywnosci krzyzowe
uzyskano wobec kilku powigzanych czasteczek.

Kontrola precyzji
Powtarzalnos$¢ i precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Precyzja oznaczenia zostata okreslona zgodnie z wytycznymi w dokumencie
EP05-A3 CLSI [5]. W przypadku powtarzalno$ci, wspotczynniki zmiennosci
byty réwne lub nizsze od 13,2% dla prébek surowicy. W przypadku precyzji
wewnatrzlaboratoryjnej, wspétczynniki zmiennosci byty réwne lub nizsze od
19,3% dla probek surowicy.

Kontrola doktadnosci
Liniowosé
Wykazano, ze oznaczenie jest liniowe w zakresie od 0,30 do 114,11 pg/mL

przy uzyciu prébek surowicy (zgodnie z wytycznymi w dokumencie CLSI
EP6-A [6]).
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Zakres pomiarowy (od LoQ do najwyzszego kalibratora):
0,37 pg/mL do okoto 100 pg/mL

oG
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RANICZENIA

Niestosowanie sie do instrukcji uzywania moze znaczgco wptyng¢ na
wyniki

Niewystarczajgce osuszenie probowek po dekantacji moze

spowodowac stabg replikacje i bledne wartosci.

Wyniki powinny by¢ interpretowane w Swietle catkowitego obrazu
klinicznego pacjenta, wigczajgc historie choroby, dane z innych
testéw i inne stosowne informacje.

Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania sktadnikow
zestawu oraz probek.

Po wiecej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”.

Przeciwciata heterofiliczne obecne w prébkach pacjenta moga
zaktoci¢ prawidtowe oznaczanie. Pacjenci majgcy kontakt ze
zwierzetami badz poddani immunoterapii lub innym metodom
diagnostycznym z uzyciem immunoglobulin lub ich fragmentéw moga
produkowac przeciwciata takie jak np.: HAMA zaktocajgce wiasciwe
oznaczanie zestawem i mogace by¢ powodem bfednych wynikdw.
Wyniki pacjentéw podejrzanych o obecnos$¢ podobnych przeciwciat
nalezy podda¢ uwaznej analizie.
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KVANTITATIVNi RADIOIMUNOANALYTICKE STANOVENI
VOLNEHO TESTOSTERONU V LIDSKEM SERU

TOTO STANOVENIi JE URCENO PRO DIAGNOSTICKE
POUZITI IN VITRO.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanoveni volného testosteronu je kompetitivni
stanoveni. Postup je zaloZen na principu radioimunoanalyzy, kde spolu
soutézi radioaktivné znaceny a neznaceny antigen o dany pocet vazebnych
mist na protildtce [1]. MnozZstvi '®°l-znageného analogu testosteronu
vazaného na protilatku je nepfimo umérné mnozstvi neznaceného volného
testosteronu pfitomného ve vzorku. K separaci vazané a volné frakce z
roztoku se pouzije dekantace nebo odsati zkumavky pokryté specifickou
protilatkou. Po zméfeni vazané aktivity v gama-¢itaCi se sestroji kalibracni
kfivka a z ni se odectou koncentrace volného testosteronu v neznamych
vzorcich.

Souhrn a vyklad stanoveni jsou uvedeny v priloze “APPENDIX*".
VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

*  Pro diagnostické ucely in vitro.

« LahviCky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoSlo k nezadoucimu odpareni roztoku.

*  Nemichejte substance ze souprav rliznych Sarzi.

. Nepouzivejte Zadnou slozku po uplynuti doby exspirace uvedené na
jejim §titku.

*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.

. Kalibratory a kontroly se musi pfed pouzitim promichat pfevracenim,
spi$ nez na vibraénim michadle vortex.

Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti
Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpecné nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrzujte nasledujici pravidla:
* V laboratofich ur€enych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, koufit, li¢it se a pod.
. Nepipetujte usty.
. PFi praci s radioaktivnimi materialy zamezte kontaktu s nimi pouzitim
rukavic a laboratorniho plasté.

* VeSkera manipulace s radioaktivnimi latkami musi
v pfisluSnych prostorach oddélenych od chodeb a
frekventovanych mist.

probihat
jinych

* Radioaktivni materidly musi byt skladovany v dodané nadobé
a v prostorach k tomu uréenych.

*  Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

*  Povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. V$echno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt Fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

+ V pfipadé kontaminace nebo uniku radioaktivniho materialu

postupuijte podle stanovenych predpis(.
* Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a pfedpisy.
Azid sodny
Nékteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny mize

reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku pfislusnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvim vody [2].

Material lidského plivodu

Pacientské vzorky a materialy pochazejici z krve Ize popsanym postupem
rutinné zpracovavat s minimalnim rizikem. S témito materidly vSak
zachazejte jako s potencialné infekénimi podle vSeobecnych bezpecénostnich
opatfeni a zasad spravné klinické laboratorni praxe bez ohledu na jejich
puvod, upravu nebo pfedchozi certifikaci. K dekontaminaci pouzijte vhodny
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desinfekéni prostfedek. Tyto materialy a jejich obaly skladujte a likvidujte v
souladu s mistnimi pfedpisy a smérnicemi.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Neni klasifikované jako nebezpeéné

Bezpecénostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANi A REDEN
VZORKU

Doporu¢enym typem vzorku je sérum.

*  Vzorky séra nechejte pfed odstfedénim nalezité srazit.

*  Vzorky séra Ize skladovat pfi 2-8 °C, jestlize bude stanoveni
provedeno do 24 hodin. P¥i del$im skladovani — nejdéle 2 mésice [3]
— je nutno vzorky zamrazit pfi < -20 °C, nejlépe v alikvotech, aby se
predeslo opakovanému rozmrazovani a zmrazovani. Rozmrazovani
provadeéjte pfi laboratorni teploté.

* Rozmrazené vzorky pfed pipetaci fadné promichejte pfevracenim.

* Pokud obsahuji vzorky vy$si koncentraci nez je koncentrace
nejvyssiho kalibratoru, je tfeba je takto vydat. NENI MOZNE VZORKY
REDIT, protoze fedénim zménite pomér volného a vazaného
testosteronu.

POSKYTNUTE MATERIALY

VSechny reagencie v soupraveé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedené
na Stitcich jednotlivych sloZek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Skladovaci podminky pro oteviené reagencie jsou uvedeny v pfisluSnych
kapitolach.

Zkumavky potazené protilatkou proti testosteronu:
pfipraveny k pouziti.

2 x 50 kus;

Plastové zkumavky, potaZzené krali€¢im imunoglobulinem proti testosteronu na
vnitfni sténé kazdé zkumavky.

Radioindikator '*l-analog testosteronu (ZLUTY): 1 lahviéka (22 ml);
pfipraven k pouziti.

Lahvicka obsahuje ke dni vyroby 185 kBq (<5 uCi) '?°l-znageného analogu
testosteronu v tlumivém roztoku s proteiny (BSA), azidem sodnym (<0,1 %)
a barvivem.

Kalibratory: 1 lahvi¢ka, 1,0 ml (oznaéena 0) + 7 lahvicek (po 0,5 ml,
oznacenych 1 — 7); pfipraveny k pouziti.

Lahvicky obsahuji od 0 do pfiblizné 100 pg/ml (0 do pfiblizné 346,7 pmol/L)
volného testosteronu v lidském séru s azidem sodnym (< 0,1 %). Pfesné
koncentrace jsou uvedeny na $titcich lahvicek. Po otevieni skladujte do 3
tydnu pffi 2-8 °C, déle pak pfi < -20 °C do data exspirace soupravy. Kalibratory
jsou kalibrovany na interni referenéni material.

Kontrolni vzorky: 2 lahvicky po 0,5 ml, ozna€ené 1, 2; pfipraveny k pouZiti.

Lahvi¢ky obsahuji volny testosteron v lidském séru s azidem sodnym (<0,1
%). Koncentraéni rozsah ocekavanych hodnot je uveden v pfiloze navodu.
Po otevieni skladujte do 3 tydna pfi 2-8 °C, déle pak pfi < -20 °C do data
exspirace soupravy.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé& obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

*  12x75 mm plastové nebo sklenéné zkumavky pro stanoveni celkové
aktivity,

»  stojanek pro zkumavky rozméru 12 x 75 mm,

»  Pfesna mikropipeta (50 pl).

+  poloautomaticka pipeta (200 pl, 3,0 ml),

*  Deionizované voda.

«  Pristroj typu vortex pro michani vzorkd.

. vodni lazen 37 + 2 °C,

+  Stojanek s drzakem zkumavek — pro dekantaci.
»  Filtracni papir pro osuSeni zkumavek.
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*  Gama-¢itag, kalibrovany na 125I.

POSTUP

Priprava reagencii
Vytemperujte vSechny

reagencie na

promichejte jemnym pfevracenim.

Schéma postupu

laboratorni teplotu a Ffadné je

Kalibratory, kontrolni vzorky a neznamé vzorky analyzujte v duplikatech.

Krok 1
Pipetace

Krok 2
Inkubace & promyti

Krok 3
Méreni

Do potazenych
zkumavek pipetujte
na dno postupné:

50 pl kalibratoru,
kontroly nebo vzorku,
okamZité pfidejte 200

ul radioindikatoru.”

Promichejte.

Zakryjte a inkubujte
60 min. ve vodni lazni
pfi 37+ 2 °C.

Odsajte nebo vylijte
obsah zkumavek do
radioaktivniho odpadu
(s vyjimkou 2 zkumavek
pro ,total®).
Oklepnéte zbylé kapky
na savy podklad.

Napipetujte 3,0 ml
deionizované vody (s
vyjimkou 2 zkumavek

Odsaijte nebo vylijte
obsah zkumavek do
radioaktivniho odpadu
(s vyjimkou 2 zkumavek
pro ,total®).
Oklepnéte zbylé kapky
na savy podklad.

Nechte nejméné 2
minuty okapat na savy
podklad a peclivé otfete

okraj zkumavek.
Méfte po dobu 1 min.
vazanou aktivitu (B) a
celkovou aktivitu (T).

pro total®).

*Napipetujte po 200 pl radioindikatoru do 2 zkumavek pro zjisténi celkové
aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky jsou ziskany prolozenim z kalibraéni kfivky. KFivka slouZi k uréeni
koncentrace volného testosteronu pouze ve vzorcich méfenych soucasné s
kalibratory.

Kalibracni krivka

Vysledky v sekci kontroly kvality byly vypocéteny za pouziti aproximaéni kFivky
spline s parametrem B/T nebo B/B, na svislé linearni ose a koncentraci
analytu v kalibratorech na vodorovné logaritmické ose (pg/ml).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.
EDso = 3,710 pg/ml

Total cpm: 62 502 cpm
Kalibratory Volny cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
testosteron
(pg/ml)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6 682 10,69 23,82
6 50,00 4 466 7,15 15,92
7 100,0 2 989 4,78 10,66

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Na vertikalni ose lokalizujte pro kazdy vzorek hodnoty B/T nebo B/B, a na
horizontalni ose odectéte odpovidajici koncentrace volného testosteronu v
pg/ml.

Prepocet koncentraci z pg/ml na pmol/l se provede vynasobenim vysledk(
faktorem 3,47.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referen¢nich hodnot.
Hodnoty uvedené nize byly naméfeny ve vzorcich séra od zdravych jedincl
a jsou uvedeny jako pfiklad.

PI-DSL4900-11

Muzi (vék v N | Median Min. Max. | Percentil | Percentil
letech) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) 2,5 97,5
(pg/ml) | (pg/ml)
20 -29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 a vyssi 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
VSechny 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Zeny n | Median | Min. Max. | Percentil | Percentil
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) 2,5 97,5
(pg/ml) | (pg/ml)
Folikularni faze | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Lutealni faze 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Preovulaéni pik | 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
Po menopauze | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Antikoncepce 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Nahodné zeny | N | Median Min. Max. | Percentil | Percentil
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) 2,5 97,5
(pg/ml) | (pg/ml)
Vsechny 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87
Detailni informace o oéekavanych hodnotach détskych vzorku

(sefazenych podle véku a pohlavi) jsou uvedeny v priloze "APPENDIX*

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada, Ze se kontrolni vzorek pouziva v
kazdé kalibraci, aby se zajistila kontrola kvality ziskanych vysledka. Kontrolni
vzorky musi byt zpracovany stejnym zplsobem jako neznamé vzorky a k
vyhodnoceni vysledk( se maji pouZzit vhodné statistické metody.

Jestlize kontrolni vzorky neposkytnou nalezité hodnoty, mize to byt znamkou
nepfesné manipulace, nespravného nakladani se vzorky nebo znehodnoceni
reagencii. V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané
vysledky nejsou ve shodé s analytickymi paramety stanoveni, kontaktujte
prosim nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim uéelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou liSit.

Citlivost
Mez méfitelnosti (LoD): 0,13 pg/ml

Mez meéfitelnosti (LoD) pro volny testosteron je 0,13 pg/ml a je stanovena
v souladu s pokyny uvedenymi v dokumentu CLSI EP17-A2 [4], na zakladé
podilu fale$né pozitivnich vysledk( (a) méné nez 5 % a faleSné negativnich
vysledkud (B) méné nez 5 %; pomoci stanoveni, se 120 blanky a 120 vzorky
s nizkou hladinou; a mezi prazdného vzorku (LoB) 0,05 pg/ml.

Mez kvantitace (LoQ): 0,37 pg/ml
LoQ volného testosteronu je 0,37 pg/ml, stanoveno v souladu s pokyny

bylo spIinéno kritérium maxima celkovych chyb.
Specifita

Protilatka pouzitd v imunochemické analyze je vysoce specificka pro volny
testosteron. Proti nékolika pfibuznym molekuldm bylo dosaZeno nizkych
zkfizenych reaktivit.

Presnost
Opakovatelnost a laboratorni presnost

PFesnost tohoto stanoveni byla uréena v souladu se smérnicemi uvedenymi
v dokumentu CLSI EP05-A3 [5]. Co se tyka opakovatelnosti, jsou zjisténé
variacni koeficienty v pfipadé vzork( séra mensi nebo rovné 13,2 %. V ramci
laboratorni pfesnosti jsou variaéni koeficienty v pfipadé vzorka séra mensi
nebo rovné 19,3 %.

Spravnost
Linearita

Rozbor ukazal linearni pribéh od 0,30 do 114,11 pg/ml s pouzitim vzorku séra
(stanoveno v souladu s pokyny uvedenymi v dokumentu CLSI EP6-A [6]).

Rozsah méreni (od LoQ k nejvy$Simu kalibratoru):
0,37 pg/ml az pfiblizné 100 pg/ml
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EZENi

Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu molze vést k
nespravnym vysledkdm.

Nedostate¢né osu$eni zkumavek pomoci savého materialu po
dekantaci muze mit za nasledek nedostate¢nou reprodukovatelnost
a chybné hodnoty.

Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového
klinického obrazu pacienta v€etné anamnézy, udaji z dalSich testl a
jinych vhodnych informaci.

Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani reagencii a
vzorkd.

Podrobnosti jsou uvedeny v pfiloze "APPENDIX".
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U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku. Pacienti,
ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo
fragmenty imunoglobulinti, mohou produkovat protilatky jako napfiklad
HAMA (Human Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mySim
proteinim), které interferuji pfi imunologickych stanovenich. Takové
interferujici protilatky mohou vést k chybnym vysledkdm. Vysledky
pacientll, u nichz existuje podezieni na pfitomnost takovychto
protilatek, posuzujte s opatrnosti.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
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KVANTITATIVNE RADIOIMUNOANALYTICKE
STANOVENIE VOUNEHO TESTOSTERONU V LUDSKOM
SERE

TOTO STANOVENIE JE URCENE PRE DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanovenie volného testosteronu je kompetitivhe
stanovenie. Postup je zaloZzeny na principe radioimunoanalyzy, kde spolu
sutazZia radioaktivne znageny a neznaceny antigén o dany pocet vazbovych
miest na protilatke [1]. MnoZstvo '®l-znadeného analdgu testosteronu
viazaného na protilatku je nepriamo Umerné mnozstvu nezna¢eného volného
testosterénu pritomného vo vzorke. K separacii viazanej a volnej frakcie
z roztoku sa pouzivaju dakantacia alebo odsatie skumavky potiahnuté
Specifickou protilatkou. Po zmerani viazanej aktivity v gama-¢itaci sa zostroji
kalibrana krivka a z nej sa odpocitaju koncentracie volného testosteronu
v neznamych vzorkach.

Sdahrn a vyklad stanoveni st uvedené v prilohe “APPENDIX*.
VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:
* Na in vitro diagnostické pouzitie.
*  Frlasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami mézu byt otvorené ¢o
najkratSiu dobu, aby nedoS$lo k neziaducemu odpareni roztoku.
*  NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.
*  Nepouzivajte ziadnu zlozku po uplynuti exspiracie uvedenej na jej
Stitku.
*  Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibracnu
zavislost.
. Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.

»  kalibratory a kontroly sa musia pred pouzitim premieSat’ prevracanim,
skor ako na vibratnom mieSadle vortex.

Zakladné pravidla radiaénej bezpecnosti

Tento radioaktivny material moézu prijimat, skladovat a pouzivat iba
pracoviska, ktoré spifiaju platné zakonné predpisy upravujuce podmienky
pre bezpe€né nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi ziariémi. Pri praci s
radioaktivnymi latkami dodrZujte nasledujuce pravidla:

* v laboratériach ur€enych k praci s radioaktivnymi latkami je zakazané
jest, pit, fajcit, licit sa a pod.,

. Nepipetujte ustami.

* Pouzivanim rukavic a laboratérneho plasta zabrante kontaktu
s radioaktivnymi materialmi.

*  VS8etky manipulacie s radioaktivnymi latkami by sa mali vykonavat na
vhodnom mieste mimo chodieb a inych rusnych priestorov.

* R&dioaktivne materialy by sa mali skladovat' v prisludnej nadobe a vo
vyhradenych priestoroch.

*  Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
bezného odpadu az po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

*  Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat'.

* V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.
* RAadioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.
Azid sodny
Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze

reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prisluSnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvom vody [2].

Material l'udského pévodu

Pacientove vzorky a materialy pochadzajice z krvi mozno popisanym
postupom rutinne spracovavat s minimalnym rizikom. S tymito materialmi
v8ak zachadzajte ako s potencialne infekénymi podla vSeobecnych
bezpecnostnych opatreni a zasad spravnej klinickej laboratérnej praxe
bez ohladu na ich pdvod, Upravu alebo predchadzajucu certifikaciu. Pre
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dekontaminaciu pouzivajte vhodny dezinfekéni prostriedok. Tieto materialy a
ich obaly skladujte a likvidujte v sulade s miestnymi predpismi a smernicami.

KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Nie je klasifikované ako nebezpecné.

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do skimaviek bez aditiv.

»  Vzorky krvi nechajte pred centrifugaciou Uplne vyzrazat.

*  Vzorky séra mozno skladovat pri 2-8 °C, ak bude stanovenie urobené
do 24 hodin. Pri dlh§om skladovani — max. 2 mesiace [3] — je nutné
vzorky zamrazit pri < -20 °C, nejlepSie v alikvotoch, aby sa predislo
opakovanému rozmrazovaniu a zmrazovaniu. Rozmrazovanie robte
pri laboratérnej teplote.

* Rozmrazené
prevracanim.

vzorky pred pipetaciou poriadne premieSajte

« Pokial obsahuju vzorky vy$sSiu koncentraciu ako je koncentracia
najvysSieho kalibratoru, je treba ich takto vydat. NIE JE MOZNE
VZORKY RIEDIT, pretoZe riedenim zmenite pomer volného a
viazaného testosteronu.

POSKYTOVANY MATERIAL

VSetky reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zloZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Skladovacie podmienky pre otvorené ¢inidla su uvedené v prislusnych
odsekoch.

Skumavky potiahnuté protilatkou proti testosteronu: 2 x 50 kusov;
pripravené k pouzitiu.

Plastové skumavky, potiahnuté zajacim imunoglobulinom proti testosterénu
na vnutornej stene kazdej skumavky.

Radioindikator '*l-analog testosterénu (ZLTY):
pripravené k pouzitiu.

1 frasticka (22 ml);

Frasticka obsahuje ku dfu vyroby 185 kBq (<5 uCi) '?°-znageného analégu
testosterénu v timivom roztoku s proteinmi (BSA), azidom sodnym (<0,1 %)
a farbivom.

Kalibratory: 1 flasticka (1,0 ml, ozna¢ena 0) + 7 flastiCiek (po 0,5 ml,
oznacenych 1 - 7); pripravené k pouziti.

Frasticky obsahuju od 0 do priblizne 100 pg/ml (0 do priblizne 346,7 pmol/L)
volného testosterénu v fludskom sére s azidom sodnym (< 0,1 %). Presné
koncentracie su uvedené na Stitkoch flastiCiek. Po otvoreni skladujte do 3
tyzdnov pri 2-8 °C, dlhSie potom pri < -20 °C do datumu exspiracie supravy.
Kalibratory su kalibrované na interny referenény material.

Kontrolné vzorky: 2 flasticky po 0,5 ml, oznacené 1, 2; pripravené k
pouzitiu.

Frasti¢ky obsahuju volny testosterén v ludskom sére s azidom sodnym (<0,1
%). Koncentracny rozsah o€akavanych hodnét je uvedeny v prilohe navodu.
Po otvoreni skladujte do 3 tyzdnov pri 2-8 °C, dlhSie potom pri < -20 °C do
datumu exspiracie supravy.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujice vybavenie:

. 12x75 mm plastové alebo sklenené skimavky pre stanovenie celkove;j
aktivity

»  stojan pre skimavky rozmeru 12 x 75 mm,

*  Presna mikropipeta (50 pl).

+  poloautomaticka pipeta (200 pl, 3,0 ml),

*  Deionizovana voda

. Mixér Vortex

*  vodnu kupel 37 + 2 °C,

* stojan s drziakom skumaviek — pre dekantaciu,
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« filtraény papier pre osu$enie skumaviek,

*  Gama-merac kalibrovany na 125I.

POSTUP

Priprava reagencii

Vytemperujte vSetky reagencie na

premieSajte jemnym prevracanim.

Schéma postupu

laboratérnu teplotu a

riadne ich

Kalibratory, kontrolné vzorky a nezname vzorky analyzujte v duplikatoch.

Krok 1
Pipetacia

Krok 2
Inkubacia & premytie

Krok 3
Meranie

Do potiahnutych
skumaviek pipetujte
na dno postupne :

50 ul kalibratora,

okamzite 200 I
radioindikatora.

PremieSaijte.

kontroly alebo vzorky,

Zakryte a inkubujte 60
min. vo vodnom kupeli
pri 37+ 2 °C.

Vylejte obsah
skumaviek do
radioaktivneho
odpadu (s vynimkou 2
skumaviek pre ,total”).
Oklepte kvapky na
savy podklad.

Napipetujte 3,0 ml
deionizovanej vody (s
vynimkou 2 skimaviek

pre total®).

Vylejte obsah
skumaviek do
radioaktivneho
odpadu (s vynimkou 2
skumaviek pre ,total®).
Oklepte kvapky na
savy podklad.

Nechajte najmenej
2 minuty okvapkat
na savy podklad a
svedomito utrite okraj
skumaviek.
Merajte po dobu 1 min.
viazanu aktivitu (B) a
celkovu aktivitu (T).

*Napipetujte po 200 pl radioindikatora do 2 skumaviek na zistenie celkove;j

aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky su ziskané prelozenim z kalibracnej krivky. Krivka sluzi k uréeniu
koncentracie volného testosterénu iba vo vzorkach meranych sucasne s

kalibratormi.
Kalibra¢na krivka

Vysledky uvedené v €asti o kontrole kvality boli vypocitané preloZzenim krivky
metdédou spline. Na linearnu vertikalnu os sa vyniesli hodnoty B/T alebo
B/B, a na logaritmicku horizontalnu os koncentracie analytu v kalibratoroch

(pg/ml).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

EDs = 3,710 pg/ml

Total cpm: 62 502 cpm
Kalibratory Volny cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
testosteron
(pg/mi)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6682 10,69 23,82
6 50,00 4466 7,15 15,92
7 100,0 2989 4,78 10,66

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)

Vzorky

Na vertikalnej ose lokalizujte pre kazdu vzorku hodnoty B/T alebo B/B, a na
horizontalnej ose odg¢itajte odpovedajuce koncentracie testosterénu v pg/ml.

Prepocet koncentracii z pg/ml na pmol/l sa urobi vynasobenim vysledkov

faktorom 3,47.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit vlastné rozmedzie referenénych

hodnét.

zdravych jedincov a su uvedené ako priklad.
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Hodnoty uvedené nizSie boli namerané vo vzorkach séra od

Muzi (vek v N | Median Min. Max. 2,5. 97,5.
rokoch) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
(pg/ml) | (pg/ml)
20-29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30 | 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40-49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 a viac 30| 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Vetky 120] 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Zeny n | Median | Min. Max. 2,5. 97,5.
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
(pg/ml) | (pg/mi)
Folikularna faza | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Lutedlna faza 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Preovulaény pik | 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
Menopauza 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Antikoncepéné | 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
pripravky
Nahodné zeny | N | Median Min. Max. 2,5. 97,5.
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
(pg/ml) | (pg/ml)
V3etky 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Detailné informacie o ocakavanych hodnotach detskych vzoriek
(zoradenych podrla veku a pohlavia) s uvedené v prilohe " APPENDIX*

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada, Zze sa kontrolna vzorka pouziva
v kazdej kalibracii, aby sa zaistila kontrola kvality ziskanych vysledkov.
Kontrolné vzorky musia byt spracované rovnakym sposobom ako nezname
vzorky a k vyhodnoteniu vysledkov sa maju pouzit vhodné Statistické metody.

Ak kontrolné vzorky neposkytnu néalezité hodnoty, mdze to byt znamkou
nepresnej manipulacie, nespravneho manipulovania so vzorkami alebo
znehodnotenia reagencii. V pripade zavazného poskodenia obalu,
alebo ak ziskané vysledky nie su v zhode s analytickymi parametrami
stanovenia, kontaktujte prosim naSich odbornych pracovnikov. E-mail:
beckman.sk@beckman.com

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informaénym ucelom.
jednotlivych laboratériach sa mézu lisit.

Citlivost’

Medza meratelnosti (LoD): 0,13 pg/ml

Vysledky ziskané v

LoD pre volny testosteron je 0,13 pg/ml, stanovena v sulade s odporu¢aniami
v dokumente CLSI EP17-A2 [4] na zaklade podielu faloSne pozitivnych
vysledkov (a) menej ako 5 % a faloSne negativnych vysledkov (B) menej
ako 5 %; s vyuzitim stanoveni so 120 prazdnymi vzorkami a 120 vzorkami
s nizkou hladinou; medza prazdnej vzorky (LoB) je 0,05 pg/ml.

Medza kvantifikacie (LoQ): 0,37 pg/ml
Hodnota LoQ pre volny testosterén je 0,37 pg/ml a bola stanovena v sulade

pri ktorej je splnené kritérium maximalnej celkovej chyby.
Specifita
Protilatka pouzivana pri tejto imunoanalyze ma vysoku $pecificitu na volny

testosteron. Nizka krizova reaktivita bola zaznamenana voci niekolkym
suvisiacim molekulam.

Presnost’
Opakovatelnost’ a presnost’ v ramci laboratoéria

Presnost analytického testu bola stanovena v sulade s odporucaniami
v dokumente CLSI EP05-A3 [5]. Pokial ide o opakovatelnost, pri vzorkach
séra boli zistené hodnoty variaéného koeficientu nizSie alebo rovné 13,2 %.
Pokial ide o presnost v ramci laboratéria, pri vzorkach séra boli zistené
hodnoty variaéného koeficientu nizSie alebo rovné 19,3 %.

Spravnost’
Linearita

Analyticky test vykazoval linearnost od 0,30 do 114,11 pg/ml pri pouziti
vzoriek séra (stanovené v sulade s odporu¢aniami v dokumente CLSI EP6-A

[6))
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Rozsah merania (od hodnoty LoQ po najvyssi kalibrator):

0,37

oB

PI-DSL4900-11

pg/ml az priblizne 100 pg/ml
MEDZENIA

Nedodrzanie instrukcii uvedenych v tomto navode méze viest k
nespravnym vysledkom.

Nedostato¢né osuSenie skimaviek po dekantacii moéze viest k
nepresnym vysledkom.

Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym
klinickym obrazom pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich
testov a inych vhodnych informacii.

Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu reagencii a
vzoriek.
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Podrobnosti su uvedené v prilohe "APPENDIX".

U stanoveni vyuzivajucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych  protilatok  pritomnych v  pacientovej vzorke.
Pacienti, ktori boli pravidelne v styku so zvieratami alebo
podstupili imunoterapiu alebo diagnostické procedury vyuzivajuce
imunoglobuliny alebo fragmenty imunoglobulinov, mézu produkovat
protilatky ako napriklad HAMA (Human Anti-Mouse Antibodies
- ludské protilatky proti mySim proteinom), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach. Takéto interferujuce protilatky
mozu viest k chybnym vysledkom. Vysledky pacientov, u ktorych
existuje podozrenie na pritomnost takychto protilatok, posudzujte s
opatrnostou.
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INSAN SERUMUNDA SERBEST TESTOSTERONUN
KAN'[ITATIF OLCUMU ICIN RADIOIMMUNOASSAY KIT
!3l_J KI:I' SADECE IN VITRO TANI AMACLI KULLANIM
ICINDIR

PRENSIP

Serbest Testosteron radioimmunoassay kiti, bir yarisma deneyidir. Proseddr,
radyoaktif ve radyoaktif olmayan antijenlerin belli sayida antikor baglanmig
bolgeler igin yarismasi temeline dayali, radioimmunoassay prensibine
goére caligir.  Antikora baglanmis ['“l]-isaretlenmis testosteron miktari,
isaretlenmemis serbest testosteron miktari ile ters orantilidir. Serbest ve
baglanmig antijenin ayristirimasi, antikor kaplanmig tiplerin yikanmasi ve
aspire edilmesi ile saglanir. Bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve bilinmeyen
testosteron degerleri interpolasyon yontemiyle egriden tespit edilirler.

Testin Ozeti ve Agiklamasi icin APPENDIX-EK’e bakiniz.
UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

+  In vitro diagnostik kullanim igindir.

. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmahdir.

onlemek amaciyla

»  Farkh lotlardan kit reaktiflerini karistirmayiniz.

. Higbir bileseni etiketinde gdsterilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

*  Her deney igin bir standard egrisi dahil edilmelidir.
«  Testi duplike olarak ¢alismak &nerilmektedir.

. Kalibratorler ve kontroller kullaniimadan o&nce elde g¢evirerek
karigtiriimalhdir, vortekslemek énerilmez.

Radyasyon giivenligi igin temel kurallar

Radyasyon guvenligi icin temel kurallar Satinalma, sahip olma, kullanma
ve radyoaktif materyalin taginmasi, kullanilan Glkenin yénetmeligine tabidir.
Radyasyon guvenlidinin temel kurallarina bagli kalinmasi, yeterli korumayi
saglayacaktir.

*  Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, igme, sigara icme,
kozmetik uygulamasi gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir.

*  Agizla pipetleme yapiimamalidir.

* Radyoaktif maddelerle temastan kaginmak icin eldiven ya da
laboratuvar 6nligu kullanin.

*  Radyoaktif maddelerle ilgili tim islemler, koridorlardan ve diger islek
bélimlerden uzakta, uygun bir yerde yapilmalidir.

*  Radyoaktif maddeler, temin edilen kaplarda ve belirlenen alanlarda
saklanmalidir.

*  Radyoaktif Grinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin gapraz kontaminasyonunu &nlemek igin ayr
tutulmalidir.

*  Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosedurler izlenerek ¢dzilmelidir.

* Radyoaktif atiklar, Ulkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya pirin¢ ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir [2].

Insan kaynakli materyal

Hasta drnekleri ve kandan elde edilen Urtnler, belirtilen prosedur kullanilarak
minimum risk ile rutin bicimde cahgilabilir. Fakat bu Urtnleri, kaynagina,
islenmesine veya 0On sertifikalarina bakilmaksizin evrensel koruma
onlemlerine ve iyi klinik laboratuar uygulamalarina uygun olarak bulasici
potansiyele sahip maddeler gibi kullanin. Dekontaminasyon igin uygun bir
dezenfektan kullanin. Bu maddeleri ve kaplarini yerel yonetmeliklere ve
kilavuzlara uygun olarak saklayin ve atin.

PI-DSL4900-11

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Tehlikeli olarak siniflandiriimamistir

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

Onerilen numune tipi serumdur.

*  Santrifij 6ncesinde serum &rneklerinin tamamen pihtilagsmasini
bekleyin.

+  Eger test 24 saat icinde gergeklestiriliecekse, numuneler 2-8°C’de
saklanabilir. Daha uzun sire saklamak igin < -20°C’de dondurulmasi
Onerilir, 2 ay icinde[3]. Dondurma ve ¢dézme islemini tekrarlamamak
icin numunelerin bolinerek dondurulmasi énerili. Numunelerin buzu
oda isisinda ¢ézduriimelidir.

. Dondurulmus numuneler ¢ozuldikten sonra elde yavasca gevrilerek
iyice karistiriimali veya kullanmadan 6nce ters gevrilmelidir.

* En yuksek kalibratériin konsantrasyonundan daha ylksek okumalar
dilie edilmemelidir. Dillisyon, serbest ve bagli testosteron oranini
degistirir.

SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’de saklandiginda butin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise Uzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan iceriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gegerlidir.

Agcilimis reaktifler igin saklama kosullari ilgili paragraflarda belirtiimistir.
Free Testosteron Antikor-Kaplanmig Tipler: 2 x 50 tiip (kullanima hazir)

ic duvarlar tavgan anti-testosteron immunoglobulin kaplanmis plastik tiipler.

2%|.igsaretlenmis Testosteron Analog Tracer (SARI): 22 mL bir sise

(kullanima hazir)

Uretim tarihinde sise, sodyum asit (<%0,1) ve protein (BSA) ve boya igeren
tampon iginde 185 kBq (<5 uCi) '®l-isaretlenmis testosteron analog igerir.

Kalibratorler: 0 etiketlenmis 1,0 mL bir sise, ve 1-7 etiketlenmis 0,5 mL
yedi sise (kullanima hazir)

Kalibrator siseleri, sodyum asit (<%0,1) ve insan serumu iginde 0 ile yaklasik
100 pg/mL (0 ile yaklasik 346,7 pmol/L) arasinda serbest testosteron
icerir. Tam konsantrasyon, her bir sisenin Uzerindeki etikette belirtilmistir.
Acildiktan sonra, 3 haftaya kadar 2-8°C’de veya < -20°C’de kitin son
kullanma tarihine kadar saklayiniz. Kalibratér degerleri bir i¢ standard
kullanilarak belirlenmistir.

Kontroller: 1, 2 etiketlenmisg 0,5 mL iki sise (kullanima hazir)

Siseler, sodyum asit (<%0,1) ve insan serumu iginde serbest testosteron
icerir. Beklenen degerler, kit icinde saglanan ekte belirtilmistir. Agcildiktan
sonra, 2-8°C’de 3 haftaya kadar veya < -20°C’de kitin son kullanma tarihine
kadar saklayabilirsiniz.

GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

. 12 x 75 mm Total sayimlar igin plastik veya cam test tupleri.
12 x 75 mm tlpler igin rack.
*  Hassas mikropipet (50 pL).
*  Yari-otomatik pipet (200 pL, 3,0 mL).
*  Deiyonize su.
*  Vorteks karistirici.
* 37°C % 2°C su banyosu.
. Tupleri bosaltmak icin siingerli rack veya benzer bir gereg.
«  Tuplerin igini kurutmak igin kagit haviu
* 125 iyot icin gamma counter seti.
PROSEDUR
Reaktiflerin hazirlanmasi

Kullanmadan 6nce butln reaktifleri oda isisina getiriniz ve yavasca gevirerek
karistiriniz.
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Test prosediirii

Kalibratorler, kontroller ve hasta numunelerini duplike olarak ¢aliginiz.

Asama 1
Eklemeler

Asama 2
Inkiibasyon & Yikama

Asama 3
Yikama & Sayim

Antikor kaplanmig
tuplerin dibine dikkatlice
ekleyiniz:

50 pL kalibratér, kontrol
veya numune, Hemen'
200 pL tracer ekleyiniz.

Vorteksle karistiriniz.

Kapatiniz ve 37 + 2°C
su banyosunda 60
dakika inklbe ediniz.

Singer rack’taki tipleri,
radyoaktif atik kabina
ters gevirerek ayni
anda bosaltiniz veya
aspire ediniz («total
sayim/dak» tupleri
harig).

Tapleri kagit haviu
lizerine ters gevirerek
sertge vurarak
tamamen bosaltiniz.
«Total sayim/dak»
tupleri hari¢ butin
tiplere 3,0 mL
deiyonize su ekleyiniz.

Siinger rack’taki tupleri,
radyoaktif atik kabina
ters gevirerek ayni
anda bosaltiniz veya
aspire ediniz («total
sayim/dak» tupleri
harig).

Tupleri kagit haviu
Uizerine ters gevirerek
sertge vurarak
tamamen bosaltiniz.

Tahliye ters gevirerek
>2 dakika. Tiplerin
kenarindaki sivi
damlalarini kurutunuz.
Bagh sayim/dak (B) ve
total sayim/dak’yi (T)
1 dakika sayiniz.

*«Total sayim/dak»’yi elde etmek igin 2 ek tlipe 200 uL tracer ekleyiniz.

SONUGLAR

Sonuglar,
kalibratorlerle ayni

standard egrisinden
anda Olgllen

interpolasyon

konsantrasyonunu belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

numunedeki

yoluyla alinir. Egri,
serbest testosteron

Kalite kontrol bélimuindeki sonuglar, lin dikey eksende B/T veya B/B, ve log
yatay eksende kalibratorlerin analit konsantrasyonu (pg/mL) ile spline egri
uydurma kullanilarak hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlari biraz farkli sonuglar verebilir.

EDso = 3,710 pg/mL

Total aktivite: 62.502 sayim/dak
Kalibratorler Free sayim/dak BIT (%) B/B, (%)
testosteron (n=2)

(pg/mL)
0 0 28.056 44,89 100,0
1 0,23 23.889 38,22 85,15
2 0,90 18.675 29,88 66,56
3 2,80 15.016 24,03 53,52
4 9,50 10.466 16,75 37,30
5 26,00 6.682 10,69 23,82
6 50,00 4.466 7,15 15,92
7 100,0 2.989 4,78 10,66

(Standard egrisi 6érnegi, hesaplamada kullanmayiniz)

Numuneler

Her bir numune igin, dikey eksende B/T veya B/B, yerini belirleyiniz ve yatay
eksende ona karsilik gelen serbest testosteron konsantrasyonunu pg/mL

olarak okuyunuz.

pg/mL’yi pmol/L’e donlstirmek igin sonuglari 3,47 ile garpiniz.

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvar kendi normal degerlerini olugturmalidir.

Bagimsiz bir

laboratuvarda olusturulan normal deger ¢alismalarinin sonuglari asagida
verilmigtir ve sadece referans amaglidir.

Erkekler (Yas) n | Medyan Min Maks. 2,5. 97,5.
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | yizdelik | yiizdelik
(pg/mL) | (pg/mL)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30-39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 ve lzeri 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Tuma 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
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Kadinlar n | Medyan Min Maks. 2,5. 97,5.
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | yiizdelik | yiizdelik
(pg/mL) | (pg/mL)
Folikiler faz 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Luteal faz 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Ovilasyon 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
oncesi pik
Postmenopozal | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Kontraseptifler 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Rastgele n | Medyan Min Maks. 2,5. 97,5.
kadinlar (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | yiizdelik | yizdelik
(pg/mL) | (pg/mL)
Tuma 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Cocuklar icin beklenen degerler (yas ve cinsiyete gore belirlenmis),
kullanma kilavuzunun “APPENDIX-EK” boliimiinde bulunabilir.

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuglarin Kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz ediimesi dnerilmektedir.

Kontroller igin uygun degerlerin elde edilmemesi, yanls iglemlere, hatali
ornek kullanimina veya reaktiflerin bozulduguna isaret edebilir. Ambalajin
bozulmasi veya elde edilen verilerin performans degisiklikleri gdstermesi
durumunda lltfen yerel dagitimcinizla veya imunochem@beckman.com
adresiyle iletisime gegin.

PERFORMANS OZELLIKLERI
(Daha fazla bilgi icin APPENDIX-EK’e bakiniz)

Temsili veriler yalnizca 6rnek olarak verilmistir.
edilen performans farklilik gosterebilir.

Her bir laboratuarda elde

Duyarlilik

Tespit Limiti (LoD): 0,13 pg/mL

Serbest testosteronun LoD’si 0,13 pg/mL’dir; bu deger 120 kér ve 120 disuk
seviyede 6rnekle tayinler yapilarak; 0,05 pg/mL Kor Limiti (LoB) degerinde;
%5’ten az yanhs pozitif (a) ve %5ten az yanhs negatif (8) oranlarina

dayanilarak CLSI belgesi EP17-A2'deki [4] kilavuz ilkelerle tutarli bir sekilde
belirlenmistir.

Kantitasyon limiti (LoQ): 0,37 pg/mL

Serbest Testosteron icin LoQ degeri 0,37 pg/mL’dir; bu deger maksimum
toplam hata kriterine ulasilan noktada en diisiik konsantrasyon olarak CLSI
belgesi EP17-A2'deki [4] kilavuz ilkelerle tutarli sekilde belirlenmistir.

Ozgiilliik

immiinoanalizde kullanilan antikor yiiksek diizeyde serbest testosterona
6zgudur. Birkag ilgili molekule karsi duslk ¢apraz reaktiviteler elde edilmistir.
Kesinlik

Tekrarlanabilirlik ve laboratuvar ici kesinlik

Testin kesinligi, CLSI belgesi EP05-A3’daki [5] kilavuz ilkelerle tutarli sekilde
belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik igin, varyasyon katsayilari serum érnekleri igin
%13,2 veya bu degerin altinda bulunmustur. Laboratuvar ici kesinlik igin,
varyasyon katsayilari serum ornekleri icin %19,3 veya bu degerin altinda
bulunmustur.

Dogruluk
Linearite

Serum oOrnekleri kullanildiginda testin 0,30 ile 114,11 pg/mL arasinda
dogrusal oldugu gosterilmistir (CLSI belgesi EP6-A'daki [6] kilavuz ilkeler ile
tutarli sekilde belirlenmistir).

Olgiim arahg (LoQ'dan en yiiksek kalibratére):
0,37 pg/mL ila yaklagik 100 pg/mL
SINIRLAMALAR

Bu kullanma kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin bir sekilde
etkileyebilir.

«  Tuplerin bosaltildiktan sonra iyi kurutulmamasi, zayif replikasyon ve
hatali sonuglara neden olabilir.

* Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger
bilgilerin de yeraldigi hastanin toplam klinik durumu 1s1g1 altinda
degerlendirilmelidir.
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Reaktifler ve numunelerin dondurulma ve ¢ézme igleminin tekrarindan
kagininiz.

Daha fazla bilgi igin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz.

Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar
tarafindan interferans olasihigi bulunmaktadir. Hayvanlarla surekli
etkilesimde bulunan hastalar veya immunoterapi géren veya 6r.HAMA
gibi immunoassay ile etkilesim gdsteren immunoglobulinler veya
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immunoglobulin fragmanlarinin kullanildigi tedavi goren hastalarda
antikor olusturabili.  Bu gibi etkilesim gosteren antikorlar yanhs
sonuglara neden olabilir. Bu tur antikorlari tagidigindan suphelenilen
hasta sonuclarini dikkatli bir sekilde degerlendiriniz.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
DSL4900

HABOP AnA PAOMOUMMYHONOIMMYECKOIO
KONMMYECTBEHHOIO OMPEAENEHUA CBOBOAHOIO
TECTOCTEPOHA B CbIBOPOTKE KPOBU YENTOBEKA
Aanda AMArHOCTUKHU IN VITRO

nPUHLUUN

PaguoummyHonormdeckoe — onpegeneHve  cBoGoOOHOTO — TeCTocTepoHa
OTHOCUTCSI K KOHKYPEHTHbIM BWAaMm aHanusa. Mpouenypa aHanusa
COOTBETCTBYET OCHOBHOMY MPUHUMUMNY PagvOMMMYHHOMO aHanusa, B
KOTOPOM MEYEHBIA U HEMEYEHbI aHTUrEHbl KOHKYPUPYHOT 3a OrpaHuyYeHHoe
KONMMYecTBO MecCT cBsidbiBaHus [1]. KoHueHTpaumsa ceobogHoro
TecTocTepoHa B obpasue o6paTHO NPONopLMOHanbHa BEMMYMHE MEYEHOTO
'25|-aHanora TECTOCTEpOHa, CBSA3AHHOTO C aHTUTenamu. [Mocne uHKyGaumm
coepXvMmoe NpoGUPOK NPOMbBIBAKOT U U3MEPSAIOT CBA3aHHYI akTUBHOCTb
25, KoHueHTpaumio cBOBOAHOrO TecTocTepoHa onpedensiioT MeToaoM
MHTEPNONALMMN MO KanuGpoBOYHOW KPUBOW.

Teopusi u mpakmoeka mecma npueedeHbl 8 pa3desie «kKAPPENDIX».

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NMPEAOCTOPOXHOCTHU

O6wMue 3ameyaHus:
. [ns guarHocTuyeckmx uenen in vitro.

*  OnakoHbl C KanubpatopamMu U KOHTPONSIMW CredyeT OTKpbiBaTb
HenocpeacTBEHHO  Mepen  WUCMofb3oBaHueMm, BO  u3bexaHue
YpPE3MEPHOTro UCMapeHus.

*  He cmelunBaTh peareHTbl 13 HAGOPOB Pa3HbLIX CEPUIA.

* He wucnomnb3ynte peareHTbl MOCAE OKOHYaHUS CpOKa rOAHOCTH,
YyKa3aHHOrO Ha JTMKETKeE.

*  AHanus kanubpoBOYHbIX M UcCriedyemblx NPo6 AOMKEH NPOBOANTLCS
OQIHOBPEMEHHO.

. AHanus pekomMmeHagyeTca npoBoanTb B ,qy6n|/|KaTax.

* KaﬂMGpaTOpr N KOHTPOnbHbIE 06pa3Lu>| cnegyet TwartenbHO
nepemMeLlaTb, OCTOPOXHO nepeBopavymnBas Unm rnokayvymeas Ct)ﬂaKOHbI.
He ncnonb3oBaTb BUXPEBOW BCTpsiXMBaTeb.

OcHoBHbIe NpaBua paguaunoHHoON 6e3onacHOCTU

I'Ionyqume, ncnonb3oBaHue N  TPaHCNOPTUPOBKa PaAnoaKTUBHbIX
mMaTtepunanoB OOMKHbI NPpOUCXoAnTb B COOTBETCTBUU C MPUHATBIMU B OaHHOMN
CTpaHe HopMamMu paD,I/IaLlI/IOHHOVI 6e3onacHocTn 1 CaHUTapHbIMK NpasunamMmmn
pa6OTbI C pagnoakTMBHbIMU BelleCTBaMu.

+ B nabopatopusx 3anpeliaercs
NONb30BaTLCA KOCMETUKON.

npuHUMaTb

nuuly,  KypuTb,

*  He nunetupoBatb pToMm.

*  Wcnonbsynte nepyaTkm u nabopaTtopHbii xanat BO u3bexaHue
KOHTaKTa C paAMoakTUBHLIMW MaTepuanamu.

. JTio6oe obpalleHne ¢ pagnmoakTUBHbLIMW BELLECTBaMU OCYLLECTBASIOT
B MOAXOASLLEM MECTOMOMOXEHUW, BAANU OT MPOXOAOB WM APYrnx
OXWBINEHHbIX 30H.

. PagnoakTvBHble Marepuanbl cnegyet XxpaHutb B npe,qomaBneHHon
ynakoBke B BblAENEHHON 30HE.

*  Heobxogumo permcTpmpoBarb
paAvoaKTUBHbLIX Matepuanos.

nocTynneHve n pacxop

+  JlaGopaTtopHoe o6opyaoBaHWe v NOCyAy CredyeT XpaHuTb OTAENBHO,
YTOGbI NPEAOTBPaTUTL UX 3arpsiBHEHVE PaAMOaKTUBHBLIMI M30TOMNaMK.

* To6on cnyanl PaanoakTUBHOIO 3arpA3HeHna unn uncHesHoBeHUA
paanoakTMBHOroO Martepuana OOJDKeH paccmMmaTpuBaTbCA B
COOTBETCTBMN C 3aKOHOAATENbCTBOM.

e YTunusaums pagvoakTUBHbIX OTXOAOB AOMKHA OCYLLECTBMSTLCS B
COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENbCTBOM.

A3ua HaTpusa

HekoTopble kOMMNOHEHTbl Habopa copepxaT asua HaTpusi B KavecTse
KOHCepBaHTa. BcTynas B peakuuio CO CBMHLIOM, MeAblo M NaTyHblo, as3ng
HaTpus obpasyeT B3pbiBOONacHble a3nabl MetannoB.  OTpaboTaHHble
peareHTbl crnefyeT pa3baBnsATb GOMbLIMM KOMMYECTBOM BOAOMPOBOAHON
BOAbl, NOCIE Yero X MOXHO CrMBaTh B KaHanusauumio [2].

PI-DSL4900-11

MaTtepuan 4yenoBe4YecKkoro NPOUCXOXAEHUA

Mpobbl nauveHTa, a Takke NPOAYKTbI, MOMYyYEHHble U3 KPOBMU,
obpabaTtbiBaTbCsi B CTAHOAPTHbIX  YCNOBUAX MPU  MUHUMManbHOM
pucke C WCMNonb30BaHWEM OMUCaHHOW MpoLeaypbl. Tem He MeHee,
AaHHble NPOAYKTbl, HEe3aBMCUMO OT WX MNPOUCXOXAEeHWs, 0bpaboTkn
UnNn npeaBaputenbHon ceptudmkauun, crnegyer obpabaTtbiBaTb  Kak
MOTEHUMANbHO WHMEKUMOHHbIE B COOTBETCTBUM C  YHMBEpCarbHbIMU
MepamMu MpPeAoCTOPOXHOCTM U MpaBunaMu NpoBedeHUs nabopaTopHbIX
M KINUHUYECKUX  MCMbITAHUN. Ons  pesuHdekunn  uncnonb3ynte
COOTBETCTBYIOLEE  Ae3uHdMLUMpyloLiee  CPeacTso. Xpanute u
YTUNU3NPYINTE AaHHBIE MaTepuarbl 1 eMKOCTW U3-NoA HUX B COOTBETCTBUN C
OENCTBYOLUMN MECTHBIMU NMPEANUCAHUSAMU N PYKOBOACTBaMMU.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME CIC

He knaccudumumpyertcst Kak onacHoe BELLEeCTBO

MoryT

MacnopT GesonacHOCTU JOCTYyMNeH Ha caiite
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEJJ,EHI/IE OBPA3LIOB

PekomeHayeTcst onpeneneHue B CbIBOPOTKE.

. [oxantecb  MNonHoro
LeHTpUdYrMpoBaHueM.

CcBepTbiBaHUA 06pa3u03 KpoBu nepen

+  OG6pasubl CbIBOPOTKM MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B TeyeHune 24
4Yacos. [na Gonee pnWTEnbHOrO XpaHeHWs UX HeobxoganMo
pasgenuTb Ha anukeoThbl U 3aMOpo3nTb Npu Temnepatype <-20°C
(MOXHO xpaHuTb Ao 2 Mecsiua) [3], 4ToGbl M3beraTb MOBTOPHOMO
3aMopaxnBaHUA-OTTauBaHus NpooG.

+  BamopoxeHHble o06pasubl nepea  UCMOMb30BaHWEM  criegyet
pasmMopo3uTb MpU  KOMHATHOW TemnepaTtype U  TLaTenbHO
nepemeLlaTtb, OCTOPOXHO NepeBopa4mnBas Um rnokavnsas griakoHbl.

* OGpasubl, B KOTOPbIX KOHLEHTpauusi cBobogHOro TecTocTepoHa
NMPeBbILIAET  KOHLUEHTpauuWi  MakcuMarbHOW  KanubpoBOYHOM
npobbl He pa3BoauTb. PasBegeHne WM3MEHSIET COOTHOLLEHue

06LWMit/cBOOOAHBIN TECTOTEPOH.

NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAIbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl Npu 2-8°C A0 OKOHYaHWS Cpoka rogHocTH Habopa.
CpoKkv roAoHOCTM, YKasaHHble Ha 3TUKeTKax (PrakoHOB C peareHTamu,
OTHOCSITCS TOSBKO K UX XPaHEHUIO B MPOV3BOACTBEHHbIX YCIIOBUSIX BMNOTb A0
MOMeHTa KOMMekTauum Habopa M He pacrnpoCTPaHSIOTCS Hamomny4YeHHY
3aKa34yMKOM MPOAYKLMIO.

YCcroBusi  XpaHEHUst peareHToB nocre WX

COOTBETCTBYHOLLUMX pasaenax.

BCKPbITUA  YyKasaHbl B

I'IpoGMpKu, NOKpPbITble MOHOKJTOHarNbHbIMKH aHTUTenamm K

TecTocTepoHy: 2 x 50 Wt (roToBbI K MCMOMNb30BAHMIO)

MnactukoBble I'lpO6I/IpKI/I, Ha BHyTpeHHeI7I NOBEPXHOCTU
MMMOOMIN30BaHbI KPOJNIM4bKM aHTUTENa K TECTOCTEPOHY.

KOTOPbIX

MeTka, '°l- ananor TectoctepoHa (KENTbIN): 1 donakoH, 22 mn (roToBa
K UCMOMb30BaHMIO)

Ha paty uarotoBnenms cnakoH cogepxut 185 kBk (<5 pCi), '®l-ananora
TectoctepoHa B Oydepe c 6enkom (BCA), asmpgom Hatpusa (<0,1%)
KpacuTenem.

KannbpoBo4Hble npobbl: 1 cnakoH,1,0 mn (0) + 7 donakoHoB no 0,5 mn
(1-7) (roToBbI K MCNOMb30BaHWIO)

KannbpoBoyHble npobbl cogepxat cBOOOAHbIN TECTOCTEPOH B AvanasoHe
KoHUeHTpauwui ot 0 go npubnuantensHo 100 nr/mn (0 Ao nNpubnmanTensHo
346,7 nMonb/n) B CbIBOPOTKE KPOBW YenoBeka ¢ asnaom Hatpus (< 0,1%).
TouHble KOHLEHTPaLMK, yka3aHbl Ha aTukeTkax donakoHoB. Mocne BCKpbITUA
KanmbpoBoYHble NMPobbl MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B TeyeHue 3 Hedenb,
mnn npu < -20°C 0o OKOHYaHMS cpoka roAHOCTU Habopa.  3HayeHus
KanmbpaTopoB ObInn NOMy4eHbl C MOMOLLbIO BHYTPEHHEro CTaHaapTa.

KoHTponbHas cbiBOpoTKa:
MCMONb30BaHUI0)

2 cbnakoHa no 0,5 mn (1, 2) (rotoBa Kk

dnakoHbl coaepxaT cBobOaHbIN TECTOCTEPOH B CbIBOPOTKE KPOBM YeroBeka
¢ asngom HaTpus (<0,1%). Oxungaemble Ananas3oHbl KOHLEHTPALIMIA yKa3aHbl
Ha OOMNOMHUTENBbHOM NUCTKe-BKnagbiwe. [locne BCKPbITUS KOHTPOSbHbIE
npobbl MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B TeyeHune 3 Heaenb, unu npu -20°C go
OKOHYaHWsi cpoka rogHocTu Habopa.

42 of 56



HEOBXOAUMbIE, HO HE
NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

Momumo ctangapTHoro nabopartopHoro obopygoBaHus HEO6Xo0aUMO UMETb

cnegywoulee:
* nnacTukoBble

mnnu

CTeKInAHHble

onpeaeneHunsa obLero cyeta

. LWITaTUBbI ANst NPo6upok 12 x 75 Mm.

e MukponuneTka (50 mkn).

npo6upkm

*  nonyaBToMatuyeckue nunetku (200 mkn n 3,0 mn)

M ,D,eI/IOHI/ISI/IpOBaHHaH BoAa.

*  Mewarnka Tna BopTtekc (BUXpeBoWn cMecuTenb).

. BoasHas 6aHsa Ha 37°C + 2°C

e WTaTMB U3 TyOKM UMW aHanorMyHoe YCTPOMCTBO ANS yaaneHusi

COAEPXMMOro NPoBMPoK

*  dunbTpoBarnbHasi 6ymara Anst NpocyLwMBaHUs Npobrpok

. raMmMma-cyeT4YuK Ana usmMepeHuns akTMBHOCTU

NPOLIEAYPA

MoproToBka peareHTOB

[osectun

BCe peareHTbl A0

KOMHaTHON

Temneparypsbl

125|

nepemeLlaTb, OCTOPOXHO NepeBopaymBasi UM nokaumBasi OrnakoHsbl.

Mpoueaypa aHanusa

AHanus crnegyeT NpoBoauTb B AyGnukartax.

12x75 ~Mm  gns

TwartensHo

50 MK KanMBpoBOYHbIX
npo0d, KOHTPOSbHbIX
1 aHanuampyembix
obpasuoB. 3aTtem
HemeaneHHo 200

MK MEeTKM.”

Mepemewwatb.

Yaanutb cogepxumoe
npobupok, (kpome
«T»), OgHOBpEMEHHO
nepeBepHyB rybyaTbin
LUTaTMB Haf EMKOCTbIO
ANsi pagnoaKkTUBHbBIX
OTXOAOB.

Pe3ko cTpsixHuTe
npobupkn Hag
uneTPOBanLHON
Bymaroi Ans nonHoro
yAaneHus XXUaKoCTy .

BHectn 3,0 mn

Crapusa 1 Crapusa 2 Crapgusa 3
BHeceHue WHkyGauunsa & MNpombiBKa &
KOMIMOHEHTOB MpombiBKa n3mepeHue
pe3ynsraToB
B nokpbliTble 3akpbITb NPOBMpKM Yoanutb cogepxvmoe
aHTUTENnamm Npobupkn N MHKy6upoBatb 1 npobupok, (kpome
nocrnegoBaTenbHO yac npu 37+ 2°C Ha «T»), OgHOBPEMEHHO
BHECTU: BOAsIHOM GaHe. nepeBepHyB ryb4yaTbii

LUTaTUB Haf eMKOCTbIO
ANS pafMoaKTUBHbIX
OTXO[0B.

Pesko cTpsixHute
npobupkn Hapg
PUNLTPOBanbHOM
Bymaron ons nNonHoro
yAANeHWs XXUOKOCTH .

OcraBbTe
nepeBepHyTbIMK Ha
PUNLTPOBanbHOM
Bbymare Ha 2 MUHYTbI.
BbiTepetb kannu ¢
Kpasi Npobupok.
M3mepuTb CBA3aHHYIO

[EVOHN3NPOBaHHOMN (B) n obwyto (T)
BOAbl BO BCe Npobupkn,| aktmBHocTb 1251 B
kpome «T». TeYeHve 1 MUH.

*B ABe fononHuTenbHble Npobupku BHeCTU No 200 MK METKU Ansi OLEHKN
obuen aktneHocTn 1251 (Npobbl «T»).

PE3YJIbTATbI

PesynbTaThl paccuMTbiBAalOT METOAOM WHTEPMOnsuMM Mo KanuGpoBOYHOW
KPWBOWA, MONy4YeHHON O4HOBPEMEHHO C aHanM30M HEU3BECTHbIX 06pa3LoB.

KannbpoBo4uHas kpuBasi

Pesynbtatel B OTAENeHUM  KOHTPOMS  KadecTBa  paccyuTaHbl  C
ucnonb3oBaHnem nogbopa kpueoit «crnaliH» ¢ B/T unu B/B, no nuHeiHon
BEPTMKANbHON OCU W KOHLEHTpauuMen aHanuta KanubpaTopoB no
norapmMmnyeckon ropu3oHTanbLHon ocu (nr/mn).

Opyrve metoapl
pesynerarthbl.

EDs, = 3,710 nr/mn

obcueTa MOryT p[aBaTb HECKOJIbKO OoTnunyawuimecsa

PI-DSL4900-11

O6wwmin cyet: 62 502 Umn./MUH.
Kanu6patops! Ceso6oaHbiii | UMN./ MUH. BIT (%) B/B, (%)
TeCTOCTEPOH (n=2)

(nr/mn)
0 0 28 056 44,89 100,0
1 0,23 23 889 38,22 85,15
2 0,90 18 675 29,88 66,56
3 2,80 15 016 24,03 53,52
4 9,50 10 466 16,75 37,30
5 26,00 6 682 10,69 23,82
6 50,00 4 466 7,15 15,92
7 100,0 2 989 4,78 10,66

(Mpumep munuyHol kanubposoyHol Kpueol. He ucronb3oeame 0nsi
obcyema pesynbmamos.)

O6pasubl

Ana kaxgoro obpasua HaWTWM Ha BepTUKanbHOW OCKM KanmMbpoBOYHOrO
rpacpuka 3HavenHne B/T wnm B/By, a Ha ropv3oHTanbHOW OCK
COOTBETCTBYIOLLYIO KOHLEHTPaLMio CBOBOAHOMO TECTOCTEPOHA B NI/Mn.

[Ons nepesBoga KOHUEHTPaUU u3 Mr/Mn B NMOMb/M HYXHO YMHOXMWTb
nonyyeHHbI pesynerar Ha 3,47.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B «kaxpon nabopaTopunm pekoMeHAyeTCs YCTaHOBWUTb COGCTBEHHbIE
YPOBHM CBOBOAHOTO TECTOCTEPOHA, COOTBETCTBYHOLME HOPMarbHbIM.
KoHueHTpaumn cBo6oaHOro TecTocTepoHa, NpeAcTaBneHHble B Tabnuue,
nony4eHbl Npu UccneaoBaHUM o6pasLOoB AOHOPOB: MPaKTUYECKW 300POBbIX
nofen n npuseaeHbl Kak OPMEHTUPOBOYHBIE.

My>X4nHbI n |Meanand MwuH. Makc. 2,5-7 97,50
(Bo3pacT B (nr/mn) | (nr/mn) | (nr/mn) | npouen- | npouew-
ro,qax) TUNb TUNb
(nr/mn) (nr/mn)
20 -29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 1 Gonee 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Bce 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
XeHwWwmnHbI n [Meanana Mum. Makc. 2,55 97,5-7
(nr/mn) | (nr/mn) | (nr/mn) | npouen- | npouew-
TUNbL TUNb
(nr/mn) (nr/mn)
donnukynspHas | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
dasa
JloTenHoBas 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
dasa
MpeoBynsTopHbIN | 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
NMUK
MoctmeHonaysa | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
KoHTpauentmsbl | 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
XeHWuHbI N3 n [Meguand MuH. Makc. 2,50 97,5-a
crny4YanHomn (nr/mn) | (nr/mn) | (nr/mn) | npoueH- | npoueh-
BblGOPKM T™MNL T™MNL
(nr/mn) (nr/mn)
Bce 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

MoppobHasa uHdopMaumsa o oxuagaeMblX 3HAYEHUW NeanaTpUYecKUx
ob6pa3uoB (OTCOPTUPOBaHHLIX MO BO3pacTy M nony) NpuBeAeHbl B
pasnene APPENDIX.

KOHTPOJIb KAHECTBA

B cootBeTcTBUM C TpeboBaHusamu Good laboratory practices ans koHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX MUCCEdOBaHWA criedyeT perynsipHo MCMonb3oBaTb
KOHTpOnbHble 06pasLbl, KOTOpble AOMKHbI MPOXOAUTL Te Xe cTaguu
aHanusa, 4To 1 aHanuampyemble nNpobbl. Pe3ynbraTel KOHTPONS KadecTsa
pekomMeHayeTcs obpabaTbiBaTb C MOMOLLbBIO CneumarnbHbIX CTaTUCTUYECKUX
MeTOOB.

OTKNOHEHNe pe3ynsTaToB WCCNEAOBaHUSi KOHTPOMbHbIX 06pasuoB  OT
3afaHHbIX 3HA4YEHUN MOXET CBMAETEeNbCTBOBAaTb O TEXHUYECKUX oLimbkax,
HenpaBWibHON NOAroToBKe obpasua unu noBpexaeHuu peareHToB. B
cryyae Cepbe3HOro NOBPEXAEeHUs yNakoBKW, UMK B ClyYae HECOOTBETCTBUSA
MOMyYeHHbIX Pe3ynbTaToB aHanMTUYECKMM XapakTepucTukam obpaTtuTecs,
noxanymncra, K Bawlemy AUCTPMOLIOTOPY MMM K HalWWM cneuuanuctam:
E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com
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TEXHNYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

(6os1ee nodpobHasi uHghopmayusi npueedeHa e pa3desnie “APPENDIX”)

PenpeseHTaTBHble  AaHHble  NpedoCTaBreHbl  WUCKMIOYUTENbHO — Ans
nosicHeHui. NokasaTtenu, NonyyYeHHble B KOHKPETHOM nabopaTtopun, MOryT
oTnMyaThCs.

YyBCcTBUTENBLHOCTL
Mpeaen yyBcTBUTENbLHOCTU (LOD): 0,13 nr/mn

Mpenen obHapyxeHus cBobogHoro TectoctepoHa, 0,13 nr/mn, onpeaeneH
cornacHo pekoMmeHgauusm gokymeHta EP17-A2, nogrotosneHHoro CLSI [4],
Ha OCHOBaHMU COOTHOLLEHWI NTOXKHOMOSOXUTENbHBIX PE3YNbLTaToB (0) MeHee
5% v noxHooTpuuaTenbHbIx pe3ynbTatos () meHee 5%; Ans onpeneneHus
mcnonb3oBaHo 120 xonocTbix Npo6 u 120 Npob ¢ HU3KOWM KOHLeHTpaumen;
npegen 6naxka (LoB) coctasun 0,05 nr/mn.

MNpepen konnyectBeHHoro onpeaenenus (LoQ): 0,37 nr/mn

Mpepen «konuuyectBeHHoro onpegeneHus (LoQ) pna  cBobogHoro
TectoctepoHa cocTtaensetr 0,37 nr/mn, onpegeneHHbIi  COrnacHo
pekomeHgaumam gokymeHTa EP17-A2, nogrotoeneHHoro CLSI [4] kak
HaVMeHbLUAs KOHUEHTpauusi, NpyM KOTOPOW Obln JOCTUIHYT KpUTepui Ons
MaKcuMarnbHon obLuelt OLLINGKM.

CneundnyHocTb

AHTUTENO, ncnonblyemoe B UMMYHOXMMUYECKOM aHanuse, sBnseTca
BblCOKOCNEUMPUYHBLIM ANS cBoboaHoro TectocTepoHa. Hwuskue 3HayeHus
I'IepereCTHOVI PEaKTUBHOCTU MOJIydeHbl ANA HEeCKONbKUX POACTBEHHbIX
Monekyn.

BocnpousBogumocTtb
CxoAauMOCTb M BHyTpunabopaTtopHas NnpeLuu3noHHOCTb

To4HOCTb UCccnenoBaHWs ONpeaenseTcs B COOTBETCTBUN C peKOMeHAaLUaMm
pokymeHTta EP05-A3, naganHoro IHCTUTYTOM KIMMHUYECKUX 1 NabopaTopHbIX
ctangaptoB (CLSI) [5]. KoadhdmuneHTsl Bapuauum npu oLeHKe CXOANMOCTH
pe3ynbratoB Ans npob cbiBOpoTku He npesbiwatoT 13,2%. KoadduumeHTsl
Bapuaumu npu oueHKke BHYTpunabopaTopHOW NpeLn3voHHOCTU ANns npob
CbIBOPOTKM He npesbiwatoT 19,3%.

PI-DSL4900-11

To4HOCTb
JIuHenHoCTb

JInHeHOCTb pe3ynbTaToB UCCNEAOBaHWS COXpaHsnacb B Auanas3oHe oT
0,30 go 114,11 nr/mn c ucnonb3oBaHWem Npob CbIBOPOTKM (OnpeaeneHne
NPOBOAMIIM COIMAcHO pekoMeHAaLmsaM JokyMeHTa EP6-A, noarotoBneHHoro
CLSI [6]).

[Ounana3oH namepeHun (0T npegena KoNMYecTBeHHoro onpegenexHus (LoQ)
[0 HaMBbICLLEN KOHLIEHTpauun kanmbparopa):

Ot 0,37 nr/mn go npuonuantensHo 100 nr/mn

OrPAHUYEHUSA

HecobniogeHne atux WHcTpykumii no npumeHenuto (IFU) moxet
NPUBECTU K NCKAXXEHWUIO Pe3ynbTaToB UCCIe0BaHus.

* 3arp9|3HeHl4e I'IpO6VIpOK Nnpu HeakKypaTHOM yaarneHun coaepxmmoro
MOXEeT npuBectn K nroxomn BOCNPOM3BOAMMOCTU U UNCKAXEHU
pes3ynbraToB.

*  PesynbTaTthl onpeaeneHus QOMMKHbI ObITb UHTEPNPETUPOBaHbI B CBETE
obLLelt KNMMHUYECKOW KapTUHbI MauMeHTa, BKMoYas aHaMHes, AaHHbIe
APYIMX TECTOB U NOAXOASILLYIO UHYH UH(OPMaLIMIO.

*  W3beranite nosTOpHOro
peareHToB 1 06pa3sLoB.

3aMopaxuBaHna U1 pa3MopaxunBaHuAa

*  bonee nogpobHas nHgopmaums npusegeHa B pasgene APPENDIX.

*  [pw BbINONHEHWUN aHanNM3o0B C UCMOMb30BAHNEM aHTUTEN BO3MOXHA
nHTepdepeHUmns retTepodurbHEIMKM aHTUTenamMu B Npobe nauveHTa.
Y nauneHToB, UMEILIMX MOCTOSIHHBIN KOHTaKT C XXMBOTHBIMW WIN
NPOXOAMBLLMX MMMYHOTEpanuio UM AuarHocTuyeckue npoLenypb
C UCMOMb30BaHNEM MMMYHOrMOBYNMHOB MnNn Ux dparMeHToB, MOTryT
BblpabatbiBaTtbcs aHTUTena (t.e. HAMA), koTopble BnusSIlOT Ha
pesynbTaTbl UMMYHHOMO aHanusa. BnusHue aTux aHTMTEn MoXeT
NpMBECTU K MOMy4YEeHUOo OLWMOOYHBIX pes3ynbTaTtoB.  TllaTernbHO
npoBepsnTe pe3ynbTaTel aHanW3oB NaLMEHTOB C MOAO3PEHMEeM Ha
Hanmuue aTUX aHTUTen.
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EDsp = 3.710 pg/mL

WM : 62,502 cpm
BRER Free cpm (n=2) BIT(%) B/B, (%)
testosterone
(pg/mL)
0 0 28,056 44.89 100.0
1 0.23 23,889 38.22 85.15
2 0.90 18,675 29.88 66.56
3 2.80 15,016 24.03 53.52
4 9.50 10,466 16.75 37.30
5 26.00 6,682 10.69 23.82
6 50.00 4,466 7.15 15.92
7 100.0 2,989 4.78 10.66
(BBEHREH, BYHUETE)
]

TEHiEL E BB E{EB/T or B/B, , AABIEHE £ ¥ Hifree testosteronig
E(pg/mLBE),

BERERpg/mLEpmol/LREL3.47. X EE R
AE

ERSEREREVEANEREEREETIHERREFRERANE
REESTSEHE.

B (KERH) | " (hHEE RNME | BAKE| $25 | £975
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | BSfL | B
(pg/mL) | (pg/mL)
20-29 30 15.40 7.54 27.79 8.68 25.09
30-39 30 14.94 6.77 22.36 8.85 21.40
40 - 49 30 11.48 7.37 20.47 7.56 18.64
50(&)st |30] 905 | 452 | 1505 | 572 | 14.21
o 120| 12.35 4.52 27.79 6.76 22.76
7 N |hRg&EmE| K/E | JAE | £25 | Fo75
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | BSfL | BLM
(pg/mL) | (pg/mL)
ik 32 1.48 0.59 4.28 0.64 3.41
=Em 32| 144 0.59 3.31 0.60 2.95
HEOR AT S 21 1.51 0.81 3.79 0.90 3.79
Postmenopausal| 13 1.17 0.33 1.97 0.36 1.85
ek 19 1.45 0.49 2.81 0.57 2.70
R it N |hE@EE| S/0E | kB | £25 | Fo75
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | BSfL | BLM
(pg/mL) | (pg/mL)
e 120 1.29 0.33 4.28 0.49 2.87
g*)L:ﬁﬁ{E (BRFERAENSE ) BDEFAGSESTE KR BERDR
mEEH

BRERERERTENAN AL RRBREIAMESERNRE , BXEAF
REITRET2AERNSXRETEENR; T ERDTAAEE R

PI-DSL4900-11

MEEERIEEEEAY , THERTBETER, REEEERAEE
2y, TREORYBESEYMEGHBETEHREUBNERR  FEE
M EHEEHEEIER . imunochem@beckman.com,

HERE

(FRHESHE , mSEHH)

REEREHRSEZ, MBESHAEREFERNRETETRHER,
BRE

{5/ MR (LoD) : 0.13 pg/mL

B ZE EEY LoD A 0.13 pg/mL , B CLSI 3X#F EP17-A2 [4] hE9%E R — 3 |
BIBRBYE () PR 5% AR B) MR 5% B LAl ; A 120 B A&
BN 120 BIEREAREAE ; BZ°AREAERER (LoB) & 0.05 pg/mL.

ERER (LoQ) : 0.37 pg/mL

EEEEEEM LoQ A& 0.37 pg/mL , E& CLSI 3X#F EP17-A2 [4]
-, AEIBAEHREENRERE.

"

RESMTEANGBEFREEMEESERSRM. BEEERS TH
R REMR,

RE

EENNRREANGRE

{LERAYRERERZER CLSI XX 4+ EP05-A3 [5] FEVERI— B, HREEM , IF
BRENSERZHEARER 13.2%, BRERTABHRE K NERENEER
REERHIER 19.3%.

3033
£33

I A SRS AL ERTE 0.30 ~ 114.11 pg/mL B B4R ( B CLSI XX
EP6-A [6] REIERI—B )

AEEE (& LQIRSKRER) :

0.37 pg/mL ~ #9 100 pg/mL

BR B o )
s BRABFELHEARAF(FUIBTBREERER.

GZBSEB S EA uEBEBRNERNBRNE,

- EZRBEENAERRIMEEER  QFBERNER. #3540
ARBBNEMEENER.

. EBeYEASREERERE,
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RADIO IMUNO TEST ZA IN VITRO ODREDIVANJE
SLOBODNOG TESTOSTERONA U HUMANOM SERUMU
Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu

PRINCIP

Radio imuno test za odredivanje slobodnog testosterone je vrsta testa sa
kompeticijom. Postupak prati osnovne principe radio imuno testa, gde je
kompeticija izmedu radioaktivnog i neradioaktivnog antigena za fiksirani broj
vezujucih mesta na antitelima [1]. Koli¢ina analoga testosterona obelezenog
125 vezanog za antitelo je obrnuto proporionalno koncentraciji neobelezenog
prisutnog slobodnog testosterona. Odvajanje slobodnog i vezanog antigena
se dobija odlivanjem ili aspiracijom epruveta obeleZenih antitelima. Formira
se standardna kriva i nepoznate koncentracije se dobijaju interpolacijom sa
standardne krive.

Zakljucak i objasnjenje testa pogledati DODATAK.
UPOZORENJE | MERE OPREZA
Opste napomene:

*  Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

*  Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene $to je
kra¢e moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

. Ne meSati reagense iz kitova razlicitih lotova.

*  Ne Koristiti ni jednu komponentu kita kome je istekao rok upotrebe
naznacen na etiketi.

»  Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom.
*  Preporuceno je da se test vrsi u duplikatu.

. Kalibratori i kontrole bi trebalo promeS$ati pre upotrebe pre paZljivim
okretanjem nego mesanjem na vorteksu.

Osnovna pravila bezbednosti od radijacije

Kupovina, posedovanje, upotreba i prenos radioaktivnog materijala je
predmet regulative zemlje korisnika. Pridrzavanje osnovnih pravila
bezbednosti od radijacije treba da obezbedi adekvatnu zastitu:

* Netreba jesti, piti, pusiti ili nanositi kozmetiku u prisustvu radioaktivnih
materijala.

. Ne pipetirati radioaktivni rastvor ustima.

* lzbegavati svaki kontakt sa radioaktivnim materijalom upotrbom
rukavica i laboratorijskog kombinezona.

* Sva manipulacija radioaktivnim supstancama treba da se obavi u
odgovaraju¢em prostoru, udaljenom od hodnika i drugih prometnih
mesta.

* Radioaktivni materijali treba da se Cuvaju u kontejnerima koji su
obezbedeni u oznacenom prostoru.

*  Zapis o prijemu i skladistenju svih radioaktivnih proizvoda treba da se
vodi azurno.

* Laboratorijska oprema i stakleno posude koje je podlozno
kontaminaciji treba da budu razdvojeni da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija razli¢tim radioizotopima.

* Svaki sluéaj radioaktivne kontaminacije ili gubitka radioaktivhog
materijala treba da bude reSen u skladu sa ustanovljenim
procedurama.

* Postupanje sa radioaktivnim otpadom treba da bude u skladu sa
pravilima utvrdenim u zemlji korisnika.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrze natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid moze
da reaguje sa olovom, bakrom ili mesingom i da formira eksplozivne
metalne azide. Izbaciti reagense ispiranjem sa velikom koli¢inom vode kroz
vodovodne instalanacije (2).

Materijali humanog porekla

Uzorci pacijenta i proizvodi dobijeni iz krvi mogu se, uz minimalni rizik,
rutinski obraditi koriSéenjem opisanog postupka. Medutim, ovim proizvodima
treba rukovati kao sa potencijalno infektivnim supstancama, u skladu sa
univerzalnim merama predostroznosti i dobrim klinickim laboratorijskim
praksama, bez obzira na njihovo poreklo, obradu ili prethodnu sertifikaciju.
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Koristite odgovaraju¢i dezinficijens za dekontaminaciju. Ove materijale i
posude u kojima se oni nalaze ¢uvajte i odlazite u otpad u skladu sa lokalnim
propisima i smernicama.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Nije klasifikovano kao opasno

Bezbednosni list je dostupan na internet adresi
techdocs.beckmancoulter.com

PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Preporuceni tip uzorka je serum.

*  Sacekajte da uzorci seruma potpuno koaguliSu pre centrifugiranja.

. Uzorci seruma se mogu Cuvati na 2-8°C, ako se test izvodi u okviru
24 sata. Za duze skladiStenje drzite ih zamrznutim na < -20°C
maksimalno 2 meseca [3]. PreporuCuje se alikvotiranje kako bi se
izbeglo ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje. Odmrzavanje uzorka
se treba izvoditi na sobnoj temperaturi.

*  Zamrznute uzorke treba otopiti i temeljno promesati neznim obrtanjem
ili okretanjem pre upotrebe.

»  Ako uzorci imaju koncentraciju ve¢u od najvecéeg kalibratora oni se ne
razblazuju. Dilucija menja odnos slobodnog i vezanog testosterona.

ISPORUCENI MATERIJALI

Svi reagensi kita su stabilni do isteka roka oznacenog na etiketi kita, pod
uslovom da se Cuvaju na 2-8°C. Rokovi odStampani na etiketama bocica
vaze za dugorocno skladistenje komponenti samo od strane proizvodaca,
pre sastavljanja kita. Ovo ne uzimajte u obzir.

Uslovi skladiStenja za otvorene reagense navedeni su u odgovaraju¢im
odeljcima.

Epruvete oblozene antitelima na slobodan testosteron: 2 x 50 epruveta
(spremno za upotrebu).

Plasti¢ne epruvete obloZzene sa unutrasnje strane zida sa anti-testosteron
imunoglobulinima.

25.obelezen analog testosterona kao obelezivaé (ZUTO): jedna 22 ml
bocica (spremna za upotrebu)

Bogica sadrzi 185 kBq (<5 uCi), na dan proizvodnje, '®l-obelezenog analoga
testosterona u puferu sa proteinima (BSA), natrijum azidom (<0,1%) i bojom.

Kalibratori: jedna bocica od 1,0 ml obelezena sa 0 i sedam bocica od
0,5 ml obelezene 1-7 (spremno za upotrebu)

Bocice kalibratora sadrze od 0 do priblizno 100 pg/ml (od 0 do priblizno 346,7
pmol/l) slobodnog testosterona u humanom serumu sa natrijum azidom (<
0,1%). Ta¢na koncentracija je navedena na svakoj etiketi bocice. Kada se
otvore, Cuvati na 2-8°C do tri nedelje, ili na < —20°C do isteka roka kita.
Vrednosti kalibratora su ustanovljene koristeéi interni standard.

Kontrole: dve bocice 0,5 ml obelezene 1 i 2 (spremnoza upotrebu)

Bocice sadrze slobodni testosteron u humanom serumu sa natrijum azidom
(<0,1%). Ocekivane koncentracije su u okviru opsega nazna¢enog na
dodatku koji dodlazi uz pakovanje kita. Kada se otvore, ¢uvati na 2-8°C do
tri nedelje, ili na < -20°C do isteka roka kita.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
* 12 x 75 mm plasti¢ne ili staklene test epruvete za ukupno brojanje.
. Rek za 12 x 75 mm epruvete.

*  Precizne mikropipete (50 pl).
*  Poluautomatske pipete (200 pl, 3 ml).
»  Dejonizovana voda.
*  Vrtlozna mesalica.
*  Vodeno kupatilo sa kontrolisanom temperaturom 37°C + 2°C.
»  Sunderasti nosac ili sli¢ni uredaj za dekantovanije.
*  Upijaju¢i materijal za epruvete.
Gama brojac¢ za 125 jod.
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POSTUPAK

Priprema reagenasa

Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu
okretanjem pre upotrebe.

i prome$ati neznim

Postupak testa
Kalibratore, kontrole i uzorke pacijenata analizirati u duplikatu.

Korak 1
Dodaci
Na dno obloZenih
epruveta, sukcesivno
dodavati:

Korak 2
Inkubacija i ispiranje
Zatvoriti epruvete i
inkubirati 60 minuta u
vodenom kupatilu na
37°C + 2°C.

Korak 3
Ispiranje i brojanje
Dekantovati sve
epruvete (izuzev
epruvete za
«ukupan cpmp),
simultanim okretanjem
sunderastog nosaca u
posudu za radioaktivni
otpad.

Ostro otresti epruvete
na materijal za
apsorpciju za potpuno
cedenje.

Dekantovati sve
epruvete (izuzev
epruvete za
«ukupan cpmp),
simultanim okretanjem
sunderastog nosaca u
posudu za radioaktivni
otpad.

Ostro otresti epruvete
na materijal za
apsorpciju za potpuno

50 pl kalibratora,
kontrole ili uzorka.
Odmah dodati 200 pl
obelezivaca.”

Ostaviti da se ocedi na
materijalu za apsorpciju
minimum 2 minuta.

Promesati na vorteksu.

cedenje. Pokupiti kapljice sa
ivice epruveta.
Dodati 3,0 ml Brojati skok cpm (B)

dejonizovane vode
u sve epruvete (izuzev
epruvete za «ukupan
cpmy).
*Dodati 200 pl obeleziva¢a u 2 dodatne epruvete radi dobijanja «ukupnog
cpmpy.

REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluzi za
odredivanje koncentracije slobodnog testosterona u uzorku izmerene u isto
vreme kad i kalibratori.

i ukupan cpm (T)
za 1 min.

Standardna kriva

Rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta izracunati su upotrebom spline
(eng. spline) krive koja ima vrednosti B/T ili B/B, na linearnoj vertikalnoj osi i
koncentraciju analita kalibratora na logaritamskoj horizontalnoj osi (pg/ml).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razliCite rezultate.
EDso = 3,710 pg/ml

Ukupna aktivhost: 62.502 cpm
Kalibratori Slobodni cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
testosteron

(pg/ml)
0 0 28.056 44,89 100,0
1 0,23 23.889 38,22 85,15
2 0,90 18.675 29,88 66,56
3 2,80 15.016 24,03 53,52
4 9,50 10.466 16,75 37,30
5 26,00 6.682 10,69 23,82
6 50,00 4.466 7,15 15,92
7 100,0 2.989 4,78 10,66

(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)

Uzorci

Za svaki uzorak locirati odnos B/T ili B/B, na veretikalnoj osi standardne
krive i Citati odgovarajucu koncentraciju slobodnog testosterona u uzorku na
horizontalnoj osi u pg/ml.

Za prebacivanje koncentracija iz pg/ml u pmol/l pomnoziti rezultat sa 3,47.

OCEKIVANE VREDNOSTI

Laboratorije trebaju da uspostave svoje vlastite referentne vrednosti. Sledeéi
rezultati dobijeni iz seruma ocigledno zdravih normalnih osoba.
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Muskarci N |Medijanal] Min. Maks. 2,5. 97,5.
(starost u (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
|godinama) (pg/ml) | (pg/ml)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 i stariji 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Svi 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Zene n [Medijana] Min. Maks. 2,5. 97,5.
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
(pg/ml) | (pg/ml)
Folikularna faza | 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Lutealna faza 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Preovulatorni pik | 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
Postmenoazua | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Kontraceptivna 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
sredstva
Sluéajno N |Medijanal Min. Maks. 2,5. 97,5.
izabrane zene (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | percentil | percentil
(pg/ml) | (pg/ml)
Svi 120 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Detaljne informacije o ocekivanim vrednostima za decu (sortirane
prema starosti i polu) mogu se naéi u listi podataka."APPENDIX".

KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

Ukoliko se ne dobiju odgovarajuce vrednosti za kontrolu, to moze ukazivati
na nepreciznu manipulaciju, neodgovaraju¢e rukovanje uzorcima ili
propadanje reagenasa. U slu¢aju oStecenja pakovanja ili ako dobijeni podaci
pokazuju neku promenu performansi, molimo da kontaktirate vaseg lokalnog
distributera ili upotrebite slede¢u e-mail adresu: imunochem@beckman.com

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
Za viSe detalja pogledati APPENDIX

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije.
dobijene u pojedinaénim laboratorijama mogu da variraju.

Perfomanse

Osetljivost
Limit detekcije (LoD): 0,13 pg/ml

LoD za slobodni testosteron iznosi 0,13 pg/ml, a odreden je u skladu sa
smernicama u CLSI dokumentu EP17-A2 [4] na osnhovu proporcija lazno
pozitivnih vrednosti (a) manjih od 5% i lazno negativnih vrednosti (8) manjih
od 5%; kori§¢enjem odredivanja, sa 120 uzoraka bez analita i 120 uzoraka
niskog nivoa; i limit slepe probe (LoB) od 0,05 pg/ml.

Limit kvantifikacije (LoQ): 0,37 pg/ml

Limit kvantifikacije (LoQ) za slobodni testosteron iznosi 0,37 pg/ml, a
odreduje se u skladu sa smernicama u CLSI| dokumentu EP17-A2 [4] kao
najniza koncentracija pri kojoj je ispunjen kriterijum za maksimalnu ukupnu
gresku.

Specificnost

Antitelo koje se koristi u imunotestu je veoma specificno za slobodni
testosteron. Niske unakrsne reaktivnosti dobijene su u odnosu na nekoliko
povezanih molekula.

Preciznost
Ponovljivost i preciznost u laboratoriji

Preciznost testa je odredena u skladu sa smernicama u CLSI dokumentu
EPO05-A3 [5]. Za ponovljivost, utvrdene vrednosti koeficijenata varijacije bile
su manje od ili jednake 13,2% za uzorke seruma. Za preciznost u laboratoriji,
utvrdene vrednosti koeficijenata varijacije bile su manje od ili jednake 19,3%
za uzorke seruma.

Taénost
Linearnost

Test je pokazao linearnost od 0,30 do 114,11 pg/ml pri kori§¢enju uzoraka
seruma (odredeno u skladu sa smernicama u CLSI dokumentu EP6-A [6]).

Merni opseg (od LoQ do najviSeg kalibratora):
0,37 pg/ml do priblizno 100 pg/ml
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RANICENJA

Ne pridrZzavanije instrukcija u ovom uputstvu pakovanja moze zna¢ajno
da utiCe na rezultate.

Nepravilno isuSivanje epruveta nakon dekantovanja moze dovesti do
lose replikacije i laznih rezultata.

Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom klini¢kom slikom
pacijenta, uklju€ujuéi i klini€ku istoriju, podatke iz dodatnih testova i
drugim odgovarajué¢im informacijama.

Izbegavati ponovna zamrzavanja i odmrzavanja reagenasa i uzoraka.
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Za viSe detalja, videti “DODATAK”.

Postoji moguénost meSanja od strane heterofilnih antitela u uzorku
pacijenta. Pacijenti koji su bili redovno izloZeni Zivotinjama ili su primili
imunoterapiju ili dijagnosti¢ke procedure koje koriste imunoglobuline
ili imunoglobulinske fragmente mogu proizvesti antitela, npr. HAMA,
koji uti€u na imunotestove. Takva ometajuca antitela mogu uzrokovati
pogredne rezultate. Pazljivo procenite rezultate pacijenata za koje se
sumnja da imaju ova antitela.



ACTIVE® Free Testosterone RIA
DSL4900

RADIOIMUNOENSAIO PARA A MEDIGAO QUANTITATIVA
DE TESTOSTERONA LIVRE NO SORO HUMANO

ESTE ENSAIO E DESTINADO PARA USO EM
DIAGNOSTICO IN VITRO

PRINCIPIO

O radioimunoensaio de testosterona livre € um ensaio competitivo. O
procedimento segue o principio basico de radioimunoensaio, onde existe
competicdo entre um antigeno radioativo e um ndo radioativo por um
numero fixo de locais de ligagédo ao anticorpo [1]. A quantidade de analogo
de testosterona marcada com ['*°l] e ligada ao anticorpo é inversamente
proporcional a concentragao de testosterona livre ndo marcada presente. A
separacao do antigeno livre do ligado é obtida por decantagao ou aspiragao
dos tubos revestidos com anticorpos. E construida uma curva padrao, e os
valores de testosterona livre desconhecidos sao obtidos a partir da curva
por interpolagéo.

Consulte o sumadrio e a explicagao do teste no ANEXO.
AVISOS E PRECAUCOES
Observagoes gerais:

*  Para uso em diagndstico in vitro.

*  Os frascos com calibradores e controles devem permanecer abertos
0 menor tempo possivel para evitar evaporagao excessiva.

*  Nao misture os reagentes de kits de lotes diferentes.

* N&o use nenhum componente fora da data de validade indicada no
respectivo rétulo.

. Deve ser estabelecida uma curva padréo em cada ensaio.
* Recomenda-se realizar o ensaio em duplicata.

* Antes do uso, os calibradores e os controles devem ser misturados
por inversao ou rotacéo suave, evitando-se agita-los em vortex.

Regas basicas de seguranga para radiagao

A compra, a posse, o uso e a transferéncia de materiais radioativos estao
sujeitos as regulamentagées do pais em que eles forem utilizados. O
cumprimento das regras basicas de seguranga radiolégica deve fornecer
uma protegao adequada:

*  Na&o se deve comer, beber, fumar nem aplicar cosméticos na presenga
de materiais radioativos.

. Nao pipetar com a boca.

»  Evite todo contato com materiais radioativos usando luvas e jaleco de
laboratério.

« Toda manipulacdo de substancias radioativas deve ser efetuada
em local apropriado e longe de corredores e outras areas muito
frequentadas.

*+ Os materiais radioativos devem ser armazenados no recipiente
fornecido e numa area designada.

+ E necessario manter atualizado um registro de recebimento e
armazenamento de todos os produtos radioativos.

*  Os equipamentos e os objetos de vidro de laboratério que estejam
sujeitos a contaminagdo devem ser segregados para se evitar a
contaminagao cruzada de diferentes radioisotopos.

+  Cada caso de contaminagao radioativa ou perda de material radioativo
deve ser resolvido de acordo com os procedimentos estabelecidos.

*  Osresiduos radioativos devem ser tratados de acordo com as regras
estabelecidas por cada pais.

Azida sédica

Alguns reagentes contém azida sddica como conservante. A azida sédica
pode reagir com as canalizagdes de chumbo ou cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Ao descartar liquidos, lave com uma
grande quantidade de agua para evitar a acumulagao de azida [2].

Materiais de origem humana

As amostras de pacientes e os produtos hemoderivados podem ser
regularmente processados com o minimo de risco seguindo-se o
procedimento descrito. Contudo, manuseie esses produtos como sendo
potencialmente infecciosos e de acordo com as precaugdes universais e as
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boas praticas dos laboratérios clinicos, independentemente da sua origem,
tratamento ou certificagdo anterior. Utilize um desinfetante apropriado para
descontaminagdo. Armazene e descarte esses materiais e 0s respectivos
recipientes de acordo com os regulamentos e as diretrizes locais.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

Nao classificado como perigoso

A Folha de dados de seguranga esta disponivel em
techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAGEM E DILUICAO DA AMOSTRA

O tipo de amostra recomendado € soro.

» Deixe que as amostras de soro coagulem completamente antes da
centrifugagéo.

* As amostras de soro podem ser armazenadas a 2-8°C se o teste
for realizado no espago de 24 horas. Para um armazenamento
mais longo, mantenha-as congeladas a < —20°C, por até 2 meses
[3]. Recomenda-se preparar aliquotas para evitar congelamentos e
descongelamentos repetidos. O descongelamento de amostras deve
ser efetuado a temperatura ambiente.

*  Asamostras congeladas devem ser descongeladas e bem misturadas
por inverséo ou rotagéo suave antes do uso.

* As eventuais amostras cujas leituras estejam acima da concentragéo
do calibrador mais alto ndo devem ser diluidas. A dilui¢éo ira alterar
a proporgao entre a testosterona livre e a testosterona ligada.

MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes do kit ainda ndo abertos permanecem estaveis até a
data de validade indicada no rétulo do kit, quando armazenado a 2—8°C. As
datas de validade impressa nos rétulos dos frascos se aplicam somente ao
armazenamento de longo prazo dos componentes pelo fabricante, antes da
montagem do kit. Nao levar em consideragao.

As condigbes de armazenamento dos reagentes abertos estédo indicadas nos
paragrafos pertinentes.

Tubos revestidos de anticorpo antitestosterona livre: 2 x 50 tubos
(prontos para uso)

Tubos plasticos com imunoglobulina de coelho antitestosterona imobilizada
na parede interna de cada tubo.

Rastreador de analogo de testosterona marcado com '°| (AMARELO):
um frasco de 22 mL (pronto para uso)

Na data de fabricagdo, o frasco contém 185 kBq (<5 pCi) de analogo de
testosterona marcado com '2°l em tamp&o com proteinas (BSA), azida sddica
(<0,1%) e um corante.

Calibradores: um frasco de 1,0 mL identificado como 0, e sete frascos
de 0,5 mL identificados como 1-7 (prontos para uso)

Os frascos do calibrador contém entre 0 e aproximadamente 100 pg/mL
(entre 0 e aproximadamente 346,7 pmol/L) de testosterona livre em soro
humano com azida sédica (< 0,1%). A concentragdo exata esta indicada
no rétulo de cada frasco. Apds a abertura, armazenar a 2-8°C por até
3 semanas, ou a < —20°C até a data de validade do kit. Os valores dos
calibradores foram estabelecidos utilizando um padréo interno.

Controles: dois frascos de 0,5 mL identificados com 1, 2 (prontos para
uso)

Os frascos contém testosterona livre em soro humano com azida sédica
(<0,1%). Os valores esperados estdo dentro do intervalo de concentragéo
indicado em um suplemento incluido no kit. Apoés a abertura, armazenar a
2-8°C por até 3 semanas, ou a < —20°C até a data de validade do kit.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

Além de equipamentos de laboratério padréo, s&o necessarios os seguintes
itens:

* Tubos de teste de plastico ou de vidro de 12 x 75 mm para as
contagens totais.

*  Suporte para tubos de teste de 12 x 75 mm.
*  Micropipeta de precisao (50 pL).
*  Pipetas semiautomaticas (200 pL, 3,0 mL).
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+  Agua deionizada.

. Misturador vértex.

*  Banho-maria com temperatura controlada, 37°C + 2°C.

. Um suporte de esponja ou dispositivo similar para decantacao.

*  Material absorvente para secagem dos tubos.

*  Contador gama ajustado para iodo 125.

PROCEDIMENTO

Preparagao dos reagentes

Deixe todos os reagentes atingirem a temperatura ambiente e misture bem

por inversdo suave antes do uso.

Procedimento do ensaio

Processe os calibradores, os controles e as amostras de pacientes em

duplicata.
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Adicoes Incubacéo e lavagem | Lavagem e contagem

No fundo dos
tubos revestidos de
anticorpos, adicione

sucessivamente:

50 L de calibrador,
controle ou amostra,
adicione imediatamente
200 pL de rastreador.”

Misture em vortex.

Cubra e incube durante
60 min em banho-maria
a 37°C = 2°C.

Decante todos os tubos
(exceto os tubos “total
cpm” [“cpm total])
por inversao simultanea
com um rack de esponja
em um recipiente para
residuos radioativos.
Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
facilitar a drenagem
completa.

Adicione 3,0 mL de
agua deionizada a
todos os tubos, exceto
os de “total cpm”
(“cpm total”).

Decante todos os tubos
(exceto os tubos “total
cpm” [“cpm total”])
por inversao simultanea
com um rack de esponja
em um recipiente para
residuos radioativos.
Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
facilitar a drenagem
completa.

Drene sobre material
absorvente por um
minimo de 2 minutos.
Absorva as goticulas
situadas nas bordas
dos tubos.
Conte a cpm de ligacédo
(B) e a cpm total (T)
durante 1 minuto.

*Adicione 200 uL de rastreador a 2 tubos adicionais para obter a “total cpm”

(“cpm total”).

RESULTADOS

Os resultados séo obtidos a partir da curva padrao por interpolagdo. A curva
é usada para a determinagdo das concentragbes de testosterona livre em

amostras medidas ao mesmo tempo que os calibradores.

Curva padrao

Os resultados no departamento de controle de qualidade foram calculados
usando o ajuste da curva spline com B/T ou B/B, no eixo vertical lin e a

concentragao de analito dos calibradores no eixo horizontal log (pg/mL).

Outros métodos de
ligeiramente diferentes.

EDsp = 3,710 pg/mL

reducdo de dados podem produzir resultados

Atividade total: 62.502 cpm
Calibradores | Testosterona | cpm (n=2) BIT (%) B/B, (%)
Livre (pg/mL)
0 0 28.056 44,89 100,0
1 0,23 23.889 38,22 85,15
2 0,90 18.675 29,88 66,56
3 2,80 15.016 24,03 53,62
4 9,50 10.466 16,75 37,30
5 26,00 6.682 10,69 23,82
6 50,00 4.466 7,15 15,92
7 100,0 2.989 4,78 10,66

(Exemplo de curva padrdo, néo utilizar para calculo)

PI-DSL4900-11

Amostras

Para cada amostra, localize a relagdo B/T ou B/By, no eixo vertical da
curva padrao e leia a concentragao correspondente de testosterona livre da
amostra no eixo horizontal em pg/mL.

Para converter concentragdes de pg/mL para pmol/L, multiplique os
resultados por 3,47.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios intervalos de referéncia. Os
valores apresentados a seguir foram obtidos utilizando amostras de soro de
adultos normais aparentemente saudaveis.

Homens (idade | N |Mediana| Min Max 2,5 97,5
em anos) (pg/mL) | (pg/mL) [ (pg/mL) | percentil [ percentil
(pg/mL) | (pg/mL)
20 - 29 30| 15,40 7,54 27,79 8,68 25,09
30 -39 30| 14,94 6,77 22,36 8,85 21,40
40 - 49 30| 11,48 7,37 20,47 7,56 18,64
50 e acima 30 9,05 4,52 15,05 5,72 14,21
Todos 120 12,35 4,52 27,79 6,76 22,76
Mulheres N |Mediana| Min Max 2,5 97,5
(pg/mL) (pglmL) (pglmL) percentil | percentil
(pg/mL) | (pg/mL)
Fase folicular 32 1,48 0,59 4,28 0,64 3,41
Fase Lutea 32 1,44 0,59 3,31 0,60 2,95
Pico 21 1,51 0,81 3,79 0,90 3,79
pré-ovulatorio
Pd6s-menopausa | 13 1,17 0,33 1,97 0,36 1,85
Contraceptivos 19 1,45 0,49 2,81 0,57 2,70
Mulheres N |Mediana| Min Max 25 97,5
aleatérias (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | percentil | percentil
(pg/mL) | (pg/mL)
Todos 120] 1,29 0,33 4,28 0,49 2,87

Para obter informagoes mais detalhadas sobre os valores esperados
nas criangas (classificados por idade e sexo), consulte a folha de dados
“APPENDIX” (“ANEXO”).

CONTROLE DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério requerem o uso regular de amostras de
controle para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Esses controles
devem ser processados exatamente da mesma forma que as amostras dos
pacientes, e recomenda-se analisar os resultados dos mesmos por meio de
métodos estatisticos adequados.

A falha na obtengéo de valores apropriados para os controles pode indicar
manipulagdo imprecisa, manuseio incorreto das amostras ou deterioragéo
dos reagentes. No caso de deterioracdo da embalagem, ou se os dados
obtidos mostrarem alguma alteracdo no desempenho, entre em contato com
o revendedor local ou via e-mail imunochem@beckman.com.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

(Para obter mais detalhes, consulte o APPENDIX)

Os dados representativos sdo proporcionados apenas para fins ilustrativos.
O desempenho obtido em laboratérios individuais pode variar.

Sensibilidade
Limite de detecgao (LoD): 0,13 pg/mL

O LoD para testosterona livre é de 0,13 pg/mL, determinado de acordo com
as diretrizes do documento EP17-A2 do CLSI [4] com base nas proporgdes
de falsos positivos (a) inferiores a 5% e falsos negativos () inferiores a 5%;
usando determinagdes, com 120 brancos e 120 amostras de baixo nivel; e
limite de branco (LoB) de 0,05 pg/mL.

Limite de Quantificagdao (LoQ): 0,37 pg/mL

O LoQ da testosterona livre é de 0,37 pg/mL, determinado de acordo com
as diretrizes do documento EP17-A2 [4] do CLSI como a concentragao mais
baixa em que os critérios para erro total maximo foram atendidos.

Especificidade

O anticorpo usado no imunoensaio é altamente especifico para testosterona
livre. Baixas reatividades cruzadas foram obtidas contra varias moléculas
relacionadas.

51 of 56



Precisao
Repetibilidade e precisao intralaboratorial

A precisédo do ensaio foi determinada de acordo com as diretrizes do
documento EP05-A3 do CLSI [5]. Para repetibilidade, os coeficientes de
variagdo observados foram inferiores ou iguais a 13,2% para amostras
de soro. Para a precisdo intralaboratorial, os coeficientes de variagao
observados foram inferiores ou iguais a 19,3% para amostras de soro.

Exatidao
Linearidade

O ensaio demonstrou ser linear de 0,30 a 114,11 pg/mL em amostras de soro
(determinado de acordo com as diretrizes do documento EP6-A do CLSI [6]).

Intervalo das medigdes (do LoQ até ao calibrador mais alto):
0,37 pg/mL a aproximadamente 100 pg/mL

LIMITACOES

* O nado cumprimento destas instrugdes de uso pode afetar
significantemente os resultados.

*  Se os tubos néo forem secados adequadamente apds a decantagéo,
pode ocorrer replicagao incorreta, com a consequente geragdo de
resultados espurios.
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Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com o quadro
clinico do paciente, incluindo histérico clinico, dados de testes
adicionais e outras informagdes pertinentes.

Evite o congelamento e o descongelamento repetido de reagentes e
espécimes.

Para obter mais detalhes, consulte o “APPENDIX” (ANEXO) da folha
de dados.

Existe a possibilidade de interferéncia por anticorpos heterdfilos
na amostra do paciente. Os pacientes que tenham sido expostos
regularmente a animais ou que tenham sido submetidos a
imunoterapia ou procedimentos diagndsticos com imunoglobulina ou
seus fragmentos podem produzir anticorpos, por exemplo HAMA, que
interferem com os imunoensaios. Tais anticorpos interferentes podem
produzir resultados erréneos. Os resultados de pacientes suspeitos
de terem esses anticorpos devem ser avaliados com cuidado.



APPENDIX
PERFORMANCE CHARACTERISTICS

ACTIVE is a trademark of BECKMAN COULTER Inc. and its subsidiaries.

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Indications for use: Radioimmunoassay for the quantitative measurement
of free testosterone in human serum. This assay is intended for in vitro
diagnostic use. Free testosterone test is used in the diagnosis and treatment
of disorders involving the male sex hormones (androgens), including
primary and secondary hypogonadism, delayed or precocious puberty,
impotence in males and, in female’s hirsutism (excessive hair) and virilization
(masculinization) due to tumors, polycystic ovaries, and adrenogenital
syndromes [7].

Testosterone (17a-Hydroxy-4-androsten-3-one), a C,q steroid, is a potent
circulating naturally-secreted androgen [8]. In normal postpubertal males,
testosterone is secreted primarily by the testes with only a small amount
derived from peripheral conversion of 4-Androstene-3,17-dione (ASD)
[8]. In adult women, it has been estimated that more than 50% of serum
testosterone is derived from peripheral conversion of ASD secreted by the
adrenal glands and ovaries, with the remainder derived from direct secretion
of testosterone by these glands [9,10]. Testosterone production rates in
blood have been estimated at 0.34 mg/day in adult females and more than
20 times this amount in adult males [9,10,11]. Approximately 60% of blood
testosterone is normally bound with high affinity to sex hormone-binding
globulin (SHBG) [12]; of the remainder, all but 1-2% is loosely bound to
albumin.

The percentage bound to SHBG is somewhat lower in males as compared to
females [13]. Both the albumin-bound and free fractions may be biologically
active, while SHBG effectively inhibits testos-terone action. Approximately
half of the blood testosterone is metabolized in the liver to androsterone,
etiocholanolone and epiandrosterone; all relatively weak androgens [8,10].
Testosterone is also converted to the potent androgen, dihydrotestosterone
(DHT), in certain target tissues. Measurement of the free or unbound fraction
of serum testosterone has been proposed as a means of estimating the
physiologically bioactive hormone. Free testosterone levels are elevated in
women with hyperandro-genism associated with hirsutism in the presence
or absence of polycystic ovarian disease [12,13,14].

Traditional methods for measurement of free testosterone involve the
addition of [*H]-testosterone to serum or plasma, followed by various
procedures, e.g. dialysis, filtration and precipitation, to separate the free
and bound fractions. The partitioning of the tritiated testosterone is then
used to calculate the endogenous bound and free fractions. These indirect
methods are time-consuming and labor-intensive and are not practical for
routine applications. The DSL4900 ACTIVE Free Testosterone RIA utilizes
an ['?l]-labeled testosterone analog which has low affinity for SHBG and
albumin. The analog com-petes with the unbound testosterone in the test
sample for binding to specific anti-testosterone polyclonal antibodies, which
have been immobilized on the assay tube. This competitive binding format
allows direct estimation of unlabeled free testosterone levels in unextracted
samples.

Interference

Serum samples containing Free Testosterone concentrations of app. 5 and
50 pg/mL were spiked with multiple concentrations of the substances below
and assayed using Free Testosterone RIA kit. Values were calculated as
described in CLSI EP07 3™ Edition [15]. Interference was determined by
testing controls (no interfering substance added) and matched test samples
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(with interfering substance added). No interference (defined as a shift in dose
>10%) was found for interferent up to concentration stated in the table below.

Interferent Test concentration
Hemoglobin 641 pg/mL
Bilirubin (conjugated) 199 pg/mL
Bilirubin (unconjugated) 92.7 pg/mL
Biotin 1,020 ng/mL
Ascorbic acid 40.5 pg/mL
Ibuprofen 122 pg/mL
Cholesterol 0.75 mg/mL
Heparin 7,248 ng/mL
Prednisone 384 ng/mL
Prednisolone 1,294 ng/mL
Protein (gamma globulin) 49.5 mg/mL
Rheumatoid factor 3.45 |U/mL
Acetylsalicylic acid 24.2 pg/mL
Triglycerides 3.35 mg/mL

Specificity

The cross-reactivity of the free testosterone antiserum has been measured
against the following compounds according to CLSI recommendations
(EP07-3" Edition) [15]. The percent cross-reactivity is expressed as the ratio
of measured value minus true value and concentration of cross-reactant.

Pooled normal serum
COMPOUND Crossreactant |Cross Reactivity
Conc.
(ng/mL) (%)
19-Nortestosterone 8.62 0.068
11-Ketotestosterone 102 0.020
11B-Hydroxytestosterone 14.1 0.029
Androstenediol 14.8 0.010
Methyltestosterone 96.5 0.017
Androstenedione 92.4 0.006
Norethindrone 1,056 0.001
5a-Androstane-3a,173-diol 1,076 0.002
5B-Androstane-3,17-dione 1,011 ND
5a-Androstane-3,17-dione 846 0.001
Danazol 921 0.001
Estradiol 946 0.001
Progesterone 956 0.001
Deoxycorticosterone 911 ND
Androsterone 1,002 ND
Epiandrosterone 943 ND
DHEA 896 ND
Estriol 882 ND
Estrone 913 ND
Corticosterone 951 ND
Cortisol 857 ND
Pregnenolone 944 ND
DHT 168 0.020
Androstanediol Glucuronide 1,031 ND
DHEA-S 922 ND
5a-Androstan-33,173 diol 98.0 0.005
rhSHBG 10,407 ND

*ND = Non-Detectable (< 0.001%)
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Pooled depleted serum
COMPOUND Crossreactant |Cross Reactivity
Conc. Free Testosterone (pg/ng
(ng/mL) (%) Boys N | Median Min. Max. 25 975" |
19-Nortestosterone 43.6 0.116 percentile] percentile
11-Ketotestosterone 6.59 0.026 Infant 18 <0.13 <0.13 0.31 <0.13 0.28
11B-Hydroxytestosterone 2.62 0.029 Child 48 [ 0.56 0.13 12.79 0.16 12.65
Androstenediol 91.6 0.024 Adolescent 30 15.10 1.71 32.09 1.88 28.55
Methyltestosterone 111 0.005
Androstenedione 10.5 0.004
Norethindrone 40.0 0.002 Free Testosterone (pg/mLa
5a-Androstane-3a,173-diol 749 ND Boys N | Median Min. Max. 2.5 97.50 |
5B-Androstane-3,17-dione 746 ND percentile| percentile
5a-Androstane-3,17-dione 747 ND 6 months - 9 36 0.20 <0.13 0.62 <0.13 0.54
Danazol 79.1 0.001 years
Esradiol 820 ND 10 - 11 years 20 0.67 0.41 511 0.42 5.00
Progesterone 8,330 ND 12 - 13 years 20 6.21 0.60 27.21 0.63 23.27
Deoxycorticosterone 7,681 ND 14 - 15 years 20| 18.71 5.50 32.09 8.03 28.77
Androsterone 8,280 ND
Epiandrosterone 7,634 ND
DHE,A 8,362 ND Free Testosterone (pg/mL
Estriol 8,981 ND Girls N | Median | Min. | Max. 9?2,; 975" |
Estrone 8,442 ND percentile| percentile
Corticosterone 7,197 ND Infant 34| <013 | <013 | 042 | <0.13 | 033
Cortisol 79,944 ND Child 55| 046 | <013 | 253 | <013 | 1.90
Pregnenolone 83,919 ND Adolescent 30 | 1.37 0.57 3.27 0.64 3.23
DHT 96.1 0.013
Androstanediol Glucuronide 8,111 ND
DHEA-S 89,418 ND
5a-Androstan-38,17p diol 43.1 0.001 _ __Free Testosterone (pg/mL) —
rhSHBG 55,556 ND Girls N Median Min. Max. 2,5 . 97.5 .
percentile| percentile
*ND = Non-Detectable (< 0.001%) 6 months -9 | 69| 024 | <013 | 086 | <0.13 | 057
Precision years
10 - 12 years 20 0.88 0.37 2.53 0.41 2.25
Repeatability and within-laboratory precision 13 - 16 years 20 1.42 0.57 3907 0.65 324

Five serum samples were assayed for 20 days, 2 runs per day, triplicates
per run. Assays were performed by two lab technicians, by two reagent lots.

Method Comparison:
There were 120 individual measurements per sample with no invalid results. P

The current version of Active® Free Testosterone RIA (Method A) was
compared to previous version of Active® Free Testosterone RIA (Method B):

Serum Mean Repeatability Within-laboratory precision
/mL 0 0
(pg/mL) (pgsllr?1L) C.V- (%) (pgslzL) C.V. (%) n Range Slope Intercept r

S1 065 | 009 | 13.23 0.12 19.32 (pg/mL)
S2 7.89 0.71 8.95 0.90 11.43 278 0.26 - 101.21 1.0078 0.0759 0.9956
S3 13.65 1.44 10.54 1.67 12.20
sa | 4029 | 258 | 642 3.49 8.68 125 Characteristics
S5 74.29 4.80 6.47 5.78 7.78

Tz (1) = 1443 h = 60.14 d

Expected data for children

125
Results are sorted according to the age and sex. v ! EO(I(\)II;;I) %
Subgroups "Infant, Child and Adolescent" were defined according to [x 0:027 114
Premarket Assessment of Pediatric Medical Devices, Guidance for Industry 0.032 55

and Food and Drug Administration Staff, March 2014.

The second tables provide more detailed age discrimination at the onset of
puberty.
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