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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA Testosteron RIA firmy Orion Diagnostica, vyuzivajici
techniky zkumavek potazenych protilatkou, je uréena pro kvantitativni
radioimunoanalytické in vitro méfeni koncentrace celkového testosteronu
v lidském séru.

KLINICKY VYZNAM TESTOSTERONU

Testosteron (17B-hydroxy-4-androsten-3on) je predominantni androgen
sekretovany varlaty muzd. U Zen je koncentrace testosteronu asi 10%
koncentrace u muzu a je vyluCovan vajeCnikem a kurou nadledvinek.
Vznika také konverzi zjinych steroidd v perifernich tkanich. Produkce
testikularniho testosteronu je Fizena luteinizaCnim hormonem (LH)
hypofyzy a hodnoty perifernino sérového testosteronu dobfe korelu;ji
s produkci androgenu varletem.To se ukazuje zejména pfi zvySeneé
produkci testosteronu v puberté u chlapcd. U Zen dobfe koreluji hladiny
cirkulaéniho testosteronu s klinickymi pfiznaky androgenicity.

U muzu je méfeni testosteronu pouzivano jako test funkce Leydigovych
bunék. Pacienti s primarnim nebo sekundarnim hypogonadizmem rizného
pavodu (Klinefelterv syndrom a dalSi chromozomalni alterace,
hypopituitarizmus, enzymové defekty androgenni syntézy) vykazuji
subnormalni hladiny testosteronu. Stejny efekt je pozorovan pfi opozdéné
puberté z ddvodl androgenni insuficience. Stanoveni testosteronu a
gonadotropinu muze byt dualezité pfi uréeni impotence, kter4 je Casto
prvnim symptomem onemocnéni systému hypothalamus-hypofyza.
Vysoké hladiny testosteronu je mozno sledovat u nékterych malignich
karcinomd varlat a stanoveni testosteronu muze byt soucasti stanoveni
diagnézy a nasledného sledovani lécby pacienta. Pfi sekundarnim
hypogonadizmu, u kojencu s kryptorchidizmem a pfi zvySeni hladin
testosteronu po lé¢bé hCG lze sledovani tohoto parametru pouzit jako
znamky funk¢énosti tkané varlat.

U Zen je velmi dulezité stanovit testosteron pfi syndromech hirsutizmu
a/nebo virilizmu. ZvySené jsou hladiny testosteronu adrenalniho i
ovaridlniho pdvodu. NejCastéji vysokée hladiny cirkulujiciho testosteronu
zpusobuji karcinomy nadledvinek a vajeCniku produkujici androgeny. U
polycystickych chorob vaje€niku a u ,idiopatického” hirsutizmu jsou hladiny
testosteronu také zvysSeny.

Samotné méfeni hladiny testosteronu nestaci k uréeni funkce pohlavnich
Zl4z. Jako zéklad pro terapeutickd a diagnosticka rozhodnuti, musi byt
mérfeni testosteronu podepfeno dalSimi relevantnimi daty. U muzd napf.
klinickym vySetfenim |ékafem, hodnocenim ejakulatu a uréenim
koncentrace gonadotropind. U Zzen se syndromem hirsutizmu a virilizmu je
treba dalSich vySetfeni, aby se odliSil ovarialni nebo adrenalni puvod
testosteronu. Tyto testy =zahrnuji napf. seérovy kortizol, ACTH a
gonadotropin.
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PRINCIPY TESTU

Spectria Testosteron test je zalozen na technice kompetitivni
radioimunoanalyzy. Znamé mnoZzstvi znaceného testosteronu a neznamé
mnozstvi neznateného antigenu soutéZzi o omezeny pocet vysoce
afinitnich vazebnych mist protilatky. Po separaci volného antigenu je
mnozstvi zna¢eneho testosteronu ve zkumavce nepfimo Umérné mnozstvi
testosteronu ve vzorku. Koncentrace v neznamych vzorcich se odectou z
kalibraéni kfivky.

REAGENCIE
Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE MNOZSTVI SKLADOVANI
TESTOSTERONE COATED TUBES: 100 ks PFi 2 - 8°C v plvodnim obalu
Zkumavky s navazanou protilatkou |v plastové krabi¢ce |do data expirace.
proti testosteronu: K analyze vezméte pouze
Geometricky optimalizované testovaci nezbytné nutné mnozstvi
zkumavky potazené monoklonalni zkumavek. Krabicku
protilatkou (kréli€i) proti testosteronu. skladujte v uzaviracim

plastovém sacku spolecné
se silika gelem.

TESTOSTERONE TRACER 1 lahvicka Pfi teploté 2 — 8°C do data
Radioindikator: 55 ml expirace.

PFipraven k pouZiti.

Radioindikatorem je [**°I]-znageny Radioaktivita:

testosteron ve fosfatovém tlumivém |< 200 kBq

roztoku.

Kathon a Zluté barvivo.

TESTOSTERONE CALIBRATORS |6 lahvicek Pfi 2 — 8°C do data expirace.
Kalibratory:

Lyofilizované s koncentraci Rekonstituuijte Pfi 2 — 8°C 12 tydnu po
testosteronu 0; 0,5; 1,5; 5; 15 pfidavkem 0,5 ml rekonstituci.

a 50 nmol /I v lidském séru. destilované vody.

NaNs a Kathon.

Reagents contain as preservative NaN; and Kathon, see Warnings and
precautions.
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Upozornéni a varovani

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro Neni uréeno pro interni
nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat. Pouzivejte pouze soucasti jedné
soupravy. Nemichejte zkumavky s navazanou protilatkou z rdznych
souprav (krabic). Reagencie nepouzivejte po expiracni dobé soupravy.
Nepipetujte Gsty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakazano jist, pit
nebo koufit. Pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.
Zabrante kontaktu s kdzi a o€ima. Po skoCeni prace s témito latkami si
ddkladné umyjte ruce. Ukapnuty material je nutno okamzité omyt velkym
mnozstvim vody. Materialy pouzité k cisténi by mély byt likvidovany dle
predpisu.

VAROVANI 2:  Souprava obsahuje '*I (pologas rozpadu Ty, 60 dni)
emitujici 35,5 keV gama zéfeni a 27 - 32 keV rentgenového zéareni.
Radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, kterd splfiuji ustanoveni zdkona 18/1997 Sb.v plathém znéni a
pFislusnych vyhlasek Ministerstva zdravotnictvi.

PFi praci s radioaktivnim materialem dodrZujte nasledujici pravidla:

- vSechny radioaktivni materialy skladujte v puvodnim baleni a jen na
mistech k tomu ur€enych, s radioaktivnim materialem pracujte pouze
ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, pravidelné
kontrolujte
ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité utfit a
kontaminované Ccistici materialy umistit do sbérné nadoby pro
radioaktivni odpad, potfisnéné povrchy vycistéte prislusnym
dekontaminantem (CiSténi je mozno usnadnit pfekrytim pracovni
plochy jednordzovym absorb&nim materialem)
obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
béZného odpadu pouze po odstranéni varovnych népisi a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito pro praci s radioaktivnimi
latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim fadné dekontaminovano a
promeéreno
Radioaktivni material, ureny do odpadu,musi byt likvidovan v
souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.

VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako
s potencialné infek€énim materialem. Vychozim materidlem pro kalibratory
je lidska krev, ktera byla testovana licencovanymi reagenciemi a shledana
negativni na HbsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protilatky. Vzhledem k tomu, Ze
zadny znamy test nemuaze dat jistotu, Ze material neni infek&ni, pracujte
s nim jako s materidlem potencialné infek&nim.

VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervaéni
¢inidlo. Lyofilizované reagencie obsahuji < 1% azid sodny, ktery je v této
koncentraci Skodlivy pfi vdechnuti, polknuti a pfi kontaktu s kaZi.
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Prodlouzenim expozice se zvySuje nebezpeci vazného posSkozeni zdravi.
Po rekonstituci obsahuji kalibratory < 0,1% azidu sodného, coz se za
Skodlivou koncentraci nepovazuije.

Azid sodny muize reagovat s olovénymi nebo médénymi uzavéry za tvorby
vysoce explozivnich azidi pfislusnych kovu. Jako prevenci tvorby azidd
oplachnéte uzavéry pred likvidaci velkym mnozstvim vody. Vyjimecné
mohou byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem sodnym. PFi
kontaktu s kyselinami tvofi NaN3 toxické vypary.

VAROVANI 5: Lyofilizované reagencie obsahuji 1,5% Kathon jako
konzervacni Cinidlo. Zabrante styku s kidzi. Rekonstituované reagencie
obsahuji 0,1% Kathon, coz se za Skodlivou koncentraci nepovazuije.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouzit jakykoliv gama cCita schopny méreni Uginnost
méfeni by méla byt pravidelné kontrolovana, stejné tak i promé&fovano
pozadi. DoporuCuje se systematicka kalibrace pristroje. Podrobnosti
tykajici se zapojeni, pouziti, udrzby a kalibrace najdete v navodu k obsluze
dodavaném vyrobcem pfistroje.

125|

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporuCuje pouzit jako vzorek sérum, lze pouzit také vzorky
plazmy (heparin, EDTA). Vzorky je mozno uchovavat 12 hodin pfi
laboratorni teploté, tfi dny pfi teploté 2-8°C a delSi dobu pfi teploté -20°C.
Zabrarnte opakovanému rozmrazeni a zmrazeni vzorku.

PRACOVNI POSTUP

Materialy potfebné, ale nedodavané se soupravou
MIKROPIPETY pro pfesné odméreni 25 m , 500 m a 1 ml
TESTOVACI ZKUMAVKY (pro stanoveni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MICHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

VODNI LAZEN s teplotou 37°C

BUNICITA VATA

GAMMA-CITAC

KRYCI FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA
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Rekonstituce kalibratoru

Kalibratory vytemperujte na laboratorni teplotu. Kalibratory se rekonstituuji
pfidavkem 500 pl destilované vody do kazdé lahvi¢ky. Lahvi¢ku uzaviete a
dobfe promichejte jemnym krouZenim, aniz by se vytvofila péna. Pred
pouzitim nechte 30 minut stat.

Pracovni postup

1. VSechny reagencie, vzorky a kontroly vytemperujte na laboratorni
teplotu.

2. Oznaéte zkumavky s navazanou protilatkou pro kalibratory, kontrolni a
pacientska séra. Pracujte v duplikatech. Oddélené pripravte dvé
normalni zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity.

3. Napipetujte 25 ul kalibratort, kontrolnich a pacientskych sér do
prislusnych zkumavek. Zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity
ponechte zatim prazdné.

4. Do vSech zkumavek pridejte po 500 ni testosteron radioindikatoru
(Zluty roztok).

5. VSechny zkumavky peclivé promichejte na vibracnim michadle.

6. Zkumavky prikryjte folii a inkubujte ve vodni lazni 1 hodinu pfi teploté
37°C.

7. Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat jemnym
poklepanim do bunicité vaty.

8. VSechny zkumavky, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, promyjte 1ml promyvaciho roztoku a ru¢né zatrepte
stojankem.

9. Zkumavky dekantujte a zbytek tekutiny z kazdé nechte vstfebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty . Zkumavky nechte stat vzharu
dnem alespon 5 minut. Znovu poklepte, dokud zkumavky nejsou
prazdneé.

10.Zmérte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-CitaCe po dobu
alespon 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulsu/ zkumavku.

Poznamky

Abyste dosahli vysokeé pfesnosti, dodrzujte nasledujici pravidla:

§ Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.

§ Pfedchazejte poskrabani dna zkumavek Spi¢kami pipet.

§ Po odséti nebo dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vstiebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty.
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OMEZENi METODY

Spectria Testosteron RIA méfi celkovy nekonjugovany testosteron tj.
protein vazajici i protein nevazajici. Normalné je asi 98% muzského a 99%
Zzenského cirkulujiciho testosteronu vazano na plazmové proteiny, z nichz
nejdulezitéjSi je SHBG (vysoka afinita) a albumin (nizka afinita). Jen
nenavazana frakce testosteronu (asi 1-2%) je biologicky aktivni.
Testosteron RIA souprava méfi celkovy nekonjugovany testosteron, tj.
vazané a nevazaneé na protein. Jestlize vySe jmenované plasmové proteiny
jsou bud’ abnormalné nizké (napf. u onemocnéni jater), nebo abnormalné
vysoké ( napf. pfi estrogenové terapii, téhotenstvi, pfed pubertou, ve stafi u
muZzu), je nutno pfipadné zmény ve frakci volného testosteronu hodnotit
spolu stémito fakty. Hladinu celkového testosteronu nelze pfesné
interpretovat u Zen [é€enych Danazolem.

Jako zaklad pro jakékoli diagnostické a terapeutické rozhodnuti musi byt
vysledky jednotlivych testd podlozZeny jinymi Klinicky relevantnimi daty.

ZAJISTENI KVALITY

Doporu€ujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly kvality
tak, Ze se soucasné analyzuji séra s nizkou i vysokou hraniéni koncentraci
normalniho rozmezi.

Doporuc€ujeme, aby si kazda laboratof vytvofila vlastni pfijatelné rozmezi
pro kontrolni vzorky. Prumér kontrolniho rozmezi by mél byt uvnitf
pfijatelného rozmezi daného vyrobcem. K méfeni kontrolnich hodnot
pouzijte alespon dvou raznych Sarzi.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFfi automatickém vypoc¢tu vysledkl doporuujeme pouzit spline funkci.
Vysledky Ize odelist manualné 2z kalibraéni kfivky vynesené
v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypoététe primér Cetnosti vSech kalibratord, vzorku a kontrol.
Vypoctéte % (B/Bo) pomoci rovnice:

(Cetnost kalibratoru nebo vzorku) x 100
% B/Bo= Yo Ya¥aYa Y2 Y2 YaYaYaYaYaYaYaYa
¢etnost nulového kalibratoru

Vyneste kalibraéni kfivku v semi—logaritmickych soufradnicich tak, aby
%(B/B0) byla na ose y a koncentrace kalibratori testosteronu (nmol/l) na
ose X.

Odectéte koncentrace testosteronu v neznamych vzorcich z kalibracni
kfivky a zpramérujte hodnoty duplikatd.

100 Tube mean %B/B, conc.
cpm (nmoll/l)
80 | Total 52287
L Cal 0 27931
60 L Cal 05 23394| 83,8
2 I Cal 1.5 18775| 67,2
Eg 40 L Cal 5 12541 | 44,9
S
I Cal 15 8071| 28,9
20 L Cal 50 4031| 14,5
Unk. 1 5675 20,3 30,2
) R Unk. 2 18945| 67,9 1.4
1 10 100

Testosterone (nmol/L)

Obr. 1 Tabulka 1
Typicka kalibragni kfivka. Typicka kalibraéni kfivka a vypocet
Priklad. vysledku. Priklad.

(str. origindlni pfibalové informace)

Hodnoty testosteronu jsou ziskany v Sl jednotkach, nmol/l. Pfevod na
ng/ml je mozny s pouzitim nasledujici rovnice:
testosteron (ng/ml) = testosteron (nmol/l) x 0,288
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REFERENCNI HODNOTY

Z davodu etnicke, dietarni a veékové variability nemusi tyto referencni
hodnoty odpovidat celé populaci. Kazda laboratof by si proto méla udélat
vlastni rozmezi referenénich hodnot.

Tabulka 2. Referen¢ni koncentrace testosteronu (nmol/l)

Vzorek n Rozmezi
Iyluii 87 8,2 —-34,6
Zeny 175 0,3-3,0

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI
Nize uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analytickéa data.

Mérici rozmezi
0,5 - 50 nmol/l.

Analyticka mez detekce
Mez detekce, definovand jako nejnizSi detekovatelnd koncentrace
odpovidajici dvojnasobku smérodatné odchylky hodnot nulového
kalibratoru, je 0,1 nmol/l.

Funkéni mez detekce
Je pfiblizné 0,11 nmol/l.

Linearita
Vzorky svysokou koncentraci testosteronu lze fedit do poméru 1:10
nulovym kalibratorem ze soupravy.

Metoda standardniho pFidavku (recovery)

Znama mnozstvi testosteronu byla pfidana k pacientskym sérdm (n = 6)
také o znamé koncentraci. Standardni pfidavky byly v rozmezi od 84,2 do
121,7% s pramérnou hodnotou 98,9+8,4% (SD).
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Preciznost
Vzorky s riznou koncentraci testosteronu byly analyzovany k ur€eni intra-
assay a inter-assay variability.

Tabulka 3 Intra-assay / Inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
12 replikatu 10 duplikatu
Vzorek Pramér CV (%) | Vzorek Pramér CV (%)
(nmol/l) (nmol/l)
1 1,6 7,5 5 1,2 7,0
2 4.8 4,5 6 3,5 51
3 11,4 3,8 7 9,1 4.8
4 26,5 55 8 23,3 4,8

Interferujici latky

Sérovy bilirubin do koncentrace £ 340 ymol/l a hemoglobin do koncentrace
£ 2 g/l nemaji vliv na méfeni koncentrace testosteronu. Nedoporucujeme
pouzivat vysoce lipemické vzorky.

Specificita

Bylo stanoveno procento zkfizenych reakci antiséra testosteronu pfi 50%
vazebné kapacité. Navic byl sledovan vliv koncentraci kazdé z latek jak
Klinicky relevantnich, tak signifikantné vysSich na koncentrace
testosteronu.
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Tabulka 4. Zkfizené reakce testosteron antiséra pfi 50% vazebné kapacité
a zdanlivé zvySeni koncentrace testosteronu v pfitomnosti ruznych
steroidnich hormonu (nmol/l)

Latka ZKFizena Koncentrace |Zdanlivé zvySeni
reakce
Testosteron 100% 35 35
5a-dihydrotestosteron 4,5 0,6 <0,1
10 0,45
Methyltestosteron 0,45 3 <0,1
50 0,22
Androstandion 0,03 2 nd
30 nd
5-androstendiol 0,02 4 nd
50 nd
Danazol 0,02 10 nd
1000 0,2
17b-estradiol 0,012 0,7 nd
70 nd
5a-androstandiol-3b, 17b |0,01 0,5 nd
5 nd
5a-androstandiol-3a, 17b |0,01 1 nd
30 nd
Progesteron 0,01 30 nd
1000 0,1
Androstendion 0,007 5 nd
100 nd
Kortizol 0,006 500 <0,1
8000 0,48
Androsteron 0,005 2 nd
30 nd
Dehydroepiandrosteron 0,003 20 nd
400 nd
170H-Progesteron < 0,001 5 nd
1000 nd
Dehydroepiandrosteron- |0 5000 nd
sulfat 50000 nd

nd= nedetekovatelné

Reference: Kallner A, Magid E, Ritchie R, eds. Improvement of Comparability and Compatibility of
Laboratory Assay results in Life Sciences. 4. Bergmeyer Conference. Proposals for two immunomethod
reference systems: cortisol and human chorionic gonadotropin. Lenggries, DE, 1992
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Spectria Testosterone RIA
Kat.€. 68628

Obsah soupravy (100 testl)

Testosterone coated tubes: Zkumavky s navazanou protilatkou proti
testosteronu
Testosterone tracer: Testosteron radioindikéator
Testosterone calibrators: Testosteron kalibratory

Souhrn pracovniho postupu pro pfimé stanoveni testosteronu
(vSechny objemy jsou v ul)

Celkova Kalibrator Kontroln Neznamy

aktivita ivzorek  vzorek

Pipetovani vzorku 25 25 25
Pipetovani radioindikatoru 500 500 500 500
(Zluty)
Promichani X X X
Inkubace 1h pfi 37°C X X X
Dekantace X X X
Promyvéani 1ml promyvaciho X X X
roztoku
Dekantace X X X
Méreni po dobu 1min. nebo X X X X
10.000 impulst

SPECTRIA je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy 68628-CZ07

Zastoupeni vyrobce v CR: Orion Diagnostica-organizaéni slozka
Bélohorska 57, 169 00 Praha 6
tel. 233 350 533, fax: 233 350 532
e-mail: orion@oriondiagnostica.cz
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