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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA DHEAS RIA firmy Orion Diagnostica (dehydroepiandrosteronsulfat), vyuZivajici
techniky zkumavek potazenych protilatkou, je uréena pro kvantitativni radioimunoanalytické in vitro méreni
koncentrace DHEAS v séru.

KLINICKY VYZNAM DHEAS

Nekonjugovany dehydroepiandrosteron (DHEA) a jeho sulfat (DHEAS) jsou hlavnimi steroidnimi hormony
kary nadledvinek. Koncentrace DHEAS v séru je 200-500x vySSi nez DHEA a 20x vySSi nez ostatnich
steroidnich hormoni. DHEAS se silné vaze k albuminu a vytvéri tak cirkulujici zasobu, zatimco DHEA je
pravdépodobné vice aktivni na drovni tkani. Sekrese DHEAS je stimulovana kortikotropinem (ACTH), ale
odpovéd’ na simulace klesa s vékem. NgvysSi hodnota DHEAS v séru je dosahovana kolem 25 let a potom stéle
klesh.

Navzdory ptitomnosti velkého mnozstvi DHEA a DHEAS, jeich fyziologicka role zastava zatim neznamé. Je
mozné, Ze zavisi na hormondnim prostiedi, zda maji vliv jako estrogen nebo androgen.

Uréeni hladin testoteronu, SHBG a DHEAS se pouziva pii sledovani hyperandrogenicity u Zen a déti. DHEAS
je dobry marker androgenové sekrece nadledvinek. ZvySujici se haldiny DHEAS indikuji bud’ rizné stupné
adrenokortikalni hypertensie nebo androgen sekretujici karcinom nadledvinek.

U dospélych zen ve fertiinim véku je hyperandrogenicita zpasobena ve vétSing pripadi polycystickym
vajecnikem. Adrenokortikalni hypertenze zptisobena bud’ nadbyteénou ACTH stimulaci nebo defekty enzymi
nadledvinek, je spojena sriznymi stupni zvySeni hladin DHEAS. Tyto podminky mohou byt rizné intenzity,
véetné rizné stupné maskulinizace. Pri hyperplazii nadledvinek zptisobené ACTH stimulaci a u androgen
sekretujicich karcinomt mize byt naméteny DHEAS vysoky. Koncentrace DHEAS se zvy3uji také u piedéasné
adrenarche, kde mohou dosahovat hladin u dospélych osob.

Nedavno se zgjem o DHEAS zvysil, protoZze DHEAS je sloucenina potencidlné piasobici proti starnuti, protoze
hrajeroli pfi Alzheimerové chorobé a pii kardiovaskularnich chorobéach.

PRINCIPY TESTU

Spectria DHEAS RIA test je zalozen na technice kompetitivni radioimunoanayzy vyuZzivajici techniky firmy
Orion Diagnostica, zkumavek potazenych protildtkou. Znamé mnozstvi znateného DHEAS
a neznamé mnozstvi neznateného antigenu  soutéZzi o omezeny pocet vysoce afinitnich vazebnych mist
protilatky na Spectria zkumavce. Po vymyti nenavézaného antigenu je mnozstvi zna¢enéno DHEAS ve Spectria
zkumavce nepiimo Umérné mnozstvi DHEAS ve vzorku. Koncentrace DHEAS v nezndmych vzorcich
se odectou z kaibragni kiivky.

REAGENCIE

M ateridly dodévané v soupr avé

REAGENCIE MNOZSTVIi SKLADOVANI

Spectria zkumavky s navézanou 100 ks Pti 2 - 8°C v ptivodnim obalu do data
protilatkou: v plastové krabicce expirace.

Geometricky optimalizované testovaci K analyze vezméte pouze nezbytne nutné
zkumavky potazené polyklondlni krdigi mnozstvi zkumavek. Krabicku skladujte
protildkou proti DHEAS v uzaviracim plastovém sacku spolecné
barva: lila se silika gelem.

Radioindikator DHEAS 1 lahvicka Pri teploté 2 — 8°C do data expirace.
Pripraven k pouZiti. 55 ml

Radioindikétorem je [*1]- znageny

DHEAS ve fosfatovém tlumivém Radioaktivita <200 kBq

roztoku s proteinem.
NaN; < 0,01% Thimerosal a éervené

barvivo

Kalibratory DHEAS 6 lahvicek Pri teploté 2 —8°C do data expirace.
Lyofilizovany.

Koncentrace DHEAS0; 0,1; 0,5; 2; 10 | Rekonstituovat Pri teploté 2—8°C

a30nmmal/l v lidském séru. 0,5ml destilované vody 8 tydnii po rekonstituci.

NaNs, Kathon.

Kalibrovano proti interni master
kalibracni souprave.

Reagencie obsahuji NaN; a Kathon jako konzervagni Cinidla, ététe ,, Upozornéni a varovani*.

14/7/2005 3




67793-E05

UPOZORNENI A VAROVANI

VAROVANI 1: PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO
Neni uréeno pro interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zviiat. Nemichejte substance ze souprav riznych Sarzi.
PouZivejte pouze substance jedné Sarze soupravy. NepouZivejte reagencie po datu expirace, které je vytisténo na
kazdém &titku baleni.
Nepipetujte Usty. Pri préci sradioaktivnim materidlem je zakézano jist, pit nebo koutit. Pouzivejte jednorézové
rukavice a vhodny ochranny odév. Zabraite kontaktu skizi a otima. Po skoceni préce stémito latkami s
dukladné umyjte ruce. Uk&pnuty material je nutno okamzité omyt velkym mnozstvim vody. Materidly pouzité
k ¢isténi by mély byt likvidovény dle predpisi.
VAROVANI 2: Radioaktivni material mohou prijimat, skladovat a pouzivat pouze pracovide, ktera spliuji
ustanoveni zakona 18/1997 Sh.v platném znéni a piislusnych vyhl&Sek Ministerstva zdravotnictvi.
Pri pram sradioaktivnim materidlem dodrzujte nasledujici pravidla
vSechny radioaktivni materidy skladujte v pavodnim baleni a jen na mistech ktomu uréenych,
s radioaktivnim materid em pracujte pouze ve schvélenych prostorach
piijem a spotiebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stolt, ktery by mohl byt kontaminovan, pravidelné kontrolujte
ukdpnuty radioaktivni materid je nutno okamzité utfit a kontaminované cistici materidly umistit
do sbérné nadoby pro radioaktivni odpad, potiisnéné povrchy vycdistéte piislusSnym dekontaminantem
(¢isténi je mozno usnadnit prekrytim pracovni plochy jednordzovym absorbénim material em)
obalovy materid, ktery neni kontaminovan, je mozno odloZit do bézného odpadu pouze po odstranéni
varovnych napisi a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito pro praci sradioaktivnimi latkami, musi byt pred dalSim
pouzitim fadné dekontaminovano a proméieno
VAROVANI 3: Se v&mi vzorky pacientii je nutno pracovat jako spotencidlné infekénim materidlem.
Vychozim materidem pro kalibrétory je lidska krev, kterd byla testovana licencovanymi reagenciemi
a shledana negativni na HbsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protildtky. Vzhledem k tomu, Ze Zadny znamy test
nemuze dat jistotu, ze materia neni infekeni, pracujte s nim jako s materidlem potencialng infekénim.
VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervagni ¢inidlo. Lyofilizované reagencie
obsahuji < 1% azid sodny, ktery je v této koncentraci skodlivy pri vdechnuti, polknuti a pii kontaktu skazi.
Prodlouzenim expozice se zvy3uje nebezpedi vazného poskozeni zdravi. Po rekonstituci obsahuji kalibratory
< 0,1% azidu sodného, coz se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.
Azid sodny mize reagovat solovénymi nebo meédénymi uzdvéry za tvorby vysoce explozivnich azida
piidudnych kovi. Jako prevenci tvorby azidi oplachnéte uzévéry pred likvidaci velkym mnozstvim vody.
Vyjimené  mohou byt kovové uzdvéry opléchnuty také 10%  hydroxidem  sodnym.
Pri kontaktu s kyselinami tvori NaN; toxické vypary.
VAROVANI 5: Lyofilizované kalibratory obsahuji 1,5% Kathon jako konzervagni ¢inidlo. Zabraite kontaktu
s kuzi. Rekonstituovany kalibrétor obsahuje 0,1% Kathon , coz se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouzit jakykoliv gama ¢ita¢ schopny méfeni 1. Uginnost méfeni by méla byt pravidelng
kontrolovana, stginé tak i promérovano pozadi. Doporucuje se systematicka kalibrace pristroje. Podrobnosti
tykajici se zapojeni, pouziti, Udrzby a kalibrace najdete v navodu k obsluze dodavaném vyrobcem pristroje.

125

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporuéuje pouzit jako vzorek sérum, Ize pouzit také vzorky plazmy (heparin, EDTA). Nepouzivete
vzorky citratové plazmy.

Vzorky je mozno uchovavat 1 tyden pti teplot¢ 2-8°C, delSi dobu pii teploté -20°C. Zabraite
opakovanému rozmrazeni azmrazeni vzorku.

PRACOVNI POSTUPY

Materidly potiebné, ale nedodavané se soupravou
MIKROPIPETY pro presné odmereni 25 m a 500 m
DAVKOVAC REAGENCII pro davkovani 1 ml

TESTOVACI ZKUMAVKY (pro stanoveni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MiCHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

VODNI LAZEN steplotou 37°C
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BUNICITA VATA

GAMMA-CITAC, manuéni nebo automaticky
KRYCIi FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce reagencii

Kalibréory vytemperujte na laboratorni teplotu (18...25°C). Lyofilizované kalibrétory rekonstituujte tak,
Ze do kazdé lahvicky pridate 500m destilované vody. Lahvicku uzaviete a dobie promichejte jemnym
krouzenim, aniz by se vytvarila péna. Pred pouzitim nechte 1 hodinu stét.

Pracovni postup
1. Vs&echny reagencie, kontroly a vzorky vytemper ujte nalaboratorni teplotu (18...25°C).

1. Oznafte zkumavky snavazanou protilatkou pro kalibrétory, kontrolni a pacientska séra. Pracujte

v duplikatech. Oddélené pripravte dvé normdalni zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity.

Napipetujte 25 ul kalibratort, kontrolnich a pacientskych sé&r do prisusnych zkumavek. Zkumavky

pro stanoveni celkové radioaktivity ponechte zatim prézdné.

Do vSech zkumavek piidejte po 500ul DHEAS radioindikétoru (¢erveny roztok) .

V&echny zkumavky peclivé promichejte na vibraénim michadle.

Zkumavky prikryjte fdlii ainkubujte ve vodni 1&zni 1hodinu pii teploté 37°C.

Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity, dekantujte a zbytek

tekutiny nechte vstiebat jemnym poklepanim do buniéité vaty.

VSechny zkumavky, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity, promyjte 1ml promyvaciho

roztoku aru¢né zatiepejte stojankem.

8. Zkumavky dekantujte a zbytek tekutiny z kazdé nechte vstirebat jemnym poklepanim do buniéité
vaty. Zkumavky nechte stat vzhiru dnem alespon 5 minut. Potom s nimi znovu poklepte na bunicitou
veatu.

9. Zméfte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-citate po dobu alespoii 1 minuty nebo
po akumulaci 10 000 impul st/ zkumavku.

N

S

~

Poznamky
Abyste dosahli vysoké presnosti, dodrzujte nasledujici pravidla
§ Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.
§ Predchazete poskrébani dnazkumavek Spickami pipet.
§ Po dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vstiebat jemnym poklepanim
do bunicité vaty.

OMEZENI METODY
Jako zaklad pro jakékoli diagnostické a terapeutické rozhodnuti musi byt vysledky jednotlivych testti podlozeny
jinymi klinicky relevantnimi daty.

ZAJISTENI JAKOSTI

Doporucujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly kvality tak, Ze se sou¢asné analyzuji séra
snizkou i vysokou hrani¢ni koncentraci normélniho rozmezi. Doporuéujeme, aby s kazda laborator vytvorila
vlastni prijatelné rozmezi pro kontrolni vzorky. Pramér kontrolniho rozmezi by mél byt uvnitt prijatelného
rozmezi daného vyrobcem. K meéieni kontrolnich hodnot pouZijte alespon dvou raznych Sarzi.

VYPOCET VYSLEDKU
Pri automatickém vypoctu vysledktt doporucujeme pouzit spline funkci. Vysledky lze odetist manualné
z kalibraéni kiivky vynesené v semilogaritmickych soutadnicich .

Vypoététe praimér ¢etnosti kalibrétord, vzorkt a kontrol.

Vypoététe % (B/Bo) pomoci rovnice:

( ¢etnost kalibrétoru nebo vzorku) x 100
% B/Boy= Y3130 Y0YaYaYaYaYa Y2 Y2 Y0 Y0 Y0 YaYa
¢etnost nulového kalibrétoru

Vyneste kalibraéni kiivku v semi—logaritmickych soufadnicich tak, aby %(B/Bo) byla na ose y
a koncentrace kalibrétori DHEAS (mmol/l) naose x.
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Odectéte koncentrace DHEAS v nezndmych vzorcich z kalibragni kiivky.

Obr.1 Typicka kalibragni kiivka
str.7 originalni pribal ové informace

Tabulka 1 Typicka kalibracni kiivka a vypocet vysedki

koncentrace
Zkumavka cpm % (B/B0) (mmol/Il)

str.7 originalni pribal ové informace

Hodnoty DHEAS jsou ziskany v S| jednotkach, mmol/l. Prevod na ng/ml je mozny s pouzitim nédedujici
rovnice:
DHEAS (ng/ml) = DHEAS (mmal/l) x 0,3685

REFERENCNI INTERVALY
Z diivodu etnické, dietarni a vékové variability nemusi tyto referencni hodnoty odpovidat celé populaci. Kazda
laborator by s proto méla udélat viastni rozmezi referen¢nich hodnot.

Byly méteny hodnoty DHEAS v séru u zdravych jedinci. K vypoétu referenéniho intervalu a intervalu
spolehlivosti pro vysSi a nizsi hraniéni hodnotu normau byl a pouZita neparametricka metoda, doporucena | FCC.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. Vydedky byly rozdéleny do skupin podle véku a pohlavi. V tabulce 3 jsou
uvedena data pro vékovou skupinu 21 — 50 |et.

Tabulka 2. Referen¢ni hodnoty pro DHEAS zavidé na véku a pohlavi

Zeny Muzi
Vék n Pramér Rozmezi n Pramér Rozmezi
(roky) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmoal/l

*) referencni Tntervd = 0,025& 0,975 fraktil

**)Rozmezi = nejniZ&i angjvysSi hodnota skupiny

Tabulka 3. Referen¢ni hodnoty pro DHEAS (mmol/l) pro Zeny a muze, vék 21 —50 let

Pohlavi n Vék Pramér Referenénirozmezi 0,90 interval spolehlivosti
(roky) (mmoal/l) (0,025& 0,975 fraktil)

Zeny
Muzi

str.8 originalni pribal ové informace

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

M &Fici rozmezi
0,1 —30 nmoal/l.

Mez detekce
Mez detekce, definovana jako ngnizsi detekovatelnd koncentrace odpovidajici dvojnasobku smérodatné
odchylky hodnot nulového kalibrétoru, je 0,03 mmol/I.

Linearita
Vzorky Izeedit do poméru 1:20 nulovym kalibrétorem ze soupravy.

M etoda standar dniho p¥ipravku (recovery)

Znama mnozstvi DHEAS (1,65 —18,0 nmoal/l) byla piidana ke vzorkim pacientskych s& obsahujicich
0,04-4,53mmol/l DHEAS. Standardni pridavky se pohybovaly v rozmezi 88 —114 % s pramérnou hodnotou
103 %.
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Preciznost (precision)
Vzorky s riznou koncentraci DHEAS byly analyzovany k uréeni intra-assay a inter-assay variability.

Tabulka 4. Intra-assay/ inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
14 replikéta 11 duplikéta
Vzorek Pramer CV (%) Pramer CV (%)
(mmol/l') Vzorek (mmol/l')

Str.9 origindlni ptibal ové informace

Interferujici latky
Sérovy hilirubin do koncentrace < 350 umol/l a hemoglobin do koncentrace 5 g/l nemda vliv na mékeni
koncentrace DHEAS. Nedoporucujeme pouzivat vysoce lipemické vzorky.

Specificita
Procento zkiiZzenych reakci pii 50% vazebné kapacité ukazuje tabulka 5. Efekt maximdlnich koncentraci
nékterych latek na hodnoty DHEAS je uveden v tabulce 6.

Tabulka 5 ZkiiZenéreakce

Latka Zk¥izena |Latka Zk¥izena
reakce (%) reakce (%)

DHEAS 100 DHEA glukuronid nd
Aldosteron nd 5a-dihydrotestosteron nd
Androstendiol nd Estradiol nd
Androstendion 0,01 Estron nd
Androsteron nd Estron-3-sulfat 1,6
Androsteron glukuronid | nd 170-hydroxyprogesteron nd
Androsteron sulfat 0,3 19-hydroxy-4-androsten-3,17-dion | nd
Kortikosteron nd Metyrapon nd
Kortizol nd Pregnenolon nd
Kyproteron acetét nd Progesteron nd
Dexametazon nd Testosteron nd

DHEA nd

nd = nedekovatelné

Tabulka 6. Vliv nekterych steroidii na hodnoty DHEAS. Uvedené douceniny byly pridany bud’® ke vzorkiim
séra, nebo k nulovému séru . Hodnoty koncentrace DHEAS byly méieny pied a po pridavku.

Slouéenina Pridana patologick&/ Vliv nahodnoty DHEAS (umol/l)
fyziologicka koncentrace vzorky séra nulova séra
nmol/l bazalni hodnota po piidavku

str.10 originalni pribal ové informace

LITERATURA
str.11 originalni pribal ové informace
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Spectria® DHEASRIA
Kat.¢. 67793

Obsah soupravy (100 testu)

ZKUMAVKY S NAVAZANOU PROTILATKOU

PROTI DHEAS
DHEAS RADIOINDIKATOR
DHEAS KALIBRATORY

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v ul)

Celkova Kontrolni Neznamy
aktivita Kalibréator vzor ek vzor ek
Pipetovani vzorku 25 25 25
Pipetovani radioindikatoru 500 500 500 500
(€erveny roztok)
Promichani X X X
Inkubace 1h pii 37°C X X X
Dekantace X X X
Promyvani 1ml destilované vody X X X
Dekantace X X X
M éfeni po dobu 1min. nebo 10.000 impulsi X X X X

Spectria je ochrann& zndmka firmy Orion Corporation.

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

Datum posledni revize textu: 14.7.2005

Origindni ptibalova informace:  67793-E05
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