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TESTOSTERONE DIRECT
RADIOIMMUNOASSAY KIT

Procedure for quantitative determination of testosterone
in human serum or plasma samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION

Testosterone, the main androgen produced by the Leydig cells of the testes, is a steroid hormone of
molecular weight 288.4 daltons, having the following chemical formula:

P
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Though mainly synthesized in the testes, testosterone is also produced — in much smaller amounts — in
the adrenal cortex and in the ovaries. This is because a common meta-bolic pathway is followed when a
steroid hormone is synthesized.

Testosterone is transported in the plasma by a beta-globulin, called testosterone-binding globulin. It is
estimated that about 97-99% of the circulating testosterone is bound. The remainder, present as free
component, is assumed to be the metabolically active portion of the total testosterone level.

To perform its biological activities, testosterone appears to require conversion into an active and more
potent metabolite, dihydrotestosterone, and this can occur both in the circulation and in target tissues.

At the time of puberty, pituitary gonadotrophins increase, stimulating testicular maturation: LH acts directly
on the interstitial mesenchimal elements, causing them to secrete testosterone and estrogens, as they
develop into mature Leydig cells. FSH acts on the seminiferous tubules to induce and maintain normal
spermatogenesis.

At the onset of puberty, testosterone stimulates the development of male sex characteristics (such as
external genitalia, accessory sex organs, hair growth, linear growth, voice timbre, psyche, muscle and
bone tissue mass) which it will maintain throughout life.

The age at which maximum testosterone levels are observed varies from 15-20 to 25 years according to
the theories. Testosterone is secreted episodically throughout the day, so that multiple peaks can be
observed.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The principle of the assay is based on the competition between labelled testosterone and testosterone
contained in calibrators or samples to be assayed for a fixed and limited number of antibody binding sites.
After the incubation, the amount of labelled testosterone bound to the antibody on the tube walls is
inversely related to the concentration of unlabelled testosterone present in calibrators or samples. The
method adopted for B/F separation is based on the use of antibody-coated tubes, where the antibody is
coated on the tube walls.

3. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Coated tubes 100
'%|_|abelled testosterone 1 bottle
Testosterone calibrators 7 vials
Control serum 1 vial
Number of tubes 100




STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. Do not freeze. Once opened, the reagents of
this kit are stable until the kit expiry date when properly stored. The kit has been designed to perform
4 assay runs when used throughout the day at room temperature and stored overnight at 2-8°C.

Reagents should not be used past the expiry date. The expiry date of the kit is reported on the external
label and corresponds to the expiry date of the tracer. The expiry date of each component is reported on
the respective vial label.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming.
Reagents from different batches must not be mixed.

3.1. Coated tubes

The inner surface of each tube is coated with testosterone antiserum raised in rabbits.

Before use, bring the coated tubes to room temperature prior to opening the box, to avoid condensation of
humidity.

Securely reseal the box containing unused tubes. Do not mix different batches of coated tubes.

3.2. '®|-l1abelled testosterone (red): ready-to-use reagent

The bottle contains 52 mL testosterone labelled with '?°I, BSA, phosphate-citrate buffer, preservatives and
an inert red dye. Radioactivity is 59 kBq (1.6 uCi) or less on the calibration date.

3.3. Testosterone calibrators: ready-to-use reagent

Each vial contains steroid-free serum, preservatives and testosterone at the following concentrations: 0 -
0.25-0.5-1.0-2.5-5.0-10.0 ng/mL (0-0.87 - 1.73 - 3.47 - 8.7 - 17.3 - 34.7 nmol/L).

The zero calibrator vial contains 1 mL in human serum; the 1-6 calibrator vials contain 0.5 mL in
newborn calf serum.

As no international standard preparation is currently available, the kit calibrators are referenced to an
internal reference preparation (99% purity by HPLC). The kit calibrators demonstrate commutability with
patient samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as the
manufacturer recommends.

3.4. Control serum: lyophilized reagent

The vial contains testosterone, human serum and preservatives. The range of concentrations of each control
is reported on the certificate of analysis and indicates the limits established by DiaSorin for control values that can
be obtained in reliable assay runs.

Reconstitute the vial contents with 1 mL distilled water. The resulting solution is stable for one week at 2-8°C. Store
in deep-frozen aliquots (—20°C or below) for extended storage.

4. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

- Distilled or deionized water.

- Micropipettes with disposable tips (50, 500 pL) (50 pL: trueness + 3%, precision 2%; 500 plL: trueness + 2%,
precision 1%).

- Test tube rack.

- Vortex mixer.

- Thermostatically-controlled heating block or water bath capable of maintaining 37° + 1°C.

- Device for aspiration of incubation mixture.

- Gamma counter suitable for counting '®I| (counter window setting: 15-80 keV - counter efficiency: 70% - counting
time: 1 min). If counter efficiency is below 60%, counting time should be prolonged to 2 min.

5. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Either human serum or plasma may be used. The anticoagulants EDTA and heparin have been tested and
may be used with this assay. Blood should be collected aseptically by venipuncture, allowed to clot, and
the serum separated from the clot as soon as possible. Samples having particulate matter, turbidity,
lipaemia, or erythrocyte debris may require clarification by filtration or centrifugation before testing.
Grossly haemolyzed or lipaemic samples as well as samples containing particulate matter or exhibiting
obvious microbial contamination should not be tested. If the assay is performed within 24 hours of sample
collection, the samples should be kept at 2-8°C; otherwise they should be aliquoted and stored deep-
frozen (—20°C or below). If samples are stored frozen, mix thawed samples well before testing. Avoid
repeated freeze-thaw cycles.

If testosterone levels greater than 10 ng/mL are expected, the samples should be diluted with the zero
calibrator.



6. ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature (20-25°C) before assaying. Perform the assay at least in duplicate.
Calibrators must be run with each series of patient specimens. Calibrators and samples should be
subjected to the same process and incubation time. Perform all assay steps in the order given and without
any appreciable delays between the steps.

A clean, disposable tip should be used for dispensing each calibrator and sample.

- Dispense reagents in the bottom of coated tubes. Operate according to the following scheme:

tubes Calibrators
Samples
reagents 0-6
Calibrators 50 uL -
Samples - 50 uL
Tracer 500 pL 500 pL

- Mix the contents of tubes with a Vortex and incubate for 3 hours at 37°C.

- Carefully aspirate the incubation mixture. Be sure that the aspirator tip touches the bottom of the coated tube so
that all the liquid is removed. Failure to remove adhering solution adequately may result in poor reproducibility
and spurious results. No trace of dye should still be visible.

- Measure the radioactivity of tubes.
7. CALCULATION OF RESULTS

Compute the mean net counts for each group of tubes. Compute the B/Bo ratio for each calibrator and
unknown sample as follows:

B/Bo% = calibrator or sample mean counts 100
zero calibrator mean counts

Plot in semilog or linear-linear coordinates the mean percent value for each calibrator on the ordinate
(y axis) as a function of testosterone concentration expressed as ng/mL or nmol/L on the abscissa
(x axis). A calibration curve is thus obtained (Fig. 1). Directly from the calibration curve, read the
testosterone concentration of each sample expressed as ng/mL or nmol/L. If the sample was diluted, the
testosterone concentration value derived from the diluted specimen must be multiplied by the dilution

factor.

Calculation example

The following data must only be considered an example and should not be employed instead of the data

obtained by the user.

Description cpm B/Bo x 100

Zero calibrator 10,559 100

0.25 ng/mL - 0.87 nmol/L 7,816 74.0
0.5 ng/mL - 1.73 nmol/L 6,999 66.3
1.0 ng/mL - 3.47 nmol/L 5,537 52.4
2.5 ng/mL - 8.7 nmol/L 4,184 39.6
5.0 ng/mL - 17.3 nmol/L 3,347 31.7
10.0 ng/mL - 34.7 nmol/L 2,350 22.3
Sample 5,376 50.9

By interpolation from the calibration curve, the sample is found to contain 1.2 ng/mL (4.3 nmol/L)

testosterone.
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8. EXPECTED VALUES

The ranges given below are merely indicative: each laboratory should establish its own reference ranges.

Normal males 2.8 - 9.0 ng/mL 10 - 30 nmol/L
Normal females 0.1-1.0 ng/mL 0.3 - 3.5 nmol/L

Conversion to nmol testosterone/L is possible using the following formula:
nmol testosterone/L = ng testosterone/mL x 3.47.

9. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

9.1. Analytical specificity

Analytical specificity may be defined as the ability of the assay to accurately detect specific analyte in the
presence of potentially interfering factors in the sample matrix (e.g., anticoagulants, haemolysis, effects of
sample treatment), or cross-reactive analytes.

Interference. Controlled studies of potentially interfering substances or conditions showed that the assay
performance was not affected by anticoagulants (EDTA, heparin), haemolysis (up to 200 mg/dL
haemoglobin), lipaemia (up to 500 mg/dL triglycerides), bilirubinaemia (up to 20 mg/dL bilirubin).
Testosterone values determined in plasma samples obtained with citrate are about 30% lower than those
determined in serum samples.



Cross-reactions. The percentage of cross-reactions, calculated according to Abraham, shows the
specificity of the antiserum used.

- Testosterone 100%
- 5-dihydrotestosterone 6.9%
- Androstenedione 1.1%
- 19-norethisterone 0.33%
- Danazol 0.15%
- Dehydroepiandrosterone 4.5x 102%
- 5 alpha-androstan, 3 alpha, 17 beta diol 2.5 x 102%
- Testosterone glucuronide 2.0 x 10°%%
- Cortisol 7\
- Corticosterone

- Cholesterol

- Deoxycorticosterone

- 17-epitestosterone

- Testosterone sulphate

- Androsterone > <1.0x10%%
- 3 beta-oxyandrostan, 5 beta, 17 one

- Progesterone

- Estrone

- Estradiol, Ethynylestradiol

- Estriol

- Dexamethasone J

9.2. Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may also be expressed as the limit of detection, which is the minimal amount of
specific analyte detectable by the assay. The limit of detection is 0.02 ng/mL (0.07 nmol/L) at 95%
confidence limit. This was calculated as the apparent concentration of analyte which was distinguishable
from the zero calibrator, that is, two standard deviations below zero.

9.3. Precision

Different sample pools, containing different concentrations of analyte, were assayed to determine
repeatability and reproducibility of the assay (i.e., within- and between-assay variability).

Repeatability A B C
Number of determinations 14 14 14
Mean (ng/mL) 1.13 3.61 7.27
Standard deviation 0.091 0.158 0.262
Coefficient of variation (%) 8.06 4.38 3.61
Reproducibility D E F G
Number of determinations 10 10 10 10
Mean (ng/mL) 0.419 2.164 4.650 9.342
Standard deviation 0.032 0.135 0.339 0.661
Coefficient of variation (%) 7.58 6.23 7.28 7.08




9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution and recovery tests.

Dilution test. Two sera with high testosterone concentration were tested after serially diluting with the

zero calibrator.

Expected Measured
Dilution concentration, concentration, % Recovery
ng/mL ng/mL

neat - 5.38 -
1:2 2.69 2.60 96.7
1:4 1.34 1.30 96.7
1:8 0.67 0.67 99.7

1:16 0.34 0.34 101.2

1:32 0.17 0.18 107.1
neat - 5.13 -
1:2 2.57 2.79 108.8
1:4 1.28 1.32 102.9
1:8 0.64 0.68 106.0

1:16 0.32 0.31 96.7

1:32 0.16 0.15 93.6

Recovery test. Two sera with low testosterone concentration were tested as such and after mixing with

increasing amounts of testosterone.

Added Expected Measured
concentration, concentration, concentration, % Recovery

ng/mL ng/mL ng/mL

- - 0.30 -
3.88 4.18 4.10 98.1
2.46 2.76 2.50 90.6
1.11 1.41 1.50 106.4
0.69 0.99 1.00 101.0
0.39 0.69 0.70 101.4

- - 4.84 -
3.88 8.72 8.90 102.1
2.46 7.30 7.40 101.4
1.11 5.95 6.40 107.6
0.69 5.53 5.70 103.1
0.39 5.23 5.30 101.3




10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Diagnosis should not be established on the basis of a single test result, but should be determined in
conjunction with clinical findings and other diagnostic procedures as well as in association with medical
judgement.

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimens may affect the assay results.

A skillful technique and strict adherence to the instructions are necessary to obtain reliable results. In
particular, precise pipetting and accurate aspiration are essential.

Non-reproducible results may arise from methodological factors, such as:

- cross-exchange of vial caps

- use of the same tip when withdrawing from different vials or dispensing different samples

- leaving the vials open for long

- exposure of reagents or samples to intense heat or heavy sources of bacterial contamination

- inadequate aspiration of incubation mixture

- contamination of tube rims by tracer or samples

- casual oscillations or inadequate handling of the gamma counter

- use of reagents from different master batches.

11. WARNINGS AND PRECAUTIONS

Test components contain sodium azide as a preservative. Because sodium azide may form explosive lead
or copper azide in plumbing, it is recommended that drains be thoroughly flushed with water after disposal
of solutions containing sodium azide (Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Harmful if swallowed.

R 31 — Contact with acids liberates toxic gas.

S 28 — After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

S 45 — In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label

where possible).
Sodium merthiolate (Council Directive 99/45/EC):

R 20/21/22 — Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R 33 — Danger of cumulative effects.

S 28 — After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

S 45 — In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label

where possible).
All serum and plasma units used to produce the components provided in this kit have been tested for the
presence of HBsAg, anti-HCV, and anti-HIV-1/2 and found to be non-reactive. As, however, no test
method can offer absolute assurance that pathogens are absent, all specimens of human origin should be
considered potentially infectious and handled with care.

12. SAFETY PRECAUTIONS

- Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics in the assay laboratory.

- Do not pipette solutions by mouth.

- Avoid direct contact with all potentially infectious materials by using protective clothing such as lab coats,
protective glasses and disposable gloves. Wash hands thoroughly at the end of each assay.

- Avoid splashing or forming an aerosol. Any reagent spills should be washed with a 5% sodium hypochlorite
solution and disposed of as though potentially infectious.

- All samples, biological reagents and materials used in the assay must be considered potentially able to transmit
infectious agents. They should therefore be disposed of in accordance with the prevailing regulations and
guidelines of the agencies holding jurisdiction over the laboratory, and the regulations of each Country.
Disposable materials must be incinerated; liquid waste must be decontaminated with sodium hypochlorite at a
final concentration of 5% for at least half an hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an
overkill approach (USP 24, 2000, p. 2143). A minimum of one hour at 121°C is usually considered adequate,
though the users must check the effectiveness of their decontamination cycle by initially validating it and routinely
using biological indicators.



13. BASIC RULES OF RADIATION SAFETY

Reagents Containing lodine-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 1.7 uCi (63 kBq) of iodine-125. Appropriate precautions
and good laboratory practices should be used in the storage, handling, and disposal of this material.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:

This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by physicians, veterinarians in the
practice of veterinary medicine, clinical laboratories or hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not
involving internal or external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or animals.
It's receipt, acquisition, possession, use and transfer are subjhect to the regulations and the general license of the
U.S. Nuclear Regulatory Commission or of the state of which the Commission has entered into an agreement for the
Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.

Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali detergent or radiological
decontamination solution. Any glassware used must be rinsed completely with water before washing with
other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer, and disposal of radioactive materials are subject to the regulations and conditions of your
specific license.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity printed on the
box label and on the tracer vial label. The box label and the tracer vial label indicate the actual amount of
radioactivity at the calibration date where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.

ahowb=

SCHEME OF THE ASSAY

1 - RECONSTITUTE THE CONTROL SERUM.

2 - IDENTIFY COATED TUBES IN DUPLICATE.

3 - DISPENSE REAGENTS ACCORDING TO THE FOLLOWING SCHEME AND MIX THE INCUBATION

MIXTURE:
TUBES
CAL 0-6 SAMPLES
REAGENTS
CALIBRATORS 50 uL -
SAMPLES - 50 uL
TRACER 500 pL 500 ulL

4 - INCUBATE FOR 3 HOURS AT 37°C.

5 - ASPIRATE THE INCUBATION MIXTURE.

6 - MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.



KIT PER IL DOSAGGIO RADIOIMMUNOLOGICO
DIRETTO DEL TESTOSTERONE

Procedimento per I’analisi quantitativa del testosterone
in campioni di siero o plasma umano

Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE

Il testosterone, 'androgeno principale prodotto dalle cellule di Leydig dei testicoli, € un ormone steroideo
di peso molecolare 288,4 dalton, con la seguente formula chimica:

OH

=
@)
Sebbene sintetizzato principalmente nei testicoli, il testosterone & prodotto — in quantita molto basse —
anche nella corteccia surrenale e nelle ovaie. Questo fatto si verifica perché la via metabolica seguita per
sintetizzare un qualsivoglia ormone steroideo € almeno in parte comune a quella degli altri steroidi.

Il testosterone & trasportato nel plasma da una beta-globulina, designata col nome di testosterone-binding
globulin (globulina testosterone-legante). Si crede che circa il 97-99% del testosterone circolante sia
legato. Il rimanente, presente come componente libera, &€ considerato la porzione metabolicamente attiva
del testosterone totale.

Per estrinsecare la sua attivita biologica, il testosterone sembra dover essere convertito in un metabolita
attivo e molto piu potente, il diidrotestosterone. Questa conversione si attua sia nella circolazione che nei
tessuti bersaglio.

Alla puberta, le gonadotropine ipofisarie aumentano, stimolando la maturazione testicolare: I'LH agisce
direttamente sugli elementi mesenchimali interstiziali che si sviluppano in cellule di Leydig mature e
secernono testosterone ed estrogeni. L'FSH agisce sui tubuli seminiferi inducendo e mantenendo la
spermatogenesi normale.

All'inizio della puberta, il testosterone stimola lo sviluppo dei caratteri sessuali maschili (come genitali
esterni, organi sessuali accessori, crescita lineare, crescita dei peli, timbro della voce, psiche e massa dei
tessuti muscolare e osseo) che verranno mantenuti per tutta la vita.

L’eta in cui si osservano i livelli massimi di testosterone varia da 15-20 a 25 anni secondo le teorie. Il
testosterone € secreto episodicamente durante il giorno di modo che si possono osservare picchi multipli.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il principio del dosaggio consiste nella competizione tra testosterone marcato e testosterone contenuto nei
calibratori o nei campioni per il numero fisso e limitato di siti anticorpali. Dopo l'incubazione, la quantita di
testosterone marcato legata all’anticorpo fissato alle provette sensibilizzate & inversamente proporzionale
alla concentrazione di testosterone non marcato presente nei calibratori o nei campioni. Il metodo adottato
per la separazione libero/legato € basato sull'impiego delle provette sensibilizzate, dove I'anticorpo &
fissato alle pareti delle provette.



3. REATTIVI FORNITI NEL KIT

Provette sensibilizzate 100
Testosterone marcato con '*°| 1 flacone
Calibratori di testosterone 7 flaconi
Siero di controllo 1 flacone
Numero di dosaggi 100

MODALITA DI CONSERVAZIONE: Al momento dell'arrivo, conservare il kit a 2-8°C. Non congelare. Dopo
I'apertura, i reattivi di questo kit sono stabili fino alla data di scadenza del kit se conservati in modo
adeguato. Il kit e garantito per 4 serie analitiche se utilizzato durante il giorno a temperatura ambiente e
conservato durante la notte a 2-8°C.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. La data di scadenza del kit e indicata sull'etichetta esterna e
corrisponde alla data di scadenza del tracciante. La data di scadenza di ciascun componente ée riportata
sulle etichette dei rispettivi flaconi.

Nel ricostituire il contenuto dei flaconi, agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.
Non mescolare reattivi provenienti da lotti differenti.

3.1. Provette sensibilizzate

La superficie interna di ciascuna provetta & rivestita con antisiero da coniglio anti-testosterone.
Al momento dell’'uso, portare le provette sensibilizzate a temperatura ambiente prima di aprire il
contenitore, per evitare condensazione d’umidita.

Le provette non utilizzate vanno conservate nel contenitore ben chiuso. Non mescolare lotti differenti di
provette sensibilizzate.

125| (

3.2. Testosterone marcato con rosso): reattivo pronto per l'uso

Il flacone contiene 52 mL di testosterone marcato con '?°I, sieroalbumina bovina, tampone fosfato-citrato,

conservanti e un colorante rosso inerte. La radioattivita massima & 59 kBq (1,6 uCi) alla data di taratura.

3.3. Calibratori di testosterone: reattivo pronto per I'uso

Ogni flacone contiene testosterone, siero deprivato di steroidi e conservanti. Le concentrazioni sono le
seguenti: 0-0,25-0,5-1,0-2,5-5,0-10,0 ng/mL (0-0,87 -1,73 - 3,47 - 8,7 - 17,3 - 34,7 nmol/L).

Il volume del calibratore zero € 1 mL in siero umano; il volume dei calibratori 1-6 &€ 0,5 mL in siero bovino
neonatale.

Poiché non ¢ attualmente disponibile uno standard internazionale, i calibratori del kit sono tarati contro
una preparazione di riferimento interna (pura al 99% in HPLC). I calibratori del kit sono commutabili con i
campioni in esame quando sono utilizzati con i reattivi e la procedura operativa di questo test diagnostico
in vitro, secondo quanto raccomandato dal fabbricante.

3.4. Siero di controllo: reattivo liofilo

Il flacone contiene testosterone, siero umano e conservanti. Il range delle concentrazioni di ogni controllo &
riportato sul certificato di analisi ed indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di
analisi affidabili.
Ricostituire il contenuto del flacone con 1 mL di acqua distillata. La soluzione risultante & stabile per una
settimana a 2-8°C. Conservare in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori per una piu lunga
conservazione.

10



4. ATTREZZATURE E REATTIVI AUSILIARI

- Acqua distillata e deionizzata.

- Micropipette con puntali monouso da 50 uL (esattezza + 3%, precisione 2%) e 500 uL (esattezza + 2%,
precisione 1%).

- Portaprovette.

- Agitatore Vortex.

- Sistema termostatico in grado di mantenere 37° + 1°C.

- Sistema per aspirare la miscela di incubazione.

- Contatore gamma per contare lo iodio '®| (impostazione della finestra del contatore: 15-80 keV - efficienza del

contatore: 70% - tempo di conteggio: 1 min). Se l'efficienza del contatore & inferiore al 60%, si deve prolungare il
tempo di conteggio a 2 min.

5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Il dosaggio pud essere effettuato in campioni di siero o plasma umano. Possono essere utilizzati
anticoagulanti come EDTA e eparina. Prelevare il sangue per puntura venosa, lasciarlo coagulare e
separare il siero dal coagulo al piu presto. Chiarificare per filtrazione o centrifugazione prima del test i
campioni che presentano materiale in sospensione, opalescenza, lipemia o residui eritrocitari. Non usare
campioni fortemente emolizzati o lipemici, né campioni che presentano materiale in sospensione o
evidente contaminazione microbica. Se il dosaggio € eseguito nelle 24 ore successive al prelievo, i
campioni possono essere conservati a 2-8°C. In caso contrario, devono essere suddivisi in aliquote
congelate a —20°C o a temperature inferiori. Se i campioni sono stati scongelati, agitare con cura prima di
dosarli. Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento.

Se si prevedono livelli di testosterone maggiori di 10 ng/mL, diluire con il calibratore zero.

6. PROCEDIMENTO OPERATIVO

Portare i reattivi a temperatura ambiente (20-25°C) prima del dosaggio. Prevedere determinazioni almeno
in duplicato. Eseguire la determinazione dei calibratori per ogni serie di campioni analizzati. I
procedimento operativo deve essere rigorosamente identico per calibratori e campioni in esame.

Eseguire le fasi del dosaggio nell'ordine previsto, senza interruzioni.

Utilizzare un puntale monouso nuovo per dispensare calibratori e campioni.

- Distribuire i reattivi sul fondo delle provette sensibilizzate. Operare secondo lo schema seguente:

provette Calibratori Campioni
reattivi 0-6
Calibratori 50 pL -
Campioni - 50 uL
Tracciante 500 pL 500 pL

- Agitare il contenuto delle provette su Vortex ed incubare per 3 ore a 37°C.

- Aspirare accuratamente la miscela dincubazione. Verificare che I'eliminazione del liquido sia completa,
assicurandosi che il puntale della pipetta di aspirazione tocchi il fondo delle provette sensibilizzate. La presenza
di gocce aderenti alle pareti delle provette sensibilizzate puo provocare scarsa riproducibilita o risultati non
affidabili. Non deve restare traccia del colorante.

- Misurare la radioattivita delle provette.

7. CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media dei conteggi per ogni gruppo di provette dopo aver sottratto il valore del fondo.
Esprimere la media dei conteggi di calibratori e campioni come percentuale rispetto al calibratore zero:

conteggio medio calibratori o campioni
B/Bo% = - X - x 100
conteggio medio calibratore zero

Riportare su grafico semilog o lineare-lineare la percentuale media calcolata per ciascun calibratore sulle
ordinate (asse delle y) in funzione della concentrazione di testosterone espressa in ng/mL o nmol/L sulle
ascisse (asse delle x). Si ottiene cosi una curva di taratura (Fig. 1). Direttamente dalla curva di taratura
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leggere la concentrazione di testosterone di ciascun campione espressa in ng/mL o nmol/L. Se il
campione & stato diluito, la concentrazione di testosterone trovata deve essere moltiplicata per il fattore di
diluizione.

Esempio di calcolo

| dati seguenti devono essere considerati solo un esempio e non devono essere usati in luogo dei dati
ottenuti dall’utilizzatore.

Descrizione cpm B/Bo x 100

Calibratore zero 10.559 100

0,25 ng/mL - 0,87 nmol/L 7.816 74,0
0,5 ng/mL - 1,73 nmol/L 6.999 66,3
1,0 ng/mL - 3,47 nmol/L 5.537 52,4
2,5 ng/mL - 8,7 nmol/L 4.184 39,6
5,0 ng/mL - 17,3 nmol/L 3.347 31,7
10,0 ng/mL - 34,7 nmol/L 2.350 22,3
Campione 5.376 50,9

Interpolando dalla curva di taratura, il campione risulta contenere 1,2 ng/mL (4,3 nmol/L) di testosterone.

B/Bo x 100

50+

025 05 1,0 25 50 10 ng/mL
087 173 347 87 173 347 nmollL

TESTOSTERONE
Fig. 1
8. DATI CLINICI

| valori riportati nella tabella seguente sono solamente indicativi. Si raccomanda a ciascun laboratorio di
stabilire i propri intervalli di riferimento.

Uomini normali 2,8 - 9,0 ng/mL 10 - 30 nmol/L

Donne normali 0,1-1,0 ng/mL 0,3 - 3,5 nmol/L

La conversione in nmol testosterone/L si esegue con la formula seguente:
nmol testosterone/L = ng testosterone/mL x 3,47.
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9. PRESTAZIONI METODOLOGICHE DEL KIT

9.1. Specificita analitica

La specificita analitica & definita come la capacita del test di rilevare esattamente I'analita in presenza di
fattori potenzialmente interferenti nella matrice del campione (per esempio, anticoagulanti, emolisi, effetti
di trattamenti del campione) o di reazioni crociate con analiti potenzialmente interferenti.

Interferenze. Studi controllati su fattori potenzialmente interferenti hanno dimostrato che le prestazioni
del test non sono influenzate da anticoagulanti (EDTA, eparina), emolisi (fino a 200 mg/dL di emoglobina),
lipemia (fino a 500 mg/dL di trigliceridi), bilirubinemia (fino a 20 mg/dL di bilirubina) | valori di testosterone
ottenuti con i campioni di plasma contenenti citrato risultano inferiori di circa il 30% a quelli ottenuti con i
campioni di siero.

Reazioni crociate. Le percentuali di reazioni crociate, calcolate secondo Abraham, mostrano la specificita
dell’antisiero usato.

- Testosterone 100%
- 5-diidrotestosterone 6,9%
- Androstendione 1,1%
- 19-noretisterone 0,33%
- Danazolo 0,15%
- Deidroepiandrosterone 4,5 x 10%%
- 5 alfa-androstan, 3 alfa, 17 beta diol 2,5 x 1072%
- Testosterone glucuronato 2,0 x 10%%
- Cortisolo \

- Corticosterone

- Colesterolo

- Desossicorticosterone
- 17-epitestosterone

- Testosterone solfato

- Androsterone > <1,0 x 10%%
- 3 beta-ossiandrostan, 5 beta, 17 one

- Progesterone

- Estrone

- Estradiolo, Etinilestradiolo

- Estriolo

- Desametazone ]

9.2. Sensibilita analitica

La sensibilita analitica pu0 essere espressa anche come limite di rilevazione, ossia la quantita minima di
analita rilevabile dal test. Il limite di rilevazione & 0,02 ng/mL (0,07 nmol/L) al 95% di confidenza. E stato
calcolato come la concentrazione apparente di analita distinguibile dal calibratore zero, ossia due
deviazioni standard sotto lo zero.

9.3. Precisione

La ripetibilita e la riproducibilita del saggio (ossia la variabilita intra-saggio e inter-saggio) sono state
determinate utilizzando dei campioni di riferimento a diverse concentrazioni di analita.

Ripetibilita A B Cc
Numero di determinazioni 14 14 14
Media (ng/mL) 1,13 3,61 7,27
Deviazione standard 0,091 0,158 0,262
Coefficiente di variazione (%) 8,06 4,38 3,61
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Riproducibilita D E F G
Numero di determinazioni 10 10 10 10
Media (ng/mL) 0,419 2,164 4,650 9,342
Deviazione standard 0,032 0,135 0,339 0,661
Coefficiente di variazione (%) 7,58 6,23 7,28 7,08

9.4. Esattezza

L’'esattezza del dosaggio € stata controllata mediante i test di diluizione e recupero.

Test di

diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di
testosterone effettuate nel calibratore zero.

due sieri a concentrazione elevata di

Concentrazione

Concentrazione

Diluizione attesa, ng/mL misurata, ng/mL % Recupero
in toto - 5,38 -
1:2 2,69 2,60 96,7
1:4 1,34 1,30 96,7
1:8 0,67 0,67 99,7
1:16 0,34 0,34 101,2
1:32 0,17 0,18 107,1
in toto - 5,13 -
1:2 2,57 2,79 108,8
1:4 1,28 1,32 102,9
1:8 0,64 0,68 106,0
1:16 0,32 0,31 96,7
1:32 0,16 0,15 93,6

Test di recupero. Sono stati dosati due sieri a bassa concentrazione di testosterone sia in toto sia dopo

averli addizionati con quantita crescenti di testosterone.

Concentrazione
addizionata, ng/mL

Concentrazione,
attesa, ng/mL

Concentrazione
misurata, ng/mL

% Recupero

— - 0,30 -
3.88 4,18 4,10 98,1
2.46 2,76 2,50 90,6
1.1 1,41 1,50 106,4
0.69 0,99 1,00 101,0
0.39 0,69 0,70 101,4

- - 4,84 -
3.88 8,72 8,90 1021
2.46 7,30 7,40 101,4
1.11 5,95 6,40 107,6
0.69 5,53 5,70 1031
0.39 5,23 5,30 101,3
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10. LIMITI DEL DOSAGGIO

La diagnosi non deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo dosaggio, ma questo deve
essere valutato insieme ad altri riscontri clinici, procedure diagnostiche e al giudizio del medico.
Contaminazione batterica o cicli ripetuti di congelamento/scongelamento dei campioni possono modificare
i risultati del dosaggio.

Per ottenere risultati affidabili & necessario attenersi strettamente alle istruzioni per 'uso e possedere
un’adeguata manualita tecnica. In particolare, € essenziale una buona precisione nelle fasi di
ricostituzione, distribuzione ed aspirazione dei reattivi.

Risultati non riproducibili sono dovuti principalmente a fattori metodologici, come ad esempio:

- scambio di capsule tra i flaconi

- uso dello stesso puntale per i prelievi da flaconi diversi o da campioni diversi

- flaconi lasciati aperti per lunghi periodi di tempo

- esposizione dei reattivi o campioni a calore intenso o a forti sorgenti di inquinamento batterico

- aspirazione non adeguata della miscela di incubazione

- contaminazione del bordo delle provette con il tracciante o con i campioni

- oscillazioni casuali o cattiva manutenzione del contatore gamma

- scambio di reattivi provenienti da lotti diversi.

11. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

| componenti del kit contengono sodio azide come conservante. Poiché la sodio azide puo formare azidi di
piombo o di rame esplosive nelle tubature, si raccomanda di far fluire acqua in abbondanza negli scarichi
dopo I'eliminazione di soluzioni contenenti sodio azide (Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Nocivo per ingestione.

R 31 — A contatto con acidi libera gas tossico.
S 28 — In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.
S 45 — In caso d’incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile,

mostrargli I’etichetta).
Sodio mertiolato (Council Directive 99/45/EC):

R 20/21/22 — Nocivo per inalazione, contatto con la pelle e per ingestione.

R 33 — Pericolo d’effetti cumulativi.

S 28 — In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.

S 45 — In caso d’incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile,

mostrargli I’etichetta).
Tutte le unita di siero e plasma utilizzate per la fabbricazione dei componenti di questo kit sono state
analizzate e trovate non reattive per HBsAg, anti-HCV e per anti-HIV-1/2. Tuttavia, poiché nessun metodo
puo dare assoluta certezza che siano assenti agenti patogeni, tutto il materiale di origine umana dovrebbe
essere considerato potenzialmente infettivo e manipolato come tale.

12. REGOLE DI SICUREZZA

- Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici durante lI'esecuzione del dosaggio.

- Non pipettare con la bocca.

- Evitare il contatto diretto con il materiale potenzialmente infetto indossando indumenti da laboratorio, occhiali
protettivi e guanti monouso. Lavare accuratamente le mani al termine del dosaggio.

- Evitare di provocare schizzi o aerosol. Ogni goccia di reattivo biologico deve essere rimossa con una soluzione di
sodio ipoclorito al 5% ed il mezzo utilizzato deve essere trattato come materiale di rifiuto infetto.

- Tutti i campioni, tutti i reattivi biologici del kit e tutti i materiali usati per effettuare il saggio devono essere
considerati in grado di trasmettere agenti infettivi; pertanto i rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese. Il materiale monouso deve essere incenerito; i rifiuti
liquidi devono essere decontaminati con sodio ipoclorito ad una concentrazione finale del 5% per almeno
mezz’'ora. Qualsiasi materiale che deve essere riutilizzato va trattato in autoclave con un approccio di overkill
(USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente si considera che un'ora a 121°C sia un tempo di sterilizzazione
adeguato; tuttavia si raccomanda a ciascun utilizzatore di verificare I'efficacia del ciclo di decontaminazione
mediante una convalida iniziale e I'uso routinario d’indicatori biologici.
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13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE

Reagenti contenenti iodio-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 1,7 uCi (63 kBq) di iodio-125. Adottare precauzioni
adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione, la manipolazione e lo smaltimento di questo
materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da personale
medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in
vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da
esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, I'uso e il trasferimento sono soggetti
alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory Commission statunitense dello stato con cui la
Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area specificatamente designata.
L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale autorizzato.
Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.
Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con detergente alcalino o
soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti in vetro usati devono essere accuratamente
risciacquati con acqua prima di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, l'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle condizioni
della licenza specifica.
ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud essere leggermente diversa
dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola
e sulla fiala di tracciante indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

ok wbd

SCHEMA DEL DOSAGGIO

1 - RICOSTITUIRE IL SIERO DI CONTROLLO.

2 - CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO.

3 - DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE E AGITARE LA MISCELA D'INCUBAZIONE:

PROVETTE CAL 0-6 CAMPIONI
REATTIVI
CALIBRATORS 50 L _
SAMPLES - 50 ulL
TRACER 500 ulL 500 L
4 - INCUBARE PER 3 ORE A 37°C.

5 - ASPIRARE LA MISCELA D’'INCUBAZIONE.

6 - MISURARE LA RADIOATTIVITA DELLE PROVETTE.
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TROUSSE POUR LE DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE
DIRECT DE LA TESTOSTERONE

Technique pour la détermination quantitative de la testostérone
dans le sérum ou dans le plasma humain

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

La testostérone, I'androgéne principal produit par les cellules de Leydig des testicules, est une hormone
stéroide ayant un poids moléculaire de 288,4 daltons et la formule chimique suivante:

OH

==

Synthétisée principalement dans les testicules, la testostérone I'est également dans la corticosurrénale et
dans les ovaires bien qu’en trés faible quantité. Ceci parce que la voie métabolique suivie pour synthétiser
la plupart des hormones stéroides est commune.

La testostérone est transportée dans le plasma par une béta-globuline appelée testosterone-binding
globulin. On suppose qu’environ 97-99% de la testostérone circulante est liée. On considére que la partie
restante, composante libre, représente la portion active, du point de vue métabolique, de la testostérone
totale.

Pour accomplir son activité biologique, la testostérone semble devoir étre transformée en un métabolite
actif et beaucoup plus puissant, la dihydrotestostérone. Cette conversion a lieu aussi bien dans la
circulation que dans les tissuscibles.

Pendant la puberté les gonadotrophines hypophysaires augmentent, stimulant ainsi la maturation
testiculaire: la LH agit directement sur les éléments mésenchymateux interstitiels qui se développent dans
les cellules de Leydig mares et sécretent la testostérone et les oestrogénes. La FSH intervient sur les
tubes séminiféres déterminant et maintenant ainsi une spermatogénése normale.

Au début de la puberté, la testostérone stimule le développement des caractéres sexuels masculins (tels
que les organes génitaux externes, les organes sexuels accessoires, la croissance, le systéme pileux, le
timbre de la voix, le psychisme et la masse des tissus musculaire et osseux) qui seront maintenus
pendant toute la vie.

L’age ou la concentration de testostérone est maximale se situe entre 15-20 et 25 ans (selon les diverses
théories). La testostérone étant sécrétée de fagon épisodique durant la journée, on peut observer des pics
multiples.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

Le principe du dosage repose sur la compétition entre, d’'une part, la testostérone marquée et, de I'autre,
la testostérone contenue dans les étalons ou les échantillons vis-a-vis des sites d’anticorps, en nombre
limité et fixe. Aprés I'incubation, la quantité de testostérone marquée liée a I'anticorps est inversement
proportionnelle a la concentration de testostérone non marquée présente dans les étalons ou les
échantillons. Le moyen de séparation lié/libre est basé sur I'emploi de tubes revétus sur les parois
desquels I'anticorps est fixé.
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3. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes revétus 100
Testostérone marquee a I''?°| 1 flacon
Etalons testostérone 7 flacons
Sérum contréle 1 flacon
Nombre de dosages 100

STOCKAGE: Conserver la trousse a 2-8°C des réception. Ne pas congeler. Apres l'ouverture, les réactifs
de cette trousse restent stables jusqu’a la date de péremption de la trousse, s’ils sont conservés de
maniere adéquate. La trousse est garantie pour réaliser 4 séries analytiques si elle est utilisée pendant le
jour a température ambiante et conservée pendant la nuit a 2-8°C.

Ne pas utiliser les réactifs ayant dépassé la date de péremption. La date de péremption de la trousse est
indiquée sur I'étiquette extérieure et correspond a la date de péremption du traceur. La date de
péremption de chaque composant est reportée sur les étiquettes des flacons respectifs.

Agiter doucement les flacons lors de la reconstitution de leur contenu, afin d’éviter la formation de
mousse.
Ne pas mélanger des réactifs provenant de lots différents.

3.1. Tubes revétus

La surface interne de chaque tube est revétue d’antisérum de lapin anti-testostérone.

Au moment de I'emploi, amener les tubes revétus a température ambiante avant d’ouvrir leur boite afin
d’éviter tout phénomene de condensation.

Conserver les tubes non utilisés dans la boite en s'assurant que celle-ci est diment fermée. Ne pas
mélanger des tubes revétus provenant de lots différents.

3.2. Testostérone marquée a I’'*%| (rouge): réactif prét a I'emploi

Le flacon contient 52 mL de testostérone marquée a I'iode '®°I, de la sérumalbumine bovine, du tampon

phosphaté-citraté, des conservateurs et un colorant rouge inerte. La radioactivité maximale est de 59 kBq
(1,6 uCi) a la date d’étalonnage.

3.3. Etalons testostérone: réactif prét a 'emploi

Chaque flacon contient de la testostérone, du sérum exempt de stéroides et des conservateurs. Les
concentrations sont les suivantes: 0 - 0,25-0,5-1,0-2,5-5,0 - 10,0 ng/mL (0O - 0,87 - 1,73 - 3,47 - 8,7 -
17,3 - 34,7 nmol/L).

Le volume de I'étalon zéro est de 1 mL dans du sérum humain. Le volume des étalons 1-6 est de
0,5 mL dans du sérum de veau nouveau-né.

Une préparation étalon internationale n’étant pas actuellement disponible, les étalons de la trousse sont
étalonnés par rapport a une préparation interne de référence (pure a 99% avec HPLC). Les étalons de la
trousse sont commutables avec les échantillons examinés s'ils sont utilisés avec les réactifs et le mode
opératoire de ce test diagnostique in vitro, d'aprés les recommandations du fabricant.

3.4. Sérum de contréle: réactif lyophilisé

Le flacon contient de la testostérone, du sérum d’origine humaine et des conservateurs. La plage de
concentrations pour chaque contréle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies
par DiaSorin pour les valeurs de contréle qui peuvent étre obtenues dans des séries analytiques fiables.
Reconstituer le contenu du flacon avec 1 mL d’eau distillée. La solution ainsi obtenue se conserve a
2-8°C pendant une semaine; la congeler divisée en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus
basses dans le cas d’un stockage prolongé.

4. PRECAUTIONS D’UTILISATION

Certains réactifs contenus dans cette trousse renferment de 'azide de sodium. Ce sel peut réagir avec les
installations sanitaires en plomb ou cuivre et former des azides métalliques extrémement explosives. Pour
évacuer ces réactifs, rincer a grande eau afin d’éviter les accumulations d’azide (Council Directive

99/45/EC).

R 22 — Nocif en cas d’ingestion.

R 31 — Au contact d’'un acide, dégage un gaz toxique.

S 28 — Apres contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de I'eau.

S 45 — En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui
montrer I’étiquette).
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Merthiolate de sodium (Council Directive 99/45/EC):

R 20/21/22 — Nocif par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

R 33 — Danger d’effets cumulatifs.

S 28 — Apres contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de I'eau.

S 45 — En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui

montrer I'étiquette).
Toutes les unités de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse ont
été analysées et ont été trouvées négatives en Ag HBs, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-HIV-
1/2. Toutefois, puisqu’il n’existe aucune méthode garantissant I'absence totale d’agents pathogénes, on
doit considérer tout matériau d’origine humaine comme étant potentiellement infectieux. C’est pourquoi il
faudra le manipuler avec précaution.

5. REGLES DE SECURITE

- Ne pas manger, ni boire, ni fumer ou se maquiller pendant le dosage.

- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec le matériel potentiellement infectieux en portant des vétements de laboratoire, des
lunettes de protection et des gants a usage unique. Se laver soigneusement les mains a la fin du dosage.

- Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela arrivait, chaque goutte de réactif doit étre
nettoyée avec une solution d’hypochlorite de sodium a 5% et traitée comme du matériel infectieux.

- Tous les échantillons, tous les réactifs biologiques de la trousse et tout le matériel utilisés pour effectuer I'essai
doivent étre considérés comme capables de transmettre des agents étiologiques. Toute élimination de déchets
se fera conformément aux réglementations en vigueur. Le matériel a usage unique doit étre incinéré; les déchets
liquides doivent étre décontaminés avec de I'hypochlorite de sodium a concentration finale de 5% pendant au
moins une demi-heure. Tout matériel réutilisable doit étre stérilisé en autoclave par un traitement a I'excés
(overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). On considere qu'un temps de stérilisation d'une heure a 121°C est
convenable. Nous conseillons toutefois a chaque laboratoire de vérifier I'efficacité du cycle de décontamination
en effectuant un contréle au début et en utilisant de fagon réguliére les indicateurs biologiques.

6. REGLES DE BASE DE RADIOPROTECTION

Réactifs contenant de I'lode 125
Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 1,7 pCi (63 kBq) d'iode-125. Les précautions
appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la
mise au rebut de ce produit.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence générale :
Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des laboratoires
cliniques, des hdpitaux, des vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de médecine
vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hopitaux, et uniquement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a 'homme ou a I'animal.
Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la
licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un accord
pour l'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis la laver a l'aide d'une
produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de décontamination radioactive. Tout article de verre
utilisé doit étre entierement lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets aux réglementations et
conditions de votre licence spécifique.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légérement différente de celle qui est
imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du
traceur indiquent la dose réelle de radioactivité a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radio-activité théorique de la trousse.

LU o
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Déchets radioactifs

Tout utilisateur ou détenteur de radioéléments en sources scellées ou non scellées en est responsable et
comptable devant les autorités de Santé Publique et, de ce fait, n'est pas autorisé a s’en dessaisir par
d’autres voies que celles définies par les procédures réglementaires. Les modalités d’élimination des
déchets radioactifs provenant de sources non scellées sont définies par I'avis aux utilisateurs paru au
Journal Officiel du 6 juin 1970. Conformément aux dispositions de cet avis et du décret N° 86-1103 du 2
octobre 1986 relatif a la protection des travailleurs contre les dangers des rayonnements ionisants paru
au Journal Officiel du 12 octobre 1986, 'OPRI'" et les organismes désignés par lui sont seuls habilités a
procéder a la prise en charge des déchets radioactifs correspondants.

Les laboratoires de notre filiale en France sont autorisés a céder les trousses conformément aux
instructions de I'Arrété du 3 avril 2002 et dans le respect de la réglementation sur le transport de matériel
radioactif.

7. MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

- Eau distillée et déminéralisée.

- Micropipettes avec embouts a usage unique de 50 pL (justesse * 3%, fidélité 2%) et 500 uL (justesse + 2%,
fidélité 1%).

- Portoir pour tubes.

- Meélangeur Vortex.

- Incubateur thermostaté ou bain-marie capable de maintenir 37° £ 1°C.

- Systeme d’aspiration du mélange d’incubation.

- Compteur gamma pour compter l'iode '®| (définition de la fenétre du compteur: 15-80 keV - efficience du
compteur: 70% - temps de comptage: 1 min). Si l'efficience du compteur est inférieure & 60%, le temps de
comptage doit étre prolongé a 2 min.

8. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Le dosage peut étre effectué sur du sérum ou du plasma humain. On peut employer des anticoagulants
comme I'EDTA ou I’héparine. Pour obtenir le sérum prélever le sang par piqlre intraveineuse, le laisser
coaguler et séparer le sérum du caillot dés que possible. Clarifier par filtration ou centrifugation avant le
test les échantillons troubles, lipémiques et ceux contenant du matériel en suspension ou des déchets
érythrocytaires. Ne pas utiliser des échantillons fortement hémolysés ou lipémiques, ni des échantillons
contenant des particules en suspension ou une contamination microbienne évidente. Si le dosage est
exécuté dans les 24 heures suivant le prélevement, les échantillons peuvent étre conservés a 2-8°C.
Dans le cas contraire, ils doivent étre aliquotés et congelés a —20°C ou a des températures plus basses.
Si les échantillons ont été congelés, attendre qu’ils soient complétement décongelés et les homogénéiser
avant le dosage. Il faut éviter les cycles de congélation/décongélation répétés.

Si I'on prévoit des niveaux de testostérone supérieurs a 10 ng/mL, diluer avec I'étalon zéro.

9. MODE OPERATOIRE

Amener les réactifs a température ambiante (20-25°C) avant le dosage. Effectuer le dosage au moins en
doublets. Les étalons doivent étre dosés avec chaque série d’échantillons examinés. Le mode opératoire
doit étre rigoureusement identique pour les étalons et les échantillons a tester.

Exécuter toutes les phases du dosage dans |'ordre prévu, sans interruption.

Utiliser un embout a usage unique neuf pour distribuer les étalons et les échantillons.

- Distribuer les réactifs au fond des tubes revétus. Procéder d’aprés le schéma suivant:

tubes Etalons
Echantillons
s 0-6
réactifs
Etalons 50 pL -
Echantillons - 50 puL
Traceur 500 pL 500 pL

- Agiter le contenu des tubes au Vortex puis incuber pendant 3 heures a 37°C.

Mo.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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- Aspirer soigneusement le mélange d’incubation. Vérifier que le liquide soit éliminé complétement: pour cela il
faut s’assurer que I'embout de la pipette d’aspiration touche le fond des tubes revétus. La présence de gouttes
adhérant aux parois des tubes revétus peut entrainer une mauvaise reproductibilité ou fausser les résultats. Le
colorant doit disparaitre totalement.

- Mesurer la radioactivité des tubes.

10. CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne des coups par minute pour chaque groupe de tubes aprés avoir soustrait la valeur du
bruit de fond. Calculer la moyenne des coups par minute des étalons et des échantillons en pourcentage
par rapport a I'étalon zéro:

moyenne des coups par minute des étalons ou des échantillons

B/Bo% = x 100

moyenne des coups par minute de I’étalon zéro

Reporter sur du papier semilogarithmique ou bi-linéaire le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur I'axe
des ordonnées (y) en fonction de la concentration de testostérone exprimée en ng/mL ou en nmol/L sur I'axe
des abscisses (x). La Fig. 1 présente un exemple de la courbe d’étalonnage ainsi obtenue. Lire la concentration
de testostérone de chaque échantillon exprimée en ng/mL ou en nmol/L directement de la courbe
d'étalonnage. Sil'échantillon a été dilué, la concentration obtenue doit étre multipliée par le facteur de dilution.

Exemple de calcul

Les valeurs suivantes ne constituent qu’'un exemple et ne doivent pas étre employées a la place des
données obtenues par l'utilisateur.

Description cpm B/Bo x 100

Etalon zéro 10.559 100

0,25 ng/mL - 0,87 nmol/L 7.816 74,0
0,5 ng/mL - 1,73 nmol/L 6.999 66,3
1,0 ng/mL - 3,47 nmol/L 5.537 52,4
2,5 ng/mL - 8,7 nmol/L 4.184 39,6
5,0 ng/mL - 17,3 nmol/L 3.347 31,7
10,0 ng/mL - 34,7 nmol/L 2.350 22,3
Echantillon 5.376 50,9

En effectuant l'interpolation de la courbe d’étalonnage, I'échantillon contient 1,2 ng/mL (4,3 nmol/L) de
testostérone.
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B/Bo x 100 T

50 +

025 05 10 25 5
087 173 347 87 1

10 ng/mL
7,3 347 nmollL

TESTOSTERONE

Fig. 1
11. VALEURS DE REFERENCE

Les valeurs du tableau ci-dessous ne sont données qu’a titre indicatif. Chaque laboratoire doit établir ses
propres intervalles des valeurs de référence.

Hommes normaux 2,8 — 9,0 ng/mL 10 - 30 nmol/L

Femmes normales 0,1 - 1,0 ng/mL 0,3 - 3,5 nmol/L

Pour la conversion en nmol de testostérone/L, utiliser la formule suivante:
nmol de testostérone/L = ng de testostérone/mL x 3,47.

22



12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement I'analyte en
présence de facteurs pouvant interférer dans la matrice de I'échantillon (par exemple anticoagulants,
hémolyse, effets de traitement de I'échantillon) ou d’autres analytes pouvant provoquer des réactions
croisées.

Interférences. Des études contrélées sur des facteurs potentiellement interférents ont démontré que les
caractéristiques du test ne sont pas modifiées par des anticoagulants (EDTA, héparine), par une
hémolyse (jusqu’a 200 mg/dL d’hémoglobine), une lipémie (jusqu'a 500 mg/dL de triglycérides), une
bilirubinémie (jusqu’a 20 mg/dL de bilirubine) ou par une congélation des échantillons. Les valeurs de
testostérone obtenues avec des échantillons de plasma sur citrate sont inférieures d’environ 30% aux
valeurs obtenues avec des échantillons de sérum.

Réactions croisées. Les pourcentages de réactions croisées, calculés selon la méthode d’Abraham,
montrent la spécificité de 'antisérum utilisé dans la trousse.

- Testostérone 100%
- 5-dihydrotestostérone 6,9%
- Androsténedione 1,1%
- 19-noréthistérone 0,33%
- Danazol 0,15%
- Déhydroépiandrostérone 4,5 x 102%
- 5 alpha-androstane, 3 alpha, 17 béta diol 2,5x 10%%
- Glucurono-testostérone 2,0 x 107%%
- Cortisol \

- Corticostérone

- Cholestérol

- Désoxycorticostérone

- 17-épitestostérone

- Sulfate de testostérone

- Androstérone > <1,0 x 10%%
- 3 béta-oxyandrostane, 5 béta, 17 one

- Progestérone

- Oestrone

- Oestradiol, Ethinyl-oestradiol

- Oestriol

- Dexaméthasone j

12.2. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique peut étre exprimée aussi comme la limite de détection, c’est-a-dire la quantité
d’analyte minimum que le test peut détecter. La limite de détection est de 0,02 ng/mL (0,07 nmol/L) avec
des limites de confiance a 95%, calculée comme étant la concentration apparente d’analyte qui peut étre
différenciée de I'étalon zéro, c’est-a-dire deux écarts type au-dessous de zéro.

12.3. Fidélité

Plusieurs pools de référence a différentes concentrations d'analyte ont été testés pour déterminer la
répétabilité et la reproductibilité du dosage (c’est-a-dire, la variabilité intra-essai et inter-essais).

Répétabilité A B C
Nombre de déterminations 14 14 14
Moyenne (ng/mL) 1,13 3,61 7,27
Ecart type 0,091 0,158 0,262
% de coefficient de variation 8,06 4,38 3,61

23



Reproductibilité D E F G
Nombre de déterminations 10 10 10 10
Moyenne (ng/mL) 0,419 2,164 4,650 9,342
Ecart type 0,032 0,135 0,339 0,661
% de coefficient de variation 7,58 6,23 7,28 7,08

12.4. Justesse

La justesse du dosage a été vérifiée a I'aide des tests de dilution et de surcharge.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur deux sérums de concentration élevée en

testostérone dilués en série a I'aide de I'étalon zéro.

Concentration

Concentration

Dilution attendue, ng/mL mesurée, ng/mL % Récupération
pur - 5,38 -
1/2 2,69 2,60 96,7
1/4 1,34 1,30 96,7
1/8 0,67 0,67 99,7

1/16 0,34 0,34 101,2

1/32 0,17 0,18 107,1
pur - 5,13 -
1/2 2,57 2,79 108,8
1/4 1,28 1,32 102,9
1/8 0,64 0,68 106,0

1/16 0,32 0,31 96,7

1/32 0,16 0,15 93,6

Test de surcharge. Le test de surcharge a été réalisé sur deux sérums de faible concentration en

testostérone soit purs soit par ajouts de quantités croissantes de testostérone.

Concentration
ajoutée, ng/mL

Concentration
attendue, ng/mL

Concentration
mesurée, ng/mL

% Récupération

- - 0,30 -
3,88 4,18 4,10 98,1
2,46 2,76 2,50 90,6
1,11 1,41 1,50 106,4
0,69 0,99 1,00 101,0
0,39 0,69 0,70 101,4
- - 4,84 -
3,88 8,72 8,90 102,1
2,46 7,30 7,40 101,4
1,11 5,95 6,40 107,6
0,69 5,53 5,70 103,1
0,39 5,23 5,30 101,3
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13. LIMITES DU DOSAGE

Le diagnostic ne doit pas étre établi d'aprés le résultat d'un seul dosage, mais il faut prendre en
considération les investigations cliniques, les autres procédures diagnostiques et I'avis d’'un médecin.

La contamination bactérienne des échantillons ou leurs cycles répétés de congélation/décongélation
peuvent modifier les résultats du dosage.

Afin d’obtenir des résultats fiables, il faut suivre strictement le mode opératoire et effectuer les
manipulations de fagon appropriée. En particulier, la précision et le soin apportés durant les phases de
reconstitution et de distribution des réactifs ainsi que d’aspiration sont indispensables a la fiabilité du test.
Des résultats qui ne sont pas reproductibles sont dus principalement a des erreurs de manipulation
comme par exemple:

échange de bouchons entre les flacons
utilisation du méme embout pour prélever dans différents flacons ou distribuer les différents échantillons
flacons restés trop longtemps ouverts

exposition des réactifs ou des échantillons a une température élevée ou a de fortes sources de contamination
bactérienne

aspiration inadéquate du mélange d'incubation

contamination du bord des tubes avec le traceur ou avec les échantillons
oscillations accidentelles ou mauvais entretien du compteur gamma
mélange de réactifs provenant de lots différents.

SCHEMA DU DOSAGE

- RECONSTITUER LE SERUM DE CONTROLE.

2 - IDENTIFIER AU MOYEN D'UN REPERE LES TUBES REVETUS EN DOUBLETS.
3 - DISTRIBUER LES REACTIFS EN FONCTION DU SCHEMA SUIVANT PUIS AGITER LE MELANGE
D'INCUBATION:
TUBES )
ETAO'-SNS ECHANTILLONS
REACTIFS
ETALONS 50 pL -
ECHANTILLONS - 50 pL
TRACEUR 500 pL 500 L
4 - INCUBER PENDANT 3 HEURES A 37°C.
5 - ASPIRER LE MELANGE D’INCUBATION.
6 - MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.
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TESTOSTERON RIA

Methode zur quantitativen direkten radioimmunologischen
Bestimmung des Testosterons
in Humanserum oder -plasma

Nur fir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Testosteron, das wichtigste von den Leydig-Zellen der Hoden hergestellte Androgen, ist ein
Steroidhormon mit einem Molekulargewicht von 288,4 Daltons und hat die folgende chemische Formel:

OH

=
o
Testosteron wird hauptsachlich in den Hoden synthetisiert, wird aber auch — in sehr niedrigen Mengen — in
der Nebennierenrinde und in den Ovarien hergestellt. Das geschieht, da der metabolische Weg zur
Synthese von jedem Steroidhormon wenigstens zum Teil gleich wie bei den anderen Steroiden ist.
Testosteron wird im Plasma von einem Betaglobulin transportiert, das testosterone-binding globulin
(Testosteron-bindendes Globulin) genannt wird. Man glaubt, dass ungefahr 97-99% des Testosterons im
Kreislauf gebunden ist. Das Ubrige Testosteron, als freier Bestandteil vorhanden, wird als das metabolisch
aktive Teil des Gesamttestosterons betrachtet.

Um seine biologische Aktivitat auszufihren, scheint Testosteron, zu einem aktiven und viel starkeren
Metaboliten umgewandelt werden zu missen: Dihydrotestosteron. Diese Umwandlung erfolgt sowohl im
Kreislauf, als auch in den Zielgeweben.

Bei der Pubertat vermehren sich die hypophysaren Gonadotropine und regen die Hodenreifung an: LH
wirkt direkt auf die mesenchymalen interstitiellen Zellen, die sich zu reifen Leydig-Zellen entwickeln und
Testosteron und Ostrogene absondern. FSH wirkt auf die Hodenkanéalchen und induziert und erhélt die
normale Spermatogenese.

Bei Beginn der Pubertat regt Testosteron die Entwicklung der mannlichen Geschlechtszeichen an (wie
z.B. AulRengenitalien, Nebengenitalien, lineares Wachstum, Wachstum der Haare, Ton der Stimme,
Psyche und Masse der Muskel- und Knochengewebe), die flir das ganze Leben erhalten bleiben.

Das Alter, in dem die max. Testosteron-Niveaus beobachtet werden, variiert zwischen 15-20 und
25 Jahren je nach den verschiedenen Theorien. Testosteron wird episodisch wahrend des Tages
abgesondert, so dass man Mehrspitzen beobachten kann.

2. TESTPRINZIP

Die Bestimmung basiert auf der Kompetition zwischen markiertem Testosteron und Testosteron in den
Kalibratoren oder in den Proben um eine begrenzte Zahl an die RoOhrchenwand gebundener
Antikdrperbindungsstellen. Nach der Inkubation ist die Menge des wandgebundenen markierten
Testosterons umgekehrt proportional zur Konzentration des freien Testosterons in den Kalibratoren oder
in den Proben. Als Trennmethode werden die beschichteten Réhrchen verwendet, bei denen die
Antikdrper an der Réhrcheninnenflache fixiert sind.
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3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Rohrchen 100
%5 )-markiertes Testosteron 1 Flaschchen
Testosteron-Kalibratoren 7 Flaschchen
Kontrollserum 1 Flaschchen
Anzahl der Bestimmungen 100

LAGERUNG: Die Testpackung bei 2-8°C lagern! Nicht einfrieren. Nach dem Offnen sind alle Reagenzien
des Kits bei entsprechender Lagerung bis zum Verfalldatum des Kits stabil. Der Kit wurde fiir die
Durchfiihrung von 4 analytischen Testserien entworfen, wenn er tagsiiber bei Raumtemperatur verwendet
und nachtsiiber bei 2-8°C aufbewahrt wird.

Die Reagenzien sind nicht nach dem Verfalldatum zu benutzen. Das Verfalldatum des Kits befindet sich
auf der Verpackung und ist identisch mit dem Verfalldatum des Tracers. Die Verfalldaten der einzelnen
Reagenzien sind jeweils auf den Flaschenetiketten angegeben.

Die Reagenzien unter Vermeidung von Schaum auflésen.
Nie unterschiedliche Reagenzienchargen miteinander mischen!

3.1. Beschichtete Rohrchen

Die Innenflache jedes Ro&hrchens ist mit Antiserum gegen Testosteron (Kaninchen) beschichtet.
Vor Gebrauch die Rbhrchen in der ungeéffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von
Kondenswasser auf der Oberfldche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte Réhrchen in der Dose lagern. Die Dose gut verschlieBen. Nie verschiedene Chargen
beschichteter R6hrchen miteinander mischen.

3.2. "®*J-markiertes Testosteron (rot) (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 52 mL mit '?°J markiertes Testosteron, Rinderserumalbumin, Phosphat-Zitrat-
Puffer, Konservierungsmittel und einen inerten roten Farbstoff. Die Radioaktivitat betragt max. 59 kBq
(1,6 uCi) am Tag der Kalibration.

3.3. Testosteron-Kalibratoren (gebrauchsfertige Lésungen)

Jedes Flaschchen enthdlt Testosteron, steroidloses Serum und Konservierungsmittel. Die
Konzentrationen der Kalibratoren sind: 0 - 0,25-0,5-1,0-2,5-5,0 - 10,0 ng/mL (0 - 0,87 - 1,73 - 3,47 -
8,7 - 17,3 - 34,7 nmol/L).

Der Inhalt des Nullkalibrators ist 1 mL in Humanserum. Der Inhalt der Kalibratoren 1-6 ist 0,5 mL in
Neugeboren-Rinderserum.

Da keine internationale Standard-Praparation gegenwartig verfigbar ist, sind die Kit-Kalibratoren nach
einer Innenreferenzpraparation kalibriert (99% Reinheit bei HPLC). Die Kalibratoren des Kits sind mit den
untersuchten Proben umschaltbar, wenn sie mit den Reagenzien und der Testdurchfiihrung dieses In-vitro
diagnostischen Tests verwendet werden, gemaR den Anweisungen des Herstellers.

3.4. Kontrollserum (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt Testosteron, Humanserum und Konservierungsmittel. Der Konzentrationsbereich
jeder Kontrolle ist auf dem Analysenzertifikat angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fiir Kontrollwerte
festgelegt wurden, die in zuverldssigen Testdurchgéngen erhalten werden kénnen.

Den Inhalt des Flaschchens mit 1 mL Aqua dest. auflésen. Die so erhaltene Lésung ist eine Woche lang
bei 2-8°C haltbar. Zur Verlangerung der Haltbarkeit portioniert tiefgefrieren (-20°C oder kalter).

4. ERFORDERLICHE GERATE UND MATERIALIEN (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

- Aqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (50, 500 pL) (50 plL: Richtigkeit + 3%, Prazision 2%; 500 pL: Richtigkeit £ 2%,
Prazision 1%).

- Roéhrchen-Stander.

- Vortex-Mischer.

- Wasserbad mit Thermostat (37° + 1°C).

- Absaugvorrichtung zum Absaugen der Inkubationsmischung.

- Gammacounter um das '®J-Jod zu zdhlen (Anlegen der Counter-Offnung: 15-80 keV - Counter-
Leistungsfahigkeit: 70% - Zahlungszeit: 1 Min.). Wenn die Counter-Leistungsféahigkeit kleiner als 60% ist, muss
die Zahlungszeit verlangert werden (2 Min.).
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5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es kann Humanserum oder -plasma verwendet werden. Die Antikoagulanten EDTA und Heparin wurden
getestet und kénnen in diesem Test benutzt werden. Blut aus der Vene entnehmen, koagulieren lassen,
und das Serum so schnell wie moglich vom Koagulat trennen. Die Proben, die Teilchen in Suspension
aufweisen, trib oder lipamisch sind, oder Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren
klaren. Weder stark hadmolytische oder lipdmische Proben, noch Proben mit Teilchen in Suspension oder
eindeutiger Mikrobenkontamination verwenden! Werden die Bestimmungen innerhalb von 24 Stunden
nach Blutentnahme durchgefiihrt, konnen die Proben bei 2-8°C aufbewahrt werden; andernfalls portioniert
tiefgefrieren (-20°C oder kalter). Sind die Proben aufgetaut worden, vor der Bestimmung vorsichtig
schitteln. Wiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden!

Werden Testosteron-Werte > 10 ng/mL erwartet, sind die Proben mit dem Nullkalibrator zu verdiinnen.
6. TESTDURCHFUHRUNG

Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen. Mindestens Doppelbestimmungen

durchfiihren. Die Bestimmung der Kalibratoren ist fiur jede Proben-Serie durchzufihren. Kalibratoren und

Proben unter den gleichen Bedingungen testen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzdégerungen zwischen den einzelnen

Versuchsschritten durchfihren.

Fir jede Pipettierung der Kalibratoren und der Proben saubere Einmalspitzen benutzen.

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten Réhrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach folgendem
Schema:

Rd&hrchen .
Kalibratoren Proben
Reagenzien 0-6
Kalibratoren 50 puL -
Proben - 50 pL
Tracer 500 pL 500 pL

- Mit dem Vortex-Mischer vorsichtig den Inhalt der Réhrchen schiitteln und 3 Stunden bei 37°C inkubieren.

- Vorsichtig die Inkubationsmischung absaugen. Es ist zu (berpriifen, ob die Fliissigkeit vollstdndig eliminiert ist,
indem man sich versichert, dass die Absaug-Pipettenspitze den Boden der beschichteten R6hrchen beriihrt. Das
Vorhandensein von Trépfchen, die an die Wénde der beschichteten R6hrchen heften, kann schwer reproduzier-
bare oder unglaubhafte Ergebnisse verursachen. Kein Farbstoff soll sichtbar sein.

- Die Radioaktivitat der Réhrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die mittlere Nettozahlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/Bo%-Quotienten nach
folgender Formel berechnen:

B/BoY = _Mittlere Zahirate von Kalibratoren oder Proben ;4

Mittlere Zahlrate des Nullkalibrators

Auf linear-linearem oder halblogarithmischem Papier die mittlere Prozentwerte jedes Kalibrators auf der
Ordinate (y-Achse) in Funktion zur Testosteron-Konzentration ausgedrickt in ng/mL oder nmol/L auf der
Abszisse (x-Achse) auftragen. Durch Verbinden der Punkte wird eine Kalibrationskurve erstellt (Abb. 1).
Die Testosteron-Konzentrationen von jeder Probe, ausgedrickt in ng/mL oder nmol/L, direkt von der
Kalibrationskurve ablesen. Werte verdiinnter Proben missen mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor
multipliziert werden.
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Berechnungsbeispiel

Nachfolgende Daten gelten lediglich als Beispiel und dirfen nicht zur Ermittlung der tatséchlichen
Ergebnisse benutzt werden.

Bezeichnung cpm B/Bo x 100

Nullkalibrator 10.559 100

0,25 ng/mL - 0,87 nmol/L 7.816 74,0
0,5 ng/mL - 1,73 nmol/L 6.999 66,3
1,0 ng/mL - 3,47 nmol/L 5.537 52,4
2,5 ng/mL - 8,7 nmol/L 4.184 39,6
5,0 ng/mL - 17,3 nmol/L 3.347 31,7
10,0 ng/mL - 34,7 nmol/L 2.350 22,3
Probe 5.376 50,9

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fir die Probe einen Testosteron-Wert von 1,2 ng/mL
(4,3 nmol/L) gefunden.

B/Bo x 100

50+

025 05 10 25 50 10 ng/mL
087 173 347 87 173 347 nmoliL

TESTOSTERON

Abb. 1
8. ERWARTETE WERTE

Die in der folgenden Tabelle angegebenen Werte besitzen ausschlieRlich indikativen Charakter. Jedes
Labor sollte eigene Referenzbereiche ermitteln.

Normale Manner 2,8 - 9,0 ng/mL 10 - 30 nmol/L
Normale Manner 0,1-1,0 ng/mL 0,3 - 3,5 nmol/L

Die Konversion in nmol Testosteron/L wird mit der folgenden Formel durchgefiihrt:
nmol Testosteron/L = ng Testosteron/mL x 3,47.
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9. TESTMERKMALE

9.1. Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat wird definiert als die Kapazitat des Tests, den Analyten genau zu bestimmen bei
Vorhandensein von potentiellen Interferenz-Faktoren in der Proben-Matrix (z.B. Antikoagulanten,
Hamolyse, Effekte der Proben-Behandlung) oder Kreuzreaktionen mit potentiell interferierenden Analyten.

Interferenzen. Kontrollstudien uber potentiell interferierende Faktoren haben gezeigt, dass die Leistungen
des Tests nicht durch Antikoagulanten (EDTA, Heparin), Hamolyse (bis 200 mg/dL Hamoglobin), Lipamie
(bis 500 mg/dL Triglyzeride), Bilirubindmie (bis 20 mg/dL Bilirubin). Testosteron-Werte, die mit Zitrat
gewonnenen Plasmaproben erhalten werden, sind ungefdhr um 30% niedriger als die Werte, die mit
Serumproben erhalten werden.

Kreuzreaktionen. Die nach Abraham berechneten Kreuzreaktionen-Prozentsatze zeigen die Spezifitat
des verwendeten Antiserums.

- Testosteron 100%
- 5-Dihydrotestosteron 6,9%
- Androstendion 1,1%
- 19-Norethisteron 0,33%
- Danazol 0,15%
- Dihydroepiandrosteron 4,5 x 10%%
- 5 Alfa-Androstan, 3 Alfa, 17 Beta diol 2,5x 102%
- Testosteron Glukuronid 2,0x 10%%
- Cortisol 3\

- Corticosteron

- Cholesterin

- Desoxycorticosteron

- 17-Epitestosteron

- Testosteron Sulfat

- Androsteron > <1,0x 102%%
- 3 Beta-Oxyandrostan, 5 Beta, 17 on

- Progesteron

- Ostron

- Ostradiol, Athynildstradiol

- Ostriol

- Dexamethason J

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitdt kann auch als Nachweisgrenze ausgedrickt werden, d.h. die minimale
Quantitat des Analyten, die durch den Test bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 0,02 ng/mL
(0,07 nmol/L) bei einer Konfidenz-Grenze von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-Konzentration
berechnet, die man vom Nullkalibrator unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen unter dem
Nullkalibrator.
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9.3. Prazision

Zur Ermittlung der Wiederholprazision und der Vergleichprazision des Tests (d.h. Intra- und Inter-Assay)
wurden verschiedene Probenpools unterschiedlicher Analyt-Konzentrationen untersucht.

Wiederholprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 14 14 14
Mittelwert (ng/mL) 1,13 3,61 7,27
Standardabweichung 0,091 0,158 0,262
Variationskoeffizient (%) 8,06 4,38 3,61

Vergleichprazision D E F G
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10 10
Mittelwert (ng/mL) 0,419 2,164 4,650 9,342
Standardabweichung 0,032 0,135 0,339 0,661
Variationskoeffizient (%) 7,58 6,23 7,28 7,08

9.4. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Bestimmung wurde mit Verdiinnungs- und Wiederfindungstests gepruft.

Verdiinnungstest. Es wurden zwei Proben mit hohen Testosteron-Konzentrationen nach serieller
Verdiinnung mit dem Nullkalibrator getestet.
Verdinnung Konzeiig?iﬁit,eng/mL KonzeE:re?tlifr:eng/mL % Wiederfindung

leer - 5,38 -

1:2 2,69 2,60 96,7

1:4 1,34 1,30 96,7

1:8 0,67 0,67 99,7

1:16 0,34 0,34 101,2

1:32 0,17 0,18 107,1

leer - 5,13 -

1:2 2,57 2,79 108,8

1:4 1,28 1,32 102,9

1:8 0,64 0,68 106,0

1:16 0,32 0,31 96,7

1:32 0,16 0,15 93,6
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Wiederfindungstest. Zwei Proben mit niedriger Testosteron-Konzentration wurden als solche und nach
Zugabe bekannter Mengen an Testosteron getestet.

Zugeggbene Erwa.rtete Erhalltene % Wiederfindung
Konzentration, ng/mL | Konzentration, ng/mL | Konzentration, ng/mL

— - 0,30 -
3,88 4,18 4,10 98,1
2,46 2,76 2,50 90,6
1,11 1,41 1,50 106,4
0,69 0,99 1,00 101,0
0,39 0,69 0,70 101,4

- - 4,84 -
3,88 8,72 8,90 102,1
2,46 7,30 7,40 101,4
1,11 5,95 6,40 107,6
0,69 5,53 5,70 103,1
0,39 5,23 5,30 101,3

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Diagnose darf nicht auf der Basis des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden, sondern muss

zusammen mit anderen klinischen Untersuchungen, Diagnoseverfahren und nach dem Urteil des Arztes

erfolgen.

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholte Tiefgefrieren- und Auftauen-Zyklen kénnen

die Ergebnisse der Bestimmung &ndern.

Die einwandfreie Beherrschung der Arbeitstechnik und die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung sind

Vorraussetzung fir die Erzielung zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der

Reagenzien und gutes Pipettieren und griindliches Absaugen ist zu achten.

Nicht wiederholbare Proben kénnen folgende Ursachen haben:

- Vertauschen der Flaschchenverschlisse.

- Verwendung derselben Pipettenspitze beim Pipettieren aus verschiedenen Reagenzflaschchen oder beim
Pipettieren unterschiedlicher Proben.

- Aufbewahren der Reagenzien oder Proben bei hohen Temperaturen (> 25°C) und bakterielle Kontamination.

- Bakterielle Kontamination durch zu langes Offenlassen der Flaschchen.

- Unzureichendes Absaugen der Réhrchen.

- Kontamination der Réhrchenrander durch Tracer oder Proben.

- Schlechte Detektorstandardisierung und fehlerhafte Bedienung des Counters.

- Verwendung von Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

11. WARNUNGEN

Die Testkomponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Weil Natriumazid explosives Blei-
oder Kupferazid in Rohrleitungen bilden kann, wird empfohlen, den Abfluss, nach dem Wegschitten von
Substanzen, die Natriumazid enthalten, vollstdndig mit Wasser durchzuspiilen (Council Directive

99/45/EC).

R 22 — Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R 31 — Entwickelt bei Bertuhrung mit Saure giftige Gase.

S 28 — Bei Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit vielem Wasser.

S 45 — Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn maoglich, dieses Etikett vorzeigen).

Natriummerthiolat (Council Directive 99/45/EC):
R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Berlihrung mit der Haut.

R 33 — Gefahr kumulativer Wirkungen.
S 28 — Bei Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit vielem Wasser.
S 45 — Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn maoglich, dieses Etikett vorzeigen).
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Alle fiir die Herstellung der Kit-Komponenten benutzten Serum- und Plasmaproben wurden analysiert und
als nichtreaktiv fur HBsAg, Anti-HCV und Anti-HIV-1/2 befunden. Da jedoch kein Prufverfahren
Keimfreiheit wirklich garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft als potentiell infektios
angesehen und dementsprechend vorsichtig behandelt werden.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

- Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind im Labor verboten.

- Ldsungen dirfen nicht mit dem Mund pipettiert werden.

- Der direkte Kontakt mit potentiell infiziertem Material ist durch das Tragen von Laborkitteln, Schutzbrille und
Einweghandschuhen zu vermeiden. Nach Beendigung des Tests sollten die Hande grindlich gewaschen
werden.

- Verspritzen oder Bildung von Aerosol sind zu vermeiden. Verschiittete Reagenzien sollten mit 5%iger
Natriumhypochlorit-Ldsung entfernt werden. Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um potentiell infektiéses
Material handeln kann.

- Alle Proben, biologischen Reagenzien und fir die Testdurchfihrung verwendeten Materialien missen als
potentiell infektids angesehen werden. Die Beseitigung des Abfalls ist nach den Vorschriften der zustandigen
Aufsichtsbehdrde sowie nach den Anweisungen des verantwortlichen Amtes durchzufiihren. Abfall sollte
verbrannt werden. Flissigkeiten mussen mit Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Dabei sollte das
Natriumhypochlorit in einer Konzentration von 5% im Endgemisch vorliegen und mindestens 30 Minuten auf die
zu beseitigenden Materialien einwirken. Alle Materialien, die wieder verwendet werden sollen, missen mit einer
Ubertriebenen (overkill) Methode (USP 24, 2000, S. 2143) autoklaviert werden. Im Allgemeinen wird eine Stunde
bei 121°C als angebrachte Sterilisationszeit angesehen, dennoch wird jedem Benutzer empfohlen, die
Wirksamkeit des Dekontaminationszyklus anfangs zu Uberprifen und routinemaRig biologische Indikatoren
einzusetzen.

13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES

Reagenzien mit Jod-125
Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hochstens 1,7 uCi (63 kBq) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung
und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende VorsichtsmalRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten,
veterindrmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenh&usern und nur fir klinische In-vitro-Tests
oder In-vitro-Labortests gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung
mit Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und Weitergabe des Materials
unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit
dem diese Behdrde ein Abkommen zur Auslibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir bestimmten Bereich zu beschranken.
Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.
Verschuttetes Material aufwischen und den Bereich anschlieRend mit alkalischem Reinigungsmittel oder
radiologischer Dekontaminationslésung wischen. Alle benutzten Glasbehalter grindlichst mit Wasser
spulen, bevor sie zusammen mit anderen Laborbehéltern aus Glas ausgewaschen werden.
Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den Vorschriften und
Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann von der auf dem Etikett des
Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch das
Etikett des Tracer-Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend
die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

U o
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TESTO-CTK
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

KALIBRATOREN, PROBEN 50 puL

\

TRACER 500 pL

\

INKUBATION: 3 Std. BEI 37°C.

\

ABSAUGEN.

0

RADIOAKTIVITAT DER ROHRCHEN MESSEN.
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KIT PARA LA DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA
DIRECTA DE LA TESTOSTERONA

Procedimiento para el analisis cuantitativo de la testosterona
en muestras de suero o plasma humano

Sélo para uso in vitro

1. INTRODUCCION

La testosterona, el principal andrégeno producido por las células de Leydig de los testiculos, es una
hormona esteroidea con un peso molecular de 288,4 daltons y con la siguiente formula quimica:

OH

=
)
Aunque su sintesis se lleva a cabo principalmente en los testiculos, la testosterona también se produce,
en cantidades mucho mas pequefas, en la corteza suprarrenal y en los ovarios. Esto se debe al hecho de
que cuando se sintetiza una hormona esteroidea se sigue una via metabdlica comun.

Una globulina beta, denominada globulina ligada a la testosterona, transporta la testosterona a través del
plasma. Se estima que aproximadamente el 97-99% de la testosterona circulante esta ligada. El resto,
presente como componente libre, se supone que es la parte metabdlicamente activa del nivel total de
testosterona.

Para llevar a cabo sus actividades bioldgicas, parece que la testosterona necesita convertirse en un
metabolito activo mas potente, la dihidrotestosterona, algo que puede ocurrir tanto en la circulacién como
en los tejidos blancos.

En la pubertad, las gonadotropinas hipofisarias aumentan estimulando la maduracion testicular: la LH
(hormona luteinizante) actiua directamente sobre los elementos mesenquimatosos intersticiales
haciéndoles secretar testosterona y estrégenos a medida que se desarrollan hasta convertirse en células
de Leydig maduras. La FSH (hormona foliculoestimulante) actua sobre los tubulos para inducir y
mantener la espermatogénesis normal.

Al comienzo de la pubertad, la testosterona estimula el desarrollo de las caracteristicas del sexo
masculino (tales como los genitales externos, los érganos sexuales auxiliares, el crecimiento de los pelos,
el crecimiento lineal, el timbre de la voz, la psiche, la masa muscular y 6sea) que se mantendran a lo
largo de toda la vida.

De acuerdo con las teorias, la edad en la que se han observado los niveles maximos de testosterona
varia de los 15-20 a los 25 afos. La testosterona se secreta de forma intermitente a lo largo del dia, de
forma que pueden observarse multiples picos.

2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El principio del ensayo esta basado en la competiciéon entre testosterona marcada y testosterona
contenida en los calibradores o en las muestras a analizar para un numero fijo y limitado de sitios de
enlace en los anticuerpos. Después de la incubacion, la cantidad de testosterona marcada enlazada al
anticuerpo fijado en las paredes de los tubos estd inversamente relacionada con la concentracion de
testosterona no marcada presente en los calibradores o en las muestras. El método adoptado para la
separacion libre/enlazado esta basado en el empleo de los tubos recubiertos de anticuerpos en los que el
anticuerpo esta fijado en las paredes de los tubos.
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3. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Tubos recubiertos 100
Testosterona marcada con '?°| 1 vial
Calibradores de testosterona 7 vials
Suero de control 1 vial
Numero de ensayos 100

MODO DE CONSERVACION: A su llegada, conserve el kit a 2-8°C. No congele. Después de la apertura,
los reactivos de este kit son estables hasta la fecha de caducidad del kit si se conservan de manera
adecuada. El kit esta garantizado para 4 sesiones analiticas si se utiliza a lo largo del dia a temperatura
ambiente y si se conserva durante la noche a 2-8°C.

No use los reactivos pasada la fecha de caducidad. La fecha de caducidad del kit esta escrita en la
etiqueta exterior y corresponde a la fecha de caducidad del trazador. La fecha de caducidad de cada
componente esta indicada en las etiquetas de los respectivos viales.

Al reconstituir el contenido de los viales, agite delicadamente para evitar la formacion de espuma.
No mezcle los reactivos provenientes de lotes diferentes.

3.1. Tubos recubiertos

La superficie interior de cada tubo esta recubierta con antisuero anti-testosterona producido en conejos.
En el momento del uso, ponga los tubos recubiertos a temperatura ambiente antes de abrir el contenedor,
para evitar condensaciones de humedad.

Los tubos no utilizados pueden ser conservados controlando que el contenedor esté bien cerrado. No
mezcle lotes diferentes de tubos recubiertos.

3.2. Testosterona marcada con 2% (

roja): reactivo listo para el uso

El vial contiene 52 mL de testosterona marcada con '?I, albimina sérica bovina, tampén fosfato-citrato,
conservantes y un colorante rojo inactivo. La radioactividad maxima es de 59 kBq (1,6 uCi) en la fecha de
calibracién.

3.3.Calibradores de testosterona: reactivo listo para el uso

Cada vial contiene suero sin esteroides, conservantes y testosterona en las siguientes concentraciones:
0-0,25-0,5-1,0-2,5-5,0-10,0 ng/mL (0-0,87 -1,73 -3,47 -8,7 - 17,3 - 34,7 nmol/L).

El vial de calibrador cero contiene 1 mL de suero humano; los viales de los calibradores 1-6 contienen
0,5 mL de suero de ternero recién nacido.

Los calibradores del kit estan calibrados contra una preparacién interior de referencia (pura al 99% en
HPLC, cromatografia liquida de alta resolucion), porque actualmente no hay un estandar internacional
disponible. Los calibradores del kit son conmutables con las muestras en examen cuando se utilizan con
los reactivos y con el procedimiento operativo de este test diagnéstico in vitro, segun las
recomendaciones del fabricante.

3.4. Suero de control: reactivo liofilizado

El vial contiene testosterona, suero humano y conservantes. El rango de concentraciones de cada control
aparece en el certificado de analisis, e indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de control que se
pueden obtener a partir de ensayos fiables.

Reconstituya el contenido del vial con 1 mL de agua destilada. La solucién que resulta es estable durante
una semana a 2-8°C. Congele el reactivo a —20°C o a temperaturas inferiores subdividido en alicuotas en
caso de conservacion prolongada.
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4. MATERIALES E INSTRUMENTOS REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

- Agua destilada y desionizada.

- Micropipetas con puntas desechables de 50 pL (veracidad + 3%, precision 2%) y 500 uL (veracidad + 2%,
precision 1%).

- Gradillas para tubos.

- Agitador Vortex.

- Bafio termostatico para mantener 37° £ 1°C.

- Sistema para aspirar la mezcla de incubacion.

- Contador gamma para contar el iodo '?| (establecimiento de la ventana del contador:

15-80 keV - eficiencia del contador: 70% - tiempo de computo: 1 min). Si la eficiencia del contador
es inferior al 60%, el tiempo de cémputo debe ser prolongado a 2 min.

5. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El ensayo se puede efectuar en muestras de suero o plasma humano. Se pueden utilizar anticoagulantes
como el EDTA y la heparina. Recoja la sangre mediante puncion venosa, déjela coagular y separe el
suero del coagulo lo antes posible. Clarifique por filtraciéon o centrifugacion antes del ensayo las muestras
que presenten material en suspension, opalescencia, lipemia o residuos eritrocitarios. No use muestras
fuertemente hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material suspendido o evidente
contaminacién microbiana. Si el ensayo se lleva a cabo dentro de las 24 horas sucesivas a la recogida,
las muestras se pueden conservar a 2-8°C. En caso contrario, se deben subdividir en alicuotas
congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores. Si las muestras han sido descongeladas, agitelas con
cuidado antes de realizar el ensayo. Evite repetidas congelaciones y descongelaciones.

Si se prevén niveles de testosterona mayores de 10 ng/mL, diluya con el calibrador cero.
6. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Ponga los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes del ensayo. Prevea determinaciones por
duplicado como minimo. Se debe realizar la determinacién de los calibradores para cada serie de
muestras analizadas. El procedimiento operativo debe ser exactamente idéntico para los calibradores y
para las muestras en examen.

Realice todas las fases del ensayo en el orden previsto, sin interrupcién.

Utilice puntas desechables nuevas para dispensar calibradores y muestras.

- Distribuya los reactivos en el fondo de los tubos recubiertos. Actlie segun el siguiente esquema:

tubos Calibradores M
. 0-6 uestras
reactivos
Calibrators 50 uL -
Samples - 50 uL
Tracer 500 pL 500 pL

- Agite el contenido de los tubos en el Vortex e incube durante 3 horas a 37°C.

- Aspire cuidadosamente la mezcla de incubacion. Verifique que el liquido sea eliminado completamente,
controlando que la punta de la pipeta de aspiracion toque el fondo de los tubos recubiertos. La presencia de
gotas adherentes a las paredes de los tubos recubiertos puede provocar baja reproducibilidad o resultados no
fiables. No debe quedar traza del colorante rojo.

- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcule la media de los computos para cada grupo de tubos después de haber substraido el valor del
fondo. Exprese la media de los cédmputos de los calibradores y las muestras como porcentaje del computo
medio del calibrador cero:

B/Bo% = computo medio de calibradores o muestras % 100

computo medio del calibrador cero
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Indique en un grafico lineal-lineal o semilog el porcentaje medio calculado para cada calibrador en la
ordenada (eje de las y) en funcion de la concentracion de testosterona expresada en ng/mL o nmol/L en
la abscisa (eje de las x). De esta manera se obtiene una curva de calibracion (Fig. 1). Lea directamente
de la curva de calibracién la concentracion de testosterona de cada muestra expresada en ng/mL o
nmol/L. Si la muestra ha sido diluida, la concentracion de testosterona encontrada debe ser multiplicada
por el factor de dilucién.

Ejemplo de calculo

Los siguientes datos deben ser considerados so6lo un ejemplo y no deben usarse en lugar de los datos
obtenidos por el utilizador.

Descripcidn cpm B/Bo x 100

Calibrador cero 10.559 100

0,25 ng/mL - 0,87 nmol/L 7.816 74,0
0,5 ng/mL - 1,73 nmol/L 6.999 66,3
1,0 ng/mL - 3,47 nmol/L 5.537 52,4
2,5 ng/mL - 8,7 nmol/L 4.184 39,6
5,0 ng/mL - 17,3 nmol/L 3.347 31,7
10,0 ng/mL - 34,7 nmol/L 2.350 22,3
Muestra 5.376 50,9

Interpolando de la curva de calibracién, la muestra contiene 1,2 ng/mL (4,3 nmol/L) de testosterona.

B/Bo x 100

50 +

025 05 10 25 50 10 ng/mL
087 173 347 87 173 347 nmollL
TESTOSTERONA

Fig. 1
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8. DATOS CLIiNICOS

Los valores que se indican a continuacién son exclusivamente indicativos. Se recomienda a cada
laboratorio que establezca sus propios intervalos de referencia.

Varones normales 2,8 - 9,0 ng/mL 10 - 30 nmol/L

Mujeres normales 0,1-1,0 ng/mL 0,3 - 3,5 nmol/L

La conversion en nmol de testosterona/L se obtiene con la siguiente formula:
nmol testosterona/L = ng testosterona/mL x 3,47.

9. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT

9.1.Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el
analito ante la presencia de factores potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo,
anticoagulantes, hemolisis, efectos de tratamientos de la muestra), o de reacciones cruzadas con analitos
potencialmente interferentes.

Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente interferentes han demostrado que
las prestaciones del test no estan influenciadas por anticoagulantes (EDTA, heparina), hemdlisis (hasta
200 mg/dL de hemoglobina), lipemia (hasta 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta 20 mg/dL de
bilirrubina). Los valores de testosterona hallados en las muestras de plasma obtenidas con citrato son
aproximadamente un 30% inferior a los valores hallados en las muestras de suero.

Reacciones cruzadas. Los porcentajes de reacciones cruzadas, calculados segun el método de
Abraham, muestran la especificidad del antisuero usado.

- Testosterona 100%
- 5-dihidrotestosterona 6,9%
- Androstenodiona 1,1%
- 19-noretisterona 0,33%
- Danazol 0,15%
- Dehidroepiandrosterona 4,5 x 10%%
- 5 alfa-androstan, 3 alfa, 17 beta diol 2,5 x 1072%
- Glucoronato de testosterona 2,0x 102%%
- Cortisol A

- Corticosterona

- Colesterol

- Desoxicorticosterona

- 17-epitestosterona

- Sulfato de testosterona
- Androsterona > <1,0x 10%%
- 3 beta-oxiandrostan, 5 beta, 17 ona

- Progesterona

- Estrona

- Estradiol, etinilestradiol

- Estriol

- Dexametasona J

9.2. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se puede expresar también como el limite de deteccion, es decir la cantidad
minima de analito especifico que el test puede detectar. El limite de deteccion es de 0,02 ng/mL
(0,07 nmol/L) al 95% de confianza. Ha sido calculado como la concentracién aparente de analito
distinguible del calibrador cero, es decir, dos desviaciones estandar por debajo de cero.
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9.3. Precision

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han

sido determinadas utilizando las muestras de referencia en diferentes concentraciones de analito.

Repetibilitad A B C
Numero de determinaciones 14 14 14
Media (ng/mL) 1,13 3,61 7,27
Desviacion estandar 0,091 0,158 0,262
Coeficiente de variacion (%) 8,06 4,38 3,61
Reproducibilidad D E F G
Numero de determinaciones 10 10 10 10
Media (ng/mL) 0,419 2,164 4,650 9,342
Desviacién estandar 0,032 0,135 0,339 0,661
Coeficiente de variacion (%) 7,58 6,23 7,28 7,08

9.4.Veracidad

La veracidad del ensayo ha sido controlada mediante los test de dilucion y de recuperacion.
Test de diluciéon. Se han determinado diluciones en serie de dos sueros de concentracién elevada de

testosterona realizadas en el calibrador cero.

Dilucién Concentracién Congentracién % Recuperacion
esperada, ng/mL medida, ng/mL
no diluido - 5,38 -
1:2 2,69 2,60 96,7
1:4 1,34 1,30 96,7
1:8 0,67 0,67 99,7
1:16 0,34 0,34 101,2
1:32 0,17 0,18 107,1
no diluido — 5,13 -
1:2 2,57 2,79 108,8
1:4 1,28 1,32 102,9
1:8 0,64 0,68 106,0
1:16 0,32 0,31 96,7
1:32 0,16 0,15 93,6
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Test de recuperaciéon. Se han determinado dos sueros que contengan bajos niveles de testosterona
tanto no diluidos como después de la adicion de cantidades crecientes de testosterona.

Qqncentracién Concentracion Congentracién % Recuperacién
adicionada, ng/mL esperada, ng/mL medida, ng/mL

- - 0,30 -
3,88 4,18 4,10 98,1
2,46 2,76 2,50 90,6
1,11 1,41 1,50 106,4
0,69 0,99 1,00 101,0
0,39 0,69 0,70 101,4

- - 4,84 -
3,88 8,72 8,90 102,1
2,46 7,30 7,40 101,4
1,11 5,95 6,40 107,6
0,69 5,53 5,70 103,1
0,39 5,23 5,30 101,3

10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El diagndstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar
con otras pruebas clinicas, procedimientos diagndsticos y con la opinién del médico.

La contaminacion bacteriana o las repetidas congelaciones/descongelaciones de las muestras pueden
modificar los resultados del test.

Para obtener resultados fiables, es necesario respetar estrictamente las instrucciones de utilizacién y
poseer una adecuada técnica manual. En concreto, la precisiéon y el cuidado en las fases de
reconstitucién y distribucién de los reactivos y de aspiracidon son indispensables para la fiabilidad del
ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodoldgicos, como por ejemplo:

- cambio de las tapas entre los viales

- uso de la misma punta para la recogida de diferentes viales o para dispensar diferentes muestras

- viales que se han dejado abiertos durante un largo periodo de tiempo

- exposicién de los reactivos o de las muestras a calor intenso o a fuertes fuentes de contaminacién bacteriana

- aspiracion inadecuada de la mezcla de incubacion

- contaminacion del borde de los tubos con el trazador o bien con las muestras

- oscilaciones casuales o mal mantenimiento del contador gamma

- intercambio de reactivos procedentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los componentes del kit contienen azida sédica como conservante. Ya que, la azida sddica puede formar
azidas de plomo o de cobre explosivas en las tuberias, se recomienda dejar fluir agua en abundancia en
los desaglies después de la eliminacién de soluciones que contengan azida soédica (Directiva 99/45/CE
del Consejo).

R 22 — Nocivo por ingestion.

R 31 — En contacto con acidos libera gases toxicos.

S 28 — En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.
S 45 — En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico

(si es posible, muéstresele la etiqueta).
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Mertiolato sédico (Council Directive 99/45/EC):

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacién, por ingestién y en contacto con la piel.

R 33 — Peligro de efectos acumulativos.

S 28 — En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.
S 45 — En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico

(si es posible, muéstresele la etiqueta).

Todas las unidades de suero o plasma utilizadas para la fabricacion de los componentes de este kit se
han analizado y se han determinado no reactivas para HBsAg, para anti-HCV y para anti-HIV-1/2. Sin
embargo, visto que ningun método puede asegurar que los agentes patégenos estén ausentes, todo el
material de origen humano se deberia considerar potencialmente infeccioso y ser manipulado como tal.

12. NORMAS DE SEGURIDAD

- No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucion del ensayo.

- No pipetee las soluciones con la boca.

- Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de
proteccién y guantes desechables. Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

- Evite salpicaduras o formacién de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe
eliminar con una solucién de hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como material residuo
potencialmente infeccioso.

- Todas las muestras, los reactivos bioldgicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben
considerar capaces de transmitir agentes infecciosos; por lo tanto los residuos se deberan eliminar de acuerdo
con las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan jurisdicciéon sobre el laboratorio, y con las
normativas de cada pais. El material desechable debera ser incinerado; los residuos liquidos deberan ser
descontaminados con una solucién de hipoclorito sédico a una concentracion final del 5% durante media hora
como minimo. Cualquier material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un tratamiento
de exceso (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente se considera que una hora a 121°C es un tiempo de
esterilizacion adecuado; sin embargo se recomienda a cada usuario que verifique la eficacia del ciclo de
descontaminacion mediante una validacion inicial y el uso rutinario de indicadores bioldgicos.

13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sédica
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 1,7 uCi (63 kBq) de yodo-125. Para almacenar, manejar
y desechar este material, deben adoptarse las precauciones necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisoétopos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que practiquen la
medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y sdlo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no
conlleven la administracién interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su
recepcion, adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica de la Comision
Reguladora Nuclear del estado en el que la Comisiéon haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad
reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada especificamente a tal efecto.
El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado Unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un detergente
alcalino o una solucién decontaminante radioldgica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse
completamente con agua antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:
La recepcién, uso, transferencia y eliminaciéon de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y las
condiciones de la licencia en cuestion.
ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente de la impresa en la
etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de
radiactividad en la fecha de la calibraciéon, mientras que el impreso del interior del paquete indica la radiactividad
tedrica del equipo.

LU Sl
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ESQUEMA DEL ENSAYO

1 - RECONSTITUYA EL SUERO DE CONTROL.
2 - MARQUE LOS TUBOS RECUBIERTOS POR DUPLICADO.

3 - DISTRIBUYA LOS REACTIVOS SEGUN EL SIGUIENTE ESQUEMA Y AGITE LA MEZCLA DE INCUBACION:

TUBOS
REACTIVOS CAL 0-6 MUESTRAS
CALIBRADORES 50 pL -
MUESTRAS - 50 uL
TRAZADOR 500 pL 500 pL
4 - INCUBE DURANTE 3 HORAS A 37°C.

5 - ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION.

6 - MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.
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KIT A THN AMEZH PAAIOANOZOAOINKH AOXOMETPHZH
THZ TEZTOZTEPONHZ

Ailadikagoia yia TRV TTOOOTIKH avdAuon TG TEOTOOTEPOVNG
o€ deiypara avlpwrivou opouU | TTAAoATOG

Mévo yia xprion in vitro

1. EIZArQrd

H TeoToOTEPOVN, TO KUPIO aAvOPOYOVO TTOU TTapdayeTal atrd Ta KUTTapa Tou Leydig Twv Opxewv, €ival pia OTEPOEIDNG
opuévn popiakoU Bapoug 288,4 dalton, pe Tov akdAoUBO XNMIKO TUTTO:

OH

=

Map’é11 ouvTiBETOI KUPIWG OTOUG OPXEIG, N TEOTOOTEPOV TTOPAYETAI - OE TTOAU PIKPEG TTOOOTNTEG - KOI GTOV GAOIO TWV
ETIVEPPISIWV Kal OTIG woBrkes. Autd oupPaivel d1I6TI n PeTABOAIKA 006G TTou akoAouBeital yia Tn ouvOeon
OTTOI00BATTOTE OTEPOEIBOUG OPUOVNG Eival KATA KATTOI0 TPATTO KOIVA PE EKEIVN TV AAAWV OTEPOEIBWIV OPPOVV.

H teotooTepdvn peTa@épPETal 0TO TTAAOPa aTmd Wia B-o@aipivn, atnv otroia €xel d0Bei n ovouacia testosterone-
binding globulin (o@apivn oluvdeong Tng TeaTooTEPOVNG). MioTeleTal OTI TrEPiTTOU TO 97-99% TG KUKAOPOpPOUCOg
TEOTOOTEPOVNG €ival ouvdedepévo. To UTTOAOITTO, TO OTTOI0 UTTAPXEl oav €AeUBepo OUOTATIKO, BewpeiTal WG TO
METABOAIKG evepYd PEPOG TNG TUVOAIKNG TEOTOOTEPOVNG.

MNa va e€ayBei n BioAoyikr TG dpaaTnpIdTNTA, N TECTOGTEPOVN QAiVETAI OTI TIPETTEI VO UETOTPATTEI O€ évav evePYO Kal
TTOAU 1110 1I0XUPO HETARBOAITN, TNV dIudpoTeaTOOTEPOVN. AUTA N PETATPOTIH TTPAYHUATOTIOIEITAI TOOO OTNV KUKAOQOpPIa
600 Kal OTOUG 1I0TOUG OTOXOUG.

Katd tnv €@nPeia o1 yovadoTpoTriveg TNG uTrOQuUOng aufavovtal, dieyeipovTag TNV wpigavon Twv 6pxewv: H LH dpd
AUECO OTA PECEVYXUMATIKG evOIGUECO OTOIXEIO TTOUu e€ggAicoovTal O WpIha KUTTapa Tou Leydig kal €kkpivouv
TEOTOOTEPOVN KaI oloTpoyéva. H FSH Opd oToug yevvnTIKOUG OCWAAVEG TTIPOKOAWVTAG Kol OlATNPWVTAG TN
(PUOIOAOYIKN) OTTEPUATOYEVEDN.

Z1nv apxn NG epnpeiag, n TeaTooTEPOVN dIEYEIPEI TNV AVATITUEN TWV AVOPIKWY GEEOUANIKWV XAPOKTNPIOTIKWY (6TTWG
€EWTEPIKA YEVNTIKG Opyava, OeuTepeUOVTA YEVVNTIKA 6pyava, YPAUUIKR avamTuén, avarTuén Twv TpIXWVY, XPoId TG
PWVAG, Yuxoloyia kai yada Tou PuikoU Kal ooTIKoU 1aToU) TTou Ba diatnpnBouv yia oAdkAnpn tn didpkeia Tng {wng.
H nAikia oTnv oTroia TTapaTtnpouvTal Ta PEYIOTA ETTITTEDN TEOTOOTEPOVNG TTOIKIAAEI aTTO Ta 15-20 péxpl Ta 25 xpovia
oupewva e TIg Bewpieg. H TeoTOOTEPOVN EKKPIVETAI ATTOOTTAOUATIKG KATA TN SIGPKEIQ TNG NUEPAG KATA TPOTTO TTOU
uTTOPOUV va TrapatnenBolv TTOAAATTAG aTTOYEIQ.

2. APXH THZ AOZOMETPHZHZ

H apxn tng docouétpnong ouviotatal OTov avTaywviopd avauesa oTnv IXvneeTnuévn TeGTOOTEPOVN KOl OTNV
TEOTOOTEPOVN TTOU TTEPIEXETAI OTOUG BabuovounTég i oTa deiyuaTta yia To oTaBePd Kal TTEPIOPIoUEVO apIBud BEoewv
TWV avTIowPaTwy. ETTeira atré v emwaacn, N ToocoTnTa NG IXVNOETNHEVNG TEOTOOTEPOVNG TTOU €XEl dNUIOUPYATEI
0eOopd pE TO OUVOEDEPEVO QVTIOWHA OTOUG €UaICONTOTTOINUEVOUG OOKIPAOTIKOUG OWAAVES €ival avTIOTPOPWG
avaAoyn TNG CUYKEVTPWONG TNG WN IXVNBETNUEVNG TEGTOOTEPOVNG TTOU UTTAPXEI OTOUG BaBuovounTég f oTa deiypara.
H pébodog Tou uioBeteital  yia 1O dlaxwpiopd  €AelBepng/ouvdedepévng  BaciCeTal ot XpAon Twv
euaIoBNTOTTOINKEVWY OOKIPACTIKWY CTWARVWY, OTTOU TO avTiowpa £xel ouvdeBEl OTA TOIXWHATA TwWV OOKIPACTIKWY
OWANVWV.
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3. ANTIAPAZTHPIA NMOY NMAPEXONTAI ZTO KIT

EuaioBntotroinuévol SoKIJaoTIKoi CWAAVES 100
IxvnBeTnuévn TEGTOoTEPOVN pe 2o 1 PIoAidIO
BaBuovounTég TE0TOOTEPOVNG 7 @laAidia
Opag eAéyyou 1 @iaAidio
ApIBu6G dOCOUETPATEWY 100

TPOIOZ SYNTHPHZHZ: Kard tn atiyun tng aeiéng, diatnpnarte 1a kit atoug 2-8°C. Mnv karawiyere. Emeira amrd 1o
avoryua, Ta avridpacoThpia autoU ToU KIT gival oTaBepd péxpl TNV nuepounvia Anéswg eav diarnpnBouv kKaraAAnAwg.
To kit givar eyyunuévo yia 4 ocipég avaAuong eav xpnoiuorroinBei kard 1 OIGpKeIa TNS NUEPAS o€ Bepuokpaaia
mepiBaAAovrog kai v diarnpeitar oToug 2-8°C kard tn SIGPKEIa THS VUKTAG.

Mn xpnoiuotroigite Ta avridpaaripia mépav NS nuepounvias Anéews. H nuepounvia Anéswg tou Kit @aiverar atnv
eEWTEPIKN ETIKETA Kal avTarroKpiveTal otnv nuepounvia Anéewg tou ixvnbérn. H nuepounvia Anéews kabevog
ouaTarikou Qaiveral OTIC ETIKETES TWV AVTIOTOIXWV @IaAIdiwv.

Kara tv avacuoracn Ttwv @IaAidiwy, avakivioTe amaAd wOoTE va QamoQuyere Tn  dnuioupyia a@podu.
Mnv avauiyvuere avridpaoTipia Tou TTPOEPXOVTAI QTTO IAPOPETIKES TTAPTIOES.

3.1. EvaiocBntotroinuévol SoKIpaoTIKOi CWARVEG

H ecwrtepikn em@aveia kABe SOKIPAOTIKOU CWARVa €xel ETTEVOUBET UE QVTIOPO QVTI-TECTOOTEPOVNG ATTO KOUVEAIL.

Tn oTiyun NS XpHong, eépare Toug euaiobnTorroinuévous SOKIUAaTIKOUS CWANVES a€ Bepuokpacia mepiBaAAovrog
TTPIV va avoieTe T0 BOXEIO, WOTE va ammoQUyETE CUUTTUKVWON TNS Uypaaiag.

O1 axpnoiuorroinTol SOKIUACTIKOI CWANRVES TTPETTEI va dlaTnpouvTal 0To KaAG kAeioTé doxeio. Mnv avauryviere
OIAPOPETIKES TTAPTIOES EUQITONTOTTOINUEVWY OOKIUACTIKWY OCWARVWV.

125| (

3.2. IxvnOeTnuévn TEOTOOTEPOVN UE KOKKIVO): avTIdBpaaTAPIO £TOIUO TTPOG XPAON

To @IoAidIo Trepiéxel 52 mL TeaTOOTEPOVNG IXVNBETNUEVNG pE '2°l, Boeia aABoupivi opol, PWOPOPIKO-KITPIKG

PUBMIOTIKO, ouvTnPENTIKA Kai pia adpavr) KOKKIvVN XpwaTikA. H péyiotn padievépyeia givar 59 kBq (1,6 uCi) katd tnv
nuepopnvia g Baduovopnong.
3.3. BaBuovounTtég TEOTOOTEPOVNG: AVTIOPACTHPIO ETOIPO TTPOG XPNON

Kd&Be @iaAidio epiéxel TEOTOOTEPOVN, 0PO XWPIG OTEPOEION Kal ouvTnENTIKA. Ol GUYKEVTPWOEIG gival oI akOAouBEeG:
0-0,25-0,5-1,0-2,5-5,0-10,0 ng/mL (0-0,87 - 1,73 - 3,47 - 8,7 - 17,3 - 34,7 nmol/L).

O 6ykog Tou pndevikoU BaduovountA gival 1 mL o€ avBpwTTivo opd. O dykog Twv Babuovountwy 1-6 givai 0,5 mL og
TTEPIYEVVNTIKG BOEIO 0PO.

ATO Tn oTiyun Tou dgv gival dIaBEéoIPo €TTi TOU TTOPOVTOG €va dIEBVEG TTPOTUTTO, O BABUOVOUNTEG TOU KIT £XOUV
BaBuovounBei évavTl evog eOWTEPIKOU TTAPACKEUATUATOG avagopdg (kabapd o1o 99% ot HPLC). Or éAgyxor Tou KiT
evaAAdoovrar pe 1a Oeiyuara umd e€éraon Orav xpnoidorroioUvial UE TA QVvTIOPACTAPIA Kal TNV ETTIXEIPNOIAKA
dladikaaoia Tou avrioToixou dlayvwaoTIKOU TEDT in Vitro, oUuQwva e 60a OUVIOTWVTAl AT TOV KATAOKEUAOTH.

3.4. Opog eAéyxou : AuOGPIAO avTIOPACTAPIO

To @iaAidlo TTepIEXEl TEGTOOTEPOVN, AVBPWTTIVO 0pd KAl ouvTnpENTIKA. TO €0POG TWV CUYKEVTPWOEWV KABE eAEyyou
QVOQEPETAl OTO TNICTOTTOINTIKG avaAuong kai dgixvel Ta épia Tou éxouv kaBopioTei amd tnv DiaSorin yia Tiyég
€AEYXWV TTOU PTTOPOUV va ETTITEUXBOUV O€ agIOTTIOTOUG KUKAOUG EEETAOEWV.

Mpayuatotroifote avacloTaon Tou Treplexopévou Tou @iaAidiou pe 1 mL atreotayuévou vepou. To OidAupa TTou
TIPOKUTITEI €ival oTaBepd yia pia efOouada oToug 2-8°C. AlatnprnoTe o€ KAdopata otoug —20°C i o€ XaunAOTEPES
BepUOKPATIEG yIO HIa TTIO JAKPA oUVTrPNON.

4, BOHOHTIKOZ EZOMNAIZMOZ KAI ANTIAPAZTHPIA

— ATTECTAYPEVO KAl ATTOIOVIGUEVO VEPOD.

—  MikpopeTpIKEG oUpIyYeG pE Gkpa piag xproewg Twv 50 uL (akpieia + 3%, emavaAnmmikotnTa 2%) kai 500 uL
(akpiBeia + 2%, eravaAnmmikéTnTa 1%).

— 'Edpava doKIHaaTIKWY CWARVWY.

— Avadeutrpag Vortex.

— OgpuooTaTikd oloTnua o€ Béan va diatnpei 37° + 1°C.

— 200Tnua yia TV avappo@nan Tou PiyuaTog ETTWaonG.
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—  MeTpnTg yéuua yia T pérenon Tou lwdiou "I (pUBuIoN TTapapéTewy Tou TTapaBUPoU Tou PETPNTH: 15-80 keV -

ammédoon Tou peTpnTh: 70% - xpovog pétpnong: 1 min). EGv n ammédoon Tou peTpnTA €ival KatwTtepn Tou 60%,
TIPETTEI VA TTAPATABEI 0 XpOVOG PETPNONG O€ 2 min.

5. EEArQrH KAI MPOETOIMAZIA TON AEIFrMATQN

H ©ocouétpnon pmopei va Tmpaypatotroindei oe Oeiypara AavBpwtivou opol 1 TAdopatog. Mtropoluv va
xpnoigotroinBoulv avTiTNKTIKG 61Twg 10 EDTA kai n nmapivn. MNMpaypatotroinate Tnv aigoAnyia oo @AEBa, agroTe
TO aipa va TAgel kal diaxwproTte Tov opd amd 1o BpduBo 1o cuvToudTEPo duvaTtdv. Kabapiote pe QIATpdpioua n
Quyokévipion TIplv ammd To TeOT Ta Otiyyata TTou TTApouciGdouv UNIKG o€ aiwpnon, Asukalyela, Airaiyia A
€pUBPOKUTTAPIKA UTTOAOITTA. Mn XPNOIPOTIOIEITE dEiyUaTa TTOU £XOUV UTTOOTEI IoXUPH aIgdAuan i AiIraipikd, ouTe
€TTioNg Kal deiypaTa TTou TTapoucidlouv UAIKO o€ aiwpnon f Tpogavh poAuvon amrd pikpoBia. Edv n dooopétpnon
£xel ekTENEOBE] OTIG eTTOUEVEG 24 Wpeg atrd TNV avaAnyn, Ta deiypata ptropouv va diatnpndoulv oTtoug 2-8°C. Z¢
avTiBeTn TepiTTwon, TPETEl va dlaipeBolv ot KaTewuypéva kAdopata oTtoug —20°C 1 O€ XapnAOTEPEG
Bepuokpaoieg. Eav Ta deiypata £xouv KaTayuxOei, avakivACOTE PE TTPOCOXN TTPIV va Ta OOCOUETPNOETE. ATTOPEUYETE
emavaAapBavopevoug KUKAOUG Wugng Kal atmoyuéng.

Edv mpofAémovral emmimeda reaTooTePOVNS uwnAdrepa amrd 10 pg/mL, apaiwoTe pe 10 Babuovountn undév.

6. ENIXEIPHZIAKH MEOOAOZX

dépare Ta avmidpacTrpia oe Bepuokpacia TepIBAANovTog (20-25°C) trpiv atmd Tn docopétpnaon. MpoAETTeTe TOUG

TTPoodIopIopoUG TouAdxioTov €1 OITTAoUv. EkTeAéoTe TOov TTpoodiopiopd Twv PabBuovountwy yia KABe oeipd

avaAupévwy delypatwy. H emmixeipnoiakh péBodog TpéTrel va gival auaTnpd opola yia Toug BaduovounTég Kai yia Ta

deiypara utéd egétaon.

EkteAéoTE TIG PAOEIG TNG OCOUETPNONG PE TNV TTPORAETTOPEVN OEIPA, XWPIG OIAKOTTEG.

XpPNOIYOTIOINATE UIA VEX AKPN Hiag XPHOEWS YIa va atraAdéeTe Toug BabuovounTég kai Ta deiypara.

— AlavAuete 1O avTIdpaCTApIa oTov TUBUéva Twv euaiobnTorroinuévwy OOKIUAOTIKWY OwAnRvwy. EvepynoTe
oUP@WVa Pe To akOAOUBOo oXeDIAYpappa:

OOKINAOTIKOI OWARVEG BabuovounTég Aiypara
avTIdpacTApIa -
BaBuovountég 50 uL -
Agiypata - 50 pL
IxvnBérng 500 pL 500 pL

— AVOKIVAOTE TO TTEPIEXOPEVO TWV SOKIACTIKWY CWAAVWY o€ avadeuTripa Vortex Kal a@pioTe yio eTwaon yia
3 wpeg oToug 37°C.

— Avappo@RoTE €MUPEAWG TO piypa emwaong. BeBaiwbeite 611 n amofoAn tou uypou eivai mAHpng, ovrag
agiyoupoir 011 n Gkpn NS MIKPOOUPIYyag avappo@nong aKOUUTTG OTov TTUBuéva Twv €uaioOnTomToINuéVWY
OOKINAOTIKWY owAnvwy. H mapoudia oraydvwyv TToU £QATITOVIAI OTA TOIXWUATA TwV €UaioCONTOTTOINUEVWY
OOKIUQOTIKWY OCWANVWY UTTOPEI va TTPOKAAEDEI LUEIWUEVN avaTTapaywyiuotnTa i Uun EUTTIOTa amoreAéouara. Asv
TPETTEI va LEIVEI [XVOS TNS XPWOTIKAG.

— MetpoTe TN padievépyeia TwV OOKIPACTIKWY CWAAVWY.

7. YNOAOTIZMOZ TQN ANMOTEAEZMATQN

YTroAoyioTe T0 HEGO OPO TWV PETPAOEWV YIa KABE opdda SOKINACTIKWY CWANVWY agou EXETE APAIPETEI TNV TIUF TOU
I{AMaTOG. EKQPAcTE TO PECO OPO TWV HETPROEWV BaBuOvOUNTWY Kal JEIYUATWY WG EKATOOTIAI0 O€ OXEON WE TO
BaBuovountA undév:

péon péTpnon BaBuovounTwy Kail dEIyUaTWY

B/Bo% = x 100

péon pétpnon BaBuovounth undév
Ddépare o€ ypaiko didypappa semilog i YPOUPIKO-YPAMMIKO TOV EKATOCTIAIO HEGO GPO TTOU UTTOAOYIOTNKE yia KABE
BaBpovountA otov dfova Twv TETayHEVWY (Gfovag Twv Y) o€ ouvdpTnon PE TN CUYKEVTPWON TNG TECTOOTEPOVNG
ekppaopévn o€ ng/mL 1 nmol/L oto dfova Twv TeTpunuévwy (Ggovag Twv X). EmiTuyxdverar €701 pia KQUTTUAn
BaBuovounong (Eikéva 1). AmeuBeiag omd Tnv KAPTIUAN Babupovounong O1aBAcTe TN OUYKEVIPWON TnG
TEOTOOTEPOVNG KABE evog deiypaTog ekppacpévn o€ ng/mL A nmol/L. Edv 1o deiypa éxel apaiwBei, n ouykévipwon
NG TEOTOOTEPOVNG TTOU Ba Bpedei TrpéTTel va gival TTOAATTAQGIOOUEVN PE TO CUVTEAEDTH apaiwang.
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Mapadeiypa utroAoyiopou

Ta ak6AoubBa aroixeia mpémel va BswpnBouv udvo Eva Tapadelyua Kai Ogv TTPETTEI va XPNOILOTTOINBOUV avaueaa OTa
aToixeia Tou 6a TPOKUWOUV OTO XPHOTN.

Mepiypagn cpm B/Bo x 100

BaBuovountig undév 10.559 100

0,25 ng/mL - 0,87 nmol/L 7.816 74,0
0,5 ng/mL - 1,73 nmol/L 6.999 66,3
1,0 ng/mL - 3,47 nmol/L 5.537 52,4
2,5 ng/mL - 8,7 nmol/L 4,184 39,6
5,0 ng/mL - 17,3 nmol/L 3.347 31,7
10,0 ng/mL - 34,7 nmol/L 2.350 22,3
Acgiyua 5.376 50,9

MapepBairovrag atmd TNV KapTuAn BaBuovounaong, To deiypa TpokUTTel va Trepiéxel 1,2 ng/mL (4,3 nmol/L) TeoToaTepdvng.

B/Bo x 100

025 05 10 25 50 10  ng/mL
087 173 347 87 173 37  nmoll
TESTOSTEPONH

Eikéva 1

8. KAINIKA ZTOIXEIA

O1 TIpéG TTOU TTapouaIddovTal OTOV TTAPOKATW TTivaka gival ovaya evOEIKTIKEG. ZUVIOTOUUE O€ KABE EpyacTrplo va
TTpocdiopicel Ta dIKA Tou SIOCTAUATA AVAPOPAG.

duaoioloyikoi avdpeg 2,8 -9,0 ng/mL 10 - 30 nmol/L

DuoioAoyIKEG YuvaiKkeg 0,1-1,0 ng/mL 0,3 - 3,5 nmol/L

H uerarpory o€ nmol 1eotootepdvng/L ekteAeitar e Tov akéAoubo 1UTTo:
nmol rearoatepdvng/L = ng tearoatepovng/mL x 3,47.
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9. MEOOAOAOTIKEZ ENIAOZEIZ TOY KIT
9.1. EidikéTnTa avaAuong

H avaAuTiki €181IKOTNTO OPIdETaI GAV N IKAVOTNTA TOU TEST va aviXVeUEl akpIBWS TOV avaAUlTn TTapouGia TTapayoviwy
duvnTikaG TTapeUBarAdVTWY O0TO OTEAEXOG TOU BeiypaTog (yIa TTapadelypa, avTITTNKTIKA, aigdAuon, atroteAéopara tng
emme€epyaaiag Tou deiyuaTog) i dlooTAUPOUNEVES QVTIOPATEIG HE AVAAUTEG SUVNTIKWG TTAPEUBAAAOVTEG.

MapepBoAég. MeAETEG TTOU £X0UV EAEYXOET OXETIKA PE TTAPAYOVTEG BUVNTIKWG TTAPEPPBAAOVTEG, £XOUV ATTODEIEEI TO OTI
ol €mdooelg Tou TeoT Oev emmnpeddovral amd avmitnkTikd (EDTA, nmapivn), aiydAucon (péxpr 200 mg/dL
aigoo@aipivng), Airraipia (péxpr 500 mg/dL TpiyAukepidia), xoAepuBpivaipia (uExpr 20 mg/dL xoAepuBpivng). O1 Tiuég
TEOTOOTEPOVNG TTOU ETTITUYXAVOVTAI PE T OEiydaTa TTAGOUATOG TTOU TTEPIEXOUV KITPIKG TTpoKUTTITOUV TrEpiTTou 30%
KOTWTEPEG ATTO EKEIVEG TTOU ETTITUYXAVOVTAI PE Ta deiypaTa opou.

AlaoTaupoupeveg avTidpdoelg. Ta ekatooTiaia TTOCOOTA SIACTAUPWHEVWY AVTIOPACEWY, TTOU £XOUV UTTOAOYIOTEI
oUpewva pe Abraham, emdeikvUouv TNV 18IKOTNTA TOU XPNOIUOTTOIOUKEVOU avTIOpoU.

- TeoTooTepdvn 100%
- 5-810dpoTeaTOOTEPOVN 6,9%
- AvdpooTevdidvn 1,1%
- 19- vopeBioTepdvn 0,33%
- Aavalddin 0,15%
- AeUBpoETIaVdPOOTEPOVN 4,5x 10%%
- 5 dA@a-avdpoaTav, 3 GAga, 17 BrTa SIGAN 2,5x102%%
- TAOUKOUPOVIKF TEGTOOTEPGVN 2,0 x 10%%
- KopTtigdAn \

- KopTtikooTepdvn

- XoAnoTepdAn

- Agoo&uKOpPTIKOOTEPOVN
- 17-emTecTOOTEPOVN

- OeclikA TEOTOOTEPOVN

- AvSpooTep6vn > <1,0x 10%%
- 3 BATa-ofuavdpoatav, 5 BATA, 17 dvn

- TpoyeoTepdvn

- OioTpdvNn

- O101padidAn, AIBuviAoIoTPadIOAN

- O10TpI6AN

- Aegapedalovn J

9.2. EvaioOnoiaavdAuong

H avaAuTiki euaioBnaoia ptropei va ek@pacBei €miong oav 6plo avixveuong, 1 N €AGXIOTN TTOoATNTA AvaAdTn TTou
eival avixvetolun améd 1o Te0T. To Oplo avixveuong eival 0,02 ng/ mL (0,07 nmol/L) oto 95% epmoToolvng. Exel
uTTOAOYIOOEI Gav n QAIVOPEVIKF OUYKEVTPWON Tou avaAlTtn TTou dlakpivetal ammd Tov Babuovountr undév, 1 duo
TUTTIKEG ATTOKAIOEIG KATW aTTO TO PNOEV.

9.3. EmavaAnmTikéTnTa

H emavaAnmmikéTNTa KOl N avaTrapaywyiuotnta tou Ociypatog (4 aAAIwg n Ola-OelyaTIK Kal €vOO-OEIYUATIKN
METARANTOTNTA) £XOUV KABOPIOTE XPNOIMOTTOIWVTAG BEIYUOTA avaPOPAG UTTO SIOPOPETIKEG CUYKEVTPWOEIG AVOAUTN.

EmravaAnmmikétnTta A B C
Ap1Bu6S Kabopiouwy 14 14 14
Méoog 6pog (ng/mL) 1,13 3,61 7,27
TuTTIKr aTTOKAIoN 0,091 0,158 0,262
Babudég petaBoAng (%) 8,06 4,38 3,61
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AvaTtrapaywyiuétnTa D E F G
Ap1Bu6Gg kKabopiopwyv 10 10 10 10
Méoog 6pog (ng/mL) 0,419 2,164 4,650 9,342
TuTTiKA aTTOKAION 0,032 0,135 0,339 0,661
BaBuog petaBoAng (%) 7,58 6,23 7,28 7,08

9.4. Akpipeia

H akpiBeia Tng doocopéTpnong £xel eAeyxBei pEow TEST apaiwaong Kal avakTnong.

TeoT apaiwong. ‘Exouv dooopeTpnOei HOVOUETPEG apaIlIOEIG OUO OPWV OE UWNAR CUYKEVIPWON TEOTOOTEPOVNG

TIPAYUOTOTTOINUEVEG OTOV PNOEVIKO BabuovounTn.

Apaion avapvopevn ngiml | petomuivn ngmL | % AvaKTions
adikTo - 5,38 -
1:2 2,69 2,60 96,7
1:4 1,34 1,30 96,7
1:8 0,67 0,67 99,7
1:16 0,34 0,34 101,2
1:32 0,17 0,18 1071
adikTo - 5,13 -
1:2 2,57 2,79 108,8
1:4 1,28 1,32 102,9
1:8 0,64 0,68 106,0
1:16 0,32 0,31 96,7
1:32 0,16 0,15 93,6

TeoT avdkTnong. AocopeTpriBnkav dUo opoi XaUNANG CUYKEVTPWONG TEGTOOTEPOVNG TOOO ABIKTOI 600 KaIl £TTEITA

a1ré TTPOCONKN AUEAVOUEVWY TTOCOTATWY TEGTOOTEPOVNG.

ZUYKéVTchq ZUYKEVTPWON JUYKEVTPWON o .
TIPOOTIBE eV, avapevouevn, ng/mL peTpnuévn, ng/mL %o AVGKTNONG
ng/mL

- - 0,30 -
3,88 4,18 4,10 98,1
2,46 2,76 2,50 90,6
1,11 1,41 1,50 106,4
0,69 0,99 1,00 101,0
0,39 0,69 0,70 101,4
- - 4,84 -
3,88 8,72 8,90 102,1
2,46 7,30 7,40 101,4
1,11 5,95 6,40 107,6
0,69 5,563 5,70 103,1
0,39 5,23 5,30 101,3
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10. OPIA THZ AOZOMETPHZHZ

H didyvwaon dev Ba TTpéTrel va SIOTUTTWVETAI PE BACN TO ATTOTEAEOUA HIAG Kal JOVO SOCOUETPNONG, OAAG auTd Ba
TTPETTEl va aglohoyeital padi pe GAAa KAIVIKG eupuparta, diayvwoTIKEG d1adikaaieg Kal utrd TNV Kpion Tou 1aTpou.
BakTnpiak péAuvon ) emavalapfavouevol KUKAOI Yugng/amoyuéng Twy BEIYUATWY PTTOPOUV VA UETATPEWOUV T
atroTeAéopaTa TNG SOCOPETPNONG.

MNa va emteuxBouv alomoTa amoteAéopata xpeldletal va akoAouBoUvTal TOTE 01 0dnyieg XPAOEWS Kal va
KOTEXETAl MIO KATAAANAN TeXVIKr xelpoyvwoia. EidIkdTeEpa, e€ival onuavTiki pia koA akpiBeia OTIG QAoEIg
avaoloTaong, dIaVOUNG Kal avappo@nong Twv avTidpacTnpiwv.

AmroteAéopara Tou  Ogv  emravalauBavovTal  o@eilovtal Kupiwg o€ PeBOdOAOYIKOUG TTapdyovTeg OTTWG  Yia
TTapadeiypa:

— gvaAAayr] OTIG KAWOUAEG avapueoa aTa QIaAidia

— Xpron Tou idlou AKPoU PIKPOOUPIYYAG yia TIG avOAAWEIG aTrd SIAQOPETIKA @IoAidIa A atTd dIaQopETIKA deiypaTa.

— @IaAidIa TToU £X0UV aQeBEi aVOIKTA YIO HOKPEG XPOVIKEG TTEPIODOUG

— €kBean Twv avTidpacTnpiwy A Twv dEIYUATWY O€ £vTovn BepudTNTa, N O€ I0XUPEG TINYEG BAKTNPIAKNG HOAUvONG.

— akatdAAnAn avappd@non Tou PiyuoTog ETTWacng

— MOAuvan Tou AKPoU TwV OOKIPMACTIKWY CWARVWY PE TOV IXVNBETN 1 pe Ta deiypaTa

— Tuxaieg SIGKUPAVOEIG ) KOKI) OuvTr PpNon TOU JETPNTA YAUUO

— gvaAAayr Twv avTIdpaoTnPiwv aTro dIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

11. MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MPO®YAAAZEIZ

Ta ouoTaTik@ Tou KIT TTEPIEXOUV adidlo Tou vaTpiou wg ouvtneNTIKG. ATTO T OTIYMA TToU TO adidlo Tou vaTpiou PTTOPEI
va dnuioupynoel agidia HoAURdoU 1 XOAKOU OTIG CWANVWOEIG, guvioTaTtal va a@roeTe va Tpégel dpBovo vepd oTIg
atroxeTeloelg £TmeITa atrd Tnv atmooAn diaAupdtwy TTou Trepiéxouv agidio Tou vatpiou (Council Directive 99/45/EC).
R 22 — EmBAaBég katd Tnv katatroon.

R 31 — ZXe emmagn Pe o&Ea eAeuBepwivovTal TOSIKG agpia.
S 28 — 2Z€ TIEPITITWON ETTAPAG PE TO BépUA, TTAUBEITE AUETWGS PE APBOVO vEPO.
S 45 — Z& TEPITITWON atuxAuaTog i av aioBavBeite adiabeaia ¢NTAOTE aUEOoWG 1ATPIK CUMBOUAR (deifTe

TNV €TIKETTA av gival duvarod).
Sodium merthiolate (uepBeioAikod vaTpio) (Council Directive 99/45/EC)

R 20/21/22 — EmPAaBég 6Tav EIOTIVEETAI, OE ETTAPN PE TO SEPUA KAl OE TIEPITITWON KATATIOOEWG.

R 31 — X emma@n YeE o&Ea eAeuBepwivovTal TOSIKG agpia.

R 33 — Kivduvog aBpoIoTIKWY ETTIOPATEWV.

S 28 — Z& TeEPITITWON ETTAPAG YE TO OEPUQA, TTAUBEITE apéowg pe ApBovo vePo.

S 45 — Xg TEPITITWON aTUXAMATOG 1 av aioBavBeite adiaBeoia ¢nTroTe auéowg 1aTPIK GUUBOUAN (deifTe

TNV ETIKETTQ Qv €ival duvaro).

‘OAeg o1 yovadeg 0poU Kal TTAGGPATOG TTOU XPNOIKOTTOIOUVTAI VIO TNV TTAPAYWYH TWV CUCTATIKWY auToU TOU KIT £XOUV
avaoAuBei kal €xel Bpedei 6T dev €xouv Kapia avmidpaoTikéTnTa pe HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 kai anti-HIV-2.
Map’6Aa autd dedopévou Tou OTI Kapia péBodog dev ptropei va dwaoel aréAutn olyoupld yia To OTI ATTOUCIAdouv
TraBoydvol TTapdyovTeg, A0 TO UAIKO avBpwTivng TTpoéAeuong Ba TTpETTEl va BewpeiTal wg duvnTIKWG JOAUCHATIKG
KOl ETTOPEVWG Ba TTPETTEN va TUXaivel KOTAAANANG YETOXEIPIONG.

12. KANONEZ AZOAAEIAZ

—  Mnv Tpwre, TiVETE, KATTVICETE 1] XPNOIMOTTOIEITE KAAAUVTIKA KOTG TN IGPKEIA TNG EKTEAEONG TNG DOCOUETPNONG.

— Mnv TTpayUOTOTIOIEITE AvOPPOPNCN UE TO OTOMA.

— ATmo@elyeTe TNV AUEON ETTAPN) PE T UAIKG TTOU £VOEXOUEVWG VO gival JOAUOPEVA, OpwVTAG KATAAANAN évduon
€PYOOTNPIOU, TTPOCTATEUTIKA YUAAIG Kal YAVTIO MPiag XPAOEwG. TMAEVETE TTPOCEKTIKA T XEPIA OTO TEAOG TNG
dooopéTpnong.

— AToQeUyeTe va TTPOKaAEiTe TTOINiopaTa ) agpoloA. KaBe oTtaydva BioAoyikou avTidpacTnpiou TTPETEl va
atoBaAAeTal pe éva SiIdAuPa UTTOXAWPIWBOUG vVaTPiou 5% Kal TO XPNOIPOTTOIOUUEVO HECO Ba TIPETTEI VA TUYXAVEI
peTayxeipiong KaTAAANANG yia yoAucpéva améBAnTa.

— ©OAa 1a deiypara, 6Aa Ta BloAoyikd avTidpacTApIa Tou KIT Kal OAa Ta UAIK& TTou XPnoIPoTTolouvTal yia Tnv
TpaypaTotroinon Tng OocopéTpnong Ba Tpémel va BewpouvTal IKavad va PETAdWOOUV  POAUCHATIKOUG
TrapdyovTeg. MNa 10 Adyo autd Ta ammopAnTa TTpETel va diateBolv oUPPWva PE TIG VOUOBETIKEG BIATAELEIG KAl TOUG
10xU0vVTEG KavoviopoUug kaBe Kpdrtoug. Ta uAkG piag Xprnoewg Ba mpETmel va atroTeppuwvovtal. Ta uypd
atmopAnTa Ba TTPETTEl va atroAupaivovTal Je UTTOXAWPIWSEG VATPIO O€ pia TEAIKF) OUYKEVTPWON TNG TASEWS Tou
5% yia TouhdyxioTov pior wpa. OTToI0dATTOTE UAIKO TTOU TTPETTEI VO ETTAVAYXPNOIWOTTOINGE Ba TTPETTEl va TiBeTal o€
KAiBavo pe pia Tpoaéyyion overkill (USP 24, 2000, p. 2143). levika Bewpeital 611 pia wpa atoug 121°C eivai
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£vag eTTAPKAG XPOvog atrooTeipwaong. Map’éAa autd cuvioToUpe o€ KABE XProTn va eMIREBAIWVETAI OXETIKA PE
TNV OTTOTEAEOUATIKOTNTA TOU KUKAOU OTTOAUPOVONG MECOW HIAG OpXIKAG ETTIKUPWONG Kal TNV XpARon,oe Bdon
pouTivag, BIOAOYIKWY OEIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOMPOZTAZIAZ

AvTidpaoTipia Tou TTePIEXouV 1wdio 125
To KIT auTo TTEpIEXEl padievepyd UAIKO To oTroio dev utrepPaivel Ta 1,7 puCi (63 kBq) o€ 1wdio 125. Katd tn @UAagn, 10
XEIPIOUO kal Tn O1d6eon Tou UAIKOU auToU, Ba TTPETTEI VO XPNOIUOTTOIOUVTAI KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG KOl KOAEG
£PYAOTNPIAKEG TTPAKTIKEG.
Mpog 1atpolg 1 1Idpupara TTou TTapaAapBavouv padioicOTOTIa KATW aTrd YEVIKN GdeIa:
To mapov padievepyd UAIKO UTTopEi va AngOEei, va atTokTnOEi, va KATEXETAI Kal VO XPNOIUOTTOIEITAl JOVO aTtrd 1aTpoUg,
KTNviaTpoug TTou €EaOKOUV KTNVIATPIKA 1aTPIKA, KAIVIKG €PyaoThpId i VOOOKOMEIQ Kal POVO yia KAIVIKEG N
EPYOOTNPIAKEG DOKIYEG in vitro TTou dev TTePIAAPBAVOUV TNV ECWTEPIKA 1 EEWTEPIKN XOPrynon Tou UAIKoU, A NG
akTIvOoBoAiag autou, gg avBpwTtroug kai {wa. H tapaAafr), n amoktnon, n KAToxr, n XPnon Kai n Petagopd
UTTOKEIVTOI OTOUG Kavoviopoug Kal T yevikh adeia Tng PuBuioTtikng Emtpotmg Mupnvikwy Twv H.M.A. (NRC) Tng
TTONITEIOG OTNV OTTOIA N ETTITPOTIN £XEI CUVAYEI CUPPWVIa yia TNV AoKNON KaBnkOvTwy apuédiag apxng.

1. H @uUAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI O€ EIIKA ETTIONUATHUEVO XWPO.
H rpéoBacn o€ padievepyd UAIKG TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI OVO O€ £E0UTIOBOTNHEVO TTPOCWTTIKO.
Mn xpnoIYOTTOIEITE TNITTETA E TO OTONA OE padievepyd diaAluara.
Mnv TpWTE ] TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATiag TTOU EXOUV ETTIONUAVOE WG padievepyoi.

O1 TTepIOYEG, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBET eKXUOEIG, Ba TTPETTEI VO GKOUTTIOTOUV KAl KATOTTIV VA
TTAUBOUV PE aAkaAiké atToppuTTavTIK i padioAoyiké attoAupavTikd didAupa. Tuxdv udAiva okeln TTou
XpNnoigoTToInenkav TTPETEl va eKTTAUBOUV KOAG e vepd TTpIv atrd TNV TTAUON GAAWV EpyaaTNPIaKWY UAAIVWY
OKEUWV.

Mpog 1atpoug 1 1Idpupata TTou TTapaAapBavouv padioicOToTTa KATW aTTd EIDIKY) AdEIa:

H mapaAaBn, n xprion, N HETa@opd Kai n dIGdBeon Twv PAdIEVEPYWV UANIKWV UTTOKEIVTOI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG
OuvOnKeg TNG €IBIKNAG GdEIGG 0OG.

MPOZOXH: H padievépyeia TTOU avaypd@eTal OTO €VOETO OUOKEUQTIOG MTTOPEI va JIa@EépEl EAAPPWG atrd Tn
padievéPyEIa TTOU avaypd@EeTal OTNV ETIKETO CUOKEUATiag f otnv €TIKETA @IaAidiou 1xvnOETN. H eTIkéTa cuokeuaaiag
Kal n €TKETa @IaNIdioU 1XvNBETN UTTOdEIKVUOUV TNV TIPAYUATIKA TTOOOTNTO PadIEVEPYEIOG KATA TNV nuEPOUNvVia
BaBuovounaong, evw 1o évBeTO CUCKeUaaiag UTTOdEIKVUEI T BewpnTIKA padIEVEPYEIQ TOU KIT.

ok wbd
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ZXEAIATPAMMA THZ AOZOMETPHZHZ

1- MPArMATOMNOIHETE ANAXYZTAXH TOY OPOY EAEIMXOY.
2 - ZHMEIQZITE EIZ AINAOYN TOYZ EYAIZOHTOIMNOIHMENOYZ AOKIMAZTIKOYZ ZOAHNEX.

3- AIANHMETE TA ANTIAPAZTHPIA ZYM®QONA ME TO AKOAOYOO ZXEAIATPAMMA KAI ANAKINHZTE TO MIFMA

EMNQAZHE:
AOKIMAZTIKOI ZOAHNEZ
CAL 0-6 AEITMATA
ANTIAPAXTHPIA
BAOGMONOMHTEZ 50 pL -
AEITMATA - 50 pL
IXNHOETHX 500 pL 500 pL

4 - AOHZITETTIA ENQAZH 3 QPEZ XTOYX 37°C
5- ANAPPOO®HZTE TO MIFMA EMNQAZHZ.

6- METPHXTE TH PAAIENEPTEIA TON AOKIMAZTIKQN QOAHNQN.
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