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DEUTSCH

IMMUNORADIOMETRISCHER TEST ZUR
QUANTITATIVEN BESTIMMUNG DES HUMANEN
SEXUAL-HORMON BINDENDEN GLOBULINS IN
HUMANEM SERUM

R-CC-100 - 100 Bestimmungen

DIESER KIT IST NUR FUR DIE IN - VITRO -
DIAGNOSTIK BESTIMMT

1. KLINISCHE ANWENDUNGEN

Humanes Sexual-Hormon bindendes Globulin (hSHBG) ist ein
zirkulierendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 90000
(die wichtigste Rolle des SHBG ist die des Transportproteins fir
Ostrogene und Androgene im peripheren Kreislauf ).

Der Level des Sexual-Hormon bindenden Globulins wird durch
Ostrogene  wiahrend der  Schwangerschaft oder  durch
Schilddriisenhormone gesteigert. Der Level des SHGB wird durch
Androgene (externer oder interner Produktion) und durch einige
Drogen gesenkt.

SHGB Messungen im Serum sind daher ein sehr wichtiger
Verlaufsprozess— Index fir Krankheiten, die nicht direkt mit
Steroiden in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Der Level der SHGB Werte korreliert gut mit der Funktion der
Schilddrise und hohen Werten wie Sie in Fallen von
eingeschrankter Leberfunktion (Zirrhose) auftreten.

2. TESTPRINZIP

Dieser Test Kit ist ein immunoradiometrischer Test (IRMA). Er
basiert auf mit monoklonalen Antikérpern beschichteten Réhrchen,
die gezielt gegen die eindeutigen Epitope der SHBG- Molekiile
gerichtet sind. Zwei Fang-Antikérper sind an der Innenseite des
Rohrchens gebunden. Das SHBG des Kalibrators oder das der
Proben werden an diese Antikdrper gebunden.

Die Addition des dritten Antikérpers, der mit I markiert ist,
komplettiert das System. Es ermdglicht die Herstellung einer
Verbindung zwischen den beschichteten und den markierten
Antikdrpern.

Nach dem Waschen steht die verbleibende, an den Ro&hrchen
gebundene Radioaktivitat, in direktem Bezug zur Konzentration des
SHGB in den Kalibratoren oder der Proben.

Die sorgfaltige Auswahl der drei monoklonalen Antikdrper erlaubt
eine hohe Spezifitdt und vermeidet ein UbermaR an Spezifitéat, was
manchmal den immunometrischen Versuchen mit nur zwei
monoklonalen Antikdrpern angelastet wird.

125

3. MITGELIEFERTES MATERIAL

- Die Reagenzien sind fur 100 Bestimmungen ausreichend.

- Lagern Sie den Kit und die Reagenzien bei 2 - 8° C.

- Das Verfallsdatum jedes Reagenz ist auf dem Etikett
angegeben.

1. Radioaktiver Tracer : 1 Flaschchen mit 22 ml anti — hSHBG
markiert mit '®I im Phosphatpuffer, der BSA enthalt.
Radioaktivitat:+ 275 kBg. Konservierungsmittel: NaN; < 0,1%.

2. Kalibratoren : 7 Flaschchen mit 0,7 ml hSHBG in
verdunntem Pferdeserum. Gebrauchsfertig.

Konzentrationen: 0 10 25 40 75 125 250 nmol/l.
Konservierungsmittel: NaNz< 0,1%.

3. Kontrolle : Ein Flaschchen mit 0,7 ml humanen,
vorverdinntem Serum. Gebrauchsfertig. Die Sollwerte
entnehmen Sie bitte dem Qualitatskontroll-Datenblat  t.
Konservierungmittel: NaN; < 0,1%.

4. Beschichtete Rohrchen 100 Roéhrchen beschichtet mit
zwei mononuklearen Antikérpern von Mausen, die gegen
hSHBG gerichtet sind. Unbenutzte R6hrchen missen bei 2—-8°
C, geschiitzt vor Feuchtigkeit, gelagert werden.

5. Waschlésung (50 x konzentriert) : 1 Flaschchen mit 20 ml
TRIS HCI Puffer mit Detergenten. Konservierungsmittel:
NaN3z < 0,1 % . Fillen Sie mit destilliertem Wasser auf 1000 ml
auf. Die verdiinnte Ldsung ist bei 2 — 8°C zwei Mon ate lang
stabil.

6. Verdunnungspuffer : 1  Flaschchen mit 100 ml
Phosphatpufferldsung mit BSA. Konservierungsmittel: NaNj; <
0,1%. Gebrauchsfertig.

4. ERFORDERLICHES, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTES, MATERIAL

- Testréhrchen aus Plastik

- Racks fir die Testrohrchen

- einstellbare, automatische Mikropipetten mit Einmalspitzen
- Vortexmixer

- Graduierter Zylinder

- Absaugpumpe oder automatische Waschanlage

- Szintillations-Gamma-Counter

- destilliertes Wasser

- Orbitalschuttler, einstellbar auf 150 rpm

5. WARNHINWEISE UND
MARNAHMEN

VORSICHTS-

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, miissen f  olgende

Regeln eingehalten werden:

- Verwenden oder mischen Sie keine Testkomponenten
unterschiedlicher Chargen.

- Verwenden Sie keine Reagenzien nach Ablauf des
Verfallsdatums.

- Verwenden Sie nur vollig saubere Glasutensilien.

- Benutzen Sie destilliertes Wasser, dass in  geeigneten,
sauberen Behéltern aufbewahrt werden muss.

- Vermeiden Sie jede Kontamination der einzelnen
Reagenzien; so mussen fiir jede Probe und jedes Reagenz
Einmalpipettenspitzen verwendet werden.

Um die Kontamination von Personen und Umgebung zu
vermeiden, missen die folgenden VorsichtsmalBnahmen
beachtet werden .

- Tragen Sie wahrend der Durchfiihrung des Assays sowie beim
Umgang mit potentiell infektiosem Material
Einweghandschuhe.

- Nicht mit dem Mund pipettieren.

- Rauchen, Essen und Trinken Sie nicht bei der Durchfiihrung
des Assays; benutzen Sie wahrendessen keine Kosmetika.

- Alle Materialien humaner Herkunft zur Herstellung dieses Kits
sind negativ auf HBs-Ag, Anti-HIV und Anti-HCV getestet. Da
jedoch keine der zur Zeit verfugbaren Testmethoden absolute
Gewabhr fir das Fehlen dieser Viren garantieren kann, missen
alle Proben und Reagenzien als potentiell infektios betrachtet
werden ; deshalb muss der Assayabfall dekontaminiert und
beseitigt werden in Ubereinstimmung mit den etablierten
Sicherheitsstandards.

- Vorhandene entzindbare Materialien muissen verbrannt
werden; nicht entziindbare Materialien missen im Autoklaven
mindestens 1 Stunde bei 121 T sterilisiert werden.
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- Flussigem Abfall muss Natriumhypochlorit zugefiigt werden,
um eine Endkonzentration von 3% zu erhalten. Diese muss
mindestens 30 Min. einwirken. Flissiger saurehaltiger Abfall
muss zunachst mit einer geeigneten Menge an Base
neutralisiert werden, bevor er mit Natriumhypochlorit versetzt
werden kann.

- Vermeiden Sie Spritzen und Aerosolbildung. Fir den Fall einer
Kontamination durch Spritzer reinigen Sie sorgfaltig mit 3%
iger  Natriumhypochloritidsung und  entsorgen  diese
Reinigungsfliissigkeit als potentiell infektiosen Abfall.

- Einige Reagenzien enthalten Natriumazid als
Konservierungsmittel; um den Aufbau von explosiven
Metallaziden in Rohr- und Kupferleitungen zu verhindern,
missen die Reagenzien unter grofen Mengen flieBenden
Wassers entsorgt werden.

- Beschaffung, Lagerung, Nutzung und Beseitigung radioaktiver
Materialien (flussig und fest) sind Gegenstand von Gesetzen
und Vorschriften der zustandigen, lokalen Behdrden.

6. SAMMLUNG VON EINZELPROBEN

Verwenden Sie nur Serumproben. Hoch lipdmische oder
hamolytische Proben missen verworfen werden. Die Proben
kénnen bei 2—- 8C 7 Tage aufbewahrt werden; bei langeren
Zeitrdumen ist es empfehlenswert, die Proben aliquotiert bei — 20C
einzufrieren. Ein wiederholtes Einfrieren oder Auftauen sollte
vermieden werden.

Vor der Analyse mussen die Proben 1/51 im SHBG
Verdunnungspuffer verdiinnt werden und zwar wie folgt:

Probe 20ul  + SHBG Verdunnungspuffer 1 ml

Verdinnen Sie weder die Kalibratoren, noch das
Kontrollserum. Beide sind schon vorverdinnt und
gebrauchsfertig.

7. TESTVERLAUF

- Vor Gebrauch mussen alle Reagenzien und Proben auf
Raumtemperatur gebracht werden.

- Vor Gebrauch mussen die Proben durch Schwenken gemischt
werden.

- Fir alle Kalibratoren wird eine doppelte Messung empfohlen.

1. Bereiten Sie die leeren Rohrchen fur die Total Counts und die
beschichteten Roéhrchen fir Kalibratoren, Proben und
Kontrolle vor.

2. Pipettieren Sie 50l der Kalibratoren, des Kontrollserums und
der vorverdiinnten Proben in die zugehdrigen beschichteten
Rohrchen. Pipettieren Sie direkt auf den Boden der R6hrchen.

3. Geben Sie 200 des radioaktiven Tracers (***I markiertes
anti-hSHGB) in jedes Rohrchen. Mischen Sie die Réhrchen
vorsichtig mit dem Vortexmixer und inkubieren Sie Sie 90
Minuten auf einem Orbitalschuttler bei 150 rpm.

4. Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab, auRer den
Rohrchen fir dieTotal Counts.

5. Geben Sie 2 ml verdiinnter Waschlésung in jedes Réhrchen,
aulBer in denen fir die Total Counts, und saugen Sie
grundlich ab oder gieRen Sie die Inhalte aller Réhrchen auf
absorbierendes Papier.

6. Zahlen Sie die an die Rohrchen gebundene Radioaktivitat 1
Minute lang in einem Gamma-Counter. Wir schlagen vor, den
Hintergrund des Instruments vor dem Z&ahlen zu messen. Um
Abweichungen in der Sensitivitat des Systems zu vermeiden,
muB der Hintergrund auf ein Minimum reduziert oder

8. KALKULATION DER RESULTATE

Ermitteln Sie die Eichkurve durch logarithmische Auftragung
(log/lin) von B/T (%) von jedem Kalibrator (y-Achse), gegen die
relative Konzentration (x-Achse). Kalkulieren Sie den B/T (%) von
jeder Probe und ermitteln Sie die Konzentration durch Interpolation
auf der Eichkurve

KALKULATIONSBEISPIEL
Die unten aufgefuihrten Werte miissen als Beispiel gesehen werden

und sollten nicht an Stelle experimentell gewonnener Daten
verwendet werden.

. Durchschnittlicher B/T SHBG

Beschreibung cpm (%) (nmol/ly
Totalaktivitat (T) 109800 - -
CAL O 140 0,1 0
CAL1 3572 3,3 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CALS5 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
Control 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
P2 45754 41,7 133,0

angepasst werden.
VERSUCHSSCHEMA

Roéhrchen Totalaktivitat ~ Kalibratoren Kontrolle | Proben
Reagenzien

Kalibratoren 50
Kontrolle J— 50 ul
Proben 50 ul
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Inkubieren: 90 min R.T., Schitteln (150 rpm)
- Absaugen und Waschen: 1x 2ml
- Zéhlen

9. REFERENZWERTE

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen
Referenzintervalle bestimmt. Die unten aufgefiihrten Werte
sind lediglich indikativ.

SHBG (nmol/l) N

Bereich
Frauen 20 - 85 49
Méanner 9-55 50

Kinder : Eine hohe Konzentration des SHBG kann wéahrend der
Vorpubertat, der Pubertdt und der Wachstumsphasen bis zum
Erwachsenen-Level fallen.

Altere Erwachsene : Es wird beschrieben, dass der SHGB Level
mit zunehmendem Alter bei Erwachsenen ansteigt.
Schwangerschaft : Wahrend der Schwangerschaft steigt der
SHBG Level betrachtlich bis zu 200 — 400 nmol/l wahrend des
letzten Schwangerschaftsdrittels.

Leberzirrhose : ansteigend

Der SHGB Level varriiert bei
krankheitsbedingten Zustanden

verschiedenen

- Das SHGB wird durch synthetische Ostrogene, abhéngig von
Dosis und Art des Ostrogens, erhéht.3

- SHBG wird als erniedrigt beschrieben durch
Levernorgestrel®

Die Konzentration des SHGB kann benutzt werden zum Errechnen
des , Free Andogen Index ,, (FAI9:

Total Testosteron (nmol/)
FAl = SHBG (nmol/l) X 100

Der ,, Free Androgen Index , ist ein sehr nitzlicher Parameter um
Hyperandrogenismus bei Frauen zu beurteilen >**.

SHGB kann ebenso genutzt werden, um Freie Testosteron- und
Freie Estradiol — Konzentrationen in Zusammenhang mit dem
Massenwirkungsgesetz zu bestimmen.

10. VERSUCHSDURCHFUHRUNG
SENSITIVITAT

Analytische Sensitivitat

Die Sensitivitat war basierend auf der Eichkurve kalkuliert definiert
als die kleinste Konzentration, die einen signifikanten Unterschied
zum Nullkalibrator ergibt (Mittelwert + 2fache Standard-
abweichung).

Diese Konzentration ist 0,26 nmol/l.
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Funktionale Sensivitat

Die funktionale Testsensitivitat ist der niedrigste Wert, der mit einer
Préazision von maximal 20% Inter-Assay Varianz gemessen wird.
Bei SHBG ist dieser Wert kleiner als 0,3 nmol/l.

PRAZISION
Die Préazision wurde evaluiert nach Intra-Assay und Inter-Assay
Variabilitat, bei verschiedenen Konzentrationen der Analyten.

Intra-assay
Serum durchschnittliche  + S.D. V.K. N
(nmol/l) (%)
1 15,1 * 0,5 3,3 20
2 44,7 + 1,3 2,9 20
3 151,5 + 7,9 5,2 20
Inter-assay
Serum durchschnittliche  + S.D. V.K. N
(nmol/l) (%)
1 15,5 + 0,5 2,9 9
2 45,1 + 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9

GENAUIGKEIT
Die Genauigkeit der Methode wurde durch Wiederfindungs- und
Paralleltests evaluiert.

Wiederfindungs - Test
Proben, vermischt mit den gleichen Volumina jedes Kalibrators,
werden getestet.

er\\;\v/aerrtt(-;te gen\;ve:rst:ne Wiederfindung

(nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 - 29,1 -
S1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
S1+ CAL2 27,0 25,4 93,8
S1+ CAL3 34,5 32,6 94,3
S1+ CAL4 52,0 50,4 96,9
S1+ CALS 77,0 75,7 98,2
S1+ CALG6 139,5 126,4 90,6
S2 - 43,7 -
S2+ CAL1 26,9 23,8 88,6
S2+ CAL2 34,4 32,4 94,3
S2+ CAL3 41,9 39,8 95,0
S2+ CAL4 59,4 55,7 93,9
S2+ CALS 84,4 80,2 95,1
S2+ CALG6 146,9 131,7 89,7

Parallel — Test

Seren mit hohen, analytischen Konzentrationen werden mit
unterschiedlichen Verdinnungen mit dem Nullkalibrator getestet.

Verdunnung erwartete gemessene

Werte Werte Wiederfindung

nmol/l nmol/l
S1 unverdinnt - 58,1 -
1/1.5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
S2 unverdiinnt - 88,0 -
1/1.5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

HOOK-EFFEKT
Gespikte Proben mit gereinigtem SHGB bis zu 1000 nmol/l ergeben
hohere Werte als der letzte Kalibrator.

Diese Produktinformation ist unter www.zentech.be. verfiigbar.

ENGLISH

IMMUNORADIOMETRIC  ASSAY FOR THE
QUANTITATIVE DETERMINATION OF HUMAN SEX
HORMONE BINDING GLOBULIN IN HUMAN
SERUM

R-CC-100 - 100 Determinations

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY
1. CLINICAL APPLICATIONS

Human Sex Hormone-Binding Globulin (hSHBG) is a circulating
glycoprotein with a molecular weight of about 90000 (the most
important role of SHBG is as a transport protein for estrogens and
androgens in the peripheral circulation).

Level of Sex Hormone Binding Globulin is increased by estrogens,
during pregnancy and by thyroid hormones. Level of SHBG is
decreased by androgens (external or internal production) and some
drugs.

SHBG measurement in serum is also a very important evolutivity
index for non strictly steroid related diseases. SHBG levels
correlate well with thyroid function and high values are found in
cases of reduced liver function as in cirrhosis.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

This test kit is an immunoradiometric assay (IRMA) based on
coated-tubes with monoclonal antibodies directed against distinct
epitopes of the molecule of SHBG.

Two capture antibodies are coated on the inner wall of tubes.
SHBG of the calibrators or of the samples is captured by these

antibodies. Addition of the third antibody labeled with 12Siodine
completes the system, allowing the formation of a bridge between
the coated antibodies and the labeled antibody.

After washing, the remaining radioactivity bound to the tubes is
directly related to the concentration of SHBG in the calibrators or
samples.

The careful choice of the three monoclonal antibodies allows high
specificity and high sensitivity and avoids excess of specificity
which is sometimes reproached to immunometric assays with only
two monoclonals.

3. MATERIAL PROVIDED

-The reagents are sufficient for 100 determinations.
- Store the kit and reagents at 2-8C.
- The expiration date of each reagent is shown on the label.

1. Radioactive Tracer : 1 vial of 22 ml anti-hSHBG labeled

with125], in phosphate buffer containing BSA. Radioactivity :
+ 275 kBq. Preservatives : NaN3 <0.1%.

2. Calibrators : 7 vials containing 0.7 ml of hSHBG in horse
serum, pre-diluted. Ready for use. Concentrations : 0 - 10 -
25-40 - 75 - 125 - 250 nmol/l. Preservative : NaN3 <0.1%.

3. Control : 1 vial containing 0.7 ml human serum prediluted.
Ready for use. For the exact values, refer to the values
indicated on the quality control data sheet. Preservative :
NaN3 <0.1%.

4. Coated Tubes: 100 tubes coated with two mouse
monoclonal antibodies directed against hSHBG. Unused
tubes must be stored at 2-8C , protected from mois ture.

5. Washing Solution (50 x concentrated) : 1 vial of 20 ml
TRIS-HCI buffer with detergent Preservative : NaN3 < 0.1%.
Bring to 1000 ml with distilled water. The diluted washing
solution is stable for 2 months at 2-8C.

6. Diluent : 1 vial containing 100 ml phosphate buffer solution
with BSA Preservative : NaN3 < 0.1%. Ready for use.
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4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

- Plastic test tubes

- Test tube racks.

- Adjustable, automatic micropipettes with disposable tips.
- Vortex mixer.

- Graduated cylinder.

- Aspiration pump or automated washing device.

- Scintillation gamma counter.

- Distilled water.

- Orbital shaker adjustable at 150 rpm.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS

In order to obtain reproducible results, the follow ing rules

must be observed :

- Do not mix reagents of different lots.

- Do not use reagents beyond their expiry date.

- Use thoroughly clean glassware.

- Use distilled water, stored in clean containers.

- Avoid any contamination among samples; to this purpose
disposable tips should be used for each sample and reagent.

In order to avoid personal and environmental contam ination,

the following precautions must be observed :

- Use disposable gloves while handling potentially infectious
material and performing the assay.

- Do not pipette reagents by mouth.

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

- All material of human origin used for the preparation of this kit has
been tested and found negative for HBsAg, anti-HIV and anti-HCV.
Since no test at present can guarantee complete absence of these
viruses, all samples and reagents used for the assay must be
considered potentially infectious; therefore, the assay waste must
be decontaminated and disposed of, in accordance with
established safety procedures. Disposable ignitable material must
be incinerated; disposable non-ignitable material must be sterilized
in autoclave for at least 1 hour at 121<C. Liquid w astes must be
added with sodium hypochlorite at a final concentration of 3%. Let
the hypochlorite act for at least 30 minutes. Liquid wastes
containing acid must be neutralized with appropriate amounts of
base, before treating with sodium hypochlorite.

- Avoid splashing and aerosol formation; in case of spilling, wash
carefully with a 3% sodium hypochlorite solution and dispose of
this cleaning liquid as potentially infectious waste.

- Some reagents contain sodium azide as preservative; to prevent
build-up of explosive metal azides in lead and copper plumbing,
reagents should be discarded by flushing the drain with large
amounts of water.

- Acquisition, storage, use and disposal of radioactive material
(liquid and solid) are subject to regulation and ordination of local
authorities.

6. SPECIMEN COLLECTION

Only serum sample may be used. Highly lipemic or hemolyzed
samples must be discarded. Keep samples at 2-8%C for 7 days; for
longer periods it is advisable to freeze samples in aliquots at -20C.
Repeated freezing and thawing of samples should be avoided.
Before analysis, samples must be diluted 1/51 in the SHBG diluent
as follow :

Sample 20 yl + SHBG Diluent 1 ml

Do not attempt to dilute the calibrators and contro | serum.
They are already pre-diluted and ready for use.

7. ASSAY PROCEDURE

- Bring all reagents and samples to room temperature prior to use.
- Before use, mix the samples by inversion.
- For all calibrators, a duplicated measure is recommended.

1. Prepare plain tubes for Total Counts, and coated tubes for
Calibrators, Samples and Control.

2. Pipette 50 pl of Calibrators, Control Serum and pre-diluted
Samples into the appropriate coated tubes. Pipette directly to
the bottom of the tubes.

3. Add 200 pl radioactive tracer (125I labeled anti-hSHBG) to all
tubes. Mix gently the tubes on vortex and incubate for 90
minutes on an orbital shaker set at 150 rpm.

4. Aspirate the contents of each tube, except the tubes for Total
Counts.

5. Add 2 ml of diluted washing solution to every tube, except
tubes for Total Counts and aspirate thoroughly or decant the
contents of all tubes on absorbent paper.

6. Count the radioactivity bound to the tubes for 1 minute in a
gamma counter. We suggest to control the background of the
instrument before counting the assay. In order to avoid
variations in the sensitivity of the system, the background must
be reduced to a minimum or adjusted properly.

SCHEME OF THE ASSAY

Tubes Total Calibrators | Control |Samples
Activity
Reagent
Calibrators 50
Control 50 pl
Samples 50 pl
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Incubate: 90 min R.T. shaking (150 rpm)
- Aspirate and wash: 1 x 2 ml
- Count

8. CALCULATION OF THE RESULTS

Draw the calibration curve on log/lin graph by plotting the B/T (%)
obtained for each calibrator (y-axis) against the relative
concentration (x-axis). Calculate the B/T (%) of each sample and
read the concentration by interpolating on the calibration curve.

EXAMPLE OF CALCULATION

The values reported below must be considered as an example and
may not be used in place of experimental data

Description Average cpm. BIT SHBG
(%) (nmol/l)

Total Activity (T) 109800 - -
CALO 140 0.1 0
CAL1 3572 3.3 10
CAL 2 10255 9.3 25
CAL3 15037 13.7 40
CAL 4 28925 26.3 75
CALS 44924 40.9 125
CAL 6 64577 58.8 250
CONTROL 28855 26.3 74.8
P1 22839 20.8 59.2
P2 45754 41.7 133.0

9. REFERENCE VALUES

It is recommended that each laboratory determines its own
reference interval. Values reported below are only indicative.

SHBG (nmol/l) N

range
Women 20 -85 49
Men 9-55 50

IRMAZENco SHBG / R-CC-MZ-004 04-10




Children : high concentration of SHBG dropping over the pre-
pubertal, pubertal and adolescent periods to adult levels.

Aging adults : the SHBG level has been reported to increase with
age in adults.

Pregnancy : during pregnancy, SHBG level increases
considerably, up to 200 — 400 nmol/l during the 3" trimester®.
Cirrhosis of the liver : increased

SHBG level varies in various physiopathological sta tes:

- SHBG is increased by synthetic estrogens depending on the
dose and type of estrogen®.
- SHBG has been reported to be lowered by levenorgestrel® .

The concentration of SHBG can be used to calculate the “Free
Androgen Index” (FAI9) :

Total Testosterone (nmol/l)
FAIl = x 100
SHBG (nmol/l)

The “Free Androgen Index” is a very usefull parameter to evaluate
hyperandrogenism in women®**.

SHBG can also be used to calculate Free Testosterone and Free
Estradiol concentrations according to the low of mass action®.

10. PERFORMANCE OF THE ASSAY
SENSITIVITY

Analytical sensitivity

The sensitivity was calculated based upon the calibration curve and
expressed as the minimal dose showing a significant difference
from the Zero Calibrator (mean value + 2 S.D.). This dose is 0.26
nmol/l.

Fuctionnal sensitivity

The functional assay sensitivity is the lowest value which is
measured with a precision of maximum 20% inter-assay variance.
For the SHBG, this value is lower than 0.3 nmol/l.

PRECISION
Precision was evaluated upon intra- and inter-assay variability, at
different analyte concentrations.

Intra-assay
Serum Mean + S.D. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15.1 + 0.5 3.3 20
2 44.7 + 1.3 2.9 20
3 151.5 + 7.9 5.2 20
Inter-assay
Serum Mean + S.D. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 155 + 0.5 29 9
2 45.1 + 2.1 4.6 9
3 163.3 + 9.4 5.8 9
ACCURACY

The accuracy of the method has been evaluated by recovery and
parallelism tests.

Recovery Test
Samples, mixed with equal volumes of each calibrator, were tested.

Expected Measured Recovery

(nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 - 29.1 -
S1+ CAL 1 195 16.9 86.3
S1+ CAL 2 27.0 25.4 93.8
S1+ CAL 3 34.5 32.6 94.3
S1+ CAL 4 52.0 50.4 96.9
S1+ CAL 5 77.0 75.7 98.2
S1+ CAL 6 139.5 126.4 90.6
S2 - 43.7 -
S2 + CAL 1 26.9 23.8 88.6
S2 + CAL 2 34.4 324 94.3
S2 + CAL 3 41.9 39.8 95.0
S2 + CAL 4 59.4 55.7 93.9
S2 + CAL S5 84.4 80.2 95.1
S2 + CAL 6 146.9 131.7 89.7

Parallelism Test
Serums with high analyte concentration were tested at different
dilutions with the Zero Calibrator.

o Expected Measured Recovery

Dilution (nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 undiluted - 58.1 -
1/1.5 38.7 38.6 99.7
1/2 29.0 26.2 90.2
1/4 15.5 12.3 85.0
1/8 7.3 6.9 94.6
S2 undiluted - 88.0 -
1/1.5 58.7 54.4 92.7
1/2 44.0 43.8 99.6
1/4 22.0 17.7 80.5
1/8 11.0 9.2 83.6

HOOK-EFFECT
Samples spiked with purified hSHBG up to 1,000 nmol/l gave
values higher than the last calibrator.

This package insert is downloadable at www.zentech.be
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ESPANOL

RADIONMUNOANALISIS PARA LA
DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLOBULINA
FIJADORA DE HORMONAS SEXUALES EN
SUERO HUMANO

R-CC-100 - 100 determinaciones

SOLO PARA USO EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
1. APLICACIONES CLINICAS

La globulina fijadora de las hormonas sexuales humanas (hSHBG)
es una glucoproteina circulante con un peso molecular en torno a
90 kda (la funcion méas importante de la SHBG es actuar como
proteina de transporte de estrégenos y andrégenos en la
circulacién periférica).

El nivel de globulina fijadora de las hormonas sexuales se ve
incrementado por los estrégenos, durante el embarazo y por las
hormonas tiroideas. El nivel de SHBG se ve reducido por los
andrégenos (produccion externa o interna) y por algunos farmacos.
La medicién de SHBG en suero constituye también un indice de
evolucién importante para enfermedades no estrictamente
relacionadas con esteroides. Los niveles de SHBG presentan una
buena correlacién con la funcién tiroidea y en casos en los que la
funcion hepatica esta disminuida (como en la cirrosis) se detectan
valores elevados.

2. PRINCIPIO DEL ANALISIS

Este kit de andlisis es un ensayo inmunorradiométrico (IRMA)
basado en tubos recubiertos con anticuerpos monoclonales
dirigidos contra distintos epitopes de la molécula de SHBG.

La pared interna de los tubos esta recubierta con dos anticuerpos
de captura. Estos anticuerpos capturan la SHBG de los
calibradores o de las muestras. La adiciéon del tercer anticuerpo,

marcado con iodol2® completa el sistema, lo que permite la
formacién de un puente entre los anticuerpos de recubrimiento y el
anticuerpo marcado.

Después del lavado, la radiactividad remanente de los tubos esta
directamente relacionada con la concentracion de SHBG en los
calibradores o en las muestras.

La cuidadosa seleccion de los tres anticuerpos monoclonales
permite una gran sensibilidad y especificidad, evitando que ésta
sea excesiva, como sucede a menudo en los analisis
inmunométricos con sélo dos monoclonales.

3. MATERIAL SUMINISTRADO

- Reactivos suficentes para 100 determinaciones.

- Almacene el kit y los reactivos a 2-8C.

- La fecha de caducidad de cada reactivo se muestra en la
etiqueta.

1. Trazador radiactivo: 1 vial de 22 ml anti-hSHBG marcado

con 1125, en tampon fosfato con BSA. Radiactividad: + 275
kBg. Conservantes: NaN3 <0,1%.

2. Calibradores : 7 viales con 0,7 ml de hSHBG en suero de
caballo prediluido. Listo para el uso Concentraciones: 0 - 10 -
25-40 - 75 - 125 - 250 nmol/l. Conservante: NaN3 <0,1%.

3. Control : 1 vial con 0,7 ml de suero humano prediluido. Listo
para el uso Para conocer los valores exactos, consulte la
hoja de datos de control de calidad.  Conservante: NaN,_ <

0,1%.

4.  Tubos recubiertos: 100 tubos recubiertos con dos
anticuerpos monoclonales de ratones dirigidos contra la
hSHBG. Los tubos que no se usen deberan almacenarse a 2-
8T y protegidos de la humedad.

5. Solucién de lavado (concentraciéon x 50) : 1 vial de 20 ml
de tampén TRIS-HCI con detergente Conservante: NaN, <

0,1%. Disolver en agua destilada hasta obtener un volumen
de 1000 ml. La solucién de lavado diluida se mantiene
estable durante 2 meses a 2-8C.

6. Diluente: 1 vial con 100 ml de solucién de tampon fosfato
con BSA Conservante: NaN3 < 0,1%. Listo para el uso

4. MATERIAL NECESARIO NO SUMINISTRADO

- Tubos de ensayo de plastico

- Gradillas de tubos de ensayo.

- Micropipetas automaticas ajustables con puntas desechables.
- Mezclador vortex.

- Cilindro graduado.

- Bomba de aspiracién o aparato de lavado automatico.

- Contador de centelleo gamma.

- Agua destilada.

- Agitador orbital ajustable a 150 rpm.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para conseguir resultados reproducibles, deberan ob servarse

las siguientes normas:

- No mezcle reactivos de lotes distintos.

- No utilice reactivos después de que se haya cumplido su
fecha de caducidad.

- Utilice material de vidrio totalmente limpio.

- Utilice agua destilada, almacenada en recipientes limpios.

- Evite que se produzca -cualquier contaminacion entre
muestras; para ello, deberan utilizarse puntas desechables
para cada muestra y reactivo.

Para evitar contaminacion personal y ambiental, deb  eran

observarse las siguientes precauciones:

- Utilice guantes desechables para manipular material
potencialmente infeccioso y realizar el andlisis.

- No pipetee los reactivos con la boca.

- Durante el andlisis no fume, coma, ni beba. Tampoco debe
aplicarse ninglin cosmético.

- Todos los materiales de origen humano utilizados para la
preparacion de este kit deben haber sido sometidos a analisis
de HBsAg, anti-VIH y anti-HCV, con resultados negativos.
Dado que actualmente ninguna prueba puede garantizar la
total ausencia de estos virus, todos los reactivos y las
muestras utilizados para el andlisis deben ser considerados
como potencialmente infecciosos; por lo tanto, los desechos
de los andlisis deben ser descontaminados y eliminados con
arreglo a los procedimientos de seguridad establecidos. El
material desechable que sea inflamable debe ser incinerado;
el material desechable no inflamable debe ser esterilizado en
autoclave, al menos durante 1 hora a 121<C.

- A los desechos liquidos debe afiadirse hipoclorito sédico en
una concentracion final al 3%. Deje que el hipoclorito actte
durante 30 minutos, como minimo. Los desechos liquidos que
contengan &cido deben ser neutralizados con cantidades de
base apropiadas antes del tratamiento con hipoclorito sédico.

- Evite salpicaduras y la formacién de aerosol; en caso de
salpicaduras, lave cuidadosamente con una soluciéon de
hipoclorito sédico al 3% de sodio y deseche este liquido
resultante de la limpieza como residuo potencialmente
infeccioso.

- Algunos reactivos contienen azida de sodio como
conservante; para evitar la acumulacién de azidas metalicas
explosivas en cafierias de plomo y cobre, los reactivos deben
desecharse por los desagues correspondientes con grandes
cantidades de agua.

- La adquisicién, el almacenamiento, el uso y el desecho de
material radioactivo (liquido y sélido) estan sometidos a la
normativa y las ordenanzas locales.
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6. RECOGIDA DE MUESTRAS

Soélo se pueden utilizar muestras de suero. Deberan descartarse
las muestras de alto contenido lipidico o hemolizadas. Mantenga
las muestras a 2-8C durante 7 dias; para periodos mas largos se
recomienda congelar las muestras alicuotas a -20C. Debe evitarse
la congelacion y descongelacion repetida de las muestras.

Antes del analisis, las muestras deben diluirse un 1/51 en el
diluente de SHBG del modo siguiente:

Muestra 20 pl + Diluente SHBG 1 ml

No intente diluir los calibradores ni el suero de ¢ ontrol.
Ya estéan prediluidos y listos para ser utilizados.

7. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

- Aseglrese de que todas las muestras y los reactivos se
encuentran a temperatura ambiente antes de utilizarlos.

- Antes de su uso, mezcle las muestras por inversion.

- Se recomienda medir todos los calibradores por duplicado.

1. Prepare tubos normales para los recuentos totales y tubos con
recubrimiento para los calibradores, las muestras y el control.

2. Pipetee 50 pl de calibradores, suero de control y muestras
prediluidas en los tubos con recubrimiento correspondientes.
Pipetee directamente del fondo de los tubos.

3. Afada 200 pl de trazador radioactivo (anti-hSHBG marcado

con I125) en todos los tubos. Mezcle suavemente el contenido
de los tubos con el vértex e inctbelos durante 90 minutos en
un agitador orbital a 150 rpm.

4. Aspire el contenido de los tubos, excepto el de los de
recuentos totales.

5. Afada 2 ml de solucién de lavado diluida en todos los tubos,
excepto los de recuentos totales, y aspire totalmente o decante
el contenido de los tubos con ayuda de papel absorbente.

6. Mida la radiactividad de los tubos durante 1 minuto con un
contador gamma. Es recomendable controlar el ruido de fondo
del instrumento antes de realizar la medicién en el analisis.
Para evitar variaciones en la sensibilidad del sistema, el ruido
de fondo debe reducirse al minimo o ajustarse debidamente.

ESQUEMA DEL ANALISIS

Tubos | Actividad Calibra- Control |Muestras
total dores
Reactivo
Calibradores 50 ul
Control J— 50 pl
Muestras — 50 pl
Trazador 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Llevar a cabo la incubacion: 90 min a T° ambiente con
agitacion (150 rpm)

- Aspirar y lavar: 1 x 2 ml

- Recuento

8. CALCULO DE RESULTADOS

Trace la curva de calibracion sobre una gréafica log/lin a partir de
los valores de B/T (%) obtenidos para cada calibrador (eje y) con
respecto a la concentracion relativa (eje x). Calcule el valor B/T (%)
de cada muestra y lea la concentracion interpolando la curva de
calibracion.

EJEMPLO DE CALCULO
Los valores que se indican a continuacién son simplemente

ilustrativos y no deben emplearse en lugar de los datos
experimentales.

Descripcion Promedio cpm. BIT (%) SHBG (nmol/l)
Actividad total (T) 109800 - -
CAL O 140 0,1 0
CAL1 3572 3,3 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CALS 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
CONTROL 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
P2 45754 41,7 133,0

9. VALORES DE REFERENCIA

Es recomendable que cada laboratorio determine su propio
intervalo de referencia. Los valores que se indican a continuacion
son meramente indicativos.

SHBG (nmol/l) N

rango
Mujeres 20-85 49
Hombres 9-55 50

Nifios : concentracion alta de SHBG que va disminuyendo hasta los
niveles de adultos en el transcurso de los periodos prepuberal, puberal y
de la adolescencia.

Ancianos : segun los estudios realizados, el nivel de SHBG aumenta con
la edad en los adultos.

Embarazo: durante la gestacion, el nivel de SHBG aumenta
considerablemente, hasta 200 — 400 nmol/l durante el tercer trimestre®.
Cirrosis hepatica : incrementao de la concentracién de SHBG.

El nivel de SHBG varia en distintos estados fisiopa  toldgicos:

- El nivel de SHBG se ve incrementado por estrégenos sintéticos,
en funcién de la dosis y del tipo de estrégeno’.

- Se ha descrito que el nivel de SHBG disminuye al administrar
levenorgestrel® .

La concentracion de SHBG se puede utilizar para calcular el “indice
de androgenos libres” (FAI):

Total de testosterona (nmol/l)
FAI = x 100
SHBG (nmol/l)

El “indice de androgenos libres” (FAI) constituye un Earémetro de gran
utilidad para evaluar el hiperandrogenismo en mujeres>*.

El nivel de SHBG también puede servir para calcular las concentraciones
de testosterona libre y estradiol libre a segun la ley de accién de
masas™.

10. RENDIMIENTO DEL ANALISIS
SENSIBILIDAD

Sensibilidad analitica

La sensibilidad se calcul6 a partir de la curva de calibracion y se expresé
como dosis minima con una diferencia significativa con respecto al
calibrador cero (valor promedio + 2 D. E.). Esta dosis es de 0,26 nmol/l.

Sensibilidad funcional

La sensibilidad funcional del andlisis es el valor inferior medido con una
precisiéon de un maximo de un 20% de varianza entre analisis. Para el
nivel de SHBG, este valor es inferior a 0,3 nmol/l.

PRECISION
La precision se evalu6 sobre la variabilidad intraensayo y entre anlisis,
con concentraciones de analito distintas.

Intraensayo
Suero Media + D.E. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 * 1,3 2,9 20
3 1515 + 7,9 5,2 20
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Entre analisis

Suero Media + D.E. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15,5 + 0,5 2,9 9
2 45,1 + 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9
EXACTITUD

La exactitud del método ha sido evaluada mediante pruebas de
recuperacion y paralelismo.

Prueba de recuperacion
Se analizaron muestras preparadas con volimenes iguales de
cada calibrador.

Previsto Medido Recuperacién

(nmol/l) (nmaol/l) (%)
S1 - 29,1 -
S1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
S1+ CAL 2 27,0 25,4 93,8
S1+ CAL 3 34,5 32,6 94,3
S1+ CAL4 52,0 50,4 96,9
S1+ CALS5 77,0 75,7 98,2
S1+ CAL 6 139,5 126,4 90,6
S2 - 43,7 -
S2 + CAL1 26,9 23,8 88,6
S2 + CAL 2 34,4 32,4 94,3
S2 + CAL 3 41,9 39,8 95,0
S2 + CAL4 59,4 55,7 93,9
S2 + CALS5 84,4 80,2 95,1
S2 + CAL 6 146,9 131,7 89,7

Prueba de paralelismo
Los sueros con una elevada concentracion de analito fueron
analizados a distintas diluciones con el calibrador cero.

o Previsto Medido Recuperacion

Dilution (nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 sin diluir - 58,1 -
1/1.5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
S2 sin diluir - 88,0 -
1/1.5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

EFECTO HOOK
Las muestras a las que se afiadi6 hSHBG purificada hasta 1.000
nmol/l presentaron valores superiores a los del Gltimo calibrador.

Informacion disponible en la pagina web: www.zentech.be.

EAAHNIKA

ANOZOPAAIOMETPIKH MEG®OAOZ TIA TON
MOZOTIKO MPOZAIOPIZMO THZ ANOPQMINHZ
OYAOAEZMEYTIKHZ Z®AIPINHZ ZE ANOPQIIINO
OPO

R-CC-100 100 mpoocdiopiopoi

MONO I'lA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO
1. KAINIKEZ EGAPMOTIEX

H avBpwtrivn @uAodeopeutiky o@aipivn (hSHBG) eivalr pia
KUukAo@opouaoa yAukoTrpwTeivn pe poplakd Bdapog trepitrou 90000
(o Mo onpavTikég poAog Tng SHBG eival wg TTpwTeivn pETaPopdg
yla 010Tpoyova Kal avdpoyova oTnV TTEPIPEPIKT) KUKAOPOpIa).

To emimedo TG avBpWITIVNG YUAOBECUEUTIKAG oQaIpivng augdveTal
amé Ta oigTpoydva kKatd Tn didpkeia TNG KUNONG Kal amoé TG
BupeoeldIkEG oppodveg. To etmimedo Tng SHBG peiwveral amd Ta
avdpoyova (eEwTePIKA 1 €OWTEPIKA TTApaywyn) Kol  PEPIKA
PAPUOKA.

H pétpnon g SHBG oTtov opd armoteAei emiong €va TTOAU
onUAvTIKG BeikTn €EENIEINOTNTOG Yia TTABACEIG TTou dev oUVOEOVTaI
auoTnpd pe Ta otepoeidn. Ta emimeda NG SHBG ouoxetidovTal
KaAG pe Tn Aeimoupyia Tou Bupeoeldoug Kal BpiokovTal UPNAEG TIMEG
o€ TIEPITITWOEIG MEIWPEVNG NTTOTIKAG Aeimoupyiag OTTwg OTnv
Kippwaon Tou ATTATOG.

2. BAZIKH APXH TOY NMPOZAIOPIZMOY

AuTé TO KIT TTPOCDIOPICUWY gival pia avooopadIoUETPIKT) PEBOBOG
(IRMA), n omoia Pacietal o€ OwANVApIa  ETIOTPWHEVA  ME
MOVOKAWVIKG QvTICWHATA TTOU KATEUBUVOVTal o€ JIOKPITA ETTITOTIA
TOU popiou TG SHBG.

AUo avTiowpoTa GECUEUCNG ETTIOTPWVOVTAI OTO ECWTEPIKO TOIXWHA
Twv owAnvapiwv. H SHBG Twv BabuovounTtwy f Twv OelyudTwy
deopeletal amd autd Ta avTiowpota. [pooBrAkn Tou TpiTou

QVTIOWHOTOG TTOU Eival ONUOCHEVO ME 12514510 oAoKAnpwvel TO
oloTnua, EMTPETTOVIAG TO OXNUOTIONO HIAG YEQUPOG avApeca oTa
EMOTPWHEVA AVTICWHATA KAl TO GNUOCTUEVO AVTICWA.

MeTd TNV TTAUGN, N UTTOAEITTOEVN PadIEVEPYEIQ TTOU DECHEUETAI OTA
owAnvapla oxeTiCeTal aueca pe Tn ouykévipwon tng SHBG oToug
BaBuovountég A Ta deiypara.

H TTpooeKTIK) €TMAOYA TWV TPIWV HPOVOKAWVIKWY QVTICWHATWY
eMTPETTEl UPNAR €18IKOTNTA KAl UWPNAR €uaiocBnaoia Kal OTTOTPETTE
v uTrePBOAIKA €1dIKATNTA TToU aTTOdIBETAl PEPIKEG QOPEG OF
QAVOOOMETPIKOUG TTPoadIopIopoUg pe OU0 HOVOKAWVIKA POVO.

3. NMAPEXOMENA YAIKA

- Ta avmidpacTrpia emapkolv yia 100 Tpoadiopiopoug.

- DuAGooETE TO KIT KOI TA avTIdpaaTApIa oToug 2-8°C.

- H nuepopnvia AAgNG kdaBe avTid®paaTnpiou avaypa@eTal 0TV
ETIKETA.

1. Padievepyog 1xvn0érng: 1 @ioAidio pe 22 ml avr-hSHBG

onuacuévn Pe 125I, o€ PUBUIOTIKS SIGAUNA PWOPOPIKWY TTOU
TepIEXel BSA. Padievépyeia: + 275 kBg. ZuvinpnTika: NaN3 <

0,1%.

2. BaBpovountég: 7 @iaAidia ou mepiéxouv 0,7 ml hSHBG o¢
opd aAdyou, Tpoapaiwpévo. EToiyo  yia  xprion
Suykevipwoelg: 0 - 10 - 25 - 40 - 75 - 125 - 250 nmol/l.
ZuvTnpENTIKO: NaN3 <0,1%.

3. Opog eAéyxou: 1 @iaAidio trou Trepiéxel 0,7 ml avBpwtTivou
opou Trpoapaiwpévou. ‘Etoiyo yia xprion TMa 1 akpiBeig
TINEG, avaTpéfTe OTIG TIMEG TTOU avagépovial oTo QUAAO
0eQOUEVWV TTOIOTIKOU EAEYXOU. ZUVTNPENTIKO: NaN3 <0,1%.
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4. Emotpwpéva cwAnvdpia: 100 cwAnvapia mMOTPWUEVA UE
OU0 POVOKAWVIKG QvTICWUOTO TTOVTIKOU TTOU KaTteuBuvovTal
otnv hSHBG. Ta pn xpnoigotroinuéva cwAnvapia TTPETTEl va
@uAdooovTal o€ Bepuokpacia 2-8° C, TTPOCTATEUPEVA ATTO
TNV vypaacia.

5. AigAupa TTAUONG (CupTTuKVWHEVO 50 X): 1 @iaAidio pe 20
ml puBuioTikoU SiaAvpatog TRIS-HCI pe atmropputravTikokal
ouvTNENTIKO: NaN3 < 0,1%. ZUPTTANPWOTE OTTECTAYUEVO VEPO

péEXpl Ta 1000 ml. To apaiwpévo BiGAupa TTAUGNG eival
aTaBepod yia 2 pfveg oToug 2-8°C.

6. ApaiwTikG: 1 @laAidio TTou TIEPIEXEl 100 ml puBuIoTIKOU
SI0AUPATOG PWOPOPIKWY PE BSA ZuvinpnTiko: NaN3 < 0,1%.

‘ETOINO VIO XPrioNn

4. YNIKA NOY AMAITOYNTAI AAAA AEN
NMAPEXONTAI

- MAaoTIkG dOKIMOOTIKG CwANnvapia

- Bdoeig doKiyaoTIKWwy owAnvapiwy.

- PuBpifépeveg, autOPOTEG PIKPOTTITTETEG ME avaAWaIPa pUyxn.
- Avapeiktng oTpofiAiIopou (TUTTOU Vvortex)

- AloBabuiopévog KUAIVEPOG.

- AvTAia avappd@nong r autoPaTtoTToinuévn CUoKEUR TTAUONG.
- MeTpnTAG OTTIVONPICUWYV Y OKTIVOBOAIQG.

- ATtreoTaypévo vepo.

- AvadeuTApag TPOXIaKAG Kivnong pubuifépevog ota 150 rpm.

5. TPOEIAOMNOIHZEIZ KAI TPO®YAAZEIX

Mpokelpévou va TTAPETE avaTTOPAYWYIMA atroTeAéoparta, 6a

wpETEl va TNPnBoUv ol ak6AoubBol Kavoveg:

- Mnv avauiyviete avTidpaaTAPIa SIGQOPETIKWY TTAPTIOWV.

- Mn xpnoigoTroleiTe avTIdpacTrpla META TNV nuEpopnvia ARgng
TOUG.

- XpnoigoTrolgite TTOAU kKaBapd yudAiva doxeia.

- XpnOoIYoTIoIEiTE  ATTEOTAYUEVO  VEPO, ATTOBNKEUPEVO — OF
KaBapoug TTEPIEKTEG.

- AtropUyeTe TN pOAuvon améd deiyua oe deiypa. MNa 10 okotd
auto, Ba TTPETTEl va XPNOIYOTTOIOUVTal yia KABe Oeiyua Kai

avTidpaaThApio puyxn MIOG XProng.

Mpokeipyévou va atropeuxBei n poAuvon o€ avBpwIiToug Kal GTO
mwepIBdAAov, Ba Tpémel  va  An@Bolv o1  akoAoubeg
TPOPUAGEEIG:

- XpnOIYOTIOIEITE YAVTIA PIOG XPriong OTav XEIPICeaTe dUVNTIKWG
MOAUCHATIKO UAIKO KAl EKTEAEITE TOV TTPOCDIOPIOUO.

- Mnv diavéueTte Ta avTIOPAOTAPIA PE TTITTETA XPNOIUOTTOIVTOG
TO OTOHA OOG.

- Mnv kaTviCeTe, unv TPWTE, PNV TTIVETE KOI PN XPNOIYOTIOIEITE
KOAAUVTIKG KaTtd Tn didpKela Tou TTPoadIopIGHoU.

- ‘OAa 1o UAIKG avBpWwTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNCIKOTToIoUVTal
ylo TNV TTAPOOKEUN auToU TOU KIT £§eTdOTNKAV Kal Bpédnkav
apvnTika yia HBsAg, avti-HIV kai avti-HCV. Emeidn e tou
TTapovTog Kapia egétaon Oev ptropei va eyyunBei Tnv TTARpPN
aTToudia TV 1WV auTwy, 6Aa Ta deiypaTa Kal Ta avTIdpacTrpIa
TIOU XPNOIKOTTIOIOUVTal yIO TOV TIPOCJIOPICUO TIPETTEl Va
Bewpoulvtal wg BuUVNTIKWG MOAUCHOTIKG. ETopévwg, 1O
atméBAnTa petd Tov TPoadiopioud TTPETTEI va UTTORAAAOVTAIl OE
atmoAUpyavon  Kal  va  OTToPPITITOVTal  OUPQWVA  PE  TIG
KaBiepwpéveg dladikaaieg agPaAeiag.

- Ta e0@AekTa UAIKA piag Xpriong TTPETTEI VA OTTOTEQPUWVOVTAI.
Ta pn  e0@Aekta  UAKG  piog  xpAong  TpETel  va
QATTOOTEIPWVOVTAI O€ AUTOKOUOTO €TTi TOUAdYIOTOV 1 wpa o€
Bepuokpacia 121°C.

- 210 Uypa améBAnTa TTPETTEl va TTPOOTIBETAI UTTOXAWPIWOEG
VATpIO 0€ TEAIKN) OUYKEVTPWON 3%. APrOTE TO UTTOXAWPIWDES
varpio va Opdoel emi Touldxiotov 30 Aemtd. Ta uypd
ammoBAnTa TToU TrEPIEXOUV Oo&U TTPETTEl va uTTofdAAovTal o€
€€oudETEPWON PE TIG KATAAANAEG TTO0OTNTEG BAONG TIPIV TNV
ETTECEPYATIA UE TO UTTOXAWPIWDESG VATPIO.

- ATTOoQUYETE TO TITCIAIOUA KOl TO OXNUOTIOPO agPOAUNATOG. Z€
TEPITITWON ToU XuBei TO Uypd, TIAUVETE TIPOOEKTIKA ME
S1dAupa uttoxAwpiwdoug vaTtpiou 3% Kal amoppiyte autd To
KaBapIoTIKG UYPO WG dUVNTIKWG HOAUCHATIKG UAIKO.

- Mepikad avmidpaoTripia TrepiEXouv  adidio Tou vaTpiou wg
ouvtneENTIKG. Mo va aTTOQUYETE T CUCOWPEUCT EKPNKTIKWV
alIdiwv PHETAAWY OTOUG CWAAVEG TNG OTTOXETEUGNG TTOU Eival
amd POAUBdO  Kal XaAkd, Ta  avTIOPOOTAPIO TTPETTEl va
ATTOPPITITOVTOG EETTAEVOVTAG TAUTOXPOVA TNV ATTOXETEUON ME
HEYAAEG TTOCOTNTEG VEPOU.

- H Afqyn, xpron kai amméppiwn padievepywy UAIKWYV (UypwVv Kal
OTEPEWV) UTTOKEITAI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG SIOTAEEIS Twv
TOTTIKWYV QPXWV.

6. ZYAAOI'H AEIrMATQN

Mmopei va xpnoigotroinBei pévo Ociyua opol. Aciypata  uywnAd
NTTaIpIKG A algoAupéva TTPETTEl va atToppiTrTovTal. AlaTnproTe Ta
deiypara otoug 2-8° C yia 7 nuépeg. MNa peyaAitepeg TTePIGAOUG,
ouvioToUPE Vva  Katawuxete Ta Ociygata o€  KAGOPOTQ, O€E
Bepuokpaoia -20°C. H emavelAnuuévn katdyugn Kal ammoyuén Twv
OelyuaTWY Ba TTPETTEI VO OTTOQPEUYETAI.

Mpiv TNV avdAuon, Ta deiypaTta TTPETTEl va apalwvovTal O avaAoyia
1/51 pe 10 apaiwTiKO SHBG wg €€AG:

Agiypa 20 pl + ApaiwTiké SHBG 1 ml

Mnv €mMIXEIPAOETE VA APAIWOETE TOUG BadBuovountég kail Tov
op6 eAéyxou. Eival R8N Tpoapaiwpévol Kail £TOIYOI yia XpRAon.

7. AIAAIKAZIA MEOOAOY:

- Dépete OAa Ta avTidpacTApia kal Ta deiypata e Beppokpacia
dwpaTiou TTpIV aTrd TN XPHRON.

- Mpiv atré Tn xprion, avapei¢Te Ta deiypata ye avaoTpoen.

- MNa 6Aoug Toug BabuovounTég, ouvioTatal OITTAR PETPNON.

1. TlpoetoiydoTte ammAd cwAnvdpla yia TIG JETPAOCEIG TOU IXVNOETN
151 (total") kal €mMOTPWHEVA  OWANVEPID  yia  TOug
BaBuovounTég, Ta deiyparta kal Tov opod EAEYXOU.

2. Aiaveipete pe mméTa 50 pl o Toug BaBuovounTtég, Tov Opo
eAéyxou Kal Ta TTpoapaiwpéva deiypata péca ota KatdAAnAa
EMOTPWHEVA OWANvApIa. AlaveideTe ue TNV TITTETA KaTeuBeiav
oToV TTUBPEVA TWV CWANVapIwvV.

3. TMpocBéote 200 pl padievepyol IxvnBETn  (avti-hSHBG

onuUacuévn e 125I) o€ 6Aa Ta cwAnvapia. AvayeifTe aroAd Ta
owAnvdpia pe vortex kair €TwdaoTte €mi 90 Aemtd o¢ €vav
avadeuTAPa TPOXIOKNG Kivnong puBuiopévo ota 150 rpm.

4. Avappo@noTe TO TTEPIEXOMEVO KABE CcwAnvapiou, ye e&aipeon
€Keiva TTOU agopolV TIC HETPATEIC Tou 1XvnBET 21 (“total").

5. MMpooBéote 2 ml apaiwpévou OlaAupaTog TTAUONG O€ KABe
gwAnvaplo, pe e€aipean exkeiva TTou agopouv TIG YETPHTEIG TOU
Ixvneétn 21 ("total") kai avappo@roTe TEAEIWS i UETAYYiOTE TO
TTEPIEXOUEVO OE€ ATTOPPOPNTIKO XAPTI.

6. MeTtprioTte TN padievépyela TToU €xel OECUEUTEI OTa cwANvVApIa
emi 1 Aemtd oe peTpnt) Yy akTivoBoAiag. [lpoteivoupe va
eNéyEeTe TO UTTORABPO TOU OPYyAvou TIPIV WETPHOETE TOV
mpoadiopiopd. Mpokeiyévou va atro@UyETE ATTOKAICEIG OTNV
euaIoBNCia Tou CUCTANATOG, TO UTTORABPO TTPETTEN va PEIWBET
O0TO EAAXIOTO 1) va puBuIoTEl KATAAANAQL.
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2XHMA THX ME©OAOY

ZwAnvdpia Métpnon
Ixvneétn I
(total)

BaBuovoun | Opodg | Asiypara
TéG eAéyyxou

AvTiSpaoTnh
plo

BaBuovoun ——— 50
TéG
Opog 50 pl
eAéyyou
Aciypara - 50 pl
IXvnOéTng 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- ETrwdote: 90 AeTrTd, Beppokpacia dwyaTiou, avadeuon (150 rpm)
- Avappo@naTte Kal TTAUveTe: 1 x 2 ml
- MetpAoTe

8. YNOAOrIIZMOZ TQN ANMOTEAEZMATQN

>xedIdoTE mv KQUTTUAN BaBuovéunong o} XopTi
AoyapIBUIKWV/YPAPUIKWY YPa@nUATWY aTToTUTTIWVOVTAG To B/T (%)
TTou uTToAoyileTal yia KGBe BaBuovounTh (Ggovag Twv y) évavt Tng
OXETIKAG OUYKEVTpwOnNG (agovag Twv X). YTroloyiote 10 B/T (%)
KGBe deiypaTog Kal SIaBACTE TN CUYKEVIPWON MPE avaywyn oTnv
KQUTTUAN BaBuovounong.

MAPAAEITMA YTNOAOT IZMOY
O1 Tiyég TTOU avaépovTal TTIo KATW TTPETTEl va BewpnBouv wg

Tapddelyya  kar  Oev  PTOpoUV  va  xpnoigotroinBouv  avti
TIEIPAPATIKWY SESOPEVWIV

OAIkr) TeaTooTeEPOVN (Nmol/l)
FAI = x 100
SHGB (nmol/l)

O “Aeiktng EAeUBepou Avdpoyovou” arroteAei TTOAU  xproiun
napdpsrgo yla TNV agioAdynon Tng UTTEPAvOPOyovaliag o€
yuvaikeg>.

H SHBG ptropei e1miong va XpnoiuoTroinBei yia Tov UTTOAOYIONO TwV
OUYKEVTPWOEWY  €AelBepng  TeOTOOTEPOVNG KAl €AEUBEPNG
010TpadidANG cUPewva pe To vopo dpdang Tng ud(aglz.

10. ANMOAOzH THZ MEOOAOY
EYAIZOHZIA

AvaAuTIKA euaiodnoia

H euaioBnaia utroAoyioTnke pe Baon TNV kKapTUAn BaBuovéunong
KAl EKPPACTNKE WG N eAdYIOTN dOON TToU dEiXVEI oNUAVTIKA dlapopd
améd 10 undeviké Babuovountr) (uéon Ty + 2 T.A.) H d6on auth
eival 0,26 nmoll/l.

AgiToupyikn evaioOnoia
H Aeimoupyikr) euaioBnaia Tou TTPoadIopIcPoU €ival N XaunAOTEPN
TIUA TToU PETPATOl pE OaKpiBeia péyiotng diakipavong 20% petagl
S1aPOopETIKWY TTpoadlopiopwy. MNa Tnv SHBG, n 1 auth ival
MIKp6TEPN aT116 0,3 Nmol/l.

AKPIBEIA

H akpiBeia aflohoyrBnke pe Bdon Tn peTaBAnTéTNTA YIa TOVv idI0
TPoCadIopIoPd  Kal  PETAU  OIAQOPETIKWY  TTPOCdIOPICHWY, OF
OIAPOPETIKEG GUYKEVTPWOEIG AVOAUOUEVNG OUTIaG.

INa Tov idio Tpoodiopioud

Opobg Méon TiuR + Tumr. A N
aroKAIo
n
(nmol/l) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 + 1,3 2,9 20
3 151,5 + 7,9 5,2 20

MeTagu S10¢POPETIKWV TTPOTSIOPICUWV

Mepiypaen Méon iy cpm. | B/T SHGB (nmol/l)
(%0)

Métpnon 1xvneEmn 109800 - -
125 m
CALO 140 0,1 0
CAL1 3572 33 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CAL S5 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
OPOZX EAEIXOY 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
P2 45754 41,7 133,0

9. TIMEZ ANA®OPAX

JuvioTatal KaBe epyaoTrplo va TTpocadiopicel 1o OIKO Tou TTedio
TIMWV ava@opds. O1 TINEG TTOU ava@EépovTal TTo KATW €ival aTTAWG
€VOEIKTIKEG.

SHGB (nmol/l) N

mwedio TIHWV
luvaikeg 20-85 49
Avdpeg 9-55 50

MNoid1d: YwnA ouykévipwon SHBG Ttou Té@Tel, Katd TIg
TEPIOOOUG TNG TTpospnPeiag, epnBeiag kar evnAiKIOTNTAG, OTA
ETMTTEdA TWV EVNAIKWV.

HAikiwpévor eviAikor: ‘Exel avagepbei 6T 1o emimedo 1ng SHBG
augaveTal ye TNV nAIKia oToug evnAikoug.

Kunon: Katd 1n didpkeia TG kunong, 1o emimedo g SHBG
aufavetal aioBnTd, £éwg 200 — 400 nmol/l katd T didpkeia Tou 3%
TpIpfvou®.

Kippwon Tou Amratog: Augnuévn Tiun

To emimedo TG SHBG  TmoikiAAel oe  Sidpopeg
TMaB0PUCIOAOYIKEG KATOOTACEIG:

- H SHBG augavetal pe Ta ouvBeTIKA oI0Tpoyodva, avaAoya HE
TN 840N Kal ToV TUTTO TOU 0IoTPOYSVOUS.

- "Exel avagepOei 6T  SHBG peiwveTal pe T AeBevopyeoTpéAn’.

H ouykévipwon Ttng SHBG pmopei va xpnoigotroinBei  yia

uttoAoylopo Tou “Aeiktn EAeUBepou Avdpoydvou” (FAI :

Opog Méon niuR + Tumr. A N
atmokAio
n
(nmol/l) (%)
1 15,5 + 0,5 2,9 9
2 45,1 + 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9
OPOOTHTA

H opBo6tnTa TNG pEBAdOU Exel agloAoynBei pe dokiyacieg avakTnong
Kal TTapaAAnAicuou.

Aokipacia avaktnong
YTmoBARBnkav o¢ Ookipacia Oeiypata avapePEyuéva HPE iTOUg
6ykoug atréd Kabe BabuovounTn.

Avapevopev | MetpnBeica AvdkTnon
n OUYKEVTPWON
OUYKEVTPWO
n
(nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 - 29,1 -
S1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
S1+ CAL 2 27,0 25,4 93,8
S1+ CAL 3 34,5 32,6 94,3
S1+ CAL 4 52,0 50,4 96,9
S1+ CAL5 77,0 75,7 98,2
S1+ CAL 6 139,5 126,4 90,6
S2 - 43,7 -
S2 + CAL1 26,9 23,8 88,6
S2 + CAL 2 34,4 32,4 94,3
S2 + CAL 3 41,9 39,8 95,0
S2 + CAL 4 59,4 55,7 93,9
S2 + CAL 5 84,4 80,2 95,1
S2 + CAL 6 146,9 131,7 89,7
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Aokipacia TrapaAAnAicuou
Opoi pe uywnAr ouykEvIpwaon avaAuduevng ouciag e¢eTdoTnKav
g€ JIAPOPETIKEG APAIWOTEIG PE TO UNOEVIKG BabuovounTr).

. Avapevopev | MetpnBeica Avdktnon
Apaiwon n A T %)
(nmol/l) (nmol/l)

S1 pn apaiwpévo - 58,1 -
1/1,5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
S2 pn apaiwpévo - 88,0 -
1/1,5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

OAINOMENO ArKIZTPOY (HOOK)
Acgiyparta 1mou epBoMidoTnkav pe kekaBapuévn hSHBG éwg 1.000
nmol/l €dwoav TIHEG uWnAOTEPEG atrd Tov TeEAEuTaio BaBuovounTn.

Mrropeite va kateBaoete 10 TTAPOV EVOETO QUAAAGDIO odnylwv
xpong Méow  Tou  OIadIkTUou  ammd TNV I0TOoEAIda
www.zentech.be

FRANCAIS

DOSAGE RADIO-IMMUNOMETRIQUE POUR LA
DETERMINATION QUANTITATIVE DE LA
GLOBULINE DE LIAISON DE L'HORMONE
SEXUELLE HUMAINE DANS LE SERUM HUMAIN
R-CC-100 - 100 Déterminations

UNIQUEMENT A USAGE DIAGNOSTIQUE IN
VITRO

1. APPLICATIONS CLINIQUES

La globuline de liaison de I'hormone sexuelle humaine (hSHBG)
est une glycoprotéine circulante d'un poids moléculaire d'environ
9000 (le réle principal de la SHBG est le transport des cestrogénes
et des androgénes dans la circulation périphérique).

Le taux de la globuline de liaison de I'hormone sexuelle augmente
sous l'action des cestrogenes de la grossesse et des hormones
thyroidiennes. Le taux de SHBG diminue sous l'action des
androgenes (production externe et interne) et de quelques
médicaments.

Le dosage de la SHBG dans le sérum est également un important
index d'évolution des maladies non exclusivement liées aux
stéroides. Les taux de SHBG sont bien corrélés avec la fonction
thyroidienne et augmentent lors d'une diminution de la fonction
hépatique et dans la cirrhose.

2. PRINCIPE DE L'ANALYSE

Cette trousse d'analyse est un dosage radio-immunométrique
(IRMA) basé sur des tubes tapissés d'anticorps monoclonaux
dirigés contre différents épitopes de la molécule de SHBG.

Deux anticorps de capture sont adsorbés sur la paroi intérieure des
tubes. La SHBG des calibrateurs ou des échantillons est capturée
par ces anticorps. L'addition d'un troisiéme anticorps marqué a

liodel25 compléte le systéme, permettant la formation d'un pont
entre les anticorps adsorbés et I'anticorps marqué.

Aprés lavage, la radioactivité liée restant dans les tubes est
directement proportionnelle & la concentration en SHBG des
calibrateurs ou des échantillons.

Un choix judicieux des trois anticorps monoclonaux permet
d'obtenir une spécificité et une sensibilité élevées et évite I'excés
de spécificité qui est parfois reproché aux dosages
immunométriques n'utilisant que deux anticorps.

3. REACTIFS FOURNIS AVEC LA TROUSSE

- Les réactifs sont suffisants pour 100 déterminations.
- Stocker les kits et les réactifs a 2-8C.
- La date d'expiration de chaque réactif est inscrite sur I'étiquette.

1. Traceur radioactif: 1 flacon de 22 ml d'anti-hSHBG marqué a
I''*®* dans un tampon phosphate contenant de la SAB.
Radioactivité : + 275 kBqg. Conservateur : NaN3 < 0,1%.

2. Calibrateurs : 7 flacons contenant 0,7 ml de hSHBG dans du
sérum de cheval, prédilués. Préts a I'emploi. Concentrations : 0 - 10
-25-40-75-125 - 250 nmol/. Conservateur : NaN3 <0,1%.

3. Controle : 1 flacon contenant 0,7 ml de sérum humain, prédilué.
Prét a lI'emploi. Pour la valeur exacte, se référer a la fiche
technique du contréle de qualité.  Conservateur: NaN; (<0,1%).

4. Tubes coatés: 100 tubes tapissés de deux anticorps
monoclonaux dirigés contre la hSHBG. Les tubes non utilisés
doivent étre conservés a 2-8TC, protégés de I'hnumid ité.

5. Solution de lavage (concentrée 50 x): 1 flacon de 20 ml de
tampon TRIS-HCL avec un détergent. Conservateur : NaN;z < 0,1%.
Porter a 1000 ml avec de l'eau distillée. La solution de lavage
diluée est stable pendant 2 mois entre 2 et 8C.

6. Diluant: 1 flacon contenant 100 ml d'une solution de tampon
phosphate avec de la SAB. Conservateur : NaN, < 0,1%. Prét a

I'emploi.
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4. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

- Tubes a essai en plastique.

- Portoir pour tubes & essai.

- Micropipettes automatiques réglables avec pointes jetables.
- Vortex.

- Cylindre gradué.

- Pompe d’aspiration ou dispositif de lavage automatique.

- Compteur de rayons gamma.

- Eau distillée.

- Agitateur orbital réglable a 150 tpm

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Afin d'obtenir des résultats reproductibles, les ré gles

suivantes doivent étre respectées:

- Ne pas mélanger les réactifs de lots différents.

- Ne pas utiliser de réactifs aprés leur date de péremption.

- Utiliser de la verrerie parfaitement propre.

- Utiliser de l'eau distillée conservée dans des réservoirs
propres.

- Eviter toute contamination des échantillons. Pour ce faire,
utiliser des embouts jetables pour chaque échantillon et
réactif.

Afin d'éviter une contamination du personnel ou de
I'environnement, les précautions suivantes doivent étre
respectées:

- Utiliser des gants jetables lors de l'utilisation de matériel
potentiellement infectieux et de la réalisation du dosage.

- Ne pas pipeter les réactifs avec la bouche.

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

- Tout le matériel d'origine humaine utilisé pour la préparation
de cette trousse a été testé et trouvé négatif pour les HBsAg,
anti-HIV et anti-HCV. Etant donné qu'aucun test actuel ne peut
garantir totalement l'absence de ces virus, tous les
échantillons et réactifs utilisés pour le dosage doivent étre
considérés comme potentiellement infectieux. Tous les
déchets produits lors du dosage doivent dés lors étre
décontaminés et éliminés en respectant les procédures de
sécurité. Le matériel jetable combustible doit étre incinéré. Le
matériel jetable incombustible doit étre stérilisé a l'autoclave
pendant au moins 1 heure a 121<T. |l faut ajouter de
I'nypochlorite de soude aux déchets liquides de maniere a
obtenir une concentration finale de 3%. Laisser agir
I'hypochlorite pendant au moins 30 minutes. Les déchets
liquides contenant de I'acide doivent étre neutralisés avec la
guantité adéquate de base avant d'étre traités a I'nypochlorite
de soude.

- Eviter les éclaboussures et la formation d'aérosol. En cas
d'éclaboussure, laver soigneusement avec une solution
d'hypochlorite de soude a 3% et éliminer ce liquide de lavage
avec les déchets potentiellement infectieux.

- Certains réactifs contiennent de l'azoture de sodium comme
agent conservateur. Afin de prévenir la formation d'azotures de
métal explosifs dans les canalisations de plomb ou de cuivre,
éliminer les réactifs en ringant les canalisations avec une
grande quantité d'eau.

- L'acquisition, le stockage, I'utilisation et ['élimination de
matériel radioactif (liguide et solide) sont soumis a la
réglementation des autorités locales.

6. ECHANTILLONS A TESTER

Seuls les échantillons de sérum peuvent étre utilisés. Les
échantillons hyperlipémiques ou hémolysés doivent étre écartés.
Conserver les échantillons a 2-8C pour 7 jours; po ur une plus
longue période il est conseillé de congeler les échantillons a —20<C.
La congélation et la décongélation des échantillons devraient étre
évitées.

Avant de commencer I'analyse, les échantillons doivent étre dilués
a 1/51 dans le diluant SHBG de la maniere suivante :

20 pl d'échantillon + 1 ml de diluant SHBG.

Ne pas diluer les calibrateurs et le sérum de contr  Ole.
lls sont déja prédilués et préts a I'emploi.

7. REALISATION DU DOSAGE

- Ramener tous les réactifs et les échantillons a température
ambiante avant I'utilisation.

- Avant I'utilisation, mélanger les échantillons par inversion

- Pour tous les calibrateurs, un dosage en double est
recommandé.

1. Préparer des tubes non coatés pour I'Activité Totale et des
tubes coatés pour les calibrateurs, les échantillons et les
controles.

2. Pipeter 50 pl de calibrateurs, sérum de contréle et échantillons
prédilués dans les tubes coatés correspondants. Pipeter
directement dans le fond des tubes.

3. Ajouter 200 pl de traceur radioactif (anti-hSHBG marqué a
I'**®) dans tous les tubes. Mélanger doucement les tubes au
vortex et incuber pendant 90 minutes sur un agitateur orbital
réglé a 150 tpm.

4. Aspirer le contenu de chacun des tubes excepté les tubes
pour l'activité totale.

5. Ajouter 2 ml de solution de lavage diluée a chacun des tubes
excepté les tubes pour l'activité totale et aspirer a fond tous
les tubes ou en décanter le contenu sur du papier absorbant.

6. Compter la radioactivité dans les tubes pendant 1 minute en
utilisant un compteur gamma. Nous suggérons de vérifier le
bruit de fond de l'instrument avant de réaliser I'analyse. Afin
d'éviter des variations de la sensibilité du systeme, le bruit de
fond devrait étre réduit & un minimum ou étre ajusté
correctement.

SCHEMA DU DOSAGE

Tubes Activité Calibrateurs | Contréle | Echant.
Totale
Réactif
Calibrateur - 50 pl
Controles 50 pl
Echantillons 50 pl
Traceur 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Incubation: 90 min. a température ambiante sous agitation (150
tpm)

- Aspiration et lavage : 1 x 2 ml

- Comptage

8. CALCUL DES RESULTATS

Tracer la courbe d'étalonnage sur un papier semi-logarithmique en
reportant le B/T (%) obtenu pour chaque calibrateur (axe des y) en
fonction de la concentration relative (axe des x). Calculer le B/T (%)
pour chaque échantillon et lire la concentration par interpolation sur
la courbe d'étalonnage.
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EXEMPLE DE CALCUL

Les valeurs rapportées ci-dessous doivent étre considérées comme
un exemple et ne peuvent étre utilisées a la place des données
expérimentales.

Description Moyenne B/IT SHBG
cpm (%) (nmol/l)

Activité Totale (T) 109800 - -
CALO 140 0,1 0
CAL1 3572 3,3 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CALS5 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
CONTROLE 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
P2 45754 41,7 133,0

9. VALEURS DE REFERENCE

Il est recommandé que chaque laboratoire détermine ces propres
intervalles de référence. Les valeurs rapportées ci-dessous le sont
seulement a titre indicatif.

Intra-analyse

Serum Moyenne * D.S. C.V. N
(nmol/ml) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 * 1,3 2,9 20
3 151,5 + 7,9 5.2 20

Inter-analyse

Fourchette SHBG (nmol/l) N
Hommes 20 - 85 49
Femmes 9-55 50

Enfants : une forte concentration en SHBG diminuant pendant les
périodes prépubertaire, pubertaire et I'adolescence jusqu'aux taux
adultes.

Personnes agées : on rapporte que, chez 'adulte, le taux de
SHBG augmente avec I'age.

Grossesse : pendant la grossesse, le taux de SHBG augmente
considérablement jusqu'a 200 & 400 nmol/l pendant le 3° trimestre®.
Cirrhose du foie :augmenté.

Le taux de SHBG varie dans différents états patholo  giques :

- La SHBG est augmentée par les cestrogenes synthétiques en
fonction de la dose et du type d'oestrogene®.

- On a rapporté que la SHBG est diminuée par le
levenorgestrel®.

La concentration en SHBG peut étre utilisée pour calculer I'index
d'androgéne libre (“Free Androgen” FAI9 :

Testostérone totale (nmol/l)
FAI = x 100
SHBG (nmol/l)

L'index “d'androgéne libre " est un paramétre trés utile pour évaluer
I'hyperandrogénisme chez la femme>**.

La SHBG peut aussi étre utilisée pour calculer les concentrations
en testostérone libre et en cestradiol libre selon la loi de I'action de
masse™.

10. PERFORMANCE DU DOSAGE

SENSIBILITE

Sensibilité analytique
La sensibilité a été calculée sur base de la courbe d'étalonnage et
exprimée comme dose minimale montrant une différence
significative du Calibreur Zéro (valeur moyenne + 2 D.S.). Cette
dose est 0,26 nmol/l.

Sensibilité fonctionnelle

La sensibilité fonctionnelle d'analyse est la valeur la plus basse qui
est mesurée avec une précision de maximum 20% de variation
inter-analyse. Pour la SHBG, cette valeur est de 0,3 nmol/l.

PRECISION
La précision a été évaluée sur la variabilité intra et inter-analyse a
différentes concentrations de I'analyte.

Serum Moyenne + D.S. C.Vv. N
(nmol/ml)
1 15,5 + 0,5 2,9 9
2 45,1 * 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9
EXACTITUDE

L'exactitude de la méthode a été vérifiee par les tests de
récupération et de parallélisme.

Test de récupération

Les échantillons, mélangés avec les volumes égaux de chaque
calibrateur, ont été testés.

Prévu Mesuré Récupération

(nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 - 29,1 -
S1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
S1+ CAL2 27,0 254 93,8
S1+ CAL 3 34,5 32,6 94,3
S1+ CAL 4 52,0 50,4 96,9
S1+ CALS 77,0 75,7 98,2
S1+ CAL 6 139,5 126,4 90,6
S2 - 43,7 -
S2+ CAL1 26,9 23,8 88,6
S2 + CAL 2 34,4 32,4 94,3
S2 + CAL 3 419 39,8 95,0
S2+ CAL4 59,4 55,7 93,9
S2 + CAL S5 84,4 80,2 95,1
S2 + CAL 6 146,9 131,7 89,7

Test de parallélisme.
Les sérums de concentration élevée en analyte ont été testés a
différentes dilutions avec le Calibreur Zéro.

I Prévu Mesuré Récupération

Dilution (nmol/l) (nmol/l) (%)
S1 non dilué - 58,1 -
1/1,5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
S2 non dilué - 88,0 -
1/1,5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

EFFET CROCHET

Des échantillons enrichis avec de I'hSHBG purifiée jusqu'a 1.000
nmol/l donnent des valeurs supérieures au dernier calibrateur.

Ce mode opératoire peut étre téléchargé sur notre site
www.zentech.be
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NEDERLANDS

IMMUNORADIOMETRISCHE ASSAY VOOR DE
KWANTITATIEVE BEPALING VAN HUMAAN
GESLACHTSHORMOON-BINDEND GLOBULINE IN
HUMAAN SERUM

R-CC-100 - 100 tests

UITSLUITEND VOOR DIAGNOSTISCH GEBRUIK IN
VITRO

1. KLINISCHE TOEPASSINGEN

Humaan geslachtshormoon-bindend globuline (hSHBG) is een
circulerend glycoproteine met een moleculair gewicht van ongeveer
90.000 (de belangrijkste rol van SHBG is die als transporteiwit voor
oestrogenen en androgenen in de perifere circulatie).

De concentratie van het geslachtshormoon-bindend globuline
verhoogt door oestrogenen, tijdens de zwangerschap en door
thyroidhormonen. De  SHBG-concentratie  verlaagt  door
androgenen (externe of interne productie) en door sommige
geneesmiddelen.

De meting van SHBG in serum is ook zeer belangrijk om de
evolutie te volgen van aandoeningen die niet strikt verband houden
met steroiden. SHBG-concentratie staat in nauw verband met de
schildklierfunctie en hoge waarden worden waargenomen bij
patiénten met een verminderde leverfunctie, zoals bij cirrose.

2. PRINCIPE VAN DE ASSAY

Deze testkit is een immunoradiometrische assay (IRMA),
gebaseerd op met monoklonale antilichamen gecoate buisjes, die
gericht zijn tegen specifieke epitopen van de molecule van SHBG.

De binnenwand van de buisjes zijn met twee vangantilichamen
gecoat. SHBG van de kalibratoren of van de monsters wordt door
deze antilichamen gevangen. Toevoeging van het derde met

125jood gelabelde antilichaam vervolledigt het systeem, waardoor

het mogelijk is een brug te vormen tussen de gecoate antilichamen
en het gelabelde antilichaam.

Na het wassen is de resterende radioactiviteit, gebonden aan de
buisjes, recht evenredig met de SHBG-concentratie in de
kalibratoren of de monsters.

Door de zorgvuldige keuze van de drie monoklonale antilichamen is
een hoge specificiteit en een hoge gevoeligheid mogelijk, terwijl
een bovenmatige specificiteit — die men soms de immunometrische
assays met slechts twee monoklonalen verwijt — wordt vermeden.

3. GELEVERDE MATERIALEN

- De reagentia zijn voldoende voor 100 tests.

- Bewaar de kit en de reagentia bij 2 — 8 .

- De houdbaarheidsdatum van elk reagens staat op het etiket
vermeld.

1. Radioactieve tracer: 1 flacon met 22 ml anti-hSHBG,

gelabeld met 125|, in een fosfaatbuffer met BSA.
Radioactiviteit: + 275 kBq. Bewaarmiddel: NaN3 <0,1%.

2. Kalibratoren : 7 flacons met 0,7 ml hSHBG in paardenserum,
vooraf verdund. Klaar voor gebruik. Concentraties: 0 — 10 —
25 — 40 — 75 — 125 — 250 nmol/l. Bewaarmiddel: NaN3 <

0,1%.

3. Controle: 1 flacon met 0,7 ml vooraf verdund humaan serum.
Klaar voor gebruik. Raadpleeg de waarden vermeld op het
informatieblad van de kwaliteitscontrole voor de ex acte
waarden. Bewaarmiddel: NaN3 <0,1%.

4. Gecoate buisjes: 100 buisjes, gecoat met twee muis-
monoklonale antilichamen, gericht tegen hSHBG. Niet-
gebruikte buisjes moeten bij 2 -8 T en beschermd tegen
vocht worden bewaard.

5. Wasoplossing (50 x geconcentreerd): 1 flacon met 20 ml
TRIS-HCI-buffer met detergens. Bewaarmiddel: NaN3 <0,1%.

Vul aan tot 1.000 ml met gedestilleerd water. De verdunde
wasoplossing blijft gedurende 2 maanden houdbaar bij 2 —
8 C.

6. Verdunningsvloeistof: 1 flacon met 100 ml
fosfaatbufferoplossing met BSA. Bewaarmiddel: NaN,_ <

0,1%. Klaar voor gebruik.

4. VEREISTE MAAR NIET
MATERIALEN

GELEVERDE

- Plastic proefbuisjes.

- Rek voor proefbuisjes.

- Regelbare, automatische micropipetten met wegwerptippen.
- Vortexmenger.

- Maatcilinder.

- Aspiratiepomp of geautomatiseerd wasapparaat.

- Gamma scintillatieteller.

- Gedestilleerd water.

- Rondschudapparaat, instelbaar op 150 toeren per minuut.

5. WAARSCHUWINGEN EN
VOORZORGSMAATREGELEN

Om reproduceerbare resultaten te verkrijgen, moeten de

volgende regels in acht worden genomen:

- Reagentia van verschillende charges mogen niet worden
gemengd.

- Gebruik de reagentia niet langer dan de aangegeven
vervaldatum.

- Gebruik glaswerk, dat grondig werd gereinigd is.

- Gebruik gedestilleerd water, dat wordt bewaard in een
propere verpakking.

- Vermijd besmettingen bij monsters onderling. Gebruik daarom
wegwerptips voor elk monster en reagens.

Om persoonlijke besmetting en besmetting van de omg eving
te vermijden, dienen de volgende voorzorgsmaatregel en in
acht te worden genomen:

- Gebruik wegwerphandschoenen als u met potentieel
infectieus materiaal werkt en als u het assay uitvoert.

- Pipetteer de reagentia niet met de mond.

- Niet roken, eten, drinken of cosmetica aanbrengen tijdens het
assay.

- Alle materialen van menselijke oorsprong die voor de
bereiding van deze kit worden gebruikt, gaven een negatief
resultaat voor HbsAg, anti-HIV en anti-HCV. Aangezien op dit
moment geen enkele test de volledige afwezigheid van deze
virussen kan garanderen, dienen alle voor dit assay gebruikte
monsters en reagentia als potentieel infectieus materiaal te
worden beschouwd. Daarom dient het afval naar aanleiding
van de test te worden ontsmet en te worden weggegooid in
overeenstemming met de vastgelegde veiligheidsprocedures.
Ontvlambare wegwerpmaterialen moeten worden verbrand;
niet-ontvlambare wegwerpmaterialen moeten gedurende ten
minste 1 uur bij 121 € worden gesteriliseerd in een
autoclaaf.

- Aan vloeibaar afval moet natriumhypochloriet met een
eindconcentratie van 3% worden toegevoegd. Laat het
hypochloriet gedurende ten minste 30 minuten werken.
Vloeibaar afval dat een zuur bevat, moet met de
desbetreffende  hoeveelheid van een base worden
geneutraliseerd alvorens te behandelen met
natriumhypochloriet.
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- Vermijd spatten en aérosolvorming. Indien er werd gemorst,
dient er zorgvuldig met een oplossing van 3%
natriumhypochloriet te worden gewassen en dient deze
reinigingsvloeistof te worden weggegooid als zijnde potentieel
infectieus afval.

- Sommige reagentia bevatten natriumazide als
conserveermiddel. Om  ophoping van  explosieve
metaalaziden in loden en koperen afvoerleidingen te
vermijden, dienen reagentia te worden afgevoerd door de
afvoerleidingen ruimschoots met water na te spoelen.

- Aankoop, opslag, gebruik en vernietiging van (vloeibare en
vaste) radioactieve materialen zijn onderworpen aan de
voorschriften en verordeningen van de lokale autoriteiten.

6. MONSTERNAME

Enkel een serummonster mag worden gebruikt. In hoge mate
lipemische of gehemolyseerde monsters moeten worden
afgevoerd. Bewaar monsters gedurende 7 dagen bij 2-8 C.
Indien de monsters gedurende langere tijd worden bewaard,
verdient het aanbeveling ze in aliquots in te vriezen bij —20 C. De
monsters herhaaldelijk invriezen en ontdooien dient te worden
vermeden.

Voorafgaand aan de analyse moeten de monsters 1:51 worden
verdund in de SHBG-verdunningsvloeistof. Dat gebeurt als volgt:

20 pl monster + 1 ml SHBG-verdunningsvloeistof

Niet proberen de kalibratoren en het controleserum te
verdunnen.
Zij zijn reeds vooraf verdund en zijn klaar voor ge  bruik.

7. ASSAYPROCEDURE

- Laat alle reagentia en monsters — véo6r gebruik — op
kamertemperatuur komen.

- Meng de monsters — vé6r gebruik — door ze om te keren.

- Voor alle kalibratoren wordt een tweede meting aanbevolen.

1. Bereid onbehandelde buisjes voor de totaaltellingen en gecoate
buisjes voor de kalibratoren, de monsters en de controle.

2. Pipetteer 50 pl van de kalibratoren, het controleserum en de
vooraf verdunde monsters in het betreffende gecoate buisje.
Pipetteer rechtstreeks op de bodem van de buisjes.

3. Voeg 200 pl radioactieve tracer (met 125, gelabeld anti-
hSHBG) aan alle buisjes toe. Meng de buisjes voorzichtig op
een vortex en incubeer gedurende 90 minuten op een
rondschudapparaat, ingesteld op 150 toeren per minuut.

4. Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de buisjes
voor de totaaltellingen) op.

5. Voeg 2 ml van de verdunde wasoplossing aan elk buisje (met
uitzondering van de buisjes voor de totaaltellingen) toe en zuig
grondig op of giet de inhoud van alle buisjes over op
absorberend papier.

6. Tel de aan de buisjes gebonden radioactiviteit gedurende 1
minuut in een gammateller. Wij bevelen aan om de achtergrond
van het apparaat te controleren alvorens te tellen. Om variaties
in de systeemgevoeligheid te voorkomen, moet de achtergrond
tot een minimum worden beperkt of op de juiste manier worden
aangepast.

SCHEMA VAN DE ASSAY

8. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Teken de kalibratiecurve op lineair-logaritmisch millimeterpapier
door de voor elke kalibrator verkregen B/T (%) (y-as) uit te zetten
tegen de relatieve concentratie (x-as). Bereken voor elk monster de
B/T (%) en lees door interpolatie de concentratie af op de
kalibratiecurve.

VOORBEELD VOOR BEREKENING
De hieronder vermelde waarden moeten als voorbeeld worden

beschouwd en mogen niet als experimentele gegevens worden
gebruikt.

Beschrijving Gemiddelde BIT SHBG
cpm (%) (nmol/l)

Totale activiteit (T) 109800 - -
CALO 140 0,1 0
CAL1 3572 3,3 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CALS5 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
CONTROL 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
P2 45754 41,7 133,0

Buisjes Totale Kalibratore | Control | Monsters
activiteit n e

Reagens
Kalibratore 50 pl
n
Controle - 50 pl
Monsters 50 pl
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Incubeer: gedurende 90 min. bij kamertemperatuur in een
rondschudapparaat (150 toeren per minuut).

- Zuig op enwas: 1 x met 2 ml.

- Tel.

9. REFERENTIEWAARDEN

Het verdient aanbeveling dat elk laboratorium zijn eigen referentie-
interval bepaalt. De hieronder vermelde waarden dienen uitsluitend
als richtlijn.

SHBG (nmol/l) N

bereik
Vrouwen 20 -85 49
Mannen 9-55 50

Kinderen: hoge SHBG-concentratie, die tijdens de pre-puberteit,
puberteit en adolescentie daalt tot de concentratie zoals bij een
volwassene.

Oudere volwassenen: er is gerapporteerd dat de SHBG-
concentratie met de leeftijd toeneemt.

Zwangerschap: tijdens de zwangerschap stijgt de SHBG-
concentratie aanzienlijk, tot 200 —400 nmol/l tijdens de 3%
trimester”.

Levercirrose: verhoogd.

De SHBG-concentratie varieert bij verschillende
fysiopathologische toestanden:

- SHBG verhoogt door synthetische oestrogenen, afhankelijk
van de dosis en het type oestrogeen’.
- Er is gerapporteerd dat SHBG verlaagt door levenorgestrel®.

De SHBG-concentratie kan worden gebruikt om de ‘“vrije
androgenenindex” (FAI; Free Androgen Index) te berekenen:

Totaal testosteron (nmol/l)
FAI = x 100
SHBG (nmol/l)

De “vrije androgenenindex” is een zeer nuttige parameter om
hyperandrogenisme bij vrouwen te beoordelen®*,

Bovendien kan SHBG worden gebruikt om de spiegel van vrije
testosteron en vrije oestradiol te berekenen overeenkomstig de wet
van de massawerking'2.

10. EIGENSCHAPPEN VAN DE ASSAY
GEVOELIGHEID

Analytische gevoeligheid

De gevoeligheid werd berekend op basis van de kalibratiecurve en
werd uitgedrukt als de minimumdosis die een significant verschil
laat zien ten opzichte van de nulkalibrator (gemiddelde waarde + 2
SD). Deze dosis bedraagt 0,26 nmol/l.
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Functionele gevoeligheid

De functionele assaygevoeligheid is de laagste waarde die wordt
gemeten met een precisie die een variatie van maximaal 20%
tussen de tests toelaat. Voor SHBG bedraagt de waarde minder
dan 0,3 nmol/l.

PRECISIE

De precisie werd beoordeeld aan de hand van de variabiliteit
binnen een test en tussen tests bij verschillende
analytconcentraties.

Binnen een test

Serum Gemiddelde =+ SD VC N
(nmol/l) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 + 1,3 2,9 20
3 1515 + 7,9 5,2 20

Tussen tests

Serum Gemiddelde + SD VC N
(nmol/l) (%)
1 15,5 * 0,5 2,9 9
2 45,1 + 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9

NAUWKEURIGHEID
De nauwkeurigheid van de methode werd beoordeeld door een
recovery- en een parallellismetest.

Recovery-test
Monsters, gemengd met een gelike hoeveelheid van elke
kalibrator, werden getest.

Verwacht Gemeten Recovery

(nmol/l) (nmol/l) (%)
M1 - 29,1 -
M1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
M1+ CAL2 27,0 25,4 93,8
M1+ CAL3 34,5 32,6 94,3
M1+ CAL4 52,0 50,4 96,9
M1+ CALS 77,0 75,7 98,2
M1+ CAL6 139,5 126,4 90,6
M2 - 43,7 -
M2+ CAL1 26,9 23,8 88,6
M2+  CAL2 34,4 32,4 94,3
M2+ CAL3 41,9 39,8 95,0
M2+ CAL4 59,4 55,7 93,9
M2+ CALS5 84,4 80,2 95,1
M2+ CAL6 146,9 131,7 89,7

Parallellismetest
Sera met een hoge analytconcentratie werden bij verschillende
verdunningen met de nulkalibrator getest.

. Verwacht Gemeten Recovery

Verdunning (nmol/l) (nmol/l) (%)
M1 onverdund - 58,1 -
1/1,5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
M2 onverdund - 88,0 -
1/1,5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

“HOOK” EFFECT
Monsters, gespiket met gezuiverd hSHBG tot 1.000 nmolll,
leverden hogere waarden op dan de laatste kalibrator.

Deze bijsluiter kan op www.zentech.be worden gedownload.

POLSKI

TEST RADIOIMMUNOMETRYCZNY DO
ILOSCIOWEGO OZNACZANIA LUDZKIEJ
GLOBULINY WIAZACEJ HORMONY PLCIOWE W
LUDZKIEJ SUROWICY KRWI

R-CC-100 - 100 oznaczen

WYLACZNIE DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE
IN VITRO

1. ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Ludzka globulina wigzaca hormony piciowe (hSHBG) jest
glikoproteing o ciezarze czasteczkowym 90000 wystepujaca w
krazeniu (najwazniejsza rolg SHBG jest funkcja biatka
przenoszacego dla estrogenéw i androgenéw w krazeniu
obwodowym).

Poziom globuliny wigzacej hormony piciowe zwiekszajg estrogeny,
okres cigzy oraz hormony tarczycy. Poziom SHBG obnizajg
androgeny (produkcja zewnetrzna lub wewnetrzna) oraz niektére
leki.

Pomiar stezenia SHBG w surowicy stanowi réwniez niezwykle
wazny wskaznik rozwoju choréb niescisle powigzanych ze
steroidami. Poziomy SHBG dobrze korelujg z funkcjonowaniem
tarczycy, a wysokie wartosci wystepujg w przypadkach zaburzonej
funkcji watroby, np. przy marskosci watroby.

2. ZASADA DZIALANIA TESTU

Niniejszy zestaw testowy jest testem immunoradiometrycznym
(IRMA) opartym na wykorzystaniu probéwek optaszczonych
przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciw réznym
epitopom czasteczki SHBG.

Wewnetrzne $cianki  proboéwek optaszczone sg dwoma
przeciwciatami wychwytujacymi. SHBG zawarta w kalibratorach lub
w probkach zostaje wychwycona przez te przeciwciata. Dodanie
trzeciego przeciwciata znakowanego jodem-125 (I**®) uzupetnia
system, pozwalajac na powstanie mostu pomiedzy przeciwciatami
opfaszczajgcymi i przeciwcialem znakowanym.

Po odmyciu, promieniotworczosé, ktéra pozostata w probowkach
jest Scisle powigzana ze stezeniem SHBG w Kkalibratorach lub w
prébkach.

Staranny dobér trzech przeciwciat monoklonalnych zapewnia
wysokg swoistos¢ i wysokg czulos¢ oraz pozwala unikngé
nadmiernej swoistosci, ktoérg czasami zarzuca sie testom
immunometrycznym wykorzystujgcym tylko dwa przeciwciata
monoklonalne.

3. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE W ZESTAWIE

- llo$¢ odczynnikéw wystarcza na 100 oznaczen.

- Zestaw i odczynniki przechowywaé¢ w temperaturze 2-8C.

- Data waznosci kazdego odczynnika podana jest na etykiecie.

1. Znacznik izotopowy: 1 fiolka zawierajaca 22 ml **| anty-
hSHBG, w buforze fosforanowym 2z albuming surowicy
wolowej. Promieniotwérczosé: + 275 kBg/fiolke. Srodek
konserwujacy: NaN3 (<0,1%).

2. Kalibratory: 7 fiolek zawierajgcych 0,7 ml hSHBG w
surowicy konskiej, wstepnie rozcienczonej. Gotowe do
uzycia. Stezenia: 0 - 10 - 25 - 40 - 75 - 125 - 250 nmol/l.
Srodek konserwujacy: NaNs (<0,1%).

3. Kontrola: 1 fiolka zawierajaca 0,7 ml surowicy ludzkiej
wstepnie rozcienczonej. Gotowe do uzycia. Dokladn q
warto $¢ nalezy uzyska € z karty charakterystyki kontroli
jako $ci. Srodek konserwujacy: NaNs (<0,1%).

4. Probéwki z warstw g przeciwciat: 100 probowek
optaszczonych dwoma mysimi przeciwciatami
monoklonalnymi skierowanymi przeciw hSHBG.
Niewykorzystane probéwki nalezy przechowywaé w
temperaturze 2-8C , chroni ¢ przed wilgocia.
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5- Roztwoér odmywaj acy (50-krotnie st ezony): 1 fiolka z 20 ml
bufora Tris-HCI z detergentem i konserwantem NaN; (<0.1%).
Uzupetni¢ do 1000 ml wodg destylowana. Tak rozciefnczony
roztwér odmywajacy jest stabilny przez 2 miesigce przy
przechowywaniu w temperaturze 2-8C.

6. Rozcie ficzalnik : 1 fiolka zawierajgca 100 ml roztworu buforu
fosforanowego z albuming surowicy wotowej. Srodek
konserwujacy: NaN3 (<0,1%). Gotowe do uzycia.

4. MATERIALY KONIECZNE A NIEDOSTARCZONE
W ZESTAWIE.

- Plastikowe probéwki

- Stojaki do probowek.

- Automatyczne mikropipety z jednorazowymi koncowkami.
- Wytrzasarka typu Vortex.

- Menzurka.

- Myjka lub urzadzenie do mycia probowek.

- Licznik scyntylacyjny gamma.

- Woda destylowana.

- Mieszadto z regulacja - 150 obrotéw na minute.

5. OSTRZEZENIA

Aby otrzymywa € powtarzalne wyniki, nale zy sie stosowa ¢ do

nast epujacych zasad:

— Nie miesza¢ odczynnikéw z r6znych partii.

— Nie uzywa¢ odczynnikdw po uptywie terminu waznosci.

- Uzywac doktadnie umytego szkta laboratoryjnego.

- Uzywa¢ wody destylowanej przechowywanej w czystych
pojemnikach.

— Unika¢ zakazenia probek, w tym celu nalezy do kazdej prébki i
odczynnika uzywac¢ jednorazowych koncéwek.

W celu unikni ecia zaka zenia wiasnego oraz srodowiska, nale zy

sie stosowa € do nast epujacych ostrze zen:

- Uzywa¢ jednorazowych rekawiczek podczas pracy z
materialem potencjalnie zakaznym oraz przy wykonywaniu
testu.

— Nie pipetowa¢ odczynnikéw ustami.

- Nie pali¢é, nie jes¢ i nie stosowa¢ kosmetykdéw w trakcie
wykonywania testu.

- Wszystkie materialy uzywane do przygotowania niniejszego
testu daly negatywny wynik w testach na obecno$¢ HBsAg i
przeciwciat anty-HIV oraz anty-HCV. Poniewaz zaden obecnie
stosowany test nie moze zagwarantowa¢ catkowitej
nieobecnosci tych wiruséw, wszystkie prébki i odczynniki
uzywane w tescie muszg by¢ traktowane jako potencjalnie
zakazne, a zatem odpady po testach muszg by¢ odkazone a
ich utylizacja musi przebiega¢ zgodnie =z ustalonymi
procedurami bezpieczenstwa. Utylizowany materiat palny musi
by¢ spopielony, a niepalny materiat nalezy wysterylizowa¢ w
autoklawie przez co najmniej 1 godzine w temperaturze 121<C.
Plynne odpady nalezy zneutralizowa¢ podchlorynem sodu o
koncowym stezeniu 3%. Podchloryn powinien dziata¢ przez
przynajmniej 30 minut. Plynne odpady zawierajace kwasy
nalezy zneutralizowa¢ odpowiednimi ilosciami zasad przed
uzyciem podchlorynu sodu.

- Unika¢ rozlewania albo tworzenia aerozoli. W przypadku
wylania sptuka¢ doktadnie 3% roztworem podchlorynu sodu i
utylizowa¢ catos¢ jako odpad potencjalnie zakazny. Niektore
odczynniki zawierajg azydek sodu jako srodek konserwujacy, w
celu zapobiezenia gromadzeniu sie wybuchowych azydkéw w
przewodach kanalizacyjnych zawierajacych otéw i miedz.
Odczynniki te nalezy przy wylewaniu spluka¢ duzg iloscig
wody.

- Nabywanie, przechowywanie, uzywanie i utylizacja materiatéw
radioaktywnych (ciektych i stalych) podlega wasciwym
przepisom i zaleceniom miejscowych wiadz.

6. POBIERANIE PROBEK

Uzyta moze zostac jedynie prébka surowicy. Prébki z lipemig albo
hemolizg nalezy odrzuci¢. Prébki przechowywa¢ w temperaturze 2-
8T przez 7 dzie n, na diuzszy okres zaleca sie zamrazac¢ prébki w -
20C. Nale zy unika¢ powtérnego zamrazania rozmrozonych
probek.

Przed wykonaniem analizy, prébki nalezy rozcienczyé¢ 1/51 w
rozcienczalniku SHBG w nastepujacy sposoéb:

Prébka 20 yl + Rozcienczalnik SHBG 1 ml

Nie prébowa € rozcie nczaé kalibratoréw ani surowicy
kontrolnej.
Sa one ju z wst epnie rozcie nczone i gotowe do u zycia.

7. PROCEDURY TESTU

- Doprowadzi¢ wszystkie odczynniki i probki do temperatury
pokojowej.

- Przed uzyciem zmiesza¢ probki przez delikatne wstrzgsanie.

- Dla wszystkich kalibratoréw zaleca sie dwukrotne wykonanie
pomiaru.

1. Przygotowa¢ zwykle probdéwki do zliczen catkowitych oraz
probéwki z warstwg przeciwciat do kalibratoréw, prébek
badanych i kontroli.

2. Pobra¢ pipeta 50 pl kalibratoréw, surowicy kontrolnej oraz
rozcienczonych  wstepnie probek do  odpowiednich
optaszczonych probéwek. Pipetowaé bezposrednio na dno
probowek.

3. Doda¢ po 200 pl znacznika izotopowego do wszystkich
probéwek. Delikatnie wymiesza¢ probéwki na wytrzasarce typu
vortex. Inkubowac¢ przez 90 minut w temperaturze pokojowej,
wytrzasajac na mieszadle orbitalnym przy 150 obrotach na
minute.

4. Pobra¢ zawarto$¢ kazdej probowki, za wyjatkiem probéwek do
zliczen catkowitych.

5. Doda¢ po 2 ml rozcienczonego roztworu do odmywania do
kazdej probowki, za wyjatkiem probéwek do zliczen catkowitych
i doktadnie usuna¢ albo zla¢ zawarto$¢ wszystkich probéwek
na papier chfonny.

6. Zliczy¢ radioaktywnos$é dla poszczegdlinych probéwek przez 1
minute w liczniku gamma. Doradza sie sprawdzi¢ poziom tla
instrumentu przed zliczaniem testu. Aby unikng¢ zmiennosci
czutosci systemu, tto nalezy zredukowaé¢ do minimum albo bra¢
pod uwage w obliczeniach.

SCHEMAT TESTU
Probowki Aktywno_ s¢ Kalibratory | Kontrole Prébki
catkowita
Odczynnik
Kalibratory 50 pl
Kontrola f— 50 pl
Probki - ——- 50 pl
Znacznik 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Inkubowaé przez 90 minut w temp. pokojowej, wytrzgsajac (150
obrotéw na minute)

- Pobrac i przemy¢: 1 x 2 ml

- Wykonac¢ zliczenie

8. OBLICZENIE WYNIKOW

Wykresli¢ krzywa Kkalibracyjng na wykresie log/logit poprzez
wykreslenie procenta B/T uzyskanego dla kazdego kalibratora (0$
y) wobec wzglednego stezenia (0$ x). Obliczy¢ B/T (%) dla kazdej
prébki, po czym odczyta¢ stezenie poprzez interpolacje na krzywej
WZOrcowe;.

PRZYKLAD OBLICZENIA

Wartosci podane ponizej nalezy traktowac jako przyktadowe i nie
nalezy ich podstawia¢ zamiast danych eksperymentalnych.
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Opis Srediia 10 5¢ | BT (%)  Stez. SHBG (nmolf) Migdzytestowa
IAktywnosé 109800 - - Surowica Srednia + S.D. C.V. N
catkowita (T) (nmol/l) (%)
CAL O 140 0,1 0 1 15,5 + 0,5 2,9 9
CAL 1 3572 3,3 10 2 45,1 * 2,1 4,6 9
CAL 2 10255 9,3 25 3 163,3 + 9,4 5,8 9
CAL 3 15037 13,7 40 DOKEADNO SC
CAL 4 28925 26,3 75 Dokladnos¢ metody zostata sprawdzona przy pomocy testu
CAL5 44924 40,9 125 odzyskania i réwnolegtosci.
CAL 6 64577 58,8 250
Kontrola 28855 26,3 74,8 Test Odzyskania: Testowano probki zmieszane z réwnymi
P1 22839 20,8 59,2 objetosciami kazdego punktu kalibracyjnego.
P2 45754 41,7 133,0

9. WARTOSCI REFERENCYJNE

Zaleca sie aby kazde laboratorium okreslito wlasny przedziat
referencyjny. Wartosci podane ponizej sg wylacznie orientacyjne.

SHBG (nmol/l) N

zakres
Kobiety 20 -85 49
Mezczyzni 9-55 50

Dzieci: wysokie stezenie SHBG malejace w okresie przed
dojrzewaniem, w okresie dojrzewania oraz w wieku mfodocianym
do pozioméw typowych dla dorostych.

Osoby starsze : zaobserwowano wzrost poziomu SHBG wraz z
wiekiem osoby doroste;.

Cigza: podczas cigzy poziom SHBG znacznie wzrasta, az do 200 —
400 nmol/l w trzecim trymestrze”.

Marsko $¢ watroby : poziom zwigkszony

Poziom SHBG jest r6 zny dla ré znych stanéw
fizjopatologicznych:

- Poziom SHBG zwiekszajg estrogeny syntetyczne w zaleznosci
od dawki oraz rodzaju estrogenu®.
- Zaobserwowano, Ze lewenorgestrel® obniza poziom SHBG.

Stezenie SHBG moze zosta¢ uzyte do obliczenia wskaznika
wolnych androgenéw" Free Androgen Index (FAI9 :

Testosteron catkowity (nmol/l)
FAIl = x 100
SHBG (nmol/l)

wskaznik wolnych androgenéw jest parametrem bardzo
przydatnym przy ocenie hiperandrogenizmu u kobiet>*".

Warto$ci SHBG moga zosta¢ réwniez uzyte do obliczania stezen
wolnego testosteronu oraz wolnego estradiolu, zgodnie z prawem
dziatania mas™.

10. CHARAKTERYSTYKA TESTU
CzuLoS$C

Czuto $¢ analityczna

Czutos¢ obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej i wyrazono w
postaci minimalnej dawki dajacej istotng réznice od kalibratora zero
(wartos¢ srednia + 2 S.D.). Dawka ta wynosi 0, 26 nmol/l.

Czuto $¢ funkcjonalna

Czutos¢ funkcjonalna testu to najnizszy poziom ktory jest mierzony
z 20% precyzjg zmiennosci wewnatrztestowe;.

Dla SHBG, wartos¢ ta jest nizsza niz 0,3 nmol/l.

PRECYZJA
Precyzja zostala wyznaczona ze zmiennosci
wewnatrz- i zmiennosci miedzytestowej przy

réznych stezeniach analizowanej substancji.

Oczekiwana Mierzona Odzyskania

(nmol/l) (nmaol/l) (%)
S1 - 29,1 -
S1+ CAL1 19,5 16,9 86,3
S1+ CAL2 27,0 25,4 93,8
S1+ CAL3 34,5 32,6 94,3
S1+ CAL4 52,0 50,4 96,9
S1+ CALS 77,0 75,7 98,2
S1+ CALG6 139,5 126,4 90,6
S2 - 43,7 -
S2+ CAL1 26,9 23,8 88,6
S2+ CAL2 34,4 32,4 94,3
S2+ CAL3 41,9 39,8 95,0
S2+ CAL4 59,4 55,7 93,9
S2+ CALS 84,4 80,2 95,1
S2+ CALG6 146,9 131,7 89,7

Test rownolegto $ci: Testowano prébki o wysokim stezeniu
substancji analizowanej przy r6znych rozcienczeniach kalibratorem
zero.

- . Oczekiwana Mierzona Odzyskania

Rozcienczenie (nmol/ly (nmol/l) (%)
S1 undiluted - 58,1 -
1/1.5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7,3 6,9 94,6
S2 undiluted - 88,0 -
1/1.5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

Wewn gtrztestowa
Surowica Srednia + S.D. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 + 1,3 2,9 20
3 1515 + 7,9 5,2 20

EFEKT WYSOKICH DAWEK (HOOK-EFFECT)
Probki o stezeniu oczyszczonej hSHBG do 1,000 nmol/l dajg
odczyt powyzej wartosci ostatniego kalibratora.

Niniejsza instrukcje mozna pobra¢ ze strony www.zentech.be
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PORTUGES

ENSAIO IMUNORADIOMETRICO PARA
DETERMINACAO QUANTITATIVA DA GLOBULINA
TRANSPORTADORA DE HORMONIO SEXUAL NO
SORO HUMANO.

R-CC-100 - 100 Determinacdes

SOMENTE PARA USO DE DIAGNOSTICO IN
VITRO

1. APLICACOES CLINICAS

A Globulina transportadora de hormdnio sexual (hSHBG) é uma
glicoproteina  circulante com um peso molecular de
aproximadamente 90000 (o papel mais importante de SHBG é
como uma proteina de transporte para estrogénios e androgénios
na circulagdo periférica). O nivel de globulina transportadora de
hormdnio sexual é aumentado por estrogénios, durante a gravidez
e por hormdnios da tiredide. O nivel de SHBG é diminuido por
androgénios (producgéo externa ou interna) e por algumas drogas.
A medida de SHBG no soro é também um indice muito importante
para a evolucdo de doengas ndo estritamente relacionadas aos
esteroides. Os niveis de SHBG correlacionam bem com a fungdo
da tiredide e os valores elevados s&o encontrados nos casos da
fungéo do figado reduzida como na cirrose.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

Este kit € um ensaio imunoradiométrico (IRMA) baseado em tubos
adsorvidos com anticorpos monoclonais direcionados aos epitopos
distintos da molécula de SHBG.

Dois anticorpos de captura sdo adsorvidos na parede interna dos
tubos. SHBG dos calibradores ou das amostras é capturado por
estes anticorpos. A adicdo do terceiro anticorpo marcado com
2%|0do completa o sistema, permitindo a formagdo de uma ponte
entre os anticorpos adsorvidos e 0s anticorpos marcados.

Apbs a lavagem, a radioatividade restante ligada aos tubos é
diretamente relacionada a concentracéo de SHBG nos calibradores
ou nas amostras.

A escolha cuidadosa dos trés anticorpos monoclonais permite alta
especificidade e sensibilidade e evita 0 excesso de especificidade
que as vezes é reprovado para 0s ensaios imunomeétricos usando
somente dois monoclonals.

3. MATERIAL FORNECIDO

- Os reagentes sdo suficientes para 100 determinacdes.
- Armazene o kit e os reagentes entre 2-8C.
- A data de validade de cada reagente € mostrada na etiqueta.

1. Marcador Radioativo: 1 frasco de 22 ml de anti-hSHBG
marcado com I, em tampado fosfato contendo BSA.
Radioatividade: + 275 kBq. Preservativos: NaN3 < 0,1%.

2  Calibradores: 7 frascos que contém 0,7 ml de hSHBG em
soro equino, pre-diluido. Pronto para uso Concentragdes: O -
10 - 25 - 40 - 75 - 125 - 250 nmol/l. Preservativo: NaNz <
0,1%. 3.

3 Controle: 1 frasco que contém 0,7 ml de soro humano pré-
diluido. Pronto para uso. Para os valores exatos, consulte aos
valores indicados na folha de dados do controle da qualidade.
Preservativo: NaN3 < 0,1%.

4  Tubos Adsorvidos: 100 tubos adsorvidos com os dois
anticorpos monoclonais  produzidos em camundongo
direcionados contra hSHBG. Os tubos néo utilizados devem
ser armazenados entre 2-8C, protegidos da umidade.

5 Solucédo de lavagem (50 x concentrada): 1 frasco de 20 ml
de tampé&o TRIS-HCI com detergente. Preservativo: NaN; <
0,1%.Complete o volume para 1000ml com agua destilada. A
solucdo de lavagem diluida é estavel por 2 meses entre 2-
8<T.

6 Diluente: 1 frasco de 100 ml que contem a solucdo de
tampéo fosfato com BSA. Preservativo: NaN; < 0,1%. Pronto
para uso.

4. MATERIAL
FORNECIDO

REQUERIDO MAS NAO

- tubos de teste plasticos

- estantes para tubos

- micropipetas  ajustaveis, autométicas com  ponteiras
descartaveis.

- vortex.

- cilindro graduado.

- bomba de aspirac¢éo ou dispositivo de lavagem automatizado.

- cintilador

- agua destilada.

- Agitador orbital ajustavel para 150 rpm

5. AVISOS E PRECAUCOES

A fim de obter resultados reproduziveis, as seguintes regras devem
ser observadas:

- ndo misture reagentes de lotes diferentes.

- néo use reagentes depois de expirado o prazo de validade

- utilize vidraria completamente limpa.

- Utilize agua destilada, armazenada em recipientes limpos.

- Evite qualquer contaminacao entre amostras; para isto,
ponteiras descartaveis devem ser usadas para cada amostra
e reagente.

A fim evitar contaminacdo pessoal e ambiental, as seguintes
precaucdes devem ser observadas:

- use luvas descartaveis ao manusear material potencialmente
infectado e ao executar o ensaio.

- ndo pipete reagentes com a boca.

- ndo fume, ndo coma, ndo beba e ndo aplique cosmético
durante o ensaio

- Todos os materiais de origem humana usados para a
preparagdo deste kit foram negativos para HBsAg, anti-Anti-
HIV e anti-HCV. Até o presente momento ndo existe nenhum
teste que possa garantir a auséncia completa destes virus,
portanto, todas as amostras e reagentes usados no ensaio
devem ser considerados potencial infectados;
consequentemente, os residuos do ensaio devem ser
descontaminados e descartados, de acordo com
procedimentos de seguranca estabelecidos. O material
inflamével descartavel deve ser incinerado; o material nao
inflaméavel descartavel deve ser esterilizado em autoclave por
pelo menos 1 hora a 121<C.

- os descartes liquidos devem ser colocados em solugdo de
hipoclorito de sédio com uma concentracédo final de 3% .
Deixar o hipoclorito agir por pelo menos 30 minutos. Os
descartes liquidos que contém &cidos devem ser
neutralizados com quantidades apropriadas de base antes do
tratamento com o hipoclorito de sédio.

- evite espirros e formagdo de aerossoOis; em caso de
derramamento, lave cuidadosamente com solugdo de
hipoclorito de sddio a 3% e descarte este liquido como
residuo potencialmente contaminado.

- alguns reagentes contém azida sédica como o preservativo;
para prevenir a deposicdo de metais azidas explosivos nos
encanamentos de chumbo e cobre, os reagentes devem ser
descartados utilizando-se grandes quantidades de agua.

- a aquisicdo, o armazenamento, 0 uso e a eliminagdo do
material radioativo (liquido e solido) estdo sujeitos aos
regulamentos e ordens das autoridades locais.
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6. COLETA DA AMOSTRA

Somente amostras de soro devem ser usadas. Amostras altamente
lipémicas ou hemolizadas devem ser rejeitadas. Mantenha as
amostras entre 2-8C por 7 dias; para periodos mais longos é
aconselhavel congelar as aliquotas a -20C.Evitar congelar e
descongelar as amostras.

Antes da andlise, as amostras devem ser diluidas 1/51 em SHBG
diluente como a seguir:

Amostra 20pl + 1 ml do diluente SHBG

N&o tente diluir os calibradores e os soros control e. Eles séo
pré-diluidos e prontos para uso.

7. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

- Coloque todos os reagentes e amostras a temperatura
ambiente antes do uso.

- Aantes do uso, misture as amostras por inversao.

- Para todos os calibradores, uma medida em duplicata é
recomendado.

1. Prepare os tubos lisos para contagens totais, e os tubos
adsorvidos para calibradores, amostras e controle.

2. Pipete 50pl dos calibradores, do soro controle e das amostras
pré-diluidas nos tubos apropriados. Introduza com a pipeta
diretamente no fundo dos tubos.

3. Adicione 200 pl do marcador radioativo (anti-hSHBG marcado
com '®I) em todos os tubos. Misture gentiimente os tubos no
vortex e incube por 90 minutos em um agitador orbital
ajustado para 150 rpm

4. Aspire os conteldos de cada tubo, exceto os tubos para
contagens totais.

5. Adicione 2 ml da solugdo de lavagem diluida em cada tubo,
exceto nos tubos para contagens totais e aspire
completamente ou decante o conteddo de todos os tubos no
papel absorvente.

6. Conte a radioatividade limitando 1 minuto por tubo em um
cintilador. No6s sugerimos controlar o “background” do
instrumento antes de contar o ensaio. A fim evitar variagdes
na sensibilidade do sistema, o “background” deve ser
reduzido a um minimo ou ser ajustado corretamente.

ESQUEMA DO ENSAIO

Tubos Atividade Calibra- | Controle |Amostra
Total dores s

Reagentes

Calibradore 50 pl

s

Controle 50 pl

Amostras 50 pl

Marcador 200 pl 200 pl 200 ul 200 pl

- Incubar 90 min T.A. sob agitac¢ado (150 rpm)
- Aspirar e lavar: 1 x 2 ml
- Contar

8. CALCULO DOS RESULTADOS

Desenhe a curva de calibragéo no gréafico tipo log/lin tragando o
B/T (%) obtido para cada calibrador (eixo y) contra & concentragao
relativa (eixo x). Calcule o B/T (%) de cada amostra e leia a
concentragéo interpolando na curva de calibrac&o.

EXEMPLO DO CALCULO
Os valores relatados abaixo devem ser considerados como um

exemplo e ndo podem ser usados no lugar dos dados
experimentais

Descricao Média cpm. B/T SHBG (nmol/l)
(%)

Atividade Total (T) 109800 - -
CALO 140 0,1 0
CAL1 3572 3,3 10
CAL 2 10255 9,3 25
CAL 3 15037 13,7 40
CAL 4 28925 26,3 75
CAL5 44924 40,9 125
CAL 6 64577 58,8 250
CONTROL 28855 26,3 74,8
P1 22839 20,8 59,2
p2 45754 41,7 133,0

9. VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério determine seu préprio
intervalo de referéncia. Valores relatados abaixo sdo apenas
indicativos.

SHBG (nmol/l) N

Intervalo
Mulheres 20 - 85 49
Homens 9-55 50

Criancas: a concentracdo elevada de SHBG decresce nos
periodos pré-puberdade puberdade e adolescéncia até os niveis
de adultos .

Idosos : o nivel de HSBG aumenta com o avango da idade.
Gravidez: durante a gravidez, o nivel de SHBG aumenta
consideravelmente, até 200- 400 nmol/l durante o terceiro trimestre
Cirrose do figado: aumentado

O nivel de SHBG varia em vérios estados fisiopatolé  gicos

- SHBG é aumentado por estrogénios sintéticos dependendo
da dose e do tipo de estrogéno®.
- SHBG é diminuidos por levenorgestrel®.

A concentragdo de SHBG pode ser usada para calcular o indice de
androgénio livre (FAI9:

FAI = Testosterona total (nm_ol/l) x 100
SHBG (nmol/l)

O Indice de Androgénio Livre € um parametro (til para avaliar o
hiperandrogenismo em mulheres® ™.

SHBG pode também ser usado para calcular a Testosterona Livre
e concentragbes livres de estradiol de acordo com a acéo
macica™.

10. DESEMPENHO DO ENSAIO
SENSIBILIDADE

Sensibilidade analitica

A sensibilidade foi calculada baseada na curva de calibracéo e
expressada como a dose minima que mostra uma diferenca
significativa do calibrador zero (valor médio + 2 S.D.). Esta dose é
de 0,26 nmol/l.

Sensibilidade Funcional

O ensaio de sensibilidade funcional € o valor mais baixo que é
medido com uma precisdo da variagdo dentro do ensaio de no
méaximo 20%. Para o SHBG, este valor € menor que 0,3 nmol/l.

PRECISAO
A preciséo foi avaliada em cima da variabilidade no ensaio e entre
ensaios, em diferentes concentracdes.

IRMAZENco SHBG / R-CC-MZ-004 04-10




No ensaio

Soro Média + S.D. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15,1 + 0,5 3,3 20
2 44,7 + 1,3 2,9 20
3 151,5 + 7,9 5,2 20

Entre Ensaios

Soro Média + S.D. C.V. N
(nmol/l) (%)
1 15,5 * 0,5 2,9 9
2 45,1 + 2,1 4,6 9
3 163,3 + 9,4 5,8 9
ACURACIA

A exatiddo do método foi avaliada por testes de recuperacéo e de
paralelismo.

Teste de Recuperagao
As amostras do teste de recuperacdo, misturadas com volumes
iguais de cada calibrador foram testadas

Esperado Mensurado  Recuperagao

(nmol/l) (nmol/l) (%)
Al - 29,1 -
Al + CAL 1 19,5 16,9 86,3
Al+ CAL2 27,0 25,4 93,8
Al + CAL 3 34,5 32,6 94,3
Al + CAL 4 52,0 50,4 96,9
Al+ CALS 77,0 75,7 98,2
Al + CAL 6 139,5 126,4 90,6
A2 - 43,7 -
A2+ CAL1 26,9 23,8 88,6
A2 + CAL 2 34,4 32,4 94,3
A2+ CAL3 41,9 39,8 95,0
A2+ CAL4 59,4 55,7 93,9
A2 + CAL 5 84,4 80,2 95,1
A2 + CAL 6 146,9 131,7 89,7

Teste Paralelismo
Soros com alta concentragdo foram testados em diferentes
diluicbes com o calibrador Zero

Diluic&o Esperado Mensurado Recuperacéo
(nmol/l) (nmol/l) (%)
Al sem diluir - 58,1 -
1/1.5 38,7 38,6 99,7
1/2 29,0 26,2 90,2
1/4 15,5 12,3 85,0
1/8 7.3 6,9 94.6
A2 sem diluir - 88,0 .
1/1.5 58,7 54,4 92,7
1/2 44,0 43,8 99,6
1/4 22,0 17,7 80,5
1/8 11,0 9,2 83,6

EFEITO GANCHO

As amostras diluidas de hSHBG purificados até 1.000 nmol/l deram
valores mais altos do que o Ultimo calibrador

Esta bula esta disponivel para download no site www.zentech.be
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Caractéristiques physique de "I

Fysieke kenmerken van |
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ti2 = 59.9 Tagen, days, dias, nuépeg, jours, dagen, dni, dias, neHa

Wichtigste Emissionnen

Main emissions

Emisionnes principales

KUPIEG EKTTOUTTEG

Emissions principales
Hoofduitzendingen

Glowne rodzaje promieniowania
Emissdes principais

OCHOBHM MbYeHNS

EMeV) [ %
y | 0035
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0,032 | 25
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