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Funcao

Imunoensaio para a determinagdo quantitativa in vitro da testosterona

em soro e plasma humanos.

O imunoensaio de electroquimioluminescéncia (electrochemiluminescence
immunoassay ou “ECLIA”) foi concebido para ser utilizado nos
analisadores de imunoensaios Elecsys 1010/2010 e MODULAR
ANALYTICS E170 (Mddulo Elecsys) da Roche.

Caracteristicas!234

A testosterona androgénica (17p-hidroxiandrostenona) tem um peso
molecular de 288 daltons. Nos homens, a testosterona é sintetizada quase
exclusivamente pelas células de Leydig dos testiculos. A secregdo da
testosterona é regulada pela hormona luteinizante (LH) e esté sujeita a
um feedback negativo através da hipdfise e do hipotalamo.

A testosterona promove o desenvolvimento das caracteristicas

sexuais secunddrias nos homens e serve para manter a fungéo

da préstata e das vesiculas seminais.

A maior parte da testosterona circulante esté ligada a proteinas

de transporte (globulina de ligagdo da hormona sexual - SHBG

= sex hormone binding globulin).

Nas mulheres, formam-se pequenas quantidades de testosterona nos ovarios.
Em concentragdes fisioldgicas, os androgénios nao tém quaisquer efeitos
especificos sobre as mulheres. Contudo, um aumento da producéo de
testosterona nas mulheres pode causar virilismo (dependendo do aumento).
A determinac@o da testosterona nas mulheres auxilia no diagnéstico do
sindroma androgénico (AGS), dos ovarios poliquisticos (sindroma de
Stein-Leventhal) e quando existe suspeita de tumor dos ovarios ou das
supra-renais, hiperplasia das supra-renais ou insuficiéncia ovariana.

A testosterona é determinada nos homens quando se suspeita de uma
diminuicdo da producéo da testosterona, como por ex. no hipogonadismo,
na terapéutica com estrogénios, nos casos de aberragdes cromossomicas
(como o sindroma de Klinefelter) e na cirrose hepatica.

O teste Elecsys Testosterone utiliza um principio de teste de competicéo,
com um anticorpo monoclonal especificamente dirigido contra a
testosterona. A testosterona enddgena libertada da amostra pelo ANS
(acido 8-anilino-1-naftaleno sulfonico) e pelo norgestrel compete com

0 derivado de testosterona, marcado com um complexo de ruténio?,

para os locais de fixagcdo no anticorpo biotinilado.

a) Complexo Tris(2,2’-bipiridil)ruténio(ll) (Ru(bpy)%*)

Principio do teste

Principio de competicdo. Durag&o total do ensaio: 18 minutos.

* 1%incubagdo: 50 pl de amostra s&o incubados com um anticorpo
biotinilado especifico anti-testosterona e um complexo de ruténio marcado
com derivado da testosterona. Conforme a concentragéo do analito
na amostra, os locais de ligagdo do anticorpo marcado sdo ocupados
em parte com analito de amostra e em parte com hapteno marcado
com ruténio para formar os respectivos imunocomplexos.

* 2%incubagdo: Apos a incorporagdo das microparticulas revestidas
de estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sdlida pela
interacgdo da biotina e da estreptavidina.

* A mistura de reaccdo é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas séo fixadas magneticamente & superficie do eléctrodo.
Os elementos néo ligados séo entdo removidos com ProCell. A
aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

*  Os resultados séo determinados com base numa curva de calibragéo,
que é gerada especificamente pelo analisador por uma calibragéo de
2 pontos, e uma curva principal incluida no cédigo de barras do reagente.

Reagentes - solugdes de trabalho

Dispositivo de reagentes Elecsys Testosterone, Ref. 11776061 - 100 testes

M Microparticulas revestidas de estreptavidina (tampa
transparente), 1 frasco, 6,5 ml:
Microparticulas revestidas de estreptavidina, 0,72 mg/ml, capacidade
de fixag&o: 470 ng biotina/mg microparticulas; conservante.

R1 Anticorpo anti-testosterona~biotina (tampa cinzenta), 1 frasco, 8 ml:

cobas

Anticorpo monoclonal biotinilado anti-testosterona (ratinho) 55 mg/;
tampao fosfato 40 mmol/l, pH 7,0; conservante.

R2 Péptido de testosterona~Ru(bpy)3* (tampa preta), 1 frasco, 8 ml:
Derivado de testosterona, marcado com complexo de ruténio
3 ng/ml; reagente de libertagdo ANS/Norgestrel; tampé&o
fosfato 40 mmol/l, pH 7,0; conservante.

Precaucgdes e adverténcias

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.
Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fornecida a pedido, para uso profissional.

Evite a formagéo de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo
de amostras (amostras de pacientes, calibradores e controlos).

Preparacao dos reagentes

Os reagentes do dispositivo foram incluidos numa unidade pronta

a ser utilizada que ndo pode ser separada.

Toda a informagéo necessaria ao correcto funcionamento € introduzida no
analisador através dos respectivos codigos de barras do reagente.

Conservacao e estabilidade

Conservar a 2-8°C.

Coloque o dispositivo de reagentes Elecsys Testosterone na vertical
para assegurar a total disponibilidade das microparticulas durante

a mistura automatica, antes da utilizagao.

Estabilidade:

em frasco fechado a 2-8°C: até ao fim do prazo de validade indicado

apds abertura a 2-8°C: 12 semanas
nos analisadores 8 semanas
MODULAR ANALYTICS E170:

nos analisadores Elecsys 2010: 8 semanas

nos analisadores Elecsys 1010: 4 semanas (guardado alternadamente no
frigorifico e no analisador - temperatura
ambiente 20-25°C; até 20 horas no total

quando aberto)

Colheita e preparacao das amostras

Apenas as amostras indicadas em seguida foram testadas

e consideradas aceitaveis.

O soro é colhido em tubos de amostra padrao ou com gel separador.
Plasma tratado com heparina-Li, -Na, -NH;, EDTA-K3 e fluoreto

de sddio/oxalato de potassio. Se for utilizado citrato de sddio, os

resultados tém de ser corrigidos em + 10%.

Critério: Recuperagdo dentro de 90-110% do valor sérico ou declive

0,9-1,1 + intercepg@o dentro de < + 2 x sensibilidade analitica

+ coeficiente de correlagdo > 0,95.

Estabilidade: 1 semana a 2-8°C, 6 meses a -20°C. Congelar apenas uma vez.5
Estabilidade do soro colhido em tubos com gel separador:

48 horas a 2-8°C (conforme os dados fornecidos pelo fabricante).

Os diferentes tipos de amostras incluidos na lista foram testados com

base numa selecgéo de tubos de colheita de amostras comercialmente
disponiveis na altura em que o teste foi realizado, i.e. nem todos os tubos dos
diferentes fabricantes disponiveis no mercado foram testados. Os sistemas
de colheita de amostras de diferentes fabricantes podem, por sua vez, conter
materiais diferentes que, em alguns casos, podem afectar os resultados

dos testes. Ao utilizar amostras em tubos priméarios (sistemas de colheita

de amostras), consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes da
realizagdo do ensaio. N&o utilize amostras inactivadas por calor. Nao

utilize amostras e controlos estabilizados com azida.

Antes da determinag@o, certifique-se de que as amostras dos pacientes, 0s
calibradores e os controlos estéo a temperatura ambiente (20-25°C).

Devido a possiveis efeitos de evaporacdo, as amostras, 0s

calibradores e os controlos colocados no analisador deverdo ser
analisados no prazo de duas horas.

Materiais fornecidos
Consulte a seccéo “Reagentes - solugdes de trabalho”.
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Materiais necessarios (mas néo fornecidos)

* Ref. 03005658, Elecsys Testosterone CalSet II, para 4 x 1 ml

* Ref. 11731416, Elecsys PreciControl Universal, para 2 x 3 ml
cada de PreciControl Universal 1 e 2

* Equipamento normal de laboratdrio

*  Analisadores Elecsys 1010/2010 ou MODULAR ANALYTICS E170

Acessorios para os analisadores Elecsys 1010 e 2010:
* Ref. 11662988, Elecsys ProCell, 6 x 380 ml de tampao do sistema
* Ref. 11662970, Elecsys CleanCell, 6 x 380 ml de solugdo de
limpeza para a célula de leitura
* Ref. 11930346, Elecsys SysWash, 1 x 500 ml de aditivo
para agua de lavagem
* Ref. 11933159, Adaptador para SysClean
* Ref. 11706829, Elecsys 1010 AssayCup, 12 x 32 cuvetes de reac¢éo ou
Ref. 11706802, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 de cuvetes de reacgéo
* Ref. 11706799, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pontas de pipeta

Acessorios para o analisador MODULAR ANALYTICS E170:

o Ref. 12135019, ProCell M, 1 x 2 | de tamp&o do sistema

* Ref. 12135027, CleanCell M, 1 x 2 | de solug&o de limpeza
para a célula de leitura

* Ref. 03023141, PC/CC-Cups, 50 cuvetes para pré-aquecimento
do ProCell M e do CleanCell M antes de usar

* Ref. 03005712, ProbeWash M, 12 x 70 ml de solugéo de limpeza para
finalizagdo da andlise e lavagem durante a mudanca de reagentes

* Ref. 03004899, PreClean M, 5 x 600 ml de solugéo de limpeza de detecgéo

* Ref. 12102137, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 tabuleiros
x 84 cuvetes de reac¢do ou pontas de pipeta, sacos para lixo

* Ref. 03023150, WasteLiner, sacos para lixo

* Ref. 03027651, SysClean Adapter M

Acessorios para todos os analisadores:
* Ref. 11298500, Elecsys SysClean, 5 x 100 ml de solugéo
de limpeza do sistema

Apenas disponivel nos EUA:

* Ref. 11776860 Elecsys Testosterone CalCheck, 3 intervalos
de concentracéo

Realizacéo do ensaio

Para assegurar a correcta execugdo do ensaio, é importante cumprir

as instrugdes fornecidas neste documento para o analisador utilizado.
Consulte 0 manual do operador apropriado para obter informages

mais especificas sobre 0 ensaio feito no analisador.

A ressuspensao das microparticulas é efectuada automaticamente

antes de usar. Introduza os parametros especificos do teste através

dos cddigos de barras dos reagentes. Se, em algum caso excepcional,

nao for possivel ler o codigo de barras, o cddigo numérico de

15 digitos devera ser introduzido manualmente.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010: Eleve a
temperatura dos reagentes refrigerados até aprox. 20°C e coloque-0s

no disco dos reagentes (20°C) do analisador. Evite a formagéo de

espuma. O sistema regula automaticamente a temperatura dos

reagentes e a abertura/fecho dos frascos.

Analisador Elecsys 1010: Eleve a temperatura dos reagentes refrigerados até
aprox. 20-25°C e coloque-os no disco dos reagentes/amostras do analisador
(temperatura ambiente a 20-25°C). Evite a formagdo de espuma. Abra as
tampas dos frascos manualmente antes de usar e feche manualmente
depois de usar. Conserve a 2-8°C depois de usar.

Calibracédo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado utilizando o ID-GC/MS
(“Isotope Dilution Gas Chromato-graphy Mass Spectrometry”).6

Cada dispositivo de reagentes do teste Elecsys Testosterone contém um
codigo de barras com informagdes especificas para a calibragéo do lote de
reagentes em questdo. A curva principal previamente definida é adaptada
ao analisador através do dispositivo Elecsys Testosterone CalSet Il.
Frequéncia das calibrages: Uma calibracéo por lote de reagentes utilizando

reagente recém-colocado (i.e., dentro de um mdaximo de 24 horas apds ter
sido registado no analisador). Devem ser feitas as seguintes recalibragdes:

cobas

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010:
* passado 1 més (28 dias) quando se utiliza o mesmo lote de reagentes
* passados 7 dias (quando se utiliza 0 mesmo dispositivo

de reagentes no analisador)

Analisadores Elecsys 1010:

* com cada dispositivo de reagentes

* passados 7 dias (temperatura ambiente de 20-25°C)
* passados 3 dias (temperatura ambiente de 25-32°C)

Para todos os analisadores:
*  conforme necessario: p. ex., em resultados de ensaios de controlo
de qualidade fora dos limites especificados.

Controlo de qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize o Elecsys PreciControl Universal 1 e 2.
Adicionalmente pode ser utilizado outro material de controlo adequado.
Efectue os controlos dos diversos intervalos de concentragdo como
determinacGes simples, pelo menos uma vez em cada 24 horas, quando
o teste estiver a ser utilizado, uma vez por dispositivo de reagentes e a
sequir a cada calibragdo. Os intervalos e limites de controlo devem ser
adaptados as exigéncias especificas de cada laboratério. Os valores
obtidos devem situar-se dentro dos limites definidos.

Cada laboratério deve estabelecer as medidas correctivas a tomar no
caso de os valores se situarem fora dos limites.

Calculo
O analisador calcula automaticamente a concentragdo de analito de
cada amostra (em nmol/l, ng/ml ou ng/dl).

Factores de convers@o: nmol/l x 0,288 = ng/ml
ng/ml x 3,47 = nmol/l
ng/ml x 100 = ng/dl

Limitagdes - interferéncias

O ensaio ndo é afectado pela ictericia (bilirrubina < 513 pmol/l ou < 30 mg/dl),
hemdlise (Hb < 1,1 mmol/l ou < 1,8 g/dI), lipemia (triglicéridos < 22,8 mmol/|
ou < 2.000 mg/dl) e biotina < 123 nmol/l ou < 30 ng/ml.

Critério: recuperagéo dentro de + 10% do valor inicial.

Nos doentes em tratamento com doses elevadas de biotina (i.e.

> 5 mg/dia), as amostras s6 deveréo ser colhidas no minimo 8 horas
apos a ultima administragdo de biotina.

Foram efectuados testes in vitro com 17 farmacos frequentemente utilizados.
N&o se encontrou qualquer interferéncia com o ensaio.

Em casos isolados, foram observados niveis elevados de testosterona

em amostras de pacientes do sexo feminino sujeitas a didlise

com idade superior a 70 anos.

O risco potencial de interferéncia por interacgdes imunoldgicas

entre os componentes do teste e soros raros foi minimizado através

da inclusdo de aditivos adequados.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para o ruténio.

O teste contém aditivos que minimizam estes efeitos.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para a estreptavidina.

Quando o objectivo é o diagndstico, os resultados devem ser

sempre interpretados em conjunto com a anamnese do paciente,

o exame clinico e outros resultados.

Intervalo de medicéo

0,069-52,00 nmol/l ou 0,020-15,00 ng/ml (definido pelo limite de detec¢éo
inferior e pelo maximo da curva principal). Os valores inferiores ao limite de
detecgdo sdo indicados como < 0,069 nmol/l ou < 0,020 ng/ml e os valores
acima do intervalo de medigdo como > 52,00 nmol/l ou > 15,00 ng/ml.

Diluicao

Devido & grande amplitude do intervalo de medicéo, a diluigdo é pouco provavel.
Se necessério, as amostras com concentragdes de testosterona acima do
intervalo de medicéo podem ser diluidas utilizando soro humano com um
teor baixo de analito. A diluicdo recomendada é de 1:5. A concentragéo

das amostras diluidas deve ser > 10 nmol/l (> 3 ng/ml).
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Valores teéricos
O quadro apresenta os resultados obtidos com o teste Elecsys Testosterone
durante o estudo multicéntrico para hormonas da fertilidade de Margo de 1997.

. Percentis
Individuos N [ 50° | 595 500 [ 5950
analisados

nmol/| ng/ml

Homens 132 | 175 9,9-27,8 5,0 2,8-8,0
Mulheres 956 1,2 0,22-2,9 0,35 0,06-0,82
Meninos
s<1ano 22 0,42 0,42-0,72 0,12 0,12-0,21
¢ 1-6 anos 29 0,42 0,10-1,12 0,12 0,03-0,32
* 7-12 anos 31 0,63 0,10-2,37 0,18 0,03-0,68
* 13-17 anos 16 12,6 0,98-38,5 3,6 0,28-11,1

Cada laboratdrio deve verificar a transferibilidade dos valores tedricos
para a sua propria populagdo de pacientes e, se necessario, determinar
0S seus proprios intervalos de referéncia.

Dados especificos sobre o desempenho
Séo apresentados a seguir dados representativos do desempenho nos
analisadores. Os resultados podem diferir de laboratdrio para laboratdrio.

Precisédo

A reprodutibilidade foi determinada com reagentes Elecsys, uma pool de soros
humanos e controlos de acordo com um protocolo modificado (EP5-A) do
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards): 6 vezes por
dia durante 10 dias (n = 60), preciso intra-ensaio no analisador MODULAR
ANALYTICS E170, n = 21. Obtiveram-se os seguintes resultados:

Elecsys 1010/2010 Precisdo intra-ensaio Preciséo total
Amostra Média DP Ccv DP Ccv
nmol/l | ng/ml | nmol/l | ng/ml | % | nmolll | ng/ml | %
SHP 1 0,85 | 0,24 | 0,038 | 0,011 46 | 0,062 | 0,018 | 74
SH2 955 | 2,75 [ 0132 | 0,038 | 14 | 0,212 | 0,061 | 22
SH3 243 7,01 | 0,267 | 0,077 11 0,409 | 0,118 1,7
PCU¢1 | 21,5 | 6,20 | 0,201 | 0,058 | 0,9 | 0,337 | 0,097 1,6
PCU2 | 6,75 | 1,95 | 0,115 | 0,083 | 1,7 | 0,174 | 0,050 | 2,6

b) SH = soro humano
c) PC U = PreciControl Universal

MODULAR ANALYTICS E170

Precisao intra-ensaio Precisao total

Média DP cv Média DP Ccv
nmol/l| ng/ml |nmol/l{ ng/ml| % |nmol/l | ng/ml [ nmol/l | ng/ml | %

Amostrg

SH1 | 191055|005]|001|27]| 167 | 0,48 | 0,09 | 0,03 |5,6

SH2 |204|589|042|012 |21 | 188 | 543 | 048 | 0,14 |25

SH3 |306|881 054|016 |18 282 | 814|079 |023 |28

PCU1 | 233|672 |031|009]|13| 216 | 622 | 092 | 0,26 |43

PCU2 | 12,0 | 345|017 | 0,05 | 15| 10,6 | 3,06 | 0,62 | 0,18 | 6,0

Sensibilidade analitica (limite de deteccéo inferior)

0,069 nmol/l (0,02 ng/ml)

O limite de detecgéo representa o nivel de analito mais baixo mensuravel
passivel de ser distinguido de zero. E calculado como o valor situado dois
desvios padrédo (DP) acima do padrdo mais baixo (calibrador principal,
padrdo 1 + 2 DP, preciséo intra-ensaio, n = 21).

Comparacéo dos métodos

Uma comparagdo do teste Elecsys Testosterone (y) com um teste RIA
da testosterona & venda no mercado (x), utilizando amostras clinicas,
teve como resultado as seguintes correlagdes (ng/ml):

Numero de amostras medidas: 71

Passing/Bablok” Regressao linear
y=1,02x - 0,11 y =0,96x + 0,05
1=0,859 r=0,963

DP (md68) = 0,349 Sy.x = 0,459

As concentracdes das amostras variaram entre aprox. 0,7 e

cobas

Para o derivado de anticorpo utilizado, observaram-se as
seguintes reac¢des cruzadas (em %):

Androstendiona 0,91
Danazol nd. d
DHEA-S 0,01
D-5-Androsteno-3@,17p-diol 0,30
Estradiol n.d.
Etisterona 0,02
Norgestrel n.d.
Propionato de testosterona 0,30
5-a-Androstano-33,17p-diol 0,51
5-a--Dihidrotestosterona 1,89
11-B-Hidroxitestosterona 8,34
11-Ceto-testosterona 10,4

d) n.d. = ndo detectavel

Sensibilidade funcional

0,42 nmol/l (0,12 ng/ml)

A sensibilidade funcional é a concentragdo de analito mais baixa
que pode ser medida de modo reprodutivel com um coeficiente
de variagdo inter-ensaio < 20%.
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NOTA PARA O COMPRADOR:

A aquisicdo deste produto permite que o comprador o utilize exclusivamente
para diagnéstico in vitro humano pela tecnologia ECL. Nenhuma patente geral
ou outra licenga de qualquer tipo, a excepg¢do deste direito especifico de uso
de compra, é concedida por este meio. Este produto ndo pode ser usado
pelo comprador na pesquisa/desenvolvimento em ciéncias da vida, em testes
de auto-diagndstico, na identificagdo/desenvolvimento de drogas ou em
qualquer utilizagdo ou teste veterinario, alimentar, de agua ou ambiental.

Para mais informagdes, consulte 0 manual do operador adequado ao
analisador, as folhas de aplicagéo respectivas, a informagéo do produto e
os folhetos informativos de todos os componentes necessarios.

As alteragées ou os acréscimos significativos estdo assinalados por uma barra de alteragdo
na margem. As alteragdes dos pardmetros de teste do cédigo de barras do reagente que j&

foram introduzidas devem ser editadas manualmente.

©2005 Roche Diagnostics
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44 nmol/l (aprox. 0,2 e 12,7 ng/ml).
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