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Navod k pouziti

CAl125 IRMA

Souprava CA125 IRMA umoznuje ptimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA125 v lidském séru


http://www.demeditec.com/

1. Popis

Souprava CA125 IRMA umoznuje piimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA125 v lidském séru v rozmezi 0-500 U/ml. Kazda souprava
obsahuje material dostatecny pro meéteni 100 zkumavek, umoznujici sestaveni jedné
kalibracni kfivky a stanoveni 42 neznamych vzorkt v duplikatech.

2. Uvod

CA125 je antigen coelomového epitelu navazany na vysokomolekularni glykoproteinovy
komplex (200 — 1000 kDa). Tento antigen byl poprvé definovan monoklonalni protilatkou
OC125, ktera byla ziskana imunizaci mysi bunécnou linii OVCA 433, pochazejici ze
serosniho papilarniho cystadenokarcinomu ovarii (Bast et al., J Clin Invest 68:1331-1337,
1981).

CA125 se vyskytuje u vétsiny epitelidlnich ovarialnich karcinomt, pfedev$im nemucinového
typu. Vysoké hladiny v séru se vyskytuji hlavné u karcinomu ovarii, ale mohou byt v mensi
mife pozorovany i u jinych nador (prsa, stievo, plice, pankreas, déloha a jatra), nebo u
nemalignich stavii jako je endometriosa, pericarditida, cirhosa, menstruace a prvni trimestr
téhotenstvi.

Stanoveni CA125 neni vhodné jako screeningovy test, ma vSak velky klinicky vyznam pro
diferencialni diagnostiku ovarialniho karcinomu, zhodnoceni t¢innosti 1é¢by, véasnou detekci
relapsu po 1é¢bé prvni linie a dlouhodobé sledovani pacientli v remisi.

3. Princip metody

V technologii imunoradiometrického stanoveni (IRMA) jsou vyuzity dv€é monoklondlni
protilatky s vysokou afinitou. Signalni protilatka (OC125*) zna¢ena %I se vaze na epitop
molekuly CA125, ktery se prostorové lisi od epitopu rozpoznaného biotinylovanou
vychytavajici (,,capture”) protilitkou (M11*). Tyto dv€ protilatky soucasné reaguji
s antigenem ve vzorku nebo kalibratoru, coz vede ke vzniku komplexu vychytavajici
protilatka-antigen-signalni protilatka (tzv. sandwich).

Béhem tfepani v pribéhu dvouhodinové inkubace je imunokomplex imobilizovan na
reaktivnim povrchu zkumavek potaZzenym streptavidinem. Reakéni smés je poté slita a po
dostateCném promyti zkumavek je gama-c¢itacem zmeétena radioaktivita.

Koncentrace antigenu je pifimo Uumérnad radioaktivit¢ zméfené ve zkumavkach. Pomoci
kalibra¢ni kiivky, kdy je vynaSena vazana radioaktivita proti fadé kalibratort obsahujicich
znamé mnozstvi CA125, je stanovena neznama koncentrace CA125 ve vzorcich pacientd.
*protilatky Fujirebio Diagnostics Inc.

4. Obsah soupravy

1. Jedna lahvicka “TRACER” (11 ml), ptipraveno k pouziti, radioindikator obsahujici
znadenou protilatku 12°I-anti-CA125 (<980 kBq) a biotinylovanou ,,capture protilatku v
pufru s ¢ervenym barvivem a 0,1 % NaNa.

2. Jedna lahvicka (5ml) ,,STANDARD ZERO* (S0), nulovy kalibrator v koniském séru s
0,1 % NaNs.

3. Pétlahvicek ,,STANDARD S1-S5“ (5x 1ml), kalibratory S1-S5 obsahujici 15-30-80-
200-500 U/ml CA125 v lidském séru s 0,1 % NaNs. Kalibrace byla provedena metodou
CA125I11 RIA Fujirebio Diagnostics Inc.

4. Dve¢ lahvicky “CONTROL SERUM” (1 ml), kontrolni séra obsahujici ptiblizné 50 U/ml
a 100 U/ml CA125 v lidském séru s 0,1 % NaNs. Koncentrace kontrolnich sér jsou
uvedeny v prilozeném certifikatu kvality.

5. Dvé krabi¢ky ,,COATED TUBES*, potazené zkumavky, ptipravené K pouziti: 2x50
reagen¢nich zkumavek, 12x75 mm, zabalenych v plastovych krabickach.



6. Jedna lahvicka ,,WASH BUFFER CONCENTRATE® (20 ml), koncentrat promyvaciho
pufru, obsahujici 0,1 % NaNas. Viz pFiprava reagencii.

Certifikat kvality

8. Ptibalovy letdk

~

5. Potiebny material, pomiicky a vybaveni
e bézné laboratorni vybaveni
e mikropipeta na 100 pl
e opakovaci pipeta na 100 ul
e opakovaci pipeta nebo davkovac na 2000 pl
e horizontalni tfepacka (alespon 600 rpm)
e plastikova folie na prekryti zkumavek
e sava bunicCina (papir)
e gama-citac se softwarem

6. Odbér vzorkii a jejich skladovani

Vzorky sér mohou byt pfipraveny obvyklym postupem pouzivanym rutinn¢ v klinické
laboratorni praxi. Vzorky mohou byt skladovany pii 2-8 °C, pokud je jejich analyza
provedena béhem 24 hodin, v opacném piipadé by mély byt pfipravené alikvoty vzorku
skladovany hluboce zmrazené (-20 °C). Zmrazené vzorky musi byt pfed analyzou rozmraZeny
a fadn¢ rozmichany. Hemolyzované a lipemické vzorky by nemély byt pouzivany, protoze
mohou poskytovat chybné vysledky.

Vzorky obsahujici CAI125 o koncentraci vyssi nez 500 U/ml by mély byt ziedeény nulovym
kalibratorem S0 a znovu analyzovdany. Doporucené redeni: 10krat (450 ul SO + 50 ul vzorku,).

7. Priprava reagencii, skladovani

Reagencie skladujte po otevieni pii 2-8 °C. Pii této teploté jsou reagencie stalé¢ az do data
exspirace soupravy. Datum exspirace je uvedeno na obalu a na certifikatu kvality. Ptidejte
koncentrat promyvaciho pufru ,WASH BUFFER CONCENTRATE* (20ml) do 700 ml
destilované vody pro ptipravu 720 ml promyvaciho roztoku. Po ziedéni uchovavejte pii
2-8 °C az do data exspirace soupravy.

POZOR!
Vytemperujte vSechny reagencie a vVzorky sér na pokojovou teplotu. Pfed pouzitim vSechny
reagencie a vzorky dikladné€ promichejte. Zamezte nadmérnému vzniku pény.

8. Postup stanoveni

(Zkraceny navod viz tabulka 1)

1. Popiste potazené zkumavky v duplikatech pro kazdy kalibrator (SO-S5), kontrolni

sérum a vzorek. Muzete popsat dvé zkumavky na zméfeni celkové aktivity (T — Total).

2. Napipetujte 100 pl kalibratorii, kontrolnich sér a vzorki do fadné oznacenych

zkumavek. Pouzijte stojanek k uloZeni zkumavek. Spickou pipety se nedotykejte ani
neposkrabejte vnitini dno zkumavek.

Napipetujte 100 pl ,,TRACER* do kazdé zkumavky.

4. Uzaviete vSechny zkumavky plastovou folii. Pevné pfipevnéte stojanek se
zkumavkami na tfepacku, zapnéte ji a nastavte takovou rychlost, aby se tekutina v
kazdé zkumavce nepietrzité protiepavala nebo otacela (doporucuje se min. 600 rpm)

5. Za protiepavani nechte zkumavky inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté.
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6. Do kazdé zkumavky pfidejte 2,0 ml zfedéného promyvaciho pufru*. Vylijte obsah

vSech zkumavek obracenim stojanku vzhlru nohama. V této pozici nechejte stojanek

stat na savém papiru po dobu alespon 2 minut.

Obrat'te stojanek zpét do normalni polohy a dvakrat zopakujte promyvaci krok.

Proméite kazdou zkumavku gama-¢itatem po dobu alespon 60 sekund.

9. Vypoctéte koncentrace CA125 ve vzorcich podle nize uvedeného postupu (9. Vypocet
vysledkil), nebo pouzijte specidlni software.
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*Pfi pouziti automatického analyzatoru (Stratec apod.) 1ze k promyvani pouzit pouze
destilovanou vodu, doporucuje se vSak ptidat jeden promyvaci krok navic.

Tabulka 1: Pracovni protokol, navod na pipetovani (vSechny objemy jsou uvedeny
v mikrolitrech)

Zkumavky Total Kalibrator | Kontrola Vzorek
Kalibrator 100
Kontrolni sérum 100
Vzorek 100
Radioindikator 100 100 100 100
Protfepavejte 2 hod pii pokojové teploté
Promyvaci pufr | | 2000 | 2000 [ 2000
Slijte tekutinu a nechejte odkapat na savém papiru
Promyvaci pufr | | 2000 | 2000 | 2000
Slijte tekutinu a nechejte odkapat na savém papiru
Promyvaci pufr | | 2000 | 2000 | 2000
Slijte tekutinu a nechejte odkapat na savém papiru
Zme¢ite radioaktivitu (60 sekund/zkumavka)
Vypoctéte vysledky

9. Vypocet vysledkii

Vypocet je vysvétlen na reprezentativnich datech. Zméfend data by méla byt podobnd tém,
ktera jsou uvedena v tabulce 2. Vypoctéte prumérny pocet impulsit za minutu (cpm) pro
kazdy par zkumavek. Pomoci nasledujiciho vzorce vypoctéte normalizovanou vazbu
v procentech pro kazdy kalibrator, kontrolni sérum resp. vzorek:

S.5/C,_,, /M, (cpm)—S,(cpm)

B/T(%) = T topm)

x100

Na semilogaritmickém papiru vyneste B/T(%) pro kazdy kalibrator proti odpovidajici
koncentraci CA125. Stanovte koncentraci CA125 v neznamych vzorcich interpolaci
kalibracni ktivky. Neextrapolujte hodnoty mimo rozsah kalibracni kiivky. Pfi hodnoceni
pomoci vypocetni techniky je doporu¢ovano pouziti spline-funkce.

Tabulka 2: Typicka data méfeni:
Zkumavky | Primér cpm | B/T(%) | CA125 U/ml

T 291557
SO 278 0,1
Sl 2177 0,7

S2 3610 1,2




S3 8361 2,9

S4 20729 7,1

S5 46876 16,1

Cl 5642 1,9 51,7
Cll 10973 3,8 105,9

10. Valida¢ni parametry metody

Specifi¢nost
Protilatky pouzité v této metod¢ zajist'uji naprosto specifickou detekci CA125.

Citlivost

Na zakladé 120 stanoveni (60 slepych vzorka a 60 vzorki s nizkym obsahem analytu) byly
S 95% pravdépodobnosti stanoveny nasledujici limity méfeni:

Mez slepého pokusu (Limit of blank LoB): 0,56 U/ml

Mez detekce (Limit of detection LoD): 1,08 U/ml

Vysledky pod hodnotou LoB by mély byt vydavany jako “analyt nedetekovan”. Vysledky
mezi hodnotami LoB a LoD by mély byt vydavany jako “analyt detekovan”, koncentrace
<1,08 U/ml.

Preciznost a reprodukovatelnost

Ctyfi smési séra byly zméfeny ve 20 replikatech za G¢elem stanoveni preciznosti v sérii. Pro
stanoveni preciznosti mezi sériemi byly vzorky méteny v duplikatech v 20 nezavislych
stanovenich. Vysledky jsou uvedeny nize:

V sérii Mezi sériemi

Primér (U/ml) | CV % | Priimér (U/ml) | CV %
24,39 1,99 24,31 5,71
44,26 1,42 44,67 3,11
154,59 2,31 157,0 3,12
305,87 1,98 316,42 2,80

Linearita - dilu¢ni pokus

Sest jednotlivych vzorkl séra bylo postupné nafedéno nulovym kalibratorem a zméfeno dle
navodu uvedeného v soupraveé. Primérna vytéZznost po zfedéni byla 92,6 %. Nasledujici
rovnice pro zmétenou koncentraci (Y) oproti ocekavané koncentraci (X) prokazuje dobrou
linearitu:

Y =0,9899X — 4,2676 R?=0,9967 n=20

Vytéznost

Vytéznost byla definovana jako naméfeny narlst vyjadieny jako procento ocekavaného
nartstu U vzorkli obohacenych piidavkem znamych mnozstvi CA125. Primérna procentudlni
vytéznost 3 vzorki sér s pridavky CA125 na tfech koncentra¢nich hladinach byla 103,37 %, v
rozmezi od 99 % do 107 %

Hook efekt
U koncentraci nizsich nez 25000 U/ml nebyl pozorovan zadny “hook efekt”.

Ocekévané hodnoty

Je doporucovano, aby si kazda laboratof urcila referencni interval pro vlastni populaci
pacienttl.

Byly vyhodnoceny vzorky séra od 408 zjevné zdravych, net€hotnych darkyn krve:




Pocet vzorki 408

Pramér (U/ml) 16,53

Median (U/ml) 14,03
Vzorky <35 U/ml | 386 (94,6%)
Vzorky <55 U/ml | 404 (99,0%)

Srovnéani metod

Metoda CA125 IRMA (Y) byla porovnana s metodou Fujirebio Diagnostics Inc. CA125 RIA
(X) pomoci 135 vzorka s koncentracemi v rozmezi od 5 do 500 U/ml. Linearni regresni
analyza poskytla nasledujici vysledky:

Y =1,0168X — 1,0221 R%=0,9442

11. Poznamky k postupu

e Nedodrzovani instrukci v tomto ndvodu mize vyrazné ovlivnit vysledky.

e Slozky z riznych souprav nebo ze souprav jinych vyrobcti by nemély byt zaménovany
nebo sméSovany.

e Zdroj chyby! Reagencni zkumavky zabalené v plastovych krabickach nejsou
jednotlivé znaCeny. Dbejte na to, aby nedoSlo k jejich pomichani s bé&znymi
zkumavkami. Aby bylo minimalizovano toto nebezpeci nikdy nevyndavejte z krabicky
vice zkumavek, nez je potfeba a vSechny zbyvajici davejte zpét do krabicky.
Zkumavky je vhodné oznadit popisovacem.

e Zdroj chyby! Pro zajisténi dostatecné rotace by mély byt zkumavky pevné uchyceny
ve stojanku. Nepouzivejte stojanek s volnymi otvory. Nerovnomérné nebo neuplné
trepani mize vyustit v nizsi ucinnost metody.

12. Omezeni

e Nepouzivejte metodu stanoveni CA125 jako screeningovy test ndadorového
onemocnenti.

e Hodnoty CA125 vyssi nebo rovny 35 U/ml se mohou vyskytnout i u nékterych
zdravych jedinct a u pacientli s nemalignim onemocnénim.

e Hodnoty CA125 niz8i nez 35 U/ml nesveéd¢i o neptitomnosti residualniho ovarialniho
nadoru.

e Vysledky by mély byt interpretovany S ohledem na celkovy klinicky stav pacienta,
vcetné klinické historie, vysledkt dalSich testl a jinych diagnostickych metod.

e Vzorky pacienti, ktefi obdrzeli mys$i imunoglobuliny k diagnostickym nebo
terapeutickym ucelim, mohou obsahovat lidské protiladtky proti my$im protilatkdm
(HAMA). Sérum od téchto jedinci muze poskytovat chybné vysledky.

13. Bezpecnostni opatieni

Radioaktivita

Tento produkt obsahuje radioaktivni material. Jeho uZivatel je zodpovédny za dodrzovani
mistnich pfedpist a spravné praxe tykajicich se manipulace s radioaktivnimi materialy.

Bioriziko

Lidska krev pouzitd v této soupravé pochazi od zdravych darct, ktefi byli jednotlivé testovani
schvalenymi metodami (EIA, enzymovéd imunoanalyza) a jejichz vysledky testi na HIV
protilaky (anti-HIV-1), povrchovy antigen hepatitidy B (HbsAg) a protilatky proti bakterii
Treponema (syfilis) byly negativni.



Opatrnosti je tieba dbat vzdy ptfi manipulaci s lidskymi vzorky béhem jejich méfeni
diagnostickou soupravou. PiestoZze byl pacient testovan, zadna metoda neposkytne tplnou
jistotu, ze v krvi nejsou pfitomny viry Hepatitidy B, HIV-1, nebo jina infek¢ni agens. Se
vzorky lidské krve by proto vzdy mélo byt nakladano jako s potencidlné infekénim
materidlem.

Chemické riziko

Slozky soupravy obsahuji azid sodny jako antimikrobidlni ¢inidlo. Odpad splachnéte velkym
mnozstvim vody, aby se zamezilo tvorbé vybusnych azidi kovovych prvktl v médéném nebo
olovéném potrubi. Celkovy obsah azidu sodného v kazdém baleni je 38,5 mg.

14. Pravni upozornéni

CA125™ je obchodni znamka firmy Fujirebio Diagnostics Inc. (FDI). Souprava CA125
IRMA je zaloZena na pouziti protilatek OC125 a M11, které jsou dostupné vyhradné u FDI a
jeho schvalenych distributort.
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