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Navod k pouziti

CA19-9 IRMA

Souprava CA19-9 IRMA umoziiuyje piimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA19-9 v lidském séru


http://www.demeditec.com/

1. Popis

Souprava CA19-9 IRMA umoziuje piimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA19-9 v lidském séru v rozmezi 0-240 U/ml. Kazda souprava
obsahuje materidl dostacujici pro métfeni 100 testovacich zkumavek, umoziujici sestaveni
jedné kalibracni kiivky a stanoveni 42 neznamych vzorkt v duplikatech.

2. Uvod

CA19-9 je s tumorem asociovany vysokomolekularni glykoproteinovy antigen mucinového
typu, vyskytujici se krvi a v tkanich. Jeho stanoveni je uzite¢né pii sledovani pacientl s
prokazanym nadorem pankreatu, jejichz hladiny CA19-9 jsou v Case diagnozy vyssi nez
rozhodovaci limit (,,cut-off“ limit). U pacientli negativnich na piitomnost Lewis-antigenu
krevni skupiny se CA19-9 nevyskytuje ani v piitomnosti maligniho onemocnéni.

3. Princip metody

Koncentrace CA19-9 se stanovuje pomoci protilatky 1116NS19-9* rozpoznavajici specificky
epitop. Na ruznych mistech povrchu molekuly CA19-9 je pfitomen stejny epitop.
V technologii imunoradiometrického stanoveni (IRMA) se vyuziva monoklonalni protilatka s
vysokou afinitou.

Béhem tfepani na tiepacce se V pribéhu prvni jednohodinové inkubace vaze biotinylovana
vychytavajici (tzv. ,,capture®) protilatka 1116NS19-9* na specificky epitop molekuly
CA19-9. Po promyti zkumavek, béhem tfepani na tfepacce v prubéhu druhé jednohodinové
inkubace, je prostorové rozdilny, ale jinak totozny epitop rozpoznan signalni protilatkou
1116NS19-9* znaéenou '?°I. Stejné, ale rozdilné znadené protilatky reaguji ve dvou
samostatnych krocich s antigenem pfitomnym v kalibratorech a vzorcich, coz vede ke vzniku
komplexu vychytavajici protilatka-antigen-signalni protilatka (tzv. homo-sandwich).
Tento imunokomplex je imobilizovan na reaktivnim povrchu zkumavky potazené
streptavidinem. Po vyliti reakéni smési a kompletnim promyti zkumavek je radioaktivita
zmeétena gama-CitaCem.

Koncentrace antigenu je pifimo Umeérna radioaktivité zméfené ve zkumavkach. Pomoci
kalibra¢ni kiivky, kdy je vynasena vazana radioaktivita proti fad¢ kalibratorti obsahujicich
znamé mnozstvi CA19-9, je stanovena nezndma koncentrace CA19-9 ve vzorcich pacientt.

4. Obsah soupravy

1. Jedna lahvicka “TRACER” (21 ml), ptipraveno K pouziti, radioindikator obsahujici
protilatku'®l-anti-CA19-9 (<980 kBq) (1116NS19-9* - viz bod 14. Pravni
Upozornéni) v pufru s cervenym barvivem a 0,1% KathonCG jako konzervacnim
¢inidlem.

2. Jedna lahvicka (11 ml) “ANTISERUM?”, antisérum obsahujici biotinylovanou
protilatku anti-CA19-9 (1116NS19-9*) v pufru s modrym barvivem a 0,1%
KathonCG jako konzerva¢nim ¢inidlem. Pfipraveno k pouziti.

3. Dv¢ lahvicky (2,5 ml) ,,DILUTION SERUM* (S0), fedici sérum v matrici mysiho séra
s 0,1% KathonCG jako konzerva¢nim ¢inidlem. Pfipraveno k pouZiti.

4. Pétlahvicek ,,STANDARD S1-S5“ (5x 1ml), kalibratory S1-S5 obsahujici CA19-9 v
lidském séru s 0,1% KathonCG jako konzerva¢nim ¢inidlem. Pfipraveno K pouziti.
Koncentrace kalibratort jsou uvedeny v piilozeném certifikatu kvality.

5. Dvé lahvicky “CONTROL SERUM” CI, CII (1 ml), kontrolni séra obsahujici CA19-9
v lidském séru a 0,1% KathonCG jako konzervaéni ¢inidlo. Ptipraveno k pouZiti.
Koncentrace kontrolnich sér jsou uvedeny Vv piilozeném certifikatu kvality.

6. Dvé krabic¢ky ,,COATED TUBES®, potazené zkumavky, ptipravené K pouziti: 2x50
reagencnich zkumavek, 12x75 mm, zabalenych v plastovych krabickach



7. Jedna lahvicka ,,WASH BUFFER CONCENTRATE* (20 ml), koncentrat
promyvaciho pufru, obsahujici 0,1% KathonCG jako konzervaéni ¢inidlo. Viz
pFiprava reagencii.

8. Certifikat kvality

9. Piibalovy letdk

5. Poti‘ebny material, pomiicky a vybaveni
e stojan na zkumavky
mikropipeta s vymeénitelnymi Spickami na 100 pl
opakovaci pipety na 200 a 2000 pl
horizontalni tfepacka (alespon 600 rpm)
plastikova folie na pfekryti zkumavek
sava bunicina (papir)
gama-citac se softwarem

6. Odbér vzorki a jejich skladovani

Vzorky sér mohou byt pfipraveny obvyklym postupem pouzivanym rutinné 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 piipravené alikvoty vzorkt
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 CA19-9 0 koncentraci vyssi nez 240 U/ml by mély byt ziedeny redicim
sérem SO a znovu analyzovany. Doporucené redeni: 10krat (450 ul SO + 50 ul vzorku).

7. Priprava reagencii, skladovani

Reagencie, které jsou pfipraveny k pouziti, skladujte po otevieni pti 2-8 °C. Pfi této teplote
jsou reagencie stalé az do data exspirace soupravy. Datum exspirace je uvedeno na obalu a
certifikatu  kvality. Pfidejte  koncentrat promyvaciho pufru ,WASH BUFFER
CONCENTRATE* (20ml) do 1200 ml destilované vody pro piipravu 1220 ml promyvaciho
roztoku. Po ziedéni uchovavejte pii 2-8 °C az do data exspirace soupravy.

POZOR!
Vytemperujte vSechny reagencie a vzorky sér na pokojovou teplotu. Pred pouZitim vSechny
reagencie a vzorky dukladné promichejte. Zamezte nadmérnému vzniku pény.



8. Postup stanoveni

(Zkraceny navod viz tabulka 1)
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Popiste potazené zkumavky v duplikatech pro kazdy kalibrator (SO, Si-Ss), kontrolni
sérum (CI, CII), a vzorek (Mx). Mizete popsat dvé zkumavky na zméfeni celkové
aktivity (T — Total).

Napipetujte 100 pl kalibratord, kontrolnich sér a vzorki do fadné¢ oznaenych
zkumavek. PouZijte stojanek k uloZeni zkumavek. Spickou pipety se nedotykejte ani
neposkrabeje vnitini dno zkumavek.

Napipetujte 100 pl antiséra do kazdé zkumavky (kromé T — viz tabulka niZe).
Uzaviete vSechny zkumavky plastovou folif. 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 600 rpm)

Za protiepavani nechejte zkumavky inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté.

Do kazdé zkumavky piidejte 2,0 ml zfedéného promyvaciho pufru. Vylijte obsah
vSech zkumavek obracenim stojanku vzhiiru nohama. V obracené poloze dnem vzhiru
ponechejte stojanek stat na savém papiru po dobu alespoii 2 minut.

Obrat’te stojanek zpét do normalni polohy a dvakrat zopakujte promyvaci krok.
Napipetujte 200 pl radioindikatoru do kazdé zkumavky.

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

Za protiepavani nechejte zkumavky inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté.

Do kazdé zkumavky pfidejte 2,0 ml ziedéného promyvaciho pufru. Vylijte obsah
vSech zkumavek obracenim stojanku vzhiiru nohama. V této pozici ponechejte
stojanek stat na savém papiru po dobu alesponi 2 minut.

Obrat'te stojanek zpét do normalni polohy a dvakrat zopakujte krok 6.

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

. Vypoctéte koncentraci CA19-9 ve vzorcich podle nize uvedeného postupu (9. Vypocet

vysledkill), nebo pouZijte specialni software.

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

Zkumavky Total Kalibrator | Kontrola | Vzorek
Kalibrator/S0 100
Kontrolni sérum 100
Vzorek 100
Antisérum 100 100 100
Protiepavejte 1 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
Radioindikator | 200 | 200 | 200 | 200
Protfepavejte 1 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 vysledki

Vypocet je vysvétlen na reprezentativnich datech. Zmétena data by m¢la byt podobna tém,
ktera jsou uvedena v tabulce 2. Vypoctéte primérny pocet impulsti za minutu (cpm) pro
kazdy par zkumavek. Pomoci nasledujiciho vzorce vypoctéte normalizovanou vazbu
v procentech pro kazdy kalibrator, kontrolni sérum resp. vzorek:

1-5 /leu IM x(Cpm) B So (Cpm)

B/T (%) = > o)

x100

Na semilogaritmickém papiru vyneste B/T(%) pro kazdy kalibrator proti odpovidajici
koncentraci CA19-9. Stanovte koncentrac CA19-9 v neznamych vzorcich interpolaci
kalibra¢ni ktivky. Neextrapolujte hodnoty mimo rozsah kalibra¢ni kiivky. Pfi hodnoceni
pomoci vypocetni techniky je doporu¢ovano pouziti spline-funkce.

Tabulka 2: Typicka data méfeni:

Zkumavky | Pramér cpm B/T(%) CA19-9 U/ml
T 382 114
SO 153 0,04
S1 6 055 1,58
S2 11 986 3,14
S3 23 154 6,06
S4 44918 11,8
S5 85919 22,5
Cl 9011 2,36 22,4
Cll 27 325 7,15 73,1

10. Valida¢ni parametry metody

Specifi¢nost
Protilatka pouzita v této metod¢ zajist'uje naprosto specifickou detekci CA19-9.

Citlivost

Analyticka citlivost neboli minimalni detekovatelna hodnota (MDD — minimum detectable
dose) je vypocténa interpolaci souctu stfedni hodnoty cpm fediciho séra a dvojnasobku
standardni odchylky z kalibracni kiivky. Stanoveni bylo provedeno z hodnot ziskanych
méfenim 20 replikatt fediciho séra. Hodnota analytické citlivosti je 0,1 U/ml pii pouziti
cerstvého radioindikatoru.



Preciznost a reprodukovatelnost

Tti smési séra byly méfeny ve 20 replikatech za ucelem stanoveni preciznosti v sérii. Pro
stanoveni preciznosti mezi sériemi byly vzorky méfeny v duplikatech v 65 nezavislych
stanovenich. Vysledky jsou uvedeny nize:

V sérii Mezi sériemi

Primér (U/ml) | CV % | Priimér (U/ml) | CV %
2,15 8,5 2,15 15,6
36,5 6,1 35,7 6,2
216,4 2,0 194,3 54

Linearita - diluéni pokus

Pét jednotlivych vzorkd séra bylo postupné nafedéno nulovym kalibratorem a zméfeno dle
navodu uvedeného v soupravé. Primérnd vytéznost po ziedéni byla 108,0%. Nésledujici
rovnice pro o¢ekavanou koncentraci (Y) oproti zméfené koncentraci (X) prokazuje dobrou
linearitu:

Y =0,9723X - 1,57 R?*=0,9963 n=15

Vytéznost

Vytéznost byla definovana jako namétfeny ndrlst vyjaddieny jako procento ocekavaného
narustu U vzorkd obohacenych piidavkem znamych mnozstvi CA19-9. Priimérna procentudlni
vytéznost 6 vzorkid sér s piidavky CA19-9 na tfech koncentraénich hladinach byla 94,4 %, v
rozmezi od 86,7 % do 101,1 %

Hook efekt
U koncentraci niz§ich nez 1 500 000 U/ml nebyl pozorovan zadny “hook efekt”.

Rozhodovaci limit (cut-0ff) a distribuce hodnot

Je doporucovano, aby si kazda laboratot stanovila svij cut-off limit pro vlastni populaci
pacientd.

Hodnota cut-off: 37 U/ml

Byly vyhodnoceny vzorky séra od 494 zjevné zdravych darct krve:

Pocet vzorki 494
Vzorky s 0 U/ml 39

Pramér (U/ml) 4,87
Median (U/ml) 3,22
Vzorky < 37 U/ml 493

Srovnani metod

Metoda RK-199CT IRMA (Y) byla porovnana s metodou Fujirebio Diagnostics Inc.CA19-9
RIA (X) pomoci 60 vzorki s koncentracemi v rozmezi od 0 do 240 U/ml. Linearni regresni
analyza poskytla nasledujici vysledek:

Y =1,106X - 1,524 R?=10,893




11. Poznamky k postupu

e Nedodrzovani instrukci v tomto navodu mize vyrazné ovlivnit vysledky.

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

e Zdroj chyby! Reagen¢ni zkumavky =zabalené v plastovych krabickach nejsou
jednotlivé znacCeny. Dbejte na to, aby nedoSlo k jejich pomichani s béznymi
zkumavkami. Aby bylo minimalizovano toto nebezpeci nikdy nevyndavejte z krabicky
vice zkumavek, nez je potifeba a vSechny zbyvajici davejte zpét do krabicky.
Zkumavky je vhodné oznacit popisovacem.

e Zdroj chyby! Pro zajisténi dostatecné rotace by mély byt zkumavky pevné uchyceny
ve stojanku. Nepouzivejte stojanek s volnymi otvory. Nerovnomérné nebo nelplné
tiepani mize vyustit v niz§i uc¢innost metody.

12. Omezeni

e Nepouzivejte metodu stanoveni CA19-9 jako screeningovy test nadorového
onemocnénti.

e Hodnoty CA19-9 vyssi nebo rovny 37 U/ml se mohou vyskytnout i u nékterych
zdravych jedinctl a u pacientli s nemalignim onemocnénim.

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 pacientl, ktefi obdrzeli mysi imunoglobuliny k diagnostickym nebo
terapeutickym uceliim, mohou obsahovat lidské protilatky proti mySim protilatkdm
(HAMA). Sérum od téchto jedinc muze poskytovat chybné vysledky.

13. Bezpecnostni opatieni

Radioaktivita

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

Bioriziko

Lidska krev pouzita v této soupraveé pochazi od zdravych darci, ktefi byli jednotliveé testovani
schvalenymi metodami (EIA, enzymova imunoanalyza) a jejichZ vysledky testi na HIV
protilatky (anti-HIV-1), povrchovy antigen hepatitidy B (HbsAg) a protilatky proti bakterii
Treponema (syfilis) byly negativni.

Opatrnosti je tieba dbat vzdy pii manipulaci s lidskymi vzorky béhem jejich méfeni
diagnostickou soupravou. | kdyz byl pacient testovan, zadna metoda neposkytne tplnou
jistotu, ze v krvi nejsou pfitomny viry Hepatitidy B, HIV-1, nebo jina infekéni agens. Se
vzorky lidské krve by proto vzdy mély byt nakladdno jako s potencidlné infekénim
materidlem.

Chemické riziko
Slozky soupravy obsahuji Kathon CG jako antimikrobidlni ¢inidlo. Celkovy obsah Kathon
CG v kazdém baleni je 64 mg.

14. Pravni upozornéni
“CA19-9™ je obchodni znamka firmy Fujirebio Diagnostics Inc. (FDI). Souprava CA19-9
IRMA je zaloZena na pouziti protilatky 1116NS19-9.
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