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Navod k pouziti

CA15-3 IRMA

Souprava CA15-3 IRMA umoziiuyje piimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA15-3 v lidském séru


http://www.demeditec.com/

1. Uéel poutziti

Souprava CA15-3 IRMA umoziuje piimé in-vitro kvantitativni stanoveni S tumorem
asociovaného antigenu CA15-3 v lidském séru v rozmezi 0-300 U/ml. Kazda souprava obsahuje
materidl dostacujici pro méieni 100 zkumavek, umoznujici sestaveni jedné kalibracni kiivky a
stanoveni 42 neznamych vzorkl v duplikatech.

2. Popis

CA15-3 je vysokomolekularni mucinovy glykoprotein kddovany genem MUC-1. Tento antigen
je detekovan dvéma monoklonalnimi protilatkami: DF3 a 115DS8. Protilaitka DF3 byla
pfipravena proti membranové frakci lidského karcinomu prsu (Kufe et al., Hybridoma
1984;3(3):223-232) a protilatka 115D8 byla vytvofena proti antigenim membran kulicek
lidského mlé¢ného tuku (Hilkens et al., Prot Biol fluids 1981;29:813-816).

Koncentrace antigenu CA15-3 je Casto zvySena v séru pacientd s karcinomem prsu nebo
S jinymi malignimi onemocnénimi, jako je karcinom vaje¢nikti nebo plic. Néktera nemaligni
onemocnéni (napf. endometrioza, zanétliva panevni onemocnéni nebo hepatitida), nebo
fyziologické stavy jako t€hotenstvi nebo laktace, mohou také zvySovat hladiny CA15-3.
Stanoveni CA15-3 neni vhodné jako screeningovy test, ma vSak velky klinicky vyznam pro
diferencialni diagnostiku a prognézu karcinomu prsu, zhodnoceni tG¢innosti 1é¢by, v¢asnou
detekci relapsu po 1é¢be prvni linie a dlouhodobé sledovani pacientl v remisi.

3. Princip metody

Imunoradiometrické stanoveni je zalozeno na dvoukrokové metod€. V prvnim kroku jsou ve
zkumavkach potazenych streptavidinem inkubovany vzorky sér s biotinylovanou vychytavajici
(,,capture®) monoklonalni protilatkou (115D8*). Béhem inkubace je imunokomplex navazan
na reaktivni povrch stén zkumavek. Poté jsou zkumavky promyty.

V druhém kroku je pfidana signalni monoklonalni protilatka (DF3*) znacena 1%°1, ktera se vaze
na jiny epitop molekuly CA15-3 nez ten, ktery je rozpoznan vychytavajici protilatkou, coz vede
ke vzniku komplexu vychytavajici protilatka-antigen-signalni protilatka (tzv. ,,sandwich®).
Poté je reakcni smés vylita, zkumavky jsou dostateéné promyty a gama-CitaCem je zméfena
jejich radioaktivita.

Koncentrace antigenu je pifimo Umeérna radioaktivité zméfené ve zkumavkéach. Pomoci
kalibra¢ni kiivky, kdy je vynasena vazana radioaktivita proti fadé kalibratorti obsahujicich
znamé mnozstvi CA15-3, je stanovena neznama koncentrace CA15-3 ve vzorcich pacientd.

* protilatky Fujirebio Diagnostics Inc.

4. Obsah soupravy

1. Jedna lahvicka “TRACER” (21 ml), ptipraveno k pouziti, radioindikator obsahujici
protilatku ?°I-anti-CA15-3 (<980 kBq) v pufru s ¢ervenym barvivem a 0,1 % NaNa.

2. Jedna lahvicka “ANTISERUM” (21ml), pfipraveno k pouziti, antisérum
obsahujici biotinylovanou vychytavajici protilatkou v pufru s modrym barvivem a 0,1 %
NaNs.

3. Jedna lahvicka (10ml) ,,DILUENT* (DIL), obsahujici konské sérum a PBS pufr s 0,1 %
NaNs.

4. Sest lahvicek ,,STANDARD S0-S5“ (6x 0,5ml), kalibratory S0-S5 obsahujici CA15-3 v
lidském séru s 0,1 % NaNs. Koncentrace kalibratorii jsou uvedeny v piiloZeném
certifikatu kvality.

5. Dvé lahvicky “CONTROL SERUM” (2x 0,5 ml), kontrolni séra obsahujici nizkou a
vysokou koncentraci CA15-3 v lidském séru a 0,1 % NaNs. Koncentrace kontrolnich sér
jsou uvedeny v pfilozeném certifikatu kvality.



6. Dv¢ krabicky ,,COATED TUBES®, potazené zkumavky, pfipravené K pouziti: 2x50
reagenCnich zkumavek, 12x75 mm, zabalenych v plastovych krabickach

7. Jedna lahvicka ,,WASH BUFFER CONCENTRATE® (40 ml), koncentrat promyvaciho

pufru, obsahujici 0,1 % NaNa. Viz priprava reagencii.

Certifikat kvality

9. Pribalovy letak

«©

5. Potiebny material, pomiicky a vybaveni
e bezné laboratorni vybaveni
e mikropipetana 10 pl
e opakovaci pipeta na 200 pl
e opakovaci pipeta nebo davkovac na 2000 ul
e horizontalni tfepacka (alespon 600 rpm)
e plastikova folie na piekryti zkumavek
e sava bunicina (papir)
e gama-citac se softwarem

6. Odbér vzorkii a jejich skladovani

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

Vzorky obsahujici CA15-3 0 koncentraci vyssi nez 300 U/ml by mély byt ziedeny redicim
roztokem a znovu analyzovany. Doporucené redeni: 10krat (450 ul DIL + 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 v certifikatu kvality. Pridejte
koncentrat promyvaciho pufru ,WASH BUFFER CONCENTRATE®“ (40ml) do 1400 ml
destilované vody pro piipravu 1440 ml promyvaciho roztoku. Po zfedéni uchovavejte pii 2-8 °C
az do data exspirace soupravy.

POZOR!
Vytemperujte vSechny reagencie a vVzorky sér na pokojovou teplotu. Pfed pouZzitim 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 (S0-S5), kontrolni sérum

a vzorek. Popiste dvé zkumavky na zméfeni celkové aktivity (T — Total).

2. Napipetujte 10 pl kalibrator, kontrolnich sér a vzorkti do fadn€ oznacenych zkumavek.
Pouzijte stojanek k uloZeni zkumavek. Spi¢kou pipety se nedotykejte ani neposkrabejte
vnitini dno zkumavek.

Napipetujte 200 pl antiséra do kazdé zkumavky (kromé T).

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

5. Za protiepavani nechte zkumavky inkubovat 1 hodinu pii pokojové teploté.
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6. Do kazdé zkumavky pridejte 2,0 ml ziedéného promyvaciho pufru. Vylijte obsah vsech
zkumavek obracenim stojanku vzhliru nohama. V obracené poloze dnem vzhiru
ponechejte stojanek stat na savém papiru po dobu alespon 2 minut.

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

8. Napipetujte 200 pl radioindikatoru do kazdé zkumavky.

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

10. Za protiepavani nechte zkumavky inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté.

11. Promyjte zkumavky podle bodl 6. a 7.

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

13. Vypoctéte koncentraci CA15-3 ve vzorcich podle nize uvedeného postupu (9. Vypocet
vysledkil), nebo pouzijte specialni software.

Tabulka 1: Pracovni protokol, navod na pipetovani (vSechny objemy uvedeny v mikrolitrech)
Zkumavky Total Kalibrator | Kontrola Vzorek
Kalibrator 10
Kontrolni sérum 10
Vzorek 10
Antisérum 200 200 200

Protfepavejte 1 hod pii pokojové teploté
Promyvaci pufr | 2000 | 2000 | 2000
Slijte tekutinu a nechejte odkapat na savém papiru
Dvakrat zopakujte promyvaci krok
Radioindikator | 200 | 200 | 200 [ 200
Protfepavejte 1 hod pii pokojové teploté
Promyvaci pufr | | 2000 | 2000 [ 2000
Slijte tekutinu a nechejte odkapat na savém papiru
Dvakrat zopakujte promyvaci krok
Zm¢ite radioaktivitu (60 sekund/zkumavka)
Vypoctete vysledky

9. Vypocet vysledkii

Vypocet je vysvétlen na reprezentativnich datech. Zmétena data by méla byt podobna tém, ktera
jsou uvedena v tabulce 2. Vypoététe 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:

81—5 /CI—II IM x(Cpm) B So(cpm)
T(cpm)

B/T(%) = x100

Vyneste relativni vazbu B/T(%) pro kazdy kalibrator proti odpovidajici koncentraci CA15-3.
Stanovte koncentrace CA15-3 v neznamych vzorcich interpolaci kalibracni kiivky.

Neextrapolujte hodnoty mimo rozsah kalibra¢ni kiivky. Pfi hodnoceni pomoci vypocetni

techniky je doporucovano pouziti spline-funkce.

Tabulka 2: Typicka data méteni

Zkumavky | Primér cpm B/T (%)

CA15-3 U/ml

T 342248




SO 161 0,05

S1 6136 1,8 15
S2 12336 3,6 30
S3 24193 7,1 65
S4 42404 12,4 130
S5 76043 22,2 300
Cl 10039 2,9 24,1
Cll 19442 5,7 49,6

10. Valida¢ni parametry metody

Specifi¢nost
Protilatky pouzité v této metodé zajist'uji naprosto specifickou detekci CA15-3.

Citlivost

Na zaklad¢ 120 stanoveni ( 60 slepych vzorkt a 60 vzorki s nizkym obsahem analytu) byly s
95% pravdépodobnosti stanoveny nasledujici limity méteni:

Mez slepého pokusu (Limit of blank LoB): 0,24 U/ml

Mez detekce (Limit of detection LoD): 1,35 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 <1,35 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 15 nezavislych
stanovenich. Vysledky jsou uvedeny nize:

V sérii Mezi sériemi
Primér (U/ml) | CV % | Pramér (U/ml) CV %
14,32 1,62 15,59 3,44
31,14 1,33 33,33 3,95
87,50 1,84 88,44 4,66
217,15 1,36 221,16 3,12

Linearita - dilu¢ni pokus

Pét jednotlivych vzorkd sér o koncetracich mezi 200 a 300 U/ml bylo gravimetricky natedéno
desetkrat fedicim roztokem a zméfeno dle navodu uvedeného v soupravé. Vytéznost po ziedéni
byla 83,9 %, 85,6 %, 84,1 %, 92,1 % a 90,6 %.

Vytéznost

Vytéznost byla definovana jako naméreny nartst vyjadieny jako procento ocekavaného nartistu
u vzorkii obohacenych ptidavkem zndmych mnoZzstvi CA15-3. Primérnad procentualni
vytéznost 5 vzorkl sér s ptidavky CA15-3 na tiech koncentra¢nich hladinach byla 105,9 %, v
rozmezi od 104 % do 108 %

Hook efekt
U koncentraci nizsich nez 7500 U/ml nebyl pozorovan pii méteni zadny “hook efekt”.

Ocekévané hodnoty
Je doporucovano, aby si kazda laboratof urcila referencni interval pro vlastni populaci pacientu.
Byly vyhodnoceny vzorky séra od zjevné zdravych darkyn krve:




Pocet vzorkii 295
Primér (U/ml) 14,67
Median (U/ml) 14,24
Vzorky < 30 U/ml | 294 (99,7%)
Vzorky <25 U/ml | 287 (97,3%)

Srovnani metod
Metoda DE53100 IRMA (Y) byla porovnana s metodou IBA-CIS CA15-3 IRMA (X) jako
referen¢ni metodou pomoci 172 vzorki s koncentracemi v rozmezi od 5 do 300 U/ml. Linearni

regresni analyza poskytla nasledujici vysledek:
Y =1,0454X - 0,675 R?=0,9698

11. Poznamky k postupu
e Nedodrzovani instrukci v tomto ndvodu mize vyrazné ovlivnit vysledky.
e Slozky z riznych souprav nebo ze souprav jinych vyrobcii by nemély byt zaménovany
nebo sméSovany.
e Zdroj chyby! Pro zajisténi dostatecné rotace by mély byt zkumavky pevné uchyceny ve
stojanku. Nepouzivejte stojanek s volnymi otvory. Nerovnhomérné nebo neuplné
protfepavani mize vyustit ve niz§i u¢innost metody.

12. Omezeni

e Nepouzivejte metodu stanoveni CA15-3  jako screeningovy test nadorového
onemocnénti.

e Hodnoty CA15-3 vyssi nebo rovny 30 U/ml se mohou vyskytnout i u nékterych
zdravych jedinctl a u pacientli s nemalignim onemocnénim.

e Hodnoty CA15-3 nizsi nez 30 U/ml nesvédéi o nepiitomnosti residualniho nadoru prsu.

e Vysledky by mély byt interpretovany ve spojeni s celkovym klinickym stavem pacienta,
vcetné klinické historie, vysledkl dalSich testl a jinych diagnostickych metod.

e Vzorky pacient, ktefi obdrzeli mySi imunoglobulin k diagnostickym nebo
terapeutickym ucelim, mohou obsahovat lidské protilatky proti mySim protilatkdm
(HAMA). Sérum od téchto jedinct miuiZze poskytovat chybné vysledky.

13. Bezpe€nostni opati‘eni

Radioaktivita

Tento produkt obsahuje radioaktivni materidl. Jeho uzivatel je zodpovédny za dodrZovani
mistnich pfedpisti a spravné praxe tykajici se manipulace s radioaktivnimi materialy.

Bioriziko

Lidska krev pouzitd v této soupraveé pochazi od zdravych darct, kteti byli jednotlivé testovani
schvalenymi metodami (EIA, enzymovéd imunoanalyza) a jejichz vysledky testd 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 b&hem jejich méfeni
diagnostickou soupravou. Piestoze 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.

Chemicke riziko



Slozky soupravy obsahuji azid sodny jako antimikrobidlni ¢inidlo. Odpad splachnéte velkym
mnozstvim vody, aby se zamezilo tvorbé vybusnych azidia kovovych prvka v médéném nebo
olovéném potrubi. Celkovy obsah azidu sodného v kazdém baleni je 96 mg.

14. Pravni upozornéni

CA15-3% je obchodni znamka firmy Fujirebio Diagnostics Inc. (FDI). Souprava CA15-3 IRMA
je zalozena na pouziti protilatek DF3 a 115D8, které jsou dostupné vyhradné u FDI a jeho
schvalenych distributord.
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