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CanAg CA125 EIA
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Navod k pouziti Enzymoimunoanalyticka souprava
2007-11 Pro 96 stanoveni
POUZITI

Souprava CanAg CA125 EIA je uréena pro kvantitativni stanoveni rakovinového antigenu
CA125 v séru

SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

CA125 je vysokomolekularni glykoprotein mucinového typu, definovany monoklonalni
protilatkou (MAb) Oc125, kterou stanovil Bast et al. (1). RGzné epitopy, vyjadfené epitopem
0Oc125 na antigenu CA125, byly pouzity k vyvoji heterologniho testu pro stanoveni antigenu
CA125 (2). Souprava CanAg CA125 EIA je zalozena na dvou mySich monoklonalnich
protilatkach, Ov197 a Ov185, nasmeérovanych proti dvéma nezavislym epitopim
proteinového jadra antigenu CA125 (3,4).

Stanoveni CA125 je Casto pouzivano ke sledovani pacientek s gynekologickym zhoubnym
bujenim, jako je epitelidlni rakovina vaje¢niku (5).

PRINCIP STANOVENI

CanAg CA125 EIA je nekompetitivni imunoanalytické stanoveni na pevné fazi, zalozené na
pfimé sendvi¢ové technice. Kalibratory, kontroly a pacientské vzorky jsou inkubovany
spole¢né s biotinylovanou mySi monoklonalni protilatkou proti CA125 (MAb) Ov197
v mikroprouzcich, potazenych streptavidinem. CA 125, pfitomny v kalibratorech nebo
vzorcich, se béhem inkubace adsorbuje na mikroprouzky, potazené streptavidinem,
prostfednictvim biotinylované MAb proti CA125. Prouzky se pak promyji a inkubuji
s protilatkou MAb Ov185 proti CA125, znaenou kfenovou peroxidazou (HRP). Po promyti
se do kazdé jamky pfidd chromogenni substrat (peroxid vodiku a 3,355 tetra-
methylbenzidin) v tlumivém roztoku a ponecha se probihat enzymaticka reakce. Je-li
pfitomen antigen, pak béhem enzymatické reakce dojde k modrému zabarveni roztoku
v jamce. Intenzita zabarveni je Umérna mnozstvi antigenu CA125, pfitomnému ve vzorcich.
Intenzita zabarveni se stanovi spektrofotometrem pro mikrodesticky pfi 620 nm (nebo
pfipadné po pfidani stop roztoku pfi 405 nm).

Kalibracni kfivky jsou sestrojeny pro kazdé stanoveni vynesenim hodnoty absorbance proti
koncentraci kazdého kalibratoru. Koncentrace CA125 v pacientskych vzorcich se pak
odecitaji z kalibracni kFivky.



REAGENCIE

e Kazda souprava CanAg CA125 EIA obsahuje reagencie na 96 stanoveni.

Exspiraéni datum soupravy je uvedeno na vnéjsim Stitku na krabici soupravy.

Po uplynuti exspirani doby soupravu jiz nepouzivejte.

Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi soupravy.

Soupravu skladujte pfi 2 — 8°C. Nezamrazuijte.

Stabilitu otevienych reagencii naleznete v tabulce, uvedené nize. Reagencie jsou
stabilni po uvedenou dobu, pokud nejsou kontaminovany, jsou skladovany v dobfe
uzavienych originalnich lahvickach a zachazi se s nimi pfedepsanym zpusobem.
Okamzité po pouziti je opét uskladnéte pfi 2 — 8°C.

Slozka Mnozstvi Skladovani a stabilita
po prvnim otevieni

MICROPLA

Mikrodesticka 1 desticka 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na desti¢ce

12 x 8 jamek potazenych streptavidinem. Nepouzité prouzky po otevieni okamzité vratte do
hlinikového sacku, obsahujiciho vysoudedlo. Peclivé uzavfete, aby prouzky byly uchovavany
v suchu.

Kalibratory CA 125 5 lahvicek 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvickach

| CAL [cA125] o | 0 U/mL 1x8mL

| CAL [ca125| 10 | 10 U/mL 1x0,75 mL
| CAL [ca125| 40 | 40 U/mL 1x0.75 mL
| CAL [CA125[ 200 | 200 U/mL 1x0.75 mL
| CAL [cA125| 500 | 500 U/ml 1x0.75 ml

Antigen CA125 v tlumivém solném roztoku Tris-HCI, obsahujicim hovézi sérovy albumin,
detergent, inertni Zlutou barvu a 0,05% azid sodny jako konzervacni prostiedek. Pfipraveny

k pouZiti.| CAL [cA125| o |také muZe byt pouZit pro fedéni vzorku.

Kontroly CA125 2 lahvicky 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢kach

| CONTROL | CA125 1 | 1 %075 mL

| CONTROL | CA125] 2 | 1 %075 mL

Antigen CA125 v tlumivém solném roztoku Tris-HCI, obsahujicim hovézi sérovy albumin,
detergent a 0,05% azid sodny jako konzervalni prostfedek. Pfipraveny k pouZiti.




Slozka Mnozstvi Skladovani a stabilita
po prvnim otevreni

‘BIOTIN| Anti-CA125 ‘ 1x 15 mL 2 — 8°C do data exspirace,
Biotin Anti-CA125 uvedeného na lahvi¢ce

Biotinylovana mysi monoklonalni protilatka proti CA125, pfiblizné 2 ug/mL. Obsahuje tlumivy
solny roztok Tris-HCI (pH 7,75), hovézi sérovy albumin, blokovaci ¢inidla, detergent, inertni
Cervenou barvu a 0,05% azid sodny jako konzervacni prostfedek. Pfipravena k pouziti.

‘ CONJ |A"ti'CA125 ‘ 1x 0,75 mL 2 — 8°C do data exspirace,
Indikator, HRP Anti-CA125 uvedeného na lahvicce

Zasobni roztok mySi monoklonalni protilatky, konjugované s HRP, pfiblizné 30 ug/mL.
Obsahuje konzervacni latky. Pfed pouzitim nafedit fedidlem pro indikator.

CONJ 1x15mL 2 — 8°C do data exspirace,

Redidlo pro indikator uvedeného na lahvi¢ce

Fosfatovy tlumivy solny roztok (pH 7,2) s hovézim sérovym albuminem, blokovacimi €inidly,
detergenty, inertni modrou barvou a 0,01% methylisothiazolonem (MIT) jako konzervacnim
Cinidlem. Pfipraven k pouziti.

SUBS 1x12mL 2 — 8°C do data exspirace,

Substrat TMB HRP uvedeného na lahviéce

Obsahuje tlumivy roztok peroxidu vodiku a 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidinu (TMB). Pfipraven
k pouziti.

STOP 1x15mL 2 — 8°C do data exspirace,

Stop roztok uvedeného na lahvi¢ce

Obsahuje 0,12M kyselinu chlorovodikovou. Pfipraven k pouZiti.

WASHBUF | 25X |

1 x50 mL 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢ce

Tlumivy solny roztok Tris-HCl s Tweenem 20. Obsahuje Germall Il jako konzervacni €inidlo.
Pfed pouzitim naredit 25krat vodou.

Znamky nestability
Substrat TMB HRP by mél byt bezbarvy nebo slabé& namodraly. Modra barva znamena, ze
reagencie byla kontaminovana a musi byt zlikvidovana.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI
Pouze pro diagnostické pouziti in vitro
e Pouze pro profesionalni pouziti
e Dodrzujte pfislusnad bezpecCnostni opatfeni pro praci v laboratofi a v8echny dalsi
mistni a narodni bezpeénostni pfedpisy.



e Se v8emi pacientskymi vzorky zachazejte jako s potencialné infekCnimi.

¢ Reagencie obsahuji jako konzervaéni prostfedek azid sodny (NaN;). Azid sodny
muUzZe reagovat s olovénym a médénym instalacnim zafizenim a tvofit vysoce
explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci odpadu proto pouzivejte velké mnoZstvi vody,
abyste zabranili vybuchu.

¢ P¥ilikvidaci odpadu postupujte podle mistnich bezpeénostnich predpis(.

Upozornéni

Material, pouzity pfi pfipravé reagencii lidského plivodu, byl testovan na pfitomnost protilatek
proti HIV 1 a 2, HCV a povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAG), a byl shledan jako
negativni. ProtoZze Zadna metoda nemuze zcela vylougit pfitomnost infekénich latek v krvi, pfi
zachazeni s reagenciemi lidského puvodu a pfi jejich likvidaci s nimi nakladejte jako
s potencialné infek&nimi.

PRIPRAVA A SKLADOVANIi VZORKU

Souprava CanAg CA125 EIA je urena pro pouziti sérovych vzorkl. Krev odeberte ze Zily a
obvyklym postupem oddélte sérum. Vzorky mohou byt skladovany 24 hodin pfi 2 — 8°C. Pro
del$i skladovani se doporucuje uchovavat vzorky pfi teploté -70°C nebo nizSi. Vzorky
nesmeéji byt skladovany v mrazaku, ktery se automaticky sdm odmrazuje a pfed analyzou
nesméji byt rozmrazeny a znovu zamrazeny. Zmrzlé vzorky ponechte rozmrzat pozvolna,
nejlépe pii 2 — 8°C pres noc a pak je pfed analyzou vytemperujte na laboratorni teplotu.

POSTUP

Potiebné materialy nedodavané se soupravou

1. Trepacka pro mikrodesticky

Trepani by mélo byt stfedni az silné. Podélné tfepani pfiblizné 200 kmit(/min., oscilace 700 —
900/min.

2. Promyvaci zafizeni pro mikrodesti¢ky

Automaticka promyvacka desti¢ek, ktera umozni nastavit 1, 3 a 6 promyvacich cykld, nebo
poloautomatické zafizeni na promyvani destiCek, pfipojené na vakuovou pumpu nebo
vyvévu a zasobnik na odsatou kapalinu.

Pokud neni k dispozici automaticka promyvacka, doporucujeme ruéni promyvacku pasku
Nunc Immuno-8.

3. Spektrofotometr pro mikrodesticky

S vinovou délkou 620 nm a/nebo 405 nm a rozsahem absorbance od 0 do 3,0.

4. Presné pipety

S plastovymi Spi¢kami na jedno pouziti pro davkovani mikrolitrovych objemd. Uzite¢na, ale
ne nezbytna je i 8-kanalova pipeta nebo opakovaci pipeta s plastovymi Spi¢kami na jedno
pouziti pro davkovani 100 L.

5. Destilovana nebo deionizovana voda

Pro pfipravu promyvaciho roztoku.

Poznamky k postupu stanoveni

1. Aby bylo zajisténo spravné pouzivani soupravy CanAg CA125 EIA, je tfeba ddkladné
porozumét obsahu tohoto pfibalového letdku. Reagencie dodavané se soupravou jsou
nedilnou soucasti pfi jejim pouziti. Nemichejte identické reagencie z této soupravy, ktera
maji rizna cisla lotd. Nepouzivejte reagencie ze soupravy po uplynuti data exspirace,
vytisténého na vné;jsi strané krabice soupravy.

2. Pfed pouzitim je tfeba reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu (20 — 25°C). Abyste
ziskali spravné vysledky, pracujte pouze pfi teploté mezi 20 a 25°C. Zmrazené vzorky nechte
rozmrzat pomalu a po roztati je jemné, ale diikladné promichejte.



3. Pred zapocetim pipetovani kalibratori a pacientskych vzork vam doporucujeme oznadit
si jednotlivé prouzky, abyste byli schopni béhem stanoveni i po jeho skonéeni jednoznacné
identifikovat vSechny vzorky.
4. Ddukladné promyvani prouzkl je velmi dullezité. Zajistéte, aby kazda jamka byla Upiné
naplnéna az ke svému okraji a aby jamky mezi jednotlivymi promyvacimi cykly i po skonceni
promyvani byly dokonale odsaty a byly prazdné. Jestlize v jamkach zbyla néjaka kapalina,
jamky obratte a peclivé je vyklepejte do vrstvy bunicité vaty.

Automatické promyvani prouzkd: Postupujte podle pokynl vyrobce pro udrzbu a
promyvejte pozadovanym pocétem promyvacich cykl pfed a po kazdém inkubac&nim kroku.

V odsavacim/promyvacim zafizeni by promyvaci roztok nemél zlstavat po delSi dobu,
protoZe by se mohly jehly ucpat a Spatné davkovat kapalinu nebo odsavat.
5. Substrat TMB HRP je velmi citlivy na kontaminaci. Abyste zachovali jeho optimalni
stabilitu a zabranili kontaminaci, odlijte pozadované mnozstvi z lahvicky do peclivé vymyté
nadobky nebo nejlépe do plastové nadobky na jedno pouziti. Pouzivejte pouze Cisté plastové
Spicky na jedno pouziti.
6. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi pouZzivejte pouze Cisté plastové Spi¢ky na jedno
pouziti a spravnou techniku pipetovani. Spi¢ku pipety drzte kousek nad okrajem jamky a
nedotykejte se plastového prouzku ani hladiny kapaliny vjamce, abyste zabranili
vzajemnému pienosu vzorku a reagencii. Spravna technika pipetovani je zvlast dalezita pfi
manipulaci se substratem TMB HRP.

Priprava reagencii Stabilita pripravené reagencie

Promyvaci roztok 2 tydny pfi 2 — 25°C v uzavieném zasobniku

Do Cisté zasobni lahve nalijte 50 mL koncentratu promyvaciho roztoku a nafedte 25 x
pfidanim 1200 mL destilované nebo deionizované vody, abyste ziskali tlumivy promyvaci
roztok.

Pracovni roztok indikatoru (tracer) 3 tydny pfi 2 — 8°C v uzavieném zasobniku
Pfipravte pozadované mnozstvi pracovniho roztoku indikatoru (traceru) pro jeden prouzek
smichanim 50 uL indikatoru HRP Anti-CA125 s 1 mL Fedidla pro indikator (viz nize uvedena
tabulka ):

Pocet prouzki Indikator, HRP Anti-CA125 (uL) Redidlo pro indikator (mL)

50
100
150
200
250
300
350
400
450
10 500 10
11 550 11
12 600 12

O©Coo~NOOTPRWN-=-
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Pro pfipravu pracovniho roztoku indikatoru pouzijte Cistou plastovou nebo sklenénou
lahvicku.

DalsSi moznost: Nalijte obsah lahvic¢ky s indikatorem HRP Anti-CA125 do lahvi¢ky s fedidlem
pro indikator a jemné promichejte. Pfesvédcte se, Ze jste do lahvi¢ky s Fedidlem pro indikator
nalili cely obsah lahvicky s indikatorem HRP Anti-CA125.



POZNAMKA: Pracovni roztok indikatoru je stabilni po dobu tfi tydntl pfi 2 - 8°C.
Nepfipravujte vétsi mnozstvi pracovniho roztoku indikatoru, nez jaké bude pouzito béhem
této doby a zajistéte, aby byl fadné skladovan.

Postup stanoveni

Stanoveni kalibrator(, kontrol a pacientskych vzorku provadéjte v duplikatech. Pro kazdé
stanoveni sestrojte novou kalibracni kfivku. V8echny reagencie a vzorky musi byt pfed
pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu (20 — 25°C).

1. Zacnéte pfipravovat promyvaci roztok a pracovni roztok indikatoru. Je dllezité pouzivat
Cisté nadobi. Postupujte pfesné podle navodu.

2. Do ramecku na prouzky vlozte pozadovany pocet prouzkl s mikrojamkami. (Zbyvajici
prouzky okamzité vratte do hlinikového sacku s vysousedlem a peclivé ho uzavrete.)
VSechny prouZzky jedenkrat promyjte promyvacim roztokem. Promyjte pouze tolik
prouzkd, které budou zpracovany béhem nasledujicich 30 minut.

3. Do jamek napipetujte 25 L kalibratord CA125 (KAL 0, 10, 40, 200, 500), kontrol (C1, C2)
a pacientskych vzorkll (neznamé- Nez) podle nasledujiciho schematu:

1 2 3 4 5 6 7 atd.
A Kal Kal Nez
0 500 2
B Kal Kal Nez
0 500 2
C Kal C1 Atd.
10
D Kal C1
10
E Kal Cc2
40
F Kal C2
40
G Kal Nez
200 1
H Kal Nez
200 1

4. Pomoci pfesné pipety (nebo pfesné 8-kanalové pipety na 100 pL ) pfidejte do vSech
jamek 100 pL biotinylované Anti-CA125. Pipetu drzte kousek nad hornim okrajem jamky
a nedotykejte se plastového prouzku ani hladiny kapaliny, aby nedochazelo k vzajemné
kontaminaci v jamkach.
5. Ramecek s prouzky inkubuijte za stalého tfepani po dobu 2 hodin (x 10 min.) pfi
laboratorni teploté (20 — 25°C) ve tiepacce pro mikrodesticky.
6. Po prvni inkubaci vSechny prouzky tfikrat odsajte a promyjte podle promyvaciho postupu,
popsaného v Poznamkach k postupu stanoveni, bod 4.
7. Do vSech jamek pfidejte 100 uL pracovniho roztoku indikatoru. Pouzijte stejny postup
pipetovani, jak je popsan vyse v bodu 4.
8. Ramecek inkubujte za stalého tfepani 1 hodinu (x 5 min.) pfi laboratorni teploté (20 —
25°C).
9. Po druhé inkubaci vdechny prouzky Sestkrat odsajte a promyjte podle promyvaciho
postupu, popsaného v Poznamkach k postupu stanoveni, bod 4.
10. Do vSech jamek pfidejte 100 uL substratu TMB HRP. Pouzijte stejny postup pipetovani,
jak je popsan vySe v bodu 4. Substrat pipetujte co nejrychleji, doba mezi napipetovanim
prvni a posledni jamky nesmi pfesahnout 5 minut.



11. Inkubujte po dobu 30 minut (£ 5 min.) pfi laboratorni teploté za stalého tfepani. Zabrante
pusobeni pfimého slune¢niho svétla.
12. Okamzité zméfte absorbanci pfi 620 nm ve spektrofotometru pro mikrodesticky.

DalSi moznost
Pokud v laboratofi neni spektrofotometr na mikrodesti¢ky, schopny méfit pfi 620 nm, mazete
stanovit absorbanci podle postupu, uvedeného v bodé 12:

Alt. 12. Pfidejte 100 yL Stop roztoku. Promichejte a b&éhem 15 minut od pfidani Stop
roztoku odectéte absorbanci ve spektrofotometru pro mikrodesti¢ky pfi 405 nm.

Rozsah méreni

Soupravou CanAg CA125 EIA Ize méfit koncentrace mezi 1,5 a 500 U/mL. Jestlize
oCekavate koncentrace CA125 pfesahujici tento rozsah méfeni, doporucujeme vzorky pfed
analyzou naredit CA 125 kalibratorem 0.

Kontrola kvality

Pro validaci série stanoveni mohou byt pouzity kontroly CA125 C1 a 2. Rozmezi
oCekavanych vysledkU je uvedeno na Stitcich lahvi¢ek. Jestlize ziskate hodnoty mimo tento
specifikovany rozsah, musite provést ddkladnou kontrolu reagencii a ucinnosti
spektrofotometru a analyzu opakovat. Kazda laboratof by si méla také pfipravit sva vlastni
smésna séra s rliznymi koncentracemi, které mohou byt pouzity jako vnitfni kontroly, a tak
zajistit pfesnost stanoveni.

Referenéni material

Protoze Zzadné obecné referencni materialy pro antigen CA125 nejsou k dispozici, hodnoty
kalibratorl soupravy CanAg CA125 EIA byly stanoveny ve srovnani se sadou referencénich
standard(l vyrobce.

VYPOCET VYSLEDKU
Pouziva-li se spektrofotometr na mikrodesti¢ky s vestavénym vypocetnim programem, fidte
se navodem ke spektrofotometru a vytvofte program, ve kterém pouzijete koncentrace,
uvedené na Stitcich kalibratortt CA125.
Pro automaticky vypocet vysledki CA125 doporucujeme pouzit nékterou z nasledujicich
metod:
e Aproximaci kfivky ,kubicky spline“. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator 0
s hodnotou 0 U/mL.
e Aproximaci kfivky ,vyhlazeny spline®. Kalibrator O se pouzije jako blank desticky.
e Interpolaci proloZzenim od bodu k bodu. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator 0
s hodnotou 0 U/mL.
e Metodu kvadratické aproximace kfivky. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator O
s hodnotou 0 U/mL.

POZNAMKA: Nepouzivejte 4-parametrovou nebo linearni regresi.

Pfi manualnim vyhodnoceni se kalibracni kfivka ziska vynesenim hodnot absorbance (A),
ziskanych pro kazdy kalibrator CA125, proti odpovidajici koncentraci CA125 (v U/mL), viz
obrazek nize. Neznamé koncentrace CA125 se potom odectou z kalibraéni kfivky na zakladé
prameérné hodnoty absorbance kazdého pacientského vzorku.

Jestlize pfi prvnim stanoveni vzorky vykazuji hodnoty CA125 vy38si nez 500 U/mL, musi byt
nafedény CA125 kalibratorem 0 v poméru 1/10 a 1/100, aby se ziskala spravna koncentrace
CA125 ve vzorcich.

Redéni 1/10 = 50 pL vzorku + 450 uL CA125 kalibratoru 0



Redéni 1/100 = 50 L vzorku nafedé&ného 1/10 + 450 uL CA125 kalibratoru 0

Koncentrace CA125 v nefedéném vzorku se vypocte nasledovné:

E{edéni 1/10: 10 x namérena hodnota
Redéni 1/100: 100 x namérena hodnota

Priklad V)'/sledkﬁ
Vzorek Hodnota Primérna hodnota CA125
kalibratoru (U/mL)
| CAL [cA125| o | 0 U/mL 0.047
| CAL [cAt25| 10 | 10 U/mL 0.116
| CAL [cA125| 40 | 40 U/mL 0.298
| CAL |cA125| 200 | 200 U/mL 1.269
| CAL |cA125| 500 | 500 U/mL 2.218
Campione A 0.490 69.8
Campione B 1.650 325
2,5
2,0 -
Patient B
g 1,51
c
E 1
< 107
0,5 'LF;:;
0,0 T T T T T T 1
0 100 300 400 500
CA 125 U/mL

Priklad, nepouzivejte tuto kfivku ke stanoveni vysledkd.



OMEZENI SOUPRAVY
Hladiny CA125 nemohou byt povazovany za absolutni dikaz existence nebo neexistence
maligniho onemocnéni a stanoveni CA125 nemUze byt pouzito ke screeningu rakoviny. Pfi
stanoveni diagndzy onemocnéni a pfi Ié€eni pacientd musi byt vysledky stanoveni
interpretovany pouze v souvislosti s dalSimi vySetfenimi a diagnostickymi postupy a
stanoveni CA125 nemUze nahrazovat jakakoliv pouzivana klinicka vysetfeni.

Protilatky proti reagenciim (lidska protilatka proti mysi (HAMA) nebo heterofilni protilatky)
v pacientském vzorku mohou pfilezitostné interferovat se stanovenim, i kdyz v tlumivém
roztoku jsou obsazena specialni blokujici Cinidla.

OCEKAVANE HODNOTY

CanAg CA125 byl stanoven u 100 zdravych Zenskych darct krve. Primérna stanovena
hodnota byla 14,7 U/mL se standardni odchylkou 7,7. Hodnota medianu byla 13,1 U/mL,
rozsah 5,06 — 47,9 U/mL.Nizké a vysoké mezni hodnoty normalniho rozsahu byly podrobeny
neparametrickému statistickému vyhodnoceni, které bylo doporuc¢eno IFCC. Referenéni
interval obsahuje stfedni 95% podil referenéniho rozdéleni.Referenéni meze mohou byt tudiz
odhadnuty jako 2,5% (nizSi) a 97,5% (vyssi) fraktily. Tyto hranice vymezuji podil 2,5%
hodnot na kazdém okraji referenéniho rozdéleni. Neparametrické odhady: N = 100

Podil Referenéni mez (U/mL)
2,5 (nizsi) 5
97,5 (vyssi) 39

96% zdravych Zen ma stanovené hodnoty pod 35 U/mL.
Doporuéujeme, aby si kazda laboratof stanovila svuj vlastni normalni rozsah vzhledem
k mistnim podminkam, jako je strava, klima, zZivotni podminky, vybér pacientl atd. Je tfeba

referencni bod pro interpretaci vysledkd markeru (6).

ANALYTICKE PARAMETRY STANOVENI

Davkova odezva a profil pfesnosti

Na nasledujicim obrazku je zobrazena typicka kalibracni kfivka a profil pfesnosti, které byly
ziskany pomoci soupravy CanAg CA125 EIA. Profil pfesnosti je zalozen na nahodném
pipetovani kalibratori do jedné mikrodesti¢ky, n = 11.
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Presnost

Celkova presnost byla stanovena na zakladé smérnice NCCLS EP5-A (7). Byly pouzity &tyfi
smésné vzorky zmrazeného lidského séra s riznymi hladinami CA125, které obsahovaly
pfidany pool ascitd. Kazdy vzorek byl nahodné pipetovan (n = 2/analyzu) a kazdy den
dvakrat analyzovan v pribéhu 10 dnu. Analyzy byly provadény v rozmezi 8 mésicl = dvéma
raznymi laboranty a bylo pouzito 10 rliznych Sarzi soupravy CanAg CA125 EIA.

Vzorek Replikaty Primeér Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(U/mL) SD(U/mL) VK % SD (U/mL) VK %
CA1251 40 16.8 0.74 4.4 0.53 3.1
CA125 2 40 75.7 3.26 4.3 242 3.2
CA1253 40 201 8.55 4.3 7.58 3.8
CA1254 40 392 11.4 29 15.5 4.0

Mez detekce

Mez detekce soupravy CanAg CA125 EIA je < 1,5 U/mL a je definovana jako koncentrace,
odpovidajici praméru hodnot absorbance kalibratoru CA125 0 plus 2 smérodatné odchylky
podle vzorce

2xSD CAL O
OD CAL 10-OD CAL O

x 10 U/mL

Vzorky ,s pfidavkem® byly pfipraveny pfidanim lidského antigenu CA125 k normalnim
sérovym vzorkim. VytéZnost antigenu byla 100 £ 15%.

Hook efekt

Zadny hook efekt nebyl pozorovan ani u vzork( o koncentraci az do 50 000 U/mL.
POZNAMKA: U vzork( s velmi vysokou koncentraci se barva substratu méni z modré na
zelenavou (a u extrémné vysokych vzorkd az na zlutou). To vede k fale$né nizké absorbanci
pfi 620 nm. V extrémnich pfipadech mize absorbance klesnout az do rozsahu kalibracéni
kfivky a byt zaznamenana jako hook.

Linearita
Pacientské vzorky byly postupné fedény kalibratorem CA125 0 a analyzovany. Ziskané
hodnoty byly 100 + 15% olekavanych hodnot.

Specifita

Souprava CanAg CA125 EIA je zalozena na dvou mysich monoklonalnich protilatkach
Ov197 a Ov158, které jsou nasmérovany protidvéma nezavislym epitopim proteinového
jadra antigenu CA125 (4). Mozné zdroje interference byly stanoveny na zakladé smérnice
NCCLS EP7-P (8). Byly testovany nasledujici koncentrace sloucenin, které jsou uvedeny
v tabulce. Zadna z nich neinterferovala se stanovenim.

Koncentrace s Zadnou vyznamnou interferenci (¥ 10%)

Lipemie (Intralipid®) 4 mg/mL
Bilirubin, nekonjugovany 0.6 mg/mL
Hemoglobin 5 mg/mL



ZARUKA

Uvedené analytické parametry soupravy byly ziskany danou soupravou podle popsaného
postupu stanoveni. Jakékoliv zmény nebo modifikace postupu, které nebyly doporuceny
vyrobcem Fujirebio Diagnostics, mohou ovlivnit vysledky. Vtomto pfipadé Fujirebio
Diagnostics odmita zodpovédnost za vSechny poskytované zaruky, at uz pfedpokladané
nebo zakonné, véetné predpokladané zaruky prodejnosti a zpUsobilosti k pouziti.
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