PATHOZYME® PROSTATE SPECIFIC ANTIGEN

Immunoenzymatyczny test (EIA) do wykrywania PSA w ludzkKiej
Surowicy. Przechowywaé w temp. 2°C- 8°C. NIE ZAMRAZAC.

Do diagnostyki “in vitro”.

WPROWADZENIE

Ludzki, specyficzny antygen prostaty (PSA) wykazujacy aktywnosc¢
proteazy serynowej, zbudowany jest z pojedyriczego faficucha
glikoproteinowego o masie czasteczkowej ok. 34,000 daltonéw i 7%
zawarto$ci reszty glikozydowej. PSA jest zwigzkiem immunologicznie
specyficznym dla tkanki gruczotu krokowego. Zwiazek ten wystepuje
réwniez w prawidlowych, tagodnych, rozrostowych i zto$liwych
tkankach gruczotu krokowego, a takze w przerzutach nowotworéw
prostaty oraz w plynie sterczowym i w nasieniu. PSA nie wystepuje w
Zadnych innych prawidtowych tkankach pozyskiwanych od mezczyzn,
ani nie jest produkowane przez inne nowotwory, np.: piersi, ptuc,
okreznicy, odbytu, Zotadka, trzustki lub tarczycy. Funkcjonalnie lub
immunologicznie jest rézny od kwasnej fosfatazy sterczowej (PAP).
Podwyzszone stezenie PSA w surowicy obserwuje sig u pacjentéw z
nowotworem prostaty, tagodnym rozrostem prostaty lub w stanach
zapalnych innych, przylegtych tkanek uktadu moczowo-piciowego.
Nie stwierdzono podwyzszonego stezenia PSA u ewidentnie
zdrowych mezczyzn, u mezczyzn z innymi, niesterczowymi
nowotworami, u zdrowych kobiet i u kobiet z nowotworami. Z
doniesien naukowych wynika, ze PSA jest najczesciej uzywanym
markerem wykorzystywanym w onkologii. PSA moze stuzy¢ jako
doktadny znacznik do oceny zastosowanej terapii u pacjentéw z
nowotworem prostaty. Dlatego pomiar stgzenia PSA w surowicy
moze byé waznym czynnikiem wykorzystywanym do monitorowania
efektywnosci potencjalnego i faktycznego zabiegu chirurgicznego lub
zastosowanej innej terapii.

Aktualne doniesienia wskazuja, ze oznaczanie PSA moze by¢ réwiez
wykorzystywane do wczesnego wykrywania nowotworu prostaty w
potaczeniu z badaniem palpacyjnym per rectum.

PRZEZNACZENIE

PATHOZYME PSA jest testem, w ktorym wykorzystano metode
immunoenzymatyczng (EIA) do ilosciowego oznaczania poziomu
Specyficznego Antygenu Prostaty (PSA) w ludzkiej surowicy.

Do uzytku w laboratorium.

ZASADA TESTU

Kubeczki mikroptytki optaszczone sg specyficznymi, —kréliczymi
przeciwciatami anty-PSA. Do testu nalezy uzy¢ surowicy, ktéra na
wstepie jest inkubowana z buforem fosforanowym. Nastepnie
dodawane sg monoklonalne przeciwciata anty-PSA znakowane
peroksydaza chrzanowa (koniugat enzymatyczny). PSA obecne w
surowicy badanego pacjenta wiaze sie z przeciwciaimi optaszczonymi
na $ciankach kubeczka. Dodany do kubeczka koniugat
enzymatyczny, réwniez ulega przylaczeniu, tworzac tzw. kanapke.
Po inkubacji, nadmiar koniugatu zostaje odptukany. Dodanie
substratu (TMB) inicjuje reakcje barwna, ktéra pojawia sie¢ w tych
kubeczkach, w ktérych obecny jest zwigzany koniugat enzymatyczny,
wskazujacy na obecno$¢ PSA w badanej probce. Zatrzymanie reakgji
enzymatycznej nastepuje po dodaniu rozcienczonego kwasu solnego,
a pomiar absorbancji dokonywany jest przy diugosci fali 450 nm.
Stezenie PSA jest wprost proporcjonalne do intensywnosci
powstatego zabarwienia.

Test zostat wykalibrowany wzgledem wewngtrznego standardu. Nie
ma migdzynarodowego wzorca dla tego testu.

SKLAD ZESTAWU

12X 8wells x 1
Dzielona mikroptytka z kubeczkami
optaszczonymi  kozimi anty- PSA przeciwciatami
umieszczona w foliowej torebce ze
$rodkiem pochtaniajacym wilgo¢.

Cal [ A ] ong/ml ] 1ml
Standard referencyjny: ludzka surowica pozbawiona PSA.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal_[ B [ 2ng/ml | ml
Standard referencyjny: PSA rozpuszczone w ludzkiej surowicy.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ C | 4ng/ml_ | 1ml
Standard referencyjny: PSA rozpuszczone w ludzkiej surowicy.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ D | 15ng/ml_ | 1ml
Standard referencyjny: PSA rozpuszczone w ludzkiej surowicy.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ E [ 60ng/ml_ | 1ml
Standard referencyjny: PSA rozpuszczone w ludzkiej surowicy.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ F [ 120ng/ml_| 1ml
Standard referencyjny: PSA rozpuszczone w ludzkiej surowicy.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Conj 11ml
Anty-PSA HRP Koniugat: koniugat anty-PSA zawierajacy
monoklonalne przeciwciata znakowane HRP.

Gotowy do uzycia. (Rézowy)
7ml

Bufor fosforanowy zawierajacy stabilizatory

biatkowe. Gotowy do uzycia. (Zielony)
i
Roztwor substratu: 3,3', 5,5’ etrametylobenzydyna
w buforze octanowym.
Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Soln [ Stop [ HCl [ M | 11ml
Odczynnik zatrzymujacy reakcje: kwas solny rozciefnczony
w czystej wodzie. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Instrukcja i druk protokotu. 1+1
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MATERIALY WYMAGANE DO WYKONANIA OZNACZENIA, NIE
ZALACZONE DO ZESTAWU

Pipety: 100y, 200ul i 1000y .
Koncéwki do pipet.

Papier absorbcyjny.

Czytnik mikroptytek z filtrem 450 nm.
Papier milimetrowy.

Doktadnie umyte szkio laboratoryjne.

SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw PATHOZYME PSA zawiera materiat pochodzenia ludzkiego.
Wykonano badania na obecno$¢ przeciwciat HCV, HIV i Il — wynik
negatywny oraz HBsAg zgodnie z zatwierdzonymi przez FDA
procedurami. Poniewaz zadne znane procedury nie dajg catkowitej
pewnosci, iz pozyskany materiat pochodzenia ludzkiego nie zawiera
innych czynnikéw zakaznych, produkt nalezy traktowa¢ jako
potencjalnie zakazny i zaleca sig¢ obchodzi¢ z nim ze szczegolng
ostroznoscig i uwaga. Zaleca sie roéwniez zachowanie $rodkow
ostroznosci przy wykonywaniu oznaczenia traktujgc wszystkie
odczynniki jako potencjalnie zakazne. Nie spozywac.

Zestaw PATHOZYME PSA nie zawiera substanciji niebezpiecznych
sklasyfikowanych przez aktualne, brytyjskie regulacje dotyczace
substancji chemicznych. Jednakze zaleca sie aby wszystkie
odczynniki traktowa¢ jako potencjalny materiat niebezpieczny.
Wszystkie ~ zalecenia musza by¢ zgodne z  lokalnymi
rozporzadzeniami.

Zestaw PATHOZYME PSA zawiera rozcienczony kwas solny jako
odczynnik  zatrzymujacy reakcje — $rodek zracy. Uzywa¢ z
zachowaniem $rodkéw ostroznosci. W przypadku kontaktu sptukac
obficie woda.

Odczynniki wchodzace w skiad zestawu PATHOZYME PSA
zawierajg 1% Proclin™ 300* jako konserwant, ktéry moze by¢
$rodkiem toksycznym jesli zostanie spozyty. W przypadku kontaktu
sptukac obficie wodg i udac sie po pomoc medyczna.

*Proclin™ 300 jest chroniony znakiem towarowym firmy ROHM &
HAAS Limited.

PRZECHOWYWANIE
Odczynniki musza byé przechowywane w temperaturze 2°C - 8'C.

Test bedzie speiniat standardy jakosci podane w specyfikacji do
konca daty waznosci, ktéra jest podana na zestawie i poszczegéinych
sktadnikach. Data waznosci to ostatni dzien miesigca podany na
buteleczce i etykiecie zestawu. Nie uzywa¢ odczynnikéw
przeterminowanych.

Nie poddawa¢ odczynnikéw dziataniu zbyt wysokiej temperatury.
Unika¢ wystawiania na bezposrednie dziatanie $wiatta stonecznego.

NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW (z wyjatkiem standardéw) —
zamrozenie powoduje nieodwracalny rozktad.

PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBKI

Pobra¢ prébke krwi zylnej, odstawi¢ do wykrzepnigcia i oddzielenia
surowicy. Odwirowa¢ wykrzepiong krew i odciagnac surowice. Zaleca
sig uzywac $wiezq surowice.

Nie uzywa¢ do badania prébek zhemolizowanych, metnych lub
lipemicznych, powyzsze moze fatszowaé wyniki.

Prébki moga by¢ przechowywane do 48 godzin w temperaturze 2c -
8°C. W przypadku diuzszego przechowywania, probke zamrozi¢ w
temp. - 20°C (mozliwos¢ przechowywania do 1 roku). Rozmrozong
prébke wymiesza¢ przed wykonaniem oznaczenia.

Nie uzywa¢ azydku sodowego jako konserwantu, moze hamowac
aktywno$¢ enzymu peroksydazy.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania prébek, powyzsze
moze fatszowac wyniki.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Przed uzyciem wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej (20 C - 25°C) i delikatnie wymiesza¢. Unikaé spienienia.

OGRANICZENIA

Test jest niewazny jezeli do badania uzyto innego materiatu niz
surowica. Zadna modyfikacja procedury nie jest dozwolona.
Interpretacja uzyskanych wynikéw powinna by¢ przeprowadzona w
oparciu o wywiad lekarski. Diagnoza nie moze by¢ oparta wytacznie o
jedno badanie kliniczne.
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PROCEDURA

1. Przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki i probki badane doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej (20°C - 25°C).

2. Do kazdej serii badan nalezy nastawi¢ nowa krzywa kalibracyjng. Umiesci¢ odpowiednig ilo$¢
kubeczkéw w ramce mikroptytki. Zanotowa¢ pozycje standardéw i probek badanych na druku
protokotu zataczonym do zestawu.

3. Nie uzywane kubeczki umiesci¢ w szczelnie zamknietej foliowej torebce ze $rodkiem pochtaniajacym

wilgoé i ponownie wiozyé do lodéwki (2'C — 8°C).

Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowac po 50ul standardéw i prébek badanych.

Do kazdego kubeczka doda¢ po 100pl buforu.

Miesza¢ delikatnie przez 30 sekund. Ten etap jest wazny dla procedury.

Inkubowa¢ 60 minut w teperaturze pokojowej (20 ‘c - 25°C).

Po zakonczeniu inkubacji wyla¢ zawartos¢ z kubeczkéw do pojemnika na odpady. Osuszy¢ kubeczki

ktadac je do géry dnem na papierze absorbcyjnym. Upewnic¢ sig czy w pojemniku na zlewki znajduje

sie odpowiedni $rodek odkazajacy.

9. Reczne ptukanie: napeti¢ kubeczki wodg destylowana, do kazdego kubeczka nala¢ minimum 300pl.
Wytrzasnaé zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je do gory
dnem na papierze absorbcyjnym. Przemy¢ puste kubeczki 5-krotnie woda destylowana.

10. Energicznie uderza¢ kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym reczniku, tak aby
usunaé resztki wody.

11. Plukanie przy uzyciu ptuczki automatycznej: upewnic¢ sie, ze pluczka dozuje 300ul plynu na kazdy
kubeczek oraz czy do pojemnika na zlewki zostat dodany odpowiedni $rodek odkazajacy. Przemy¢
puste kubeczki 5-krotnie woda destylowana. Po zakonczeniu ptukania usuna¢ resztki ptynu poprzez
energiczne uderzanie kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym reczniku.

12. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul anty-PSA koniugatu i delikatnie miesza¢ przez 5 sekund.

13.  Inkubowaé 60 minut w temperaturze pokojowej (20'C - 25°C).

14.  Przemy¢ kubeczki jak podano powyze;j.

15. Do wszystkich kubeczkéw doda¢ po 100 pl roztworu substratu i delikatnie mieszac przez 10 sekund.

16.  Inkubowaé 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

17.  Zatrzyma¢ reakcje przez dodanie do kazdego kubeczka po 100 ul odczynnika zatrzymujacego
reakcje.

18. Delikatnie miesza¢ przez 30 sekund. Upewni¢ sig, Ze barwa niebieska catkowicie ulegta zmianie na
barwe z6ita.

19. Natychmiast odczyta¢ wartosci absorbancji (w czasie nie dtuzszym niz 10 minut) na czytniku
mikroptytek przy ditugosci fali 450 nm.
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WYKRYWANIE | USUWANIE BLEDOW
Test jest przeznaczony do uzycia przez laboranta z minimum do$wiadczenia analitycznego.
Nie uzywa¢ roziozonych lub zanieczyszczonych odczynnikéw .

Do pipetowania surowic uzywaé jednorazowych koricowek w celu uniknigcia wzajemnego zanieczyszczenia
prébek.

Zalecane jest nastawianie kalibratoroéw i probek badanych w dubletach, chociaz nie koniecznie wymagane.

Prébki badane i kalibratory powinny by¢ pipetowane z zachowaniem jednakowych warunkéw
przeprowadzenia analizy.

Zaleca sig nastawianie jednorazowo nie wiecej niz 32 kubeczkéw w przypadku reczego pipetowania,
pipetowanie standardéw i prébek badanych powinno byé zakoriczone w ciggu 3 minut. Nastawienie catej
mikroptytki (96 kubeczkéw) jest mozliwe w przypadku automatycznego pipetowania.

Po uzyciu kazdego odczynnika natychmiast zamkna¢ buteleczke odpowiednig nakretka.

Unika¢ wielokrotnego pipetowania (wielokrotnego otwierania) odczynnikéw pobranych z magazynu — moze
to by¢ przyczyna ich zanieczyszczenia.

Nie miesza¢ odczynnikéw lub optaszczonych kubeczkéw mikroptytki z réznych zestawéw. Zachowaé
szczegdlng uwage aby nie dotykac $cian kubeczkéw w trakcie ich rozdzielania.

Nie dopusci¢ aby odczynniki podczas pipetowania sptywaly po Sciankaotﬂ\ kubeczkéw. Przed wykonaniem
oznaczenia przenies¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej (20 C - 25°C). Delikatnie wymiesza¢
wszystkie odczynniki poprzez delikatne odwracanie lub obracanie.

Raz rozpoczeta procedura powinna by¢ kontynuowana tak, aby podczas wykonywania oznaczenia kubeczki
nie zostaty wysuszone.

Nie zanieczyszczac roztworu substratu, moze to spowodowac, ze caly zestaw nie bedzie aktywny.

Sprawdzi¢ precyzje i doktadnos¢ sprzetu laboratoryjnego uzywanego podczas procedury wykonania
oznaczenia tak, aby by¢ pewnym odtwarzalno$ci wynikéw.

Nie uzywane paski, przed ponownym wiozeniem do lodowki (temp. 2c - 8°C), powinny by¢ szczelnie
zamknigte (zamkniecie typu zip-lock) w foliowej torebce ze $rodkiem pochtaniajacym wilgo¢

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednig wartos¢ absorbancji (Asso) dla kazdego kalibratora i probek badanych. Wykreslic krzywa
kalibracyjng na papierze milimetrowym odktadajac na osi X: stezenia poszczegdlnych kalibratorow
wyrazone w jednostkach ng/ml, a na osi Y: odpowiadajace im wartosci absorbancji. Z wykresu krzywej
kalibracyjnej odczyta¢ wartosci PSA dla prébek badanych. Do odczytu uzy¢ wyliczone wartosci $rednie.
Jezeli wyniki kontroli lub znanych prébek badanych nie dajg oczekiwanych wartosci test nalezy uzna¢ za
niewazny.

Jesli do obliczen uzywamy aparatury z oprogramowaniem wéwczas krzywa kalibracyjng obliczy¢ w oparciu
o krzywa regresji.

WARTOSCI OCZEKIWANE | CZULOSC

Uzyskana krzywa kalibracyjna powinna mie¢ ksztatt hiperboliczny zalezny proporcjonalnie od uzyskanych
wartosci absorbancji w stosunku do odpowiednich wartosci stezen kalibratoréw. Test mozna uznaé¢ za
wazny jezeli warto$¢ absorbancji kalibratora A jest mniejsza niz 0,75, a warto$¢ absorbancji kalibratora F
jest wigksza niz 1,5.

Stezenie PSA u zdrowych mezczyzn nie powinno przekracza¢ 4 ng/ml. Minimalne wykrywane testem
PATHOZYME PSA stezenie PSA wynosi 0,25 mIU/ml.

Nie stwierdzono wptywu innych czynnikéw na wynik ia wy powyzszym testem do
poziomu 1,500 miU/ml.

OCENA WYNIKOW

Test kalibrowano wzgledem innych uznanych testéw konkurencyjnych oraz wzgledem wewnetrznych
standardéw. .
Wspdtczynnik zmiennosci dla testu PATHOZYME PSA jest mniejszy lub rowny 10%.

Dla poréwnania testow Omega Pathozyme PSA kit i Abbott AxSym PSA kit uzyto probek o wartosciach PSA
pomiedzy 0.1 a 1410 ng/ml i uzyskano nastepujace wyniki.

Liczba prébek badanych 161
Wspdtczynnik korelacji 0.987
Wartos¢ nachylenia krzywej 0.958
Punkt przeciecia z osig OY 0.04
Wartos¢ $rednia testem Omega 47.72 ng/ml
Wartos¢ $rednia testem Abbott 45.78 ng/ml

Dla poréwnania testow Omega Pathozyme PSA kit i DSL Active PSA kit uzyto probek o wartosciach PSA
pomiedzy 0.1 a 1320 ng/ml i uzyskano nastepujace wyniki.

Liczba prébek badanych 161
Wspdtczynnik korelacji 0.993
Wartos¢ nachylenia krzywej 0.951
Punkt przeciecia z osig OY 0.61
Warto$¢ érednia testem Omega 47.72 ng/ml
Wartos¢ $rednia testem DSL 45.99 ng/ml

W obu przypadkach testy wykazuja dobra korelacje.
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SKROCONA WERSJA WYKONANIA OZNACZENIA

1. Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowaé¢ po 50ul standardéw i probek badanych. Nastepnie do
kazdego kubeczka dodac po 50pl buforu i delikatnie miesza¢ przez 30 sekund.

2. Inkubowa¢ 60 minut w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

3. Wyla¢ zawarto$¢ z kubeczkéw i przemy¢ 5-krotnie woda destylowana.

4. Do kazdego kubeczka dodaé¢ po 100pl koniugatu anty-PSA i delikatnie miesza¢ przez 30 sekund.

5. Inkubowa¢ 60 minut w temperaturze pokojowej (20 C - 25°C).

6. Wyla¢ zawarto$¢ z kubeczkéw i przemy¢ 5-krotnie woda destylowana.

7. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul roztworu substratu i delikatnie miesza¢ przez 10 sekund.

8. Inkubowa¢ 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20'C - 25°C).

9. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul odczynnika zatrzymujacego reakcje i delikatnie miesza¢

przez 30 sekund.
10. Natychmiast odczyta¢ wartos¢ absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10 minut) przy uzyciu

czytnika ptytek przy diugosci fali 450 nm.
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