PATHOZYME® CARCINOEMBRYONIC ANTIGEN

Test ImunoEnzimatic (EIA) pentru determinarea cantitativa a
Antigenului Carcinoembrionic (CEA) in serul uman
Depozitati la 2°C - 8°C . NU CONGELATI.

Doar pentru diagnostic in-vitro.

INTRODUCERE

Antigenul Carcinoembrionic este un antigen onco-fetal. Este o
glicoproteina si are o greutate moleculara de 200.000 Da.
Niveluri crescute de CEA seric pot fi asociate cu multe
cancere, inclusiv cancerul de plamin, ficat, pancreas, sin,
colon, prostata, stomac si ovar. In unele din aceste afectiuni se
recomandd masurarea CEA seric in asociere cu markeri
tumorali mai traditionali

in cazurile de cancer de colon, 80% din pacienti au niveluri
serice crescute ale CEA. Acest test trebuie realizat insa n
conjunctie cu alte date clinice deoarece afectiuni benigne pot
deasemenea determina cresterea usoara a CEA, afectiuni
precum boli hepatice. in cancerul pulmonar, nivelurile de CEA
sunt crescute la 57% din cazurile de cancer pulmonar cu celule
non-mici si la 33% din cazurile de cancer pulmonar cu celule
mici.

in cazul unei afectiuni maligne nivelurile serice de CEEA sunt
direct proportionale cu stadiul si extinderea bolii. Cu alte
cuvinte CEA este folositor pentru monitorizarea evolutiei
tratamentului la bolnavii cu cancer. Recent s-a stabilit c& nivelul
de CEA are o buna valoare prognostica in cancerul de sin si de
colon; daca nivelul pre-operatv de CEA este mare,
prognosticul va fi slab.

UTILIZARE

PATHOZYME CEA este un test Imunoenzimatic (EIA) pentru
determinarea cantitativa a Antigenului Carcinoembrionic (CEA)
n serul uman.

A fi folosit doar de personalul medical.

PRINCIPIUL TESTULUI

Anticorpi  specifici monoclonali, anti-CEA sunt legati de
godeurile de microtitrare. Se aplica serul de testat. Apoi se
adauga anticorpi monoclonali anti-CEA marcati cu peroxidaza
din hrean (Conjugat). Dacé in proba este prezent CEA uman,
se va combina cu anticorpii de pe peretele godeului si cu
Conjugatul enzimatic, ceea ce va face ca moleculele de CEA
s& aiba o structura de “sandwich” intre faza solida si anticorpii
legati de enzima. Dupé incubare, godeurile sunt spalate cu apa
pentru a indeparta anticorpii marcati si care nu sunt legati. La
adaugarea Substratului (TMB), se vor colora doar godeurile in
care este prezentd enzima, ceea ce indica prezenta CEA.
Reactia enzimatica este opritd prin addugarea de acid
clorhidric diluat, dupa care absorbanta se masoara la 450nm.
Concentratia de CEA este direct proportionalad cu intensitatea
culorii probei.

Acest test a fost calibrat cu standarde interne.

Nu exista un standard international pentru acest test.

CONTINUT
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Microtitre Plate 12 x 8 well
Godeuri detasabile “captusite” cu anticorpi specifici continuti
ntr-o punga de folie resigilabila si care contine un desicant.
Cal 0 ng/ml

Standard Referintd: Ser uman fara CEA.

Gata de lucru. (incolor)

Cal [ B [ 3ng/ml

Standard Referinta: CEA diluat in ser uman.
Gata de lucru. (incolor)

Ca

Standard Referinta: CEA diluat in ser uman.
Gata de lucru. (incolor)

Cal [ D] 30ng/ml |

Standard Referinta: CEA diluat in ser uman.
Gata de lucru. (incolor)

Cal 60 ng/ml

Standard Referinta: CEA diluat in ser uman.
Gata de lucru. (incolor)

ca

Standard Referinta: CEA diluat in ser uman.
Gata de lucru. (incolor)

H

sx1

iml

iml
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Conj 11ml

Conjugat Anti-CEA cu HRP.
Gata de lucru (Roz,

Subs

11ml

Solutie Substrat: 3,3’, 5,5’ Tetrametil Benzidina in tampon citrat.

Gata de lucru. (Incolor)

[ Soln T Stop [ HCI [ 1m 11ml
Solutie de Stopare: Acid Clorhidric diluat in apa purificata.
Gata de lucru. (Incolor)
Brosura instructiuni si fisa de inregistrare a datelor EIA 1+1

MATERIALE NECESARE DAR CARE NU SUNT PREZENTE
INKIT

Micropipete: 100ul, 200ul, 1000ul si 5000ul
Virfuri de pipeté de unica folosinta

Hirtie absorbanta

Cititor microplaci cu filtru de 450nm.

Hirtie pentru grafic (milimetrica)

Sticlarie de laborator foarte curata

PRECAUTIUNI

PATHOZYME CEA contine materiale de origine umana care
au fost testate si confirmate negative prin proceduri aprobate
pentru anticorpi HCV, HIV | si Il si pentru HbsAg, la nivel de
donor unic. Deoarece nici un test nu poate oferi o garantie
completa ca produsele derivate din surse umane nu vor
transmite agenti infectiosi, se recomanda ca reactivii din acest
kit s& fie manipulati cu grija si atentia corespunzatoare atit in
timpul utilizarii cit si sunt deseuri. Nu ingerati.

Reactivii CEA nu contin substante periculoase asa cum sunt
definite de legislatia Chimicd a Marii Britanii (Informatii si
Ambalare substante periculoase pentru Furnizare). Rezolvarea
finald a deseurilor trebuie facuta in conformitate cu legislatia
locala.

Solutia de Stopare pentru PATHOZYME CEA este acid
clorhidric diluat si deci este coroziva. Manipulati cu atentie. In
cazul in care vine in contact cu organismul uman, clatiti bine cu
apa.

PATHOZYME CEA contine ca si conservant 1% Proclin™ 300*
care poate fi toxic daca este ingerat. In cazul in care vine in
contact cu organismul uman, clatiti bine cu apa si consultati un
medic.

*Proclin™ 300 este o marca inregistrata ROHM & HAAS Limited.

DEPOZITARE
Reactivii trebuie depozitati la temperaturi de 2°C - 8°C.

Data expirdrii este ultima zi a lunii mentionate pe eticheta
recipientului si pe ambalajul kit-ului. Performanta kit-ului va fi
cea specificatd pina la data expirarii mentionata asa cum este
determinata de la data producerii $i dupa cum este mentionat
pe kit si componentele acestuia. Nu folositi reactivii dupa data
expirarii.

Evitati expunerea reactivilor la temperaturd excesiva. Nu
expuneti reactivii la lumina directé a soarelui.

NU CONGELATI NICI UN REACTIV, deoarece acesta va fi
iremediabil alterat.

RECOLTAREA $1 PREGATIREA PROBEI

Recoltati o proba de singe venos de la pacient si lasati sa se
formeze si retracte cheagul. Centrifugati proba de singe
coagulat si colectati serul limpede. Este nevoie de ser
proaspat.

Nu folositi ser hemolizat, contaminat sau lipemic pentru testare
deoarece aceasta va influenta nedorit rezultatele.

Serul poate fi depozitat la 2°C - 8°C timp de 48 de ore Tnainte
de testare. Daca este nevoie de o depozitare pe durata mai
lunga, puteti pastra serul la -20°C pe o durata de pina la un an.
Probele decongelate trebuie amestecate Tnainte de testare.

Nu folositi Azidd Sodicd ca si conservant deoarece poate
inhiba sistemul enzimé peroxidaza.

Nu congelati-decongelati repetat probele deoarece veti obtine
rezultate false.

PREGATIREA REACTIVILOR
Toti reactivii trebuie I&sati sa ajunga la temperatura camerei
(20°C-25°C) si amestecati usor inainte de a fi folositi. Evitati
formarea spumei.
LIMITELE UTILIZARIl

Folosirea altor probe decit serul nu a fost validata pentru acest
test. Nu exista un protocol de re-utilizare pentru acest produs.

Atunci cind faceti interpretarea acestui test este recomandat s
luati Tn considerare toate datele clinice. Diagnosticul nu trebuie
facut pornind doar de la rezultatele unui singur test.



PROCEDURA DE TESTARE

1. nainte de utilizare, toate componentele kit-ului si serul de testat trebuie aduse la temperatura
camerei (20°C - 25°C).

2. Se recomanda rularea unui set de standarde pentru fiecare lot de probe ce trebuiesc procesate.
Fixati fn suport numarul dorit de stripuri. Notati pozitia standardelor si a serului de testat pe fisa
de date de Tnregistrare a datelor EIA din kit.

3. Stripurile nefolosite trebuie re-sigilate din nou Tn punga de folie cu desicant nainte de a fi

depozitate din nou la 2°C - 8°C.

Pipetati 50ul de Standarde si ser de testat in godeurile stabilite.

Pipetati 100pl de Conjugat Anti-CEA HRP in fiecare godeu.

Amestecati bine timp de 30 de secunde. Este foarte important ca in acest stadiu sa se realizeze

un amestec complet.

Incubati placa de titrare timp de 60 de minute la temperatura camerei (20°C - 25°C).

La terminarea perioadei de incubare, aruncati continutul godeurilor rasturnind placa deasupra

unui recipient de deseuri biologice. Loviti apoi godeurile de hirte absorbanta. Asigurati prezenta

in recipientul de deseuri a unui dezinfectant potrivit.

9. Spalare manuala: umpleti godeurile cu minimum 300ul de apéa distilatd pentru fiecare godeu.
Aruncati continutul plécii in recipientul de deseuri biologice. Loviti godeurile (inversate) de hirtie
absorbanta. Spalati godeurile goale de 5 ori.

10. Loviti apoi godeurile (rasturnate) de hirtie absorbantd pentru a indepérta toate picaturile
reziduale de lichid.

11. Spalare Automata: Asigurati-va ca in fiecare godeu sé fie dispensati 300ul de apa distilata si ca
n recipientul de deseuri sa fie addugat un dezinfectant potrivit. Spalati godeurile goale de 5 ori.
Dupa spalare, indepartati lichidul restant prin lovirea godeurilor (inversate) de hirtie abosrbanta
pentru a indeparta picaturile de apa reziduale.

12.  Pipetati 100ul de Solutie Substrat in fiecare godeu si amestecati usor timp de 5 secunde.

13.  Incubati la intuneric 20 de minute la temperatura camerei (20°C - 25°C).

14.  Opriti reactia adaugind 100! de Solutie de Stopare in fiecare godeu.

15. Amestecati usor timp de 30 de secunde pentru a asigura virarea completd a culorii albastre in
galben.

16.  Cititi imediat densitatea optica (pina Tn 10 minute) folosind un cititor de micropléaci cu un filtru de
450nm.
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EVITAREA ERORILOR
Poate fi folosit de personalul cu minima pregatire bazica de laborator.
Nu folositi componente ale kit-ului care sunt deteriorate sau contaminate.

Folositi un virf de pipeta de unica folosinta pentru fiecare proba pentru a preveni contaminarea
incrucigata.

Desi nu este necesara se recomanda rularea probelor si standardelor in duplicat.

Probele si standardele trebuie rulate simultan pentru a avea conditii de testare similare.

Se recomanda s& nu folositi mai mult de 32 de godeuri odata atunci cind pipetati manual, deoarece
pipetarea Standardelor si probelor trebuie sa fie completa in decurs de 3 minute. Se poate folosi o
placa completa de 96 de godeuri doar daca este disponibila pipetarea automata.

Puneti la loc capacul pe recipientele cu reactivi imediat dupa utilizare.

Evitati pipetarea repetata din reactivii de stoc, deoarece pot fi contaminati.

Nu amestecati reactivii sau stripurile provenind de la kit-uri diferite. Atunci cind pipetati aveti grija s& nu
atingeti suprafata godeului. Nu pipetati reactivul pe partea laterald a godeului. Inainte de inceputul
testarii, lasati reactivii sa ajunga la temperatura camerei (20°- 25°C). Amestecati usor toti reactivii cu
miscari blinde de rotatie.

Odata testarea pornita, godeurile nu trebuie sa se usuce in cursul derularii testului.

Nu contaminati Solutia Substrat deoarece kit-ul va deveni nefunctional.

Controlati precizia si acuratetea echipamentului de laborator folosit in timpul procedurii pentru a
asigura rezultate reproductibile.

Strip-urile nefolosite ar trebui re-sigilate in punga de folie care contine desicant si apoi depozitate la
2°C - 8°C.

CALCULAREA REZULTATELOR

Graficul produs de calibratori ar trebuie sa aiba o forma hiperbolica cu DO450 (densitatea optica citita
la 450nm) a calibratorilor proportionald cu concentratia lor. DO a calibratorului A trebuie s fie mai mica
de 0,75 iar DO a calibratorului F mai mare de 1,5 pentru ca rezultatele testului sa fie valide. Calculati
valoarea absorbantei medii (Asso) pentru fiecare set de standarde si probe. Creati o curba standard
facind un grafic cu absorbanta medie pentru fiecare standard in functie de concentratia in ng/ml pe
hirtie milimetrica. Folositi valorile absorbantei medii pentru fiecare proba pentru a determina
concentratia corespunzatoare de CEA in ng/ml plecind de la curba standard. Daca nivelurile
controalelor sau probelor cu valori cunoscute de utilizator nu dau rezultatele asteptate, rezultatele
testelor trebuie considerate a fi invalide.

Daca folositi un pachet software alegeti o curba de regresie quadratica care sa se potriveasca.

VALORI PREDICTIONATE $I SENSIBILITATE

Studiul cel mai complet al CEA este o compilatie a unor studii de colaborare in care au fost analizate
valorile CEA a 35.000 de probe obtinute de la mai mult de 10.000 de pacienti si controale. Din 1.425 de
persoane normale, nefumatoare, 98,7% au avut valori mai mici de 5,0ng/ml. Este recomandat ca
fiecare laborator s& stabileascd domeniul de valori normale. Concentratia minim detetabila de CEA
determinata cu PATHOZYME CEA este estimata a fi 1,0ng/ml.

DATE DE EVALUARE

Testul este calibrat fatd de competitorii majori si fatd ce Standarde Interne.

Coeficientul de variatie a PATHOZYME CEA este mai mic sau egal cu 10%.

S-a obtinut o buna corelatie a kit-urilor intr-o evaluare dintre PATHOZYME CEA produs de Omega si
kit-ul AXSym Abbot pentru probe cu niveluri cuprinse intre 0,2 si 50.400 ng/ml.
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GHID RAPID AL PROCEDURII DE TESTARE

1 Pipetati 50ul de Standard sau probe si 100ul de Conjugat Anti-CEA HRP in fiecare godeu si
apoi amestecati bine timp de 30 de secunde.

2. Incubati timp de 60 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C)

3. Aruncati continutul godeurilor si spalati de cinci ori cu apa distilata.

4. Adaugati 100l de Solutie Substrat in fiecare godeu si amestecati bine timp de 5 secunde.
5. Incubati la intuneric timp de 20 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C)

6. Adaugati 100ul de Solutie de Stopare in fiecare godeu si amestecati usor timp de 30 de
secunde.

7. Cititi imediat (nu mai tirziu de 10 minute) densitatea optica folosind un cititor de micropléci cu un
filtru de 450nm.
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