PATHOZYME®OVARIAN CANCER ANTIGEN 125

Enzimskiimunotest za kvantitativho odredivanje

CA125 u humanom serumu

Cuvati na temperaturi od 2-8 °C.

NE ZAMRZAVATI.Samo za in vitro upotrebu.

Po ucestalosti, karcinom ovarijuma nalazi se na Sestom
mestu (iskljudujuéi karcinome koZe koji nisu melanomi) i
petom mestu uzroka smrtnosti usled oboljevanja od
karcinoma. Jedan od kljuénih markera ove bolesti je kancer
antigen 125.

CA 125 je glikoprotein sa molekularnom masom od 200000-
1000000 Da. Produkuju ga samo celije epitelijainog
karcinoma ovarijuma. CA 125 je pronaden kod vise od 80%
Zena obolelih od karcinoma ovarijuma. 6% slucajeva sa
povisenim vrednostima CA 125 mogu se povezati sa
neginekoloskim karcinomima, kao §to su karcinom pankreasa
ili pluéa. Pojedina stanja koja nisu vezana za pojavu
neoplazmi takode mogu dovesti do povecanja vrednosti CA
125, a to su: menstruacija, endometrioza i trudno¢a (prvi
trimestar). Povecana vrednost CA 125 se moze naci kod
samo 1% zdravih Zena.

Odredivanje koncentracije CA 125 znacajno je za pracenje
efekta primenjene terapije. Povecana vrednost CA 125
oznacava progresiju bolesti i slab odgovor na terapiju.
Smanjenje CA 125 znak je dobrog odgovora na terapiju i
dobre prognoze.

NAMENA TESTA

PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 je
enzimskiimuno test za kvantitativno odredivanje ovarijumskog
karcinom antigena 125 u humanom serumu.

Samo za profesionalnu upotrebu.

PRINCIP TESTA

Mikrotitracione ¢asice obloZene su specifi¢nim monoklonskim
anti-kancer antigen 125 antitelima. Ispitivani serumi prenose
se u casice. Anti-kancer antigen 125 antitelo obelezeno
peroksidazom (HRPO) dodaje se svakoj ¢asici i termostatira
na 37 °C. Molekuli CA 125 se na taj nadin smestaju u
sendviu izmedu Cvrste faze i antitela za koji je vezan enzim.

Posle inkubacije, ¢asice se ispiraju vodom radi uklanjanja
nevezanih, obeleZenih antitela. Nakon dodatka supstrata
(TMB), boja se razvija samo u onim ¢aSicama u kojima je
prisutan enzim, oznacavajuéi prisustvo CA 125. Enzimska
reakcija se zaustavlja dodatkom razblaZene hlorovodoniéne
kiseline, nakon tega se meri apsorbancija na 450 nm.
Koncentracija CA 125 je direktno proporcionalna intenzitetu
boje uzorka.

Test je kalibrisan u odnosu na interni standard. Interncionalni
standard za ovaj test ne postoji.

SADRZAJ

0D287

Microtitre Plate
Referentni standard: humani serum bez CA 125. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Cal A 0 U/ml ml

Referentni standard: humani serum bez CA 125. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Cal 15 U/ml ml

Referentni standard: CA 125 u humanom serumu. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Cal C 50U /ml ml

Referentni standard: CA 125 u humanom serumu. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Cal 100 U/ml ml

Referentni standard: CA 125 u humanom serumu. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Cal 200U /ml 1ml

Referentni standard: CA 125 u humanom serumu. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

H

Cal 400U/ml iml

Referentni standard: CA 125 u humanom serumu. Spreman za
upotrebu. (Bezbojan).

Conj 11mi

Anti-kancer antigen 125 HRP konjugat: anti-kancer antigen 125
konjugovan HRP-om. Spreman za upotrebu. (Purpuran).

:

Subs TMB 11ml

Rastvor supstrata: 3,3,5,5tetrametil benzidin u citratnom puferu.
(bezhojan).

Soln_ [ Stop [ HCI [ 1M | 11 ml

Rastvor za zaustavljanje reakcije: razblazena HCI u preci$¢enoj vodi.

Spremna za upotrebu. (Bezbojna).

Uputstvo za upotrebu i obrazac za upisivanje podataka 1+1

PRIBOR | UREDAJI KOJI SU POTREBNI, ALI SE NE
NALAZI U OKVIRU KOMPLETA

mikropipete za prenosenje: 100 ul,200 pl i 1000 pl
nastavci za pipete za jednokratnu upotrebu
termostat na 37 °C+/- 1°C

apsorbujuci papir

¢itac mikrotitarskih ploca

graficki papir

Gisto laboratorijsko posude.

12x 8wellsx 1

OPREZ

PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 reagensi
sadrze materijal humanog porekla, za koji je nakon testiranja
utvrdeno da je negativan na HCV, HIV | i HIV Il antitela i
HbsAg, FDA odobrenim metodama. Kako nijedan test ne
pruza potpunu sigurnost da materijal humanog porekla nije
infektivan, preporucljiv je oprez prilikom  rukovanja
reagensima iz kompleta (upotrebe i bacanja). Sve reagense
treba smatrati biohazardnim materijalom. Ne gutati.

PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 reagensi
ne sadrze opasne supstance definisane vazecim propisima
UK Chemicals (Obavestenja i nacin pakovanja opasnih
materija), ali se ipak moraju smatrati biohazardnim
materijalom. Bacanje upotreblienog materijala mora biti u
skladu sa lokalnim zakonom.

PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 rastvor
za zaustavljanje reakcije sadrzi HCI, te je korozivan.

Rukovati sa oprezom. U slucaju kontakta, dobro isprati
vodom.

PATHOZYME ovarijumski CA 125 reagensi sadrze 1%
Proclin™ 300 kao konzervans koji moze biti toksi¢an ako se
unese per os. U slucaju kontakta, dobro isprati vodom i
potraziti medicinsku pomoé. Proclin™ 300 je zasticeni
proizvod ROHM&HAAS Ltd.

CUVANJE
Cuvati na temperaturi od 2-8 °C.

Datum isteka roka je poslednji dan meseca koji je oznacen
na bocici i ambalazi kompleta. Reagensi unutar kompleta
ponasace se odgovaraju¢e do isteka roka trajanja, koji je
odreden u odnosu na datum proizvodnje. Ne koristiti nakon
isteka roka trajanja.

Izbegavati izlaganje reagensa temperaturama izvan ovog
opsega. Ne izlagati direktnoj sunéevoj svetlosti.

NE ZAMRZAVATI NIUEDAN REAGENS, jer moze doé¢i do
ireverzibilnih promena.

UZIMANJE UZORKA

Uzeti uzorak venske krvi i ostaviti da dode do koagulacije i
retrakcije. Centrifugirati koagulisanu krv, radi dobijanja bistrog
seruma. Preporucljivo je koristiti sveze uzorke seruma.

Ne koristiti hemolizovane, kontaminirane ili lipemi¢ne serume,
jer ove pojave mogu uticati na rezultate testiranja.

Serum se moze ¢uvati na temperaturi od 2-8 °C do 48 h pre
testiranja. Ako je potrebno produziti vreme ¢uvanja, ¢uvati na
—20 °C do 1 godine. Otoplieni uzorci moraju se pre ispitivanja
promesati.

Ne koristiti natrijum azid kao konzervans, jer moze inhibirati
peroksidazu.

Jednom otopljeni uzorak ne zamrzavati i otapati ponovo, jer
moze doéi do pojave netacnih rezultata.

PRIPREMA REAGENSA
Pre upotrebe svi reagensi moraju dosti¢i sobnu temperaturu
(20 °C - 25 °C), i moraju se pazljivo promuckati. Ne stvarati
penu.

OGRANICENJA

Upotreba drugih uzoraka osim seruma, nije validna.
Proizvod je samo za jednokratnu upotrebu.
Dijagnoza ne sme biti zasnovana samo na nalazu jednog

testiranja. Prilikom interpretacije testa, preporucljivo je uzeti u
obzir sve klinicke nalaze.



POSTUPAK ISPITIVANJA

1. Pre upotrebe svi reagensi moraju dostiéi sobnu temperaturu (20 °C — 25 °C).

2. Sa svakom serijom seruma koji se ispituju, upotrebiti set standarda. U drza¢
postaviti potreban broj ¢asica. Na priloZen obrazac za upisivanje podataka obeleZiti
pozicije standarda i ispitivanog seruma.

3. Nepotrebne &asice vratiti u kesicu sa desikantom i zatvoriti zip-lock pre vracanja na
propisanu temperaturu.

4. Preneti 100ul standarda i ispitivanog seruma u obelezene ¢asice i nezno muckati 10
sekundi.

5. Preneti 100ul anti-CA 125 Ag HRP konjugata u svaku ¢aSicu.

6. Intenzivno muckati 30 sekundi. Veoma je vazno obezbediti adekvatno muckanje u
ovoj fazi rada.

7. Ponstaviti &asice u vlazan termostat sa vlaznim papirom i termostatirati 90 minuta na
37°C.

8. Na kraju inkubacionog perioda, odbaciti sadrzaj ¢asica, brzim i ostrim lupkanjem

Sacica o kontejner za odbacivanje biohazardnog materijala. Snazno lupnuti na
apsorbujuci papir. U kontejneru za odbacivanje biohazardnog materijala mora biti
dovoljno dezinfekcionog sredstva.

9. Ruéno ispiranje: ispuniti ¢asice sa po najmanje 300ul destilovane vode po ¢asici.
Odbaciti sadrzaj ¢asica, brzim i ostrim lupkanjem $acica o kontejner za odbacivanje
biohazardnog materijala. Snazno lupnuti na apsorbujuci papir.

10. Da bi se uklonile zaostale kapi vode, lupnuti ¢aSice na apsorbujuci papir.

11. Masinsko pranje: u svaku ¢asicu se mora preneti 300ul destilovane vode, a u bocu
za odbacivanje dodati odgovarajucu koli¢inu dezinficiiensa. Prazne &asice isprati 5
puta. Posle pranja ukloniti zaostalu te¢nost lupkanjem &asica na apsorbujuci papir.

12. Preneti 100l rastvora supstrata u svaku ¢asicu i nezno muckati 10 sekundi.

13. Inkubirati na tamnom mestu 20 minuta na sobnoj temperature (20 °C to 25 °C).

14. Zaustaviti reakciju dodavanjem 100ul rastvora za zaustavljanje reakcije u svaku
Casicu.

15. NezZno muckati 30 sekundi dok plava boja ne prede u Zutu.

16. Odmah o¢itati opticku gustinu (ne nakon 10 minuta) na 450nm.

PROBLEMI U RADU
Testiranje moZe obaviti samo obuceno osoblje.
Ne koristiti oStecene ili kontaminirane komponente kompleta.

Da bi se izbegla unakrsna kontaminacija za svaki uzorak koristiti poseban nastavak za jednokratnu
upotrebu.

Preporucljivo je dvostruko ispitivanje uzoraka, kao i dvostruko kori$¢enje standarda.

Uzorke i standarde ispitati u isto vreme, kako bi uslovi testiranja bili isti.

Ako se pipetira manuelno, nije preporucljiivo koristiti vise od 32 ¢aSice tokom ispitivanja, jer
pipetiranje standarda i uzoraka mora biti obavljeno u roku od 3 minuta. Cela ploa od 96 ¢asica
moze se koristiti ako se pipetiranje vrsi automatski.

Odmah naokn zavrsetka testiranja, zatvoriti sve bocice.

Izbegavati ponavljano pipetiranje radnih rastvora, jer moze doci do njihove kontaminacije.

Ne mesati reagense ili CaSice iz razli¢itih kompleta. Prilikom preno$enja, ne dodirivati ivice ¢asica.

Reagens ne sme cureti duz ivica ¢aSica. Pre pogetka, svi reagensi moraju dosti¢i sobnu temperaturu
(20 °C to 25 °C). Nezno promuckati sve reagense blagim obrtanjem naopacke ili muckanjem.

Tokom ispitivanja ¢aSice ne smeju postati suve.
Rastvor supstrata ne sme se kontaminirati, jer ova pojava ¢ini komplet neaktivnim.

Kako bi se obezbedilo dobijanje pouzdanih rezultata, preporucljivo je proveravati preciznost i tatnost
laboratorijske opreme koja se koristi tokom ispitivanja.

Casice koje nisu potrebne za ispitivanje, vratiti u foliju sa desikantom, zatvoriti zip-lock i vratiti na
temperaturu od 2-8 °C.

1ZRACUNAVANJE REZULTATA

Za svaki set standarda i uzoraka izracunati srednju vrednost apsorbancije na 450nm. Konstruisati
standardnu krivu spajanjem vrednosti srednje apsorbancije svakog standarda i pripadajuce
koncentracije izraZzene u jedinicama/ml. Preko srednje vrednosti apsorbance sa standardne krive
odrediti vrednost koncentracije CA 125 u U/ml. Ako kontrole ili uzorci sa poznatim vrednostima ne
daju ocekivane rezultate, rezultate ispitivanja smatrati nevaze¢im.

Ako se koristi softverski program, odabrati opciju “Quadratic regression curve fit”.

OCEKIVANI REZULTATI | OSETLJIVOST

Kriva koja se dobija merenjem opticke gustine kalibratora na 450nm i spajanjem dobijenih vrednosti
sa vrednostima njihovih koncentracija mora biti hiperbola. Opticka gustina kalibratora A mora biti
manja od 0.2, a kalibratora F mora biti ve¢a od 1.5, da bi se dobijeni rezultati smatrali vaze¢im. Kod
zdravih Zena ocekivane CA 125 vrednost iznose ispod 35 U/ml. Najmanja koncentracija koja se
moze detektovato PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 je 5 U/ml.

EVALUACIJA

Kalibracija je izvr$ena u odnosu na zna¢ajne konkurentske kuce i interni standard. Koeficijent
varijacije PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125je manji il veci od 10%.

Ispitivanjem uzoraka sa poznatim vrednostima CA 125 koja su se kretala u intervalu od 2.0-1344
U/ml PATHOZYME OVARIAN CANCER ANTIGEN 125 i AxSym CA 125, proizvoda¢a Abott,
dobijeni su sledeci rezultati:

Broj uzoraka 153
Koeficijent korelacije 0.94
Nagib 0.97
Intercept -0.372
Srednja vrednost dobijena testiranjem sa Omega testom 114.9 U/ml
Srednja vrednost dobijena testiranjem sa Abbott testom 119.2 U/ml

Oba testa daju dobru korelaciju.
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BRZI POSTUPAK ISPITIVANJA

1. Preneti 100p! uzorka ili standarda i 100pl enzimskog konjugata u svaku ¢asicu i nezno
muckati 30 sekundi.

2. Inkubirati 90 minuta na 37 °C.

3. Odbaciti sadrzaj ¢asica i isprati 5 puta destilovanom vodom.

4. Dodati 100yl rastvora supstrata u svaku ¢aSicu. NeZno muckati 5 sekundi.

5. Inkubirati na tamnom mestu 20 minuta na sobnoj temperaturi (20 °C to 25 °C).
6. Dodati 100pl rastvora za zaustavljenje reakcije i nezno muckati 30 sekundi.

7. Odmah ofitati opti¢ku gustinu (ne nakon isteka 10 minuta) na 450nm.
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