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96 médramiseks

KASUTUSVALDKOND
CanAg CA125 EIA testkomplekt on méeldud véhiga seostatava CA125 antigeeni kvantitatiivseks
méadramiseks seerumist.

ULEVAADE TESTIST

CA125 on suure molekulaarkaaluga mutsiin-tlitipi gltikoproteiin, mis algselt maarati Oc125
monoklonaalsete antikehade abil (MAb), Bast et al. (1). CA125 Ca125 antigeeni mairmiseks loodud
heteroloogse testi loomisel on kasutatud erinevaid OC125 epitoobiga kaasviljenduvaid epitoope (2).
CanAg CA125 EIA pé&hineb kahel monoklonaalsel hiire antikehal, Ov197 ja Ov185, mis on suunatud
CA125 antigeeni tuuma kahe erineva epitoobi vastu (3, 4).

CA125 teste kastuatakse sageli halvaloomuliste giinekoloogiliste kasvajatega (niiteks epiteliaalne
munasarjavihk) patsientide monitooringuks (5).

TESTI POHIMOTE

CanAg CA125 EIA on tahke faasiga, otsesel sandwich-meetodil pdhinev mittekompetatiivne immuuntest.
Kalibraatorid, kontrollid ja patsiendi proovid inkubeeritakse koos monoklonaalse biotintlitud anti-CA125
antikehaga

(MAb) Ov197 (saadud hiirelt) streptavidiiniga kaetud mikroribadel. Inkubeerimisel adsorbeerub
kalibraatorites voi proovides leiduv CA125 biotindtlitud Anti-CA125 MAb vahendusel streptavidiin-
ribadele. Ribad pestakse ja ja inkubeeritakse HRP-margistatud Anti-CA125 MAb Ov185 antikehadega.
Parast pesemist lisatakse igasse testsiivendisse puhvriga substraat/kromogeenreaktiivi (vesinikperoksiid ja
3, 3", 5, 5" tetrametiitilbensidiin), leiab aset ensiitimreaktsioon. Antigeeni leidumisel tekib
ensliimreaktsiooni korral sinine varvus. Varvuse intensiivsus on proportsionaalne proovis leiduva CA125
hulgaga. Varvuse intensiivsuse hindamiseks kasutatakse mikroplaadi spektrofotomeetrit lainepikkusel
620 nm (v6i 405 nm pérast reaktsiooni peatava lahsue lisamist).

iga testi jaoks luuakse kalibratsioonikdver (absorptsioon vs iga kalibraatori kontsentratsioon), selle
kalibratsioonikdvera alusel saadakse patsiendiproovile . CA125 kontsentratsioonid.

REAKTIIVID

* Ilgas CanAg CA125 EIA komplektis on reaktiive 96 testi l&biviimiseks.

* Testkomplekti aegumiskuupéev on trikitud testkomplekti karbi etiketile.

» Arge kasutage testkomplekti parast aegumistihtaega.

» Arge kasutage koos erinevatest partiidest parit reaktiive.

* Siilitage testkomplekte temperatuuril 2—-8°C. Mitte kiilmutada.

* Avatud reaktiivide siilivad vastavalt alltoodud tabelis toodud andmetele, eeldusel, et reagendid ei ole
saastunud, et neid hoitakse originaalanumates ning kasitsetakse vastavalt juhistele. Parast kasutamist
viia reaktiivid kohe tagasi temperatuurile 2-8°C.



Testkomplekti osad sailitamine ja stabiilsus parast esimest avamist

MICROPLA

Mikroplaat 1 plaat 2 —8°C kuni karbil naidatud aegumiseni

12 x 8 testsiivendit ribadeks jagataval plaadil, mis on kaetud streptavidiiniga. Pdrast avamist pange
kasutamata ribad kohe tagasi desikandiga alumiiniumpakendisse. Sulgege kott, et ribad oleksid kuivad.

CA125 kalibraatorid 5 viaali 2 —8°C kuni viaalil ndidatud aegumiseni
| CAL [cAt25] 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 | 00 0 1x0.75 mL

| CAL [cat25 | 500 | 500 U/mL 1x0.75 mL

CA125 antigeen Tris-HCI puhvriga lahuses, mis sisaldab alubmiini (veise seerum), detergenti, inertset
kollast vérvainet ja sailitusainena 0,05 % naatriumasiidi.

Kasutusvalmis, | AL [CA125| 0 [joq iatakse ka proovide lahjendamiseks.

CA125 kontrollid 2 viaali 2 —8°C kuni viaalil ndidatud aegumiseni
|CONTROL[CA125 [ 1| | (oo |

|CONTROL[CA125[2| | .o

CA125 antigeen Tris-HCI puhvriga lahuses, mis sisaldab alubmiini (veise seerum), detergenti ja
séilitusainena 0,05 % naatriumasiidi. Kasutusvalmis.

BIOTIN| Anti-CA125
Biotiin anti-CA125 1x15mL 2 —8°C kuni viaalil ndidatud aegumiseni

Biotin Anti-CA125 monoklonaalsed hiire antikehad, umbes 2 pg/mL.
Sisaldab Tris-HCI puhverlahust (pH 7.75), albumiini (veise seerum), blokeerivaid iihendeid, detergenti,
inertset punast varvainet ja sailitusainena 0,05 % naatriumasiidi. Kasutusvalmis.

| CONJ | Anti-CA125

HRP anti-CA125 konjugaat 1x0.75 mL 2 —8°C kuni viaalil niidatud aegumiseni

Lahus monoklonaalsete hiire HRP anti-CA125 antikehadega, umbes
30 ug/mL. Sisaldab siilitusaineid. Enne kasutamist lahjendada konjugaadi diluendiga (Tracer Diluent).

Konjugaadi diluent 1x15mL 2 —8°C kuni viaalil ndidatud aegumiseni

Fosfaatpuhvriga lahus (pH 7.2) sisaldab albumiini (veise seerum), blokeerivaid iihendeid, detergenti,
inertset sinist vérvainet ja siilitusainena 0,01 % metiililisotiasolooni (MIT). Kasutusvalmis.



Testkomplekti osad sailitamine ja stabiilsus parast esimest avamist

TMB HRP-substraat 1x12mL 2 —8°C kuni viaalil niidatud aegumiseni

Sisaldab puhverdatud vesinikperoksiidi ja 3, 3', 5, 5’ tetrametiiiilbensidiini (TMB). Kasutusvalmis.

Reaktsiooni peatamislahus 1x15mL 2 —8°C kuni viaalil ndidatud aegumiseni

Sisaldab 0,12 M soolhapet. Kasutusvalmis.

WASHBUF | 25X |
Pesulahuse kontsentraat 1x50mL 2 —8°C kuni pudelil ndidatud aegumiseni

Tris-HCI puhverlahus, sisaldab Tween 20. Sisaldab sailitusainet Germall Il.
Enne kasutamist teha veega 25-kordne lahjendus.

Ebastabiilsuse néitajad

TMB HRP substraat peab olema vérvitu voi 6rnalt sinakas. Kui reaktiiv on siniseks varvunud, siis on ta
saastunud; sellist reaktiivi mitte kasutada.

OHUTUS

Alnult in vitro diagnostikaks

* Laboris kasutatavate ohutusprotseduuride kohta lugege U.S. Department of Health and Human Services
(Bethesda, Md., USA) viljaannet nr (CDC) 88—8395 voi vastavaid kohalikke ja riiklikke dokumente.

* Koik patsiendiproovid on potentsiaalselt nakkusohtlikud, ettevaatust kasitsemisel.

* Reagendid sisaldavad siilitusainena naatriumasiidi (NaN3), vasktorustikuga reageerides voib see
tekitada plahvatusohtlikke metalliasiide: kui kallate reagente torustikku, laske alati peale suures koguses
vett.

* Jagkainete ja —materjalide havitamisel jargige koiki kohalikke ndudeid.

Ettevaatust:

Inimpéritolu osistega reaktiivid osutusid testimisel negatiivseks HIV 1 ja 2 antikehade, HCV antikehade ja
B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAg) suhtes. Samas ei leidu iihtegi testmeetodit, mis suudaksid kindlalt
vélistada verega edasikantavate nakkuste esinemist reagentides, seetbttu jargige testide tegemisel ning
jadkmaterjalide havitamisel nakkusohtlikele ainetele kehtestatud néudeid.

PROOVIDE KOGUMINE JA KASITSEMINE

CanAg CA125 EIA testis kasutatakse seerumit. Vere votmiseks tehke veenipunktsioon, eraldage seerum
vastavalt laborieeskirjadele. Proove voib siilitada 24 teundi temperatuuril 2—-8°C. Pikemaajaliseks
sailitamiseks proovid kiilmutatakse -70°C juures v6i madalamal temperatuuril. Mitte hoida proove
automaatsulatusega kiilmikus, mitte korduvalt sulatada ja kiilmutada. Kiilmutatud proovid jaetakse enne
testimist tiheks 66ks temperatuurile 2—8°C aeglaselt sulama, seejirel viilakse enne testimist
toatemperatuurile.



PROTSEDUUR
Vajalikud lisavahendid (ei kuulu komplekti)

1.

2.

Mikroplaadi loksuti
Loksutamise intensiivsus keskmisest tugevani, umbes 700—900 ostsillatsiooni / min.
Mikroplaadi pesija
Automaatne mikroplaadi pesija, mis suudab sooritada 1, 3 ja 6 pesutstiklit, miinimum tditemahuga
350 pl/testslivend/pesutstikkel.

Kui ei kasutata mikroplaadi automaatpesijat, soovitatakse kasutada manuaalseadet Nunc
Immuno-8 manual strip washer.
Mikroplaadi spektrofotomeeter
Lainepikkusel 620 nm ja/vdi 405 nm, absorptsioonivahemik O kuni 3,0.
Tapsuspipetid
Uhekordsete plastotsikutega, mikroliitriste mahtude pipeteerimiseks. Soovitatakse kasutada 8
kanaliga pipette voi dispenserpipette ihekordsete plastikotsikutega 100 pL pipeteerimiseks, kuid
see ei ole ndue. Pipetid millilitriste mahtude pipeteerimiseks.
Destilleeritud vdi deioniseeritud vesi
Pesulahuse valmistamiseks.

Markused protseduuri kohta

1.

Enne CanAg CA125 EIA testi kasutamist tutvuge kasutusjuhendiga. Kasutage ainult komplektis olevaid
reagente. Arge kasutage koos samu reagente, mis on erinevatest partiidest. Arge kasutage reaktiive
pirast aegumistihtaega (trikitud karbi etiketile)..

2 Enne kasutamist peavad reaktiivid olema toatemperatuuril (20-25°C). Tulemuste digsuse
kindlustamiseks viiakse test l4bi temperatuuril 20—25°C. Kiilmutatud proove parast sulatamist segada.
Enne kalibraatorite ja proovide pipeteerimist soovitatakse ribad téhistada, et proovid oleksid testi
tegemisel Uheselt identifitseeritavad.

EIA testi juures on Uks tdhtsamaid etappe efektiivne ja pdhjalik pesufaas, mille kdigus eemaldatakse
seondumata antigeenid ja reagendid antikeha-antigeen kompleksist. Pesemise 6nnestumiseks
kontrollige, et koik teststivendid oleksid igas pesutsiklis pesulahusega &dareni taidetud, et pesulahust
dispenseeritakse sobival voolukiirusel, et enne ja parast pesufaasi toimuks taielik aspiratsioon ning
slivendid saaksid tiihjaks. Kui stivenditesse jaéb vedelikku, keerake plaat tagurpidi ja koputage vastu
kuivatuspaberit.

Automaatne ribapesija: puhastamisel ja hooldusel jargige tootja kasutus- ja hooldusjuhiseid, viige enne
ja pérast inkubatsiooni labi ndutud arv pesutsiikleid. Soovitatakse kasutada ribatéétlusreZiimi (strip
process) ning tiitmisel kasutada uletaitmist (overflow) dispenseerimismahuga 800 pl. Arge jitke
aspiratsiooni-/pesemisseadeldisse pikemaks ajaks pesulahust, néelad voivad ummistuda.

TMB HRP substraat on védga tundlik saastumise suhtes. TMB HRP substraadi stabiilsuse tagamiseks
valage pudelikesest ettendhtud kogus puhtasse ndusse vdi soovitatavalt Gihekordsele plastalusele, et
iilejadnud reaktiiv ei saastuks. Pipettidel kasutage puhtaid tihekordseid plastotsikuid (v&i
dispensaatorpipeti otsikuid).

Proovide ja reaktiivide kasitsemisel kasutage ainult puhtaid ihekordseid plastist pipetiotsikuid ja tappis-
pipeteerimise votteid. Ristsaastumise valtimiseks drge puudutage pipetiotsaga plastriba ega lahuse
pinda. Proovide ja TMB HRP lahuse kasitsemisel on diged pipeteerimisvotted darmiselt olulised.



Reagentide ettevalmistamine Valmisreagendi stabiilsus

Pesulahus 2 nidalat temperatuuril 2—25°C
hermeetiliselt suletud anumas

Kallake 50 mL pesulahuse kontsentraati puhtasse anumasse, lahjendage 25-kordselt, lisades 1200 mL
destileeritud voi deioniseeritud vett, saadakse puhvriga pesulahus.

Konjugaadi t66lahus 3 nédalat temperatuuril 2—-8°C
hermeetiliselt suletud anumas

Valmistage vajalik kogus konjugaadi té6lahust, selleks segage iga riba kohta 50 L konjugaati (HRP Anti-
CA125) 1 mL konjugaadi diluendiga (vt alltoodud tabelit):

Ribade HRP Anti-CA125 Diluent
arv konjugaat (yL) (mL)
1 50 1

2 100 2
3 150 3
4 200 4
5 250 5
6 300 6
7 350 7
8 400 8
9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12

Konjugaadi t66lahuse valmistamisel kasutage puhast plastikust voi klaasist katsutit.

Teine voimalus: kallake konjugaadiviaali sisu (HRP Anti-CA125) konjugaadi diluendi viaali ja segage kergelt.
Kontrollige, et lahjenduslahusesse satuks kogu konjugaadiviaali sisu .

MARKUS: konjugaadi to6lahus on stabiilne 3 nzdalat temperatuuril 2-8°C. Arge valmistage rohkem lahust,
kui selle aja jooksul kavatsete dra kasutada; jérgige lahusele ettenahtud hoiutingimusi 15

Testptotseduur
Testige nii kalibraatoreid, kontrolle kui ka patsiendiproove duplikaadis. Enne kasutamist peavad koik
reagendid ja proovid olema toatemperatuuril (20—25°C).

1. Alustage pesulahuse ja konjugaadi té6lahuse valmistamist. Kasutage ainult puhtaid anumaid.
Jargige tépselt kasutusjuhiseid.
2. Viige vajalik arv mikroplaadiribasid raamile (kasutamata ribad pange kohe tagasi alumiiniumkotti,

kuhu jazb ka desikant, ning sulgege hoolikalt). Peske igat riba tiks kord pesulahusega. Arge peske
rohkem ribasid, kui jouaksite 30 minuti jooksul kdsitseda.

3. Pipeteerige riba testsiivenditesse 25 puL CA125 kalibraatoreid (CAL 0, 10, 40, 200, 500), CA125
kontrolle (C 1, C 2) ja patsiendiproovi (unknown-Unk) jargmise skeemi alusel:



1 2 3 4 5 6 7 jne
Al Cal Cal teine
0 500 Unk
B| Cal Cal teine
0 500 Unk
C| Ca C1 ine
10 F
D| Cal C1
10
E Cal C2
40
F Cal C2
40
G| Cal esimene
200 Unk
H| Cal esimene
200 Unk
4. Lisage igasse stivendisse 100 pL Biotin Anti-CA125 , kasutage selleks 100 pL tippispipetti (voi

8-kanaliga 100 L tappispipetti). Arge puudutage otsikuga vedeliku pinda ega plastikriba, et ei
tekiks ristsaastumist.

5. Inkubeerige plaati 2 tundi (+/- 10 min) toatemperatuuril (20-25°C), plaati pidevalt loksutades,
kasutage mikroplaadi loksutajat.

6. Parast esimest inkubeerimist aspireerige ja peske igat riba 3 korda, kasutades osas “Mérkused
protseduuri kohta”, punkt 4 kirjeldatud pesuprotseduuri.

7. Lisage igasse teststivendisse 100 pL konjugaadi t66lahust, kasutades ilaltoodud punktis nr 4

kirjeldatud pipeteerimisprotseduuri.

Inkubeerige raami 1 tund (£ 5 min) toatemperatuuril (20—-25°C), pidevalt loksutades.

9. Parast teist inkubeerimist aspireerige ja peske ribasid 6 korda, kasutades osas “Mérkused
protseduuri.

10. Lisage igasse slivendisse 100 yL TMB HRP substraati, kasutades Ulaltoodud punktis nr 4
kirjeldatud pipeteerimisprotseduuri. TMB HRP substraati lisatakse stivenditesse voimalikult kiiresti,
esimesest stivendist vimasesse jdudmine ei tohi kesta tle 5 min.

«

11. Inkubeerige 30 min (+ 5 min) toatemperatuuril (20-25°C), pidevalt ribasid loksutades. Arge hoidke
otseses paikesevalguses.
12. Lugege kohe mikroplaadi spektrofotomeetriga absoptsiooni lainepikkusel 620 nm.

Teine variant
Kui laboril ei ole mikroplaadi lugejat, mis loeks lainepikkusel 620 nm, vt jargmisest punktist absoptsiooni
méaaramise alternatiivi:

Alternatiivne punkt 12: lisage 100 pL reaktsiooni seiskamise lahust, segage ja lugege absorptsiooni
lainepikkusel 405 nm mikroplaadi spektrofotomeetriga, 15 min jooksul pérast stopp-lahuse lisamist.

Maotevahemik

CanAg CA125 EIA testiga moddetakse kontsentratsioone vahemikes 1,5 ja 500 U/mL.

Kui eeldatakse, et testitava proovi CA125 kontsentratsioonid on suuremad kui méétevahemik, soovitatakse
proove enne analiiisimist lahjendada CA125 null-kalibraatoriga.

Kvaliteedi kontroll

Testseeria valideerimiseks kasutatakse CA125 kontrolle 1 ja 2.

Tulemuste ettendhtud vahemikud on naidatud viaali etikettidel. Kui véértused jadvad véljapoole ettenihtud
vahemikku, kontrollige lle reagendid ning lugeja t66d ja korrake testi. Labor véib valmistada ka ise
laborisiseseks testi tdpsuse hindamiseks erinevatel tasemetel seerumi puule.

Referentsmaterjal

Kuivord CA125 antigeeni kohta ei leidu tldkasutatavaid referentsmaterjale, siis on CanAg CA125 EIA
kalibraatori kalibr.véartused maaratud laborisiseste referentsstandardite alusel.



TULEMUSTE ARVUTAMINE

Kui kasutatakse mikroplaadi spektrofotomeetrit integreeritud andmet66tlusprogrammiga, siis koostage
vastavalt kasutusjuhendile vastav arvutusprogramm CA125 kalibraatorite etikettidel toodud
kontsentratsioonide alusel .

CA125 tulemuste automaatsel arvutamisel soovitatakse kasutada tihte jargmistest meetoditest:

. “Cubic spline curve fit"” meetod. Kalibraator 0 sisaldub kéveras, vaértusega O U/mL.

. “Spline smoothed curve fit" meetod. Kalibraator O kasutatakse kui plaadi blank'i.

. “Interpolation with point-to-point evaluation”. Kalibraator O sisaldub kdveras, vaartusega 0 U/mL.
. “Quadratic curve fit" meetod. Kalibraator O sisaldub kdveras, vasrtusega 0 U/mL.

MARKUS: ei soovitata kasutada 4-parameetrilist vii lineaarregresiooni meetodit.

Manuaalsel hindamisel on kalibratsioonikdvera loomise aluseks punktid, mis saadakse iga CA125
kalibraatori ja vastava CA125 kontsentratsiooni suhtest (in U/mL), vt alltoodud joonist. Seejérel saab
kalibratsioonikdveralt lugeda CA125 kontsentratsioonid, kasutades iga patsiendiproovi keskmist
absorptsiooni.

Kui esialgsel anallitisil on proovi CA125 tasemed kdrgemad kui 500 U/mL , lahjendage &ige testtulemuse
saamiseks proove vahekorras 1:10 ja 1:100 CA125 0O-kalibraatoriga.

Lahjendus 1:10 =50 pL proovi + 450 yL CA125 kalibraator O

Lahjendus 1:100 =50 pL 1:10 lahjendust + 450 yL CA125 kalibraator O

Seejarel arvutatakse lahjendamata proovi CA125 kontsentratsioon jargmiselt:
Lahjendus 1:10: 10 x mdddetud vaartus

Lahjendus 1:100: 100 x mdddetud vaartus

Tulemuste néide

Proov Kalibraatori Keskmine abs CA125
vaartused vaartus (A) U/mL

| cAL [ca125] o

| 0 U/mL 0,047
| CAL [cAt25] 10 | 10 U/mL 0,116
| CAL [cA125| 40 | 40 U/mL 0,208
| CAL [cA125| 200 | 200 U/mL 1,269
| CAL [CA125] 500 | 500 me 2,218
Proov A 0,490 69,8

Proov B 1,650 325
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Antud arvutus on toodud ainult néitena, drge kasutage seda kéverat testitulemuste arvutamisel!.

PIIRANGUD

CA125 taseme niitu ei saa kasutada pahaloomulise haiguse kinnitamiseks voi valistamiseks; CA125 testi
ei kasutata vahi skriiningul. Testi tulemuste hindamisel arvestatakse alati ka teiste uuringute ja
protseduuride tulemusi, CA125 test ei asenda valjatéétatud kliinilisi uuringuid.

Patsiendiproovis olevad reagentide vastu suunatud antikehad (human anti-mouse antibody, HAMA voi
heterofiilsed antikehad) véivad ménikord testi tulemust méjutada, kuigi testpuhvrites sisaldub spetsiifilisi
blokaatoreid.

ETTENAHTUD VAHEMIKUD

100 tervel naissoost veredoonoril méddeti CanAg CA125 taset. Keskmiseks tasemeks saadi 14,7 U/mL ,
standardhélve 7,7. Mediaanvaartuseks oli 13,1 U/mL, vahemik 5,06— 47,9 U/mL. Alumiste ja Ulemiste
ekstreemvéairtuste uurimisel kasutati IFCC soovitatud mitteparameetrilist statistilist andmekaitlust.
Referentsintervall sisaldab kesksed 95% fraktiili referentsdistributsioonist. Referentsipiirideks voib
hinnanguliselt méirata seega fraktiilid 2,5% (madalam) ja 97,5% (kérgem). Nende piiride puhul jd3b
distributsiooni kummastki otsast vilja 2,5% v&artustest. Mitteparameetriline arvestuslik vaartus:

N=100

Fraktsioon Referentspiir (U/mL)
2,5 (madalam) 5
97,5 (kérgem) 39

96% tervetest naistest olid testi vadrtused alla 35 U/mL.

Laboril soovitatakselt leida oma normaalvaartuste piir, vottes arvesse kohalikke tegureid nagu toitumus-
harjumused, kliima, elutingimused, patsientide selektiivsus, jne. Ei tohi unustada, et markeri tulemuste
hindamisel on kdige olulisemaks referentsvairtuseks patsiendi enda eelmiste testide tulemused (6).



TESTI ISELOOMUSTAVAD ANDMED

Tapsus

Kogutdpsuse mairamisel jargiti NCCLS juhiseid EP5-A (7) , kasutades kiilmutatud puulitud inimese
seerumit, millele oli neljal tasemel lisatud astsiidi puuli. Igat proovi pipeteeriti (n=2/analiiiis) ja analiiiisiti
kaks korda igal paeval, kokku 10 p&eva jooksul. Analiiiise tehti 8 kuu jooksul, neid tegid kaks erinevat
laobranti , kasutades 10 erinevast partiist CanAg CA125 EIA teste.

Proov  Replikaadid Keskmine  Tsiiklisisene SD (U/mL)  Tsiiklisisene  Péevadevaheline Pdevade-

U/mL CV % SD (U/mL) vaheline
CV %

CA125 | 40 16,8 0.74 4 .4 0,53 3,1

1

CA125 | 40 75,7 3,26 4.3 2,42 3,2

2

CA125 | 40 201 8,65 4.3 7,58 3,8

3

CA125 | 40 392 11 4 2.9 155 4.0

4

Magramispiir

CanAg CA125 EIA mairamispiiriks on < 1.5 U/mL M&aramispiiriks on kontsentratsioon, mis vastab CA125
Calibrator O pluss 2 standardhélbe vaértusi vastavalt valemile:

2xSD CALO
OD CAL 10-OD CAL O

x 10 U/mL

Saagis (Recovery)

Normaalsetele seerumiproovidele lisati inimese CA125 antigeeni; antigeeni saagiseks oli 100 + 15%.
Hook-efect ehk negatiivne tulemus Ulisuurtel kontsentratsioonidel

Hook-efekti ei taheldatud kontsentratsioonil kuni 50 000 U/mL. MARKUS: iilisuure kontsentratsiooni puhul
muutub substraadi varv sinisest roheliseks (darmuslikel juhtudel I6puks kollaseks). Sellisel juhul ei ole 620
nm lainepikkusel lugedes kontsentratsioon téene (st liiga madal), ddrmuslikel juhtudel leiab aset hook-efekt.

Lineaarsus
Proovidest tehti lahjenduste seeria, lahjenduseks kasutati CA125 kalibraatorit 0. Saadud vaartused
vastasid ettenéhtud véartustele 100 £ 15%.

Spetsiifilisus

CanAg CA125 EIA test pShineb kahe monoklonaalse hiire antikehal, Ov197

ja Ov185, mis on suunatud CA125 antigeeni tuuma kahe iseseisva epitoobi vastu (4). Véimalike
interferentsiallikate maaramisel lahtuti NCCLS juhistest EP7-P (8). Jargmiseid aineid jargmistel
kontsentratsioonidel ei mojuta testi toimimist.

Kontsentratsioon, mis ei mdjutanud oluliselt

(10%) testi toimimist
Lipeemia (Intralipid®) 4 mg/mL
Bilirubiin, konjugeerimata 0,6 mg/mL
Hemoglobiin 5 mg/mL

GARANTII

Siintoodud andmed on saadud kirjeldatud testprotseduure jargides. lgasugune muudatud protseduuris ,
mida ei née ette Fujirebio Diagnostics, voib méjutada tulemusi, millest tulenevalt ei véta Fujirebio
Diagnostics endale vastutust toote kaubanduslikkuse ja kasutuseesmargiks sobivuse suhtes.
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Protokoll

CanAg CA125 EIA 400-10

Komponendid segada vahetult enne testi tegemist. Kasutada juhendis ettensihtud loksutustingimusi.

Etapp 'lfiaalifplaadi_ua Protseduur

1. Valmistada pesulahus Lahjendada 50 mL pesukontsentraati 1200 mL

destilleeritud v&i deioniseeritud veega

Valmistada konjugaadi téélahus

Anti-CA125 Segada iga riba kohta 50 pL konjugaati (HRP
Anti-CA125) 1mL konjugaadi diluendiga:

m Ribade arv HRP Anti-CA125 Konjugaadi
kenjugaat (L) diluent (ml)

1 50 1

2 100 2

3 150 3

4 200 4

5 250 5

6 300 6

7 350 7

8 400 8

) 450 g

10 500 10

11 550 11

12 600 12

2. Pesta Pesta iga stivend tihe korra pesulahusega.

Kasutada manuaalselt vai automaatset pesijat

CA125 25 pL igasse slvendisse

3, Lisada kalibraatorid, kontrollid CAL
0, 10, 40, 200, 500

CONTROL | CA125 |

12
4. Lisada Biotin Anti-CA125 BIOTIN| Anti-CA125 | 100 pL igasse stivendisse
5. Inkubeerida MICROPLA Loksutada 2 tundi toatemperatuuril
6. Pesta MICROPLA Pesta iga siivendit 3 korda pesulahusega.
Kasutada manuaalselt voi automaatset pesijat.
7. Lisada konjugaadi tédlahus TRACER WORKING 100 pL igasse siivendisse
SOLUTION
8.  Inkubeerida MICROPLA Loksutada 1 tund toatemperatuuril

9. Pesta MICROPLA Pesta igat stivendit 6 korda pesulahusega.
Kasutada manuaalselt voi automaatset pesijat.

10, Lisada TMB HRP-substraat T™™B 100 pL igasse stvendisse

11.  Inkubeerida MICROPLA Loksutada 30 min toatemperatuuril

12, Lugeda absorptsioon MICROPLA 620 nm

Alt.12 Lisada stopp-lahus STOP 100 pL igasse stivendisse

Alt.13 Inkubeerida MICROPLA Loksutada 1 min toatemperatuuril

Alt.14 Lugeda absorptsioon MICROPLA Lugeda 405 nm, 15 min jooksul
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