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1. UCEL POUZITI

Tato PSA ELISA se pouziva pro kvantitativni stanoveni celkového prostatického specifického antigenu
(PSA) ve vzorcich lidského séra nebo plazmy. Stanoveni hladin celkového PSA se pouziva k uréeni
rizika karcinomu prostaty u muzd ve spojeni s digitdlnim rektalnim vysetfenim (DRE) nebo pro
sledovani efektivity 1é¢by karcinomu prostaty u pacientd.

2. UvoD

Rakovina prostaty je nejc¢astéjSim typem rakoviny vyskytujici se u muzll a je druhou nejcastéjsi
pricinou Umrti z dvodu rakoviny u muzd. Az doposud bylo digitalni rektdlni vySetfeni (DRE) Casto
pouzivano jako jediny zplsob diagnostiky pro detekci skorych stadii rakoviny prostaty. Béhem
poslednich let se stanoveni sérovych hladin PSA stalo nejvice akceptovanou metodou pro zlepSeni
diagnostické specificity DRE. PrestoZe je PSA tkanové specificky protein a neni vyhradné tumor-
specificky, stal se nejvyznamné;jSim markerem karcinomu prostaty, vykazujic lepsi specificitu jako jiné
vtomto kontextu pouZivané biochemické markery (PAP, celkovad alkalickd fosfataza,
karciembryonicky antigen atd.).

V roku 1979, Wang a kol. izolovali specificky antigen pro zdravou tkan prostaty a nazvali ho PSA. Jak
bylo prokdzdno imunohistologickymi studiemi, PSA je lokalizovan v cytoplasmé acinarnich bunék
prostaty, duktdlnim epiteliu a v sekreci na duktalni laminé, je pfitomen v normalnich, benigné
hyperplastickych i v malignich tkdnich prostaty jako i u metastatické rakoviny prostaty a v semindlni
plazmé. Kdyz je strukturalni integrita prostaty porusena a/nebo je velikost zlazy zvétsena, mize se
mnozZstvi PSA v krevni plazmé zvysit. ZvySené hladiny PSA k hodnotam vyssim jako 3-4 ng/ml bylo
popsano pro pacienty bud s benigni prostatickou hypertrofii (BPH) nebo s karcinomem prostaty. U
této prahové hodnoty se doporucuji nasledna vysetfeni, ktera umozni rozliSeni mezi témito dvéma
stavy.

Stanoveni sérovych hladin PSA neni dlleZité pouze pro skrining pacient( kvali rakoviné prostaty, ale i
pro monitoring pacientll, ktery jsou na tuto chorobu léceni. Zde jsou pravidelnda méfreni PSA
dllezitym nastrojem pro vyhodnoceni potencidlu a aktudlni efektivnosti operace nebo jiné terapie.
NarGst PSA u pacientl po radikdIni prostaktomii nebo radioterapi mlze umoznit dfivéjsi objeveni
residualniho nebo rekurentniho nadoru.

3. PRINCIPY TESTU

Tato metoda je metodou ELISA zaloZenou na sendvicovém principu. Jamky mikrotitracni desticky jsou
potaZeny protilatkami proti epitopu na molekule antigenu. Alikvéta pacientského séra je inkubovana
v potazené jamce s enzymem konjugovanou druhou protilatkou (E-Ab), ktera vaze jinou oblast na
molekule antigenu. Po inkubaci se nenavazana E-Ab odmyje. MnoZstvi navazané E-Ab je umérné
koncentraci antigenu ve vzorku. Po pfidani roztoku substratu je intenzita vzniklé barvy umérna
koncentraci antigenu ve vzorku zmérené hodnoty OD kalibratord se pouZiji pro vytvoreni kalibraéni
krivky, z které se vypoctou nezndmé vzorky.

4. REAGENCIE

Kazdy kit obsahuje reagencie postacujici pro 96 stanoveni.

1. Mikrotitracni desticka: 12x 8 (zlomitelnych) prouzku, 96 jamek.

2. Nulovy kalibrator (A)/rozpoustédlo vzorkl: Pfipraveno k pouziti (1X 10 mL), éervena kapalina
v lahvi s prahlednym uzévérem, obsahuje bez-rtutovy konzervant.

3. 5 PSA kalibratoru:
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Pripraveny k pouziti (0.50 ml) v nasledujicich koncentracich:

B: 1.56 ng/mL, C: 3,12 ng/mL, D: 6.25 ng/mL, E: 12.5 ng/mL, F: 25.0 ng/mL

Obsahuji bez-rtutovy konzervant

Kalibratory (standardy) jsou kalibrovany proti WHO 96/670.

Spodni & Horni kontrola: reagencie pripraveny k poufZiti, 2 vialky, 0.50 mL kazda. Pro hodnoty
kontrol, viz prosim certifikat analyzy.

Obsahuje bez-rtutovy konzervant.

Enzymovy konjugat: reagencie pfipraveny k pouziti (12 mL), modra kapalina v |ahvi s bilym
uzavérem, anti-PSA protilatka navazana na kfenovou peroxidazu; obsahuje bez-rtutovy
konzervant.

Roztok substratu: : reagencie pfipravena k pouziti (12 mL) v Iahvi se Zlutym uzavérem, obsahuje
TMB.

Zastavovaci roztok: (14 mL) bezbarva kapalina v Iahvi s cervenym uzavérem obsahuje kyselinu
sirovou; vyhybejte se kontaktu se zastavovacim roztokem. M(zZe zplsobit podrazdéni kiize nebo
popaleniny.

5. POTREBNE, ALE NEDODAVANE MATERIALY

Pfesné mikropipety (objem: 25 pL a 100 L) s jednorazovymi spickami.
Destilovana voda

ELISA fotometr se 450 nm a 630 nm filtry.

Stopky s rozsahem 60 minut nebo delSim

Promyvacka mikrotitracnich desticek

Vortex nebo podobné michaci zafizeni

Nadoba pro spravnou manipulaci s odpadem a vzorky po jejich pouZiti

6. SKLADOVANI A STABILITA

Kit a jeho soucasti skladujte pfi 2-8 °C

Alespori 30 minut pfed pouZitim pFivedte na pokojovou teplotu (18-25 °C). Po pouziti vratte opét
do lednice. Vyhnéte se delSimu skladovani pfi pokojové teploté.

Nepouzivejte kit nebo jeho soucasti po datu exspirace. Pro datum exspirace plvodniho baleni viz
oznaceni kitu.

Lahve okamzité po poutZiti zavirejte.

Destic¢ku spolu s desikantem skladujte v doddvaném sacku s rychlouzavérem. Moduly, které se
nepouZiji, musi byt pofad skladovany timto zplsobem.

Zabezpecte, aby soucasti kitu nezamrzly.

Otevrené kity si udrzuji aktivitu po dobu 2 mésicd, pokud jsou skladovany podle vyse uvedeného
popisu.

7. OPATRENI

ELISA kity jsou pouze pro in vitro diagnostické pouziti odborniky.

Se vzorky séra a plazmy je treba zachazet jako s potencionalné infekénim materidlem. P¥i
manipulaci se vzorky noste rukavice a vhodny laboratorni odév. V prostorech, kde se pracuje se
vzorky nebo reagenciemi kitu nejezte, nepijte ani nekurte. Nepipetujte Usty. V pfipadé styku
s pokoZzkou umyjte germicidni mydlem a dostatecnym mnoZstvim vody. v pfipad potieby
vyhledejte Iékafskou pomoc.

PSA kalibratory a kontroly jsou lidského plvodu. Byly testovany a shledany negativni na HIV,
HBsAg a HCV. Nicméné, se vsemi kalibratory je tfeba zachazet jako s potencionalné biologicky
nebezpecnymi.
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e  Kvdli potencionalné infekénimu charakteru vzorkd a soucdsti kitu musi byt vSechny materialy,
které prisly s nimi do kontaktu sterilizovany a likvidovany podle mistnich nafizeni. Tyka se to
také kapalného odpadu.

e  Reagencie analyzy obsahuji konzervanty, TMB, H,0, nebo kyselinu sirovou a mohou byt skodlivé
po poziti. Je tfeba se vyhnout pfimému styku s pokozkou nebo sliznicemi. V pfipadé styku
s pokoZzkou dlikladné umyjte vodou a a v pfipadé potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

e  Zastavovaci roztok obsahuje H,SO4. ProtoZe H,SO, pouZita pro ukonceni barevné reakce je
korozivni, musi byt instrumentace pouZita k jejimu davkovani dikladné cisténa.

e Nevyménujte reagencie z rGznych Sarzi nebo od rGznych dodavateld.

e  Zabranujte prenosu reagencii nebo vzorkl pouzivanim novych Spicek pro roztoky a vzorky.

e  NepouZivejte testovaci kit, pokud byly sacek s rychlouzavérem nebo Idhve poruseny.

8. POKYNY PRO ODBER, PRIPRAVU A SKLADOVANIi VZORKU

8.1 Odbér vzorku
Vzorky krve jsou odebirany ze Zily. Protoze rlzné faktory mohou ovlivnit hladinu PSA v krvi, musi se
|ékar ujistit, Ze pacient se vyvaruje nasledujicich stavl pred odbérem krve:

Nasledujici podminky mohou zvysit hladiny PSA:

e Cyklistika

e  Sexudlni styk (ejakulace)

e  Manipulace prostaty béhem lékarského vysSetfeni jako je DRE, trans-rektdlni prostaticky
ultrazvuk atd.

e  Prostatitida

e  Dysfunkce jater

Nasledujici stavy mohou vést k poklesu hladin PSA

e  Pfijem 5-alfa-reduktazovych inhibitord, antiandrogent nebo analogli GnRH
8.2 Priprava vzorku

Pfiprava vzorku séra nebo plazmy se vykondva podle standardnich technik. Sérum nebo plazma by

mély byt pfipraveny co nejdriv jak je to mozné, aby se zabranilo hemolyze a zvysila se stabilita PSA.
8.3 Skladovadni vzorka

Pro analyzu j moZné pouZit bud vzorky Cerstvého séra nebo plazmy. Pokud se nepoufZiji okamzité,

mohou byt skladovany pfi 2-8 °C jeden tyden. V ptipadé delSiho skladovani vzorky zamrazte na -20

°C. Je tfeba se vyhnout opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzork.

Poznamka:

o Vysoce lipemické nebo hemolytické vzorky mohou poskytovat nespravné analytické vysledky.

e Vzorky musi byt bez mikrobidlni kontaminace

e  Vzorky obsahujici vysoké titry revmatoidnich faktord a lidskych protilatek proti lidskym
protilatkdm (HAMA) mohou davat nesprdvné vysledky.
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9. POSTUP TESTU

Pozndmka: Dirazné se doporucuje vykondvat vsechna méreni v duplikdtech. Pro kaZdou sadu méreni je tfeba
vytvofit nezdvislou standardni krivku. Pro nejlepsi vysledky je dileZité, aby se roztoky priddvaly pordd v stejném
poradi pro minimalizaci variaci inkubacni doby.

1. Pred pouzitim pfivedte vsechny reagencie, kalibratory, kontroly a vzorky na pokojovou teplotu (18-25 °C).

2. Zkontrolujte, zda jsou vSechny komponenty v exspiracni dobé a zda lahve a desticka (véetné sacku) nejsou
poskozeny.

3. Nastavte potfebné mikrotitracni jamky. Myslete na to, Ze vSechna méfeni je tfeba vykonat v duplikatech.
Zaznamenejte pozici jamek a pfislusnych vzorkd, kalibrator( a kontrol pro pozdéjsi identifikaci. Jakékoli
nepouZité mikrotitracni prouzky vlozte zpét spolu s desikantem do sacku s rychlouzavérem, sacek zaviete
a skladujte pfi 2-8 °C.

4. Do kazdé jamky napipetujte 25 pL kalibratord, kontrol nebo vzorkd. Vzorky s oéekavanou hodnotou vyssi
jako 25 ng/mL je tfeba zfedit rozpoustédlem vzorka.

1 2 3 4 5 [ T B 9 10 1 12 . , v ,
Kalibrator Konc. Pro presné
ng/mL hodnoty viz
alSA|SE[P1 $titky
™ N E3 oznaceni
= l=e 5 SA 0.0
PR SB 1.56
d||SB || 5F || P2 SC 3.12
el scClfci SD 6.25
fi=ele SE 12.50
alsolc2 SF 25.00
W=D || C2

Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C).

Do kazdé jamky pridejte 100 uL enzymového konjugatu.

Zamichejte pohybovanim desticky na stole (10 sekund).

Inkubujte 1 hodinu pfi pokojové teploté (18-25 °C).

Odstrante roztoky z jamek nasanim kapaliny nebo jeji dekantaci. Pfi dekantaci desticku oklepejte o
absorpcni papir pro odstranéni zbytkové kapaliny.

10. Pro promyvani naplrite desticku destilovanou vodou a vyckejte 15 sekund pfed odstranénim destilované
vody; promyjte 5 aZ 6 krat.

Doporuéujeme nasledujici postup: jamky promyjte 6-krat 250 pL destilované vody. Nejlépe poutzijte
automaticky postup promyvani, resp. zabezpecte, aby byl promyvaci roztok v kazdé jamce stejnou dobu.

© N

11. Do kazdé jamky napipetujte 100 pL roztoku substratu.

12. Inkubujte 20 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C).

13. Pridejte 100 pL zastavovaciho roztoku (ve stejném poradi jako roztok substratu).
14. Zmérte absorbanci pfi 450 nm (blankovani pfi 630 nm).
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9.1 Vypocet vysledki

1. Vypoctete prdmérnou hodnotu absorbance kazdou sadu standardd, kontrol a pacientskych vzorka.

2. Pomoci linedrniho papiru pro kresleni grafd sestrojte standardni kfivku vynesenim absorbance ziskané
z kazdého standardu proti jeho koncentraci s hodnotami absorbance na vertikalni ose (Y) a koncentracemi
na horizontalni ose (X).

3. S pouzitim primérné hodnoty absorbance pro kazdy vzorek stanovte ptislushou koncentraci ze standardni
krivky.

4. Automaticka metoda: Vysledky v ndvodu na pouziti byly vypocCteny automaticky s pouzitim 4 PL (4
parametrické logistické) proloZeni kfivky. 4 parametrické logistické metoda je preferovanou metodou. Jiné
funkce redukce dat mohou davat mirné odlisné vysledky.

5. Koncentraci vzorkid je mozné odecist pfimo z této standardni kfivky. Vzorky s koncentracemi vyssimi jako
je hodnota nejvyssiho standardu je tfeba déle zfedit nebo je oznamovat jako > 25 ng/mL. Pfi vypoctu
koncentrace je tfeba potom zohlednit tento faktor redéni.

9.2 Priklad typické kalibracni krivky

Nasledujici idaje jsou pouze pro demonstraci a neni mozné je pouzit pro vypocet Udajli pfi analyze.

Standard Optické jednotky (450 nm)
Nulovy standard (0 ng/mL) 0.05
Standard 1 (1.56 ng/mL) 0.24
Standard 2 (3.12 ng/mL) 0.39
Standard 3 (6.25 ng/mL) 0.74
Standard 4 (12.5 ng/mL) 1.27
Standard 5 (25.00 ng/mL) 2.01

10. KONTROLA KVALITY ‘

. Doporucuje se pouZiti internich kontrol béhem kazdé analyzy v duplikatech. Vysledky kontrol by mély vyjit
v uréeném rozmezi a mély by preferencné predstavovat nizké, stfeni a vysoké koncentrace.

° Riziko pro pacienta predstavuji hlavné falesné negativni vysledky kolem hrani¢ni hodnoty (cut-off) PSA < 4
ng/mL. Proto se dirazné doporucuje validovat kit a laboratof pomoci externich zkou$ek (napf. DGKC)

11. OCEKAVANE HODNOTY |

Obecné doporucend hrani¢ni hodnota pro nasledujici zkoumani je:

Cut-off hodnota: 3.0 — 4.0 ng/mL PSA

vy

4.0 ng/m, jsou dirazné doporucovany dalsi vySetfeni. Tato koncentrace PSA naznacduje zvySené riziko rakoviny
prostaty, ale mlZe byt také zplsobena BPH.
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Mé&jte na paméti prosim, Ze hrani¢ni hodnota 4 ng/mL je pouze doporuéend hodnota. V literatufe se uvadi, Ze
muze byt vhodné tuto hodnotu upravit podle véku a etnického pozadi, napt. pro mladsi muze ma byt hranicni

vlastni specifické hodnoty, které berou v Gvahu populaci vlastni oblasti, ve které se laborator nachazi.

Je dlleZité mit na paméti, Ze nékteré tumory prostaty nezapfiCinuji zvySené hladiny PSA, takze méreni PSA by
nemeéla nikdy nahradit DRE ale méla by se pouzivat ve spojeni s DRE.

zvysit diagnostickou specificitu hodnot t-PSA. V literatufe jsou diskutovdny hustota PSA, rychlost PSA, a pomér
f-PSA k t-PSA pro zlepseni rozliSeni mezi rakovinovymi a nerakovinovymi stavy a mohou byt pouzity pro snizeni
nepotiebnych biopsii prostaty. Ale pouze biopsie prostaty muize definitivné prokazat, zda je karcinom prostaty

pfitomen nebo ne.

Hodnoty PSA mohou byt pouZity pouze kurceni rizika rakoviny. Mély by byt porad
interpretovany ve spojeni s jinymi klinickymi nalezy a nemély by byt pouzity jako jediné
kritérium pro diagnostiku rakoviny prostaty.

Poznamka:

12. CHARAKTERISTIKY CINNOSTI

12.1 Limit detekce
Limit detekce kitu je 0.2 ng/mlL.
12.2 Preciznost

Byla stanovena preciznost v ramci analyzy a mezi analyzami zméfenim trech pacientskych sér s rlznymi
koncentracemi PSA. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Preciznost v rdmci analyzy

Pacienti Pocet replikatt primérna ng/ml SD ng/ml CV%

1 24 12.52 0.65 6.0
2 24 3.44 0.13 3.9
3 32 0.83 0.07 8.8

Tabulka 2: Preciznost mezi analyzami

Pacienti Pocet replikatl primérnd ng/ml SD ng/ml CV%

1 4 12.52 0.65 6.0

2 4 3.44 0.13 3.9

12.3 Vytéinost

Znamé mnoiZstvi PSA bylo pfidano do tfi pacientskych sér a byly zméfeny ziskané hodnoty. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: VytéZnost

Vzorek Ocekavana Zmérena hodnota SD ng/ml VytéZnost
hodnota (ng/mL) (ng/mL)
1 6.30 6.40 0.65 100
2 4.67 4.56 0.13 98
3 10.10 10.91 0.07 108

12.4 Specificita

Protilatky pouZité vtomto kitu jsou vysoce specifické pro celkovy PSA (volny PSA & komplex PSA-ACT)
s relativné nizkou kfiZovou reaktivitou k jinym proteindm a polypeptidiim, lipidim nebo chemoterapeutickym
latkam pritomnych u pacientd.
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Tabulka 4: Specificita

Antigeny Pfidané mnoistvi KFizova reaktivita

Proteiny 10 pg/mL Ne
AFP 10 pg/mL Ne
CEA 10 pg/mL Ne
HCG 10 pg/mL Ne
Laktalbumin 10 pg/mL Ne
PAP 1 pg/mL Ne
Interferujici latky

Bilirubin 0.2 mg/mL Ne
Hemoglobin* 0.1 mg/mL Ne
Triglyceridy 15 mg/mL Ne
Chemoterapeutické latky

Cyklofosfamid 800 pg/mL Ne
Doxorubicin * HCI 20 pg/mL Ne
Diethylstilbestrol 2 ug/mL Ne
Flutamid 10 pg/mL Ne
Metotrexat 50 ug/mL Ne

* pfi vys$Sich koncentracich dava hemoglobin pfilis vysoké hodnoty OD, proto je tfeba se vyhnout hemolytickym
vzorkdm

12.5 Hook efekt vysoké davky

Analyza byla testovdna pro hook efekt vysoké davky. Az do koncentraci PSA 2000 ng/mL nebyl pozorovan zadny
hook efekt. PovSimnéte si, Ze pokud je hodnota OD mimo standardniho rozsahu pro vysoce koncentrované
vzorky, musi byt vzorek pro ziskani spravnych vysledk(i pred mérenim zfedén.

12.6 Korelace

Elisa pro celkovy PSA byla porovnana s Roche ElecSys total PSA:

Y=0.9644x + 0.0741

V druhé studii byla Elisa pro celkovy PSA porovnana s jinou CE registrovanou PSA ELISOU:
Y=1.001x, R2=0.9704

12.7 Kalibrace

Elisa pro celkovy PSA je kalibrovana proti WHO Standardu 96/670

13. PRAVNIi ASPEKTY

13.1  Spolehlivost vysledki

Test musi byt vykonan presné podle pokyni k pouziti vyrobce. Dale musi uZivatel disledné dodrzovat
pravidla GLP (spravné laboratorni prace) nebo jiné pouzitelné narodni standardy a/nebo zékony. Je to
zvlasté dlleZité pro pouziti kontrolnich reagencii. Je dilezité béhem postupu testu porad zahrnout
dostatecny pocet kontrol pro validaci presnosti a preciznosti testu.

Vysledky testu jsou platné, pouze pokud jsou vsechny kontroly v ramci specifickych rozsahl a pokud
vSechny jiné parametry testu v ramci danych specifikaci metody. V ptipadé jakychkoli pochybnosti
nebo obav kontaktujte prosim svého lokalniho distributora.

13.2 Terapeutické dasledky

Terapeutické dasledky nemaji byt nikdy zaloZeny pouze na laboratornich vysledcich, i kdyZ jsou
vSechny vysledky ve shodé s polozkami uvedenymi nahofte. Jakykoli laboratorni vysledek je pouze
Casti celkového klinického obrazu pacienta.

Pouze v pfipadech kde jsou laboratorni vysledky v ptijatelné shodé s celkovym klinickym obrazem
pacienta, mély by byt vyvozovany terapeutické dusledky.
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Samotny vysledek testu by nemél byt jedinym determinantem pro odvozeni jakychkoli
terapeutickych dasledkd.

13.3 Odpovédnost

Jakdkoli zména testovaciho kitu a/nebo vyména nebo smichani jakychkoli slozek rlznych Sarzi
z jednoho kitu do jiného m(iZze negativné ovlivnit ocekdvané vysledky a platnost celého testu. Takova
Uprava a/nebo vymény zneplatni jakykoli narok na vyménu.

Naroky podany kvili nespravné interpretaci laboratornich vysledk( zakaznikem jsou také neplatné.
Presto, v pripadé jakéhokoli naroku, nepresahuje odpovédnost vyrobce hodnotu kitu. Jakékoli
poskozeni testovaciho kitu béhem prepravy nepodléha odpovédnosti vyrobce.
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