РЭА тест (CEA Test (CEA-Check-1)).
VEDALAB, Франция


Каталожный номер: 45051          Фасовка: 20 тестов/упаковка

Справка

Раковый эмбриональный антиген (РЭА), также как и альфа-фетопротеин (АФП), вырабатывается во время развития плода. После рождения его выработка прекращается, и у здоровых взрослых его уровень не определяется. Однако онкофетальные антигены могут появляться из-за ресупрессии генов, которые в норме работают только на ранних стадиях развития. Поскольку секретируемые при этом антигены (РЭА и АФП) не принимают большого участия в иммунном противоопухолевом ответе, роль этих антигенов, называемых нео-антигенами, в иммунном распознавании весьма спорна. Уровень РЭА у здоровых некурящих взрослых находится в пределах 2,5 нг/мл, у курящих до 5 нг/мл, но он значительно возрастает (выше 10 нг/мл) при различных опухолях: матки (1), легких (2), груди (3), кишечника (4), что типично для курильщиков (5). Главной областью применения этих нео-антигенов является мониторинг пациентов. Определение РЭА в крови используется как для диагностических, так и для терапевтических целей. Присутствие РЭА не обязательно указывает на онкозаболевания, так как уровень этого антигена также возрастает при некоторых неопухолевых заболеваниях, таких как хронический цирроз и легочная эмфизема, или у заядлых курильщиков. Предоперационное определение уровня РЭА может иметь прогностическое значение. Высокий уровень РЭА в желчном пузыре может свидетельствовать о печеночных метастазах у пациентов, подвергшимся операции по поводу колоректальной карциномы (6). Как было обнаружено, наличие РЭА в сыворотке является ценным прогностическим маркером для развившегося рака молочной железы (7). Как правило, РЭА измеряется при помощи колориметрического иммуноферментного сэндвич-метода, который требует специального оборудования, опытного персонала и значительного времени для проведения анализа. 

Принцип определения

Качественный иммунохроматографический экспресс-тест для определения РЭА в образцах сыворотки, плазмы или цельной крови. Метод определения основан на использовании связывания РЭА-антигена в образце мышиными моноклональными антителами к РЭА, конъюгированными с красителем. Если РЭА присутствует в образце выше 5 нг/мл, иммунный комплекс конъюгат-антиген связывается с другими мышиными моноклональными антителами, иммобилизованными на мембране в тестовой зоне и формирует цветную полосу. Вне зависимости от результатов тестирования реакционная смесь, продолжая продвигаться по мембране, достигает контрольной зоны (С), где связывается с реагентами, образуя полосу розового цвета, демонстрируя, что реагенты функционируют правильно. Результат теста считывается визуально.
Состав 

Тестовые кассеты
20

Одноразовые пластмассовые пипетки
20

Разбавитель во флаконе-капельнице, 5 мл
1

(содержит солевой буфер, детергент и азид натрия (NaN3 < 0,1%)

Инструкция
1

Стабильность и хранение

1.Хранить при температуре от 4 до 30°C в герметично закупоренной фабричной упаковке.

2.Не замораживать!

3.Тест стабилен до истечения срока хранения, указанного на этикетке.

Меры предосторожности

Данный тест предназначен только для диагностики in vitro и профессионального применения.

При работе с пробами пользоваться защитной одеждой и одноразовыми перчатками.

Не принимать пищу, не пить и не курить в помещении, где выполняется работа с пробами.

При взятии и тестировании проб не прикасаться руками к слизистой оболочке глаз и носа.

Внимательно прочитать инструкцию перед проведением теста.

Не использовать тестовую кассету, если её защитная упаковка повреждена.

Не использовать тестовую кассету с истекшим сроком хранения.

Пробы цельной крови следует тестировать сразу после взятия (в течение 4 часов).

Обезвреживание отходов

Все пробы следует считать потенциально инфекционными. После завершения процедуры тестирования утилизировать пробы следует с осторожностью и только после стерилизации в автоклаве или обработки 0,5 – 1% раствором гипохлорита натрия не менее 1 часа.

Подготовка реагента

Все реагенты готовы к использованию.

Исследуемые образцы

Сыворотка, плазма или цельная кровь.

Взятие и подготовка проб

Образцы следует собирать в стандартных лабораторных условиях (асептически и с предотвращением гемолиза).

Все образцы следует рассматривать как потенциально инфекционные.

Пробы цельной крови следует тестировать сразу после взятия (в течение 4 часов).

Если проба тестируется в течение 48 часов после взятия, ее следует поместить в холодильник (2-8 С). Если предполагается более длительное хранение образца, его следует заморозить. Перед тестированием нужно полностью разморозить образец, тщательно перемешать его и довести до комнатной температуры. Следует избегать повторной заморозки образца. 

Пробы, содержащие взвесь или осадок, могут дать неверные результаты. Такие пробы перед тестированием необходимо развести пополам со специальным буфером для разведения (поставляется под заказ).

Процедура тестирования

1.
Довести все пробы, тестовые кассеты и разбавитель до комнатной температуры.

2.
Извлечь тестовую кассету из защитной упаковки, оторвав край упаковки по надрезу.

3.
Пометить тестовую кассету фамилией или кодовым номером пациента.

4.
Набрать пробу (сыворотки или плазмы) в пипетку-капельницу и, держа её вертикально, внести 1 каплю (25 мкл) пробы в лунку для проб тестовой кассеты. Если тестируется цельная кровь, внести в лунку для проб 2 капли (50 мкл) пробы. Подождать, пока образец полностью впитается.

5.
Внести по капле 5-6 полных капель разбавителя (200 мкл) в лунку для проб тестовой кассеты, давая впитываться предыдущей капле.

6.
Считать результаты теста визуально через 10 минут после внесения пробы.

Интерпретация результатов

Отрицательный: Появляется только одна цветная полоса в контрольной зоне (C). Уровень РЭА в образце ниже 5 нг/мл.

Положительный: Кроме цветной полосы в контрольной зоне, появляется также чётко различимая полоса в тестовой зоне. Уровень РЭА в образце выше 5 нг/мл.

Неопределённый: Если в контрольной зоне не появилось чёткой цветной полосы, тест считается не прошедшим контроль качества. В этом случае рекомендуется повторить его, взяв новую тестовую кассету.
Характеристики теста

а) Точность

Для исследования использовалась панель из 53 образцов человеческой сыворотки, предварительно протестированных на анализаторе ABBOTT AXSYM ES CEA (ИФА-фотометрия). Образцы крови собирались в пробирки с ЭДТА. Сначала тестировалась цельная кровь с помощью данного теста, затем с полученная с помощью центрифугирования плазма тестировалась с помощью ИФА-метода. Полученные результаты приведены в таблице 1. 

	Тест VEDALAB
	
	ИФА
	ВСЕГО

	
	
	> 5 нг/мл
	< 5 нг/мл
	

	
	+
	28
	3
	41

	
	-
	0
	5
	5

	
	ВСЕГО
	38
	8
	46


Таблица 1. Сравнение результатов методов.

Результаты шести образцов были неопределенными. Выявленная с помощью ИФА-метода концентрация была близка к пограничному уровню в 5 нг/мл (3 – 5,4 нг/мл). Как известно, такие образцы дают иногда положительные, иногда отрицательные результаты, при данной технике анализа результаты бывают неопределенными. Один образец был с гемолизом и результат оказался нечитаемым.

б) Чувствительность

Согласно данным таблицы 1 чувствительность рассчитывалась по формуле:

38 / 38 x 100 = 100% 

в) Специфичность

Согласно данным таблицы 1 специфичность рассчитывалась по формуле:

5 / 8 x 100 = 62,5% 

г) Общая корреляция

Согласно данным таблицы 1 общая корреляция результатов составила:

(38 + 5) / (38 + 8) x 100 = 43 / 46 х 100 = 93,5% 

д) Эффект антикоагулянтов

Образцы крови были получены от трех разных пациентов в три разные пробирки с коагулянтами (гепарин, ЭДТА, цитрат). Все девять образцов были протестированы тестом на РЭА и затем обогащены образцом с высоким уровнем РЭА-10 (234 нг/мл). Обогащенные образцы вновь тестировались этим же тестом. 

В таблице 2 приведены полученные через 10 минут результаты.

	
	Пациент
	Антикоагулянт

	
	
	Гепарин
	ЭДТА
	Цитрат

	Контрольные образцы
	1
	-
	-
	-

	
	2
	-
	-
	-

	
	3
	-
	-
	-

	Обогащенные до 4,7 нг/мл РЭА образцы
	1
	Неопр.*
	Неопр.
	Неопр.

	
	2
	Неопр.
	Неопр.
	Неопр.

	
	3
	-
	Неопр.
	Неопр.

	Обогащенные до 23 нг/мл РЭА образцы
	1
	+
	+
	+

	
	2
	+
	+
	+

	
	3
	+
	+
	+


Табл.2. Эффект антикоагулянтов

Неопр.* Эти образцы показывали слабо позитивный результат после 20 минут выдержки.

Гепарин, ЭДТА и цитрат не оказывали влияния на результаты тестирования.

Ограничения метода

1.
Хотя уровень РЭА обычно повышается при некоторых онкозаболеваниях, он может также возрастать и при некоторых других состояниях, таких как хронический цирроз печени, эмфизема легких, а также у заядлых курильщиков.

2.
Результаты не должны интерпретироваться как абсолютное доказательство наличия или отсутствия онкозаболеваний, а только в качестве вспомогательной информации наряду с другими результатами исследования пациента. РЭА не является скрининговым тестом для выявления скрытых онкозаболеваний, он используется для мониторинга различных видов злокачественных новообразований или для оценки эффективности терапии и как потенциальный индикатор рецидивов и прогноза течения заболевания.

3.
Негативный результат может наблюдаться у пациентов с ранними стадиями карцином, при которых уровень РЭА может быть ниже 5 нг/мл.

4.
Позитивный результат может быть получен у пациентов, подвергающимся терапии антиопухолевыми препаратами, так как гепатотоксический эффект этих лекарств может приводить к выбросу РЭА в кровь. Кроме того, подобный эффект может наблюдаться у пациентов, проходящих курс радиотерапии, что приводит к кратковременному повышению уровня РЭА.
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