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AFP-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay for the in vitro quantitative measurement of human Alpha — Fetoprotein
(AFP) in serum and plasma.
Thiskit isnot intended to be used for the risk evaluation of trisomy 21.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name: DIAsource AFP-IRMA

Catalog number : KIP0O081 : 96 tests
KI1P0084 : 4 x 96 tests

Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CLINICAL BACKGROUND

Introduction

a-Fetoprotein (AFP) is a 70.000 Da MW oncofetal protein synthesized by liverparenchymal cells,
yolk sac and gastrointestinal tract of human fetus. The peak of AFP concentration occurs between
weeks 12 and 15 of gestation. After birth AFP concentration in plasma rapidly decreases to less than 5
IU/ml. AFP levels are devated in the following clinical situation:

Clinical applications
The main clinical applications of measurements of AFP are found in the monitoring of cancer
following treatment. However, AFP measurement may also be of clinical interest in monitoring of
pregnancy when applied to serum or amnictic fluid.
- Cancer

Hepatocel lular carcinoma

Teratocarcinomas and embryonal cell carcinoma of testis and ovaries

Y olk sac tumor

Other cancers (less than 5 %).

Viral diseases

Acute hepatitis (usually < 100 1U/ml)

Chronic active hepatitis (usually < 100 1U/ml).

en



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

DIAsource AFP-IRMA is a two-step immunoradiometric assay based on coated
tube separation. Mabs 1 - the capture antibodies - are attached to the lower and
inner surface of the plastic tube. Calibrators or samples are added to the tubes.
After incubation, washing removes the occasional excess of antigen. Mab 2 - the
15| |abelled-antibody is added. After incubation and washing, the remaining
radioactivity bound to the tube reflects the antigen concentration. Because of the
occasional extremely high concentration of AFP in serum (> 1 mg/ml) in case of
cancer, the present DIAsource AFP-IRMA has been developed on a two steps
procedure to avoid high dose hook effects.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test 4x 96 Colour Recongtitution
Kit Test Kit Code
Tubes coated with 2x48 8x48 dark red | Ready for use
anti AFP (monoclona
antibodies)
Ab 125 1via 4vids red Ready for use
10.5ml 10.5ml
350 kBq 4x350
TRACER: lodine labelled kBq
anti - AFP (monoclona
antibodies) in  phosphate
buffer with bovine serum
adbumin, azide (0.1%) and an
inert red dye
l CAL 1via 2vids yellow | Ready for use
Zero caibraor 10y in | 0™ 10m
bovine serum with azide
(0.5%) and merthiolate
Svids 2x5vids yellow | Add 0.5ml
lyophil. lyophil. distilled wat
CaibraorsAFPN = 1105 yopn! yopn! Isfied water
(see exact vadues on vid
labels) in bovine serum with
thymol
1via 4vids brown Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CoNC ‘ 10ml 10ml distilled water
(use amagnetic
Wash solution (TRIS-HCI) dirrer).
2vids 2x2vids silver Add 0.5ml
| CONTROL | N | lyophil. lyophil. distilled water
Controls-N=1o0r2
in  human serum with
merthiol ate

Note: Usethe zero calibrator for sample dilutions.

VI.

11U of the calibrator preparation is equivalent to 1 IU of the 1% IRP
72/225

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.

Nooksw

owp

Distilled water

Pipettes for delivery of: 100 pl, 200 pl, 500 pl and 1 mi (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *°I may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recongtitute the calibrators 1-5 with 0.5 ml distilled water.
Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml ditilled water.

Wor king Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

10.
11.

12.

13.

14.

XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kit components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.

After recongtitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at -20°C
for maximum 3 months.

Avoid success ve freezing and thawing.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs, storage in adiquots at -20°C is
recommended.

Avoid success ve freezing and thawing.

Serum or plasma (EDTA or Heparin) provide similar results.

y(serum) = 1.05 x (hep. plasma) - 0.2 r=098 n=31
y(serum) = 1.05 x (EDTA plasma) - 0.5 r=099 n=32

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring al the reagents to room
temperature prior to use.

Thoroughly mix al reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 50ul of each
into respective tubes.
Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.
Incubate for 1 hour at room temperature.
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.
Wash tubes twice with 2 ml Working Wash solution (except total counts)
and aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate theremaining drop of liquid.
Dispense 100 ul of anti-AFP-'®| tracer into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.
Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.
Incubate for 1 hour at room temperature.
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.
Woash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.
Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi logarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator against the corresponding concentration of AFP (abscissa)
and draw a calibration curve through the calibrator points, reject the
obviousoutliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will smplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function curve
fitting isrecommended.



XIl.  TYPICAL DATA E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
The following data are for illustration only and should never be used instead of dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.
thereal time calibration curve.
TIME DELAY
AFP-IRMA cpm BI/T (%) Serum o 20’ 30"
(ng/ml)
Total count 133479
Cdibrator 0.0 IU/mI 268 0.2 :um ; 127 11.0 lo1
I . g um
531U/ml 2821 211 313 24 a3
15.01U/ml 6076 455
45.01U/ml 19122 14.33
155.0 1U/ml 44001 32.96
440.0 1U/ml 66466 49.79 E. Hook effect
A sample spiked with an AFP concentration up to 1460000 1U/ml gives
higher counts than the last calibrator point.
XI1l. PERFORMANCE AND LIMITATIONS
XIV. LIMITATIONS
A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators. - Specimens from patients who have received preparations of mouse
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard monodlonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
deviations above the average counts at zero binding, was0.5 1U/ml. mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
B. Specificity mouse monoclonal antibodies.
The AFP-IRMA does not cross-react with structurally related substances. - Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
Human serum albumin (HSA) at a concentration of 60 ng/ml was added to immunoglobulins, interfering with in vitroimmunoassays.
alow (5 IU/ml) and a high (50 1U/ml) AFP Calibrator, the apparent AFP Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
response was measured. prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
pati ents suspected of having these antibodies.
Observed AFP value If results are not consistent with other clinical observations, additional
u/ml information should be required before diagnosis.
XV. INTERNAL QUALITY CONTROL
Ca 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 48
Cdl 501U/ml +HSA (60 ng/ml) 490 - If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
- — range specified on the vial labe, the results cannot be used unless a
Note : thistable shows the cross-reactivity for the AFP-IRMA. sati sfactory explanation for the discrepancy has been given.
o - If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
C.  Precision which should be kept frozen in aliquots.
INTRA-ASSAY INTER-ASSAY - Acceptance criteria for the difference betweeq the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises.
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+8D Ccv
(1U/mi) (%) (1U/mi) () XVI. REFERENCE INTERVALS
A 10 | 4202 | 48% E 22 78+0.5 5.8% These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
B 10 | 114%02 | 18% F 22 198+12 | 6.0% own normal range of values.
C 10 262+ 0.6 2.3%
D il 7+ 19. 5% o
0| 37£196 | 55% A. Healthy non-pregnant individuals
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation NORMAL MEN NORMAL WOMEN MENOPAUSAL WOMEN
D.  Accuracy 1:::
DILUTION TEST
80%
Sample Dilution Theoretical Measured 0%
Concent. Concent.
(1U/ml) (1U/ml) oo
Serum 1 71 - 444 0%
13 148.0 158 o
/6 74.0 86
110 44.4 42 20
1/50 89 9.8 10%
Serum 2 1/1 - 87.4 * 0 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 6
12 437 39.6 AFP 1U/mI AFP U AFP U/
4 21.9 21.8
110 8.7 90 B.  Pregnancy (*)
1/20 44 42 Maternal serum
= = = The distribution of serum valuesin normal pregnancy.
Samples were diluted with the zero calibrator. The upper normal limits for serum samples were obtained by expressing
the data as the median multiplied by 2.5.
RECOVERY TEST
Sample added AFP Recovered Recgvered Week of Lower values M edian Higher values | 2.5 Median
(1u/mi) AFP (%) gestation 2.5 Percentile 97.5 Percentile
(1U/ml) (IUAFP/mI) | (IUAFP/mI) | (IUAFP/mI) | (IUAFP/mI)
Serum 1 75 9.6 128%
2t 2| o 2 2 | o=
8 822 10% 17 19.0 % 84 %0
som2 500 . 2 e | 2 | =
25 2L4 9% 20 0 53 13 145
225 218 97%
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XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL
For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains*®| (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations. TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
This radioactive product can be transferred to and used only by authorized COUNTS CONTROLS
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject ml ml ml

to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals. Calibrators (0 to 5) N 0.05 B
All radioactive handling should be executed in a designated area, away from Samples, controls _ . 0.05
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioi sotopes. ] )
Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the Separation . aspirate
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following Wash solution . 20
thelocal regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the Separation ) asg' rae
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate Wash S9Im'°n ) ) 0
protection. Separation - aspirate carefully
The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti- Tracer 01 01 01
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections. Incubation 1 hour a room temperature
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures. Separation . aspirate

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals. Wash solution - 20
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported. Separation - aspirate carefully
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
pote_ntlally |nf_ect| Ous. . ) . . . Counting Count tubes for 60 seconds
Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves. DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :
K1P0081 — KIP0084 1700503/en 101028/1

Incubation 1 hour a room temperature
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

AFP-IRMA

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunomeétrique pour la mesure quantitative in vitro de I'al pha-foetoprotéine
humaine (AFP) dansle sérum et le plasma humain.
Cette trousse n'est pas destinée a étre utilisée pour évaluer lerisque de trisomie 21.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource AFP-IRMA kit

B. Numérodecatalogue: KIP0O081: 96 tests
KIPO084: 4 x96tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie, 8 B-1400 Nivelles Belgium.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande :
Tel : +32(0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. CONTEXTE CLINIQUE

A. Introduction
L’ o-Foetoprotéine (AFP) est une protéine oncofoetale avec un poids moléculaire de 70.000 Da,
synthétisée par le foie, la vésicule vitelline et |a zone gastro-intestinale du fagus humain. Le sommet
de la production de I' AFP a lieu entre la 12° et la 15° semaine de la grossesse. Aprés la naissance, la
concentration en AFP dans |le plasma décroit rapidement jusqu’a moins de 5 Ul/ml. Les taux en AFP
sont élevés lors de la situation clinique suivante :

B. Applications cliniques

Les applications cliniques principales des mesures de I'AFP se trouvent dans le domaine de
I’ observation de cancer aprés traitement. Pourtant, la mesure de I’ AFP peut également avoir un intérét
clinique pour I’ observation de la grossesse, si elle est appliquée au sérum ou au liquide amniotique.

- Cancer

. Carcinome hépatoce lulaire

. Tératocarcinome et carcinome cellulaire embryonnaire du testicule et des ovaires

. Tumeur delavésicule vitelline

. Autres cancers (moins de 5 %)

- Maladiesvirales

. hépatite aigué (normalement < 100 Ul/ml)

. hépatite active chronique (normalement < 100 Ul/ml)



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trouse DIAsource AFP-Irma est une trousse de dosage radio-
immunométrique a deux phases basée sur la séparation en tube recouvert
danticorps. Mabsl, les anticorps de capture, sont attachés sur la surface basse et
interne du tube plastic. Des calibrateurs ou des échantillons sont gjoutés aux
tubes. Aprés incubation, le lavage enléve I' éventuel exces d' antigéne. Mab 2 —
I'anticorps marqué avec | — est gjouté. Suite & I'incubation et au lavage, la
radioactivité restante liée au tube reflétera la concentration de I’ antigéne. A cause
de la concentration parfois extrémement élevée de I'AFP dans le s&rum (> 1
mg/ml) en cas de cancer, la trousse DIAsource AFP-IRMA a été dével oppé avec
une procédure a deux phases, afin d'éviter des effets crochet pour les doses
éevées

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests | 4x96 tests Code Reconstitution
Kit Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 8x48 Rouge | Prét al’emploi
avec |'anti AFP foncé
(anticorps
monocl onal)
125) 1flacon | 4flacons Rouge | Prét al’emploi
TRACEUR: anti-AFP marquéea | oo™l | 105m
125 o ) 350 kBq 4x350
I"**lodine (anticorps
kBq
monocl onaux) dans un tampon
phosphate avec de |'d bumine
bovine, de |’ azide de sodium
(<0,1%) et un col orant rouge
inactif
CAL n 1flacon | 2flacons Jaune Prét al’emploi
- 10ml 10ml
Cdibrateur zéro dans du sérum
bovin, de |’ azide de sodium
(0,5%) et merthiolate
Sflacons | 2x5 Jure | Ajouter 05 ml
. - lyophilisé | flacons d'eau distillée
Cdibrateur N=1a5 s Iyophilisé
(cfr. Vaeurs exactes sur chague s
flacon) dans du sérum bovin et du
thymol
|WASH| SOLN |CONC| 1flacon | 4flacons Brun Diluer 70 x
10ml 10ml avec de I'eau
Solution de Lavage dlgl!lee
(Tris-HCl) (utiliser un
agitateur
magnéti que).
- 2 flacons 2x2 Gris Ajouter 0,5ml
lyophilisé | flacons d'eau distillée
Contréles- N = 1 ou 2 dans du S Iyophilisé
sérum humain et merthiolate S

Note: 1. Utiliser le Calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 Ul de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 Ul 1% IRP
72/225.

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 100 pl, 200 pl, 500 pl et 1 ml (I’utilisation de
pi pettes préci ses et de pointes jetables en plastique est recommandée)
Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d' aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer |
(rendement minimum 70%).

Nookrw

18] peut &re utilisé

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs :
digtillée.

B. Controles: Recondtituer les contrélesavec 0,5 ml d’ eau distillée.

C. Solution de L avage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en goutant 69 volumes d’ eau ditillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utiliséealafin delajournée.

Recongtituer les calibrateurs 1-5 avec 0,5 ml d'eau

VIII.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

Avant |’ ouverture ou la reconsgtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Apres reconstitution, les calibrateurs et les contréles sont stables pendant 7
jours entre 2 e 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront ére réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3
mois au maximum. Eviter des cycles de congédation et décongéation
successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantill ons de sérum ou de plasma doivent &re gardés entre 2 et 8°C.
S le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage en aiquots a
-20°C est recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

Le srum ou le plasma (EDTA ou héparinés) donne des résultats

smilaires.

12.

13.

14.

n=31
n=232

Y (sérum) = 1,05x (plasma hép.) — 0,2
Y (sérum) = 1,05x (plasma EDTA) — 0,5

r=098
r=0,99

MODE OPERATOIRE
Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour |' addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chague nouvele série
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans latrousse, en double pour chaque
calibrateur, échantillon, contréle. Pour la détermination de I’ activité totale,
identifier 2 tubes non recouvertsd' anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les contrles et les
échantillons. Puis distribuer 50 pl de chacun d'eux dans leurs tubes
respectifs.

Agiter |égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d'air emprisonnée.

Incuber pendant 1 heure a température ambiante.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a I'exception des tubes
utilisés pour la détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d'eux pour éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes 2 fois avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des
tubes utilisés pour la détermination de I'activité totale) et aspirer (ou
décanter). Eviter la formation de mousse pendant I’ addition de la Solution
de Lavage.

Aprésle dernier lavage, laisser |es tubes droits pendant 2 minutes et aspirer
(ou décanter) lereste de liquide.

Distribuer 100 pl de traceur dans chaque tube.

Agiter |égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d'air emprisonnée.

Incuber pendant 1 heure a température ambiante.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a I'exception des tubes
utilisés pour la détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d'eux pour éliminer toute trace deliquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’ activité totale) et aspirer (ou décanter).
Eviter la formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.
Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer (ou décanter) lereste de
liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.



XI.

XII.

Lesd
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CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en AFP (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
I’ aide des points de calibration, écarter |es valeurs aberrantes.

Lire la concentration pour chagque contréle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’ analyse informatique des données simplifiera les calculs. S un systéme
d'analyse de traitement informatique des données est utilisé il est
recommandé d’ utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.

DONNEES TYPES

lonnées représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
s é@ire utilisées a laplace d' une courbe de calibration.

AFP-IRMA cpm B/T (%)

Activité totde

133479

Cdibrateur

0,0 Ul/ml 268 0,2
53 Ul/ml 2821 211
15,0 Ul/ml 6076 4,55
45,0U1/ml 19122 14,33
155,0 Ul/ml 44001 32,96
440,0Ul/ml 66466 49,79

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de déection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la
moyenne déterminée alafixation zéro, éait de 0,5 Ul/ml.

Spécificité

La trousse AFP-IRMA ne présente pas de réactivité croisée avec des
substances structurellement analogues. De I'albumine de sérum humain
(HSA) avec une concentration de 60 ng/ml a é&é ajoutée a un calibrateur
AFP bas (5 1U/ml) et haut (50 1U/ml), la réponse apparente de I’ AFP a é&é
mesurée.

Valeur d’ AFP observée
1U/ml

Ca 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 4.8
Ca 50 IU/ml + HSA (60 ng/ml)

49,0

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(Ul/ml) (Ul/ml)
Sérum 1 1 - 444
3 148,0 158
6 74,0 86
110 4.4 42
1/50 89 9.8
Sérum 2 1 - 87,4
12 43,7 39,6
14 219 21,8
/10 87 9,0
1/20 44 42

Les échantillons ont é&é dilués avec le calibrateur zéro.

Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a éé

ajouté aux tubes avec |’ anticorps.

DELAI

Sérum o 20' 30'
(ng/ml)

Sérum 1
Sérum 2

12,7
313

11,0
29,4

10,1
27,3

P.S.: cetableau montrelaréactivité croisée del’ AFP-IRMA

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+ 8D Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(1U/ml) (%) (1U/mi) (%)
A 10 42+0,2 4,8% E 22 78+05 5,8%
B 10 11,4+ 0,2 1,8% F 22 198+ 1,2 6,0%
C 10 26,2+ 0,6 2,3%
D 10 357+ 19,6 5,5%
SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation
D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
Echantillon AFP ajoutée AFP récupérée Récupération
(1U/ml) (1U/ml) (%)
Sérum 1 75 9,6 128%
22,5 23,2 103%
80 82,2 103%
Sérum 2 25 24 96%
22,5 21,4 95%
225 218 97%

XIV.

XV.

Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I’ AFP jusqu’ a 1460000 UI/ml donne des cpm
supérieursau dernier point de calibration.

LIMITATIONS

Les échantillons de patients ayant regu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tel's échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement devées soit faussement
basses lorsqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anti corps monocl onaux de souris.

Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ains avec les méhodes d'analyse
immunol ogiquesin vitro.

L es patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent ére sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent ére observées en cas de présence danticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avoir cesanticorps.

S les réaultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent étre demandées
avant de poser le diagnostic.

CONTROLE QUALITE INTERNE

Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs in duplo des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de laboratoire courantes.



XVI. VALEURSATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d'information; chaque laboratoire doit éablir ses
propres écarts de valeurs.

A. Individus sains qui ne sont pas en état de gr ossesse
Hommes normaux Femmes normales .
n=111 n=111 Femmes méno pausiques
n=29

100

90%

80%:

70%

60%:

50%:

40%

30%:

20%

10%

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
AFP U/ml AFP IU/mI AFP U/mI
B. Grossesse (*)
Sérum maternel

Ladistribution des valeurs de sérum pendant une grossesse normale.
Les limites normales supérieures ont éé obtenues par |'expresson des
données comme la médiane multipliée par 2,5.

Semaine dela Valeurs Médiane Valeurs 2,5Médiane
grossesse inférieures supérieures
Percentile 2,5 (Ul AFP/ml) | Percentile97,5 | (Ul AFP/ml)
(Ul AFP/ml) (Ul AFP/ml)
15 11,1 21 59 52,5
16 15,1 28 73 70
17 19,0 36 84 0
18 23 42 93 105
19 26 50 104 125
20 30 58 113 145

(*)  Etudes effectuées pour DIAsource ImmunoAssays SA.., Belgium, basées
sur des échantillons belges.

C. Oncologie
Lors de I'observation de la maladie, les concentrations en AFP ont é&é
mesurées pour trois cas individuels de cancer dorigine cellulaire

différente.
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XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement. Cette trousse contient del
(demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive émettant des rayonnements i onisants
X (28 keV) et y (35.5 keV). Ce produit radioactif peut uniquement &re recu,
acheté, possédé ou utilisé par des personnes autorisées, I'achat, le stockage,
I"utilisation et I' échange de produits radioactifs sont soumis a la Iégislation du
pays de l'utilisateur final. Ce produit ne peut en aucun cas ére administré a
I"homme ou aux animaux. Toutes les manipulations radioactives doivent étre
exécutées dans un secteur désigné, éoigné de tout passage. Un journal de
réception et de stockage des matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le
laboratoire. L'équipement de laboratoire et la vererie, qui pourrait ére
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contaminée avec des substances radioactives, doivent &re isolés afin d éviter la
contamination croisée de plusieursisotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB na pas éé déectée.
Néanmoins, |es composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilise comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XIX. RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
(ml) (ml) CONTROLES
(ml)
Cdibrateurs (0-5) - 0,05 -
Echantillons, Contrdles - - 0,05
Incubation 1 heure atemperature ambiante
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Traceur 0,1 0,1 0,1
Incubation 1 heure atemperature ambiante
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 2,0
Séparation - aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
Numgr&csigucre::logue Numérode P.l.: Numéro de révision :
K1P0081 — KIP0084 1700503/fr 101028/1

Date derévision : 2010-10-28
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L ees het hele protocol voér gebruik.

AFP-IRMA

I. BEOOGD GEBRUIK

Immunoradiometrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van humaan Alfa-Foetoproteine
(AFP) in serum en plasma.
Deze testkit mag niet worden gebruikt bij de evaluatie van het risico op trisomie 21.

II. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource AFP-IRMA kit

B. Catalogusnummer: KIPO081: 96 testen
KIP0O084: 4 x 96 testen

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie 8, B-1400 Nivelles, Belgié

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie kunt u contact opnemen met:
Tel.: +32 (0)67 889999 - Fax: +32 (0)67 88 99 96

M. KLINISCHE ACHTERGROND

A. Inleiding
a-Foetoproteine (AFP) is een oncofoetaal proteine met een moleculair gewicht 70.000 Da dat
gesynthetiseerd wordt door parenchymale cellen van de lever, de dooierzak en de gastro-intestinale
zone van de menselijke foetus. De piek van AFP-concentratie doet zich voor tussen de 12e en de 15e
week van de zwangerschap. Na de geboorte neemt de AFP-concentratie in plasma snel af tot minder
dan 5 1U/ml. De AFP-niveaus zijn hoog bij de volgende klinische situatie:

B. Klinischetoepassingen
De belangrijkste toepassingen van het bepalen van AFP behelzen de opvolging van kanker na
behandeling. Nochtans kan de bepaling van AFP ook een klinisch belang hebben bij de opvolging van
zwangerschap als zij toegepast wordt op serum of amniotisch fluidum.
- Kanker
Hepatocel lulair carcinoma
Teratocarcinoma en embryonale celkanker van de testikels en de e erstokken
Tumor aan de dooierzak
Andere kankers (minder dan 5 %).
Virale aandoeningen
Acute hepatitis (gewoonlijk < 100 1U/ml)
Chronische actieve hepatitis (gewoonlijk < 100 [U/ml).



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

AFP-Irma van DIAsource is een immunoradiometrisch testkit in twee fasen die
gebaseerd is op een scheiding aan de hand van een gecoate buis. Mabsl, de
invangantilichamen, zijn onderaan aan het binnenopperviak van de plastic buis
gehecht. Kalibrators of monsters worden toegevoegd aan de buiges. Na incubatie

verwijdert een wasfase het gebeurlijke teved aan antigenen. Mab 2 - het met
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gelabelde antilichaam — wordt toegevoegd. Na incubatie en de wasfase geeft de
overblijvende radioactiviteit, gebonden aan de buis, de antigeenconcentratie weer.
Omwille van de soms bijzonder hoge concentratie van AFP in serum (> 1 mg/ml)
in geval van kanker, is deze DI Asource AFP-IRMA ontwikkeld in een procedure
met twee fasen om het “ hook effect” bij hoge doseste vermijden.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Kit met Kit met | Kleur- Reconstitutie
96 testen 4x96 Code
testen
buizen gecoat met 2x48 8x48 Donker | Klaar voor
anti-AFP rood | gebruik
(monoklonade
antilichamen)
125 1flacon | 4flacons | Rood | Klaar voor
TRACER. Ani-AFP 10,5 ml 10,5 ml gebruik
i 350 kBq 4x350
(monoklonae antilichamen) KB
gelabeld met Zjood in fosfast q
buffer met bovien
serumal bumine, azide (< 0,1%)
eneen inerte rode kleurstof
CAL n 1flacon | 2flacons Geel | Klaar voor
10ml 10ml gebruik
Nulkaibrator in bovien serum en
azide (0.5%) en merthiolaat
cAL Sflacons, | 2x5 | Geel | 05mil
gevries- flacons, gedestilleerd water
Kaibrator - N = 1tot 5 droogd gevries- toevoegen
(raadpleeg de flaconetiketten droogd
voor de exacte waarden) in
bovien serum en thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1flacon | 4flacons | Bruin | 70 x met
10ml 10ml gedestilleerd water
Wasoplossing (Tris-HCI) verdunnen
(gebruik een
magnetische
roerder).
2 flacons, 2x2 Zilver | 05ml
gevries- flacons, gedestilleerd water
Controles- N =1 of 2 droogd | gevries- toevoegen
in humaan serum en merthiol aat droogd

Opmerking: 1.

Gebruik de Nulkalibrator voor monsterverdunningen.

VI.

2. 1 |E van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 IE 1% IRP
72/225.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 100 pl, 200 pl, 500 pl en 1 ml (het gebruik
van nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).

3. Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.

4. Afzuigsysteem (facultatief).

5. Vortexmenger.

6. Magneti sche roerder.

7. Een gammateller die geschikt isvoor de bepaling van **| (rendement van
ten minste 70%).

VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Recongitueer de kalibrators 1-5 met 0,5 ml gedestilleerd
water.

B. Controles: Recongtitueer de controles met 0,5 ml gededtilleerd water.

C. Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-

wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (70 X).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasopl ossing afgevoerd worden.

VIII.

= m

12.

13.

14.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Vo6or opening of recongtitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na recondtitutie zijn de kalibrators en controles gedurende 7 dagen
houdbaar hij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij —20°C bewaard moeten worden voor maximaal 3
maanden. Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afged oten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum en plasma moeten hij 2 tot 8°C bewaard worden.
Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze, in aliquots, bij -20°C te bewaren.
Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien
Serum en plasma (EDTA en heparine) leveren vergelijkbare resultaten op.
Y (serum) = 1,05x (Hep. plasma) — 0,2 r=098 n=31
Y (serum) = 1,05x (EDTA plasma)-0,5 r=099 n=32

PROCEDURE

Opmer kingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draasien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en mongter.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatitijden.

Bereid een kalibratiecurve voor eke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure
Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor elke kalibrator, voor elke
controle en voor elk monster. Etiketteer 2 normale buizen voor de bepaling
van de totaaltellingen.
Vortex de kalibrators, controles en monsters gedurende korte tijd en
pipetteer 50 pl van ek in de desbetreffende buis .
Schud het rek met de buizen voorzichtig met de hand zodat eventueel
ingesloten luchtbellen vrijkomen.
Incubeer gedurende 1 uur bij kamertemperatuur.
Zuig de inhoud van eke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer) Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de
bodem van de gecoate buis komt zodat alle vloe stof verwijderd wordit.
Was de buizen tweemaal met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering
van de totaaltellingen). Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van de
werk-wasopl ossing.
Na de laatste wasfase moeten de  buizen gedurende twee minuten rechtop
blijven staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.
Pipetteer 100 pl van detracer in elke buis.
Schud het rek met de buizen voorzichtig met de hand zodat eventueel
ingesloten luchtbellen vrijkomen.
Incubeer gedurende 1 uur bij kamertemperatuur.
Zuig de inhoud van eke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer) Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de
bodem van de gecoate buis komt zodat alle vloe stof verwijderd wordit.
Was de buizen met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig de inhoud van elke buis op (of decanteer). Vermijd
schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-wasoplossing.
Laat de buizen gedurende twee minuten rechtop staan en zuig daarna de
overblijvende vl oei stof op.
Tel de buizenin een gammateller gedurende 60 seconden.



XI. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1. Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

2. Zet de cpm (ordinaat) uit voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige
AFP -concentratie (abscis) op semi-logaritmisch of lineair millimeterpapier
en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten, waarbij de duidelijke
uitschieters verworpen worden.

3. Lees door interpolatie de concentratie voor elke controle en voor elk
monster op de kalibratiecurve.

4. Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen
vereenvoudigd.

Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter

XII.

logi stische functie aanbevolen voor de gepaste curve.

KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illusiratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie
concentratie bepaald werd
(1E/ml) (1E/ml)
Serum 1 71 - 444
13 148,0 158
16 74,0 86
110 4.4 12
1/50 89 98
Serum 2 1/1 - 87,4
12 37 39,6
V4 219 21,8
/10 87 9,0
1/20 44 42

De stalen zijn verdund met de nulkalibrator.

AFP-IRMA cpm B/T (%)
Totadltelling 133479
Kadibrator 0,0 1U/ml 268 02
531U/ml 2821 211
15,0 1U/ml 6076 4,55
45,0 1U/ml 19122 14,33
155,0 1U/ml 44001 32,96
440,0 1U/ml 66466 49,79
XI1l. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
A. Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties boven de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,5 IE/m.
B. Specificiteit
De AFP-IRMA vertoont geen kruisreactiviteit met structureel verwante
substanties. Humaan serumalbumine (HSA) bij een concentratie van 60
ng/ml is toegevoegd aan een lage (5 1U/ml) en een hoge (50 1U/ml) AFP
Kalibrator, de schijnbare AFP-respons werd gemeten.
Waargenomen AFP-waarde
1U/ml
Ca 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 4.8
Cal 50 1U/ml + HSA (60 ng/ml) 49,0
Opmerking: dezetabel toont de kruisreactiviteit voor de AFP-IRMA.
C. Precisie
BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>=*SD VvC Serum N <X>+8D VvC
(IE/ml) (%) (1E/ml) (%)
A 10 42+02 4,8% E 22 7805 5,.8%
B 10 11,4+ 0,2 1,8% F 22 19,8+ 1,2 6,0%
C 10 26,2+ 0,6 2,3%
D 10 357+ 19,6 55%
SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént
D. Nauwkeurigheid
RECOVERY —TEST
Monster Toegevoegd Recovery van AFP Recovery
AFP (IE/ml) (IE/ml) (%)
Serum 1 75 9,6 128%
225 232 103%
80 822 103%
Serum 2 25 24 96%
25 21,4 95%
225 218 97%

F. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de
bepaling nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na
toevoeging van de kalibrator in de gecoate buizen gepipetteerd wordt.

TIJIDSPANNE
Serum 0 20' 30'
(ng/ml)
Serum 1 12,7 11,0 101
Serum 2 31,3 29,4 27,3
G.  "Hook" -effect

Een monster, waaraan 1460000 IE/ml AFP werd toegevoegd, levert
hogeretellingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. BEPERKINGEN

XV.

XVI.

Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten. Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonal e antilichamen van muizen.

Heterofiedle antilichamen in humaan serum kunnen reageren met
reagensmmunoglobulinen, wat een effect kan hebben op in vitro
immunoassays.

Patiénten die regelmatig aan dieren of dierlijke serumproducten worden
blootgesteld, kunnen vatbaar zijn voor een dergdijk effect, terwijl
afwijkende waarden kunnen worden waargenomen wanneer heterofiele
antilichamen aanwezig zijn. Beoorded de resultaten zorgvuldig van
pati énten van wie vermoed wordt dat ze deze antilichamen hebben.

Als de resultaten niet overeensemmen met andere klinische
waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gesteld.

INTERNE KWALITEITSCONTROLE

Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle
2, niet binnen het berelk vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan
mogen de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg
gegeven wordt voor de discrepantie.

Indien gewenst, kan ek laboratorium zjn egen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden dechts als leidraad gegeven; ek laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

A.

Gezonde niet-zwanger e individuen



Normale mannen Normale vrouwen Menopausale vr ouwen
n=111 n=111 n=29

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
AFP U/ml AFP U/ml AFP IU/ml

B. Zwanger schap(*)
Maternaal serum
De digtributie van serumwaarden bij normale zwangerschap.
De normale bovenlimieten voor ssrummonsters zijn weergegeven as de
mediaanwaarden vermenigvuldigd met 2,5

Week van de Lagere Mediaan Hogere 2,5Mediaan
zwanger schap waarden waarden
2,5 Percentiel (IU AFP/ml) | 97,5 Percentiel | (IU AFP/mI)
(IU AFP/mI) (IU AFP/mI)
15 11,1 21 59 52,5
16 151 28 73 70
17 19,0 36 84 0
18 23 42 923 105
19 26 50 104 125
20 30 58 113 145

(*) Swudies uitgevoerd voor DIAsource ImmunoAssays SA., Belgium,
gebaseerd op Belgische stalen.

C. Oncologie
AFP concentraties werden gemeten in serum tijdens de opvolging van de
ziekte bij drie individuele gevallen van kanker van een verschillend
celtype a's oorsprong.
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XVII. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik. Dezekit bevat *°| (halfwaardetijd:
60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personed; ontvangst, opdag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden

bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschillende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de bas sregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensalijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden al's potentied infectieus materiaal.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d worden
om ophoping van azide te vermijden. Niet roken, drinken, eten of cosmetica
aanbrengen in de werkruimte. Niet met de mond pipetteren.

Draag beschermende kleding en gebruik wegwerphandschoenen.

XVIII. BIBLIOGRAFIE

1. CUCKLE, H.S,, WALD, N.J. 1984.
Maternal serum alpha-fetoprotein measurement : a screening test for
Down Syndrome.
Lancet, i:926

2. HUNTER, W.M. BUDD, P.S. 1981.
Immunoradiometric versus radioimmunoassay a comparison using
alpha-fetoprotein asthe model analyte.
J. of Immunol. Meth.45:255

3. KOHN, J. WEAVER, P.C. 1974.
Serum alpha-fetoprotein in hepatocellular carcinoma.
Lancet, i:334

4, KOHN, J,, ORR, A.H. MC ELWAIN, T.J. etal.
Serum alpha-fetoprotein in patients with testicular tumours.
Lancet; 11:433

5. NORGAARD-PENDERSEN, B. 1976.
Human alpha-fetoprotein - A review of recent methodological and
clinical studies.
Scand. J. Immunal., Suppl. 4:7.

6. U.K. Collaborative study, First report. 1977.
Maternal serum alpha-fetoprotein measurement in antenatal
screening for anencephaly and spina bifidein early pregnancy.
Lancet, i:1323.

7. JEVY,L.B. eta. 1995
Hepatocellular carcinoma in a pregnant woman detected by routine
screening of maternal alpha-fetoprotein.
Am. J. Obstet. Gynecology, 172(1pt1):219-220.

8. VERLOES, A. et al. 1995.
A prenatal trisomy 21 screening program using AFP, hCG and free
estriol assayson mater nal dried blood.
Am. J. Obstet. Gynecology, 172(1pt1):167-179.

9. CHRISTMOS, J.T. et al. 1994.
The effect of fetomaternal bleeding of the risk of adverse pregnancy
outcome in patients with elevated second trimester maternal serum
alpha-fetoprotein levels.
Am. J. Obstet. Gynecology, 171(2):315-320.



XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS CONTROLES
(ml) (ml) (ml)
Kaibrators (0 -5) - 0,05 -
Monsters, Controles - - 0,05
Incubatie 1 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Tracer 0,1 0,1 0,1
Incubatie 1 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Werk-wasopl ossing - 2,0
Scheiding - opzuigen (of decanteren)
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
DIAsource cata ogusnummer: Nurg}jn;'el:i;/:? de Revisienummer:
KI1P0081 — KI1P0084 1700503/ 101028/1

Revisiedatum : 2010-10-28



Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

AFP-IRMA

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell’ Alfafetoproteina umana (AFP)
in siero e plasma.
Talekit non eindicato per valutazione del rischio di trisomia 21.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DI Asource AFP-IRMA Kit

B. Numerodi catalogo: KIPO081: 96 test
KIP0O084: 4 x 96 test

C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.
Rue del’Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

M. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Introduzione
L’ a-Fetoproteina (AFP), & una proteina oncofetale di peso molecolare pari a 70.000 Da che viene
sintetizzata dalle cellule del parenchima epatico, dal sacco vitellino e dal tratto gastrointestinale del
feto. Il picco di AFP é riscontrabile tra la dodicesima e la quindicesima settimana di gravidanza.
Dopo la nascita, la concentrazione di AFP nel plasma scende rapidamente fino a stabilizzarsi a livelli
inferiori a 5 Ul/ml. Livelli elevati di AFP sono evidenziabili nelle seguenti situazioni cliniche:

B. Applicazioni cliniche

Il dosaggio di AFP trova la sua principale applicazione nd monitoraggio di neoplasie in soggetti
sottoposti a terapia. Quando effettuato su campioni di siero o liquido amniotico trova interesse clinico
anche nel monitoraggio della gravidanza.

Cancro

Epatocarcinoma

Teratocarcinoma e carcinoma embrional e testicolare e ovarico

Tumore del sacco vitellino

Altre neoplasie (meno del 5%)

Malattie virali

Epatite acuta (generalmente < 100 Ul/ml)

Epatite cronica attiva (generalmente < 100 Ul/ml)



V.

DIAsource AFP-IRMA € un

PRINCIPIO DEL METODO

dosaggio immunoradiometrico in due fas, con

separazione in provette preadsorbite. L’ anticorpo di cattura Mabl € preadsorbito sulla
superficie interna della parte inferiore di provette di plastica.

| calibratori e i campioni vengono digribuiti nelle provette. Dopo incubazione, il
lavaggio rimuove |’ eventuale eccesso di antigene. Viene quindi aggiunto |’ anticorpo
Mab2 marcato con *?I. Dopo incubazione e lavaggio, la radioattivita residua all’ interno
delle provette riflette la concentrazione dell’ antigene. Considerati gli elevati livelli di
AFP(>1 mg/ml) presenti in campioni di sero di pazienti con cancro, per evitare effetti
hook dovuti a concentrazioni elevate, il test DIAsource AFP-IRMA sfrutta unatecnica

aduefas.
V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 4;(9':5 (tj; Codice Volumedi
test colore ricostituzione
Provette 2x48 8x48 rosso Pronte per I’ uso
sensibilizzate con scuro
anticorpo anti AFP
(anticorpi
monoclonali)
Ab 125) 1flacone | 4flaconi Rosso | Pronte per I’uso
10,5 ml 10,5 ml
350 kBq 4x350
MARCATO Anti-AFP kBq
marcao  con  lodio
(anticorpo  monoclonde) in
tampone fosfao con
dbumina di siero bovino,
azide (0,1%) e un colorante
rosso inerte
CAL 0 1 flacone 2 flaconi Gidlo Pronte per |’uso
10ml 10ml
Cdibraore Zero (0 Ul/ml) in
siero bovino con azide (0,5%)
e metiolato
CAL 5 flaconi 2x5 Gidlo Aggiungere 0,5
liofiliz. flaconi ml di acqua
Calibratori AFP N. 1-5 (vedi lofiliz. dsillaa
vaori esatti sulle etichette dei
flaconi) in siero bovino con
timolo
1 flacone 4 flaconi Bruno Diluire 70 x con
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml 10ml acqua distillata
usando un
Tampone di lavaggio (TRIS- agitatore
HCl) magneti co
2 flaconi 2x2 silver Aggiungere 0,5
CONTROL N liofiliz. flaconi ml di acqua
liofiliz. distillata
Controlli: N =102, in siero
umano con metiolao

Note: Per ladiluizione dei campioni, utilizzareil calibratore zero.
1 Ul della preparazione del calibratore equivale a1l Ul del 1° IRP 72/225
VI. REATTIVI NON FORNITI
Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio manon é fornito nel kit.
1. Acquadidillata
2. Pipette per dispensare 100 m, 200 pl, 500 pl e 1 ml (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).
3. Agitatore tipo vortex.
4. Agitatore magnetico.
5.  Pipettaaripetizione automatica5 ml per i lavaggi. (tipo Cornwall)
6. Sisemadi aspirazione dei campioni (facoltativo).
7. Contatore gamma con finestra per *°| (efficienza minima 70%)
VII. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
A. Calibratore: Ricogtituirei calibratori 1-5 con 0.5 ml di acqua digtillata.
B. Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acquadigtillata
C. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita necessaria

di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69 parti di acqua
digtillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato (70 x). Usare un
agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La soluzione di lavoro
va scartata al termine della giornata.

VIII.

10.
11.

12.

13.

14.

XI.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su ciascuna
etichetta.

Dopo ricogtituzione, i calibratori e i controlli mantengono la loro stabilita per
una settimana a 2-8°C. Per periodi di conservazione pitl lunghi, suddividere in
aliquote e conservare a-20°C per un massmo di 3 mes.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato € stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’ etichetta, se conservato a-2-8°C nel flacone originale ben tappato.
Alterazioni dell’ aspetto fisico dei reattivi possono indicare unaloro ingtabilita o
deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

| campioni di Sero e di plasma devono essere conservati a 2-8°C.

Seil test non viene eseguito entro 24 ore, suddividere in aliquote e conservare a
-20°C.

Evitare successvi congelamenti e scongelamenti

Siero o plasma (EDTA o Eparina) forniscono risultati smili.
y(siero) = 1,05 x (plasma epar.) — 0,2 r=0,98
y(siero) = 1,05 x (plasmaEDTA) - 0,5 r=0,99

n=31
n=232

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non mescolare
reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura
ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversone o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che s us un
nuovo reattivo o campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sstemi di pipettamento automatici
migliorala precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di incubazione.

Allegtire una curva di taratura per ogni seduta anditica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

M etodo del dosaggio

Numerare le provette sensbilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non sens bilizzate per la
determinazione dell’ attivita totale.

Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Digpensare 50 ni
di standard, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Agitare manualmente con delicatezza il portaprovette
eliminare eventuali bolle d’ aria.

Incubare 60 minuti a temperatura ambiente.

Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle
per I" attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare le provette due volte con 2 ml di Soluzione di Lavoro del Tampone di
Lavaggio (eccetto quelle per |’ attivita totale) e aspirare (o decantare) Evitando
di provocare laformazione di schiuma.

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare |e provette in posizione verticale
per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido resdue.

Dispensare 100 m di marcato in tutte le provette, comprese quelle per I’ attivita
totale.

Agitare manualmente con delicatezza il portaprovette in modo da eliminare
eventuali bolle d’aria.

Incubare 60 minuti a temperatura ambiente.

Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle
per I' attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I attivita totale, con 2 ml di soluzione
di lavoro di tampone di lavaggio, e aspirare (0 decantare) evitando di provocare
laformazione di schiuma.

Lasciare le provette in posizione verticale per due minuti e aspirare le gocce
resdue di liquido.

Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

in modo da

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Cogtruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei replicati
degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di AFP Scartare i
duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

E' posshbile utilizzare un S stema di interpolazione dati automatizzato. Con un
siema automatico di interpol azione dati, utilizzare lacurva a4 parametri.



XII.

CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di  AFP in campioni e controlli a posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

AFP-IRMA cpm BIT (%)
Attivitatotde 133479

Cdibraore 0,0 1U/ml 268 0,2

531U/ml 2821 211

15,0 1U/ml 6076 4,55

45,0 1U/ml 19122 14,33

155,0 IU/ml 44001 32,96

440,0 1U/ml 66466 49,79

E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensbilizzate 30 minuti
dopo I’ aggiunta del calibratore

TEMPO TRASCORSO
Siero (ng/ml) (0} 20' 30
S@ero 1 12,7 11,0 10,1
Siero 2 31,3 29,4 27,3

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensihilita
Venti replicati dello standard zero sono stati dosati inseme agli altri standard.
Il limite di rilevazione, definito come concentrazione apparente piti 2 deviazioni
gtandard, del valore di cpm medio dello standard zero, & risultato pari a0,5
ul/ml.
B. Specificita
AFP-IRMA non crossreagisce con sodanze drutturalmente correlate .
L’ aggiunta di albumina sierica umana (HSA) a una concentrazione di 60 ng/ml
ad un Calibratore AFP basso (5 Ul/ml) e ad uno alto (50 Ul/ml) ha dato luogo
ai seguenti valori di AFP.
Vdore AFP osservao
Ul/ml
Cd 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 438
Cal 50 1U/ml + HSA (60 ng/ml) 49,0

Note: Questatabella mostralareattivita crociata per AFP-IRMA.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Sero N <X>+3SD CcVv Sero N <X>+8SD CcVv
(Ul/ml) (%) (Ul/ml) (%)
A 10 42+0,2 4,8% E 22 78+05 5,8%
B 10 11,4+ 0,2 1,8% F 22 19,8+ 1,2 6,0%
C 10 26,2+ 0,6 2,3%
D 10 357+ 19,6 55%
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(Ul/ml) (Ul/ml)
Serol 1 - 444
1/3 148,0 158
1/6 74,0 86
110 44,4 2
1/50 89 9,8
Siero 2 1 - 87,4
12 43,7 39,6
14 219 21,8
110 8,7 9,0
1/20 44 42

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

TEST DI RECUPERO

Campione ACTH aggiunta ACTH Recupero
(Ul/ml) recuper ata %)
(Ul/ml)

Siero 1 75 96 128%
25 232 103%

80 82,2 103%

Siero2 25 24 96%
25 21,4 95%

225 218 97%

F. Effetto hook

Un campione arricchito con AFP a concentrazioni fino a 1460000 Ul/ml ha
prodotto valori di conteggio superiori aquelli dell’ ultimo punto di calibrazione.

XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di anticorpi
monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico potrebbero contenere
anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali campioni, quando testati con
metodiche basate sull’impiego di anticorpi monoclonali murini, potrebbero
produrre valori falsamente elevati o ridotti.

- Nell’ esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive puo dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti a contatto con animali o con prodotti
derivanti da siero animale possono essere oggetto di taletipo di interferenza,
con conseguente riscontro di risultati anomali in caso di presenza di
anticorpi eterofili. S raccomanda pertanto di valutare attentamentei risultati
relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale tipo di anticorpo.

Qualora i risultati non fossero in linea con le atre osservazioni cliniche s
rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni prima della
formulazione di una diagnosi.

XV. CONTROLLODI QUALITA' INTERNO

- Sei risultati ottenuti dosando il Controllo 1 eil Controllo 2 non sono al’interno
dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non € opportuno utilizzare i
risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi una giugtificazione
soddisfacente.

- Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’ aliquota pit di due volte.

- | criteri di accettazione delle differenze trai risultati in duplicato dei campioni
devono basars sullabuona prass di laboratorio.

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i propri
intervalli normali di valori

A. Soggetti sani non in gravidanza

uomini normali donne normali donne in menopasa
n=111 n=111 n=29

o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
AFP Ul/m| AFP UIm| AFP UIm|

B. Gravidanza (*)
Siero materno
Ladistribuzione dei valori del seroin una normale gravidanza.
I limiti normali superiori per i campioni di Sero sono stati ottenuti esprimendo
i dati come valore mediano moltiplicato per 2,5.



settimana di Valori Valori
gravidanza inferiori Mediana superiori 2,5x Mediana
Percentile2,5 | (Ul AFP/mI) | DorCENtIEOTS |y Arpymiy
(Ul AFP/mI) (Ul AFP/mI)
15 11,1 21 59 52,5
16 15,1 28 73 70
17 19,0 36 84 0
18 23 12 93 105
19 26 50 104 125
20 30 58 113 145

(*) Sudi effettuati per DIAsource ImmunoAssays SA.. Belgio, su campioni
provenienti dal Belgio.

C. Oncologia
I livelli di AFP sono state misurati in campioni di siero di tre differenti
soggetti con cancro di diversa origine cellulare, durante il monitoraggio

della malattia
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XVIlI. PRECAUZIONI PER L'USO
Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L'acquisto, a detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I'uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o0 da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi resttivi 0 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle

tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi resttivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita Calibratore Campioni
totale Contralli
ml ml
ml
Cdibratorre (0 to 5) - 0.05 -
Campioni, controlli - - 0.05
Incubazione 60 minuti atemperatura ambiente
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 2
tampone di lavaggio
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 2
tampone di lavaggio
Separazione N Aspirare con cautela
Marcato 0,1 0,1 0,1
Incubazione 60 minuti atemperatura ambiente
Separazione - aspirare
Soluzione di lavoro - 2,0
tampone di lavaggio
Separazione - aspirare con cautela
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

AFP-IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

AvocOopadIopeTPIKOC TPOGOIoPIcHOS Yo Tnv IN Vitro mocotikny pétpnon ¢ avBpodmvng o-
petonpwteivng (AFP) otov opd kat to mAdopa.
AvT6 10 K1T gV Tpoopiletar yio TV a&loAdYNoT KIvdOVoL Tpiompiog 21.

T'ENIKEY [TNHPO®OPIEX

Epmopucn} ovopooiao: AFP-IRMA g DIAsource

Ap1Opog kataidyov: KIPOO081 : 96 mpocdiopiopLol
KIP0084 : 4 x 96 mpocdilopiopol

Koataokevaleton amé Tnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki] fo10gia | IANpoP opics oYeTIKE pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Thl.: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

KAINIKO YIIOBAGPO

Ewayoym

H a-petonpoteivny (AFP) gival pa oykoguPpuikh npoteivy poplokod Bapovg 70.000 Da, 1 onoia
ouvtifeton amd TO MTOTOTOPEYXVUATIKG KOTTOPA, TO AEKIOIKO 00KO KOl TN YOUOTPEVIEPIKT] 000 TOL
guppvov tov avBpdmov. To avdtato onpeio cvykévipwong g AFP eppavifetot peta&d mg 12ng kot
g 15ng eBdopddag g kumong. Metd ™ yévva, N ocvykévipwon s AFP oto mAdopa peumveton
tayéwg ot enminedo katow and 5 IU/MIl. Ta enineda tng AFP avédvovtar oty axdiovdn kAwvikn
KatdoToon:

Khwvikég epappoyéc
Ot KOpieg KAMVIKEG epaployég Tov petpnoswv ™ AFP €xouv va kdvouv pe v Topakolovdnon tov
Kapkivov petd and Bepomeio. Qotdoo, n pétpnon g AFP propel emiong va moapovcidler kKiviko
EVOPEPOV GTIV TTapakolovBnon TG KOMong, otav yivetonr o€ opd 1 apviakod vypo.

Kapkivog

Hrotoxvttopucd kopkivopo

TepotToKapKIVOLOTO KOl ELPPLOKVTTOPIKE KAPKIVALOTO TOV OPYEDY KOL TMV ®OBNKOV

Oyxkog tov Aekifkod acKoD

Alrot kapkivol (Aryotepo amo 5 %).

Toyeveig vooor

O&ela nrotitida (cuvibog < 100 1U/mI)

Xpovia gvepyn nrotitida (cuvibaog < 100 1U/mI)



V.

BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

H e&étaon AFP-IRMA g DIAsource givatl évog ovooopadlopeTpikdg mpocdioptopdg 300

Bnpdrov, mov Pociletor o SWPOUO EMOTPOUEVOV COAVOPIOV.

To Mabs 1, to

AVTIGOUATO GOAMYNG, TPOGKOAADVTOL GTNV KAT® Kol ECOTEPIKY ETLPAVELN TOV TAACTIKOD
coinvapiov. Xta colnvapo npootifevion Pabpovountég N deiypoata. Metd v endoon,
agopeiton pe TAOomN TVxdV TEpicoea avirydvov. Ilpootibetan 1o Mab 2 - 1o avticopo mov

sivar onpocpévo pe =y,

Metd Vv endoon Kot TV TAVOT, 1 VIOAEWMOUEV PUSIEVEPYELD,

OV £{VOIL SEGUEVUEVI GTO GOANVAPLO, OVTAVAKAG T GVYKEVTIPMOT TOL avTLyovov. Adym g
TMEPLOTACLOKG eEoupetikd vynAng ovykévipwong g AFP otov opd (> 1 mg/ml) oe
nepintoon kapkivov, o mapdv nposdiopiopds AFP-IRMA g DIAsource éxet avomntuybei o
o Swodicacio dHo Pnudrov Yo vo amopedyovior To pouvopevo aykiotpov (hook) Adyw

ymAng oong.
V.  HAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvridpoosTtiipra K 96 Kwr4x96 | Xpopar AvacveTaon
TPOGI0p | TPOGILoPL wKog
opOV OPAV KOO
ToAVEpLL 2x48 8x48 okovpo | "Etorpo yo
EMOTPOUEVOL [LE OVTL- KOKKIVO | ypfion
AFP(novokimvikd
Ab 125 1wAido | 4@uiridio | kokkwo | ‘Etorpo yio
105ml 105ml xpnon
350 kBq 4x350
IXNHOETHZ: Avti-AFP kBq
(HovoKA®@VIKG OVTIGOOTO)
ONHACUEVE [LE uslmﬁivn [
POGPOPIKO PLOIETIKO
Stéhopa pe Bosto
oporevkopativy, alidto
(<0,1%), EDTA xou pio
adpavig KOKKIVI POCTIKY.
CAL n 1uAido | 2 puaridio kitpivo | "Etowpo v
10ml 10ml xpion
Mndevikog Babuovountig (0
1U/ml) og Boeto opo pe alidio
(0,5%) kon pepBetohkd
5 puoridio 5x2 kitpivo | Mpoobéote 0,5
CAL - AVOQIA. Qraridwa ml
AOPIA. AMEGTAYUEVOL
Bafpovopunmg AFPN =1 vEPOL
£wg 5
(Beite Tig axpiPeic TyLég Thve
OTIG ETIKETEG TOV PLOMSIOV)
o Pogto opd pe Bupdin
1 gudido | 4 @uuridio KopE Apurdote 70 X
| WASH | SOLN |CONC | 10ml 10ml UE OMEGTOLYLEVO
vepd
(xpnopomoriot
Awihopo ko (TRIS-HCI) £ LayVNTIKO
avodevTipa).
2 puohidio 2x2 aonpi Ipocbiote 0,5
| CONTROL | N | AVOQIA. Qraridwa ml
AOPIA. AMEGTAYUEVOL
Opoi eréyyov -N =172 vepoD
o6& avOpdTIVO 0po e
uepBsiohikd

Inpeioon: Xpnowonoteite 1o pndevikd Pabovopunti yio apaidoelg SetyLaTov.

VI.

11U 1ov mapackevdcparog padpovounty eivar toodvvapo pe 11U
tov lov IRP 72/225.

ANAAQXIMA ITOY AEN ITAPEXONTAI

To akolovBo VAKG amattovvtonr oAl dev ToPEXOVTAL GTO KIT:

1
2.

No ok w

VII.

Amneotaypévo vepod

Ihnéteg yo dravopn: 100 pl, 200 pl, 500 pl kor 1 ml (cvviotdtor  xprion TmETOY
akpiPeiog pe avordoipne TAASTIKG pOyyN)

Avoypeiktng otpopiliopod (tomov vortex)

MayvnTikog ovadentn pog

Avtéparn ovpryyo tov 5 ml (tomov Cornwall) yio thdon

Thotnua avappdenong (tpoorpetticd)

Mmnopei va ypnoyonombei onoocdnmote petpntg y axtivofoiiog pe duvatodtnto
pérpnong me 1 (erdyiot omodoom 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaBpovopntéic: Avacvotiote tovg Pobuovountés 1-5 pe 0,5 ml ameotoypévov
VEPOL.

Opoi eréyyov: AvoouoTiote Toug 0povg eréyyov pe 0,5 ml aneotaypévov vepoo.
Av@hopa whoong epyaciog: Ilpostoydote emopkly Oyko SoADpHOTOG TAVONG
epyaciag pe mposdikn 69 dykmv anestayuévov vepov o 1 dyko dtaldpotog TAvoNG
(70x). Xpnotpomomote poyvnTikd ovadevtipa yio TNy opoyevomoinon. Amoppiyte
TO UM XPNGILOTOUEVO SLEAVUO TAVONG EPYOGING GTO TEALOG TNG NUEPUS.

VIII.

10.
11

13.

14.

XI.

DPYAAEH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv and 10 Gvorypo N TNV ovacOGTOOT, OMOL TO GLUGTOTIKG TOV KIT TOPUUEVOLV
otafepd £og TNV Muepounvie MENG, N omoio avaypaEETAL GTNV ETIKETA, EPOCOV
Sratnpodvton o Beppokpacio 2 og 8° C.

Metd v avacvotaot), ot Babpovountég Kot ot opol eLéyyov mapapévouy otabepoi
v pio efdopdda oe Heppokpacia 2 Emg 8° C. T peyakvtepeg meptodovg eLAAENG,
npénel va oynpatifovror KAGoHaTa/800ELG UG ¥pToNG KOL VoL SLTNPOvVIOL 6TOVG —
20° C 1o mohv yio 3 unveg.

Amo@evyete T SradoytKn KaTdyvEn Kot amoyvén.

DpEcKO, TAPUCKEVOSHEVO dLdAvpa TADONG epyaciog Bo mpénet va ypnoionoteitat
mv S nuépa.

Metd v mpdT™Y YpRon Tov, o YvOitng mapapével otabepds £ TNV
nuepopnvio Mg, @6cov SroTNPEiTIL 6TO UPYLKG, EPUNTIKG KAELGTO Prodidrio
og Osppokpacia 2 £wg 8° C.

Toxov peTaPorég TG PUOIKNG EUPAVIONG TOV AVIISPAGTNPIOV TOL KIT EVOEXETOL VOL
vrodnidvovv actdbeta 1 alkoiwon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

To deiypota opov 1 TAGopaTOg TPETEL Vo QUAGGGOVTAL 6€ Oeppokpacia 2-8° C.

Edv 1 e&étaon dev mpaypatomombel evidg 24 wpdv, cuviotdtor M QUAAEN oE
KkMaopoto/ddoerg pog yprong otovg -20° C.

Amo@evyete T Sradoytkn KaTdyvEn Kot aroyosn.

O op6g 1 1o Thdopa (EDTA 1 nrapivn) mapéyovy TapOpoto anoteléopata.

Y (opdc) = 1,05 x (nnop. mhéopa) - 0,2 r=0,98 n=31

Y (opdc) = 1,05 x (nnop. mhéopa) - 05 r=0,99 n=32

ATAAIKAXZTA

INHELDGELG OYETIKA PNE TO YEPIONO

Mn YpNOWOTOLEITE TO KIT 1 TO GLOTATIKA WETA TNV Muepopnvie AEng. Mnv
AVOUELYVOETE DAKA 0 S1opopeTikés maptideg Kit. Dépete Oha Ta AVTISPAGTIPLO OE
Oeppokpacio dmpatiov Tpwv amd ™ xpnomn.

Avapei&re KoAd 0L To avTIdpaoTAPL KoL T delypoto pe omaAn ovakivion 1
avadevon. Xpnoyonoteite Eva Kabapd avolOGLO pYYYOG TMETAS Yo TV TPOSHNKN
KGOE SL0POPETIKOD AVTISPAGTNPIOL Kot SEIYHATOS TPOKEWWEVOL VoL OTOPOYETE TV
EMPUOAVVOT).

H oxpifea Pertidvetal pe xpnon maetd@v VYNNG akpifelag 1 aVTOHATOTOMUEVOD
e&omliopov dravopng pe mméteg. Tnpeite Tovg XpOVOLG ETMACNG.

Ipoetoytdote pio KopmdAn fabuovounong yia Kabe avaivon Kot pn xpnotponoteite
dedopéva omd TPONYOVUEVEG AVOADGELS.

Awdkacio
ENHAVETE EMOTPOUEVO COANVAPLO €1G JTAOVY Yoo KGOe Pabpovounti|, opd eréyyov
Ko defypa. ol Tov mpocsdlopiopd TV HETPNGEDY TOL YynoET 125 ("totd"), onuévere
2 kowd (un emoTpopéVe) COANVEPLL.
Avoypei&te yo Myo (ue avapeictn otpofilicpod tomov vortex) Babpovopntés, opoig
ehéyyov ko Setyporta kon draveipete 50 pl omd ékaocto oe avtiotora coAVapLo.
Avakwnote amodd pe 1o xépt T Pdon omping TOV coinvopiov yoo vo
anelevdepmoETE TUYOV TAYIBEVUEVEG PLOARIDEG AEPQL.
Enmdote eni 1 dpa oe Oeppokpacio dopotiov.
Avoppogriote (| petayyiote) to mepieydpevo kabe cmlnvapiov (ue eEaipeon exeiva
OV 0POPOHY TIC HETpRioElg Tov tvndét 2 ["tota"]). BePoiwbsite ot1 T0 TAAGTIKG
pOYXOG TOV avappoent @OAvelL GTOV TULOUEVE TOL EMGTPOUEVOL COANVAPIOL
TPOKEEVOD Va apatpedel OAN 1 TOGHTNTO TOL VY POD.
IMovete o coAnvapla pe 2 ml wddpotog Thdong epyaciog (pe eEaipeon ekeiva mov
apopody TIg peTpioelg Tov yvnoém I ["totd"]) kar avappoeriote (| petayyiots).
ATOQVYETE TO GYNUOTIOUO 0PPOV KOTA TN SLdpKEWL TNG TPOSONKNG TOL dtaAvpoTOog
mAOoNG Epyaciag.

Metd v tedevtaio Thdon, apnote Ta cOANVApLa va otadodv oe 6pbia BEom Yo dvo
AEMTA KO OVOLPPOPNOTE T1) GTAYOVOL VYPOD TOV OTOUEVEL.

Aaveipete 100 pl yovn0sm avii-AFP-| 6g ke soAnvapto, copmepthopBavoviag o
UM ETGTPOUEVE GOANVAPLOL Y10t TIG HETPNGELG TOV YvyNOETN 2| ("tota").

Avakwnote amodd pe 1o xépt T Pdon omping TOV coinvopiov yoo vo
anelevdepmdoeTe TUYOV TAYIBEVUEVEG PLOARIDEG AEPQL.

Enmdote eni 1 dpa oe Oeppokpacio dopatiov.

Avoppogiiote (| petayyiote) to mepleydpevo kabe cmlnvapiov (ue eEaipeon exeiva
OV 0POPOHY TIC HETpRioElg Tov vndét 2 ["tota"]). BePoiwbsite ot1 T0 TAAGTIKG
pPOYXOG TOV avappoent @OAvelL GTOV TLOUEVE TOL EMGTPOUEVOL COANVAPIOL
TPOKEEVOD Va apatpedel OAN 1 TOGHTNTO TOV VY PODL.

IMovete o coAnvapla pe 2 ml wddpotog Thdong epyaciog (pe eEaipeon ekeiva mov
apopody TIg peTpioelg Tov yvndém 2l ["totd"]) ka avappoeriote (] petayyiots).
ATOQVYETE TO GYNUOTIOUO 0PPOV KOTA TN StdpKEW TNG TPOSONKNG TOL dtaAvpoTog
mAOoNG Epyaciag.

Agnote T coAnvapta va otabodv oe 0pbia BEon Yo dVo AenTd Ko avappoenoTe ™
GTOYOVOL VYPOV TOV ATOUEVEL.

Metpnote To. cOAMVAPLL G€ PeTpnTh ¥ aktivoforiog yia 60 devteporenta.

YIIOAOT'IEMOZX TQN AIIOTEAEZMATQN

Ynohoyiote T péon T TV STAGY TPOGSIOPIOUDV.

e NUAOYOPOHIKO 1| YPOUIIKO XOPTi YPOPNUAT®V, TAPOCTHOTE YPAEIKE Tig C.p.M.
(kpovoeg ava Aemtd) (tetoypévn) yo kGbe Bobpovountr évavit tng avtiotormg
ovykévipmong g AFP (tetpunuévn) kot oxedidote o kopmdkn Pabuovounong
UEC® TOV oNUE®Y TOL POOHOVOUNTT, AMOPPIYTE TIG EUPAVELG U1 ATOSEKTEG TIHES.
AwPdaote ™ ovykévipmon Y kGbe opd erfyxov kot deiypo pe ovayoyn otnv
Kopmorn Badpovopnong.

Avaymyn dedopévav pe t Pondern miektpovikod vmoroyioth o amhomomcet
aVTOVG  TOVG  VOAOYIGHOVG. Edv ypnowonoteitan avtopatn  emeepyacio
OMOTEAEGUATOV, GUVIGTATOL TPOGAPHOYN KOUTOANG AOYIOTIKNG ouvaptnong 4
TOPAUETPOV.



XI1.

To akoélovBo dedopéva  mpoopilovrat

TYITIKA AEAOMENA

HOVO ®G TapAdElypa Kot dev  TPEMEL Vo

APNOHOTOLOVVTOL TOTE avTi TG KOUTOANG Babpovounong TpoyLatikod X povou.

Meoodrdotnpa petagd e Sravoprg Tehevtaiov fadpovopnti kKon deiyparog
Onog Qaivetol oTN GULVEXEW, TO OTOTEAECUATO TOL TPOGOLOPIGUOD TOPUUEVOLY
agomota akopa kot otav dwavépeton éva deiypa 30 Aemtd petd v mpocOnkn Tov
Badpovount oto ETGTPOUEVE COANVAPLO.

MEZOAIAXTHMA

Opég o) 20' 30'
(ng/ml)

Opég 1 12,7 11,0 10,1
Opog 2 31,3 29,4 27,3

AFP-IRMA cpm B/T (%)
Kpovoeig tov yyvndém 1 (“total")
133479
Bofpovountrg 0,0 1U/ml 268 0,2
53 1U/ml 2821 2,11
15,0 1U/ml 6076 4,55
45,0 IU/ml 19122 14,33
155,0 1U/ml 44001 32,96
440,01U/ml 66466 49,79
XIl.  AIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI
A. ‘Opro aviyvevong
MetpnOnkov  eikoot pndevikoi Podupovountés pali pe éva odvoro GAAov
Babpovountdv.
To Oplo aviyvevong, OpwlOHEVO ®G M QOVOUEVIKY GLYKEVIP®OTN V0 TUTIKOV
anokiicemv mave amd Tig néoeg netpioelg oe undevikn déopevon, frav 0,5 1U/ml.
B. Ewdwomta
H &&étoon AFP-IRMA dev mapovotdlel SlooTowpovpeyn avTdpacTikoTnTo pe
dopkd oyetikég ovoieg.  IMpootébnke avBpdmvn oporevkopotivny (HSA) oe
ovykévipmon 60 ng/ml g éva Babpovopnth AFP yauning (5 1U/ml) kow vyniig (50
1U/ml) tung kot petpndnke n gowvopevikh omokpion tg AFP.
Mopompn0cioca Tipiy AFP
1U/ml
Ca 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 4.8
Ca 50 1U/ml + HSA (60 ng/ml) 49,0

Inpeioon: Xtov mivaka ovtd TapoustdleTal 1 SoTavpODHEVT

avtdpaotikdTnTa Yo tov tpocdiopiopnd AFP-IRMA.

T. Akpifaa
I'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAEY AIA®OPETIKQN
[TPOZAIOPIEMQN
Opog N | <X>+T.A. TA. Opog N <X>+*T.A. TA.
(1U/ml) (%) (1U/ml) (%)
A 10 42+02 4,8% E 22 78+05 5,8%
B 10 11,4+0,2 1,8% =T 22 198+ 1.2 6,0%
r 10 26,2+ 0,6 2,3%
A 10 357+ 19,6 5,5%
T.A.: Tomikn andkAton, .A.: ZoVIEAESTNG SLOKDUAVONG
A. OpOémTOL
AOKIMAZIA APAIQXHY
Agiypa Apaioon OempNTIKN) MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(IU/ml) (IU/ml)
Opog 1 71 - 444
13 148,0 158
/6 74,0 86
110 44,4 42
1/50 89 9,8
Opdg 2 71 - 87,4
12 43,7 39,6
V4 21,9 21,8
110 87 9,0
1/20 44 42
To deiypota opordOnkay pe to undevikod Badpovount.
AOKIMAZXIA ANAKTHZHX
Agiypa Ipootedeica AvaxtnOcica AvaxtnOcica
AFP AFP %)
(1U/ml) (1U/ml)
Opdg 1 75 9,6 128%
225 232 103%
80 82,2 103%
Opbg 2 25 24 96%
225 21,4 95%
225 218 97%

XT.

XIV.

XIV.

®arvépevo aykiotpov (hook)
Agiypo mov epupohdotnke pe ovykévipwon AFP éog 1460000 IU/ml divel
vymAOTEPES HETPNOELS amd TO onpeio Tov Tehevtaiov Pabdpovount.

IHEPIOPIZMOI

Agiypoto.  and  ocbeveic mov  €yovv  AdPEl  TOPOCKELAGHOTO
HOVOKAGVIKAOV  OVTICOUATOV  TOVTIKOD ylo. oKOmovg didyveong 1
Oepanciog, evdeyopévmg va TEPLEXOLY avOpPOTIVO. OVTICOUOTO OVTi-
novtikob (HAMA). Ze avtd 1o deiypota pmopovv va mapatnpndovv
Yeudms aVENUEVEG N YEVOMDG UELWUEVES TILEG, OTAV EAEYYOVTOL UE KIT
TPOGILOPIGOD TOV YPNGILOTOLOVY LOVOKAMVIKG OVTICOHATO TOVTIKOD.
Ta  &tepo@MKd  OVTICOUATE GTOV  ovOpOTIVO  0pd  Umopody  va
avTIOPEoOVY HE OVOGOCPULPIVEG TMOV AVIIOPOOTNPI®V, TPOKOADVTAS
napepfoin o€ in Vitro avoconpocdiopiopong.

Acbeveic mov extifevton TokTikd oe (o M wpoidvta (ko 0opov
evOEYOUEVMG VO givan emppeneig og avtv TV TTopepPorn. ITaboroyikég
TIEG  pmopovv  va  mopatnpndodv  oe  TOPOVLGi  ETEPOPIMKDV
avricopdtov. A&oloyeite pe mpoooyn To amoteAéopato acbevdv,
GTOVG OTOIOVG VILAPYEL VITOYIO AVTMV TMOV UVTIGOUATOV.

Eav ta omoteléopata dev  eivar odupovo pe  GAAEG  KAMVIKEG
TAPOTNPNCELS, Oo xpelaoTel 1 ARYN TEPUTEP® TANPOPOPLOV TPV A
™ Béom g ddryvmong.

EXQTEPIKOZX IIOIOTIKOX EAETX0X

EGv ta amotelécpata mov Aapfdavovron Yo tov opd gréyyov 1 Wk tov opod
ghéyyov 2 d¢ Ppickovrar evtog Tov mediov TIpdV ov KabopileTar 6TV eTKETA
T00 Qraldiov, To amoteréopata dev sivanr duvatd va ypnoipomonBovv, ekTog
£av £yg1 00¢i ikavorouTik £€NyNoN Yo TNV AGCVPGOVIa.

Edv givat emBopnto, kabe epyactiplo pmopei vo dnpovpynoet ta Sikd tov peiypoto
detypdtov eléyxov (pools), to omoion mpimel va SoTNPOVVIAL KOTEYVYUEVO OF
KMo poto/dooelg pog xprone.

To kpuriploe amodoyng yo T dapopd petald TV SMADV ATOTEAECUATOV TOV
detypdrov Oa tpénet va Baciloviar og 0phEG EPYOSTNPLOKEG TPAKTIKES.

®YZIOAOTIKOI ANAPES OYZIOAOTIKEZ IN'YNAIKEZ EMMHNOMAYZIAKES M'YNAIKE S

n=111 n=111 n=29
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XV.

TIMEX ANA®OPAX

Ot tyég avtég mapéyoviotl povov g odnyods. Kabe epyactipro Oa mpénet va kobiepdoet 10
31K OV TEGIO PLOLOLOYIKDY TILDV.

A. Yyuj dropo mov dev givar 6€ KATAGTOGT EYKVROGHVIG
B. Kinen (*)
Opog pntépag
H xotavopn Teov Tidv tov 0pod 6€ pUGLoAoYIKH KONoT.
To Gve pvolohoyikd opta yio deiypata opod exnedncay exppaloviog ta dedopéva
®G TO JLAHECO TOAAOMANGIAGHEVOD €Tt 2,5.
Epdopada Xapnhotepeg Avapecog Tynhotepeg 2,5 Avapesog
Konong TIpég 2,5 Tipég 97,5
EKOTOGTNHOPL (IU AFP/mI) EKOTOGTNHOPL (IU AFP/mI)




(1] (1]
(IU AFP/mI) (IU AFP/mI)
15 11,1 21 59 52,5
16 151 28 73 70
17 19,0 36 84 90
18 23 ) 93 105
19 2 50 104 125
20 30 58 113 145

(*)  Melétes mov exteléotnrav yia v DIAsource ImmunoAssays SA. Belgium pe faon
delyuora omo to Bédyio.

T. Oykohoyia
Metpnonkav cuykevipooelg AFP cg 0pd katd ) didpkela Tapakorovdnong vocov
GE TPELG HELOVOLEVEG TEPUTTMOELS KOPKIVOL S0P OPETIKOVKVTTAPIKOD TOTOV.
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XVI.  ITPOPYAAZEIX KAI ITPOEIAOIIOIHXEIY

Acgdieia

Mo6vo o SloyvVeoTIK) xpEcsn invitro.

To kit owtd mepéyeL o 2> | (Xpovog nulonc: 60 nuépeg), wia padievepyl ovaia 1 omoia
eknépnet wovitovoo aktvoforio X (28 keV) kary (35.5 keV).

Avto 10 podievepyd mPoidv sivar duvatd va petapepbel Kar va ypnoonombel povo omd
e&ovolodotnuéva dropa. H ayopd, orasn, xpiion kot avioddiayn padlevepydv mpoiovimv
VIOKEWVTOL 6T VOLODEGTO TG XD POG TOL TEAKOV YPHOTN. X€ Kapio TEPITTWOT dEV MPETEL VO
Xopnyeitat To Tpoidv oe avbpdmoLg 1) (MO

‘OLog 0 XeWPIOPOG TOV podievepyoD LAKOV Ba mpémet va ekteAeiton o Kaboplopévo xdpo,
WOKPLE 0O YDPOVG TAKTIKNG JEAEVONG. LTO EPYAGTNPLO TPEMEL VAL LTI PEITOL UEPOAOYLO
Yo Vv mopodofn kot T @OAaEN padievepydv vikdv. E&omhopog kot yudAvo okedn tov
gpyaotnpiov, ta onoiot Bo pmopodoav va polvuvbovv pe podievepyég ovoieg, Oa mpémel va
Quldccoviar oe  Eexwplotd xMPO Yoo TV TPOANYM  empdrvvong Tov  Sopdpmv
pad10icoTOnMV.

Toxov Sappoés padievepydv vypdv mpémel vo Kabapilovior opécng cOUPOVE HE TIG
Swadcacieg acpdaretag and padievépyelo. Ta padievepyd amdfinta tpénet va amoppintovat
GOUEOVO PE TOVG TOMIKOVG KOVOVIGHOVG KoL TG KoTeELOLVTAPLEG 0dNYieg TmV apydV Tov
£yovv dkonodocia oto gpyaotnpo. H tipnon tev Pacikdv kavoveov acedlelng amnd
PadIEVEPYELD TOPEXEL EXAPKT) TPOGTAGIAL.

To cvoTaTIKG avOPOTIVOL aipatog mov TEPLapPavovtal 6To Kit ovtd éxovv eheyydel pe
uebddovg eykekpiuéveg otnv Evponn flkon and tov FDA ko éyet damotwdel 6t givar
apvntikd ©g mpog Vv mapovsio HBSAQ, avii-HCV, avti-HIV-1 kou 2. Kapio yvoortr
uébodog dev givor duvatd va mapéyel TAPN ScEAAon 0Tl TAPAy®YR TOL ovVOPDOTLVOL
aipoatog de Oa petadmoovy nrotitide, AIDS 1 dikeg Aowdéels. Emopévog, o xeipiopdg
avTdpactnpiov, Serypdtov opod 1 TAAcHOTOG Ho TPETEL Vo YIVETOL GUUPOVE [E TIG TOTIKES
Sradikacieg mept acQAAELNS.

Ola T {oikd mpoidvta ko Tapdyoya Exovv cLAeyOel and vyw (da. Ta Bosia cuoTaTKd
TPOEPYOVTOL amd Xdpeg Omov dev Exel avagepdel BSE. Tlop' 0L’ avtd, cvototikd mov
nepEyovv Loikég ovoieg Ho mpémet va avtipetmniCoviatl mg SuVNTIKOG HOAVGHOTIKE.
Amogebyete onoodnnote emapn Tov dépratog pe avidpaotiplo (ypnoponoteiton alidio tov
vatpiov wg cuvnpntikd). To alidio oto kit avtd evdéyetar vo avidpdoet pe poAvBdo ko
KOAKO TOV VIPOVAIKOV GOANVOCEOV KOl Vo CYNHOTIOEL HE TOV TPOMO ovTd diaitepa
ekpnkTikd alido petdddwv.  Katd ) Sidpkewr tov Pripatog mAdong, ekmAvvete v
AMOYETEVON UE HEYGHAT TOGOTNTO VEPOV, VLol THV TPOANYN TVXOV GVGGOPELENG altdiov.

Mnv konvilete, unv TveTe, pnv TpATE KoL U1 (PNGILOTOLEITE KOAADVTIKG GTO XDPO EPYUTTaC.
Mnv Sl0VEUETE (e TTETA YPNCLULOTOLOVTAG TO GTOHO GOG. X PNCILOTOLEITE TPOGTATEVTIKO
POVYIGLLO KO YAVTLOL [LLOG YPNONG.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
KPOYZXEIL BAOGMONOMHTE AEITMA(TA)
z z OPOI
"TOTAL" EAEI'XOY
ml ml ml
Bofpovountég (0 émg - 0,05 -
5) - - 0,05
Astypora, opot
EAEYYOV
Endaon 1 dpa oe Oeppokpacio dopatiov
Aoy opiopog - avappdenon
Atddopa TAvong - 2,0
Aloyopiopog - avappdenon
Atddopa TAvong - 2,0
Aoy opiopog - TPOGEKTIKNY avappoOPnomn
IxvnBéng 0,1 0,1 0,1
Endaon 1 dpa oe Oeppokpacio dopatiov
Aoy opiopog - avappdenon
Atddopa TAvong - 2,0
Aoy opiopog - TPOGEKTIKNY avappoOPnomn
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devteporenta
Ap. katoddyov DI Asource: ApBuog P.1.: Ap. avabedpnong:
K1P0081 — KI1P0084 1700503/el 101028/1

nuepounvia avabsdpnong : 2010-10-28
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

AFP-IRMA

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie immunoradiometryczne do ilosciowego pomiaru ludzkig afa-fetoproteiny (AFP) w surowicy i
0soczu metoda invitro.
Ten zestaw nie jest przeznaczony do oceny ryzyka wystapieniatrisomii 21 chromosomu.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa fir mowa: DI Asource AFP-IRMA Kit

Numer katal ogowy: KIPO081: 96 oznaczen
KIP0084: 4 x 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de I'Indusdtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgia.

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

INFORMACJE KLINICZNE

Wprowadzenie

Alfa-fetoproteina (AFP) jest ptodowym biatkiem o masie 70 000 Da syntetyzowanym przez komérki
tkanki mezenchymatyczngj, woreczka zottkowego i przewodu pokarmowego ludzkiego ptodu. Szczytowe
stezenia AFP wystepuja w 12 — 15 tygodniu ciazy. Po urodzeniu, stezenie AFP gwattownie malgje do
wartosci ponizel 5 1U/ml. Poziomy AFP s3 podwyzszone w nastepujacych sytuacjach klinicznych:

Zastosowania kliniczne

Gtéwnym  zastosowaniem  pomiarGw  AFP  jest  monitorowanie  skutecznosci  leczenia
przeciwnowotworowego. Pomiar AFP moze by¢ réwniez wykorzystywany w monitorowaniu ciazy, jezeli
dotyczy surowicy lub ptynu owodniowego.

Nowotwory

Rak watrobowokomérkowy

Teratocarcinomai rak komorek embrionalnych jader i jajnikow
Guz woreczka z6ttkowego

Inne nowotwory (ponize 5%).

Chor oby wirusowe

Ostre zapal enie watroby (zwykle < 100 1U/ml)

Przewl ekte, aktywne zapal enie watroby (zwykle < 100 1U/ml)



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

DIAsource AFP-IRMA jest dwuetapowym oznaczeniem immunoradiometrycznym
opartym na separacji w optaszczonych probéwkach. Mab 1 — przeciwciata
przechwytujace — s3 umocowane do dolng i wewnetrzngj powierzchni plastikowej
probowki. Do probéwek sy dodawane kalibratory lub prébki. Po inkubagji, w
wyniku ptukania usuwa si¢ nadmiar antygenu. Mab 2 — dodawane jest przeciwciato
oznakowane . Po inkubagji i plukaniu, radioaktywnos¢ pozostalych czastek
zwiazanych z powierzchnia probowki odzwierciedla stezenie antygenu. Z uwagi na
rzadko wystepujace, ekstremalnie wysokie stezenie AFP w surowicy (>1 mg/ml) w
przypadku procesu nowotworowego, obecne oznaczenie DIAsource AFP-IRMA
zodtalo zaprojektowane w taki sposdb, ze przebiega dwuetapowo, aby uniknaé
efektéw haka zwiazanych z wysokimi dawkami antygenu.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki Zestaw Zestaw Kolor Rekonstytucja
96 4x 96
oznaczen | oznaczen
. Gotowe do
Probéwki optaszczone | 2% 48 8x48 aemno- | o sowania.
anty- AFP czerwony
(przeciwciata
monokl ona ne)
Ab 125) 1fiolka 4 fiolek czerwony | Gotowe do
10,5 ml 10,5 ml zastosowania
350 kBq 4x 350
ZNACZNIK 1ZOTOPOWY : kBq

Przeciwciata (monoklona ne)
anty-AFP  oznakowane Jodem
I w buforze fosforanowym
zawiergacym bydlgca abuming
surowicza, azydek (0,1%)
i czerwony barwnik.

Kdibrator zerowy (0 1U/ml) 10m 10m
w surowicy bydlgogl wraz z
azydkiem (0,5%) i mertiolatem
cAL Sfidek | 2x5 sty | Dodaé 0,5ml
. liofil. fiolek wody
Kdibratory AFP1-5 liofil. destylowanej

(doktadne wartosci na
etykietach fiolek) w surowicy
bydlgcej z tymolem

1fiolka 4 fiolek brazowy | Rozcienczyé

| WASH | SOLN |CONC | 10ml 10ml 70x woda
destylowan:
Roztwér pluczacy (TRIS (wyiorzystgé
HC) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolek 2x2 srebrny Doda¢ 0,5 ml
CONTROL | N | licfil. fiolek wody
liofil. destylowanej
Kontrole 1 i 2 w surowicy
pochodzenia ludzkiego
z mertiolatem

Uwaga: Do rozcienczania probek nalezy uzy¢ kalibratora zerowego.
11U preparatu kalibratora jest rwnowazne 1 1U z 1% IRP 72/225

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty s3 wymagane, ale nie s dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 100 pl, 200 pl, 500 pl i 1 ml. (zaleca sie
sosowanie  wilasciwych pipet z jednorazowymi  koncowkami
plastykowymi)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania

Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2| (minimalny uzysk 70%).

Nooksw

VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Kalibratory: Rozpusci¢ kalibratory 1-5 za pomoca 0,5 ml wody
destylowangj.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

VIII.

10.
11.

12.

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objegtos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowane
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie skiadniki zestawu
zachowuja trwatos¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezeli
3 przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowuja trwatos¢ przez
1 tydzien, pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C.
W razie koniecznosci przechowywania przez diuzszy okres czasu, nalezy
przygotowaé¢ niewielkie objetosci kontroli, co pozwala przechowywaé je
w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania

Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje
trwalos¢ do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany
w oryginalnej, dobrze zamknigte fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.
Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

Probki surowicy lub osocza musza by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C.

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Oznaczanie surowicy lub osocza (EDTA lub heparyna) prowadzi do

podobnych wynikéw.

Y (surowica) = 1,05 x (osocze heparynizowane) —0,2 r=0,98 n=31
Y (surowica) = 1,05 x (osocze z EDTA) — 0,5 r=0,99 n=32
PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywaé sktadnikow zestawu po uplynieciu daty
waznosci. Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii
zestawOw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki - powinny
osiagna¢ temperature pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby unikna¢ zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy
wykorzystywa¢ czyste, jednorazowe koncowki pipet.

Pipety wysokigj precyzji lub pipety automatyczne poprawigja precyzjg
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czasow inkubagji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczyé optaszczone
probéwki w badaniach podwdjnych. W celu okredlenia catkowitych
zliczen nalezy oznaczy¢ 2 zwykte probowki.

Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowaé po
50 ul kazdg substancji do odpowiednich probowek.

Ddikatnie potrzasa¢ (recznie) stojak z probowkami, aby uwolni¢
wszelkie, uwigzione pecherzyki powietrza.

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze pokojowsy.

Aspirowaé (lub odla¢) zawartos¢ kazdg probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caly ptyn nalezy upewni¢ sig, ze
plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno optaszczone probwki.
Ponownie przeptuka¢ probki dwukrotnie za pomoca 2 ml roztworu
roboczego (z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania) a nastepnie
aspirowac (lub osuszy¢). W trakcie dodawania roztworu roboczego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do géry na
dwie minuty i aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Doda¢ 100 pl anty-AFP-2| (znacznik izotopowy) do wszystkich probowek w
tym do nieoptaszczonych probéwek do catkowitego Zliczania.

Ddikatnie potrzasa¢ (recznie) stojak z probowkami, aby uwolni¢
wszelkie, uwigzione pecherzyki powietrza.

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze pokojowsj.

Aspirowa¢ (lub odla¢) zawartos¢ kazdg probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caly ptyn nalezy upewni¢ sig, ze
plastikowa koncoéwka aspiratora osiagneta dno optaszczone probowki.
Przeptuka¢ probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego
(z wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania) i aspirowa¢ zawartosé
(lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego
nalezy unika¢ wytwarzania piany.



13.

14.

XI.

XII.

Pozostawi¢ probéwki w pozycji stojacej do gory na dwie minuty i
aspirowa¢ pozostate krople ptynu.
Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednia oznaczen podwojnych.

Na papierze milimetrowym lub w kratke wykresdli¢ c.p.m. (rzedna) dia
kazdego kalibratora wobec odpowiadajacego stezenia AFP (odcigta) oraz
wykresli¢  krzywa kalibracji przez punkty kalibratora, odrzucajac
oczywiste wartosci odbiegajace od linii srodkows.

Odczyta¢ stgzenie dlakazdej kontroli i probki przez nanies enie nakrzywa
kalibracyjna.

Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ te obliczenia
Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie wynikéw, zaleca
S¢ dopasowanie krzywej logistyczng 4 parametrows.

PRZYKZAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane s3 przedstawione wylacznie w celach przyktadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

D. Dokladnosé

BADANIE ROZCIENCZENIA

AFP-IRMA cpm B/T
(%)
Zliczanie catkowite 133479

Kalibrator 0,01U/ml 268 0,2
53 1U/ml 2821 2,11
15,0 1U/ml 6076 4,55
45,0 1U/ml 19122 14,33
155,0 IU/ml 44001 32,96
440,0 1U/ml 66466 49,79

XI11. DZIAEANIE | OGRANICZENIA

A.

Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw. Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne st¢zenie dwéch
odchylen standardowych powyze przecictnej wartosci zliczania przy wiazaniu
zerowym ksztaltowata si¢ na poziomie 0,5 1U/ml.

B.

Swoistosé

W oznaczeniu AFP-IRMA nie dochodzi do reakcji krzyzowe substangji
srukturalnie podobnych. Dodawano ludzka abumine surowicza (HSA) w
stezeniu 60 ng/ml do kalibratora o poziomie niskim (5 IU/ml) i wysokim (50
IU/ml) AFP. Mierzono przyblizona odpowiedz na AFP.

Obserwowana wartosé¢ AFP

1u/ml
Ka 51U/ml + HSA (60 ng/ml) 48
Ka 50 1U/ml + HSA (60 ng/ml) 49,0

Nota: w tej tabeli przedstawiono reaktywnos¢ krzyzowa dla AFP-IRMA.

C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI
Surowica N X+ Ccv Surowica N X+ CcVv
SD. % SD. %
(1U/ml) (1U/ml)
A 10 42+02 4,8% E 22 78+05 5,8%
B 10 | 11,4+0,2 1,8% F 22 | 198+1.2 6,0%
C 10 | 26,2+0,6 2,3%
D 10 |[357+£196 55%

SD Odchylenie sandardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci

Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(1U/ml) (1U/ml)
Surowica 1 1 - 444
13 148,0 158
/6 74,0 86
1/10 44,4 42
1/50 89 98
Surowica 2 71 - 87,4
12 437 39,6
4 21,9 21,8
110 87 9,0
1/20 44 42
Prébki zostaty rozcieficzone przy pomocy kalibrator zerowy.
BADANIE ODZY SKU
Probka AFP dodana AFP odzyskany Odzysk
(1U/ml) (1U/ml) (%)
Surowical 75 9,6 128%
225 232 103%
80 82,2 103%
Surowica2 25 24 96%
25 21,4 95%
225 218 97%
E. Opoéznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego kalibratora i
dozowaniem pr 6bki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wéwczas, gdy
od momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mingto 30
minut. -
OPOZNIENIE
Surowica o 20 30
(ng/ml)
Surow@cal 12,7 11,0 10,1
Surowica 2 31,3 29,4 27,3
F. Efekt hook'a

Prébka nasycona AFP o stezeniu do 1460000 |U/ml daje wyzsze wartosci
zliczen niz ostatni punkt kalibracyjny.

XIV. OGRANICZENIA

XV.

Prébki od pacjentéw, ktérzy w ceach diagnostycznych lub
terapeutycznych otrzymywali preparaty z mysich przeciwciat
monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciata anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawdw testowych
wykorzystujacych mysie przeciwciata monoklonalne, moga wykazywac¢
wartosci fatszywie zawyzone lub zanizone.

Przeciwciata heterofilne w ludzkigf surowicy moga reagowat z
immunoglobulinami odczynnika, interferujac  z  oznaczeniami
immunol ogicznymi przeprowadzanymi in vitro.

Pacjenci rutynowo eksponowani na zwierzeta lub produkty z surowic
zwierzecych moga wykazywa¢ sktonnos¢ do takich interferencji i w
razie obecnosci przeciwciat heterofilnych wystepowaé moga u nich
nieprawidtowe wyniki testéw. Wyniki oznaczen prébek od pacjentow z
takimi przeciwciatami nalezy interpretowaé z ostroznoscia.

Jezeli wyniki nie sa zgodne z obserwacjami klinicznymi, przed
postawieniem rozpoznania powinny by¢ uzyskane dodatkowe
informacje.

WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i/lub 2 nie znajduja S¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia.

Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢é wiasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny byé¢ zamrozone w matych
objetosciach. Nie wolno zamrazaé i rozmraza¢ wiecej niz dwukrotnie.
Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczef
podwajnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.



XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Te wartosci s3 przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych; kazde
laboratorium powinno opracowaé wiasne zakresy norm.

A. Zdrowi osobnicy niecigzar ni

ZDROWI MEZCZYZNI ZDROWE KOBIETY KOBIETY W OKRESIE
n=111 n=111 OKOLOMENOPAUZALNYM
n=29
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
AFP IUmI AFP IUm| AFPIUm|
B. Cigza(*)

Surowica matki
Rozktad wartosci w surowicy w prawidtowej ciazy.
Gorne wartosci normalne dla probek surowicy uzyskano wyrazajac dane

jako srednia pomnozona o 2,5.
Tydzien Dolne Mediana Gorne 2,5Mediana
ciazy wartosci wartosci
2,5 percentyl 97,5 percentyl
(IU AFP/mI) (IU AFP/mI) (IUAFP/mI) | (IU AFP/mI)
15 11,1 21 59 52,5
16 15,1 28 73 70
17 19,0 36 84 920
18 23 42 93 105
19 26 50 104 125
20 30 58 113 145

(*)  Badania przeprowadzono dla DIAsource ImmunoAssays SA. w Belgii w
oparciu o probki pochodz;ce z Belgii.

C. Onkologia
Stezenia AFP zostaly oznaczone w surowicy w trakcie choroby —
monitorowane w trzech przypadkach nowotworéw o réznym
pochodzeniu.

p
80 1 Jadro carcinoma Jajnik car cinoma

00 500 1000 1500 2000 2500 00 50 100 150
tygodnie tygodnie

%0 & Watroba carcinoma

10000

1000

Uiml

100

00 100 20,0 30,0 40,0 50,0
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XVII. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera ®| (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane, zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podliega regulaciom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od migsc ogolng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢é przechowywany reestr przyje¢ i przechowywania materiatow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzidone w celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z subsancji radioaktywnych musza by¢é natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogolnie przyjgtymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podsawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgskiei/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitg pewnosci ze materialy pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikow zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDSIi innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno by¢ zgodne z migscowymi procedurami - dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Skiadniki bydlece pochodza z krajow, w ktérych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, skladniki zawiergjace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy sie¢ w zestawie moze reagowaé z miedzig i
otfowiem w ukladzie kanaizacyjnym tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XIX. PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBK A(l)
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN
ml ml ml
Kadibratory (0-5) - 0,05 -
Prébki, kontrole - - 0,05
Inkubacja 1 godzing w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 2,0
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 2,0
Rozdzielenie - aspiracjaostrozna
Znacznik izotopowy 01 01 01
Inkubacja 1 godzing w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 2,0
Rozdzielenie - aspiracjaostrozna
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund
Nr katalogowy DI Asource Numer P.I. Nr aktudizagji :
KI1P0081 — KI1P0084 1700503/pl 101028/1

Datawydania : 2010-10-28



P.I. Number : 1701000

Used symbols
[BEY Consult instructions for use
/ﬂf Storage temperature
= Use by
Batch code
Cata ogue number
Control

=]

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

i A=

Contains sufficient for <n> tests

WASH | SOLN | CONC Wash solution concentrated
cAL 0 Zero cdibrator
cAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 1251 | CONC Tracer concentrated
Ab | 1251 | CONC Tracer concentrated
lij Tubes
INC | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | sE Specimen diluent
oL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
DL | caL Calibrator diluent
REC | SOLN Reconstitution solution
PEG Polyethylene glycol
EXTR [ SoLN Extraction solution

ELU | SOLN Elution solution
GEL Bond Elut Silica cartridges
PRE | SOLN Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

cong | BUF Conjugate buffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenic TMB concentrate
CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
suB | BUF Substrate buffer
stop | soLN Stop solution
INC | SR Incubation serum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugate
suB | PnPP Substrate PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

Biotin conjugate

Specific Antibody

Streptavidin HRP concentrate

NS8 Non-specific binding
2nd Ab 2nd Antibody
ESEE Adidification Buffer

Revision nr 070716



P.I. Number : 1701000

Symboles utilisés
Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
CcAL N Cadlibrateur #
CONTROL [ N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Ab | HRP HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat
SToP | SOLN Solution d'arrét

iNc | =R Sérum dincubation

BUF Tampon
Ab AP AP Conjugué
suB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification

Revision nr 070716
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Gebruikte symbolen

Raadpl eeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catal ogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Wasopl ossing, geconcentreerd

cAL 0 Nulkalibrator

cAL N Kalibrator #

CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd

Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd
lij Buisies

INC | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Serum

oL | sE Specimen diluent

oL | BUF Verdunningsbuffer

ANTISERUM Antiserum

IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Kalibratorverdunner
REC | SOLN

Reconstitutieopl ossing

PEG Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
ELU | soN Elutieoplossing
GEL Bond Elut Silica kolom
PRE | SoLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing
TRACEUR | BUF Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | HRP HRP Conjugaat
Ag HRP HRP Conjugaat
Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd
Ag | HRP | cONC HRP Conjugaat geconcentreerd
conJ | BUF Conjugaat buffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB
suB | BUF Substraatbuffer
STOP | soLN Stopoplossing
INC | SR Incubatieserum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
suB | PNPP Substraat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

AVID HRP | CONC

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

Streptavidine-HRP concentraat

Aspecifieke binding

2de antilichaam

Verzuringsbuffer
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

CcAL 0 Cadlibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL [ N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag | 1251 | cONC Marcato concentrato
Ab | 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | sE Diluente campione
DL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT |rm~unoamorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

Ag | HRP | conc HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato
cHrom | TMB | cone Cromogena TMB concentrato
CHROM | TMB Soluzione cromogena TMB
suB | BUF Tampone substrato

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Oeppokpacio amobikevong

Hpepopnvia Anéng

ApBpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoEelg

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CoNTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvaplo

INC | BUF PuBpiotiko dtddvpa endoong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Aidopa apaioong detypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Addopa avocHGTOoT G
PEG ToAvatbvievoylvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydrong
ELU | SOLN Aihopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprriov Bond Elut

PRE SOLN

Aidopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdetépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithodoTong
Al RP HRP Z0Cevypa
Ag HRP HRP Z0Cevypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zulevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PuBpiotiko dtidvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOG
stoP | soLn Avaoyetikd avtidpoaotiplo
INC | SR Opog emdaong
BUF PuBuiotikd dddvpa
Ab AP AP Z0Cevypa
SUB | PNPP PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivny

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko stddvpa Tposdopicron

avTIdPOoTHPLO GLEEVYHEVO 1e PloTivn

Ewdwo6 Avticopa

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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P.I. Number : 1701000

Stosowane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja.

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

o]

Kod serii

Numer katal ogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

WASH | SOLN | CONC

<]EEEEIM B
ol |37 A

0

r

Roztwér ptuczacy stezony

CAL 0 Kalibrator zerowy
CAL N Kalibrator nr
CONTROL | N Kontrolanr

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Probowki

INC | BUF Wymagana inkubacja buforu
ACETONITRILE Acetonitryl
SERUM Surowica
oL | sE Rozcienczanik prébki
oL | BUF Bufor do rozcienczania
ANTISERUM Antysurowica
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
oL | ca Rozcienczalnik kalibratora

Roztwér do rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakeyjny

Roztwér e ucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

PRE | SOLN Roztwér do przygotowania wstepnego

NEUTR | SOLN Roztwér neutralizujacy

TRACEUR | BUF Bufor znacznika

mikroptytka

A | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Ab | HRP | conc Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Q
2
&

BUF

Bufor do koniugeacji

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

suB | BUF Bufor substratu
stoP | soLn Roztwér zatrzymujacy reakcje
INC | ser Wymagana inkubacja surowicy
BUF Bufor
Ab AP Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)
suB | PNPP p-nitrofenyl ofosforan substratowy

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

sav | HRP | cone Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwciato

| ACID | BUF | Bufor zakwaszajacy
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