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IRMA-mat® AFP Instructions for Use
REF 324.471 100 tests English
For professional use only!

Intended Use

In vitro test for the quantitative determination of alpha fetoprotein (AFP) in human serum and amniotic
fluid for pregnancy monitoring and during the follow-up of tumour patients. The assay performance
characteristics have not been established for diagnosis of trisomy 21.

Summary and Explanation of the Test

Alpha fetoprotein is a macromolecular glycoprotein (with a molecular weight of approx. 68,000)
consisting of a single polypeptide chain. AFP, which belongs to the group of oncofetal proteins, is
produced by the yolk sac and in the foetal liver.

In oncology, AFP is determined in patients with liver-cell carcinoma (1, 5) or germ-cell tumours
(non-seminomatous tumours of the testes; endodermal sinus tumour of the ovaries) (3, 6, 7) and in
pregnancy monitoring (2, 4). During pregnancy, AFP levels in maternal blood continuously increase.
After reaching a maximum between weeks 28 to 32 of gestation, the level again falls until delivery. In
the amniotic fluid, the maximum is already achieved between the 13th and 15th week of gestation.
Elevated AFP levels in early pregnancy indicate neural tube defects (spina bifida, anencephaly).

The determination of serum AFP during monitoring of therapy and the progression of patients with
carcinoma provides valuable information about the success of treatment and whether recidivation
occurs.

Principles of the Procedure

Two-site immunoradiometric assay (sandwich principle) using two highly specific monoclonal
antibodies for coating of the solid phase (coated tubes) and the tracer. The tracer antibody and the
coated antibody react simultaneously with the AFP present in patient samples or standards. Excess
tracer is removed by a washing step and the radioactivity bound to the tube wall is measured in a
gamma scintillation counter.

CONTENTS
Determinations 100
125I—anti—AFP, monoclonal (mouse), red 33 mL
radioactive content (kBq / uCi) <424 /11.5
7 standards A-G (0.6 mL) in human serum albumin 1 set
(The exact concentration is indicated on each vial label)
Diluent (0 IU/mL) in phosphate buffer (concentrate) 2x11 mL
Test tubes, coated with anti-AFP, monoclonal (mouse) 2 x50
Control serum, human, lyophilic 0.6 mL
Quality control report 1
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Material required but not provided

- Micropipettes (25 yL, 300 pL) with disposable plastic tips

- Vortex mixer

- Manual or automatic washer with aspiration device

- Horizontal shaker

- Gamma scintillation counter

- Alternatively, an appropriate automated analyser system, if available
- Uncoated polystyrene tubes for the dilution of sera and controls

- Purified water

Warnings and Precautions for Users
Reagents Containing Human Source Material

Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested by a U.S. FDA
approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg, antibody to HCV and antibody to
HIV 1/2. While these methods are highly accurate, they do not guarantee that all infected units will be
detected. This product may also contain other human source material for which there is no approved
test. Because no known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus (HBV),
hepatitis C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious agents are absent,
all products containing human source material should be handled in accordance with good laboratory
practices using appropriate precautions as described in the U.S. Centers for Disease Control and
Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories,” 4th., May 1999 or current edition.

Reagents Containing lodine-125
This kit contains radioactive material which does not exceed 11.5 uCi (424 kBq) of iodine-125.
Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the storage, handling, and
disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by physicians,
veterinarians in the practice of veterinary medicine, clinical laboratories or hospitals, and only for in
vitro clinical or laboratory tests not involving internal or external administration of the material, or the
radiation therefrom, to human beings or animals. Its receipt, acquisition, possession, use and transfer
are subject to the regulations and the general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of
the state with which the Commission has entered into an agreement for the exercise of regulatory
authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.
Do not pipette radioactive material by mouth.
Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali detergent or
radiological decontamination solution. Any glassware used must be rinsed completely with water
before washing with other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the regulations and
conditions of your specific license.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause cancer.
ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity
printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and the tracer vial label indicate the
actual amount of radioactivity at the calibration date where the package insert indicates the theoretical
radioactivity of the kit.
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Reagents Containing Sodium Azide

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react with lead or
copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush with a large volume of water
to prevent azide build-up. For further information, refer to “Decontamination of Laboratory Sink Drains
to Remove Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976.

Preparation of Reagents

Allow test components to reach room temperature (18-25°C) prior to testing and mix thoroughly.
(Avoid foam formation).

Open the control carefully and reconstitute with 0.6 mL of purified water. (Avoid foam formation). Make
sure that lyophilised material adhering to the cap is also dissolved.

Dilute 20 mL of diluent concentrate with 100 mL of purified water.

Storage of Reagents

Reconstituted controls: 1 week at 2-8°C or 4 weeks at — 20°C.

Store all reagents at 2-8°C until the expiry date printed on the package label.

- Keep upright for storage.

- Keep away from direct light.

Sample Collection and Storage

- Collect samples using standard procedures.

- Sample material: serum, amniotic fluid; disturbances with plasma are not known.
- Storage at 2 - 8°C: 24 h.

- For longer storage periods: freeze to below -20°C.

- Freezing and thawing samples once does not affect the test results.

- Stored samples should be thoroughly mixed prior to use (vortex mixer).

- Do not use samples which are agglutinated, lipemic, hemolysed, icteric or contaminated.
Interfering Substances

No interference with test results has been observed with concentrations of bilirubin < 0.125 mg/mL,
haemoglobin < 500 mg/dL or triglycerides < 12.5 mg/mL.

Procedural Notes

- The single components of each kit are carefully matched. In case of exchange or mixture of any
components from different lots the manufacturer does not guarantee reliable results. See bottom of
the kit for the lot numbers of all components.

- Strictly adhere to the procedures.

- The measuring time at the gamma counter must be adjusted for counting at least 1 minute.
- This kit must not be used after the expiry date printed on the package label.

- Observe quality control guidelines for medical laboratories.

- Avoid microbial contamination of the reagents.

Test Procedure

It is recommended that standards and samples are assayed in duplicate.

If values above the highest standard are expected, samples should be diluted (e.g. by dilution factor
10, 100, 1000).

Amniotic fluid must always be diluted. During the diagnostically relevant weeks of pregnancy (between
16" and 19" week) 1:100 dilution is sufficient. In pathological cases a higher dilution may be
necessary (parallel testing of 1:100 and 1:1000 dilutions).
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As an alternative to manual performance and evaluation, an appropriate automated analyser system
can be used at the responsibility of the laboratory.

1. Pipette 25 pL of standard, control or patient sample onto the bottom of a coated tube.
2. Add 300 pL "°l-anti-AFP, mix (vortex mixer).
3. Incubate the tubes for 3 hours (+ 5 min) at room temperature (18-25°C) on a horizontal shaker.*
4. Aspirate the liquid.
5. Wash all tubes 3 times with 2 mL of purified water.
6. Measure radioactivity (CPM) in all tubes (at least 1 min.)
25 uL Pipette standard, control or patient sample onto the bottom of a coated tube.
300 pL Add '®l-anti-AFP
Mix
3 hrs (£ 5 min) Incubate at room temperature (18-25°C) on a shaker*
Aspirate
3x2mL Wash with purified water
1 min Measure (gamma scintillation counter)

* Keep shaking conditions constant!
Optimum:

Amplitude 20 mm = 150 rpm
Amplitude 10 mm = 220 rpm
Amplitude <8 mm = 300 rpm

Calculation of Results
The standard curve can be established manually as follows:
1. Determine the mean CPM for each pair of tubes (double determination).

2. Divide the mean CPM of each standard (B) by the mean CPM of the highest standard (Bmax) and
multiply by 100 in order to obtain the percentage of relative binding (%B/Bmax) for each standard.

3. On semi-log paper, plot the relative binding of each standard (%B/Bmax) on the Y-axis versus the
corresponding concentrations (IU/mL) on the X-axis.

4. Sample concentrations (IlU/mL) can be read directly off the standard curve from their
corresponding relative binding (%B/Bmax).

If the radioactivity measured is above that of the highest standard, the samples must be diluted with
the diluent and tested again. With diluted samples the actual serum concentration and the appropriate
dilution factor have to be established. An example of a standard curve is given in the QC report. This
curve must not be used for the calculation of unknown samples.

The instrumental calculation of radio-immunological measured values is performed using a spline
approximation.

Quality Control
Observe the quality control guidelines for medical laboratories.

Validity and precision of the results should be checked with control sera or pool sera prepared by the
laboratory.

The control included with the kit is well suited for in-house quality control in the laboratory. This control
should be simultaneously tested with each test run and treated like patient samples.

The range of concentrations of each control is reported on the certificate of analysis and indicates the
limits established by DiaSorin for control values that can be obtained in reliable assay runs.
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Interpretation of the Results
In healthy men and non-pregnant women (n=63) AFP values do not rise above 6 IU/mL
(95" percentile). Elevated levels point to neoplastic activity.

During pregnancy, the AFP concentrations in the maternal serum rise until they reach a maximum
between the 28th and 32nd week of pregnancy. After week 32 a fall in values is observed.

AFP levels outside the reference range are indicative of fetal damage. Elevated AFP concentrations
indicate a neural tube defect. The serum findings are verified by AFP determination in the amniotic
fluid.

Based on healthy, pregnant women, the following values for serum and amniotic fluid** have been
evaluated for the IRMA - mat® AFP assay:

Normal AFP values in early pregnancy

Week of gestation AFI? in maternal serum AFP i_n amniotic fluid**

(Median IU/mL) (n*) (Median IU/mL) (n*)
15 26.7 236 17,083 15
16 28.0 236 14,679 107
17 34.1 236 12,532 135
18 38.4 236 10,075 106
19 41.9 236 8,381 37
20 60.0 236 6,877 24

** Values for amniotic fluid have been evaluated with the LIAISON® AFP assay. As both assays use the same
antibodies, the values determined using the LIAISON® AFP can be considered standard values.

Since AFP values may vary depending on the laboratory method used, each laboratory should
establish its own reference range.

Limitations of the Procedure
Patients with carcinomas may also exhibit AFP values within the normal range.

AFP concentrations may in comparison be elevated in the case of benign diseases such as cirrhosis of
the liver, hepatitis or tyrosinaemia (8). For this reason AFP determination is most suitable for
therapeutic monitoring or during follow-up and for confirmation of histological results. The AFP assay
should not be used as the only criterion for tumour screening.

Since no data on the diagnosis of Down’s syndrome has been ascertained with IRMA-mat® AFP, the
assay is not recommended for use in triple screening.

All tests, in which antigen is incubated together with labelled antibodies and immobilised antibodies in
a liquid phase, bear the risk that undiluted samples containing extremely high concentrations of the
antigen, will give measuring values below those of the highest standard. In case of the IRMA-mat®
AFP, this phenomenon is observed at concentrations exceeding 30,000 IU/mL. If such values are
suspected, measurement should be repeated after further dilution (e.g. by factors 10, 100, 1000) of the
specimen.

HAMA

Patient samples containing human anti-mouse antibodies (HAMA) may give falsely elevated or
decreased values. Although HAMA-neutralising agents are added, extremely high HAMA serum
concentrations may occasionally influence results. These samples should not be used for the IRMA-
mat® AFP assay.
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Analytical Data

Calibration

IRMA-mat® AFP has been calibrated using the Reference Standard MRC 72/225.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)
11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP

Measuring range

Measuring range is 2 - 600 IU/mL.

High-dose hook

No high-dose hook effect was observed for AFP concentrations up to 30,000 1U/mL.

Precision

Intra-assay Inter-assay
Mean value Ccv Mean value Ccv
(IlU/mL) (%) n= (IU/mL) (%) n=
19 2.6 11 11 6.9 11
99 2.8 11 106 4.5 11
338 1.8 11 170 4.2 11

Analytical sensitivity

The lower detection limit is < 2.0 IU AFP/mL. This detection limit is defined as a value exceeding the
zero standard by three standard deviations; it is the lowest AFP concentration that can be
differentiated from zero with statistical significance.

Specificity
No cross-reactivities with mitomycin-C, doxorubicin or fluorouracil in therapeutic ranges were found.
Dilution

A patient’s serum was diluted with diluent and then measured. The measured values were compared
with expected values obtained from linear regression.

Original concentration: 457.5 IU/mL

Measured value Expected value Recovery
Dilution (IU/mL) (IU/mL) (%)
1:1.25 368 366 101
1:25 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109
Recovery

A patient’s serum with low AFP content was spiked with different amounts of AFP and then measured.
Original concentration: 3.4 IU/mL

Measured value Expected value Recovery
(IlU/mL) (IlU/mL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98

APMO0107; 34665

6/49



DiaSorin Inc.
DaSo B 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285,
ENAO Y Stijwater, MN 55082-0285 U.S.A.
Phone: 651-439-9710 - Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP Istruzioni per 'uso
REF 324.471 100 dosaggi Italiano
Solo per uso professionale!

Uso previsto

Test in vitro per la determinazione quantitativa dell’alfa-fetoproteina (AFP) nel siero umano e nel liquido
amniotico durante il controllo della gravidanza e nella terapia postoperatoria di pazienti affetti da tumore.
Le prestazioni metodologiche del kit non sono state definite nella diagnosi della trisomia 21.

Riepilogo e spiegazione del test

L’alfa-fetoproteina & una glicoproteina ad alto peso molecolare (circa 68.000), formata da una singola
catena polipeptidica. L’AFP, appartenente al gruppo delle proteine oncofetali, viene sintetizzata dal
sacco vitellino e dal fegato del feto.

La presenza di AFP si determina in oncologia, nei carcinomi epatici (1,5) e nei tumori delle cellule
germinali (3,6,7) (tumori dei testicoli non seminomatosi, tumori del seno endodermico delle ovaie) e nel
controllo della gravidanza (2,4). Nel corso della gravidanza i livelli del’lAFP nel sangue materno
aumentano continuamente. Una volta raggiunto il picco massimo tra la 28a e la 32a settimana di
gestazione, il valore tende a decrescere fino a raggiungere bassi valori alla nascita. Nel liquido amniotico
il picco massimo viene raggiunto verso la 13a - 15a settimana di gestazione. Livelli sierici elevati di AFP
allinizio della gravidanza sono indicativi della presenza di difetti del tubo neurale (spina bifida,
anencefalia).

Il dosaggio della AFP sierica nel controllo del decorso e della terapia di pazienti con carcinoma, fornisce
utili indicazioni riguardo al successo del trattamento e alla comparsa di recidive.

Principio del dosaggio

Dosaggio immunoradiometrico, basato sul “principio sandwich”. Per il rivestimento della fase solida
(provetta sensibilizzata) e per il tracciante il test impiega due differenti anticorpi monoclonali altamente
specifici.

L’anticorpo della fase solida e il tracciante reagiscono contemporaneamente con I'AFPpresente in
standard e campioni. Il materiale non legato & rimosso mediante una fase di lavaggio. Successivamente
alla rimozione mediante lavaggio del tracciante libero, la radioattivita legata alla parete della provetta
viene misurata con un contatore gamma a scintillazione.

CONTENUTO
Numero di dosaggi 100
Anticorpi anti-AFP marcati con '?°| (tracciante), monoclonale (topo), rosso 33 mL
Attivita (kBq / uCi) <424 /11.5
7 Standard A-G (0,6 mL) in sieroalbumina umana, 1 set
(L'esatta concentrazione € riportata sull'etichetta di ogni flacone)
Diluente (0 IU/mL) in tampone fosfato (concentrato) 2x11 mL
Provette per il saggio, sensibilizzate con anticorpi anti-AFP, monoclonali (topo) 2x50
Controllo, umano, liofilo. 0,6 mL
Report del controllo di qualita 1
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Materiali richiesti ma non forniti

- Micropipette (25 pL, 300 yL) con puntali in plastica monouso

- Agitatore vortex

- Apparecchiatura manuale o automatica per il lavaggio con dispositivo di aspirazione
- Agitatore orizzontale

- Contatore gamma a scintillazione

- in alternativa un analizzatore di laboratorio automatico idoneo, se disponibile

- Provette in polistirene non sensibilizzate per la diluizione di sieri e controlli

- Acqua purificata

Avvertenze e precauzioni

Reagenti contenenti materiale di provenienza umana
Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto & stata testata con
una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva per la presenza di HBsAg,
anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi metodi sono estremamente accurati, non &
garantita la localizzazione di tutte le unita infette. Questo prodotto pud inoltre contenere altro materiale
di provenienza umana per il quale non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test
approvata pud offrire garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C
(HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di provenienza
umana deve essere trattato in conformita con le buone pratiche di laboratorio adottando le precauzioni
appropriate come descritto nei manuali dei Centers for Disease Control and Prevention/National
Institutes of Health, “Biosafety in Micro-biological and Biomedical Laboratories,” quarta edizione,
Maggio 1999 o edizione corrente.

Reagenti contenenti iodio-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 11.5 uCi (424 kBq) di iodio-125. Adottare
precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione, la manipolazione e lo
smaltimento di questo materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da
personale medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e
unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la somministrazione interna o
esterna del materiale, o di radiazioni da esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso,
la conservazione, I'uso e il trasferimento sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear
Regulatory Commission statunitense dello stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo per
I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area specificatamente
designata.
L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale autorizzato.
Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.
Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con detergente
alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti in vetro usati devono
essere accuratamente risciacquati con acqua prima di lavarli con altri oggetti in vetro del
laboratorio.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, l'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle
condizioni della licenza specifica.
AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della California per
provocare cancro.
ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud essere
leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e sull'etichetta della fiala di
tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante indicano la quantita effettiva di radioattivita
alla data di calibrazione, mentre il materiale informativo della confezione indica la radioattivita teorica
del kit.

akrhoeDN
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Reagenti contenenti sodio azide

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide puo reagire con
componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche altamente esplosive. Al momento dello
smaltimento, lavare con abbondante acqua al fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori
informazioni, consultare “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” nel
manuale Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la Prevenzione
delle malattie di Atlanta, GA, 1976.

Preparazione dei reattivi

Portare a temperatura ambiente (18-25°C) e agitare bene i componenti del test prima del dosaggio
(evitare la formazione di schiuma).

I controlli devono essere aperti con attenzione e ricostituiti con 0,6 mL di acqua purificata (evitare la
formazione di schiuma). Verificare che venga sciolto anche il materiale liofilizzato aderente al tappo a vite.

Diluire 20 mL di diluente — concentrato con 100 mL di acqua purificata.
Conservazione dei reattivi

Conservare tutti i reattivi a 2-8°C. | reattivi sono stabili sino alla data di scadenza indicata sulla
confezione.

- Conservare i reattivi mantenendoli in posizione verticale

- Proteggere dalla luce diretta

Raccolta e conservazione dei campioni

- La raccolta dei campioni deve essere effettuata utilizzando procedure standard.
- Utilizzare siero; non sono note interferenze da plasma.

- Conservazione a una temperatura di 2 - 8°C: 24 ore

- Per periodi di conservazione prolungati, congelare i campioni a -20°C.

- | risultati del test non sono compromessi da campioni sottoposti a un ciclo di congelamento e
scongelamento.

- Se i campioni sono stati conservati, agitare bene prima dell’'uso (su vortex).
- Non utilizzare sieri agglutinati, lipemici, emolizzati, itterici o contaminati.
Interferenze

Non sono state rilevate interferenze sui risultati del test con concentrazioni di bilirubina
< 0,125 mg/mL; emoglobina < 500 mg/dL o trigliceridi < 12,5 mg/mL.

Note sulla procedura

- | singoli componenti del kit sono stati selezionati e combinati con la massima attenzione. In caso di
sostituzione o mescolanza di componenti di lotti differenti, il produttore non garantisce I'affidabilita
dei risultati. | numeri dei lotti dei singoli componenti sono specificati sulla parte inferiore della
confezione del kit.

- Rispettare la sequenza delle fasi della procedura di dispensazione indicate.
- Impostare il tempo di misurazione ad almeno 1 minuto.

- Non utilizzare questo kit dopo la data di scadenza indicata sulla confezione.
- Attenersi alle procedure del controllo di qualita usate nei laboratori medici.

- Evitare la contaminazione microbica dei reattivi.
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Svolgimento del test
Si raccomanda di dosare in duplicato standard e campioni.

Se si ipotizzano valori superiori alla concentrazione dello standard piu elevata, effettuare diluizione
dei campioni (ad es. con fattore di diluizione 10, 100, 1000).

I campioni di liquido amniotico devono sempre essere diluiti; per la diluizione nelle settimane di
gestazione fondamentali sotto il profilo diagnostico (16° -19% settimana) & sufficiente una diluizione
1:100 utilizzando il diluente contenuto nel kit. In casi patologici puo essere richiesta una diluizione con
fattore superiore (determinazioni parallele di diluizione 1:100 e 1:1000).

In alternativa all’esecuzione e alla valutazione manuale, sotto la responsabilita del laboratorio, €
possibile utilizzare anche un analizzatore automatico di laboratorio adeguato.

1. Distribuire 25 yL di standard, controllo o campione del paziente sul fondo di una provetta
sensibilizzata.

2. Aggiungere 300 uL di tracciante e agitare su vortex.

3. Incubare le provette per 3 ore (+ 5 min) a temperatura ambiente (18-25°C) su agitatore
orizzontale.*

4. Aspirare il liquido.
5. Lavare tutte le provette 3 volte con 2 mL di acqua purificata.
6. Misurare la radioattivita (CPM) presente in tutte le provette (minimo 1 min).

Distribuire 25 pL di standard, controllo o campione del paziente sul fondo di una
provetta

Aggiungere 300 pL di tracciante
Agitare

Incubare per 3 h (£ 5 min) a temperatura ambiente (18-25°C), su agitatore*
Aspirare

Lavare 3 volte con 2 mL di acqua purificata.

Misurare 1 min in contatore gamma a scintillazione

* Mantenere costanti le condizioni di agitazione!
Condizioni ottimali:

Ampiezza 20 mm = 150 rpm

Ampiezza 10 mm = 220 rpm

Ampiezza < 8 mm = 300 rpm

Calcolo dei risultati
La curva standard pu0 venire tracciata manualmente come segue:

1. Determinare il valore di CPM medio per ogni coppia di provette (determinazioni in duplicato)

2. Dividere i CPM medi di ogni singolo standard (B) per il CPM medio dello standard piu alto
(Bmax) e moltiplicare per 100 per ottenere la percentuale di legame relativo (%B/Bmax) per
ogni standard.

3. Riportare su carta semilogaritmica i legami relativi (%B/Bmax) di ogni singolo standard in
ordinata (asse Y) in funzione delle concentrazioni (IlU/mL) corrispondenti poste in ascissa
(asse X).

4. Leggere le concentrazioni dei campioni (IU/mL), direttamente sulla curva standard in base ai
rispettivi legami relativi (%B/Bmax).

In caso di campioni con radioattivita misurata superiore a quella dello standard piu elevata, diluirli
ulteriormente con il diluente e testarli nuovamente. Per la concentrazione finale di questi campioni diluiti si
dovra considerare il fattore di diluizione appropriato. Un esempio di curva standard & fornito sul report del
controllo di qualita. Tale curva non puo essere utilizzata per il calcolo di campioni non noti.

Il calcolo strumentale dei valori radio-immunologici misurati viene eseguito in base ad
un’approssimazione spline.
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Controllo di qualita
Attenersi agli procedure di controllo di qualita applicate nei laboratori medici.

L’esattezza e la precisione dei risultati dovranno venire verificate con sieri di controllo o pool di sieri
preparati dal laboratorio.

Il controllo contenuto nel kit &€ perfettamente idoneo per il controllo di qualita interno in laboratorio.
Questo controllo dovra essere testato simultaneamente con ciascuna esecuzione del test e trattato
come un campione del paziente.

Il range delle concentrazioni di ogni controllo & riportato sul certificato di analisi ed indica i limiti stabiliti
da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di analisi affidabili.

Interpretazione dei risultati
In uomini sani e in donne non gravide (n=63) i valori di AFP nel siero non aumentano oltre 6 IU/mL
(95%ile). Livelli piu elevati sono indicativi di attivita neoplastiche.

Nel corso della gravidanza le concentrazioni di AFP nel siero materno aumentano sino alla
28°-32° settimana. Nel periodo successivo della gestazione si riscontra una diminuzione dei valori.

Livelli di alfa-fetoproteina superiori all'intervallo di riferimento evidenziano anomalie fetali. Il risultato
ottenuto nel siero viene confermato anche mediante un dosaggio dell’AFP nel liquido amniotico.

Con donne gravide sane sono stati determinati i seguenti valori nel siero e nel liquido amniotico** per il
dosaggio IRMA® - mat AFP.

Valori normali di AFP all’inizio della gravidanza

Settimana di AFP nel siero materno AFP nel liquido amniotico**
gestazione (Media IU/mL) (n*) (Media IU/mL) (n*)

15 26,7 236 17 083 15

16 28,0 236 14 679 107

17 34,1 236 12 532 135

18 38,4 236 10 075 106

19 41,9 236 8 381 37

20 60,0 236 6 877 24

** | valori nel liquido amniotico sono stati stabiliti con il test LIAISON® AFP. Poiché vengono utilizzati gli stessi
anticorpi in entrambi i test, i valori determinati con il test LIAISON® AFP possono venire considerati come valori
indicativi.

Dal momento che i valori AFP possono variare in rapporto al metodo di laboratorio applicato, ogni
laboratorio dovra determinare propri intervalli di riferimento.

Limiti del dosaggio
Pazienti con carcinoma possono evidenziare anche valori AFP compresi nella norma.

In alcune patologie benigne come la cirrosi epatica, I'epatite o la tirosinemia, al contrario, possono
riscontrarsi livelli elevati di AFP (8). Pertanto il dosaggio dell’AFP risulta adeguato soprattutto per il
controllo della terapia, durante il trattamento e per la conferma dei reperti istologici. Il dosaggio
del’AFP non pud da solo venire impiegato come test per lo screening dei tumori.

Poiché con il dosaggio IRMA-mat® AFP non sono stati rilevati dati per la diagnosi della trisomia del
cromosoma 21, il test non & raccomandato per I'impiego nel Triplo test.

In tutti i test nei quali I'antigene viene incubato in fase liquida contemporaneamente con gli anticorpi
immobilizzati e con gli anticorpi marcati, & possibile che campioni contenenti concentrazioni
estremamente elevate dell’antigene, in sede di misurazione, forniscano valori al di sotto dello standard
piu alto. Nel dosaggio IRMA-mat® AFP cid si verifica a concentrazioni superiori a 30 000 IU/mL. Ove
vi siano dubbi si dovra ripetere la misurazione dopo un’ulteriore diluizione del campione (ad esempio
con fattore di diluizione 10, 100, 1000).
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HAMA

Campioni di pazienti contenenti anticorpi umani antimurini (HAMA), possono in linea di principio fornire
valori falsamente aumentati o diminuiti. Nonostante I'aggiunta nel saggio di agenti neutralizzanti gli
HAMA, non ¢ tuttavia possibile escludere con assoluta certezza un’influenza sui risultati del test.
Questi campioni non devono venire utilizzati per il saggio IRMA-mat® AFP.

Dati analitici

Calibrazione
Il saggio IRMA-mat® AFP é stato calibrato utilizzando lo standard di riferimento MRC 72/225 .
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)
11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP
Intervallo di misura
L’intervallo di misura € compreso tra 2 e 600 [U/mL.
Effetto gancio ad alte dosi
Non é stato osservato alcun effetto gancio (ad alte dosi) sino a una concentrazione di 30 000 1U/mL.
Precisione

Intra-saggio Inter-saggio
Valore medio (47 Valore medio cv
(IlU/mL) (%) n= (IU/mL) (%) n=
19 2,6 11 11 6,9 11
99 2,8 11 106 4,5 11
338 1,8 11 170 4,2 11

Sensibilita analitica

Il limite di rilevazione inferiore & inferiore a 2,0 I[U AFP/mL. Viene calcolato come il valore che si trova
tre deviazioni standard al di sopra dello zero; rappresenta la concentrazione minima di AFP misurabile
che pud essere distinta in modo statisticamente significativo dallo zero.

Specificita

Non sono state riscontrate reazioni crociate con mitomicina-C, doxorubicina e fluoruracile in intervalli
di impiego terapeutici.

Diluizione

Il siero di un paziente € stato diluito con il diluente e successivamente misurato. | valori misurati sono
stati confrontati con i valori attesi ottenuti dalla regressione lineare.

Concentrazione iniziale: 457,5 IlU/mL

Valore misurato Valore misurato Recupero
Diluizione (IU/mL) (IU/mL) (%)
1:1,25 368 366 101
1:2,5 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109

Recupero

Al siero di un paziente con basso contenuto di AFP sono state aggiunte diverse concentrazioni di AFP
quindi ne é stato calcolato il recupero.

Concentrazione iniziale: 3,4 IU/MI

Valore misurato Valore atteso Recupero
(IU/mL) IU/mL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98
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DiaSorin Inc.

DaSo M 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285,
ENO R Siillwater, MN 55082-0285 U.S.A.

Phone: 651-439-9710 - Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP Informations sur I'utilisation
REF 324.471 100 tests Francais
Pour usage professionnel uniquement!

But du dusage

Test in vitro pour la détermination quantitative de I'alpha-faetoprotéine (AFP) dans le sérum humain et
dans le liquide amniotique lors du contrdle de la grossesse et pendant le post-traitement des patients
atteints de tumeurs. Les caractéristiques du dosage ne sont pas définies pour le diagnostic de la
trisomie 21.

Résumé et explication du test

L’alpha-feetoprotéine est une glycoprotéine macromoléculaire (pm d’environ 68.000), se composant
d’'une chaine polypeptidique unique. L’AFP se forme dans le sac vitellin et dans le foie foetal et fait
partie du groupe des protéines oncofcetales.

Le test AFP est effectué en oncologie en cas de cancers des cellules du foie (1, 5) et de tumeurs des
cellules du gamete (3, 6, 7) (tumeurs non séminomateuses des testicules, tumeur endodermique de
l'ovaire) et pendant le contrdle de la grossesse (2, 4). Pendant la grossesse, les valeurs d’AFP
augmentent de maniére continue dans le sang maternel. Aprés avoir atteint un maximum dans la
28°M°-32°™ semaine de grossesse, ces valeurs redescendent jusqu'a la naissance. Dans le liquide
amniotique, le maximum est atteint au cours de la 13°"°-15°™ semaine de grossesse. L’augmentation
des concentrations d’AFP au stade initial de la grossesse indique des anomalies au niveau du tube
neural (spina bifida, anencéphalie).

Dans le cadre du suivi et du contréle thérapeutique des patients atteints de cancer, la détermination
de I'AFP dans le sérum fournit des indications importantes sur la réussite d’un traitement, ainsi que sur
I'apparition de récidives.

Principe du dosage

Dosage immunoradiométrique basé sur le «principe du sandwich». Deux anticorps monoclonaux
hautement spécifiques différents sont utilisés pour le revétement de la phase solide (tubes revétus) et
pour le traceur.

L’anticorps du revétement et I'anticorps du traceur réagissent au cours d’'une méme phase de réaction
avec la AFP provenant d’étalons et d’échantillons. Le matériel non lié est supprimé dans une phase de
lavage. Apres le lavage du traceur libre, la radioactivité liée a la paroi du tube est mesurée (compteur
a scintillations gamma).

CONTENU
Tests 100
Anticorps anti-AFP marqués a I''?| (traceur), monoclonal (souris), rouge 33 mL
Activité (kBq / pCi) <424 /11.5
7 étalons A-G (0,6 mL) dans sérum albumine humain 1 série
(La concentration exacte est indiquée sur I'étiquette de chaque flacon)
Diluant (0 Ul/mL) dans tampon phosphate (concentré) 2x 11 mL
Tube, revétu d’anticorps anti-AFP, monoclonal (souris) 2 x50
Contréle, humain, lyophile 0,6 mL
Rapport de contréle de qualité 1
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Matériel nécessaire, mais non fourni

- Micropipettes (25 uL, 300 yL) a embouts en plastique jetables

- Mélangeur vortex

- Appareil de lavage manuel ou automatique avec dispositif d’aspiration

- Secoueur horizontal

- Compteur a scintillations gamma

- Ou robot de laboratoire appropri€, si disponible

- Tubes en polystyréne non revétus pour la dilution de sérums et contréles
- Eau purifiée

Précautions

Réactifs contenant des produits d’'origine humaine
Traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé par une
méthode agréée par la FDA et s'est avéré non réactif en présence de HBsAG, d'anticorps anti-VHC et
d'anticorps anti-VIH1/2. Méme si ces méthodes sont extré-mement précises, elles ne garantissent pas
la détection de tous les dons infectés. Ce produit peut également contenir d'autres produits d'origine
humaine pour lesquelles il n'existe aucun test agréé. Comme aucune méthode de test connue ne peut
offrir I'assurance compléete de I'absence du virus de I'hépatite B (HBV) de I'hépatite C (HCV), du virus
de limmunodéficience humaine (VIH) ou d'autres agents infectieux, tous les produits d'origine
humaine doivent étre manipulés conformément aux bonnes pratiques de laboratoire en prenant les
précautions appropriées décrites dans le document U.S. Centers for Disease Control and
Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories,” 4 mai 1999 ou derniéere édition.

Réactifs contenant de I'iode 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 11.5 uCi (424 kBq) d'iode-125. Les
précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre utilisées pour la
conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence
générale :
Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des
laboratoires cliniques, des hopitaux, des vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la
pratique de médecine vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hdpitaux, et uniquement pour des
analyses cliniques ou de laboratoire in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du
produit, ni par rayonnement, a I'homme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son
utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de I'U.S. Nuclear
Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un accord pour l'exercice de
l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'acces aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis la laver a
I'aide d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de décontamination radioactive.
Tout article de verre utilisé doit étre entierement lavé a I'eau avant de laver les autres articles
de verre du laboratoire.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence
spécifique :
La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets aux
réglementations et conditions de votre licence spécifique.
AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de Californie comme
étant cancérigéne.
ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre Iégerement différente de
celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon du traceur. Les étiquettes de
la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de radioactivité a la date de calibrage, alors
que la notice d'utilisation indique la radio-activité théorique de la trousse.

abkobd
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Réactifs contenant du nitrure de sodium

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent du nitrure de sodium. Le nitrure de
sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des azotures ultra-explosifs.
Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher I'accumulation de nitrure. Pour plus
d'informations, consulter “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” dans le
manuel Guide-Safety Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA,.

Préparation des réactifs

Avant de commencer le test, amener les composants du test a température ambiante (18-25°C) et
bien les mélanger. (Eviter la formation de mousse.)

Ouvrir délicatement le controle et le reconstituer avec 0,6 mL d’eau purifiée (Eviter la formation de
mousse.) Veiller a dissoudre en méme temps le matériel lyophilisé adhérant aux capuchons de
fermeture.

20 mL de diluant — Diluer le concentré avec 100 mL d’eau purifiée.

Stockage des réactifs

Contréle reconstitué. 1 semaine a 2-8°C ou 4 semaines a -20°C.

Stocker tous les autres réactifs a 2-8°C. lls peuvent se conserver jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'emballage.

- Stocker debout.

- Conserver a I’abri de lumiére directe.

Prélévement et stockage des échantillons
- Prélever les échantillons selon les prescriptions en vigueur.

- Matériel pour échantillons: sérum; liquide amniotique. Aucune perturbation connue due au plasma.
- Stockage a 2-8°C. 24 h

- Pour conserver les échantillons sur une période prolongée, les congeler a -20°C.

- Un cycle unique de congélation et décongélation n’a aucun impact sur les résultats du test.

- Mélanger soigneusement les échantillons stockés avant de les utiliser (mélangeur vortex).

- Ne pas utiliser des sérums agglomeérés, lipémiques, hémolysés, ictériques ou contaminés.

Interferents

Aucune interférence n’a été décelée sur les résultats du test par la biluribine < 0,125 mg/mL,
I’'hémoglobine < 500 mg/dL ou le triglycéride < 12,5 mg/mL.

Conseils pour I’exécution du test

- Les composants de la trousse sont parfaitement adaptés les uns aux autres. En cas de
remplacement ou mélange de composants de différentes charges, le fabricant ne garantit plus la
fiabilité des résultats. Les numéros de charges des composants originaux sont repris sur le fond de
I'emballage de la trousse.

- Respecter impérativement le mode opératoire.

- Régler la durée de mesure sur 1 minute minimum.

- Ne plus utiliser cette trousse apres la date de péremption indiquée sur 'emballage.
- Respecter les directives pour exécuter le contréle de qualité en laboratoire médical.
- Eviter toute contamination microbienne des réactifs.
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Mode opératoire
Il est recommandé de déterminer les étalons et les échantillons en doublets.

Si des valeurs sont susceptibles de dépasser les étalons maximum, les échantillons devront étre
dilués avec le diluant (facteur de dilution, par exemple 10, 100, 1000).

Les échantillons de liquide amniotique doivent toujours étre dilués, une dilution de 1:100 avec le
diluant fourni dans la trousse étant suffisante au cours des semaines de grossesse capitales pour le
diagnostic (16°™°~19°™ semaine). Dans les cas pathologiques, un rapport de dilution supérieur peut
se révéler nécessaire. (Tests paralléles de dilution a 1/100 et 1/1000.)

Pour I'exécution et I'évaluation manuelles du test, on peut également utiliser un robot de laboratoire
approprié, sous la responsabilité du laboratoire.

1. Pipeter 25 yL d’étalon, de contréle ou d’échantillon dans le fond d’un tube revétu.
2. Ajouter 300 pL de traceur et bien mélanger (mélangeur vortex).

3. Laisser incuber les tubes pendant 3 h (x 5 min) a température ambiante (18-25°C) sur un
secoueur horizontal.*

4. Aspirer le liquide.
5. Laver tous les tubes 3 x avec 2 mL d’eau purifiée.
6. Mesurer la radioactivité (CPM) dans tous les tubes (minimum 1 min.).

25 uL d’étalon, contréle ou échantillon des patients a pipeter dans le fond d’'un tube.
300 pL de traceur a ajouter.
Mélanger.
3 h (£ 5 min) a laisser incuber a température ambiante (18-25°C), sur le secoueur.®
Aspirer.
3x2mL Laver avec de I'eau purifiée.
1 min de mesurage (compteur a scintillations gamma).

* Maintenir les conditions de secouage constantes!
Conditions optimales:

Amplitude 20 mm = 150 rpm

Amplitude 10 mm = 220 rpm

Amplitude <8 mm = 300 rpm

Evaluation
La courbe d’étalonnage peut étre établie manuellement comme suit.
1. Détermination de la valeur CPM moyenne pour chaque paire de tubes (détermination en doublets)

2. Diviser les valeurs CPM moyennes de chaque étalon (B) par la valeur CPM moyenne de I'étalon
maximum (Bmax) et multiplier par le facteur 100, pour obtenir la liaison relative en pour cent
(%B/Bmax) pour chaque étalon.

3. Reporter les liaisons relatives (%B/Bmax) de tous les étalons (axe des Y), en fonction des
concentrations correspondantes (Ul/mL) (axe des X) sur du papier semi-logarithmique.

4. Les concentrations des échantillons (Ul/mL) peuvent étre calculées directement sur la courbe
d’étalonnage au moyen de leurs liaisons relatives (%B/Bmax).

Si la radioactivité calculée est supérieure a celle de I'étalon maximum, les échantillons devront étre
dilués a l'aide du diluant et retestés. La concentration effective en sérum des échantillons dilués doit
étre calculée selon le facteur de dilution. Un exemple de courbe d’étalonnage figure sur le rapport de
controle de qualité. Cette courbe ne peut en aucun cas étre utilisée pour calculer des échantillons
inconnus.

Le calcul par instruments de valeurs de mesure radio-immunologiques s’effectue au moyen d’une
approximation spline.
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Controle de qualité
Respecter les directives pour exécuter le contrdle de qualité en laboratoire médical.

Utiliser des sérums de contrdle ou des sérums du laboratoire pour contréler I'exactitude et la précision
des résultats.

Le contrdle fourni dans la trousse est bien adapté pour le contréle de qualité en laboratoire. Il doit étre
utilisé pour chaque determination et traité comme chaque échantillon du patient.

La plage de concentrations pour chaque controle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique
les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de contréle qui peuvent étre obtenues dans des
séries analytiques fiables.

Interprétation des résultats

Chez les hommes sains et les femmes non enceintes (n=63), les valeurs d’AFP dans le sérum ne
dépassent pas 6 Ul/mL (95°™ pourcentile). Des valeurs plus élevées indiquent des activités
néoplastiques.

Pendant la grossesse, les concentrations d’AFP augmentent dans le sérum humain jusqu’a la
28°™°-32°™ semaine de grossesse. On observe ensuite une diminution des valeurs.

Des valeurs d’AFP supérieures a lintervalle de référence indiquent une détérioration du feoetus.
Le résultat du sérum est controlé par la détermination de I'AFP dans le liquide amniotique.

Les valeurs suivantes ont pu étre déterminées dans le sérum et le liquide amniotique** de femmes
saines, enceintes, pour 'lRMA® - mat AFP.

Valeurs normales de I’AFP au stade initial de la grossesse

Semaine de AFP dans le sérum humain AFP dans le liquide amniotique**
grossesse (Ul/mL moyen) (n*) (Ul/mL moyen) (n¥)

15 26,7 236 17 083 15

16 28,0 236 14 679 107

17 34,1 236 12 532 135

18 38,4 236 10 075 106

19 41,9 236 8 381 37

20 60,0 236 6 877 24

** Les valeurs du liquide amniotique ont été calculées a 'aide du test LIAISON® AFP. Les mémes anticorps ayant
été utilisés dans les deux tests, les valeurs calculées a I'aide du test LIAISON® AFP peuvent étre considérées
comme des valeurs indicatives.

Etant donné que les valeurs d’AFP peuvent varier en fonction de la méthode de laboratoire, chaque
laboratoire doit établir on propre de référence.

Limitations du procédé

Les patients atteints de cancers peuvent présenter des valeurs d’AFP situées dans la fourchette
normale.

En cas de maladies bénignes comme la cirrhose du foie, I'hépatite ou la tyrosinémie, en revanche, les
valeurs d’AFP peuvent étre supérieures (8). C’est la raison pour laquelle le test AFP convient surtout
pour le contréle thérapeutique aprés ou pendant le traitement et pour la confirmation des résultats
histologiques. Le dosage AFP a lui seul ne peut pas étre utilisé pour le tumor screening.

Le dosage IRMA-mat® AFP ne permettant de recueillir aucune donnée pour le diagnostic de la
trisomie 21, le test n'est pas recommandé pour le triple screening.

Dans tous les tests, au cours desquels I'antigene est incubé dans une phase liquide en méme temps
que des anticorps immobilisés et des anticorps marqués, il est possible que des échantillons
contenant des concentrations extrémement élevées d’antigéne donnent, lors du mesurage, des
valeurs inférieures a I'étalon maximum. Avec 'lRMA-mat® AFP, ce phénomene se produit a des
concentrations supérieures a 30 000 Ul/mL. En cas de doute, la mesure devra étre répétée aprés
avoir dilué davantage I'échantillon (par exemple d’un facteur 10, 100, 1000).
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HAMA

Les échantillons des patients qui contiennent des anticorps humains antisouris (HAMA) peuvent en
principe donner des valeurs faussement supérieures ou inférieures. Des substances neutralisant
'HAMA ont été ajoutées au test. Il n’est toutefois pas exclu une influence sur les résultats du test pour
échantillons avec HAMA trés élevés. Ces échantillons ne peuvent pas étre utilisés pour 'IlRMA-mat®
AFP.

Données analytiques

Calibrage

L'IRMA-mat® AFP a été calibré a l'aide de I'étalon de référence MRC 72/225.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)

11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP
Intervalle de mesure
La plage de mesure est de 2-600 Ul/mL.
Effet crochet a doses élevées
Un effet crochet n'a pas été observé qu’'a des concentrations supérieures a 30.000 Ul/mL.

Fidélité
Intra-essai Inter-essai
Valeur moyenne Ccv Valeur moyenne Ccv
(Ul/mL) (%) n= (Ul/mL) (%) n=
19 2,6 11 11 6,9 11
99 2,8 11 106 4,5 11
338 1,8 11 170 4,2 11

Sensibilité analytique
La limite de détection minimale est inférieure a 2,0 Ul d’AFP/mL. Cette limite de détection est définie

comme une valeur se situant trois écarts types au-dessus de zéro et est la concentration d’AFP
minimale que I'on a pu distinguer de zéro.

Spécificité
Aucune interaction n’a été observée avec la mitomycine-C, la doxorubicine et le flourouracil en
application thérapeutique.

Dilution

Un sérum patient a été dilué avec le diluant et mesuré. Les valeurs de mesure ont été comparées
avec les valeurs théoriques obtenues par la régression linéaire.

Concentration initiale. 457,5 Ul/mL

Valeur de mesure Valeur théorique Récupération
Dilution (Ul/mL) (Ul/mL) (%)
1:1,25 368 366 101
1:25 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109
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Récupération

Un sérum d’un patient avec une concentration basse de AFP a été enrichi de diverses quantités d’AFP

et mesuré.
Concentration initiale. 3,4 Ul/mL

Valeur mesuré

Valeur théorique

Récupération

(UI/mL) (UmL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98
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DiaSorin Inc.
DaSo B 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285,
ENAO Y Stijwater, MN 55082-0285 U.S.A.
Phone: 651-439-9710 - Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP Gebrauchsinformation
REF 324.471 100 Bestimmungen Deutsch
Nur fir den Gebrauch durch Fachpersonal!
Anwendung

In vitro Test zur quantitativen Bestimmung von Alpha-Fetoprotein (AFP) in Humanserum und
Fruchtwasser in der Schwangerschaftsiberwachung und wahrend der Nachsorge von
Tumorpatienten. Die Testmerkmale sind nicht fir die Diagnostik der Trisomie 21 bestimmt worden.

Zusammenfassung und Erldauterung des Tests

Das Alpha-Fetoprotein ist ein hochmolekulares Glykoprotein (MG ca. 68.000), das aus einer einzigen
Polypeptidkette besteht. AFP wird im Dottersack und in der fetalen Leber gebildet und gehért zur
Gruppe der onkofetalen Proteine.

AFP wird bestimmt in der Onkologie bei Leberzellkarzinomen (1,5) und Keimzelltumoren (3,6,7)
(nichtseminomatése Hodentumoren, endodermaler Sinustumor des Ovars) und in der
Schwangerschaftsiiberwachung (2,4). Wahrend der Schwangerschaft steigt der AFP-Spiegel im
mutterlichen Blut kontinuierlich an. Nach Erreichen eines Maximums in der 28.-32.
Schwangerschaftswoche (SSW) fallt er bis zur Geburt wieder ab. Im Fruchtwasser liegt das Maximum
um die 13.-15. SSW. Erhéhte AFP-Konzentrationen in der Frihschwangerschaft weisen auf
Neuralrohrdefekte hin (Spina bifida, Anencephalie).

Die Serum-AFP Bestimmung liefert in der Verlaufs- und Therapiekontrolle von Karzinompatienten
wichtige Hinweise Uber den Erfolg einer Behandlung sowie iber das Auftreten von Rezidiven.

Testprinzip

Immunradiometrischer Assay, dem das “Sandwich-Prinzip” zugrundeliegt. Fur die Beschichtung der
Festphase (Coated Tube) und fir den Tracer werden zwei verschiedene hochspezifische monoclonale
Antikorper verwendet.

Beschichtungs-Antikdrper und Tracer-Antikdrper reagieren in einem Reaktionsschritt mit dem AFP aus
Standard und Probe. Ungebundenes Material wird in einem Waschschritt entfernt. Nach dem
Auswaschen von freiem Tracer wird die an die Réhrchenwand gebundene Radioaktivitdt gemessen
(Gammaszintillationszahler).

CONTENTS
Bestimmungen 100
'25_Antikorper-anti-AFP (tracer), monoclonal (Maus), rot 33 mL
Aktivitat (kBq / pCi) <424 /11.5
7 Standards A-G (0,6 mL) in Humanserumalbumin, 1 set
(Die genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen angegeben)
Diluent (0 IU/mL) in Phosphatpuffer (Konzentrat) 2x11 mL
Testrohrchen, beschichtet mit Antikorpern-anti-AFP, monoclonal (Maus) 2 x50
Kontrolle, human, lyophil. 0,6 mL
Qualitatskontrollbericht 1
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Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien

- Mikropipetten (25 pL, 300 pL) mit Einwegplastikspitzen

- Vortex-Mischer

- Manuelles oder automatisches Waschgerat mit Absaugvorrichtung

- Horizontalschuttler

- Gammaszintillationszahler

- Alternativ ein geeigneter Laborautomat, falls verfiigbar

- Unbeschichtete Polystyrenréhrchen fiir die Verdiinnung von Seren und Kontrollen
- Gereinigtes Wasser

VorsichtsmaBnahmen

Reagenzien mit Material humanen Ursprungs
Dieses Produkt ist als potenziell infektios zu behandeln.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw. Plasma-spendeeinheiten wurden
nach einer von der FDA der USA genehmigten Methode getestet und flr nicht reaktiv auf das
Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikérper (HCV) und Antikorper fur HIV-1/2
befunden. Obwohl diese Methode &auflerst genau ist, bietet sie keine Gewahr dafiir, dass alle
infizierten Einheiten identifiziert werden kénnen. Dieses Produkt kann auch Material humanen
Ursprungs enthalten, fiir welches es noch kein genehmigtes Testverfahren gibt. Da keine der zur Zeit
bekannten Testmethoden absolute Gewahr fir den Ausschluss des Hepatits-B-Virus (HBV), des
Hepatitis-C-Virus (HCV), des Aids-Virus (HIV) oder anderer Infektionserreger bieten kann, sind alle
Produkte mit Komponenten humanen Ursprungs unter Einhaltung guter Laborpraktiken und
entsprechender Vorsichtsmalinahmen laut Empfehlungen des Leitfadens der Centers for Disease
Control and Prevention/National Institutes of Health: “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories”, 4. Auflage, Mai 1999, oder aktuelle Auflage, als potenziell infektiose Substanzen zu
behandeln.

Reagenzien mit Jod-125

Dieses Kit enthdlt radioaktives Material mit hochstens 11.5 uCi (424 kBq) Jod-125. Bei
der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende VorsichtsmalRnahmen
und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fur Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt
Folgendes:

Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten,
veterinarmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenhausern und nur fur klinische
In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt des
Materials oder seiner Strahlung mit Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb,
Besitz, Verwendung und Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz
der US Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit dem diese Behérde ein Abkommen zur
Austiibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten Bereich zu
beschranken.
Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.
Verschittetes Material aufwischen und den Bereich anschlieBend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationsldsung wischen. Alle benutzten
Glasbehalter grindlichst mit Wasser spulen, bevor sie zusammen mit anderen Laborbehaltern aus
Glas ausgewaschen werden.
Fur Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt
Folgendes:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den
Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

arwd

VORSICHT: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-Bundesstaates
Kalifornien krebserregend ist.
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WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitdt kann von der auf dem
Etikett des Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett
des Kartons als auch das Etikett des Tracer-Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der
Radioaktivitat am Kalibrationsdatum an, wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat
des Kits angibt.

Reagenzien mit Natriumazid

ACHTUNG: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid, das ggf. mit Blei- oder
Kupferleitungen reagieren und héchst explosive Metallazide bilden kann. Zur Entsorgung mit reichlich
Wasser nachspulen, um Azidbildung zu vermeiden. Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts” des Handbuches “Safety
Management” Nr. CDC-22, heraus-gegeben von den Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, Georgia, 1976.

Vorbereitung der Reagenzien

Testkomponenten vor Testbeginn auf Raumtemperatur (18-25°C) bringen und gut durchmischen.
(Schaumbildung vermeiden).

Die Kontrolle vorsichtig 6ffnen und mit 0,6 mL gereinigtes wasser rekonstituieren. (Schaumbildung
vermeiden). Darauf achten, dass an den Verschlusskappen anhaftendes lyophilisiertes Material mit
aufgeldst wird.

20 mL Diluent - Konzentrat mit 100 mL gereinigtes wasser verdiinnen.
Lagerung der Reagenzien
Rekonstituierte Kontrolle: 1 Woche bei 2-8°C oder 4 Wochen bei — 20°C.

Alle anderen Reagenzien bei 2-8°C lagern. Sie sind bis zu dem auf der Packung angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

- Aufrecht stehend lagern

- Vor direkter Lichteinwirkung schiitzen

Probengewinnung und -lagerung

- Die Probengewinnung ist gemafR den Standardvorschriften durchzuflhren.

- Probenmaterial: Serum; Fruchtwasser. Stérungen durch Plasma sind nicht bekannt.
- Lagerung bei 2 - 8°C: 24 h.

- Fir eine langere Aufbewahrung Proben bei -20°C einfrieren.

- Einmaliges Einfrieren und Auftauen hat keinen Einfluss auf die Testergebnisse.

- Gelagerte Proben vor Verwendung griindlich durchmischen (Vortex-Mischer).

- Verklumpte, lipdmische, hamolytische, ikterische oder kontaminierte Seren sollen nicht verwendet
werden.

Storeinfliisse

Es wurden keine Stéreinflisse auf die Testergebnisse durch Bilirubin < 0,125 mg/mL; Hamoglobin
< 500 mg/dL oder Triglyceride < 12,5 mg/mL beobachtet.

Durchfiihrungshinweise

- Die einzelnen Komponenten des Kits sind optimal aufeinander abgestimmt. Beim Austausch oder
Mischen von Komponenten verschiedener Chargen gewahrleistet der Hersteller die Zuverlassigkeit
der Ergebnisse nicht mehr. Die Chargen-Nummern der Originalkomponenten sind auf der Unterseite
der Kitpackung aufgelistet.

- Angegebene Reihenfolge der Pipettierschritte unbedingt beachten.

- Die Messzeit auf mindestens 1 Minute einstellen.

- Dieses Testbesteck nach dem auf der Packung angegebenen Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

- Die Richtlinien zur Durchfihrung der Qualitatskontrolle in medizinischen Laboratorien beachten.

- Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden.
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Testdurchfiihrung
Es wird die Doppelbestimmung von Standards und Proben empfohlen.

Sind Werte oberhalb des hochsten Standards zu erwarten, sollten die Proben mit Diluent verdiinnt
werden (Verdinnungsfaktor z.B. 10, 100, 1000).

Fruchtwasserproben missen stets verdinnt werden, wobei in den diagnostisch wesentlichen
Schwangerschaftswochen (16.-19. Woche) eine 1:100-Verdinnung mit dem im Kit enthaltenen Diluent
ausreichend ist. In pathologischen Fallen kann eine hohere Verdinnung erforderlich werden.
(Parallelbestimmungen von 1:100 und 1:1000-Verdinnung).

Alternativ zur manuellen Durchfihrung und Auswertung kann in Verantwortung des Labors auch ein
geeigneter Laborautomat eingesetzt werden.

1. 25 pyL Standard, Kontrolle bzw. Patientenprobe auf den Boden eines beschichteten
Testréhrchens pipettieren.

2. 300 pL Tracer zugeben, mischen (Vortex-Mischer)

3. Die Rohrchen 3 h (x 5 min) bei Raumtemperatur (18-25°C) auf einem Horizontalschdttler
Inkubieren.*

4. Flussigkeit absaugen.
5. Alle Rohrchen 3 x mit 2 mL Gereinigtes wasser waschen.
6. Radioaktivitat (CPM) in allen Réhrchen messen (mind. 1 min.).

25 uL Standard, Kontrolle oder Patientenprobe auf den Boden eines Testréhrchens
pipettieren

300 pL Tracer zugeben
Mischen

3 h (£ 5 min) bei RT (18-25°C) inkubieren, auf Schiittler*
Absaugen

3x2mL mit Gereinigtes wasser waschen

1 min Messen (Gammaszintillationszahler)

* Schiittelbedingungen konstant halten!
Optimale Bedingungen:

Amplitude 20 mm = 150 Upm

Amplitude 10 mm = 220 Upm

Amplitude < 8 mm = 300 Upm

Auswertung

Die Standardkurve kann manuell wie folgt erstellt werden:

1. Bestimmung des CPM-Mittelwertes fir jedes Testrohrchenpaar (Doppelbestimmung)

2. Die CPM-Mittelwerte der einzelnen Standards (B) werden durch den CPM-Mittelwert des
hoéchsten Standards (Bmax) geteilt und mit dem Faktor 100 multipliziert, um die prozentuale
relative Bindung (%B/Bmax) fiir jeden Standard zu erhalten.

3. Auf halblogarithmischem Papier werden die relativen Bindungen (%B/Bmax) aller Standards
(Y-Achse) gegen die entsprechenden Konzentrationen (IU/mL) aufgetragen (X-Achse).

4. Die Konzentrationen der Proben kodnnen anhand ihrer entsprechend ermittelten relativen
Bindungen (%B/Bmax) direkt an der Standardkurve abgelesen werden.

Liegt die gemessene Radioaktivitét Uber der des hoéchsten Standards, missen die Proben mit dem
Diluent verdinnt und erneut getestet werden. Bei verdinnten Proben muss die tatsachliche
Serumkonzentration entsprechend dem Verdinnungsfaktor ermittelt werden. Ein Beispiel fur eine
Standardkurve ist auf dem Qualitatskontrollbericht angegeben. Diese Kurve darf nicht zur Berechnung
unbekannter Proben verwendet werden.

Die instrumentelle Berechnung radio-immunologischer Messwerte erfolgt mittels einer Spline-
Approximation.
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Qualitatskontrolle
Die Richtlinien zur Durchfiihrung der Qualitatskontrolle in medizinischen Laboratorien beachten.

Zur Uberpriifung der Richtigkeit und Préazision der Ergebnisse sollten Kontrollseren oder hausintern
gepoolte Seren verwendet werden.

Fir die laborinterne Qualitatskontrolle ist die im Kit enthaltene Kontrolle gut geeignet. Sie sollte bei
jedem Ansatz mitgefiihrt und wie jede Patientenprobe behandelt werden.

Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem Analysenzertifikat angegeben; er gibt die
Grenzen an, die von DiaSorin fur Kontrollwerte festgelegt wurden, die in zuverlassigen
Testdurchgangen erhalten werden kénnen.

Interpretation der Ergebnisse

Bei gesunden Mannern und nichtschwangeren Frauen (n=63) steigen die AFP-Serumwerte nicht Gber
6 IU/mL an (95% - ile). Héhere Werte deuten auf neoplastische Aktivitaten hin.

Wahrend der Schwangerschaft steigen die AFP-Konzentrationen im mutterlichen Serum bis zur 28.-
32. Schwangerschaftswoche an. Danach ist ein Abfall der Werte zu beobachten.

Oberhalb des Referenzbereichs liegende AFP-Werte deuten auf eine Schadigung des Feten hin. Der
Serumbefund wird durch eine AFP-Bestimmung im Fruchtwasser tberpruft.

Mittels gesunder, schwangerer Frauen wurden folgende Werte in Serum und Fruchtwasser** fiir den
IRMA® - mat AFP ermittelt.

AFP Normalwerte in der frihen Schwangerschaft

Schwanger- AFP im miitterlichen Serum  AFP im Fruchtwasser**
schaftswoche (Median 1U/mL) (n*) (Median 1U/mL) (n*)
15 26,7 236 17.083 15
16 28,0 236 14.679 107
17 34,1 236 12.532 135
18 38,4 236 10.075 106
19 41,9 236 8.381 37
20 60,0 236 6.877 24

** Die Fruchtwasserwerte wurden mit dem LIAISON® AFP Test ermittelt. Da in beiden Testen die gleichen
Antikorper eingesetzt werden, kdnnen die mit dem LIAISON® AFP ermittelten Werte als Richtwerte angesehen
werden.

Da die AFP-Werte in Abh&ngigkeit von der Labormethode variieren kénnen, sollte jedes Labor seinen
eigenen Referenzbereich erstellen.

Grenzen des Verfahrens
Patienten mit Karzinomen kénnen auch AFP-Werte innerhalb des Normalbereichs aufweisen.

Bei benignen Erkrankungen wie Leberzirrhose, Hepatitis oder Tyrosindmie kénnen dagegen die AFP-
Spiegel erhoht sein (8). Deshalb eignet sich die AFP-Bestimmung vor allem zur Therapiekontrolle
nach oder wahrend der Behandlung und zur Bestatigung der histologischen Befunde. Der AFP-Assay
allein darf nicht zum Tumor-Screening benutzt werden.

Da mit dem IRMA-mat® AFP Assay keine Daten zur Diagnose der Trisomie 21erhoben wurden, wird
der Test fur den Einsatz beim Triple-Screening nicht empfohlen.

Bei allen Tests, in denen Antigen gleichzeitig mit immobilisierten Antikérpern und mit markierten
Antikorpern in einer flissigen Phase inkubiert wird, ist es moglich, dass Proben, die extrem hohe
Konzentrationen des Antigens enthalten, bei der Messung Werte ergeben, die unterhalb des hochsten
Standards liegen. Beim IRMA-mat® AFP geschieht dies bei Konzentrationen, die tber 30.000 IU/mL
liegen. Bei entsprechendem Verdacht sollte die Messung nach weiterer Verdinnung der Probe
(z.B. um Faktor 10, 100, 1000) wiederholt werden.
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HAMA

Patientenproben, die humane anti-Maus-Antikérper (HAMA) enthalten, kénnen prinzipiell zu falsch
erhohten oder erniedrigten Werten fuhren. Dem Test wurden Substanzen zugesetzt, die HAMA
neutralisieren. Eine Beeinflussung der Testergebnisse ist dennoch nicht vollig auszuschlieRen. Diese
Proben sollten fiir den IRMA-mat® AFP nicht verwendet werden.

Analytische Daten

Kalibration
Der IRMA-mat® AFP wurde unter Verwendung des Referenzstandards MRC 72/225 kalibriert.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)

11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP

Messbereich
Der Messbereich betragt 2 — 600 1U/mL.

High-Dose Hook
Ein High-Dose Hook Effekt wurde bei Konzentrationen bis zu 30 000 IU/mL nicht beobachtet.
Prazision

Intra-Assay-Variation Inter-Assay-Variation
Mittelwert cv Mean value cv
(IU/mL) (%) n= (IU/mL) (%) n=
19 2,6 11 11 6,9 11
99 2,8 11 106 4,5 11
338 1,8 11 170 4,2 11

Analytische Sensitivitat

Die untere Nachweisgrenze liegt unter 2,0 IlU AFP/mL. Diese Nachweisgrenze ist definiert als ein
Wert, der drei Standardabweichungen (ber dem Nullstandard liegt; er ist die niedrigste AFP-
Konzentration, die statistisch signifikant von Null unterschieden werden kann.

Spezifitat

Es wurden keine Kreuzreaktionen mit Mitomycin-C, Doxorubicin und Flourouracil im therapeutischen
Einsatz gefunden.

Ein Patientenserum wurde mit Diluent verdinnt und gemessen. Die Messwerte wurden mit den aus
der linearen Regression erhaltenen Sollwerten verglichen.

Ausgangskonzentration: 457,5 IU/mL

Messwert Sollwert Wiederfindung
Verdiinnung (IU/mL) (IU/mL) (%)
1:1,25 368 366 101
1:2,5 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109
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Wiederfindung

Ein Patientenserum mit niedrigem AFP-Gehalt wurde mit verschiedenen AFP-Mengen angereichert
und gemessen.

Ausgangskonzentration: 3,4 IU/MI

Messwert Sollwert Wiederfindung
(IU/mL) (lU/mL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98
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DiaSorin Inc.

DiaSorin 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285, c €
Stillwater, MN 55082-0285 U.S.A.
Phone: 651-439-9710 — Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP Instrucciones de uso
REF 324.471 100 ensayos Espafiol
IVD Sélo para uso profesional

Indicaciones de uso

Ensayo in vitro para la cuantificacion de alfa fetoproteina (AFP) en suero humano y en liquido
amniotico durante el control del embarazo y el postratamiento de pacientes tumorales. Las
prestaciones metodoldgicas del kit no se definen para el diagnéstico de la trisomia 21.

Resumen y descripcion del ensayo

La alfa fetoproteina es una glicoproteina de alto peso molecular (PM 68.000 aprox.) compuesta por
una unica cadena polipeptidica. La AFP se forma en el saco vitelino y en el higado fetal y pertenece al
grupo de las proteinas oncofetales.

En oncologia, la AFP se detecta en carcinomas de hepatocitos (1, 5) y tumores gaméticos (3, 6, 7)
(tumores testiculares no seminomatosos, tumor de seno endodérmico del ovario) y durante el control
del embarazo (2, 4). Durante la gestacion, el nivel de AFP en la sangre de la madre aumenta de forma
continua. Tras alcanzar el maximo entre la 28.2 y 32.2 semana de gestacion, vuelve a descender hasta
el parto. En el liquido amniético, el maximo se registra entre la 13.2 y 15.2 semana de gestacion. Una
concentracion elevada de AFP en el liquido amnidtico indica defectos del surco neural (espina bifida,
anencefalia).

La deteccion de AFP en suero proporciona importantes indicios sobre el éxito de un tratamiento y
sobre la aparicion de recidivas en el control terapéutico y de la evolucién de pacientes con carcinoma.

Principio del ensayo

Ensayo inmunorradiométrico basado en el “principio sandwich”. Para el recubrimiento de la fase soélida
(tubo recubierto) y para el trazador, se emplean dos anticuerpos monoclonales distintos de alta
especificidad.

El anticuerpo de recubrimiento y el anticuerpo trazador reaccionan en un paso de reaccion con la AFP
del estandar y la muestra. El material no fijado se retira posteriormente en un paso de lavado. Tras
eliminar el trazador libre con el lavado, se mide la radioactividad asociada a la pared del tubo
(contador de centelleo gamma).

CONTENIDO
Determinaciones 100
'2%|_anticuerpo anti-AFP (trazador), monoclonal (murino), rojo 33 mL
Actividad (kBq/iCi) <424 /11,5
7 estandares A-F (1,0 mL) en seroalbumina humana, 1 juego
(La concentracion exacta se indica en la etiqueta)
Diluyente (0 Ul/mL) en tampdn fosfato (concentrado) 2x11 mL
Tubos de ensayo cubiertos con anticuerpo anti-AFP monoclonal (murino) 2 x50
Control, humano, liofilizado 0,6 mL
Informe de control de calidad 1
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Materiales necesarios pero que no se suministran

- Micropipetas (25 iL, 300 iL) con puntas de plastico monouso

- Mezclador vortex

- Dispositivo manual o automatico de lavado con aspirador

- Agitador horizontal

- Contador de centelleo gamma

- Como alternativa, dispositivos automaticos de laboratorio (si estan disponibles)
- Tubos de polistirene no recubiertos para la dilucion de sueros y controles

- Agua purificada

Precauciones

Reactivos que contienen material de origen humano
Tratese como potencialmente infeccioso.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma se han probado en conformidad con un método
aprobado por la FDA estadounidense y han dado resultados negativos para la presencia de AgsHB,
anticuerpos de VHC y anticuerpos de VIH %. Aunque estos métodos son altamente precisos, no
garantizan que se detecten todas las unidades infectadas. Este producto también puede contener
otros materiales de origen humano para los cuales no existe prueba homologada. Dado que ningun
método de prueba puede ofrecer una seguridad total de la ausencia del virus de la hepatitis B (VHB),
de la hepatitis C (VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes infecciosos,
todos los productos que contengan material de origen humano se deben manejar de acuerdo con las
practicas de laboratorio correctas utilizando las precauciones adecuadas que se describen en el
manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 42 edicién, mayo de 1999 o actual,
de Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health.

Reactivos con contenido de yodo-125

Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 11.5 uCi (424 kBq) de yodo-125. Para
almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones necesarias y
practicas de laboratorio correctas.

Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia genérica:

Este material radiactivo s6lo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que
practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y solo para pruebas in vitro
clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracién interna o externa del material ni su
radiacion a seres humanos ni animales. Su recepcién, adquisicion, posesion, uso y transferencia se
rigen por la normativa y la licencia genérica de la Comisién Reguladora Nuclear del estado en el que
la Comision haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada especificamente
a tal efecto.
El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un
detergente alcalino o una solucién decontaminante radioldgica. Todo recipiente de vidrio
utilizado debe enjuagarse completamente con agua antes de lavarse con otros recipientes de
laboratorio.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:
La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y
las condiciones de la licencia en cuestion.
ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el Estado de California
como causante de cancer.
ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente de la impresa
en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La etiqueta de la caja y la del trazador indican la
cantidad real de radiactividad en la fecha de la calibracién, mientras que el impreso del interior del
paquete indica la radiactividad tedrica del equipo.

A ol
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Reactivos con contenido de azida sédica

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sédica. La azida sédica puede
reaccionar con las caferias de plomo y cobre y formar azidas metalicas altamente explosivas. Al
desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se acumule la azida. Para obtener
informacion adicional, consulte “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,”
en el manual Guide-Safety Management N° CDC-22 publicado por Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

Preparacion de los reactivos

Antes de iniciar el ensayo, someta los componentes a temperatura ambiente (18-25°C) y mézclelos
bien. (Evite la formacién de espuma.)

Abra con cuidado el control y reconstituyalo con 0,6 mL de agua purificada. (Evite la formacion de
espuma). Asegurese de que el material liofilizado adherido a los tapones también se diluya.

Diluya 20 mL de diluyente concentrado con 100 mL de agua purificada.

Almacenamiento de los reactivos
Control reconstituido: 1 semana entre 2 y 8°C o 4 semanas a —20°C.

El resto de los reactivos debe almacenarse a una temperatura de entre 2 y 8°C. Podran utilizarse
hasta la fecha de caducidad impresa en el envase.

- Almacénese en posicion vertical.
- Protéjase de la luz directa.

Obtencioén y conservacion de muestras

- Las muestras deben obtenerse de acuerdo con las disposiciones estandar.

- Material de muestra: suero, liquido amniético. No se conocen interacciones con el plasma.

- Conservacion entre 2y 8°C 24 h.

- Para una mayor conservacion, congele las muestras a —20°C.

- Congelar y descongelar las muestras una vez no afecta en absoluto los resultados del ensayo.
- Antes de utilizar las muestras almacenadas, mézclelas minuciosamente (mezclador voértex).

- No utilice sueros lipémicos, hemoliticos, ictéricos, contaminados o con grumos.

Interferencias

No se han observado interferencias con bilirrubina a < 0,125 mg/mL, hemoglobina a < 500 mg/dL ni
triglicéridos a <12,5 mg/mL que afecten a los resultados del ensayo.

Normas de realizacion del ensayo

- Cada uno de los componentes del kit se encuentra en proporciones 6ptimas. Si se intercambian o se
mezclan componentes de distintos lotes, el fabricante no garantiza la fiabilidad de los resultados.
Los numeros de lote de los componentes originales figuran en la parte inferior del envase del kit.

- Siga exactamente la secuencia indicada de lo ensayo.

- Ajuste el tiempo de medicién a 1 minuto como minimo.

- No utilice el kit con posterioridad a la fecha de caducidad impresa en el envase.
- Siga las directivas de ejecucion de controles de calidad en laboratorios médicos.
- Evite la contaminacion microbiana de los reactivos.
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Realizacion del ensayo
Se recomienda ensayar por duplicado los estandares y las muestras.

Si se prevén resultados por encima del valor maximo del estandar, sera necesario diluir la muestra
(factor de dilucion, p. Ej., 10, 100, 1.000).

Las muestras de liquido amnidtico siempre deben diluirse. Durante las semanas de gestacion
(16.2-19.2) en las que el diagnostico es relevante, bastara aplicar una dilucién a 1:100 con el diluyente
incluido en el kit. En casos patologicos, puede ser necesario utilizar una diluciéon superior (detecciones
paralelas de dilucion a 1:100 y 1:1000).

Como alternativa a la ejecucion y valoracion manuales, pueden emplearse los dispositivos
automaticos de laboratorio adecuados, siempre bajo la responsabilidad del laboratorio.

1. Distribuya 25 iL de estandar, de control o de muestra de paciente en el fondo de un tubo

recubierto.
2. Anada 300 pL de trazador y mezcle (vortex).
3. Incube los tubos 3 h (+ 5 min) a temperatura ambiente (18—25°C) en un agitador horizontal.*
4. Drene el liquido por aspiracion.
5. Lave todos los tubos tres veces con 2 mL de agua purificada.
6. Mida la radioactividad (CPM) en todos los tubos (como minimo 1 min).
Distribuya 25 pL de estandar, control o muestra de paciente en el fondo de un tubo
de ensayo
Anada 300 uL de trazador
Mezclar
Icube 3 h (£ 5 min) a T.A. (18-25 °C) en agitador*
Aspirate
Lave 3 veces con2mL Con agua purificada
Mida 1 min con contador de centelleo gamma

— Mantenga constante la agitacion.
Agitaciones 6ptimas:

Amplitud 20 mm = 150 rpm/min

Amplitud 10 mm = 220 rpm/min

Amplitud < 8 mm = 300 rpm/min

Analisis
Puede trazar manualmente la curva de calibracién de la siguiente manera:

1. Determine los valores medios de CPM de cada par de tubos de ensayo (ensayo por duplicado).

2. Los valores medios de CPM de cada uno de los estandares (B) se divide por el valor medio de
CPM del estandar maximo (Bmax) y se multiplica por 100 para obtener la fijacién relativa
porcentual de cada estandar (%B/Bmax).

3. En papel semilogaritmico, traslade las fijaciones relativas (%B/Bmax) de todos los estandares (eje
Y) en funcién de sus concentraciones (Ul/mL) correspondientes (eje X).

4. Mediante la curva de calibracion, podra leer directamente las concentraciones de las muestras a
partir de las fijaciones relativas calculadas de forma correspondiente (%B/Bmax).

Si la radioactividad obtenida supera la del estandar maximo, debera diluir las muestras y volver a
realizar el ensayo. En caso de diluir las muestras, la concentraciéon de suero real debe calcularse en
funcioén del factor de dilucion. En el informe de control de calidad, se incluye un ejemplo de curva de
calibracién. Esta curva no debe emplearse para el calculo de muestras desconocidas.

El célculo automatico de valores radioinmunolégicos se realiza mediante una aproximacion spline.
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Control de calidad
Siga las directivas de ejecucién de controles de calidad en laboratorios médicos.

Para comprobar la exactitud y la precision de los resultados, deben emplearse sueros de control o
grupos de sueros internos.

El control incluido en el kit esta indicado para realizar controles de calidad internos. Este control
deben emplearse en cada ensayo y manipularse del mismo modo que las muestras de pacientes.

El rango de concentraciones de cada control aparece en el certificado de andlisis, e indica los limites
definidos por DiaSorin para los valores de control que se pueden obtener a partir de ensayos fiables.

Interpretacion de los resultados
En varones sanos y mujeres no embarazadas (n=63) los niveles de AFP en suero no superan las
6 Ul/mL (percentil 95). Los valores elevados indican actividad neoplastica.

Durante el embarazo, las concentraciones de AFP en el suero materno aumentan hasta la 28.2-32.2
semana de gestacion. Tras esta semana, se observa un descenso de los valores.

Los valores de AFP superiores al rango de referencia indican danos al feto. Estos niveles en el suero
se comprueban mediante la deteccion de AFP en el liquido amnidtico.

A partir del analisis de mujeres embarazadas sanas se han determinado los siguientes niveles de AFP
en suero y en liquido amnidtico** para el IRMA®-mat AFP.

Valores normales de AFP en los primeros estadios de gestacion

Semana de AFP en suero materno AFP en liquido amnioético**
gestacion (mediana Ul/mL) (n*) (mediana Ul/mL) (n*)
15 26,7 236 17.083 15
16 28,0 236 14.679 107
17 34,1 236 12.532 135
18 38,4 236 10.075 106
19 41,9 236 8.381 37
20 60,0 236 6.877 24

** Los valores del liquido amnidtico se calcularon empleando el ensayo LIAISON® AFP. Puesto que en ambos
ensayos se utilizaron los mismos anticuerpos, los valores determinados con LIASON® AFP pueden considerarse
indicativos.

Los valores de AFP pueden variar en funcién del método de laboratorio; por este motivo, cada
laboratorio debe fijar su propio rango de referencia.

Limitaciones del proceso
Los pacientes con carcinomas pueden presentar valores de AFP dentro del rango normal.

En cambio, es posible que pacientes con enfermedades benignas, como la cirrosis hepatica, la
hepatitis o la tirosinemia, muestren niveles elevados de la proteina (8). Por eso, la deteccion de AFP
esta especialmente indicada para el control terapéutico durante el tratamiento o tras éste y para la
constatacion de resultados histolégicos. El ensayo de deteccion de AFP no puede utilizarse por si
solo para el cribado de tumores.

Puesto que el ensayo IRMA-mat® AFP no proporciona ningun dato concluyente para el diagnéstico
de la trisomia 21, no se recomienda emplear esta prueba en el “triple screening”.

En todos los ensayos en las que se incuben en una fase liquida antigenos junto con anticuerpos
inmovilizados y anticuerpos marcados, es posible que las muestras que contengan concentraciones
extremadamente elevadas del antigeno arrojen valores inferiores al estdndar maximo. En el caso del
ensayo IRMA-mat® AFP, esto ocurre a concentraciones que sobrepasen las 30 000 IU/mL. Si se
sospecha que se ha producido este fendmeno, debe repetirse la medicién a una dilucion superior de
la muestra (p. Ej.: 10, 100 6 1.000 veces mas).
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HAMA

Las muestras de pacientes que contengan anticuerpos humanos antimurinos (HAMA), pueden
producir, en un principio, resultados falsamente altos o bajos. En esto ensayo hay sustancias que
neutralicen los HAMA. De todos modos, no queda totalmente excluido que este hecho afecte a los
resultados del ensayo. Este tipo de muestras no debe utilizarse con el IRMA-mat® AFP.

Datos analiticos

Calibracion
El IRMA-mat® AFP se calibra mediante el estandar de referencia MRC 72/225.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)

11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP
Rango de medicién
El rango de medicion es de 2-600 Ul/mL.
Efecto “hook” de dosis alta
No se ha observado un efecto hook de dosis alta en las concentraciones hasta 30.000 Ul/mL.

Precision
Variacion intra-ensayo Variacion inter-ensayo
Valor medio cv Valor medio cv
(Ul/mL) (%) n= (Ul/mL) (%) n=
19 2,6 11 11 6,9 11
99 2,8 11 106 4,5 11
338 1,8 11 170 4,2 11

Sensibilidad analitica

El limite inferior de deteccion esta por debajo de 2,0 Ul de AFP/mL. Este limite inferior de deteccion
se define como un valor que supera el estandar cero para tres desviaciones estandar; es la
concentracion de AFP minima con significancia estadistica que puede diferenciarse de cero.
Especificidad

Se han detectado reacciones cruzadas con mitomicina C, doxorubicina y fluorouracil en uso
terapéutico.

Dilucion

Se diluyd y se midi6 el suero de un paciente. Estos valores se compararon con los valores esperados
obtenidos por regresion linear.

Concentracion de partida: 457,5 Ul/mL

Valor obtenido Valor esperado Recuperacion
Dilucién (U/mL) (UV/mL) (%)
1:1,25 368 366 101
1:25 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109
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Recuperacion
Para la recuperacion, se enriquecio el suero de un paciente con bajo contenido de AFP con distintas

cantidades de AFP y se midieron los resultados.
Concentracion de partida: 3,4 Ul/mL

Valor obtenido Valor esperado Recuperacion
(Ul/mL) (Ul/mL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98
33/49
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DiaSorin Inc.
DaSo B 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285,
ENAO Y Stijwater, MN 55082-0285 U.S.A.
Phone: 651-439-9710 — Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP Felhasznaléi utasitas
REF 324.471 100 teszt Magyar
Kizarolag szakmai hasznalatra!

Felhasznalasi teriilet

In vitro diagnosztikai teszt az alfa fetoprotein (AFP) kvantitativ meghatarozasahoz human szérumbal
és magzatvizbdl terhesség monitorozasara és tumoros betegek monitorozasara. Az assay
karakterisztikaja nem alkalmas a triszomia 21 diagnosztikajara.

A teszt attekintése és magyarazata

Az alfa fetoprotein egy makromolekularis glikoprotein (molekula tomege megkozelitéleg 68,000) amely
egy szimpla polipeptid lancbdl all. Az AFP, mely az onkofetal proteinek csoportjaba tartozik, a
petehartyaban és a magzati majban termelddik.

Az onkolégiaban az AFP meghatarozasnak jelentésége van majsejt karcinomaban (1, 5) csirasejt
tumorban (a here non-szeminomatozus tumora; ovarium endodermalis 6bdl tumora) (3, 6, 7) és a
tehesség monitorozasaban (2, 4). A terhesség ideje alatt az anyai vér AFP szintje folyamatosan né. A
maximalis értéket a terhesség 28-32. hete kozott éri el, majd a szint a szllésig csdkken. A
magzatvizben a terhesség 13-15. hetén éri el a maximumot. A terhesség korai szakaszdban az
emelkedett AFP szint vel6csd defektusat jelzi (nyitott gerinc, anencephalia).

A szérum AFP meghatarozasa alkalmas a terapia monitorozasara és értékes tajékoztatast nyujt
karcindbmas betegek kezelésének sikerességérdl, illetve a visszaeseés lehetéségérél.

Meghatarozas elve

Szendvics tipusu immunoradiometrikus assay, mely két magas specificitasu monoklondlis antitestet
tartalmaz szolid fazishoz kotve (bevonatos cs@) és a tracerben. A beteg mintakban és kalibratorokban
jelenlévé AFP kotédik a teszt csdvek falan kotott antitestekhez és a tracer antitestekhez. A tracer
felesleg eltavolitdsa mosasi lépéssel tortenik, a csé falan fennmaradoé radioaktivitas szcintillacids
gammaszamlaléval mérhetd.

TARTALOM

Meghatarozasok 100
'2%|_anti-AFP, monoklonalis (egér), piros 33 mL
radioaktivitas (kBq / uCi) <424 /11.5
7 kalibrator A-G (0.6 mL) human szérum albuminban 1 készlet
(A megfelel6 koncentracié valamennyi tveg cimkéjén fel van

tlintetve)

Higito (0 1U/mL) foszfat pufferben (koncentratum) 2x11 mL
Teszt csovek, anti-AFP bevonattal, monoklonalis (egér) 2 x50
Kontroll szérum, human, liofilizalt 0.6 mL
Min8&ségbiztositasi tanusitvany 1
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Egyéb sziikséges anyagok

- Mikropipetta (25 pL, 300 uL) egyszer hasznalatos miianyag heggyel
- Vortex mixer

- Manualis, vagy automata moso leszivo egyseéggel

- Horizontalis razé

- Szcintillaciés gammaszamlalo

- Automata analizator rendszer, ha rendelkezésre all

- Bevonatmentes polisztirol cs6 a szérumok és kontrollok higitasahoz
- Desztillalt viz

Figyelmeztetések és ovintézkedés
Human eredetii anyagokat tartalmazoé reagensek

Potencialis infektologiai forrasként kezelendé

Minden szérum/plazma donor egység a U.S. FDA szabalyai szerint ki lett vizsgalva és negativ
eredményt adott HbsAg-re, HCV antitestre és HIV % antitestre nézve. Bar az ellenérzés nagy
pontossaggal térénik nem garantalhatd, hogy valamennyi fert6z6 tényez6 kimutatasra kerul. A készlet
tartalmaz olyan human eredetli anyagokat is amelyek nem esnek tesztelés ala. Mivel nem ismert
olyan metodika, amely teljes biztonsaggal kizarja a hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV),
Human Immunodeficiency Virus (HIV) vagy egyéb infektologiai agens jelenlétét, minden human
eredetli anyagot kuldnésen nagy ovintézkedések melett kell a laboratériumban kezelni a U.S. Centers
for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999 vagy kés&bbi elSirasainak megfeleléen.

1-125 tartalmua reagensek

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitdsa nem haladja meg a
11,5 pCi (424 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfelel6 laboratoriumi gyakorlat szikséges az
anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.

Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez:

Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be, birtokolhatjak és
hasznalhatjak human és allat gyogyaszatban, klinikai laboratériumokban, vagy kérhazakban kizarolag
in vitro klinikai, vagy laboratériumi tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati
szervezet kuls6, vagy belsd kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése,
birtoklasa, hasznalata, szallitdsa a U.S. Nuclear Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

1. A radioaktiv anyagokat koérulhatarolt, specidlisan jeldlt tertleten kell tarolni.

A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.

Tilos a radioaktiv anyagok szajjal torténd pipettazasa.

A radioaktiv munkahoz kijeldlt tertleten enni és inni tilos.

A terlletet, ahova radioaktiv anyag kilottyen, fel kell torélni, majd alkali detergenssel, vagy

radioaktivitast dekontaminald oldattal kell felmosni. Az (ivegedényeket alaposan ki kell obliteni
vizzel miel6tt mas laboratériumi edénnyel egyitt kerliine mosasra.

A ol

A radioaktiv anyagok kezelésénél a kovetkez6 specidlis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitasanak és hulladékkezelésének
szabalyozasa sajat iranyitas ala esik.

Figyelmeztetés: A készlet olyan anyagokat tartalmaz, amelyet a Kaliforniai Allamban rakkeltének
mindsitenek.

Megjegyzés: A csomagolas mellékletén feltlintetett radioaktivitas érték némileg eltér a dobozon és a
tracer Uvegcse cimkéjén feltlintetett radioaktivitas értékektél. A dobozon és a tracer-es liveg cimkéjén
feltiintetett érték a kalibracié idején mért aktualis radioaktivitast mutatja, mig a csomagolas
mellékleteként feltlintetett érték a készlet teoretikus radioaktivitasat adja meg.
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Na-azid tartalmu reagensek

Figyelmeztetés: A készlet néhany reagense Na—azid-ot tartalmaz. A Na—azid 6lom és réz tartalmu
vizvezetékekkel reakcidéba lépve robbanasveszélyes fém-azidokat képez. A hulladékot b6 vizzel
eressze le a felszabadul6 azidok kitapadasanak megakaddlyozasara. Tovabbi informaciokat a
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety
Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA,
1976 olvashat

Reagensek elokészitése

Hagyja valamennyi teszt komponenst szobah&mérsékletre melegedni (18-25°C) a teszt elvégzése
elétt, majd keverje fel alaposan (Kerllje a habképz&dést).

Nyissa ki 6vatosan a kontrollt és oldja fel 0.6 mL desztillalt vizben. (Kerilje a habképz&dést).
Ellenérizze, hogy a kupakon lerakddott anyagok feloldédasa is telijes mértékben megtorténik.

Oldja fel a 20 higité koncentratumot 100 mL desztillalt vizben.

Reagensek tarolasa

Feloldott kontrollok: 1 hét 2-8°C-on, vagy 4 hét — 20°C-on.

Tarolja valamennyi reagenst 2—-8°C-on a csomagolas cimkéjén feltlintetett lejarati ideig.
- Tarolja allitva a reagenseket.

- Tartsa tavol kozvetlen fényhatastol.

Mintavétel és tarolas

- Standard eljarasnak megfelel6 mintavételt igényel.

- A minta: szérum, magzatviz; plazma zavar6 hatasa nem ismert.

- Tarolas 2 — 8°C: 24 éra.

- Hosszabb ideig torténd tarolas: fagyasztas -20°C-ra vagy az ala.

- a mintdk egyszeri fagyasztasa — olvasztasa az eredményeket nem befolyasolja.

- A tarolt mintak hasznalat elétt alaposan felkeverendek (vortex mixer).

- Ne hasznaljon agglutinalt, lipémias, hemolizalt, icterikus, vagy szennyezett mintakat.

Interferalé tényezék

A bilirubin < 0.125 mg/mL, hemoglobin < 500 mg/dL vagy triglicerid < 12.5 mg/mL koncentraciéban
nem okoz interferenciat az eredményben.

Maédszer leiras

- A kulénboz6 készletek egyes komponenseinek 6sszemérése nagy korultekintést igényel. Kilonb6zé
LOT szamu komponensek keverése, 0sszecserélése a mérés pontossaganak bizonytalansagahoz
vezet. Ellenérizze valamennyi komponens LOT-szamat.

- Szigoruan kdvesse az utasitasokat!

- A gamma szamlalé mérési idejét legkevesebb 1 percre kell beallitani.

- Ne hasznalja a kit-et a csomagolason jelzett |ajarati id6t kdvetden!

- Tartsa szem el6tt a diagnosztikai laboratériumok minéségbiztositasi iranyelveit.
- Ovja a reagenseket a mikrobialis szennyezédésektdl.

Teszt Protokoll

Javasolt a kalibratorok és a mintak duplikatumban tortén6 mérése.

Amennyiben a vart érték magasabb a legnagyobb koncentraciéju kalibrator értékénél, a mintat a
higitéval tovabb kell higitani (pl.: 10, 100, 1000-szeres faktorral).

A magzatvizet mindig higitani kell. A terhesség diagnosztikailag jelent6sséggel biré heteiben (16-
19. hét kdzott) 1:100 higitas elegendd. Patoldgias esetekben ennél nagyobb mértékl higitas is
lehetséges (parhuzamosan 1:100 és 1:1000 higitas).

A manualis feldolgozast és az automata analizator hasznalatadt a laboratorium sajat felel6sseggel
valaszthatja.

1. Pipettazzon 25 pL kalibratort, kontrollt, beteg mintat a bevonatos csévek aljara.
2. Adjon hozza 300 pL ?°l-anti-AFP-t és keverje 6ssze (vortex keverd).
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3. Inkubalja a csdveket, 3 érat (+ 5 perc) szobahémérsékleten (18-25°C) horizontalis razon.
4. Szivja le a folyadékot.
5. Mossa a csdveket 3 x 2 mL desztillalt vizzel.
6. Meérje le valamennyi csé radioaktivitasat (CPM, legalabb 1 perc)
25 uL Kalibrator, kontroll vagy beteg minta pipettazas a teszt csovek aljara.
300 pL '2%|_anti-AFP bemérés
Keverés
3 ora (x 5 perc) Inkubalas horizontalis razén szobahémeérsékleten (18-25°C)*
Leszivas
3x2mL Mosas desztillalt vizzel
1 perc Mérés (szcintillacios gammaszamlalo)

* Tartsa a keverési értékeket egyenletesen!
Optimum:

Amplitudé 20 mm = 150 rpm

Amplitudé 10 mm = 220 rpm

Amplitudé < 8 mm = 300 rpm

Eredmény kiértékelés

A kalibraciés gérbe manualisan a kdvetkezéképpen hatarozhaté meg:
1. Hatarozza meg valamennyi cs6 duplikatum atlag CPM értékét.

2. Ossza el valamennyi kalibrator atlag CPM értékét (B) a legmagasabb kalibrator atlag CPM
ertékével (Bmax) és szorozza meg 100-al, igy megkapja valamennyi kalibrator relativ beépulési
szazalékat (%B/Bmax).

3. Semi-log papiron abrazolja a relativ beépllési szazalékokat (%B/Bmax) az Y-tengelyen a
hozzatartozé koncentraciok (U/mL) fliggvényében (X-tengely).

szazalék alapjan (%B/Bumax).

Azokat a mintakat, amelyek értéke magasabb, mint a legmagasabb kalibrator koncentracidja, meg kell
higitani higitéval, s ujbdl le kell mérni. Ezeknek a mintdknak a végs6 eredményének a
meghatarozasakor a higitasi faktort figyelembe kell venni. A QC-tanusitvanyban példat lathat a

mestergorbére. Ezt a gorbét kell hasznalni az ismeretlen mintdk koncentraciojanak
meghatarozasahoz.

Készillékkel tortén6 radioimmunoldgiai mérések kiértékelésénél spline illesztést kell alkalmazni.

Mindségellendrzés

Tartsa szem el6tt a diagnosztikai laboratériumokra vonatkozd minGségbiztositasi alapelveket.

Az eredmények érvényesitéséhez és pontossaganak megallapitdasahoz hasznéljon kontroll szérumot,
vagy szérum pool-t.

A kontrollt minden futtatasndl egyidejlileg mérni kell, ezek a kontrollok Ugy kezelendéek, mintha beteg
mintak lennének. A vart kontroll tartomany a kontroll cimkéjén van feltlintetve.

Minden egyes kontroll koncentraciétartomanya jelentésre kerll az elemzési igazolason, és jelzi azokat
a DiaSorin altal a kontrollértékek szamara megallapitott hatarértékeket, amelyek megbizhat6 assay-
futtatasok soran szerezhet6k meg.

Eredmények interpretalasa
Egészséges férfi és nem terhes né (n=63) AFP értékei nem emelkedik 6 1U/mL felé (95 %-ban.)
Emelkedett szint neoplasztikus aktivitasra utal.

Terhesség alatt, az anyai szérumban az AFP emelkedik, maximalis értékét a terhesség 28 és 32 hete
kozott éri el. A 32 hetet kdvetben az értékek csokkenése figyelheté meg.
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A referencia tartomanyon kivil esé AFP érték magzati rendellenességet jelez. Emelkedett AFP
koncentracié vel6csé defektust jelez. A szérum tatalom ellenérzését a magzatviz AFP
koncentraciéjanak mérésével ellendrizheti.

A kovetkezé értékek IRMA - mat® AFP assay-vel lettek meghatarozva szérumban és magzatvizben**.
Normal AFP értékek a terhesség korai szakaszaban

Terhesség hete AFP az ’anyai szérumban AFP a n]agzatvizben**
(Kozépérték 1U/mL) (n*) (Kozépérték IU/mL) (n*¥)
15 26.7 236 17,083 15
16 28.0 236 14,679 107
17 34.1 236 12,532 135
18 38.4 236 10,075 106
19 41.9 236 8,381 37
20 60.0 236 6,877 24

** A magzatviz értékeket LIAISON® AFP assay-vel hataroztak meg. Mindkét assay ugyanazon antitestet hasznal,
az értékek meghatarozasahoz a LIAISON® AFP kontroll értékeket vették figyelembe. Az AFP értékek
laboratoriumi metodikatdl fliggnek, ezért javasolt a sajat referencia tartomany felallitasa.

Az eljaras korlatai
Karcinbmaban szenved6 betegek AFP értéke a normal tartomanyba eshet.

AFP koncentraci6 emelkedik benignus betegségekben, mint maj cirrhézisban, hepatitiszben,
thirozinémiaban (8). Az AFP meghatarozast indikalhatja a terapia monitorozasa, vagy hisztolégiai
eredmények megerdsitése. Az AFP dnmagaban nem elegendd kritériuma a tumor meglétének.

Nincs adat IRMA-mat® AFP-re Down szindroma diagnézisara vonatkozoan, hasznalata nem javasolt
tripla tesztben.

Minden olyan tesztben, amelyben az antigén egyutt inkubalddik a jeldlt antitesttel és egy immobilizalt
folyadékban, vagy gyongyhoz kototten jelenlévd antitesttel, fennall a veszélye, hogy a minta extrém
magas koncentracidval rendelkezik az antigénre nézve és ezek értéke a legmagasabb kalibrator
ertéke alattinak adddik. Az a jelenség IRMA-mat® AFP esetén 30,000 IU/mL meghaladd koncentracid
esetén kovetkezik be. Gyanusnak vélt eredmény esetén a mintat meg kell higitani (példaul 10, 100,
1000-szeresre) és a mérést meg kell ismételni.

HAMA

A beteg mintak human anti-egér antitesteket tartalmaznak (HAMA), melyek fals emelkedést, vagy
csOkkenést eredményezhetnek. Bar HAMA-neutralizalé agens keril hozzaadasra, rendkivil magas
HAMA szérum koncentracié esetenként befolyasolhatja az eredményeket. Ezeknél a mintaknal nem
hasznalhaté az IRMA-mat® AFP assay.

Analitikai adatok

Kalibracioé

IRMA-mat® AFP hitelesitéséhez MRC 72/225 Referencia Standardot hasznaltak.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)
11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP

Mérési tartomany

A mérési tartomany 2 - 600 1U/mL.

High-dose hook

High-dose hook effektus nem figyelheté meg 30,000 IU/mL AFP koncentracioig.

Precizié

Intra-assay Inter-assay
Mért értékek cv Mért értékek cv
(IlU/mL) (%) n= (IU/mL) (%) n=
19 2.6 11 11 6.9 11
99 2.8 11 106 4.5 11
338 1.8 11 170 4.2 11
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Analitikai érzékenység

A legalacsonyabb detektalasi hatar < 2.0 IlU AFP/mL. Ez a detektalasi hatar a 3 SD-vel haladja meg a
zéro standard értéket; ez a legkisebb AFP koncentracid, amelynek a zéré standardtol valo eltérése
mar statisztikailag szignifikans.

Specificitas

Terapias tartomanyban nincs keresztreakcié mitomycin-C, doxorubicin vagy fluorouracil-al.

Higitas

Beteg szérumok kertltek higitasra, majd mérésre. A mért és vart értékeket 6sszehasonlitasa linearis

regresszidval tortént.

Eredeti koncentracio: 457.5 IlU/mL

Mért értékek Vart értékek Visszanyerés
| Higitas (IU/mL) (IU/mL) (%)
1:1.25 368 366 101
1:25 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109

Visszanyerés

Alacsony AFP tartalmi beteg szérumokhoz kildnb6z6 mennyiségli AFP kerllt hozzadadasra és

mérésre.
Eredeti koncentracio: 3.4 lU/mL
Mért értékek Vart értékek Visszanyerés

(IlU/mL) (IlU/mL) (%)

253 252 100

197 202 97

154 153 101

52 53 98
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DiaSorin Inc.
DaSo B 1951 Northwestern Avenue, P.O. Box 285,
ENAO Y Stijwater, MN 55082-0285 U.S.A.
Phone: 651-439-9710 - Fax: 651-351-5669

IRMA-mat® AFP 0dnyiec xpRong
REF 324.471 100 Mpodiaypapég EAAnvIKAG
Moévov yia xprion atro eEIBIKEUPEVO TTPOCWTTIKO!

Xpnon

E&€taon in vitro yia Tov TTO0OTIKO TTpoadIopIouds TNG a-euRpuaknig TTpwTeivng (AFP) oTtov avBpwTreio
0pO Kal OTa AuVIOKA Uypd, yia TNV TTapakoAouBnaon Tng eyKupooUvng Kal KaTa Tn SIApKEIa aywyng o€
KapkivotraBeic acBeveig. H e€€taon dev £xel agloAoynBei otn didyvwaon Tng Tpicwuiag 21.

Zgvown Kal emegAynon Tng e§éTaong

H a-epBpuakn Tpwreivn gival pia yAukotpwteivn uwnAng poplakng olvBeong (MG tep. 68.000), n
otroia atroteAgiTal atd pia kal povadik aAucida TToAuttemTidiwv. H AFP oxnuartietalr otn AekiBIKnA
MEPPBPAvVN Kal 0TO ATTAP TOU €UPRPUOU Kal avrKel oTNV Oudda Twv KAPKIVOEURPUIKWY TTPWTEIVWV.

H AFP mpocdiopifeTal oTnv oykoAoyia, o€ Kapkivikd KUTTapa Tou AmaTtog (1,5) oe Oykoug Twv
YEVVNTIKWY KUTTApwv (3,6,7) (UN NUI-IVOUUWUATIKOI OYKOI TwV OpPXEWV, €vOODEPUIKOG OYKOG TwVv
woBNKWV) Kal aTnv TTapakoAoudnan TnG eykupoolvng (2,4). Katd tn SidpKeia TNG KUROEWS augdvovtal
otaBepd Ta emieda AFP oTo unTpikd aipa. Metd tnv kopUewon Twv TiWWv otnv 28" éwg 32"
eBOopada NG KuRoews (SSW) autég apxifouv va peiwvovTal Kal TTAAI JEXPI TOV TOKETO. ZTA APVIOKA
uypd n péyiotn Tiun diamoTtwveral TRV 13" — 15" £Bdouada KuRoews. O aUENPEVEG OUYKEVTPWOEIG
AFP o1o mpwiyo oOTAdI0 TRG KUNong utrodnAwvouv BAGBeg Tou vwTiaiou puedou (Spina bifida,
QVEYKEPOAIa).

O Ttpoodiopioydg AFP otov opd Trapéxel, otov €AeyXo TnG €&EMIENG kai Tng Beparreiag o€
KapKIvOoTToB€eiG aoBeveic onuavTikd OTOIXEia yia Tnv emTUXia piag Bepatreiog 1 yia TNV €PQAvION
UTTOTPOTTWV.

Apxn Tng e&éraong

AvooopadioueTpikr pEBodog, TTou Baacietal otnv "apxr Sandwich”. Ta Tnv emicTpwon Tng oTabepng
@aong (Coated Tube) kai Tou IxvnBETN xpnolgoTrolouvTal dU0 JIAPOPETIKA €I0IKA UOVOKAWVIKA
avTicwara.

To avriowpa €mMKAAUYNG Kal To avTiowua 1XxvnBEéTn avtidpouv oo idlo Bripa avtidpaong ye 1o AFP
atmé 10 UAIKO BaBuovounong kail 1o dsiypa. To un ouleuypévo UAIKO attopakpuveTal o€ €va Brua
TAUONG. Metd tnv TAUON a1d TOV €AEUBEPO IXvNOETN, WETPIETAI N Ouleuyhévn OTO TOiIXWHOA TOU
owAnvapiou padievépyela (UETPNTAG OTTIVONPICUOU YAUUQ).

NMEPIEXOMENA

KaBopiopoi 100

25| anti-AFP, HOVOKAWVIKO (TrovTiKI), KOKKIVO 33 mL
Apaotnpidtnta (kBq / uCi) <424 /115
7 UNIKG BaBuovounong A-G (0,6 mL) o avBpwTrelo Aeukwpativi opou 1 o€t
(BAETTE ava@opd TTOIOTIKOU EAEYXOU YIA TIG CUYKEVTPWOEIG)

AloAuTikég  Tapdyovtag (0 IU/mL) oe SidAupa  @wo@opikol  AGAaTog 2x 11 mL
(oupTrOKVWPQ)

2wAnvapia eE€Taong, eMKaAUPPEVa pe anti-AFP, JovokAwVIKO (TTovTiki) 2 x50
YAIKG eAéyxou, avBpwTTEIo, AUOGDIA. 0.6 mL
Ava@opd TToIoTIKOU €AEyXOU 1
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YAIKA TTou atraitoUvral aAAd dev rapéxovral

- MikpotmimréTeg (25 yL, 300 pL) pe avtaAAakTIKG, TTAAOTIKA pUyXN

- AvadeuTiipag TaAdvTwong

- XelpokivnTn 1 autdéuarn ouokeur TTAUONG e oUOTNUA aTTOPPOPNONG

- ETritredog avadeuTthpag

- MeTpnTAG oTTIvOBnpIouoU yauua

- eVAAAOKTIKG €va KATAAANAO pnxavnua epyaoTnpiou, AV UTTAPXEI

- KN €mKoAUPPéva cwAnvapia TTOAUGTUPOANG yia TV apaiwaon TwY 0pwY Kal TwV UAIKWY EAEyX0oU
- KekaBappévo vepod

MpoAnTrTIKA pHETPA
AvTiSpaoTipia TTou TTEPIEXOUV UAIKO avBpwITivng TTpoéAguong

XeipioTeite WG £dv ATAV BUVNTIKWG HOAUGHATIKA.

KaBe povada &61n opoU/TTAGOHATOG TTOU €XEl XPNOIUOTIoNBEi yia Tnv TTPOETOINAGIa TOU TTAPOVTOG
TTPOIOVTOG €xel dokipaoTel pe péBodo eykekpipévn améd tnv Ymnpeoia Tpogipwv kal apudkwy (FDA)
Twv H.M.A. kai Bp€BnKe pn avTidpaacTIK wg TTPog Tnv TTapouaia HBsAg, avtiowpatog atov 16 HCV kai
avTiowpartog atov 16 HIV 1/2. Av kai o1 yéBodol autég eival eCIPETIKA akpIBEIG, dev eyyuwvTal TNV
avixveuon OAwV Twv HOAUOUOTIKWY POVAdwWY. To TTapdv TTPOIOV eVOEXOUEVWG VA TTEPIEXEI KAI GANO
UAIKG avBpwTTivng TTpo€Aeuong yia To oTroio dev UTTAPXEl EyKEKPIMEVN SoKiur. ETeidr) kayia yvwoTn
pEBOBOG BoKIuAg dev uTTopEi va TTpoo@épel TTARPN diaBeBaiwon 6T atrouciddouv o 166 TNG NTTATITIONG
B (HBV), o 16¢ g nmartindag C (HCV), o 16¢ tng avBpwtrivng avoooavetrdpkeiag (HIV) i dAAol
MOAUCUQTIKOI TTOPAYOVTEG, O XEIPIOPOG OAWV Twv TTPOIGVTWVY TTOU TTEPIEXOUV UAIKA avBpwtTivng
TTPoEAeUONG Ba TTPETTEN va YivETAl CUPNQWVA PE KOAEG EPYOAOTNPIOKEG TTPAKTIKEG XPNOIUOTIOIWVTAG TIG
KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG, OTTWG TTEPIypa@ovTal OTO eyxelpidio «Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories», 4n ékdoon, Mdiog 1999 i tnv Tpéxouca ékdoon, Twv U.S. Centers for
Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévrpa yia tov ‘EAeyxo kai MpdAnyn
Noowv/EBvika IdpupaTta Yyeiag Twv H.IM.A.).

AvTiSpaoTipia TTou TeEPIEXOUV 1wdio 125
To kIT autd TrepIExel padievepyd UAIKO To otroio dev utrepPaivel Ta 11.5 uCi (424 kBq) o€ 1iwdio 125.
Katd tn @UAagn, 1o xeipioyd kai 1n 01d6son Tou UAIKOU autol, Ba TTPETTEl va XPNOIPOTTolouvTal
KATAAANAEG TTPOPUAGEEIG KOl KAAEG EPYACTNPIOKESG TTPOKTIKEG.
Mpog 1aTpoug A 1dpUpaTa TTou TTapaAapBdvouv padioiocOToTTa KATW OTTO YEVIKI GdEIa:
To Tmapdv padievepyd UAIKO ptTopei va AngBei, va aTToKTnOEl, va KATEXETAI KAl Va XpNoIJoTTolEiTal Jévo
atrd 1aTpPoUG, KTNVIATPOUG TTOU €EOCKOUV KTNVIATPIK IATPIKN, KAIVIKG €£PyaOTrpIO f} VOOOKOUEIQ Kal
MOVO yia KAIVIKEG ) €pyacTnpIakEG OOKIYEG in vitro TTou dev TTEPIAAUBAVOUV TNV ECWTEPIKN 1] EEWTEPIKN
Xoprynon Tou UAIKoU, 1] TNG akTivoBoAiag autou, og avBpwTToug kal (wa. H rapalafr), n amméokTnon, n
KATOXH, N XPron Kal n YETAPOPA UTTOKEIVTAlI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal Tn Yeviki adeia Tng PuBuIoTIKAg
EmrpotAg MNupnvikwyv Twv H.MN.A. (NRC) Tng TTOoNITEiag oTnv oTT0ia N EMITPOTIA £XEI CUVAWEI CUPPWVIa
yla TNV AOKNoN KaBNKOovTwy apuoédiag apxns.
1.  H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPICTE O€ EIOIKA ETTIONPATUEVO XWPO.
2. HmpooBaon oe padievepyd UAIKG TIPETTEI va TTEPIOPICTE POVO o€ £0UTI0O0TNUEVO
TIPOCWTTIKO.
3. Mn xpnoipoTrolgite TITETA e TO OTOPA O€ padievepyd diaAupara.
Mnv TpwTE A TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYACIAg TTOU €XOUV ETTIONUAVOEI WG padIEvEPYOI.
5. O 1repIox€éG, OTTOU eVOEXOPEVWG €xOUV TTPOKANBEI ekxUOEIG, Ba TTPETTEI VO OKOUTTIOTOUV Kal
KATOTTIV va TTAUBOUV e AAKOAIKO atToppuTTavTIKO ] padioAoyikd atroAupavTiko didAupa. Tuyxov
UGAIva OKeUN TTOU XpNoIhoTToinOnkav TTPETTEl va EKTTAUBOUV KOAd pE vepO TTPIV aTTd TNV TTAUCN
AWV epyacTnPIaKWY UGAIVWY OKEUWV.
Mpog 1atpoug 1 1dpUupaTa TTou TTapalapBavouv padioicdToTTa KATW aTTd €I18IKA AdEIa:
H tapaAaBn, n xpron, n MeTa@opd kal n O1d6son Twv PAdIEVEPYWY UAIKWV UTTOKEIVTAI OTOUG
KavoviopoUg Kal TIG ouvOnkeg Tng €18IkAG Gdeidg oag.
MPOEIAONMOIHZH: To 1Tpoidv auTtd TTEPIEXEI MIO XNMIKA ouaia n oTroia gival yvwaoTo aTTd TNV TTONITEIa
NG KaAipdpviag O TTPOKAAET Kapkivo.

>
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MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@eTal 1o EVOETO CUOKEUATIOG UTTOPEi va dlIa@EPEl EAAPPWG
atrd T PAdIEVEPYEIQ TTOU avAYPAPETAI OTNV ETIKETA CUOKEUATIOGg A oTnv eTIKETA @iaAidiou 1xvnBETn. H
ETIKETA OUOKEUOOiag Kal n eTIKETO @IaANIdiou 1xvnBETN UTTOBEIKVUOUV TNV TIPAYUATIKN) TTOoOTNTA
padievépyelag Katd Tnv nuepounvia Babuovopnong, evw To £vOETO CUOKeEUAOiag UTTOOEIKVUEL TN
BewpnTIKA padlevéPYEID TOU KIT.

AvTidpaocTipia TTou TTEPIEXOUV alidlo Tou vaTpiou

MPOZOXH: Mepikd avTidpacTripia 0TO KIT auTd TrepPIEXOUV adidlo Tou vaTtpiou. To agidlo Tou vaTpiou
pTTopEi va avTidpdoel Pe TIG CWANVWOEIG HOAUBBOU ) XaAKOU Kal va oXNUaTioEl EEAIPETIKA EKPNKTIKA
agidia peTAAAWY. Katd tnv atmoppiyn, eKTTAUVETE ye A@Oovn TToodTNTA VEPOU YIa VO EPTTODICETE TN
ouoowpeuon adidiwv. MNa mpoobeTeg TTANPOoYopieg, avaTpééte otnv evotnta «Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts», otov 0dny6 diaxeipiong ac@dAeiag ye kwdikd CDC-
22 1rou ekdideTal atro Ta Kévipa yia Tov ‘EAeyxo kai Tnv MpdAnwn Néowv otnv ATAdvta NG T¢opTdIa,
1976.

MposToipacia Twv avridpaoTnpiwv

DépTe Ta UNIKG TIPIV OTTO TV évapén Tng e¢€Taong oe Beppokpaaia dwuartiou (18—-25°C) kal avoKIVACTE
KaAd. (atmo@uyeTe Tn dnuioupyia appou).

AvoigTe TTPOCEKTIKA TO UAIKO €AEyXOu Kal TTpogTolndoTe 1o pe 0,6 mL amoart. vepd. (aTmoQUyETE TN
onuioupyia aepou). AdaBere ut' Owiv gag o1l Ba avapixBei padi kar To AUGQIAO UAIKO TTou EXEl
TTPOOKOAANBEI oTa TTWHATA.

ApaiwaTe 20 mL diaAuTikoU TTapdyovTa — CUPTTUKVWHATOg gE 100 mL atrooT. vepo.
ATtrofilkeuon Twv avtidpaoTnpiwv
Mapaokeuaopévo UNIKO eAéyxou: 1 eBdopdda otoug 2-8°C 1 4 eBdopadeg oToug — 20°C.

ATtroBnkelete 6Aa Ta GAAa avtidpacoTrpia otoug 2-8°C. Ta uNIkd diatnpouvTal PEXPI TNV NUEPOUNnvia
AAENG TTOU avaypd@eTal 0TN GUCKEUATIQ.

- ATroOnkeloTe o€ 6p0ia BEon

- MpooTartéyre amwd TNV ameudeiog ékBeon oTO PWG

YAIk6 eAéyxou, aroBRKEUO Kal TTAPAoKEUN UAIKOU eAéyxou

- To UNIKG eAéyxou TTapaoKeUAZeTAl CUUPWVA UE TIG TUTTIKEG DIATAEEIG.

- YAIKO eAéyxou: Opog, apviakd uypo. Mapevépyeieg Adyw TTAdouaTog dev gival yVwOoTEG.

- AtroBrkeuon otoug 2 - 8°C: 24 wpeG.

- MNa ™ pakpoxpovia UAagn Tou UAIKOU eAEyxou KaTawugTe To oToug -20°C.

- H wi&n kai 1o Eemmaywpa Tou UAIKOU yia pia @opd dev eTTnpeddel Ta ammoTeAéopaTa TNG £EETACNG.

- AvakivioTe TTOAU KaAd To UNIKG gAEyxou TTpIv atrd Tn Xprion (avadeuTtripag Vortex).

- Agv ETMITPETTETAI VA XPNOIUOTTOINB0UV CUUTTUKVWEVOI, AITTAIMIKOI, QIJOAUTIKOI, IKTEPIKOI I JOAUGEVOI OpPOi.
ApvnTikég emIdpPAOCEIg

Agv TTapatnpbnkav apvnTikEG €mMOPACEIS OTA ATTOTEAETUATA TWV €EETACEWV aTTO XOAEpuBpIvN
< 0,125 mg/mL, aigooaipivn < 500 mg/dL ) TpiyAukepidia < 12,5 mg/mL.

Ymodeieig ektéAeong

- Ta UNKG TOou O€T €xouv TIPOCOPUOCTEN 1IdavIKG peTalU TOuG. e TTEPITTTWON avTikatdoTaong n
avApIENG UAIKWYV SIOQOPETIKWV TTOPTIOWY O KOTOOKEUAOTHG eV eyyudTal TTAEOV TnVv agloTmioTia Twv
atroteAecpdTwy. O apIBUog TTapPTIdOG TwWV AUBEVTIKWY UAIKWY avaypd@eTal 0TO KATW PEPOG TNG
OUGCKEUAOIOG TOU KIT.

- TnproTe oTTWOOATIOTE TNV avaPEPOUEVN OEIPA Xoprynong.

- PuBuioTe 10 Xpovo pétpnong o€ TouhdxioTov 1 AeTTTO.

- Mn xpnoiyoTtroigite autov Tov eEOTTAICHO €E£TAONG META ATTO TNV avaypa@opuevn nuepounvia Anéng.
- TnpnoTe TIg TTPOdIaYPAPEG EKTEAEONG TTOIOTIKOU EAEYXOU O€ IATPIKA EPYACTAPIAL.

- ATTo@uyeTe TN hIKpoRiakA HoAuvon Twv avTidpacTnpiwy.
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ExTtéAeon Tng e§étaong
MporteiveTal 0 SITTAGG KABOPITPOG TwV UAIKWYV BaBuovounang Kai eAEyyou.

Edv avapévovrtal TIHEG PEYOAUTEPEG ATTO TO AVWTATO OpI0 BaBuovounong, ToTe To UAIKO gAéyxou Ba
TPETTEl va apaiwBei pe dIaAUTIKG TTapdyovTa (ouvTeAeoTng apaiwaong T.X- 10, 100, 1000).

Ta deiypyata apviakoU uypoUu Ba TTpETTEl TTAVIOTE va OpaIVovVTal, OTTOU OTIG ONMUAVTIKEG YIa Tn
diayvwaorn £Rdopadsg kunong (16" — 19" ¢Bdouada) apkei pia apaiwaon os avahoyia 1:100, pe 10
OIOAUTIKO TTapdyovTa Trou TrePIAaPBAvETal OTO KIT. ZTIG TTAOOAOYIKEG TTEPITITWIOEIG €VOEXETAl VO
aTTaITEiTal UYWPNAOTEPN apaiwon. (TTapdAAnAol TTpoadiopiouoi apalwoewy Pe avadoyia 1:100 kai
1:1000).

EvaAAaKTIKG pe TN xelpokivnTn ekTEAEDN Kal agloAdynon, YTropei va xpnoipoTtroindei kai éva katdAAnAo
pNxavnua epyacTtnpiou, UTT' euBUvn TOU EpyacTnpiou.

1. XopnyAote 25 pL uAikoU BaBuovopnong, UAIKoU eAéyxou A deiyuatog NG acBevoug aTov TTuBuéva
€VOG eTTIKOAUPPEVOU OwAnvapiou e€€Taong.

MpoobéoTe 300 pL *’l-anti-AFP, avakiviioTe (avadsutipag Vortex)

EmmwdoTe Ta cwAnvdpia yia 3 wpeg (+ 5 Aetrtd) o€ Beppokpaaia dwpartiou (18-25°C) emdvw o€
évav emmiedo avadeuTtipa.*

4. ATOppOoYRaTE TO UYPO.
5. TIAOvete OAa Ta owAnvapia 3 @opég pe 2 mL KekaBappévo vepo.
6. MertpAoTe TN padievépyeia (CPM) og 0Aa Ta cwAnvapia (TouhdyioTov 1 AeTTTO).

T g 1 T s 7
MpooBéate 300 uL 125 _anti-AFP
AvoKIVAOTE
yia 3 WPEGS (£ 5 AeTTd) emwaoTe o€ Beppokpaaia dwpartiou (18-25°C), o€ avadeuTtrpa*
ATropp6enon
MAUveTe 3 popég e 2 mL e KekaBappévo vepd
1 AeTiTo Métpnon (peTpnTAG OTTIVONPIoKOU Yauua)

* AloTnpRnoTE 0TABEPEG TIG OUVONKEG avadeuong!
I8avikég ouvlnkeg:

EUpog 20 mm = 150 rpm

EUpog 10 mm = 220 rpm

Eupog < 8 mm = 300 rpm

AgioAéynon
H kap1T0An Tou UAIKoU BaBuovopnaong PTropei va ouvtaxBei wg eEAG:
1. KaBopiopog g péong Tiung CPM yia kdBe {euyog ocwAnvapiwy e&étaong (SITTAGG kaBopiouog)

2. O péoeg Tinég CPM Twv pepovwpévwy UAIKWY BaBuovounong (B) diaipouvtal pe 1N péon nipl CPM
NG MEYIOTNG TIMAG Tou UAIKOU BaBuovounong (Bmax) kal TToAatTAacidlovTal ue 1o ouvteAeoTr| 100, yia
Va UTTOAOYIOTEI N TTOOOOTIAIO OXETIK déopeuon (%B/Bmax) yia k4B UAIKG BaBuovounong.

3. Ze nuIAoyopIBUIKG xapTi pETaQEPOVTAl O OXETIKEG OeopeUOElS (%B/Bmax) OAwv Twv UANKWV
BaBuovounong (agovag Y) ouvapTrioEel TwV AvTIOTOIXWV OUYKEVTpWOoewV (IU/mL) (agovag X).

4. O1 OuykevTipwoelg Twv UAIKWY Babuovopnong ptropolv BACEl TwWV UTTOAOYIOHUEVWY OXETIKWV
deopeloewv (%B/Bmax) va diaBaaTtolv arreubeiag atmd Tnv KauTTUAn.

Edv n padievépyeia TTou YETPAONKE KUPAiveTal TTAVW aTTd TNV avwTaTtn TIUA Tou UAIkou BaBuovopnong,
TOTE T UAIKG BaBuovéunong Ba mpétrel va apaiwBolv pe SIoAUTIKO TTapdyovTa Kal va eTTavaAngBei n
e¢éTaon. Ze apalwpéva UAIKG Babuovounong Oa TTPETTEI N TTPAYUATIK OUYKEVTPWON Tou opoU va
uttohoyioTei avdAoya pe TO ouvTeAeoTh apaiwong. ‘Eva mapddeiyya KautmoAng TapatiBetal otnv
ava@opd Tou TTOIOTIKOU €A€éyxou. AUTA N KaPTTUAn Oev €mMTPETTETAI va Xpnolgotroindei yia Tov
uTToAOYIGNS AYVWOTWYV UAIKWYV Babuovounong.

O uTtroAoyiopog Twy Padlo-OVOCOUETPIKWY TIHWY BAcEl opydvwy TTpayuaTtoTTolEiTal Je Tn Bonbeia
TTPOCEyyIong KapTTuAwy Spline.
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MoloTIKOG £AeyXOG
TnpAROoTE TIG TTPOdIOYPAPEG EKTEAEONG TTOIOTIKOU EAEYXOU O€ 1ATPIKA EPYOCTHPIAL.

MNa Tov éAeyxo TNG 0pBOTNTAG Kal TNG OKPIREIAG TWV ATTOTEAECUATWY TTPOTEIVETAI VO XpNOIPoTToinBouv
0poi EAEyXOU 1l OPOi CUYKEVTPWONG.

KatdAAnAo yia Tov e0wTePIKG TTOIOTIKO EAeYXO €ival TO UNIKO eAEyxou TTou TrepIAapBdveral oTo KIT. To UAIKO
eAéyxou Ba TTpETTEl UTTAPXEI OE KABE EQapUoyn Kal va JETaXEIPICETal OTTwG Kal KABe deiyua aoBevoug.

To €0pOG TWV CUYKEVIPWOEWYV KABE eAEyXOU ava@EPETAl OTO TTIOTOTTOINTIKO avAAuong Kai Ogixvel Ta
opla TTou £xouv kaBopioTei ammd Tnv DiaSorin yia TiHEG eAEyxwv TTOU PTTOPOUV va €TiTeEUXBoUv O€
agIOTTIOTOUG KUKAOUG £EETAOEWV.

Eppnveia Twv ammoteAeocudrwy

>€ UyIEiG avdpeg Kal Pn £yKueg yuvaikeg (n=63) o1 TinéG AFP oTov opd dev Eetrepvouv Ta 6 1U/mL
(95%). O1 upnASTEPEG TINEG UTTOBNAWVOUV VEOTTAACHATIKEG BPACTNPIOTNTEG.

Katd t Sidpkeia TG KUNONG auavovTal ol CUYKEVTpWaoelS AFP aTov untpiké opd péxpl v 28" —
32" . ¢Bdouada NG KUNONG. ZTr CUVEXEIA TTAPATNPEEITAI TITWAOT TWV TIHWV.

O1 niyég AFP 1ToUu KupaivovTal TTavw a1t TNV TTEPIOXA avagopdg uttodnAwvouv BAGBN Tou euBpuou.
To eUpnua Tou opoU eAéyxeTal Pe Evav TTPoadlopiopd AFP aTo apviako uypo.

2TIG YETPOEIG OE UYIEIG, £YKUEG YUVAIKEG BIATTIOTWONKAV 01 AKOAOUBEG TINEG OTOV OPO Kal OTO AUVIOKO
uypo™* yia 1o IRMA® - mat AFP.

Puoioloyikég TIpéG AFP oTo TTpwipo otddio KUnong

casopdta xinan (AT TOMTONG0PE AP ero auaco e
15 26,7 236 17.083 15
16 28,0 236 14.679 107
17 341 236 12.532 135
18 38,4 236 10.075 106
19 41,9 236 8.381 37
20 60,0 236 6.877 24

** 01 miéc oTo apviakd uypd Aeenkav pe TNV e€étaon LIAISON® AFP. Emeadr kai oTig¢ dUo €£ETAOEIG
XpnoigotroioUvTal Ta idia avTICWATA, Ol TINEG TTou PeTprBnkav e 1o LIAISON® AFP ptropolv va BewpnBolv wg
TIUEG aVAPOPAG.

Emeidn o1 ipég AFP diagépouv avdAloya pe Tnv epyaaTnpiokr péBodo, TrpoTeiveTal KABe epyacTrplio va
OUVTAEEl TN BIKK TOU TTEPIOXA avVAPOPAG.

Mepropiopoi Tng diadikaoiag
O1 aoBeveig pe Kapkivwparta evOEXETAI va TTapoucidoouv TINEG AFP evTdg Tng KavovikAG TTEPIOXNAG.

>¢& kahonBeig TTaBnoeIg, OTTWG Kippwaon Tou ATTATOG, NTTATITI®A, Tupoaoivaiyia Ta eTrireda AFP evdéxeTal
va gival augnuéva (8). MNa 1o Adyo autd o poadiopIouds Tou AFP gival KOTAAANAOG yia TO €AeyXO TNG
Bepatreiog peTG 1 KaATd TN SIAPKEID TNG AYWYNG, KOBWG Kal yia Tnv €mBERaiwon Twv 1I0TOAOYIKWY
eupnudTtwy. H péBodog avaiuong AFP dev ptropei va xpnoiyotroindei pegovwuéva yia tn diaAoyn Tou
KakoriBoug Gykou.

Emeidn pe 1n pébodo IRMA-mat® AFP dev ATav duvaTh N OUYKEVTPWAON GTOIXEIWV yia Tn didyvwaon NG
TpIowyiag 21, n e¢€taon dev TpoTeiveTal yia Xprion pe Tn TpitrAr AiaAoyn (Triple-Screening).

>e OAeg TIG €€eTdoEIg, OTIG OTIOIEG YiveTal TAUTOXPOVN ETTWOCN TOU aAvTIyovou He adpavoTroinuéva
avTIOWHATa Kal Pe IXvnOeTnuéva avTiowuaTa o€ uypr) @Acn, utrdpxel moavotnta Ta deiyyata Trou
TTEPIEXOUV UWNAEG OUYKEVTPWOEIG TOU avTlydvou, va odnyrjoouv o€ TIYEG PETPNONG TTOU KupdivovTal
KATw atré To avwTtato Oplo Tou UAIKOU BaBuovéunong. 1o IRMA-mat® AFP autd maparnpeital oe
OUYKEVTPWOEIG TTou KupaivovTal TTavw atrd 30.000 ng/mL. Edv uttdpyel OxeTIKN utTowia, Ba TTpéTrel va
emavaAn@Bei n yétpnon PETA atrd TTPOoOETN apaiwaon Tou deiypatog (11.X. katd 10, 100, 1000).
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HAMA

Ta deiypata aoBevWv TTOU TTEPIEXOUV TO avBpwTIivo avTiowua TrovTikiol (HAMA), utropouv va
odnynoouv o€ e0PaAPEVEG UPNAEG I XAUNAEG TINEG. TNV €E€TaON £yIvE TTPOCONKN OUCIWY TTOU
adpavoTtroiotv 710 HAMA. QoT1éo0 dev PTTopei va oTTOKAEIOTE TEAEIWG N ETTIPPON OTA OTTOTEAEOUATA TNG
e€éTaong. Autd Ta deiypara dev TTPETTEl va XpnoiyotroinBouyv pe 1o IRMA-mat® AFP.

AvVOAUTIKA OTOIXEIO

Babupovéunon

To IRMA-mat® AFP BaBuovoundnke pe Tnv epappoyn Tng peBddou Centocor MRC 72/225.
1ng AFP = 0.83 IU AFP (MRC 72/225)
11U AFP (MRC 72/225) = 1.21 ng AFP

Mepioxn pETPAOEWYV

H teploxn yeTprioewy Kupaivetal petagu 2 -600 1U/mL.

Aduvapia AtrokoTtriig amoé YynAR Aéon

Agv TTOpATNPARBNKE PaIVOUEVO aBUVOIOG ATTOKOTTAG AT uyWnAn 86an o€ cuykevipwaoelg éwg 30.000 IU/mL.

AxpiBeia
AlakUpavon evrog Kal AlakUpavon eviog
EKTOG AVAAUCEWV Ccv avaAloswv Ccv
Méon TR (%) n= Méon Tipn (%) n=
(IlU/mL) (IU/mL)

19 2,6 11 11 6,9 11

99 2,8 11 106 4,5 11

338 1,8 11 170 4,2 11

AvaAuTiki guaioBnoia

To katwTaro 6pio amddeIgng Kupaivetal Katw oo 2,0 IU AFP/mL. Auté 10 6plo ammédeigng opideTal wg
TIUA, n OTToia KUMaiveTal TPEIG aTTokAIoeEIS Gvw TnG pNdevikng Babuovounong. Eival n xaunAdtepn
ouykévipwaon AFP n otroia ptropei va diagopoTroinBei oTaTioTikG atrd Tn undEVIKNA TIUN.

Egeidikeuon

Agv TrapatnpnBnkav avtidpacelg oe BepatmeuTikég aywyég pe Ta Mitomycin-C, Doxorubicin kai
Fluorouracil.

FpapuIKOTNTA apaiwong

‘Evag opd¢ acBevolg apaiwbnke pe OIOAUTIKO Trapdyovta Kal PETPAOnke. Or TINEG PETPNONG
OUYKpPIBNKav PE TIG OVOUACTIKEG TIMEG TTOU UTTOAOYIOTNKAOV HE YPOUMIK TTaAivopounon.

>uykévtpwan g§odou: 457,5 IU/mL

TiyAR pérpnong OvopaoTIKA TINA Avixveuon
Apaiwaon (IU/mL) (IlU/mL) (%)
1:1,25 368 366 101
1:2,5 202 183 110
1:5 100 92 109
1:10 50 46 109
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Avixveuon

‘Evag opdG aoBevoUg pe XaunAn mrepiekTikOTNTa AFP gutrAouTioTnKe pe didgopeg TToodTnTeG AFP.

Zuykévtpwan g¢odou: 3,4 IU/mL

Ty pérpnong OvopaoTIKA TIMA Avixveuon
(IU/mL) (IU/mL) (%)
253 252 100
197 202 97
154 153 101
52 53 98
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SYMBOLS USED WITH IVD DEVICES
SIMBOLI USATI CON | DIAGNOSTICI IN VITRO
SYMBOLES UTILISES AVEC LES DIAGNOSTICS IN VITRO
MIT IN-VITRO-DIAGNOSTIKA GEBRAUCHTE SYMBOLE
SIMBOLOS USADOS CON LOS DIAGNOSTICOS IN VITRO
SIMBOLOS UTILIZADOS COM OS DIAGNOSTICOS IN VITRO
SYMBOLER SOM ANVANDS MED IN VITRO-DIAGNOSTIK
SYMBOLER SOM BRUGES VED IN VITRO-DIAGNOSTIK
JELMAGYARAZAT IVD ESZKOZOKHOZ
2YMBOAA XPHZIMOIMNOIOYMENA ME TIX £YZKEYEX IVD

CONT. Kit contents / Contenuto del kit / Contenu de la trousse / Inhalt des Kits
Inhalt des Kits / Contenido del kit / Contetddo do dispositivo / Satsinnehall
Kittets indhold / Készlet tartalma / Mepiexdpeva ouokeuaaoiag.

Tracer: antibody labelled with '°| / Tracciante: anticorpi marcati con '%°
Traceur: anticorps marqués a I''| / Tracer: mit '°J markierte Antikdrper

Trazador: anticuerpos marcados con 129)

Marcador: anticorpos marcados com 129

Sparamne: antikroppar markta med '%°|
Tracer: antistoffer maerket med |
Tracer: "?°I-tel jelolt antitest

IXVNOETNG: avVTICWHA ONUOCHEVD e 2.

SORB Solid phase (Coated tubes / Coated beads).

Fase solida (Provette sensibilizzate / Sferette sensibilizzate).

Phase solide (Tubes revétues / Billes revétues).

Feste Phase (Beschichtete Rohrchen / Beschichtete Kugeln).

Fase solida (Tubos recubiertos / Bolas recubiertas).

Fase sdlida (Tubos revestidos / Bolas revestidas).

Fast stadium (Belagda ror / Belagda kulor).

Fast stadium (Sensibiliserede rar / sensibiliserede kugler).

Szilard fazis (bevonatos csé/ bevonatos gyongy)

21eped @don (emKAAUPUEVOI OOKIHOGTIKOI OWANAVEG / ETTIKAAUPPEVA o@aipidia).

DIL Sample diluent / Diluente campioni / Diluant pour échantillons
Probenverdiinnungslésung / Diluyente de muestras / Diluente das amostras
Provspadning / Fortyndingsmiddel til prever / Minta higit6 / AlaAUTnG delypdTwy.

CAL Calibrator / Calibratore / Etalon / Kalibrator / Calibrador / Kalibrator
Kalibrator / Kalibrator / Méco faBuovounong.

CONTROL Control serum / Siero di controllo / Sérum de controle / Kontrollserum
Suero de control / Soro de controlo / Kontrollserum / Kontrolserum / Kontroll szérum /
Opdg eAéyxou.
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VXX

APMO0107; 34665

For XX tests / Per XX dosaggi / Pour XX dosages / Fur XX

Bestimmungen / Para XX ensayos / Para XX testes / Fér XX dosering
Til XX test / XX teszthez / MNepiexopevo emapkeg yia XX egeTdoeig.

Radioactive / Radioattivo / Radioactif / Radioaktiv / Radioactivo / Radioaktiv
Radioaktiv / Radioaktiv / Padievepyog.

Reconstitute with X mL / Ricostituire con X mL / Reconstituer avec X mL
Mit X mL auflésen / Reconstituya con X mL / Reconstitua com X mL

Aterstéll med X mL / Rekonstruer med X mL / X mL-ben felodandé / AvacUoTtaon pe
X mL.
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