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AFP [12°1] IRMA készlet
(REF: RK-800CT)

Az AFP [1251] IRMA készlet human szérum
dfafetoprotein (AFP) tartalmanak in vitro
direkt meghatérozasara szolgdl, a 0 - 500
1U/ml mérési tartomanyban.

Bevezetés

Az AFP (afafetoprotein) egy kb. 65 kDaos
molekulatdmegu  glikoprotein, amelyet a
magzati m§ sejtjel valasztanak ki.

Az anya szérum AFP szintje folyamatosan
emelkedik aterhesség 30. hetéig, majd ezutan
hirtelen lecsokken. Nyitott gerincuség (spina
bifida) és placentdlis rendellenességek esetén
az anya szérum AFP koncentrécidja erosen
megnovekszik, mig a magzat kromoszomdlis
elvéltozédsa (pl. Down-kor) csokkent AFP
szinttel térsul.

M§ karcinbma, here és petefészek
teratokarcindmak esetében nagyon gyakran
megemelkedik a szérum AFP koncentrécigja
(> 200 WJU/ml), mig gyomor, tido, prosztata
stb. tumoroknal ritk&bban.

A szérum AFP koncentracio novekedését
eredményezhetik egyéb megbetegedések ispl.
hepatitisz, majgyulladas stb.

A mérés elve

A meérokészlet a wilad fazisa
immunoradiometrikus assay (IRMA)
mukodési elvét alkalmazza. Ehhez két olyan
monoklondlis antitest sziikséges, amelyek a
molekula két killonbozo epitopjét ismerik fel.
A két antitest egyike radiojoddal jelzett (jelzo
antitest), a masikuk jeldletlen (Un. “capture”
antitest).

A bevont csoves rendszerek  jelen
vétozatdban az antigénnek a két antitesttel
kialakult ~ immunkomplexe  ("szendvics')
reaktiv kémcso fellletén mint szilard fazison
koétodik meg. 2 dras reakcididot kdvetoen a
reakcidelegyet a kémcsobol kiontjuk, és
pufferes mosds utdn gamma-szamléaéval
mérjik a radioaktivitast. A kémcsdvekben
mért radioaktivitds egyenesen ardnyos a
rendszerben 1évo hormon koncentréciojaval.
Az ismert koncentracioju standardok kotési
értékel  aapjdn  szerkesztett  kalibrécios
gorbérol az ismeretlen minték koncentracioit
kotés értékeik alapjan visszaol vassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon ®I-TRACER (21 ml), pufferes
oldat radioaktivithisa <740kBg, 0,1 %
nétrium-azidot tartalmaz.

2. 6 Uveg STANDARD (1 x 3ml, 5x 0,5 ml),
0,1 % Kathon CG tartésitoval.
Koncentréciéjuk (SL - S6): 0, 2, 10, 40, 150,
500 |U/ml. WHO 1% 1S 72/225 -re kalibrdva.

(2 1U/ml = 1,21 ng/ml).

3.1 {iveg ELLENORZO SZERUM (1 ml), 0,1
% Kathon CG tartésitoval. Koncentrécigjat a
kiséro minoségellenorzési bizonylat
tartalmazza.

4. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mm-es szabvany RIA kémcso, zart muanyag
dobozban

5. MOSOPUFFER KONCENTRATUM, (20
ml), 0,1 % nétrium-azid tartésitéval, 700 ml
desztillalt vizzel higitando.

1 db Minoségellenorzési bizonylat

1 db Haszndlati utasitas

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszk6zok

K émcsotarto, rugalmas  kémcsordgzito
kiképzéshben; pipették (0,05, 0,2 és 2 ml
térfogatra, eldobhat6 muanyag hegyekkel);
rézégép; kémcsoz&ré muanyag  folia;
papirvatta vagy itatospapir; gammaszamla é
Ajanlott:

Sorozat-adagol6 (ismétlo) pipetta;
folyadékiiveges leoszté (diszpenzer), 1 literes
folyadékedénnyel, 2 ml adagolasi térfogatra

A mérendo mintak gyujtése és
tarolasa

Amennyiben az AFP meghatarozés a
mintavételt kdveto 1-2 napon  bell
megtorténik, a mintakat 28°C -on, késobbi
felhaszndlds esetén —20°C-on  mélyhutve
tartjuk. A fagyasztott mintékat hagyjuk
felolvadni, és felhaszndas elott aaposan
homogenizaljuk. Kerlljuk az ismételt
visszaf agyasztast.

Lipémias, hemolizdlt, vagy mas szempontbdl
rendellenes szérumot ne haszndljunk mérésre.
A magas AFP tartalmu mintékat (> 500
IU/ml) higitjuk ki az S1 standarddal és mérjik
leUjra A javasolt higitasi arany 1:10.

A reagensek elokészitése, tarolasa

A mosboldat koncentrdtumot ontsiik hozza
700 ml desztilldt vizhez. A higitott
mosooldatot 2-8°C -on taroljuk a készlet
lejératéig.

A készlet tobbi komponense az elso felnyitéast
kovetoen 2-8°C -on tarolhato a készlet |gjarati
idején belll. A pontos lejédrati ido a kiséro
bizonylaton és a dobozcimkén van feltiintetve.

A meghatarozas menete

(Id. Folyamatébra, 1. Tabl4zat)

6. Ismételjlk meg a mosas |épést
kétszer, a 5.pontnak megfelel oen.

7. Mérjiik meg a csbvek radioaktivitasat
gammaszamlaéval és szamitsuk ki
az eredményeket az alabbiak szerint.

1Téblézat Folyamatédbra, pipettazas kalauz
(térfogatok mikroliterben)
T S-S5 | Ell. szérum| Minta
Standard 50
Ell. szérum 50
Minta 50
Tracer 200 | 200 200 200
Kevertetés, 2 6ra szobahomérsékleten
Mosc')puffer| | 2000| 2000 | 2000
Folyadék ledntése, szarités itatds papiron
MosGpuffer | [ 2000 ] 2000 | 2000
Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron
Mosépuffer| | 2000| 2000 | 2000

Folyadék |ledntése, széritésitatds papiron

Radioaktivitas mérés (min. 60 sec/cso)

Adatfeldolgozés

1 Jeldljink meg két —két csdvet: Bsszes
beltésszam (T), standard (S1-S6),
ellenorzo szérum (C); vizsgdand6
mintak (M).

2. Mérjink 50 pl STANDARDot, ill.
ELLENORZO SZERUMOT, és
szérummintét a megfelelo csdvekbe.

3. Mérjink minden csobe 200 pl
TRACER oldatot.

4. Helyezzik a csbveket rogzitos
kémcsotarto alvanyba. Allitsuk be a
sebességet  Ugy, hogy a folyadék
valamennyi kémcsoben mozgasban
legyen. Kevertessik 2 dran &
szobahomérsékleten.

5. Adjunk minden csohtz 2 ml
mosopuffert, majd a csotartét fejjel
lefelé forditva, egyetlen hatarozott,
gyors mozdulattal ontsik le a
feltltszd, majd a tartét vétozatlan
helyzetben (visszafordités nélkdil!)
tegyUk papirvattéra 2 percig.

Az eredmények szamitasa

A szamitas menetét jellemzo mérési adatokkal
szemléltetjuk. A kapott szdmadatoknak, és a
kalibrécios gorbének hasonlitaniuk kell a 2.
téblazathoz, illetve az 1. dbréhoz.

Szamitsuk ki a parhuzamos csovek

Loglog papiron &brézoljuk a
standard koncentracidkhoz tartozd atlag cpm
értékeket.

Olvassuk le a mérendo minték
koncentrécidit a standard gorbérol az étlag
cpm értékek alapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez, rendszerint
minoségellenorzési célbol, szilkség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitasthoz a
standardok, illetve minték NSB-vel (azaz az
S1 beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk
atotal aktivitéssal az aldbbi egyenlet szerint:
2-6/C/Mx/ (cpm) -S1(cpm)
B/T (%) = x 100
T (cpm)

Egy jellegzetes mérési adatsort foglal dssze a
2. téblazat, mig az 1. abra egy jellemzo
standard gorbét mutat.

A korszeru mérokészilékek |ehetove teszik a
radioaktivitas-mérést koveto azonnali ("on-
ling") szamitégépes adatfel dolgozast is. A
sokféle feldolgozé program kozil jelen
készitményhez specidlisan immunometrikus
assay-re kifejlesztett spline illeszto program
haszndlatét javasoljuk. Ugyeljink arra, hogy
vannak olyan kiértékelo programok, amelyek
a O-standard és az elso standard kozott is
interpoldnak, de a szamitott koncentréciok
kozul cssk azok tekinthetok valosnak,
amelyek értéke magasabb, mint a mérés
statisztikailag meghatarozott kimutatasi hatara
(Id. érzékenység).

2.Téblézat Jellemzo mérési eredmények
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AFP koncentracié (1U/ml)

1. &bra
Tipikus standard gorbe
(Minta-meghatarozasra nem hasznalhaté!)

Minoségi jellemzok

Az assay jellemzo paraméterei

NSB/T <0,18%

Specificitds

A készletben akalmazott monoklondlis
antitestek human szérum albuminna nem
keresztreagal nak.

Erzékenység
Jelen készlettel az andlitikai érzékenység a O-

standarddal 15 parhuzamos  méréshol
meghatérozva 0,06 |U/ml. Ertéke egyenlo a 0-
standard BO+2*SD kétési értékéhez tartozd
koncentréciéval.

Ismert mennyiség visszanyerése

("recovery")

Egyéni szérummintakhoz ismert mennyiségu
AFP-+ adva, a visszanyerés (recovery) 97,9 +
3,6 % (kozépérték + SD, n=20).

Hiqgitasi teszt (linearity)

Egyedi szérumminték S1 standarddal végzett
sorozat-higitasakor a vart (x) és a mért (y)
koncentréciértékek kozott az aldbbi linedris
Osszefliggés adodott:

Y =1,0413x +1,006 R=0,991 n=20

Nagy-do6zisu Hook effektus
Az effektus 8500 |U/ml aatt nem jelentkezik.
Barmely mintanak, amelynek koncentrécidja
a 500-8500 1U/ml tartoményba esik, ezzel a
készlettel mérve, a koncentracigjat tobb mint
500 IU/ml-nek fogjuk taldni.

Pontosséag
Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal

egy sorozaton belll, az inter-assay

pontossagot 2 pérhuzamossal, 15 fliggetlen
méréshen értékelve, 8 mintdra az adabbi
adatokat kaptuk.

Intra-assay Inter-assay
alag CvV | &lag cv
(1U/ml) % (1U/ml) %

7,05 11,1 7,46 39

14,90 30 1521 31
24,97 28 2521 23
32,07 21 31,79 4,6
47,49 2,2 49,38 33
55,71 27 57,87 36
69,34 33 71,85 28
177,45 24 178,64 4,0

Varhat6 referens tartomany
férfiak: 0,47 —5,39 1U/ml
nok: 0,37 -4,41 1U/ml
16. hetes terhes szérum:

30 1U/ml (1 MoM)

A  megadott referens tartomany csak
tgékoztatd adatnak tekintendo, és nem
helyettesitheti a  készletet  felhaszndlé
laboratériumok sgjat teriletikre jellemzo
normal értékének megallapitasat.

Koros értékek:

Hepatocarcinoma: > 100 1U/m

Hepatitis: < 100 1U/ml

Megjegyzések, tanacsok

1) Figyelem, hibaforrasl A  bevont
kémcsbvek nem tartalmaznak kilén feliratot.
K 6zonséges kémcsovekkel vao

Osszetévesztésik komoly mérési  hibakhoz

vezethet! Ennek elkerllésére a muanyag
dobozbdl soha ne vegylnk ki tobbet a
szilkkséges ~ mennyiségnél, illetve  a

felhaszndlatlan kémcsoveket azonna tegyik
vissza eredeti tartddobozukba. Ha az
Osszekeverés veszélye a feldolgozas alatt is
fenndll, célszeru a bevont csdveket més
maodon is megjeldlni (pl. Gvegre ird tollal

“meggyuruzni”).

2) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre csak
olyan kémcsotartdé haszndhat6, amelyben a
csovek  rogzitve  vannak.  "Lotybgos'
alvanyban a kémcsdvek tartalma egydtalan
nem, vagy egyenetlentl keveredik, annak
ellenére, hogy maga az dlvéany, és a kémcso
mozgashban van. Egyenetlen, illetve tokéletlen
keverés teljesen hamis (fals aacsony!) mérés
eredményekhez vezethet!

3) A mosopuffer adagolasa. A mosdpuffer
legcélszerubben hajlékony kivezeto csovel
felszerelt diszpenzerbol adagolhatd, amelyhez
legaldbb 800 ml-es folyadék-edény
csatlakozik. A hajlékony csovéggel az
asztalon  fekvo  kémcsodlvany  folott
végighaladva a mosopuffer hozzéadésa gyors
és hibamentes. Diszpenzer hianyaban kelloen
nagy térfogatl fecskendovel ellétott ismétlo
pipetta hasznél hato.

Egyéb tudnivalék

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kilonbtzo
gyartas: szamu készletek egyes komponensei

nem helyettesithetok sem egymassal, sem mas
gyartd AFP készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznd 6 laboratériumok felelossége, hogy
munkgjuk soran ill. a védocsomagolés
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
térolaséra, felhaszndldséra, és kezelésére
vonatkozd torvényi szabdlyozas és hatdsagi
eloirasok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély
A készletben 1évo human szérumot tartalmazd
komponensek  elodllitésdhoz  felhaszndlt

szérum HIV-Ab és HBsAg vizsgd atra negativ
eredményt adott. Ennek ellenére a human
szérumot tartalmazd komponenseket
potencidisan fertozoként kell kezelni, és az
ere vonatkozd dtaédnos laboratoriumi
higiénés szabdlyokat be kell tartani.

M ér gezo anyagok

A készlet egyes komponensei
tartositoszerként nétrium-azidot tartalmaznak.
A készlet bsszes nétrium-azid tartalma 41 mg.
A nétrium-azid nemcsak mérgezo anyag, de
belole rézzel, vagy Olommal érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek.
A mérgezés alaboratoriumi munkak éltalénos
biztonsagi eloirasainak betartasaval keriilheto
e. A nehézfém-azidok keletkezésének
megakadalyozasara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségu vizzel oblitve
juttassuk a csatornahdl 6zatba.

A standardok és az ellenorzo szérum
tartésitaséra Kathon CG-t akalmazunk. A
készlet Osszes Kathon CG tartalma 6,5 mg. A
Kathon CG erosen toxikus anyag. A mérgezés
a laborat6riumi munkak biztonsagi
eloirdsainak betartésival elkerllheto.
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