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1. WSTEP

1.1. Zastosowanie

Zestaw DRG AFP ELISA jest testem immunoenzymatycznym do oznaczania alfa fetoproteiny

(AFP) w surowicy

2. ZASAD TESTU

Zestaw DRG ELISA AFP jest testem innunoenzymatycznym fazy statej (ELISA), opierajacej sie na
zasadzie kanapkowej (sandwich). Mikrostudzienki sg optaszczone przeciwciatem
monoklonalnym skierowanym przeciwko rzadkiemu miejscu antygenowemu na czgsteczce AFP.
Probka pacjenta zawierajaca endogenng AFP jest inkubowana w optaszczonej studzience z
roztworem sprzezonym enzymu, ktdry jest surowicg anty-AFP sprzezong z peroksydazg
chrzanowa. Po inkubacji wyptukiwany zostaje niezwigzany roztwér sprzezony. llos¢ zwigzanej
peroksydazy jest proporcjonalna do stezenia AFP w prébce. Po dodaniu roztworu substratu,

natezenie otrzymanego koloru jest proporcjonalne do stezenia AFP w prébce pacjenta.

3. OSTRZEZENIA

e Niniejszy zestaw przeznaczony jest wytacznie do zastosowania diagnostycznego w
warunkach in vitro.
e Wszystkie odczynniki niniejszego zestawu testowego, ktére zawierajg ludzkg surowice

lub osocze, przebadano z wynikiem ujemnym na obecnosé HIV I/Il, antygenu HBs i HCV
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procedurami zatwierdzonymi przez FDA. Mimo tego, wszystkimi odczynnikami nalezy
postugiwac sie i wyrzucac je jak substancje potencjalnie niebezpieczne.

e Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy uwaznie przeczytac catg instrukcje obstugi. Nalezy
postugiwac sie aktualng wersjg ulotki informacyjnej, dofgczong do zestawu. Nalezy
upewnic sie, ze wszystko jest zrozumiate.

e Nigdy nie pipetowac ustami i unika¢ kontaktu odczynnikéw i prébek ze skérg i btonami
Sluzowymi.

e Nie pali¢, nie jes¢, nie pi¢ i nie stosowac¢ kosmetykdw w miejscach, gdzie stosuje sie
probki i odczynniki zestawu.

e Przy postugiwaniu sie probkami i odczynnikami stosowac jednorazowe rekawiczki
lateksowe. Zanieczyszczenie odczynnikéw lub probek drobnoustrojami moze prowadzié
do uzyskania fatszywych wynikéw.

e Prdébkami i odczynnikami nalezy postugiwaé sie zgodnie z procedurami okreslonymi w
odpowiednich krajowych wytycznych i regulacjach dotyczgcych bezpieczenstwa
biologicznego.

e Nie stosowac¢ odczynnikéw po uptywie terminu waznosci podanego na etykietach
zestawu.

e przestrzegac wszystkich objetosci podanych w protokole. Optymalne wyniki oznaczenia
mozna uzyskac tylko przy stosowaniu kalibrowanych pipet.

e Nie mieszac i nie stosowac elementéw zestawdw o rdéznych numerach serii. Zaleca sie
nie wymienianie studzienek z réznych ptytek nawet w obrebie tej samej serii. Zestawy
mogg by¢ transportowane lub przechowywane w réznych warunkach i charakterystyki

wigzania ptytek moga sie nieznacznie réznic.
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Unika¢ kontaktu z roztworem zatrzymujgcym reakcje, zawierajgcym 0,5 M H,SO4. Moze
powodowac podraznienie skory i oparzenia.

Karty Charakterystyk Substancji Niebezpiecznych dostepne sg na zgdanie w DRG

4. ZAWARTOSC ZESTAWU

1)

2)

3)

4)

Mikrostudzienki, 12x8 (odtamywane), 96 studzienek;

Studzienki optaszczone przeciwciatem monoklonalnym anty-AFP

Standardy (Standard 0-4), 5 fiolek
Stezenia: 0, 10; 40; 80; 160 IU/ml

Przeliczenie: 11U/ml = 1,21ng/ml

Standardy sg skalibrowane wg NIBSC 1 Internatiolan Standard for Alphafoetoprotein AFP
(AFP 1th IRP 72/225)
Patrz ,Przygotowanie Odczynnikéw”

* Zawierajg 0.03% Proclin 300, 0.015% BND i 0.010% MIT jako srodki konserwujace
Roztwor sprzeiony enzymu, 11 ml, gotowy do uzycia
Surowica anty-AFP sprzezona z peroksydazg chrzanowa.

* Zawiera 0.03% Proclin 300, 0.015% BND i 0.010% MIT jako srodki konserwujgce

Roztwor substratu — 1 fiolka, 14 ml, gotowy do uzycia

Tetrametylbenzydyna (TMB)
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5) Roztwdr zatrzymujacy reakcje — 1 fiolka, 14 ml, gotowy do uzycia
Zawiera 0,5M H;S04
Unika¢ kontaktu z roztworem zatrzymujagcym. Moze powodowaé podraznienia i

oparzenia skory.

* BND = 5-bromo-5-nitro-1,3-dioxane

MIT = 2-methyl-2H-isothiazol-3-one

Uwaga: Dodatkowy Standard zero do rozciericzania probek jest dostepny na zyczenie.

4.1.1. Sprzeti materiaty niezbedny, ale niezawarty w zestawie

- Kalibrowany czytnik mikroptytek(450+10 nm)
- Kalibrowane nastawne precyzyjne mikropipety.

- Bibuta.

- Woda destylowana.

4.2, Przechowywanie i stabilnos¢ zestawu

Nieotwarte odczynniki, przechowywane w temperaturze 2 - 8°C, zachowujg reaktywnos¢ do
uptywu terminu waznosci. Nie stosowac odczynnikdéw po tej dacie. Otwarte odczynniki muszg
by¢ przechowywane w temperaturze 2 - 8°C. Mikrostudzienki muszg by¢ przechowywane w
temperaturze 2 - 8°C. Po otwarciu torebki foliowej nalezy uwaznie zamkngé jg szczelnie

ponownie.
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Otwarte zestawy zachowujg aktywnos¢ przez 6 tygodni, jezeli s3 przechowywane w wyzej

opisanych warunkach.
4.3, Przygotowanie odczynnikow

Przed uzyciem pozostawié wszystkie odczynniki oraz wymagang liczbe paskéw, do osiggniecia

temperatury pokojowe;j.
Standardy
Rozpuscié liofilizowang zawartosc fiolek ze standardem w 0,5 ml wody destylowane;j.

Uwaga: Rozpuszczone standardy zachowujg stabilnos¢ przez 2 miesigce w temperaturze 2-8 C.

Przy dtuzszym przechowywaniu nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20°C
44. Utylizacja zestawu

Zestaw nalezy utylizowaé zgodnie z krajowymi przepisami prawnymi. Specjalne informacje
dotyczace niniejszego produktu zawarte sg w Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej

(patrz punkt 13).
4.5, Uszkodzone zestawy testowe

W przypadku kazdego powaznego uszkodzenia zestawu testowego lub jego elementéw nalezy
poinformowad o tym na piSmie DRG®, nie pdzniej niz jeden tydzier po otrzymaniu zestawu. Nie
nalezy w oznaczeniu stosowac¢ powaznie uszkodzonych pojedynczych elementéw zestawu.
Nalezy je przechowywaé¢ do momentu uzgodnienia ostatecznego rozwigzania. Nastepnie nalezy

sie ich pozby¢ zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawnymi.
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5. PROBKI

W tym tescie nalezy stosowac wytgcznie probki surowicy.

Nie stosowac probek z makroskopowg hemolizg, z6ttaczkowych ani lipemicznych.
Uwaga: W tym tescie nie nalezy stosowaé prébek zawierajgcych azydek sodu.

Uwaga: Jezeli jest niezbedna amniopunkcja, prébki powinny byé pobrane przed naktuciem. Po

naktuciu owodni obserwuje sie podwyzszone wartosci AFP.
5.1. Pobieranie prébek
Surowica:

Pobra¢ krew z zyty (np. przy uzyciu Sarstedt Monovette nr 02.1388.001), pozostawi¢ do
wytworzenia skrzepu i oddzieli¢ surowice przez wirowanie w temperaturze pokojowej. Nie
wirowaé¢ probek przed wytworzeniem skrzepu. U pacjentow otrzymujgcych leki

przeciwkrzepliwe czas powstawania skrzepu moze by¢ wydtuzony.
5.2. Przechowywanie prébek

Probki nalezy zamkngé korkiem i mozna je przechowywaé przed oznaczeniem przez
maksymalnie 5 dni w temperaturze 2 - 8°C. Prébki przechowywane przez dtuzszy czas przed
oznaczeniem nalezy zamrozi¢, jednorazowo, w temperaturze -20°C. Rozmrozone probki przed

oznaczeniem nalezy kilkakrotnie odwrécié.
5.3. Rozcieniczenie prébek

Jezeli wynik pierwszego oznaczenia wskazuje, ze probka zawiera wyisze stezenie AFP niz
najwyzszy standard, préobke takg mozna rozciericzy¢ Standardem zero i oznaczy¢ ponownie, jak

opisano w Procedurze oznaczenia.
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Przy obliczaniu stezenia estronu w oznaczanej prdébce nalezy wzig¢ pod uwage wspdtczynnik

rozcienczenia.

Przykfad:

a) Rozcieniczenie w stosunku 1:10: 10 pl surowicy + 90 ul Standardu zero (dobrze

wymieszacd)

b) Rozcienczenie w stosunku 1:100: 10 pl rozcieiczenia a) 1:10 + 90 ul Standardu

zero (dobrze wymieszac).

6. PROCEDURA TESTU

6.1.

Uwagi ogdlne
Przed uzyciem wszystkie odczynniki i prébki nalezy pozostawi¢ do osiggniecia temperatury
pokojowej. Wszystkie odczynniki nalezy wymieszac bez wytwarzania piany.

Po rozpoczeciu oznaczenia wszystkie jego etapy nalezy wykonywacé bez przerw.

Dla unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy stosowac¢ nowe jednorazowe plastikowe

koncéwki pipet do pipetowania kazdego standardu, kontroli i prébki.

Absorbancja jest funkcjg czasu inkubacji i temperatury. Przed rozpoczeciem oznaczenia
zaleca sie przygotowanie wszystkich odczynnikéw, zdjecie korkdw, umieszczenie wszystkich
potrzebnych zagtebien w statywie, itp. Dzieki temu kazdy etap pipetowania zajmie taka

samg ilos¢ czasu i nie bedzie pomiedzy nimi zadnych przerw.

Zgodnie z ogdblng zasadg, reakcja enzymatyczna jest liniowo proporcjonalna do czasu i

temperatury.
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6.2.

Pipetowanie wszystkich standardéw, prébek i kontroli nalezy wykona¢ w ciggu 6 minut

(Szczegolnie nalezy o tym pamietaé przy pipetowaniu manualnym).

Procedura oznaczenia

1) W statywie umiesci¢ pozgdang liczbe mikrostudzienek.

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do odpowiednich studzienek odmierzy¢ po 25 ul standardu, kontroli i probek, nowymi

jednorazowymi koncéwkami do pipet.

Do kazdej studzienki odmierzy¢ 100 ul Roztworu sprzezonego enzymu.

Dobrze wymieszaé przez 10 sekund. Wazne jest, aby w tym etapie dokfadnie wymieszaé

zawartos$¢ studzienki.
Inkubowac przez 30 minut w temperaturze pokojowe;j.
Energicznie wytrzasngé zawartos¢ studzienek.

5-krotnie pfukac studzienki wodg destylowang (400 ul na studzienke). Energicznie uderzy¢

studzienkami o bibute w celu usuniecia resztek ich zawartosci.

Wazna uwaga: czutos¢ i precyzja tego oznaczenia w duzym stopniu zalezg od wtasciwego

wykonania procedury ptukania!l
Do kazdej studzienki doda¢ 100 ul Roztworu substratu.

Inkubowac przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.

8) Zatrzymac reakcje enzymatyczng przez dodanie do kazdej studzienki 50 pl Roztworu

zatrzymujqcego reakcje.
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9) Odczyta¢ absorbancje (OD) kazdej studzienki przy dfugosci fali 450 £ 10 nm przy uzyciu
czytnika ptytek. Zaleca sie odczytanie studzienek w ciggu 10 minut od dodania roztworu

zatrzymujgcego reakcje

6.3. Obliczanie wynikow

1) Dla kazdego zestawu standardow, kontroli i préobek pacjenta obliczy¢ srednig wartosé

absorbancji.

2) Skonstruowac krzywa wzorcowq przez naniesienie S$redniej absorbancji uzyskanej dla
kazdego standardu wobec podanego stezenia AFP w danym standardzie, przy czym wartos¢

absorbancji nalezy nanies¢ na osi pionowej (Y), a stezenie na osi poziomej (X).

3) Przy uzyciu Sredniej wartosci absorbancji dla kazdej prébki, z krzywej wzorcowej okresli¢

odpowiednie stezenie AFP.

4) Metoda automatyczna: Wyniki w IFU mozna obliczy¢ automatycznie przy uzyciu
dopasowania 4 PL (4-parametrowego logistycznego). Zalecang metodg jest dopasowanie 4-

parametrowe logistyczne. Inne funkcje obrobki danych moga daé nieco inne wyniki.

5) Stezenie AFP w prébkach mozna odczytaé bezposrednio z tej krzywej wzorcowej. Probki, w
ktdrych stezenie AFP jest wyisze od stezenia najwyzszego standardu, nalezy dodatkowo
rozcieniczy¢ standardem zero. Przy obliczaniu wynikéw stezenia FSH nalezy uwzglednic ten

wspodtczynnik rozcienczenia.
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6.3.1. Przyktad Typowej Krzywej Standardowe;j

Standard Jednostki gestosci optycznej
(450 nm)
Standard 0 (0 IU/mL) 0,07
Standard 1 (10 IU/mL) 0,16
Standard 2 (40 IU/mL) 0,26
Standard 3 (80 IU/mL) 0,44
Standard 4 (160 IU/mL) 0,92

7. KONTROLA JAKOSCI

Dobra praktyka laboratoryjna wymaga oznaczania kontroli przy okazji sporzadzania kazdej
krzywej wzorcowe]. Nalezy oznaczy¢ statystycznie istotng liczbe kontroli w celu wyznaczenia
wartosci Srednich i dopuszczalnych przedziatow wartosci dla zagwarantowania wiasciwej

charakterystyki testu.

Zaleca sie stosowanie prébek kontrolnych, zgodnie ze stanowymi i federalnymi przepisami
prawnymi. Zaleca sie stosowanie prébek kontrolnych w celu zagwarantowania codziennej
wiarygodnosci wynikéw oznaczenia. Nalezy oznacza¢ prébki kontrole zawierajgce zaréwno

prawidtowe, jak i patologiczne stezenia analizowanej substancji.

W certyfikacie kontroli jakosci dotgczonym do zestawu podano stezenia FSH w odpowiednich
kontrolach. Podane wartosci i przedziaty wartosci zawarte w certyfikacie kontroli jakosci zawsze
dotyczg zestawu o danym numerze serii i nie nalezy postugiwaé sie nimi do bezposredniego

porownywania wynikéw.

DRG International, Inc., USA Fax: (973) 564-7556 e-mail: corp@drg-international.com
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Zaleca sie takze uczestnictwo w krajowych lub miedzynarodowych programach oceny jakosci w

celu zagwarantowania doktadnosci wynikow.

Nalezy stosowac¢ odpowiednie metody statystyczne do analizy wartosci kontrolnych. Jezeli
wyniki oznaczenia nie mieszczg sie w ustalonych dopuszczalnych przedziatach wartosci dla

probek kontrolnych, wyniki uzyskane dla prébek pacjenta nalezy uznac za niewiarygodne.

W takim przypadku prosze sprawdzié¢ nastepujgce kwestie: przyrzagdy do pipetowania i stoper,
czytnik, daty waznosci odczynnikdw, warunki przechowywania i inkubacji, metody aspiracji i

ptukania.

Po sprawdzeniu wspomnianych wyzej kwestii i nie znalezieniu btedu, prosze skontaktowac sie ze

swoim dystrybutorem lub bezposrednio z firmg DRG

8. ASPEKTY PRAWNE
8.1. Wiarygodnosé wynikow

Oznaczenie musi by¢ wykonane Sscisle wedtug instrukcji uzytku producenta. Dodatkowo
uzytkownik musi scisle przestrzega¢ zasad GLP (Dobrej Praktyki Laboratoryjnej) i innych
majacych zastosowanie standardéw krajowych i/lub przepiséw prawnych. Ma to szczegdlne
znaczenie w zakresie stosowania kontrolnych odczynnikéw. Wazine jest, aby w procedurze
oznaczenia zawsze uwzgledni¢ wystarczajgcy liczbe kontroli dla zweryfikowania dokfadnosci i

precyzji oznaczenia.

Wyniki oznaczenia sg wiarygodne tylko wtedy, gdy wyniki oznaczenia wszystkich kontroli
mieszczg sie w okres$lonym przedziale wartosci i jezeli wszystkie inne parametry testu sg zgodne
z podang specyfikacja oznaczenia. W przypadku watpliwosci prosze kontaktowac sie z firma

DRG.
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8.2 Odpowiedzialnos¢

Wszystkie modyfikacje niniejszego zestawu testowego i/lub wymiana lub wymieszanie
jakichkolwiek sktadnikéw z rdéinych serii testbw mogg mieé niekorzystny wptyw na uzyskane
wyniki i wiarygodno$é catego testu. Takie modyfikacje i/lub wymiany czynig kazde zgdanie

wymiany zestawu testowego bezzasadnym.

W przypadku kazdego roszczenia odpowiedzialnos¢ producenta nie bedzie przekracza¢ wartosci
zestawu testowego. Producent nie ponosi odpowiedzialnosci za zadne uszkodzenie zestawu

testowego w czasie transportu.
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