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Pentru Uniunea Europeană (Reglementarea 2017/746/UE), Rezumatul privind siguranța și performanțele 
pentru acest dispozitiv este disponibil prin intermediul EUDAMED acces public 
https://ec.europa.eu/tools/eudamed 
 
 
 
  



  2 / 17 [RO] 
 
 

 
 
 

Cuprins 
 

 

1 DESTINAȚIA DE UTILIZARE ..................................................................................................... 3 

2 REZUMATUL ȘI EXPLICAREA TESTULUI ............................................................................... 3 

3 PRINCIPIILE PROCEDURII ....................................................................................................... 3 

4 REACTIVI ................................................................................................................................... 4 

5 AVERTISMENT ȘI MĂSURI DE PRECAUȚIE ........................................................................... 5 

6 PROBE ....................................................................................................................................... 6 

7 PROCEDURĂ ............................................................................................................................ 7 

8 LIMITĂRILE TESTULUI ........................................................................................................... 10 

9 CARACTERISTICI DE PERFORMANȚĂ ................................................................................. 10 

10 REFERINȚE BIBLIOGRAFICE ................................................................................................ 12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



  3 / 17 [RO] 
 
 

1 DESTINAȚIA DE UTILIZARE 
Testul Monolisa HBs Ag ULTRA este un kit de imunotest enzimatic semi-cantitativ pentru detectarea antigenului de 
suprafață al virusului hepatitei B (Ag HBs) în probe de ser sau plasmă umane. Acest kit poate fi utilizat pentru screeningul 
sângelui donat și ca ajutor în diagnosticarea infecției cu virusul hepatitei B. 

Testul Monolisa HBs Ag ULTRA poate fi utilizat manual sau pe sisteme automate. 
 
 
2 REZUMATUL ȘI EXPLICAREA TESTULUI 

Virusul hepatitei B (VHB) reprezintă o problemă majoră de sănătate publică, peste 400 de milioane de persoane suferind 
de infecție cronică în întreaga lume1. Hepatita B cronică este una dintre principalele cauze ale cirozei și cancerului hepatic. 
Virusul se transmite eficient prin mai multe căi, inclusiv de la mamă la copil și prin expunere percutanată sau permucozală 
la sânge sau fluide corporale infecțioase2. Contactul sexual, utilizarea de droguri intravenoase, transfuzia de sânge, 
transplantul de țesut și procedurile de hemodializă pot transmite boala.3, 4. Imunizarea cu un vaccin aprobat împotriva VHB 
reprezintă o strategie extrem de eficientă de a preveni transmiterea VHB, protecția fiind asigurată în proporție de peste 95% 
în cazul tuturor vaccinurilor5, 6. 

În stadiile timpurii ale infecției primare cu virusul hepatitei B, ADN-ul VHB, Ag HBs și Ag HBe se pot detectat rapid. Pe 
măsură ce gazda produce un răspuns imun, primii anticorpi care apar sunt anticorpi împotriva antigenului nuclear (anti-
HBc), urmați de anticorpii anti-HBe și, în cele din urmă, de anticorpii anti-HBs, care marchează stadiul imun7. În cazul 
adulților cu funcție imună normală, cei mai mulți (94%-98%) își revin complet în urma infecției nou dobândite cu VHB, 
eliminând virusul din sânge și producând anticorpi neutralizanți în timpul convalescenței8, 9. Totuși, la unii pacienți, Ag HBs 
poate persista luni sau ani de zile, iar anticorpii anti-HBs sunt nedetectabili, ceea ce indică o formă cronicizată a bolii. 
Evoluția clinică a fiecărui pacient în parte poate fi influențată de diferențele genetice în răspunsul imun al gazdei, precum și 
de vârsta pacientului la momentul infectării, sexul, tratamentul cu agenți imunosupresori și aspectul mutanților HBV. 

 
 
3 PRINCIPIILE PROCEDURII 

Testul Monolisa HBs Ag ULTRA este un kit de imunotest enzimatic semi-cantitativ bazat pe principiul tehnicii „sandwich” 
utilizând anticorpi monoclonali și anticorpi policlonali selectați pentru capacitatea lor de a se lega de diferitele subtipuri de 
Ag HBs recunoscute acum de OMS și de majoritatea variantelor de tulpini VHB. 
Faza solidă este acoperită cu anticorpi monoclonali. 

Conjugatele se bazează pe utilizarea: 

• Anticorpilor monoclonali de șoarece și anticorpilor policlonali de capră împotriva Ag HBs. 

• Acești anticorpi sunt legați de peroxidază. 

Procedura de testare este următoarea: 

1. Probele care urmează a fi testate și controalele sunt adăugate cu pipeta în godeurile microplăcii. 

• Dacă sunt prezenți, antigenii HBs se leagă de anticorpii monoclonali legați de faza solidă.  

• Această distribuție poate fi verificată vizual. Există o diferență clară de culoare între un godeu gol și un godeu 
care conține proba sau soluția de control. Puteți verifica automat această distribuție prin citire spectrofotometrică 
la 490/620-700 nm (opțional). 

2. Distribuția conjugatului de culoare roșie în godeuri. 

• Dacă sunt prezenți, anticorpii monoclonali și anticorpii policlonali din conjugat se leagă de antigenii HBs captați 
de anticorpii monoclonali legați de faza solidă și formează un complex. 

• De asemenea, această distribuție poate fi verificată vizual. După adăugarea soluției de conjugat, culoarea 
godeului devine roșie. Puteți verifica automat această distribuție prin citire spectrofotometrică la 490/620-700 nm 
(opțional). 

3. După incubarea la +37°C timp de 1 oră și 30 de minute, conjugatul nelegat este îndepărtat prin spălare. 

4. Distribuția soluției de substrat colorate în godeuri.  

Această distribuție poate fi verificată vizual. Există o diferență clară de culoare între un godeu gol și un godeu cu 
soluția de substrat roz. Puteți verifica automat această distribuție prin citire spectrofotometrică la 490 nm (opțional). 

5. După incubarea în întuneric și la temperatura camerei (+18-30°C) timp de 30 de minute, prezența conjugatului 
complexat este indicată prin schimbarea culorii. 

6. Distribuția soluției de stopare.  

Această distribuție poate fi verificată vizual. Soluția de substrat inițial roz devine incoloră pentru godeurile de probe 
nereactive și transformă culoarea albastră în galben pentru godeurile de probe pozitive. 

7. Citirea densității optice la 450/620-700 nm și interpretarea rezultatelor. 
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4 REACTIVI 
4.1 Descriere 

Identificare pe etichetă Descriere 
Prezentare/preparare  

72346 72348 

R1 Microplate 

Microplacă 
12 benzi a câte 8 godeuri, acoperite cu anticorpi 
anti-HBs monoclonali 
Număr de identificare specific = 51 

1 placă 
Gata de utilizare 

5 plăci 
Gata de utilizare 

R2 
Concentrated 
Washing Solution 
(20X) 

Soluție de spălare concentrată (20X) 
Soluție tampon Tris NaCl pH 7,4 
Conservant: ProClin 300 - 0,04% 

1 flacon 
70 mL 

A se dilua 

1 flacon 
235 mL 

A se dilua 

R3 Negative control 
Control negativ 
Soluție tampon Tris HCI care conține BSA 
(albumină serică bovină) 
Conservant: ProClin 300 - 0,1% 

2 flacoane 
2 x 2,5 mL 

Gata de utilizare 

2 flacoane 
2 x 2,5 mL 

Gata de utilizare 

R4 Positive control 

Control pozitiv (uman) 
Soluție tampon Tris HCl care conține BSA cu 
adăugarea unui amestec de Ag HBs purificat 
de la subtipurile umane ad și ay 
Conservant: ProClin 300 - 0,1% 

1 flacon 
2,5 mL 

Gata de utilizare 

1 flacon 
2,5 mL 

Gata de utilizare 

R6 Conjugate diluent 

Conjugat diluant 
Soluție tampon Tris HCl pH 7,4 care conține 
BSA, Tween 20, imunoglobuline bovine și de 
șoarece cu reactiv de control la adăugarea 
probei 
Conservanți: ProClin 300 - 0,1%, ciprofloxacină 
(10 μg/mL) 

1 flacon 
8 mL 

A se reconstitui 

2 flacoane 
2 x 18 mL 

A se reconstitui 

R7 Conjugate 
Conjugat 
Anticorpi anti-HBs monoclonali de șoarece și 
anticorpi anti-HBs policlonali de capră liofilizați 
legați de peroxidază. 

1 flacon 
q.s.ad 
8 mL 

A se reconstitui 

2 flacoane 
q.s.ad 

2 x 18 mL 
A se reconstitui 

R8 Substrate buffer 
Soluție tampon de substrat 
Soluție de acid citric și acetat de sodiu cu pH 4,0, 
conținând H2O2 (0,015%) și dimetilsulfoxid 
DMSO (4%) 

1 flacon 
60 mL 

A se reconstitui 

2 flacoane 
2 x 60 mL 

A se reconstitui 

R9 Chromogen: TMB 
solution (11X) 

Cromogen: soluție TMB (11X) 
Soluție conținând 3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidină 
(TMB) 

1 flacon 
5 mL 

A se reconstitui 

2 flacoane 
2 x 5 mL 

A se reconstitui 

R10 Stopping solution Soluție de stopare 
Soluție de acid sulfuric (H2SO4 1N) 

1 flacon 
28 mL 

Gata de utilizare 

3 flacoane 
3 x 28 mL 

Gata de utilizare 

 
4.2 Cerințe de depozitare și manipulare 

Acest kit trebuie depozitat la + 2-8°C. 
Reactivii pot fi utilizați până la data expirării indicată pe ambalaj chiar și după deschidere (cu excepția instrucțiunilor 
diferite). 

După deschidere, reactivii R2, R3, R4, R8, R9 și R10 necontaminați depozitați la + 2-8°C pot fi utilizați până la data 
expirării indicată pe etichetă. 
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Identificare Conservare 

R1 După deschiderea pungii sigilate în vid, depozitați benzile cu micro-godeuri la + 2-8°C timp de până 
la 30 de zile în ambalajul original cu desicant și resigilat cu bandă adezivă. 

R2 Soluția de spălare diluată poate fi depozitată la + 2-30°C timp de 2 săptămâni. Soluția de spălare 
concentrată (R2) poate fi depozitată la + 2-30°C până la data expirării, chiar și după deschidere. 

R6 + R7 După reconstituire, soluția de lucru pe bază de conjugat poate fi depozitată la + 2-8°C timp de 30 de 
zile și la temperatura camerei (+ 18-30°C) timp de 8 ore. 

R8 + R9  După reconstituire, reactivii depozitați la întuneric pot fi utilizați timp de 6 ore la temperatura camerei 
(+ 18-30°C). 

 
 
5 AVERTISMENT ȘI MĂSURI DE PRECAUȚIE 

Pentru uz diagnostic in vitro. 

Dispozitiv destinat utilizării de către personal calificat, exclusiv într-un mediu de laborator. 

În atenția pacienților/utilizatorilor/terților din Uniunea Europeană și din țări cu regimuri de reglementare identice 
(Regulamentul 2017/746/UE privind dispozitivele medicale pentru diagnostic in vitro): vă rugăm să raportați producătorului 
și autorității naționale competente orice incident grav survenit în timpul utilizării dispozitivului sau ca urmare a utilizării 
acestuia. 

5.1 Precauții de sănătate și siguranță 

• Acest kit de testare trebuie manipulat doar de către personal calificat, instruit în proceduri de laborator și familiarizat 
cu potențialele pericole. Purtați îmbrăcăminte de protecție, mănuși și echipamente de protecție pentru ochi/față 
corespunzătoare și manipulați în mod corect, în conformitate cu bunele practici de laborator.  

 
• Kitul de testare conține componente ale sângelui uman. Nicio metodă de testare cunoscută nu poate oferi o siguranță 

completă cu privire la absența agenților infecțioși. Prin urmare, toate produsele derivate din sânge uman, reactivii și 
probele umane trebuie manipulate ca și cum ar fi capabile să transmită boli infecțioase, respectând măsurile de 
precauție universale recomandate pentru agenții patogeni transmiși prin sânge, conform definiției prevăzute de 
reglementările locale, regionale și naționale.  

 
• Deversări de produse biologice: Deversările de materiale provenite din surse umane trebuie tratate ca fiind potențial 

infecțioase.  
 Deversările care nu conțin acid trebuie decontaminate imediat, incluzând zona deversării, materialele și orice suprafețe 

sau echipamente contaminate, cu un dezinfectant chimic adecvat care este eficient pentru potențialele pericole 
biologice (în mod normal, o soluție cu o diluție de 1:10 de înălbitor de uz casnic, 70-80% etanol sau izopropanol, un 
iodoform, precum Wescodyne Plus 0,5 % etc.) și apoi șterse.  

 Deversările care conțin acid trebuie absorbite (șterse) sau neutralizate în mod corespunzător, zona trebuie spălată cu 
apă și ștearsă până când se usucă. Materialele utilizate pentru absorbirea produsului vărsat pot necesita eliminarea 
la deșeuri cu risc biologic. Zona trebuie decontaminată cu dezinfectanți chimici.  

 
NOTĂ: Nu turnați în autoclavă soluții care conțin înălbitor! 
 

• Eliminați toate probele și materialele utilizate pentru efectuarea testului ca și cum ar conține un agent infecțios. 
Deșeurile de laborator, chimice sau cu risc biologic trebuie manipulate și eliminate în conformitate cu toate 
reglementările locale, regionale și naționale. 

 
• Pentru frazele de pericol și frazele de precauție aferente acestui kit de testare, vă rugăm să consultați codurile H și P 

de pe etichete și informațiile furnizate la finalul acestor instrucțiuni de utilizare. Fișa cu date de securitate este 
disponibilă la www.bio-rad.com. 

 
• Acest produs conține în cantități infime o componentă identificată ca substanță care cauzează sensibilizare, dar care 

nu necesită etichetare ca fiind periculoasă. 

5.2 Măsuri de precauție cu privire la procedură 
5.2.1 Pregătire 

Acuratețea rezultatelor depinde de implementarea corectă a următoarelor bune practici de laborator: 

• Nu utilizați kitul dacă ambalajul oricăreia dintre componente este deteriorat. 
• Nu utilizați reactivi expirați. 
• Înainte de utilizare, așteptați 30 de minute pentru ca reactivii să se stabilizeze la temperatura camerei (+ 18-30 °C). 
• Reconstituiți cu grijă reactivii, evitând orice contaminare. 
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• Este de preferat să se utilizeze materiale de unică folosință. Dacă utilizați recipiente de sticlă, spălați-le bine și clătiți-
le cu apă deionizată. 

• Nu amestecați sau utilizați reactivi din loturi diferite în cadrul unei secvențe de testare. 
• Nu permiteți uscarea microplăcilor între sfârșitul operațiunii de spălare și distribuția reactivului. 
• Denumirea testului și un număr de identificare specific pentru test sunt înscrise pe cadrul fiecărei microplăci. Acest 

număr de identificare specific este indicat, de asemenea, pe fiecare bandă. 

Monolisa HBs Ag ULTRA: Număr de identificare specific = 51 

• Verificați numărul de identificare specific înainte de utilizare. Dacă numărul de identificare lipsește sau este diferit 
de numărul indicat corespunzător analizei care urmează a fi efectuată, banda nu trebuie utilizată. 

OBSERVAȚIE: Pentru soluția de spălare (R2, identificare pe etichetă: 20X, de culoare verde), soluția tampon de substrat 
pe bază de peroxidază (R8, identificare pe etichetă: soluția tampon TMB, de culoare albastră), cromogen (R9, identificare 
pe etichetă: TMB 11X de culoare violet) și soluția de stopare (R10, identificare pe etichetă: 1N, de culoare roșie), este 
posibilă utilizarea altor loturi în afara celor incluse în kit, cu condiția să fie utilizat același lot în cadrul unei anumite secvențe 
de testare. Acești reactivi pot fi utilizați împreună cu alte câteva produse ale companiei noastre. Contactați serviciul nostru 
tehnic pentru informații detaliate. 

• Soluția de developare sau soluția de lucru pe bază de conjugat trebuie preparată într-o tavă de plastic sau un 
recipient de sticlă curat. Se recomandă recipiente de plastic de unică folosință. Atunci când utilizați recipiente de 
plastic reutilizabile, acestea pot fi curățate prin imersie peste noapte în apă distilată sau soluție de spălare. Atunci 
când utilizați recipiente de sticlă, acestea pot fi spălate cu 1N HCl și clătite bine cu apă distilată și uscate. 

• Soluția de developare trebuie depozitată la întuneric. 
• Reacția enzimatică este foarte sensibilă la ionii metalici. În consecință, nu permiteți niciunui element metalic să intre 

în contact cu diferitele soluții de conjugat sau substrat. 

• Soluția de developare (soluție tampon de substrat R8 + soluție TMB cromogenă R9 (11X)) trebuie să fie de culoare 
roz. Dacă această culoare roz se modifică în decurs de câteva minute după reconstituire, acest lucru indică faptul 
că reactivul nu poate fi utilizat și trebuie înlocuit. 

• Nu utilizați niciodată același recipient pentru a dilua conjugatul și soluția de developare. 

5.2.2 Procesare 

Respectarea instrucțiunilor de utilizare este obligatorie pentru asigurarea funcționării corespunzătoare a acestui produs. 

• Nu modificați procedura de testare. 
• Verificați pipetele și celelalte echipamente din punct de vedere al acurateței și funcționării corecte. 
• Nu utilizați niciodată același recipient pentru a distribui conjugatul și soluția de developare. 
• Nu realizați testul în prezența vaporilor reactivi (vapori de acid, alcalini, de aldehidă) sau a prafului care ar putea 

modifica activitatea enzimatică a conjugatului. 
• Utilizați un vârf de distribuție nou pentru fiecare probă. 
• Spălarea godeurilor reprezintă o etapă esențială în cadrul acestei proceduri: respectați numărul recomandat de 

cicluri de spălare și asigurați-vă că toate godeurile sunt umplute complet și golite complet. Spălarea incorectă poate 
duce la rezultate inexacte. 

• Respectați cu atenție procedurile de spălare descrise pentru a obține performanțe de testare maxime. Cu anumite 
instrumente, ar putea fi necesară optimizarea procedurii de spălare (creșterea numărului de etape de spălare și/sau 
a volumului de soluție tampon de spălare pentru fiecare ciclu) pentru a obține un nivel acceptabil de fond pentru 
probele negative. 

• Verificarea spectrofotometrică a depozitelor de probe sau reactivi indică doar prezența probei sau reactivului în 
godeuri. Utilizarea acestei verificări nu exclude conformitatea cu bunele practici de laborator. 

• Verificarea spectrofotometrică a depozitelor de probe sau reactivi nu permite verificarea acurateței volumelor 
distribuite. Rata de răspunsuri greșite cu această metodă este strâns legată de acuratețea sistemului utilizat (un 
coeficient cumulat de peste 10% al variației de distribuire și citire scade semnificativ calitatea verificării). 

• Contactați-vă reprezentantul de vânzări local pentru adaptări și proceduri speciale. 
 
 
6 PROBE 

Recoltați o probă de sânge în conformitate cu practicile curente. 

Testul trebuie realizat pe ser sau plasmă nediluată nativă prelevată în eprubete cu anticoagulanți EDTA, heparină, citrat sau 
pe bază de ACD. 

Separați serul sau plasma de coagulul de sânge sau hematii cât mai repede posibil pentru a evita hemoliza. Hemoliza 
extinsă poate afecta performanța testului. Probele care conțin agregate trebuie clarificate prin centrifugare înainte de testare. 
Particulele de fibrină suspendate sau agregatele de fibrină pot produce rezultate fals pozitive. 

Probele care conțin până la 90 g/L albumină, 100 mg/L bilirubină, probele lipemice care conțin până la echivalentul a 36 g/L 
trioleină (trigliceride) și probele hemolizate care conțin până la 1 g/L hemoglobină nu afectează rezultatele. Cu toate acestea, 
nu este recomandată utilizarea de probe de ser sau plasmă hiperlipemice sau hiperhemolizate. 
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Probele pot fi depozitate la + 2-8°C dacă screeningul este efectuat în decurs de 7 zile sau pot fi congelate rapid la - 20°C 
timp de mai multe luni. Nu repetați mai mult de 3 cicluri de congelare/decongelare. Probele trebuie decongelate la 
temperatura camerei (+ 18-30°C). Se recomandă omogenizarea probelor prin răsturnare înainte de utilizare. 
Nu se recomandă încălzirea probelor. 
Dacă probele sunt expediate, ambalați-le în conformitate cu reglementările privind transportul agenților etiologici, de 
preferință, în stare congelată. 

 
 
7 PROCEDURĂ 
7.1 Materiale necesare, dar nefurnizate 

• Apă distilată 
• Hipoclorit de sodiu (înălbitor de uz casnic) și bicarbonat de sodiu 
• Hârtie absorbantă 
• Mănuși de unică folosință 
• Folie adezivă 
• Ochelari de protecție 
• Eprubete de unică folosință 
• Pipete automate sau semiautomate, ajustabile sau presetate sau pipete cu canale multiple pentru a măsura și distribui 

50 μL, 100 μL, 1000 μL și 10 mL 
• Cilindri gradați cu capacitate de 100 mL și 1000 mL 
• Mixer Vortex 
• Procesor automat (sisteme Bio-Rad* EVOLIS sau EVOLIS Twin PLUS) sau semiautomat 
• Sistem manual de spălare a microplăcilor 
• Incubator cu baie de apă sau echivalent pentru microplăci, cu termostatul setat la + 37 °C ± 1 °C* 
• Cititor de microplăci prevăzut cu filtre de 450 nm, 490 nm și 620-700 nm* 
• Recipient pentru deșeuri cu risc biologic 
• Recipiente de plastic sau sticlă curate pentru prepararea soluției de developare 

(*) Consultați-vă reprezentantul Bio-Rad local pentru informații detaliate privind echipamentele recomandate de 
departamentul nostru tehnic. 

7.2 Prepararea reactivilor 
7.2.1 Reactivi gata de utilizare 

Reactiv 1 (R1): Microplacă 
Fiecare cadru de susținere ce conține 12 benzi este ambalat într-o pungă etanșă. Tăiați punga cu foarfeca la 0,5-1 cm 
deasupra sigiliului. Deschideți punga și scoateți cadrul. Introduceți benzile neutilizate înapoi în pungă, împreună cu 
desicantul. Închideți cu grijă punga și depozitați-o din nou la + 2-8°C. 

Reactiv 3 (R3): Control negativ 

Reactiv 4 (R4): Control pozitiv 

Reactiv 10 (R10): Soluție de stopare 

7.2.2 Reactivi de reconstituit 
Reactiv 2 (R2): Soluție de spălare concentrată (20X) 

• Diluați în proporție de 1:20 în apă distilată pentru a obține soluția de spălare gata de utilizare. 
• Pregătiți 800 mL pentru o placă cu 12 benzi. 
• Depozitați soluția de spălare diluată la + 2-30°C timp de maximum 2 săptămâni. 

Reactiv 6 (R6) + Reactiv 7 (R7): Soluție de lucru pentru conjugat 
• Loviți ușor flaconul de conjugat (R7) liofilizat de masa de lucru pentru a îndepărta orice substanță de pe capacul 

de cauciuc. 
• Îndepărtați cu atenție capacul și turnați conținutul flaconului de diluant conjugat (R6) în flaconul de conjugat 

liofilizat (R7). Puneți la loc capacul flaconului și lăsați deoparte timp de 10 minute, în același timp agitând și 
răsturnând ușor flaconul din când în când pentru a facilita dizolvarea. 

• Depozitați soluția de lucru pe bază de conjugat la + 2-8°C timp de 30 de zile și la temperatura camerei (+ 18-
30°C) timp de 8 ore. 

Reactiv 8 (R8) + Reactiv 9 (R9): soluție de developare enzimatică 

• Diluați cromogenul (R9) în proporție de 1:11 în soluția tampon de substrat (R8) (de exemplu, 1 mL de reactiv R9 
+ 10 mL de reactiv R8). 

• 10 mL este o cantitate necesară și suficientă pentru a trata 12 benzi. Omogenizați. 
• Depozitați soluția de developare la întuneric la temperatura camerei (+ 18-30°C) timp de maximum 6 ore. 
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7.3 Procedură de testare 
Respectați cu strictețe procedura și bunele practici de laborator. 

Utilizați controalele negative (R3) și pozitive (R4) pentru fiecare serie de teste pentru a valida calitatea testului. 

1. Definiți cu atenție planul de distribuire și identificare a probelor. 

2. Preparați soluția de spălare diluată (R2) și soluția de lucru pe bază de conjugat (R6 + R7). (Consultați § 7.2). 

3. Scoateți cadrul de susținere și numărul necesar de benzi (R1) din punga de protecție. Introduceți benzile neutilizate 
înapoi în pungă, împreună cu desicantul. Închideți punga cu bandă adezivă și depozitați-o din nou la + 2-8°C. 

4. Distribuiți în următoarea ordine fără spălarea în prealabil a plăcii: 

• 100 μL de control negativ (R3) în godeurile A1, B1, C1 și D1 

• 100 μL de control pozitiv (R4) în godeul E1 

• 100 μL de probă în godeurile G1, H1 etc. 

În funcție de sistem, poziția controalelor sau ordinea de distribuire se poate modifica. 

OBSERVAȚIE: Distribuirea probei și controalelor poate fi verificată vizual în acest stadiu al procedurii. Există o 
diferență de culoare între un godeu gol și un godeu care conține o probă. (Consultați § 7.7). 

5. Distribuiți rapid 50 µl de soluție de lucru pe bază de conjugat (R6 + R7) în toate godeurile. Soluția de lucru pe 
bază de conjugat trebuie agitată înainte de utilizare. Omogenizați amestecul de reacție. 

OBSERVAȚIE: De asemenea, distribuirea probei și a conjugatului poate fi verificată vizual în acest stadiu al procedurii. 
Soluția de conjugat (R6+R7), care este de culoare roșie, poate fi verificată vizual în acest stadiu al procedurii. 
(Consultați § 7.7). 

6. Când este posibil (dacă este utilizată procedura manuală), acoperiți microplaca cu o folie adezivă nouă. 

7. Incubați microplaca timp de 1 oră și 30 de minute (± 5 min) la +37°C ± 1°C. 

8. Dacă este utilizată o procedură manuală, îndepărtați folia adezivă. Aspirați conținutul tuturor godeurilor într-un 
recipient pentru deșeuri cu risc biologic (ce conține hipoclorit de sodiu). Adăugați minimum 370 µl soluție de 
spălare în fiecare godeu. Aspirați din nou. Repetați această procedură de minimum patru ori. Volumul rezidual 
trebuie să fie mai mic de 10 μL (dacă este necesar, uscați placa întorcând-o cu fața în jos pe hârtie absorbantă). 
Dacă este utilizat un dispozitiv de spălare automat, urmați aceeași procedură. 

9. Preparați soluția de developare enzimatică (reactivi R8 + R9). 

10. Distribuiți rapid 100 μL din soluția de developare enzimatică preparată (R8 + R9) în toate godeurile. Permiteți 
apariția reacției la întuneric timp de 30 de minute (± 5 min.) la temperatura camerei (+ 18-30 °C). Nu utilizați folie 
adezivă în timpul acestei incubări. 

OBSERVAȚIE: Distribuirea soluției de developare, care este de culoare roz, poate fi verificată vizual. Există o diferență 
clară de culoare între un godeu gol și un godeu care conține soluția de substrat roz. (Consultați § 7.7) 

11. Adăugați 100 μL de soluție de stopare (R10) urmând aceeași succesiune și aceeași rată de distribuție ca pentru 
soluția de developare. 

OBSERVAȚIE: Distribuirea soluției de stopare incolore poate fi verificată vizual în acest stadiu. Culoarea substratului, 
roz (pentru probele negative) sau albastru (pentru probele pozitive), se estompează din godeuri, care devin incolore 
(pentru probele negative) sau galbene (pentru probele pozitive) după adăugarea soluției de stopare. 

12. Ștergeți cu atenție partea inferioară a fiecărei plăci. Așteptați cel puțin 4 minute după adăugarea soluției de 
stopare și, în decurs de 30 de minute de la stoparea reacției, citiți placa la o densitate optică setată la 450/620-
700 nm cu ajutorul unui cititor de plăci. 

13. Verificați concordanța dintre citirile spectrofotometrice și vizuale și concordanța cu planul de distribuire și 
identificare a plăcii și probei. 

7.4 Controlul calității  
Utilizați controale negative (R3) și pozitive (R4) în fiecare secvență pentru a valida testul. (Consultați § 7.5) 

7.5 Criterii de validare a testului 
Acest test este validat dacă sunt îndeplinite condițiile de mai jos: 

1) Pentru controlul negativ (R3) 

Densitatea optică (DO) a fiecărui control negativ (R3) trebuie să fie mai mică de 0,080: 

DO R3 ≤ 0,080 

Dacă una dintre valorile individuale ale controlului negativ diferă cu mai mult de 40% de valoarea medie (DO R3), 
ignorați valoarea și efectuați din nou calculul cu cele trei valori de control negativ rămase. Doar o singură valoare 
poate fi eliminată în acest mod. 
În cazul unui fundal foarte redus pentru controlul negativ (R3) (valoare medie a controlului negativ sub 0,010 DO), 
nu utilizați aceste criterii de respingere pentru controlul negativ (R3). 
Testul trebuie refăcut dacă toate valorile de control sunt în afara acestor norme. 
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2) Pentru controlul pozitiv (R4) 

Densitatea optică (DO) a controlului pozitiv (R4) trebuie să fie mai mare de 1. DO R4 ≥ 1,000 

7.6 Calcularea / interpretarea rezultatelor 
Valoarea limită este determinată cu controlul negativ (R3): 

Calculați valoarea medie măsurată a densității optice (DO) pentru controlul negativ (R3): 

  DO (C1) + DO (D1) + DO (E1) 
DO R3 = ————————————— 

3 

Calculați valoarea de prag (cut-off - CO): 

CO = DO R3 + 0,050 

Prezența sau absența Ag HBs este determinată prin compararea densității optice măsurate pentru fiecare probă cu 
valoarea de prag calculată. 

Următorul raport este calculat pentru fiecare probă: 

Raport = DO a probei / valoarea CO 

Probele cu o densitate optică mai mică decât valoarea de prag sunt considerate negative (raport < 1) de testul Monolisa 
HBs Ag ULTRA. 

Rezultatele aflate imediat sub valoarea de prag (0,9 < raport < 1,0) trebuie totuși interpretate cu prudență. Se recomandă 
retestarea în duplicat a probelor corespunzătoare dacă sistemele și procedurile de laborator permit acest lucru.  

Probele cu o densitate optică mai mare decât sau egală cu valoarea de prag (raport ≥ 1) sunt considerate inițial pozitive 
de testul Monolisa HBs Ag ULTRA. Acestea trebuie retestate în duplicat înainte de interpretarea finală. 

Dacă, după retestare, valoarea raportului pentru cel puțin una din cele 2 testări duplicat este mai mare decât sau egală 
cu 1, rezultatul inițial este repetabil, iar proba este declarată pozitivă cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA. Dacă valoarea 
raporturilor pentru cele 2 testări duplicat este mai mică decât 1, rezultatul inițial este nerepetabil, iar proba este declarată 
negativă. 

Reacțiile nerepetabile sunt adesea cauzate de: 

• Spălarea necorespunzătoare a microplăcii. 
• Contaminarea probelor negative cu ser sau plasmă cu titru ridicat de anticorpi. 
• Contaminarea soluției de substrat cu agenți oxidanți (înălbitor, ioni de metal etc.). 
• Contaminarea soluției de stopare. 

Probele care au fost retestate de două ori și au fost considerate negative în urma testului Monolisa HBs Ag ULTRA, dar 
cu o valoare apropiată de valoarea de prag (raport între 0,9 și 1,0) trebuie examinate cu atenție. Se recomandă retestarea 
pacientului cu o altă metodă sau retestarea cu o altă probă. 

În cazul unei densități optice foarte scăzute pentru probele testate (DO negativă) și atunci când prezența probelor, precum 
și a reactivilor a fost verificată, rezultatele pot fi interpretate ca fiind negative. 

Se recomandă confirmarea probelor pozitive în conformitate cu recomandările actuale și algoritmii actuali la nivel național. 

7.7 Verificarea spectrofotometrică a pipetării 
Verificarea pipetării probelor 

Este posibilă verificarea prezenței probei în godeu înainte de distribuirea conjugatului prin citire automată la 490/620-
700 nm. Un godeu cu o probă trebuie să aibă o densitate optică între 0,050 și 0,900.  

Există o diferență clară de culoare între un godeu gol și un godeu care conține proba, care va avea culoarea galben pal. 

Verificarea pipetării soluției de lucru conjugat 

Când prezența probelor a fost verificată prin citire automată conform descrierii anterioare, adăugarea conjugatului poate 
fi verificată prin citire automată la 490/620-700 nm. Un godeu care conține un conjugat și o probă trebuie să aibă o valoare 
a densității optice mai mare de 1,100. 

Culoarea godeurilor care conțin probe este galben pal și devine roșie după adăugarea conjugatului. 

Verificarea simultană a prezenței probei și a conjugatului în godeuri. (Doar verificare spectrofotometrică) 

Când prezența probelor nu a fost verificată prin citire automată conform descrierii anterioare, prezența simultană a probei 
și a conjugatului în godeuri poate fi verificată prin citire automată la 490/620-700 nm, cu condiția să existe un godeu care 
să conțină doar conjugat. Valoarea delta a densității optice trebuie să fie mai mare de 0,35 la 490/620-700 nm. [OD (probă 
+ conjugat) – OD doar conjugat] ≥ 0,35 
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Verificarea pipetării soluției de developare 

Soluția de developare (R8 + R9) este de culoare roz. 
Prezența soluției de developare de culoare roz în godeu poate fi verificată prin citire automată la 490 nm. Un godeu cu 
soluție de developare trebuie să aibă o densitate optică mai mare de 0,100 (o DO mai mică indică o distribuire insuficientă 
a soluției de developare). Are loc o modificare semnificativă a culorii pentru godeurile goale de la incolore la roz după 
adăugarea soluției de developare. 

 
 
8 LIMITĂRILE TESTULUI 

Un rezultat negativ indică faptul că proba testată nu conține Ag HBs detectabil cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA. Cu toate 
acestea, deoarece există posibilitatea ca un titru foarte scăzut de Ag HBs să nu poată fi detectat, un asemenea rezultat nu 
exclude posibilitatea expunerii la infecția cu virusul hepatitei B. În funcție de instrumentul utilizat (spălător, cititor, procesor 
automat), se poate observa o ușoară variație a performanțelor. 
În plus, mai mulți autori au raportat în literatura de specialitate cazuri de hepatită virală B (acută sau cronică) în care ADN-
ul este detectabil în absența antigenului de suprafață (pacienți negativi pentru Ag HBs). Aceste profiluri anormale, deși rare, 
sunt consecința posibilelor mutații genetice, fie la nivelul genelor S și pre-S (prevenind recunoașterea antigenului de către 
anumiți reactivi imunologici), fie, de obicei, la nivelul genelor X și pol, inducând o replicare virală slabă. Testarea markerilor 
suplimentari (anticorpi specifici Ag HBs sau, dacă este posibil, AND viral amplificat) se recomandă pentru diagnosticarea 
finală a infecției în acele cazuri particulare. 
Pentru a verifica specificitatea reacției, fiecare rezultat pozitiv (conform criteriilor de interpretare ale testului Monolisa HBs 
Ag ULTRA) trebuie confirmat printr-o tehnică de neutralizare a Ag HBs (de exemplu, testul de confirmare Monolisa HBs Ag 
ULTRA, număr de cod 72408). 

 
 
9 CARACTERISTICI DE PERFORMANȚĂ 
9.1 Caracteristici de performanță analitică 

Toate studiile analitice au fost efectuate în cadrul laboratorului de cercetare și dezvoltare al Bio-Rad. 

9.1.1 Măsurarea preciziei 

Repetabilitatea și precizia intermediară au fost studiate pentru testul Monolisa HBs Ag ULTRA utilizând un panel constituit din 
probe negative și probe pozitive pentru Ag HBs în diferite cantități. Acest panel a fost testat din punct de vedere al repetabilității 
de 30 ori în timpul aceleiași secvențe de testare și din punct de vedere al preciziei intermediare în duplicat pe parcursul unei 
perioade de 20 zile cu 2 secvențe de testare diferite pe zi.  

Au fost calculate mediile, deviațiile standard (SD) și coeficienții de variație (CV) ai raporturilor. 

9.1.1.1 Repetabilitate 

Tabelul I: Rezultate privind repetabilitatea (s/co) 

Valorile CV obținute pentru probele pozitive sunt mai mici de 10%. 

9.1.1.2 Precizie intermediară 

Tabelul II: Rezultate privind precizia intermediară (raport s/co) 

Valorile CV obținute pentru probele pozitive sunt mai mici de 15%. 

  

ID probă Nr. Raport mediu SD CV% 

Probă negativă 30 0,38 0,04 10,6% 

Probă ușor pozitivă 30 3,17 0,12 3,8% 

Probă mediu pozitivă 30 8,92 0,34 3,8% 

Probă înalt pozitivă 30 14,63 0,91 6,2% 

ID probă Nr. Raport 
mediu 

Repetabilitate Între secvențe 
de testare Între zile În cadrul 

laboratorului 

SD CV% SD CV% SD CV% SD CV% 

Probă negativă 80 0,48 0,06 12% 0,03 6,6% 0,06 12,1% 0,09 18,3% 

Probă ușor pozitivă 80 3,06 0,12 4% 0,17 5,4% 0,15 4,8% 0,25 8,3% 

Probă mediu pozitivă 79 8,02 0,21 3% 0,50 6,2% 0,53 6,7% 0,76 9,5% 

Probă înalt pozitivă 80 13,85 0,42 3% 0,93 6,8% 1,08 7,8% 1,49 10,8% 
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9.1.2 Sensibilitate analitică 

Sensibilitatea analitică a fost estimată utilizând al treilea Standard internațional OMS pentru Ag HBs (NIBSC 12/226).  

S-a constatat că sensibilitatea analitică (la un raport S/CO = 1) era de 0,018 UI/mL, cu un interval de încredere de 95% 
între [0,017 UI/mL - 0,020 mUI/mL]. 

9.1.3 Specificitate analitică 

Au fost testate în total 309 probe potențial interferente (factor reumatoid, HAMA, ANA, mielom, toxoplasmoză, EBV, femei 
gravide, femei multipare, oreion, pojar, rubeolă, hepatită A, hepatită C, HTLV, HIV, HSV, CMV, pacienți cu insuficiență renală 
cronică, pacienți dializați și pacienți cirotici). 

Dintre acestea, 8 probe au fost pozitive cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA și au fost confirmate ca fiind pozitive cu un alt test 
pentru AgHBs și un test de confirmare cu marcaj CE; 1 probă pozitivă cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA și un alt test pentru 
AgHBs cu marcaj CE a fost retrasă din calcul, deoarece s-a constatat a fi neinterpretabilă în urma testului de confirmare. Au 
fost identificate două reacții nespecifice: o reacție de la o probă cu IgG pentru HSV și una de la o probă obținută de la un 
pacient cu mielom. 

Specificitatea observată în cazul acestei populații țintă este de 99,33% (298/300) cu un interval de încredere de 95% 
între [97,61% - 99,92%]. 

9.1.4 Efectul de cârlig 

5 probe pozitive pentru Ag HBs cu titru ridicat și o probă cu ser negativ la care s-a adăugat o concentrație ridicată de Ag 
HBs (ad/ay) într-o concentrație finală de 11,57 mg/mL au fost testate în stare pură și la diferite diluții în zece părți. 

Toate probele (în stare pură și diluate) au fost identificate ca fiind pozitive. Anumite probe cu un nivel pozitiv foarte ridicat 
ar putea afișa un raport mai ridicat după diluare, dar, chiar dacă sunt pure, rămân în mod clar pozitive. 

9.2 Caracteristici de performanță clinică 
Performanța clinică a testului Monolisa HBs Ag ULTRA a fost evaluată la 5 centre asupra unor probe obținute de la o 
populație de donatori de sânge, pacienți infectați și neinfectați cu VHB, probe comerciale și paneluri de seroconversie. 

Au fost efectuate studii de specificitate asupra unor probe din bănci de sânge în cadrul a trei bănci de sânge. A fost 
efectuat un studiu de specificitate asupra unor probe de la pacienți într-un laborator clinic (centru de hepatologie).  

Au fost evaluate studii de sensibilitate la sediul Bio-Rad asupra unor probe de la pacienți (inclusiv probe serotipate și 
urmărirea pacienților infectați cronic cu VHB), a unor paneluri de seroconversie și a unor probe pozitive provenite de la 
furnizori. 

9.2.1 Specificitate de diagnostic 

Specificitate în cazul donatorilor de sânge neselectați: 

A fost efectuat un studiu prospectiv la 3 centre diferite asupra unui număr de 9894 de probe de ser proaspete de la 
donatori neselectați analizate în paralel cu testele de detectare a Ag HBs cu marcaj CE utilizate în mod curent la fiecare 
centru. 

Au fost obținute rezultatele următoare: 

Specificitate în cazul 
donatorilor de sânge 

Număr de 
probe 
testate 

Total probe 
(după 

excludere) 
Probe 

reactive 
inițial (IR) 

Probe 
repetat 
reactive 

(RR) 

Specificitate 
RR  
(%) 

Interval de 
încredere de 

95% 

Centrul nr. 1 7500 7499 11 6 99,92% 
(7493/7499) 

99,83% - 
99,97% 

Centrul nr. 2 989 989 0 0 100% 
(989/989) 

99,63% - 
100,0% 

Centrul nr. 3 1405 1405 2 0 100% 
(1405/1405) 

99,74% - 
100,0% 

Total 9894 9893 13 6 99,94% 
(9887/9893) 

99,87% – 
99,98% 

La Centrul 1, din cele 7500 de probe proaspete, 1 probă a fost exclusă din studiu. Această probă a fost identificată ca 
fiind pozitivă cu testele Monolisa HBs Ag ULTRA și testul de referință. 

Specificitatea RR totală observată la populația de probe din banca de sânge este egală cu 99,94% (9887/9893), 
cu un interval de încredere de 95% între [99,87% și 99,98%]. 

Specificitate în cazul pacienților spitalizați: 

Specificitatea în cazul probelor de la pacienți spitalizați a fost evaluată într-un laborator clinic (centru de hepatologie). În 
total, au fost prelevate prospectiv 205 de probe de ser proaspete și analizate cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA și cu 
testele de detectare a Ag HBs-ului cu marcaj CE utilizate în mod curent. 
2 probe au fost determinate ca fiind inițial reactive și repetat reactive după retestare.  

Specificitatea de diagnosticare observată la probele de la această populație de pacienți este de 99,02% 
(203/205), cu un interval de încredere de 95% între [96,52% - 99,88%]. 
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9.2.2 Sensibilitate de diagnostic 

Probe pozitive:  

Au fost evaluate studii de sensibilitate la sediul Bio-Rad asupra unui număr de 452 de probe pozitive de la pacienți 
spitalizați sau provenite de la furnizori, incluzând diferite subtipuri de VHB (adw2, adw4, adr, ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, 
ayw5 și ayr), și asupra unor probe de ser proaspete pozitive (testate în decurs de 1 zi de la recoltarea sângelui). 
Rezultatele obținute cu testul Monolisa HBs ULTRA au fost comparate cu rezultatele obținute prin metoda de referință 
sau cu rezultatele oferite de furnizori. În plus, a fost testat un panel de 15 secvențe sintetice care imită mutațiile majore 
pe secvențele de aminoacizi ai antigenului de suprafață al virusului hepatitei B. 
Au fost obținute rezultatele următoare: 

Paneluri de probe 
Număr de 

probe 
testate 

Monolisa HBs Ag ULTRA 
Rezultate 
pozitive Sensibilitate clinică Interval de încredere 

de 95% 

Probe pozitive comerciale 322* 321 99,69% (321/321) 98,28% - 99,99% 

Probe pozitive comerciale cu titru 
scăzut 14 14 100% (14/14) Nu este cazul 

Panel comercial de coinfecție 20 20 100% (20/20) 83,16% - 100% 

Urmărirea pacienților infectați cronic 
cu VHB 63 63 100% (63/63) 94,3% - 100% 

Probe serotipate (SFTS 2001) 9 9 100% (9/9) Nu este cazul 

Probe clinice pozitive proaspete 25 25 100% (25/25) 86,28% - 100% 

TOTAL 453* 452 100% (452/452) 99,19 – 100% 

*O probă identificată ca fiind real negativă a fost scoasă din calcul. 

Toate cele 452 de probe pozitive și construcții ale variantelor au fost identificate ca fiind pozitive cu testul Monolisa HBs 
Ag ULTRA.  

Sensibilitatea totală a testului Monolisa HBs Ag ULTRA în cazul acestor probe este de 100% (452/452), cu un 
interval de încredere de 95% între [99,19% - 100%].  

Paneluri de seroconversie: 

60 paneluri de seroconversie VHB comerciale reprezentând un număr total de 257 de probe de seroconversie individuale 
au fost analizate în paralel cu testul Monolisa HBs Ag ULTRA și, în versiunea anterioară a testului, au fost utilizate ca 
teste de screening pentru VHB de referință. 

Dintre cele 257 de probe de seroconversie testate, 129 au fost identificate drept probe de seroconversie VHB timpurie. 

Monolisa HBs Ag ULTRA 
în comparație cu Test de referință cu marcaj CE 

Număr de paneluri de seroconversie 60 

Detectare efectuată mai devreme 31 

Detectare echivalentă 29 

Detectare efectuată mai târziu 0 
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