gen
HCV Ab (v.4) Kit

REF| 071067 ; 96

REF]| 071064 Q 192 Dae: 20050912 100008 EEST
}Eeas?n: M]\(/)[ldlzign Signature

R E F O 7 1 O 6 8 W 4 8 0 MOLDbVA EUROPEANA

8°C
2°C/Rf VD c € 0459

Cititi cu atentie prezentul prospect, inainte de efectuarea testului si respectati cu strictete instructiunile din cuprinsul
acestuia.
Fiabilitatea rezultatelor este garantata numai cu conditia respectarii stricte a acestor instructiuni.

Producator:
Adaltis S.r.l
Via Durini, 27 r O

20122 Milano (lItaly)
Tel. +39-0774-5791 - Fax +39-0774-353085
www.adaltis.net

Adaltis Srl 1/14 936071064_071067_071068/Rev. Data: 230829_RO



SIMBOLURI UTILIZATE PE ETICHETE

LT [T ¥ 3 A4
Dispozitiv .
medical pentru Numar de = . Atent,lle, .Cmt" Limite de A se utiliza x
- o Numar de lot instructiunile de « A x Numar de test
diagnostic in catalog - temperatura pana la data de
- utilizare
vitro
e
M N M [MICROPLATE] | [CONTROLJ+| | [CONTROL[] [CAL]
A se feri de
Producator contactul direct Data fabricatiei Microplaca Control pozitiv Control negativ Calibrator
Romana cu razele
soarelui
CONJ [DILISPE] | [SUBS[TMB] | [SOLN]STOP] |[WASH[BUF[20X]| [DILJAS] | [RCNS]x mL]
: Solutie de Solutie de . -
Conjugat eszlrllltjiir;;e Substrat TMB stopare spalare tampon D|Iuarr1(t)€:ntru Se Leucgr:zf_ltwe
’ (H2SO,4 0.3M) concentrata 20x P
Risc biologic Pericol Atentie
Atentie:

Solutie de stopare clasificatd ca: Skin Corr. 1A
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e« Avertisment:
Pericol

« Componente periculoase ce necesita etichetare:

Acid sulfuric
« Indicatii de pericol:

H314 — Provoaca arsuri grave ale pielii si leziuni oculare grave.

 Recomandari de siguranta:

P260 Nu inspirati praful/fumul/gazul/abutiivaporii/spray-ul.
P303+P361 +P353 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau cu pérul): scoateti imediat toatd imbracdmintea contaminata. Clatiti pielea cu

apda/faceti un dus.

P305+P351+P338 [N CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apd, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, dacé
este cazul si daca acest lucru se poate face cu ugurintd. Continuati sa clatiti.
P310 Adresati-va imediat unui CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau unui medic.

P405 A se depozita sub cheie.

P501 Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu legislatia in vigoare la nivel local/regional/national/international.

Atentie:

Controlul negativ, controlul pozitiv, calibratorul, conjugatul, diluantul pentru esantioane, diluantul pentru probe si solutie

concentrata tampon pentru spalare 20X sunt clasificate ca: Skin Sens. 1

e Avertisment:
Atentie

« Componente periculoase ce necesita etichetare:
Amestec de: 5-cloro-2-metil-2H-izotiazolin-3-one [Nr. CE 247-500-7]; 2-metil-2H-izotiazolin-3-one [Nr. CE 220-239-6] (3:1)

» Indicatii de pericol:

H317 Poate provoca o reactie alergica a pielii

o Recomandari de siguranta:

P261 Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/aburiivaporii/spray-ul.
P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ echipament de protectie a ochilor/echipament de protectie a fetei.
P321 Trattament specific (consultati aceasta etichetd).
P333+P313 In caz de iritare a pielii sau de eruptie cutanata: adresati-vd medicului.
P302+P352 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spélati cu apd din abundents.

P501 Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu legislatia in vigoare la nivel local/regional/national/international.

Pentru Fisele cu Date de Securitate, consultati site-ul www.adaltis.net.
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ROMANA

A. UTILIZARE

Test imuno-enzimatic (ELISA) de generatia a patra,
pentru detectarea anticorpilor la virusul hepatitei C, in
probe de ser sau plasma umana (EDTA, Heparina si
Citrat). Trusa poate fi utilizatd pentru detectarea
anticorpilor din unitatile de sdnge recoltate de la pacienti
infectati cu virusul HCV.

Numai pentru diagnosticarea in vitro.

B. INTRODUCERE
Organizatia Mondiala a Sanatatii
infectia cu virusul hepatitic C ca fiind:

(OMS) defineste

"Hepatita C este o infectie virala a ficatului, denumita,
inainte de 1989, pana la identificarea agentului cauzator,
hepatita "non A, non B”, cu mecanism de transmitere
parenteral. Descoperirea si caracterizarea virusului
hepatitic C (HCV) au permis intelegerea rolului primordial
al acestuia n hepatitele post-transfuzionale si a tendintei
acestuia de a induce infectii persistente”.

Virusul HCV este una din cauzele majore ale hepatitei
acute si a bolilor hepatice cronice, printre care ciroza si
cancer la ficat. La nivel global, sunt infectate cu virusul
HCV, estimativ, 170 de milioane de persoane, iar intre 3
spre 4 milioane de persoane sunt nou infectate in fiecare
an. Cele mai frecvente cauze de transmitere a virusului
HCV la nivel mondial sunt transfuziile de unitati de sange
necontrolate serologic, precum si folosirea, de la o
persoand la alta, a acelor si seringilor care nu au fost
corect sterilizate. In prezent nu exista niciun vaccin
disponibil pentru prevenirea hepatitei C, iar tratamentul
hepatitelor C cronice este prea costisitor, pentru ca
populatiile din tarile in curs de dezvoltare sa si-l poata
permite. Asadar, dintr-o perspectiva globala, cel mai
mare impact asupra bolnavilor de hepatita C consta in
focalizarea eforturilor asupra reducerii riscurilor de
transmitere a virusului HCV pe cale nozocomiala (ex.:
transfuzii de sange, injectii nesigure) si asupra reducerii
comportamentelor de risc (ex.: injectarea de droguri).

Virusul hepatitei C (HCV) este unul dintre virusii (A, B, C,
D si E) ce sunt responsabili de cele mai multe dintre
cazurile de hepatita virala. Este un virus ARN incapsulat
monocatenar, din familia Flaviviridae, ce are un spectru
restrdns de gazde. Oamenii si cimpanzeii reprezinta
singurele specii cunoscute ca fiind susceptibile la infectia
cu virusul HCV si ambele specii dezvolta boli similare. O
caracteristica importanta a virusului o reprezinta relativa
mutabilitate a genomului, legata probabil de o tendinta
marcata (80%) de a induce infectii cronice. Virusul HCV
este reunit Tn mai multe genotipuri diverse, ce pot fi
importante in determinarea gravitatii bolii si a raspunsului
la tratament.

Perioada de incubatie a infectiei cu virusul HCV, inainte
de manifestarea simptomelor clinice, variaza de la 15 la
150 de zile. In infectiile acute, simptomele cele mai
frecvente sunt oboseala si icterul; Tn orice caz,
majoritatea cazurilor (un procent cuprins intre 60% si
70%), inclusiv cele ce dezvolta o infectie cronica, sunt
asimptomatice. Aproximativ 80% dintre noii pacienti
infectati dezvolta o infectie cronica. Ciroza apare la un
procent cuprins aproximativ intre 10% si 20% dintre
pacientii cu infectie cronica, in timp ce cancerul hepatic
apare la un procent cuprins intre 1% si 5% dintre
persoanele care prezintd o infectie cronica, pe o
perioada de timp cuprinsa fintre 20 si 30 de ani.
Majoritatea pacientilor ce sufera de cancer hepatic fara a
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fi infectati cu virusul hepatitei B, prezintd infectie cu
virusul HCV. Mecanismul prin care infectia cu virusul
HCV cauzeaza cancerul hepatic nu este inca foarte clar.
Hepatita C accentueaza gravitatea bolilor ficatului, atunci
cand se manifesta concomitent cu alte probleme
hepatice. Mai precis, bolile ficatului evolueaza mai rapid,
la persoanele cu boli hepatice cauzate de consumul de
alcool si de infectia cu virusul HCV. Virusul HCV se
transmite Tn principal prin contactul direct cu sangele
infectat. Transmiterea virusului HCV prin transfuziile de
sénge necontrolate serologic in vederea depistarii
prezentei virusului, folosirea, de la o persoana la alta, a
acelor, seringilor si a altor echipamente medicale care nu
au fost corespunzator sterilizate, sau schimbul de ace
intre consumatorii de droguri, este foarte documentata.
Transmiterea se poate produce si pe cale sexuala sau
perinatald, insa nu la fel de frecvent. Alte modalitati de
transmitere, ce tin de practici comportamentale, sociale,
culturale (body piercing, circumcizii si tatuaje) sunt de
asemenea posibile, daca se utilizeaza instrumente care
nu au fost corespunzator sterilizate. Virusul HCV nu se
transmite pe calea stranutului, prin imbratisari, tuse,
mancare sau apa, daca se folosesc aceleasi tacamuri
sau pahare, sau prin contact intamplator.

Atat in tarile dezvoltate, cat si in cele in curs de
dezvoltare, grupurile de risc includ consumatorii de
droguri injectabile, primitorii de sange necontrolat
serologic, persoanele care sufera de hemofilie, pacientii
dializati si persoanele cu numerosi parteneri sexuali, ce
practicda raporturi sexuale neprotejate. In tarile
dezvoltate, se estimeaza ca 90% dintre persoanele
infectate cu virusul hepatitei C cronice sunt in principal
consumatori de droguri injectabile si persoane carora li s-
au administrat transfuzii de séange necontrolat serologic,
sau transfuzii de derivate din sange. In majoritatea tarilor
in curs de dezvoltare, unde se utilizeaza inca sange si
derivate din sédnge neanalizate, principala cale de
transmitere a infectiei o reprezintd instrumentele pentru
injectii nesterilizate si transfuziile de sdnge necontrolate
serologic. De asemenea, persoanele care practica
ritualuri de sacrificare si circumcizii sunt persoane cu
risc, daca folosesc sau refolosesc instrumente metalice
nesterilizate.

OMS estimeaza ca aproximativ 170 de milioane de
persoane, adica 3% din populatia globului, sunt infectate
cu virusul HCV si prezinta riscul de a se imbolnavi de
ciroza si/sau cancer hepatic. Prevalenta infectiei cu
virusul HCV in Africa, Orientul Mijlociu, Asia de Sud-Est
si Pacificul de Nord este mult mai mare, fata de America
de Nord si de Europa.

Testele diagnostice pentru HCV se utilizeazd pentru a
preveni infectiile prin screening-ul donatorilor de sénge si
plasma, pentru stabilirea diagnosticului clinic si pentru o
mai buna luare a deciziilor privind tratamentul administrat
unui pacient. Testele diagnostice disponibile in prezent
se bazeaza pe dozari imuno-enzimatice (EIA) pentru
detectarea unor anticorpi specifici HCV. Sistemul EIA
poate depista peste 95% dintre pacientii cu infectii
cronice, dar numai intre 50% si 70% dintre infectiile
acute. Analiza RIBA (metoda recombinata de imunoblot)
de identificare a anticorpilor care reactioneaza cu
antigene individuale HCV se utilizeazd adesea ca test
suplimentar pentru confirmarea unui rezultat pozitiv
obtinut prin teste EIA. Teste pentru HCV bazate pe
amplificarea acizilor ribonucleici (de ex. PCR, proba cu
ADN legat) au fost utilizate atat pentru confirmarea
rezultatului serologic, cat si pentru stabilirea eficacitatji
tratamentului antiviral folosit. Un rezultat pozitiv indica
prezenta infectiei active si posibilitatea de extindere a
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infectiei si/sau de dezvoltare a unor boli cronice ale
ficatului.

Medicamentele antivirale, cum ar fi interferonul,
administrat ca atare sau impreuna cu ribavirina, se pot
utiliza pentru tratamentul pacientilor cu hepatita C
cronica, nsa acest tratament este foarte costisitor.
Tratamentul ce constd doar 1n administrarea
interferonului este eficient la aproximativ 10-20% dintre
pacienti. Interferonul administrat impreuna cu ribavirina
este eficient la 30-50% dintre pacienti. In schimb, se pare
ca ribavirina, administrata ca atare, nu este eficienta.

Nu exista niciun vaccin eficient impotriva virusului HCV.
Cercetarile continua, Tnsa mutabilitatea accentuata a
genomului virusului HCV ingreuneaza descoperirea unui
vaccin eficient. De asemenea, si lipsa cunostintelor
privind un eventual raspuns imuno-protector, ulterior
infectiei cu virusul HCV, incetineste descoperirea
vaccinului. Nici mé&car nu se stie daca sistemul imunitar
este in stare sa elimine virusul.

in orice caz, cateva studii au demonstrat prezenta unor
anticorpi ce neutralizeaza virusul, la pacientii infectati cu
virusul HCV. Tn lipsa unui vaccin, trebuie adoptate toate
masurile de precautie pentru a preveni infectia, inclusiv
(a) teste screening, testele de sénge si a organelor
donate; (b) dezactivarea virusului in plasme si produse
derivate; (c) dezvoltarea si consolidarea practicilor de
control al infectiei in protocoalele de actiune sanitara,
precum si o corecta sterilizare a instrumentelor medicale
si stomatologice; (d) promovarea unor schimbari in
relatile dintre oamenii de rénd si operatorii sanitari,
pentru a reduce utilizarea excesiva a injectiilor si pentru
practicarea unor injectii sigure; (e) reducerea riscului
pentru persoanele consumatoare de droguri si cele ce
utilizeaza practici sexuale de mare risc”.

Genomul codifica pentru componentele structurale, o
proteind nucleocapsidica si doud glicoproteine de
suprafata si componentele functionale implicate in
replicarea virusului si in procesarea proteinelor acestuia.
Regiunea de codificare nucleocapsidica pare a fi cea mai
conservatoare, dintre probele izolate obtinute in intreaga
lume.

C. PRINCIPIUL TESTULUI

Microplacile sunt tapetate cu antigene HCV specifice
derivate din regiunile "core” si "ns” de codificare pentru
antigenele conservatoare si determinantii antigenici
imunodominanti (peptida de baza, NS3 recombinant,
peptide NS4 si NS5).

Faza solida este tratatd mai intai cu esantionul diluat si,
anticorpii HCV, daca sunt prezenti, se vor lega la
antigenele fixate. Dupa etapa de indepartare prin spalare
a tuturor celorlalte componente ale esantionului, in cea
de-a doua faza de incubare, dupa legarea anticorpilor
HCV, anticorpii IgG si IgM sunt detectati prin adaugarea
conjugatului cu anticorpi specifici policlonali anti-lgG&M,
marcati cu peroxidaza (HRP).

Enzima captata pe faza solida, reactionand cu amestecul
substrat TMB, genereaza un semnal optic care este
proportional cu cantitatea de anticorpi anti-HCV prezenti
in esantion. O valoare cut-off permite sa se interpreteze
densitatile optice in rezultate pozitive si negative de
anticorpi HCV.
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D. COMPONENTE
Trusa contine reactivi pentru 96 de teste (cod 071067),
192 de teste (cod 071064), sau 480 de teste (cod

071068).

Microplaca

Control negativ

Control pozitiv

Calibrator

Solutie de spalare tampon concentrata 20x
Conjugat

Diluant pentru esantioane

Substrat TMB

Solutie de stopare

1

1x4 mL/fiola
1x2 mL/fiola
2 fiole

1x50 mL/fiola
1x16 mL/fiola
1x50 mL/fiola
1x16 mL/fiola
1x15 mL/fiola

Diluant pentru probe 1x8 mL/fiola
Hartie de sigilare placa 2

Numar de teste 96

Cod 071067
Microplaca 2

Control negativ 2x4 mL/fiole
Control pozitiv 1x4 mL/fiola
Calibrator 3 fiole

Solutie de spalare tampon concentrata 20x 2x50 mL/fiole
Conjugat 2x16 mL/fiole

Diluant pentru esantioane
Substrat TMB
Solutie de stopare

2x50 mL/fiole
2x16 mL/fiole
2x15 mL/fiole

Diluant pentru probe 2x8 mL/fiole
Hartie de sigilare placa 4

Numar de teste 192
Cod 071064
Microplaca 5

Control negativ

Control pozitiv

Calibrator

Solutie de spélare tampon concentrata 20x
Conjugat

Diluant pentru esantioane

Substrat TMB

Solutie de stopare

Diluant pentru probe

Hartie de sigilare placa

1x20 mL/fiola
1x10 mL/fiola
7 fiole

5x50 mL/fiole
2x40 mL/fiole
5x50 mL/fiole
2x40 mL/fiole
2x40 mL/fiole
1x40 mL/fiola
10

Numar de teste

480

Cod

071068

1. Microplaca

12 strip-uri de 8 minigodeuri tapetate cu peptida Core,
antigen recombinant NS3, peptide NS4 si NS5. Placile
sunt sigilate in folie din aluminiu cu absorbant de
umezeala.

Asteptati ca microplaca sa ajungad la temperatura
mediului ambiant (18...24°C) Tnainte de a deschide folia.
Strip-urile nefolosite trebuie reintroduse la loc in folia cu
absorbant de umezeald si trebuie pastrate la o
temperatura de 2...8°C.

2. Control negativ

Control gata de utilizare. Contine 10 mM solutie tampon
citrat de Na cu pH 6.0 £ 0.1, proteind de baza 2%
cazeind si conservant 0.1% Proclin 150. Controlul
negativ este colorat in culoarea verde masliniu.

3. Control pozitiv

Control gata de utilizare. Contine proteine din ser de
capra in procent de 1%, anticorpi umani pozitivi la virusul
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HCV, 10 mM tampon citrat de Na cu ph 6.0+£0.1, 0.5%
Tween 20, 0.09% azidad de sodiu si conservant 0.1%
Proclin 150. Controlul pozitiv este colorat in culoarea
verde Tnchis.

Nota importanta: Lipsa agentilor patogeni vitali in
solutia de control pozitiv nu poate fi garantatd in
totalitate, prin urmare reactivul trebuie tratat ca fiind
potential infectat, in conformitate cu principiile de buna
practica de laborator.

4. Calibrator

Calibrator liofilizat. Se va dizolva in cantitatea de apa
distilatd cu aviz EIA indicatd pe eticheta. Contine
proteine din ser de fetus de vitel, anticorpi umani pozitivi
la virusul HCV, cu continut calibrat dupa codul NIBSC
Working Standard 06/188-006, 10mM de tampon citrat
de Na cu pH 6.0£0.1, 0.3 mg/mL sulfat de gentamicina si
conservant 0.1% Proclin 150.

Nota importanta: Lipsa agentilor patogeni vitali in
calibrator nu poate fi garantata in totalitate, prin urmare
reactivul trebuie tratat ca fiind potential infectat, in
conformitate cu principiile de buna practica de laborator.

Note: volumul necesar pentru dizolvarea continutului
fiolei poate varia de la un lot la altul. Va rugam sa
utilizati volumul corespunzétor, indicat pe eticheta.

5. Solutie de spalare tamponconcentrata 20x

Solutie concentrata 20X. Dupa diluare, solutia de spalare
(tampon de spalare diluat) contine 10 mM tampon fosfat
cu pH 7.0 £ 0.2, 0.05% Tween 20 si 0.05% Proclin 150.
Dupa diluare, solutia de spalare rdméane stabila timp de 1
saptamana, la temperaturi intre 2...8°C.

6. Conjugat

Reactiv gata de utilizare, colorat in culoarea rosie.
Contine peroxidaza de hrean conjugatd cu anticorpi
policlonali de capra cu IgG si IgM umani, 5% BSA, 10
mM tampon Citrat cu pH 6.4 + 0.1 si conservanti 0.1%
Proclin si 0.05% Tween 20.

7. Substrat TMB

Componentd gata de utilizare. Contine 50 mM solutie
tampon citrat-fosfat cu pH 3.5-3.8, 4% dimetil sulfoxid,
0.03% tetrametilbenzidind (TMB) si 0.02% peroxid de
hidrogen (H,0,). Amestecati usor, inainte de utilizare.
Nota: A se pastra ferit de lumina directa, deoarece
este sensibil la surse de lumina puternice.

8. Diluant pentru probe
Componenta gata de utilizare. Contine ser de capra, 10
mM solutie tris tampon cu pH 8.0+0.1 ce contine 0.1%
Proclin 150 si 0.09% azida de sodiu pentru pre-tratarea
esantioanelor si a solutiilor de control de pe placa, cu
stoparea interferentelor.

9. Solutie de stopare

Componenta gata de utilizare.

Contine o solutie 0.3 M de H,SO,. Amestecati usor,
Tnainte de utilizare.

10. Diluant esantion

Componenta gata de utilizare, colorata in culoarea verde
inchis. Contine 1% cazeina, 10 mM tampon citrat de Na
cu pH 6.0 + 0.1 si conservant 0.1% Proclin 150.

A se utiliza pentru diluarea esantionului.
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Nota: Diluantul isi schimba culoarea din verde
masliniu, in verde inchis-albastru, in prezenta
esantionului.

E. MATERIALE NECESARE, DAR NEINCLUSE IN
TRUSA

1. Micropipete calibrate (200 yL si 10 uL) si varfuri de
unica folosinta.

2. Apa distilatd cu aviz EIA (bidistilatd sau deionizata,
tratatd cu carbune activ pentru indepartarea
oxidantilor chimici folositi ca dezinfectanti).

3. Cronometru cu interval de timp de 60 minute sau mai
mult.

4. foi de hartie absorbanta.

5. Incubator termostatic calibrat pentru microplaci
ELISA, ce poate asigura o temperatura de +37°C.

6. Cititor calibrat de microplaci ELISA, cu capacitate de
citire la 450 nm, prevazut daca este posibil cu filtre
de 620-630 nm pentru detectarea blank-ului si filtre
de 405 nm.

7. Spalator calibrat pentru microplaci ELISA.

8. Mixer vortex sau alte dispozitive asemanatoare
pentru centrifugare.

F. AVERTISMENTE S| PRECAUTII

1. Aceasta trusa poate fi utilizatd doar de personal
tehnic specializat si corespunzator calificat, sub
supravegherea medicului sef de laborator. Cititi cu
atentie prezentul prospect, inainte de dozare si
respectati cu strictete instructiunile din cuprinsul
acestuia.

2. Cititi cu atentie Fisa cu Date de Securitate (SDS),
inainte de a efectua dozarea.

3. In cazul utilizarii trusei pentru screening-ul unor
unitati de sadnge si componente ale sangelui, acesta
va trebui séa fie utilizatad intr-un laborator certificat si
autorizat de autoritatea nationald responsabila n
domeniu (Ministerul Sé&natatii sau un organism
similar), in vederea efectuarii acestui tip de analize.

4. Intreg personalul implicat Tnh executarea probei
trebuie sa fie echipat cu imbracaminte de protectie
de laborator, manusi din latex fara talc si ochelari de
protectie. Utilizarea oricaror dispozitive ascutite (ace)
sau taioase (lame) este interzisa. Intreg personalul
implicat trebuie sa fie instruit cu privire la procedurile
de siguranta personala, conform recomandarilor
Centrului pentru Controlul Bolilor Atlanta, SUA,
indicate in publicatia Autoritatii Nationale pentru
Séanatate: "Siguranta personaléd in Laboratoarele de
Microbiologie si Biomedicina”, editia 1984.

5. Intreg personalul implicat Th  manipularea
esantioanelor trebuie sa fie vaccinat impotriva
virusurilor HBV si HAV, pentru care exista vaccinuri
sigure si eficiente.

6. Incaperea laboratorului trebuie sa aiba un mediu
controlat, pentru a se evita contaminarea cu praf sau
cu agenti microbiologici din aer, Tn momentul
deschiderii fiolelor si al microplacii din trusa si in
momentul efectuarii testului. Substrat (TMB) trebuie
ferit de lumina puternica. Dupa inceperea testului,
evitati vibratile mesei de lucru.

7. Dupa receptionarea trusei, aceasta trebuie pastrata
la o temperatura de 2...8°C, intr-un frigider sau intr-o
camera rece, cu temperatura controlata.

8. Nu folositi componente din truse apartinand unor loturi
diferite. Nu se recomanda folosirea componentelor din
doua truse apartindnd aceluiasi lot.

9. Asigurati-va ca reactivii sunt limpezi si c& nu contin
microorganisme sau particule de mari dimensiuni.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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Daca reactivii nu indeplinesc aceste conditii, anuntati
imediat responsabilul de laborator, pentru a demara
procedurile necesare in vederea schimbarii trusei.
Evitati contaminarile incrucisate intre esantioane de
ser/plasma, folosind varfuri de unica folosinta, pe
care sa le Tnlocuiti la fiecare esantion.

Evitati contaminarile incrucisate intre reactivii din
trusa, folosind varfuri de unica folosinta pe care sa le
inlocuiti la fiecare componenta Tn parte.

Nu folositi trusa dupa expirarea termenului de
valabilitate a acesteia, tiparit pe cutie si pe eticheta
aplicata pe fiecare fiola in parte.

Toate esantioanele trebuie considerate ca fiind
potential infectate. Toate serurile umane trebuie
manipulate conform prevederilor Nivelului 2 de Bio-
Siguranta, urmand recomandarile Centrului pentru
Controlul Bolilor Atlanta, SUA, precum si cele din
cuprinsul publicatiei Autoritatii Nationale pentru
Sanatate: "Bio-Sigurantd in Laboratoarele de
Microbiologie si Biomedicina”, editia 1984.

Pentru prepararea componentelor lichide, sau pentru
componentele mutate pe statile de testare
automatizate, se recomanda folosirea de recipiente
din plastic de unica folosinta, Tn felul acesta
evitandu-se contaminarile incrucisate.

Deseurile rezultate in urma folosirii trusei se vor
elimina conform prevederilor legislatiei in vigoare la
nivel national si ale legislatiei in materie de deseuri
rezultate din substante chimice si biologice de
laborator. Mai precis, scurgerile de lichide, rezultate
in urma procedurii de spélare, resturile de solutii de
control si resturile de solutii esantion trebuie
considerate ca fiind potential infectate si trebuie
supuse procedurii de inactivare, Thainte de a fi
eliminate. Se recomanda procedura de inactivare
prin tratarea cu o solutie de hipoclorit de sodiu cu
concentratie de 10% timp de 16-18 ore sau
dezactivarea la cald, in autoclava, la 121°C timp de
20 minute.

Scurgerile accidentale de solutii esantion, in timpul
efectuarii testelor, trebuie absorbite cu foi de hartie
inmuiate in hipoclorit de sodiu, iar apoi trebuie clatite
cu apa. Ulterior, respectivele foi de hartie se vor
arunca fintr-un recipient special pentru deseuri
provenite din materiale biologice.

Solutia de stopare contine 0,3 M acid sulfuric. Evitati
contactul acesteia cu pielea si ochii. In caz de
contact, clatiti imediat si abundent cu apa.

Eliminarea solutiilor reactive ce contin azida de sodiu
sau thimerosal, drept conservanti, trebuie tratate
conform prevederilor si legislatiei in vigoare fin
materie, in tara Tn care se utilizeazd testul.
Eliminarea solutiilor ce contin azida de sodiu prevede
utilizarea unor mari cantitdti de apa de la robinet.
Retineti faptul ca azida de sodiu poate forma
compusi explozivi, Tn urma contactului prelungit cu
plumbul sau cuprul.

Nu fumati, nu mancati si nu aplicati
cosmetice in zonele in care sunt
esantioanele si reactivii.

Celelalte deseuri produse in urma utilizarii trusei (de
exemplu: varfurile folosite pentru controale si
esantioane, microplacile folosite) trebuie sa fie
manipulate ca si cum ar fi potential infectate si
trebuie colectate conform prevederilor legislatiei in
vigoare la nivel national si ale legislatiei privind
eliminarea deseurilor de laborator.

Nu pipetati substantele cu gura.

produse
manipulate
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G. ESANTIOANE: PREPARARE SI
RECOMANDARI

1. Sangele se recolteaza din vena prin metode
aseptice, iar plasmele si serurile se prepara prin
folosirea tehnicilor standard de preparare a
esantioanelor pentru analize clinice de laborator. Nu
s-a depistat nicio influentd, in cazul prepararii
esantionului cu citrat, EDTA sau heparina.

2. Nu adaugati niciun fel de conservanti in esantioane;
evitati mai ales azida de sodiu, deoarece aceasta
poate influenta activitatea enzimatica a conjugatului,
determinand obtinerea unor rezultate fals negative.

3. Esantioanele trebuie sa fie clar identificate cu coduri
sau nume, pentru a se evita confuzile Tn
interpretarea rezultatelor. In cazul in care trusa se
utilizeaza pentru teste screening ale unor unitati de
sange, recomandam insistent etichetarea acestora
cu coduri de bare ce se vor citi cu un cititor
electronic.

4. Esantioanele intens hemolizate (rosii) sau lipemice
(laptoase) trebuie aruncate, deoarece pot duce la
obtinerea unor rezultate false. Esantioanele ce
contin resturi de fibrina sau cheaguri si corpuri
microbiologice trebuie aruncate, deoarece pot duce
la obtinerea unor rezultate false.

5. Serurile si plasmele se vor pastra la temperaturi de
+2...8°C cel mult cinci zile dupa recoltare. Pentru
conservarea acestora pe perioade mai indelungate
de timp, esantioanele pot fi congelate la —20°C timp
de céateva luni. Niciun esantion congelat nu poate fi
congelat si decongelat decadt o singura data,
deoarece acest proces genereaza particule ce pot
compromite rezultatul testului.

6. In cazul in care esantionul contine particule,
centrifugati la o vitezd& de 2.000 rpm timp de 20
minute, sau filtrati cu filtre de 0.2-0.8um pentru a
curata esantionul ce trebuie testat.

H. PREPARAREA COMPONENTELOR SI
AVERTISMENTE

Studiile efectuate pe o trusa deschisa nu au demonstrat

nicio pierdere semnificativa de activitate la cel mult 1

reutilizare a aceluiasi material, in termen de 6 luni.

1. Microplaci:

Asteptati pana cand microplaca ajunge la temperatura
mediului ambiant (cel putin 1 ora) Tnhainte de a deschide
folia. Verificati daca absorbantul de umezeald nu sia-
schimbat culoarea in verde inchis, ceea ce ar indica o
conservare deficitard a trusei. In astfel de situatii,
adresati-va serviciului clienti din cadrul firmei Adaltis.
Strip-urile nefolosite trebuie introduse la loc in folie, cu
tot cu absorbantul de umezeala. Folia se va sigila perfect
si se va pastra la temperaturi de 2...8°C. Dupa prima
deschidere, strip-urile ramase vor fi stabile pana cand
indicatorul de umezeala din interiorul foliei cu absorbant
de umeazeald Tsi va schimba culoarea din galben in
verde.

2. Control negativ:
Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, Tnhainte de
utilizare.

3. Control pozitiv:

Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, inainte de
utilizare. Aceastd componenta trebuie tratatd ca si cum
ar fi potential infectata.
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4. Calibrator:

Dizolvati cu atentie continutul liofilizat al fiolei cu
cantitatea de apa distilata cu aviz EIA, indicata pe
eticheta. Centrifugati in vortex, inainte de utilizare.
Aceasta componenta trebuie tratata ca si cum ar fi
potential infectata.

Nota: Dupé dizolvare, calibratorul nu este stabil. Pastrati
in pérti egale, la temperaturi de —20°C.

5. Solutie de spalare concentrata 20x

(flacon de 50 mL):
Intreaga cantitate de solutie concentratd 20x se va
dizolva cu apa biodistilata, pana la 1000 ml (volumul este
indicat pe eticheta) si se va amesteca usor, Tnainte de
utilizare. Deoarece solutia poate sa contina formatiuni
cristaline, aveti grija sa dizolvati intreaga cantitate. in
timpul prepararii, evitati producerea spumei, deoarece
prezenta bulelor poate compromite eficienta fazei de
spalare.
Nota: Dupa diluare, solutia de spalare raméne stabila
timp de 1 saptaméana, la +2..8°C.

6. Conjugat:

Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, Tnainte de
utilizare. Aveti grija sa nu contaminati lichidul cu oxidanti
chimici, pulberi sau microbi prezenti in aer. Daca este
necesara mutarea acestei componente, folositi exclusiv
recipiente din plastic, pe cat posibil sterilizate.

7. Substrat TMB:

Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, Tnainte de
utilizare. Aveti grija sa nu contaminati lichidul cu oxidanti
chimici, pulberi sau microbi prezenti in aer. A se feri de
lumina puternica, agenti oxidanti si suprafete

metalice. Daca este necesard mutarea acestei
componente, folositi exclusiv recipiente din plastic, pe céat
posibil sterilizate.

8. Diluant pentru proba:
Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, Tnainte de
utilizare.

9. Solutie de stopare:
Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, Tnainte de
utilizare.

10. Diluant pentru esantion:
Gata de utilizare. Centrifugati in vortex, inainte de
utilizare.

I. INSTRUMENTAR UTILIZAT IMPREUNA CU TRUSA

1. Micropipetele trebuie sa fie gradate, pentru a picura
cantitatea corectd necesard pentru proba si este
obligatorie o decontaminare regulata (cu spirt
medicinal, Tnalbitor 10%, solutie dezinfectantd de uz
spitalicesc) a acelor componente care pot intra
accidental in contact cu esantionul. Acestea trebuie
sa fie in permanenta controlate, pentru a se asigura o
precizie de 1% si o corectitudine de +2%. La intervale
regulate de timp, este obligatorie o dezinfectare a
stropilor sau reziduurilor de componente din set.

2. Incubatorul ELISA trebuie sa fie setat la 37°C (cu o
toleranta de + 0.5°C) si trebuie sa fie verificat cu
regularitate, pentru a se asigura mentinerea unei
temperaturi corecte. Pentru incubare se pot utilizat
atat incubatoarele pe uscat, cat si baile de apa, daca
dispozitivele sunt omologate pentru incubarea testelor
ELISA.
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3. Spalatorul ELISA este extrem de important pentru

efectuarea cu succes a probei. Spalatorul trebuie sa
fie omologat si trebuie sa fie corect optimizat. De
regula, sunt suficiente 4-5 cicluri de spalare (aspirare
+ distribuire a unei cantitati de 350 yL de solutie de
spalare = 1 ciclu) pentru ca proba sa permita
obtinerea unui rezultat corect. Se recomanda un
interval de timp de Tnmuiere de 20-30 secunde, intre
cicluri. Pentru a stabili corect numarul acestora,
se recomanda sa se efectueze un test de proba cu
solutile de control din trusd si cu esantioane de
referinta clar stabilite ca fiind pozitive sau negative si
sa se verifice conformitatea cu valorile indicate mai
jos, in sectiunea O ’"Control de calitate intern”.
Operatiunile de gradare corecta a volumului distribuit
si de fintretinere a spélatorului (decontaminare si
curatare a acelor) se vor efectua conform
instructiunilor producatorului.

. Timpii de incubare au o toleranta de +5%.

v" Metoda de incubare de scurta durata (pentru
prima/a 2-a incubare, toleranta este cuprinsa
intre 43 min. si 47 min.; pentru cea de-a 3-a
incubare, toleranta este cuprinsa intre 14 si
16 min.).

v' Metoda de incubare standard (pentru prima
incubare, toleranta este cuprinsa intre 57
min. si 63 min.; pentru cea de-a 2-a si cea
de-a 3-a incubare, toleranta este cuprinsa
intre 29 si 31 min.).

. Cititorul de microplaci ELISA trebuie sa fie prevazut

cu un filtru de citire la 450nm si, pe cat posibil, si cu
un al doilea filtru (620-630nm) pentru operatiunile de
blank. Densitatea optica la 450 nm mai mare decat
liniaritatea cititorului, poate fi citita la 405 nm si
fnmultitd cu factorul de conversie.

Performantele sale standard trebuie sa fie (a)
amplitudine de banda < 10nm; (b) interval de
absorbtie de la 0 la 2 2.0; (c) liniaritate = 2.0; (d)
repetabilitate = 1%. Blank-ul este determinat in
godeul descris in sectiunea "Procedura de efectuare
a probei”. Sistemul optic al cititorului trebuie sa fie
corect etalonat, pentru a asigura o masurare corecta
a densitati optice. Efectuati cu regularitate
operatiunile de intretinere, conform instructiunilor
producatorului.

. Atunci cand se utilizeaza o statie automata pentru

truse ELISA, toate etapele critice (distribuire,
incubare, spalare, citire, manipulare a datelor) trebuie
sa fie atent verificate, etalonate si corect desfasurate,
in vederea mentinerii conformitatii cu valorile indicate
in sectiunile O "Control de calitate intern”. Protocolul
probei trebuie sa fie instalat in sistemul de operare al
unitatii si trebuie sa fie validat si pentru spalator si
cititor. De asemenea, partea statiei ce realizeaza
manipularea componentelor lichide (distribuire si
spalare) trebuie sa fie validata si corect setatda. O
atentie deosebita se va acorda evitarii transferului
prin intermediul acelor utilizate pentru distribuire si
spalare. Acesta trebuie sa fie studiat si controlat, in
vederea minimizarii pericolului de contaminare a
godeurilor alaturate. Utilizarea unor statii automate
ELISA este recomandata pentru testele screening de
sange, atunci cand numarul de esantioane ce trebuie
testate este de peste 20-30 unitati pe tura.
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L. CONTROALE S| OPERATIUNI PREMERGATOARE
PROBEI

1. Verificati termenul de valabilitate al trusei, tiparit pe
eticheta aplicatd pe cutie. Nu folositi trusa, daca
termenul de valabilitate este expirat.

2. Verificati componentele lichide, acestea nu trebuie sa
fie contaminate cu particule sau microorganisme
vizibile cu ochiul liber. Asigurati-va ca substratul TMB
este incolor sau de culoarea bleu pal, aspirdnd o
cantitate mica din acesta cu o pipeta sterila din plastic
transparent. Verificati dacd ambalajul nu s-a rupt in
timpul transportului si daca nu s-au produs scurgeri
de lichide in interiorul cutiei. Verificati ca folia de
aluminiu, in care se afla microplaca, sa nu fie gaurita
sau deteriorata.

3. Diluati intreg continutul solutiei concentrate de
spalare 20x, conform instructiunilor de mai sus.

4. Dizolvati calibratorul, conform instructiunilor de mai
Sus.

5. Asteptati pana cand toate componentele trusei ajung
la temperatura camerei (aproximativ 1 ora) si apoi
amestecati conform instructiunilor.

6. Setati incubatorul ELISA la +37°C si pregatiti
spalatorul ELISA amorsandu-l cu solutia de spalare
diluata, conform instructiunilor producatorului. Setati
numarul corect de cicluri de spalare, conform
instructiunilor din sectiunea [.3.

7. Asigurati-va ca cititorul ELISA este pornit de cel putin
20 de minute, Tnainte de a efectua citirea.

8. Daca se utilizeaza o statie automatd, porniti statia,
verificati setarile acesteia si asigurati-va ca utilizati
protocolul corect.

9. Controlati daca micropipetele au fost setate Ia
volumul prevazut.

10.Asigurati-va ca aveti la indeméana toate instrumentele
necesare, gata de a fi utilizate.

11.In cazul sesizarii unor probleme, nu continuati
derularea testului, ci informati persoana responsabila.

M. PROCEDURA DE EFECTUARE A PROBEI
Proba trebuie efectuata conform instructiunilor de de mai
jos, avand grija sa se pastreze aceeasi incubare, pentru
toate esantioanele ce trebuie testate.
Proba se poate efectua prin doua proceduri de incubare.
Alegeti-o pe cea mai potrivitd, conform regulamentelor Tn
vigoare:
1. Incubare standard (prima incubare 60 minute, a
2-a si a 3-a incubare 30 minute)
2. Incubare de scurtd duratd (prima si a 2-a
incubare 45 minute, a 3-a incubare 15 minute)

=

. Incubare standard - Proba manuala:

1. Introduceti numarul corect de godeuri in suportul
respectiv. Lasati primul godeu gol, pentru blank.

2. Adaugati 200 pyL de control negativ in trei godeuri,
200 pL de calibrator in doua si 200 yL de control
pozitiv intr-un singur godeu. Nu diluati controalele si
calibratorul, deoarece sunt deja diluate si gata de
utilizare!

3. Adaugati 200 pyL de diluant pentru esantioane in
toate godeurile esantioanelor; adaugati apoi 10 pL
de esantion in fiecare godeu corespunzator
identificat. Agitati usor placa, avand grija sa evitati
revarsarea si contaminarea godeurilor alaturate,
pentru a dizolva complet esantionul in diluantul
acestuia.
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Nota importanta: Asigurati-vd c¢& diluantul pentru
esantion, dupd adaugarea esantionului, isi schimbé
culoarea din verde deschis in verde-albastru inchis,
pentru a semnala addugarea esantionului.

4. Adaugati 50 pL de diluant pentru probad in toate
godeurile cu solutii de control/calibrator si cu
esantioane. Verificati daca esantioanele isi schimba
culoarea in albastru inchis.

5. Incubati microplaca timp de 60 min la +37°C.

Nota importanta: Strip-urile trebuie sa fie sigilate cu
hartia adeziva speciala din dotare, numai atunci
cand testul este efectuat manual. Nu acoperiti strip-
urile, daca se foloseste un dispozitiv ELISA automat.

6. Spalati microplaca intr-un spalator automat,
distribuind si aspirdnd 350 plL/godeu de solutie de
spalare diluatd conform instructiunilor din sectiunea
1.3.

7. Pipetati 100 pL de conjugat enzimatic Tn toate
godeurile, cu exceptia celui pentru blank si apoi
sigilati cu hartie adeziva. Asigurati-va ca ati adaugat
aceasta componentda de culoare rosie in toate
godeurile, cu exceptia A1.

Nota importanta: Aveti grij s nu loviti peretele intern
din plastic al godeului, cu varful plin cu conjugat. Se pot
produce contaminari.

8. Incubati microplaca timp de 30 min la +37°C.

9. Spalati godeurile, urmand instructiunile din sectiunea
1.3.

10. Pipetati 100 yL de amestec substrat TMB in fiecare
godeu, inclusiv in cel pentru Blank. Incubati
microplaca la temperatura mediului ambiant (18-
24°C) timp de 30 minute.

Nota importanta: Amestecul trebuie ferit de lumina
directd puternicd. Lumina puternicd poate genera
fundaluri accentuate.

11. Pipetati 100 pL de solutie de stopare in fiecare
godeu, folosind aceeasi ordine de pipetare descrisa
la punctul 10, pentru a bloca reactia enzimatica. La
adaugarea solutiei de stopare, controlul pozitiv si
esantioanele pozitive isi vor schimba culoarea, din
albastru in galben.

12. Masurati intensitatea culorii solutiei din fiecare
godeu, conform instructiunilor din sectiunea 1.5, cu
un filtru de citire optica la 450 nm si daca este posibil
cu un filtru de citire optica la 620-630 nm pentru
blank-ul din godeul A1 de pe microplaca.

Note importante:

1. Dacéd nu aveli la dispozitie cel de-al doilea filtru de
citire opticad, asigurafi-vd c& nu existd amprente
digitale pe fundalul microplacii, inainte de citirea
optica la 450 nm. Astfel de amprente pot determina
obtinerea unor rezultate fals pozitive.

2. Citirea optica trebuie efectuatda imediat dupa
adadugarea solutiei de stopare i, in orice caz, in
maxim 20 de minute de la adaugarea acesteia. Este
posibil sé apara o usoara auto-oxidare a substratului,
cu generarea unui rezultat cu fundal accentuat.

3. Centrifugarea la 350 = 150 rpm in timpul incubarii
determind o crestere a sensibilitdtii de dozare, cu
circa 20%.
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. Incubare de scurta durata - Proba manuala:
Introduceti numarul corect de godeuri in suportul
respectiv. Lasati primul godeu gol, pentru blank.

2. Adaugati 200 pyL de control negativ in trei godeuri,
200 pL de calibrator in doua si 200 yL de control
pozitiv intr-un singur godeu. Nu diluati controalele si
calibratorul, deoarece sunt deja diluate si gata de
utilizare!

3. Adaugati 200 pyL de diluant pentru esantioane in

toate godeurile esantioanelor; adaugati apoi 10 pL

de esantion in fiecare godeu corespunzator
identificat. Agitati usor placa, avand grija sa evitai
revarsarea si contaminarea godeurilor alaturate,
pentru a dizolva complet esantionul in diluantul

=N

digitale pe fundalul microplacii, inainte de citirea
optica la 450 nm. Astfel de amprente pot determina
obtinerea unor rezultate fals pozitive.

Citirea optica trebuie efectuatd imediat dupa
addugarea solutiei de stopare si, in orice caz, in
maxim 20 de minute de la addugarea acesteia. Este
posibil s& aparé o usoara auto-oxidare a substratului,
Cu generarea unui rezultat cu fundal accentuat.
Centrifugarea la 350 + 150 rom in timpul incubadrii
determind o cregtere a sensibilitatii de dozare, cu
circa 20%.

N. SCHEMA PROBA

acestuia. Operatiuni Operatiuni
Metoda (Incubare (Incubare de scurta
Notd importantd: Asigurati-vd cé& diluantul pentru Standard) durata)
esantion, dupd adéugarea esantionului, Tsi schimba || Solutii de control & |,y 200 pL

culoarea din verde deschis Tn verde-albastru nchis,

Calibrator

pentru a semnala addugarea esantionului.

4. Adaugati 50 pL de diluant pentru probd in toate

Diluant pentru
esantioane si
Esantion

200 pL diluant+
10 L esantion

200 pL diluant+
10 L esantion

godeurile cu solutii de control/calibrator si cu
esantioane. Verificati daca esantioanele isi schimba

culoarea n albastru Tnchis.

5. Incubati microplaca timp de 45 min la +37°C.

Nota importanta: Strip-urile trebuie sa fie sigilate cu

hartia adeziva speciala din dotare, numai atunci

cand testul este efectuat manual. Nu acoperiti strip-

urile, daca se foloseste un dispozitiv ELISA automat.

6. Spalati microplaca intr-un spalator automat,

distribuind si aspirand 350 plL/godeu de solutie de

Diluant pentru probe | 50 pL 50 pL
Prima incubare 60 min (x 3) 45 min (£ 2)
Temperatura +37°C +37°C
Spalare 4-5 cicluri 4-5 cicluri
Conjugat enzimatic | 100 pL 100 pL

A 2-aincubare 30 min (£ 1) 45 min (£ 2)
Temperatura +37°C +37°C
Spalare 4-5 cicluri 4-5 cicluri
Substrat TMB 100 pL 100 pL

A 3-aincubare 30 min (¢ 1) 15 min (x 1)

spalare diluatd conform instructiunilor din sectiunea

1.3.
Pipetati 100 pL de conjugat enzimatic in toate
godeurile, cu exceptia celui pentru blank si apoi

Temperatura mediu

Temperatura mediu

Temperatura ambiant (18...24°C) | ambiant (18...24°C)
Solutie de stopare 100 pL 100 pL
Citire DO 450/620nm 450/620nm

sigilati cu hartie adeziva. Asigurati-va ca ati adaugat

aceasta componentd de culoare rosie in toate
godeurile, cu exceptia A1.

Nota importanta: Aveti grija s& nu loviti peretele intern
din plastic al godeului, cu varful plin cu conjugat. Se pot
produce contaminari.

Mai jos va prezentdm un exemplu

de schema de

distribuire (valabil pentru ambele proceduri de incubare):

8. Incubati microplaca timp de 45 min la +37°C.

9. Spalati godeurile, urméand instructiunile din sectiunea 1.3.

10. Pipetati 100 pL de amestec substrat TMB in fiecare

godeu, inclusiv Tn cel pentru Blank. Incubati
microplaca la temperatura mediului ambiant (18-

24°C) timp de 15 minute.

Nota importanta: Amestecul trebuie ferit de lumina

directd puternicd. Lumina puternicd poate genera
fundaluri accentuate.

11. Pipetati 100 pL de solutie de stopare in fiecare
godeu, folosind aceeasi ordine de pipetare descrisa
la punctul 10, pentru a bloca reactia enzimatica. La
adaugarea solutiei de stopare, controlul pozitiv si
esantioanele pozitive isi vor schimba culoarea, din
albastru in galben.

Masurati intensitatea culorii solutiei din fiecare
godeu, conform instructiunilor din sectiunea 1.5, cu
un filtru de citire optica la 450 nm si daca este posibil
cu un filtru de citire optica la 620-630 nm pentru
blank-ul din godeul A1 de pe microplaca.

12.

Note importante:
1. Dacé nu avetli la dispozitie cel de-al doilea filtru de
citire opticd, asigurati-vd cd nu existd amprente
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Microplaca
1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10|11|12
A |BLK|E2
B |CN |E3
C |[CN |E4
D |[CN |E5
E |CAL |E6
F |CAL | EY
G |[CP |ES8
H |E1 |S9
Legenda: BLK = Blank CN = Control Negativ

CAL = Calibrator CP = Control Pozitiv E = Esantion

O. CONTROL DE CALITATE INTERN

Se va efectua un control de validare asupra solutiilor de
control si calibratorului, ori de céate ori se utilizeaza trusa,
pentru a se verifica daca performantele probei sunt in
conformitate atat cu valorile de DO 450/620nm, cét si cu
valorile asteptate, indicate Tn tabelul de mai jos:

Verificati Cerinte

Godeu blank < 0.100 DO 450/620nm valoare
Control negativ | < 0.050 valoare medie DO450/620nm
(CN) dupa extragerea blank-ului
Calibrator S/Co >1.1

Control pozitiv | >1.000 DO450/620nm valoare
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Daca rezultatele testului corespund cerintelor de mai
sus, treceti la sectiunea urmatoare.

In caz contrar, nu treceti mai departe si efectuati
urmatoarele verificari:

Probleme Verificati

Godeu blank 1. dacad solutia substrat nu s-a
> (0.100 DO450nm contaminat in timpul probei

Control Negativ [1. daca procedura de spalare si setarile
(CN) spalatorului au fost setate conform
> 0.050 DO450nm studiilor de precalificare;

dupd extragerea |[2. daca s-a utilizat solutia corecta de

blank-ului spalare si daca spalatorul a fost
amorsat Thainte de utilizare;

3. daca nu s-a comis vreo eroare in
procedura de efectuare a probei
(adaugarea de solutie de control
pozitiv, in locul celei de control
negativ);

4. daca nu s-a produs vreo contaminare
a solutiei de control negativ sau a
godeurilor acestuia, din cauza unor
stropi de solutie de control pozitiv sau
de conjugat enzimatic;

5. daca micropipetele nu s-au
contaminat cu esantioane pozitive sau
Cu conjugat enzimatic;

6. daca acele spalatorului nu
blocate sau partial infundate.

sunt

Calibrator 1.
S/Co<1.1

daca procedurile au fost executate

corect;

2. daca nu a aparut nicio eroare in timpul
adaugarii acestuia (de ex. adaugarea
de solutie de control negativ in locul
calibratorului);

3. daca procedura de spalare si setarile
spalatorului au fost setate conform
studiilor de precalificare;

4. daca nu s-a produs nicio contaminare

externa a calibratorului.

Control pozitiv 1.
<1.000 DO450nm

daca procedurile au fost executate

corect;

2. daca nu s-a comis nicio eroare in
timpul adaugarii controlului (adaugare
de solutie de control negativ, in locul
controlului pozitiv). In astfel de situatii,
controlul negativ va indica o DO
450nm > 0.150

3. daca procedura de spalare si setarile
spalatorului au fost setate conform
studiilor de precalificare;

4. daca nu s-a produs nicio contaminare

externa a controlului pozitiv

In cazul in care a apérut una dintre problemele de mai
sus, anuntati responsabilul, pentru a se decide modul de
actiune.

P. REZULTATE
Rezultatele testului sunt calculate pe baza unei valori
medii de cut-off stabilita cu ajutorul formulei de mai jos:

Cut-Off (Co) = valoare absorbanta medie CN (control
negativ) + 0.350

Valoarea determinatd pentru test se va utiliza pentru

interpretarea rezultatelor, conform instructiunilor din
paragraful urmator.

Adaltis Srl
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Q. INTERPRETAREA REZULTATELOR

Rezultatele testului se vor interpreta ca raport dintre
valoarea DO 450 nm a esantionului si valoarea Cutt-off
(sau S/Co), pe baza urmatorului tabel:

S/Co Interpretare
<0.9 Negativ
0.9-1.1]Invalid

>1.1 Pozitiv

Un rezultat negativ indica faptul ca pacientul nu este
infectat cu virusul HCV, sau ca unitatea de sange poate
fi utilizata pentru transfuzie.

Pentru pacientii in cazul carora rezultatul testului este
invalid, va fi necesara repetarea testului, cu un esantion
prelevat dupa 1-2 saptamani. Unitatea de sange nu va
putea fi utilizata pentru transfuzie.

Un rezultat pozitiv indica prezenta infectiei cu virusul
HCV, prin urmare pacientul trebuie sa fie supus
tratamentului aferent, iar unitatea de sange trebuie
distrusa.

Note importante:

1. |Interpretarea rezultatelor se va face exclusiv sub
supravegherea sefului de laborator, pentru a se
reduce riscul unor erori de analiza.

2. Orice rezultat pozitiv trebuie sa fie confirmat printr-o
metoda alternativa, in masura sé detecteze anticorpii
IgG si IgM (teste de confirmare), inainte de
pronuntarea unui diagnostic de hepatita virala.

3. Dupd cum am indicat in evaluarea performantelor
produsului, aceastd analiza este in mdéasurd sa
detecteze seroconversia la anticorpi anti-HCV core,
inaintea unor alte truse din comert. Agadar, un
rezultat pozitiv, neconfirmat, obtinut cu aceste truse
din comert, nu trebuie sé& fie exclus, ca rezultat fals
pozitiv! In orice caz, esantionul trebuie supus si unui
test de confirmare.

4. Din moment ce proba este in masurd s& determine si
anticorpii de clasa IgM, este posibil sa apara
neconcordante cu alte produse din comert, pentru
detectarea anticorpilor anti-HCV, ce nu contin
conjugat anti IgM. Pozitivitatea reald a esantionului
pentru anticorpii HCV trebuie s& fie confirmata
ulterior, examinandu-se si reactivitatea IgM,
importantd pentru diagnosticarea infectiei cu virusul
HCV.

5. Atunci cand rezultatele sunt transmise de la laborator
cdtre un sistem electronic, aveti grijd s& nu
transmiteti date gresite.

6. Diagnosticul de hepatita virald trebuie sé fie stabilit si
comunicat pacientului doar de personal medical
calificat.

Tn continuare va prezentdm un exemplu de calcul:

Datele de mai jos nu trebuie folosite in locul datelor
reale, obtinute de cétre utilizator.

Control negativ: 0.019 — 0.020 — 0.021 DO450nm
Valoare medie: 0.020 DO450nm Mai mica de 0.050 —
Acceptat

Control pozitiv: 2.189 DO450nm
Peste 1.000 — Acceptat
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Cut-Off = 0.020+0.350 = 0.370

Calibrator: 0.550 - 0.530 DO450nm
Valoare medie: 0.540 DO450nm S/Co=1.4
S/Co peste 1.1 — Acceptat

Esantion 1: 0.070 DO450nm
Esantion 2: 1.690 DO450nm
Esantion 1 S/Co < 0.9 = negativ
Esantion 2 S/Co > 1.1 = pozitiv

R. PERFORMANTELE TESTULUI

Evaluarea performantelor testului s-a realizat conform
prevederilor Specificatilor Tehnice Comune (CTS) (art.
5, Capitolul 3 din Directiva 98/79/CE) si s-a efectuat
pentru ambele proceduri de incubare (standard si de
scurta durata).

1. LIMITE DE DETECTARE

Limita de detectare a probei a fost calculata folosindu-se
procedura de incubare de scurta durata, conform
prevederilor Standardului de Lucru Britanic pentru
detectarea anticorpilor anti-HCV, NIBSC cod 06/188-006.
Tabelul de mai jos cuprinde valorile medii de DO450nm
prevazute de acest standard, diluat in plasma negativa si
apoi analizat.

Diluare Lot#1 | Lot#2 | Lot#3

Factor S/Co S/Co S/Co

1X 3,50 4,00 4,30

2 X 2,10 2,60 2,60

4 X 1,3 1,40 1,30

Plasma | o5 | 020 | 020
Negativa

De asemenea, s-a analizat "in toto” esantionul codificat
Accurun 1 - seria 3000 — pus la dispozitie de Boston

Biomedica Inc., USA si s-au obtinut urmatoarele
rezultate:
Accurun 1 | Lot#l | Lot#2 | Lot#3
series
Factor S/Co S/Co S/Co
1X 2,90 3,04 3,40

2. SPECIFICITATE S SENSIBILITATE DE
DIAGNOSTIC

Analiza performantei trusei s-a realizat printr-o testare

externa, efectuatda pe un numar de peste 5000 de

esantioane.

2.1 Specificitatea diagnosticului

Reprezinta probabilitatea ca proba sa dea un rezultat

negativ, in lipsa unei probe de analizat specifice. Au fost

examinati peste 5000 de donatori aleatori, inclusiv

donatori pentru prima data.

Specificitatea diagnosticului a fost verificata cu un test

omologat US FDA.

Au fost testati 5043 donatori si s-a obtinut o specificitate

de 99.5%.

210 pacienti spitalizati au fost testati pentru HCV; s-a

obtinut o specificitate a diagnosticului de 99.5%. De

asemenea, specificitatea diagnosticului a fost verificata si

prin testarea unui numar de 162 esantioane potential

interferente (cu alte boli infectioase, anticorpi pozitivi

E.coli, pacienti cu boli hepatice nevirale, pacienti supusi

dializei, femei insarcinate, esantioane intens hemolizate,

lipemice etc.). S-a obtinut o valoare a specificitatii de

100%.
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Nu s-a observat nicio falsa reactivitate determinata de
metoda de preparare a esantioanelor. Atat plasmele,
derivate prin diferite tehnici standard de preparare (citrat,
EDTA si heparind), cat si serurile au fost utilizate pentru
stabilirea valorilor de specificitate. Au fost testate
esantioane congelate, pentru a se verifica eventualele
interferente determinate de recoltare si conservare. Nu s-
a depistat nicio interferenta.

2.2 Sensibilitate de diagnostic

Reprezinta probabilitatea ca proba sa dea un rezultat
pozitiv, Tn lipsa unei probe de analizat specifice.
Sensibilitatea de diagnostic a fost verificata extern, pe un
numar total de 348 esantioane; s-a obtinut o sensibilitate
de diagnostic de 100%. Intern, au fost testate peste 50
de esantioane pozitive, obtindndu-se si de aceasta data
o0 sensibilitate de diagnostic de 100%.

Au fost testate esantioane pozitive la infectii provocate
de alte genotipuri decat HCV.

Mai mult de atat, s-au studiat majoritatea panelurilor de
sero-conversie puse la dispozitie de Boston Biomedica
Inc., USA, (PHV) si Zeptometrix, USA, (HCV).

Mai jos va prezentam rezultatele pentru unele dintre
acestea.

Panel | Nr. esantioane [Adaltis *|Ortho™?
PHV 901 11 9 9
PHV 904 7 2 4
PHV 905 9 3 4
PHV 906 7 7 7
PHV 907 7 3 2
PHV 908 13 10 8
PHV 909 3 2 2
PHV 910 5 3 3
PHV 911 5 3 3
PHV 912 3 1 1
PHV 913 4 2 2
PHV 914 9 5 5
PHV 915 4 3 0
PHV 916 8 4 3
PHV 917 10 6 6
PHV 918 8 2 0
PHV 919 7 3 3
PHV 920 10 6 6
HCV 10039 5 2 0
HCV 6212 9 6 7
HCV 10165 9 5 4
Nota:
1. Esantioane pozitive
2. HCVv.3.0

De asemenea, produsul a fost testat pe panelul EFS Ac
HCV, lot nr. 06.140817, produs de Etablissement
Francais Du Sang (EFS), Franta, obtindndu-se
urmatoarele rezultate:
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Panel EFS Ac HCV

Esantion Lot#1|Lot#2| Lot#3 |Rezultate
’ S/Co | S/ICo| S/Co |asteptate
HCV1 | 0,53]0,52 ] 0,55 | Negativ
HCV 2 | 3,28 |5,91| 3,04 | Pozitiv
HCV 3 | 2,17 | 3,18 | 2,56 | Pozitiv
HCV 4 | 2,26 | 2,23 | 2,35 | Pozitiv
HCV5 | 6,10 | 7,06 | 6,90 | Pozitiv
HCV6 | 1,66 ]| 1,77 | 1,67 | Pozitiv

3. PRECIZIE

A fost calculata pe cinci esantioane, unul negativ si patru
pozitive, examinate prin 4 replicari, fiecare in sase runde
separate.

S-au obtinut urmatoarele rezultate:

Rezultate in cadrul aceluiasi lot: Trusd EIAgen HCV Ab

EROARE

CAUZE POSIBILE / SUGESTII

DO foarte
diferite

(£ 50%) fata de
cele indicate in
CC

-reactivi aplicati in cantitati eronate
(sugestie: verificati conformitatea dintre
cantitatea setata in pipete si cea prevazuta
de test, etalonati din nou)

-temperatura eronata sau timp de incubare
eronat (sugestie: o intretinere mai atenta a
incubatorului, notati ora de incepere a
incubarii)

-eroare in executarea fazelor de spélare si
de citire fotometrica (sugestie: verificati
corecta functionare sau setarile
respectivelor dispozitive)

-contaminarea substratului sau a
conjugatului (sugestie: folositi numai
recipiente curate din plastic de unica
folosinta)

(v.4) -

Primul lot (procedura incubare de scurtd duraté)

Precizie - %CV
In 2
Esantion I\%ch?e interiorul Plrr]ctjoee Total
Probei
Negativ 0.03 6.66 10.56 12.48
1.20 8.52 8.49 12.03
Pozitive 151 7.69 12.22 14.44
3.57 7.43 11.82 13.97
11.87 3.42 9.32 9.92

Rezultate in cadrul aceluiasi lot: Trusd EIAgen HCV Ab

(v.4) -

Primul lot (procedura incubare de lunga durata)

Repetabilitate
redusa a
rezultatelor

-reactivii si esantioanele au fost aplicati in
cantitati care nu sunt constante (sugestie:
verificati precizia pipetelor si conformitatea
dintre cantitatea aplicata si cea prevazuta
de test; etalonati din nou)

-eroare in executarea fazelor de spalare
sau de citire (sugestie: verificati corecta
functionare sau setérile respectivelor
dispozitive)

-contaminarea substratului (sugestie: folositi
numai recipiente curate din plastic de unica
folosinta)

-murdarirea sau degradarea reactivilor
(sugestie: folositi varfuri adecvate,
recipiente curate din plastic de unica
folosinta si apa distilatd sau un produs
echivalent)

Nicio reactie
colorimetrica,
dupa
adaugarea
substratului

-unii reactivi nu au fost adaugati

-contaminare accentuata a conjugatului sau
a substratului

-executare gresita a procedurii de testare
(de ex. aplicare accidentala a reactivilor
ntr-o ordine gresita, sau din recipientul
gresit etc.)

Precizie - %CV
n
Esantion l\?f/scd?e |nte1|oru intre probe | Total
Probei
Negativ 0.04 4.67 12.34 13.19
1.47 9.62 11.40 14.92
Pozitive 1.82 8.92 12.77 15.58
4.31 4.59 12.88 13.67
13.78 2.42 8.96 9.26

Reactie prea
putin intensa
(DO prea mici)

-timp de incubare prea scurt, temperatura
de incubare prea joasa
-diluare eronata a conjugatului

Rezultate intre loturi: Trusd EIAgen HCV Ab (v.4) -
Primul, al 2-lea si al 3-lea lot (procedurd incubare de

scurta durata)

Reactie prea
intensa
(DO prea mari)

-diluare eronata a conjugatului

-timp de incubare prea lung, temperatura de
incubare prea ridicata

-calitate proasta a apei folosite pentru
solutia de spalare (grad redus de
deionizare)

-spalare insuficienta (conjugatele nu au fost
corect indepartate)

Precizie - %CV
Esantion Lot1l Lot 2 Lot 3
Negativ 8,65 8,29 6,13
Calibrator 4,98 4,44 5,38
Pozitiv 4,11 3,11 1,37

Variabilitatea indicata in tabele nu s-a soldat cu erori de
clasificare a esantioanelor.

S. SUGESTII PENTRU SOLUTIONAREA
PROBLEMELOR

Respectarea strictda a procedurii si a specificatiilor,

precum si o corecta utilizare a reactivilor si o distribuire

corecta permit e

vitarea urmatoarelor tipuri de erori:

Adaltis Srl

-contaminarea pipetelor, a varfurilor sau a
recipientelor

Rezultate - “
: o -spalarea nu este constanta sau nu este
inexplicabile N ;
suficienta (conjugatele nu au fost corect
indepartate)
%CV -reactivii si/sau strip-urile nu au ajuns la
n interiorul temperatura camerei, Thainte de utilizare
probei - spalatorul pentru microplaci nu spala
prea ridicat corect (sugestie: curatati capul
spalatorului)
-conditiile de incubare nu sunt constante
%CV (durata, temperaturg)
- -controalele si esantioanele nu au fost
intre probe « NSRS .
-~ adaugate Tn acelasi timp (cu aceleasi
prea ridicat ’ ’

pauze) (verificati ordinea de adaugare)
-modificari cauzate de personalul operator

12/14
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T. AUTOMATIZARE

Procedura descrisd in prezentul prospect cu instructiuni
de utilizare se refera exclusiv la testul efectuat prin
metoda manuala. In cazul utilizérii unor sisteme de
analizad automate, se vor urma instructiunile din cuprinsul
manualelor de utilizare ale respectivelor dispozitive.
Fiecare laborator trebuie sa respecte propriile proceduri
de validare interna, pentru a atesta conformitatea cu
sistemele automatizate.

U. RESTRICTII

Procentul de repetabilitate a unor rezultate fals pozitive,
neconfirmate de analiza RIBA de confirmare, sau de alte
metode similare, a fost stabilit ca fiind de sub 0,1% din
populatia normala.

Esantioanele congelate ce contin particule de fibrind sau
cheaguri dupa congelare au dus la obtinerea unor
rezultate fals pozitive.
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