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1. DESTINAŢIA DE UTILIZARE 

Kitul Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac este un kit de analiză imunoenzimatică calitativă pentru depistarea 
antigenului HIV p24 şi a anticorpilor HIV-1 (grupurile M şi O) şi HIV-2 în serul sau plasma umană. Acest kit 
poate fi utilizat atât pentru analizarea donaţiilor de sânge în vederea depistării HIV Ag şi HIV Ac, cât şi în 
scopuri de diagnostic. 

2. REZUMATUL ŞI EXPLICAREA TESTULUI 

Sindromul imunodeficienţei dobândite (SIDA) este un virus care induce boala infecţioasă caracterizată prin 
imunitate extrem de scăzută. 
Au fost izolate două tipuri de virusuri specifice grupului de lentivirus de la limfocitele pacienților care suferă 
de SIDA sau prodromurile sale. Primul, numit HIV-1, a fost izolat în Franţa şi apoi în Statele Unite ale 
Americii. Al doilea, numit HIV-2, a fost izolat de la doi pacienţi din Africa şi s-a dovedit a fi responsabil pentru 
un nou focar de SIDA în Africa de Vest. 
Cunoștințele despre variabilitatea genetică a tulpinilor de virus HIV au fost dobândite în urma secvenţierii 
genelor GAG, POL și ENV ale tulpinilor reprezentative din fiecare subtip. Virusurile HIV-1 sunt împărţite în 2 
grupuri: grupul M, care include 9 subtipuri (de la A la I) şi grupul O. Virusul HIV-2 include 5 subtipuri. 
Distribuţia geografică a diverselor subtipuri este destul de bine definită în prezent. Anumite variante ale HIV-
1 au o omologie de numai 70% între genele GAG şi POL şi izolaţii principali şi de numai 50% pentru gena 
ENV; aceste diferenţe pot explica eşecul diagnosticului de infecţie la unii pacienţi.  
Diverşii izolaţi ai HIV-2 au antigeni comuni cu cei ai virusului simian SIV în toate proteinele (proteine de 
înveliş şi proteine nucleu: heterologie = 30%), dar prezintă o omologie mai mică de 40% cu proteinele de 
înveliş ale HIV-1. 
Antigenii şi anticorpii HIV apar şi pot fi detectaţi în diverse etape ale seroconversiei şi infecţiei. Genscreen™ 
ULTRA HIV Ag-Ac permite detectarea simultană a anticorpilor şi antigenilor anti-HIV-1 (grupurile M şi O) şi 
anti-HIV-2 (consultaţi şi limitele procedurii). 

3. PRINCIPIILE PROCEDURII 

Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac este o analiză imunoenzimatică calitativă care se bazează pe tehnica 
principiului sandwich pentru depistarea antigenului HIV şi a diverşilor anticorpi asociaţi cu virusul HIV-1 
şi/sau cu virusul HIV-2 în serul sau plasma umană. 
Faza solidă este acoperită cu: 

• Anticorpi monoclonali împotriva antigenului p24 HIV-1 
• Antigeni purificaţi: proteina recombinantă gp160, o peptidă sintetică care imită un epitop total artificial 

(cu alte cuvinte, necodificat de niciun virus existent) specific grupei O de HIV-1 şi o peptidă care 
imită epitopul imunodominant al proteinei de înveliş HIV-2. 

Conjugaţii se bazează pe utilizarea: 
• Anticorpilor policlonali biotinilaţi la HIV Ag (conjugatul 1) 
• Streptavidinei şi antiagenilor HIV - peroxidază conjugată (peptidele gp41 şi gp36 care imită epitopii 

imunodominanţi ai glicoproteinelor de înveliş ale HIV-1 şi HIV-2 şi aceeaşi peptidă sintetică care 
imită un epitop total artificial specific grupului O de HIV-1 utilizat pentru faza solidă) (conjugatul 2). 

 
Procedura de analiză include următoarele etape de reacţie: 

1.  Conjugatul 1 (anticorpi policlonali biotinilaţi la p24 HIV-1 Ag) este adăugat în godeurile microplăcilor. 
2.  Probele de ser ce urmează să fie analizate şi controalele sunt pipetate în godeuri. 

• Dacă sunt prezenţi, antigenii HIV se leagă cu anticorpul monoclonal legat de faza solidă şi 
conjugatul 1. 

• Anticorpii HIV-1 şi/sau HIV-2, dacă există, se leagă de antigenii imobilizaţi pe faza solidă. 
• Depunerea conjugatului 1 şi a probei este validată prin schimbarea culorii, din verde gălbui în 

albastru. 
3.  După incubare la 37°C şi apoi spălare, este adăugat conjugatul 2: 

• Streptavidina reacţionează cu complexele biotinilate Ac-Ag-Ac. 
• Peroxidaza etichetată, antigenii HIV-1 şi HIV-2 purificaţi se leagă la rândul lor de anticorpii IgG, IgM 

sau IgA prinşi pe faza solidă. 
4.  După incubare la 18-30°C fracţiunea nelegată a conjugatului 2 este înlăturată prin spălare. După 

incubare în prezenţa substratului la temperatura camerei (18-30°C), prezenţa conjugatului complexat 
este arătată prin schimbarea culorii. 
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5.  Reacţia este stopată şi absorbanţa este citită cu ajutorul unui spectrofotometru la 450/620-700 nm. 
Absorbanţa măsurată pe o probă determină prezenţa sau absenţa HIV Ag sau anticorpilor HIV-1 
şi/sau HIV-2. 

 
4. REACTIVI 

4.1. Descriere 

Identificare pe 
etichetă Descriere Prezentare/preparare 

      72386              72388 

R1 Microplate 

Microplacă 
12 benzi a 8 godeuri acoperite cu anticorpi 
monoclonali la p24 HIV-1 (şoarece) şi antigeni 
HIV-1 şi HIV-2 purificaţi 
Număr de identificare specific = 53. 

1 placă 
Gata de 
utilizare 

5 plăci 
Gata de 
utilizare 

R2 
Concentrated 
washing 
solution (20X) 

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

1 flacon 
70 ml 

De diluat 

1 flacon 
235 ml 

De diluat 

R3 Negative 
control 

Control negativ 
Plasmă umană neactivată de căldură negativă 
pentru antigen HBs, antigen HIV, anticorpi 
anti-HIV-1, anti-HIV-2 şi anti-HCV 
Conservant: Azidă de sodiu < 0,1% 

1 flacon 
2,5 ml 

Gata de 
utilizare 

1 flacon 
2,5 ml 

Gata de 
utilizare 

R4 
HIV Ab 
positive 
control 

Control pozitiv HIV Ac 
Plasmă umană neactivată de căldură pozitivă 
pentru anticorpi anti-HIV, negativă pentru 
antigen HBs şi anticorpi anti-HCV, în diluant 
sintetic 
Conservant: ProClin™ 300 < 0,1% 

1 flacon 
1 ml 

Gata de 
utilizare 

1 flacon 
1 ml 

Gata de 
utilizare 

R5 
HIV Ag 
positive 
control 

Control pozitiv HIV Ag 
Antigen HIV-1 purificat neactivat cu un agent 
caotropic, în diluant sintetic 
Conservant: ProClin™ 300 < 0,1 % 

1 flacon 
1 ml 

Gata de 
utilizare 

1 flacon 
1 ml 

Gata de 
utilizare 

R6 Conjugate 1 

Conjugat 1 
Anticorpi policlonali biotinilaţi la p24 HIV-1 
(oaie) de culoare verde gălbui 
Conservant: ProClin™ 300 0,5% 

1 flacon 
10 ml 

Gata de 
utilizare 

2 flacoane 
2 x 10 ml 
Gata de 
utilizare 

R7a Conjugate 2 

Conjugat 2 
Peroxidază liofilizată etichetată Streptavidină şi 
antigeni HIV-1 şi HIV-2 purificaţi 
Conservant: ProClin™ 300 < 0,1% 

1 flacon 
q.s.ad 

12,5 ml 
De 

reconstituit 

2 flacoane 
q.s.ad 

2 x 30 ml 
De 

reconstituit 

R7b Conjugate 2 
diluent 

Conjugat 2 diluant 
Soluţie de lapte degresat de culoare roşie 
Conservant: ProClin™ 300 0,5% 

1 flacon 
12,5 ml 

De 
reconstituit 

2 flacoane 
2 x 30 ml 

De 
reconstituit 

R8 Substrate 
buffer 

Soluţie tampon de substrat 
Soluţie de acid citric şi acetat de sodiu pH 4,0, 
conţinând H2O2 (0,015%) şi sulfoxid de dimetil 
DMSO (4%) 

1 flacon 
60 ml 

De 
reconstituit 

2 flacoane 
2 x 60 ml 

De 
reconstituit 

R9 
Chromogen: 
TMB solution 
(11X) 

Cromogen: Soluţie TMB (11X) 
Soluţie conţinând 3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidină 
(TMB) 

1 flacon 
5 ml 
De 

reconstituit 

2 flacoane 
2 x 5 ml 

De 
reconstituit 

R10 Stopping 
solution 

Soluţie de stopare 
Soluţie de acid sulfuric (H2SO4 1N) 

1 flacon 
28 ml 

Gata de 
utilizare 

3 flacoane 
3 x 28 ml 
Gata de 
utilizare 
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4.2. Cerinţe de depozitare şi manipulare 

Acest kit trebuie depozitat la +2-8°C. Fiecare element al kitului păstrat la +2-8°C poate fi utilizat până la data 
de expirare menţionată pe ambalaj (cu excepţia cazului în care se indică altfel).  
După deschidere şi în absenţa contaminării, reactivii R2, R3, R4, R6, R7, R8, R9 şi R10 păstraţi la +2-8°C 
pot fi utilizaţi până la data de expirare indicată pe etichetă. 
 

Identificare Păstrare 

R1 După deschiderea pungii sigilate în vid, benzile de micro-godeuri depozitate la 
+2-8°C pot fi utilizate timp de 1 lună în ambalajul original resigilat cu grijă. 

R2 Soluţia de spălare diluată poate fi depozitată la +2-30°C timp de 2 săptămâni. 
Soluţia de spălare concentrată (R2) poate fi depozitată la +2-30°C. 

R7a + R7b 
După reconstituire, reactivii pot fi depozitaţi la +2-8°C timp de 1 lună.  
După reconstituirea la rece, până la data de expirare a kitului, pot fi îngheţaţi şi 
apoi dezgheţaţi până la 11 ori. 

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

5. AVERTISMENT ŞI MĂSURI DE PRECAUŢIE 

Pentru uz diagnostic in vitro. Pentru utilizare de către personal medical. 

5.1. Precauţii de sănătate şi siguranţă 

• Acest kit de testare trebuie manevrat doar de către personal calificat, instruit în proceduri de laborator 
şi familiarizat cu potenţialele pericole ale acestora. Purtaţi îmbrăcăminte de protecţie, mănuşi, protecţii 
pentru ochi/faţă corespunzătoare şi manevraţi în conformitate cu bunele practici de laborator 
obligatorii.  

• Kitul de testare conţine componente ale sângelui uman. Materialul de origine umană utilizat în 
prepararea controlului negativ (R3) a fost testat şi găsit non-reactiv pentru antigenul de suprafaţă (HBs 
Ag) de hepatită B, antigenul HIV, anticorpii pentru hepatită C şi anticorpii pentru virusul 
imunodeficienţei umane (HIV-1 şi HIV-2). Materialul de origine umană utilizat în prepararea controlului 
pozitiv (R4) al anticorpilor HIV-1 a fost testat şi găsit non-reactiv pentru antigenul de suprafaţă (HBs 
Ag) de hepatită B şi anticorpii pentru hepatită C. Nicio metodă de testare cunoscută nu poate oferi 
garanția că agenții infecțioși sunt absenți. Prin urmare, toate produsele derivate din sânge uman, 
reactivii şi probele umane trebuie manevrate ca şi cum ar fi capabile să transmită boli infecţioase, 
respectând măsurile de precauţie universale recomandate pentru agenţii patogeni transmişi prin 
sânge, conform definiţiei prevăzute de reglementările locale, regionale şi naţionale. 

• Deversări de produse biologice: Deversările de materiale provenite din surse umane trebui tratate ca 
fiind potenţial infecţioase. Deversările care nu conţin acid trebuie decontaminate imediat, incluzând 
zona deversării, materialele şi orice suprafeţe sau echipamente contaminate, cu un dezinfectant 
chimic adecvat care este eficient pentru potenţialele pericole biologice asociate probelor implicate (în 
mod normal, o soluţie cu o diluţie de 1:10 de înălbitor de uz casnic, 70-80% etanol sau izopropanol, un 
iodoform precum Wescodyne™ Plus 0,5% etc.) şi apoi şterse. Deversările care conţin acid trebuie 
absorbite (şterse) sau neutralizate în mod corespunzător, zona trebuie spălată cu apă şi ştearsă; 
materialele utilizate pentru absorbirea produsului vărsat pot necesita eliminarea la deşeuri 
biopericuloase. Apoi, zona trebuie decontaminată cu unul dintre dezinfectanţii chimici.  

  
NOTĂ: Nu turnaţi în autoclavă soluţii care conţin înălbitor! 
 
• Eliminaţi toate probele şi materialele utilizate pentru efectuarea testului ca şi cum ar conţine un agent 

infecţios. Deşeurile de laborator, chimice sau biopericuloase trebuie manipulate şi eliminate în 
conformitate cu toate reglementările locale, regionale şi naţionale. 
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• Pentru recomandări privind pericolele şi măsurile de precauţie asociate anumitor componente chimice 
din acest kit de testare, vă rugăm să consultaţi pictograma (pictogramele) menţionată(e) pe etichete şi 
informaţiile furnizate la sfârşitul instrucţiunilor de utilizare. Fişa tehnică de securitate este disponibilă la 
www.bio-rad.com. 

 
5.2. Măsuri de precauţie cu privire la procedură 

5.2.1. Preparare 

Precizia rezultatelor depinde de implementarea corectă a următoarelor bune practici de laborator: 
• Nu utilizaţi reactivi expiraţi.  
• Nu amestecaţi sau asociaţi reactivi din loturi diferite în cadrul unei secvenţe de testare. 
• Înainte de utilizare, aşteptaţi 30 de minute pentru ca reactivii să se stabilizeze la temperatura 

camerei (18-30°C). 
•  Denumirea testului, precum şi 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. 

  Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac: Număr de identificare specific = 53 
Verificaţi numărul de identificare specific înainte de utilizare. Dacă numărul de identificare lipseşte sau 
este diferit de numărul indicat corespunzător analizei care urmează a fi efectuată, banda nu trebuie 
utilizată. 
 
REMARCĂ: Pentru soluţia de spălare (R2, identificare pe etichetă: 20X, de culoare verde), soluţia 
tampon de substrat pe bază de peroxidază (R8, identificare pe etichetă: soluţie tampon TMB, de 
culoare albastră), cromogen (R9, identificare pe etichetă: TMB 11X de culoare violet) şi soluţia de 
stopare (R10, identificare pe etichetă: 1N, de culoare roşie), este posibilă utilizarea şi altor loturi în afara 
celor incluse în kit, cu condiţia să fie utilizat acelaşi lot în cadrul unei anumite secvenţe de testare. 
Aceşti reactivi pot fi utilizaţi împreună cu alte câteva produse ale companiei noastre. Contactaţi serviciul 
nostru tehnic pentru informaţii detaliate. 
 
• Reconstituiţi cu grijă reactivii, evitând orice contaminare. 
• Utilizaţi recipiente din sticlă bine spălate şi clătite cu apă deionizată sau, de preferinţă, materiale de 

unică folosinţă. 
• Nu permiteţi uscarea microplăcilor între sfârşitul operaţiunii de spălare şi distribuţia reactivului. 
• Distribuţia probei trebuie să înceapă imediat după distribuţia conjugatului 1. Timpul de aşteptare 

între distribuirea conjugatului 1 şi distribuirea probelor nu trebuie să depăşească 30 de minute. 
• Reacţia enzimatică este foarte sensibilă la ionii metalici. În consecinţă, nu permiteţi niciunul 

element metalic să intre în contact cu diferitele soluţii de conjugat sau substrat. 
• Soluţia de developare (soluţie tampon de substrat + cromogen) trebuie să fie colorată în roz. 

Modificarea acestei culori roz la câteva minute de la reconstituire indică faptul că reactivul nu poate 
fi utilizat şi trebuie înlocuit. 

 Prepararea soluţiei de developare poate fi realizată într-o tavă curată din plastic de unică folosinţă 
sau într-un recipient din sticlă care a fost mai întâi prespălat cu 1N HCl şi clătit bine cu apă distilată 
şi uscat. Acest reactiv trebuie depozitat la întuneric. 

• Nu utilizaţi niciodată acelaşi recipient pentru a distribui conjugatul şi soluţia de developare. 

5.2.2. Procesare  

• Nu modificaţi procedura de testare.  
• Nu realizaţi testul în prezenţa vaporilor reactivi (vapori de acid, alcalini, de aldehidă) sau a prafului 

reactiv care ar putea modifica activitatea enzimatică a conjugatului.  
• Utilizaţi un vârf de distribuţie nou pentru fiecare probă.  
• Spălarea corespunzătoare reprezintă o etapă esenţială în cadrul acestei proceduri: respectaţi 

numărul recomandat de cicluri de spălare şi asiguraţi-vă că toate godeurile sunt umplute complet şi 
apoi golite complet. Spălarea incorectă poate duce la rezultate inexacte. 

• Respectaţi cu atenţie procedurile de spălare descrise pentru a obţine performanţe de testare 
maxime. Cu anumite instrumente, ar putea fi necesară optimizarea procedurii de spălare (creşterea 
numărului de cicluri ale etapei de spălare şi/sau a volumului de soluţie tampon de spălare pentru 
fiecare ciclu) pentru a obţine un nivel acceptabil de fundal DO pentru proba negativă. 

 Contactaţi compania noastră pentru adaptări şi proceduri speciale. 
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6. PROBE  
Recoltaţi o probă de sânge în conformitate cu practicile în vigoare. 
Testele trebuie realizate pe ser sau plasmă nediluate (colectate pe EDTA, citrat de sodiu sau ACD). Nu se 
recomandă utilizarea unei probe prelevate din eprubete care conţin heparinat de litiu. Separaţi serul sau 
plasma de coagulul de sânge sau celulele roşii cât mai repede posibil pentru a evita orice hemoliză. 
Hemoliza extinsă poate afecta performanţa testului. Probele care conţin agregate trebuie curăţate prin 
centrifugare înainte de test. Particulele suspendate sau agregatele de fibrină pot produce rezultate fals 
pozitive. 
Probele pot fi depozitate la +2-8°C dacă depistarea este efectuată în termen de 7 zile sau pot fi îngheţate în 
profunzime la -20°C pentru mai multe luni. Plasma trebuie dezgheţată rapid prin încălzire timp de câteva 
minute în baie de apă la 40°C (pentru a evita precipitarea fibrinei). Nu repetaţi mai mult de 3 cicluri de 
îngheţare/dezgheţare. 
 
Probele care conţin până la 90 g/l de albumină, 200 mg/l de bilirubină, 50 µg/l de biotină, probele lipemice 
care conţin un echivalent de până la 36 g/l de trigliceride şi probele hemolizate care conţin până la 10 g/l de 
hemoglobină nu afectează rezultatele. Totuşi, nu se recomandă utilizarea probelor de ser sau plasmă 
hiperlipemice sau hiperhemolizate contaminate. Nu se recomandă încălzirea probelor. 
Dacă probele urmează a fi expediate, acestea trebuie ambalate în conformitate cu reglementările în vigoare 
privind transportul agenţilor etiologici şi de preferinţă transportate în stare congelată.  

7. PROCEDURĂ 

7.1. Materiale necesare, dar nefurnizate 

• Apă distilată. 
• Hipoclorit de sodiu (înălbitor de uz casnic) şi bicarbonat de sodiu. 
• Hârtie absorbantă. 
• Mănuşi de unică folosinţă. 
• Folie adezivă 
• Ochelari de protecţie 
• Eprubete de unică folosinţă 
• Pipete sau multipipete automate sau semiautomate, ajustabile sau presetate, pentru a măsura şi 

distribui 25 µl, 75 µl, 80 µl şi 100 µl. 
• Cilindri gradaţi cu capacitate de 25 ml; 100 ml; 1000 ml. Mixer Vortex. 
• Sistem automat, semiautomat sau manual de spălare a microplăcilor (*). 
• Incubator cu baie de apă sau echivalent pentru microplăci, cu termostatul setat la 37°C ± 1°C (*). 
• Recipient pentru deşeuri biopericuloase. 
• Cititor de microplăci prevăzut cu filtre de 450nm, 490 nm şi 620-700 nm (*). 
(*) Consultaţi-ne pentru informaţii detaliate cu privire la echipamentele recomandate de departamentul 

nostru tehnic. 

7.2. Prepararea reactivilor 

7.2.1. Reactivi gata de utilizare 

Reactiv 1 (R1): Microplacă 
Fiecare suport de cadru care conţine 12 benzi este împachetat într-o pungă de folie etanşă. Tăiaţi punga cu 
ajutorul foarfecelui sau al unui bisturiu la 0,5 - 1 cm deasupra sigiliului. Deschideţi punga şi scoateţi cadrul. 
Introduceţi benzile neutilizate înapoi în pungă. Închideţi cu grijă punga şi depozitaţi-o din nou la +2-8°C. 
 
Reactiv 3 (R3): Control negativ 
 
Reactiv 4 (R4): Control pozitiv HIV Ac 
 
Reactiv 5 (R5): Control pozitiv HIV Ag 
 
Reactiv 6 (R6): Conjugat 1 
 
Reactiv 10 (R10): Soluţie de stopare 
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7.2.2. Reactivi de reconstituit 

Reactiv 2 (R2): Soluţie de spălare concentrată (20X)  
Diluaţi în proporţie de 1:20 în apă distilată pentru a obţine soluţia de spălare gata de utilizare. 
Pregătiţi 800 ml pentru o placă cu 12 benzi. 
 
Reactiv 7a (R7a) + Reactiv 7b (R7b): Soluţie de lucru pentru conjugatul 2 
Loviţi uşor flaconul de conjugat 2 (R7a) liofilizat de masa de lucru pentru a îndepărta orice substanţă de pe 
capacul de cauciuc.  
Îndepărtaţi cu atenţie capacul şi turnaţi conţinutul flaconului de diluant conjugat (R7b) în flaconul de conjugat 
liofilizat (R7a). Puneţi capacul flaconului şi lăsaţi deoparte timp de 10 minute, în acelaşi timp agitând şi 
răsturnând uşor flaconul din când în când pentru a facilita dizolvarea. 
 
Reactiv 8 (R8) + Reactiv 9 (R9): Soluţie de developare enzimatică 
Diluaţi în proporţie de 1:11 cromogenul (R9) în soluţia tampon de substrat (R8) (de exemplu, 1 ml de reactiv 
R9 + 10 ml de reactiv R8) luând în considerare că 10 ml sunt necesari şi suficienţi pentru a trata 12 benzi. 
Omogenizaţi.  

7.3. Procedură de testare 

Respectaţi cu stricteţe procedura. 
Utilizaţi controlul negativ (R3), pozitiv HIV-1 Ac (R4) şi pozitiv HIV Ag (R5) pentru fiecare serie de determinări 
pentru a valida calitatea testului. 
Respectaţi următoarele bune practici de laborator: 

1) Stabiliţi cu atenţie planul de distribuire şi identificare a probelor. 
2) Preparaţi soluţia diluată de spălare R2 şi soluţia de lucru pentru conjugatul 2 (R7a + R7b) 

(consultaţi 7.2). 
3) Scoateţi cadrul de susţinere din ambalajul protector şi numărul necesar de benzi (R1). Introduceţi 

benzile neutilizate înapoi în ambalaj. Închideţi ambalajul şi depozitaţi-l din nou la +2-8°C. 
4) Distribuiţi în godeu în următoarea ordine, fără spălarea în prealabil a plăcilor (distribuire 

recomandată a plăcilor): 
• 25 µl de conjugat 1 (R6) în fiecare godeu 
• 75 µl de HIV Ag control pozitiv (R5) în godeul A1 
• 75 µl de HIV Ac control pozitiv (R4) în godeul B1, 
• 75 µl de control negativ (R3) în godeul C1, D1 şi E1 
• 75 µl de probă 1 în godeul F1 
• 75 µl de probă 2 în godeul G1 etc. 

Omogenizaţi amestecul prin intermediul a cel puţin 3 aspiraţii cu o pipetă de 75 µl sau cu un agitator de 
microplăci timp de 5 secunde. Distribuţia probei trebuie să înceapă imediat după distribuţia conjugatului 1. 
Dacă distribuţia probei durează mai mult de 30 min., se recomandă distribuirea controalelor negative şi 
pozitive după probele care urmează a fi testate. 
În funcţie de sistemul utilizat, este posibilă modificarea poziţiei controalelor sau a ordinii de distribuţie. 
 
REMARCĂ: După distribuirea probelor, godeul care conţine conjugatul 1 devine verde gălbui spre albastru. 
Este posibilă verificarea prezenţei (probei + conjugatului 1) în godeuri prin citire spectrofotometrică la 620 
nm (consultaţi §7.7). 
 

5) Când este posibil, acoperiţi microplaca cu folie adezivă nouă.  
6) Incubaţi microplaca timp de 1 oră (± 4 min) la 37°C ± 1°C. 
7) Dacă este necesar, înlăturaţi folia adezivă. Aspiraţi conţinutul tuturor godeurilor într-un recipient 

cu deşeuri lichide şi adăugaţi cel puţin 370 µl de soluţie de spălare în fiecare godeu. Aspirați din 
nou. Repetați această procedură de cel puțin de două ori (adică în total de cel puțin trei spălări). 
Volumul rezidual trebuie să fie mai mic de 10 µl (dacă este necesar, uscaţi benzile întorcându-le 
cu faţa în jos pe hârtie absorbantă). 
Dacă aveţi o maşină de spălat automată, urmaţi acelaşi ciclu de funcţionare. 

8) Distribuiţi rapid 100 µl de conjugat 2 (R7a + R7b) în fiecare godeu din microplacă. Conjugatul 
trebuie agitat uşor înainte de utilizare. Acoperiţi, dacă este posibil, cu o folie adezivă nouă şi 
incubaţi timp de 30 de minute (± 4 min.) la temperatura camerei (18-30°C). 

 
REMARCĂ: Conjugatul 2 este colorat în roşu. Este posibilă verificarea prezenţei conjugatului 2 in godeuri 
prin citire spectrofotometrică la 620 nm (consultaţi §7.7). 
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9) Dacă este necesar, înlăturaţi folia adezivă, goliţi toate godeurile prin aspiraţie şi spălaţi de cel 
puţin 5 ori conform descrierii de mai sus.  

10) Preparaţi soluţia de developare enzimatică (reactivi R8 + R9). 
11) Distribuiţi rapid 80 µl din soluţia de developare enzimatică preparată (R8 + R9) în toate godeurile. 

Permiteţi developarea reacţiei la întuneric timp de 30 de minute (± 4 min.) la temperatura camerei 
(18 - 30°C). Nu utilizaţi folie adezivă în timpul acestei incubări. 

 
REMARCĂ: Distribuirea soluţiei de developare, care este de culoare roz, poate fi controlată vizual în această 
etapă de manevrare. Există o diferenţă clară de culoare între un godeu gol şi un godeu care conţine soluţia 
de substrat roz. (consultaţi §7.7) 
 

12) Adăugaţi 100 µl din soluţia de stopare (R10) urmând aceeaşi succesiune şi aceeaşi rată de 
distribuţie ca pentru soluţia de developare. 

 
REMARCĂ: Distribuirea soluţiei de stopare incolore poate fi controlată vizual în această etapă de 
manevrare.  
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 soluţiei de stopare. 
 

13) Ştergeţi cu grijă partea inferioară a fiecărei plăci. Aşteptaţi cel puţin 4 minute după adăugarea 
soluţiei de stopare şi, în decurs de 30 de minute de la stoparea reacţiei, citiţi densitatea optică la 
450/620-700 nm cu ajutorul unui cititor de plăci.  

14) Verificaţi dacă citirile spectrofotometrice şi cele vizuale coincid şi comparaţi-le cu planul de 
distribuire şi identificare a plăcilor şi probelor. 

7.4. Controlul calităţii 

Utilizaţi controlul pozitiv şi negativ pentru fiecare secvenţă de serii pentru a valida analiza. (Consultaţi §7.5) 

7.5. Criterii de validare a testului 

Acest test este validat dacă sunt îndeplinite condiţiile de mai jos:  
 

1) Pentru controlul negativ R3 
Absorbanţa fiecărui control negativ (R3) ar trebui să fie mai mică de 0,170: 
D.O. - densitate optică R3 < 0,170 
Media absorbanţei controalelor negative (R3) ar trebui să fie mai mică de 0,150: 
D.O. R3 < 0,150 
În cazul în care unul dintre controalele negative R3 nu respectă această normă, treceţi cu vederea 
valoarea şi recalculaţi media utilizând cele două valori rămase. 
 

2) Pentru controlul pozitiv R4 pentru anticorpi HIV 
Absorbanţa controlului pozitiv (R4) al HIV Ac trebuie să fie mai mare de 0,9: 
D.O. R4 > 0,9 
 

3) Pentru controlul pozitiv R5 pentru antigeni HIV 
Absorbanţa controlului pozitiv (R5) al HIV Ag trebuie să fie mai mare de 0,9: 
D.O. R5 > 0,9 

7.6. Calcularea/interpretarea rezultatelor  
Valoarea limită este determinată cu ajutorul controlului negativ R3: 
Calculaţi valoarea de absorbanţă medie măsurată pentru controlul negativ R3. 

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

     3 
 
Calculaţi valoarea limită (cut-off value - CO): 
CO = DO R3 + 0,200 
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Prezenţa sau absenţa Antigenului HIV detectabil sau a anticorpilor HIV-1 şi/sau HIV-2 este determinată prin 
compararea absorbanţei măsurate pentru fiecare probă la valoarea limită calculată. 
Următorul raport este calculat pentru fiecare probă: 
Raport = D.O. a probei/valoare CO 
 
Probele cu o densitate optică mai mică decât valoarea limită sunt considerate negative (raport < 1) de 
Genscreen™ ULTRA HIV Ag Ac. 
 
Rezultatele aflate imediat sub valoarea limită (CO-10 % < D.O. < CO) trebuie totuşi să fie interpretate cu 
precauţie. Este recomandat să retestaţi în duplicat probele corespunzătoare atunci când sistemele şi 
procedurile de laborator permit acest lucru.  
 
Probele cu densitate optică mai mare decât sau egală cu valoarea limită (raport ≥ 1) sunt considerate iniţial 
pozitive de Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac. Acestea trebuie retestate în duplicat înainte de interpretarea 
finală. 
 
Dacă, după retestare, valoarea raportului a cel puţin unuia dintre cele 2 duplicate este egală cu sau mai 
mare decât 1, rezultatul iniţial este repetabil, iar proba este declarată pozitivă cu Genscreen™ ULTRA HIV 
Ag-Ac. Valoarea raportului celor 2 duplicate este mai mică decât 1, rezultatele iniţiale sunt nerepetabile, iar 
proba este declarată negativă. 
 
Reacţiile nerepetabile sunt cauzate cel mai des de: 

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

 
Probele care au fost retestate de două ori şi determinate ca fiind negative cu Genscreen™ ULTRA HIV Ac-
Ag, dar cu o valoare apropiată de valoarea limită (raport între 0,9 şi 1) trebuie examinate cu atenţie. Este 
recomandat să retestaţi pacientul cu o altă metodă sau pe o altă probă.  
În cazul unei densităţi optice foarte joase pentru probele testate (D.O. negativă) şi atunci când prezenţa 
probelor, precum şi a reactivului este controlată, rezultatele pot fi interpretate ca fiind negative. 
 
Este recomandată confirmarea probelor pozitive în conformitate cu recomandările şi algoritmii în vigoare la 
nivel naţional. 

7.7. Verificarea spectrofotometrică a pipetării probelor şi conjugatului (opţional) 

Verificarea pipetării probelor şi conjugatului 1 (R6) 
Este posibilă verificarea prezenţei conjugatului 1 (R6) şi a probelor în godeu prin citire automată la 620 nm.  
Fiecare godeu care conţine proba şi conjugatul 1 (R6) trebuie să aibă o D.O. mai mare de 0,600. 
 
Verificarea pipetării soluţiei de lucru a conjugatului 2 
Prezenţa conjugatului 2 (R7a + R7b) poate fi controlată prin citire automată la 450 / 620 nm. Valoarea D.O. a 
fiecărui godeu trebuie să fie mai mare de 0,100 (o valoare D.O. mai mică indică o distribuire incorectă a 
conjugatului 2). 
 
Verificarea pipetării soluţiei de developare 
Este posibilă verificarea prezenţei soluţiei de developare roz în godeu prin citire automată la 490 nm. 
Un godeu cu soluţie de developare trebuie să aibă o densitate optică mai mare de 0,100 (o DO mai mică 
indică o distribuire incorectă a soluţiei de developare). 

8. LIMITĂRILE TESTULUI  
Este posibil ca titrul foarte scăzut de antigen şi anticorpi HIV să nu poată fi detectat în timpul primei etape a 
infecţiei; în consecinţă, un rezultat negativ indică faptul că proba testată nu conţine antigen HIV sau anticorpi 
anti-HIV cu Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac. 

Totuşi, un asemenea rezultat nu exclude posibilitatea unei expuneri la o infecţie cu HIV-1/HIV-2. 
Variabilitatea HIV-1 (grupul M şi grupul O) şi a HIV 2 face posibilă existenţa unor reacţii fals negative. Nicio 
metodă de testare cunoscută nu poate oferi o asigurare completă că virusul HIV este absent.  
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Tehnicile ELISA cu grad mare de sensibilitate pot produce rezultate fals pozitive. Pentru a verifica 
specificitatea reacţiei, fiecare rezultat pozitiv (în conformitate cu criteriile de interpretare ale testului 
Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac) trebuie confirmat printr-o metodă adecvată (prin intermediul unui test 
specific HIV Ag, precum Genscreen HIV Ag EIA, apoi neutralizare pentru a dovedi prezenţa HIV Ag sau 
metoda Western-Blot pentru a dovedi prezenţa anticorpilor anti-HIV). Încălzirea probelor poate afecta 
calitatea rezultatelor.  

Metoda spectrofometrică pentru verificarea probelor, depunerea soluţiei de developare a conjugatului nu 
permite verificarea preciziei volumului de probe şi conjugat dispersat.  
Această metodă arată numai prezenţa probei şi a conjugatului. Procentul de erori cu această metodă este 
strâns legat de precizia sistemului utilizat (coeficientul cumulat al variaţiei de distribuire şi citire de peste 10% 
scade semnificativ calitatea acestui pas). 
Anumite probe icterice hiperlipemice sau hiperhemolizate pot afecta metoda spectrofometrică de verificare a 
dispersării conjugatului 1.  

Numai prezenţa probei poate fi verificată în acest caz. În cazul eficienţei foarte scăzute de spălare după 
incubarea conjugatului, verificarea automată a pipetării soluţiei de developare (prin citire DO a godeurilor la 
490 nm) poate oferi rezultatele greşite cu DO mai mare de 0,100 in absenţa soluţiei de developare. Cu toate 
acestea, acest fenomen nu a fost observat în timpul evaluării a 939 de probe testate. 

9. CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ  
9.1.  Măsurători de precizie 

Măsurătorile de precizie ale testului Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac au fost determinate prin analizarea a 
10 probe: 1 probă negativă, 3 anticorpi HIV-1 pozitiv, 3 anticorpi HIV-2 pozitiv şi 3 antigeni HIV-1 pozitiv. 
Repetabilitatea în cadrul analizei a fost evaluată prin testarea acestor 10 probe de 30 de ori în cadrul 
aceleiaşi secvenţe. Precizia intermediară a fost evaluată prin testarea acestor 10 probe în duplicat pe 
parcursul a 20 de zile, în cadrul a 2 secvenţe independente în fiecare zi. Au fost calculate mediile 
raporturilor, deviaţiile standard (SD) şi coeficienţii de variaţie (CV). 
 

9.1.1. Repetabilitate 

Grup probe N Raport mediu SD CV % 

Negativ 30 0,28 0,02 5,37 

HIV-1 Ac 
Pozitiv scăzut 30 1,62 0,07 4,32 
Pozitiv mediu 30 2,98 0,13 4,33 
Pozitiv ridicat 30 5,37 0,18 3,32 

HIV-2 Ac 
Pozitiv scăzut 30 2,5 0,18 7,20 
Pozitiv mediu 30 5,35 0,45 8,48 
Pozitiv ridicat 30 11,19 0,58 5,21 

HIV Ag 
Pozitiv scăzut 30 1,58 0,06 3,64 
Pozitiv mediu 30 4,19 0,17 4,13 
Pozitiv ridicat 30 9,21 0,34 3,65 

 



12[RO] 

9.1.2. Precizie intermediară 

   În cadrul 
secvenţei 

Între 
secvenţe 

Între 
zile/operatori 

Precizie 
totală 

Probe N Raport 
mediu SD CV SD CV SD CV SD CV 

Negativ 72 0,26 0,016 6,2% 0,014 5,5% 0,014 5,5% 0,025 9,9% 

HIV-1 
Ac 

Pozitiv scăzut 72 1,04 0,029 2,8% 0,044 4,3% 0,056 5,4% 0,078 7,5% 
Pozitiv mediu 72 2,67 0,076 2,8% 0,097 3,6% 0,170 6,4% 0,210 7,9% 
Pozitiv ridicat 72 4,91 0,114 2,3% 0,166 3,4% 0,328 6,7% 0,385 7,8% 

HIV-2 
Ac 

Pozitiv scăzut 72 1,73 0,114 6,6% 0,121 7,0% 0,263 15,2% 0,311 17,9% 

Pozitiv mediu 72 4,40 0,477 10,8% 0,000 
Nu 

este 
cazul 

0,484 11,0% 0,680 15,4% 

Pozitiv ridicat 72 10,94 0,427 3,9% 0,319 2,9% 0,633 3,4% 0,647 5,9% 

HIV Ag 

Pozitiv scăzut 72 1,29 0,052 4,0% 0,038 3,0% 0,053 4,1% 0,084 6,5% 
Pozitiv mediu 72 3,47 0,085 2,5% 0,134 3,9% 0,068 2,0% 0,173 5,0% 

Pozitiv ridicat 72 8,89 1,272 14,3% 0,000 
Nu 

este 
cazul 

0,000 
Nu 

este 
cazul 

1,272 14,3% 

 

9.2. Performanţa diagnosticului 

Performanţele Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac au fost determinate prin testarea probelor de la donatori de 
sânge aleatorii, de la pacienţi cu infecţie cu HIV şi paneluri comerciale de seroconversie. Mai mult de atât, 
limita de sensibilitate la HIV Ag a fost testată utilizând Standardul ANSM (Agenţia Naţională pentru Siguranţa 
Medicamentului) din Franţa şi Standardul internaţional al OMS (90/636).. 
Pacienţii cu boli neasociate infecţiei cu HIV au fost, de asemenea, testaţi.  

9.2.1. Specificitate de diagnostic 

Specificitatea determinată pentru un total de 6038 de donatori de sânge aleatorii din 3 centre diferite a fost 
stabilită la 99,95% cu un interval de încredere la 95% între [99,85 – 99,99%]. (6035 probe negative/6038 
probe testate). 
Cele 3 probe reactive repetate au fost confirmate ca fiind negative pentru HIV prin metoda Western Blot şi 
testare HIV p24 Ag. 

409 probe de la 2 laboratoare clinice de spital au fost, de asemenea, testate prin analiza Genscreen™ 
ULTRA HIV Ag-Ac; 14 probe au fost iniţial determinate ca fiind reactive şi 12 dintre acestea au rezultat în 
mod repetat ca fiind reactive (pozitive în cadrul unei a doua testări): 11 au fost confirmate prin HIV Western 
Blot, 1 nu a fost confirmată şi considerată ca fiind fals pozitivă. Specificitatea în cadrul acestei populaţii a fost 
(397/398) 99,75%, interval de încredere 95% [98,61 – 99,99%]. 

9.2.2. Sensibilitate de diagnostic 

Sensibilitatea a fost evaluată prin testarea probelor pozitive HIV Ac confirmate, specimene de la pacienţi cu 
infecţie acută şi de la paneluri comerciale de seroconversie şi probe HIV Ag (neamestecate sau diluate). 
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1) Probe pozitive HIV Ac confirmate 
Au fost testate 763 probe pozitive de la urmărirea pacienţilor infectaţi cu HIV-1 şi HIV-2. Acest studiu a 
prezentat o sensibilitate de 100%. 

 
Tipuri Număr de probe Număr de probe 

reactive Sensibilitate 

HIV-1  

A, B, C 
(Clasificare CDC) 200 200 100% 

HIV-1 WB cu profiluri complete 
sau benzi luminoase anti-

acoperire Ac 
200 200 100% 

HIV 1 grup M 
(18A, 71B, 23C, 9D, 12E, 4F) 137 137 100% 

Grup O 22 22 100% 

Grup N 1 1 100% 

Panel BBI PRZ 204 7 7 100% 

HIV-2 HIV-2 WB cu profiluri complete 196 196 100% 

 
25 probe pozitive suplimentare proaspete (în termen de 1 zi de la prelevarea sângelui) au fost testate şi 
determinate toate ca fiind pozitive. 
 
2) Specimene de la pacienţi cu infecţie acută şi paneluri comerciale de seroconversie 
• 81 de specimene provenind de la pacienţi cu infecţie acută sau recent infectaţi cu HIV-1 (35 de probe de 

la 28 de pacienţi cu profil Western-Blot de seroconversie şi 46 de probe de la seroconversii recente) au 
fost determinate ca fiind pozitive cu Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac. 

• 20 probe de per-seroconversie (probe de seroconversie foarte recentă cu profil Western-Blot negativ sau 
cu bandă foarte luminoasă pentru p24 şi/sau gp160 la HIV Western-blot): 19 dintre acestea au fost 
determinate ca fiind pozitive. 

• Un total de 90 paneluri comerciale de seroconversie HIV bine documentate au fost, de asemenea, 
studiate şi comparate cu analizele EIA disponibile pe piaţă. Rezultatele au fost comparate pe 85 de 
paneluri cu un test Ag-Ac marcat cu inscripţia CE: Genscreen™ PLUS HIV Ag-Ac. 

 
Genscreen™ ULTRA HIV 

Ag-Ac 
Rezultatele comparate cu 

Genscreen™ PLUS HIV Ag-
Ac 

Detectare 
timpurie (cel 

puţin o probă) 

Detectare echivalentă 
(Aceeaşi probă 

recunoscută ca fiind 
pozitivă) 

Detectare târzie 

Număr de seroconversii 44 41 0 

 
Cel puţin 170 de probe de seroconversie recentă au fost testate cu Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ac. 

9.3. Sensibilitate analitică  

Standarde HIV Ag 
Sensibilitatea analitică a fost estimată prin testarea primului Standard internaţional OMS HIV p24 Antigen 
(90/636) şi determinată ca fiind 0,85 IU/ml Cl 95% [0,73 – 1,01 IU/ml]. 
Limita testului a fost, de asemenea, determinată cu ajutorul Standardului ANSM HIV p24 Antigen prin 
extrapolarea curbei obţinute prin testarea diluţiilor (concentraţie iniţială de 100 pg/ml) şi determinată ca fiind 
< 25 pg/ml. 
În timpul evaluărilor externe, limita detectării a fost stabilită la 13,6 pg/ml prin regresia domeniului standard al 
panelului „Ag HIV SFTS 1998” (panelul HIV Ag al Societăţii de tranfuzii de sânge din Franţa). 
 



14[RO] 

Sensibilitatea la probele pozitive HIV Ag  
Au fost testate 56 de probe: 53 de probe conţinând cel puţin 25 pg/ml de HIV Ag au fost pozitive şi 3 probe 
cu 13, 16 şi respectiv 19 pg/ml de HIV Ag au avut rapoarte (densitate optică/valoare limită) între 0,9 şi 1,00. 
 
Sensibilitatea la celulele de cultură din lichide supernatant 
Au fost testate 83 de lichide supernatant de la următoarele genotipuri: 76 de probe HIV-1 grup M (16 A, 16 
B, 11 C, 7D, 13 E, 4 F, 4 G, 3 H, 2 J), 4 probe HIV-1 grup O, 1 probă HIV-1 grup N şi 2 probe HIV 2. Toate 
probele HIV-1 au fost reactive cu excepţia unei probe din grupul O cu o concentraţie de 29 pg/ml de HIV Ag 
găsită la un raport (densitate optică/valoare limită) de 0,60. 

9.4. Studiu de specificitate analitică / reactivitate încrucişată 

9.4.1 Studiu de reactivitate încrucişată 

404 pacienţi cu diverse patologii sau afecţiuni neasociate HIV (femei însărcinate, factor reumatoid, infecţii 
autoimune (SLE - lupus eritematos sistemic), cirotice, insuficienţă renală cronică, dializă, Ig anti-şoarece sau 
alte infecţii virale sau bacteriene (pacienţi vaccinaţi împotriva Hepatitei A, B, C, Rubeolei, Toxoplasmozei, 
Oreionului, Rujeolei, CMV, HSV, EBV, VZV, HTLVI, Malariei, Gripei) au fost testaţi cu Genscreen™ UTLRA 
HIV Ag-Ac. 4 probe au fost determinate ca fiind fals reactive în mod repetat (1 rujeolă IgG, 1 HSV IgG, 1 
rubeolă, 1 SLE). Specificitatea a fost de 99,0%, CI95% [97,5 – 99,7%] (400/404). 

9.5. Efectul unui rezultat fals negativ 

Probă pozitivă HIV Ag: 19 diluţii au fost efectuate din antigen HIV nediluat 1000ng/mL la 3,125 pg/ml p24 în 
matrice de ser negativ. 
Nu au fost obţinute rezultate negative de la probe nediluate la compararea cu probe diluate. 
Probă pozitivă HIV Ac: Cinci (5) probe pozitive cu anti HIV Ac foarte ridicat au fost testate de la stadiu 
neamestecat la diluţie 1/512e. Nu au fost obţinute rezultate negative de la probe nediluate la compararea cu 
probe diluate. 
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