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Wantai Diagnosticarea Hepatitei Virale B

AiD™ HBsAg ELISA

SET ELISA ANTIGEN DE SUPRAFATA s AL VIRUSULUI HEPATITEI B

WEB-1296 [EV-EME'DE '{E'-,?'BETEHE [@l

Cititi cu atentie instructiunile de utilizare Tnainte de testare. Urmati instructiunile ’\?I nu le
modificati. Rezultatele eronate pot fi evitate si performanta optima a setului ELISA AiD™ HBsAg
poate fi obtinuta doar urmand instructiunile cu deosebita strictete.

DESTINATIA
ELISA AD™ HBsAg este un set de diagnosticare imunoenzimatic a detectiei calitative in vitro a
HBsAg in ser sau plasma umana.

SUMAR

Virusul hepatitei B (HBV) este un virus ADN dublu helicat cu invelis ce apartine familiei
Hepadnaviridae si este cunoscut ca fiind cauza majora a hepatitei transmisibile prin sange,
fmpreuna cu virusul hepatitei C (HCV). Infectarea cu HBV induce un spectru de manifestari
clinice, incepand cu boli moderate, neaparente, la hepatita fulminanta, boli cronice de ficat, care
in unele cazuri pot duce la ciroza si carcinom de ficat. Clasificarea infectiei cu hepatita B
necesita identificarea unui numar de markeri serologici ce se manifesta in decursul a trei faze
de infectare (de incubare, de acutizare si de convalescenta). Tn prezent se folosesc mai multe
tipuri de teste de diagnosticare pentru screening, diagnosticarea si gestionarea bolii. Antigena
de suprafata a hepatitei B sau HBsAg, numitd pana acum antigena australia, este una dintre
cele mai importante proteine ale invelisului hepatitei virale B. Antigena de suprafatd contine
determinantul ,a", comun tuturor subtipurilor virale cunoscute si impartite imunologic in doua
subgrupe diferite (ay si ad). HBV are 10 subtipuri mari si 4 subtipuri HBsAg au fost recunoscute
(adw, ady, ayw si ayr). HBsAg poate fi detectat de la 2 la 4 saptamani inainte ca nivelele ATL sa
devina anormale si de la 3 la 5 sdptaméani Tnainte ca sa se dezvolte simptomele. Detectarea
serologica a HBsAg este o metoda efectiva pentru diagnosticarea si prevenirea infectiei HBV,
iar ELISA a devenit un sistem analitic de screening al donatorilor de sange si al diagnosticarii
clinice a HBV la indivizii infectatj, folosit pe larg.

PRINCIPIUL DE TESTARE
Acest set ELISA AIDTM HBsAg foloseste metoda sandwich, pentru detectarea HBsAg, in care
stripurile din polistiren sunt acoperite anterior cu anticorpi monocl@alilsg@cifici pentru HBsAg.
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indreptati spre un alt epitop al HBsAg. Pe durata celui de-al doilea pas de incubare, anticorpii
HRP-conjugat se vor lega de orice complex anti-HBs-HBsAg format anterior pe durata celei
dintai incubari, iar HRP-conjugat nelegat este apoi inlaturat prin spalare. Solutia de cromogen
ce contine tetrametilbenzidind (TMB) si perozid de uree este addugats godeurilor. In prezenta
complexului imunologic (HRP) sandwich anticorp-antigen-anticorp, solutile de cromogen
incolore sunt hidrolizate cu conjugatul HRP legat cu produsul colorat albastru. Culoarea albastra
se schimba in galben dupa stoparea reactiei cu acidul sulfuric. Intensitatea culorii poate fi
masurata si este proporiionald cu cantitatea de antigen capturat Tn godeuri, si respectiv cu
proba. Godeurile ce contin probe negative fata de HBsAg raman incolore.

DOAR pentru diagnosticare IN VITRO

Acest set contine reagenti suficienti pentru testarea a maximum 91 probe la o testare.

PLACA CU MICROGODEURI: Stripuri blanc ale microgodeurilor
Cod 5 (1x96 godeuri) fixate pe un suport alb de stripuri. Placa este sigilata in punga de
8x12/12«8-godeuri perplaca 51 minjy cu desicant. Fiecare godeu contine anticorpi monoclonali
reactivi fatd de HBsAg (anti-HBs). Stripurile godeurilor pot fi detasate
pentru a se folosi separat. Depozitati godeurile sau stripurile
nefolosite la 2~8°C intr-o punga de plastic impreuna cu desicantul si
sigilati-o. Odata ce afi deschis ambalajul, placa e stabila o luna la
2~8°C.

CONTROL NEGATIV: Lichid galbui in fiola cu capac verde filetat.
Solutie tampon protein-stabilizata testata, fiind nereactiva fata de
HBsAg. Gata de utilizare la furnizare. Odata deschis, stabil timp de o
luna la 2-8°C.

CONTROL POZITIV: Lichid de culoare rosie in fiola cu capac rosu
filetat. Diluati HBsAg Tn solutie tampon protein-stabilizatda. Gata de
utilizare la furnizare. Odata deschis, stabil timp de o luna la 2-8°C.
HRP-CONJUGAT: Lichid de culoare rosie in fiola alba cu capac rosu
filetat. Peroxidaza de hrean conjugat cu anticorpi anti-HBs. Gata de
utilizare la furnizare. Odata deschis, stabil timp de o luna la 2-8°C.
DILUANTUL PROBEI: Lichid de culoare verde in fiola alba cu capac
albastru filetat. Solutie serica, cazeina, sucroza.

SOLUTIE TAMPON DE SPALARE: Lichid incolor in flacon incolor
cu capac alb filetat. PH 7.4, 20 x PBS. Tnainte de utilizare,
concentratul trebuie diluat 1 la 20 cu apa distilatd sau deionizat.
Odata diluata, solutia e stabila 1 saptamana la temperatura camerei
sau 2 saptaméani la 2-8°C.

[CHROM] SOL] A | SOLUTIE DE CROMOGEN A: Lichid incolor in fiola alba cu capac
Cod 2 (1x6ml per fioli) verde filetat. Solutie peroxid de uree. Gata de utilizare la furnizare.
Odata deschis, stabil timp de o luna la 2-8°C.

SOLUTIE DE CROMOGEN B: Lichid incolor in fiola neagra cu capac
negru filetat. Solutie TMB (Tetrametilbenzidina dizolvata in acid
citric). Gata de utilizare la furnizare. Odata deschis e stabil timp de o
luna la 2-8°C.

CONTROL | -
Cod 8 (1x1ml per fiol&)
Gonserv, 0.1%ProClin™ 300

CONTROL
Cod 7 (1x1ml per fiold)
Conserv. 0.1%ProClin™ 300

Ab HRP

Cod 6 (1x6ml per fiold)
Conserv. 0,1%ProClin™ 300

DIL SPE
Cod 9 (1x5ml per fiold)
Gonserv. 0.1%ProGlin™ 300
[ WASH| BUF]20X |

Cod 1 (1x30ml per flacon)
DILUATI INAINTE DE FOL OSIRE!
detergent Tween-20

[CHROM]| SOL|] B |
Cod 3 (1x6ml per fiold)

[ STOP | SOL |
Cod 4 (1x6ml per fiola)




SOLUTIE DE STOPARE: Lichid incolor in fiola alba cu capac alb
filetat. Solutie diluata de acid sulfuric (0.5M H2SO4). Gata de utilizare
la furnizare. Odata deschis este stabil timp de o luna la 2-8°C.

e PUNGA DE PLASTIC CU SIGILIU: Pentru péastrarea stripurilor nefolosite. 1 unitate
¢ INSTRUCTIUNE DE UTILIZARE 1 copie
e ACOPERAMANT LAMINAT AL PLACII (pelicula de acoperire) 3 unit&ti

Pentru acoperirea placilor Tn timpul incubatiei si prevenirii placii de evaporare sau contaminare.

MATERIALE NECESARE DAR NEAPROVIZIONATE
Apa proaspat distilata sau deionizata; cronometru si manusi de unica folosin{a; recipiente pentru
deseuri corespunzatoare pentru materiale potential contaminate; sistem de dozare si/sau
pipetare, varfuri de pipeta de unica folosinta; servetel absorbant sau uscat; incubare uscata sau
la baie de apa, 37+0.5°C; cititor al placii cu microgodeuri, cu o lungime de unda 450nm sau
dubla 450nm si 630nm; sistem de aspirare/spalare al microgodeurilor.

RECOLTAREA PROBELOR, TRANSPORTAREA $I DEPOZITAREA

1. Recoltarea probelor: Nu este necesara o pregatire speciala a pacientului. Recoltati proba
conform procedurilor normale a practicii de laborator. Pentru aceasta testare pot fi folosite
probe proaspete de ser sau plasma. Sangele recoltat prin venipunctura trebuie lasat sa se
coaguleze natural si complet - serul/plasma trebuie separate de cheaguri cat mai curand
posibil, pentru a evita hemoliza RBC. Asigurati-va ca probele de ser sa fie limpezi si sa nu
fie contaminate cu microorganisme. Orice particule suspendate vizibile in proba trebuie
inlaturate prin centrifugarea la 3000 RPM timp de 20 minute la temperatura camerei, sau
prin folosirea filtrelor.

2. Probele de plasma recoltate in EDTA, citrat de sodiu sau heparina pot fi supuse testarii,
insa nu si probele intens icterice, lipemice sau hemolizate, pe cat acestea pot oferi
rezultate eronate. Nu incalziti probele inactive, aceasta poate duce la deteriorarea
analitului {inta. Nu folositi in nici un caz probele cu contaminarea vizibila de microbi.

3. Setul ELISA AID™ HBsAg este destinat DOAR testarii probelor individuale de ser sau
plasma. Nu-l folositi pentru testarea probelor de saliva, urina, proba combinata de sange
sau alte fluide de la cadavre.

4. Transportarea si depozitarea: Depozitati probele la 2-8°C. Probele care nu necesita
testare in mai putin de 3 zile, trebuie depozitate congelate (-20°C sau mai putin). Evitati
ciclurile de congelare-decongelare repetata. Pentru transportare, probele trebuiesc
ambalate si etichetate conform reglementarilor locale si internationale in vigoare despre
transportul probelor clinice si agentilor etiologici.

DEPOZITARE $I STABILITATE
Componentii setului vor ramane stabili pana la termenul de valabilitate indicat pe eticheta si
ambalaj, fiind pastrati la 2-8°C; nu congelati. Pentru a asigura o performantd maxima a setului
ELISA AID™ HBsAg, protejati reagentii de contaminare cu microorganisme sau substante
chimice pe durata de depozitare.

PRECAUTII SI SIGURANTA
DOAR PENTRU UZ PROFESIONAL

Setul ELISA este o metoda cu sensibilitate la timp si temperatura. Pentru a evita rezultate

incorecte, urmati cu strictete pagii procedurii de testare si nu ii schimbati.

1. Nu schimbati reagentii din diferite loturi si nu folositi reagenti din alte seturi comerciale
disponibile. Componentele setului corespund in exactitate, asigurand o performanta optima
pe durata testarii.

2. Asigurati-va ca toti reagentii s& corespunda termenului de valibilitate indicat pe cutia setului
si sunt din acelasi lot. Nu folositi niciodata reagenti cu termenul de valabilitate expirat.

3. ATENTIE - PAS CRITIC: Lasati reagentii si probele sa revina la temperatura camerei (18-
30°C) Tnainte de a fi folosite. Amestecati cu grija reagentul inainte de utilizare si imediat
dupa aceasta depozitati-i la temperatura de 2-8°C.

4. Folositi doar volum deajuns de proba, dupa cum e indicat in pasii procedurii de testare.
Esuarea poate cauza sensibilitate slaba a testarii.

5. Nu atingeti fundul exterior al godeurilor; urmele degetelor sau zgarieturile pot interfera citirii
microplacii. La citirea rezultatelor asigurati-va ca fundul placii sa fie uscat si sa nu existe
bule de aer in godeuri.

6. Nu permitefi niciodata godeurilor microplacii sa se usuce dupa efectuarea pasilor de
spalare. Treceti imediat la urmatorul pas. Evitati formarea bulelor de aer la addugarea
reagentului.

7. Evitati intreruperile de lunga duratd intre pasii de testare. Asigurati-va sa fie aceleasi
conditii de lucru pentru toate godeurile.

8. Calibrati frecvent pipeta pentru a asigura exactitatea de pipetare a probelor/reagentilor.
Folositi de fiecare data varfuri de pipete de unica folosinta pentru fiecare proba si reagenti,
pentru a evita contaminarea Tncrucigata.

9. Asigurati-va ca temperatura in interiorul incubatorului sa fie de 37°C.

10. La adaugarea probelor, evitati atingerea fundului godeurilor cu varful pipetei.

11. La citirea rezultatelor cu cititorul placii, se recomanda determinarea absorbtiei la 450nm
sau la 450nm cu referinta la 630nm.

12. Activitatea enzimatica a HRP-conjugat poate fi afectata de praf, solutiile chimice reactive si
substante ca hipoclorit de sodiu, acizi, substante alcaline, etc. Nu efectuati testul in
prezenta substantelor de acest gen.

13. La folosirea sistemului complet automat de procesare al microplacii, nu acoperiti placile cu
placa de acoperire. Inldturarea reziduurilor rémase in placd dupa spalare prin lovirea
usoara a acesteia, de asemenea poate fi omisa.

14. Toate probele de origine umana trebuie considerate ca si fiind potential infectioase.
Urmarea cu strictete a reglementarilor GLP (Buna Practica de Laborator) asigura siguranta
personala.

15. ATENTIE: Materialele de origine umana puteau fi folosite la pregatirea controalelor
negative din set. Aceste materiale au fost testate cu seturile de testare la performantele
acceptate si au fost gasite a fi negative pentru anticorpii HIV 1/2, HCV, TP si HBsAg. Cu
toate acestea, nu exista vreo metoda analitica care sa asigure lipsa completa a agentilor
patogeni Tn probe sau reagenti. Prin urmare, lucrati reagentii si probele cu precautie, ca si
fiind capabile de a transmite boli infectioase. Au fost folosite derivate serice de la bovine
pentru stabilizarea controalelor pozitive si negative. Albumina serica bovina (BSA) si ser
fetal de vitel (FCS) sunt derivate de la animale din zone geografice cu BSE/TSE
(encefalopatii spongiforme bovine/ transmisibile) neatestate.



16. Niciodata nu mancati, beti, fumati sau aplicati produse cosmetice in laboratorul de testare.
Nu pipetati solutiile cu gura.

17. Solutiile chimice trebuie tratate si aruncate doar in conformitate cu reglementarile GLP
(Buna Practica de Laborator) si cele locale in vigoare.

18. Varfurile de pipete, fiolele, stripurile si recipientele probelor trebuie colectate si autoclavate
nu mai putin de 2 ore la 121°C, sau tratate cu solutie hipoclorit de sodiu de 10% timp de 30
min pentru a le decontamina Tnaintea pasilor ulteriori de folosire. NICIODATA nu supuneti
solutiile ce contin hipoclorit de sodiu autoclavarii. Fisa tehnica de securitate a materialelor
(MSDS) este disponibila la cerere.

19. Unii reagenti pot cauza toxicitate, iritare, arsuri, sau pot avea efecte cancerogene in
calitate de materiale neprelucrate. Contactul cu pielea si mucoasele trebuie evitat, dar nu
si limitat cu urmatorii reagenti: solutie de stopare, solutiile de cromogen si solutiile tampon
de spalare.

20. Solutia de stopare 0.5M H,SO4 este un acid. Folositi-o cu grija sporita. Stergeti imediat
picaturile de solutie varsata sau spalati cu apa daca aceasta a intrat in contact cu pielea
sau ochii.

21. ProClin™ 300 de 0.1% folosit in calitate de conservant, poate cauza sensibilitatea pielii.
Stergeti imediat picaturile de solutie varsata sau spalati cu apa daca aceasta a intrat in
contact cu pielea sau ochii.

INDICATOARELE DE INSTABILITATE SAU DETERIORARE A REAGENTILOR: Valorile
controalelor Pozitive sau Negative, care nu se incadreaza in diapazonul controlului de calitate
specificat, indica la posibila deteriorare a reagentilor si/sau erorile efectuate de catre operator,
sau erorile echipamentului. In astfel de cazuri, rezultatele trebuie considerate nevalide si
probele trebuie retestate. In cazuri constante a rezultatelor eronate, mentionate in rubrica din
motivul deteriordrii sau instabilitatii reagentilor, Tnlocuiti imediat reagentii cu unii noi, sau

contactati suportul tehnic pentru asistenta ulterioara.
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PROCEDURILE DE TESTARE
Pregatirea reagentilor: Aduceti reagentii la temperatura camerei (18-30°C). Verificati solutia
tampon de spalare de formarea cristalelor de saruri. Daca acestea s-au format, resolubilizati
prin incédlzirea la 37°C pana la dizolvarea cristalelor. Diluati solutia tampon concentrat de
spalare (20X) conform instructiunilor de spalare. Folositi apa distilatd sau deionizatd si doar
recipiente curate la diluarea solutiei tampon. Ceilalti reagenti sunt GATA DE UTILIZARE LA
FURNIZARE.

Pasul 1 Pregatirea: Marcatj trei godeuri ca fiind controale Negative (ex. B1,C1, D1), doua
ca fiind controale Pozitive (ex. E1, F1) si un Blanc (ex. A1, nu trebuie adaugate in
godeurile blanc nici probele, nici HRP-conjugat). in cazul in care rezultatul va fi
determinat folosind cititor al placii cu lungime de unda dubla, cerinta folosirii
godeurilor blanc poate fi omisa. Folositi doar numarul de stripuri necesare pentru
testare.

Adaugarea diluentului: Adaugati 20pl proba diluanta in fiecare godeu, cu exceptia
celui Blanc.

Adaugarea probei: Adaugati 100ul de control Pozitiv, control Negativ si Probe in
godeurile respective, cu exceptia celui blanc. Nota: Folositi un varf de pipeta
separat pentru fiecare proba, control pozitiv si negativ, pentru a evita
contaminarea incrucigata. Amestecati lovind usor placa.

Incubarea: Acoperiti placa cu pelicula de acoperire si incubati timp de 60 minute la
37°C.

Pasul 5 Adaugarea HRP-conjugatului: La sfarsitul incubarii, inlaturati si aruncati pelicula de
acoperire a placii. Adaugati 50ul de reagent HRP-conjugat in fiecare godeu cu
exceptia celui blanc si amestecati lovind usor placa.

Incubarea: Acoperiti placa si incubati timp de 60 minute la 37°C.

Spaélarea: Tnlaturati si aruncati pelicula de acoperire a placii. Spélati fiecare godeu
de 5 ori cu solutie tampon diluatd de spalare. Inainte de fiecare etapa de spalare
lasa-ti microplacile sa se inmoaie timp de 30 — 60 sec. Dupa ultimul ciclu de
spalare, intoarceti placa cu fundul in sus pe hirtie de filtru sau servetel curat si lovifi
usor pentru a Tnlatura orice lichide ramase.

Colorarea: Adaugati 50 pl solutie de cromogen A si 50 pl solutie de cromogen B in
fiecare godeu, inclusiv cel Blanc. Incubati placa la 37°C timp de 30 min evitand
lumina. Reactia enzimatica dintre solutile de cromogen si HRP-conjugat vor
produce o culoare albastra in godeurile cu control Pozitiv si cu Probele HBsAg
pozitive.

Pasul 9 Reactie de stopare: Folosind pipete multicanal sau manual adaugati 50 pl solutie de
stopare in fiecare godeu si amestecati cu grija. Se va forma un galben intens in
godeurile cu control Pozitiv si cu Probe HBsAg pozitive.

Masurarea absorbtiei: Calibrati cititorul pentru microplaci cu godeul Blanc si cititi
absorbtia la 450 nm. Daca este folosit aparatul cu sistemul de filtrare dublu, setati
lungimea de unda de referinta la 630 nm. Calculati valoarea Cut-off si evaluati
rezultatele. (Nota: cititi absorbtia in decurs de 10 minute dupa stoparea reactjei).

Pasul 2

Pasul 3

Pasul 4

Pasul 6
Pasul 7

Pasul 8

Pasul 10

INSTRUCTIUNI PENTRU SPALARE

1. Este esentiala o procedura reusitd de spalare pentru a obtine datele analitice corecte si
precise.

2. Prin urmare se recomanda de a folosi un sistem de spalare al microplacii ELISA de calitate,
pastrand cel mai bun nivel de performanta al spalarii. In general, este nevoie de nu mai putin
de 5 cicluri de spalare automata, cu dozare de 350-400ul/godeu, pentru a evita reactii fals
pozitive si fundal de alerta.

3. Pentru a evita contaminarea fincrucisatd a placii cu probele sau HRP-conjugat, nu aruncati

continutul godeurilor dupa incubare, ci lasati sistemul de spalare al microplacii sa aspire
automat.



4. Asigurati-va ca canalele pentru lichide ale sistemului de spalare al microplacii nu sunt blocate
sau contaminate si ca de fiecare data in godeuri este distribuit un volum suficient de solutie
tampon de spalare.

5. In cazul spalarii manuale, recomandam efectuarea a 5 cicluri lucrate la 350-400 pl/godeu si
aspirarea lichidului de 5 ori. Daca observati rezultate slabe (fundal de alerta), mariti numarul
de cicluri de spalare sau timpul de uscare per godeu.

6. Si totusi, lichidul aspirat din stripuri trebuie tratat cu solutie hipoclorit de sodiu (concentrat
final de 2.5%) pentru 24 ore, Tnainte de a fi aruncat conform reglementarilor cuvenite.

7.Solutia de spalare concentratd necesita diluare de 1 la 20 inainte de utilizare. Daca se

foloseste mai putin de o placa, pregatiti volumul proportional de solutie.

CONTROLUL CALITATII SI CALCULAREA REZULTATELOR

La calcularea si interpretarea rezultatelor testarii, fiecare microplaca trebuie considerata aparte,
indiferent de numarul de placi procesate curent. Rezultatele sunt calculate comparand valoarea
absorbjei (A) a fiecarei probe cu valoarea Cutt-off (CO) a placii. Daca citirea Cut-off este bazata
pe cititor al palacii cu un singur filtru, rezultatele trebuie calculate prin extragerea valorii A a
godeului blanc din raportul imprimat cu valorile probelor si a controalelor. In cazul in care citirea
este bazata pe cititor al placii cu doua filtre, nu extrageti valoarea A a blancului din rapoartele cu
valorile probelor si a controalelor.

Calcularea valorii Cut-off (CO) = Nc + 0.06 (Nc = valoarea medie a absorbtiei pentru trei
controale negative).

Controlul calitatii (validarea testarii): Rezultatele testarii sunt valide odata ce sunt indeplinite
cerintele controlului calitatii. Se recomanda ca fiecare laborator sa-si stabileasca un sistem
corespunzator al controlului calitatii cu materiale ale controlului calitatii similare sau identice cu
proba pacient analizata.

- Valoarea A al godeului blanc, ce contine doar solutiile de cromogen si de stopare, este <0.080
la 450 nm.

- Valoarea A a controlului pozitiv trebuie sa fie 20.800 la 450/630 nm sau la 450 nm, dupa
efectuarea blancului.

- Valoarea A a controlului negativ trebuie sa fie >0.100 la 450/630 nm sau la 450 nm, dupa
efectuarea blancului.

Daca una dintre valorile A a controlului negativ nu corespunde cerintelor controlului calitatji,
aceasta trebuie eliminata si valoarea medie recalculata folosind cele doua valori ramase. Daca
mai mult de o valoare A a controlului negativ nu corespunde specificatiilor controlului calitatji,
testul nu e valid si trebuie retestat.

3. Calcularea Cut-off (CO) = 0.016 + 0.06 = 0.076

Exemplu:

1. Controlul calitatii
Valoarea A a godeului blanc: A1=0.025 la 450 nm (Nota: efectuarea blancului este necesara
doar la citirea cu folosirea unui singur filtru la 450 nm)

Nr. godeurilor: B1 C1 D1
Val. A a contr. negativ dupa blanc 0.020 0.012 0.016
Nr. godeurilor: E1 F1

Val. A a contr. pozitiv dupa blanc ~ 2.421 2.369
Toate valorile controalelor se incadreaza in diapazonul valorilor controlului calitatii specificate.
2. Calcularea Nc: = (0.020+0.012+0.016) = 0.016
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INTERPRETAREA REZULTATELOR

Rezultate negative (A/CO<1): Probele ce redau o absorbtie mai mica decat valoarea Cut-off
sunt considerate a fi negative, ceea ce indica ca nu a fost determinat antigenul de suprafata al
hepatitei virale B folosind acest set ELISA AD™ HBsAg. Prin urmare, pacientul probabil nu este
infectat cu virusul HBV, proba de sange nu contine antigenul de suprafata al hepatitei virale B si
poate fi transfuzabil odata ce s-a dovedit a fi negativ si fata de alti markeri ale bolilor infectioase.
Rezultate pozitive (A/CO21): Probele ce redau o absorbtie mai mica sau egala cu valoarea
Cut-off sunt iniial reactive fa{d de acest test, ceea ce indica faptul ca a fost determinata
probabilitatea prezentei antigenei de suprafatd a hepatitei virale B cu setul de testare ELISA
AID™ HBsAg. Orice probe initial reactive trebuie retestate in duplicat folosind acest set, inainte
de interpretarea finala a rezultatelor. Probele reactive repetat pot fi considerate pozitive fata de
prezenta antigenei de suprafata a hepatitei virale B la acest set.

Limitele (A/CO =0.9-1.1): Probele cu absorbtia valorilor Cut-off intre 0.9 si 1.1 sunt considerate
probele limite si se recomanda retestarea probelor in duplicat pentru confirmarea rezultatelor
initiale.

Este necesara examinarea, confirmarea si testarea auxiliara a tuturor probelor pozitive cu
alte sisteme analitice (ex. PCR). Diagnoza clinica nu trebuie stabilita in baza unui singur
rezultat de testare, ci sa integreze si datele clinice si de laborator.

INTERPRETAREA $1 EXAMINAREA REZULTATELOR INITIALE A TUTUROR PROBELOR
LIMITE SAU INITIAL REACTIVE

Repetare in duplicat® & &2 00
Interpretare ® A;c.o.f:.g AIC.0.<0.0

Examinare [Inierpretare

IND = neinterpretabile

- In cazul in care dupé retestarea probelor initial reactive ambele godeuri prezintd rezultate
negative (A/CO<0.9);, aceste probe trebuie considerate ca si nerepetabile pozitiv (sau fals
pozitive) si interpretate ca negative. Cat despre testarile ELISA extrem de sensibile, rezultatele
fals pozitive pot aparea din mai multe motive, majoritatea referindu-se, dar nu limitdndu-se doar
la pasii de spalare inadecvati. Pentru mai multe informatii referitoare la Rezolvarea problemelor
setului ELISA Wantai, va rugam, consultati ,Ghidul ELISA si Rezolvarea problemelor*.

- Tn cazul in care dup3 testarea probelor in duplicat, unul sau ambele godeuri prezinta rezultate
pozitive, rezultatul final al acestui test ELISA trebuie considerat ca si reactiv repetabil (pozitiv).
Probele reactiv repetabile pot fi considerate pozitive fatd de prezenta antigenei de suprafata a
hepatitei virale B si prin urmare, pacientul probabil este infectat cu virusul HBV si probele de
sange trebuie aruncate.

- Dupa testarea probelor in duplicat, probele cu valori apropiate de cele Cut-off trebuie
interpretate cu prudentd si considerate ca si probe din zone limite sau neinterpretabile in
momentul testarii.



CARACTERISTICILE DE PERFORMANTA
Evaluarea cercetarilor efectuate in Institutul Paul-Ehrlich (PEI), Institutul german Crucea Rosie
Baden-Wurttemberg-Hessen si trei banci de sange din China, au demonstrat urmatoarele
caracteristici de performanta a testului ELISA AID™ HBsAg.

Specificitatea: Fiind lucratd la donatori de sange europeni (n=5038), specificitatea de
diagnosticare totala a setului de testare a fost de 99.78%.

in urma evaluarilor din centrele de cercetare din China, setul ELISA AiD™ HBsAg a demonstrat
o specificitate de 99.92%.

ELISA AiDTM HBsAg

Laborator Nr. - + Specificitatea
Banca de sange Xiamen 1958 1955 3 99.85%
Banca de sange Hubei 2518 2516 2 99.92%
Banca de sange Zhejiang 6344 6340 4 99.94%
Total 10820 10811 9 99.92%

Sensibilitatea: Setul ELISA AID™ HBsAg a fost evaluat la sensibilitate pe 22 panele de
seroconversie HBV disponibile si au fost obtinute per total 403 rezultate pozitive la HBsAg,
inclusiv 146 HBsAg cu genotip HBV si subtipul HBsAg probe plasma cu detinerea datelor de
catre Institutul Paul-Ehrlich. Tn ceea ce priveste sensibilitatea de seroconversie, rezultatele
pentru testul ELISA AiD™ HBsAg pe 22 panele de seroconversie HBV au prezentat un nivel de
sensibilitate cel putin echivalent cu specificatiile sensibilitatii de seroconversie a testarilor de
screening HBsAg curente marcate CE, cu detinerea datelor de catre PEI. Au fost testate 10
panele de seroconversie aditionale in laboratoarele interne. Sensibilitatea de seroconversie a
fost comparata cu alte teste de screening HBsAg marcate CE. Referitor la sensibilitatea de
diagnosticare, setul ELISA AID™ HBsAg a determinat toate probele pozitive ca fiind pozitive,
inclusiv genotipurile A-F HBV si subtipurile HBsAg examinate.

in concluzie, rezultatul total a setului ELISA AiD™ HBsAg pentru sensibilitatea de seroconversie
a fost comparata cu alte seturi HBsAg marcate CE, cu detinerea datelor de catre PEI si toate
403 probe pozitive HBsAg au fost reactive, generand un total de 100% sensibilitate.

Sensibilitatea analitica: 0.11U/ml (NIBSC 00/588)

Specificitatea analitica: Nu a fost observata interferenta cu probe ale pacientilor cu un nivel
fnalt al factorului reumatoid si ale femeilor insarcinate. Au fost testate probe recoltate Tn aceeasi
zi si probe congelate, pentru a verifica interferenta in urma recoltarii si depozitarii. A fost
efectuat screeningul pentru HBsAg cu setul ELISA AD™ HBsAg pentru un total de 100 probe
reactive fatd de anti-HBc, anti-HCV si anti-HIV1. 98 probe din 100 au fost negative la HBsAg.
De asemenea, au fost testate 200 probe de sange cu setul ELISA AD™ HBsAg. 191 din 200
probe au aratat rezultate negative la screening fatda de HBsAg. 8 probe din 9 cu rezultate
screening initial reactive, au aratat rezultate repetat reactive la setul ELISA AD™ HBsAg, insa
hepatita virald B nu a fost confirmata in nici unul din cazuri.

Determinarea mutatiilor: Un panel de 108 probe colectate de Universitatea Xiamen (Xiamen,
China) urmate de PCR, au fost testate pentru a demonstra performanta setului ELISA AiD™
HBsAg la detectarea mutatiilor HBsAg. Rezultatele sunt afisate in tabelul de mai jos.

Istoric Numér ELISA AID™ HBsAg
adr (+) Tip salbatic 35 33
4 mutatii 5 4
adw (+) Tip salbatic 37 34
16 mutatii 25 24
ayw (+) Tip salbatic 2 2
2 mutatii 2 2
ayr (+) 2 mutatii 2 2
Total 108 101
Reproductibilitatea:
Reproducti- Nr. In limitele perioadei De la perioada la
bilitatea deter- perioada
Tipul probei minari | OD Mediu CV% OD Mediu  CV%
0.11U/ml HBsAg 10 0.155 10.6% 0.150 11.0%
Slab pozitiva 10 0.457 9.0% 0.432 9.5%
Moderat pozitiva 10 1.572 7.0% 1.437 7.5%
Tnalt pozitiva 10 2.327 4.2% 2.302 4.4%
Control pozitiv 10 2.322 4.1% 2.315 4.2%

LIMITELE

1. Rezultatele pozitive trebuie confirmate cu un alt test disponibil si interpretate impreuna cu
informatia clinica a pacientului.

2. Pe parcursul fazei incipiente a bolii, antigenele pot ramane nedepistate. Prin urmare,
rezultatele negative obtinute cu setul ELISA AD™ HBsAg, indica doar la faptul ca probele nu
contin un nivel detectabil al antigenei de suprafata a hepatitei virale B si orice rezultate
negative nu vor fi considerate ca evidente concluzive a faptului ca individul sau proba de
sange nu este infectat cu HBV.

3. Tn cazul in care dupa retestarea probelor initial reactive rezultatele testarii sunt negative,
aceste probe trebuie considerate ca si nerepetabile (fals pozitive) si interpretate ca negative.
Cat despre testarile ELISA extrem de sensibile, rezultatele fals pozitive pot aparea din mai
multe motive, majoritatea referindu-se, dar nu limitdndu-se doar, la pasii de spalare
inadecvati. Pentru mai multe informatii referitoare la Rezolvarea problemelor setului ELISA
Wantai, va rugam, consultati ,Ghidul ELISA si Rezolvarea problemelor” sau luati legatura cu
suportul tehnic pentru asistenta ulterioara.

4. Motive frecvente de greseli: seturi cu termen de valabilitat expirat, proceduri de spalare
proaste, reagenti contaminati, pasi de testare incorecti, aspirare insuficientd pe durata
spalarii, esuare la adaugarea probelor sau a reagentilor, operarea proasta cu echimapentul
de laborator, erori de timp, folosirea probelor intens hemolizate sau ce contin fibrina, probe
de ser coagulate incomplet.

. Frecventa markerului va afecta valorile predictive ale testarii.

. Acest test nu poate fi folosit pentru testarea probelor combinate de plasma. Setul ELISA
AD™ HBsAg a fost evaluat doar cu probe individuale de ser sau plasma.

7. Setul ELISA AID™ HBsAg este un test calitativ si rezultatele acestuia nu pot fi folosite pentru

a masura concentratiile antigenelor.

[e 4]
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SUMARUL COMPONENTILOR IMPORTANTI Al SETULUI:
Folositi acest sumar doar ca referinta si mereu urmatj instructiunile testarii. Nota: componentii
fiecarui set aparte nu potfi schimbati cu alte seturi.

© © NGNS

Placa cu microgodeuri Cod 5 Una
Control negativ Cod 8 1x1 ml
Control pozitiv Cod 7 1x1 ml
HRP-conjugat Cod 6 1x6 ml
Diluantul probei Cod 9 1x5 ml
Solutie tampon de spalare Cod 1 1x30 ml
Solutie de cromogen A Cod 2 1x6 ml
Solutie de cromogen B Cod 3 1x6 ml
Solutie de stopare Cod 4 1x6 ml

SUMARUL PROCEDURII DE TESTARE:
Folositi acest sumar doar ca referinta si mereu urmati instructiunile testarii.

Adaugati diluntul probei 20 pl

Adaugati proba 100 pl

Incubati 60 minute

Adaugati HRP-conjugat 50 pl

Incubati 30 minute

Spalati 5 ori

Colorarea 50pl A +50pu1 B
Incubati 30 minute

Stopati reactia 50pl solutie de stopare
Cititi absorbtia 450 sau 450/630 nm

Schema cu exemple de controale/probe de dozare
1 2 3|4 |5 6|7 12
A Blac S3
B Neg.
(o} Neg
D Neg.
E Poz.
F Poz.
G S1
H s2

SIMBOLURILE CU MARCAJ CE:

Dispozitiv medical de diagnosticare in vitro J}” Conditii de depozitare +2°C~+8°C

8 Folosit de LOT Lotul
W Continut suficient pentru ,,n” teste m Instructiunile de folosire
c € Marcaj CE — IVDD 98 /79/EC EC|REP Reprezentativ autorizat UE
Numarul de catalog “ Producator

Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise Co., Ltd.

Mo.31 Kexueyuan Road, Changping District, Beijing 102206, China
Tel: +86-10-59528888, Fax: +86-10-89705849

Website: waww.ystwt.com

Email: wtexport@ystwt.com

Qarad b.v.b.a.
Cipalstraat 3, B-2440 Geel, Belgium
Email: garadi@garad.com
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