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1 - APLICABILITATE 
Testul Monolisa™ HBsAg ULTRA CONFIRMATORY este folosit la confirmarea prezenţei AgHBs în 
probele de plasmă umane găsite reactive la testarea cu trusa Monolisa ™ HbsAg ULTRA (cod 72346, 
72348). 
 
2 - PRINCIPIUL TESTULUI MONOLISA™ HBsAg ULTRA CONFIRMATORY 
Testul de confirmare Monolisa™ HBsAg ULTRA CONFIRMATORY utilizează principiul neutralizării prin 
exces de anticorpi anti-HBs (diluant anti-HBs: reactiv de neutralizare) a AgHBs depistat în probele de ser 
sau plasmă. 
 
Se recomandă testarea cu reactivii din trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA CONFIRMATORY a probelor 
găsite repetat reactive în testul de screening Monolisa™ HbsAg ULTRA. În cazul unei probe pozitive 
pentru AgHBs, anticorpii anti-HBs din reactivul de neutralizare saturează determinanţii antigenici HBs din 
probă, iar aceştia nu se vor mai putea lega la anticorpii imobilizaţi la faza solidă. Se va observa o 
scădere a densităţii optice pentru proba cu neutralizare, faţă de aceeaşi probă tratată doar cu diluantul 
negativ de control, fără anticorpi anti-HBs. Luând în considerare concentraţia variabilă de AgHBs, la 
nevoie se vor testa mai multe diluţii ale probei. 
 
Testarea cuprinde următoarele etape de reacţie: 
1. Incubarea controalelor sau a probelor pozitive pentru AgHBs cu reactiv de neutralizare şi cu conjugat 

în prezenţa anticorpilor anti-HBs imobilizaţi la faza solidă.  
 Pentru fiecare probă, godeurile martor vor conţine un diluant negativ de control ce înlocuieşte 

reactivul de neutralizare. 
 Restul procedurii este identic cu protocolul pentru kitul Monolisa™ Ag HBs Ultra: 
2. Spălarea, apoi developarea activităţii enzimatice legată de faza solidă prin adăugarea substratului. 
3. Stoparea reacţiei de developare, apoi citirea densităţilor optice la 450/620-700 nm şi interpretarea 

rezultatelor. 
 
3 - REACTIVI 
 
3.1.     Descriere 
 

Marcaj Eticheta NATURA REACTIVILOR PREZENTARE 
RA Reactivi de 

neutralizare 
Reactivi de neutralizare 
Tampon Tris NaCl pH 8,0 conţinând ser de oaie şi ser uman 
negativ pentru AgHBs, pentru anticorpii anti-HCV şi anti- 
HIV1/2, suplimentat cu anticorpi anti-HBs. Reactiv gata de 
utilizare. 
Conservant: ProClin™ 300 (0,25%) 

 
1 flacon 
0,7 ml 

RB Diluant control 
negativ 

Diluant control negativ 
Tampon Tris NaCl (pH 8,0) conţinând ser de oaie şi ser 
uman negativ pentru AgHBs şi pentru anticorpii anti-HCV şi 
anti-HIV1/2. 
Reactiv gata de utilizare. 
Conservant: ProClin™ 300 (0,25%) 

 
1 flacon 
0,7 ml 

RC Diluant pentru 
probe 

Diluant pentru probe 
Soluţie de ser fiziologic 0,85%  
Reactiv gata de utilizare  
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%) 

 
1 flacon 
27 ml 

 
3.2.     Pastrare si manipulare 

Acest kit trebuie pastrat la +2/+8oC. 
Fiecare component pastrat la +2/+8oC poate fi folosit pana la data de expirare inscrisa pe eticheta (in lipsa 
altor instructiuni). Dupa deschidere si in absenta contaminarii, reactivii RA, RB, RC pastrati la +2/+8oC pot fi 
folositi pana la data expirarii inscrisa pe eticheta. 
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4 - PRECAUŢII 

Pentru diagnostic in vitro. Pentru utilizatori profesionisti din domeniul medical. 
 
4.1.     Precautii de siguranta si sanatate 
• Acest kit de testare trebuie folosit numai de catre personalul calificat instruit in proceduri de laborator si 

familiar cu pericolele posibile. Folositi echipamente de protectie adecvate: halate, manusi si 
echipamente de protectie pentru fata/ochi si manipulate corespunzator conform Bunelor Practici de 
Laborator. 

• Materialul de origine umană utilizat la prepararea reactivilor RA şi RB a fost testat şi găsit negativ 
pentru antigenul de suprafaţă al hepatitei B (AgHBs), anticorpii anti-HIV1/2 şi anti- HCV. Deoarece 
nicio metodă nu poate garanta în mod absolut absenţa agenţilor infecţioşi, consideraţi aceşti reactivi 
precum şi probele de testat ca potenţial infecţioase şi manipulaţi-le conform Precautiilor Universale 
pentru patogeni transmisibili prin sange recomandate de autoritatile locale, regionale si nationale. 

• Scurgeri biologice: scurgerile de materiale biologice de origine umana trebuie tratate ca potential 
infectioase. Lichidele ce nu contin acizi trebuie decontaminate imediat, inclusiv aria in care s-a 
produs scurgerea, materiale si orice suprafata sau echipament contaminate, cu un dezinfectant 
chimic adecvat pentru pericolele potentiale aferente probelor in cauza (in general o solutie de clor 
1:10, 70-80% etanol sau isopropanol, WescodyneTM Plus 0.5%, etc). 

 Scurgerile ce contin acizi ar trebui absorbite (sterse) sau neutralizate, suprafata clatita cu apa si 
uscata; materialele folosite pentru absorbirea scurgerii pot necesita eliminare ca deseuri biologice. 
Suprafata trebuie apoi decontaminate cu unul din dezinfectantii chimici. 

 NOTA: Nu puneti solutii ce contin clor in autoclav! 
• Eliminati toate probele si materialele folosite pentru efectuarea testului ca si cum contin agenti 

infectiosi. Deseurile de laborator, chimice sau biologice trebuie manipulate si eliminate conform 
reglementarilor locale, regionale si nationale. 

• Pentru recomandarile de pericol si precautii legate de unii compusi chimici din acest kit de testare, 
consultati pictogramele de e etichete si informatiile prezentate la sfarsitul prospectului. Fisa tehnica de 
securitate este disponibila pe www.bio-rad.com. 

 
4.2.     Precautii legate de protocol 
 
4.2.1.     Preparare 
Exactitatea rezultatelor depinde de implementarea corecta a urmatoarelor Bune Practici de Laborator: 
• Nu folositi reactivi expirati 
• Nu amestecati sau asociati reactivi din loturi diferite in aceeasi runda de lucru 
• Înainte de utilizare, aşteptaţi 30 de minute pentru ca reactivii să se stabilizeze la temperatura camerei 

(18 - 300C). 
• Utilizaţi sticlărie bine spălată şi clătită cu apă deionizată sau, de preferinţă, recipiente de unică 

folosinţă (consultaţi instrucţiunile de folosire ale trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA (cod 72346/72348). 
 
4.2.2.     Procesare 
• Consultaţi instrucţiunile de folosire ale trusei Monolisa™ HbsAg ULTRA (cod 72346/72348). 
 

5 - PROBE 
Consultaţi instrucţiunile de folosire ale trusei Monolisa™ HbsAg ULTRA (cod 72346/72348). 
Probele cu o concentratie foarte mare de Ag HBs nu pot fi neutralizate de catre reactivul de neutralizare 
daca sunt testate nediluate. (Consultati paragraful 6.6) 
 
Nota: probele cu concentratie mare de AgHBs cu o densitate optica mai mare de 3.0 cu kitul Monolisa™ Ag HBs 
pot fi testate direct prin dilutie 1:100 in diluentul pentru probe. 
  

http://www.bio-rad.com/
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6 - PROCEDURA 
6.1. Materiale necesare dar nefurnizate 
Consultati instrucţiunile de utilizare a trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA (cod 72346/72348). 
 
6.2. Prepararea reactivilor 
6.2.1. Reactivi gata de folosire 
Reactiv RA: Reactiv de neutralizare 
Reactiv RB: Diluant control negativ 
Reactiv RC: Diluant pentru probe 
 
6.3. Procedura de testare 
Procedaţi ca în continuare, folosind reactivii din trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA (cod 72346/72348). 
1. Se prepară soluţia de spălare R2 şi soluţia de conjugat reconstituită (R6+R7): consultaţi capitolul 7.2 

‘Prepararea reactivilor’ din prospectul de utilizare al trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA. 
2. Se scot din ambalajul protector cadrul suport şi numărul necesar de barete (R1). Puneti baretele 

nefolosite inapoi in ambalaj. Inchideti ambalajul si depozitati la +2/+8oC. 
3. Distribuiţi în godeuri în următoarea ordine (distributie recomandata): 
• 100 µl de control negativ (R3) din trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA in godeurile A1, A2 
• 100 µl de control pozitiv (R4) din trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA in godeurile B1, B2 
• 100 µl din prima probă de confirmat in godeurile C1, C2, D1, D2 
• 100 µl din a doua probă de confirmat in godeurile E1, E2, F1, F2 
• 100 µl din a treia probă de confirmat in godeurile G1, G2, H1, H2, etc. 
In functie de sistemul folosit, se pot modifica pozitiile controalelor sau ordinea de distribuire. 
4. Se adaugă 20 µl de diluant de control negativ (RB) în godeurile A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1 şi 20 µl 

de reactiv de neutralizare (RA) în godeurile A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, etc. 
5. Se distribuie 50 µl de soluţie de conjugat reconstituită (R6+R7) în toate godeurile. Se 

omogenizează bine amestecul de reacţie prin cel puţin 3 aspirări. 
6. Continuaţi cu etapa 7 şi următoarele din capitolul 7.3 – PROCEDEUL DE TESTARE din prospectul 

trusei Monolisa™ AgHBs ULTRA (cod 72346/72348). 
 
6.4. Criterii de validare a testului 
 
1. Pentru controlul negativ (R3) 
Valorile controlului negativ (R3), fie cu diluant negativ de control (RB), fie cu reactiv de neutralizare (RA) trebuie 
să fie mai mici sau egale cu 0,080 unităţi de densitate optică. 
Pentru acelaşi control negativ (R3) raportul de reactivitate trebuie să fie mai mic decât 0,8. 
 
2. Pentru controlul pozitiv (R4) 
Pentru controlul pozitiv (R4) cu diluant negativ de control (RB), densitatea optică citită trebuie să fie mai mare 
decât 0,800. 
Pentru acelaşi control pozitiv (R4), procentul de inhibiţie trebuie să fie mai mare sau egal cu 50%. 
 
Pentru probele cu procent de inhibiţie < 50% şi cu un raport de reactivitate ≥ 0,8 este necesară 
retestarea probei diluate cu diluant pentru probe (1/100, 1/10.000, 1/1.000.000, etc) pentru a obţine un 
raport de reactivitate < 0,8 (probă neconfirmată în acest caz), sau confirmarea neutralizării probei testate 
(procent de inhibiţie ≥ 50%). 
 
6.5. Calculul si interpretarea rezultatelor 
1) Calculul rapoartelor de reactivitate ale controalelor şi ale probelor 
Pentru controalele pozitiv (R4) şi negativ (R3) din trusa Monolisa™ HbsAg ULTRA calculaţi: 
 

DO controale cu RB 
Raportul de reactivitate, R = --------------------------------------------------------- 

  [(DO R3 cu RB + DO R3 cu RA)/2] + 0,050 
 

 
  Pentru fiecare probă de testat calculaţi: 
Media DO probă cu RB Raportul de reactivitate, R = -------------------------------------------------- 

 [(DO R3 cu RB + DO R3 cu RA)/2] + 0,050 
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2) Procentul de inhibitie 
Calculati procentele de inhibiţie pornind de la densităţile optice citite pentru controalele pozitiv R4 şi 
negativ R3 tratate cu reactivul de neutralizare RA şi diluantul negativ de control RB. 
 
 (DO controale cu RB) – 
  (DO controale cu RA) 
Procentul de inhibiţie = --------------------------------------- x 100 
  (DO controale cu RB) 
 
Calculati procentele de inhibiţie pornind de la densităţile optice citite pentru probele de  testat tratate cu 
reactivul de neutralizare RA şi diluantul negativ de control RB. 
 

 (media DO probe cu RB) –  
(media DO probe cu RA) 

Procentul de inhibiţie = ----------------------------------------- x 100 
  (media DO probe cu RB) 
 
 
3) Interpretarea rezultatelor 
O probă este confirmată pozitivă pentru AgHBs dacă raportul său de reactivitate este mai mare sau egal cu 
0,8 şi procentul său de inhibiţie este mai mare sau egal cu 50%. 
 
Raportul de reactivitate al probelor Procentul de inhibiţie Interpretare 

≥ 0.8 ≥ 50% Confirmată 

≥ 0.8 < 50% Neconfirmată 

< 0.8 Orice rezultat Nereactivă* 
* Neconfirmată pentru probele diluate 
 
Exemple: 
 
 
Test 

Valoarea DO cu 
RA 

Valoarea DO 
cu RB 

Raport de reactivitate 
probe 

Procent de 
inhibiţie 

 
Interpretare 

Control pozitiv 
(R4) 0,095 2,025 32,66 95% Confirmată 

Control 
negativ (R3) 0,011 0,013 0,21 15% Nereactivă 

Proba 1 0,009 
0,007 

0,027 
0.023 0,40 68% Nereactivă 

Proba 2 2,585 
2,570 

3,906 
3,880 63,00 34% Neconfirmată, de 

diluat 
Proba 2 

Diluţie 1/100 
0,049 
0,045 

2,079 
2,058 33,36 98% Confirmată 

Proba 3 0,132 
0,140 

0,151 
0,161 2,52 13% Neconfirmată, 

de diluat 
Proba 3 Diluţie 

1/100 
0,032 
0,028 

0,036 
0,032 0,55 12% Neconfirmată 

 

7 - LIMITARILE METODEI 
Testul Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory este strict limitat la confirmarea prezenţei antigenului de 
suprafaţă al virusului hepatitei B (AgHBs) în ser sau plasma umane. Probele ce în mod repetat sunt găsite slab 
pozitive (raport < 2) în testul Monolisa™ HBsAg ULTRA şi care, nediluate, sunt determinate ca nereactive în 
testul Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory (raport de reactivitate mai mic de 0,8) trebuie interpretate cu 
prudenţă. Se recomandă retestarea acestor pacienţi printr-o altă metodă sau prelevarea ulterioară a unei noi 
probe. 
Anticorpi heterofili sau HAMA in probe de plasma sau ser pot cauza interferente in test. Acesti anticorpi pot fi 
prezenti in probe de la indivizi expusi in mod regulat la animale sau care au fost tratati cu produse din ser de 
animale. Rezultate inconsistente cu observatiile clinice necesita testari suplimentare. 
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8 - CARACTERISTICI DE PERFORMANTA 
 
8.1. Masuratori de precizie 
Performanţele trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory asociată cu testul Monolisa™ HBsAg 
ULTRA au fost determinate folosind probe provenite de la pacienţi cu hepatita B acută şi cronică sau cu 
infecţii fără nici o legătură cu hepatita B, ca şi probe şi paneluri de seroconversie comerciale. 
Limita de sensibilitate a fost studiată atât cu ajutorul panelului francez HB EFS cât şi cu cel de-al doilea 
etalon internaţional OMS 2004 (referinţă NIBSC 00/588). 
Reproductibilitatea trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory a fost determinate prin analiza a 4 
probe: 1 proba negativa (proba 1), 2 probe pozitive pt. Ag HBs (probele 2 si 3) si o proba intens pozitiva 
Ag HBs (proba 4). 
 
Rezultatele sunt prezentate in urmatoarele tabele: 
 
8.2. Repetabilitate 
Reproductibilitatea internă a fost realizată testând cele 4 probe de 30 de ori în aceeaşi serie de lucru. 
 

 
8.3. Precizia intermediara 
Reproductibilitatea internă inter-serii de lucru a fost  evaluată  prin  testarea  celor  4  probe  în  dublu, 
timp de 20 de zile, în 2 serii independente de lucru pe zi. 
 

 
Rezultatele obţinute în timpul acestor studii de reproductibilitate au confirmat aşteptările. 
 
8.4. Sensibilitatea analitica 
Au fost testate cele 6 probe din panelul HB EFS de sensibilitate Ag HBs cu concentratii intre 0.1 si 0.7 ng/ml 
si al 2-lea standard international, Ag HBs WHO 2004 (NIBSC 00/588) diluat de la 1 UI/ml la 0.08 UI/ml. 
Toate probele pozitive din panelul HB EFS şi toate dilutiile pozitive din WHO NIBSC prin testarea cu kitul 
Monolisa™ HBsAg ULTRA au fost confirmate cu testul Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory. 
Aceste rezultate sunt in concordanta cu sensibilitatea analitica a trusei Monolisa™ HBsAg ULTRA. 
Studiul de sensibilitate a fost realizat pe 337 probe pozitive de supraveghere a bolnavilor infectaţi cu 
hepatită cronică sau acută, din care 23 probe intens pozitive si 47 probe in domeniul cut-off. 
Toate probele pozitive au fost confirmate cu testul Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory. 
S-au mai studiat 15 paneluri de seroconversie HBV comerciale bine documentate (45 de probe): toate 
probele pozitive au fost neutralizate. 
  

n = 30 Proba 1 
(raport 0,37) 

Proba 2 
(raport 1,32) 

Proba 3 
(raport 3,39) 

Proba 4 
(raport 18,39) 

Media procentului de 
inhibiţie 

4 85.37 94.89 98.38 

Deviatia Standard (DS) 12,6 1,59 0,66 0,21 
CV (%) NA 1,86 % 0,69 % 0,22 % 

n = 40 Proba 1 
(raport 0,37) 

Proba 2 
(raport 1,32) 

Proba 3 
(raport 3,39) 

Proba 4 
(raport 18,39) 

Media procentului de 
inhibiţie 

3,74 81,46 92,76 98,08 

Deviaţia standard 15,84 7,07 3,43 0,75 

CV (%) NA 8,68 3,70 0,76 
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8.5. Specificitatea analitica / Reacţii nespecifice 
Un panel intern de 16 probe găsite fals pozitive la testarea cu Monolisa™ HBsAg ULTRA a fost testat 
folosind trusa Monolisa™ AgHBs ULTRA Confirmatory si nici una din aceste probe nu a fost confirmată. 
La testarea, a 102 probe de la pacienţi cu diferite patologii sau statut fără legătură cu hepatita B (gravide, 
factori reumatoizi, anticorpi anti-nucleari, anticorpi anti-şoarece sau alte infecţii virale sau bacteriene) cu 
trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory, toate au fost confirmate negative. 
În plus, 37 de probe pozitive pentru AgHBs concomitent cu alţi markeri pozitivi (factori reumatoizi, 
anticorpi antinucleari, anticorpi anti-şoarece sau alte infecţii virale şi bacteriene) au fost testate şi au fost 
confirmate pozitive cu trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory. 
Alte 23 de probe pozitive pentru Ag HBs din panelul de coinfecţie BBI PCA201 (coinfecţii 
HBV/HIV/HCV/HTLV), au fost confirmate cu trusa Monolisa™ HBsAg ULTRA Confirmatory ca atare sau 
după diluţie.  
 
8.6. Efectul Hook 
O concentraţie mai mare de 10 mg/ml de AgHBs a fost neutralizată după diluarea acelei probe 
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