MONOLISA® HBs Ag ULTRA

1 ptytka — 96 testow 72346
5 ptytek — 480 testow 72348

TEST IMMUNOENZYMATYCZNY DO WYKRYWANIA ANTYGENU
POWIERZCHNIOWEGO WIRUSA ZAPALENIA WATROBY TYPU B W SUROWICY LUB
0SOCzZU

IVD

Wyréb do diagnostyki in vitro

Kontrola jakosci producenta

Wszystkie produkty sq wytwarzane i wprowadzane do obrotu przez Bio-Rad podlegajg naszemu
systemowi jakoSci poczynajgc od momentu otrzymania surowcéw az do chwili wprowadzenia do
obrotu ostatecznego produktu komercyjnego.

Kazda seria odczynnikow jest poddana kontroli jakosci i jest dopuszczona do sprzedazy po spetnieniu
okreS$lonych kryteriow jakosci.

Dane dotyczgce procesu produkcji oraz kontroli jakoSci kazdej serii produkcyjnej sq archiwizowane u
producenta.


sophie
Image importée 


SPIS TRESCI
1- ZASTOSOWANIE TESTU
2 - ZNACZENIE KLINICZNE
3- ZASADA TESTU MONOLISA ®HBs Ag ULTRA
4 - SKLAD ZESTAWU MONOLISA ®HBs Ag ULTRA
5- SRODKI OSTROZNOSCI
6 - HIGIENA | BEZPIECZENSTWO PRACY
7 - INNE NIEZBEDNE MATERIALY
8- PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
9- PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC ODCZYNNIKOW
10 - POBIERANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK
11 - PROCEDURA
12 - DOSTOSOWANIE APARATURY
13 - OBLICZENIA | INTERPRETACJA WYNIKOW
14 - SPEKTROFOTOMETRYCZNA WERYFIKACJA PIPETOWANIA PROBEK | KONIUGATU.
15 - CHARAKTERYSTYKA TESTU
16 - OGRANICZENIA TESTU

17 - LITERATURA



1- ZASTOSOWANIE TESTU

MONOLISA® HBs Ag ULTRA jest jednostopniowym testem immunoenzymatycznym typu ,kanapkowego” do
wykrywania antygenu powierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B (HBs Ag) w ludzkiej surowicy lub
0soczu.

2 - ZNACZENIE KLINICZNE

Wykrycie antygenu powierzchniowego HBs w surowicy $wiadczy o zakazeniu wirusem hepatitis B. Antygen ten
jest pierwszym pojawiajacym sie markerem zakazenia, wykrywanym w surowicy na 2-3 tygodnie przed
wystgpieniem objawdéw klinicznych i biologicznych. Antygen powierzchniowy wirusa moze wystepowaé w
surowicy przez bardzo krotki czas (kilka dni) lub tez bardzo diugo (kilka lat). Utrzymywanie sie w surowicy
antygenu HBs ponad 6 miesiecy wskazuje na przewlekte zapalenie watroby.

Liczna grupa bezobjawowych przewlektych nosicieli wirusa zapalenia watroby typu B jest istotnym zagrozeniem
w transfuzjologii. Badanie w kierunku HBs Ag przy kazdej donacji ma na celu zapobiezenie transmisji wirusa.

3 - ZASADA TESTU MONOLISA® HBs Ag ULTRA

MONOLISA® HBs Ag ULTRA jest jednostopniowym testem immunoenzymatycznym typu ,kanapkowego”
wykorzystujgcym monoklonalne i poliklonalne przeciwciata, wyselekcjonowane ze wzgledu na zdolno$¢
wigzania sie z réznymi podtypami HBs Ag, wyréznianymi obecnie przez WHO oraz z wiekszoscig wariantow
szczepow HBV.

Faza stata w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA zostata optaszczona przeciwciatami monoklonalnymi.

W koniugatach testu MONOLISA® HBs Ag ULTRA zastosowano mysie przeciwciata monoklonalne oraz kozie
przeciwciata poliklonalne przeciwko HBs Ag. Przeciwciata te zostaty zwigzane z peroksydaza.

Wykonanie testu sktada sie z nastepujacych etapow:

1. Naniesienie do studzienek prébek i surowic kontrolnych.

Nanoszenie moze by¢ kontrolowane wzrokowo: jest wyrazna rdznica w zabarwieniu pomiedzy pustg
studzienkg a studzienkg z naniesiong probka. Nanoszenie réwniez mozna kontrolowaé automatycznie przez
odczyt OD ptytki przy dlugosci fali 490/620-700 nm (opcja).

2. Naniesienie koniugatu o czerwonej barwie.
Nanoszenie moze by¢ kontrolowane wzrokowo: Po dodaniu roztworu koniugatu, barwa studzienki zmienia sie
na czerwong. Nanoszenie réwniez mozna rowniez kontrolowaé automatycznie przez odczyt
spektrofotometryczny przy dtugosci fali 490/620-700 nm (opcja). Na tym etapie réwniez mozna potwierdzi¢
naniesienie probki poprzez odczyt automatyczny przy 490/620-700 nm.

3. Po inkubacji w temp. 37°C przez 90 minut nastepuje odptukanie nie zwigzanego koniugatu

4. Dodanie barwnego roztworu substratu.
Nanoszenie moze by¢ kontrolowane wzrokowo wida¢ wyrazng roznice barwy pomiedzy pustg studzienkq i
studzienkg z rézowym roztworem substratu. Nanoszenie rowniez mozna kontrolowa¢ automatycznie przez
pomiar gestosci optycznej przy 490 nm (opcja).

5. Po 30 minutach inkubacji z substratem w ciemnosci, w temperaturze pokojowej (18-30°C), o zwigzaniu
koniugatu $wiadczy zmiana barwy studzienki.

6. Naniesienie roztworu zatrzymujacego reakcje.
Nanoszenie moze by¢ kontrolowane wzrokowo: w studzienkach z prébkami ujemnymi rézowy roztwor
substratu staje sie bezbarwny, natomiast barwa studzienek z prébkami dodatnimi zmienia sie z niebieskiej na
z0Mta.

7. Odczyt gestosci optycznej przy dtugosci fali 450/620-700 nm i interpretacja wynikow.



4 - SKLAD ZESTAWU MONOLISA® HBs Ag ULTRA

Wszystkie odczynniki stuzg wytacznie do diagnostyki in vitro.

OZNACZENIE CHARAKTERYSTYKA ODCZYNNIKA OPAKOWANIE
72346 72348

R1 MIKROPLYTKA:12 paskow po 8 studzienek optaszczonych 1 plytka 5 ptytek
monoklonalnymi przeciwciatami anty-HBs (mysie)

R2 BUFOR PLUCZACY (20x) 1 fiolka 1 fiolka
Bufor Tris NaCl, pH 7.4 70 ml 235 ml
Konserwant: Proclin 300 (0.04%)

R3 KONTROLA UJEMNA: 2 fiolki 2 fiolki
Bufor Tris HCI zawierajgcy BSA 2x2.5ml 2x2.5ml
Konserwant: ProClin™ 300 (0.1%)

R4 KONTROLA DODATNIA (LUDZKA): 1 fiolka 1 fiolka
Bufor Tris HCI zawierajacy BSA z dodang mieszaning, 2.5 ml 2.5ml

oczyszczonych HBs Ag, podtypdéw ad i ay
Konserwant: ProClin™ 300 (0.1%)

R6 ROZCIENCZALNIK KONIUGATU: 1 fiolka 2 fiolki
Bufor Tris HCI, pH 7.4 +zawierajacy BSA, Tween® 20, 8 mi 2x18 ml
immunoglobuliny bydlece i immunoglobuliny mysie oraz barwny
wskaznik naniesienia prébek.

Konserwanty: ProClin™ 300 (0.1%) i ciprofloksacyna

(10 pg/ml)

R7 KONIUGAT: 1 fiolka 2 fiolki
Mysie przeciwciata monoklonalne anty-HBs i kozie przeciwciata i sqf 8 ml sqf 2x 18
poliklonalne anty-HBs znakowane peroksydaza. Liofilizowany. ml

R8 BUFOR DO SUBSTRATU PEROKSYDAZY: 1 fiolka 2 fiolki
Kwas cytrynowy i octan sodu, pH 4.0, zawierajacy 0.015% H2O, i 60 ml 2 x60 ml
4% (DMSO)

R9 ROZOWY SUBSTRAT-CHROMOGEN: 1 fiolka 2 fiolki
Roztwor zawierajacy czterometylobenzydyne (TMB) 5mi 2x5ml

R10 ROZTWOR ZATRZYMUJACY 1 fiolka 3 fiolki
1 N kwas siarkowy 28 ml 3 x28 ml

5 - SRODKI OSTROZNOSCI

Uzyskanie prawidtowego wyniku zalezy od przestrzegania zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjne;j:

Nazwa testu, oraz specjalny numer identyfikacyjny danego testu sg podane na obramowaniu kazdej
mikroptytki. Ten sam numer identyfikacyjny znajduje si¢ tez na kazdym pasku.
Monolisa® HBsAg ULTRA : Specific ID number = 51.

Sprawdz specjalny numer identyfikacyjny przed kazdym uzyciem testu, jezeli numeru identyfikacyjnego
brak lub rézni sie od podanego powyzej, paska nie nalezy uzywac.

Nie uzywac¢ odczynnikéw po uptywie terminu przydatnosci.

Podczas jednego oznaczenia uzywac¢ wytacznie odczynnikdbw o tym samym numerze serii. UWAGA:
Podczas danego oznaczenia mozna uzywac¢ odczynnikéw z innej ale identycznej serii w przypadku:
roztworu ptuczacego (R2, oznaczonego: 20x na zielono), buforu do peroksydazy (R8, oznaczonego:
TMB buf na niebiesko), chromogenu (R9, oznaczonego: TMB 11x na purpurowo) oraz roztworu
zatrzymujgcego reakcje (R10, oznaczonego: 1N na czerwono) Odczynnikéw tych mozna uzywac w
niektérych innych testach Bio-Rad. Ponadto, prawidfowo rekonstytuowany roztwor ptuczacy (R2,
oznaczony: 20x na zielono) moze by¢ uzywany wymiennie z dwoma innymi roztworami ptuczgcymi
obecnymi w zestawach testowych firmy Bio-Rad (R2, oznaczony: 10x na niebiesko lub 10x na
pomararnczowo); pod warunkiem stosowania jednego rodzaju buforu w serii oznaczen. Szczegétowych
informacji udzieli serwis techniczny.

Przed uzyciem przenies¢ odczynniki na 30 minut do temp. pokojowej (18-30°C), rozcienczony bufor do
ptukania R2 stabilizowa¢ w temperaturze pokojowej przez godzine.

Unikac zanieczyszczenia podczas rekonstytucji odczynnikéw.

Nie wykonywac testu w obecnosci reaktywnych par zwigzkéw (zasadowych, kwasow i aldehydow) oraz
kurzu, mogacych wptywac na aktywnos$é enzymatyczng koniugatu.




Uzywa¢ doktadnie umytego szkta wyptukanego w wodzie destylowanej lub najlepiej sprzetu
jednorazowego.

Nie dopuszczaé do wysuszenia mikroptytki pomiedzy etapem piukania a dodawaniem Kkolejnego
odczynnika.

Reakcja enzymatyczna jest bardzo wrazliwa na dziatanie jonéw metali. Unika¢ kontaktu elementow
metalowych z roztworami enzymu i koniugatu.

Roztwor wykrywajacy reakcje (bufor do substratu + substrat-chromogen) powinien mie¢ zabarwienie
rézowe. Zmiana tej barwy wkrétce po rekonstytucji Swiadczy o nie przydatnosci roztworu do uzycia.
Roztwér nalezy przygotowywaé w jednorazowym plastikowym pojemniku przy pomocy jednorazowych
pipet lub tipséw, lub uzywajac szkta ptukanego 1N kwasem solnym, a nastepnie wodg destylowang i
wysuszonego. Roztwér nalezy przechowywaé w ciemnosci.

Do kazdej badanej probki uzywaé nowej koncowki.

Ptukanie studzienek jest istotnym etapem oznaczenia; nalezy przestrzega¢ przewidzianych cykli
ptukania oraz zwraca¢ uwage, czy studzienki sg prawidtowo napetniane i catkowicie oprézniane.
Nieprawidtowe ptukanie moze by¢ przyczyna btednych oznaczen.

Nigdy nie uzywac tego samego pojemnika do nanoszenia koniugatu i roztworu substratu.
Sprawdza¢ prawidtowe nastawienie pipet i kontrolowa¢ prace aparatury.
Nie wprowadza¢ zmian do procedury.

6 - HIGIENA | BEZPIECZENSTWO PRACY

Wszystkie odczynniki zestawu stuzg do ,diagnostyki in vitro”.

Podczas pracy z odczynnikami i prébkami uzywacé rekawiczek jednorazowych, a po pracy umyé¢ rece.
Nie pipetowa¢ ustami.

Dodatnia kontrola R4 zawiera oczyszczony HBs Ag nalezacy do podtypéw ad i ay, pochodzacy z
ludzkiego osocza ujemnego pod wzgledem przeciwciat anty-HCV, anty-HIV 1 i anty-HIV 2,
inaktywowanego termicznie.

Poniewaz nie ma metod absolutnie wykluczajacych obecnos¢ czynnikédw zakaznych, odczynniki
pochodzace z materiatu ludzkiego oraz badane prébki powinny by¢ uwazane za materiat potencjalnie
zakazny i traktowane z nalezytg ostroznoscia.

Sprzet majacy kontakt z badanymi prébkami i odczynnikami pochodzenia ludzkiego, oraz zuzyty bufor
ptuczacy, nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

Unikac rozlania probek i odczynnikow je zawierajgcych.

Zanieczyszczone powierzchnie czysci¢ 10% roztworem podchlorynu sodu. Jesli nastgpito
zanieczyszczenie kwasem, nalezy go najpierw zneutralizowa¢ dwuweglanem sodu, nastepnie przemy¢
wybielaczem i osuszy¢ bibutg. Materiat uzywany do czyszczenia wyrzuci¢ do pojemnika na skazone
odpady.

Prébki, odczynniki pochodzenia ludzkiego i materiaty zanieczyszczone biologicznie dekontaminowac
przed wyrzuceniem:

- przez moczenie w 5% podchlorynie sodu (1 objetos¢ podchlorynu na 10 objetosci
zanieczyszczonego ptynu lub wody) przez 30 minut,

- lub przez autoklawowanie w temp. 121°C przez minimum 2 godziny.
UWAGA: Nie autoklawowac roztworéow zawierajgcych podchloryn sodu.

Nie zapominaé o neutralizacji i/lub autoklawowaniu roztworéw, zuzytego buforu ptuczacego i innych
ptyndw zawierajacych materiat biologiczny przed wylaniem ich do zlewu.

Podczas pracy z odczynnikami chemicznymi nalezy przestrzegac zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjne;.
Unika¢ kontaktu substratu, chromogenu i kwasu ze skorg i sluzoéwkami (niebezpieczenstwo zatrucia,
podraznienia lub oparzenia).

Niektore odczynniki zawierajg: ProClin™ 300 (0.04%, 0.1% i/lub 0.5%)

Xi - PRODUKT DRAZNIACY

R43: Moze wywotaé uczulenie w kontakcie ze skora.

S28-37: W razie kontaktu ze skorg, szybko przemy¢ duzg iloscig wody z mydtem. Naktadac
odpowiednie rekawice

Karta charakterystyki substancji (MSDS) jest dostepna na zyczenie
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7 - INNE NIEZBEDNE MATERIALY NIE ZAWARTE W ZESTAWIE

¢ Woda destylowana lub dejonizowana.
e Podchloryn sodu (wybielacz) i dwuweglan sodu.

e Pipety automatyczne lub poétautomatyczne, regulowane lub o statej pojemnosci, lub multipipety,
pobierajgce 50 ul, 100 pl, 1000 wli 10 ml.

e  Cylindry miarowe na 100 ml, 1000 ml.

e Pojemnik na materiat zakazny i zanieczyszczone odpady.

e tazZnia wodna lub inkubator mikroptytek* nastawiony na 37° + 1°C .

e System ptukania mikroptytek: manualny, pétautomatyczny lub automatyczny *.
e Czytnik mikroptytek* z filtrami 450,490 nm i 620-700 nm.

e Bibuta.

* Informacji w sprawie wyposazenia w sprzet udzieli serwis techniczny Bio-Rad.

8 - PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
Uwaga: przed uzyciem odczynniki powinny osiagnaé temperature pokojowa (18-30°C).

1) Odczynniki gotowe do uzycia:

Odczynnik 1 (R1): Mikroptytka

Kazda ramka zawierajgca 12 paskow jest zapakowana w zapieczetowany woreczek foliowy.

Woreczek nalezy rozcigé przy pomocy nozyczek lub skalpela na wysokosci 0,5 do 1 cm powyzej zgrzewu. Otworzyé

woreczek i wyjgé ramke. Niewykorzystane paski umiesci¢é ponownie w woreczku. Ostroznie zamkna¢ woreczek i
ponownie umiesci¢ go w miejscu przechowywania w temperaturze +2-8°C.

Odczynnik 3 (R3): Kontrola ujemna
Odczynnik 4 (R4): Kontrola dodatnia
Odczynnik 10 (R10): Roztwér zatrzymujacy reakcje

2) Odczynniki do rekonstytuciji:
Skoncentrowany bufor ptuczacy (20x): Odczynnik 2 (R2):

Aby otrzymac bufor gotowy do uzycia, nalezy stezony bufor rozcienczy¢ woda destylowang 1:20. 800 ml
rozcienczonego roztworu ptuczgcego wystarcza na ptukanie 1 ptytki = 12 paskow.

Roboczy roztwér koniugatu: (R6 + R7).

Delikatnie ostukac fiolke z liofilizowanym koniugatem (R7) o stot, tak by cato$¢ proszku z wnetrza nakretki
opadta na dno. Otworzy¢ fiolke z rozcienczalnikiem koniugatu (R6) i catg zawarto$¢ przela¢ do fiolki z
liofilizowanym koniugatem (R7). Zamkna¢ fiolke korkiem i pozostawi¢ na 10 minut, mieszajac przez odwracanie
do catkowitego rozpuszczenia.

Substrat wywotujacy reakcje barwna: Odczynnik 8 (R8) + odczynnik 9 (R9)

Nalezy rozcienczy¢ stezony roztwér chromogenu (R9) w stosunku 1:11 w buforze do substratu (R8), (np. 1 ml

odczynnika R9 + 10 ml odczynnika R8). Przygotowany roztwoér jest stabilny przez 6 godzin, przechowywany w
ciemnosci.

9 - PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC ODCZYNNIKOW

Zestaw przechowywa¢ w temperaturze +2-8°C. Kazdy z odczynnikéw, przechowywany w tej temperaturze,
moze by¢ wykorzystywany do daty waznosci podanej na opakowaniu (z wyjgtkiem specjalnych zalecen).

R1 : Po otwarciu woreczka zapakowanego prdozniowo, paski z mikrostudzienkami przechowywane w temperaturze
+2-8°C w dokfadnie zamknietym woreczku moga byé wykorzystywane przez okres 1 miesigca.

R2: Rozcienczony bufor ptuczacy moze by¢ przechowywany w temperaturze +2-30°C przez dwa tygodnie.
Stezony bufor ptuczacy (R2) moze by¢ przechowywany w temperaturze +2-30°C.

R6 + R7: Po rekonstytucji odczynnik moze by¢ wykorzystywany przez miesigc o ile jest przechowywany w
temperaturze +2—8°C lub przez 8 godzin przechowywany w temperaturze pokojowej (+18-30°C).

R8 + R9: Po rekonstytucji, odczynnik przechowywany w ciemnosci, w temperaturze pokojowej (+18-30°C)
moze by¢ uzywany przez 6 godzin.

10 — POBIERANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

Probki krwi nalezy pobiera¢ zgodnie z rutynowg procedura. Oznaczenie powinno by¢ wykonywane z nie
rozcienczonej surowicy lub osocza, pobranego na antykoagulant (EDTA, heparyne, cytrynian, antykoagulanty
oparte na ACD).

Jak najszybciej oddzieli¢ surowice lub osocze od czerwonych krwinek lub skrzepu, aby zapobiec hemolizie.
Silna hemoliza wptywa na jako$¢ uzyskanego wyniku. Probki z widocznymi czastkami organicznymi nalezy
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odwirowac¢ przed oznaczeniem. Czastki lub agregaty fibryny w probce moga by¢ przyczyng fatszywie dodatnich
wynikow.

Jesli test bedzie wykonany w ciggu 7 dni, probki mozna przechowa¢ w temperaturze +2-8°C. Jesli test bedzie
wykonany pézniej, mozna je zamrozi¢ w temp. -20°C na kilka miesiecy.

Unika¢ czestego rozmrazania i ponownego zamrazania probek. Probki mozna zamrozi¢ i rozmrozi¢ najwyzej 3
razy. Do transportu prébki nalezy zapakowa¢ zgodnie z przepisami okreslajagcymi zasady przewozenia
materiatdw zakaznych.

NIE UZYWAC PROBEK ZANIECZYSZCZONYCH, HIPERLIPEMICZNYCH ANI SILNIE ZHEMOLIZOWANYCH
Uwaga: Na oznaczenie nie wywiera wptywu obecno$¢ w surowicy do 90 g/l albuminy, 100 mg/l bilirubiny,
poziom lipemii odpowiadajacy 36 g/l trojgliceryddw, ani hemoliza wynoszaca do 1 g/l hemoglobiny.

11

- PROCEDURA

Test nalezy wykona¢ scisle wg opisanej procedury.

W celu walidacji wynikéw, w kazdej serii oznaczen nalezy oznaczy¢ kontrole: ujemng (R3) i kontrole dodatnig
(R4).

Postepowa¢ zgodnie z Dobrg Praktyka Laboratoryjna:

1

. Ustali¢ rozktad uzywanych studzienek.
2. Przygotowac rozciehczony roztwor ptuczacy (patrz rozdziat 8).

3.

4. Wyja¢ z torebki ramke i potrzebng liczbe paskéw (R1), pozostate zamknaé ponownie w oryginalnym

Przygotowac roboczy roztwor koniugatu (R6+R7) (patrz rozdziat 8).

opakowaniu.

. Nanies¢ do studzienek w nastepujacej kolejnosci (proponowany plan dystrybuciji):

e  Studzienki A1, B1, C1iD1: 100 wl kontroli ujemnej (R3)

e Studzienka E1: 100 pl kontroli dodatniej (R4)

e Studzienka F1: 100 pl pierwszej badanej probki , jezeli ta studzienka nie zostata uzyta do kontrola
naniesienia probki i koniugatu (opcja)

e  Studzienki G1, H1, etc..: 100 pl kolejnych badanych prébek.

W zaleznosci od uzywanego systemu, mozna modyfikowaé potozenie kontroli lub porzadek nanoszenia.

N.B.: Etap dodawania probek moze by¢ kontrolowany wizualnie: jest wyrazna roznica w zabarwieniu
studzienki pustej i napetnionej probka. (Na temat weryfikacji automatycznej patrz rozdziat 14).

. Szybko nanies¢ do wszystkich studzienek po 50 ul roztworu koniugatu (R6+R7), wstrzasnietego przed

uzyciem; wymieszac.

N.B.: Na tym etapie moze by¢ kontrolowane wizualnie zaréwno naniesienie probki jak i naniesienie
koniugatu: roztwoér koniugatu (R6+R7) ma barwe czerwong, moze by¢ kontrolowany wzrokowo na tym etapie
(na temat weryfikacji automatycznej patrz rozdziat 14).

. O ile to mozliwe, zakry¢ mikroptytke nowa folia adhezyjng i inkubowa¢ 1 godzing i 30 £ 5 minut w

temperaturze 37 °C + 1°C.

. Zdjac¢ folie, zaaspirowac zawartos$¢ studzienek i wykona¢ minimum 5 cykli ptukania. Pozostata objeto$¢ ptynu

musi by¢ mniejsza niz 10 pl ( w razie koniecznosci osuszy¢ odwrécong mikroptytke na bibule).

Szybko nanie$¢ do wszystkich studzienek po 100 pl roztworu substratu (R8+R9), przygotowanego
bezposrednio przed uzyciem. Pozostawi¢ reakcje w ciemnoéci na 30 £ 5 minut w temperaturze pokojowej
(18-30°C). Nie zakrywac¢ folig adhezyjna.

N.B.: Dodanie substratu, ktory ma barwe rézowa, moze by¢ kontrolowane wizualnie na tym etapie: jest
wyrazna roznica w zabarwieniu pomiedzy pustg studzienkg a studzienkg zawierajgca rézowy roztwor

substratu. (na temat weryfikacji automatycznej patrz rozdziat 14: SPEKTROFOTOMETRYCZNA
WERYFIKACJA PIPETOWANIA PROBKI | ODCZYNNIKA).

10. Doda¢ po 100 pl roztworu zatrzymujacego (R10) w kolejnosci identycznej jak przy nanoszeniu substratu.

Wymieszad.

N.B.: Dodanie roztworu zatrzymujgcego, ktory jest bezbarwny, moze by¢ kontrolowane wizualnie na tym
etapie. Po dodaniu tego roztworu znika rézowa barwa substratu w studzienkach prébek ujemnych,
natomiast studzienki z probkami dodatnimi zmieniajg barwe z niebieskiej na Zotta.

11. Wytrze¢ spod mikroptytki i po uptywie co najmniej 4 minut od zatrzymania reakcji, w ciggu 30 minut od

zatrzymania reakcji, zmierzy¢ gestos¢ optyczng przy dtugosci fali 450 / 620-700 nm w czytniku mikroptytek.

12. Przed opisem wynikow sprawdzi¢ zgodno$¢ kolejnosdci odczytu z ustalonym na poczatku rozkiadem

studzienek.

12 - DOSTOSOWANIE APARATURY

. PLUKANIE: nalezy doktadnie przestrzega¢ procedury piukania w celu uzyskania optymalnych

wiasciwosci testu. W przypadku niektérych ptuczek niezbedna jest optymalizacja procedury ptukania



(zwiekszenie liczby cykli ptukania i/lub objetosci buforu ptuczacego w cyklu), aby uzyskac¢ akceptowany poziom
OD tta dla prébek ujemnych.

Skontaktuj sie z serwisem Bio-Rad w celu uzyskania informacji o adaptacjach i procedurach specjalnych.

13 - OBLICZENIE | INTERPRETACJA WYNIKOW

1) Obliczenie sredniej gestosci optycznej dla kontroli ujemnej: OD R3

Przyktad:
Kontrola ujemna R3 oD
1 0.030
2 0.031
3 0.032
4 0.027

Catkowite OD R3 =0.120
Catkowite OD R3 /4 = 0.030 = $rednia OD R3

2) Obliczenie wartosci granicznej cut-off
Dla kazdej metody wartos¢ cut-off wynosi:  OD R3 + 0.050

Przyktad: OD R3 =0.030
Warto$¢ cut-off = 0.030 + 0.050 = 0.080
3) Walidacja testu

Wszystkie wartosci gestosci optycznej dla kontroli ujemnej powinny byé mniejsze lub rowne 0.080.

Wartos¢ gestosci optycznej dla kontroli dodatniej (OD R4) powinna by¢ wyzsza lub réwna 1.000.

Jesli jedna z kontroli uiemnych nie miesci sie¢ w wyznaczonej normie lub jest wieksza o0 40% od Sredniej, nalezy
wykluczy¢ jg z obliczen i policzyé Srednig na podstawie trzech kontroli (Srednie OD R3). W ten sposdb mozna
wykluczy¢ tylko jedng kontrole.

Jezeli wartos¢ tta kontroli R3 jest bardzo niska (Srednia warto$¢ dla kontroli ujemnej ponizej 0.010 OD), nie
nalezy stosowaé podanych kryteriéw wykluczenia dla kontroli R3.

Test musi zosta¢ powtdrzony, jesli wszystkie kontrole nie mieszczg sie w wyznaczonej normie.

4) Obliczenie wspoétczynnika probki
Dla kazdej probki nalezy obliczy¢ wspotczynnik:

OD probki
Wspétczynnik = ------m-mmmemeee

5) Interpretacja wynikow

Prébki o wspotczynniku nizszym od 1 sg uznawane za ujemne w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA.

Wyniki mieszczace sie tuz pod wartoscig cut-off (wspoétczynnik prébki miedzy 0.9 i 1) powinny by¢
interpretowane ostroznie. Zaleca sie powtdrne oznaczenie takich probek w duplikacie jezeli uzywany system i
stosowane procedury na to pozwalaja.

Prébki o wspotczynniku réwnym lub wyzszym od 1 sg uznawane za poczatkowo dodatnie w tescie MONOLISA®
HBs Ag ULTRA. Muszg one zosta¢ ponownie oznaczone w duplikacie przed ostatecznym wydaniem wyniku.
Jezeli w powtérnym oznaczeniu probki wspoétczynniki obu dupllkatow sg nizsze od 1, poprzedni wynik jest nie
powtarzalny, a probka jest uznawana za ujemng w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA.

Jesli po powtdrzeniu oznaczenia dla wstepnie reaktywnych lub watpliwych probek (0.9 < indeks < 1),
wspotczynnik przynajmniej jednego z duplikatow jest rowny Iub wyzszy od 1, poprzedni wynik jest powtarzalny,
a probka jest uznawana za dodatnig w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA, uwzgledniajgc ograniczenia
metody, opisane ponizej.

Probki, kidére sg po powtdérnym oznaczeniu w duplikacie ujemne, ale jedna wartos¢ jest bliska cut-off
(wspétczynnik probki miedzy 0.9 i 1) nalezy interpretowac ostroznie. Powinny one zosta¢ powtdrnie przebadane
inng metoda lub powinna by¢ pobrana kolejna probka od pacjenta.

W przypadku uzyskania bardzo niskich wartosci gestosci optycznej dla badanych probek (ujemne OD) i jezeli
potwierdzono dodanie probek oraz odczynnikéw, wynik moze by¢ interpretowany Jako ujemny.

Aby potwierdzi¢ swoistos¢ reakcji, kazdg probke dodatnig w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA nalezy
oznaczy¢ metoda neutralizacji antygenu HBs.

Przyczyny wynikéw niepowtarzalnych:
e Niedostateczne ptukanie mikroptytki,
e  Zanieczyszczenie probki ujemnej probka dodatnig o wysokim poziomie HBs Ag,



e Zanieczyszczenie roztworu substratu zwigzkami utleniajgcymi (podchloryn, jony metali, etc.),
e Zanieczyszczenie roztworu zatrzymujgcego reakcje.

14 - SPEKTROFOTOMETRYCZNA WERYFIKACJA PIPETOWANIA PROBKI |
KONIUGATU

- Weryfikacja pipetowania prébki i koniugatu:

1) Weryfikacja pipetowania prébeki.
Mozna zweryfikowa¢ obecno$¢ probki w studzience przed naniesieniem koniugatu przez pomiar
automatyczny przy dlugosci fali 490/620-700 nm: gestosé optyczna studzienki z probka musi zawiera¢ sie

miedzy 0.050 a 0.900.
Jest wyrazna rdznica w zabarwieniu pustej i zawierajacej jasno z6tta probke studzienki.

2) Weryfikacja pipetowania koniugatu.
Po zweryfikowaniu naniesienia prébek przez odczyt automatyczny, jak opisano powyzej, mozna skontrolowac
naniesienie koniugatu przez pomiar automatyczny przy dtugosci fali 490/620-700 nm: studzienka zawierajgca
prébke i koniugat ma gestos$¢ optyczng powyzej 1.100.
Studzienki z samymi probkami sg jasno zétte i stajg sie czerwone po dodaniu koniugatu.

3) Jednoczesna weryfikacja pipetowania probki i koniugatu (jedynie spektrofotometryczna).

Jezeli naniesienie prébki nie zostalo zweryfikowane poprzez odczyt automatyczny, jak opisano powyze;j,
mozna jednoczesnie zweryfikowa¢ naniesienie prébki i koniugatu przez pomiar automatyczny przy dtugosci
fali 490/620-700 nm o ile uwzgledniono obecnos¢ studzienki kontrolnej z samym koniugatem. Roznica
wartosci gestosci optycznej powinna by¢ wyzsza od 0.35 przy dtugosci fali 490/620-700 nm.
[OD (prébka + koniugat) — OD samego koniugatu] > 0.35

- Weryfikacja pipetowania roztworu substratu:

Mozna zweryfikowac¢ obecnos¢ w studzienkach rézowego roztworu substratu przez odczyt automatyczny przy
diugosci fali 490 nm: studzienki z roztworem substratu muszg mie¢ gestos¢ optyczng wyzszg od 0.100 (nizsze
OD wskazuje na niedostateczne dodanie roztworu substratu).

15 - CHARAKTERYSTYKA TESTU

Wiasciwosci testu MONOLISA® HBs Ag ULTRA okreslono testujgc probki pochodzace od losowo wybranych
dawcéw krwi, od pacjentéw z ostrym lub przewlektym zapaleniem watroby typu B oraz z innymi chorobami nie
zwigzanymi z hepatitis B, a takze probki z komercyjnych paneli prébek i paneli serokonwersyjnych.

Czutos$¢ graniczna testu zostata oznaczona przy zastosowaniu paneli SFTS i standardow WHO.

Swoistosé

Swoistos¢ testu MONOLISA® HBs Ag ULTRA dla 9894 prébek od losowo wybranych dawcéw krwi, oceniana w
trzech osrodkach, wynosita 99.94% (9887/9893). Jedna prdébka, dodatnia po powtdrzeniu, zostata potwierdzona
jako dodatnia pod wzgledem antygenu HBs.

Swoistos¢ testu oceniano w laboratorium klinicznym (Centrum Hepatologii).

Z 200 badanych prébek klinicznych, 2 probki byty dodatnie po powtdrzeniu (jedna byta watpliwa w pierwszym
oznaczeniu (wspofczynnik= 0.97), dodatnia przy 1.87 po powtorzeniu, pozostate prébki o wspotczynniku 2.29 i
1.99.

W tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA oznaczono prébki od 289 pacjentéw z innymi patologiami i stanami nie
zwigzanymi z hepatitis B (kobiety ciezarne, czynnik reumatoidalny, przeciwciata przeciw-jadrowe, przeciwciata
IgG przeciwko antygenom mysim i inne zakazenia wirusowe oraz bakteryjne). 11 prébek, ktére byly dodatnie po
powtdrzeniu, 0znaczono przy pomocy innego komercyjnego testu EIA oraz metodg neutralizacji. 10 z 11 prébek
dodatnich po powtérzeniu w tedcie MONOLISA® HBs Ag ULTRA byto dodatnich takze w innym tedcie
komercyjnym do wykrywania HBs Ag. Jedna prébka o wyniku nie interpretacyjnym w tescie neutralizacji zostata
usunieta z koricowych obliczen; 2 prébki nie zostaty zneutralizowane; jedna z nich byta dodatnia pod wzgledem
IgG anty-HSV, druga pochodzita od pacjenta ze szpiczakiem. Uwzgledniajgc prébki dodatnie rowniez w innym,
dostepnym tescie EIA ostatecznie oceniono swoistos¢ testu na 99.28% (276/278). 9 mnych prébek dodatnich
pod wzgledem IgG anty-HSV oraz szpiczakowych byto ujemnych w tescie MONOLISA® HBs Ag ULTRA.

Czutos¢ analityczna

Granica czutosci testu zostata ustalona na 0.060 ng/ml przy zastosowaniu panelu antygenéw HBs SFTS 2001,
oraz na 0.050 IU/ml przy zastosowaniu standardu WHO.

Nastepujace zawarte w panelu SFTS 2001 podtypy antygenu HBs: adw2, adw4 adr, ayw1, ayw2, ayw3, ayw4,
ayws i ayr, daty reakcje dodatnig z wspétczynnikiem do 5 w tedcie MONOLISA® HBs Ag ULTRA.

Czutosé

Czuto$¢ testu MONOLISA® HBs Ag ULTRA dla 428 probek dodatnich, pochodzacych od pacjentow z ostrym lub
przewlektym zapaleniem watroby typu B, wynosita 100%.

W panelu zawierajacym 15 rekombinowanych biatek, odpowiadajacych najczestszym mutacjom w sekwencjach
aminokwasowych antygenu HBs, wszystkie prébki zostaty wykryte.

Oznaczono 60 dobrze udokumentowanych komercyjnych paneli HBV (293 prébki) i poréwnano z innym,
dostepnym na rynku testem EIA.



W tescie Bio-Rad HBs Ag ULTRA uzyskano wyniki odpowiadajace wynikom testu MONOLISA® HBs Ag PLUS
w przypadku 29 paneli.

Test Bio-Rad HBs Ag Ultra wykazat wyzszg czutosé, wykrywajgc wczesniej jako dodatnig jedng probke z 28
paneli, 2 probki z dwéch paneli i 5 prébek z jednego panelu.

Powtarzalnos¢

Powtarzalnosé testu MONOLISA® Hbs Ag ULTRA zostata oceniona podczas analizy 4 probek: 1 ujemnej, 2
dodatnich pod wzgledem HBs Ag (prébki 2 i 3) i 1 silnie dodatniej pod wzgledem
HBs Ag.

Powtarzalno$¢ wewnatrz-testowg oceniono, badajac 4 prébki 30 razy w tym samym oznaczeniu. Powtarzalnosé
miedzy-testowg oceniono, oznaczajgc 4 prébki 2 razy przez 20 dni na 2 mikroptytkach w 2 niezaleznych
oznaczeniach dziennie. Wyniki przedstawiajq tabele:

Tabela 1: Powtarzalnosé wewnatrz-testowa

n =30 Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
Srednia OD/Cut-off 0.38 3.17 8.92 14.63
Odchylenie standardowe (SD) 0.04 0.12 0.34 0.91
Wspétczynnik zmiennosci (CV) (%) 10.59 % 3.83 % 3.77 % 6.19 %
OD/Cut-off

Tabela 2: Powtarzalnos¢ miedzy-testowa

n =40 Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
Srednia OD/Cut-off 0.48 3.06 8.02 13.85
Odchylenie standardowe (SD) 0.087 0.251 0.751 1.471
Wspdtczynnik zmiennosci (CV) 18.1 % 8.2 % 9.36 % 10.63 %

(%) OD/Cut-off

16 - OGRANICZENIA TESTU

e Ujemny wynik oznacza, ze badana probka nie zawiera antygenu HBs, wykrywalnego w tescie
MONOLISA® HBs Ag ULTRA. Poniewaz bardzo niski poziom HBs Ag moze zostac¢ nie wykryty, wynik
ujemny nie przesgdza o mozliwosci ekspozycji na zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B.

e Ponadto, kilku autoréw donosi w publikacjach o przypadkach wirusowego zapalenia watroby typu B
(ostrego lub przewlekiego) z wykrywalnym DNA wirusa przy nieobecnosci antygenu powierzchniowego
(HbsAg ujemni pacjenci). Te nietypowe profile, rzadko spotykane, sg wynikiem mozliwych mutacji
genetycznych, w S lub na poziomie genu pre-S (uniemozliwia to rozpoznanie antygenu przez niektére
odczynniki immunologiczne), lub zazwyczaj na poziomie genéw X lub pol, indukujac staba replikacje
wirusa. Wykrywanie dodatkowych markeréw (swoistego przeciwciata anty-HbsAg lub, o ile to mozliwe,
amplifikowanego DNA wirusa) jest zalecane w celu postawienia ostatecznego rozpoznania w tych
szczegolnych przypadkach.

e  Aby zweryfikowa¢ swoistos¢ reakcji, kazdy wynik dodatni (dodatni zgodnie z kryteriami interpretacyjnymi
testu MONOLISA® HBs A<§ ULTRA) nalezy potwierdzi¢ metoda neutralizacji antygenu HBs (np. test
potwierdzenia MONOLISA™ HBs Ag Confirmation, nr katalogowy 72208)

e Metoda kolorymetryczng nie mozna oznaczy¢ objetosci prébki, koniugatu i substratu, lecz jedynie
potwierdzi¢ ich obecnos$¢ w studzience. Poziom biedu tej metody jest Scisle zwigzany z doktadnoscig
uzywanego systemu (kumulatywny wspoétczynnik zmiennosci nanoszenia i odczytu wynoszacy ponad
10% znacznie obniza jakos¢ weryfikaciji).

e W przypadku niedostatecznego odptukania po inkubacji z koniugatem, automatyczna weryfikacja
pipetowania roztworu substratu (poprzez odczyt OD przy 490 nm) moze wykazac nieprawidtowe OD
powyzej 0.100 mimo braku roztworu substratu. Nie zaobserwowano tego zjawiska podczas oznaczenia
939 probek.

10
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(GR) - Kwdwkas maptidas (GR) - Hpepopmuia Anéns YYYY/MM/DD
(PL) - Numer serii (PL) - Data waznosci YYYY/MM/DD

(LT) - Serijos numeris (LT) - Galioja iki YYYY/MM/DD

(HU) - Gyartasi szam (HU) - Szavatossagi idé EEEE/HH/NN

(EE) - Partii kood (EE) - Aegumistahtaeg AAAA/KK/PP

(SK) - Cislo sarze (SK) - Pouzitelné do RRRR/MM/DD

(C2) - Cislo sarze (C2) - Datum exspirace RRRR/MM/DD
(NO) - Partikode (NO) - Utlepsdato AAAA/MM/DD

(RO) - Numar de lot (RO) - Data expirarii AAAA/LL/ZZ
\ (BG) - lMNapTuaeH Homep (BG) - Cpok Ha rogHOCT roauHa/mecen/neH /




(GB)
(FR)
(ES)
(M

(DE)
(PT)
(SE)
(DK)
(GR)
(PL)
(L)

(HU)
(EE)
(SK)
(CZ)
(NO)
(RO)
(8G)

- Storage temperature limitation

- Limites de températures de stockage

- Temperatura limite

- Limiti di temperatura di conservazione

- Lagertemperatur

- Limites de temperatura de armazenamento
- Temperaturbegrénsning

- Temperaturbegraensning

- ITepropiopos Beppokpaaias amodnkevans
- Temperatura przechowywania

- Saugojimo temperattiriniai apribojimai

- Térolasi hémérsékleti hatarok

- Piirangud séilitustemperatuurile

- Skladovacia teplota od do

- Teplotni rozmezi od do

- Oppbevaringstemperatur

- Limitele de temperatura la stocare

- TemnepaTypHU rPaHULIM HA CbXPaHeHne

BA

(GB)
(FR)
(ES)
(m

(DE)
(PT)
(SE)
(DK)
(GR)
(PL)
(L)

(HU)
(EE)
(SK)
(CZ)
(NO)
(RO)
(BG)

- Consult Instruction for use

- Consulter le mode d'emploi

- Consulte las instrucciones de uso

- Consultare le istruzioni per uso

- Siehe Gebrauchsanweisung

- Consulte o folheto informativo

- Se bruksanvisningen

- Se instruktion for brug

- SvpBovkevherte Tis 0dMYLES XPMOMS
- Sprawdz instrukcje

\

- leskokite informacijos vartojimo instrukcijoje

- Olvassa el a hasznalati utasitast

- Kasutamisel vaata instruktsiooni

- Katalégové cislo

- Viz ndvod k pouziti

- Se bruksanvisninger

- Consultati prospectul de utilizare
- Bux MHCTpyKLUMATa 3a ynoTpeba

/




Bio-Rad
3, bd Raymond Poincaré 0459
92430 Marnes-la-Coquette - France

Tél.: +33 1 47 95 60 00 01/2009
Fax.: +33 147 41 91 33 Code: 883567
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