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Tylko do diagnostyki in vitro

Zalecane zastosowanie

Zestaw ImmunoComb® Ii HBsAg jest szybkim testem przeznaczonym
do jakosciowego wykrywania antygenu powierzchniowego wirusa
z6ttaczki zakaznej typu B (HBsAg) w ludzkiej surowicy lub osoczu.

Z jednego zestawu mozna wykona¢ 36 oznaczen.

Wprowadzenie
Wirus z6ttaczki typu B (HBV) nalezy do nowej rodziny DNA wiruséw
zwanych Hepadnaviridae. Cechuje go wyrazny hepatotropizm

i unikalny sposéb replikacji poprzez mechanizm odwréconej
transkrypcji. Kompletny wirion (czasteczka Dane’a) sktada sie
z kolistej molekuty DNA chronionej przez btone ostaniajaca jadro /
antygen korowy (HBCAQ), i otoczonej otoczka lipoproteinowa,
zawierajgca antygen powierzchniowy (HBsAQ). HBsAg jest rowniez
wykrywany we krwi jako niekompletna, niezakazna sferyczna
czasteczka lub witokno. W fazie replikacyjnej wirusa wykrywa sie
réwniez we krwi drugorzedny sktadnik otoczki jadra HBV - antygen
(HBeAg).

Wirus zétaczki typu B jest rozpowszechnionym wirusem

o Swiatowym zasiegu. Wirus przenosi sie gtéwnie droga
bezposrednig poprzez kontakt seksualny lub zakazenie
pozajelitowe, a takze posrednig poprzez zakazenie prenatalne
matka — dziecko.

Kliniczne skutki zakazenia HBV siegja od catkowicie bezobjawowych
(70% przypadkéw) do ostrej z6taczki watrobowej. Wiekszos$é pacjentéw
catkowicie wraca do zdrowia w ciggu 6 miesiecy po rozpoczeciu choroby.
U mniej niz 1,5% zakazonych moze rozwing¢ si¢ nadostre zapalenie
watroby, ktére czesto konczy sie zejsciem $miertelnym.

U znacznej czesci (powyzej 10%) dorostych pacjentéw, HBV moze
rozwing¢ sie w chroniczng zéttaczke i ostatecznie doprowadzié do
marskosci i raka watroby. Liczba trwale zarazonych Z6itaczka typu B (200
millionéw na catym $wiecie) tworzy giéwny rezerwuar wirusa i przyczynia
sie do rozprzestrzeniania choroby.

W typowym przypadku ostrej infekcji HBV, antygen HBsAg, ktéremu
czesto towarzyszy HBeAg, pojawia sie we krwi pomiedzy 2 a 6 tygodniem
przed poczatkowymi objawami lub biochemicznymi zmianami
$wiadczacymi o zdtaczce i osigga pik podczas ostrej fazy choroby.
Trwata obecno$é HBsAg w surowicy dluzej niz 6 miesiecy odzwierciedla
stan nosicielstwa przewlekiego HBV. Badanie antygenu HBsAg umozliwia
identyfikacje pacjentéw zainfekowanych HBV oraz pomaga w diagnozie i
proghozowaniu choroby.
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Zasada dziatania Testu
Test ImmunoComb® II HBsAg jest testem immunologicznym fazy
statej (EIA), opartym na zasadzie ,kanapki”. Podstawowag czescig
jest karta z 12 miejscami reakcyjnymi (“zeby").
Zeby sg uczulone w dwéch miejscach:
Gorne pole — znakowana biotyng albumina surowicy bydlecej
(Kontrola Wewnetrzna)
Dolne pole) — przeciwciata monoklonalne anty - HBsAg

Ptytka rozwijajaca posiada 6 rzedéw (A-F) z 12 dotkami. Kazdy
rzad zawiera roztwor gotowego do uzycia odczynnika do
poszczeg6lnych etapdw oznaczenia. Test jest wykonywany
etapowo, poprzez przenoszenie grzebienia do kolejnych rzedow i
inkubacje na kazdym etapie. Do dotkéw rzedu A plytki rozwijajacej
zawierajacych rozcienczalnik dodaje sie prébke surowicy lub osocza, co
daje poczatek badaniu. Nastepnie w tych dotkach zanurza sie zeby
grzebienia. HBsAg, obecny w probce, bedzie wigzany przez
przeciwciata anty-HBs na dolnym polu zeba (Rysunek 1). Nie zwigzane
sktadniki sg wymywane w rzedzie B. W rzedzie C, HBsAg zwigzany na
zebie, bedzie reagowat ze znakowanymi biotyng przeciwciatami anty -
HBs.
W rzedzie D znakowany biotyng kompleks antygen/przeciwciato na
dolnym polu i znakowana biotynag albumina surowicy bydlecej na
gérnym polu (Kontrola Wewnetrzna), beda reagowaly ze znakowang
fosfatazg alkaliczng (AP) streptawidyng . W dotkach rzedu E sa
wymywane niezwigzane sktadniki. W rzedzie F wbudowana fosfataza
alkaliczna bedzie reagowac z barwnikiem i na powierzchni zebow w
wyniku reakcji na polach reakcyjnych pojawia sie szaro — niebieskie
zabarwienie.
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Rysunek 1. Zasada dziatania testu

Zestaw zawiera kontrole dodatnig (HBsAg) i kontrole ujemna,
ktore powinny by¢ wykonane przy kazdej serii oznaczen. Wynikiem
testu z uzyciem kontroli dodatniej powinny byé dwie widoczne
szaro — niebieskie plamki na zebie grzebienia natomiast z uzyciem
kontroli ujemnej powinna sie pojawi¢ jedynie gérna plamka
kontrolna przy braku zabarwienia dolnego pola lub z nieznacznym
jego zabarwieniem. Gdérna plamka powinna réwniez pojawia¢ sie
na wszystkich pozostatych zebach aby potwierdzi¢ prawidtowosé
dziatania testu i poprawnos$¢ jego wykonania.

Skiad zestawu

Karty (Grzebienie)
Zestaw zawiera 3 plastikowe karty posiadajace 12 zebéw (po jednym na
kazdy test - rysunek 2). Kazdy zab posiada dwa pola reakcyjne:

Gorne pole — znakowana biotyn g albumina surowicy bydl ecej
(Kontrola Wewnetrzna)
Dolne pole — monoklonalne przeciwciata przeciwko HB  sAg.
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Rysunek 2. Karta

Grzebienie pakowane sg w aluminiowe torebki z pochtaniaczem
wilgoci.



Plytka rozwijajaca

Zestaw zawiera 3 plytki rozwijajace pokryte folig. Kazda zawiera

(Rysunek3) wszystkie odczynniki niezbedne do wykonania testu.

Ptytka rozwijajaca sklada sie z 6 rzedow (A—F) po 12 dotkéw kazdy.

Poszczegdlne rzedy zawierajg nastepujace odczynniki:

Rzad A Rozcienczalnik prébek

Rzad B Roztwor ptuczacy

Rzad C Znakowane biotyng kozie przeciwciata przeciwko HBs

Rzad D Zwigzek streptawidyna — fosfataza alkaliczna

Rzad E Roztwér ptuczacy

Rzad F Roztwor chromogennego substratu zawierajacy fosforan
5-bromo- 4-chloro- 3-indolowy (BCIP) i biekit nitrotetrazoliowy
(NBT)

Rysunek 3. Plytka rozwijaj aca

Kontrola dodatnia — 1 fiolka (z czerwonym zamknigciem)
zawierajgca 1.5 ml rozcienczonego, inaktywowanego termicznie
HBsAg-ujemnego ludzkiego osocza, z dodatkiem 50 ng/ml
rekombinowanego HBsAg.

Kontrola ujemna — 1 fiolka (z zielonym zamknieciem)
zawierajgca 1.5 ml rozcienczonego, inaktywowanego termicznie
HBsAg-ujemnego ludzkiego osocza,

Perforator — stuzy do przektuwania folii pokrywajacej dotki ptytki
rozwijajacej.

Bezpieczenstwo i Srodki ostroznosci

* Materiaty na bazie surowicy ludzkiej uzyte do przygotowania
zestawu byty przebadane w kierunku HBsAg, przeciwciat anty —
HIV i przeciwciat wirusa zottaczki typu C i daty wynik ujemny.
Poniewaz zadna metoda nie daje catkowitej pewnosci braku
zakazenia wirusowego, wszystkie roztwory wzorcowe (kontrole)
i caly materiat pochodzenia ludzkiego powinny by¢ traktowane
jak materiat potencjalnie zakazny.

» Stosowac rekawice ochronne i odziez laboratoryjna.
Postepowac¢ wedtug obowigzujacych w laboratorium zasad przy
pracy z ludzkg surowica lub osoczem.

* Nie pipetowac ustami.

» Caly materiat badany, zuzyte zeby, plytki i inny materiat uzyty
przy wykonaniu badan umiesci¢ w pojemniku na odpady
biologiczne.

¢ Nie miesza¢ odczynnikéw z roznych serii.

* Nie uzywac¢ po przekroczeniu terminu waznosci.

Przechowywanie i stabilnosé zestawu

»  Zestaw powinien by¢ transporowany w temp. 2 - 8 °C. Podczas
transporu zestaw mozna przechowywaé w temp.< 30 °C nie
diuzej niz 48 godz. Kontrola wewnetrzna wskazuje czy zestaw
nie zostat uszkodzony podczas transportu.

e Zestaw przechowywa¢ w oryginalnym opakowaniu
w temp. 2-8°C.

* Nie zamraza¢.

» Po otwarciu przechowywaé¢ w temp. 2 - 8 °C.

»  Przy przechowywaniu zestawu po otwarciu w temp. 2 - 8 °C nie
traci on stabilnosci do daty waznosci.

e Po pierwszym uzyciu grzebien i ptytka nie mogg by¢ uzywane
wiecej niz 3 razy.

Przygotowanie materiatu

* Badanie mozna wykona¢ z uzyciem surowicy lub osocza.

. Prébki moga by¢ przechowywane przez 7 dni w temp 2°- 8°C.
W celu dluzszego przechowania prébke nalezy zamrozi¢ w temp.
—20°C

* Prébke po rozmrozeniu odwirowaé. Wykona¢ badanie z uzyciem
supernatantu. Unika¢ ponownego zamrazania i odmrazania.

* Antykoagulanty takie jak heparyna, EDTA i cytrynian sodu nie
maja wptywu na wynik badania.

Procedura oznaczenia

Wymagane wyposa zenie

* Precyzyjna pipeta z mozliwoscig dozowania 75 pl i jednorazowe
koncowki

e Nozyczki
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e Stoper laboratoryjny

Przygotowanie zestawu
Wszystkie sktadniki, karty, odczynniki i prébki doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;.

Przygotowanie plytki rozwijajgcej

1. Inkubowa¢ plytke przez 45 minut w cieplarce w temp.37<C.
Pozostate sktadniki (karty, kontrole i prébki) doprowadzi¢ do
temp. pokojowe;.

2. Blat przykryé materiatem chtonnym ktéry po wykonaniu
oznaczenia nalezy umiesci¢ w pojemniku na odpady
biologiczne.

3. Wymieszac sktadniki przez wstrzasniecie ptytki.

Uwaga: Nie usuwac catej folii z ptytki rozwijajacej, a jedynie

przektuwac przy uzyciu perforatora.

Przygotowanie karty.

Uwaga: Aby zapewni¢ poprawne dzialanie testu nie nalezy dotyka¢

zebow grzebienia.

1. Rozerwac¢ opakowanie wzdtuz naciecia i wyja¢ grzebien.

2. Mozna uzy¢ calej karty i ptytki rozwijajacej lub tylko jej czesé.
Aby uzy¢ tylko czesci karty nalezy:

a. Okresli¢ ile zebéw potrzeba do zbadania prébek i kontroli.
Potrzeba jeden zab na kazde badanie. Kazdy zab
oznaczony jest kodem zestawu (dla HBsAg jest to kod 51),
aby umozliwi¢ identyfikacje oderwanych zebow.

b. Zgia¢ i przetamac grzebien lub przecig¢ nozczkami (patrz
Rysunek 4) aby oderwa¢ odpowiednia ilos¢ zebow (ilosé
prébek + dwie kontrole)

c. Nieuzywang czesc¢ karty odtozy¢ do aluminiowej torebki
(nie usuwacé pochtaniacza wilgoci). Zamkn aé szczelnie
torebk e aby nie dostata sie do niego wilgo¢ np. spig¢
spinaczem. Przechowywa¢ grzebien w oryginalnym
pudetku w temp. 22-8<C.
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Rysunek 4. Przerywanie karty

Wykonanie testu

Uwaga:

* Inkubowa ¢ w temp. 37°C! Przemywanie powinno by¢
wykonane w temp. pokojowej (22%-26<C).

* Opisany ponizej limit detekcji testu wykonanego zgodnie z

ponizsza procedurg wynosi 0.5 ng/ml.

Wiagzanie antygenu (Rzgd A plytki rozwijajgcej)

3. Odmierzy¢ pipeta 75 pl prébki. Przektu¢ perforatorem folie nad
jednym dotkiem w rzedzie A i zapipetowaé prébke na dno
dotka. Wymiesza¢ przez powtdrne zaciggniecie i wypuszczanie
roztworu. Usunaé koncowke pipety.

4. Powtorzyé krok opisany w punkcie 3 dla innych prébek w tym
rowniez dla kontroli: dodatniej i ujemnej. Kazdg probke i
kontrolki dozowaé¢ do nowego dotka rzedu A przy uzyciu nowej
koncowki.

5. a. Umiesci¢ grzebien (drukowan g strong do siebie) w

dotkach rzedu A zawierajacych prébki i kontrole.
Zamiesza €: Kilkakrotnie wyja¢ i wlozy¢ zeby grzebienia w dotki.

b. Pozostawi¢ grzebien w rzedzie A i inkubowa¢ przez 120 minut w
37°C. Wigczy¢ stoper. Pod koniec 120 minut nakiuc folie w
rzedzie B uzywajac perforatora. Nie otwiera¢ wigkszej ilosci
dotkéw niz jest to konieczne.

c. Po uptywie 120 minut, wyja¢ grzebien z rzedu A i usuna¢
nadmiar ptynu przy uzyciu materiatu absorbujgcego. Nie
dotykac przedniej powierzchni zebow.

Pierwsze ptukanie (Rzad B)

6. Wiozy¢ grzebien w dotki rzedu B. Wstrz gsanie: W celu
doktadnego wymycia energicznie wyjmowac i wktada¢ grzebien
w dotki przez co najmniej 10 sekund. W przeciggu 2 minut
powtorzy¢ wstrzasanie kilkakrotnie. W miedzyczasie nacigé
folie nad dotkami rzedu C. Po 2 minutach, wyja¢ grzebien i
usung¢ nadmiar ptynu postepujac wedtug kroku opisanego w
punkcie 5c.



Wigzanie znakowanego biotyng przeciwciata anty-HBs (Rzad C)

7. Wiozy¢ karte w dotki w rzedzie C. Wymiesza ¢ wedtug kroku
opisanego w punkcie 5a. Inkubowac¢ przez 30 minut w 37°C.
Wiaczy¢ stoper. Nacig¢ folie w rzedzie D. Po 30 minutach,
wyjac karte i usun g€ nadmiar ptynu .

Wigzanie kompleksu streptawidyna - fosfataza alkaliczna (Rzad D)

8. Wiozy¢ karte w dotki rzedu D. Zamiesza €. Inkubowa¢ przez 20
minut (wlaczy¢ stoper) w temp. 37°C. Naciag¢ folie w rzedzie E.
Po 20 minutach, wyja¢ karte i usun a¢ nadmiar ptynu .

Drugie ptukanie (Rzad E)

9. Wiozyc¢ karte w dotki w rzedzie E. Wielokrotnie wstrzasa¢ w
czasie 2 minut, wedtug kroku opisanego w punkcie 6.

W miedzyczasie nacigc¢ folie w rzedzie F. Po 2 minutach, wyjaé
karte i usun a¢ nadmiar ptynu .

Reakcja barwna (Rzad F)

10. Wiozy¢ karte w dotki w rzedzie F. Zamiesza €. Inkubowac
doktadnie 10 minut (wtaczy¢ stoper) w temp. 37°C. Po 10
minutach, wyjac karte.

Zatrzymanie reakcji (Rzad E)

11. Ponownie wiozy¢ karte do rzedu E.

Po 1 minucie, wyja¢ grzebien i pozostawi¢ na powietrzu do
wyschnigcia.

Przechowywanie niewykorzystanej czesci

zestawu.

Plytka rozwijajgca

Jezeli nie zuzyto wszystkich dotkéw plytki rozwijajacej, to mozna jg

przechowa¢ do pézniejszych oznaczen:

e Zuzyte dotki zalepi¢ szeroka tasma samoprzylepna tak, aby nic
nie doprowadzito do wylania ich zawartosci nawet przy
odwréceniu plytki do géry dnem.

Inne materiaty z zestawu

*  Wiozy¢ pozostate skiadniki zestawu: zabezpieczong ptytke

rozwijajaca, karty, perforatory, kontrole i instrucje do oryginalnego

opakowania. Przechowywa¢ w temp. 2°-8°C.

Wyniki testu

Walidacja

Aby potwierdzi¢ wtasciwe dziatanie testu i mie¢ pewnos¢ ze wyniki

sg prawidtowe ponizsze trzy warunki muszg by¢ spetione: (patrz

Obrazek 5):

1. Wynikiem kontroli dodatniej muszg by¢ dwie plamki na
zebie grzebienia.

2. Wynikiem kontroli ujemnej musi byé gérna plamka
(Wewnetrzna Kontrola). Dolna plamka nie pojawi sie lub bedzie
bardzo blada.

3. W wyniku kazdej probki badanej musi pojawi¢ sie gérna
plamka. (Kontrola Wewnetrzna).

Jezeli ktory$ z powyzszych warunkOw nie jest spetniony oznacza

to, ze wyniki sa niewiarygodne i nalezy powt6rzy¢ badanie prébek i

kontroli.

@ @

° O e
Dodatnia Ujemna Nieprawidiowy
Kontrola Kontrola Wynik

Rysunek 5. Walidacja testu

Interpretacja wynikéw

Poréwnac intensywnos¢ zabarwienia dolnego pola reakcyjnego (na

zebie) kazdej probki z dolnym polem kontroli ujemnej (Rysunek 6).

* Plamka o intensywniejszym zabarwieniu niz plamka kontroli
ujemnej oznacza wynik dodatni - stezenie HBsAg = 0.5ng/ml.

»  Brak plamki lub plamka o intensywnos$ci mniejszej lub réwnej
intensywnosci plamki kontroli ujemnej oznacza wynik ujemny .

(4] @ ®
O < ©
. . Ujemna N
Ujemny Wynik Kontrola Dodatni Wynik

Rysunek 6. Wyniki testu
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Dokumentacja wynikow.
Karty mozna przechowywac¢ jako dokumentacje wynikow, gdyz
pojawiajace sie na nich zabarwienie jest stabilne

Ograniczenia

Dodatni wynik testu ImmunoComb® Ii HBsAg moze wskazywac¢ na
obecnos¢ antygenu powierzchniowego wirusa zéttaczki typu B.
Jednakze, tak jak w innych testach przeznaczonych do diagnostyki
in vitro, wyniki musza by¢ oceniane w powigzaniu z objawami,
historig kliniczng i wynikami innych badan pacjenta oraz
potwierdzone testem potwierdzajgcym.

Ocena jakosci testu

Czutos¢ i specyficznosé zestawu ImmunoComb® 11 HBsAg zostata
przebadana na panelu prébek surowicy w poréwnaniu do
referencyjnej metody radioimmunologiczne;.

Panel zawierat 196 HBsAg-pozytywnych prébek pacjentéw z ostrg
albo chroniczng infekcjg HBV , i 248 HBsAg-negatywnych probek.
Wyniki sg przedstawione w tabeli 1.

Tabla 1. Wyniki testu

Metoda ImmunoComb® i HBsAg
referencyjna Pozytywne Negatywne
Pozytywne 196 0
Negatywne 3 245

. Czuto$¢ — 100 %

. Specyficzno$é — 99.25 % (oparte na 1748 prébkach od
dawcow krwi)

Dodatkowe badania przeprowadzone na panelu dostarczonym

przez ADM - Francja, wykazaty, ze granica detekcji w prébkach

surowicy wynosi 0.5 ng/ml.

Powtarzalno $¢

Wybrano losowo dziesie¢ kart z réznych partii serii produkcyjnych.
Jedna prébke o stezeniu HBsAg 0.5 ng / ml przebadano 12 razy na
kazdej karcie. We wszystkich przypadkach wynik byt dodatni.
Odtwarzalno $¢

Cztery probki o réznych podtypach HBsAg i 0 r6znym stezeniu
przebadano na grzebieniach z trzech r6znych serii produkcyjnych.
W kazdym przypadku otrzymano wynik dodatni.

Reakcja krzy zowa

Nie ma istotnego wptywu na wynik testu obecnos$¢ w prébkach
antygenu korowego wirusa z6ttaczki typu B oraz przeciwciat
przeciwko temu wirusowi.

Roéwniez nie stwierdzono reakcji krzyzowych w prébkach dodatnich
dla innych choréb takich jak r6zyczka, HIV, z6ttaczka zakazna typu
C, cytomegalowirus i toksoplazmoza.

Interferencje

Brak interferencji ze strony hemolizy (do 10 mg/ml), lipemii
(cholesterol do 281.6 mg/dL; trojglicerydy do 381.0 mg/dL) i
stezenia bilirubiny (do 20 mg/dl).

* Szczegotowe dane dostepne na zyczenie.
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vitro

ez

Temperatura przechowywania

~
I
%<
e

llo$¢ oznaczen

Producent

Autoryzowany przedstawiciel w
Europie

Numer katalogowy

Numer serii

Data waznosci

Numer serii

Importer
Alpha Diagnostics Sp. z o0.0.
ul. Gabriela 2, 01 - 347 Warszawa
Tel. (22) 631 40 13; fax (22) 632 42 11

Magazyn; Produkcja; Kontrola Jakosci; Serwis
ul. Stepinska 22/30, 00 -739 Warszawa
Tel. (22) 631 42 27; fax (22) 631 48 23

e-mail: ad@alphadiag.com.pl
www.alphadiag.com.pl

Instrukcja PL wersja 2 12.03.2008r

60451002/E16/0OR/CE



Skrécona instrukcja

Wstepna inkubacja ptytki Pobieranie prébek i kontrolek.  Dodawanie prébek i
rozwijaj acej: 45 minut w temp. 37C kontroli do rz edu A.

Wyjmowanie grzebienia z

opakowania

Wktadanie grzbienia i mieszanie w Otwieranie rz edu B Ods aczanie nadmiaru
rzedzie A. Inkubacja w temp. 37C ptynu z z ebéw.

Wkitadanie grzebienia i
wstrz gsanie w rz edzie B.

Inkubacja

Po wymieszaniu/wytrz gsaniu i
inkubacjiwrz edachC,DiE ...

Reakcja barwnaw rz edzie F Wynik

Skrécona procedura testu

Ponizsza skrécona instrukcja jest zalecana dla doswiadczonych uzytkownikéw testu
ImmunoComb ® Il HBsAg .
(Szczegdtow g instrukcj @ zamieszczono w punkcie Procedura badania)

1. Inkubowac plytke rozwijajaca w cieplarce w temp. 37°C przez 45 minut.
2. Rozpipetowa¢ po 75 pl prébek i kontroli do dotkéw w rzedzie A plytki rozwijajacej i wymieszac.
3. Wiozy¢ grzebien do rzedu A i kontynuowaé postepujac wedtug Tabeli 1.

Table 1. Streszczona procedura testu

Step Row Proceed as follows

Mieszag¢; inkubowaé 2 godziny w temp 37°C;

Wigzanie antygenu A usung¢ nadmiar ptynu.

Wsztrzanag; inkubowac¢ 2 minuty; usungé

Ptukanie B h
nadmiar ptynu

Whbudowywanie przeciwciata anty- Mieszac¢; inkubowa¢ 30 minut w temp. 37°C;

HBs znakowanego biotyng usuna¢ nadmiar ptynu.

Whbudowywanie kompleksu D Miesza¢; inkubowaé 20 minut w temp. 37°C;

streptawidyna / fosfataza alkaliczna usung¢ nadmiar ptynu .

Piukanie E Wsztr_zanap; inkubowac¢ 2 minuty; usunaé
nadmiar ptynu.

Barwna reakcja F Mieszac¢; inkubowa¢ 10 minut w temp. 37°C.

Przerwanie reakcji E Inkubowaé 1 minute; suszyé na powietrzu.
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Zgiecie i przetamanie
grzebienia




