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1. INTENDED USE
Anti-HAV IgM ELISA is an enzyme immunoassay kit for in vitro qualitative detection of IgM antibody to
hepatitis A virus (Anti-HAV IgM) in human serum or plasma (heparin, EDTA or citrate).

2. SUMMARY AND TEST EXPLANATION
The hepatitis A virus (HAV) is a single-stranded RNA-containing virus without an envelope and with a
diameter of 27 nm that belongs to the family of Picornaviridae (1-2). Hepatitis A - the most common form of
acute viral hepatitis - is an infection of fecal-oral transmission produced in humans after an average incubation
period of 28 days (range, 15-50 days). The illness caused by HAV infection typically has an abrupt onset of
symptoms that can include fever, malaise, anorexia, nausea, abdominal discomfort, dark urine, and jaundice
(2). Hepatitis A antigen can be detected in the feces only briefly before or at the onset of infection becoming
generally undetectable during the late acute stage (3). The antibody specific to HAV during the acute phase of
hepatitis A is the IgM type (Anti-HAV IgM), which decreases then being replaced by 1gG type (Anti-HAV IgG)
during early and late convalescence (4). Anti-HAV IgM usually disappears 3 to 4 months after the acute phase.
An acute hepatitis A virus infection can be assumed if anti-HAV IgM antibody is detected (5). Anti-HAV IgM
antibody develops only very rarely after vaccination (6). Assays to detect anti-HAV IgM antibodies are useful in

distinguishing hepatitis A infection from other types of infections

Anti-HAV IgM ELISA is a fast test for the qualitative detection of IgM antibody to Hepatitis A virus in serum
or plasma (heparin, citrate or EDTA) specimens. This is an enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
which utilizes Anti-human IgM on microtiter wells as solid phase and HAV Ag and peroxidase-conjugated
Anti-HAV in liquid phase in an “IgM capture” principle to detect Anti-HAV IgM levels in serum or plasma.
Specimens with absorbance values greater than the Cutoff Value are considered REACTIVE for Anti-HAV
IgM.

Specimens with absorbance values less or equal than the Cutoff Value are considered NONREACTIVE for
Anti-HAV IgM.

The test has to be repeated in duplicate for specimens with absorbance value within the retest range (Cutoff
Value * 10 %) and interpreted as above.
If the absorbance of any of the specimens retested in duplicate is still within the retest range, it is suggested to

test follow-up samples of the patient.
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3. TEST DESCRIPTION

Anti-HAV I1gM ELISA is a solid-phase enzyme immunoassay (ELISA= enzyme-linked immunosorbent
assay) — based on the principle of “IgM capture”. The solid phase of the microtiter plate is made of
polystyrene wells coated with anti-human IgM, while peroxidase-conjugated Anti-HAV acts as liquid phase.

When a serum or plasma specimen containing Anti-HAV IgM is added to the Anti-human IgM-coated wells
and incubated, IgM antibodies present in the specimen bind to the Anti-human IgM on the wells. After
addition of an HAV Ag-containing solution and a solution containing peroxidase-conjugated anti-HAV a
further incubation takes place, during which (Anti-h 1gM) « (Anti-HAV IgM) <«(HAV Ag) ¢ (Anti-HAV.
peroxidase) complex is formed on the wells. After washing the microtiter plate to remove unbound material, a
solution of TMB substrate is added to the wells and incubated. If Anti-HAV IgM is present in the specimen,
after washing, the activity of peroxidase on the wells reflects the content of anti-HAV IgM in a specimen. The
peroxidase-TMB reaction is stopped by addition of sulfuric acid. The optical density of developed color is

read with a suitable photometer at 450 nm with a selected reference wavelength within 620 to 690 nm®

The above described test principle is also shown as follows:

A. Specimen (containing antibodies IgM Anti-HAV):
1. Plate (Anti-h IgM) + specimen (containing IgM Anti-HAV)
— Plate (Anti-h IgM) = IgM Anti-HAV
2. Plate (Anti-h IgM) = IgM Anti-HAV + HAV + Anti-HAV -peroxidase
— Plate (Anti-h IgM) = IgM Anti-HAV-HAV* (Anti-HAV-HRPO) complex
3. Wash to remove the unbound materials.
4. plate (Anti-h IgM) = IgM Anti-HAV= HAV(Anti-HAV-HRPO) complex
+ TMB solution — light blue to blue color.
5. Light blue to blue color + stop solution — light yellow to yellow color, measured at 450 nm with a
selected reference wavelength within 620 to 690 nm'™®.
B. Specimen (without antibodies IgM Anti-HAV):
1. Plate (Anti-h IgM) + specimen (without IgM Anti-HAV) — Plate (Anti-h IgM)
2. Plate (Anti-h IgM) + HAV + Anti-HAV* peroxidase — Plate (Anti-h IgM)
—————— no complex will form
3. Wash to remove the unbound material.
4. Plate (Anti-h IgM) + TMB solution (colorless) — colorless
5. colorless + stop solution — colorless, measured at 450nm with a selected reference wavelength within

620 to 690 nm"®.
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DESCRIPTION OF MATERIALS PROVIDED

e Storage Condition: Item 1 - 8 on the following reagent table should be refrigerated at +2 to +8°C . Washing

Solution (20x) and stop solution can be stored at + 2 to +30°C.

ITEMS|Components Description Qt. per
96 tests

(1) Anti-IgM Coated Plate  |Microtiter plate coated with purified 1 plate

antibody to human IgM.
2) Anti-HAV - Peroxidase  |Anti-HAV - peroxidase (horseradish) 1bottle,
Solution conjugate in buffer with protein 8 ml
A5 LR stabilizers.
Preservatives: 0.003% gentamycin and

0.01% thimerosal.
3) Anti-Human-IgM Positive|Serum containing diluted Anti-HAV IgM |1 bottle,
Control in buffer with protein stabilizers. 25 ml
Preservatives: 0.003% gentamycin and
0.01% thimerosal.

CONTROL H

4) Specimen Diluent Protein stabilizer in buffer. 1 bottle
Preservatives: 0.003% gentamycinand |12 ml
DIL SPE 0.01% thimerosal.

(5) Hepatitis A Virus Antigen [Hepatitis A virus antigen in buffer and 1 bottle,

Solution protein stabilizer. 8 mil
Preservatives: 0.003% gentamycin and
Ag 0.01% thimerosal.
(6) Anti-HAV IgM Negative |Protein stabilizer in buffer. 1 bottle,
Control Preservatives: 0.003% gentamycinand |2.5 ml

0.01% thimerosal.
CONTROL L

(7 Chromogenic TMB 0.6 mg/ml of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 1 hottle,
concentrate (TMB) in an organic base (0.6 mg/ml). 12 ml

CHROM | TMB | CONC

(8) Substrate buffer Citric acid buffer containing 0.03% 1 bottle,
H209. 12 mi
suB BUF
9 Conc. Washing Solution  [Phosphate buffer with tween-20. 1 bottle
(20x) 58 ml
WASH SOLN CONC
(10) Stop solution 2N sulfuric acid 1 bottle
12ml
STOP SOLN

e OTHER MATERIALS AND DEVICES REQUIRED, BUT NOT PROVIDED

ITEMS |Components

(1) 5 pl, 50 pl, 100p! and 1.0 ml micropipettes and tips are needed

(2) 100 ml of 0.15M Normal Saline.

3) Incubator or waterbath with temperature control at +37 °C.

(4) Tubes for specimen dilution.

(5) Plate washing equipment.

(€) ELISA Microwell Reader:
Dual wavelength 450 nm with 620-690 nm as reference wavelength™®, bandwidth 10nm.

(7 Purified water: distilled or deionized water.

(8) Fully automatic EIA micro-plate analyzer is optional. User should validate the automatic EIA
micro-plate analyzer in combination with the Kit.
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4.1.

Catalogue Nr: KAPG4AME3

Storage Conditions and Stability of Kit and Components

Kit/Components Storage condition |State Stability
Anti-HAV IgM ELISAKIT +2to+8 °C Original 15 months
Once open 1 month
Anti-HAV IgM Positive Control +2to +8 °C Original 15 months
Once open 1 month
Anti-HAV IgM Negative Control +2t0+8 °C Original 15 months
Once open 1 month
HAV Antigen Solution +2t0+8 °C Original 15 months
Once open 1 month
Specimen Diluent +2t0+8 °C Original 16 months
Once open 1 month
Anti-human IgM Plate +2to+8 °C Original 15 months
Once open 2 month
Anti-HAV -Peroxidase Conjugate +2to+8 °C Original 15 months
Solution Once open 1 month
Concentrated Washing Solution (20x) |[Room temp. Original 24 months
Once open 1 month
20x Diluted Washing Solution Room temp. Diluted 2 days
+2to+8°C Diluted 1 week
Chromogenic TMB concentrate +2to+8 °C Original 24 months
Once open 1 month
Substrate buffer +2to+8 °C Original 24 months
Once open 1 month
2N Sulfuric Acid Room temp. Original 24 months
Once open 1 month
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INSTRUCTION FOR USE

Warnings

This reagent kit is for professional use only.

This reagent kit is for in vitro diagnostic use only.

Bring all kit reagents and samples to room temperature (+20 to +30°C) and mix gently before
use.

Do not use reagent beyond its expiration date.

Do not interchange reagents between different lots.

Do not pipette in the mouth.

Do not smoke or eat in areas where specimens or reagents are handled.

The positive control, HAV Antigen solution, negative control, conjugate solution and specimens
should be regarded as potential hazards to health. They shall be used and discarded according to
the user’s laboratory safety procedures. Such safety procedures probably shall include wearing
protective gloves and avoiding aerosols generation.

Potential infectious specimens and nonacid containing spills or leakages should be wiped up
thoroughly with 5% sodium hypochlorite or treated in accordance with the laboratory’s practice
for potential bio-hazard control.

Prior to dispose the waste of used specimens and Kit reagents as general waste, it should be
treated in accordance with your treatment practice of potential bio-hazardous waste or
treated as follows:

Both liquid and solid waste should be autoclaved maintaining +121°C for at least 30

minutes. Solid waste can also be incinerated.

Non-acidic liquid waste can be treated with sodium hypochlorite diluted to a final concentration
of 1%.

Acidic liquid wastes must be neutralized before treatment with sodium hypochlorite as mentioned
above and should stand for 30 minutes to obtain effective disinfection.

2N sulfuric acid is an irritant to skin, eyes, respiratory tract and mucous membranes. Avoid
contact of the 2N sulfuric acid with skin and mucous membranes. In case of contact, clean with
large lots of water immediately. In case of inhalation, supply fresh air and seek medical advice
in case of complaints.

Chromogenic TMB concentrate contains organic solvent, which is flammable : danger of serious
irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.

Chromogenic TMB concentrate contains dimethyl sulfoxide, an irritant to skin and mucous
membranes.

Specimen Collection and Preparation for Analysis

No special preparation of the patient is required prior to blood collection. Blood should be
collected by approved medical techniques.

Either serum or plasma can be used with this diagnostic kit. Whole blood specimens

should be separated as soon as possible in order to avoid hemolysis. Any particulates

(e.g. fibrin clots, erythrocytes) contained in the specimen should be removed prior to use.
Specimens must be stored at +2 to +8°C and avoided heat-inactivation to minimize deterioration.
For long-term storage, they should be frozen below -20 °C. Storage in self-defrosting freezer is
not recommended.

Frozen specimens must be thoroughly thawed and mixed homogenously before test.

Avoid multiple freeze-thaw procedures

1. The specimen must not contain any compounds of AZIDE, which inhibits the peroxidase
activity.

2. Incompletely coagulated serum samples and microbial-contaminated specimens should not
be used.

Pl number : 1701152 Revision Nr : 110628/1



5.3. Reagents storage
5.3.1. The kit must be stored at +2 to +8°C. Do not freeze.

5.3.2. Strips of the plate should be used within 2 months after open the original aluminum foil bag.
The unused strips should be kept in the aluminum foil bag and taped the opening tightly.

5.3.3. Return reagents to +2 to +8°C immediately after use.

5.3.4. Washing Solution (20x) Concentrate should be stored at room temperature to avoid crys-

tallization. If the crystal has been precipitated before use, warm up the solution in a +37°C
water bath till the crystal is dissolved.
5.4. Plate washing procedure
54.1. Preparation of washing solution:
Dilute Washing Solution (20x) Concentrate with distilled or de-ionized water to 1:20 dilution.
Do not use tap water.
5.4.2. Plate washing:

Plate washing:
1. Plate washing:
(a) For plate washer with overflow aspirating function: 6 cycles with at least 0.5ml washing
buffer per well per cycle. or
(b) For plate washer without overflow aspirating function: 8 cycles with at least 0.35ml

washing buffer per well per cycle.

2. Blot dry by inverting the plate and tapping firmly onto absorbent paper. Too much
residual wash buffer will cause false results.

5.4.3. Blot dry by inverting the plate and tapping firmly onto absorbent paper. Too much residual
wash buffer will cause false results.
WARNING Improper washing will cause false results.
5.5. Test procedure

Assay process can be performed by an automatic EIA micro-plate immuno-analyzer. Please set
up the program according to the following test procedure.

55.1. Bring all reagents and specimens to room temperature (+20 to +30°C) before assay. Adjust
water bath or incubator to +37+1°C.
5.5.2. Prepare the needed number of wells, including two wells for blanks, three wells for Negative

Control, two wells for Positive Control, and one well for each specimen.
Reserve 2 wells for Blanks. Add 100 pul of Negative Control to each of three wells, 100 pl of
Positive Control to each of the two wells, and 100 pl of Specimen Diluent to each of the other
reaction wells for the test specimens.

5.5.3 Make 1 : 200 dilution of each specimen:
Prepare the tubes for dilution as number of specimens. Add 1.0 ml of Saline Solution and
5 ul of each specimen to each tube, respectively and shake to mix.

5.5.4. Add 5 pl of each diluted specimen to each well containing Specimen Diluent, respectively.

5.5.5. Gently tap the plate.

5.5.6 Seal the plate with an adhesive slip.

55.7. Incubate the plate in incubator or water bath at +37 + 1°C for one hour.

5.5.8. At the end of the incubation period, remove and discard the Adhesive Slip and wash plate in
accordance with “5.4. Plate washing procedure”.

5.5.9. Add 50 pl of Hepatitis A Virus Antigen Solution and 50 pl of Anti-HAV -Peroxidase Conjugate
Solution into each reaction well except the Blanks. Apply new adhesive slip.

5.5.10. Incubate the plate in incubator or water bath at +37 + 1°C for one hour.

5.5.11. At the end of the incubation period, remove and discard the adhesive slip, wash the plate in
accordance with  “5.4. Plate washing procedure”.

5.5.12. Choose one of the following two methods for color development:

NOTE: Chromogenic TMB concentrate should be colorless to light blue, otherwise, it
should be discarded. The mixture of Chromogenic TMB concentrate and Substrate buffer
should be used within 30 minutes after mixing. The mixture should be avoided from intense
light.

A. Mix equal volumes of Chromogenic TMB concentrate and Substrate buffer in a clean
container immediately prior to use. Add 100 pl of the mixture solution to each well
including the two blank wells.
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B. Add 50 pl of Chromogenic TMB concentrate first, then add 50 pl of Substrate buffer into
each well including the two blanks. Mix well gently.
Cover the plate with black cover and incubate at room temperature for 30 minutes.
Stop the reaction by adding 100 ul of stop solution to each well including the blank.
Determine the absorbance of controls and test specimens within 15 minutes with a photometer
at 450 nm with a selected reference wavelength within 620 to 690 nm’®.
Use the blank well to blank the photomer.
NOTE: The color of the blank should be colorless to light yellowish; otherwise, the test
result is invalid. In this case the test must be repeated.
Substrate blank : absorbance value must be less than 0.100.
Calculation of Tested Results
Calculation of the NCx (Mean Absorbance of Negative Control).

Example:
Sample No. Absorbance
1 0.080
2 0.085
3 0.079

NCx = (0.080+0.085 + 0.079) / 3 = 0.081
NCx must be < 0.2, otherwise, the test is invalid.
Calculation of PCx (Mean Absorbance of Positive Control)

Example:
Sample No. Absorbance
1 1.223
2 1.205

PCx = (1.223 +1.205) /2=1.214
PCx must be >0.5, otherwise, the test is invalid.
Calculation of P-N Value
P-N = PCx - NCx
Example:
P-N=1.214-0,081=1,133
P - N Value must be >0.3, otherwise, the test is invalid.
Calculation of the Cutoff Value
Cutoff Value = NCx + (PCx)/4
Example:
Cutoff Value = 0.081+(1.214/4) = 0.385
Calculation of the Retest Range
Retest Range = Cutoff Value £10%
Example: Cutoff Value = 0.385

Retest Range = (0.385 - 0.039) to (0.385 +0.039) = 0.346 to 0.424

Validity of Test Runs

NCx must be <0.2 , otherwise, the test is invalid.

PCx must be > 0.5, otherwise, the test is invalid.

P-N Value must be > 0.3, otherwise, the test is invalid.

NOTE: Negative Control: absorbance value must be less than or equal to 0.200 after

subtracting the blank.

Interpretation Results

Specimens with absorbance values LOWER than the Cutoff Value are considered
non-reactive for Anti-HAV IgM

Specimen with absorbance value GREATER than or EQUAL TO the Cutoff Value is
considered reactive for Anti-HAV IgM.

If the data is within the Retest Range, the test must be repeated in duplicate and interpreted as
above. If the retested absorbance still within the retest range, it is suggested to test
follow-up-samples.
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5.9. Troubleshooting
If the result cannot be reproduced, a preliminary troubleshooting should be performed by

checking the possibilities listed below:

5.9.1. Improper washing procedure.

5.9.2. Contamination with positive specimens.

5.9.3. Wrong volume of sample, conjugate or substrates.

5.9.4. Contamination of well rim with conjugate.

5.9.5. Improper specimen such as hemolyzed serum or plasma, specimen containing precipitate

and specimen not being mixed well before use.

5.9.6. Wrong incubation time or temperature.
5.9.7. Obstructed or partial obstructed washer aspirate/dispense head and needles.
5.9.8. Insufficient aspiration.
5.10. Limitations and Interferences
5.10.1. This reagent kit is to be used for un-pooled human serum or plasma samples only.
5.10.2. Non-repeatable reactive results may be obtained with any enzyme immunoassay kit, largely

due to technical error either on the part of the operator or malfunction of apparatus used.
5.10.3. The reagent kit has not been validated for use with cadaveric samples.
5.10.4. Potential interfering substances: By addition tests the following results were obtained:
. The anticoagulants heparin, citrate and EDTA had no effect on the test result.
Hemoglobin up to 8.0 mg/ml had no effect on the test result.
Bilirubin up to 0.3 mg/ml had no effect on the test result.

1

2

3

4. Triglyceride up to 5.0 mg/ml had no effect on the test result.

5. Arheumatoid factor high positive specimen exhibited a false positive result.
6

Pregnancy did not affect the test result.
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5.11.
5.11.1.
Diagnostic Sensitivity
and Diagnostic

Specificity
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Performance Characteristics

1. Specimens from hospitalized patients;

DIAsource Anti-HAV IgM ELISA

NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay [NON-REACTIVE 1378 0 1378
REACTIVE 4 188 192
total 1382 188 1570
Diagnostic sensitivity = 100% x 188/192 = 98%
Diagnostic specificity = 100% x 1378/1378=100%
2. Patients with acute hepatitis B:
DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay [NON-REACTIVE 51 0 51
REACTIVE 0 0 0
total 51 0 51
Conformity = 100%
3. Hepatitis B patients in convalescent period:
DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay INON-REACTIVE 28 0 28
REACTIVE 0 0 0
total 28 0 28
Conformity = 100%
4. Chronic hepatitis B carriers:
DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay [INON-REACTIVE 107 0 107
REACTIVE 0 0 0
total 107 0 107
Conformity = 100%
5. Auto-immune patients:
DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay [INON-REACTIVE 20 0 20
REACTIVE 0 0 0
total 20 0 20

Conformity = 100%
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5.11.2.
Analytical Sensitivity

Catalogue Nr: KAPG4AME3

6. Patients with acute hepatitis A:

DIAsource Anti-HAV IgM ELISA

NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay [NON-REACTIVE 0 0 0
REACTIVE 0 24 0
total 0 24 24
Diagnostic sensitivity = 100%
Diagnostic specificity = 100%
7. Patients with other viral infections:
DIlAsource Anti-HAV IgM ELISA
NON-REACTIVE|REACTIVE Total
Comparison assay INON-REACTIVE 35 0 35
REACTIVE 0 0 0
total 35 0 35

Diagnostic specificity/Conformity = 100%

Analytical sensitivity <100 AU/ml

e.g. (Lot. No.: A49C32PT) Analytical sensitivity = 61.7 AU/ml

Conc. (AU/ml) oD Log (Conc.) Log (OD)
200 1.256 2.30103 0.09898964
100 0.846 2 -0.07262964
50 0.385 1.69897 -0.41453927
25 0.250 1.39794001 -0.60205999
Cutoff 0.506 1.79003187 -0.29584948
Sensitivity
(AU/mI) 61.7 |  mmememeeme | memememeeees
Lot Mao.: A49C32PT
0.2
il v=08124x - 1.75
. R=0.991
a 0.2
Faoa ot
0.6 F
-0.8
1.2 1.4 1.4 1.8 2 2.2 2.4
Log {(Conc.)
= prediction __ linearity
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5.11.3.

5.11.4.
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Linear regression

R 0.991195
R 0.982468
Adjusted R? 0.973702
Standard error 0.051643
Number of observed value 4

Precision

Intra-assay reproducibility: Intra-assay CV% < 15

Inter-assay reproducibility: Inter-assay CV% < 20

Traceability

Concentration of Anti-HAV IgM Positive Control = 800+200 AU/ml
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5.12. Flow chart of the test procedure

Simplified procedure of Anti-HAV IgM ELISA

Dilute 5 pl of each specimen with 1 ml saline solution. DO NOT DILUTE CONTROLS.

!
Add 100 pl Controls (3 X NC, 2x PC) and 100 pl specimen diluent into wells. Reserve 2 wells for Blanks.

!

Add 5 pl of the diluted specimen into each of wells containing 100 pl specimen diluent, respectively.

Seal with adhesive slip.

!
Incubate at +37 +1°C for one hour

I
Wash the plate

l
Add 50ul of HAV Antigen Solution and 50ul Anti-HAV-Peroxidase Conjugate Solution into each reaction well,

except Blanks.

!

Incubate at +37 +1 °C for one hour

I
Wash the plate

(Choose one of the following two methods for color development)

/ \
Mix equal volumes of Chromogenic TMB Add 50 pl of Chromogenic TMB concentrate to
concentrate and Substrate buffer. Add 100 pl of wells and then add 50 pl of Substrate buffer. Mix
the mixed solution to wells. well, gently.
\ /

Incubate at R.T. for 30 minutes.

!

Add 100 pl of stop solution into each well.

!

Determine absorbance using 450nm as reading wavelength with 620-690 nm reference

wavelength™®.
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The reference wavelength of spectrometer can be 620nm to 690nm. However, user should validate the photometer in combination with this kit

before use.

NOTE :
*8. The reference wavelength of spectrometer could be 620nm to 690nm. However, user should validate

the spectrometer in combination with this kit before use.

Revision date : 2011-06-28
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Anti-HAV IgM Elisa

Para la deteccion cualitativa in-vitro de anticuerpos IgM contra el virus de e S
la hepatitis A (Anti-VHA IgM) en suero o plasma humano

KAPG4AMES3
PARA USO DE DIAGNOSTICO IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium Tel: +32 10 84 99 11 - Fax : +32 10 84 99 90

1. Uso PREVISTO
El kit Anti-VHA IgM ELISA es un inmunoensayo enzimatico para la deteccion cualitativa in-vitro del
anticuerpo IgM contra el virus de la hepatitis A (Anti-VHA IgM) en suero o plasma humano (heparina, EDTA 0
citrato).

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO
El virus de la hepatitis A (VHA) es un virus que contiene una sola cadena de ARN sin envoltura con un
diametro de 27 nm. Pertenece a la familia de los Picornaviridae (1-2). La hepatitis A — la forma mas comun de
hepatitis viral aguda— es una infeccion de transmision fecal-oral producida en humanos después de un periodo
de incubacién promedio de 28 dias (rango, 15-50 dias). En la enfermedad causada por la infeccion con VHA
generalmente se produce un inicio abrupto de la sintomatologia que puede incluir fiebre, malestar, anorexia,
nausea, molestia abdominal, orina oscura, e ictericia (2). El antigeno de la hepatitis A puede detectarse en las
heces solo brevemente antes o al inicio de la infeccion volviéndose generalmente indetectable durante la etapa
aguda (3). El anticuerpo especifico para el VHA durante la fase aguda de la hepatitis A es del tipo IgM (IgM
Anti-A), que disminuye y luego es reemplazado por el tipo IgG (IgG Anti-VHA) al principio y al final de la
convalecencia (4). IgM Anti-VHA generalmente desaparece entre 3 y 4 meses después de la fase aguda. Se
puede presuponer una infeccidn aguda por el virus de la hepatitis A si se detecta anticuerpo IgM anti-VHA (5).
El anticuerpo IgM Anti-VHA se desarrolla muy rara vez después de la vacunacion (6). Los ensayos para detectar

IgM anti-VHA son (tiles para distinguir la infeccidn por hepatitis A de otros tipos de infecciones.

Anti-VHA IgM ELISA es un ensayo répido para la deteccion cualitativa del anticuerpo IgM contra el virus de
la hepatitis A en muestras de suero o plasma (heparina, citrato o EDTA). Este es un inmunoensayo enzimatico
(ELISA) que utiliza anti- IgM humana en micropocillos como fase sélida y VHA Ag con Anti-VHA conjugado
con peroxidasa en fase liquida en un principio de “captura de [gM” para detectar los niveles de IgM Anti-VHA
en el suero o plasma.

Muestras con absorbancias mayores que el Valor de Corte se consideran como REACTIVAS para IgM
Anti-VHA.

Muestras con absorbancias menores o iguales al valor de corte se consideran como NO REACTIVAS para
IgM Anti-VHA.

El ensayo debe ser repetido en duplicado para muestras con absorbancias dentro del rango de repeticion (Valor
de Corte + 10%) e interpretada como se ha indicado.

Si la absorbancia de cualquiera de las muestras repetidas en duplicado aun cae dentro del rango de repeticion,

se sugiere analizar muestras ulteriores del paciente.
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3. DESCRIPCION DEL ENSAYO

Anti-VHA IgM ELISA es un inmunoensayo enzimatico de fase solida (ELISA= enzyme-linked
immunosorbent assay) — basado en el principio de “captura de IgM”. La fase sélida de la microplaca est4
hecha de pocillos de poliestireno que estan recubiertos con anti- IgM Humana mientras, que el Anti-VHA
conjugado con Anti-VHA acttia como fase liquida.

Cuando una muestra de suero o plasma que contiene IgM anti-VHA se agrega a los pocillos recubiertos con
anti- IgM humana y se incuban, los anticuerpos IgM presentes en la muestra se unen a la anti- IgM humana en
Is pocillos. Después de agregar un reactivo que contiene VHA Ag y una solucién que contiene anti-VHA IgM
conjugado con peroxidasa hay otra incubacion durante la cual se forma el complejo (anti- IgM humano) *
(IgM Anti-VHA) «(VHA Ag) * (Anti-VHA IgM« peroxidasa) en los pocillos. Después de lavar la microplaca
para eliminar el material que no se ha unido, se agrega una solucion de sustrato TMB a los pocillos y se
incuba. Si IgM anti-VHA IgM esta presente, en la muestra, después de lavar, la actividad de la peroxidasa en
los pocillos refleja el contenido de IgM anti-VHA en la muestra. La reaccion peroxidasa-TMB se detiene
agregando acido sulfarico. La densidad optica del color que se ha generado se mide con un fotémetro

adecuado a 450 nm con una longitud de onda de referencia seleccionada de 620 a 690 nm*®

El principio del ensayo descrito anteriormente se ilustra también enel siguiente diagrama.

A. Muestra (que contiene anticuerpos IgM Anti-VHA):
1. Placa (Anti-h IgM) + muestra (que contiene IgM Anti- VHA)
— Placa (Anti-h IgM) = IgM Anti- VHA
2. Placa (Anti-h IgM) = IgM Anti- VHA + VHA + Anti- VHA -peroxidasa
— Placa (Anti-h IgM) = IgM Anti- VHA - VHA = (Anti- VHA -HRPO) complejo
3. Lave para eliminar el material que no se ha unido.
4. Placa (Anti-h IgM) = IgM Anti- VHA = VHA (Anti- VHA -HRPO) complejo
+ solucién de TMB — de color azul celeste
5. De color celeste a azul claro a azul + solucién de parada — de color amarillo palido a amarillo, medido
a 450nm con una longitud de onda seleccionada entre 620 y 690nm”®
B. Muestra (sin anticuerpos IgM Anti-VHA):
1. Placa (Anti-h IgM) + muestra (sin IgM Anti-VHA) — Placa (Anti-h IgM)
2. Placa (Anti-h IgM) + VHA + Anti-VHA-= peroxidasa — Placa (Anti-h IgM)
—————— no se formara un complejo
3. Lave para eliminar el material que no se ha unido.
4. Placa (Anti-h IgM) + solucién de TMB (incolora)— incolora
5. incolora + solucion de parada —incolora, medida a 450nm con una longitud de onda de referencia

seleccionada de 620 a 690nm™
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4. DESCRIPCION DE LOS MATERIALES PROPORCIONADOS

e Condiciones de almacenaje : items 1- 8 de la siguiente tabla de reactivos deben permanecer refrigerados

entre + 2 y +8°C. La Solucién de Lavado (20X) y la solucién de parada

pueden almacenarse entre +2 y +30°C.

ITEMS|Componentes Descripcion Cant. para
96 ensayos
(1) Microplaca con Anti-lgM |Microplaca recubierta con anticuerpo 1 placa
purificado anti IgM humana
2) Solucién Anti-HAV - Conjugado de  Anti-VHA - peroxidasa 1 vial,
Peroxidasa (rdbano picante) en tampdn con 8 mil
A5 LR estabilizadores de prott_air)as.
Conservantes: Gentamicina 0,003% y
Timerosal 0,01%.
3) Control Positivo Suero con IgM anti-VHA en tamp6n con 1 vial,
Anti-Humano-IgM estabilizadores de proteinas. 2.5ml
Conservantes:
conTRoL | Gentamicina 0,003% y Timerosal 0,01%.
4) Diluyente de la Muestra  |Tampon con estabilizadores de proteinas 1 vial
Conservantes: Gentamicina 0,003% y 12 ml
DIL SPE Timerosal 0,01%.
(5) Solucién de Antigeno del |Antigeno del virus de la hepatitis A en 1 vial
Virus de la Hepatitis A [tamp6n y estabilizadores de proteinas. 8 mi
Conservantes: Gentamicina 0,003% y
Ag Timerosal 0,01%.
(6) Control Negativo Tampon con estabilizadores de proteinas 1 vial
Anti-VHA IgM Conservantes: Gentamicina 0,003% y 2.5 ml
Timerosal 0,01%.
CONTROL L
@) Cromégeno TMB 0,6 mg/ml de 1 vial
Concentrado 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) en 12 ml
una base orgénica (0,6 mg/ml)
CHROM | TMB | CONC
(8) Tampédn del Sustrato Tampon de 4cido citrico con 0,03% 1 vial
H202. 12 ml
suB BUF
9) Solucion de Lavado Tampon Fosfato con Tween-20. 1 vial
Conc. (20x) 58 ml
WASH SOLN CONC
(10) Solucion de Parada 2N 4cido sulfurico 1vial
12 ml
STOP SOLN

e OTROS MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

ITEMS|Componentes

(1) Micropipetas y puntas de 5ul, 50ul and 100 ul

(2) 100 ml de Salino Normal 0.15M.

®) Incubadora o bafio maria con control de temperatura a +37°C

(4) Tubos para dilucion de las muestras.

®) Equipo para lavado de placas.

(6) Lector de microplacas ELISA:
Longitud de onda dual 450nm con longitud de onda de referencia de 620-690nm™, ancho de banda
10nm.

@) Agua purificada: destilada o desionizada.
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®)

Un analizador EIA de microplacas totalmente automatico es opcional. El usuario debe validar el
equipo en conjunto con el Kit.

4.1.

Catalogo Nr: KAPG4AME3

Condiciones de almacenaje y estabilidad del kit y sus componentes.

Kit/Componentes Condicion de Estado Estabilidad
almacenaje
Anti-VHA IgM ELISA kit +2to+8 °C Original 15 meses
Una vez abierto |1 mes
Control Positivo Anti-VHA IgM  [+2 to +8 °C Original 15 meses
Una vez abierto |1 mes
Control Negativo Anti-VHA IgM |+2 to +8 °C Original 15 meses
Una vez abierto |1 mes
Solucién VHA Antigeno +21t0+8 °C Original 15 meses
Una vez abierto |1 mes
Diluyente de la Muestra +2to+8 °C Original 16 meses
Una vez abierto |1 mes
Placa IgM Anti-humano +2to+8 °C Original 15 meses
Una vez abierto |2 mes
Solucién Conjugado Anti-VHA ¢ |+2 to +8 °C Original 15 meses
Peroxidasa Una vez abierto |1 mes
Solucién de Lavado Concentrada |Temp ambiente Original 24 meses
(20x) Una vez abierto |1 mes
Solucién de Lavado Diluida 20x |Temp ambiente Diluido 2 dias
+21t0+8 °C Diluido 1 semana
TMB Concentrado cromogénico [+2to +8 °C Original 24 meses
Una vez abierto |1 mes
Tampédn del sustrato +2t0 +8 °C Original 24 meses
Una vez abierto |1 mes
2N &cido sulfdrico Temp ambiente Original 24 meses
Una vez abierto |1 mes
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5. INSTRUCCIONES DE USO

5.1. Advertencias

511 Este kit de reactivos es sélo para uso profesional.

5.1.2. Este kit de reactivos es sdlo para uso de diagndstico in vitro.

5.1.3. Procure que todos los reactivos del kit y las muestras alcancen temperatura ambiente (+20 to +30
°C) y mézclelos cuidadosamente antes de usar.

5.1.4. No use reactivos después de su fecha de caducidad.

5.1.5. No intercambie reactivos entre lotes diferentes.

5.1.6. No pipetee con la boca.

5.1.7. No fume o coma en zonas donde se manipulan muestras o reactivos.

5.1.8. El control positivo, negativo, solucidn HAV Antigeno, solucién del conjugado y las muestras

deben considerarse como peligros potenciales para la salud. Deben usarse y eliminarse de acuerdo
con los procedimientos de seguridad del laboratorio del usuario. Estos procedimientos de
seguridad probablemente incluiran el uso guantes de proteccion y evitar la generacion de
aerosoles.

5.1.9. Las muestras potencialmente infecciosas y derrames o goteos que no contienen acidos deben ser
limpiados concienzudamente con hipoclorito de sodio al 5% o tratado de acuerdo con las
practicas del laboratorio para el control de un potencial riesgo biolégico.

5.1.10. Antes de eliminar los desechos de las muestras usadas y reactivos del kit como desechos
generales, este debe ser tratado de acuerdo con el procedimiento local para desecho con
potencial riesgo biolégico o tratado como sigue:

Tanto los desechos solidos como los liquidos deben ser autoclavados a +121 °C por lo menos por
30 minutos.

El desecho sélido también se puede incinerar.

El desecho liquido no acido puede tratarse con hipoclorito de sodio diluido a una concentracion
final de 1%.

Los desechos acidos deben ser neutralizados antes de tratarlos con hipoclorito de sodio como se
menciono antes y debe mantenerse por 30 minutos para obtener una desinfeccion efectiva.

5.1.11. 2N acido sulfurico es irritante para los ojos, la piel, vias respiratorias y membranas mucosas.
Evite el contacto de 2N &cido sulfdrico con la piel y membranas mucosas. En caso de contacto,
lave con copiosa cantidad de agua inmediatamente. En caso de inhalacion, proporcione aire fresco
y busque ayuda médica en caso de molestias.

5.1.12. El concentrado cromogénico TMB contiene un disolvente organico, que es inflamable: peligro de
efectos graves irreversibles por inhalacién, contacto con la piel o ingestion. El concentrado
cromogénico TMB contiene dimetil sulfoxido, un irritante para la piel y membranas mucosas.

5.2. Toma de Muestra y Preparacion para el Analisis
5.2.1. El paciente no requiere preparacion especial antes de la toma de la muestra. La sangre debe ser
tomada con técnicas médicas aprobadas.
5.2.2. Con este kit diagnostico se puede usar suero o plasma. La muestra de sangre total debe separarse

lo antes posible para evitar hemolisis. Cualquier particula presente en la muestra (por ej. Glébulos
rojos, coagulos de fibrina) deben eliminarse antes de usar.

5.2.3. Las muestras deben almacenarse de +2 a +8 °C y evitar inactivacion por calor para minimizar el
deterioro. Para almacenar por periodos largos, las muestras se deben congelar por debajo de -20
°C. No se recomienda almacenarlas en congeladores que se auto descongelan.

5.2.4. Las muestras congeladas deben ser descongeladas completamente y mezcladas en forma
homogénea antes del ensayo.

5.2.5. Evite congelar y descongelar en forma sucesiva

5.2.6.

1. La muestra no debe tener ningtin componente de AZIDA que inhibe la actividad de la
peroxidasa

ADVERTENCIA 2. Muestras de suero coaguladas y muestras con contaminacion bacteriana no deben ser usadas

53. Almacenaje del kit
5.3.1. El kit debe almacenarse entre + 2 y +8 °C. No congelar.
5.3.2. Las tiras de las placas debes usarse dentro de 2 meses después de abrir la bolsa original de
aluminio. Las tiras no usadas deben permanecer en la bolsa de aluminio firmemente sellada.
5.3.3. Almacene los reactivos nuevamente entre +2 y +8 °C inmediatamente después de su uso.
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5.3.4. El concentrado (x20) de la solucion de lavado es almacenado y transportado entre +2 'y +8 °C,
lo que puede causar cristalizacion. Si hay precipitado de cristales antes del uso, caliente la
solucidn en un bafio maria a +37 °C hasta que los cristales se disuelvan.

5.4. Procedimiento de lavado de placas
5.4.1. Preparacion de la solucidn de lavado:
Diluya la solucién de Lavado (x20) con agua destilada o desionizada a una dilucién de 1:20.
No use agua del grifo.
5.4.2. Lavado de las placas:
(a) Para un lavador de placas con funcién de aspiracion de desborde: 6 ciclos de por lo menos
0,5 ml de tampodn de lavado por pocillo, por ciclo
0
(b) Para un lavador sin la funcién de aspiracion de desborde: 8 ciclos de por lo menos 0,35ml
de tampdn de lavado por pocillo, por ciclo.
5.4.3. Seque la placa invirtiendola sobre un papel absorbente y golpeandola enérgicamente. Si queda
demasiado tampon de lavado residual, podria causar resultados falsos.
ADVERTENCIA Un lavado inadecuado causard resultados falsos.
5.5. Procedimiento del Ensayo
El ensayo puede ser realizado por un analizador automatico de microplacas para
inmunoensayos. Prepare el programa de acuerdo con el siguiente procedimiento.

55.1. Permita que todos los reactivos y muestras alcancen temperatura ambiente (+20 a +30°C)
antes del ensayo. Ajuste el bafio maria o incubadora a +37+1°C.
5.5.2. Prepare la cantidad necesaria de pocillos, incluyendo dos pocillos para blancos, tres para el

control negativo, dos para el control positivo y un pocillo para cada muestra.
Reserve 2 pocillos para blancos. Agregue 100 pl de Control Negativo a cada uno de tres
pocillos, 100 ul de Control Positivo a cada uno de dos pocillos y 100 pl de Diluyente de la
Muestra a cada uno de los demas pocillos para las muestras.

5.5.3 Diluya cada muestra 1 : 200:
Prepare los tubos para dilucion segln el namero de muestras. Agregue 1,0 ml de Solucion
Salinay 5 pl de cada muestra a cada tubo y agite para mezclar.

5.5.4. Agregue 5 pl de cada muestra diluida a cada pocillo que ya contiene Diluyente de la
muestra.

5.5.5. Golpee la placa suavemente.

5.5.6 Selle la placa con una cubierta autoadhesiva.

55.7. Incube la placa en un incubadora o bafio maria a +37 + 1°C por una hora.

5.5.8. Al finalizar el periodo de incubacién retire y elimine la cubierta autoadhesiva y lave la placa
siguiendo  “5.4. PROCEDIMIENTO DE LAVADO DE PLACAS”.

5.5.9. Agregue 50 pl de Solucidn para el Antigeno del Virus de la Hepatitis Ay 50 ul de Solucién del

Conjugado Anti-VHA-Peroxidasa a cada pocillo excepto los blancos. Cubra con cubierta
autoadhesiva.

5.5.10. Incube la placa en un incubadora o bafio maria a +37 £ 1°C por una hora.

5.5.11. Al finalizar el periodo de incubacién retire y elimine la cubierta autoadhesiva y lave la placa
siguiendo  “5.4. PROCEDIMIENTO DE LAVADO DE PLACAS”.

5.5.12. Seleccione uno de los dos métodos siguientes para desarrollar el color:

NOTA: El concentrado cromogénico TMB debe ser entre incoloro y celeste; de otro modo
debe ser eliminado. La mezcla de concentrado cromogénico TMB con tampdn del sustrato
debe usarse dentro de los 30 minutos a partir del momento de la mezcla. La mezcla debe
protegerse de la luz intensa.

A. Mezcle volimenes iguales de concentrado cromogénico TMB y Tampdn de sustrato en
un recipiente limpio inmediatamente antes de usar. Agregue 100 pl de la solucion de la
mezcla a cada pocillo incluyendo los dos blancos.

B. Agregue primero 50 pl de concentrado cromogénico TMB concentrado y luego agregue
50 pl de Tampodn del sustrato a cada pocillo incluyendo los dos blancos. Mezcle

suavemente.
5.5.13 Cubra la placa con la cubierta negra e incube a temperatura ambiente por 30 minutos.
5.5.14 Detenga la reaccion agregando 100 pl de solucién de parada en cada pocillo incluyendo el
blanco.
5.5.15 Determine la absorbancia de los controles y muestras dentro de 15 minutos con un fotémetro

de precisién a 450 nm con una longitud de onda seleccionada de referencia de 620 a 690nm .
Use el blanco para blanquear el fotémetro.

NOTA: El color del blanco debe ser de incoloro a amarillento palido; de otro modo el
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ﬁ ensayo es invalido. En este caso el ensayo debe ser repetido.
Blanco Sustrato: la absorbancia debe ser menor de 0,100.

5.6. Calculo de los resultados del ensayo
5.6.1. Calculo de la CNx (Absorbancia promedio del Control Negativo).
Ejemplo:
Muestra No. Absorbancia
1 0.080
2 0.085
3 0.079
ﬁ CNx = (0.080+0.085 + 0.079) / 3 = 0.081
CNXx debe ser < 0,2 de otro modo el ensayo es invalido.
5.6.2. Célculo de CPx (Absorbancia Promedio del Control Positivo)
Ejemplo:
Muestra No. Absorbancia
1 1.223
2 1.205

CPx =(1.223 +1.205) /2 =1.214
CPx debe ser > 0,5 de otro modo el ensayo es invalido.

>

5.6.3. Calculo del Valor P-N
P-N = CPx - CNx
Ejemplo:

ﬁ P-N=1.214-0,081=1,133
El valor P - N debe ser > 0,3 de otro modo el ensayo es invalido.

5.6.4. Valor de Corte = CNx + (CPx)/4
Ejemplo:
Valor de Corte = 0.081+(1.214/4) = 0.385
5.6.5. Calculo del Rango de Repeticion

Rango de Repeticion = Valor de Corte £10%
Ejemplo: Valor de Corte = 0.385
Rango de Repeticion = (0.385 - 0.039) a (0.385 +0.039) = 0.346 a 0.424

5.7. & Validez de los Ensayos

5.7.1. CNXx debe ser < 0,2 de otro modo el ensayo es invalido.
5.7.2. CPx debe ser > 0,5 de otro modo el ensayo es invalido.
5.7.3. Valor de P-N debe ser > 0,3 de otro modo el ensayo es invalido.

NOTA: Control Negativo: la absorbancia debe ser menor o igual a 0,200 después de

& restar el blanco.

5.8. Interpretacion de los Resultados
5.8.1. Las muestras con absorbancia MENOR que el Valor de Corte se consideran como no
reactivas para IgM Anti-VHA
5.8.2. Las muestras con absorbancia MAYOR o IGUAL al valor de corte se consideran reactivas

para IgM Anti-VHA.

Si los resultados caen dentro del Rango de Repeticién, la prueba debe ser repetida en
duplicado e interpretada como se ha indicado. Si la absorbancia repetida ain cae dentro el
rango de repeticion, se sugiere analizar muestras ulteriores.

5.9. Solucién de Problemas

Si el resultando no puede ser reproducido, una solucion preliminar podria obtenerse
revisando las posibilidades mencionadas a continuacién:

5.9.1. Procedimiento de lavado inadecuado.

5.9.2. Muestra contaminada con positivo.

5.9.3. Volumen de muestra, conjugado o sustrato equivocado.

5.9.4. Contaminacion del borde del pocillo con conjugado.

5.95. Muestra inadecuada, p.ej. suero o plasma hemolizados, muestra con precipitado, muestra no

suficientemente mezclada antes del uso.
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5.9.6. Tiempo o temperatura de incubacién equivocados.

5.9.7. Cabeza y agujas de la lavadora para dispensar/aspirar total o parcialmente obstruidas.
5.9.8. Aspiracion insuficiente.

5.10. Limitaciones e Interferencias
5.10.1. Este kit de reactivos es para ser usado con muestras de suero o plasma humano individual.
5.10.2. Resultados falsos positivos no reproducibles pueden producirse en cualquier kit de

inmunoensayo enzimatico, principalmente debido a error técnico ya sea de parte del operador
o funcionamiento defectuoso del aparato usado.

5.10.3. El kit no ha sido validado par uso con muestras de cadaver.
5.10.4. Sustancias que podrian interferir: Al agregar estas sustancias a las muestras del ensayo se
obtuvieron los siguientes resultados:
1. Los anticoagulantes heparina, citrato y EDTA no produjeron ningln efecto sobre el
resultado del ensayo.
Hemoglobina hasta 8,0 mg/ml no produjo ningun efecto sobre el resultado del ensayo.
Bilirrubina hasta 0,3 mg/ml no tuvo ningun efecto sobre el resultado del ensayo.
Triglicéridos hasta 5,0 mg/ml no produjeron ningun efecto sobre el resultado del ensayo.

Una muestra con alto contenido de factor reumatoide dio un resultado falso positivo.

o gk~ w N

El Embarazo no afect6 el resultado del ensayo.
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5.11.
5.11.1.
Sensibilidad y
Especificidad

Diagnostica

Catalogo Nr: KAPG4AME3

Caracteristicas del Ensayo

1. Muestras de pacientes hospitalizados:

DIAsource Anti-VHA IgM ELISA

Negativo Positivo Total
Ensayo Negativo 1378 0 1378
Comparativo Positivo 4 188 192
total 1382 188 1570
Sensibilidad diagnostica = 100% x 188/192 = 98%
Especificidad diagnostica = 100% x 1378/1378=100%
2. Pacientes con hepatitis B aguda:
DIAsource Anti-VHA IgM ELISA
Negativo Positivo Total
Ensayo Negativo 51 0 51
Comparativo Positivo 0 0 0
total 51 0 51
Conformidad = 100%
3. Pacientes con hepatitis B en periodo de convalecencia:
DIAsource Anti-VHA IgM ELISA
Negativo Positivo Total
Ensayo Negativo 28 0 28
Comparativo Positivo 0 0 0
total 28 0 28
Conformidad = 100%
4. Portadores de hepatitis B crénica:
DIAsource Anti-VHA IgM ELISA
Ensayo Negativo Positivo Total
Comparativo Negativo 107 0 107
Positivo 0 0 0
total 107 0 107
Conformidad = 100%
5. Pacientes auto-immunes:
DIAsource Anti-VHA IgM ELISA
Ensayo Negativo Positivo Total
Comparativo Negativo 20 0 20
Positivo 0 0 0
total 20 0 20

Conformidad = 100%
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5.11.2.

Sensibilidad Analitica
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6. Pacientes con hepatitis A aguda:

DIAsource Anti-VHA IgM ELISA

Ensayo Negativo Positivo Total
Comparativo Negativo 0 0 0
Positivo 0 24 0
total 0 24 24
Sensibilidad diagnostica = 100%
Especificidad diagnéstica = 100%
7. Pacientes con otras infecciones virales:
DIAsource Anti-VHA IgM ELISA
Ensayo Negativo Positivo Total
Comparativo Negativo 35 0 35
Positivo 0 0 0
total 35 0 35

Especificidad diagndstica / Conformidad = 100%

Sensibilidad Analitica < 100 AU/ml

p. ej. (Lot. No.: A49C32PT) Sensibilidad Analitica = 61,7 AU/mI

Conc. (UA/mI) DO Log (Conc.) Log (DO)
200 1.256 2.30103 0.09898964
100 0.846 2 -0.07262964
50 0.385 1.69897 -0.41453927
25 0.250 1.39794001 -0.602 5999
Corte 0.506 1.7900318 -0.29584948
Sensibilidad
(UA/mI) 61.7 | e | e
Lot Mo.: A49C32PT
0.z
o b y=08124%- 1.75
= R=01991
arn.z .
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5.11.3.

5.11.4.

Catalogo Nr: KAPG4AME3

Regresion Lineal

R 0.991195
R 0.982468
R? Ajustado 0.973702
Error estandar 0.051643
NUmero de valor observado 4

Precision

Repetibilidad intra-ensayo:

Seguimiento

Concentracion del Control Positivo de Anti-VHA 1gM = 800+200 AU/ml

Pl Numero : 1701152

Intra-ensayo CV% < 15
Reproducibilidad entre-ensayo: Intre-ensayo CV% < 20
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5.12. Diagrama de Flujo del Procedimiento del Ensayo

Procedimiento Simplificado del Anti-VHA IgM ELISA

Diluya S pl de cada muestra con 1 ml solucion salina. No diluya los controles.

!
Agregue 100 pl de controles (3x CN, 2x CP) y agregue 100 pl de Diluyente de la muestra a los pocillos. Reserve

2 pocillos para Blancos.

!
Agregue 5pl de la muestra diluida a cada pocillo que contiene 100 pl de Diluyente de la Muestra.

Selle con una cubierta autoadhesiva.

I
Incube a +37 £1 °C por 1 hora

I
Lave la placa

!
Agregue 50ul de Solucion de Antigeno VHA y 50ul de Solucion de Conjugado Anti-VHA-Peroxidasa a cada

pocillo excepto a los Blancos.

!

Incube a +37 +1 °C por 1 hora

I
Lave la placa

(Escoja uno de los dos métodos siguientes para general el color)

/ \
Mezcle volimenes iguales de TMB cromogeénico Agregue 50 pl de TMB cromogénico concentrado a
concentrado y tampon de sustrato. Agregue 100 pl los pocillos y y luego agregue 50 pl de Tampén de
de la solucién mezclada a los pocillos Sustrato. Mezcle bien, suavemente.
\ /

Incube a temperatura ambiente por 30 minutos.

!
Agregue 100 pl de solucién de parada a cada pocillo.

!

Determine la absorbancia usando 450 nm como longitud de onda para la lectura con
un longitud de onda de referencia de 620-690nm™
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The reference wavelength of spectrometer can be 620nm to 690nm. However, user should validate the photometer in

combination with this kit before use.

NOTAS:

*8 La longitud de onda de referencia del espectrofotometro puede ser de 620nm a 690nm. Sin embargo el usuario debe validar el

foto metro en conjunto con este kit antes de su uso.
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Zestaw Anty-HAV IgM Elisa PI.

Przeznaczony do jako$ciowego wykrywania przeciwciat wirusa zapalenia
watroby typu A klasy IgM  (Anty-HAV IgM) w ludzkiej surowicy lub
0soczu

KAPG4AME3
DO DIAGNOSTYKI IN VITRO

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium
Tel.:+32 10 84 99 11 - Faks:+32 10 84 99 90

1. PRZEZNACZENIE
Anty-HAV IgM ELISA to zestaw immunoenzymatyczny przeznaczony do jako$ciowego wykrywania przeciwciat
wirusa zapalenia watroby typu A klasy IgM (Anti-HAV IgM) w surowicy ludzkiej lub osoczu ludzkim (heparyna,
EDTA lub cytrynian).

2. STRESZCZENIE I OBJASNIENIE DZIALANIA TESTU
Wirus zapalenia watroby typu A (HAV) jest wirusem z rodziny Picornaviridae pozbawionym otoczki,
zawierajagcym jednoniciowe RNA, o $rednicy 27 nm (1-2). Wirus zapalenia watroby typu A jest najczgsciej
wystepujacym wirusem ostrego zapalenia watroby, przenoszonym przez kat u ludzi po $rednim okresie inkubacji,
trwajacym 28 dni (zakres 15-50 dni). Choroba wywotana zakazeniem HAV zazwyczaj charakteryzuje si¢ naglym
wystapieniem objawow, takich jak goraczka, zte samopoczucie, brak apetytu, nudnosci, dyskomfort brzuszny,
ciemne zabarwienie moczu oraz zoéttaczka (2). Przeciwciata wirusa zapalenia watroby typu A wykrywalne sa w
kale krotko przed lub na poczatku infekcji, natomiast w ostrej fazie choroby sa zazwyczaj niewykrywalne (3).
Swoiste przeciwciata przeciwko HAV w ostrej fazie wirusowego zapalenia watroby typu A to przeciwciata klasy
IgM (Anty-HAV IgM), ktorych miano stopniowo ulega obnizeniu, w miarg jak sga zastgpowane przeciwciatami
klasy 1gG (Anty-HAV 1gG) we wczesnej i poznej fazie rekonwalescencji (4). Przeciwciata anty-HAV IgM
zazwyczaj zanikaja po uptywie 3 - 4 miesigcy po fazie ostrej. Wykrycie przeciwcial anty-HAV IgM (5) moze
wskazywaé na obecno$¢ zakazenia wirusem ostrego zapalenia watroby typu A. Przeciwciata anty-HAV IgM
pojawiaja si¢ tylko w bardzo nielicznych przypadkach po szczepieniu (6). Oznaczenia przeciwcial anty-HAV IgM

stosuje si¢ w diagnozie roznicowej zakazenia wirusem zapalania watroby typu A i zakazen innego typu.

Anty-HAV IgM ELISA to szybki test do jakosciowego wykrywania przeciwciat przeciwko wirusowi zapalenia
watroby typu A klasy IgM w surowicy krwi lub osoczu (heparyna, cytrynian lub EDTA). Jest to test
immunoenzymatyczny (ELISA), wykorzystujacy przeciwciata klasy IgM przeciwko ludzkiemu wirusowi zapalenia
watroby typu A, znajdujace si¢ w studzienkach ptytki mikrotitracyjnej w fazie statej oraz HAV Ag i przeciwciata
anty-HAC skoniugowane z peroksydaza w fazie ptynnej. Test dziala na zasadzie “wychwytywania IgM” i stuzy do
oznaczania poziomow przeciwciat IgM przeciwko HAV w surowicy lub osoczu.

Prébki z warto$ciami absorbanciji powyzej Warto$ci odciecia uznawane sa za POZYTYWNE dla Anty-HAV IgM.

Probki o absorbancji co najmniej rowniej wartosci odcigeia uznawane s3 za NIEREAKTYWNE w te$cie anty-
HAV IgM.
Test nalezy powtdrzy¢é w podwojnych oznaczeniach dla probek z warto$ciami absorbancji jest w zakresie

kwalifikujacym do powtorzenia testu ( warto$¢ odcigeia £ 10 %) i interpretowac jak powyzej.
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Jezeli absorbancja ktorejkolwiek probki ponownie testowanej bedzie nadal w granicach zakresu kwalifikujacego do

powtérzenia testu, sugeruje si¢ aby ponownie wykona¢ oznaczenia .

3. OPISTESTU

Anty-HAV IgM ELISA jest testem immunoenzymatycznym fazy statej (ELISA= enzyme-linked immunosorbent
assay) — opartym na zasadzie "wychwytu IgM". Faza stata ptytki mikrotitracyjnej jest wykonana z
polistyrenowych dotkoéw oplaszczonych anty-ludzka IgM, natomiast koniugat Anty-HAV - peroksydaza stanowi
faze ciekta. Po dodaniu prébki surowicy lub osocza, zawierajacej Anty-HAV IgM, do dotkéw optaszczonych
przeciw- ludzka IgM- oraz jej inkubacji, przeciwciata przeciwko IgM, znajdujace si¢ w probce wiaza si¢ z przeciw-
ludzkg IgM na powierzchni dotkéw. Po dodaniu roztworu zawierajacego HAV Ag oraz roztworu zawierajacego
koniugat anty-HAV - peroksydaza, odbywa si¢ dalsza inkubacja, podczas ktorej tworzy si¢ kompleks (Anty-h IgM)
* (Anty-HAV IgM) « (HAV Ag) « (Anty-HAVe peroksydaza) na powierzchni dotkéw. Po wyptukaniu ptytki
mikrotitracyjnej w celu usunig¢cia niezwigzanego materiatu, roztwor substratu tetrametylobenzydyny (TMB)
dodawany jest do dotkéw i inkubowany. W przypadku obecno$ci Anty-HAV IgM w probce, po wyptukaniu,
aktywno$¢ peroksydazy na dotkach odzwierciedla zawarto$¢ Anty-HAV IgM w prdbce. Reakcja peroksydaza -
TMB zatrzymywana jest poprzez dodanie kwasu siarkowego. Optyczna gestos¢ uzyskanego koloru odczytywana
jest za pomocg odpowiedniego fotometru przy dtugosci fali 450 nm (wybrana referencyjna dtugosé fali w zakresie
620 - 690 nm "8

Zasada testu zostala przedstawiona na ponizszym schemacie:

A. Prébka (zawierajaca przeciwciata IgM Anty-HAV):
1. Plytka (Anty-h IgM) + prébka (zawierajaca IgM Anty-HAV)
— Plytka (Anty-h IgM) = IgM Anty-HAV
2. Plytka (Anty-h IgM) = peroksydaza IgM Anty-HAV + HAV + Anty-HAV
—Ptytka (Anty-h IgM) = IgM Anti-HAV-HAV = kompleks (Anty-HAV-HRPO)
3. Phukanie w celu usuni¢cia niezwigzanych materialow.
4. Ptytka (Anty-h IgM) - IgM Anty-HAV = kompleks HAV (Anty-HAV-HRPO)
+ roztwdér TMB — kolor od jasnoniebieskiego do niebieskiego.
5. Kolor od jasnoniebieskiego do niebieskiego + roztwor zatrzymujacy reakcje — kolor od jasnozottego do
76ltego, mierzony przy 450 nm z wybrana dtugoscia fali odniesienia w zakresie 620 - 690 nm "
B. Probka (bez przeciwciat IgM Anty-HAV):
1. Plytka (Anty-h IgM) + prébka (bez IgM Anty-HAV) — Plytka (Anty-h IgM)
2. Plytka (Anty-h IgM) + HAV + Anty-HAV = peroksydaza — Ptytka (Anty-h IgM
------- nie powstanie zaden kompleks
3. Plukanie w celu usunigcia niezwigzanego materiatu.
4. Plytka (Anty-h IgM) + roztwor TMB (bezbarwny) — bezbarwny
5. Roztwdr bezbarwny + zatrzymujacy reakcj¢ —bezbarwny, mierzony przy dtugosci fali 450nm (wybrana

referencyjna dtugosé fali w zakresie 620 - 690 nm “8).
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4. OPISMATERIALOW ZAWARTYCH W ZESTAWIE
» Warunki przechowywania: Pozycje 1 - 8 w ponizszej tabeli odczynnikéw powinny by¢ przechowywana w
lodéwce w temperaturach od +2 do +8°C. Roztwdr do ptukania (20x) oraz roztwor

stopujacy reakcje nalezy przechowywaé w temperaturach od + 2 do +30°C.

POZYCJE |Skladniki Opis Ilo$¢ na 96
testow
(1) Plytka optaszczona Anty-  |Mikroptytka optaszczona oczyszczonym 1 plytka
IgM przeciwciatem ludzkiej IgM.
(2) Roztwor Anty-HAV - Koniugat Anty-HAV - peroksydaza 1 butelka,
peroksydaza (chrzanowa) w buforze ze stabilizatorami 8 ml
Ab HRP biatka.

Srodki konserwujace: gentamycyna 0,003% i
timerosal 0,01%

3) Dodatnia kontrola przeciw- |Surowica zawierajaca rozcienczong Anti- 1 butelka,
ludzkiej -lIgM HAV IgM w buforze za stabilizatorami biatka.|2.5 ml
CONTROL H Srodki konserwujace: gentamycyna 0,003% i
timerosal 0,01%
4 Rozcienczalnik probki Stabilizator biatka w buforze. 1 butelka
DIL SPE Srodki konserwujgce: gentamycyna 0,003% 1 |12 ml
timerosal 0,01%
(5) Roztwor antygenu zapalenia |Antygen wirusa Hepatitis A w buforze | 1 butelka,
watroby typu A stabilizatorze biatka. 8mi
Srodki konserwujace: gentamycyna 0,003% i
Ag timerosal 0,01%.
(6) Ujemna kontrola Anty-HAV |Stabilizator biatka w buforze. 1butelka,
IgM Srodki konserwujgce: gentamycyna 0,003% i (2,5 ml
CONTROL | L timerosal 0,01%..
@) Chromogenny koncentrat 0,6 mg/ml 3,3',5,5'-tetrametylobezydyny 1 butelka,
TMB (TMB) w zasadzie organicznej (0,6 mg/ml). (12 ml

CHROM | TMB | CONC

(8) Bufor substratu Bufor zawierajacy kwas cytrynowy H,O, 1 butelka,
SUB BUF 0,03%. 12 ml

9) Skoncentrowany roztwor do |Bufor fosforanowy tween-20. 1 butelka
ptukania (20x) 58 ml

WASH SOLN | CONC

(10) Roztwor zatrzymujacy Kwas siarkowy 2N 1 butelka
reakcjg 12 ml

STOP SOLN
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» INNE NIEZBEDNE MATERIALY I URZADZENIA NIEDOLACZONE DO ZESTAWU

POZYCJE [Skladniki

(1) Potrzebne sg mikropipety 5 pl, 50 pl 100 pl I 1,0 ml oraz koncowki

(2) 100 ml soli fizjologicznej 0,15M.

(3) Inkubator lub aznia wodna z kontrolg temperatury do+37 °C.

(4) Probowki do rozcienczenia probki.

(5) System ptuczacy do mikroplytek

(6) Czytnik ptytek ELISA:
Dwie diugosci fali - 450 nm i 620-690 nm jako referencyjna dtugos¢ fali ® szeroko$é pasmal0 nm.

(7) 'Woda oczyszczona: woda destylowana lub dejonizowana.

(8) W petni automatyczny analizator mikroptytek EIA jest urzadzeniem opcjonalnym. Uzytkownik
powinien dokona¢ walidacji automatycznego analizatora mikroptytek EIA w polaczeniu z zestawem.

4.1. Warunki przechowywania oraz stabilnos¢ zestawu I jego elementéw
Zestaw/Elementy Warunki Stan Stabilno$é
przechowywania
Zestaw Anty-HAV IgM ELISA +2 do +8 °C Oryginalny 15 miesiecy
Raz otwarty 1 miesiac
Kontrola dodatnia Anty-HAV IgM +2 do +8 °C Oryginalny 15miesiecy
Raz otwarty 1 miesiac
Kontrola ujemna Anty-HAV IgM +2 do +8 °C Oryginalny 15 miesigey
Raz otwarty 1 miesiac
Roztwor antygenu HAV +2 do +8 °C Oryginalny 15 miesigey
Raz otwarty 1 miesiac
Rozcienczalnik do probek +2 do +8 °C Oryginalny 16 miesigcy
Raz otwarty 1 miesiac
Ptytka przeciw-ludzkiej IgM +2 do +8 °C Oryginalny 15miesigcy
Raz otwarty 2 miesiac
Roztwor koniugatu Anty-HAV - peroksydaza [+2 do +8 °C Oryginalny 15 miesigcy
Raz otwarty 1 miesiac
Roztwor ptuczacy ,koncentrat (20x) Temp. pokojowa Oryginalny 24 miesigce
Raz otwarty 1 miesiac
Rozcienczony roztwér phluczacy (20x) Temp. pokojowa Rozcienczony 2 dni
+2 do +8 °C Rozcienczony 1 tydzien
Chromogenny koncentrat TMB +2 do +8 °C Oryginalny 24 miesigce
Raz otwarty 1 miesiac
Bufor substratu +2 do +8 °C Oryginalny 24 miesigce
Raz otwarty 1 miesiac
Kwas siarkowy 2N Temp. pokojowa Oryginalny 24 miesiagce
Raz otwarty 1 miesiac
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OSTRZEZENIE

INSTRUKCJA STOSOWANIA
Ostrzezenia

Niniejszy zestaw odczynnikdw przeznaczony jest wylacznie do profesjonalnego uzytku

Niniejszy zestaw odczynnikdw przeznaczony jest wylacznie do diagnostyki in vitro.

Wszystkie odczynniki i probki znajdujace si¢ w zestawie pozostawi¢ do momentu osiggnigcia temperatury
pokojowej (+20 do +30°C), a przed uzyciem delikatnie wymieszac.

Nie nalezy uzywa¢ odczynnika po uptywie jego daty waznosci.

Nie nalezy wymienia¢ odczynnikéw pomigdzy zestawami o réznych numerach serii.

Nie nalezy pipetowaé ustami.

Nie nalezy pali¢ tytoniu ani je$¢ w miejscach pracy z prébkami lub odczynnikami.

Kontrole dodatnia, roztwor antygenu HAV, kontrolg ujemna, roztwor koniugatu oraz probki nalezy traktowaé jak
potencjalne zagrozenie dla zdrowia. Nalezy stosowac je i utylizowac zgodnie z procedurami bezpieczenstwa
uzytkownika laboratorium. Takie procedury bezpieczenstwa obejmuja m.in stosowanie r¢kawic ochronnych oraz
unikanie generowania aerozoli.

Potencjalnie zakazne probki oraz rozlania lub wycieki roztworéw niezawierajace kwas nalezy doktadnie wytrze¢
5% podchlorynem sodu lub postepowaé zgodnie z zasadami praktyki laboratoryjnej w zakresie kontroli
potencjalnego zagrozenia biologicznego.

Pozostatosci zuzytych probek oraz odczynnikéw zanim zostana usuniete jako odpady ogoélne, nalezy
utylizowa¢é zgodnie z zasadami postepowania z odpadami stwarzajacymi potencjalne zagrozenie
biologiczne lub w nastepujacy sposoéb:

Odpady ptynne oraz state nalezy umiesci¢ w autoklawie, utrzymujgc temperature +121°C przez co najmniej 30
minut. Odpady state mozna réwniez poddaé spalaniu.

Odpady ptynne nie zawierajace kwaséw mozna oczyszcza¢ podchlorynem sodu rozcienczonym do ostatecznego
stezenia 1%.

Odpady ptynne zawierajace kwasy przed utylizacja nalezy zneutralizowaé za pomocg podchlorynu sodu (jak
powyzej) oraz pozostawi¢ na 30 minut w celu uzyskania skutecznej dezynfekcji.

Kwas siarkowy 2N dziata draznigco na skorg, oczy, drogi oddechowe oraz btony $luzowe. Nalezy unikad
kontaktu kwasu siarkowego 2N ze skorg oraz btonami §luzowymi. W przypadku kontaktu miejsca narazone
nalezy niezwlocznie przemy¢ duza ilo$cig wody. W przypadku narazenia przez drogi oddechowe, nalezy
zapewni¢ doptyw §wiezego powietrza, a w razie dolegliwosci, skonsultowac sie z lekarzem.

Chromogenny koncentrat TMB zawiera rozpuszczalnik organiczny, ktory jest fatwopalny: zagraza powstaniem
bardzo powaznych nieodwracalnych zmian w stanie zdrowia w nastepstwie narazenia przez drogi oddechowe, w
kontakcie ze skora i po spozyciu.

Chromogenny koncentrat TMB zawiera dimetylosulfotlenek, ktdry dziata draznigco na skore i blony §luzowe.

Pobieranie prdbek i przygotowanie do analizy

Przed pobraniem krwi nie jest wymagane specjalne przygotowanie pacjenta. Krew nalezy pobiera¢ stosujac
zatwierdzone techniki medyczne.

Niniejszy zestaw diagnostyczny mozna stosowac z surowicg lub osoczem. Prébki krwi petnej nalezy mozliwie
jak najszybciej odwirowac, aby unikna¢ hemolizy. Wszelkie zanieczyszczenia (np. skrzepy fibrynowe lub
erytrocyty) znajdujace sie¢ w probee nalezy usuna¢ przed uzyciem probki.

Probki nalezy przechowywaé w temperaturze +2 do +8°C oraz unika¢ dezaktywacji wysoka temperatura, aby
zminimalizowa¢ ryzyko obnizenia jakos$ci probki. W przypadku dlugotrwalego przechowywania, probki nalezy
zamrozi¢ w temperaturze ponizej -20 °C. Nie zaleca si¢ przechowywania W Ssamorozmrazajacej si¢ zamrazarce.
Zamrozone probki nalezy doktadnie odmrozi¢ i dobrze wymiesza¢ przed wykonaniem testu.

Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i odmrazania

1. Probka nie moze zawiera¢ zadnych zwiazkéow AZYDKU, ktory hamuje aktywno$¢
peroksydazy.

2. Nie nalezy uzywaé niekompletnie skoagulowanych prébek surowicy oraz probek skazonych
mikrobiologicznie.
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Przechowywanie odczynnikow

Zestaw nalezy przechowywac w temperaturze +2 do +8°C. Nie zamrazac.

Paski ptytki nalezy zuzy¢ w ciagu 2 miesigcy od otwarcia oryginalnej torebki z folii aluminiowej.
Nieuzywane paski nalezy trzyma¢ w torebce z folii aluminiowej, zaklejajac szczelnie otwor tasma.
Bezposrednio po uzyciu odczynnik nalezy umiesci¢ ponownie W temperaturze +2 do +8°C.
Koncentrat roztworu do ptukania (20X) nalezy przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej, aby unikna¢
krystalizacji. Jezeli krysztat wytraci si¢ przed uzyciem koncentratu, roztwor nalezy podgrzewaé w tazni wodnej w
temperaturze +37°C az do rozpuszczenia si¢ krysztatu.

Procedura plukania plytek

Przygotowanie roztworu do ptukania:
Rozcienczy¢ koncentrat roztworu do ptukania (20X) destylowang lub dejonizowang woda w proporcji 1:20. Nie
uzywaé wody z kranu.

54.2. Phukanie ptytek

Plukanie ptytek:
1. Plukanie ptytek

(@) W ptuczce do ptytek z funkcja odsysania roztworu ptuczacego: 6 cykli z co najmniej 0,5ml buforu
pluczacego na dotek na cykl lub

(b) W ptuczce do plytek bez funkcji odsysania roztworu ptuczacego: 8 cykl z co najmniej 0,35ml buforu
ptuczacego na dotek na cykl.

Osuszy¢, odwracajac ptytke 1 obstukujac mocno na papierze absorpcyjnym. Nadmierna pozostato$¢ buforu
pluczgcego moze prowadzi¢ do bigdnych wynikow.
OSTRZEZENIE: Nieodpowiednie ptukanie moze prowadzi¢ do btgdnych wynikdw.

Procedura wykonania oznaczenia

Oznaczenie moze by¢ wykonywane na automatycznych analizatorach mikroptytek EIA. Nalezy ustawi¢
program zgodnie z ponizsza procedurg testu.

Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy umie$ci¢ wszystkie odczynniki oraz prébki w temperaturze pokojowej
(+20 do +30°C). Ustawi¢ temperature tazni wodnej lub inkubatora na +37+1°C.

Przygotowa¢ wymagang liczbe dotkéw — dwa dotki nalezy przeznaczy¢ na préobe §lepa, trzy na kontrole ujemna,
dwie na kontrole dodatnia i jedna na kazda probke.

Zarezerwowa¢ dwa dotki na probe slepa. Dodac¢ 100 pl kontroli ujemnej do kazdego z trzech dotkdw, 100 pl
kontroli dodatniej do kazdego z dwoch dotkdéw oraz 100 pl rozcienczalnika do kazdego dotka reakcyjnego
przeznaczonego do badanych prdbek.

Rozcienczy¢ kazda probke w proporcji 1: 200:

Przygotowac probdwki do rozcienczania w liczbie odpowiadajacej liczbie probek. Dodac 1,0 ml roztworu soli
fizjologicznej - 5 ul na kazda probowke i wstrzasnaé, aby wymieszac.

Doda¢ 5 pl kazdej rozcienczonej probki odpowiednio do kazdego dotka zawierajacego rozcienczalnik.
Delikatnie ostuka¢ ptytke.

Uszczelni¢ ptytke paskiem samoprzylepnym.

Inkubowa¢ ptytke w inkubatorze lub tazni wodnej w temperaturze +37 + 1°C przez jedng godzine.

Pod koniec okresu inkubacji usuna¢ i wyrzuci¢ pasek samoprzylepny, i przeptuka¢ ptytke zgodnie z punktem
"5.4. Procedura plukania plytek".

Doda¢ 50 pl roztworu antygenu wirusa A oraz 50 pl roztworu koniugatu Anty-HAV - peroksydaza do kazdego
dotka reakcyjnego z wyjatkiem dotkow préby slepej. Natozy¢ nowy pasek samoprzylepny.

Inkubowac¢ ptytke w inkubatorze lub tazni wodnej w temperaturze +37 £+ 1 °C przez jedna godzine.

Pod koniec okresu inkubacji usunaé i wyrzuci¢ pasek samoprzylepny, i przeptukaé ptytke zgodnie z punktem
"5.4. Procedura plukania ptytek".

Wybra¢ jedna z nastepujacych dwdch metod przeprowadzania reakcji barwnej:

UWAGA: Chromogenny koncentrat TMB powinien by¢ bezbarwny do jasnoniebieskiego, w przeciwnym razie
nalezy go wyrzuci¢. Mieszaning chromogennego koncentratu TMB oraz buforu substratu nalezy zuzy¢ w ciagu
30 minut po zmieszaniu. Nalezy unika¢ ekspozycji mieszaniny na intensywne §wiatto.

A.  Bezposrednio przed uzyciem wymieszaé¢ w czystym pojemniku réwne objetosci chromogennego
koncentratu TMB oraz buforu substratu. Doda¢ 100 pl roztworu mieszaniny do kazdego dotka, takze do
dwoch dotkow przeznaczonych na probe $lepa.
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5.5.13.
5.5.14.

5.5.15.

A\

5.6.
5.6.1.

A\

5.6.2.

s
A

5.6.4.

5.6.5.

5.7.

5.7.1.
5.7.2.
5.7.3.

5.8.

5.8.1.
5.8.2.

5.8.3.

B. Najpierw doda¢ 50 pl chromogennego koncentratu TMB, a nastepnie doda¢ 50 ul buforu substratu do
kazdego dotka, takze do dwoch dotkdéw proby $lepej. Starannie wymieszac.

Przykry¢ ptytke czarng nakrywka i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

Zastopowac reakcje¢ dodajac 100 pl roztworu stopujacego do kazdego dotka, takze do dwoch dotkow proby

slepe;j.

Odczyta¢ absorbancje kontroli oraz badanych prébek w ciggu 15 minut za pomoca fotometru przy dtugoscei fali

450 nm (wybrana referencyjna dtugos¢ fali w zakresie 620 - 690 nm'®).

Uzy¢ dotka proby $lepej do wyzerowania fotometru.

UWAGA: Dotek proby slepej powinien by¢ bezbarwny do jasno zoltawego; w przeciwnym razie wynik testu
jest niewazny. W tym przypadku oznaczenie nalezy powtorzyc.
Proba $lepa substratu: warto$¢ absorbancji nie moze przekraczaé¢ 0,100.

Obliczanie wynikdéw testéw

Obliczanie NCx ($rednia absorbancja kontroli ujemne;j).

Przyktad:
Numer prébki Absorbancja
1 0,080
2 0,085
3 0,07

NCx = (0,080+0,085 + 0,079) / 3 =0,081
NCx musi wynosi¢ < 0,2, w przeciwnym razie test jest niewazny.
Obliczanie PCx ($redniej absorbancji kontroli dodatniej)

Przyktad:
Numer prébki. Absorbancja
1 1,223
2 1,205

PCx =(1,223 +1,205) /2 = 1,214

PCx musi wynosi¢ > 0,5, w przeciwnym razie test jest niewazny.
Obliczanie wartos$ci P-N
P-N =PCx - NCx
Przyktad:
P-N=1,214-0,081 = 1,133
Warto$é P-N musi wynosi¢ > 0,3, w przeciwnym razie test jest niewazny.
Obliczanie wartos$ci odciecia
Warto$¢ odciecia= NCx + (PCx/4)
Przyktad:
Warto$¢ odciecia= 0,081 +(1,214/4) = 0,385
Obliczanie zakresu dla powtorzenia testu (Retest Range)
Zakres dla powtorzenia testu = Warto$¢ odciecia +10%
Przyktad: Warto$¢ odcigcia = 0,385

Zakres dla powtorzenia testu = (0,385 — 0,039) do (0,385 +0,039) = 0,346 do 0,424

Waznos$¢ serii testow

NCx musi wynosi¢ < 0,2, w przeciwnym razie test jest niewazny.

PCx musi wynosi¢ > 0,5, w przeciwnym razie test jest niewazny,.

Warto$é P-N musi wynosi¢ > 0,3, w przeciwnym razie test jest niewazny.

UWAGA: Kontrola ujemna: warto$¢ absorbancji po odjeciu préby Slepej nie moze

przekraczaé 0,200.
Interpretacja wynikéw

Prébki o warto$ciach absorbancji PONIZEJ wartoéci odciecia uznawane sa za negatywne dla Anty-HAV IgM
Probki z wartosciami absorbancji POWYZEJ lub ROWNYM I wartoéci odciecia uznawane sg za pozytywne
dla Anti-HAV IgM.

Jesli otrzymane warto$ci mieszczg sie w zakresie kwalifikujacym do powtdrzenia testu, test nalezy powtorzyé
w podwadjnych oznaczeniach i zinterpretowaé jak wyzej. Jezeli ponownie otrzymana wartos¢ absorbancji miesci
si¢ W zakresie kwalifikujagcym do powtdrzenia testu, sugeruje si¢ ponowne wykonanie oznaczenia ($wieza
prébka..
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5.9. Rozwiazywanie problemow

Jezeli nie mozna odtworzy¢ wyniku, nalezy przeprowadzi¢ wstgpne czynnosci kontrolne przedstawione ponizej:

59.1 Nieodpowiednia procedura ptukania.

5.9.2. Zanieczyszczenie prébkami dodatnimi.

5.93. Niewtasciwa objetos¢ probki, koniugatu lub substratow.

5.9.4. Zanieczyszczenie obrzeza dotka koniugatem.

5.9.5. Nieprawidtowa probka, np. zhemolizowana surowica lub osocze, probka zawierajaca osad oraz probka

niestarannie wymieszana przed uzyciem.

5.9.6. Niewtasciwy czas inkubacji lub niewtasciwa temperatura.

5.9.7. Catkowicie lub czg$ciowo niedrozna glowica aspirujaco-dozujaca ptuczki i igly.

5.9.8. Niedostateczna aspiracja.

5.10. Ograniczenia i interferencje

5.10.1. Niniejszy zestaw odczynnikow jest przeznaczony do uzycia wyltacznie z niepulowanymi prébkami ludzkiej

surowicy lub osocza.
5.10.2. W przypadku kazdego zestawu immunoenzymatycznego, niepowtarzalne wyniki oznaczenia mozna uzyskaé
najczesciej w wyniku btedu technicznego 0sdb wykonujacych badanie lub niesprawno$cia aparatury.
5.10.3. Zestaw odczynnikow nie zostat zwalidowany dla probek pobranych ze zwtok.
5.10.4. Substancje potencjalnie interferujace: W poszczegdlnych badaniach uzyskano nastepujace rezultaty
Nie wykazano wplywu antykoagulantdw, takich jak heparyna, cytrynian i EDTA, na wynik testu.
Nie wykazano wptywu hemoglobiny do 8,0 mg/ml na wynik testu.
Nie wykazano wptywu bilirubiny do 0,3 mg/ml na wynik testu.

1

2

3

4. Nie wykazano wptywu triglicerydéw do 5,0 mg/ml na wynik testu.

5. Woysoce dodatnia prébka czynnika reumatoidalnego wykazata fatszywie dodatni wynik.
6

Cigza nie miata wpltywu na wynik testu.
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5.11.
5.11.1.
Czulo$¢ diagnostyczna i

swoisto§¢ diagnostyczna

Charakterystyka metody

1. Probki pochodzace od hospitalizowanych pacjentow:

Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA

Préba

poréwnawcza

NEGATYWNE |POZYTYWNE Ogobtem
NEGATYWNE 1378 0 1378
POZYTYWNE 4 188 192
ogolem 1382 188 1570

Czutos¢ diagnostyczna= 100% x 188/192 = 98% swoistos¢ diagnostyczna = 100% x

1378/1378=100%

2. Pacjenci ostrym wirusowym zapaleniu watroby typu B:

Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA

Préba

poréwnawcza

NEGATYWNE POZYTYWNE Ogotem
NEGATYWNE 51 0 51
POZYTYWNE 0 0 0
ogélem 51 0 51

Zgodnos¢ = 100%

3. Pacjenci wirusowym zapaleniu watroby typu B w okresie rekonwalescencji:

Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
Préba NEGATYWNE POZYTYWNE Ogotem
poréwnawcza NEGATYWNE 28 0 28
POZYTYWNE 0 0 0
ogélem 28 0 28
Zgodnos¢ = 100%
4. Nosiciele przewlektego wirusowym zapaleniu watroby typu B:
Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
Préba NEGATYWNE POZYTYWNE Ogotem
poréwnawcza NEGATYWNE 107 0 107
POZYTYWNE 0 0 0
ogbélem 107 0 107
Zgodnos¢ = 100%
5. Pacjenci z chorobami autoimmunologicznymi:
Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
Proba NEGATYWNE POZYTYWNE Ogotem
poréwnawcza NEGATYWNE 20 0 20
POZYTYWNE 0 0 0
ogotem 20 0 20

Zgodnos¢ = 100%
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6. Pacjenci z ostrym wirusowym zapaleniu watroby typu A:

Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NEGATYWNE [POZYTYWNE| Ogbtem
Préba NEGATYWNE 0 0 0
poréwnawcza |POZYTYWNE 0 24 0
ogotem 0 24 24
Czutos¢ diagnostyczna = 100%
Swoistos$¢ diagnostyczna = 100%
7. Pacjenci z innymi infekcjami wirusowymi:
Test DIAsource Anti-HAV IgM ELISA
NEGATYWNE [POZYTYWNE| Ogétem
Préba NEGATYWNE 35 0 35
poréwnawcza [POZYTYWNE 0 0 0
ogolem 35 0 35

Swoistos¢ diagnostyczna/Zgodnosé = 100%

5.11.2. Czulos¢ analityczna < 100 AU/ml
Czulosé analitycznanp. (Nr serii: A49C32PT) Czulo$¢ analityczna= 61,7 AU/ml

Stezenie (AU/ml) oD Log (Stezenie.) Log (OD)
200 1,256 2,30103 0,09898964
100 0,846 2 -0,07262964
50 0,385 1,69897 -0,41453927
25 0,250 1,39794001 -0,60205999
Odcigcie 0,506 1,79003187 -0,29584948
Czuto$¢ (AU/ml) 61,7 | e | e

Nr seriiA49C32PT
02
R
‘ o+ y=08124x - 1.75
| R =0.991 =
[a ) X
<)
| S.ua < i
-
ue (-
U A =
1 4 1A 1 8 7 4
Log _ )
REEdyiE)s liniowosé
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5.11.3. Precyzja

Regresja liniowa

R? 0,991195
R? 0,982468
Dostosowany R? 0,973702
Blad standardowy 0,051643
INumer obserwowanej wartosci 4

Powtarzalno$¢ wewnatrzseryjna: wewnatrzseryjna CV% < 15

Powtarzalno$¢ migdzyseryjna: miedzyseryjna CV% < 20

5.11.4. Identyfikowalnos¢

Stezenie kontroli dodatniej Anty-HAV IgM = 800+200 AU/ml
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5.12.Karta procedury wykonania oznaczenia

Uproszczona procedura Anti-HAV IgM ELISA

Rozcieficzyé 5 pl kazdej probki z 1 ml roztworu soli fizjologicznej. NIE ROZCIENCZAC KONTROLL

l

Doda¢é 100 pl kontroli (3 x NC, 2x PC) oraz 100 pl rozcienczalnika do doltkow przeznaczonych na probki.
Zarezerwowac 2 puste dolki na prébe $lepa.

l

Dodaé 5 pl rozcienczonej prébki do kazdego dolka zawierajacego odpowiednio 100 pul rozcienczalnika .
Uszczelni¢ paskiem samoprzylepnym.

!

Inkubowa¢ w temperaturze +37 £1°C przez jedng godzine

!

Przepluka¢ plytke

!

Doda¢é 50 pl roztworu antygenu HAV oraz 50 pl roztworu koniugatu Anty-HAYV - peroksydaza do kazdego z dolkéw

reakcyjnych z wyjatkiem dolkéw proéby Slepej.

!

Inkubowa¢ w temperaturze +37 £1 °C przez jedna godzine

|

Przeptuka¢ plytke

(Wybra¢ jedna z podanych ponizej metod przeprowadzania reakcji barwnej)
/

Zmiesza¢ ré6wne objetosci chromogennego koncentratu Dodac¢ 50 pl chromogennego koncentratu TMB do
TMB oraz buforu substratu. Dodaé¢ do dotkéw 100 pl dolkéw, a nastepnie doda¢ 50 pl buforu substratu.
zmieszanego roztworu. Starannie wymiesza¢.
\ /
‘ Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 30 minut. ‘
!
‘ Doda¢ 100 pl roztworu stopujacego reakcje do kazdego dolka. ‘
!

‘ Wyznaczyé absorbancje dla 450nm, stosujac jako referencyjna dlugosé fali 620-690 nm®, ‘
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