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Комбінований імунохроматографічний тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма)
ІНСТРУКЦІЯ
ЗАСТОСУВАННЯ

Комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма)  представляє собою швидкий, імунохроматографічний аналіз для якісного виявлення HBsAg, HBsAb, HBeAg, HВeAb і HВcAb в сироватці чи плазмі крові людини.

КОРОТКЕ ПОЯСНЕННЯ

Хронічний гепатит B є серйозним захворюванням, яке може бути причиною розвитку цирозу печінки, раку печінки чи навіть смерті.  Кожен рік 1 мільйон людей помирає від цієї інфекції. Більшість людей, заражених гепатитом В, одужують, але приблизно 5-10% інфікованих стають носіями інфекції і ще у 5-10%  інфікованих захворювання прогресує до хронічного захворювання печінки, цирозу чи раку печінки.

Комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) є швидким тестом для якісного виявлення HBsAg, HBsAb, HBeAg, HВeAb і HВcAb в сироватці чи плазмі людини без використання інструментарію.

ПРИНЦИП 

HBsAg і HBeAg

Тест на HBsAg і HBeAg  є якісним, двошаровим імунохроматографічним аналізом для виявлення  HBsAg  чи/та HBeAg  в сироватці чи плазмі крові людини. Під час тестування зразок мігрує по капілярам мембрани по принципу хроматографії і вступає  в реакцію з HBsAb чи/та HBeAb, які були заздалегідь нанесені на мембрану, в результаті чого утворюється червона лінія. Наявність червоної лінії на тестовій ділянці мембрани означає позитивний результат, в той час як відсутність її означає негативний результат тесту.

HBsAb

Даний тест є якісним, горизонтально-поточним імунохроматографічним аналізом для виявлення HBsAb в сироватці чи плазмі крові людини. Під час тестування зразок мігрує по капілярам мембрани по принципу хроматографії і вступає в реакцію з HBsAg, які були заздалегідь нанесені на мембрану, в результаті чого утворюється червона лінія. Наявність червоної лінії на тестовій ділянці мембрани означає позитивний результат, в той час як відсутність її означає негативний результат тесту.

HВeAb і HBcAb

Тест на HBeAb і HBcAb є імунохроматографічним аналізом, який базуються на принципі конкуруючого зв”язування.  Під час тестування HВeAb чи/та HBcAb, якщо присутні в зразку, будуть конкурувати  з нанесеними заздалегідь HВeAb чи/та HBcAb за обмежену кількість HBeAg чи/та HВcAg  на мембрані і не буде утворюватися лінія на тестовій ділянці, вказуючи на позитивний результат тесту. Червона лінія буде утворюватися на тестовій ділянці мембрани, якщо зразок не буде містити HВeAb чи/та HBcAb, так як усі нанесені антитіла будуть захоплені антигенами, які нанесені на тестову ділянку мембрани. 

Червона лінія, яка буде завжди з”являтися на контрольній ділянці, є контролем виконання процедури, тим самим вказуючи, що достатня кількість зразку була використана і заповнення капілярів відбулося.

ЗАСТЕРЕЖНІ ЗАХОДИ

· Для професійної in vitro діагностики. Не використовувати після закінчення терміну придатності.

· Не палити, не пити, не їсти в місці знаходження зразків та тест-систем.

· Поводитися зі зразками необхідно як з потенційно інфікованим матеріалом. Дотримуйтесь встановлених мір безпеки відносно мікробіологічного ризику та виконуйте стандартні заходи по знищенню зразків.

· При роботі зі зразками необхідно носити захисний одяг: халат, рукавиці та окуляри.

· Волога та температура можуть вплинути на результати тесту.

ЗБЕРІГАННЯ ТА СТАБІЛЬНІСТЬ 

Тест необхідно зберігати при кімнатній температурі або у холодильнику від 2 до 30°C. Тест зберігає стабільність до моменту закінчення терміну придатності, що вказаний на запаяному пакеті. Тест повинен знаходитися у запаяному пакеті аж до моменту використання. Не заморожувати. Не використовувати по закінченню терміну придатності. Термін придатності 24 місяці.
МАТЕРІАЛИ

Надані матеріали

· Тест

· Одноразові піпетки

· Інструкція

Необхідні, але не надані матеріали

· Пробірки

· Центрифуга (тільки для плазми)

· Годинник
ЗАБІР ЗРАЗКУ ТА ПІДГОТОВКА

· Комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) може бути проведений на зразках сироватки чи плазми.

· Відділити сироватку та плазму як можна швидше для уникнення гемолізу. Використовувати негемолізовані зразки.

· Для отримання більш точних результатів рекомендується проводити тестування відразу після того як зразок був взятий. Не залишати зразки на тривалий час при кімнатній температурі. Зразки можуть зберігатися при температурі 2-8ºС протягом 3 днів. Для тривалого зберігання зразки повинні зберігатися при температурі нижче -20ºС.

· Перед тестуванням довести зразки до кімнатної температури. Розморозити заморожені зразки і збовтати перед тестуванням. Зразки не можна заморожувати і розморожувати декілька раз.

ПРОЦЕДУРА ТЕСТУВАННЯ
1. Розкрити запаяний пакет, який заздалегідь необхідно довести до кімнатної температури. Дістати  тест із запаяного пакету і використати як можна швидше протягом 1 часу для отримання кращого результату.

2. Покласти тест на чисту і рівну поверхню. Тримаючи піпетку вертикально, внести по 3 краплі сироватки чи плазми (приблизно 75 мкл) у кожну лунку S на тесті відповідно і зазначити час. Уникати попадання повітряних бульбашок у лунки S. 

3. Почекати, поки червона лінія  чи лінії з’являться. Результат слід перевірити через 15 хвилин. Не брати до уваги результат тесту після 20 хвилини.
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ІНТЕПРЕТАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ

Застереження:  не інтерпретувати усі 5 тестів по одному і тому ж критерію. 
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HBsAg, HBsAb, HBeAg

Тест позитивний:* з’являються дві червоні лінії. Одна лінія повинна з’явитися на контрольній ділянці (С), а друга лінія повинна бути на тестовій ділянці (Т). 
*УВАГА: інтенсивність червоної лінії на тестовій ділянці (Т) залежить від концентрації HBsAg, HBsAb і HBeAg в зразку. Тому, поява  червоної лінії будь-якого відтінку на тестовій ділянці (Т) повинна розглядатися як позитивний результат.

Тест негативний: одна лінія з’являється на контрольній ділянці (С). Лінія червоногo чи рожевого кольору відсутня на тестовій ділянці (Т). 

Тест недійсний: контрольна лінія не з’являється. Недостатня кількість зразку була використана чи не дотримана процедура тестування. Повторіть тестування, використовуючи новий тест.  

HВeAb, HBcAb

Тест позитивний: *одна червона лінія з’являється на контрольній ділянці (С). Лінія червоногo чи рожевого кольору відсутня на тестовій ділянці (Т).

Тест негативний: з’являються дві червоні лінії. Одна лінія повинна з’явитися на контрольній ділянці (С), а друга лінія повинна бути на тестовій ділянці (Т).

 *УВАГА: інтенсивність червоної лінії на тестовій ділянці (Т) може змінюватися, поява  червоної лінії будь-якого відтінку на тестовій ділянці (Т) повинна розглядатися як негативний результат.

Тест недійсний: контрольна лінія не з’являється. Недостатня кількість зразку була використана чи не дотримана процедура тестування. Повторіть тестування, використовуючи новий тест.  

КОНТРОЛЬ ЯКОСТІ

Тест має внутрішній контрольний пристрій. Червона лінія, яка з’являється на контрольній ділянці (С), є тим самим внутрішнім контрольним пристрієм. Вона підтверджує достатню кількість використаного зразку і правильну техніку проведення тесту.

Контрольні стандарти не додаються до даного тесту.  Проте, рекомендується щоб позитивні і негативні контролі використовувались для перевірки правильності роботи тесту, керуючись положеннями Належної Лабораторної Практики.

ОБМЕЖЕННЯ

1. Комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) використовується для попередньої in vitro діагностики. Тест повинен використовуватися для виявлення HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb і HВcAb  в зразках сироваток чи плазми крові людини. Тест є якісним аналізом, тому  за допомогою його не можливо визначити кількісний вміст чи ступінь підвищення концентрації HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb і HВcAb в зразку.

2. Тест лише вказує на наявність HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb і HВcAb в зразку і не повинен бути єдиним критерієм діагностики вірусного гепатиту В.

3. Як і в усіх випадках діагностики, результат тесту повинен розглядатись у сукупності з усією клінічною інформацією, доступною лікарю.

4. Якщо результат тесту негативний, але клінічні симптоми захворювання наявні, рекомендується додаткове тестування, використовуючи інші методи діагностики. Одержаний негативний результат не виключає можливості присутності вірусного гепатиту В.
ХАРАКТЕРИСТИКИ РОБОТИ ТЕСТУ

Чутливість та специфічність

Комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) був порівняний з провідними комерційними EIA/RIA тестами на HBsAg, HBsAb, HBeAg, HbeAb, HВcAb. Отримані результати показали, що комбінований тест для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) має високу чутливість і специфічність.
HBsAg

	Метод
	EIA
	Загальний результат

	HBsAg

тест
	Результат
	Позит.
	Негат.
	

	
	Позитивний
	145
	5
	150

	
	Негативний
	0
	150
	150

	Загальний результат
	  145
	155
	300


Відносна чутливість: >99.0%

Відносна специфічність: 96.8%

Точність: 98.3%

HBsAb

	Метод
	RIA
	Загальний результат

	HBsAb

тест
	Результат
	Позит.
	Негат.
	

	
	Позитивний
	220
	2
	222

	
	Негативний
	0
	150
	150

	Загальний результат
	220
	152
	372


Відносна чутливість: >99.0%

Відносна специфічність: 98.7%

Точність: 99.5%

HBeAg

	Метод
	RIA
	Загальний результат

	HBeAg

тест
	Результат
	Позит.
	Негат.
	

	
	Позитивний
	111
	6
	117

	
	Негативний
	2
	332
	334

	Загальний результат
	113
	338
	451


Відносна чутливість: 98.2%

Відносна специфічність: 98.2%

Точність: 98.2%

HBeAb

	Метод
	ELISA
	Загальний результат

	HBeAb

тест
	Результат
	Позит.
	Негат.
	

	
	Позитивний
	103
	9
	112

	
	Негативний
	6
	321
	327

	Загальний результат
	109
	330
	439


Відносна чутливість: 94.5%

Відносна специфічність: 97.3%

Точність: 96.6%
HBcAb

	Метод
	ELISA
	Загальний результат

	HBcAb

тест
	Результат
	Позит.
	Негат.
	

	
	Позитивний
	443
	4
	447

	
	Негативний
	17
	120
	137

	Загальний результат
	460
	124
	584


Відносна чутливість: 96.3%

Відносна специфічність: 96.8%

Точність: 96.4%
Точність

Внутрішньосерійна точність дослідження

Збіг результатів ряду вимірів був визначений, використовуючи 15 копій 3  зразків негативного, слабо позитивного і позитивного вмісту HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb і HВcAb. Негативні і позитивні результати були правильно визначені в 99% випадків. 
Міжсерійна точність дослідження

Збіг результатів ряду вимірів був визначений в 15 незалежних дослідженнях, використовуючи ті ж самі 3 зразки негативного, слабо позитивного і позитивного вмісту HBsAg. HBsAb, HBeAg, HBeAb і HВcAb. Три різні партії комбінованого тесту для виявлення маркерів вірусу гепатиту В (сироватка/плазма) оцінювалися протягом 3 місяців, використовуючи негативні, слабо позитивні і різко позитивні зразки. Результати були правильно визначені в 99% випадків. 
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