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Sangre Entera / Suero / Plasma

in vitro diagnostic test
Solo para su uso profesional de diagndstico in vitro

Cadigo del producto: IHB04
Prueba de tiras de Antigeno de superficie del Virus de Hepatitis B

ANTECEDENTES

Hepatitis es el término general que significa inflamacidn del higado y puede ser causado por una variedad significativa de diversos virus, tales como, hepatitis A, B, C, D y E. Desde el desarrollo de ictericia la cual es una caracteristi-
ca de enfermedad hepatica, el diagndstico correcto unicamente se puede realizar sometiendo a los pacientes a pruebas seroldgicas para la presencia de antigenos o anticuerpos especificos antivirales. De las muchas causas
virales de hepatitis humana pocas son de mayor importancia global como la hepatitis B viral (VHB). La Hepatitis B es una enfermedad infecciosa muy comdn y muy seria del higado, afecta a millones de personas alrededor del
mundo. Las consecuencias patoldgicas severas de una infeccion por VHB persistente incluyen el desarrollo de insuficiencia hepatica cronica, cirrosis y carcinomas hepatocelulares (CHC). Adicionalmente, los portadores de VHB
pueden trasnmitir la enfermedad por muchos afios. La infeccion ocurre muy seguido en la nifiez temprana, cuando es asintomatica y seguido conlleva al estatus de portador crénico. Existen mas de 350 millones de portadores
del Virus de la Hepatitis B (VHB) actualmente en el mundo, con una adicion de 4 millones de infecciones agudas cada ano. Alrededor de un millon de personas mueren anualmente por Hepatitis B asociada a enfermedad hepatica
incluyendo carcinoma hepatocelular.

La deteccion de antigeno de superficie (AgHBs) de la hepatitis B identifica individuos infectados con el virus de la hepatitis B. Las concentraciones cuantificadas en tiempo real de VHB seroldgico y de DNA por Polimerasa de
Reaccidn en Cadena (PCR) se correlaciona con progresion de la enfermedad y para desiciones al tratamiento y subsecuentes monitoreos. AgHBs tipicamente se detecta por un ensayo inmunoldgico sensible, que utiliza anticuerpos
de superficie de la hepatitis B. Las pruebas de tipo ponto de cuidado ofrecen significativas ventajas, que inducen, reduccion de costos de instalaciones, entrega de resultados mucho mas rapidos, diagnostico temprano,
entrenamiento minimo para enfermeras y técnicos atencion de nivel de atencién medico periferico inicio de tratamiento farmacolégico instantaneo.

Interpretacion del Panel de Hepatitis B
Resultados Interpretacion

HBsAg, anti-HBc, anti-HBs Negativo, negativo, negativo Suceptible
HBsAg, anti-HBc, anti-HBs Negativo, positivo, positivo Inmune por infeccién natural
HBsAg, anti-HBc, anti-HBs Negativo, negativo, positivo Inmune por vacunacién contra hepatitis B **
HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBc, anti-HBs Positivo, positivo, positivo, negativo Infeccion aguda
HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBc, anti-HBs Positivo, positivo, negativo, negativo Infeccion crénica
HBsAg, anti-HBc, anti-HBs Negativo, positivo, negativo Cuatro interpretaciones posibles *

* Cuatro interpretaciones 1. Se podria estar recuperando de una infeccion aguda por VHB 2. Podria ser distantemente inmune y la prueba no es lo suficientemente sensitiva para detectar un muy bajo indice de anti-HBs en suero.
3. Podria ser susceptible con un falso positivo anti-HBc. 4. Podria ser un nivel de AgHBs indetectable presente en suero y la persona estar infectada crénicamente.

** Larespuesta del anticuerpo (anti-HBs) se puede medir cuantitativa o cualitativamente. La respuesta de un anticuerpo protector se reporta cuantitativamente como 10 o mas miliunidades internacionales (=10mlU/mL) o como
sea cualitativamente posible. Para que los resultados sean significantes, las pruebas post vacunacion deben completarse de 1-2 meses posterior a recibir la dosis de la tercer vacuna.

DEFINICIONES

* Antigeno de Hepatitis B de superficie (AgHBs) Un marcador seroldgico en la superficie del VHB Se puede detectar en altos niveles en suero durante hepatitis aguda o crénica. La presencia de AgHBs indica que la persona esta
infectada El cuerpo normalmente produce anticuerpos para AgHBs como parte de la respuesta normal inmunoldgica a la infeccion.

* Anticuerpo de superficie de Hepatitis B (AgHBs) La presencia de anti-HBs es generalmente interpretada como un indicador de recuperacion e inmunidad a la infeccion del VHB. Los anti-HBs tambien se desarrollan en una persona
quien ha estado satisfactoriamente vacunada contra la hepatitits B

* El anticuerpo core total de la Hepatitis B (Anti-HBc) Aparece al comienzo de los sintomas en los sintomas agudos en hepatitis B y persiste de por vida. La presencia de anti-HBc indica infeccién previa o infeccion en curso de
virus de hepatitis B (VHB) en un periodo de tiempo indefinido.

* Anticuerpos IgM contra la hepatitis B, antigenos core (IgM ant-HBc) Este anticuerpo aparece durante la infeccidn renal o infeccidn reciente por virus de la VHB y se encuentra presente durante aproximadamente 6 arios.

PROPOSITO

La prueba AgHBs es un inmunoensayo cromatogréfico para la deteccion cualitativa de antigenos de superficie (AgHBs) de Hepatitis B en muestras de sangre entera / suero / plasma humanos.

REACTIVOS

Anticuerpo Anti-HBs monoclonal, anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de ratdn y anticuerpo monoclonal anti-HBs conjugado con particulas de oro coloide.

;
METODOLOGIA

La prueba AgHBs utiliza tecnologfa inmunocromatografica de fase sélida para la deteccion qualitativa de AgHBs en sangre entera / suero / plasma humanos, La prueba consiste en un ensayo inmunométrico de dos sitios, en los
cuales una combinacion de anticuerpos monoclonales y policlonales se utilizan para detectar selectivamente AgHBs de las muestras, con un alto grado de sensibilidad. El anticuerpo monoclonal Anti-HBs fue inmovilizados en el
area de prueba “T"y el anticuerpo de cabra anti-IgG de ratdn fue inmovilizado en el area de control “C" de la membrana nitrocelulosa. Anticuerpo monoclonal Anti-HBs conjugado con particulas de oro coloide fue secado sobre
una placa de conjugacion Se introduce la muestra de la almohadilla de muestreo. Si existen AgHBs en la muestra, los AgHBs se acoplan a los anticuerpos anti-HBs monoclonales méviles, conjugados con particulas de oro coloide.
Juntos se mueven al drea de prueba “T". Los antigenos de superficie de la Hepatitis B se adhieren a los anticuerpos anti-HBs monoclonales inmovilizados y como resultado, los AgHBs ligados a los anticuerpos anti-HBs monoclona-
les maviles (conjugados con particulas de oro coloide) se inmovilizan en el drea de prueba “T” creando en consecuencia, una sefial coloreada visible por la acumulacion de particulas de oro coloide sobre el area de prueba “T" (una
linea de prueba coloreada), indicando en la prueba un resultado positivo. Si no hay AgHBs en la muestra, entonces la muestra se mueve al area de prueba “T" junto con los anticuerpos anti-HBs monoclonales no unidos (libres)
conjugados con particulas de oro coloide. Los anticuerpos anti-HBs monoclonales inmovilizados no se pueden unir a los anticuerpos anti-HBs monoclonales mobilizados, conjugados con particulas de oro coloide, por lo tanto, no
se obtiene ninguna sefial visible coloreada en el érea de prueba “T” (no hay linea de prueba coloreada), indicando que el resultado de la prueba, es negativo. Independientemente del contenido de AgHBs en la muestra liquida, los
anticuerpos anti-HBs monoclonales mdviles conjugados con particulas de oro coloide, se unen a anticuerpos inmovilizados de cabra anti-igG de ratén, mientras que la muestra liquida esta pasando a través del area de control “C".
Por lo tanto, la acumulacion de particulas de oro coloide producen una sefial visible coloreada en el area de control “C” (una linea de control coloreada), indicando que el resultado de la prueba es valido. La linea coloreada debe
ser visible en el area de control “C” en todos los casos; si no se percibe una linea coloreada en el érea de control “C”, el resultado de la prueba deberia indicarse como invélido.

LIMITACIONES Y PRECAUCIONES

1. Para uso profesional y diagndstico in vitro Ginicamente.

2. No se debe utilizar el kit de prueba una vez la fecha de caducidad haya expirado. El dispositivo de la prueba es de un solo uso. No se debe re utilizar.

3. El dispositivo de la prueba debe permanecer sellado en su empague original hasta que se utilice. No utilice la prueba si el sello esté roto o si el empaque esta danado.

4. Utilice guantes desechables mientras realice la prueba.

5. Utilice un gotero nuevo para cada muestra.

6. El dispositivo de prueba se debe desechar en un contenedor de material de riesgo biolégico, después de haber realizado la prueba.

7. Todas las muestras de los pacientes se deben considerar como muestras con potencial riesgo de transmision de enfermedades. Observe las precauciones establecidas contra riesgos microbioldgicos durante
todos los procedimientos y siga los procedimientos estandar para el desecho adecuado de las muestras.

8. Esta prueba indicara Ginicamente la presencia o ausencia de AgHBs en la muestra y no se deberia utilizar como el tnico fundamento para el diagnéstico de una infeccion por hepatitis viral.

Asi como en todas las pruebas diagnésticas, se debe tomar en cuenta que un diagndstico de identificacion no se puede basar en el resultado de una sola prueba. El diagndstico solo se puede obtener por un
experto después de haber evaluado todos los hallazgos clinicos y de laboratorio.

ALMACENAMIENTO

El dispositivo de la prueba se debe mantener fuera del contacto directo con la luz del sol, humedad, calor y fuentes de radiacion. Almacenar a 4 - 30°C (39 - 86°F). No congelar.

Dentro de su empaque original, la prueba se mantiene estable hasta su fecha de caducidad bajo las condiciones de almacenamiento descritas previamente. El dispositivo de la prueba se debe de utilizar maximo una hora
después de haber abierto la envoltura.

Componentes del kit: Placas de prueba, goteros e instructivo.

Materiales requeridos adicional pero no proporcionados: Tubo de recoleccién de muestra, centrifuga y segundero.

Materiales recomendados adicionales pero no proporcionados: Micropipetas, para el cumplimiento del volumen de muestra en el procedimiento de la prueba, materiales de control positivo y negativos.

TOMA DE LA MUESTRA Y PREPARACION

La prueba se puede realizar utilizando sangre entera, suero o plasma. Para evitar hemdlisis, el suero o plasma se debe separar de la sangre lo antes posible.

Para muestras de sangre entera: La prueba se debe realizar inmediatamente en muestras de sangre entera. De otra manera, las muestras de sangre entera se deben almacenar a 2 - 8 °C con anticoagulantes (deberfan usarse
EDTA, heparina, citrato) para evitar la coagulacion hasta que se vayan a probar en un periodo de 2 dias posteriores a la recoleccion.

Para muestras de suero: Recolectar sangre en un tubo de recoleccion sin anticoagulantes, dejar asentar por 30 minutos para la coagulacion sanguinea y luego centrifugar la sangre. Al final del periodo de centrifuga, el
remanente flotante se utiliza como suero. (Tiempo y velocidad de la centrifugacién: 2300-2880 x g por ~ 10 min)

Para muestras de plasma: Recolectar sangre en un tubo de recoleccion con anticoagulantes (Se deberfan utilizar EDTA, heparina, citrato) para evitar la coagulacion sanguinea de la muestra y luego centrifugar la sangre.
Al final del periodo de centrifuga, el remanente flotante se utiliza como plasma. (Tiempo y velocidad de la centrifugacion: 2300-2880 x g por ~ 10 min)

No utilice muestras turbias ni hemolizadas. Si la muestra no se puede someter a la prueba el mismo dia de su recoleccién, almacene las muestras de suero, plasma en un refrigerador o congelador. No congele y deshiele
las muestras de suero, plasma repetidamente. No congele las muestras de sangre entera. Antes de someter a prueba, las muestras deben estar a temperatura ambiente. Las muestras congeladas deben de estar
completamente deshieladas y bien mezcladas previamente a la prueba. Las muestras de prueba turbias deben centrifugarse. Evitar el uso de muestras congeladas y deshieladas cuanto més sea posible, por el bloqueo
de la membrana por los remanentes



PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

1. Conducir a temperatura ambiente las pruebas y muestras de sangre entera/suero/plasma. Sacar la prueba de su envoltura.
2. Extraer sangre entera / suero / plasma dentro del gotero y colocar 3 gotas (100 ul) en el pozo de muestra de la placa.
Evite la formacion de burbujas de aire.
3. Dependiendo de la concentracion de AgHBs de la muestra, la prueba puede hacer reaccion hasta en 5 minutos. Los resultados deben interpretarse a los 15 minutos como se muestra abajo. No
interprete los resultados tras 20 minutos pasados, los resultados obtenidos después de 20 minutos deben considerarse invalidos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Negativo: Solo se muestra una linea coloreada en el rea “C”, indicando que no existen antigenos de superficie de hepatitis B.

Positivo: Se muestran dos lineas coloreadas en las areas “C” y “T", indicando que existen antigenos de superficie de hepatitis B.

Bajas concentraciones de antigeno de superficie de hepatitis B podrian causar una linea tenue en el drea “T". Aun asf se debe de considerar una linea tenue en
el area “T" como “positivo”.

Invalida: No es visible ninguna linea coloreada o una Gnica linea coloreada es visible en el area “T"; la prueba se debe de repetir utilizando un nuevo dispositivo
de prueba.

Volumen insuficiente de las muestras o técnicas de procedimiento incorrectas son mayormente las razones de falla sobre la linea de control. Revisar el procedimiento y
repetir la prueba con un nuevo dispositivo de prueba. Si el problema persiste, descontinte utilizando el kit de prueba y contacte a su distribuidor local.
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CONTROL DE CALIDAD

Las pruebas tienen caracteristicas de control de calidad incorporadas. Cuando la prueba se ha completado, el usuario vera una linea coloreada en el area “C" en muestras negativas y una linea
coloreada en las &reas “T"y “C" en muestras positivas. La aparicion de la linea de control “C" se considera un procedimiento de control interno. Esta linea indica que se agregoé el suficiente
volumen de la muestra y también que es un resultado valido de la prueba. Se recomienda que se utilice control negativo y control positivo para verificar el desarrollo apropiado de la prueba como
medida de control externo. Los usuarios deben de seguir los lineamientos federales, estatales y locales con respecto a los controles de calidad externos.

DESARROLLO DE LA EVALUACION

La prueba AgHBs puede detectar todos los subtipos de antigenos de superficie de virus de hepatitis B

Estatus de la muestra Muestra Tipo de muestra S /P Tipo de muestra SE
AgHBs Estatus Nimero de estudio Resultado Namero de estudio Resultado

Infectado naturalmente agudo o cronico Positivo 420 EIA 100 % 420 EIA 100 %
Donadores de sangre Negativo 1054 EIA 100 % 1010 EIA 100 %
Clinica Negativo 250 EIA 100 % 220 EIA 100 %
Mujeres embarazadas Negativo 276 EIA 100 % 219 EIA 100 %
Factor Reumatoideo (FR) Negativo 150 EIA 100 % 150 EIA 100 %
Anti-VHC Negativo 20 EIA 100 % 10 EIA 100 %
Bilirrubina Negativo 10 EIA 100 % - o -
Hemoglobina Negativo 10 EIA 100 % - - -
Triglicéridos Negativo 10 EIA 100 % - - -

Sensibilidad y especificidad
Para muestras de S/P; se utilizan resultados de muestras positivas (420/420), muestras de donadores de sangre negativas (1054/1054) y muestras clinicas (250/250). Usando estos resultados;
sensibilidad, especificidad, valores + predictivo, - predictivo se calculan como;
Sensibilidad: 100 % Especificidad: 100 % Valor + Predictivo: 100 % Valor -Predictivo: 100 %
Para muestras de SE; se utilizan resultados de muestras positivas (420/420), muestras de donadores de sangre negativas (1010/1010) y muestras clinicas (220/220). Usando estos resultados;
sensibilidad, especificidad, valores + predictivo, - predictivo se calculan como;
Sensibilidad: 100 % Especificidad: 100 % Valor + Predictivo: 100 % Valor -Predictivo: 100 %
Sensibilidad analitica:  Recorte: 0,26 IU/mL (0,5 ng/ml “ng francés”)
Paneles de seroconversion: 30 paneles de seroconversion para pruebas Tiirklab AgHBs se llevaron acabo en donde el EIA fue el ensayo de referencia. Todas las 30 seroconversiones fueron
apropiadamente detectadas por la prueba Tiirklab AgHBs las cuales reaccionaron positivo mediante la aparicion de una linea en el érea de control “C" y otra linea en el &rea de prueba “T" de la
muestra en prueba. El ensayo EIA también detectd la seroconversion de todos los 30 paneles. Esta evaluacion indica que la Prueba Tiirklab AgHBs ha demostrado un desempeno equivalente en
el diagndstico sensitivo comparado con el marcado CE, ensayo EIA.
Reaccion cruzada: Se ha probado la reaccion cruzada con las muestras abajo mencionadas, no se encontrd reaccion cruzada en la Prueba AgHBs.
- Muestras positivas de Anti-VHC sangre entera / suero / plasma, control positivo de Anti-VHC
- Sangre entera / suero / plasma muestras de mujeres embarazadas.
Interferencias: Se probaron las siguientes substancias consideradas potencialmente interferentes con la Prueba AgHBs. Hemoglobina, Bilirrubina, Triglicéridos, Factor Reumatoideo, (FR). No
se observo interferencia.

No utilice muestras hemoliticas puesto que pueden conducir a resultados falsos o invélidos.
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