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/DWINCED  Kit de HBcAb en ELISA
USO PREVISTO

El kit de prueba Advanced HBCcAB es un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas para
la determinacidn cualitativa del anticuerpo central de la hepatitis B (HBcAB) en suero o
plasma humano.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La prueba Advanced HbcAB es un immunoensayo competitivo basado en ELISA, que
inmoviliza el antigeno recombinado especifico en la parte inferior de los pocillos de
microtitulacidn. El Anti-HBc especifico se acopla con la peroxidasa de rabano (HRP) como la
solucion del conjugado. Durante el ensayo, tanto el HBcAb existente en la muestra como la
solucién del conjugado van a reaccionar con el antigeno inmovilizado y a competir entre si.
Ellos formaran un immuno-complejo "antigeno-HBcAb-HRP" o "antigeno-HBcAb". Después
de que el material no unido se elimina mediante lavado durante el procedimiento de
ensayo, el sustrato se aplica para indicar el resultado de la prueba. La aparicion del color
azul en los pocillos de microtitulacién indica un resultado HBcAb no reactivo. La ausencia
del color indica un resultado reactivo en la muestra.

CONTENIDOS DEL KIT

1. Placa de microtitulacion revestida 96T/12 pocillos 96T/8 pocillos
2. Conjugado de Enzima 7 ml 9ml

3. Control Positivo 1ml 1ml

4. Control Negativo 1ml 1ml

5. Color A (Solucién H,0,;) 7 ml 14 ml

6. Color B (Sustrato TMB) 7 ml 14 ml

7. Solucion de Parada 7 ml 14 ml

8. Buffer de Lavado Concentrado (20X) 25 ml 25 mi

9. Sellador de Placa 2 pcs 2 pcs

10. Bolsa Plastica 1 pc 1 pc

11. Prospecto 1 versién 1 versién

(Los articulos arriba mencionados deben ser almacenados a una temperatura de 2~8°C).

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Pipetas con capacidad de 1~1000 pl

2. Puntas de pipeta

3. Incubador a 37°C

4. Agua deionizada o destilada (agua purificada)

5. Lavador de placas de microtitulacion
a. Placa de microtitulacion o lector de bandas con longitud de onda de medida 450 nm y
filtro de referencia (615 - 690 nm)

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

ESTE PRODUCTO ES PARA DIAGNOSIS IN VITRO SOLAMENTE

Solo médicos o técnicos médicos deben manejar este kit de reactivos

Agite suavemente cada reactivo antes de la prueba

No usar este kit después de la fecha de vencimiento

No mezclar reactivos de diferentes lotes

Evitar la contaminacion microbial de los reactivos

. Evite la exposicion de la solucién TMB a la luz fuerte, metal u oxidantes. Esta debe ser
incolora, de lo contrario debe ser descartada.

NoupwNe

INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD

1. ADVERTENCIA- MATERIALES DE POTENCIAL RIESGO BIOLOGICO: ESTE KIT CONTIENE
COMPONENTES DE SANGRE HUMANA, MANEJARLOS COMO CAPACES DE TRANSMITIR
AGENTES INFECCIOSOS. Ningun método de prueba conocido puede garantizar totalmente
gue los productos derivados de material de origen humano no transmitan infecciones. Por
lo tanto, todos los derivados de la sangre deben considerarse potencialmente infecciosos,
se recomienda que estos reactivos y muestras humanas sean manejados con practicas de
trabajo de laboratorio bien establecidas. EI Control Positivo ha sido inactivado por
tratamiento térmico.

2. No fumar ni comer en las zonas donde las muestras o kits que sean manipuladas.

3. No pipetear con la boca. Usar guantes desechables de PVC cuando maneje reactivos o
muestras, y lavarse bien las manos con hipoclorito de sodio al 5%.

4. Las muestras infecciosas y los derrames que contengan no acidos deben ser limpiados
a fondo con hipoclorito de sodio al 5%.

5. Todos los materiales de desecho deben desinfectarse adecuadamente antes de su
eliminacidén. Tanto los residuos liquidos como los sélidos debe ser autoclavados a 121°C
durante al menos 1 hora. Los desechos sdlidos también pueden ser incinerados. Los
residuos liquidos no acidos pueden ser diluidos a una concentracién final de 1.0%. Los
desechos liquidos acidos requieren neutralizacidon antes de un tratamiento similar y deben
reposar durante 30 minutos para obtener una desinfeccion eficaz.

6. Evite el contacto de la solucidn de parada con la piel o las membranas mucosas. Si entra
en contacto con la piel, lavar con agua del grifo inmediatamente.

RECOLECCION DE MUESTRAS Y ALMACENAIJE

1. Recoger muestras de suero y plasma siguiendo los procedimientos de laboratorio
clinico regulares. Separar el suero del codgulo o el plasma de los glébulos rojos tan pronto
como sea posible para evitar la hemodlisis.



2. Las muestras que contienen azida de sodio o particulas pueden dar resultados
erréneos.

3. Las muestras deben ser refrigeradas si no se utilizan dentro de los 3 dias de la recogida.
Evite la congelacidn y descongelacidon de las muestras mds de 2-3 veces antes de usar.

ALMACENAIJE DEL REACTIVO

1. El kit debe ser almacenado a 2-8 °C. Utilice los reactivos tan pronto como sea posible
después de desempacar el kit.

2. Devuelva los reactivos al congelador inmediatamente después de su uso.

3. Silaplaca no se utiliza por completo, cubra los pocillos no utilizados con el sellador de
placas, pongalos en la bolsa de plastico junto con el desecante y guardela a 2~8°C.

4. El buffer de lavado concentrado debe ser almacenado a temperatura ambiente para
evitar la cristalizacion. Si el cristal se ha precipitado antes de su uso, calentar la solucién en
un bafo de agua a 37-40°C hasta que se disuelva el cristal.

PREPARACION DEL LOS REACTIVOS

1. Diluir 1 volumen de buffer de lavado concentrado con 19 volimenes de agua
deionizada o destilada. Mezclar bien.

2. El buffer de lavado debe ser almacenado a temperatura ambiente durante 1 semana.

PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO

1. leve todos los reactivos y muestras a temperatura ambiente (18~25°C) antes del
ensayo. Agitar suavemente antes de su uso. Ajustar una incubadora a 37+1°C.

2. Anote el nUmero de especimenes y pocillos en la ficha de datos. Dos pocillos para los
espacios en blanco, cinco pocillos adicionales para los controles y un pocillo para cada
muestra.

Nota: Cubra los pocillos no usados con sellador de placas, séllelos en la bolsa pldstica con el
desecante y almacénelos at 2~8°C.

3. Afadir 50ul de control (3 controles negativos y 2 controles positivos) y cada muestra
dentro de los pocillos respectivamente (reserve 2 pocillos para los espacios en blanco).

4. Afadir 50ul del conjugado de enzima dentro de cada pocillo de muestra y de control
excepto por el espacio en blanco.

Nota: No toque el borde de los pocillos para evitar resultados falsos.

5. Golpee suavemente la placa para mezclar profundamente el liquido en los pocillos, no
salpicar liquido sobre la combinacidn.

6. Incubar la placa en una incubadora a 37°C durante 60 minutos en una incubadora.
Balancee la placa a temperatura ambiente por 5 minutos.

7. Lavar cada pocillo cinco veces con buffer de lavado:

a. El lavado debe realizarse estrictamente de acuerdo con las instrucciones, un lavado
incompleto puede causar un falso resultado.

b. Aspirar completamente los contenidos de los pocillos en un frasco de residuos. Luego
llenar los pocillos con buffer de lavado (350ul o mas), evitar el desbordamiento. Dejar en

remojo (aprox. 30-60 segundos). Aspirar completamente y repetir el lavado y el
procedimiento de remojo cuatro veces adicionales para un total de cinco lavados.

c. Asegurese de que ningun liquido permanece en el soporte de bandas y recorte
después de la Ultima aspiracién (por ejemplo, mediante secado con papel absorbente).
Nota: Un lavado inadecuado causard un resultado falso.

8. Afadir 50ul del color Ay 50 ul del color B a cada pocillo.

9. Incubar la placa a 37°C por 15 minutos.

10. Anadir 50 pul de solucién de parada dentro de cada pocillo, golpee suavemente la placa.
11. Medir el OD con un lector ELISA a 450 nm (longitud de onda Unica) o0 450 nmy 630 nm
como referencia (doble longitud de onda).

CALCULOS Y RESULTADOS

1. Absorbancia promedio del Control Negativo (Ncx).
NCx = (NCI+NC2+NC3)/3

Eliminar cualquier NC menor que 0.05.

Absorbancia promedio del Control Positivo (PCx):
PCx=(PC1+PC2)/2

Eliminar cualquier PC mayor que 0.2

2. Valor de corte:
Para el suero humano principal: Corte=0.2 x NCx
Para el suero humano 1:30: Corte=0.5xNCx

3. Dividir la absorbancia de la muestra por el valor de corte.
Positivo: la absorbancia de la muestra es menor que o igual a (<) el valor de corte.
Negativo: la absorbancia de la muestra es mayor que (>) el valor de corte.

**E| resultado del suero humano principal en este kit tiene el significado estadistico de
epidemiologia, mientras que el resultado del suero humano 1:30 en este kit puede ser
usado como una determinacion cualitativa en diagnosis clinica.

**E| suero diluido o el espécimen de control debe ser detectado como Control Negativo o
Positivo, es decir, afiadir 100ul de cada muestra de control o suero diluido dentro de cada
pocillo y 50 ul de solucién de trabajo de conjugado de enzima dentro de cada pocillo de
muestra.

SENSIBILIDAD ANALITICA (DETECTABILIDAD DE LIMITE) 2NCU/ml.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Repetir la prueba en duplicado de una muestra encontrada reactiva por el procedimiento
de cribado verificard si es un repetidamente reactivo. Si ninguna de las pruebas repetidas
es reactiva, la muestra debe ser considerada negativa. Si la muestra es reactiva en



cualquiera de las pruebas repetidas, la muestra debe ser considerada repetidamente
reactiva y probada por una prueba confirmativa.

Un falso resultado reactivo puede ser causado por:

a. El arrastre de una muestra altamente reactiva debido a la contaminacién con equipos o
puntas de pipetas.

b. Contaminacién del sustrato con iones metalicos.

c. La contaminacidn cruzada.

d. Lavado inadecuado o aspiraciones durante el procedimiento de lavado.

e. Fallo al remover el exceso de humedad desde el fondo del pozo.
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