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HBeAg

Antigénio "e" da hepatite B
11820583 122
Portugués

100 testes

Funcao

Imunoensaio para a determinagdo qualitativa in vitro do antigénio "e"

da hepatite B (HBeAg) em soro e plasma humanos.

O imunoensaio de electroquimioluminescéncia (electrochemiluminescence
immunoassay ou "ECLIA") foi concebido para ser utilizado nos
analisadores de imunoensaios Elecsys 2010 e MODULAR ANALYTICS
E170 (Mddulo Elecsys) da Roche.

Caracteristicas!234,56.7.8,9

0O antigénio “e” da hepatite B (HBeAg) é um produto do gene pre-C/C que foi
encontrado nos hepatécitos durante a proliferag@o do virus da hepatite B. A
sequir & protedlise, a proteina HBe é segregada em forma n&o particulada
(com dimensdes que variam entre 16 kD e 20 kD) para o soro.

O HBeAg aparece no soro durante infecgdes agudas por HBV, sendo
detectdvel durante um curto periodo de tempo (dias a semanas). A detecgéo do
HBeAg esta em geral associada a presenca de grandes quantidades de virus.
Na fase de recuperagéo posterior & hepatite B aguda, o HBeAg é o primeiro
marcador seroldgico negativo e substituido pelo anticorpo correspondente
(anti-HBe). Podem ocorrer infecgdes por HBV persistentes e prolongadas sem
que o HBeAg seja detectével. Nestes casos, a demonstragéo do anti-HBe é
indicadora da presenga de mutantes do codon de stop do pre-core que podem
estar associados a quantidades de virus elevadas, baixas ou no detectaveis.
0O teste HBeAg ¢, pois, util em associagdo com o teste dos anticorpos
anti-HBe para monitorizar a evolugdo da infecgdo por HBV.

O teste Elecsys HBeAg utiliza anticorpos monoclonais (ratinho)

anti-HBe para a determinagdo do HBeAg.

Principio do teste

Técnica de sandwich. Duragéo total do ensaio: 18 minutos.

* 1%incubagdo: O antigénio HBe da amostra (35 pl), um anticorpo
monoclonal especifico de HBeAg biotinilado € um anticorpo monoclonal
especifico de HBeAg marcado com complexo de ruténio® reagem
entre si e formam um complexo sandwich.

¢ 2%incubagdo: Apos a incorporagdo das microparticulas revestidas
de estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sélida pela
interaccé@o da biotina e da estreptavidina.

* A mistura de reacgdo é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas séo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo.
Os elementos néo ligados sé@o entdo removidos com ProCell. A
aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

*  Os resultados séo determinados automaticamente pelo software
Elecsys comparando o sinal de electroquimioluminescéncia obtido
do produto de reacg¢@o da amostra com o sinal do valor de cutoff
anteriormente obtido pela calibragcdo do ensaio HBeAg.

a) Complexo Tris(2,2’-bipiridil)ruténio(ll) (Ru(bpy)%*)

Reagentes - solugdes de trabalho

Dispositivo de reagentes Elecsys HBeAg, Ref. 11820583 - 100 testes

M Microparticulas revestidas de estreptavidina (tampa
transparente), 1 frasco, 6,5 ml:

Microparticulas revestidas de estreptavidina, 0,72 mg/ml, capacidade
de fixagdo: 470 ng biotina/mg microparticulas; conservante.

R1 Anticorpo anti-HBeAg-~biotina (tampa cinzenta), 1 frasco, 12 ml:
Anticorpo monoclonal bictinilado anti-HBeAg (ratinho) > 0,8 mg/;
tampao TRIS 50 mmol/l, pH 7,4; conservante.

R2 Anticorpo anti-HBeAg~Ru(bpy)3* (tampa preta), 1 frasco, 12 ml:
Anticorpo monoclonal anti-HBeAg (ratinho) marcado com complexo
de ruténio 0,3 mg/l; tamp&o TRIS 50 mmol/l, pH 7,4; conservante.

Calt  Calibrador negativo 1 (tampa branca), 2 frascos, cada com 1,0 ml:

Soro humano; conservante.

Calibrador positivo 2 (tampa preta), 2 frascos, cada com 1,0 ml:

HBeAg (E. coli, 'DNA) > 3,5 U PEI/mI® em tamp&o

HEPESS, pH 7,4; conservante.
b) Unidades do Paul-Ehrlich-Institut
¢) HEPES = &cido [4-(2-hidroxietil)-piperazino]-etanossulfénico

Cal2

cobas

Precaucdes e adverténcias

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.
Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fornecida a pedido, para uso profissional.

Todo o material de origem humana deve ser considerado como
potencialmente infeccioso. Todos os produtos derivados de sangue

foram preparados exclusivamente com sangue de dadores testados
individualmente e que, segundo os métodos aprovados pela FDA, estao
isentos de HBsAg e de anticorpos para o HCV e HIV.

No entanto, como nenhum método pode excluir com total seguranga o risco
de potencial infeccéo, 0 material deve ser manipulado com o mesmo cuidado
que é utilizado no caso das amostras dos pacientes. Em caso de exposi¢éo,
cumpra as instrugdes das autoridades de satde competentes. 0.1

Os reagentes ndo podem ser utilizados apés o fim do prazo

de validade indicado.

Evite a formagao de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo
de amostras (amostras de pacientes, calibradores e controlos).

Preparacao dos reagentes

Os reagentes do dispositivo estdo prontos a ser utilizados e sao
fornecidos em frascos compativeis com o sistema.

Analisador Elecsys 2010: Os calibradores Cal1 e Cal2 sé devem permanecer
nos analisadores durante a calibragéo a 20-25°C. Apds a sua utilizagéo,
feche os frascos logo que possivel e guarde-os a 2-8°C. Certifique-se de que
nenhuma solucdo de calibracéo fica na tampa "snap-cap" aberta. Devido

a possiveis efeitos de evaporagdo, ndo realize mais de 5 procedimentos

de calibragdo por cada conjunto de calibradores.

Analisador MODULAR ANALYTICS E170: Se n&o for necessario o volume
total para a calibragéo no analisador, transfira aliquotas dos calibradores
prontos a utilizar para os frascos vazios, munidos de tampa “snap-cap*
(CalSet Vials). Coloque os rétulos fornecidos nestes frascos adicionais.
Conserve as aliquotas para posterior utilizagdo a 2-8°C.

Efectue apenas um procedimento de calibragdo por aliquota.

Toda a informag&o necesséria ao correcto funcionamento é introduzida no
analisador através dos respectivos codigos de barras do reagente.

Conservacao e estabilidade

Conservar a 2-8°C.

Coloque o dispositivo de reagentes Elecsys HBeAg (M, R1, R2) na
vertical para assegurar a total disponibilidade das microparticulas
durante a mistura automatica, antes da utilizag&o.

Estabilidade:

em frasco fechado a 2-8°C: até ao fim do prazo de validade

indicado

M, R1, R2 apds abertura a 2-8°C: 8 semanas

no analisador 8 semanas
MODULAR ANALYTICS E170:

no analisador Elecsys 2010: 8 semanas

Cal1, Cal2 apés abertura a 2-8°C: 8 semanas

no Elecsys 2010 a 20-25°C: até 5 horas

no analisador Utilize uma Unica vez!
MODULAR ANALYTICS E170:

Guarde os calibradores na vertical! Evite que fiquem residuos da
solucéo de calibragdo na tampa "snap-cap" aberta.

Colheita e preparacéo das amostras

Apenas as amostras indicadas em seguida foram testadas em
quantidade suficiente e consideradas aceitaveis.

0 soro ¢ colhido utilizando tubos de amostra padréao.

Plasma tratado com heparina de sddio, EDTA-K3 e citrato de sédio.
Critério: atribuicdo correcta de amostras negativas e positivas.
Estabilidade: 7 dias a 2-8°C, 3 meses a -20°C. As amostras

podem ser congeladas 6 vezes.

Os diferentes tipos de amostras incluidos na lista foram testados com
base numa seleccdo de tubos de colheita de amostras comercialmente
disponiveis na altura em que o teste foi realizado, i.e. nem todos os tubos dos
diferentes fabricantes disponiveis no mercado foram testados. Os sistemas
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de colheita de amostras de diferentes fabricantes podem, por sua vez, conter
materiais diferentes que, em alguns casos, podem afectar os resultados

dos testes. Ao utilizar amostras em tubos primarios (sistemas de colheita

de amostras), consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

As amostras congeladas, as amostras que contém precipitado e as amostras
que tém de ser analisadas repetidamente devem ser centrifugadas antes

da realizacdo do ensaio. N&o utilize amostras inactivadas por calor. Nao
utilize amostras e controlos estabilizados com azida.

Antes da determinagdo, certifique-se de que as amostras dos pacientes, 0s
calibradores e os controlos estdo a temperatura ambiente (20-25°C).

Devido a possiveis efeitos de evaporagéo, as amostras e os calibradores
colocados no analisador deverdo ser analisados no prazo de duas horas.

Materiais fornecidos
Consulte a seccéo “Reagentes - solugdes de trabalho”.
* 2 X 6 rétulos para frascos

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)
* Ref. 11876376, Elecsys PreciControl HBeAg, for 8 x 1,3 ml
cada de PreciControl HBeAg 1 e 2
* Ref. 11732277, Elecsys Diluent Universal, 2 x 18 ml de
diluente de amostras ou
Ref. 03183971, Elecsys Diluent Universal, 2 x 40 ml de diluente de amostras
* Ref. 11776576, Elecsys CalSet Vials, 2 x 56 frascos vazios
com tampas snap-cap
* Equipamento normal de laboratdrio
*  Analisador Elecsys 2010 ou MODULAR ANALYTICS E170

Acessorios para o analisador Elecsys 2010:
* Ref. 11662988, Elecsys ProCell, 6 x 380 ml de tamp&o do sistema
* Ref. 11662970, Elecsys CleanCell, 6 x 380 ml de solugdo de
limpeza para a célula de leitura
* Ref. 11930346, Elecsys SysWash, 1 x 500 ml de aditivo
para agua de lavagem
* Ref. 11933159, Adaptador para SysClean
* Ref. 11706802, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 de cuvetes de reac¢ao
* Ref. 11706799, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pontas de pipeta

Acessorios para o analisador MODULAR ANALYTICS E170:

o Ref. 12135019, ProCell M, 1 x 2 | de tamp&o do sistema

* Ref. 12135027, CleanCell M, 1 x 2 | de solugéo de limpeza
para a célula de leitura

* Ref. 03023141, PC/CC-Cups, 50 cuvetes para pré-aquecimento
do ProCell M e do CleanCell M antes de usar

* Ref. 03005712, ProbeWash M, 12 x 70 ml de solug&o de limpeza para
finalizagdo da andlise e lavagem durante a mudanca de reagentes

* Ref. 12102137, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 tabuleiros
x 84 cuvetes de reac¢do ou pontas de pipeta, sacos para lixo

* Ref. 03023150, WasteLiner, sacos para lixo

* Ref. 03027651, SysClean Adapter M

Acessorios para todos os analisadores:
* Ref. 11298500, Elecsys SysClean, 5 x 100 ml de solucéo
de limpeza do sistema

Realizacéo do ensaio

Para assegurar a correcta execugdo do ensaio, é importante cumprir
as instrugdes fornecidas neste documento para o analisador utilizado.
Consulte 0 manual do operador apropriado para obter informages
mais especificas sobre 0 ensaio feito no analisador.

A ressuspensao das microparticulas é efectuada automaticamente
antes de usar. Introduza os pardmetros especificos do teste através
dos cddigos de barras dos reagentes. Se, em algum caso excepcional,
nao for possivel ler o cddigo de barras, o codigo numérico de 15
digitos devera ser introduzido manualmente.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170 e Elecsys 2010: Eleve a
temperatura do reagente refrigerado até aprox. 20°C e coloque-0s
no disco dos reagentes (20°C) do analisador. Evite a formagéo de
espuma. O sistema regula automaticamente a temperatura dos
reagentes e a abertura/fecho dos frascos.

cobas

Coloque os calibradores Cal1 e Cal2 na zona de amostras do analisador.
Mantenha-os abertos apenas durante a calibragdo. Todas as informagdes
necessarias para a calibracdo do teste estdo codificadas no codigo de
barras dos rétulos dos frascos do calibrador, sendo lidas automaticamente
pelo analisador. Apds a realizagéo da calibragéo, conserve o Call e Cal2
a 2-8°C ou elimine-os (analisador MODULAR ANALYTICS E170).

Calibracéo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado contra o "HBe-Reference
Antigen 82 (HBeAg)" do Paul-Ehrlich-Institut, Langen (Alemanha). As
unidades indicadas (U/ml) s&o unidades do Instituto Paul-Ehrlich.

Uma calibragéo por lote de reagentes utilizando o Elecsys HBeAg Cal 1, Cal 2
e reagente recém-colocado (i.e. dentro de um maximo de 24 horas apés ter
sido registado no analisador). Devem ser feitas as seguintes recalibragdes:

Frequéncia das calibragdes:

* passado 1 més (28 dias) quando se utiliza o mesmo lote de reagentes

* passados 7 dias (quando se utiliza 0 mesmo dispositivo
de reagentes no analisador)

» conforme necessario: p. ex. em resultados de ensaios de controlo de
qualidade com Elecsys PreciControl HBeAg fora dos limites especificados,

* com mais frequéncia, quando tal se mostra necessario em
conformidade com os regulamentos em vigor

O software do analisador verifica automaticamente a validade da
curva e alerta para eventuais desvios.

Intervalo dos sinais de electroquimioluminescéncia (contagens)
para os calibradores:

Calibrador negativo (Cal1): 400-2.000, calibrador positivo
(Cal2): 20,000-100,000.

Controlo de qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize o Elecsys PreciControl HBeAg.
Efectuar os controlos 1 e 2 como determinagdes simples, pelo menos
uma vez em cada 24 horas quando o teste estiver a ser utilizado, uma vez
por dispositivo de reagentes e a seguir a cada calibragdo. Os intervalos

e limites de controlo devem ser adaptados as exigéncias especificas de
cada laboratdrio. Os valores obtidos devem situar-se dentro dos limites
definidos. Cada laboratério devera estabelecer medidas correctivas a
tomar no caso de os valores se situarem fora dos limites.

Se necessario, repetir as amostras envolvidas.

Calculo

O analisador calcula automaticamente o valor de cutoff com base
na determinacéo do Call e Cal2. O resultado de uma amostra é
indicado como reactivo ou néo reactivo bem como sob a forma de
um indice de cutoff (sinal da amostra/cutoff).

Interpretagdo dos resultados

As amostras com um indice de cutoff < 1,0 s&o néo reactivas no teste Elecsys
HBeAg. Estas amostras séo consideradas negativas para o HBeAg.

As amostras com um indice de cutoff > 1,0 s&o reactivas no teste Elecsys
HBeAg. Estas amostras séo consideradas positivas para 0 HBeAg.

Limitac6es - interferéncias

0 ensaio ndo é afectado pela ictericia (bilirrubina < 428 pmol/l ou

< 25 mg/dl), hemélise (Hb < 0,99 mmol/l ou < 1,6 g/dl), lipemia (Intralipid
< 1.500 mg/dl) e biotina < 164 nmol/l ou < 40 ng/ml.

Critério: atribuicdo correcta de amostras negativas e positivas.

Nos doentes em tratamento com doses elevadas de biotina (i.e.

> 5 mg/dia), as amostras s6 deverdo ser colhidas no minimo 8 horas
apos a ultima administragdo de biotina.

N&o foi observada interferéncia do factor reumatdide até uma
concentragéo de 2.400 Ul/ml.

O efeito "high-dose hook" ndo leva a resultados falso-negativos

no ensaio Elecsys HBeAg.

Foram efectuados testes in vitro com 19 farmacos frequentemente utilizados.
Né&o se encontrou qualquer interferéncia com o ensaio.

Tal como acontece com todos os testes que contém anticorpos
monoclonais de ratinho, este teste pode produzir resultados errados em
amostras colhidas em pacientes tratados com este tipo de anticorpos
ou que os receberam para fins de diagnéstico.
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Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos para o ruténio.

O teste contém aditivos que minimizam estes efeitos.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos anti-estreptavidina.
Analisador MODULAR ANALYTICS E170: No caso de efectuar os
testes Elecsys HBsAg/Anti-HBs e HBeAg/Anti-HBe em conjunto,
certifique-se que estes ensaios estao registados na secgéo "Special
Wash” do software e que o "Step 1” (wash execute) esta verificado.
Por favor, consulte 0 manual do operador MODULAR ANALYTICS E,
capitulo 3, descri¢do do software, parte B, Utilidades.

Quando o objectivo ¢ o diagndstico, os resultados devem ser
sempre interpretados em conjunto com a anamnese do paciente,

o0 exame clinico e outros resultados.

Diluicao

As amostras podem ser diluidas com Elecsys Diluent Universal

ou soro humano negativo para HBV.

Dados especificos sobre o desempenho
Séo apresentados a seguir dados representativos do desempenho nos
analisadores. Os resultados podem diferir de laboratério para laboratério.

Precisao

A reprodutibilidade foi determinada com reagentes Elecsys, soros humanos
e controlos (intra-ensaio n = 21, inter-ensaio n = 10). A precisdo total

no analisador MODULAR ANALYTICS E170 foi determinada utilizando

um protocolo modificado (EP5-A) do NCCLS (National Committee

for Clinical Laboratory Standards): 6 vezes por dia durante 10 dias

(n = 60). Obtiveram-se os seguintes resultados:

cobas

Nao foram observadas reac¢des cruzadas com HAV, HCV, CMV, EBV, HSV,
HIV 1+2, HTLV, E. coli, Toxoplasma gondii, Rubéola e Treponema pallidum.
Foram efectuadas determinagdes para cada um dos patogénios referidos
acima, utilizando > 8 amostras de soro ou plasma que apresentavam
resultado positivo em relagé@o aos anticorpos dos patogénios acima
referidos ou que continham auto-anticorpos (AMA, SLE).

Sensibilidade clinica

Das 334 amostras de pacientes com infecgdes agudas e persistentes por HBVY,
132 foram reactivas e 190 nio reactivas, tanto com o teste Elecsys HBeAg
como com 0s testes comparativos. S6 se verificaram resultados discrepantes
em amostras fracamente reactivas (7 amostras reactivas e 5 amostras néo
reactivas com o teste Elecsys HBeAg). 61 amostras de um painel comercial
foram todas confirmadas como reactivas com ambos os testes.

Especificidade clinica
Para determinar a especificidade, analisaram-se amostras de dadores
de sangue escolhidas aleatoriamente.

Grupo Quantidade testadaCantidade reactiva| Especificidade (%)

Dadores de sangue 1002 0 100

Elecsys 2010 Precisao intra-ensaio Precisao inter-ensaio
Amostra Média DP cv Média DP cv
ICO? | 1CO % ICO ICO %
SHe, negativo 0,12 | 0,005 4,0 0,14 0,01 4,0
SH, negativo - - - 0,50 0,01 1,7
SH, positivo 33,0 1,32 4,0 - - -
SH, positivo 235 6,63 2,8 64,8 3,17 4,9
PreciControl HBeAg 1| 0,14 0,01 6,6 0,13 0,01 4,5
PreciControl HBeAg 2| 10,6 0,16 1,6 10,2 0,17 1,7

d) ICO = indice de cutoff
€) SH = soro humano

MODULAR Preciséo intra-ensaio Precisao total
ANALYTICS E170
Amostra Média DP CV | Média | DP cv
ICO ICO % ICO ICO %
SH, negativo 0,1 | 0,006 | 51 015 | 0,017 | 11,0
SH, fraco positivo 13,3 | 0,177 1,3 15,1 0,655 43
SH, positivo 1880 | 22,25 1,2 1393 | 69,76 5,0
PreciControl HBeAg 1| 0,10 | 0,007 | 6,4 012 | 0,012 | 102
PreciControl HBeAg 2| 12,8 | 0,321 2,5 12,5 | 0,511 41

Sensibilidade analitica (limite de detecc@o inferior)

< 0,30 U IPE/ml

A sensibilidade indicada foi determinada através da leitura da concentragdo
de HBeAg correspondente ao sinal do valor de cutoff das curvas padréo
obtidas com diluicdes sequenciais de padrdes de HBeAg e de soro humano
positivo para o HBeAg em soro humano negativo para o HBV.

Padrao PEI Soros humanos
Amostra HBeAg 82 Soro 1 Soro 2 Soro 3

ICO | Uml | ICO | Uml | ICO | Uml | ICO | U/ml
1 587 | 1,25 | 5,67 | 1,38 | 6,71 167 | 4,74 | 114
2 3,07 | 063 | 300 | 0,69 | 3,34 | 0,84 | 2,40 | 0,57
3 1,59 | 0,31 | 1,56 | 0,34 | 1,74 | 0,42 | 1,24 | 0,28
4 0,88 | 0,46 | 0,82 | 0,17 | 0,90 | 0,21 | 0,70 | 0,14
Sensibiidadel o 19 i | 020 Uml | 022 UM | 020 Uml
de Cutoff

239 de 242 amostras de doentes hospitalizados, gravidas e doentes
dialisados foram néo reactivas com o teste Elecsys HBeAg; com um
teste de comparacdo detectaram-se 222 amostras néo reactivas em

242 amostras. 2 das amostras reactivas com ambos os testes e uma
amostra reactiva com o teste Elecsys HBeAg, mas ndo com o teste
comparativo, foram consideradas positivas quanto a HBsAg. 18 amostras
ndo reactivas com o teste Elecsys HBeAg e fracamente reactivas com o
teste comparativo foram negativas na determinagdo de HBsAg.
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NOTA PARA O COMPRADOR: [LIMITED LICENSE]

A aquisicdo deste produto permite que o comprador o utilize exclusivamente
para diagnéstico in vitro humano pela tecnologia ECL. Nenhuma patente geral
ou outra licenga de qualquer tipo, a excepg¢do deste direito especifico de uso
de compra, é concedida por este meio. Este produto ndo pode ser usado
pelo comprador na pesquisa/desenvolvimento em ciéncias da vida, em testes
de auto-diagndstico, na identificagdo/desenvolvimento de drogas ou em
qualquer utilizagdo ou teste veterinario, alimentar, de agua ou ambiental.

Para mais informagdes, consulte 0 manual do operador adequado ao
analisador, as folhas de aplicacéo respectivas, a informagéo do produto e
os folhetos informativos de todos os componentes necessarios.
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As alteragdes ou os acréscimos significativos estdo assinalados por uma barra de alteragédo
na margem. As alteragdes dos parédmetros de teste do cddigo de barras do reagente que j&
foram introduzidas devem ser editadas manualmente.

©2005 Roche Diagnostics
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“ Roche Diagnostics GmbH, D-68298 Mannheim
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