QuantiFERON®-TB
Gold

(Méthode en tube)

Le test IFN-gamma sur sang entier
pour la mesure de réponses aux antigenes peptidiqgue s ESAT-6,
CFP-10 & TB7.7

NOTICE
D'EMPLOI

Pour usage diagnostique vitro
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1. APPLICATION

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) est un test de diagnosticvitro faisant appel & un
cocktail de peptides simulant les protéines ESAT®BRP-10 et TB7.7(p4) en vue de stimuler
les cellules de sang entier héparinisé. La détediinterferony (IFN-y) a I'aide du test
immunologique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbensay) sert a identifier les réactions
in vitro aux antigenes peptidiques associés a |'infectidviyacobacterium tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold IT (méthode en éprouvette) est un testrénd de dépistage de
I'infection auM. tuberculosis(y compris la maladie) destiné a étre utilisé oorigment a
d’autres mesures d’évaluation des risques, ragibigraet autres procédés médicaux et
diagnostiques.

2. RESUME ET EXPLICATION DU TEST

La tuberculose est une maladie contagieuse cawséenp infection due aux mycobactéries
du complexe tuberculeuxM( tuberculosis)qui se transmet de facon typique par des
gouttelettes évaporées en noyaux de condensatioplétl nuclei) provenant de patients
atteints de tuberculose. Une personne ayant coéttanfection récemment peut tomber
malade de tuberculose en quelques semaines oummaiss|a plupart des patients contaminés
ne souffrent pas. L'infection tuberculeuse latdihitent tuberculosis infection, LTBI), est
une maladie asymptomatique non contagieuse quispeihez certains patients susceptibles
de développer une tuberculose aprés des mois otend@s années. Le but essentiel du
diagnostic de la LTBI est d"évaluer la nécessitindraitement médical pour prévenir la
tuberculose. Jusqu’a il y peu de temps, le tesinéua la tuberculine (tuberculin skin test,
TST) était la seule méthode disponible pour lemstjc de la LTBI. La sensibilité cutanée
a la tuberculine apparait entre 2 a 10 semainessipiestion. Cependant, certains patients
contaminés, y compris ceux présentant tout un ditede maladies qui entravent les
fonctions immunitaires, mais aussi d’autres patiard présentant pas ces affections, ne
répondent pas a la tuberculine. Au contraire, cestpatients non susceptibles d"étre atteints
d’infection auxM. tuberculosigprésentent une sensibilité & la tuberculine etdestrésultats
de TST positifs apres vaccination au bacille Calea&uérin (BCG), a la suite d’une
infection par des mycobactéries autres que cellesotinplexeM. tuberculosis ou bien en
raison dautres facteurs indéterminés.

Il faut faire une claire distinction entre I"infem tuberculeuse latente (LTBI)

et la tuberculose elle-méme, une maladie a démarabligatoire affectant le plus souvent
les poumons et le tractus respiratoire inférielen lgue d autres organes puissent également
étre touchés. Le diagnostic de la tuberculosbast sur des données historiques, physiques,
radiologiques, histologiques et mycobactériologgque



Le test QuantiFERORITB Gold IT est un test basé sur le principe deéfgonse immunitaire
meédiée par les cellules (Cell Mediated Immune, CMix antigenes peptidiques simulant les
protéines mycobactériennes. Ces protéines, ESAIFE-10 et TB7.7(p4), sont absentes de
toutes les souches de BCG et de la plupart des lmagtéries non tuberculeuses, a
I"exception deVl. kansasii, M. szulgaandM. marinum’ Le sang de patients contaminés par
des organismes du compleké tuberculosis(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanjim
présente en régle générale des lymphocytes capaldeseconnaitre les antigénes
mycobactériens. Ce processus de reconnaissanciEumph génération et la sécrétion de
cytokine, IFNy. La détection et la quantification subséquent&N-} constitue le principe
du test.

Les antigénes utilisés dans le test QuantiFER®R Gold IT sont un cocktail de peptides
stimulant les protéines ESAT-6, CFP-10 et TB7.7(2@ nombreuses études ont mis en
evidence que ces antigénes peptidiques stimulentégmnses IFN-dans les cellules T de
patients contaminés aM. tuberculosis,mais que ce n’est pas le cas chez des patients
vaccinés au BCG qui ne présentent pas de maladigubne sont pas a risque pour une
LTBI.*? Cependant, les réponses IFNpeuvent étre potentiellement réduites par des
traitements médicaux ou bien par des maladies quiempt atteinte aux fonctions
immunitaires. Des patients souffrant d"autres ind&s mycobactériennes peuvent également
présenter une sensibilité a ESAT-6, CFP-10 et T@®4)7vu que les genes codant ces
protéinessont présents daht kansasii, M. szulgaand M. marinum™?® Ainsi, le test
QuantiFERON-TB Gold IT représente un auxiliaire de grandeitétipour diagnostiquer une
infection au complex®l. tuberculosichez des patients malades.

Un résultat positif corrobore le diagnostic dedbdrculose; cependant, les infections dues a
d’autres mycobactéries (par ed. kansasii peuvent également aboutir a des résultats
positifs. D autres examens médicaux et diagnossiqgont nécessaires pour confirmer ou
exclure la tuberculose.



Principes de |"analyse

Le systéme QuantiFERCNTIB Gold IT fait appel & des tubes spéciaux pouridévement
du sang entier. L'incubation du sang s’effectuesdas tubes pendant 16 a 24 heures.
Ensuite, le plasma est prélevé et analysé pouctéétia présence d IFMproduit en réponse
aux antigenes peptidiques.

Le test QuantiFERORTB Gold IT s effectue en deux paliers. Premiéreimiensang entier
est prélevé dans chacun des tubes de QuantiFER®BNGold qui comprennent un tube de
contrdle nul, un tube antigene TB et un tube mitegeptionnel.

Le tube mitogéne peut étre utilisé dans le tesn@EBRON’-TB Gold IT comme contrdle
positif. Ceci peut étre particulierement justif@rdqu’il subsiste un doute quant a I"état du
systeme immunitaire du patient en question. Le miiegéne peut aussi servir de contréle
pour la manipulation correcte des échantillonsate <t leur incubation.

Les tubes doivent ére incubés a 37°C le plus rapedé possible et au plus tard dans les 16
heures consécutives au préléevement. Apres une dlimeubation de 16 a 24 heures, les
tubes sont centrifugés, le plasma recueilli et dangité d’IFNy (IU/ml) mesurée avec la
méthode ELISA.

Un test est considéré comme positif pour toute mépod IFNy au tube antigene TB
significativement supérieure a la valeur zéro d¢-jHU/ml. S’il est utilisé, I"échantillon de
plasma stimulé par mitogene sert de contrble pd&iN-y pour chaque spécimen analysé.
Une faible réponse au mitogene (<0,5 IU/ml) indique résultat indéterminé lorsqu’un
échantillon de sang a une réponse négative auxémes TB. Cette constellation peut
apparaitre en présence de lymphocytes insuffisdetéymphocytes d activité réduite due a
une manipulation inadéquate des échantillons, eemplissage/une agitation incorrect/e du
tube mitogene ou bien a l'inaptitude des lymphacyda patient a générer de I'IRIN-
L"échantillon nul corrige la coloration de fond napécifique, les effets d anticorps
hétérophile§ ou bien les valeurs d’IFNnon spécifiques dans les échantillons de sang. Le
niveau de IFNy du tube de valeur zéro est déduit du niveau trN-tube TB antigéne et du
tube mitogene (s’il est utilisé).

Temps requis pour la conduite de |"analyse

Le temps requis pour la conduite de |"analyse QERRION®-TB Gold IT est estimé ci-
dessous; le temps nécessaire pour tester des éohanmultiples groupés en lots est
également indiqué:

Incubation a 37°C des tubes de sang: 16 a 2ekeur

ELISA: Env. 3 heures par plague ELISA
* <1 heure de travail
e Ajouter 10 a 15 minutes pour
chaque plaque supplémentaire



3. REACTIFS ET STOCKAGE

Tubes de prélevement du sang de tuberculose et dmtrole antigéne

Numéro de catalogue 0590 0301

. Contréle zérqbouchon gris) 100 x tubes
. TB antigene (bouchon rouge) 100 x tubes
. Contréle mitogéne (bouchon pourpre) 100 x tubes

REMARQUE:Les tubes sont également disponibles dlangres configurations:

(Cat. n°. 0590 02011100 x tubes de contrdle nul, 100 x tubes TB
antigéne

(Cat. n°. T0O593 02011100 x tubes contréle mitogene
Tubes Haute Altitude (se référer a la section 5)

(Cat n°. 0590-0501)(pour haute altitude) 100 x tubes de contrble nul,
100 x tubes antigéne TB

(Cat n°. 0590-0505)(pour haute altitude) 100 x tubes de contrdle nul,
100 x tubes antigéne TB & 100 x tubes de contrtegane

(Cat n°. 0593-0501)(pour haute altitude) 100 x tubes de contrdle
mitogene

Composants pour ELISA-Numéro de catalogue 0594 0201

. Bandelettes microplaque 24 x 8ui

. IFN-y Standard humain, lyophilisé 1 x flacon

. Diluant vert (Green Diluent, GD) 1 x 30ml

. Concentré 100X de conjugué, lyophilisé 1x0,3m

. Concentré 20X de tampon de lavage 1 x 100ml
. Solution de substrat d’enzyme 1 x 30ml

. Solution de stoppage d’enzyme 1x15ml



Matériel nécessaire (mais non fourni)

» Incubateur 37TC. CQ, non nécessaire.

» Pipettes a volume variable étalonnées dd aQ00Ql avec embouts jetables.

e Pipettes multicanaux étalonnées d"un volume g &0de 10Q avec embouts jetables.

» Agitateur pour microplaque.

* [Eau déionisée ou distillee — 2 1.

* Laveur de microplague (laveur automatique recommgand

» Lecteur de microplague équipé de filtres de 45Cehdte filtres de référence de 620 nm a
650 nm.

Instructions de stockage

Tubes de prélévement de sang

» Stocker les tubes de prélevement de sang a umpetatare entre 4°C et 25°C.

 La durée limite d"utilisation des tubes de préléernte sang QuantiFERGNB Gold
est de 15 mois a compter de la date de fabricationeux-ci sont stockés a une
température entre 4°C et 25°C.

Reéactifs de kit

o Stocker le kit a une température entre 2°C et 8°C.

» Veliller toujours & mettre la solution de substrandyme a |"abri de la lumiere directe.

« La durée limite d'utilisation du kit ELISA QuantiRON®-TB Gold IT est de 3 ans &
partir de la date de fabrication si stocké entr@ @£ 8°C.

Réactifs reconstitués et non utilisés

Pour les instructions relatives a la reconstituties réactifs, se reporter a la préparation des
réactifs au chapitre 6 (page 11).

* Le kit standardreconstitué peut étre conservé jusqu'a 3 moisestl stocké a une
température entre 2°C et 8°C.
o0 Noter la date de reconstitution du kit standard.
* Une fois reconstitué, le concentré 100 X de corgudoit étre replace en stockage entre
2°C et 8°C et doit également étre utilisé danSlewis.
o Noter la date de reconstitution du conjugué.
* Le conjugué concentré prét a I'emploi doit étrdisdtidans les 6 heures suivant sa
préparation.
* Le tampon de lavage concentré prét a |'emploi géet conservé jusqu’a 2 semaines a
température ambiante.



4. MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

Mises en garde

Un résultat négatif au test QuantiFERBRB Gold IT nexclut pas la possibili{é
d’une infection awM. tuberculosisou de la tuberculose: un résultat faussement
négatif peut étre imputable au stade de I'infectar ex. les échantillons ont 4té
prélevés avant le développement de la réponse imt@mendes cellules), un étpt
comorbide affectant les fonctions immunitaires, palation incorrecte des tubgs
de prélevement du sang consécutive a la ponctiorewse, performance erronge
de I"analyse ou bien d autres variables immunologgq
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Un résultat positif au test QuantiFER®NB Gold IT ne peut pas étre considg
comme une base unique et définitive pour détermimgg infection auM.
tuberculosis Une performance erronée de I'analyse peut cam@uitne réponge
faussement positive.

Un résultat positif au test QuantiFER®NB Gold IT doit étre corroboré par des
examens meédicaux plus poussés et d’une évaluatignastique de I"éventualijé
d’une affection tuberculeuse active (e.g. frotticwdture AFB, radiographie du
thorax).

Alors que les antigenes ESAT-6, CFP-10 et TB7.7§ofit absents de toutes |es
souches de BCG et de la plupart des mycobacténesuberculeuses connuesj il
est possible qu'un résultat positif au test Qua&RIBN®-TB Gold IT soit
imputable a une infection pa. kansasii, M. szulgapu M. marinum Si les
soupcgons envers de telles infections sont justiflég a lieu de procéder a des
tests supplémentaires.




Précautions

Pour usage diagnostiquen vitro.

Dangereux: La solution de substrat d’enzyme contient de la 3,355
tetraméthylbenzidine dangereuse en cas d’ingedfiamhalation et de contact avec la
peau. Irrite la peau et les yeux. Agent mutagePmtéger les yeux, porter des gants et
manipuler comme un agent potentiellement carcinegen

Dangereux: La Solution de stoppage d enzymmontient du HSO, qui est dangereux en
cas d’ingestion, de contact avec les yeux, avpeda, et d'inhalation. Protéger les yeux,
porter des gants et des vétements normaux de pootgrour laboratoire. Si la solution
de stoppage entre en contact avec la peau ou les gacer abondamment a I'eau et
consulter un médecin.

Dangereux:L’ingestiond IFN-y Standard et deconcentré 100X de conjugu@euvent
causer de l'inconfort et une irritation de la peRorter des gants et des vétements
normaux de protection pour laboratoire.

Manipuler le sang humain comme étant potentiellemdninfectieux. Observer les
directives applicables relatives a la manipulatarsang.

Le thimérosal est utilisé comme agent de conservation dansicgrtaactifs. Il peut
avoir un effet toxique a I'ingestion, I'inhalation au contact avec la peau.

Le diluant vert (GD) contient du sérum normal de souris et de la casém@ui peut
provoquer des réactions allergiques; éviter tontat avec la peau.

Toute dérogation par rapport au texte de la nadienploi peut produire des résultats
erronés. Veuillez s.v.p. lire attentivement la cetavant I'emploi.

Ne pas utiliser le kit dans la mesure ou un flackn réactif serait endommagé ou
présenterait un défaut d”étanchéité avant I'emploi.

Ne pas mélanger ou utiliser les réactifs ELISA priant d'un autre lot de Kits
QuantiFERON-TB Gold.

Evacuer les réactifs non utilisés et les échanslidiologiques conformément a la
|égislation locale, de I'Etat, et a I"échelon fé&dlér

Ne pas utiliser les tubes de prélevement du sanbiem le kit ELISA aprés la date de
péremption.



5. ECHANTILLONNAGE SANGUIN ET MANIPULATION

QuantiFERON-TB Gold IT utilise les tubes de prélévement sutgan

1.

Contréle nul (bouchon gris avec anneau blanc).t{#ser jusqu’a une altitude de
810 m au-dessus du niveau de la mer)

Antigenes TB (bouchon rouge avec anneau blanciti{i&er jusqu’a une altitude
de 810 m au-dessus du niveau de la mer)

Contréle mitogene (optionnel) (bouchon pourpre aamceau blanc). (A utiliser
jusqu’a une altitude de 810 m au-dessus du niveda dher)

Contréle nul (bouchon gris avec anneau jaune). tiilser a une altitude entre
1.020 m et 1.875 m)

Antigénes TB (bouchon rouge avec anneau jauneiti{ger a une altitude entre
1.020 m et 1.875 m)

Contrdle mitogéne (optionnel) (bouchon pourpre aargeau jaune). (A utiliser &
une altitude entre 1.020 m et 1.875 m)

Les antigenes ont été appliqués et séchés suralesspnternes des tubes de prélevement
sanguin, de sorte qu’il est essentiel de bien rgélate contenu des tubes avec le sang
prélevé. Les tubes doivent ensuite étre transfei@ss un incubateur a 37°C le plus
rapidement possible et au plus tard dans les 1&bBeauivant le préléevement.

Pour obtenir des résultats optimums, respectgrrtasedures suivantes:

1. Pour chaque sujet, prélever par ponction veineusk de sang directement dans
chacun des tubes de prélévement sanguin QuantiFERBNGold IT.

« Les tubes de prélevement sanguin QuantiFERON® atdaddevraient étre
utilisés jusqu’a une altitude de 810 meétres. Légsude prélevement sanguin
QuantiFERON ® Haute Altitude (HA) devraient étreélisés a des altitudes
supérieures a 1020 métres.

Si les tubes de prélévement sanguin QuantiFERON® stlisés a une
altitude différente de celles mentionnées ci-dessusncore, si le volume de
sang prélevé est trop faible, les prélevements grdwdtre effectués au moyen
d’'une seringue. 1ml de ce sang sera ensuite tremsfans chacun des trois
tubes. Pour des raisons de sécurité, il est coléseibter d’'une part, l'aiguille
de la seringue et d’autre part, les bouchons deis titubes QFT-Gold IT - tout
en veillant a respecter les procédures de sécajiigropriées - et d’ensuite
verser 1 ml de sang dans chacun des trois tubgzr@&@evement (jusqu’'a la
ligne de marquage noire sur le coté de l'étiquette tube). Remettre les
bouchons, s’assurer qu’ils sont bien en place efanger comme décrit ci-
dessous.

« Vu que les tubes de 1ml aspirent le sang asseentemt, dés qu’'un tube
semble étre plein, maintenir celui-ci sur I"aigriijendant 2 a 3 secondes afin
de prélever le volume exact.



Sur le c6té du tube, la ligne noire de marquageespond a un volume de
1ml. Les tubes de prélévement sanguin QuantiFERTBIGold sont validés

pour une plage de volumes allant de 0,8 a 1,2mdla8s un tube, le niveau de
sang n’atteint pas presque la ligne de marquagestirecommandé de refaire
un prélevement sanguin.

- Sile prélevement est effectué avec une “aiguilitdsfly”, il y a lieu d"utiliser
également un tube purgeur pour assurer que lauredelst remplie de sang
avant d’utiliser les tubes QuantiFER®NB Gold.

2. Mélanger le contenu de chaque tube secouant vigoureusement pendant 5
secondes(ou 10 fois) ets’assurer que toute la surface interne du tubesst
parfaitement recouverte de sang

- Il est important de bien agiter le tube afin quedag se mélange
compléetement avec le contenu.

- L’apparition de mousse au niveau du sang est nertoed d’une telle
manipulation. Elle n’affecte en aucun cas la penfamce du test et ne doit pas
préoccuper le phlébotomiste.

3. Etiqueter les tubes de maniéere adéquate.

4. Les tubes doivent ensuite étre transférés les papidement possible dans un
incubateur a 37°C et au plus tard dans les 16 bawi@ant le prélevement. Ne pas
réfrigérer ou congeler les échantillons sanguins.

6. NOTICE D'EMPLOI

Palier Un — Incubation du sang et récolte du plasma

Matériel fourni

Tubes de prélévement du sang QuantiFEROTB Gold IT (se reporter au chapitre 3).

Matériel nécessaire (mais non fourni)

Se reporter au chapitre 3.
Procédure
1. Sile sang n’est pas incubé immédiatement aprepretévement, lesibes doivent
étre immédiatement remélangés avant I'incubationconformément aux

instructions du chapitre 5.

2. Incuber les tubeBEBOUT a 37°C pendant 16 a 24 heures. L’ incubateur nessiéee
pas de C@ou d"humidification.
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3. Les tubes de prélevement du sang peuvent étrerg@sse une température entre 2°C
et 27°C jusqu’a 3 jours avant d"étre centrifugés.

4. Aprés incubation des tubes a 37°C, centrifugetubes pendant 15 minutes entre
2000 et 3000 RCF (g). Le plug de gel sépareradisles du plasma. Si ce n"est pas
le cas, les tubes doivent étre centrifugés une elifois & une vitesse plus élevée.

- |l est possible de récolter le plasma sans cegatfan, cependant il est encore
plus délicat de récupérer le plasma sans déraegeellules.

5. Les échantillons de plasma peuvent étre chargéstdment a partir des tubes de
prélévement du sang dans la plaque ELISA du teah@RERON-TB Gold, surtout
lorque I'on utilise des postes de travail ELISAcawiatises.

6. Alternativement, les échantillons de plasma peu@aetstockés avant d effectuer
ELISA, soit dans les tubes centrifugés ou biene#isidans des conteneurs de
stockage du plasma. Si les échantillons doivept@&inserves, recueillir par ex. >150
ul dans les puits d"une microplaque ou bien dansrmie®tubes sur support en
format de 96 puits, scellés pour éviter les éclabotes et |'évaporation.

+ Les échantillons de plasma peuvent étre stocké&pijas4 semaines a une

température entre 2°C et 8°C ou en-dessous —2@ @réérence moins de —
70°C) pour une période prolongée.

Palier Deux - IFN-y humain ELISA

Matériel fourni

Kit ELISA QuantiFERON-TB Gold (Se reporter au chapitre 3).

Matériel nécessaire (mais non fourni)
Se reporter au chapitre 3.

Procédure

1. Tous les échantillons de plasma et les réactifsf kaconcentré 100X de conjugué,
doivent étre portés a température ambiante (2280} avant I'emploi. Prévoir au moins
60 minutes pour |I"équilibrage.

2. Retirer du cadre les bandelettes superflues, tescdlns la poche en pellicule et
restocker au réfrigérateur jusqu’a nouvelle utilisa

Prévoir au moins une bandelette pour les standded®uantiFERORFTB Gold et un
nombre suffisant de bandelettes pour les sujetéstdse reporter respectivement aux
figures 2A & 2B pour les formats a 2 tubes et at#t). Apres I"utilisation, conserver le
cadre et le couvercle pour les bandelettes restante

3. Reconstituer le standard lyophilisé du kit aveocvédume d’eau déionisée ou distillée
indigué sur ["étiquettedu flacon standardMélanger doucement pour minimiser la
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formation de mousse et obtenir une solubilisati@mpgléte La reconstitution du
standard dans le volume indiqué produira une smiuiune concentration de 8,0 IU/ml.
Remarque: Le volume de reconstitution du standanddt differera d"un lot a I"autre.

Utiliser le standard du kit reconstitué pour produine série de dilutions a 1 pour 4 de
IFN-y dans du diluant vert (Green Diluent, GD) — se ragaa la figure 1. S1 (standard
1) contient 4 IU/ml, S2 (standard 2) contient 1)/ S3 (standard 3) contient 0,25

IU/ml, et S4 (standard 4) contient O IU/ml (uniquarthGD). Les standards doivent étre
analysés au moins en double
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PROCEDURBERECOMMANDEE PROCEDURERECOMMANDEE
POURSTANDARDSEN DOUBLE POURSTANDARDSEN TRIPLE

a. Etiqueter 4 tubes “S1”, “S2”, “S3’ a. Etiqueter 4 tubes “S1”, “S2”, “S3),
“S4”, “S4”.
b. Ajouter 150uA de GD a S1, S2, S| b. Ajouter 15QuA de GD a S1.
S4. c. Ajouter210ulde GD a S2, S3, S4
c. Ajouter 150ul du standard du kit d. Ajouter 150ul de standard du kit g
S1 et mélanger vigoureusement. S1 et mélanger vigoureusement.
d. TransvasebOulde S1 a S2 e. TransvaserOulde S1 a S2
et mélanger vigoureusement. et mélanger vigoureusement.
e. TransvasebOul de S2 a S3 f. TransvaserOulde S2 a S3
et mélanger vigoureusement. et mélanger vigoureusement.
f. GD seul fait fonction de standar g. GD seul fait fonction de standard
zéro (S4). zéro (S4).

FIGURE 1. Préparation de la courbe standard

150l 50 ou 70l 50 ou 70l

gmmm

S1 S2 S3 S4
_/ N
(Standard du kit) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 Ul/ml 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Uiiml

(seulemen GD)
Préparer des dilutions fraiches de standard deokit chaque analyse ELISA
. Reconstituer le concentré 100X de conjugué lyophitivec 0,3ml d’eau déionisée ou

distillée. Mélanger doucement afin de minimisefdamation de mousse et d obtenir la
dissolution complétdu conjugué.

Le conjugué prét a I'emploi se prépare en diluagfulantité requise de concentré 100X
reconstitué dans du diluant vert (GD) comme indiguéableau 1 — Préparation du
conjugue.
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5.

6.

7.

TABLEAU 1. Préparation du conjugué

NOMBRE VOLUME DE VOLUME DE
DE CONCENTRE DILUANT VERT
BANDELETTES 100X DE CONJUGUE (GD)
2 10 pl 1,0 ml
3 15ul 1,5 mi
4 20l 2,0 ml
5 25ul 2,5ml
6 30l 3,0ml
7 35ul 3,5mi
8 40 pl 4,0 ml
9 45 ul 4,5 ml
10 50 pl 50ml
11 55 pl 55ml
12 60 ul 6,0 ml

* Mélanger complétement mais avec douceur pour deitermation de mousse.

* Restocker immeédiatement le concentré 100X de cogjugn utilisé a une température
entre 2°C et 8°C.

« Utiliser uniguement du diluant vert (GD).

Avant I'analyse, les plasmas doivent étre mélapgés assurer que le IFiNest réparti
de fagcon homogéne dans tout I"échantillon.

Ajouter 5Qul de conjugué concentré prét a I'emploi fraichenpe@paré aux puits ELISA
en utilisant une pipette multicanaux.

Ajouter 50ul d"échantillons de plasma de tests dempuits correspondants en utilisant
une pipette multicanaux (Se reporter au plan recanu@ ci-dessous de répartition des
échantillons sur la plaque — figures 2A & 2B). iBnijouter 50ul a chaque standard de 1
a 4.
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FIGURE 2A. Plan recommandé de répartition sur la paque des échantillons des
tubes nuls & antigenes TB (44 tests par plaque)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11| 12
IN |[SN |9N [ 13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
1A |5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A
3N | 7N | 11N | 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N | 8N |[12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

I O M m O O W >»

« S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standais43(Standard 4).
« 1N (Echantillon 1. plasma de contréle nul); 1A (&ctillon 1. plasma antigene TB).

FIGURE 2B. Plan recommandé de répartition sur la paque des échantillons des tubes
nuls, antigénes TB & mitogenes (28 tests par plague

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11| 12

IN | 1A | 1M S1 |S1 |13N|13A|13M| 21N | 21A | 21M

2N | 2A | 2M S2 | S2 | 14N | 14A | 14M| 22N | 22A | 22M

3N | 3A | 3M S3 | S3 | 15N | 15A | 15M| 23N | 23A | 23M

4N | 4A | 4M S4 | S4 | 16N | 16A | 16M| 24N | 24A | 24M

SN |5A |[5M |9N [9A |9M | 17N | 17A|17M| 25N | 25A | 25M

6N |6A |6M | 10N | 10A | 10M| 18N | 18A | 18M| 26N | 26A | 26M

/N | 7A | 7M | 11N | 11A | 11M| 19N | 19A | 19M| 27N | 27A | 27M

I ® M m 9O O w >

8N |8A |8M | 12N | 12A | 12M| 20N | 20A | 20M| 28N | 28A | 28M

- S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standaisi43(Standard 4).
« 1N (Echantillon 1. plasma de contrdle nul); 1A (&etillon 1. plasma antigéne TB);
1M (Echantillon 1. plasma de contréle mitogene).
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8. Mélanger complétement pendant 1 minute les échamgilde conjugué et de plasma
/standards en utilisant un agitateur pour microptaq

9. Couvrir chaque plaque d’un couvercle et incubegnaptrature ambiante (22°C £ 5°C)
pendant 120 + 5 minutes.

» Mettre les plaques a I"abri de la lumiere dire@edant I"incubation.

10.En cours d’incubation, diluer 1 volume de conceB0X de tampon de lavage avec 19
volumes d’eau déionisée ou distillée et mélanggoureusement. La quantité de
concentré 20X de tampon de lavage fournie estssuiffe pour préparer 2 L de tampon
de lavage prét a I'emploi.

Laver les puits avedOQul de tampon de lavage pendant au moins 6 cycldsest
recommandé d’utiliser un laveur de plaques autgueati

* Un lavage approfondi est tres important pour le fmmctionnement de I"analyse.
Veiller que chaque puits saiempli a ras bord de tampon de lavage avant chaque
cycle de lavage. Il est recommandé de laisser gemppndant au moins 5 secondes
entre deux cycles.

» Ajouter un désinfectant standard de laboratoiresdi@nréservoir d"évacuation des
effluents et observer les procédures en viguelatives a la décontamination de
matériaux potentiellement infectieux.

11. Frapper les plaques retournées sur un lingerladust pour faire couler les résidus de
tampon de lavage. Ajouter 1j0l0de solution de substrat d’enzyrdechaque puits et
mélanger vigoureusement avec un agitateur de nagop.

12. Couvrir chaque plaque d’un couvercle et incébtmpérature ambiante (22°C = 5°C)
pendant 30 minutes.

» Mettre les plaques a I"abri de la lumiéere dire@edant I"incubation.

13. Apreés l'incubation de 30 minutes, ajouter davesjue puits 5@ de solution de stoppage
d’enzyme et bien mélanger.

» Ajouter la solution de stoppage d’enzyme dans Ués gelon le méme ordre et a peu
prés au méme rythme que le substrat au point 11.

14. Mesurer la densité optique (DO) de chaque piatss les 5 minutes consécutives au
stoppage de la réaction en utilisant un lecteungeoplaque équipé d un filtre de 450nm
et d’un filtre de référence de 620nm a 650nm. ladswrs DO sont utilisées pour calculer
les résultats.
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7. CALCULS ET INTERPRETATION DES TESTS

Le logiciel d"analyse pour QuantiFERGNB Gold IT utilisé pour |'analyse des données
brutes et le calcul des résultats est disponilpeésude Cellestis.

Le logiciel effectue une vérification du contrdle dualité de I"analyse, génére une courbe
standard et fournit un résultat de test pour chasyyet comme expliqué en détails au
paragraphe consacré a l'interprétation des résultat

La méthode ci-dessous représente un procédé aitexrautilisation du logiciel d"analyse
QuantiFERON-TB Gold IT pour déterminer les résultats des tests

Génération d’une courbe standard

(si le logiciel QuantiFERON-TB Gold IT n"est pas utilisé)

Déterminer les valeurs moyennes DO des répliquesahdard de kit sur chaque plaque.

Construire une courbe standardptpge) en tracant plotting le lgg de la valeur moyenne
DO (axe y) contre le Iqg de la concentration d"IFM-des standrads en IU/ml (axe x), en
omettant dans ces calculs le standard zéro. @aldalligne line optimale de la courbe
standard par analyse de régression.

Utiliser la courbe standard pour déterminer la eoti@tion d"IFNy (IU/ml) pour chacun des
échantillons de plasma de test en tenant complee\adeur de chaque échantillon.

Ces calculs peuvent étre effectués en utilisant pdegiciels livrés avec les lecteurs de
microplaques, avec des logiciels standards deldsude calcul ou de statistique (comme
Microsoft Excel). Il est recommandé d’utiliser qaegiciels pour effectuer I"analyse de
régression, calculer le coefficient de variationQ%) pour les standards, et le coefficient (r)
de corrélation de la courbe standard.
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Controle de gualité du test

L exactitude des résultats des tests dépend dénaration d’une courbe standard précise.
C’est pourquoi les résultats déduits des standdotlent étre examinés avant de pouvoir
interpréter les résutats des échantillons de test.

Pour que les résultats de I"analyse ELISA soitiesli

* La valeur moyenne DO pour le standard 1 doit étre 0,600.

* Le %CV pour les valeurs DO de réplique de standardl et le standard 2 doit
étre < 15%.

* Les valeurs DO de réplique pour standard 3 et staratd 4 ne doivent pas varier
de plus de 0,040 unités de DO de leur valeur moyean

* Le coefficient de corrélation (r) calculé a partir des valeurs moyennes
d"absorbance des standards doit étre 0,98.

Le logiciel d"analyse QuantiFERON®-TB Gold IT cdklet rapporte ces parametres de
contrble de qualite.

Si les criteres ci-dessus ne sont pas satisfarsllyse est invalide et doit étre rép4

» La valeur moyenne DO pour le zéro standard (diluanvert, GD) doit étre
< 0,150. Sila valeur DO moyenne est0,150, il y a lieu de vérifier le processus
de lavage des plaques.
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Interprétation des résultats

Les résultats du test QuantiFER®NB Gold IT sont interprétés sur la base des @itér
suivants:

REMARQUE : Le diagnostic de la tuberculose ou le diagnostipermettant d exclure

celle-ci en établissant la probabilité d’une infeadn tuberculeuse latente (LTBI)

implique qu’une combinaison de résultats épidémiotpques, historiques, médicaux, et
diagnostiques doit étre prise en compte dans limtgrétation des résultats du test
QuantiFERON®-TB Gold IT.

SEULS LES TUBES NUL & ANTIGENE TB SONT UTILISES

- . Résultat
[IUN/lrJrI"] AnthenﬁJ/L:)nlr]noms Nul QuantiFERON®-TB | Rapport/Interprétation
Gold IT
<0,35 Infection auM.
> 0,35 et<25% de la valegur  Négatif tuberculosis
<80 nulle improbable
> 0,35 et> 25% de la valeur Positif! Infection auM.
nulle tuberculosisprobable
Résultats sont
> 8, n“importe lequel Indéterminé® indéterminés pour la
réponse a l"antigene TB

! Dans les cas ou une infection &l tuberculosisn’est pas soupgonnée, un résultat initialement
positif peut étre confirmé en retestant les échansi de plasma originaux

en double par la méthode ELISA QuantiFEROMB Gold. Si le test répété de |'une ou des deux
répliques s’avere positif, la personne en questioit étre considérée comme ayant été testée
positivement.
2Dans les études cliniqgues, moins de 0,25 % detsqujésentaient des niveaux d” IfN-8,0 lU/m
pour le contréle nul.
% Se reporter au chapitre Dépannage pour établaaleses possibles.

La magnitude des taux d'IFNRe peut pas étre mise en corrélation avec le stade degré

de gravité de l'infection, avec le niveau de laor&® immunitaire ou avec la probabilité
d’une progression vers un état actif de la maladie.
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Figure 3. Diagramme Synoptique D’Interprétation DelL Utilisation Des Tubes NUL
& ANTIGENE TB

Contr6le Antigene TB —
Nul
>0,35 IU/ml

INTERPRETATION

Oui

Controle Antigene TB —
Nul = 25%

de la valeur du contrble

Nul en IU/ml

Oui
Non
Controle Nul 8,0
Crwmmmne o] N |
VALIDATION
Oui

POSITIF

20



SEULS LES TUBES NUL, ANTIGENE TB ET MITOGENE SONT U TILISES

. . o , Résultat
[IUN/lrJrlﬂ] AnthenﬁJ/I?anoms Nul M;\tl?]?(aﬁ?r:;flln‘ uantiFERON®-TB| Rapport/Interprétation
— Gold IT
<0,35 >0,5 Infection auM.
> 0,35 et < 25% de la 05 Négatif tuberculosis
valeur nulle - Improbable
5 .
<8.,0 > 0,35 et 25% de la n’importe lequél Positif? Infectlon auM.
valeur nulle tuberculosisprobable
<0,35 <0,5 I
Résultats sont
0,
= 0,?/2I:Lr<n2u5llé) de la <0,5 Indéterminé® indéterminés pour la
_ : réponse a l'antigene T
> 8,0 n“importe lequel n“importe leqyel

W

! Les réponses au contrdle positif mitogéne (etsionnellement & |'antigéne TB) peuvent étre

situées communément hors de la plage de lecturteactaur de microplaques. Ceci n"a aucune
influence sur les résultats des tests.

2 Dans les cas ou une infection B tuberculosisn’est pas soupconnée, un résultat initialement
positif peut étre confirmé en retestant les échanti de plasma originaux en double par la méthode
ELISA QuantiFERON-TB Gold. Si le test répété de I'une ou des déykiques s avére positif, la
personne en question doit étre considérée comnme ai@atestée positivement.

% Se reporter au chapitre Dépannage pour établaaleses possibles.

“Dans les études cliniqgues, moins de 0,25 % detssujésentaient des niveaux d’ iy 8,0 1U/ml
pour le contrdle nul.

La magnitude des taux d'IFjNRe peut pas étre mise en corrélation avec le stade degré

de gravité de l'infection, avec le niveau de laor&g® immunitaire ou avec la probabilité
d’une progression vers un état actif de la maladie.
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FIGURE 4. Diagramme Synoptique D’Interprétation De L"Utilisation Des Tubes
NUL, ANTIGENE TB & MITOGENE

Contr6le Antigene TB —
Nul
20,35 IU/ml

INTERPRETATION

Oui

Non

A 4

Contr6le Antigene TB — Nul

> 25%
de la valeur du contréle Nul
en IU/ml
Oui
Contréle Mitogéne — Nul Oui Non X
< 0,50 IU/ml et/ou Contréle Nul 8,0
contréle Nul > 8,0 lU/ml 1U/ml
Non Oui
v v

NEGATIF POSITIF
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8. LIMITES

Les résultats des tests QuantiFERGNB Gold IT doivent étre utilisés conjointement ave
les données épidémiologiques, |'état actuel desnema médicaux et autre évaluations
d’ordre diagnostique spécifiques a chacun desssujet

Les sujets présentant des valeurs nulles supésieare8 IU/ml sont classés comme
“indéterminés” du fait qu'une réponse de plus d# 2&ix antigeénes TB peut étre hors de la
plage de mesure de I"analyse.

Les résultats non fiables ou indéterminés peuveati@putables a:
» Des dérogations a la procédure décrite dans laendtemploi,
 Des taux excessifs d” IFM-en circulation ou bien a la présence d’anticorps
hétérophiles,
e Un laps de temps supérieur a 16 heures entre levpréent de |I"échantillon de sang
et le début de I'incubation a 37°C.

9. CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

Etudes clinigues

A défaut d'un standard définitif pour l'infectiarberculeuse latente (ITBL), il ne peut y avoir
d'évaluation pratique d'une estimation de sengitet de spécificité pour

QuantiFERON-TB Gold IT. La spécificité de QuantiFERGNB Gold IT a été
approximativement déterminée en évaluant des ussement positifs chez les personnes a
faible risque (sans facteur de risque connu) diida tuberculeuse. La sensitivité a été
approximativement déterminée en évaluant des geod@@atients présentant une affection
tuberculeuse active confirmée par culture.

Spécificité

Dans une étude effectuée aux Etats-Unis portar@&kirvolontaires, des prélevements de
sang ont été effectués en vue du test QuantiFERTBNGold IT, alors qu'un test TST avait
été mis en oeuvre. Les données démographiques feickeurs de risque de TB ont été
déterminés a l'aide d'une enquéte standard coraluit@oment du test. Parmi les 432
volontaires sans facteurs de risque connus d'infepiarM. tuberculosisdes résultats de test
au QuantiFERORITB Gold IT et TST étaient disponibles pour 39intfe eux. Aucun
d'entre eux n‘avait recu de vaccination au BCG. dmiéme étude de spécificité a été
effectuée avec QuantiFERGN'B Gold IT au Japon chez des personnes & faitdgiei dont
environ 90% avaient été vaccinées au BCG. Lestegsules deux études de spécificité
figurent au tableau 2 ci-dessous.
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Tableau 2. Specificité de QuantiFERON-TB Gold IT: Résultats de personnes ne
présentant pas de risque connu d'infection paM. tuberculosis

?/gg:mg/so ;I'ec;tt?éls irl:ldoé teQr';:;:gs FI)\(I)C;.#: /T N?) s;?éFc-:—f}((:Ei‘té pol\slﬁi.f;— ?Lo. spgii}—i;té
tests valides (95% ClI) testés (95% Cl)
;ﬁﬁ é(;‘on 0% 301 1 3/390 (93?(’3?;/;,8) 6/391 (92?5'?33, "
;ﬁgﬁg‘)(”on ~90% 190 4 3/186 (358_’3;/?6) -
TOTAL 581 (Eggsoz) 61576 99,0% -

*En prenant une valeur seuil TST de 10 mm. Estimat®la spécificité TST est de 99,1%
en prenant une valeur seuil de 15mm.

Sensitivité pour TB active
Les personnes originaires d'Australie et du Japspextées d'étre atteintes de TB et chez

lesquelles une infection pht. tuberculosisa été subséquemment déterminée par culture ont
été soumises a un test d'évaluation de la senéitei QuantiFERORTB Gold IT. Alors
gu'il n'existe pas de standard absolu pour l'iidadiuberculeuse latente, (ITBL), la culture
microbiologieque d@/l. tuberculosigeprésente une solution de substitution viabbntét

donné que les patients présentant la maladie gantléfinition, infectés. Les patients étaient
traités depuis moins de 8 jours avant de subirré@lepement de sang en vue du test au
QuantiFERON-TB Gold IT.

Le tableau 3 récapitule les résultats des deuxpg®de patients constatés positifs par culture
deM. tuberculosisLa sensitivité globale de QuantiFER®NB Gold IT & l'affection
tuberculeuse active a été de 89% (48/54).

Tableau 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Sujets présentant une infection parM.
tuberculosisconfirmée par culture.

Sensitivité QFT-Gold
(95% CI)
89%

Affection

No. QFT-Gold positifs
/ No. de tests valides

confirmée par

Patients TB japonais

Etude de validation Culture 24127 (72-96%)
. . 70%
Patients TB Pulmonaire 7110
- (40-89%)
australiens Culture 100%
Etude de validation | Extra-Pulmonaire 171717 (82-100%)
89%
TOTAL 48 /54 (78-95%)

Diagnostic de I' ITBL

Plusieurs études démontrant la performance de FERON®-TB Gold IT dans divereses
populations exposées au risque de ITBL ont étédeshlLes principaux résultats de
guelques études sélectionnées sont représentéssuougs au tableau 4.
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Tableau 4. Etudes publiées sélectionnées sur QuariRON®-TB Gold IT dans des
populations a risque d' ITBL.

Etude Total testés Résultats et conclusions

Environnement caractérisé par taux de TB tres éled@b positifs a QFT-

Gold IT pour 41% positifs a TST positive & 10mmrtE@oncordance avec
TST, aucun effet di au BCG ni d'un c6té, ni deiawDeux tests en relatio
avec facteurs de risque dus a I'age et a la pésictilee dans secteur de santé

Indian HCW

(Paiet al 2005§ 726

Prévalence totale de ITBL par QFT-Gold IT étaitdged (27/590) chez les
séropositifs au VIH Résultats positifs étaient associés avec risqe€s.
590 Deux sujets positifs au QFT-Gold IT ont contracBdkctive dans I'espace
d'un an. Réponses indéterminées (n=20. 3,4%) égnificativement
associées avec un comptage CD4 <100 / pl

Danish HIV
(Brocket al 2006¥

Les enfants suspectés d'avoir une TB ou ayant ist@rke de contact avec la
TB ont subi un test au QFT-Gold IT et au TST. 10@&positifs au QFT-
Gold IT pour 9,5% de positifs au TST a 10mm. Lanc@ience entre les tesis
était globalement de 95,2% et de 100% chez les/accinés au BCG .

Hospitalized Children

Dograet al 2006)? 105

Les contacts étroits de 15 cas différents inderégte testés. 51% étaient
vaccinés au BCG, 27% d'origine étrangére. 70% desinés au BCG et
309 18% de non vaccinés étaient positifs au TST (5naiojs que
respectivement 9% et 11% étaient positifs au QFItGo QFT-Gold IT
était associé au risque de TB. TST était seuleassucié au vaccin BCG.

German Contacts
(Diel et al2006}*

Beaucoup d'autres publications décrivent la peréoae de la version antigéne liquide moins
sensitive de QuantiFERGNTB Gold ( le produit précurseur de QuantiFERGONB Gold

IT) et du test QuantiFERCONTB Gold IT. Ces études portent également sufigation

du/des test(s) dans les contacts personnels aseradele TB active'" % 2° |es enfans'®

.28 |es séropositifs au VIH> ?° les professionnels de la saft&® *2 les immunodéprimés
3,4,22,23,27,30. 3140 mame que les personnes suspectées étre pertbuse infection TB ®

10. 186t |es personnes a faible risiue

Répétabilité et effet de TST sur le test subségaeuantiFERORTB Gold IT.

Comme partie de I'étude de spécificité effectuéekats-Unis, un sous-groupe de
volontaires a été retesté entre 4 et 5 semainés &s tests originaux QuantiFER®NB

Gold IT et TST. Des résultats au test QuantiFERQB Gold IT étaient disponibles pour

260 recrues aux deux points temporels et le nidgeacoincidence était de 99,6% (259/260).
Le fait qu'un test TST ait été effectué au préalabl pas induit de réponses positives au test
QuantiFERON-TB Gold IT.
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10. INFORMATIONS TECHNIQUES
Résultats indéterminés

Les résultats indéterminés demeurent exceptiomgleuvent étre imputables soit au fait que
le test porte sur le statut immune du sujet, soitnacertain nombre de facteurs d ordre
technique:

* Un laps de temps supérieur a 16 heures entre levpréent de |I"échantillon de sang
et le début de I'incubation a 37°C.

» Stockage du sang hors de la plage de températogesimandée (22 + 5°C).

* Tubes de prélevement du sang insuffisamment mésang

* Lavage insuffisant de la plaque ELISA.

Si des facteurs techniques relatifs au préléverae@dt la manipulation des échantillons de
sang sont soupconnés étre & |"origine de problémépéter en entier le test QuantiFERGN
TB Gold IT sur un nouvel échantillon de sang. U#gpétition de I"analyse ELISA de
plasmas stimulés peut étre effectuée si un lavageééguat ou toute autre dérogation a la
procédure normale du test ELISA sont soupconnésaélrorigine d’un probleme. Il ne faut
pas s attendre a ce que les tests a résultateimdaés dus a de faibles valeurs mitogénes ou
a des valeurs nulles élevées changent lorsquils répétés, a moins qu’une erreur ait été
commise dans la conduite du test ELISA. Les résultaléterminés doivent étre protocolés
tels quels. Les médecins peuvent décider soiréleyer un nouvel échantillon, soit d avoir
recours a d autres méthodes.

Echantillons de plasma coagulés

Si des calllots de fibrine apparaissent dans dearditions de plasma stockés a long terme,
centrifuger les échantillons pour faire sédimetgsrcaillots et faciliter ainsi le pipettage du
plasma.
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Dépannage ELISA

Coloration non-spécifique

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Lavage incomplet de la plaque.

Laver la plaque au moins 6 fois avec @iBpuits de
tampon de lavage. Selon le laveur utilisé, plus dgcles
de lavage peuvent étre nécessaires. Prévoirsiefai
tremper au moins 5 secondes entre les cycles dgdav

Contamination croisée des puits
ELISA.

Pipeter et mélanger avec soin les échantillons pour
minimiser les risques.

Le kit / composants ont dépassé la
date de péremption.

Veiller a utiliser le kit avant la date de péreropti Veiller
a utiliser le standard et le concentré 100X deugung
reconstitué dans les trois mois a compter de ka diat
reconstitution.

La solution de substrat d"enzyme es
contaminée.

t Evacuer le substrat en cas de coloration bleudllevea
utiliser des réservoirs de réactifs propres.

Valeurs de lecture des standards de faible deositigue

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Erreur de dilution du standard.

Veiller a ce que les dilutions du standard de &i¢ist
préparées correctement et conformément a la notice
d’emploi.

Erreur de pipettage.

Veiller a ce que les pipettes soient calibréediksées
conformément aux instructions du fabricant.

Température d’incubation trop basse

. Incubation du test ELISA doit étre effectuée a térafure
“ambiante entre 17°C et 27°C.

Temps d’incubation trop court.

L"incubation de la plague contenant le conjugug, le
standards et les échantillons doit durer 120 +iutes. La
solution de substrat d’enzyme est incubée suralgugl
pendant 30 minutes.

Filtre du lecteur de plaque est
incorrect.

La plaque doit étre lue a 450 nm avec un filtreé&lérence
entre 620 et 650 nm.

Réactifs sont trop froids.

Tous les réactifs, a I'exception du concentré 186X
conjugué, doivent étre portés a température andberdant
de commencer |'analyse. Cette opération dure @mvine
heure.

Kit / composants ont dépassé la dat¢

de péremption.

Veiller a utiliser le kit avant la date de péreropti Veiller

2a utiliser le standard et le concentré 100X deuagung
reconstitué dans les trois mois a compter de ka diat
reconstitution.
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Forte coloration de fond

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Lavage incomplet de la plaque.

Laver la plaque au moins 6 fois avec @iBpuits de
tampon de lavage. Selon le laveur utilisé, plus dgcles
de lavage peuvent étre nécessaires. Prévoirsiefai
tremper au moins 5 secondes entre les cycles dgdav

Température d’incubation trop élevée

L incubation du test ELISA doit étre effectuée a
température ambiante entre 17°C et 27°C.

Le kit / composants ont dépasse la
date de péremption.

Veiller a utiliser le kit avant la date de péreropti Veiller
a utiliser le standard et le concentré 100X deumung
reconstitué dans les trois mois a compter de ka diat
reconstitution.

La solution de substrat d"enzyme es
contaminée.

t Evacuer le substrat en cas de coloration bleudllewva

utiliser des réservoirs de réactifs propres.

Courbe standard non linéaire et variabilité double

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Lavage incomplet de la plaque.

Laver la plague au moins 6 fois avec gbpuits de tampor
de lavage. Selon le laveur utilisé, plus de 6 c/de lavage
peuvent étre nécessaires. Prévoir de laisser éeap
moins 5 secondes entre les cycles de lavage.

Erreur de dilution du standard.

Veiller a ce que les dilutions du standard de &i¢ist
préparées correctement et conformément a la notice
d’emploi.

Mélange insuffisant.

Mélanger complétement les réactifs par inversioemles
agitant doucement avant de les ajouter sur la plaqu

Technique de pipetage incohérente ¢
bien interruption pendant la

plL"addition de I"échantillon et du standard doieétr
effectuée de facon continue. Tous les réactifsafdigtre

préparation de |"analyse.

préparés avant de commencer |"analyse.

Un film video sur le processus d”

analyse et uneti®ul a la plupart des problemes d ordre

technique se trouvent dans I'Information sur ledproet dans le CD-ROM contenant le
guide technique et sont disponibles gratuitemepté&sude Cellestis ou bien par
I"intermédiaire de votre distributeur.
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12. SERVICE TECHNIQUE

Pour le service technique veuillez contacter s.v.p.

Cellestis International Pty Ltd: Tél.: +61 3 953800
Fax: +61 3 9571 3544
Email: quantiferon@cellestis.com
Site Web:www.cellestis.com

Cellestis GmbH: Tél.: +49 6151 428 59-0
(Europe) Fax: +49 6151 428 59-110
Email: europe@cellestis.com
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13. PROCEDURE DE TEST ABREGEE

PALIER 1 — INCUBATION DU SANG

Recueillir le sang du patient dans le tube
de préléevement du sangAGITER (ou

faire tourner d'une extremité a l"autre)
afin de mélanger.

Incuber les tubedebout & 37°C pendant
16 a 24 heures.

Apres lincubation, centrifuger les tubes
pendant 15 minutes de 2000 a 3000g

RCF (g) pour séparer le plasma et les
globules rouges.

Aprés la centrifugation, prélever de
chaque tube un échantillon de plasma
pour quantifier IFNy.
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PALIER 2 — IFNy ELISA

1. Equilibrer les composants ELISA, a

MAxlxl
I'exception du concentré 100X de A
conjugué, a température ambiante pour
au moins 60 minutes.

2. Reconstituer I"IFNy humain

recombinant standard a 8,0 IU/ml avec
de I'eau distillée ou déionisée. Préparer /
quatre (4) dilutions standard.

3. Reconstituer le concentré 100X de
conjugué liophylisé avec de | eau
distillée ou déionisée.

4. Préparer le conjugué en le diluant ////
(diluant vert, GD) et ajouter p0 a U I_l l_l U
chaque puits.

5. Ajouter 50ul d"échantillon de plasma test ////
et 50ul de standard dans les puits
correspondants. Mélanger avec |—H—H—||—‘

I"agitateur.

6. Incuber pendant 120 minutes a N
température ambiante. E ']

C3
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7. Laver les puits au moins 6 fois avec
400ul de tampon de lavage.

8. Ajouter dans les puits 100ul de solution
de substrat d'enzyme. Mélanger a
I"agitateur.

9. Incuber pendant 30 minutes a
température ambiante.

10.Ajouter 50ul de solution de stoppage
dans tous les puits. Mélanger a
I"agitateur.

11.Lire les résultats a 450nm avec un filtre
de référence de 620 a 650nm.

12. Analyser les résultats.
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