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1. PRZEZNACZENIE TESTU

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) jest testem diagnostycznyim vitro wykorzystujpcym koktajl
peptydowy néladujacy biatka ESAT-6, CFP-10 oraz TB7,7(p4) w celu atjawji komdrek heparynizowane]
krwi pelnej. Za pomagimmunoenzymatycznego testu ELISA (ang.: Enzymkéd Immunosorbent Assay)
wykrywa sk interferon gamma (IFN), by zidentyfikowa w warunkachin vitro reakcje z tymi antygenami
peptydowymi, ktére gzwigzane z zakaeniem patkiem gruzlicy (Mycobacterium tuberculogis

QuantiFERON-TB Gold IT jest testem goednim do wykrywania infekcjM. tuberculosis(w tym choroby)
przeznaczonym do stosowania w ga@eniu z oszacowaniem ryzyka, badaniem radiogmafitzoraz innymi
medycznymi oznaczeniami diagnostycznymi.

2. CHARAKTERYSTYKA | WYJA SNIENIE ZASADY DZIALANIA TESTU

Gruwlica jest choroh zakang wywotywary infekcjg bakterii z rodzajuMycobacterium zwanych tutaj
kompleksemM. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanymktore zazwyczaj przenagsie do
nowych gospodarzy dradropelkows z pacjentdw chorych na gilice uktadu oddechowego. Nowo zakay
osobnik mae zachorowéna grulice w przecigu kilku tygodni do kilku miesicy, lecz wikszas¢ zakaonych
nie choruje. Utajone zakanie pgtkami grulicy (LTBI) — niezakany bezobjawowy stan — utrzymujes Qi
niektdrych oséb. U tych ludzi me rozwira¢ sie gruwzlica w kilka miesgcy lub w kilka lat od wysfpienia
infekcji. Gtownym celem diagnostyki LTBI jest rozaenie wprowadzenia pagowania terapeutycznego dla
zapobiegania rozwojowi gflicy. Do niedawna tuberkulinowy test skérny (prétoderkulinowa - TST) byt
jedyrg dostpmg metod; diagnostyki LTBI. Reakcja skérna na tuberksalipojawia s¢ w 2 do 10 tygodni od
zakaenia. Jednak niektére zakme osoby, w tym pacjenci ciegpy na ré@ne choroby updedzapce funkcje
ukladu odpornéciowego, ale take osoby bez tych dolegliwoi nie wykazuj odpowiedzi na tuberkulin
Przeciwnie, niektérzy ludzie, u ktérych wystijie mate prawdopodohistwo, ze s zakaeni M. tuberculosis
przejawiaj wrazliwos¢ na tuberkulig i majg dodatni wynik préby TST po szczepieniu przeciwkozticy
szczepionk BCG (Bacillus Calmette-Guérin) czy po pra@jyi zakaenia mykobakteryjnego wywotanego
czynnikiem innym ni bakterie z kompleksh. tuberculosisw tym czynnikiem bliej nieokrélonym.

LTBI nalezy odr&nia¢ od grulicy wiasciwej z towarzyszcymi jej symptomami chorobowymi. Gilica to
choroba podlegaga zgtoszeniu, ktéra zazwyczaj atakuje ptuca omlneddrogi oddechowe, chalotknite
mog by¢ réwniez inne uktady. Grdlice rozpoznaje si na podstawie wywiadu oraz wynikow bada
fizycznych, radiologicznych, histologicznych oragkuobakteriologicznych.

Test QuantiFERORITB Gold IT jest testem mediowanych komérkowo odjemlzi (skrét ang.: CMI)
immunologicznych na antygeny peptydowesladujace biatka mykobakterii. Bialka te, tj. ESAT-6, CEB-
oraz TB7,7(p4) nie wyspuja u wszystkich szczepéw BCG (wywadgych grulice) oraz u wekszaici
mykobakterii nie posiadagych zdolndci do indukowania grilicy, z wyjatkiem M. kansasii, M. szulgai M.
marinum! Osoby zakzone mikroorganizmem zaliczanym do tzw. komplekdu tuberculosiszazwyczaj
posiadag we krwi limfocyty (komorki pamgci), ktére rozpoznajte oraz inne antygeny mykobakteryjne. Ten
proces rozpoznawania ae st z produkcy i sekrecy cytokiny — IFNy. Detekcja oraz nagiujace po niej
oznaczenie iléciowe IFNy stanows podstaw tego testu.

Antygeny stosowane wéeie QuantiFEROR-TB Gold IT tworz koktajl peptydowy néadujacy biatka ESAT-
6, CFP-10 i TB7,7(p4). Liczne badania dowiodlyte antygeny peptydowe stymujyprodukcg i wydzielanie
IFN-y przez limfocyty T u pacjentdéw zakanychM. tuberculosislecz w zasadzie nie indukuiej odpowiedzi
komadrkowej u nie zakanych oséb #dz zaszczepionych szczepianBCG, ktére nie chorgjlub nie naleg do
grupy ryzyka zakzonych odmian latenty — LTBI."*? Nalezy jednak zauwayé, ze leczenie lub choroby
upcsledzapce dziatanie uktadu odporémowego mog potencjalnie ostabireakcje biosyntezy IFN- Pacjenci
z pewnymi innymi zak&eniami mykobakteryjnymi magréwniez wykazywa reaktywndéé wzgledem ESAT-6,
CFP-10 oraz TB7,7(p4), gdyeny kodujce te biatka s obecne WM. kansasii, M. szulgarazM. marinum*3
Test QuantiFERORITB Gold IT jest zaréwno testem diagnostycznym ghcjentéw z LTBI, jak i dla
pacjentéw chorych na gflice, ktorym shézy pomog w rozpoznawaniu zakenia tzw. kompleksemM.
tuberculosis Pozytywny wynik testu potwierdza diaggozhoroby grualiczej, jakkolwiek zakaenia innymi
gatunkami mykobakterii (ngWl. kansasii mogs réwniez prowadzé do otrzymania dodatnich wynikéw testu.
Inne badania lekarskie i testy diagnostyczpeksnieczne w celu potwierdzenia lub wykluczenia roty
gruzliczej.



Zasady przeprowadzania testu

System QuantiFERONTB Gold IT wykorzystuje specjalne probéwki do petzinia krwi petnej. Inkubacja
krwi w probéwkach trwa od 16 do 24 godzin. Npstie zbiera s osocze i testuje na obedholFN-y
syntetyzowanego w odpowiedzi na antygeny peptydowe.

Test QuantiFERORTB Gold IT przeprowadzasiv dwdch etapach. Etap pierwszy: krew petna pobiejast
do kazdej probowki zestawu QuantiFERGNB Gold, tj. probéwki z préd slepa (Nil Control), probéwki z
»=antygenami graliczymi” (TB Antigen) i — opcjonalnie — probéwkimitogenem — czynnikiem proliferacyjnym
dla komérek (Mitogen).

Probéwka z mitogenem me by stosowana w teie QuantiFEROR-TB Gold IT jako kontrola pozytywna.
SzczegOlnie mee ona by uzyteczna wowczas, gdy istniejetpliwosé co do stanu uktadu immunologicznego
pacjenta. Probowka z mitogenem zeoréwnie stwzy¢ jako kontrola prawidlowe] procedury testowej i
ewentualnych pomytek laboranta (obchodzenje dirwia, inkubacja).

Proboéwki zawierajce krew nalgy podda& inkubacji w temperaturze 37°C tak szybko, jakytkd mazliwe,
przy czym nie p#niej niz po 16 godzinach od momentu pobrania krwi. Po o&rieékubacji trwagcym 16-24
godziny zawart& probéwek trzeba zwirowausumné osocze i zmierzyskzenie IFNy (wyrazone jako 1U/ml)
przy pomocy testu ELISA.

Wynik testu uwaa st za pozytywny na obeck® odpowiedzi z udzialem IFN-na “antygeny grtlicze”, jesli
wartasci otrzymane dla probowki testowej (TB Antigen) Zamiennie wysze anteli wartaici otrzymane dla
kontroli (wartg¢ Nil IFN-y 1U/ml). W razie wycia, prébka z osoczem zawieggym mitogen shay jako
kontrola pozytywna na obecftolFN-y dla kazdego materiatu testowego. Staba reakcja na mit¢g@d 1U/ml)
wskazuje na nieokéony wynik testu wéwczas, gdy probka krwi réwhievykazuje ujemsg reakcg na
.<antygeny grulicze”. Zdarzenie to mae mie€ miejsce przy limfocytopenii, obionej aktywndci limfocytéw
spowodowanej niewtgiwym postpowaniem z prébk nieodpowiednim napetnianiem prébki z mitogenem /
nieodpowiednim mieszaniem jej lub niezdaloig limfocytow pacjenta do syntezy i uwalniania IRNPréba
Slepa sty jako tlo, mae wykaza reaktywndé obcego antygerfuub obecnéé niespecyficznego IFN-w
probkach krwi. Wynik stzenia IFNy w probce badanej otrzymuje; girzez odjcie wartgci dla probkislepej
od wartdci otrzymanej dla probki z ,antygenami gliezymi” czy probki z mitogenem (gdyzywa st tej
ostatniej).

Czas potrzebny do przeprowadzenia testu

Czas potrzebny do przeprowadzenia testu QuantiFERTBN Gold IT zostat oszacowany iz&j podany;
okreslono takze czas badania licznych probek, gdy koniecznegssbwanie probek w seriach.

37°C Inkubacja krwi w probéwkach: 16 do 24 godzin

Test ELISA: Okoto 3 godziny na jegiptytke do testu ELISA
(28 do 44 os6b)
» <1 godzina pracy
» Dolicz 10 do 15 minut na kda dodatkovy ptytke



3. ODCZYNNIKI | ICH PRZECHOWYWANIE

Probéwki do pobierania krwi dla przeprowadzenia tesu

Numer katalogowy 0590 0301

1. Slepa — kontrola negatywna (szary korek) 100 pradiod
2. “Antygeny grulicze” (czerwony korek) 100 probowek
3. Mitogen — kontrola pozytywna (purpurowy korek) 1@@boéwek

UWAGA: Probowki dogpne g takze w innych konfiguracjach:

Nr katalogowy 0590 0201100 probowek dldlepej, 100 probéwek z “antygenami dliazymi”
Nr katalogowy 0593 0201100 probéwek z mitogenem

Probéwki do testéw na duych wysokdciach nad poziomem morza — High Altitude (HA)
(odnosnik do punktu 5)

Nr katalogowy 0590 0501 (duza wysoke¢ n.p.m.) 100 probéwek didepej, 100 probéwek z
“antygenami grdliczymi”.

Nr katalogowy 0590 0505duza wysoké¢ n.p.m) 100 probdwek didepej, 100 probdwek z
“antygenami grdliczymi” oraz 100 probéwek z mitogenem.

Nr katalogowy T0593 050(duza wysokéé n.p.m) 100 probdéwek z mitogenem.

Materiaty i sprzet laboratoryjny do testu ELISA

Numer katalogowy 0594 0201

1. Paski mikroptytki 24 x 8 studzienek
2. Ludzki liofilizowany IFN-y jako wzorzec 1 x fiolka
3. “Zielony rozcienczalnik” (ang.: Green Diluent) 1 x 30ml

4. Liofilizowany koniugat, szony 100x (przeciwciata spgzone z enzymem) 1 x 0,3ml

5. Bufor do przeptukiwania, atony 20x 1 x 100ml
6. Roztwdr substratu dla enzymu 1 x30ml
7. Roztwor zatrzymujcy aktywnd¢ enzymu 1 x15ml

Potrzebny sprzt laboratoryjny i materialy (nie dostarczane w zesawie do testu)

Inkubator utrzymujcy temperatur 37°C; funkcja dozowania Gie jest wymagana.

Wykalibrowane pipety z funkgjustawiania przenoszonej otmsci w zakresie od @l do 100Qul wraz z
jednorazowymi kacéwkami.

Wykalibrowana pipeta wielokanatowa z alisym ustawianiem przenoszonej efigsci na poziomie 50l
lub 10Qul wraz z jednorazowymi kiacéwkami.

Whytrzasarka do mikroptytek.

Woda dejonizowana (destylowana) — 2I.

Pluczka mikroptytek (zalecagsstosowanie ptuczki automatycznej).

Czytnik mikroptytek wyposzony w filtr dlaswiatta ok = 450 nm oraz w filtr referencyjny déaviatta ol =
620-650 nm.



Instrukcje dotyczace przechowywania

Probéwki do pobierania krwi

Probéwki do pobierania krwi przechowyévar temperaturze od 4°C do 25°C.
Okres wanosci probéwek do pobierania krwi zestawu QuantiFEROMB Gold wynosi 15 miesty od
daty produkcji pod warunkienig g one przechowywane w temperaturze od 4°C do 25°C.

Odczynniki zestawu

Odczynniki zestawu przechowywav temperaturze od 2°C do 8°C.

Zawsze chrotdi roztwér substratu dla enzymu przed bezednim wptywenswiatta stonecznego.

Okres wanasci zestawu do testu ELISA QuantiFER®NB Gold IT wynosi 3 lata od daty produkcji pod
warunkiem,ze odczynniki g przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C.

Odtworzone i nie zZyte odczynniki

Instrukcje dotyczce odtwarzania odczynnikdéw znajdugie w rozdziale 6 (strona 11).

Odtworzony wzorzec wygiowy mazna przechowywa najwyzej przez 3 miesgce, jdéli zapewni s¢
temperatug od 2°C do 8°C.

o Odnotuj da¢ odtworzenia wzorca w§giowego.
Po odtworzeniu nie zyty koniugat (sfzony 100x) koniecznie trzeba ponownie przechowywa
temperaturze od 2°C do 8°C i ma go uywac jeszcze przez 3 migse.

o Odnotuj da¢ odtworzenia koniugatu.
“Koniugat o aktywnéci roboczej” naley zuzy¢ w ciggu 6 godzin od momentu przygotowania.
.Bufor do przeplukiwania o aktywrai roboczej” mana przechowyw& w temperaturze pokojowej
najdiuzej przez 2 tygodnie.



4. OSTRZEZENIA | SRODKI OSTRO ZNOSCI

Ostrzezenia

Ujemny wynik testu QuantiFERONTB Gold IT nie wyklucza madiwosci zakaenia M.
tuberculosislub wysgpienia grulicy: falszywie ujemne wyniki testbw magdoy¢ spowodowand
faza infekcji (np. probka mogta leypobrana przed indukgcjodpowiedzi komérkowej ukitad
odporndci), innymi chorobami wptywagcymi na funkcjonaln& uktadu immunologicznegd,
niewtasciwymi  procedurami diagnostycznymi zwanymi z materialem badawczym | i
probéwkami do pobierania krwi po naktuciyty, nieprawidtowym wykonaniem testu lub innyri
czynnikami o podteu immunologicznym.

=

Dodatni wynik testu QuantiFERCNTB Gold IT nie powinien stanowi jedynego lub
rozstrzygajcego czynnika dla postawienia diagnozy: zakdée M. tuberculosis Nieprawidtowe
wykonanie testu mee da& wynik fatszywie dodatni.

Po otrzymaniu dodatniego wyniku testu QuantiFEREM Gold IT naley przedsiwziaé dalsze
kroki w zakresie oceny medycznej i diagnostyki la@horyjnej w celu weryfikacji rozpoznani
grwlicy u pacjenta (np. rozmaz na kwasoopdtndakterii, hodowla bakteryjna, badarie
rentgenograficzne klatki piersiowej).

Podczas gdy biatka ESAT-6, CFP-10 oraz TB7,7(pé)wystpuja u wszystkich szczepéw BC{
oraz u wekszaci znanych mykobakterii nie wywolgych grulicy, mozliwe jest, ze dodatni
wynik testu QuantiFERORITB Gold IT maze by wywotany zakaeniemM. kansasii, M. szulgd
lub M. marinum Jgli istnieje podejrzenie takiego zatemia, naley przeprowadz testy
alternatywne.




Srodki ostroznosci

Dla zastosowania diagnostycznego w warunkach vitro.

Szkodliwy roztwor substratu dla enzymu zawiera 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyfTMB), ktéra jest
szkodliwa w razie potkgtia, wdychania opardw lub wieja w kontakt ze sk@r Jest substancgdrazniaca
oczy i skoe oraz mutagenem. Natg stosowd gogle ochronne gkawiczki orazérodki ostraznosci jak przy
postpowaniu z potencjalnym czynnikiem rakotwérczym.

Szkodliwy roztwér zatrzymujacy aktywno§é enzymu zawiera H,SO, — kwas szkodliwy w razie
potkniecia, wdychania oparéw, wajia w kontakt z oczami lub skfrNalezy stosowa gogle ochronne,
rekawiczki oraz ochronny ubiér laboratoryjny.zéé roztwér zatrzymujcy wszeditby w kontakt ze skpr
lub oczami, miejsca kontaktu najeprzeptuka obfitg ilosciag wody oraz wezwalekarza.

Szkodliwy wzorzec IFN¥ oraz koniugat 100 x s¢zony moga wywotywat nieprzyjemne doznania w razie
potkniecia lub dziaté drazniaco na skdg. Nalezy stosowa rekawiczki oraz ochronny ubiér laboratoryjny.

Nalezy postepowaé z krwig ludzky tak, jakby byta potencjalnym zrédiem zakazenia. Nalezy stosowa
sie¢ do wytycznych dotycgcych postipowania z krwg.

Thimerosal dodawany jest jakérodek konserwuacy do niektérych odczynnikow. Me by toksyczny
(zawiera blisko 50% etylagti) w razie potkn¢cia, wdychania oparéw lub wéeja w kontakt ze skér

“Zielony rozcienczalnik” zawiera surowi¢ zdrowej myszy oraz biatko mleka kazgirktére mog
wywotywa¢ odczyny alergiczne. Natg unikat kontaktu ze skér

Niestosowanie sido wytycznych podicznika diagnostycznego m® spowodowé otrzymanie hidnych
wynikow. Przed przeprowadzeniem testu aglhenikliwie przeczyté instrukcje.

Nie wywa¢ danego zestawu, gdy przedyaiem ktérakolwiek butelka z odczynnikiem posiadechy
uszkodzenia lub wycieku ptynu.

Nie mieszé odczynnikéw do testu ELISA z odczynnikami innejtpaestawu QuantiFERONTB Gold, a
takze nie wywa¢ odczynnikdéw z wjcej niz jednego zestawu dla przeprowadzenia danego testu.

Wyrzuci nie zuyte odczynniki oraz prébki biologiczne w zgodzi@rzepisami lokalnymi, pestwowymi i

unijnymi.

Nie stosowa probowek do pobierania krwi anadnego z elementéw zestawu do testu ELISA po uptywi
terminu wanaosci.



5. POBIERANIE PROBEK ORAZ OBCHODZENIE S| E Z NIMI

Test QuantiFERORITB Gold IT wykorzystuje naspujace probéwki do pobierania materiatu:

1. Slepa — kontrola negatywna (szary korek z biatynrisieniem) (do stosowania na wysgkp
pomiedzy 0 a 810 metréw n.p.m.)

2. “Antygeny grilicze” — préba badana (czerwony korek z biatym fmiemiem) (do stosowania na
wysokaici pomigdzy 0 a 810 metréw n.p.m.)

3. Mitogen — kontrola pozytywna — opcja (purpurowy édoiz biatym piegcieniem) (do stosowania
na wysokéci pomicdzy 0 a 810 metréw n.p.m.)

4. Slepa — kontrola negatywna (szary korek z biatynrigieniem) (do stosowania na wysékb
pomiedzy 1020 a 1875 metréw n.p.m.)

5. “Antygeny grilicze” — préba badana (czerwony korekd&@tym piecieniem) (do stosowania na
wysokdaci pomidzy 1020 a 1875 metréw n.p.m.)

6. Mitogen — kontrola pozytywna — opcja (purpurowy éorz z6ttym piecieniem) (do stosowania
na wysokdci pomidzy 1020 a 1875 metréw n.p.m.)

Antygeny po wysuszeniu (sublimacyjnym) osadzily sa wewmrtrznych sciankach probowek do pobierania
krwi, stad istotne jest, aby zawaktoprobdwek doktadnie wymies&a krwia. Probéwki z materialem badanym
jak najszybciej — najpdiej w 16 godzin od momentu pobrania krwi — powinngst& przeniesione do
inkubatora (bloku grzejnego z termostatem), w kibmostata ustalona stata temperaturaC37

Dla uzyskania optymalnych efektow nafepostpowat zgodnie z riej wymienionymi wytycznymi:

1. Od kazdej badanej osoby pobierz po 1 ml krwi przez widugiine bezpérednio do kadej probowki
do pobierania krwi QuantiFERCNTB Gold IT (2 lub 3 x 1 ml / pacjenta).

« Standardowe probéwki do pobierania krwi Standardr@&ERON powinny by stosowane
na wysokdciach do 810 metrow n.p.m. Probéwki do pobieramai ki testow na daych
wysokdiciach n.p.m. High Altitude (HA) QuantiFERGNpowinny by stosowane na
wysokaiciach powyej 1020 metrow n.p.m.

W razie stosowania probéwek do pobierania krwi QiRERON® poza podanymi wegj
zakresami wysokoi nad poziomem morza lub gdy zdarzy pbbranie (zbyt) matej ikwi
krwi, krew ména pobiera@ przy pomocy strzykawki i przendgio 1 ml do k&dej z trzech
probowek. Ze wzglibw bezpieczistwa najlepiej wykonate czynndéé zdpgwszy igé ze
strzykawki, przestrzeggj przy tym odpowiednich procedur bezpidgsht®a, oraz usuywszy
korki z trzech probéwek QFT-Gold IT, dog@apo 1 ml krwi do kalej z nich (dopetniaic do
czarnej kreski z boku etykiety probéwki). Bezpieczratkaj korkami probowki i wymieszaj
ich zawartd@¢ wedtug poniszego opisu.

» Poniewa probéwki na 1 ml stosunkowo wolno dagic wypetnic krwia, gdy uznaszze
probéwka prawdopodobnie wypetnita; dirwig, kontynuuj wypetnianie siprobowki jeszcze
przez 2-3 sekundy, aby upewrsi¢, ze pobrana zostata vileiwa objtosé.

Czarna linia z boku probowki wyznacza wypetnien@ abgtosci 1 ml. Probdéwki do
pobierania krwi QuantiFERORNTB Gold zostaly skalibrowane na efgjs¢ od 0,8 do 1,2 ml.
Jesli poziom wypetnienia krwiw ktérejkolwiek probéwce nie jest Zolny do linii kalibraciji,

zaleca st pobranie innej probki krwi.

» Jezeli do pobierania krwi stosujesz ¢gtypu “motylek”, najpierw uayj “probdwke testovy”,
aby — zanim myjesz probéwlk QuantiFERON-TB Gold — upewri sie, ze rurka wypetnita
sie krwia.

2. Wymieszaj zawart@® kazdej probowki,energicznie wytrasajac probdéwke w gore i w dot przez 5
sekund(lub 10 razy), aby upewéisi¢, ze cata jej wewretrzna powierzchnia zostata pokryta krvii



» Dokiadne mieszanie jest wymagane dla zapewnietkaw#ego przejcia zawartéci na
powierzchniscianek probéwki do krwi.

* Mozna spodziew@sie pienienia si krwi podczas procesu wytigania, jakkolwiek fakt ten
nie ma wptywu na wynik testu i nie powinien zagie¢ gtowy diagndcie laboratoryjnemu.

Odpowiednio opisz probéwki (etykiety).

Upewnij sk, ze po usuriciu korka kada probowke (Slepa, “Antygeny grulicze”, Mitogen) ledzie
mozna zidentyfikowd dzieki widniejacej na niej etykiecie (naklejce) lub za pomamnych sposobdw.

Probowki z materialem badanym jak najszybciej -p@ajiej w 16 godzin od momentu pobrania krwi
— musz zost& przeniesione do inkubatora, w ktérym zostala osialtemperatura 3C. Przed
inkubach przechowuj probowki w temperaturze pokojowej (22°6°C). Nie wolno zamtaé probek
krwi ani przechowywéaich w lodéwce.



6. WYTYCZNE DOTYCZ ACE PRZEPROWADZENIA TESTU

Etap pierwszy — inkubacja krwi i zebranie osocza

Dostarczane materiaty

Probéwki do pobierania krwi QuantiFERGNB Gold IT (patrz rozdziat 3).

Potrzebny sprat laboratoryjny i materialy (lecz nie dostarczanez@stawie)

Patrz rozdziat 3.

Procedura testowa

1. Jeeli zaraz po pobraniu krew nie zostanie poddanatiakji, naley przeprowadzi¢ powtorne
wymieszanie zawartdci probéwek tuz przed poddaniem probéwek inkubacji jak opisano to w
rozdziale 5.

2. Inkubowa proboéwkiWYLOTEM KU GORZE w temperaturze 37°C przez 16 do 24 godzin.
Inkubator nie wymaga regulacji nasycenia, @ ustawienia poziomu wilgot§oi.

3. Po zakaczeniu inkubacji w temperaturze 37°C probowki dbipcania krwi mana trzyma w
temperaturze pomilzy 2°C a 27°C przez okres do 3 dni przed ich zménaiem.

4. Po zakaczeniu inkubacji proboéwek w temperaturze 37°C zeierasocza jest utatwione gki
zwirowaniu zawartéci probéwek przez 15 minut przygatkosci 2000 do 3000 RCF (g) (RCF —
wzgledna sita wirowania). Czogelowy oddzieli komérki od osocza.sli€o nie nasipi, zawartéé
probowek nalgy ponownie zwirowé przy wyzszej pedkosci obrotowej.

* Mozliwe jest zebranie osocza bez zwirowania materizddanego, jednak wymagana jest
wowczas wgksza ostronosé, by pobré osocze bez komorek, tzn. nie zabueafaz
rozdziatu.

5. Prébki osocza mma bezpérednio przeni& z probowek do pobierania krwi na piytlo testu ELISA
QuantiFERON-TB Gold, szczegélnie wtedy, gdyywa st automatycznych stacji roboczych do testu
ELISA.

6. Alternatywnie prébki osocza mpa przechowywaprzed przeprowadzeniem testu ELISA albo w
zwirowanych probéwkach, albo w pojemnikach do phoegywania osocza. Przyktadowa@hi masz
zamiar przechowywaprébki, pobierz >150l osocza i wprowatlje do studzienek mikroptytki (lub
mikroprobdéwek (typlEppendorf umieszczonych w statywie) w uktadzie 96 studzieinaizykry;j
szczelnie, aby zapobiec wylanig siraz odparowaniu materiatu do bada

e Probki osocza mma przechowywaprzez maksymalnie 4 tygodnie w temperaturze 2°C do
8°C lub przez dhisszy czas w temperaturze pagji-20°C (najlepiej potej -70°C).
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Etap drugi — test ELISA ludzkiego IFN-y

Dostarczane materiaty

Zestaw odczynnikéw i akcesoriéw do testu ELISA QiEBRON®-TB Gold IT (patrz rozdziat 3).

Potrzebny sprat laboratoryjny i materialy (lecz nie dostarczanez@stawie)

Patrz rozdziat 3.

Procedura testowa

Wszystkie probki osocza i wszystkie odczynniki, gjatkiem koniugatu stzonego 100x, przedzyciem
powinny by przeniesione do temperatury pokojowej (22°C + 5%%)zostaw probki w tych warunkach
przez przynajmniej 60 minut dla uzyskania stabdjzeemperaturowe;.

Uswi z ramki paski, ktore nieagpotrzebne, ponownie szczelnie przykryj je falprzenié z powrotem do
lodéwki, trzymajc je tam a do momentu, gdydulg potrzebne.

Przynajmniej jeden pasek przeznacz na wzorzec (RERON®-TB Gold, a odpowiedaiilos¢ paskéw na
prébki, w zalenosci od liczby testowanych pacjentéw (patrz rycina @A metody dwuprobéwkowej i 2B
dla metody tréjprobéwkowej). Po wykorzystaniu zashp ramle i wieczko do udycia z pozostatymi
paskami.

Odtworz liofilizowany wzorzec z dostarczonego zestatestowego przy pomocy destylowanej
(dejonizowanej) wody o obijosci wskazanej na etykieciéolki zawierapcej ten wzorzec. tagodnie
mieszaj skiadniki, by zminimalizowatworzenie sj piany i zapewrd catkowite rozpuszczenie wzorca
Odtworzenie wzorca w okénej obgtosci wody da w efekcie roztwor o egeniu 8,0 1U/ml (IU —
jednostki m¢dzynarodowe oki#ajace aktywnd¢ substancii, nie wskazige na jej ilé¢ lub mas).

Uwaga: Obgtosé odtworzenia wzorca z dostarczanego zestaydzie rGna dla r&nych serii prob.

Uzyj odtworzony wzorzec_(wzorzec wgjowy) w celu uzyskania czterech kolejnych roicean IFN-y w
stosunku ohlgtosciowym 1 cz$¢ IFN-y w 3 czsciach ,zielonego rozciezalnika” (GD) — patrz rycina 1.
S1 (wzorzec 1; ang.: S — standard) zawiera 4 IUEN-y, S2 (wzorzec 2) zawiera 1 IU/ml IF-S3
(wzorzec 3) zawiera 0.25 IU/ml IFiM-a S4 (wzorzec 4) zawiera 0 IU/ml IFN-(sam GD). Wzorce
powinny by testowane przynajmniej w jednym powtérzeniu

ZALECANA PROCEDURADLA
WZORCOWTESTOWANYCHW JEDNYM

ZALECANA PROCEDURADLA
WZORCOWTESTOWANYCHW DWOCH
POWTORZENIACH

POWTORZENIU

a. Opisz 4 probowki “S1”, “S2”, “S3", “S4”. a. Opisz 4 probowki “S1”, “S2”, “S3", “S4”.
b. Dodaj150u GD do S1, S2, S3, S4. b. Dodaj150ul GD do S1.
c. Dodaj 150pl wzorca wyfciowego do S1 c. Dodaj210plGD do S2, S3, S4.

doktadnie wymieszaj skiadniki. d. Dodaj150plwzorca wyjciowego do S1
d. Przenig 50ul roztworu z S1 do S2 i doktadnie wymieszaj sktadniki.

i doktadnie wymieszaj skfadniki. e. Przenig 70ulroztworu z S1 do S2
e. Przenig 50pl roztworu z S2 do S3 i doktadnie wymieszaj sktadniki.

i doktadnie wymieszaj sktadniki. f. Przenid 70ul roztworu z S2 do S3
f. Sam GDshwy jakoslepa dla wzorca (S4) i doktadnie wymieszaj sktadniki.

g. Sam GDstwy jakoslepa dla wzorca (S4)
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RYCINA 1. Sporzadzenie krzywej wzorcowej.

150l 50 lub 70pl 50 lub 70pl
S1 S2 S3 S4
L 4 N\, \_/
(Wzorzec wyjciowy) Wzorzec 1 Wzorzec 2 Wzorzec 3 Wzorzec 4
8,0 IU/ml 4,0 lU/ml 1,0 1U/ml 0,25 IU/ml 0 IlU/mL

(TYLKO GD)

e Sporzdz swieze rozciéczenia wzorca wygiowego dla kadej sesji testu ELISA.
Odtworz liofilizowany koniugat 100x stony w 0,3 ml wody dejonizowanej (destylowanej). edgie

mieszaj skiadniki, by zminimalizowatworzenie si piany i zapewrd catkowite rozpuszczenie ¢si
koniugatu.

“Koniugat o aktywnéci roboczej” przygotowuje giprzez rozcigéczenie wymaganej ikzi odtworzonego

koniugatu 100x stonego w “zielonym rozcieczalniku” wedtug przepisu z tabeli 1 — Spgizenie
koniugatu.

TABELA 1. Sporzadzenie koniugatu.

OBJETOSC KONIUGATU OBJETOSC
LICZBA PASKOW 100x STEZONEGO “ZIELONEGO
ROZCIE NCZALNIKA”

2 104l 1,0 ml
3 15ul 1,5ml
4 20l 2,0ml
5 25ul 2,5ml
6 30ul 3,0 ml
7 35ul 3,5 ml
8 400l 4,0 ml
9 45yl 4,5 ml
10 50 l 5,0 ml
11 55l 5,5 ml
12 60l 6,0 ml

» Doktadnie zmieszaj ze sglsktadniki, lecz tak, by unikgg tworzenia si piany.

e Zaraz po ayciu przenié z powrotem caly nie zyty koniugat 100x gtony do miejsca o temperaturze
2°C do 8°C.

» Uzywaj wylacznie “zielonego rozciezalnika”.

Przed wykonaniem testu prébki osocza powinny zZgstaldane mieszaniu, by upewsie, ze IFN-y zostat
rozprowadzony réwnomiernie w catej ich etmsci.

Uzywajac pipety wielokanatowej dodaj po gl0swiezo sporadzonego “koniugatu o aktywloi roboczej”
do odpowiednich studzienek mikroptytki do testu SAl
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10.

Uzywajac pipety wielokanatlowej dodaj po 50ul testowanycbbek osocza do odpowiednich studzienek
mikroptytki (patrz poniej: zalecane rozmieszczenie na ptytce — ryciny 28). Na koniec wprowadpo
50ul kazdego z wzorcow: S1-S4.

RYCINA 2A. Zalecane rozmieszczenie probek dla profwek zeslepa oraz probéwek z “antygenami
gruzliczymi” (44 testy na plytke).

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

IN [5N | 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 | 7/N | 1IN | 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

e S1 (wzorzec 1), S2 (wzorzec 2), S3 (wzorzec 3)v&brzec 4).
» 1N (prébka nr 1: osocze proBlepej); 1A (prébka nr 1: osocze z “antygenamizjozymi”).

I O Mmool m >

RYCINA 2B. Zalecane rozmieszczenie probek dla pratwek zeslepa, probowek z “antygenami
gruzliczymi” oraz probéwek z mitogenem (28 testow na pitke).

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

5N |5A |5M |9N | 9A | O9M | 17N | 17A | 17M| 25N | 25A | 25M
6N | 6A | 6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
/N [ 7A | 7M [ 1IN | 11A | 11M| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M
8N | 8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (wzorzec 1), S2 (wzorzec 2), S3 (wzorzec 3)v&brzec 4).
* 1N (prébka nr 1: osocze probkepej); 1A (prébka nr 1: osocze z “antygenamizjozymi”);
1M (prébka nr 1: osocze z mitogenem — kontrola).

I @M m OOl m >

Doktadnie zmieszaj koniugat z probkami osocza/wanicprzy pomocy wytrgsarki do mikroptytek przez
1 minug.

Przykryj kazda ptytke wieczkiem i inkubuj w temperaturze pokojowej (22£6G°C) przez 120 + 5 minut.

e Podczas inkubacji ptytki nie powinny byystawione na bezgmednie dziatanidwiatta stonecznego.
Podczas inkubacji rozadiez jedm czs$¢ objetosciows buforu do przeptukiwania 20x egbnego przy
pomocy 19 cgsci objetosciowych dejonizowanej (destylowanej) wody i zmigsdakitadnie skiadniki.
Wystarczajca ilos¢ buforu do przeptukiwania 20xegbnego zostata dostarczona w celu spdeenia 2

litréw ,buforu do przeptukiwania o aktywidoi roboczej”.

Przynajmniej szeiokrotnie (minimum 6 cykli)przeptucz studzienkdOQul ,buforu do przeptukiwania o
aktywndici roboczej”. Zaleca gistosowanie automatycznej ptuczki ptytek.

» Dokfadne przeptukanie jest bardzoama dla prawidiowego wykonania testu. Upewn§, sie kazda
studzienka zostateatkowicie wypetnionabuforem do przeptukiwaniazgpo sam jej szczyt w kdym
cyklu ptukania. Zalecany czas ngsnia wynosi minimum 5 sekund pagdzy kolejnymi cyklami
ptukania.
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* Nalezy dod& standardowy laboratoryjryodek dezynfekujcy do zbiornika ndcieki laboratoryjne oraz
wdrozy¢ procedury dotycee odkaenia materiatu potencjalnie zakeego.

11. Usuh resztki buforu do przeptukiwania udergaj goérry strory pilytek o ecznik chloncy ciecze
(wytrzepanie mikrokropelek ngaznik potazony na gtadkim blacie). Dodaj 1@0roztworu substratu dla
enzymu do kadej studzienki i wymieszaj doktadnie zawdttprzy pomocy wytrgsarki do mikroptytek.

12. Przykryj kada ptytke wieczkiem i inkubuj w temperaturze pokojowej (2226G°C) przez 30 minut.

» Podczas inkubaciji ptytki nie powinny byystawione na bezgmednie dziataniéwiatta stonecznego.

13. Po przeprowadzeniu trzydziestominutowej inkijibalo kazdej studzienki dodaj po PO roztworu
zatrzymujcego aktywnét enzymu i dokladnie wymieszaj skiadniki.

* Roztwor zatrzymujcy aktywnd¢ enzymu nalgy doda do studzienek w tej samej kolefieboraz mniej
wigcej w tym samym tempie, co substrat z punktu 11.

14. Przy pomocy czytnika mikroptytek wypasaego w filtr 450nm oraz filtr referencyjny 620-680 zmierz

gestaé¢ optyczny (OD) kazdej studzienki w gigu 5 minut od momentu zatrzymania reakcji enzynmatgg
Wartasci OD stuzg do obliczéy w celu uzyskania kacowych wynikow.

7. OBLICZENIA | INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

Oprogramowanie do analizy QuantiFER®BNB Gold IT stosowane do przetwarzania danych pi¢mych i
obliczania kacowych wynikéw mana naby w firmie Cellestis.

Oprogramowanie przeprowadza oedfontroli Jakdci testu, generuje krzyywvzorcows i podaje wynik testu
dla kazdego pacjenta, jak zostato to szczegbtowo opisapedwozdzialdnterpretacja wynikéw

Alternatywy dla oprogramowania do analizy QuantiFERGNB Gold IT jest wyliczenie wynikéw wedtug
ponizszej metody.

Wykre §lenie krzywej wzorcowej

(jesli nie uzywa s oprogramowania do analizy QuantiFERONTB Gold IT)

Oblicz srednie wartéci OD dla powtorzeé kolejnych rozciéczen wzorcéw z kadej phytki.

Wykresl krzywa wzorcowy logeyloge) przez naniesienie na wykres wynikow logarytmowamipodstawie e
(loge) gdzie ex 2,72) srednich wartéci OD (a5 y) w funkcji loge) ze stzen wzorcow IFNy wyrazonych jako
IU/ml (o$ X), bez uwzgdniania w tych obliczeniach wynikéélepej dla wzorca (S4). Za pompmetody
regresji liniowej wyznacz ligi najlepszego dopasowania wykresu do otrzymanychblzen punktow
doswiadczalnych. Linia tadtlzie Twop krzywa wzorcows.

Uzyj krzywej wzorcowej do okrdenia stzen IFN-y (IU/ml) dla kazdej testowej probki osocza przez
ekstrapolagj wartasci OD kazdej probki badane;.

Obliczenia te mzna wykon& z pomog pakietdw oprogramowania otrzymywanych przy okazkupu
czytnikéw mikroptytek oraz za pomgstandardowych arkuszy kalkulacyjnych lub raz informatycznych
do analizy statystycznej (jak np. Microsoft Exc&lalecane jest, abyzywa¢ tych pakietéw oprogramowania w
celu przeprowadzenia analizy mejaggresji, obliczenia wspoétczynnika zmiedoio(%CV) dla wzorcow oraz
wspoétczynnika korelaciji (r) krzywej wzorcowe;j.
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Kontrola jako §ci testu

Dokfadna¢ otrzymanych wynikdw zalsyy od starannego wykékenia krzywej wzorcowej. 3t wiarygodnéé
wynikéw uzyskanych na podstawie wzorcéw konieczmiba sprawdzi przed rozpoczxiem interpretacii
wynikoéw dla prébek badanych.

Aby test ELISA uznéza wiarygodny konieczne jest:

+  Srednia wartos¢ OD wzorca 1 musi wynosi = 0,600.

*  Wspodiczynniki zmienndici (%CV) dla warto sci powtdrzen wzorca 1 i wzorca 2 musg wynosi <
15%.

* Wartosci OD powtérzen dla wzorca 3 i wzorca 4 nie mogj rozni¢ sie o ponad 0,040 jednostki
gestasci optycznej od ichsrednich.

»  Wspodiczynnik korelacji (r) wyliczony ze §rednich wartosci absorbancji wzorcéw musi wynosi >
0,98.

Oprogramowanie do analizy QuantFER®BNB Gold Analysis Software umitiwia obliczenie tych
parametréw kontroli jakai i wyswietlenie raportu.

Jezeli powyzsze kryteria niegsspetnione, test nalg uzna za niewany i powtérzy go.

+  Srednia wartosé OD §lepej dla wzorca (“zielony rozcigczalnik”) powinna wynosié < 0,150. Jéli
srednia wartosé¢ OD wynosi> 0,150, naley zweryfikowaé procedure ptukania ptytki.
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Interpretacja wynikow

Wyniki testu QuantiFERORITB Gold IT interpretowaneasz uwzgkdnieniem nagpujacych kryteriéw:

UWAGA : Rozpoznanie lub wykluczenie grualicy oraz ocena prawdopodobiéstwa wysgpienia LTBI
wymaga cat@dciowego spojrzenia na wyniki badéa epidemiologicznych, lekarskich, diagnostycznych az
wywiadu z pacjentem, ktére nalégy mie¢ na wzgkdzie przy interpretacji wynikéw testu
QuantiFERON®-TB Gold IT.

GDY UZYWA SIE TYLKO PROBOWEK Z PROB A SLEPA ORAZ PROBOWEK Z PROB A BADANA
(“ANTYGENAMI GRU ZLICZYM?").

SLEPA Préba badan minusslepa QuantiFERON®-TB .
[IU/mi] [IU/ml] Wynik Raport/Interpretacja
< 0,35 Ujemny ZakazenieM. tuberculosis
<80 > 0,35 i < 25% wartéi Slepej MALO prawdopodobne
> 0,35 i> 25% wartdci slepej Dodatni* ZakazenieM. wiberculosis
prawdopodobne
Wyniki nieokrelone ze
> 8,0 Kazdy wynik Nieokreslony® wzgledu na reaktywn&
“antygenéw gruliczych”

! Gdy nie podejrzewa s zakazenia M. tuberculosiswstpne otrzymanie dodatnich wynikéw testuzma
potwierdzé/wykluczy¢ przez powtdrne zbadanie tych samych prébek osegednym powtdrzeniu za pomotestu
ELISA QuantiFEROR-TB Gold. Gdy powtérny test dla jednej lub obydwidlpek w powtérzeniu daje wynik dodatni,
wynik pacjenta nalgy ostatecznie uzriaza dodatni.

2 W badaniach klinicznych mniejnb,25% pacjentéw wykazywatoesenie IFNy dla probyslepej wynosacej > 8,0 1U/mll.

3 Dla znalezienia ewentualnych przyczyn patrz roaidélykrywanie i eliminowanie probleméw

Wielkos¢ zmierzonego poziomu IFM-nie mae by skorelowana z etapem lub stopniem zaawansowania

choroby, stopniem odpowiedzi ukfadu odpdgeiowego czy prawdopodohistwem (uaktywnienia ei
zarazkéw i) rozwoju choroby.
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RYCINA 3. Interpretacja wynikéw przedstawiona w formie sieci przeptywu, gdy do testu
wykorzystywane g probowki ze SLEPA i probéwki z , ANTYGENAMI GRU ZLICZYMI".

Antygen gruzliczy —
Slepa
> 0,35 IU/ml

INTERPRETACJA

Tak

Antygen gruzliczy — Slepa
2 25%
wartosci Slepej [IU/ml]

Tak
Nie -
4_[ Slepa < 8,0 IU/mI }
WALIDACJA
Tak

\ 4
WYNIK DODATNI
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GDY UZYWA SIE PROBOWEK Z PROBA SLEPA, PROBOWEK Z PROBA BADANA
(“ANTYGENAMI GRU ZLICZYMI") ORAZ PROBOWEK Z MITOGENEM.

Slepa Proba badana minusslepa Mitogen minus  QuantiFERON®-TB

Raport/Interpretacja

[lu/mi] [IU/ml] slepa [IU/mI]* Wynik
<0535 = 05 Ujemny ZakazenieM. tuberculosis
> 0,35 i < 25% warti slepej > 0,5 MALO prawdopodobne
. : : . . ZakazenieM. tuberculosis
0 & ; 2
< 8,0 [> 0.35i> 25% wartdci slepej]  Kazdy wynik Dodatni prawdopodobne
<0,35 <05
Wyniki nieokrelone ze wzgjdu
> 0,35 i < 25% warti §lepej <0,5 Nieokreslony® na reaktywné¢ “antygenow
gruzliczych”
> 8,0 Kazdy wynik Kazdy wynik

1 Wyniki odpowiedzi na kontrelpozytywrs zawierajca mitogen (a czasamizea probk badan z “antygenami
grwdiczymi”) moga dos¢ czesto znajdowa sie poza zakresem odczytu czytnika mikroptytek. Nietoavptywu na
wyniki testu.

2 Gdy nie podejrzewa s zakazenia M. tuberculosiswsepne otrzymanie dodatnich wynikéw testuzna
potwierdzé/wykluczy¢ przez powtérne zbadanie tych samych prébek osggednym powtérzeniu za pomptestu
ELISA QuantiFEROR-TB Gold. Gdy powtérny test dla jednej lub obydwidlpek w powtérzeniu daje wynik dodatni,
wynik pacjenta nafgy ostatecznie uzgaza dodatni.

3 Dla znalezienia ewentualnych przyczyn patrz ra@d&/ykrywanie i eliminowanie probleméw

4 W badaniach klinicznych mniej:n0,25% pacjentéw wykazywatoegenie IFNy dla prébyslepej wynoszcej > 8,0
IU/ml.

Wielkos¢ zmierzonego poziomu IFM-nie mae by skorelowana z etapem lub stopniem zaawansowania
choroby, stopniem odpowiedzi ukladu odpdweiowego czy prawdopodobistwem (uaktywnienia oi
zarazkéw i) rozwoju choroby.
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RYCINA 4. Interpretacja wynikow przedstawiona w formie sieci przeptywu, gdy do testu
wykorzystywane § probowki ze SLEPA, probéwki z ,ANTYGENAMI GRU ZLICZYMI”
oraz proboéwki z MITOGENEM.

Antygen gruzliczy —
Slepa
= 0,35 IU/ml

INTERPRETACJA

Tak

Antygen gruzliczy — Slepa
2 25%
wartosci Slepej [IU/ml]

Nie
Mitogen — Slepa < 0,50 UL Nie .
IU/ml i/lub Slepa < 8,0 IU/ml
Slepa > 8,0 IU/m
WALIDACJA
Nie Tak
y \ 4

WYNIK UJEMNY WYNIK DODATNI
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8. OGRANICZENIA TESTU

Wyniki testu QuantiFERORITB Gold IT powinny by interpretowane w giiu catdgciowym, tj. w zestawieniu
z: wywiadem epidemiologicznym z k@ym pacjentem, obecnym stanem zdrowia oraz innyo@nami
diagnostycznymi.

Osobom o warticiach wynikéw dlaslepych wynoszcych ponad 8 IU/ml jest przypisywany ,wynik testu
nieokr&lony”, poniewa reaktywnd¢ wyzsza o 25% w odpowiedzi na ,antygeny ditze” moze leze¢ poza
zakresem pomiarowym testu.

Wystapienie niewiarygodnych lub nieokienych wynikéw testu mee by spowodowane:

* nieprzestrzeganiem instrukcji zawartych w niniejazyodeczniku diagnostycznym,
e obecndcig nadmiernych sten krgzagcego we krwi IFNy lub obecnécig obcych przeciwciat,
» czasem diszym ni 16 godzin pomidzy momentem pobrania krwi a rozpeciem inkubacji w 37°C.

9. CHARAKTERYSTYKA WIARYGODNO SCI TESTOW
Badania kliniczne

Jakoze nie istnieje definiowalny wzorzec dla utajonegaenia patkami grizlicy (LTBI), oceny czuldci i
specyficznéci testu QuantiFERONTB Gold IT praktycznie nie mma wéwczas przeprowadzi
Specyficznéé testu QuantiFERORITB Gold IT zostata oszacowana w przykliiu na podstawie oceny
czestaici fatlszywie dodatnich wynikéw u 0séb o niskim riay(braku znanych czynnikéw ryzyka)
zapadalnéci na zakaenie patkiem gruzlicy. Czutas¢ zostata oszacowana w przyfalniu na podstawie oceny
grup pacjentéw, u ktérych wygtowanie aktywnej postaci gilicy zostato potwierdzone przez posiew.

Specyficznd¢

W badaniu amerykeskim z udziatem 866 ochotnikéw krew pobierano diuteQuantiFERORFTB Gold IT
(QFT-G) przy okazji wykonywania proby tuberkulingwW@ST). W czasie przeprowadzania testu przy pomocy
standardowe] ankiety uzyskano od pacjentow infofendemograficzne (wiek, ptatp.) oraz okrélono

czynniki ryzyka wysgpienia u nich grdicy. Z 432 ochotnikéw bez znanych czynnikéw ryzylakaenia M.
tuberculosisvyniki testu QuantiFERORTB Gold IT oraz TST otrzymano dla 3%aden z tych pacjentéw nie
byt nigdy wczeniej szczepiony szczepionlBCG. Drugie badanie specyficzmdtestu QuantiFERORTB

Gold IT przeprowadzono w Japonii na pacjentachskimi ryzyku zakaenia patkiem gruzlicy, z ktérych okoto
90% bylo wczéniej szczepionych szczepiapnBCG. Wyniki obydwu badaspecyficznéci przedstawiono w
tabeli 2.

Tabela 2. Specyficznét testu QuantiFERON®-TB Gold IT: wyniki dla 0s6b, u ktérych nie stwierdzono
wysipienia ryzyka zakazenia M. tuberculosis

Liezos Liczba
% Calkowita Liczba (erglt(r?i\(l:vh Specyficzndgé wynikéw Specyficzndgé
zaszczepionych - wynikéw QFT-G (95% dodatnich TST* (95%
BADANIE 5 liczba . . QFT-G/ - :
szczepionla o——. nieokreslonych Liczba przedziat TST/ przedziat
BCG Y QFT-G . ufnosci) Liczba ufnosci)
WEATE badanych
testow Y
USA (dane o 99,2% 98,5%
niepublikowane) 0% 391 1 3/3%0 (97,6998 | ©/39 (96,5-99,4)
Japonia (dane —ono 98,4% )
niepublikowane) 90% 190 4 3/186 (95-99,6)
SUMA 581 (50/%802) 6/576 99,0% -

*Biorac za kryterium przynafmosci 10mmsrednic; zaczerwienienia na skorze dla proby TST. féadnicy
15mm ocena specyficzéw wynosi 99,1% (silniejsza odpowiezdktadu immunologicznego organizmu na
podskérne wstrzykecie tuberkuliny przy zakeeniach pgtkiem grulicy).
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Czutos¢ wykrywania aktywnej postaci gruzlicy

Pacjenci z Australii i Japonii, u ktérych podejrame grulice, a nasfpnie posiew potwierdzit zakanieM.
tuberculosisbyli badani w celu oceny czuid testu QuantiFERORTB Gold IT. Podczas gdy nie istnieje
niepodwaalny standardowy test dla stwierdzenia utajonedezzmia pgtkami griglicy (LTBI), odpowiednim
substytutem jest posiew mikrobiologiczhy tuberculosisgdyz pacjenci chorzyssz definicji zakaeni. Przed
pobraniem krwi do testu QuantiFER®NB Gold IT pacjenci zostali poddani leczeniu proézes krotszy i
8 dni.

Tabela 3 zawiera zestawienie wynikow badé dwdch grup pacjentdéw o dodatnim posieMietuberculosis
Catkowita czuté¢ testu QuantiFERONTB Gold IT dla wykrycia aktywnej postaci giicy wynosita 89%
(48/54).

Tabela 3. Test QuantiFERON-TB Gold IT: pacjenci z zakazeniemM. tuberculosispotwierdzonym
testem mikrobiologicznym (przezgsiew bakteryjny).

BADANIE

Choroba
potwierdzona

przez

Liczba wynikéw
dodatnich QFT-G /

Liczba waznych

testow

Czutos¢ QFT-G

(95% CI)

Badanie wiarygodniei testow vérod . 89%
Japdiczykéw chorych na gélice Posiew 2412 (72-96%)
Badanie 70%
wiarygodndci Plucnych 7110 (40-89%)
testow vérod Posiew

. ) 100%
Australijczykéw Pozaptucnych 17117 (82-100%)
chorych na grilice °

89%

SUMA 48 /54 (78-95%)

Diagnoza LTBI
Opublikowano wiele badana temat wiarygodrci testu QuantiFERONTB Gold IT w ré&znych populacjach
naraonych na ryzyko wysgpienia LTBI. Waniejsze wyniki wybranych badgrzedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Wybrane opublikowane badania dotycgce testu QuantiFERON’-TB Gold IT w populacjach
zagrozonych wystpieniem LTBI.

Catkowita
BADANIE liczba
badanych

Wyniki badan

Ustalenie bardzo wysokiej eztcsci wystepowania gralicy. 40% QFT-Gold
IT-pozytywnych i okoto 41% TST-pozytywnych przy 16mWysoka

726 zgodnd¢ z testem TST, brak wptywu szczepienia BCG nazkidlwiek z
grup. Obydwa testy poruszaly temat czynnikéw ryzzi@zanych z
wiekiem oraz okresem pracy w shie zdrowia.

Hinduscy pracownicy sfiby zdrowia
(Paii wsp.2005¥°

Catkowita czstas¢ wystpowania LTBI badana testem QFT-Gold IT
wynosita 4,6% (27/590) u 0os6b HIVWyniki dodatnie byly zwjzane z
ryzykiem wysapienia grulicy. Dwéch pacjentow QFT-Gold IT-
pozytywnych rozwigto aktywrs post& gruzlicy w przecagu jednego roku.
Odpowiedzi nieokrdone (n = 20; 3,4%) byly statystycznie istotnie
skorelowane z liczebioig antygenéw CD4 <100 / pl.

HIV u Dunczykéw

(Brocki wsp.2006§ 590

Dzieci, u ktérych podejrzewano dtice lub ktére w przesziei miaty
kontakt z grilica byly badane testami QFT-Gold IT oraz TST. 10,5% z
wynikiem dodatnim w t&cie QFT-Gold IT, a okoto 9,5% z wynikiem
dodatnim w técie TST przy 10mm. Ogoéina zgoditqpomigdzy testami
wynosita 95,2%, natomiast 100% w grupie nie szarggih BCG.

Hospitalizowane dzieci 105
Dograi wsp.2006)?

Testowano bliski kontakt 15 zdych oséb, u ktérych podejrzewano charok
51% byto szczepionych szczepiarBCG, 27% urodzonych za grani@ 0%
szczepionych szczepionBCG oraz 18% nie szczepionych bylo TST-
pozytywnych (5mm), podczas gdy odpowiednio 9% i 16 QFT-Gold
IT-pozytywnych. QFT-Gold IT byt zwzany z ryzykiem wysgpienia
grwzlicy. TST byt zwigzany tylko ze szczepieniem BCG.

Kontakty wéréd Niemcow 309
(Diel i wsp.2006*

Istnieje o wiele wicej publikacji na temat wiarygodéa mniej czutej wersji testu QuantiFERGN'B Gold,
opartej na antygenie w postaci cieklej (prekurdartestu QuantiFERONTB Gold IT) oraz wiarygodnii
samego testu QuantiFERGNB Gold IT. Badania te poruszaiemat stosowania testu(testow) w zxkiu z
przypadkami czynnej gelicy®** ** 2 stosowania testéw u dzié¢f: 2> 28 stosowania testéw u nosicieli wirusa
HIV# > 2 y pracownikéw stiby zdrowid® 2 *2 u 0séb z immunosupredj* % 23 2" 30313 take u 0s6b z

podejrzeniem grtlicy” ® % *®oraz u ludzi z niskim ryzykiem zachorowasabna t chorolz™.

Powtarzalné¢ oraz wptyw TST na pihiejsze przeprowadzanie testu QuantiFERAM Gold
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W ramach badania specyficZeotestu na populacji amerykskiej wyodebniono podgrup ochotnikdw
testowanych pomilzy 4 a 5 tygodniem od przeprowadzenia na nichwsieego testu QuantiFERGNB Gold
IT oraz testu TST. Wyniki dla testu QuantiFERBINB Gold IT na podstawie préby 260 badanych byty
otrzymywane w obydwu wagj wymienionych momentach, a poziom zgodn@omigdzy nimi wynosit 99,6%
(259/260). Wczéniejsze przeprowadzenie proby tuberkulinowej (TBi€)miato wptywu na otrzymywanie
dodatnich wynikéw testu QuantiFERGNB Gold IT.

10. INFORMACJE NATURY TECHNICZNEJ

Wyniki nieokre $lone

Wyniki nieokr&lone powinny zdarza sie dos¢ rzadko i mog by¢ spowodowane stanem ukfadu
immunologicznego badanego pacjenta, aledakog by¢ zwigzane z wieloma czynnikami natury technicznej:

e czasem dtszym ni 16 godzin pomidzy momentem pobrania krwi a rozpeciem inkubacji w 37°C,
* przechowywaniem krwi poza zalecanym zakresem temtpe(22C + 5°C),

e zbyt stabym wymieszaniem zawaitoprobéwek do pobierania krwi,

» niedoktadnym przeptukaniem piytki do testu ELISA.

Jeili podejrzewaszze kwestie natury technicznej przeszkodzity we $ailaym pobraniu prébek krwi lub w
odpowiednim obchodzeniugsz nimi, powtérz caly test QuantiFERGNB Gold IT z wyciem nowej prébki
krwi. Mozna powtdrnie przeprowadztest ELISA stymulowanego osocza, gdy podejrzewaigiodpowiednie
przeptukiwanie studzienek lub inne odchylenia odcpdury testowej. Nie nalge oczekiwa, ze nieokrélone
wyniki testu, ktére g wyrazone jako niskie wartwi aktywnaci IFN-y dla prébek z miogenem lub wysokie
wartasci tej aktywndci dla slepych, uleglty by zmianie w przypadku powtérnegegprowadzenia testu, chyba
ze wyshpit btad w tescie ELISA. Wyniki nieokrélone naley po prostu przy¢ do wiadoméci i przekaza
informacje lekarzowi. Lekarz mie zadecydowa o ponownym pobraniu probki krwi pacjenta lub — azie
konieczndci — o podgciu innych krokéw zaradczych.

Probki z osoczem, z ktérego wytcit sie wtoknik

Gdyby po dliszym czasie przechowywania prébek z osoczem datzlovytpcenia sg widknika, zwiruj
prébki, aby zsedymentowakrzepty materiat i utatwipipetowanie osocza.
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Rozwigzywanie probleméw dotycacych testu ELISA

Niespecyficzne pochodzenie barwy

MO ZLIWA PRZYCZYNA

ROZWI AZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przeptucz phethorzy pomocy buforu do
przeptukiwania o olgfosci 400ul / studzienk W zalenoici od
uzywanej ptuczki mae okazé sie konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by zastosowany czas nglsinia wynosgcy minimum 5
sekund pomidzy kolejnymi cyklami ptukania.

Krzyzowe zanieczyszczenie studzienek w
tescie ELISA.

Aby zminimalizowa ryzyko, ostranie pipetuj i mieszaj prélek

Termin wanosci zestawu / sktadnikéw
wygast.

Upewnij sk, ze korzystasz z zestawu przed terminem wg@aia jego
waznaosci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koatupOx
stezony byly wywane w okresie do trzech miesy od daty
odtworzenia.

Roztwér substratu dla enzymu jest
zanieczyszczony.

Wyrzuwé substrat, j&i pojawia s¢ niebieskie zabarwienie. Zadbaj o ta
aby stosowane byly czyste pojemniki na odczynniki.

Niskie wart@ci odczytu gstasci optycznej dla wzorcéw

MO ZLIWA PRZYCZYNA

ROZWI AZANIE

Btedne rozciéczenie wzorca.

Zadbaj o to, aby rozcahezenia wzorca byty prawidtowo spadzone,
zgodnie z instrukcjami z tego pedenika diagnostycznego.

Btad pipetowania.

Zadbaj o to, aby pipety byly wykalibrowanezywane zgodnie z
instrukcjami producenta.

Zbyt niska temperatura inkubaciji.

Inkubacja mikroptytek w tesie ELISA powinna by przeprowadzana
w temperaturze pokojowej: od 17°C do 27°C.

Zbyt krotki czas inkubaciji.

Inkubacja plytki z koniugatem, wzorcami i prébkamoiwinna trwa
120 + 5 minut. Roztwor substratu dla enzymu nalekubowa na
plytce przez 30 minut.

Zastosowano nieodpowiedni filtr czytnika
plytek.

Ptytke trzeba odczytaprzy filtrze o dtugéci fali 450nm i filtrze
odniesienia o diugai fali z zakresu 620-650nm.

Odczynniki § zbyt zimne.

Wszystkie odczynniki, z wytkiem koniugatu 100x stonego, przed
rozpoczciem testu naley przechowywéa w temperaturze pokojowe;j.
Zajmuje to okoto jedpgodzire.

Termin wanosci zestawu / sktadnikéw
wygast.

Upewnij sk, ze korzystasz z zestawu przed terminem wg@aia jego
waznaosci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koatupOx
stezony byly wywane w okresie do trzech miesy od daty
odtworzenia.
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Wysokie tto

MO ZLIWA PRZYCZYNA

ROZWI AZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przeptucz phethorzy pomocy buforu do
przeptukiwania o olgfosci 400ul / studzienk W zalenoici od
uzywanej ptuczki mae okaza si¢ konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by zastosowany czas nglsinia wynosgcy minimum 5
sekund pomidzy kolejnymi cyklami ptukania.

Zbyt wysoka temperatura inkubaciji.

Inkubacja mikroptytek w teie ELISA powinna b§ przeprowadzana
w temperaturze pokojowej: od 17°C do 27°C.

Termin wanosci zestawu / sktadnikéw
wygast.

Upewnij sk, ze korzystasz z zestawu przed terminem wg@aia jego
waznaosci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koatupOx
stezony byly wywane w okresie do trzech miesy od daty
odtworzenia.

Roztwor substratu dla enzymu jest
zanieczyszczony.

Wyrzu¢ substrat, j@i pojawia st niebieskie zabarwienie. Zadbaj o tq
aby stosowane byly czyste pojemniki na odczynniki.

Nieliniowy przebieg krzywej wzorcowej oraz zmiedmne obrebie powtérzeé

MO ZLIWA PRZYCZYNA

ROZWI AZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przeptucz phetlorzy pomocy buforu do
przeptukiwania o olgfosci 400ul / studzienk W zalenosici od
uzywanej ptuczki mae okaza si¢ konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by zastosowany czas nglsinia wynosgcy minimum 5
sekund pomidzy kolejnymi cyklami ptukania.

Btedne rozciéczenie wzorca.

Zadbaj o to, aby rozahezenia wzorca byty prawidtowo spadzone,
zgodnie z instrukcjami z tego pedenika diagnostycznego.

Za stabe wymieszanie sktadnikow.

Wymieszaj doktadnie odczynniki przez kilkukrotnensdcanie
buteleczki / probowki z odczynnikiem lub tagodnetrzysanie (przy
pomocy urzdzenia typworteX) przed wprowadzeniem ich na phytk

Niekonsekwentna technika pipetowania lub
przerwa podczas przeprowadzania testu.

Wprowadzanie probki i wzorca powinno odbyinse w sposéb aigty.
Wszystkie odczynniki naly przygotowa przed rozpocgiem testu.

Film wideo z opisem procedury testowej oraz razania wekszaci problemoéw natury technicznej dna
znalez¢ na ptycie CD zatytutowanéjroduct Information and Technical Gui@eformacje dotyczce produktu i
przewodnik techniczny), ktéra jest dgsta_bezptatnibezpdrednio u producenta (w firmie Cellestis) lub przez

dystrybutoréw.
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12. POMOC TECHNICZNA

Dla uzyskania pomocy technicznej prosimy o kontakt

Cellestis International Pty Ltd: Telefon: +61 37953500

Faks: +61 3 9571 3544
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Witryna internetowawww.cellestis.com

Cellestis GmbH: Telefon: +49 6151 42859 -0
(Europa) Faks: +49 6151 428 59 - 110

E-mail: europe@cellestis.com
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13. SKROCONY OPIS PROCEDURY TESTOWEJ

ETAP 1 — INKUBACJA KRWI

Pobierz krew pacjentéw do probowek do pobierania kr
i wymieszaj zawartd probowek, energicznie
wytrzgsajac probéwki w gore i w dét przez 5 sekund
(lub 10 razy), aby upewri sig, ze cala ich wewretrzna
powierzchnia zostata pokryta krvii

Inkubuj probéwki wylotem ku gérze w
temperaturze 37°C przez 16 do 24 godzin.

Po zakaczeniu inkubacji zwiruj zawaro
probowek przez 5 do 15 minut przyegkosci L
2000 do 3000 RCF (g) (RCF — wzdha sita = ':;;I

wirowania).

/

Po zwirowaniu materialu z kdej probowki
zbierz probk osocza w celu okgenia
zawartdci IFN-y.
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ETAP 2 — TEST ELISA NA WYKRYCIE IFNy

Zrownowa sktadniki testu ELISA, z wyikiem
koniugatu 100x stonego, przenoge je do
temperatury pokojowej na co najmniej 60 minut.

Odtwoérz wzorzec z dostarczonego zestawu przy
uzyciu destylowanej (dejonizowanej) wody tak, by
uzysk& wyjsciowe stzenie wzorca wynogre
8,0 IU/ml. Sporadz cztery rozciéczenia wzorca
(S1-s4).

Odtworz liofilizowany koniugat 100x gtony za
pomoa destylowanej (dejonizowanej) wody.

Sporzadz ,koniugat o aktywnéci roboczej” w
.Zzielonym rozcigczalniku” i dodaj po 50l tak
sporadzonego roztworu do kdej ze studzienek.

Dodaj po 50ul prébek badanego osocza oraz po
50ul wzorca do odpowiednich studzienek.
Wymieszaj zawart@ studzienek za pomec
wytrzasarki.

Inkubuj mikroptytki z wprowadzonym
materialem przez 120 minut w temperaturze
pokojowej.

Ml
i

y.
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10.

11.

12.

Przynajmniej 6 razy przeptucz studzienki
buforem do przeptukiwania w Hoi
40Qul / studzienk.

Dodaj do studzienek po 100ul roztworu substratu ////
dla enzymu. Wymieszaj zawastostudzienek za U I—l i_l I_l
pomog wytrzasarki.

Inkubuj mikroptytki z wprowadzonym
materialem przez 30 minut w temperaturze
pokojowej.

Do kazdej studzienki dodaj po 50ul roztworu do ////

zatrzymania aktywn@i enzymu. Wymieszaj U I—l Ll I_i
zawartad¢ studzienek za pomagavytrzasarki.

Odczytaj wyniki przy 450nm dla filtra odniesienia
620-650nm.

Przeprowad analiz wynikéw.
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