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1. FINALIDADE

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) é um teste para diagnésiitwitro que utiliza um cocktail de péptidos
simulando as proteinas ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4)im de estimular as células no sangue total
heparinizado. A deteccdo de interfer&aIFN-y) pelo Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimat{&lISA) é usada
para identificar respostas vitro a estes péptidos antigénicos, os quais estdo adsscia infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold IT é um teste indirecto & infeccdo pbrtuberculosigincluindo a doenca) e deve ser
usado em conjunto com a avaliagao de riscos, agaia e outras avaliagdes médicas e de diagnostic

2. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

A tuberculose € uma doenca comunicavel causadairfelacdo com organismos compleXds tuberculosis

(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanumps quais tipicamente se transmitem por via aéreaovos
hospedeiros, através de nicleos de goticulas pemtes de pacientes com tuberculose respiratotian
individuo recentemente infectado pode ficar doeuat® tuberculose no espago de semanas ou meses, mas
maioria dos individuos infectados permanece salidd&m alguns individuos persiste uma infeccaoniatele
tuberculose (LTBI), um estado assintomatico incoicaurel que pode degenerar em tuberculose mesesosu a
mais tarde. A finalidade principal ao diagnostieat TBI é considerar o tratamento médico para ewta
doenga. Até ha pouco tempo, o teste cutaneo darcwiima (TST) era o Unico método disponivel para
diagnosticar a LTBI. A sensibilidade cutanea &tablina desenvolve-se entre 2 a 10 semanas apfeceso.
Contudo, alguns individuos infectados — incluindaedes cuja vasta série de circunstancias impefl;nedes
imunitarias, mas também outros sem estas conditiesa- ndo reagem a tuberculina. Ao contrariajreg
individuos sem probabilidade de infeccdo ddmtuberculosisapresentam sensibilidade a tuberculina e exibem
resultados positivos no TST apds vacinacdo com alob&almette-Guérin (BCG), por infeccdo com
micobactérias que nao as do compl®kduberculosisou devido a outros factores nao determinados.

A LTBI tem de ser distinguida da tuberculose doengama situacdo que tem de ser reportada e que,
normalmente, implica os pulmdes e o tracto regmi@tinferior, apesar de também poder afectar sutro

sistemas de Orgdos. A tuberculose doenca é ditgpmes a partir de conclusbes retiradas da avaliaca

historica, fisica, histolégica e microbacteriol@gic

O teste QuantiFERONTB Gold IT é um teste as respostas imunolégicaslazes (CMI) perante péptidos
antigénicos que simulam proteinas micobacterianastas proteinas (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4)) estédo
ausentes de todas as estirpes do BCG e da maesianttobactérias nao-tuberculosas, a excepcai.de
kansasii, M. szulgae M. marinum® Individuos infectados com organismos do complskotuberculosis
normalmente tém linfécitos no sangue que reconhexstes e outros antigénios micobacterianos. Estepso

de reconhecimento envolve a geracdo e a secrecgéitodaina IFNy. A detecgéo e subsequente quantificagéo
de IFNy constituem a base deste teste.

Os antigénios usados no QuantiFERONB Gold IT formam um cocktail de péptidos que dimnu as proteinas
ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4). Numerosos estudos dstramam que estes péptidos antigénicos estimulam as
respostas ao IFM-em células T por parte de individuos infectadas &b tuberculosis mas geralmente néo
por parte de pessoas ndo infectadas ou vacinada86&, sem doenca nem risco de LT8Bf.Contudo, os
tratamentos ou estados clinicos que fragilizanmaifunalidade imunitaria podem reduzir as respcesbalé-N+.
Pacientes com determinadas outras infec¢cdes mienlzams também podem reagir a ESAT-6, CFP-10 e
TB7.7(p4), visto que 0s genes que codificam esgagipas estdo presentes Bimkansasii, M. szulgandM.
marinum>?® O teste QuantiFERCONTB Gold IT é tanto um teste para a LTBI como unxilgar Gtil para
diagnosticar a infeccdo com o compléMotuberculosissm pacientes doentes. Um resultado positivo stasten
o diagnéstico da tuberculose doenga; contudo, feeddes por outras micobactérias (p. éf., kansasi
também poderiam levar a resultados positivos. reé@essérias outras avaliagdes médicas e de diegngata
confirmar ou excluir a tuberculose doenca.



Principios da analise

O sistema QuantiFERONTB Gold IT utiliza tubos especiais para colheitashngue total. A incubacdo do
sangue ocorre nos tubos durante 16 a 24 horasasmfigis o plasma é colhido e testado quantosamge de
IFN-y produzido como resposta aos péptidos antigénicos.

O teste QuantiFERONTB Gold IT é realizado em duas fases. Primeirsangue total é recolhido para dentro
de cada um dos tubos para colheita de sangue datiEERON’-TB Gold: um tubo de controlo nulo, um tubo
de antigénio da TB e um tubo opcional de agentegaitico.

O tubo de agente mitogénico pode ser usado comst® @uantiFERORTB Gold IT como controlo positivo.
Isso pode justificar-se caso haja dlvidas sobréuacsio imunoldgica do individuo. O tubo de agente
mitogénico também pode servir de controlo para s@amento e incubagéo correctos do sangue.

Os tubos devem ser incubados a 37°C o mais cediivpb® no espaco de 16 horas a contar da collnata.
sequéncia de um periodo de incubacédo de 16 a 24,hus tubos sao centrifugados, o plasma é retgaalo
quantidade de IFN{UI/mL) é medida pelo ELISA.

Um teste é considerado positivo no caso de umasesmlo IFNy ao tubo de antigénio da TB que se situe
significativamente acima do valor nulo Ul/mL de HyN Caso seja usada, a amostra de plasma estinpdsala
agente mitogénico serve de controlo positivo do-jFpara cada amostra testada. Uma resposta recazida
agente mitogénico (<0,5 Ul/mL) indica um resultadiconclusivo caso uma amostra de sangue tambéra tenh
uma resposta negativa ao antigénio da TB. Estéipgubde verificar-se em caso de linfécitos insefites, de
actividade linfocitaria reduzida devido ao manusestm inadequado das amostras, de enchimento/mistura
incorrectos do tubo de mitogénio ou da incapacidémte linfocitos do paciente para gerar IfNA amostra
nula corrige os efeitos de reaccBes nédo espegifitasinticorpos heteréfilbou IFNy ndo especifico em
amostras de sangue. O nivel de KMo tubo nulo é subtraido ao nivel de liFMe tubo de antigénio da TB e

do tubo do agente mitogénico (caso seja usado).

Tempo necessario para realizar a analise

Calcula-se que o tempo necessario para realizaélsa QuantiFERORITB Gold IT seja reduzido; também é
indicado o tempo para testar amostras multiplasdmuagrupadas:

Incubacéo a 37°C dos tubos de sangue: 16 a 24 horas

ELISA: Aprox. 3 horas para uma placa ELISA
(28 a 44 individuos)
» <1 hora de trabalho
» Adicione 10 a 15 minutos para cada placa extra



3. REAGENTES E ARMAZENAGEM

Tubos para colheita de sanque

Antigénio da tuberculose e de controlo

N.° do catalogo 0590 0301

1. Controlo nulo (tampa cinzenta) 100 x tubos
2. Antigénio da TB (tampa vermelha) 100 x tubos
3. Controlo do agente mitogénico (tampa purpura) 00 A tubos

NOTA: Também estdo disponiveis tubos noutrasgumaigoes:

Cat n.° 0590-0201 100 x controlo nulo, 100 x tubos para antigédaTB.
Cat n.° 0593-0201100 x tubos de controlo de agente mitogénico.

Tubos para altitudes elevadas (consulte a seccao 5)

Cat. N.° 590 0501 (altitude elevada) 100 x controlo nulo, 100 x tupasa
antigénio da TB.

Cat n.° 0590-0505(altitude elevada) 100 x controlo nulo, 100 x tupasa
antigénio da TB & 100 x tubos para agente mitogénic

Cat. N.° T0593 0501a(titude elevada) 100 x tubos de controlo de agente
mitogénico.

Componentes do ELISA

N.° do catalogo 0594 0201

1. Fitas de microplacas 24 x 8 pocos
2. Standard de IFN-humano, liofilizado 1 x frasco

3. Diluente Verde 1 x 30mL

4. Conjugado 100X Concentrado, liofilizado 1 xr@l3

5. Tampéo de Lavagem 20X Concentrado 1 x 100mL
6. Solucéo de Substrato Enzimatico 1 x 30mL

7. Solucéo de Paragem Enzimatica 1x 15mL

Materiais necessarios (mas néo fornecidos)

Incubadora de 37 °C. G@&o necessario.

Pipetas calibradas de volume variavel(l@ 100QuL) com pontas descartaveis.

Pipeta calibrada multicanal (BD e 10QuL) com pontas descartaveis.

Agitador de microplacas.

Agua desionizada ou destilada - 2L.

Lavador de microplacas (recomendado um lavadomnsattoo).

Leitor de microplacas equipado com filtro de 450mnfiitro de referéncia de 620nm a 650nm.



Instrucoes de conservacao

Tubos para colheita de sangue

Conserve os tubos para colheita de sangue entre 25CC.

A duracdo dos tubos para colheita de sangue QER®R®-TB Gold é de 15 meses a contar da data de
fabrico, se conservados entre 4°C e 25°C.

Kit de reagentes

Conserve o kit entre 2°C e 8°C.
Proteja sempre a Solucdo de Substrato Enzimatituzdmlar directa.

A duracéo do kit IT ELISA QuantiFERONTB Gold é de 3 anos a contar da data de fabricopeservado
entre 2°C e 8°C.

Reagentes reconstituidos e ndo usados

Consulte a secgao 6 (pagina 11) para mais instswsgie como reconstituir os reagentes.

O Kit Standard reconstituido pode de ser guard&&8 aneses, se conservado entre 2°C e 8°C.
O Anote a data em que o Kit Standard foi reconstéuid
Uma vez reconstituido, o Conjugado 100X Concentraapusado tem de voltar a ser conservado entre 2°C
e 8°C e de ser usado no espaco de 3 meses.
O Anote a data em que o Conjugado foi reconstituido.
O Conjugado pronto tem de ser usado no espacddm6 a contar do momento da preparagéo.
O tampé&o de lavagem pronto a usar pode ser codseavgemperatura ambiente durante até 2 semanas.



4. AVISOS E PRECAUCOES

Avisos

Um resultado negativo de QuantiFERDIB Gold IT ndo exclui a possibilidade de infecgim
M. tuberculosisnem de tuberculose doenca: Resultados falsosimegabodem dever-se 3
estadio da infeccdo (p. ex., amostra obtida antesasenvolvimento da resposta imunoldg
celular), estados co-mérbidos que afectem as fingdenitarias, manuseamento incorrecto
tubos de colheita de sangue a seguir & venipunateatizacdo incorrecta da analise ou ou
variaveis imunoldgicas.

Um resultado positivo de QuantiFER®NB Gold IT ndo deve ser a Gnica base - nem a itieéin
- de determinacgédo da infeccao cbvntuberculosisA realizacdo incorrecta da analise pode ca
respostas falsas-positivas.
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Um resultado positivo de QuantiFER®NB Gold IT deve ser seguido de avaliacdo médic fna

exaustiva e de avaliagdo do diagndstico quantberdulose doenca activa (p. ex., exame e cu
de bacilo acido-resistente na expectoragéo, raio-¥rax).

Enquanto ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4) estdo ausal@dedas as estirpes do BCG e da mai
das micobactérias nao-tuberculosas mais conheci#lagpssivel que um resultado posit
QuantiFERON-TB Gold IT se deva a uma infeccdo pdr kansasii, M. szulgabu M. marinum.
Se houver suspeita de uma dessas infec¢Oes, devemestigados testes alternativos.
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Precaucoes
Para diagnéstico/mn vitro.

Nocivo: A Solucdo de Substrato Enzimaticaontém3,3',5,5' de tetrametilbenzidina, a qual é nociea p
ingestao, inalacdo e contacto cutaneo. Irritaata pele e olhos. Mutagénica. Use proteccéo oeularas
€ manuseie como potencial carcinogénico.

Nocivo: Solucdo de Paragem Enzimaticaontém HSQ,, o qual é nocivo por ingestdo, contacto com
olhos, pele e por inalagdo. Use proteccdo oclueas e vestuario protector normal de laboratéiSe a
solucdo de paragem entrar em contacto com a peles alhos, lave com agua abundante e consulte o
médico.

Nocivo: Standard de IFN% e Conjugado 100X Concentradgpodem ser desconfortaveis se ingeridos e
podem causar irritacdo cutanea. Use luvas e vésfudtector normal de laboratério.

Manuseie o0 sangue humano como potencialmente infeaso. Observe as directrizes relevantes em
matéria de manuseamento de sangue.

Timerosal é usado como conservante em alguns reagentes. d8odéxico apds ingestdo, inalagdo ou
contacto cutaneo.

Diluente Verde contém soro normal de ratinho e caseina, os goaiem desencadear reaccdes alérgicas;
evite o contacto com a pele.

Desvios em relacdo ao Folheto informativo podensaauesultados errobneos. Por favor, queira ler as
instrucdes cuidadosamente antes da utilizacdo.

Na&o utilize o kit se algum frasco de reagente raosiinais de danos ou de fugas antes da utilizacao.

N&o misture nem use reagentes ELISA de outros detdsts QuantiFERORITB Gold.

Elimine reagentes néo utilizados e amostras bio#&gile acordo com as regulamentacfes locais enaacio

Na&o utilize tubos de colheita de sangue nem olKIBE apds expirar a data de validade.



5. COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

QuantiFERON-TB Gold IT usa os seguintes tubos de colheita:

1. Controlo nulo (tampa cinzenta com anel branco)ajgéturas até 810 m acima do nivel do mar)

2. Antigénio da TB (tampa vermelha com anel brancaygpealturas até 810 m acima do nivel do
mar)

3. Controlo do agente mitogénico (tampa purpura coeh liranco) (para alturas até 810 m acima do
nivel do mar) (opcional)

4. Controlo nulo (tampa cinzenta com anel amareloja(péturas entre 1.020 e 1.875 m)

5. Antigénio da TB (tampa vermelha com anel amarglajq alturas entre 1.020 e 1.875 m)

6. Controlo do agente mitogénico (tampa purpura coeh amarelo) (para alturas entre 1.020 e 1.875
m) (opcional)

Os antigénios secaram na parede interior dos tdbamlheita de sangue, por isso é essencial qoateldo
dos tubos seja totalmente misturado com o sangsig¢ulids devem ser transferidos para uma incubatiora
37°C o mais cedo possivel e no espaco de 16 ha@star da colheita.

Devem ser cumpridos 0s seguintes procedimentas, def obter éptimos resultados:

1. Para cada individuo, recolha 1mL de sangue popuenciura directamente para dentro de cada um dos
tubos de colheita de sangue QuantiFERGM® Gold IT.

Em locais até 810 metros de altura, devem ser gsadotubos de colheita de sangue
QuantiFERON Standard. Em locais acima dos 1020 metros, deeemsados os tubos de
colheita de sangue QuantiFER®para altitudes elevadas (HA).

Se usar tubos de colheita de sangua QuantiFERGbra de estas alturas, ou no caso de
baixos volumes de sangue, também pode extrair gusamsando uma seringa e transferindo
1 mL de sangue a cada um dos trés tubos. Por nsoieseguranca, € aconselhavel remover
a agulha da seringa, tomando as precaucdes deviitas,as tampas dos trés tubos QFT-
Gold IT e adicionar 1 mL de sangue a cada um dbsgymarcacgéo preta no lado do rétulo
do tubo). Coloque as tampas novamente e misture cascrito abaixo.

Como os tubos de 1mL extraiem o sangue relativaardgwagar, mantenha o tubo na agulha
durante mais 2-3 segundos depois de o tubo paestar cheio, para assim garantir que é
retirado o volume necessario.

A marcacédo preta no lado dos tubos indica o voldmeenchimento de 1mL. Os tubos para
colheita de sangue QuantiFER®NB Gold foram validados para volumes entre 0,82enL.

Se o0 nivel do sangue em algum dos tubos ndo sexiagno da linha indicadora, €
recomendavel obter outra amostra de sangue.

Se estiver a usar uma agulha de borboleta paraitlfo sangue, deve ser usado um tubo de
purga para garantir que a tubagem estd cheia dpisaamtes de serem usados os tubos
QuantiFERON-TB Gold.

2. Misture os tubosgitando-os vigorosamente durante 5 segunddgeu 10 vezes) para assegurar que
toda a superficie interna do tubdficou revestida de sangue.

E necesséaria uma mistura profunda para garaniteegracéo total do contetido do tubo no
sangue.

E de esperar a formacéo de espuma do sangue darardeesso de agitacéo, contudo isso
ndo afecta a performance da analise e ndo devétapnsma preocupagéo para o técnico.

3. Rotule os tubos adequadamente.

Assegure-se de que cada tubo (o nulo, o de amig#miTB e o do agente mitogénio) &
identificavel, pelo seu rétulo ou de qualquer oumdo, depois de se retirar a tampa.

4. Os tubos devem ser transferidos para uma incuhad37°C o mais rapidamente possivel, no espago
de 16 horas a contar da colheita. Nao refrigere cmrgele as amostras de sangue.



6. INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Fase um — Incubacado de sangue e colheita de plasma

Materiais fornecidos

Tubos de colheita de sangue QuantiFERGM Gold IT (consulte a seccéo 3).

Materiais hecessarios (mas nao fornecidos)

Consulte a secg¢éo 3.
Procedimento

1. Se o sangue ndo for incubado logo apés a collzeitastura dos tubos deve ser repetida
imediatamente antes da incuba¢cdazomo descrito na sec¢éo 5.

2. Incube os tuboBIA VERTICAL a 37°C, durante 16 a 24 horas. A incubadora naesséa de C®
nem de humidificacdo.

3. Apds aincubacdo a 37°C, os tubos de colheitamtgusapodem ser mantidos entre 2°C e 27°C durante
3 dias antes de serem submetidos a centrifugacao.

4. Ap6s aincubacao dos tubos a 37°C, a colheitaatea é facilitada centrifugando os tubos durante 15
minutos entre 2000 a 3000 de RCF (g). O tampéacetseparara as células do plasma. Caso isso ndo
ocorra, 0s tubos devem voltar a ser centrifugadosavelocidade mais elevada.

» E possivel colher o plasma sem centrifugacgéo, donéunecessario um cuidado especial para
retirar o plasma sem perturbar as células.

5. As amostras de plasma podem ser carregadas distnos tubos de colheita de sangue para a placa
ELISA de QuantiFERORFTB Gold, especialmente quando estiverem a sergsestacdes de trabalho
automatizadas ELISA.

6. Em alternativa, as amostras de plasma podem sser@ulas antes de submetidas ao ELISA, quer seja
nos tubos centrifugados ou recolhidas em contentteearmazenamento de plasma. Por exemplo,
recolha >15QL de plasma para dentro dos poc¢os de microplacasi@otubos em armacgao no
formato de 96 pocos e sele para evitar derrameagoear, caso as amostras sejam para conservar.

» As amostras de plasma podem ser conservadas atgahas entre 2°C e 8°C ou abaixo de —
20°C (de preferéncia menos de —70°C) por perioduenqgados.



Fase dois — Interferdoy humano ELISA

Materiais fornecidos

Kit ELISA QuantiFERON-TB Gold (consulte a sec¢éo 3).

Materiais hecessarios (mas nado fornecidos)

Consulte a secg¢éo 3.

Procedimento

1. Todas as amostras de plasma e reagentes, a excEpGamjugado 100X Concentrado, tém de ser trazidos
a temperatura ambiente (22°C + 5°C) antes de usBadse decorrer pelo menos 60 minutos para ocefeit

2. Retire as fitas desnecessarias da estrutura, a¥@éda-las com a pelicula e volte a conservario@té que
sejam precisas.

Destine pelo menos uma fita para os Standards FERON®-TB Gold e fitas suficientes para o nimero
de individuos a testar (consulte as figuras 2A &<2re os formatos de 2 e 3 tubos, respectivamente)
Depois de utilizar, guarde a estrutura e a tampa gafitas restantes.

3. Reconstitua o Kit Standard liofilizado com o voludeagua desionizada ou destilada indicada noordtul
frasco Standard Misture cuidadosamente para minimizar a formad@@spuma e garantir a dissolucdo
completa A reconstituicdo do Standard ao volume indicadmuzird uma solugdo com uma concentracao
de 8,0 Ul/mL.

Nota: O volume de reconstituicdo do Kit Standardrapenta diferencas entre lotes.

Use o Kit Standard reconstituido numa série deigdiude 1:4 de IFN-em Diluente Verde (GD) —
consulte a figura 1. S1 (Standard 1) contém 4 UJ/82 (Standard 2) contém 1 Ul/mL, S3 (Standard 3)
contém 0,25 Ul/mL e S4 (Standard 4) contém 0 Ulfsh. GD). Os Standards devem ser analisados pelo
menos em duplicado

a. Rotule 4 tubos “S1”, “S2”, “S3" e “S4". a. Rotule 4 tubos “S1”, “S2”, “S3" e “S4".
b. Adicione 150uL de GD ao S1, S2, S3 b. Adicione150uL de GD ao S1.
c
d

54'_ _ . . Adicione210uL de GD ao S2, S3 e S4.
c. Ad|0|one 1504L do Kit Standard a0 S1 . Adicione 150pL do Kit Standard ao S1 e
misture totalmente. misture totalmente.

d. Transfira50uL de S1 para S2 e mistu e. Transfira70uL de S1 para S2 e mistufe

totalmente. totalmente.

e. Transfira50uL de S2 para S3 e mistu f. Transfira70uL de S2 para S3 e mistufe
totalmente. totalmente.

f. Sé GDserve de Standard nulo (S4). g. S6 GDserve de Standard nulo (S4).
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FIGURA 1. Preparacéo da curva standard

150pL 50 or 70uL 50 or 70 L
S1 S2 S3 S4
L 4 N\, \_/
(Kit Standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 Ul/mL 4,0 Ul/mL 1,0 UlI/mL 0,25 Ul/mL 0 Ul/mL

(SO GD)
* Prepare diluicdes novas do Kit Standard para casisis ELISA.

Reconstitua Conjugado 100X Concentrado liofilizaom 0,3mL de agua desionizada ou destilada.
Misture cuidadosamente para minimizar a formacacesfmima egarantir a_dissolucdo completado
conjugado.

O conjugado pronto a usar é preparado diluindcaatiflade necessaria de Conjugado 100X Concentrado
reconstituido em Diluente Verde, como descrito madgo 1 — Preparado de Conjugado.

QUADRO 1. Preparado de Conjugado

VOLUME DE CONJUGADO VOLUME DE DILUENTE
NUMERO DE FITAS 100X CONCENTRADO VERDE
2 10pL 1,0 mL
3 15puL 1,5mL
4 20 L 2,0 mL
5 25uL 2,5 mL
6 30pL 3,0mL
7 35uL 3,5mL
8 40 uL 4,0 mL
9 45pL 45 mL
10 50 L 5,0 mL
11 55puL 55mL
12 60 pL 6,0 mL

» Misture total mas cuidadosamente para evitar adoém de espuma.

* Volte a refrigerar Conjugado 100X Concentrado néeessario entre 2°C e 8°C imediatamente apds o
uso.

» Use apenas Diluente Verde.

Antes da andlise, os plasmas devem ser misturadgoa pgarantir que o IFN-é distribuido
homogeneamente pela amostra.

Adicione 5QuL de conjugado acabado de preparar e pronto aassapocos ELISA, usando uma pipeta
multicanal.
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7. Adicione 50uL de amostras de plasma para testepagss adequadas, usando uma pipeta multicanal

10.

(consulte 0 esquema seguinte recomendado par&ribudg@o das placas — figuras 2A & 2B). Finalngent
adicione 50uL a cada um dos Standards 1 a 4.

FIGURA 2A. Esquema recomendado de amostras paratabo nulo & o de antigénio da TB
(44 testes por placa)

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 | /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

I ® MmOl Ol m >

4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standai®43(Standard 4).
* 1N (Amostra 1. Plasma de controlo nulo); 1A (Amasir Plasma de antigénio da TB).

FIGURA 2B. Esquema recomendado de amostras paratobo nulo, o de antigénio da TB & de agente
mitogénio (28 testes por placa)

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

5N  |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 | 27/M

I O MmOl ol m >

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

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standai®43(Standard 4).
* 1N (Amostra 1. Plasma de controlo nulo); 1A (Amasir Plasma de antigénio de TB);
1M (Amostra 1. Plasma de controlo do agente mitmgén

Misture totalmente o conjugado e as amostras demalstandards, usando um agitador de microplacas
durante 1 minuto.

Cubra cada placa com uma tampa e incube a tempeeatbiente (22°C + 5°C) durante 120 + 5 minutos.

» As placas ndo devem ser expostas a luz solar didecainte a incubacéao.

Durante a incubacéo, dilua uma parte de tampaawgém 20X Concentrado com 19 partes de agua
desionizada ou destilada e misture totalmente. foiecido Tampdo de Lavagem 20X Concentrado

suficiente para preparar 2L de tampé&o de lavagemea usar.

Lave os pogos codOQuL de tampdo de lavagem pronto a usar durante, pelwosnpor 6 ciclas
Recomenda-se a utilizagdo de um lavador automdéquacas.

* A lavagem profunda é muito importante para a peréorce da analise. Assegure-se de que, para cada
ciclo de lavagem, cada poco esta completemente deefampéo de lavagem até ao cimo. Recomenda-
se um periodo de, pelo menos, 5 segundos entrecicdola

» Deve ser adicionado ao reservatorio efluente desiafite normal de laboratério, assim como devem ser
seguidos os procedimentos estabelecidos para ardastinacédo de material potencialmente infeccioso.
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11. Bata com as placas com os pocos virados paa babre um papel absorvente para retirar tamgfo d
lavagem residual. Adicione 1QAD de Solucédo de Substrato Enzimatico a cada panistire totalmente
usando um agitador de microplacas.

12. Cubra cada placa com uma tampa e incube a tatmapeambiente (22°C + 5°C) durante 30 minutos.

» As placas ndo devem ser expostas a luz solar didecainte a incubacéao.

13. A seguir a incubacéo de 30 minutos, adiciongL5@e Solucdo de Paragem Enzimatica a cada poco e
misture.

*+ A Solugdo de Paragem Enzimética deve ser adicionads pogos pela mesma ordem e,
aproximadamente, 8 mesma velocidade do substrgtassm 11.

14. Meca a Densidade Optica (DO) de cada pogo pagesde 5 minutos apds adigéo da solugédo de paragem

usando um leitor de microplacas equipado com uno file 450nm e com um filtro de referéncia de 620nm
a 650nm. Os valores de DO sao usados para cateslatados.

7. CALCULOS E INTERPRETACAO DO TESTE

A Cellestis tem disponivel o programa QuantiFEROMB Gold IT Analysis Software, usado para analisar
dados em bruto e calcular os resultados.

O software executa uma avaliagdo de Controlo ddidaule da analise, gera uma curva standard e fenmec
resultado do teste para cada individuo, como eaqhli@o pormenor na seccao de Interpretacédo detaubssil

Como alternativa ao QuantiFERGNB Gold IT Analysis Software, os resultados podgen determinados
de acordo com o0 método seguinte:

Geracdo da curva standard

(se no for usado o QuantiFERONTB Gold IT Analysis Software)

Determine os valores médios de DO das réplicasitiStindard em cada placa.

Construa uma curva standard {¢tg) tracando o log, da DO média (eixo y) contra o lggda concentracéo
de IFNy dos standards em Ul/mL (eixo x), omitindo o staddzero destes calculos. Calcule a linha que
melhor assenta a curva standard por andlise dessEgy.

Use a curva standard para determinar a concentoszBeNy (Ul/mL) para cada uma das amostras de plasma a
testar, usando o valor de DO para cada amostra.

Estes calculos podem ser efectuados usando softiemenivel com leitores de microplacas e folhasaleulo
comuns ou software para estatistica (como o Midrdsccel). Recomenda-se que esse tipo de softegjee
usado para calcular a analise de regressao, cwiemdi de variacdo (%CV) para os standards e icargk de
correlacao (r) da curva standard.
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Controlo da Qualidade do Teste

A precisdo dos resultados do teste depende dadgedacuma curva standard exacta. Assim sendosolsagos
derivados dos standards tém de ser examinados detes resultados das amostras de teste poderem ser
interpretados.
Para o ELISA ser valido:

+ O valor médio de DO para o Standard 1 tem de ser 0,600.

« O %CV dos valores de DO replicados do Standard 1 $tandard 2 tem de sek 15%.

« Os valores DO replicados para o Standard 3 e Stantth4 ndo podem divergir mais do que 0,040
de unidades de DO do seu valor médio.

* O coeficiente de correlagdo (r) calculado a partirdos valores médios de absorvancia dos
standards tem de ser de 0,98.

O QuantiFERORN-TB Gold Analysis Software calcula e regista ep@fimetros de controlo da qualidade.
Se os critérios acima indicados néo forem satisfei teste é considerado invalido e tem de setidep
« O valor médio de DO para o Standard Zero (DiluenteVerde) tem de ser< 0,150. Se o valor

médio de DO for> 0,150, ha que investigar o procedimento de lavageta placa.

Interpretacdo dos resultados

Os resultados de QuantiFER®NB Gold IT sdo interpretados usando 0s Sseigsi critérios:

NOTA: Diagnosticar ou excluir a tuberculoseetica e avaliar a probabilidade da LTBI exige uma
combinacgédo das conclusdes retiradas da avaliacaoiggmiolégica, histérica, médica e de diagndstico gu
dever&o ser levadas em conta ao interpretar os rdtados de QuantiFERON’-TB Gold IT.

CASO SEJAM USADOS APENAS TUBOS NULOS & DE ANTIGENIO DA TB

Nulo Antigénio da TB menos nulo QuantiFERON®-TB L. ~
[Ul/mL] [U/mL] [U/mL] Relat6rio/Interpretacao
< .
0.35 Negativo Infeccdo por M. tuberculosig
<80 > 0,35 e < 25% do valor do nulp NAO provavel
> 0,35 e> 25% do valor do nulg Positivo" Infecgao por M tuberculosis
provavel
Resultados séo inconclusivgs
> 8,0 Qualquer um Inconclusivo® guanto a resposta ao antigéTio
daTB

! Nos casos em que néo se suspeita de infecgéo pgabitculosis, resultados inicialmente positivodguo ser confirmados
por novo teste as amostras originais de plasmaugricddo no QuantiFERGONTB Gold ELISA. Se o teste repetido de
uma ou das duas réplicas for positivo, o testendividuo deve ser considerado positivo.

2 Em estudos clinicos, menos de 0,25% dos sujgit@sentaram niveis de IFN> 8,0 Ul/mL para o controlo nulo.

3 Consulte a seccédo de Resolucéo de problemas pergatsiveis causas.

A magnitude do nivel de IFM-medido ndo pode ser correlacionada com o est&ipangrau de infeccédo, com
o nivel de resposta imunitaria nem com a probaikdde progressao para doenga activa.
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FIGURA 3.

Fluxograma para interpretacdo CASO sejanusados tubos de NULO & DE ANTIGENIO DA TB

INTERPRETACAO

VALIDACAO

Antigénio da TB — nulo
> 0,35 Ul/ml

Sim

A4

Antigénio da TB — nulo 2
25%
do valor nulo Ul/ml

Sim

Nao
Nulo < 8,0 Ul/ml
INDETERMINADO

Sim

\ 4

POSITIVO

15



CASO SEJAM USADOS TUBOS DE NULO, DE ANTIGENIO DA TB E DE AGENTE MITOGENICO

Agente mitogénicc
menos nulo

QuantiFERON®-TB

Nulo  Antigénio da TB menos nulo Relat6rio/Interpretacéo

[Ul/mL] [Ul/mL] [Ul/m] * [Ul/mL]
<035 = 05 Infecgéo por M. tuberculosis
Negativo ~ - ulosi
>035e <n211?((;/() do valor dg > 05 9 NAO provavel
0, ~ S
<80 > 0,35 e 25% do valor do Qualquer um Positivd Infecgéo por M tuberculosis
nulo provéavel
<0.35 <05 _ :
> 0,35 e < 25% do valor dg . ResuI'Eados sdo |nconc|_ljsJVQ;
<0,5 Inconclusivo guanto a resposta ao antigéenid
nulo B
> 8,0 Qualquer um Qualquer um

! As respostas ao controlo positivo de agente miticgée ocasionalmente de antigénio da TB) situarftespientemente
fora da amplitude do leitor de microplacas. Is&o tem qualquer impacto nos resultados do teste.

2Nos casos em que nao se suspeita de infeccad.paberculosisresultados inicialmente positivos podem ser cogidos
por novo teste s amostras originais de plasmaugmticddo no QuantiFERCNTB Gold ELISA. Se o teste repetido de
uma ou das duas réplicas for positivo, o testendividuo deve ser considerado positivo.

3 Consulte a secgéo de Resolucéo de problemas pargafsiveis causas.

4 Em estudos clinicos, menos de 0,25% dos sujgit@sentaram niveis de IFN> 8,0 Ul/mL para o controlo nulo.

A magnitude do nivel de IFM-medido nédo pode ser correlacionada com o est&diognau de infecgcao, com o
nivel de resposta imunitaria nem com a probabitddel progresséo para doenca activa.
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FIGURA 4. Fluxograma para interpretacdo CASO sejamusados tubos de NULO, DE ANTIGENIO DA TB E DE
AGENTE MITOGENICO

Antigénio da TB — nulo
= 0,35 Ul/ml

INTERPRETACAO

Sim

Antigénio da TB — nulo =
25%
do valor nulo Ul/ml

NEE Sim
Agente mitogénico — nulo < Sim Nao Nulo < 8.0 Ul
0,50 Ul/ml e/ou INDETERMINADO ulo = 8,0 Ulim
nulo > 8,0 Ul/ml
Nao Sim
v v

NEGATIVO POSITIVO
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8. LIMITACOES

Os resultados do teste com QuantiFEROM Gold IT tém de ser usados em conjunto com dotii
epidemiolégico de cada individuo, com o seu estatiaal e com outras avaliagdes de diagnéstico.

Resultados com valores de nulo superiores a 8 Uaulclassificados de "inconclusivos” porque urspasta
25% superior aos antigénios da TB podera situéorseda amplitude de medicédo da andlise.

Podem ocorrer resultados nao fiaveis ou inconabssikevido a:

» desvios do procedimento descrito no Folheto Infoinoa
» niveis excessivos de IFilem circulacao ou presenca de anticorpos hetesgfilo
* mais de 16 horas entre a colheita da amostra deisana incubacéo a 37°C.

9. CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Estudos clinicos

Como néo existe um padréo definitivo para a infedatente de tuberculose (LTBI), na pratica naoepset
feita uma estimativa a sensibilidade e a espedifie quanto a QuantiFERGNB Gold IT. A especificidade
de QuantiFEROR-TB Gold IT foi aproximada avaliando falsos-positvem pessoas de baixo risco (sem
factores de risco conhecidos) de infeccdo com tultese. A sensibilidade foi aproximada avaliandagpgs de
pacientes com TB doenga activa confirmada por ultu

Especificidade

Num estudo norte-americano envolvendo 866 volureafbi retirado sangue para QuantiFERGNB Gold IT
guando foi efectuado um TST. A informacao demogeédé os factores de risco relativamente a TB foram
determinados usando um inquérito standard na altutaste. De 432 voluntarios sem factores de risco
conhecidos de infeccdo pir. tuberculosisestiveram disponiveis resultados de QuantiFEROR Gold IT e
TST para 391. Nenhum deles havia sido vacinadoRBO@. Foi realizado um segundo estudo de espedified
com QuantiFERORFTB Gold IT em individuos de baixo risco no Japgfaroximadamente 90 % dos quais
haviam sido vacinados com BCG. O quadro 2 apressntasultados de ambos os estudos de especiicidad

Quadro 2. Especificadade de QuantiFEROR-TB Gold IT: resultados para pessoas sem risco retado de
infecgdo porM. tuberculosis

Percentagem Total N.° QFT-G N.° QFT-G Especificida N.c TST Especificida
ESTUDO de vacinados testado in(;onclusivo positivo / n.° de QFT-G positivo / n.° de TST*
com BCG testes validos (95% ClI) testados (95% ClI)
EUA (ndo o 99,2% 98,5%
publicado) 0% 391 1 3/39%0 ©7.6998) | ©/39 | (965994
Japéo (ndo —ono 98,4% )
publicado) 90% 190 4 3/186 (95-99,6)
5/584 o
TOTAL 581 (0.9%) 6/576 99,0% -

*Usandocut offde TST de 10mm. A estimativa da especificidade $€ & de 99,1% ao usar wmut offde

15mm.

Sensibilidade a TB activa

A fim de avaliar a sensibilidade de QuantiFERGRB Gold IT, foram testados suspeitos de infecc@d @ da

Australia e do Japdao, os quais confirmaram subsgenente a infeccao pbt. tuberculosigor cultura.
Enquanto ndo existe um teste padrao definitivo panfeccao latente da tuberculose (LTBI), um stidst
adequado é a cultura microbiolégicaMetuberculosisvisto que os pacientes com a doenca estéo, por

definicdo, infectados. Os pacientes haviam recefnieloos de 8 dias de tratamento, antes da coltegardjue

para o teste de QuantiFER®NB Gold IT.

O quadro 3 resume as conclusdes dos dois grupgaciEntes positivos na cultura ldlle tuberculosisA
sensibilidade geral de QuantiFER®NB Gold IT para a TB doengca foi de 89% (48/54).




Quadro 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Individuos com infeccdo deM. tuberculosisconfirmada por

cultura.

ESTUDO

Doenca confirmada | N.° QFT-Gold positivo

Sensibilidade QFT-

por / n.° testes validos

Gold (95% Cl)

Estudo de validacao de pacientes de TB do 89%
Japio Cultura 24127 (72-96%)
— 70%
Estudo de validagdo| Pulmonar 7110
p (40-89%)
de pacientes de TB Cultura 100%
da Austrélia Extra-pulmonar 17717 (82-100%)
89%
TOTAL 48 /54 (78-95%)

Diagnostico da LTBI

Foi publicado um nimero de estudos que demonstigenfarmance de QuantiFERGNB Gold IT em vérias
populacdes em risco de contrair LTBI. O quadrorsgnta as conclusdes primarias de alguns estudos

seleccionados.

Quadro 4. Estudos publicados seleccionados sobre §uiFERON®-TB Gold IT em populacdes em risco

de contrair LTBI.

ESTUDO Total testado Resultados e conclusbes
Prestadores de cuidados de sadde nh Cenério de taxgs de TB muito elevadas. 40% ge QFIGI—L‘F positivog cf.
india 726 41% TST positivos a 10mm. Elevada concordanma_'ﬁsm sem efeito do
(Paiet al 2005§° BCG em nenhum dos lados. Ambos os testes relaciera@mm os factores
de risco "idade" e "periodo de trabalho na prestdeicuidados de satde"
A prevaléncia geral de LTBI por QFT-Gold IT foi 466% (27/590) em
Portadores do VIH na Dinamarca portadores de VIH Resultados positivos foram associados aos radzds.
590 Dois individuos positivos por QFT-Gold IT evoluirgrara TB activa no
(Brock et al 2006¥ : . .
espaco de um ano. Respostas inconclusivas (n=28) 3pram associadas
significativamente & contagem de CD4 <100/ pL
Criangas com suspeita de TB ou com histéria deacemtom TB foram
Criangas hospitalizadas 105 testadas com QFT-Gold IT e TST. 10,5% de QFT-Gblddsitivos cf. 9,5%
Dograet al 2006} TST positivos a 10mm. A concordancia entre os sdstede 95,2% em gerg
e de 100% em individuos nédo vacinados com BCG.
Foram testados contactos estreitos de 15 casagéndiferentes. 51%
estavam vacinados com 0 BCG, 27% nascido no esirang0% dos
Contactos alemées 309 vacinados com BCG e 18% dos néo vacinados eranivogsao TST
(Diel et al2006}* (5mm), ao passo que 9% e 11% eram positivos a Qid G,
respectivamente. QFT-Gold IT foi associado ao raeedB. TST s6 foi
associado a vacinacdo com BCG.

Muitas mais publicagGes descrevem a performaneeiido do antigénio liquido menos sensivel de
QuantiFERON-TB Gold (o precursor de QuantiFER®NB Gold IT) e do teste QuantiFERGNB Gold IT.

Estes estudos incluem a utilizacéo do(s) testefXantactos de casos de TB actifa'® ?> crianca

glO 25, 28

portadores do VI > ?° prestadores de cuidados de satide*? individuos |munossupr|m|d6§ %2.73,2,% 8

bem como suspeitos de T

%10 18

e individuos de baixo ristd

Repetibilidade e efeito do TST em testes subsegs@sm QuantiFERCNTB Gold

Como parte do estudo de especificidade norte-aam@jam sub-conjunto dos voluntarios voltou a sstado
4 a 5 semanas apos o teste original com QuantiFERIENGold IT e com TST. Os resultados com
QuantiFERON-TB Gold IT para 260 recrutados estiveram dispdaieen ambas as alturas e o nivel de
concordancia foi de 99,6% (259/260). Um TST antarém induziu respostas positivas do QuantiFEROE

Gold IT.

19



10. INFORMACAO TECNICA

Resultados inconclusivos

Resultados inconclusivos deviam ser raros e podamno stado de imunidade do individuo a ser testado
embora possam também estar relacionados com unrogiedéactores técnicos:

* mais de 16 horas entre a colheita de sangue aibaggo a 37°C

» armazenamento do sangue fora da amplitude térepcamendada (22 + 5°C)
e mistura insuficiente dos tubos para colheita dgsan

« lavagem incompleta da placa ELISA

Se houver suspeitas sobre a técnica de colheitmanuseamento das amostras de sangue, repita o teste
completo de QuantiFERONTB Gold IT com uma nova amostra de sangue. CetE&iISA de plasmas
estimulados podera ser repetido em caso de susgeitéavagem inadequada ou de outro desvio do
procedimento com o teste ELISA. N&o seria de espgue testes inconclusivos que resultem de valores
reduzidos de agente mitogénico ou de valores etesved nulo se alterem na repeticdo, a ndo ser gjaeum

erro no teste ELISA. Resultados inconclusivos desger relatados como tal. O médico pode escolhtee e
recolher outra amostra ou efectuar outros procettmse conforme seja conveniente.

Amostra de plasma coagulado

Se ocorrerem coagulos de fibrina com amostras atema armazenadas durante um longo periodo, ceuifu
as amostras para sedimentar o material coaguléilitar a pipetagem do plasma.
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Resolucdo de problemas ELISA

Desenvolvimen

to cromatico ndo-especifico

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400uL/pocameéio de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 delesagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-qeetiodo de
imerséo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo

Contaminacgédo cruzada de pocos ELISA.

Cuidado ao pipetar e misturar a amostra, a fim iténmizar o risco.

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro daadelidAssegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentradmsttuidos sag
usados no espago de trés meses a contar da detodstituicdo.

Solucéo de Substrato Enzimatico esta
contaminada.

Ponha de parte o substrato se apresentar colomagiioAssegure-se
de que sao usados reservatdrios limpos para osntesg

Leituras de baixa D

ensidade Optica para Standards

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Erro de diluicdo do Standard.

Assegure-se de que as diluicdes do Kit Standargrsfraradas
correctamente, conforme o Folheto Informativo.

Erro de pipetagem.

Assegure-se de que as pipetas sdo calibradas aswudadcordo com
as instrucdes do fabricante.

Temperatura de incubacédo demasiado baixpa

A incubacado do ELISA deve ser feita a temperatorhiante, entre
17°C e 27°C.

Tempo de incubacao demasiado curto.

A incubacéo da placa com o conjugado, standardsosteas deve
durar 120 + 5 minutos. A Solucao de Substrato Eatign € incubada
na placa durante 30 minutos.

Usado um filtro incorrecto do leitor de placas

A placa deve ser lida a 450nm, com um filtro den&ficia entre 620 €
650nm.

Reagentes estdo demasiado frios.

Todos os reagentes, a excepcao do Conjugado 1062e6wado, tém
de ser trazidos a temperatura ambiente antesdaariai andlise. Isso
leva aproximadamente uma hora.

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro daadalidAssegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentradmsttuidos sag
usados no espago de trés meses a contar da detodstituicdo.
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Fundo de cor intensa

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400uL/pocameéio de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 delesagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-geetiodo de
imerséo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo

Temperatura de incubacédo demasiado eIevaﬁ

A incubacado do ELISA deve ser feita a temperatorhiante, entre

°Ce27°C.

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro daadalidAssegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentradmsttuidos sag
usados no espago de trés meses a contar da detodstituicdo.

Solucao de Substrato Enziméatico esta
contaminada.

Ponha de parte o substrato se apresentar coloaagioAssegure-se
de que sdo usados reservatorios limpos para osniesg

Curva standard ndo-linear e variabilidade entreaasostras duplas

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400uL/pocameéo de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 delasagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-geetiodo de
imerséo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo

Erro de diluicdo do Standard.

Assegure-se de que as diluicdes do Standard sfarpdas
correctamente, conforme o Folheto Informativo.

Mistura mal feita.

Misture os reagentes totalmente por inversdo odysbilhdo antes de
os adicionar a placa.

Técnica inconsistente de pipetagem ou
interrupcdo durante a configuracao da anal

A adicdo de amostras e de Standard deve ser &eftarmha continua.
sd.0dos os reagentes devem ser preparados antemdearoa analise.

Um video sobre o procedimento durante a andlisbre s solugdo para a maioria dos problemas técnico
encontra-se no CD de Informacgé&o sobre o Produtoi@ T&cnica, disponivel gratuitamente junto da e3¢
ou através do seu distribuidor.
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12. ASSISTENCIA TECNICA

Para assisténcia técnica, por favor, contacte:

Cellestis International Pty Ltd: Telefone: +61572 3500

Fax: +61 3 9571 3544
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Cellestis GmbH: Telefone: +49 6151 42859 -0
(Europa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

E-mail: europe@cellestis.com
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13. PROCEDIMENTO ABREVIADO DO TESTE

FASE 1 — INCUBACAO DO SANGUE

Recolha o sangue do paciente para dentro dos
tubos para colheita de sangue e misture-o,
agitando os tubos vigorosamente durante 5
segundos (ou 10 vezespara assegurar queda

a superficie interna do tuboficou revestida com
sangue.

Incube os tubosa vertical a 37°C, durante 16 a
24 horas.

A seguir a incubacdo, centrifugue os tubos
durante 5 a 15 minutos, entre 2000 e 3000g RCF
(g), para separar o plasma dos glébulos
vermelhos.

A seguir a centrifugacdo, recolha uma amostra de
plasma de cada tubo para quantificagdo deyFN-

25



FASE 2 — IFNy ELISA

Deixe os componentes ELISA, a excepcao do
Conjugado 100X Concentrado, atingirem a
temperatura ambiente durante, pelo menos, 60
minutos.

Reconstitua o Kit Standard a 8,0 Ul/mL com agua
destilada ou desionizada. Prepare quatro (4)
diluicBes standard.

Reconstitua Conjugado 100X Concentrado
liofilizado com 4gua destilada ou desionizada.

Prepare conjugado pronto a usar em Diluente
Verde e adicione 30 a todos o0s pocos.

Adicione 50pL de amostras de plasma para teste
e 50pL standards aos pocos adequadas. Misture
usando o agitador.

Incube durante 120 minutos a temperatura
ambiente.
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10.

11.

12.

Lave os pogos pelo menos 6 vezes com
400uL/poco de tampéo de lavagem.

Adicione 100uL de Solucdo de Substrato ////
Enzimatico aos pogos. Misture usando o agitador. U I—l u I_l

Incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Adicione 50uL de solucdo de paragem a todos os ////
pocos. Misture usando o agitador. U l—l Ll I_i

Leia os resultados a 450nm com um filtro de refeisgéde k
620 a 650nm. \
. ]

Analise os resultados.
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