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1. SCOPUL UTILIZARII

QuantiFERON®-TB Gold In Tube (QFT) este un test pentru diagnostic in vitro, care
utilizeaza un cocktail de peptide pentru proteinele ESAT-6, CFP-10 si TB7.7(p4) pentru a
stimula celulele din intreg sangele heparinizat. Detectarea y-interferonului (IFN-y) prin
intermediul testului ELISA cu imunosorbent legat de enzime (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) este utilizatd pentru identificarea reactiilor in vitro la aceste
antigene peptide care sunt asociate cu infectia cu Mycobacterium tuberculosis.

QFT este un test indirect pentru infectia cu M. tuberculosis (inclusiv boala) si este destinat
utilizarii in asociatie cu masurile de evaluare a riscului, radiografiere si alte analize
medicale si procedee de diagnosticare.

2. EXPUNERE SUMARA SI EXPLICATIA TESTULUI

Tuberculoza este o boala transmisibila, cauzata de infectia cu organismele complexe
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), care in mod normal se
transmite la noi gazde, prin picaturi ce contin nuclei care se ajung in aer de la pacientii cu
tuberculoza respiratorie. Un individ recent infectat se poate imbolnavi de tuberculoza in
decurs de saptamani pana la luni, dar majoritatea indivizilor infectati raman in stare de
infectie latenta. Infectia latenta cu tuberculoza (ILTB), o stare asimptomatica
netransmisibila, persista la unii indivizi, care pot dezvolta boala de tuberculoza mai tarziu,
dupa luni sau ani. Scopul principal al diagnosticarii ILTB este de a se lua in considerare
tratamentul medical pentru prevenirea tuberculozei. Pana nu de mult, testul dermatologic
de tuberculina (TDT) a fost singura metoda disponibild pentru diagnosticarea ILTB.
Sensibilitatea cutanatd la tuberculind apare de la 2 pana la 10 saptamani dupa infectare.
Oricum, unii indivizi infectati, incluzand pe aceia cu o gama variata de boli secundare ce
impiedica functiile imunitare dar, de asemenea, si ceilalti fara aceasta gama variata de boli
secundare, nu raspund la tuberculina. Dimpotriva, unii indivizi - pentru care este putin
probabil sa fie infectati cu M. tuberculosis - manifesta sensibilitate la tuberculind si au
rezultate TDT pozitive dupd vaccinarea cu bacil Calmette-Guérin (BCG), infectie cu
mycobacterii, altele decat complexul M. tuberculosis, sau alti factori nedeterminati.

ILTB trebuie deosebita de boala de tuberculoza, o stare care poate fi diagnosticata care, de
obicei, implica plamanii si tractul respirator inferior, desi si alte sisteme de organe pot fi,
de asemenea, afectate. Boala de tuberculoza este diagnosticatd pe baza rezultatelor
istorice, fizice, radiologice, histologice si micobacteriologice.

Testul QFT este un test pentru reactiile celulare imun-mediate (CIM) la antigenele
peptidice care stimuleaza proteinele micobacteriene. Aceste proteine, ESAT-6, CFP-10 si
TB7.7(p4), sunt absente din toate tulpinile bacteriene BCG si din majoritatea
micobacteriilor non-tuberculozd, cu exceptia M. kansasii, M. szulgai si M. marinum.*
Indivizii infectati cu organismele complexului M. tuberculosis prezinta in sange de obicei
limfocite, care le recunosc pe acestea si alte antigene micobacteriene. Acest proces de
recunoastere implicd generarea si secretia citokinei, IFN-y. Detectarea si cuantificarea
ulterioara a IFN-y sta la baza acestui test.



Antigenele utilizate Tn testul QFT sunt un cocktail de peptide ce simuleaza proteinele
ESAT-6, CFP-10 si TB7.7 (p4). Numeroase studii au demonstrat ca aceste antigene
peptide stimuleaza reactiile IFN-y in celulele T ale indivizilor infectati cu M. tuberculosis,
dar in general nu la persoanele neinfectate sau la cele vaccinate cu BCG fara boald sau
risc de ILTB."® Oricum, tratamentele medicale sau bolile secundare care reduc
functionalitatea imunitara pot reduce potential reactiile IFN-y. Pacientii cu alte anumite
infectii micobacteriene pot reactiona de asemenea la ESAT-6, CFP-10 si TB7.7 (p4),
deoarece genele care codifica aceste proteine sunt prezente in M. kansasii, M. szulgai si
M. marinum.»? Testul QFT este un test pentru ILTB, cét si un ajutor pretios pentru
diagnosticarea infectiei complexe cu M. tuberculosis la pacientii bolnavi. Un rezultat
pozitiv sustine diagnosticul de boald de tuberculoza, oricum, infectiile cu alte
micobacterii (de ex.., M. kansasii) pot de asemenea sa determine rezultate pozitive. Pentru
confirmarea sau infirmarea ipotezei unei boli de tuberculoza sunt necesare alte metode de
analiza medicala si de diagnosticare.



Principiile testarii

Sistemul QFT utilizeaza tuburi specializate de colectare a sangelui, care sunt utilizate
pentru colectarea sangelui integral. Incubarea sangelui are loc in tuburi, timp de 16 pana
la 24 de ore, dupa care plasma este recoltata si testatd pentru prezenta IFN-y, produs ca
reactie la antigenele peptide.

Testul QFT este efectuat in doud etape. Intéi, sdngele integral este colectat in fiecare din
tuburile QFT de colectare a sangelui, care includ un tub de control Nil, un tub Antigen TB
si un tub Mitogen, optional.

Tubul Mitogen poate fi utilizat cu testul QFT, ca un control pozitiv. Acesta poate fi Tn
special util in cazul n care exista un dubiu referitor la starea imunitatii individului. Tubul
Mitogen serveste, de asemenea, ca un control pentru corecta manipulare si incubare a
sangelui.

Tuburile trebuie incubate la 37°C cat mai repede posibil, in decurs de 16 ore de la
colectare. Dupa o perioada de incubare de 16 pana la 24 de ore, tuburile sunt centrifugate,
plasma este indepartata, iar cantitatea de IFN-y (Ul/mL) este masurata cu ajutorul testului
ELISA.

Un test este considerat pozitiv la reactia IFN-y la tubul Antigen TB daca depaseste
semnificativ valoarea IFN-y Ul/mL din tubul Nil. Daca este utilizata, proba de plasma
Mitogen-stimulata serveste ca un control pozitiv de IFN-y pentru fiecare preparat testat.
O reactie scazuta la Mitogen (<0,5 Ul/mL) indicad un rezultat nedeterminat atunci cand o
proba de sange are de asemenea o reactie negativa la antigenele TB. Acest model poate
aparea cu limfocite insuficiente, dataritd activitatii limfocitare reduse ca urmare a
manipuldrii necorespunzatoare a probei, datoritd umplerii/omogenizarii incorecte a
tubului Mitogen, sau a incapacitatii limfocitelor pacientului de a produce IFN-y. Proba Nil
ajusteaza fundalul, efectele anticorpului heterofil, sau IFN-y nespecific in probele de
sange. Concentratia IFN-y din tubul Nil este scazuta din concentratia IFN-y din tubul
Antigen TB si tubul Mitogen (daca este utilizat).

Timpul necesar pentru efectuarea testarii

Timpul necesar pentru efectuarea testului QFT este estimat mai jos; timpul testarii
probelor multiple daca sunt numarate este, de asemenea, indicat:

Incubarea tuburilor cu sénge la 37°C: 16-24 ore
ELISA: Aprox. 3 ore pentru o placa ELISA
(28 pana la 44 indivizi)
* <1 ora de munca
* Se adauga 10-15 minute pentru fiecare
placa suplimentara



3. REACTIVII SI MODUL DE PASTRARE

Tuburile de colectare a sdngelui cu tuberculoza si antigen de control

1. Control Nil (capac gri)
2. Antigen TB (capac rosu)

3. Control Mitogen (capac mov)

NOTA:

Numar de catalog: T0590 0301

Tuburile sunt disponibile si in alte configuratii:

100 x tuburi
100 x tuburi
100 x tuburi

Nr.de catalog T0590-0201: 100 x Control Nil, 100 x tuburi cu Antigen TB.
Nr.de catalog. T0593 0201: 100 x tuburi cu Control Mitogen.

Tuburi pentru inalta altitudine (a se vedea sectiunea 5)

Nr.de catalog T0590 0501: (Altitudine inalta) 100 x Control Nil, 100 x tuburi

Antigen TB.

Nr.de catalog T0590 0505: (A/titudine inalta) 100 x Control Nil, 100 x Antigen
TB & 100 x tuburi Mitogen.
Nr. De catalog T0593 0501 (A4/titudine inalta) 100 x tuburi Control Mitogen.

Componenete ELISA

Componente ELISA

Nr. catalog: 0594-0201

Nr. catalog: 0594-0501

Material de laborator de

Kit 2 plci referinta
Stripuri microplaci acoperite cu
anticorpi monoclonali de soarece 2 X placi cu 96 godeuri 20 x placi cu 96 godeuri
anti-human IFN-y
Standard human IFN-y, liofilizat
1 x flacon 10 x flacon

(contine IFN-y human
recombinant, cazeind bovine,
0.01 % wi/v Thimerosal)

(8 IU/mL 1in stare reconstituita)

(8 IU/mL in stare reconstituita)

Diluant Verde (contine cazeina

bovine, ser normal de soarece,
0.01% w/v Thimerosal)

1x30mL

10 x 30 mL

Concentrat de Conjugat 100X,
liofilizat (IFN-y HRP anti-uman
de soarece, contine 0.01% wiv
Thimerosal)

1 X 0.3mL (in stare reconstituiti)

10 x 0.3mL (in stare reconstituiti)

Concentrat Tampon Apa 20X (pH

7.2, contine 0.01 % wiv 1 x100mL 10 x 100mL
Thimerosal)

Solutie Substrat Enzina (contine

H,0,, 3,3’,5,5’ 1 x30mL 10 x 30mL
Tetrametilbenzidind)

Solutie de Oprire a Enzimei 1 xI5mL 10 x I5mL

(contine 0.5M H,SQOy)




Materiale necesare (neincluse n setul de livrare)

* Incubator 37°C. CO, nu este necesar.

* Pipete calibrate de volum variabil pentru eliberarea a 10 pL pana la 1000 pL, cu varfuri
de unica folosinta.

* Pipeta multicanal calibrata, avand capacitatea sa elibereze 50 pL si 100 uL, cu varfuri de
unica folosinta.

» Omogenizator microplaca.

* Apa deionizata sau distilata - 2L.

* Spalator microplaca (este recomandat spalator automat).

* Cititor microplaca cuplat cu filtrul 450nm si 620nm la filtrul de referinta 650nm.



Instructiuni de pastrare

Tuburile de colectare a sangelui

* Tuburile de colectarea a sangelui se pastreazd la o temperaturd cuprinsd intre 4°C si
25°C.

Reactivii Kit-ului

* Kit-ul se pastreaza la frigider, la o temperatura cuprinsa intre 2°C si 8°C.
* A se feri intotdeauna Solutia Substrat Enzima de lumina solara directa.

Reactivii reconstituiti si neutilizati

Pentru instructiuni privind modul de reconstituire a reactivilor, va rugdm sa consultati
Sectiunea 6 (pagina 13).

 Kit-ul Standard reconstituit poate fi pastrat pana la 3 luni, dacd este pastrat la 0O
temperatura cuprinsa intre 2°C si 8°C.

° Notati data la care Kit-ul Standard a fost reconstituit.

* Odata reconstituit, Concentratul Conjugat 100X neutilizat trebuie pastrat in continuare la
o temperatura cuprinsa intre 2°C si 8°C si trebuie, de asemenea, utilizat in decurs de 3
luni.

° Notati data la care Conjugatul a fost reconstituit.

* Concentratia de lucru a Conjugatului trebuie utilizata in decurs de 6 ore de la preparare.
* Concentratia de lucru a Apei Tampon poate fi pastratd la temperatura camerei pana la
2 saptadmani.



4. AVERTIZARI SI PRECAUTII

Avertizari

Un rezultat negativ al testului QFT nu exclude posibilitatea infectiei cu M. tuberculosis
sau a bolii de tuberculoza: rezultatele fals-negative pot fi datorate stadiului infectiei (de
ex., proba obtinutd inainte de aparitia reactiei imunitare fata de celule), conditii co-
morbide care afecteaza functiile imunitare, incorecta manipulare a tuburilor de
colectare a sangelui dupa venopunctura, efectuarea incorectd a testului, sau alte
variabile imunologice.

Un rezultat pozitiv al testului QFT nu trebuie sa reprezinte baza unica si definitiva
pentru determinarea infectiei cu M. tuberculosis. Efectuarea incorecta a testului poate
determina raspunsuri fals pozitive.

Un rezultat pozitiv al testului QFT trebuie urmat de analize medicale ulterioare si o
evaluare a diagnosticului pentru boala activa de tuberculoza (de ex., frotiu si cultura
AFB, radiografie pulmonara).

Tn timp ce ESAT-6, CFP-10 si TB7.7(p4) sunt absente din toate tulpinile BCG si din
majoritatea micobacteriilor ne-tuberculoase cunoscute, este posibil ca un rezultat
pozitiv al testului QFT sa poata fi datorat infectiei cu M. kansasii, M. szulgai sau M.
marinum. Daca sunt suspectate astfel de infectii, trebuie efectuate teste alternative.




Precautii
 Test pentru diagnosticare in vitro.

* Daunaitor: Solutia Substrat de Enzima contine 3,3°,5,5 Tetrametilbenzidina, care este
daunatoare prin ingestie, inhalare sau la contactul cu pielea. Iritanta pentru piele si ochi.
Mutagena. Utilizati masuri de protectie a ochilor, purtati manusi si manipulati solutia
ca un potential carcinogen.

* Daunitor: Solutia de Oprire a Enzimei contine H,SO,, care este daunator prin
ingestie, la contactul cu ochii, contactul cu pielea si prin inhalare. Utilizati masuri de
protectic a ochilor, purtati manusi si utilizati echipamentul de laborator pentru
protectie. Daca solutia de Oprire a Enzimei intra in contact cu pielea sau cu ochii,
spdlati bine cu apd zona afectatd cu apa si apoi consultati medicul.

* Daunitor: IFN-y Standard si Concentratul Conjugat 100X pot produce disconfort
dacd sunt ingerate si pot produce iritatii ale pielii. Purtafi manusi si utilizati
echipamentul de laborator pentru protectie.

* Manipulati singele uman ca si cum ar fi potential infectios. Tineti seama de regulile
relevante de manipulare a séangelui.

» Timerosalul este utilizat ca si conservant in unii reactivi. El poate fi toxic dupa ingestie,
inhalare sau la contactul cu pielea.

 Diluantul Verde contine in mod normal ser obtinut de la soareci si cazeina, care poate
declansa reactii alergice; evitati contactul cu pielea.

» Abaterile de la modul de utilizare specificat in Prospect pot determina obtinerea de
rezultate eronate. Va rugam sa cititi cu atentie instructiunile nainte de utilizarea

testului.

* Nu utilizati kit-ul daca vreunul din flacoanele cu reactivi prezinta semne de deteriorare
sau scurgere Tnainte de utilizarea acestora.

» Nu amestecati sau nu utilizati reactivi ELISA din alte serii de Kit-uri QFT.

* Eliminati reactivii neutilizati si probele biologice conform reglementarilor locale
nationale si federale.

* Nu utilizati tuburile de colectare a sangelui sau kit-ul ELISA kit dupa data de expirare.

* Asigurati-va ca echipamentul de laborator cum ar fi spalatorul de microplaca si cititorul
de microplaca au fost calibrate si autorizate spre functionare.
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5. COLECTAREA SI MANIPULAREA PROBEI

Testul QFT utilizeaza urmatoarele tuburi de colectare:

1.

o

Control Nil (Capac gri cu inel alb) ( a se utiliza intre nivelul marii si 810m)
Antigen TB (Capac rosu cu inel alb) (a se utiliza Intre nivelul marii si 810m)
Control Mitogen - optional (Capac mov cu inel alb) (a se utiliza intre nivelul
marii $i 810m)

Control Nil (Capac gri cu inel galben) (a se utiliza intre 1020m si 1875m)
Antigen TB (Capac rosu cu inel galben) (a se utiliza intre 1020m si 1875m)
Control Mitogen - optional (Capac mov cu inel galben) (a se utiliza intre
1020m si 1875m)

Antigenele au fost uscate in peretele interior al tuburilor de colectare a sangelui, astfel
incat este esential ca, continutul tuburilor sa fie omogenizat temeinic cu sangele. Tuburile
trebuie transferate Tntr-un incubator la 37°C, cat mai repede posibil, maxim 16 ore de la

colectare.

Pentru obtinerea rezultatelor optime, trebuie respectate urméatoarele proceduri:

1. Pentru fiecare subiect se colecteazd 1mL de sange prin venopuncturd, direct in fiecare
tub de colectare a sangelui din testul QFT. Colectarea de sange trebuie efecutata de
catre un cadru medical specializat.

Tuburile standard de colectare a sangelui QFT trebuie utilizate la o altitudine de
810 metri. Tuburile de colectare a QFT de inalta altitudine (HA) trebuie
utilizate la altitudini cuprinse intre 1020 si 1875 metri.

Daca tuburile de colectare a sdngelui QFT se vor utiliza in afara acestor
domenii de altitudine sau daca apare un volum redus de extragere a sangelui,
sangele poate fi colectat cu ajutorul unei seringi si 1mL poate fi transferat catre
fiecare dintre cele trei tuburi. Din motive de sigurantd, acest lucru se poate
executa in cel mai bun mod cu putinta daca se inlatura acul seringii, se asigurad
proceduri adecvate de siguranta, se indeparteaza capacele de la cele trei tuburi
QFT si daca se adauga 1mL de sdnge fiecarui tub (pana la insemnul negru de
pe partea laterald a etichetei tubului). Punefi capacele in mod sigur si
amestecati asa cum se descrie mai jos.

Deoarece din tuburile de 1mL sangele se extrage relativ incet, pastrati tubul in
ac timp de 2-3 secunde dupa ce tubul pare sa fie complet umplut, pentru a fi
siguri ca este extras volumul corect.

Semnul negru pe o parte a tuburilor indica volumul de umplere de 1mL.
Tuburile de colectare a sangelui testului QFT au fost validate pentru volume de
la 0,8 pdna la 1,2mL. Daca nivelul sdngelui in oricare tub nu este aproape de
linia indicatoare, se recomanda sa se obtina o alta proba de sdnge.

Daca se utilizeaza un “ac fluture” pentru colectarea sangelui, trebuie utilizat un

tub “de purjare”, pentru a asigura ca tubul este umplut cu sange inainte ca
tuburile QFTsa fie utilizate.
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2. Imediat dupa umplere agitati-le ferm de mai multe ori (10 ori), pentru a fi sigur ca
intreaga suprafati interioara a tubului a fost acoperita cu sange pentru a dizolva
antigenele de pe peretii tubului.

* Tuburile trebuie sa aibe o temeperatura cuprinsa intre 17 — 25 °C in momentul
umplerii cu sange.
* Agitarea prea puternica poate duce la lezarea gelului si la rezultate aberante.

3. Etichetati adecvat tuburile.

4. Tuburile trebuie transferate in incubator la 37°C+1°C cat mai repede posibil si in

decurs de 16 ore de la colectare. Inainte de incubare, mentineti tuburile la temperatura
camerei (22°C £ 5°C). Nu pastrati la frigider sau nu congelati probele de sange.

12



6. INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Stadiul intai — Incubarea singelui si recoltarea plasmei

Materiale furnizate

Tuburile de colectare a sdngelui QFT (vezi Sectiunea 3).

Materiale necesare (neincluse in setul de livrare)

Vezi Sectiunea 3.

Procedura

1. Daca sangele nu este incubat imediat dupa colectare, agitarea de 10 ori a tuburilor
trebuie repetata imediat inainte de incubare.

2. Se incubeazi tuburile IN POZITIE VERTICALA, la 37°C, timp de 16 pani la
24 ore. Incubatorul nu necesita CO, sau umidificare.

3. Dupa incubare la 37°C, tuburile de colectare a sangelui pot fi pastrate intre 4°C si 27°C,
pana la 3 zile Tnainte de centrifugare.

4. Dupa incubarea tuburilor la 37°C, recoltarea plasmei este facilitatd de centrifugarea
tuburilor timp de 15 minute la 2000 pana la 3000 RCF (g). Dopul de gel va separa
celulele de plasma. Daca aceasta nu se intampla, tuburile trebuie recentrifugate la o
viteza mai mare.

* Este posibil sd se recolteze plasma fara centrifugare, Insa este necesard o atentie
suplimentara pentru indepartarea plasmei fara distrugerea celulelor.

5. Dupa centrifugare, probele de plasma trebuie recoltate (in ordine logica) astfel
incit si nu se amestece prin pipetarea in sus si in jos, Tnaintea recoltarii. Se
recomanda manipularea cu mare atentie, astfel incat suprafata gelului sa nu se
deterioreze.

e Probele de plasma se recolteaza in exclusivitate cu pipeta

e Probele de plasma pot fi incarcate direct din tuburile de colectare a sangelui in placa
ELISA atestului QFT, in special daca sunt utilizate statii de lucru ELISA automate.

e Probele de plasma pot fi pastrate pana la 28 de zile la o temperatura cuprinsa intre 2°C
si 8°C sau daca au fost deja recoltate, sub —20°C pentru perioade extinse..
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Stadiul doi - IFN-y uman ELISA

Materiale furnizate

Kit-ul ELISA QFT (vezi Sectiunea 3).

Materiale necesare (neincluse in setul de livrare)

Vezi Sectiunea 3.

1.

. Reconstituiti

Procedura
Toate probele de plasma si reactivii, cu exceptia Concentratului Conjugat 100X, trebuie
aduse la temperatura camerei (22°C = 5°C) Tnainte de utilizare. Lasati-le cel putin 60 de
minute pentru echilibrare.

. Indepartati din cadru stripurile care nu sunt necesare , reambalati-le in folia punguta si

reintroduceti-le Tn frigider pentru pastrare, atat timp cat este necesar.

Alocati cel putin un strip pentru standardele QFT si suficiente stripuri pentru numarul
de subiecti care trebuie testati (vezi Figurile 2A & 2B pentru formatele 2 tuburi si
respectiv. 3 tuburi). Dupa utilizare, pastrati cadrul si capacul pentru utilizare cu
stripurile ramase.

Kit-ul Standard liofilizat cu volumul de apa deionizatd sau distilata
indicat pe eticheta flaconului Standard. Amestecati usor pentru minimizarea spumarii si
asigurarea solubilizarii complete. Reconstituirea Standardului la volumul declarat va

produce o solutie cu o concentratie de 8,0 Ul/mL.

Nota: Volumul de reconstituire a Kit-ului Standard va diferi intre serii.

Utilizati Kit-ul Standard reconstituit pentru a obtine serii de dilutie 1 la 4 de IFN-yin
Diluantul Verde (DV) - vezi Figura 1. S1 (Standard 1) contine 4 Ul/mL, S2

(Standard 2) contine 1 Ul/mL, S3 (Standard 3) contine 0,25 Ul/mL, iar S4

(Standard 4) contine 0 Ul/mL (doar DV). Standardele trebuie dozate cel putin in

duplicat.

PROCEDURA RECOMANDATA
PENTRU STANDARDELE
DUPLICAT

PROCEDURA RECOMANDATA
PENTRU STANDARDELE
TRIPLICAT

a. Etichetati 4 tuburi cu “S17, “S2”, “S3”,
“S4”,

b. Adaugati 150puL de DV in S1, S2, S3,
S4.

c. Adaugati 150pL de Kit Standard in S1
si amestecati temeinic.

d. Transferati 50puL din S1 in S2 si
amestecati temeinic.

e. Transferati 50pL din S2 in S3 si
amestecati temeinic.

f. Doar DV serveste ca standard zero
(S4).

a. Etichetati 4 tuburi cu “S17, “S2”, “S3”,
“S4”,

b. Adaugati 150pL de DV in S1.

c. Adaugati 210uL de DV in S2, S3, S4.

d. Adaugati 150pL de Kit Standard in S1
si amestecati temeinic.

e. Transferati 70pL din S1 1n S2 si
amestecati temeinic.

f. Transferati 70pL din S2 in S3 si
amestecati temeinic.

g. Doar DV serveste ca standard zero (S4).
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FIGURA 1. Prepararea Curbei Standard

150 pL 50sau 70 pL 50 sau 70 pL

g@@@

S1 S2 S3 S4
Y, _/
(Kit Standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8.0 Ul/mL 4.0 Ul/mL 1.0 Ul/mL 0.25 Ul/mL 0 Ul/mL
(GD ONLY)

* Preparati dilutii proaspete de Kit Standard pentru fiecare repriza ELISA.

. Reconstituiti liofilizatul de Concentrat Conjugat 100X cu 0,3mL apa deionizata sau
distilata. Amestecati usor pentru minimizarea spumarii §i pentru asigurarea solubilizarii
complete a Conjugatului.

Concentratia de lucru a conjugatului se prepara prin diluarea cantitdtii necesare de

Concentrat Conjugat 100X in Diluant Verde, dupa cum este specificat in Tabelul 1 —
Prepararea Conjugatului.

TABELUL 1. Prepararea Conjugatului

NUMARUL DE VOLUMUL DE VOLUMUL DE DILUANT
STRIPURI CONCENTRAT VERDE
CONJUGAT
100X
2 10uL 1,0 mL
3 15uL 1,5mL
4 20uL 2,0 mL
5 25uL 2,5 mL
6 30uL 3,0 mL
7 35uL 3,5 mL
8 40uL 4,0 mL
9 45uL 45 mL
10 50pL 5,0 mL
11 55uL 55 mL
12 60pL 6,0 mL

* Amestecati bine dar cu atentie, pentru evitarea spumarii.

* Reintroduceti orice Concentrat Conjugat 100X neutilizat la o temperatura cuprinsa
intre 2°C si 8°C, imediat dupa utilizare.

« Utilizati doar Diluant Verde.
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5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de colectare a sangelui care au fost
congelate sau depozitate mai mult de 24 de ore inaintea efectuarii testului, se
recomanda amestecarea temeinica 1naintea introducerii in placa ELISA.

* Daca probele de plasma se adauga direct din tuburile QFT centrifugate, trebuie
evitatd amestecarea plasmei.

6. Adaugati 50uL de conjugat concentratie de lucru proaspat preparat in godeurile ELISA
necesare , utilizand o pipeta multicanal.

7. Adaugati 50pL din probele de plasma de testat in godeurile adecvate, utilizand o pipeta
multicanal (vezi mai jos formatul recomandat al placii — Figurile 2A & 2B). In final,
adaugati 50uL Tn fiecare dintre Standardele de la 1 la 4.

FIGURA 2A. Formatul recomandat al probei pentru tuburile Nil & Antigen TB
(44 de teste pentru o placi)

1 2 3 4 5
IN [5N | 9N [13N | 17N

1A [|5A | 9A | 13A | 17A

7 8 9 10 11 12
S1 25N | 29N | 33N | 37N | 41N

S2 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S8 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 26A | 30A | 34A | 38A | 42A
3N [ 7N | 11N [ 15N | 19N | 21N | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N | 8N [ 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

I o m m O O w>

* S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
* IN (Proba 1. plasma Control Nil); 1A (Proba 1. plasma Antigen TB).

FIGURA 2B. Formatul recomandat al probei pentru tuburile Nil, Antigen TB &
Mitogen (28 de teste pentru o placa)

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

IN | 1A | 1M Sl S1 13N | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M
2N |2A | 2M S2 S2 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N | 3A | 3M S3 S8 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

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

IO m m O O w>

* S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
* 1N (Proba 1. plasma Control Nil); 1A (Proba 1. plasma Antigen TB);
1M (Proba 1. plasma Control Mitogen).

8. Amestecati temeinic conjugatul si probele de plasma/standarde, utilizand un agitator
pentru microplaci, timp de 1 minut.
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9. Acoperiti fiecare placa cu capac si incubati la temperatura camerei (22°C + 5°C) timp
de 120 + 5 minute.

* Placile nu trebuie expuse la lumina solara directd in timpul incubarii.
10. In timpul incubirii, diluati o parte Apa tampon 20X Concentrat cu 19 parti apa

deionizata sau distilata si agitati temeinic. S-a furnizat suficienta Apa tampon 20X
Concentrat pentru a prepara 2L de apa tampon cu concentratie de lucru .

Spalati godeurile cu 400uL de apa tampon cu Concentratie de lucru pentru cel putin 6
cicluri. Este recomandat un spalator automat de placi.

» Spalarea completa este foarte importanta pentru efectuarea testului. Asigurati-va ca
fiecare godeu este umplut complet cu apa tampon pana la partea superioard a
godeului pentru fiecare ciclu de spalare. Este recomandata o perioada de inmuiere de
cel putin 5 secunde intre fiecare ciclu.

» La rezervorul efluent trebuie addugat dezinfectant standard de laborator, iar pentru
decontaminarea materialului potential infectios trebuie urmate procedurile stabilite.

11. Loviti usor placile cu fata in jos pe prosopul absorbant pentru a indeparta apa tampon
reziduala. Adaugati 100uL Solutie Substrat Enzima in fiecare godeu si amestecati bine,
utilizand un agitator pentru microplaci.

12. Acoperiti fiecare placa cu capac si incubati la temperatura camerei (22°C £ 5°C) timp
de 30 minute.

* Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa in timpul incubarii.

13. Dupa 30 de minute de incubare, adaugati 50uL Solutie de Oprire a Enzimei n fiecare
godeu si amestecati.

* Solutia de Oprire a Enzimei trebuie adaugata in godeuri Tn aceeasi ordine si
aproximativ la aceeasi viteza ca si substratul din etapa 11.

14. Masurati Densitatea Optica (DO) a fiecarui godeu in decurs de 5 minute de la
terminarea reactiei, utilizand un cititor microplaci cuplat cu un filtru a 450nm si cu un
filtru de referinta a 620nm pana la 650nm. Valorile DO sunt utilizate pentru calcularea
rezultatelor.
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7. CALCULE SI INTERPRETAREA TESTULUI

Software-ul pentru analiza testului QFT utilizat pentru analiza datelor obtinute si pentru
calcularea rezultatelor este disponibil de la firma Cellestis. (Asigurati-va ca se utilizeaza
cea mai actuald versiune de software.)

Software-ul efectueaza evaluarea controlului calitatii testului, genereaza curba standard si
furnizeaza rezultatul testului pentru fiecare subiect, asa cum este detaliat in sectiunea

Interpretarea rezultatelor.

Ca o alternativa la utilizarea Software-ului pentru analiza testului QFT, rezultatele pot fi
determinate conform urmatoarei metode:

Generarea Curbei Standard

(daca nu este utilizat Software-ul pentru analiza testului QFT)
Determinati media valorilor DO a replicatelor Kit-ului Standard pe fiecare placa.

Construiti o curba standard loge)-loge), reprezentand grafic loge) mediei DO (Axa y) in
functie de loge) concentratiei de IFN-y a standardelor in Ul/mL (Axa X), omitand
standardul zero din aceste calcule. Calculati linia care se potriveste cel mai bine pentru
curba standard, prin analiza regresiei.

Utilizati curba standard pentru determinarea concentratiei de IFN- y (Ul/mL) pentru
fiecare din probele de plasma testate, utilizand valoarea DO a fiecarei probe.

Aceste calcule pot fi efectuate utilizand pachetele software disponibile cu cititoarele de
microplaci, si programul de lucru tabelar standard sau software-ul statistic (cum este
Microsoft Excel). Este recomandat ca aceste pachete sa fie utilizate pentru a calcula
analiza regresiei, coeficientul de variatie (CV%) pentru standarde si coeficientul de
corelare (r) al curbei standard.
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Controlul calitatii Testului

Acuratetea rezultatelor testului depinde de generarea unei curbe standard exacte.
Din acest motiv, rezultatele deduse din standarde trebuie examinate Thainte ca rezultatele
probei de testare sd poata fi interpretate.

Pentru ca ELISA sa fie valid:
* Valorea medie a DO pentru Standard 1 trebuie sa fie > 0,600.

* CV% pentru valorile DO replicate pentru Standard 1 si Standard 2 trebuie sia
fie <15%.

* Valorile DO replicate pentru Standard 3 si Standard 4 nu trebuie sa varieze cu
mai mult de 0,040 unititi de densitate optica fati de media lor.

» Coeficientul de corelare (r) calculat din valorile medii ale absorbantei standardelor
trebuie sa fie > 0,98.

Software-ul pentru analiza testului QFT calculeaza si comunica acesti parametri de
control al calitatii.

Daca criteriile de mai sus nu sunt indeplinite, analiza este invalida si trebuie sa fie
repetata.

* Valoarea medie a DO pentru Standard Zero (Diluant Verde) trebuie sa fie < 0,150.

Daca valoarea medie a DO este > 0,150, procedura de spilare a plicii trebuie
cercetata.
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Interpretarea Rezultatelor

Rezultatele testului QFT sunt interpretate utilizind urmatoarele criterii:

NOTA: Diagnosticarea sau excluderea bolii tuberculoza si evaluarea probabilitatii
ILTB necesiti o combinare a rezultatelor analizelor epidemiologice, ale istoricului
bolii, analizelor, medicale si procedeelor de diagnosticare, care trebuie luate n
considerare atunci cind se interpreteazi rezultatele testului QFT.

DACA S-AU UTILIZAT DOAR TUBURILE NIL & ANTIGEN TB

Nil . . .
[Ul/mL] Antlger[IU'I;I/erEI]nus Nil Rezultate QFT Raport/Interpretare
<0,35 Infectia cu M.
> 0,35 51 < 25% Negativ tuberculosisNU este
<8,0 din valoarea Nil posibila
>0,3551>25% Pozitiv} Infectia cu M.
din valoarea Nil tuberculosiseste posibila
Rezultatele sunt
> 8,07 Oricare Nedeterminat® nedeterminate pentru
reactia la Antigen TB

! Daci infectia cu M. tuberculosis nu este suspectatd, rezultatele initiale pozitive pot fi confirmate prin
retestarea probelor originale de plasmad in duplica in ELISA QFT. Daca repetarea testdrii unuia sau a
ambelor replicate este pozitiva, individul trebuie considerat ca are testul pozitiv.

21n studiile clinice, mai putin de 0,25% din subiecti au avut concentratii de IFN-y > 8,0 Ul/mL pentru
Control Nil.

¥ Vezi sectiunea Remedierea erorilor pentru cauzele posibile.

Magnitudinea concentratiei masurate de IFN- y nu poate fi corelad cu stadiul sau gradul
infectiei, nivelul reactiei imunitare sau probabilitatea evolutiei catre boala activa.
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FIGURA 3. Interpretarea Diagramei de flux CAND sunt utilizate tuburile NIL &
ANTIGEN TB

Antigen TB — Nil
20,35 Ul/mL

INTERPRETARE

Da

Antigen TB — Nil 2 25%
din valoarea Nil

Da
Nu ‘
<_[ Nil < 8,0 IU/mL 1
VALIDARE
Da

POZITIV




DACA S-AU UTILIZAT TUBURILE NIL, ANTIGEN TB SI MITOGEN

Nil Antigen TB minus I\/Iltogen_ minus
[ut/ . Nil Raport/
mL] Nil [Ul/mL]* Rezultat QFT Interpretare
[UI/mL] P
<0,35 >0,5 Infectia cu M.
Negativ Tuberculosis NU

> 0,35 51 < 25%

din valoarea Nil 20,5 este probabila
. Infectia cu M.
0
<8.0 = 0,35 51 225% Oricare Pozitiv? Tuberculosis este
<9, din valoarea Nil iy
probabila
<0,35 <05

Rezultatele sunt
nedeterminate

> 0,35 si < 25% .
o ) <05 3 )
din valoarea Nil Nedeterminat pentru reactia la
Antigen TB
> 8,0 Oricare Oricare g

! Raspunsurile la controlul Mitogen pozitiv (si ocazional Antigen TB) pot fi adesea in afara domeniului
cititorului de microplaci. Aceasta nu influenteaza rezultatele testului.

% Daca infectia cu M. tuberculosis nu este suspectatd, rezultatele initiale pozitive pot fi confirmate prin
retestarea probelor originale de plasma in duplicat in ELISA QFT. Daci repetarea testdrii unuia sau a
ambelor replicate este pozitiva, individul trebuie considerat ca are testul pozitiv.

¥ Vezi sectiunea Remedierea erorilor pentru cauzele posibile.

*1n studiile clinice, mai putin de 0,25% din subiecti au avut concentratii de IFN-y > 8,0 Ul/mL pentru
Control Nil.

Magnitudinea concentratiei médsurate de IFN- y nu poate fi corelatd cu stadiul sau gradul
infectiei, nivelul reactiei imunitare sau probabilitatea evolutiei catre boala activa.
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FIGURA 4. Interpretarea Diagramei de flux cand sunt utilizate tuburile
NIL, ANTIGEN TB & MITOGEN

INTERPRETARE

Nu

Mitogen — Nil < 0,50 Ul/mL
si/sau

Nil > 8,0 Ul/mL

Antigen TB — Nil
= 0,35 Ul/mL

Da

Antigen TB — Nil 2 25%
din valoarea Nil

Da

Da Nu

A

y

NEGATIV

[ S

Nu

VALIDARE

1

A\ 4

POZITIV

Da
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8. LIMITARI

Rezultatele testului QFT trebuie utilizate in combinatie cu istoricul epidemiologic al
fiecarui individ, starea medicala curenta si alte masuri de diagnosticare.

Indivizii cu valori Nil mai mari de 8 Ul/mL sunt clasificati ca “nedeterminat”, deoarece 0
reactie mai mare cu 25% la Antigenele TB poate fi in afara domeniului de masurare al
testului.

Rezultatele imprecise sau rezultatele nedeterminate pot aparea datorita:

» Abaterilor de la procedura descrisa in Prospect,

* Nivelurilor excesive de IFN-y circulant sau prezentei anticorpilor heterofili,

» Mai mult de 16 ore de la scoaterea probelor de sange de la incubarea la 37°C.

9. CARACTERISTICILE PERFORMANTEI
Studii clinice

Deoarece nu existd un standard definitiv pentru infectia latenta de tuberculoza (ILTB),
sensibilitatea si specificitatea estimatd pentru testul QFT nu poate fi practic evaluata.
Specificitatea testului QFT a fost aproximata prin evaluarea evaluarea ratelor fals pozitive
la persoanele cu risc scazut (fara factori de risc cunoscuti) pentru infectia cu tuberculoza.
Sensibilitatea a fost aproximata prin evaluarea grupurilor de pacienti cu boala TB activa
confirmata prin cultura.

Specificitate

Tntr-un studiu efectuat in SUA care a implicat 866 voluntari, sangele pentru testul QFT a
fost recoltat cand a fost plasat TST. Informatiile demografice si factorii de risc pentru TB
au fost determinati pe baza unui studiu standard efectuat la timpul de testare. Din 432
voluntari fara factori de risc cunoscuti pentru infectia cu M. tuberculosis, rezultatele
testului QFT si TST au fost disponibile pentru 391. Nici unul nu a fost vaccinat cu BCG.
Un al doilea studiu de specificitate a fost efectuat cu QFT Ia indivizi cu risc scazut din
Japonia, din care aproximativ 90% au fost vaccinati cu BCG. Rezultatele din ambele
studii de specificitate sunt prezentate in Tabelul 2.
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TABEL 2. Specificitatea QFT: Rezultatele pentru
persoanele fira risc raportat pentru infectia cu M. tuberculosis.

- Nr. pe
. Nr. QFT Specifi- Specifici-
STUDIUL \gﬁ: Total (lg\l FrT Pozitiv / Nr. citatea P-(I)-zsijcl;v tatea
BCG % testati Nedeter- Testelor QFT /Nr TST*
0 : Valide (95% IC) . (95% IC)
minat Testati
SUA 0 99,2% 98,5%
(nepubllicaty | O | 391 | 1 3/3% | (9g100) | ®/3%1 | (97-99)
. 15 — ano 98,8% i )
Japonia 90% 168 6 21162 (95-100)
71559 99,1%
TOTAL 559 (1.3%) 5/552 (98-100) - -

*Utilizand o limita a 10mm TST 1n persoanele nevaccinate cu BCG. Specificitatea TST
estimata este 99,1%, daca se utilizeaza o limita de 15mm.

Sensibilitatea pentru TB activa

Suspectii TB din SUA, Australia si Japonia la care s-a confirmat ulterior infectia cu
Deoarece nu existd un test standard definitiv pentru infectia latenta cu tuberculoza
(ILTB), un surogat adecvat este cultura microbiologica a M. tuberculosis, deoarece
pacientii bolnavi sunt prin definitie infectati. Pacientii au efectuat tratament mai putin de
8 zile Tnainte de colectarea sangelui pentru testul QFT.

Tabelul 3 concentreaza rezultatele de la cele trei grupuri de pacienti cu cultura pozitiva de
M. tuberculosis. Sensibilitatea globala a QFT pentru boala activa TB a fost 89%
(157/177).

TABEL 3. QFT: Subiectii cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin cultura.

Nr. QFT

Sensibilitatea QFT

STUDIU Pozitiv / Nr. o
Testelor Valide (95%1C)
Pacienti TB 93%
din Japonia®® 86/92 (86-97%)
Pacienti din 89%
Australia 24127 (70-97%)
Pacienti din 81%
SUA 47158 (68-90%)
89%
TOTAL 157 1177 (83-93%)

25



Diagnosticul de ILTB

Un numar de studii care au fost publicate demonstreaza performanta QFT la populatii
variate cu risc de ILTB. In principiu, rezultatele catorva studii selectate sunt prezentate in
Tabelul 4.

TABEL 4. Studii publicate selectate privind QFT la populatii cu risc de ILTB.

STUDIUL

Indieni HCW
(Pai et al 2005)%

Total testati

726

Rezultate si constatiri

Aflare la rate TB foarte mari. 40% QFT pozitivi cf 41%
TST pozitivi la 20mm. Mare concordanta cu TST, nici un
efect al BCG pe nici un test. Ambele teste legate de factorii
de risc de varsta si perioada de lucru in domeniul
personalului din sdnitate.

Danezi cu HIV
(Brock et al 2006)°

590

Prevalenta globald a ILTB cu QFT a fost 4,6% (27/590) la
persoane HIv'. Rezultatele pozitive au fost asociate cu
riscurile TB.

Doi subiecti pozitivi la QFT au evoluat la TB activa in
decurs de un an. Reactiile nedeterminate (n=20, 3,4%) au
fost asociate Tn mod semnificativ cu un numar CD4 <100 /

ul.

Copiii la care TB a fost suspectati sau au avut un istoric de
contact TB au fost testati cu QFT i TST. 10,5% QFT
pozitivi cf 9,5% TST pozitivi la L0mm. Concordanta intre
teste a fost 95,2% global si 100% la nevaccinati BCG.

Copii spitalizati

(Dogra et al 2006)™ 105

Contactele stranse a 15 cazuri diferite au fost testate. 51%
au fost vaccinati BCG, 27% nascuti in strainatate. 70%
dintre cei vaccinati BCG si 18% dintre cei nevaccinati au
fost pozitivi TST (5mm), in timp ce 9% si respectiv 11% au
fost pozitivi QFT. QFT a fost asociat cu riscul TB. TST a
fost asociat doar cu vaccinarea BCG.

Contacte Germane
(Diel et al 2006)° 309

Mult mai multe publicatii descriu performanta mai putin sensibila a unei versiuni de
antigen lichid a QuantiFERON®-TB Gold (predecesor al QFT) si al testului QFT. Aceste
studii includ utilizarea testului/testelor la contacte ale cazurilor de TB activa®*'*®
copii®®?*?® HIV pozitivi>>?, personal din domeniul medical™>***? subiecti care se afla
sub medicatie cu imunosupresoare 34,22.23,21.3031 precum si suspecti TB" %18 i indivizi
cu risc scazut™.

Repetabillitatea si efectul TST asupra testirii ulterioare cu QFT

Ca parte a studiului de specificitate SUA, un subset de voluntari fost testati din nou intre
4 51 5 saptamani dupa testul original QFT si TST.

Rezultatele QFT pentru 260 subiecti au fost disponibile la ambele momente de timp, iar
concordanta a fost 99.6% (259/260). Un TST anterior nu a indus reactii pozitive la QFT.
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10. INFORMATII TEHNICE

Rezultate nedeterminate

Rezultatele nedeterminate trebuie sa fie neobisnuite si pot fi legate de starea imunitara a
individului care este testat, dar pot fi, de asemenea, legate de un numar de factori tehnici:

» Mai mult de 16 ore de la scoaterea sangelui de la incubarea la 37°C,

* Pastrarea sangelui in afara domeniului de temperatura recomandat (22°C + 5°C),
» Amestecarea insuficienta a tuburilor de colectare a séangelui,

* Spalarea incompleta a placii ELISA.

Dacé sunt suspectate probleme tehnice legate de colectarea sau manipularea probelor de
sange, repetati intregul test QFT cu un nou specimen de sdnge. Repetarea testarii ELISA a
plasmelor stimulate poate fi efectuatd daca sunt suspectate spalarea inadecvata sau alte
abateri de procedura ale testului ELISA. Testele nedeterminate care rezulta din valori
Mitogen scédzute sau valori Nil marite nu sunt de asteptat sa se schimbe la repetare, decat
daca a fost o eroare la testarea ELISA. Rezultatele nedeterminate trebuie raportate ca
atare. Medicii pot alege sa retraseze un specimen sau sd efectueze alte proceduri dupa
cum este adecvat.

Probele de plasma coagulata

Daca la pastrarea pe termen indelungat a probelor de plasma se formeaza cheaguri de

fibrind, centrifugati probele pentru sedimentarea materialului coagulat si pentru facilitarea
pipetarii plasmei.

27



Remedierea erorilor ELISA

Dezvoltarea nespecifica a coloratiei

CAUZA POSIBILA

SOLUTIA

Spalarea incompletd a placii.

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400puL/godeu
tampon de spalare. Mai mult de 6 cicluri de
spalare pot fi necesare, in functie de lichidul de
spalare utilizat. Trebuie utilizat un timp de
inmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

Contaminarea incrucisata a
godeurilor ELISA.

Aveti grija la pipetarea si amestecarea probet,
pentru minimizarea riscului.

Kit-ul / Componentele au expirat.

Asigurati-va ca kit-ul este utilizat pand la data de
expirare a acestuia. Asigurati-va ca Standardul si
Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate Tn decurs de trei luni de la data
reconstituirii acestora.

Solutia Enzima Substrat este
contaminata.

Aruncati substratul daca existd o coloratie
albastra. Asigurati-va ca sunt utilizate
rezervoarele curate de reactiv.

Amestecarea probelor de plasma in
tuburile de colecatare QFT Tnainte
de recoltare

Dupa centrifugare evitati amestecarea probelor de
plasma prin pipetarea in sus si in jos, Thaintea
recoltarii (plasmei din tubul centrifugat). Se
recomanda manipularea cu mare atentie, astfel
incat suprafata gelului sa nu se deterioreze.

Rezultate cu densitate optica scazuta a Standardelor

CAUZA POSIBILA

SOLUTIA

Eroare privind diluarea
Standardului.

Asigurati-va ca diluarile Kit-ului Standard sunt
preparate corect, conform Prospectului.

Eroare de pipetare.

Asigurati-va ca pipetele sunt calibrate si utilizate
conform instructiunilor producatorului.

Temperatura de incubare este prea
scazuta.

Incubarea ELISA trebuie efctuata la temperatura
camerei, Intre 17°C si 27°C.

Timpul de incubare este prea scurt.

Incubarea placii cu conjugat, standardele si probe
trebuie sa aiba loc 120 £+ 5 minute. Solutia Enzima
Substrat este incubata pe placa timp de 30 minute.

Filtrul cititorului de placi este
incorect utilizat.

Placa trebuie citita la 450 nm, cu un filtru de
referinta intre 620 si 650nm.

Reactivii sunt prea reci.

Toti reactivii, cu exceptia Concentratului Conjugat
100X, trebuie adusi la temperatura camerei Tnainte
de inceperea testului. Aceasta dureaza aproximativ
0 ora.

Kit-ul / Componentele au expirat.

Asigurati-va ca Kit-ul este utilizat pana la data de
expirare. Asigurati-va ca Standardul si
Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate Tn decurs de trei luni de la data
reconstituirii acestora.
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Background ridicat

CAUZA POSIBILA

SOLUTIA

Spalarea incompletd a placii.

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400uL/ godeu
tampon de spalare. Mai mult de 6 cicluri de
spalare pot fi necesare, in functie de lichidul de
spalare utilizat. Trebuie utilizat un timp de
inmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

Temperatura de incubare prea
ridicata.

Incubarea ELISA trebuie efectuata la temperatura
camerei, intre 17°C g1 27°C.

Kit-ul / Componentele au expirat.

Asigurati-va ca kit-ul este utilizat pana la data de
expirare. Asigurati-va ca Standardul si
Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate in decurs de trei luni de la data
reconstituirii acestora.

Solutia Enzima Substrat este
contaminata.

Aruncati substratul daca existd o coloratie albastra.
Asigurati-va ca sunt utilizate rezervoarele curate
de reactiv.

Curba standard neliniara si variabilitatea duplicatului

CAUZA POSIBILA

SOLUTIA

Spalarea incompletd a placii.

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400uL/ godeu
tampon de spalare. Mai mult de 6 cicluri de
spalare pot fi necesare, in functie de lichidul de
spalare utilizat. Trebuie utilizat un timp de
inmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

Eroare privind diluarea
Standardului.

Asigurati-va ca diluarile Kit-ului Standard sunt
preparate corect, conform Prospectului.

Amestecare insuficienta.

Amestecati reactivii temeinic, prin rasturnare sau
agitare Tnainte de adaugarea lor pe placa.

Tehnica de pipetare cu intreruperi
sau intreruperea in timpul pregétirii
testului.

Adaugarea probei si a standardului trebuie
efectuata Tn mod continuu. Toti reactivii trebuie
preparati inainte de inceperea testului.

Procedura de testare video si solutia la majoritatea problemelor tehnice pot fi gasite in
Informatiile Produsului si Ghidul Tehnic de pe CD-ROM, disponibile gratuit de la

Cellestis sau la distribuitorul dvs.

29




11. BIBLIOGRAFIE

O lista vasti cu referinte privind QFT se giseste sub gnowee ™ — in biblioteca QuantiFERON, disponibila
sub adresa www.gnowee.net

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Andersen, P., et al. Specific immune-based diagnosis of tuberculosis. Lancet 2000.
356; 1099-104.

Balcells, M.E., et al. A comparative study of two different methods for the
detection of latent tuberculosis in HIV-positive individuals in Chile. Int J Infect Dis.
2008. 12; 645-52.

Bartalesi, F., et al. QuantiFERON-TB Gold and TST are both useful for latent TB
screening in autoimmune diseases. Eur Respir J. 2009. 33;586-93.

Bocchino, M., et al. Performance of two commercial blood IFN-gamma release
assays for the detection of Mycobacterium tuberculosis infection in patient
candidates for anti-TNF-alpha treatment. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2008. 27,
907-13.

Brock, 1., et al. Latent tuberculosis in HIV positive, diagnosed by the M.
tuberculosis specific interferon-gamma test. Respir Res. 2006. 7; 56.

Chun, J.K,, et al. The role of a whole blood interferon gamma assay for the
detection of latent tuberculosis infection in bacille Calmette-Guerin vaccinated
children. Diagn Microbiol Infect Dis. 2008. 62; 389-94.

Connell, T.G., et al. A three-way comparison of tuberculin skin testing,
QuantiFERON-TB Gold and T-SPOT.TB in children. PLoS ONE 2008. 3; e2624.

Detjen, A.K., et al. Interferon-gamma release assays improve the diagnosis of
tuberculosis and nontuberculous mycobacterial disease in children in a country with
a low incidence of tuberculosis. Clin Infect Dis. 2007. 45; 322-8.

Diel, R., et al. Comparative performance of tuberculin skin test, QuantiFERON-TB
Gold In Tube assay, and T-Spot.TB test in contact investigations for tuberculosis.
Chest. 2009. 135; 1010-8.

Diel, R., et al. Predictive value of a whole-blood IFN-y assay for the development
of active TB disease. Am J Respir Crit Care Med. 2008. 177; 1164-70.

Diel, R., et al. Tuberculosis contact investigation with a new, specific blood test in a
low-incidence population containing a high proportion of BCG-vaccinated persons.
Respir Res. 2006. 7; 77.

Dogra, S., et al. Comparison of a whole blood interferon-gamma assay with
tuberculin skin testing for the detection of tuberculosis infection in hospitalized
children in rural India. J Infect. 2007. 54; 267-76.

Drobniewski, F., et al. Rates of latent tuberculosis in health care staff in Russia.
PLoS Med. 2007. 4; e55.

Gerogianni, 1., et al. Whole-blood interferon-gamma assay for the diagnosis of
tuberculosis infection in an unselected Greek population. Respirology. 2008. 13;
270-4.

Harada, N., et al. Comparison of the sensitivity and specificity of two whole blood
interferon-gamma assays for M. tuberculosis infection. J Infect. 2008. 56; 348-53.

Higuchi, K., et al. Comparison of performance in two diagnostic methods for
tuberculosis infection. Med Microbiol Immunol. 2009. 198; 33-7.

30



17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Kang, Y.A., et al. Discrepancy between the tuberculin skin test and the whole-
blood interferon gamma assay for the diagnosis of latent tuberculosis infection in an
intermediate tuberculosis-burden country. JAMA. 2005. 293; 2756-61.

Katiyar, S. K.. et al. Use of the QuantiFERON-TB Gold In-Tube test to monitor
treatment efficacy in active pulmonary tuberculosis. Int J Tuberc Lung Dis. 2008.
12; 1146-52.

Kipfer, B., et al. Tuberculosis in a Swiss army training camp: contact investigation
using an Interferon gamma release assay. Swiss Med Wkly. 2008. 138; 267-72.

Luetkemeyer, A., et al. Comparison of an interferon-gamma release assay with
tuberculin skin testing in HIV-infected individuals. Am J Respir Crit Care Med.
2007. 175; 737-42.

Mackensen, F., et al. QuantiFERON-TB Gold - A new test strengthening long-
suspected tuberculous involvement in serpiginous-like choroiditis. Am J
Ophthalmol. 2008. 146; 761-6.

Manuel, O., et al. Comparison of QuantiFERON-TB Gold with tuberculin skin test
for detecting latent tuberculosis infection prior to liver transplantation. Am J
Transplant. 2007. 7; 2797-801.

Matulis, G., et al. Detection of latent tuberculosis in immunosuppressed patients
with autoimmune diseases performance of a Mycobacterium tuberculosis antigen
specific IFN-gamma assay. Ann Rheum Dis. 2007. 67; 84-90.

Mirtskhulava, V., et al. Prevalence and risk factors for latent tuberculosis infection
among health care workers in Georgia. Int J Tuberc Lung Dis. 2008. 12; 513-5109.

Nakaoka, H., et al. Risk for tuberculosis among children. Emerg Infect Dis. 2006.
12; 1383-8.

Pai, M., et al. Mycobacterium tuberculosis infection in health care workers in rural
India: comparison of a whole-blood, interferon-g assay with tuberculin skin testing.
JAMA. 2005. 293; 2746-55.

Ponce de Leon, D., et al. Comparison of an interferon-gamma assay with tuberculin
skin testing for detection of tuberculosis (TB) infection in patients with rheumatoid
arthritis in a TB-endemic population. J Rheumatol. 2008. 35; 776-81.

Richeldi, L., et al. Prior tuberculin skin testing does not boost QuantiFERON-TB
results in paediatric contacts. Eur Respir J. 2008. 32; 524-5.

Rothel, J.S. and Andersen, P. Diagnosis of latent Mycobacterium tuberculosis
infection: is the demise of the Mantoux test imminent? Expert Rev Anti Infect Ther.
2005. 3; 981-93.

Schoepfer, A.M., et al. Comparison of interferon-gamma release assay versus
tuberculin skin test for tuberculosis screening in inflammatory bowel disease. Am J
Gastroenterol. 2008. 103; 2799-806.

Silverman, M.S., et al. Use of an interferon-gamma based assay to assess bladder
cancer patients treated with intravesical BCG and exposed to tuberculosis. Clin
Biochem. 2007. 40; 913-5.

Stebler, A., et al. Whole-blood interferon-gamma release assay for baseline
tuberculosis screening of healthcare workers at a Swiss university hospital. Infect
Control Hosp Epidemiol. 2008. 29, 681-3.

31



12. SERVICE SI SUPORT TEHNIC

Pentru service si suport tehnic va rugdm sa contactati:

Cellestis International Pty Ltd:

Cellestis GmbH:

Phone: +61 3 8527 3500
Fax: +61 3 9568 6623
E-mail: techsupport@cellestis.com

(Europa) Phone: +49 6151 428 59-0
Fax: +49 6151 428 59-110
Email: _techsupport@cellestis.com

Website: www.cellestis.com

Alte tari:

Tara Numir gratuit

Australia 9001 5776

Austria 0800 8020034

Belgia 0800 75351

Franta 0800911164

Germania 0800 182 7452

Irlanda 1800 550 417

Olanda 0800 022 5340

Noua Zeelanda 0800 44240

Elvetia 0800 561 802

Marea Britanie 0800 680 0630
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13. PROCEDURA DE TESTARE PE SCURT

STADIUL 1 -INCUBAREA SANGELUI

1. Colectati sangele pacientului in tuburile de colectare a
sangelui si amestecati temeinic, prin agitarea tuburilor
in sus si in jos (de 10 ori), pentru a fi siguri ca intreaga
suprafata interioara a tubului a fost acoperita cu sange
in scopul solubilizarii antigenului pe perertii tubului.

2. Incubati tuburile in pozitie verticala
la 37°C timp de 16 - 24 ore.

3. Dupa incubare, centrifugati tuburile timp de 5 pana la 15
minute la 2000 - 3000 RCF (g), pentru a separa plasma si
hematiile. S

{
i

4. Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea in
sus §i 1n jos sau amestecarea probelor de plasma inainte
de recoltare. Pe toata durata de lucru, trebuie acordata o
atentie sporitd, astfel Incat materialul de la suprafata
gelului s nu se deterioreze.



STADIUL 2 - IFN-y ELISA

1. Echilibrati componentele ELISA, cu exceptia
Concentratului Conjugat 100X, la temperatura camerei,
pentru cel putin 60 minute.

2. Reconstituiti Kit-ul Standard la 8,0 UI/MI, cu apa
distilatd sau deionizata. Preparati patru (4) dilutii
standard.

3. Reconstituiti liofilizatul de Concentrat Conjugat 100X
cu apa distilatd sau deionizata.

4. Preparati conjugatul concentratie de lucru in Diluant
Verde si adaugati 50 pL n toate godeurile.

5. Adaugati 50 pL din probele de plasma pentru testare si
adaugati 50 pL de standarde in godeurile adecvate.
Amestecati utilizand agitatorul.

6. Incubati pentru 120 minute la temperatura camerei.

CJ
C3
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STADIUL 2 - IFN-y ELISA (Continuare)

7. Spalati godeurile de cel putin 6 ori cu 400 puL/godeu
cu apa tampon.

8. Adaugati 100 pL Solutie Substrat Enzima in godeuri. / / / /
Amestecati utilizand agitatorul.
9. Incubati pentru 30 minute la temperatura camerei.

S 1

10. Adaugati 50 pL Solutie de oprire a Enzimei n toate / / / /
godeurile. Amestecati utilizand agitatorul. U U Ll LI

11. Cititi rezultatele la 450 nm cu ajutorul unui filtru de
referintade 620-650 nm.

12. Analizati rezultatele.
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14. MODIFICARI SEMNIFICATIVE

Modificarile semnificative din aceasta versiune (05990301G-lulie 2011) a Prospectului

QFT sunt prezentate pe scurt in tabelul de mai jos:

Sectiune Pagi Modificari
na

5. Colectarea si 11 | Modificare la modul de agitare a tuburilor
manipularea plasmei
6. Instructiuni de utilizare 13 | Modificare la modul de lucru cu tuburile cu sdnge
6. Instructiuni de utilizare 15 Modificare la modul de lucru cu probele de plasma
10. Informatii tehnice 28 Adaugire: “Amestecarea probelor de plasma in

tuburile de colecatare QFT Tnainte de recoltare”
12. Serviciul tehnic 32 | Adresa noua de e-mail a serviciului tehnic

36




Fabricat pentru:
Cellestis Limited (Australia) and Cellestis GmbH (Europa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Phone (Aust) +61 3 8527 3500, (Europe) +49 6151 428 59-0

E-mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Doc. No. 05990301G
lulie 2011

| EC | REP |

MDSS GmbH

Schiffgraben 41
30175 Hannover

Germany

37


mailto:quantiferon@cellestis.com�
http://www.cellestis.com/�

	10 x flacon
	1 x flacon

