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1. UTILIZARE INTEN TIONAT A

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) este un test pentru diagnosti vitro, care
utilizeaz un cocktail de peptide: ESAT-6, CFP-d0TB7.7(p4) care stimuleaza celulele
din sangele intreg heparinizat. Detacy-interferonului (IFNy) prin Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) este utilizggentru identificareaaspunsurilorin vitro la
aceste antigene peptide care sunt asociate cuisntedVlycobacterium tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold IT este un test indirect pentru infiaccu M. tuberculosis
(inclusiv boala)si este destinat utiliaii Tn acociaie cu evaluarea riscului, radiografie
alte evaldri medicalesi de diagnostic.

2. REZUMATUL SI EXPLICA TIA TESTULUI

Tuberculoza este o baatransmisibif, cauzai de infegia cu organismele complexe
M. tuberculosis(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanumgare in mod normal se
Tmprastie la noi gazde, prin pituri ce conin nuclei care se imgtie in aer de la pacign
cu tuberculoz. Un individ nou infectat poate deveni bolnav deetculoz n decurs de
saptamani pana la luni, dar majoritatea indivizilor iofgi raman in stare de infectie
latenta. Infega latent de tuberculoz (ILTB), o stare asimptomaticnetransmisibd,
persist la unii indivizi, care pot dezvolta boala de tuhdozi mai tarziu, dup luni sau
ani. Scopul principal al diagnosiid ILTB este $i ia in considenge tratamentul medical
pentru prevenirea tuberculozei. Réecent, testul dermatologic de tubercall(TDT) a
fost singura metad disponibik pentru diagnosticarea ILTB. Sensibilitatea cutariat
tuberculiri apare de la 2 pénla 10 gptaimani dup infectare. Oricum, unii indivizi
infectai, incluzand pe aceia cu un interval larg de cpnde impiedia fungiile
imunitare dar, de asemenea,ceilalti fara aceste condi, nu raspund la tuberculin
Dimpotriva, unii indivizi pentru care este po probabil 4 aibe infegie cu M.
tuberculosismanifesi sensibilitate la tuberculinsi au rezultate TDT pozitive ddp
vaccinarea cu bacil Calmette-Guérin (BCG), ififeccu mycobacteria, alta decat
complexulM. tuberculosissau ai factori nedetermina

ILTB trebuie deosehit de boal de tuberculoz, o stare raportakil care, de obicei,

implica plamanii si tractul respirator inferior, de si alte sisteme de organ pot fi, de
asemenea, infectate. Boala de tubercukeste diagnosticatde rezultate istorice, fizice,
radiologice, histologicei micobacteriologice.

Testul QuantiFERORITB Gold IT este un test pentrispunsurile celulare imun-mediate
(CIM) la antigenele peptidice care stimulggzoteinele micobacteriene. Aceste proteine,
ESAT-6, CFP-10si TB7.7(p4), sunt absente din toatesede BCGsi din majoritatea
micobacteriilor non-tubercul@z cu excepa M. kansasii, M. szulgai M.
marinum? Indivizii infectai cu organismele complexult¥l. tuberculosisau de obicei
limfocite in sangele lor, care le recunosc pe aeashlte antigene micobacteriene. Acest
proces de recungi@re impli@é generareasi secreia citokinei, IFNy. Detegia si
cuantificarea ulteriodara IFN+ st la baza acestui test.



Antigenele utilizate in QuantiFERCONTIB Gold IT sunt un cocktail de peptide ce
stimuleaz proteinele ESAT-6, CFP-10 TB7.7 (p4). Numeroase studii au demonstéat ¢
aceste antigene peptide stimukeaispunsurile IFNy in celulele T ale indivizilor infecta
cu M. tuberculosisdar in general nu la persoanele neinfectate saeléavaccinate cu
BCG fara boah sau risc de ILTB:3* Oricum, tratamentele medicale sau cdiildicare
reduc fungonalitatea imunitar pot reduce poteial raspunsurile IFNy. Paciefii cu alte
anumite infedi micobacteriene pot fi de asemenea sensibili3&AE-6, CFP-1Gi TB7.7
(p4), deoarece genele care codifaceste proteine sunt prezente in M. kansasii, M.
szulgaisi M. marinum*? Testul QuantiFERORITB Gold IT este un test pentru ILTB
catsi un ajutor pr@os pentru diagnosticarea infest complexe cu M. tuberculosida
pacienii bolnavi. Un rezultat pozitiv stisie diagnosticul de baate tuberculoZ, oricum,
infectile cu alte micobacterii (de ex.M. kansasii pot de asemenea sletermine
rezultate pozitive. Alte evaini medicale si de diagnosticare sunt necesare pentru
confirmarea sau excluderea bolii de tuberciuloz



Principiile dozarii

Sistemul QuantiFERONTB Gold IT utilizeaz tuburi de colectare a sangelui
specializate, care sunt utilizate pentru colectaée®elui integral. Incubarea séangelui are
loc in tuburi, timp de 16 pénla 24 de ore, dupcare plasma este recoliai testai
pentru prezeya IFN<y, produs caaspuns la antigenele peptide.

Testul QuantiFERORITB Gold IT este efectuat in dbetape. Intai, sangele intreg este
colectat in fiecare din tuburile QuantiFER®NB Gold de colectare a sangelui, care
includ un tub de control Nil, un tub Antigen EBun tub Mitogen, ofional.

Tubul Mitogen poate fi utilizat cu testul QuantiFBR®-TB Gold IT, ca un control
pozitiv. Acesta poate fi in special util in caznldare exigt un dubiu referitor la starea
imunitada a individului. Tubul Mitogen sergée, de asemenea, ca un control pentru
corecta manipularg incubare a sangelui.

Tuburile trebuie incubate la 37°C cat mai repedsitpbbmaxim la 16 ore de la colectare.
Dupa o perioad de incubare de 16 pama 24 de ore, tuburile sunt centrifugate, plasma
este indejfrtati, iar cantitatea de IFN{UI/mL) masurat de testul ELISA.

Un test este considerat pozitipentru #spunsul la tubul Antigen TB daceste
semnificativ peste valoarea IFNUI/mL din tubul Nil. Daé este utilizai, proba de
plasni Mitogen-stimulad servgte ca un control pozitiv de IFiN-pentru fiecare prab
testaii. Un i@spuns sazut la Mitogen (<0,5 Ul/mL) indi€ un rezultat nedeterminat dac
0 proka de sange are de asemengspuns negative la antigenele TB. Acest model poate
apare cu limfocite insuficiente, data activitatii limfocitare reduse ca urmare a
manipubirii necorespun#oare a probei, datodfit umplerii/omogeniirii incorecte a
tubului Mitogen, sau a incapadii limfocitelor pacientului de a produce IFN-Proba Nil
ajusteaz fundalul, efectele anticorpului heterofil, sau HyNhespecific in probele de
sange. Concenttia IFN-y din tubul Nil este szuta din concentrga IFN-y din tubul
Antigen TBsi tubul Mitogen (dag este utilizat).

Timpul necesar pentru efectuarea doirii

Timpul necesar pentru efectuarea @dzQuantiFERON-TB Gold IT este estimat mai
jos; timpul tesirii probelor multiple da& sunt nurdrate este, de asemenea, indicat:

Incubarea tuburilor cu séange la 37°C: 16-24 ore
ELISA: Aprox. 3 ore pentru o pla&ELISA
(28 pan la 44 indivizi)
* <1 0 oa de muna
* Se adaug 10-15 minute pentru fiecare
extra plad



3. REACTIVII SI MODUL DE P ASTRARE

Tuburile de colectare a sangelui Tuberculazsi Control Antigen
Numair de Catalog: 0590 0301

1. Control Nil (capac Gri) 100 x tuburi
2. Antigen TB (capac Ra) 100 x tuburi
3. Control Mitogen (capac Mov) 100 x tuburi

NOT4:  Tuburile sunt disponibilgi in alte configuraii:

No.de catalog 0590-0201100 x Control Nil, 100 x tuburi cu
Antigene TB.
No.de catalog. 0593 020100 x tuburi cu Control Mitogen.

Tuburi pentru Tnalt a altitudine (a se vedea séitinea 5)

No.de catalog 0590 0501 Altitudine inaltz) 100 x Control Nil,
100 x tuburi Antigen TB.

No.de catalog 0590 0505A(titudine Tnaltz) 100 x Control Nil,
100 x TB Antigen & 100 x Mitogen.

No. De catalog T0593 050Altitudine Tnaltz) 100 x tuburi Control
Mitogen.

Componenete ELISA — Nunir de Catalog: 0594 0201

. Benzi Micropiici 24 x 8 hcaguri

. Standard IFN-Uman, liofilizat 1 x flacon

. Diluant Verde 1 x 30mL

. Conjugat 100X Concentrat, liofilizat 1 x 0.3mL
. Apa tampon 20X Concentrat 1 x 100mL

. Soluie Substrat Enzithl x 30mL

. Soluie de oprire a Enzimei 1 x I5mL

~NOoO oIk, WNE

Materiale necesare (dar nu furnizate)

* Incubator 37°C. CO2 nu este necesar.

* Pipete calibrate de volum variabil pentru elibesaa 1QuL para la 1000uL, cu capetele
de unia folosinta.

» Pipeti multicanal calibrat capabii sa elibereze 5QL si 100 uL, cu capetele de unic
folosinta.

» Omogenizator micropléac

» Apa deionizai sau distilat - 2L.

 Spilator micropla@ (este recomandat &ptor automat).

» Cititor micropla@ cuplat cu filtrul 450nngi 620nm la filtrul de referiti 650nm.



Instructiuni de pastrare

Tuburile de colectare a sangelui

* Tuburile de colectarea a sangelui 8styeaz la 4°C paa la 25°C.
« Termenul de valabilitate al tuburilor de coleetar sangelui QuantiFERGNIB Gold
este de 15 luni de la data falaric daca sunt fastrate la 4°C panla 25°C.

Reactivii Kit-ului

« Kit-ul se pistrea la frigider, la 2°C panla 8°C.

* A se feri intotdeauna Sala Substrat Enzighde lumina soldrdirect.

« Termenul de valabilitate al kit-ului ELISA QuaRERON’-TB Gold este de 3 ani de la
data fabridrii, daci se fastreas la 4°C paa la 8°C.

Reactivii reconstituil si neutilizayi

Pentru instruguni privind modul de reconstituire a reactivilora rugim sa vedai
Segiunea 6 (pagina 11).
* Kit-ul Standard reconstituit poate figirat paa la 3 luni, dag este pstrat la 2°C pan
la 8°C.

° Notgi data la care Kit-ul Standard a fost reconstituit.
» Odat reconstituit, Concentratul Conjugate 100X neuwtilirebuie in continuareigtrat
la 2°C pas la 8°Csi trebuie, de asemenea, utilizat in decurs de 3 lun

° Notgi data la care Conjugatul a fost reconstituit.
» Concentraa de lucru a Conjugatului trebuie utilizdh decurs de 6 ore de la preparare.
» Concentraa de lucru a Apei Tampon poate figirati la temperature camerei E@&la
2 siptamani.



4. ATENTIONARI S| PRECAUTII

Atentionari

« Un rezultat negativ al testului QuantiFER®BNB Gold IT nu exclude posibilitatela
infectiei cu M. tuberculosissau a bolii de tuberculazrezultatele false-negative pot|fi
datorate stadiului infeei (de ex., proba almuta inainte de apaia raspunsului imunita
celular), condii co-morbide care afecteaZungiile imunitare, incorecta manipulare|a
tuburilor de colectare a sangelui dwenopunctut, efectuarea incorecta doazrii, sau
alte variaii imunologice.

« Un rezultat pozitiv al testului QuantiFERGN'B Gold IT nu trebuie & reprezinte
singurasi definitiva baz pentru determinarea infgei cu M. tuberculosis.Efectuarea
incorect a dozrii poate determinaispunsuri fals pozitive.

« Un rezultat pozitiv al testului QuantiFERGNB Gold IT trebuie urmat de o evaluare
medicah ulterioati si 0 evaluare a diagnosticului pentru boala actile tuberculoz
(de ex., frotiusi cultura AFB, radiografie pulmonaj.

« In timp ce ESAT-6, CFP-1§i TB7.7(p4) sunt absente din toate tulpinile BGIin
majoritatea micobacteriilor ne-tuberculoase cuntesoeste posibil ca un rezultat pozit
al testului QuantiFERORITB Gold IT € poat fi datorat infedei cu M. kansasii,
M. szulgaior M. marinum.Daca sunt suspectate astfel de infedrebuie effectuate teste
alternative.

\'




Precauii
* Test pentru diagnosticarein vitro.

 Daunator: Solutia Substrat de Enzini contine 3,3",5,5 Tetrametilbenzidincare este
daunatoare prin ingestie, inhalare sau la contactul ielep. Iritani pentru pielesi ochi.
Mutagera.

Utilizati masuri de protege a ochilor, purtda manusi si manipulai soluia ca un potegal
carcinogen.

» Daunitor: Solutia de Oprire a Enzimei conine H,SO,, care este ainator prin
ingestie, la contactul cu ochii, contactul cu paeje prin inhalare. Utiliza masuri de
protegie a ochilor, purtda manusi si utilizati halatele normale de laborator pentru
protegie. Dac soluia deOprire a Enzimei intrin contact cu pielea sau cu ochiialsg
bine zona afectatcu afa si apoi consulta medicul.

» Daunator: Standardul IFN-y si Concentratul de Conjugat 100X pot produce
discomfort dag sunt ingeratei pot produce iritdi ale pielii. Purtai manusi si utilizati
halatele normale de laborator pentru prigec

» Manipulati sangele uman cai cum ar fi potential infectios. Tineti seama de ghidurile
relevante de manipulare a sangelui.

» Timerosalul este utilizat cai conservant Tn unii reactivi. El poate fi toxicgungestie,
inhalare sau la contactul cu pielea.

* Diluantul Verde contine in mod normal ser ghut de lasoarecisi cazeird, care poate
declaga raspunsuri alergice; evitiacontactul cu pielea.

» Devigiile de la modul de utilizare specificat Tn Prodpgot determina ainerea

rezultatelor eronate. & rugim i cititi cu atenie instrugiunile Tnainte de utilizarea
testului.

* Nu utilizai kit-ul dac vreunul din flacoanele cu reactive prezisemen de deteriorare
sau scurgere Tnainte de utilizarea acestora.

* Nu amesteaa sau nu utiliza reactivi ELISA din alte serii de Kkit-uri
QuantiFERON-TB Gold.

* Eliminai reactivii neutilizai si probele biologice conform regleméntor locale
naionale sau federale.

* Nu utilizai tuburile de colectare a sangelui sau kit-ul ELISAdupa data de expirare.



5. COLECTAREA SI MANIPULAREA PROBEI

Testul QuantiFERORITB Gold IT utilizeaz urmitoarele tuburi de colectare:

1. Control Nil (Capac gri cu inel alb) ( a se utiliwdre nivelul narii si 810m)

Antigen TB (Capac ru cu inel alb) (a se utiliza intre nivelubm si 810m)

3. Control Mitogen - oponal (Capac mov cu inel alb) (a se utiliza intreetul
marii si 810m)

N

4. Control Nil (Capac gri cu inel galben) (a se uslintre 1,020ni 1,875m)

Antigen TB (Capac ra cu inel galben) (a se utiliza intre 1,02§im,875m)

6. Control Mitogen - oponal (Capac mov cu inel galben) (a se utilizagntr
1,020msi 1,875m)

o

Antigenele au fost uscate n peretele interiorulutilor de colectare a sangelui, astfel
ncat este es@al ca, cominutul tuburilor & fie viguros omogenizat su sangele. Tuburile
trebuie transferate intr-un incubator la 37°C,roat repede posibil (maxim 16 ore de la
colectare).

Pentru olinerea rezultatelor optime trebuie respectateitoarele proceduri:

1. Pentru fiecare subiect se colectedmL de sange prin venopunctudirect in fiecare
tub de colectare a sangelui din testul QuantiFEROR Gold IT.

» Deoarece din tuburile de 1mL séngele se extralgdiv incet, pstrai tubul in ac
timp de 2-3 secunde diuge tubul pareasfie complet umplut, pentru a fi siguri este
extras volumul corect.

Semnul negru de o parte a tuburilor in@dieolumul de umplere de 1mL.

Tuburile de colectare a sangelui testului QuantiFER-TB Gold au fost validate pentru
volume de la 0,8 panla 1,2mL. Dag nivelul séangelui in oricare tub nu este aproape de
linia indicatoare, se recomands se olping o altz proba de sange.

» Daa se utilizeaz un “ac fluture” pentru colectarea sangelui, trebuiilizat un
tub “de epurare”, pentru a asigura tbul este umplut cu sange inainte ca tuburile
QuantiFERON-TB Gold i fie utilizate.

2. Se amestécprin agitare puternica in sussi in jos de 10 ori,pentru a fi sigur &
intreaga suprafaa interioar a a tubului a fost acoperitcu sange.

* Este necesailomogenizarea puterricpentru a asigura omogenizarea conapdet
sangelui cu camuturile tubului.

3. Eticheta adecvat tuburile.

4. Tuburile trebuie transferate in incubator la@¢at mai repede posihil in decurs de
16 ore de la colectare. Ndgarai la frigider sau nu congsigorobele de sange.

» Dadi sangele nu este incubat imediat &laplectareagitarea tuburilor trebuie
repetati imediat Tnainte de incubare.

10



6. INSTRUCTIUNI PENTRU UTILIZARE

Stadiul intai — Incubarea sangelusi recoltarea plasmei

Materiale furnizate
Tuburile de colectare a sangelui QuantiFEROMB Gold IT (vezi Setiunea 3).
Materiale necesare (dar nu furnizate)
Vezi Segiunea 3.
Procedura

1. Daéa sangele nu este incubat imediat @lumlectare,agitarea tuburilor trebuie
repetati imediat Thainte de incubare,dupi cum este descris in Semea 5.

2. Se incubedztuburile IN POZITIE VERTICAL A, la 37°C, timp de 16 panla
24 ore. Incubatorul nu neces(fO, sau umidificare.

3. Dup incubare la 37°C, tuburile de colectare a sangelufi pastrate intre 2°Gi 27°C,
pari la 3 zile inainte de centrifugare.

4. Dup incubarea tuburilor la 37°C, recoltarea plasmée dacilitaé de centrifugarea
tuburilor timp de 15 minute la 2000 gata 3000 RCF (g). Dopul de gel va separa
celulele de plasth Daa aceasta nu se intaraptuburile trebuie recentrifugate la o viiez
mare.

» Este posibil & se recolteze plasmarf centrifugare, oricum, este necesar
precatie suplimentat pentru indefirtarea plasmeifa distrugerea celulelor.

5. Probele de plastrpot fi incircate direct din tuburile de colectare a sangeiuylaca
ELISA a testului QuantiFERONTB Gold, in special dacsunt utilizate stg de lucru
ELISA automate.

6. Alternativ, probele de plagsimpot fi pastrate inainte de ELISA, fie in tuburile
centrifugate, fie colectate in flacoanele dstpare a plasmei. De exemplu, se recolteaz
>15QuL in micropkci cu kcasuri sau Tn microtuburi n stativ in format cu 96laessuri si
astupate pentru a preveni fiesirile si evaporarea in cazul in care probele trebaiées
pastrate.

* Probele de plasinpot fi pastrate paa la 4 siptaimani la 2°C péaila 8°C sau
sub —20°C (de prefeniinla mai puin decat—70°C) pentru perioade extinse.

11



Stadiul doi - IFN-y uman ELISA

Materiale furnizate
Kit-ul ELISA QuantiFERON-TB Gold (vezi Segiunea 3).
Materiale necesare (dar nu furnizate)

Vezi Segiunea 3.

Procedura
1. Toate probele de pladri reactivii, cu excefpa Concentratului Conjugat 100X, trebuie
aduse la temperature camerei (22°C £ 5°C) Tnaiatatiizare. Lasgle cel pyin 60 de
minute pentru echilibrare.

2. Indepirtati benzile care nu sunt necesare din cadru, reameltn folia pungts si
reintroduc@-le in frigider, pentru fstrare pah cind este necesar.

Alocati cel puin o band pentru standardele QuantiFER®NB Gold si suficiente benzi
pentru nundrul de subieg care trebuie tesga(vezi Figurile 2A & 2B pentru formatele 2-
tub si respectiv 3-tub). Duputilizare, f@stragi cadrulsi capacul pentru utilizare cu benzile
ramase.

3. Reconstityi Kit-ul Standard liofilizat cu volumul de &pdeionizai sau distilat

indicat pe eticheta flaconului Standard. Amesieaggor pentru minimizarea Spuimi si

asigurarea solubilizii complete. Reconstituirea Standardului la vollindeclarat va
produce o soliie cu o concenttee de 8,0 Ul/mL.

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

Utilizati Kit-ul Standard reconstituit pentru atote serii de dilte 1 la 4 de IFN¢ in
Diluantul Verde (DV) — vezi Figura 1. S1 (Standajccortine 4 Ul/mL, S2

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

(Standard 4) came 0 Ul/mL (doar DV). Standardele trebuie dozagkpetin Tn duplicat.

PROCEDURA RECOMANDAT A PROCEDURA RECOMANDAT A
PENTRU STANDARDELE PENTRU STANDARDELE
DUPLICAT TRIPLICAT
a. Etichetd 4 tuburi cu “S1”, “S2”, “S3”,| | a. Etichetd 4 tuburi cu “S1”, “S2”, “S3”,

“S4” “S4”

b. Adiugai 150uL de DV in S1, S2, S3, | b. Adiugai 150uL de DV in S1.

S4. c. Adaugai 21uL de DV in S2, S3, S4.
c. Adauggi 15quL de Kit Standard in S | d. Adaugai 15QuL de Kit Standard in S1
si amestecg@viguros. si amestecg@viguros..

d. Transfera 50uL din S1 n S2si e. Transferm 70uL din S1 in S2si
amestec@viguros. amestec@viguros.

e. Transfera 50uL din S2 in S3si f. Transfera 70uL din S2 in S3si
amestec@viguros. amestec@viguros.

f. Doar DV servate ca standard zero (S4). | g. Doar DV servate ca standard zero (S4).

12



FIGURA 1. Prepararea Curbei Standard

15@L 50sau 7@L 50 sau 7QuL
S1 S2 S3 S4
Y _/
(Kit Standard) Standard 1 Standard 2 &ieh3 Standard 4
8.0 Ul/mL 4.0 Ul/mL 1.0Ul/mL 0.25 Ul/mL 0 Ul/mL

GD ONLY)
* Prepard dilutii proaspete de Kit Standard pentru fiecare raggkzISA.
4. Reconstitui liofilizatul de Concentrat Conjugat 100X cu 0,3nalpa deionizai sau
distilati. Amesteca usor pentru minimizarea spumi si pentru asigurarea solubilidi
complete a Conjugatului.
Concentrda de lucru a conjugatului se prepaprin diluarea cantitii necesare de

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

TABELUL 1. Prepararea Conjugatului

NUMARUL DE VOLUMUL DE VOLUMUL DE DILUANT
BENZI CONCENTRAT CONJUGAT VERDE
100X
2 1QuL 1,0 mL
3 1510 1,5 mL
4 20uL 2,0 mL
5 2511 2,5 mL
6 30uL 3,0 mL
7 35uL 3,56 mL
8 4QuL 4,0 mL
9 451 4,5 mL
10 5L 5,0 mL
11 5511 5,5 mL
12 6QuL 6,0 mL

* Amesteca bine dar cu atare, pentru evitarea spuimi.

 Reintroduce orice Concentrat Conjugat 100X neutilizat la 25&% la 8°C, imediat
dup utilizare.

« Utilizati doar Diluant Verde.
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5. Inainte de dozare, plasmele trebuie amestgoaidsu a fi sigur £ IFN-y este distribuit
egal in intreaga prab!

6. Adiugagi 50uL de conjugat concentia de lucru proasi preparat indcasurile
necesare de ELISA utilizand o pipebulticanal.

7. Adaugai 50uL din probele de plasiinde testat inacasurile adecvate utilizand o pipet
multicanal (vezi mai jos formatul recomandat akpl— Figurile 2A & 2B). In final,
adaugagi 50uL in fiecare dintre Standardele de la 1 la 4.

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

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

I O mm OloOlm >

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standaig43(Standard 4).
* 1IN (Proba 1. plasinControl Nil); 1A (Proba 1. plasirAntigen TB).

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

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
7N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 1IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M
8N | 8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

I ® mm O Olw >

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standaig43(Standard 4).
* 1IN (Proba 1. plasinControl Nil); 1A (Proba 1. plasirAntigen TB);
1M (Proba 1. plasinControl Mitogen).
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8. Amestec@ conjugatulsi probele de plasiistandarde viguros, utilizand o microplac
agitator, timp del minut.

9. Acoperii fiecare plad cu capagi incubgi la temperature camerei (22°C + 5°C) timp
de 120 = 5 minute.

* Placile nu trebuie expuse la lundisolag direc& Tn timpul incularii.

10. Tn timpul incubsrii, diluati o parte Api tampon 20X Concentrat cu 18rp apa
deionizai sau distilat si agitai viguros. S-a furnizat suficiemtApa tampon 20X
Concentrat pentru a prepara 2L de Concéetcke lucru ap tampon.

Spilati lacasurile cu 40QuL of Concentrde de lucru ap tampon pentru cel pn
6 cicluri. Este recomandab plaé pentru splare automai

» Spilarea complet este foarte importaifpentru efectuarea dara. Asigurgi-va
ca fiecare ficas esteumplut complet cu api tampon pah la varful Ecasului pentru
fiecare ciclu de spjare. Este recomandab perioad de Tnmuiere de cel gn 5 secunde
intre fiecare ciclu.

* La rezervorul efluent trebuie @augat dezinfectant standard de laborator, iar
pentru decontaminarea materialului pei@nnfecios trebuie urmate procedurile stabilite.

11. Loviti usor placile cu faa in jos pe prosopul absorbant pentru a iada@pa tampon
reziduah. Adauggi 100uL Soluie Substrat Enzithin fiecare dcas si amestecg@ bine,
utilizand o microplag agitatoare.

12. Acoperii fiecare plag cu capagi incubgi la temperature camerei (22°C + 5°C) timp
de 30 minute.

* Placile nu trebuie expuse la lunidisolag direcé Tn timpul incularii.

13. Dup 30 de minute de incubare,aagai 50uL Soluie de Oprire a Enzimei in fiecare
lacas si amestecg

» Soluia de Oprire a Enzimei trebuie @agjat n licasuri in aceeg ordine si
aproximativ la acegaviteza casi substratul din etapa 11.

14. Masurai Densitatea Optic (DO) a fiedrui lacas in decurs de 5 minute de la
terminarea reati, utilizand un cititor microplac cuplat cu un filtru a 450nmi cu un
filtru de referina a 620nm pé&nhla 650nm. Valorile DOsunt utilizate pentru calcek
rezultatelor.
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7. CALCULE SI INTERPRETAREA TESTULUI

Software-ul pentru analiza testului QuantiFERGNB Gold IT, utilizat pentru analiza
datelor olpinutesi pentru calcularea rezultatelor este disponibiladrma Cellestis.

Software-ul efectuedazevaluarea controlului califii dozirii, genereaz curba standarsi
furnizeaz rezultatul testului pentru fiecare subiecfa a&um este detaliat in semea
Interpretarea rezultatelor.

Ca o alternati¥ la utilizarea Software-ul pentru analiza test@uiantiFERON-TB Gold
IT, rezultatele pot fi determinate conform uitoarei metode:

Generarea Curbei Standard

(daai nu este utilizat Software-ul pentru analiza tesitiQuantiFERON®-TB Gold)
Determina media valorilor DO a replicatelor Kit-ului Standape fiecare plac

Construii o curki standard logyloge), reprezentand grafic leg mediei DO (Axa y) in
fungie de log,) concentrgei de IFNy a standardelor in Ul/mL (Axa x), otand

standardul zero din aceste calcule. Calcuiiaia care se potriwge cel mai bine pentru
curba standard, prin analiza regresiei.

Utilizati curba standard pentru determinarea concgeirde IFN-y (Ul/mL) pentru
fiecare din probele de pladrtestate, utilizand valoarea DO a fiesi probe.

Aceste calcule pot fi efectuate utilizand pachetstdtware disponibile cu cititorii
microplac, si program de lucru tabelar standard sau softwaatisst (cum este
Microsoft Excel). Este recomandat ca aceste packiefie utilizate pentru a calcula
analiza regresiei, coeficientul de variation (CV@entru standardsg coeficientul de
corelare (r) al curbei.
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Controlul calitatii Testului

Acuratgea rezultatelor testului este dependes® generarea cu acungea unei curbe
standard.

Din acest motiv, rezultatele pbute pentru standarde trebuie examinate Tnainte ca
rezultatele probei de testatemoat fi interpretate.

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

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

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

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

Software-ul pentru analiza testului QuantiFER®ONB Gold calculeaz si raporteaz
aceti parametric de control ai caliti.

Daci criteriile de mai sus nu sunt indeplinite, anakzte invaliddi si ea trebuie & fie
repetai.

* Valoarea medie a DO pentru Standard Zero (Diluant/erde) trebuie i fie < 0,150.

Daci valoarea medie a DO este > 0,150, procedura deafgre a placii trebuie
investigata.
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Interpretarea Rezultatelor
Rezultatele testului QuantiFERGNB Gold IT sunt interpretate utilizand ufitoarele
criterii:

NOTA: Diagnosticarea sau or excluderea bolii tuberculaz si evaluarea
probabilit atii ILTB necesiti 0 combinare a rezultatelor epidemiologice, istorig,
medicale si de diagnostic care trebuie luate Tn considexge cand se interpreteai
rezultatele testului QuantiFERON®-TB Gold IT.

DACA S-AU UTILIZAT DOAR TUBURILE NIL & ANTIGEN TB

Nil Antigen TB minus Nil | QuantiFERON®-TB Raport/Interpretare
[Ul/mL] [Ul/mL] [Ul/mL]

<8,0 < 0,35 Infectia cuM. tuberculosis
> 0,35si < 25% Negativ NU este posibi
din valoarea Nil
> 0,35si > 25% Pozitiv* Infectia cuM. tuberculosis
din valoarea Nil este posibil

> 8, Oricare Nedeterminat Rezultatele sunt

nedeterminate pentru
raspunsul la Antigen TB

! Daadi infedia cu M. tuberculosisnu este suspectatrezultatele iniale pozitive pot fi confirmate prin
retestarea probelor originale de plasin duplicate in ELISA QuantiFERCONTB Gold. Dad repetarea
testirii unuia sau ambelor replicate este pozitimdividul trebuie considerati@re testul pozitiv.

21n studiile clinice, mai ptin de 0,25% din subigicau avut concentti de IFN-y > 8,0 Ul/mL pentru
Control Nil.

% Vezi segiunea Probleme de trasare pentru cauzele posibile.

Magnitudinea concentriai masurate de IFNy nu poate fi corelatcu stadiul sau gradul
infediei, nivelul spunsului imunitar sau probabilitatea progresi@iecboala acti.
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FIGURA 3. Interpretarea Diagramei de flux cand sur utilizate tuburile
NIL & ANTIGEN TB

Antigen TB — Nil
20,35 Ul/mL

INTERPRETARE

Da

Antigen TB — Nil = 25%
din valoarea Nil

Da
Nu
4_[ Nil < 8,0 IU/mL }
VALIDARE
Da

POZITIV




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

Nil | Antigen TB minus | Mitogen minus | QuantiFERON®-TB Raport/
[ur/ Nil Nil [Ul/mL] Interpretare
mL] [UI/mL] [Ul/mL] *
<8,0 <0,35 >0,5 Infectia cu
> 0,35s1 < 25% Negativ M. tuberculosis
din valoarea Nil >0,5 NU este
posibik
> 0,35si > 25% Pozitiv* Infedtia cu
din valoarea Nil Oricare M. tuberculosis
este posibi
< 0,35 <0,5 Rezultatele sunt
> 0,35si < 25% nedeterminate
din valoarea Nil <0,5 Nedeterminat® pentru
raspunsul la
Antigen TB
> 8,¢f Oricare Oricare

! Raspunsurile la controlul Mitogen pozitii(ocazional Antigen TB) pot fi adesea in afara dpiuleii
cititorului microplaé. Aceasta nu are impact asupra rezultatelor tastulu

2 Daai infedia cu M. tuberculosisnu este suspectatrezultatele iniale pozitive pot fi confirmate prin
retestarea probelor originale de plasin duplicate in ELISA QuantiFERCONTB Gold. Dad repetarea
testirii unuia sau ambelor replicate este pozitimdividul trebuie considerati@re testul pozitiv.

% Vezi segiunea Probleme de trasare pentru cauzele posibile.

*1n studiile clinice, mai ptin de 0,25% din subigicau avut concentta de IFN-y > 8,0 Ul/mL pentru
Control Nil.

Magnitudinea concentti@i masurate de IFNy nu poate fi corelatcu stadiul sau gradul
infediei, nivelul spunsului imunitar sau probabilitatea progresi@iecboala actix.
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FIGURA 4. Interpretarea Diagramei de flux cand surt utilizate tuburile
NIL, ANTIGEN TB & MITOGEN

INTERPRETARE

Mitogen — Nil < 0,50 Ul/mL

si/sau
Nil > 8,0 Ul/mL

Da

Nu

Nu

A

NEGATIV

y

Nu

VALIDARE

Antigen TB — Nil
20,35 Ul/mL

Da

Antigen TB — Nil = 25%
din valoarea Nil

Da

Nil < 8,0 Ul/mL }

Da

A 4

POZITIV
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8. LIMIT ARI

Rezultatele testului QuantiFERGNB Gold IT trebuie utilizate Tn conjutie cu istoricul
epidemiologic al fiegrui individ, starea medicalcurend si alte evaldri diagnostice.

Indivizii cu valori Nil mai mari de 8 Ul/mL sunt asificai ca “nedeterminat”, deoarece
un raspuns mai mare cu 25% la Antigenele TB poate &fama domeniului de asurare a
doazrii.

Rezultatele pe care nu tetpbaza sau rezultatele nedeterminate pot aparetiato
* Devigiile din procedura desctsn Prospect,
* Nivelele excesive de IFM-<irculant sau prezes anticorpilor heterofili,

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

9. CARACTERISTICILE PERFORMAN TEI
Studii clinice

Deoarece nu ex&tun standard definitiv pentru infge lateni de tuberculoz (ILTB),
sensibilitateai specificitatea estimatpentru testul QuantiFERONTB Gold IT nu poate
fi practic evaluat. Specificitatea testului QuantiFERGNB Gold IT a fost aproximat
prin evaluarea evaluarea ratelor fals pozitivedespanele cu risc &ut (fara factori de
risc cunosctl) pentru infegia de tuberculaz Sensibilitatea a fost aproxiniaprin
evaluarea grupurilor de pacienu cultu confirmati de boal TB activa.

Specificitate

Intr-un studiu efectuat Tn SUA care a finrolat 86@lumtari, sangele pentru testul
QuantiFERON-TB Gold IT a fost recoltat cand a fost plasat TSmformaiile
demograficesi factorii de risc pentru TB au fost determinatilizand un studiu standard
la timpul de testare. Din 432 volunta#ird factori de risc cunosgupentru infe¢gia cu
M. tuberculosis rezultatele testului QuantiFERGNB Gold IT si TST au fost
disponibile pentru 391. Nici unul nu a fost vactiCG. Un al doilea studiu de
specificitate a fost efectuat cu QuantiFERBRB Gold IT la indivizi cu risc sizut din
Japonia, din care aproximativ 90% au fost vaaciBEG. Rezultatele din ambele studii
de specificitate sunt prezentate in Tabelul 2.
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TABEL 2. Specificitatea QuantiFERON®-TB Gold IT: Rezultatele pentru
persoanele fira risc raportat infectia cu M. tuberculosis

STUDIUL | Vaccinar | Total | Nr. Nr. QFT-G | Specifi- Nr. Specifici-
e BCG % |testai | QFT-G | Pozitiv/ Nr. | citatea TST tatea
Nedeter- | Testelor QFT-G Pozitiv | TST*
minat Valide (95% IC) |/ Nr. (95% IC)
Testdi
SUA 0% 391 1 3/390 99,2% | 6/391 98,5%
(nepublicat) (97,6-99,8) (96,5-99,4)
Japonia ~90% 190 4 3/186 98,4% - -
(nepublicat) (95-99,6)
TOTAL 581 5/584 6/576 99,0% - -
(0,9%)

*Utilizand o limita a 10mm TST. Specificitatea TST estithaaste 99,1%, dacse
utilizeaz o limita de 15mm.

Sensibilitatea pentru TB activa

Suspetii TB din Australia si Japonia care au fost ulterior confirn&u infeaie de
M. tuberculosis prin cultui, au fost test pentru evaluarea sensibili |a
QuantiFERON-TB Gold IT. Deoarece nu existin test standard definitiv pentru infiec
latent de tuberculoz (ILTB), un surogat adecvat este cultura microlgaid a M.
tuberculosis,deoarece pacigincu boak sunt prin definie infectai. Pacienii au primit
tratament mai pin de 8 zile Tnaite de colectarea sangelui pemstut QuantiFEROR
TB Gold IT.

Tabelul 3 rezura rezultatele de la cele dowrupuri de pacigncu cultut pozitiva de
M. tuberculosis Sensibilitatea globala QuantiFEROR-TB Gold IT pentru boala activ

TB a fost 89% (48/54).

TABEL 3. QuantiFERON ®-TB Gold IT: Subiectii cu cultur i confirmati de infeaie
cu M. tuberculosis

STUDIU Boala Nr. QFT-Gold | Sensibilitatea
confirmata | Pozitiv / Nr. QFT-Gold
de Testelor Valide | (95% IC)
Pacieni TB Japonezi Cultura 24 1 27 89%
Studiu de validare (72-96%)
Pacien TB Pulmonar 7110 70%
Australieni Cultura (40-89%)
Studiu de | Extrapulmonar 171717 100%
validare (82-100%)
TOTAL 48 / 54 89%
(78-95%)
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Diagnosticul de ILTB

Un numir de studii care au fost publicate demonstigzerformana QuantiFEROR-TB
Gold IT la populdi variate cu risc de ILTB. In principiu, rezulté¢ecatorva studii
selectate sunt prezentate in Tabelul 4.

TABEL 4. Studii publicate selectate privind QuantiFERON®-TB Gold IT la
populdi cu risc de ILTB.

STUDIUL Total testati Rezultate
Indieni HCW 726 Aflare la rate TB foarte mari. 40% QFT-Golddazitivi cf
(Paiet al2005¥° 41% TST pozitivi la 10mm. Mare concordaeu TST, nici

un efect al BCG pe nici un test. Ambele teste legit
factorii de risc de varati perioada de lucru Tn domeniul
profesiongtilor din sinitate.

Danezi cu HIV 590 Prevalefa globad a ILTB cu QFT-Gold IT a fost 4,6%
(Brock et al2006§ (27/590) la HIV+ persoane. Rezultatele pozitive fast
asociate cu riscurile TB.

Doi subie¢i pozitivi la QFT-Gold IT au progresat la TB
activi in decurs de un an. aBounsurile nedeterminalt
(n=20, 3,4%) au fost semnificativ asociate cu umiru
CD4 <100 /ulL.

[}

Copii spitalizai 105 Copiii la care TB a fost suspeétatiu au avut un istoric de
(Dograet al2006)* contact TB au fost tegtacu QFT-Gold IT and TST. 10,5%
QFT-Gold IT pozitivi cf 9,5% TST pozitivi la 20mm.
Acordul intre teste a fost 95,2% glokall00% la
nevaccind BCG.

Contacte Germane 309 Contactele stranse a 15 cazuri diferite autéssate. 51%
(Diel et al2006)* au fost vaccin@BCG, 27% riscui in strinatate. 70%
dintre cei vaccin@ BCG si 18% dintre cei nevaccitisau
fost pozitivi TST (5mm), in timp ce 9%brespectiv 11% au
fost pozitivi QFT-Gold IT. QFT-Gold IT a fost asaticu
riscul TB. TST a fost asociat doar cu vaccinar€sB

Mult mai multe publicgi descriu performaga mai pgin senzitii a unei versiuni de
antigen lichid a QuantiFERONTB Gold (precursor al QuantiFERGNIB Gold IT)si a
testului QuantiFERORITB Gold IT. Aceste studii includ utilizarea testiftestelor) la
contacte ale cazurilor de TB activ'**? copif*%%?% HIV pozitivi®>?° profesioniti
din domeniul medicaf?®*? deprimai din punct de vedere imunologit?*%3273:31

precumsi susped TB”#1%%%; indivizi cu risc sazut™.

Repetabillitateasi efectul TST asupra tesdrii ulterioare cu QuantiFERON ®-TB

Gold IT

Ca parte a studiului de specificitate SUA, un stilogevoluntari s-au odihnit intre ¢
5 siptimani dug testul original QuantiFERONTB Gold ITsi TST.

Rezultatele QuantiFERONTB Gold IT pentru 260 recrufieau fost disponibile la ambele
puncte de timp, iar acordul a fost 99.6% (259/268).TST anterior nu a indugspunsuri
pozitive did la QuantiFERONTB Gold IT.
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10. INFORMATII TEHNICE

Rezultate nedeterminate

Rezultatele nedeterminate vor fi nefrecveniepot fi legate de starea imunifaml
individului care este testat, dar pot fi, de asesaefegate de un ndimde factori tehnici:

» Mai mult de 16 ore de la scoaterea s\ngelui dedabarea la 37°C,

* Pastrarea sangelui in afara domeniului de temperatmomandat (22°C £ 5°C),
* Amestecarea insuficient tuburilor de colectarea a séangelui,

» Spalarea incomplet a phcii ELISA.

Dac sunt suspectate probleme tehnice legate de cdactau manipularea probelor de
sange, repetaintregul test QuantiFERONTB Gold IT cu un nou specimen de sange.
Repetarea testi ELISA a plasmelor stimulate poate fi efectualac sunt suspectate
spalarea inadecvat sau alte devia de procedutr ale testului ELISA. Testele
nedeterminate care rezuldin valori Mitogen sazute sau valori Nil ririte nu sunt de
asteptat 4 se schimbe la repetare, decat adac fost o eroare la testarea ELISA.
Rezultatele nedeterminate trebuie raportate ca.adedicii pot alege aretraseze un
specimen sauiasefectueze alte proceduri dupum este adecvat. Physicians may choose
to redraw a specimen or perform other procedureppsopriate.

Probele de plasni coagulat

Dac la pastrarea pe termen indelungat a probelor de plasemformeax cheaguri de
fibrina, centrifugai probele pentru sedimentarea materialului coagulaé¢ntru facilitarea
pipetrii plasmei.
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Probleme de trasare ELISA

Dezvoltarea nespecifica colorgiei

CAUZA POSIBIL A

SOLUTIA

Spilarea incomplet a phcii. Spilati placa de cel pin 6 ori cu 40QL/lacas
tampon de spare. Mai mult de 6 cicluri de Sjare
pot fi necesare, in fugie de lichidul de sgare
utilizat. Trebuie utilizat un timp de Tnmuiere d& ¢
pugin 5 secunde intre cicluri.

Contaminarea incru@ti a Aveti grija la pipetareai amestecarea probei, pentfu
lacasurile ELISA minimizarea riscului.

Kit-ul / Componentele au Asigurai-va ca kit-ul este utilizat pahla data de
expirat. expirare a acestuia. Asigtiraa ca Standardusi

Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate in decurs de trei luni de la data reciounsii

acestora.
Soluia Enzimi Substrat este Aruncai substratul dactexist o coloraie albasti.
contaminal. Asigurgi-va ca sunt utilizate rezervoarele curate dg
reactiv.

Citiri penttru standarde cu densitate optienica

CAUZA POSIBIL A

SOLUTIA

Eroare privind dilgia Standardului.

Asigurgi-va ca dilutiile Kit-ului Standard sunt
preparate corect, conform Prospectului.

Eroare de pipetare.

Asigurgi-va ca pipetele sunt calibrate utilizate
conform instrugunilor produétorului.

Temperatura de incubare este pre
SGizuta.

dncubarea ELISA trebuie efctdda temperatura
camerei, intre 17°6§ 27°C.

Timpul de incubare este prea scut

tiIncubarea gicii cu conjugat, a standardelor

probelor trebuie®saiba loc 120 + 5 minute. The
Soluia Enzini Substrat este inculdgpe plad
timp de 30 minute.

Filtrul de citire a picii este incorect
utilizat.

Placa trebuie cititla 450 nm, cu un filtru de
referina intre 620si 650nm.

Reactivii sunt prea reci.

Toti reactivii, cu excefla Concentratului Conjugat
100X, trebuie acii la temperatura camerei inainte
de inceperea dadi. Aceasta duredizaproximativ
0 OI.

Kit-ul / Componentele au expirat.

Asigtiraa ca kit-ul este utilizat pahla data de
expirare. Asigurg-va ca Standardusi
Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate in decurs de trei luni de la data
reconstituirii acestora.
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Background ridicat

CAUZA POSIBIL A

SOLUTIA

Spilarea incomplet a phcii.

Snilati placa de cel piin 6 ori cu 40QL/ lacas
tampon de spare. Mai mult de 6 cicluri de
spilare pot fi necesare, in fugie de lichidul de
spalare utilizat. Trebuie utilizat un timp de
inmuiere de cel gin 5 secunde intre cicluri.

Temperatura de incubare prea
ridicata.

Incubarea ELISA trebuie efctdda temperatura
camerei, intre 17°6 27°C.

Kit-ul / Componentele au expirat.

Asigurgi-va ca kit-ul este utilizat painla data de
expirare. Asigurg-va ca Standardusi
Concentratul Conjugat 100X reconstituite sunt
utilizate Tn decurs de trei luni de la data
reconstituirii acestora.

Soluia Enzimi Substrat este
contaminat.

Aruncai substratul datexist o coloraie albasti.
Asigurgi-va ca sunt utilizate rezervoarele curate
de reactiv.

Curba standard neliniadt si variabilitatea duplicatului

CAUZA POSIBIL A

SOLUTIA

Spilarea incomplet a phcii.

Snilati placa de cel piin 6 ori cu 40QL/ lacas
tampon de spare. Mai mult de 6 cicluri de
spalare pot fi necesare, in fugie de lichidul de
spalare utilizat. Trebuie utilizat un timp de
inmuiere de cel gin 5 secunde intre cicluri.

Eroare privind diltia Standardului.

Asigurgi-va ca dilutiile Kit-ului Standard sunt
preparate corect, conform Prospectului.

Amestecare insuficieat

Amestecd reactivii complet, prindsturnare sau
agitare Tnainte de adgarea lor la plac

Inconsistem tehnicii de pipetare
sau intreruperea n timpul pegii
dozirii.

Adaugarea probaii a standardului trebuie
efectual intr-o maniex contindi. Toti reactivii
trebuie prepatainainte de inceperea dwi.

Procedura de dozare vidgpsoluia la majoritatea problemelor tehnice pot fisge in
Informaiile Produsuluisi Ghidul Tehnic de pe CD-ROM, disponibile gratuie da

Cellestis sau prin distribuitorul dvs.
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12. SERVICII TEHNICE

Pentru serviciul tehnicawrugam si contacta:

Cellestis International Pty Ltd: Phone: +61 3 957B500
Fax: +61 3 9571 3544
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Cellestis GmbH:

(Europa) Phone: +49 6151 428 59-0
Fax: +49 6151 428 59-110
Email: europe@cellestis.com
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13. PROCEDURA DE TESTARE REZUMATA

STADIUL 1 -INCUBAREA SANGELUI

1. Colect# sangele pacientului in tuburile de colectare
a sangelusi amesteca viguros, prin agitarea tuburilor
n sussi in jos de 10 ori,pentru a fi siguri £ intreaga
suprafata interioar a a tubului a fost acoperitcu sange.

2. Incubai tuburilein pozitie verticala la 37°C timp de 16 -
24 ore.

3. Dupa incubare, centrifugatuburile timp de 15 minute la
2000 - 3000 RCF (g), pentru a separa
plasmasi hematiile.

4. Dup centrifugare, recoltaproba de plasindin
fiecare tub pentru cuantificarea IRN-

:

2N

/
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STADIUL 2 — IFN-y ELISA

1. Echilibrgi componentele ELISA, cu excep
Concentratului Conjugat 100X, la temperatura
Camerei, pentru cel gim 60 minute.

2. Reconstitui Kit-ul Standard la 8,0 UI/MI, cu &p
distilati sau deionizat Prepara patru (4) dilgii standard

3. Reconstitui liofilizatul de Concentrat Conjugat 100X
cu ap distilati sau deionizat

4. Prepar@ conjugatul concenttge de lucru in Diluant
Verdesi adauggi 50 uL Tn toate #icagurile.

5. Adiugagi 50 uL din probele de plasimpentru testare
si adiuggi 50 uL de standarde irad¢asurile adecvate.
Amestecad utilizand agitatorul.

6. Incubai pentru 120 minute la temperatura camerei.



STADIUL 2 — IEN-vy [1ELISA (Continuare)

7. Spalati lacagurile de cel ptin 6 ori cu 40QuL/pe lacas
Cu af tampon.

8. Adaugdé 100 puL Soluie Substrat Enzigmin lacasuri.
Amestecad utilizand agitatorul.

9. Incubai pentru 30 minute la temperatura camerei. 3

10.Adaugai 50 uL Soluie de oprire a Enzimei in toate ////
lacagurile. Amestecd utilizand agitatorul. U ]_l Ll I_i

11. Cititi rezulatetele la 450 nm cu ajutorul unui filtru de
referinade 620-650 nm.

12. Analiza rezultatelor.
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