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1. PRZEZNACZENIE TESTU

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) jest testem diagnostycznym in vitro wykorzystujacym koktajl
peptydowy nasladujacy biatka ESAT-6, CFP-10 oraz TB7,7(p4) w celu stymulacji komérek heparynizowanej
krwi pelnej. Za pomocg immunoenzymatycznego testu ELISA (ang.: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
wykrywa si¢ interferon gamma (IFN-y), by zidentyfikowa¢ w warunkach in vitro reakcje z tymi antygenami
peptydowymi, ktore sg zwiazane z zakazeniem pratkiem gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis).

QFT jest testem po$rednim do wykrywania infekcji M. tuberculosis (w tym choroby) przeznaczonym do
stosowania w potaczeniu z o0szacowaniem ryzyka, badaniem radiograficznym oraz innymi medycznymi
oznaczeniami diagnostycznymi.

2. CHARAKTERYSTYKA I WYJASNIENIE ZASADY DZIALANIA TESTU

Gruzlica jest chorobg zakazng wywolywana infekcja bakterii z rodzaju Mycobacterium, zwanych tutaj
kompleksem M. tuberculosis, (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), ktére zazwyczaj przenosza si¢ do
nowych gospodarzy drogg kropelkows z pacjentow chorych na gruzlice uktadu oddechowego. Nowo zakazony
0sobnik moze zachorowa¢ na gruzlice w przeciagu kilku tygodni do kilku miesigcy, lecz wigkszo$¢ zakazonych
nie choruje. Utajone zakazenie pratkami gruzlicy (LTBI) — niezakazny bezobjawowy stan — utrzymuje si¢ u
niektorych osob. U tych ludzi moze rozwina¢ si¢ gruzlica w kilka miesiecy lub w kilka lat od wystapienia
infekcji. Gtownym celem diagnostyki LTBI jest rozwazenie wprowadzenia postepowania terapeutycznego dla
zapobiegania rozwojowi gruzlicy. Do niedawna tuberkulinowy test skdrny (proba tuberkulinowa - TST) byt
jedyna dostepna metoda diagnostyki LTBI. Reakcja skorna na tuberkuling pojawia si¢ w 2 do 10 tygodni od
zakazenia. Jednak niektdre zakazone osoby, w tym pacjenci cierpiacy na rézne choroby uposledzajace funkcje
uktadu odpornosciowego, ale takze osoby bez tych dolegliwosci nie wykazuja odpowiedzi na tuberkuline.
Przeciwnie, niektorzy ludzie, u ktoérych wystepuje mate prawdopodobienstwo, ze sa zakazeni M. tuberculosis
przejawiaja wrazliwo$¢ na tuberkuling i majg dodatni wynik préby TST po szczepieniu przeciwko gruzlicy
szczepionka BCG (Bacillus Calmette-Guérin) czy po przejéciu zakazenia mykobakteryjnego wywotanego
czynnikiem innym niz bakterie z kompleksu M. tuberculosis, w tym czynnikiem blizej nieokreslonym.

LTBI nalezy odrdéznia¢ od gruzlicy wilasciwej z towarzyszacymi jej symptomami chorobowymi. Gruzlica to
choroba podlegajaca zgloszeniu, ktéra zazwyczaj atakuje ptuca oraz dolne drogi oddechowe, cho¢ dotknicte
moga by¢ rowniez inne uklady. Gruzlice rozpoznaje si¢ na podstawie wywiadu oraz wynikéw badan
fizycznych, radiologicznych, histologicznych oraz mykobakteriologicznych.

Test QFT jest testem mediowanych komérkowo odpowiedzi (skrét ang.: CMI) immunologicznych na antygeny
peptydowe nasladujace biatka mykobakterii. Biatka te, tj. ESAT-6, CFP-10 oraz TB7,7(p4) nie wystepuja u
wszystkich szczepow BCG (wywolujacych gruzlicg) oraz u wigkszosci mykobakterii nie posiadajacych
zdolnosci do indukowania gruzlicy, z wyjatkiem M. kansasii, M. szulgai i M. marinum.! Osoby zakazone
mikroorganizmem zaliczanym do tzw. kompleksu M. tuberculosis zazwyczaj posiadaja we krwi limfocyty
(komorki pamigcei), ktore rozpoznaja te oraz inne antygeny mykobakteryjne. Ten proces rozpoznawania wigze
si¢ z produkcja i sekrecja cytokiny — IFN-y. Detekcja oraz nastgpujace po niej oznaczenie ilosciowe IFN-y
stanowig podstawe tego testu.

Antygeny stosowane w teScie QFT tworzg koktajl peptydowy nasladujacy biatka ESAT-6, CFP-10 i TB7,7(p4).
Liczne badania dowiodly, iz te antygeny peptydowe stymuluja produkcj¢ i wydzielanie IFN-y przez limfocyty T
u pacjentéw zakazonych M. tuberculosis, lecz w zasadzie nie indukujg tej odpowiedzi komoérkowej u nie
zakazonych oséb badz zaszczepionych szczepionka BCG, ktoére nie chorujg lub nie naleza do grupy ryzyka
zakazonych odmiang latentng — LTBL.* Nalezy jednak zauwazy¢, ze leczenie lub choroby uposledzajace
dziatanie uktadu odporno$ciowego moga potencjalnie ostabi¢ reakcje biosyntezy IFN-y. Pacjenci z pewnymi
innymi zakazeniami mykobakteryjnymi moga rowniez wykazywaé¢ reaktywnos¢ wzgledem ESAT-6, CFP-10
oraz TB7,7(p4), gdyz geny kodujace te biatka sa obecne u M. kansasii, M. szulgai oraz M. marinum."*® Test
QFT jest zaréwno testem diagnostycznym dla pacjentdw z LTBI, jak i dla pacjentéw chorych na gruZlice,
ktérym stuzy pomoca w rozpoznawaniu zakazenia tzw. kompleksem M. tuberculosis. Pozytywny wynik testu
potwierdza diagnozg¢ choroby gruzliczej, jakkolwiek zakazenia innymi gatunkami mykobakterii (np. M.
kansasii) mogg rowniez prowadzi¢ do otrzymania dodatnich wynikow testu. Inne badania lekarskie i testy
diagnostyczne sg konieczne w celu potwierdzenia lub wykluczenia choroby gruzlicze;j.



Zasady przeprowadzania testu

System QFT wykorzystuje specjalne probowki do pobierania krwi pelnej. Inkubacja krwi w proboéwkach trwa
od 16 do 24 godzin. Nastepnie zbiera si¢ osocze i testuje na obecnos$é IFN-y syntetyzowanego w odpowiedzi na
antygeny peptydowe.

Test QFT przeprowadza si¢ w dwoch etapach. Etap pierwszy: krew petna pobierana jest do kazdej probowki
zestawu QFT, tj. probdwki z proba slepa (Nil Control), probowki z ,,antygenami gruzliczymi” (TB Antigen) i —
opcjonalnie — probéwki z mitogenem — czynnikiem proliferacyjnym dla komérek (Mitogen).

Probowka z mitogenem moze by¢ stosowana w tescie QFT jako kontrola pozytywna. Szczego6lnie moze ona by¢
uzyteczna wowczas, gdy istnieje watpliwos¢ co do stanu ukladu immunologicznego pacjenta. Probowka z
mitogenem moze roéwniez shuzy¢ jako kontrola prawidlowej procedury testowej i ewentualnych pomytek
laboranta (obchodzenie si¢ z krwia, inkubacja).

Probowki zawierajace krew nalezy podda¢ inkubacji w temperaturze 37°C tak szybko, jak to tylko mozliwe,
przy czym nie pdzniej niz po 16 godzinach od momentu pobrania krwi. Po okresie inkubacji trwajagcym 16-24
godziny zawarto$¢ probowek trzeba zwirowac, usunaé¢ osocze i zmierzy¢ stezenie IFN-y (wyrazone jako 1U/ml)
przy pomocy testu ELISA.

Wynik testu uwaza si¢ za pozytywny na obecno$¢ odpowiedzi z udziatem IFN-y na “antygeny gruzlicze”, jesli
warto$ci otrzymane dla probéwki testowej (TB Antigen) sg znamiennie wyzsze anizeli warto$ci otrzymane dla
kontroli (warto$¢ Nil IFN-y IU/ml). W razie uzycia, probka z osoczem zawierajagcym mitogen stuzy jako
kontrola pozytywna na obecno$¢ IFN-y dla kazdego materiatu testowego. Staba reakcja na mitogen (<0,5 1U/ml)
wskazuje na nieokreslony wynik testu wowczas, gdy probka krwi réwniez wykazuje ujemng reakcje na
antygeny gruzlicze”. Zdarzenie to moze mie¢ miejsce przy limfocytopenii, obnizonej aktywnosci limfocytow
spowodowanej niewlasciwym postgpowaniem z probka, nieodpowiednim napetnianiem probki z mitogenem /
niecodpowiednim mieszaniem jej lub niezdolno$cig limfocytéw pacjenta do syntezy i uwalniania IFN-y. Proba
Slepa shuzy jako tlo, moze wykazaé reaktywno$é obcego antygenu’ lub obecno$é niespecyficznego IFN-y w
probkach krwi. Wynik stezenia IFN-y w probce badanej otrzymuje si¢ przez odjecie wartoéci dla probki $lepej
od warto$ci otrzymanej dla probki z ,antygenami gruzliczymi” czy probki z mitogenem (gdy uzywa si¢ tej
ostatniej).

Czas potrzebny do przeprowadzenia testu

Czas potrzebny do przeprowadzenia testu QFT zostat oszacowany i nizej podany; okreslono takze czas badania
licznych probek, gdy konieczne jest testowanie probek w seriach.

37°C Inkubacja krwi w probéwkach: 16 do 24 godzin
Test ELISA: Okoto 3 godziny na jedng ptytke do testu ELISA
(28 do 44 os6b)

e <1 godzina pracy
e Dolicz 10 do 15 minut na kazda dodatkowa ptytke



3. ODCZYNNIKI I ICH PRZECHOWYWANIE

Probdéwki do pobierania krwi dla przeprowadzenia testu

Numer katalogowy T0590-0301

1. Slepa — kontrola negatywna (szary korek) 100 probowek

2. “Antygeny gruzlicze” (czerwony korek) 100 probowek
3. Mitogen — kontrola pozytywna (purpurowy korek) 100 probéwek

UWAGA: Probowki dostepne sq takze w innych konfiguracjach:

Nr katalogowy T0590-0201: 100 probéwek dia siepej, 100 probéwek z “antygenami

gruzliczymi”

Nr katalogowy T0593-0201: 100 probowek z mitogenem

Probowki do testow na duzych wysokosciach nad poziomem morza — High Altitude (HA)

(odnos$nik do punktu 5)

Nr katalogowy T0590-0501: (duza wysokos¢ n.p.m.) 100 probéwek dla slepej, 100 probowek z

“antygenami gruzliczymi”.

Nr katalogowy T0590-0505: (duza wysokosé n.p.m) 100 probéwek dla slepej, 100 probdwek z

“antygenami gruzliczymi” oraz 100 probdwek z mitogenem.

Nr katalogowy T0593-0501 (duza wysokosé¢ n.p.m) 100 probowek z mitogenem.

Materialy i sprzet laboratorvijny do testu ELISA

Odczynniki do testu ELISA

Numer katalogowy:
0594-0201

Numer katalogowy:
0594-0501

Zestaw dwuplytkowy

Laboratoryjny zestaw

referencyjny
Paski mikroptytki optaszczone mysim
przeciwcialem monoklonalnym 2 plytki 20 ptytek
skierowanym przeciwko ludzkiemu IFN-y po 96 studzienek kazda po 96 studzienek kazda
Ludzki liofilizowany IFN-y jako wzorzec
(zawiera ludzki rekombinowany IFN-, 1 x fiolka 10 x fiolka

kazeing bydlecg, 0,01 % w/v Thimerosal)

(8 IU/ml po odtworzeniu)

(8 IU/mI po odtworzeniu)

“Zielony rozcienczalnik” (ang.: Green
Diluent) (zawiera kazeine bydlecq, mysiq
surowiceg od zdrowych osobnikow, 0,01%
w/v Thimerosal)

1x30ml

10 x 30 ml

Liofilizowany koniugat, st¢zony 100x
[mysie przeciwciata sprzgzone z enzymem
(peroksydazq chrzanowq: HRP) skierowane
przeciwko ludzkiemu IFN-y, zawiera 0,01%
w/v Thimerosal]

1 x 0,3 ml (po odtworzeniu)

10 x 0,3 ml (po odtworzeniu)

Bufor do przeptukiwania, stezony 20x (pH

7,2, zawiera 0,01 % w/v Thimerosal) 1x 100 ml 10 x 100 ml
Roztwdr substratu dla enzymu [zawiera

H,0,, 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyne 1x30ml 10 x 30 mi
(TMB)]

Roztwor zatrzymujacy aktywno$¢ enzymu

(zawiera 0,5M H,S0O,) 1x15ml 10 x 15 ml




Potrzebny sprzet laboratoryjny i materialy (nie dostarczane w zestawie do testu)

e Inkubator utrzymujacy temperatur¢ 37°C; funkcja dozowania CO, nie jest wymagana.

e  Wykalibrowane pipety z funkcja ustawiania przenoszonej objetosci w zakresie od 10ul do 1000ul wraz z
jednorazowymi koncoéwkami.

e  Wykalibrowana pipeta wielokanatowa z mozliwym ustawianiem przenoszonej objetosci na poziomie 50pl

lub 100ul wraz z jednorazowymi koncowkami.

Wiytrzasarka do mikroptytek.

Woda dejonizowana (destylowana) — 21.

Ptuczka mikroptytek (zaleca si¢ stosowanie ptuczki automatycznej).

Czytnik mikroptytek wyposazony w filtr dla §wiatta oA = 450 nm oraz w filtr referencyjny dla §wiatta o A =

620-650 nm.

Instrukcje dotyczace przechowywania

Probdéwki do pobierania krwi

e  Probowki do pobierania krwi przechowywac w temperaturze od 4°C do 25°C.

Odczynniki zestawu

e  Odczynniki zestawu przechowywaé¢ w temperaturze od 2°C do 8°C.
e  Zawsze chroni¢ roztwor substratu dla enzymu przed bezpos$rednim wptywem $wiatta stonecznego.

Odtworzone i nie zuzyte odczynniki

Instrukcje dotyczace odtwarzania odczynnikow znajdujg si¢ w rozdziale 6 (strona 11).

e Odtworzony wzorzec wyjsciowy mozna przechowywac najwyzej przez 3 miesigce, jesli zapewni si¢
temperature od 2°C do 8°C.
0 Odnotuj date odtworzenia wzorca wyjsciowego.
e Po odtworzeniu nie zuzyty koniugat (stgzony 100x) koniecznie trzeba ponownie przechowywaé w
temperaturze od 2°C do 8°C i mozna go uzywacé jeszcze przez 3 miesigce.
0 Odnotuj date odtworzenia koniugatu.
e “Koniugat o aktywno$ci roboczej” nalezy zuzy¢ w ciggu 6 godzin od momentu przygotowania.
e ,Bufor do przeptukiwania o aktywnosci roboczej” mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej
najdtuzej przez 2 tygodnie.



4. OSTRZEZENIA I SRODKI OSTROZNOSCI

Ostrzezenia

Ujemny wynik testu QFT nie wyklucza mozliwosci zakazenia M. tuberculosis lub wystapienia
gruzlicy: fatszywie ujemne wyniki testow mogg by¢ spowodowane faza infekcji (np. probka mogta
by¢ pobrana przed indukcja odpowiedzi komodrkowej uktadu odpornosci), innymi chorobami
wplywajacymi na funkcjonalno$¢ uktadu immunologicznego, niewlasciwymi procedurami
diagnostycznymi zwigzanymi z materiatem badawczym i probowkami do pobierania krwi po
naktuciu zyly, nieprawidlowym wykonaniem testu lub innymi czynnikami o podtozu
immunologicznym.

Dodatni wynik testu QFT nie powinien stanowi¢ jedynego lub rozstrzygajacego czynnika dla
postawienia diagnozy: zakazenie M. tuberculosis. Nieprawidlowe wykonanie testu moze daé
wynik fatszywie dodatni.

Po otrzymaniu dodatniego wyniku testu QFT nalezy przedsigwziag¢ dalsze kroki w zakresie oceny
medycznej i diagnostyki laboratoryjnej w celu weryfikacji rozpoznania gruzlicy u pacjenta (np.
rozmaz na kwasooporno$¢ bakterii, hodowla bakteryjna, badanie rentgenograficzne klatki
piersiowej).

Podczas gdy biatka ESAT-6, CFP-10 oraz TB7,7(p4) nie wystepuja u wszystkich szczepow BCG
oraz u wickszosci znanych mykobakterii nie wywotujacych gruzlicy, mozliwe jest, ze dodatni
wynik testu QFT moze by¢ wywotany zakazeniem M. kansasii, M. szulgai lub M. marinum. Jesli
istnieje podejrzenie takiego zakazenia, nalezy przeprowadzic¢ testy alternatywne.




Srodki ostroznos$ci

Dla zastosowania diagnostycznego w warunkach /n vitro.

Szkodliwy roztwor substratu dla enzymu zawiera 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyne (TMB), ktora jest
szkodliwa w razie potkniecia, wdychania oparéw lub wejscia w kontakt ze skora. Jest substancjg draznigcg
oczy 1 skorg oraz mutagenem. Nalezy stosowac gogle ochronne, rekawiczki oraz §rodki ostroznosci jak przy
postepowaniu z potencjalnym czynnikiem rakotworczym.

Szkodliwy roztwér zatrzymujacy aktywno$¢ enzymu zawiera H,SO, — kwas szkodliwy w razie
potkniecia, wdychania oparéw, wejscia w kontakt z oczami lub skorg. Nalezy stosowaé gogle ochronne,
rekawiczki oraz ochronny ubidr laboratoryjny. Jezeli roztwoér zatrzymujacy wszediby w kontakt ze skora
lub oczami, miejsca kontaktu nalezy przeptukac¢ obfitg ilosciag wody oraz wezwac lekarza.

Szkodliwy wzorzec IFN-y oraz koniugat 100 x stezony moga wywotywac¢ nieprzyjemne doznania w razie
potknigcia lub dziata¢ draznigco na skore. Nalezy stosowa¢ rekawiczki oraz ochronny ubidr laboratoryjny.

Nalezy postepowa¢ z krwia ludzka tak, jakby byla potencjalnym zZrodlem zakazenia. Nalezy stosowac
si¢ do wytycznych dotyczacych postepowania z krwig.

Thimerosal dodawany jest jako $rodek konserwujacy do niektorych odczynnikow. Moze by¢ toksyczny
(zawiera blisko 50% etylortgci) w razie potknigcia, wdychania oparow lub wejscia w kontakt ze skora.

“Zielony rozcienczalnik” zawiera surowicg¢ zdrowej myszy oraz biatko mleka kazeing, ktore moga
wywotywa¢ odczyny alergiczne. Nalezy unika¢ kontaktu ze skora.

Niestosowanie si¢ do wytycznych podrecznika diagnostycznego moze spowodowaé otrzymanie btednych
wynikow. Przed przeprowadzeniem testu nalezy wnikliwie przeczytac instrukcje.

Nie uzywaé danego zestawu, gdy przed uzyciem ktorakolwiek butelka z odczynnikiem posiada cechy

uszkodzenia lub wycieku plynu.

Nie miesza¢ odczynnikow do testu ELISA z odczynnikami innej partii zestawu QFT, a takze nie uzywaé

odczynnikow z wigcej niz jednego zestawu dla przeprowadzenia danego testu.

Wyrzuci¢ nie zuzyte odczynniki oraz probki biologiczne w zgodzie z przepisami lokalnymi, panstwowymi i

unijnymi.

Nie stosowa¢ proboéwek do pobierania krwi ani zadnego z elementow zestawu do testu ELISA po uptywie

terminu waznosci.

Upewni¢ si¢, ze sprzet laboratoryjny taki jak phluczka mikroptytek i czytnik zostaly odpowiednio

wykalibrowane/ zatwierdzone do uzycia.



5. POBIERANIE PROBEK ORAZ OBCHODZENIE SIE Z NIMI

Test QFT wykorzystuje nastgpujace probéwki do pobierania materiatu:

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

2. “Antygeny gruzlicze” — préba badana (czerwony korek z biatym pierScieniem) (do stosowania na
wysokosci pomiedzy 0 a 810 metréw n.p.m.)

3. Mitogen — kontrola pozytywna — opcja (purpurowy korek z biatym pierscieniem) (do stosowania
na wysokos$ci pomigdzy 0 a 810 metrow n.p.m.)

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

5. “Antygeny gruzlicze” — proba badana (czerwony korek z zoéttym pier§cieniem) (do stosowania na
wysokosci pomigdzy 1020 a 1875 metréw n.p.m.)

6. Mitogen — kontrola pozytywna — opcja (purpurowy korek z zéttym pierscieniem) (do stosowania
na wysoko$ci pomiedzy 1020 a 1875 metrow n.p.m.)

Antygeny po wysuszeniu (sublimacyjnym) osadzity si¢ na wewnetrznych $ciankach probowek do pobierania
krwi, stad istotne jest, aby zawartos¢ probowek doktadnie wymiesza¢ z krwig. Proboéwki z materiatem badanym
jak najszybciej — najpdzniej w 16 godzin od momentu pobrania krwi — powinny zosta¢ przeniesione do
inkubatora (bloku grzejnego z termostatem), w ktorym zostata ustalona stata temperatura 37°C.

Dla uzyskania optymalnych efektow nalezy postepowac¢ zgodnie z nizej wymienionymi wytycznymi:

1. Od kazdej badanej osoby pobierz po 1 ml krwi przez wktucie zylne bezposrednio do kazdej probowki
do pobierania krwi QFT (2 lub 3 x 1 ml / pacjenta). Czynno$¢ ta powinna zosta¢ wykonana przez
wykwalifikowany i upowazniony personel medyczny.

e Standardowe probdwki do pobierania krwi Standard QFT powinny by¢ stosowane na
wysokosciach do 810 metréw n.p.m. Prob6wki do pobierania krwi i testow na duzych
wysokoséciach n.p.m. High Altitude (HA) QFT powinny by¢ stosowane na wysoko$ciach
powyzej 1020 metrow n.p.m.

W razie stosowania probowek do pobierania krwi QFT poza podanymi wyzej zakresami
wysokosci nad poziomem morza lub gdy zdarzy si¢ pobranie (zbyt) malej ilosci krwi, krew
mozna pobierac przy pomocy strzykawki i przenosi¢ po 1 ml do kazdej z trzech probowek. Ze
wzgledow bezpieczenstwa najlepiej wykonaé te czynnos¢ zdjgwszy igle ze strzykawki,
przestrzegajgc przy tym odpowiednich procedur bezpieczenstwa, oraz usungwszy korki z
trzech probowek QFT, dodajgc po 1 ml krwi do kazdej z nich (dopetniajgc do czarnej kreski z
boku etykiety probdéwki). Bezpiecznie zatkaj korkami probowki i wymieszaj ich zawartosé
wedlug ponizszego opisu.

e Poniewaz proboéwki na 1 ml stosunkowo wolno dajg si¢ wypeli¢ krwia, gdy uznasz, ze
probowka prawdopodobnie wypeita si¢ krwia, kontynuuj wypetnianie si¢ probowki jeszcze
przez 2-3 sekundy, aby upewnic¢ si¢, ze pobrana zostata wlasciwa objetosc.

Czarna linia z boku probowki wyznacza wypetnienie do objetosci 1 ml. Probowki do
pobierania krwi QFT zostafy skalibrowane na objetos¢ od 0,8 do 1,2 ml. Jesli poziom
wypetnienia krwig w ktorejkolwiek probowce nie jest zblizony do linii kalibracji, zaleca sig
pobranie innej probki krwi.

e Jezeli do pobierania krwi stosujesz igte typu “motylek”, najpierw uzyj “probowke testows”,
aby — zanim uzyjesz probéwke QFT — upewnic¢ sig, ze rurka wypehnita si¢ krwia.

2. Natychmiast po napetnieniu probowki, wymieszaj jej zawarto$¢ potrzasajac nig dziesigé (10) razy nie
za mocno- zaledwie na tyle, aby upewnic sie, ze cala jej wewnetrzna powierzchnia zostata pokryta

krwig, w celu rozpuszczenia antygenow na $ciankach probowki.

e w czasie napetnienia probowek, ich temperatura powinna wynosic¢ od 17 do 25°C



e zbyt mocne potrzas$nigcie probowka moze sprawi¢ zaburzenia zelu i doprowadzi¢ do
nieprawidtowych wynikow

Odpowiednio opisz probéwki (etykiety).

Probéwki z materiatem badanym jak najszybciej — najpdzniej w 16 godzin od momentu pobrania krwi
— muszg zosta¢ przeniesione do inkubatora, w ktérym zostata ustalona temperatura 37°C + 1°C. Przed
inkubacja przechowuj probéwki w temperaturze pokojowej (22°C + 5°C). Nie wolno zamraza¢ probek
krwi ani przechowywac ich w lodowce.



6. WYTYCZNE DOTYCZACE PRZEPROWADZENIA TESTU

Etap pierwszy — inkubacja krwi i zebranie osocza

Dostarczane materialy

Probowki do pobierania krwi QFT (patrz rozdziat 3).

Potrzebny sprzet laboratoryjny i materialy (lecz nie dostarczane w zestawie)

Patrz rozdziat 3.

Procedura testowa

1. Jezeli zaraz po pobraniu krew nie zostanie poddana inkubacji, nalezy przeprowadzi¢ powtoérne
wymieszanie zawarto$ci probowek odwracajac nimi 10 razy tuz przed ich poddaniem inkubacji.

2. Inkubowa¢ probowki WYLOTEM KU GORZE w temperaturze 37°C przez 16 do 24 godzin.
Inkubator nie wymaga regulacji nasycenia CO, lub ustawienia poziomu wilgotnosci.

3. Po zakonczeniu inkubacji w temperaturze 37°C probowki do pobierania krwi mozna trzymaé w
temperaturze pomiedzy 4°C a 27°C przez okres do 3 dni przed ich zwirowaniem.

4. Po zakonczeniu inkubacji probéwek w temperaturze 37°C zebranie osocza jest utatwione dzigki
zwirowaniu zawartosci probowek przez 15 minut przy predkosci 2000 do 3000 RCF (g) (RCF —
wzgledna sita wirowania). Czop zelowy oddzieli komorki od osocza. Jesli to nie nastapi, zawartos¢
probowek nalezy ponownie zwirowac przy wyzszej predkosci obrotowe;.

e Mozliwe jest zebranie osocza bez zwirowania materialu badanego, jednak wymagana jest
wowczas wigksza ostrozno$¢, by pobraé osocze bez komoérek, tzn. nie zaburzajac faz
rozdziahu.

5. Po odwirowaniu probek i przed zebraniem osocza nalezy bezwzglednie unikaé¢ pipetowania w
gore i w dol oraz mieszania osocza. Trzeba zawsze pracowacé ostroznie, aby nie uszkodzié¢
materialu znajdujacego si¢ na powierzchni zelu.

. Probki osocza powinny by¢ pobierane jedynie za pomocg pipety.

e  Probki osocza mozna przenie$¢ bezposrednio z odwirowanych probowek do pobierania krwi
na plytke testu QFT ELISA, takze w przypadku gdy uzywa si¢ automatycznych stacji
roboczych do testu ELISA.

e  Probki osocza moga by¢ przechowywane do 28 dni w temperaturze 2-8°C; po zebraniu
osocza takze przez dtuzszy okres w temperaturze -20°C.
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Etap drugi — test EL ISA ludzkieqgo IEN-y

Dostarczane materialy

Zestaw odczynnikdw i akcesoriow do testu QFT ELISA (patrz rozdziat 3).

Potrzebny sprzet laboratoryjny i materialy (lecz nie dostarczane w zestawie)

Patrz rozdziat 3.

Procedura testowa

Wszystkie probki osocza i wszystkie odczynniki, z wyjatkiem koniugatu stezonego 100x, przed uzyciem
powinny by¢ przeniesione do temperatury pokojowej (22°C + 5°C). Pozostaw probki w tych warunkach
przez przynajmniej 60 minut dla uzyskania stabilizacji temperaturowej.

Usun z ramki paski, ktore nie sg potrzebne, ponownie szczelnie przykryj je folig i przenie$ z powrotem do
lodowki, trzymajac je tam az do momentu, gdy beda potrzebne.

Przynajmniej jeden pasek przeznacz na wzorzec QFT Standards, a odpowiednig ilo$¢ paskéw na probki, w
zalezno$ci od liczby testowanych pacjentow (patrz rycina 2A dla metody dwuprobowkowej i 2B dla
metody trojprobéwkowej). Po wykorzystaniu zachowaj ramke i wieczko do uzycia z pozostatymi paskami.

Odtworz liofilizowany wzorzec z dostarczonego zestawu testowego przy pomocy destylowanej
(dejonizowanej) wody o objetosci wskazanej na etykiecie fiolki zawierajacej ten wzorzec. Lagodnie
mieszaj sktadniki, by zminimalizowaé tworzenie si¢ piany i zapewni¢ catkowite rozpuszczenie wzorca.
Odtworzenie wzorca w okreslonej objgtosci wody da w efekcie roztwor o stezeniu 8,0 IU/ml (IU —
jednostki migdzynarodowe okreslajace aktywno$¢ substancji, nie wskazujace na jej ilos¢ lub masg).

Uwaga: Objetosc odtworzenia wzorca z dostarczanego zestawu bedzie roZna dla réZnych serii prob.

Uzyj odtworzony wzorzec (wzorzec wyjsciowy) W celu uzyskania czterech kolejnych rozcienczen IFN-y w

stosunku objetosciowym 1 czes¢ IFN-y w 3 czeSciach ,,zielonego rozcienczalnika” (GD) — patrz rycina 1.
S1 (wzorzec 1; ang.: S — standard) zawiera 4 1U/ml IFN-y, S2 (wzorzec 2) zawiera 1 IU/ml IFN-y, S3
(wzorzec 3) zawiera 0.25 1U/ml IFN-y, a S4 (wzorzec 4) zawiera 0 IU/ml IFN-y (sam GD). Wzorce
powinny by¢ testowane przynajmniej w jednym powtdrzeniu.

ZALECANA PROCEDURADLA ZALECANA PROCEDURADLA
WZORCOW TESTOWANYCH W JEDNYM WZORCOW TESTOWANYCH W DWOCH
POWTORZENIU POWTORZENIACH

a. Opisz 4 probowki “S1”, “S2”, “S3”, “S4”. a. Opisz 4 probdwki “S1”, “S2”, “S3”, “S4”.
b. Dodaj 150ul GD do S1, S2, S3, S4. b. Dodaj 150ul GD do S1.
c. Dodaj 150ul wzorca wyjsciowego do S1 i c. Dodaj 210pl GD do S2, S3, S4.

doktadnie wymieszaj sktadniki. d. Dodaj 150ul wzorca wyj$ciowego do S1
d. Przenie$ 50ul roztworu z S1 do S2 i doktadnie wymieszaj sktadniki.

i doktadnie wymieszaj sktadniki. e. Przenie$ 70pl roztworu z S1 do S2
e. Przenie$ 50ul roztworu z S2 do S3 i dokfadnie wymieszaj sktadniki.

i doktadnie wymieszaj sktadniki. f. Przenie$ 70ul roztworu z S2 do S3
f. Sam GD stuzy jako $lepa dla wzorca (S4). i doktadnie wymieszaj sktadniki.

g. Sam GD stuzy jako §lepa dla wzorca (S4).
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RYCINA 1. Sporzadzenie krzywej wzorcowej.

150 pl 50 lub 70 pl 50 lub 70 pl
S1 S2 S3 sS4
L N\ \_/
(Wzorzec wyjsciowy) Wzorzec 1 Wzorzec 2 Wzorzec 3 Wzorzec 4
8,0 lU/ml 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 1U/ml 0 1U/mL

(TYLKO GD)
o Sporzadz Swieze rozcienczenia wzorca wyjsciowego dla kazdej sesji testu ELISA.
4. Odtworz liofilizowany koniugat 100x stezony w 0,3 ml wody dejonizowanej (destylowanej). Lagodnie

mieszaj sktadniki, by zminimalizowa¢ tworzenie si¢ piany i zapewni¢ catkowite rozpuszczenie si¢
koniugatu.

“Koniugat o aktywnosci roboczej” przygotowuje si¢ przez rozcienczenie wymaganej ilosci odtworzonego

koniugatu 100x stezonego w “zielonym rozcienczalniku” wedtug przepisu z tabeli 1 — Sporzadzenie
koniugatu.

TABELA 1. Sporzadzenie koniugatu.

OBJETOSC KONIUGATU OBJETOSC
LICZBA PASKOW 100x STEZONEGO “ZIELONEGO
ROZCIENCZALNIKA”
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 pl 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 45ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

¢ Dokladnie zmieszaj ze sobg sktadniki, lecz tak, by unikna¢ tworzenia si¢ piany.
e Zaraz po uzyciu przenie$ z powrotem caly nie zuzyty koniugat 100x st¢zony do miejsca o temperaturze
2°C do 8°C.
o Uzywaj wylacznie “zielonego rozcienczalnika”.
5. Wymieszaj dokladnie probki osocza zebrane z probOéwek do pobierania krwi, poddane nastepnie
zamrozeniu lub przechowywane dituzej niz 24 godziny do czasu przeprowadzeniem testu, przed ich

uzyciem w tescie ELISA.

o Jezeli do wykonania testu majg by¢ uzyte probki osocza pochodzace bezposrednio z odwirowanych
probéwek QFT, nalezy unika¢ wszelkiego mieszania 0socza.
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10.

Uzywajac pipety wielokanatowej dodaj po 50ul s§wiezo sporzadzonego “koniugatu o aktywnosci roboczej”
do odpowiednich studzienek mikroptytki do testu ELISA.

Uzywajac pipety wielokanatowej dodaj po 50ul testowanych probek osocza do odpowiednich studzienek
mikroptytki (patrz ponizej: zalecane rozmieszczenie na ptytce — ryciny 2A i 2B). Na koniec wprowadz po
50ul kazdego z wzorcoéw: S1-S4.

RYCINA 2A. Zalecane rozmieszczenie probek dla probowek ze Slepa oraz probéowek z “antygenami
gruzliczymi” (44 testy na plytke).

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

IN [5N | 9N [13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
1A |[5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A

3N | 7N | 1IN | 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N | 8N [ 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S1 (wzorzec 1), S2 (wzorzec 2), S3 (wzorzec 3), S4 (wzorzec 4).
e 1N (probka nr 1: osocze proby $lepej); 1A (probka nr 1: osocze z “antygenami gruzliczymi”).

I o mm g o w>

RYCINA 2B. Zalecane rozmieszczenie probek dla probéwek ze §lepa, probowek z “antygenami
gruzliczymi” oraz probowek z mitogenem (28 testow na plytke).

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 S3 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 | S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

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

e S1 (wzorzec 1), S2 (wzorzec 2), S3 (wzorzec 3), S4 (wzorzec 4).
e IN (prébka nr 1: osocze proby $lepej); 1A (probka nr 1: osocze z “antygenami gruzliczymi”);
1M (prébka nr 1: osocze z mitogenem — kontrola).

I ® T m O Ol w>

Doktadnie zmieszaj koniugat z probkami osocza/wzorcami przy pomocy wytrzasarki do mikroptytek przez
1 minute.

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

e Podczas inkubacji ptytki nie powinny by¢ wystawione na bezpos$rednie dziatanie §wiatta stonecznego.
Podczas inkubacji rozciencz jedng cze$¢ objetosciowa buforu do przeplukiwania 20x stgzonego przy
pomocy 19 czesci objetosciowych dejonizowanej (destylowanej) wody i zmieszaj doktadnie sktadniki.

Wystarczajaca ilos¢ buforu do przeptukiwania 20x stezonego zostata dostarczona w celu sporzadzenia 2
litréw ,,buforu do przeptukiwania o aktywnosci roboczej”.

Przynajmniej szeéciokrotnie (minimum 6 cykli) przeptucz studzienki 400ul ,,buforu do przeplukiwania o
aktywnosci roboczej”. Zaleca si¢ stosowanie automatycznej pluczki ptytek.

e Doktadne przeptukanie jest bardzo wazne dla prawidlowego wykonania testu. Upewnij si¢, ze kazda
studzienka zostata catkowicie wypelniona buforem do przeptukiwania az po sam jej szczyt w kazdym
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cyklu plukania. Zalecany czas nasigkania wynosi minimum 5 sekund pomigdzy kolejnymi cyklami
ptukania.

e Nalezy doda¢ standardowy laboratoryjny srodek dezynfekujacy do zbiornika na $cieki laboratoryjne oraz
wdrozy¢ procedury dotyczace odkazenia materiatu potencjalnie zakaznego.

11. Usun resztki buforu do przeplukiwania uderzajac goérng strong plytek o recznik chlonacy ciecze
(wytrzepanie mikrokropelek na recznik potozony na gladkim blacie). Dodaj 100ul roztworu substratu dla
enzymu do kazdej studzienki i wymieszaj doktadnie zawarto$¢ przy pomocy wytrzasarki do mikroptytek.

12. Przykryj kazda ptytke wieczkiem i inkubuj w temperaturze pokojowej (22°C = 5°C) przez 30 minut.

e Podczas inkubacji ptytki nie powinny by¢ wystawione na bezposrednie dzialanie Swiatta stonecznego.

13. Po przeprowadzeniu trzydziestominutowej inkubacji do kazdej studzienki dodaj po 50ul roztworu
zatrzymujacego aktywnos$¢ enzymu i doktadnie wymieszaj sktadniki.

e Roztwor zatrzymujacy aktywnos$¢ enzymu nalezy doda¢ do studzienek w tej samej kolejnosci oraz mniej
wigcej w tym samym tempie, co substrat z punktu 11.

14. Przy pomocy czytnika mikroptytek wyposazonego w filtr 450nm oraz filtr referencyjny 620-650nm zmierz

gestos¢ optyczng (OD) kazdej studzienki w ciagu 5 minut od momentu zatrzymania reakcji enzymatycznej.
Wartosci OD stuzg do obliczen w celu uzyskania koficowych wynikow.

7. OBLICZENIA | INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

Oprogramowanie do analizy QFT stosowane do przetwarzania danych pierwotnych i obliczania koncowych
wynikdw mozna naby¢ w firmie Cellestis (upewnij si¢, ze uzywasz najaktualniejszej wersji oprogramowania).

Oprogramowanie przeprowadza ocen¢ Kontroli Jakosci testu, generuje krzywa wzorcowg i podaje wynik testu
dla kazdego pacjenta, jak zostato to szczegbtowo opisane w podrozdziale Interpretacja wynikow.

Alternatywa dla oprogramowania do analizy QFT jest wyliczenie wynikow wedhug ponizszej metody.

Wykreslenie krzywej wzorcowej

(jesli nie uzywa si¢ oprogramowania do analizy QFT)

Oblicz srednie wartosci OD dla powtodrzen kolejnych rozcienczen wzorcow z kazdej ptytki.

Wykresl krzywa wzorcowa loge)-10ge) przez naniesienie na wykres wynikéw logarytmowania o podstawie e
(log), gdzie e~ 2,72) $rednich wartosci OD (0§ y) w funkcji log) ze stezen wzorcow IFN-y wyrazonych jako
IU/ml (0§ X), bez uwzgledniania w tych obliczeniach wynikow $lepej dla wzorca (S4). Za pomoca metody
regresji liniowej wyznacz lini¢ najlepszego dopasowania wykresu do otrzymanych z obliczen punktéw
doswiadczalnych. Linia ta bedzie Twoja krzywa wzorcowa.

Uzyj krzywej wzorcowej do okreSlenia stezen IFN-y (IU/ml) dla kazdej testowej probki osocza przez
ekstrapolacje wartosci OD kazdej probki badane;.

Obliczenia te mozna wykona¢ z pomocag pakietéw oprogramowania otrzymywanych przy okazji zakupu
czytnikow mikroptytek oraz za pomoca standardowych arkuszy kalkulacyjnych lub narzedzi informatycznych
do analizy statystycznej (jak np. Microsoft Excel). Zalecane jest, aby uzywac tych pakietow oprogramowania w
celu przeprowadzenia analizy metoda regresji, obliczenia wspotczynnika zmiennosci (%CV) dla wzorcow oraz
wspolczynnika korelacji (r) krzywej wzorcowe;.
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Kontrola jakosci testu

Doktadno$¢ otrzymanych wynikow zalezy od starannego wykreslenia krzywej wzorcowej. Stad wiarygodnos¢
wynikdw uzyskanych na podstawie wzorcoOw koniecznie trzeba sprawdzi¢ przed rozpoczeciem interpretaciji
wynikéw dla prébek badanych.

Aby test ELISA uzna¢ za wiarygodny konieczne jest:

e Srednia warto$¢ OD wzorca 1 musi wynosié > 0,600.

e Wspétezynniki zmiennosci (% CV) dla wartosci powtérzen wzorca 1 i wzorca 2 musza wynosié¢ <
15%.

e  Wartosci OD powtorzen dla wzorca 3 i wzorca 4 nie moga rozni¢ si¢ o ponad 0,040 jednostki
gestosci optycznej od ich Srednich.

e  Wspélezynnik Kkorelacji (r) wyliczony ze $rednich warto$ci absorbancji wzorcéw musi wynosi¢
0,98.

Oprogramowanie do analizy QFT Analysis Software umozliwia obliczenie tych parametrow kontroli jako$ci i
wyswietlenie raportu.

Jezeli powyzsze kryteria nie sg spetnione, test nalezy uzna¢ za niewazny i powtorzy¢ go.

e Srednia warto$¢ OD §lepej dla wzorca (“zielony rozcienczalnik”) powinna wynosié¢ < 0,150. Jesli
$rednia warto$¢ OD wynosi > 0,150, nalezy zweryfikowaé procedure plukania plytki.
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Interpretacja wynikow

Wyniki testu QFT interpretowane sa z uwzglednieniem nastepujacych kryteriow:

UWAGA: Rozpoznanie lub wykluczenie gruzlicy oraz ocena prawdopodobienstwa wystapienia LTBI
wymaga calo$ciowego spojrzenia na wyniki badan epidemiologicznych, lekarskich, diagnostycznych oraz
wywiadu z pacjentem, ktére nalezy mie¢ na wzgledzie przy interpretacji wynikow testu QFT.

GDY UZYWA SIE TYLKO PROBOWEK Z PROBA SLEPA ORAZ PROBOWEK Z PROBA BADANA
(“ANTYGENAMI GRUZLICZYMI”).

SLEPA Préba badan minus slepa . .
[1U/ml] [1U/ml] Wynik QFT Raport/Interpretacja
< .
0.35 Ujemny Zakazenie M. tuberculosis
<80 > 0,35 i < 25% wartosci §lepej MALO prawdopodobne
> 0,351 > 25% wartoci $lepej Dodatni® Zakazenie M. tuberculosis
prawdopodobne
Wyniki nieokre$lone ze
>8,0° Kazdy wynik Nieokreslony® wzgledu na reaktywnos¢
“antygenow gruzliczych”

[N

Gdy nie podejrzewa si¢ zakazenia M. tuberculosis, wstgpne otrzymanie dodatnich wynikow testu mozna
potwierdzi¢/wykluczy¢ przez powtdrne zbadanie tych samych probek osocza w jednym powt6rzeniu za pomoca testu QFT
ELISA. Gdy powtorny test dla jednej lub obydwu prébek w powtérzeniu daje wynik dodatni,

wynik pacjenta nalezy ostatecznie uzna¢ za dodatni.

2 W badaniach klinicznych mniej niz 0,25% pacjentow wykazywato stezenie IFN-y dla proby slepej wynoszacej > 8,0 IU/ml.
® Dla znalezienia ewentualnych przyczyn patrz rozdzial Wykrywanie i eliminowanie probleméw.

Wielko$¢ zmierzonego poziomu IFN-y nie moze by¢ skorelowana z etapem lub stopniem zaawansowania

choroby, stopniem odpowiedzi uktadu odporno$ciowego czy prawdopodobienstwem (uaktywnienia sie
zarazkéw i) rozwoju choroby.
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RYCINA 3.

Interpretacja wynikéw przedstawiona w formie sieci przeplywu, gdy do testu
wykorzystywane sa probowki ze SLEPA i probowki z ,, ANTYGENAMI GRUZLICZYMI”.

Antygen gruzliczy —
Slepa
> 0,35 IU/ml

INTERPRETACJA

Tak

Antygen gruzliczy — Slepa
2’250/0
wartosci Slepej [IU/ml]

Tak

y
Slepa < 8,0 IU/ml

WALIDACJA

Tak

v
WYNIK DODATNI
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GDY UZYWA SIE PROBOWEK Z PROBA SLEPA, PROBOWEK Z PROBA BADANA
(“ANTYGENAMI GRUZLICZYMI”) ORAZ PROBOWEK Z MITOGENEM.

Slepa Préba badana minus slepa Mitogen minus . .
[U/mi] [1U/mi] slepa [1U/MI]: Wynik QFT Raport/Interpretacja
< > .
0.85 z 0.3 Ujemny Zakazenie M. tuberculosis
> 0,351 < 25% wartoéci $lepej > 0,5 MALO prawdopodobne
. . . . . Zakazenie M. tuberculosis
o P . 2
< 8,0 |> 0.351> 25% wartosci Slepej Kazdy wynik Dodatni prawdopodobne
<0,35 <05
Wyniki nicokres$lone ze wzgledu
> 0,35 1 < 25% wartosci Slepej <0,5 Nieokreslony® na reaktywno$¢ “antygenow
gruzliczych”
>8,0* Kazdy wynik Kazdy wynik

! Whyniki odpowiedzi na kontrole pozytywna zawierajaca mitogen (a czasami tez na probke badang z “antygenami
gruzliczymi”) moga do$¢ czesto znajdowac si¢ poza zakresem odczytu czytnika mikroptytek. Nie ma to wplywu na

wyniki testu.

2 Gdy nie podejrzewa si¢ zakazenia M. tuberculosis, wstepne otrzymanie dodatnich wynikow testu mozna
potwierdzi¢/wykluczy¢ przez powtorne zbadanie tych samych prébek osocza w jednym powtdrzeniu za pomocg testu QFT
ELISA. Gdy powtorny test dla jednej lub obydwu prébek w powtdrzeniu daje wynik dodatni,
wynik pacjenta nalezy ostatecznie uzna¢ za dodatni.

® Dla znalezienia ewentualnych przyczyn patrz rozdziat Wykrywanie i eliminowanie probleméw.

* W badaniach klinicznych mniej niz 0,25% pacjentow wykazywato stezenie IFN-y dla proby $lepej wynoszacej > 8,0
1U/ml.

Wielko$¢ zmierzonego poziomu IFN-y nie moze by¢ skorelowana z etapem lub stopniem zaawansowania
choroby, stopniem odpowiedzi uktadu odpornosciowego czy prawdopodobienstwem (uaktywnienia sig¢
zarazkOw i) rozwoju choroby.
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RYCINA 4. Interpretacja wynikow przedstawiona w formie sieci

oraz probéwki z MITOGENEM.

2 przeplywu, gdy do testu
wykorzystywane sa probowki ze SLEPA, probowki z ,ANTYGENAMI GRUZLICZYMI”

Antygen gruzliczy —

INTERPRETACJA

Slepa
> 0,35 IU/ml

Tak

Antygen gruzliczy — Slepa

225%

wartosci Slepej [IU/ml]

Tak Nie

Nie

Mitogen — Slepa < 0,50
U/l i/lub
Slepa > 8,0 IU/ml

Slepa < 8,0 IU/ml

WALIDACJA

Nie

y

WYNIK UJEMNY WYNIK DODATNI

Tak

\4
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8. OGRANICZENIA TESTU

Wyniki testu QFT powinny by¢ interpretowane w uj¢ciu cato$ciowym, tj. w zestawieniu z: wywiadem
epidemiologicznym z kazdym pacjentem, obecnym stanem zdrowia oraz innymi ocenami diagnostycznymi.

Osobom o wartosciach wynikéw dla $lepych wynoszacych ponad 8 IU/ml jest przypisywany ,wynik testu
nieokreslony”, poniewaz reaktywnos$¢ wyzsza o 25% w odpowiedzi na ,,antygeny gruzlicze” moze leze¢ poza
zakresem pomiarowym testu.

Wystapienie niewiarygodnych lub nieokreslonych wynikoéw testu moze by¢ spowodowane:

e nieprzestrzeganiem instrukcji zawartych w niniejszym podr¢czniku diagnostycznym,
e obecnoscig nadmiernych stezen krazacego we krwi IFN-y lub obecno$cia obcych przeciwciat,
e czasem dluzszym niz 16 godzin pomigdzy momentem pobrania krwi a rozpoczeciem inkubacji w 37°C.

9. CHARAKTERYSTYKA WIARYGODNOSCI TESTOW
Badania kliniczne

Jako ze nie istnieje definiowalny wzorzec dla utajonego zakazenia pratkami gruzlicy (LTBI), oceny czutosci i
specyficznosci testu QFT praktycznie nie mozna wowczas przeprowadzi¢. Specyficznos¢ testu QFT zostata
oszacowana w przyblizeniu na podstawie oceny czestosci fatszywie dodatnich wynikéw u 0s6b o niskim ryzyku
(braku znanych czynnikow ryzyka) zapadalno$ci na zakazenie pratkiem gruzlicy. Czulo$¢ zostata oszacowana w
przyblizeniu na podstawie oceny grup pacjentow, u ktorych wystepowanie aktywnej postaci gruzlicy zostato
potwierdzone przez posiew.

Specyficzno$¢

W badaniu amerykanskim z udziatem 866 ochotnikéw krew pobierano do testu QFT przy okazji wykonywania
préby tuberkulinowej (TST). W czasie przeprowadzania testu przy pomocy standardowej ankiety uzyskano od
pacjentow informacje demograficzne (wiek, pte¢ itp.) oraz okreslono czynniki ryzyka wystapienia u nich
gruzlicy. Z 432 ochotnikow bez znanych czynnikoéw ryzyka zakazenia M. tuberculosis wyniki testu QFT oraz
TST otrzymano dla 391. Zaden z tych pacjentow nie byt nigdy wczesniej szczepiony szczepionka BCG. Drugie
badanie specyficznosci testu QFT przeprowadzono w Japonii na pacjentach o niskim ryzyku zakazenia pratkiem
gruzlicy, z ktérych okoto 90% bylo wczesniej szczepionych szczepionka BCG. Wyniki obydwu badan
specyficznosci przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Specyficznos¢ testu QFT: wyniki dla 0s6b, u ktérych nie stwierdzono
wystapienia ryzyka zakazenia M. tuberculosis.

Wl;lr?flz)?/v Liczba
) . Liczba - Specyficznos¢ | wynikdw = Specyficznosé
BADANIE zaszczepionych C&:!kot\)uta wynikow dOd"’it?';:h QFT (95% dodatnich TST* (95%
szczepionka ba(ljcz:n ach nieokreslonych 8 czba przedzial TST/ przedzial
BCG Y QFT - ufnosci) Liczba ufnosci)
waznych badanvch
testow Y
USA (dane o 99,2% 98,5%
niepublikowane) 0% 391 ! 31390 | ggl100) | 8739 | (97.99)
i 15 ~ano 98,8% i i
Japonia 90% 168 6 21162 (95-100)
7/559 99,1%
SUMA - 559 (1,3%) 5/552 (98-100) - -

*Biorgc za kryterium przynalezno$ci 10mm $rednice zaczerwienienia na skorze dla proby TST u 0s6b nie
szczepionych przeciwko BCG. Dla $rednicy 15mm ocena specyficznoéci wynosi 99,1% (silniejsza odpowiedz
uktadu immunologicznego organizmu na podskdorne wstrzykniecie tuberkuliny przy zakazeniach pratkiem
gruzlicy).
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Czulo$¢ wykrywania aktywnej postaci gruzlicy

Pacjenci z USA, Australii i Japonii, u ktérych podejrzewano gruzlice, a nastgpnie posiew potwierdzil zakazenie
M. tuberculosis, byli badani w celu oceny czutoséci testu QFT. Podczas gdy nie istnieje niepodwazalny
standardowy test dla stwierdzenia utajonego zakazenia pratkami gruzlicy (LTBI), odpowiednim substytutem jest
posiew mikrobiologiczny M. tuberculosis, gdyz pacjenci chorzy sa z definicji zakazeni. Przed pobraniem krwi
do testu QFT pacjenci zostali poddani leczeniu przez okres krotszy niz 8 dni.

Tabela 3 zawiera zestawienie wynikow badan dla trzech grup pacjentéw o dodatnim posiewie w kierunku M.
tuberculosis. Catkowita czuto$¢ testu QFT dla wykrycia aktywnej postaci gruzlicy wynosita 89% (157/177).

Tabela 3. Test QFT: pacjenci z zakazeniem M. tuberculosis potwierdzonym
testem mikrobiologicznym (przez posiew bakteryjny).

Liczba wynikow
dodatnich QFT /

Czulo$é QFT

BADANIE Liczba waznvch 95% pr,ze‘dzial
S ? ufnosci)
, s 15 93%
= 0
na Japonczykach chorych na gruzlice 86 /92 (86-97%)
- 89%
- 0
australijskie 24 [ 27 (70-07%)
81%
- 0
USA 47158 68-90%
89%
SUMA 157 /177 (83-93%)

Diagnoza LTBI
Opublikowano wiele badan na temat wiarygodnosci testu QFT w réznych populacjach narazonych na ryzyko
wystapienia LTBI. Wazniejsze wyniki wybranych badan przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Wybrane opublikowane badania dotyczace testu QFT w populacjach zagrozonych
wystapieniem LTBIL.

Calkowita

BADANIE liczba Wyniki badan
badanych

Ustalenie bardzo wysokiej czgstosci wystgpowania gruzlicy. 40% QFT-
pozytywnych i okoto 41% TST-pozytywnych przy 10mm. Wysoka zgodno$é
z testem TST, brak wptywu szczepienia BCG na ktorakolwiek z grup.
Obydwa testy poruszaly temat czynnikow ryzyka zwiazanych z wiekiem
oraz okresem pracy w stuzbie zdrowia.

Hinduscy pracownicy stuzby zdrowia 726
(Pai i wsp. 2005)%

Catkowita czgsto$¢ wystgpowania LTBI badana testem QFT wynosita 4,6%
(27/590) u 0sdb HIV*. Wyniki dodatnie byty zwigzane z ryzykiem

HIV u Dunczykow 500 wystapienia gruzlicy. Dwoch pacjentow QFT-pozytywnych rozwingto
(Brock i wsp. 2006)° aktywna postac gruzlicy w przeciagu jednego roku. Odpowiedzi
nieokre$lone (n = 20; 3,4%) byty statystycznie istotnie skorelowane z
liczebnoscig antygenéw CD4 <100 / pl.

Dzieci, u ktorych podejrzewano gruzlicg lub ktore w przesztosci miaty
kontakt z gruzlicg byly badane testami QFT oraz TST. 10,5% z wynikiem
dodatnim w tescie QFT, a okoto 9,5% z wynikiem dodatnim w tescie TST
przy 10mm. Ogolna zgodnos$¢ pomigdzy testami wynosita 95,2%, natomiast
100% w grupie nie szczepionych BCG.

Hospitalizowane dzieci 105
Dogra i wsp. 2006)*

Testowano bliski kontakt 15 réznych osob, u ktorych podejrzewano chorobe.
51% bylo szczepionych szczepionka BCG, 27% urodzonych za granica. 70%
Kontakty wérod Niemcow 309 szczepionych szczepionka BCG oraz 18% nie szczepionych byto TST-

(Diel i wsp. 2006™ pozytywnych (5mm), podczas gdy odpowiednio 9% i 11% byto QFT-
pozytywnych. QFT byt zwigzany z ryzykiem wystapienia gruzlicy. TST byt
zwigzany tylko ze szczepieniem BCG.

Istnieje o wiele wiccej publikacji na temat wiarygodnosci mniej czutej wersji testu QuantiFERON®-TB Gold,
opartej na antygenie w postaci ciektej (prekursor dla testu QFT) oraz wiarygodnosci samego testu QFT. Badania
te poruszajg temat stosowania testu(testow) w zwigzku z przypadkami czynnej gruzlicy”'"'* %, stosowania
testow u dzieci®'® 2 stosowania testow u nosicieli wirusa HIV? >, u pracownikéw stuzby zdrowia'® 2% 32
0s6b z immunosupresja> *#% 2273031 4 takze u 0s6b z podejrzeniem gruzlicy” ® ** *® oraz u ludzi z niskim

ryzykiem zachorowalnosci na te chorobe.

,u
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Powtarzalnos¢ oraz wplyw TST na pozniejsze przeprowadzanie testu QFT

W ramach badania specyficznos$ci testu na populacji amerykanskiej wyodrebniono podgrupe ochotnikow
testowanych pomiedzy 4 a 5 tygodniem od przeprowadzenia na nich pierwszego testu QFT oraz testu TST.
Wyniki dla testu QFT na podstawie proby 260 badanych byly otrzymywane w obydwu wyzej wymienionych
momentach, a poziom zgodno$ci pomi¢dzy nimi wynosit 99,6% (259/260). Wczesniejsze przeprowadzenie
proby tuberkulinowej (TST) nie miato wplywu na otrzymywanie dodatnich wynikéw testu QFT.

10. INFORMACJE NATURY TECHNICZNEJ

Wyniki nieokreslone

Wyniki nieokre$lone powinny zdarza¢ si¢ do$¢ rzadko i moga by¢ spowodowane stanem ukladu
immunologicznego badanego pacjenta, ale takze moga by¢ zwigzane z wieloma czynnikami natury technicznej:

czasem dhuzszym niz 16 godzin pomigdzy momentem pobrania krwi a rozpoczeciem inkubacji w 37°C,
przechowywaniem krwi poza zalecanym zakresem temperatur (22°C + 5°C),

zbyt stabym wymieszaniem zawarto$ci probowek do pobierania krwi,

niedoktadnym przeptukaniem ptytki do testu ELISA.

Jesli podejrzewasz, ze kwestie natury technicznej przeszkodzity we wtasciwym pobraniu probek krwi lub w
odpowiednim obchodzeniu si¢ z nimi, powtorz caly test QFT z uzyciem nowej probki krwi. Mozna powtdrnie
przeprowadzi¢ test ELISA stymulowanego osocza, gdy podejrzewa si¢ nicodpowiednie przeplukiwanie
studzienek lub inne odchylenia od procedury testowej. Nie nalezy oczekiwaé, ze nieokreslone wyniki testu,
ktére sg wyrazone jako niskie wartosci aktywnosci IFN-y dla pobek z miogenem lub wysokie wartosci tej
aktywnosci dla $lepych, ulegly by zmianie w przypadku powtdrnego przeprowadzenia testu, chyba ze wystapit
btad w tescie ELISA. Wyniki nieokreslone nalezy po prostu przyja¢ do wiadomosci i przekaza¢ informacje
lekarzowi. Lekarz moze zadecydowac o ponownym pobraniu probki krwi pacjenta lub — w razie koniecznosci —
o podjeciu innych krokéw zaradczych.

Prébki z osoczem, z ktdrego wytracit si¢ wloknik

Gdyby po dhluzszym czasie przechowywania probek z osoczem doszlo do wytracenia si¢ widknika, zwiruj
probki, aby zsedymentowa¢ skrzepty materiat i utatwi¢ pipetowanie osocza.
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Rozwiazywanie probleméw dotyczacych testu ELISA

Niespecyficzne pochodzenie barwy

MOZLIWA PRZYCZYNA

ROZWIAZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przeptucz plytke przy pomocy buforu do
przeptukiwania o objetosci 400pl / studzienke. W zalezno$ci od
uzywanej ptuczki moze okaza¢ si¢ konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by¢ zastosowany czas nasigkania wynoszacy minimum 5
sekund pomiedzy kolejnymi cyklami ptukania.

Krzyzowe zanieczyszczenie studzienek w
tescie ELISA.

Aby zminimalizowa¢ ryzyko, ostroznie pipetuj i mieszaj probke.

Termin waznos$ci zestawu / skladnikow
wygasl.

Upewnij si¢, ze korzystasz z zestawu przed terminem wygasnigcia jego
waznosci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koniugat 100x
stezony byly uzywane w okresie do trzech miesiecy od daty
odtworzenia.

Roztwdr substratu dla enzymu jest
zanieczyszczony.

Wyrzu¢ substrat, jesli pojawia si¢ niebieskie zabarwienie. Zadbaj o to,
aby stosowane byly czyste pojemniki na odczynniki.

Wymieszanie osocza w probéwkach do
odwirowania przed jego zebraniem.

Upewnij sie, ze probki osocza sg ostroznie zbierane z gory zelu, bez
pipetowania w gore i w dot i zwracajac uwage na to, aby nie uszkodzié
materiatu znajdujacego si¢ na powierzchni zelu.

Niskie wartosci odczytu gestosci optycznej dla wzorcow

MOZLIWA PRZYCZYNA

ROZWIAZANIE

Bledne rozcienczenie wzorca.

Zadbaj o to, aby rozcienczenia wzorca byty prawidlowo sporzadzone,
zgodnie z instrukcjami z tego podrgcznika diagnostycznego.

Btad pipetowania.

Zadbaj o to, aby pipety byly wykalibrowane i uzywane zgodnie z
instrukcjami producenta.

Zbyt niska temperatura inkubacji.

Inkubacja mikroplytek w tescie ELISA powinna by¢ przeprowadzana
w temperaturze pokojowej: od 17°C do 27°C.

Zbyt krétki czas inkubacji.

Inkubacja plytki z koniugatem, wzorcami i probkami powinna trwac
120 + 5 minut. Roztwor substratu dla enzymu nalezy inkubowa¢ na
plytce przez 30 minut.

Zastosowano nieodpowiedni filtr czytnika
plytek.

Plytke trzeba odczytaé przy filtrze o dtugosci fali 450nm i filtrze
odniesienia o dtugosci fali z zakresu 620-650nm.

Odczynniki sg zbyt zimne.

Wszystkie odczynniki, z wyjatkiem koniugatu 100x stezonego, przed
rozpoczgciem testu nalezy przechowywac w temperaturze pokojowe;.
Zajmuje to okoto jedng godzing.

Termin waznos$ci zestawu / skladnikow
wygast.

Upewnij sie, ze korzystasz z zestawu przed terminem wygasnigcia jego
wazno$ci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koniugat 100x
stezony byty uzywane w okresie do trzech miesiecy od daty
odtworzenia.
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Wysokie tto

MOZLIWA PRZYCZYNA

ROZWIAZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przeptucz plytke przy pomocy buforu do
przeplukiwania o objetosci 400ul / studzienke. W zaleznosci od
uzywanej ptuczki moze okazac si¢ konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by¢ zastosowany czas nasigkania wynoszacy minimum 5
sekund pomigdzy kolejnymi cyklami ptukania.

Zbyt wysoka temperatura inkubacji.

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

Termin waznos$ci zestawu / skladnikow
wygast.

Upewnij si¢, ze korzystasz z zestawu przed terminem wygasni¢cia jego
waznosci. Zadbaj o to, aby odtworzony wzorzec oraz koniugat 100x
stezony byty uzywane w okresie do trzech miesiecy od daty
odtworzenia.

Roztwor substratu dla enzymu jest
zanieczyszczony.

Wyrzu¢ substrat, jesli pojawia si¢ niebieskie zabarwienie. Zadbaj o to,
aby stosowane byly czyste pojemniki na odczynniki.

Nieliniowy przebieg krzywej wzorcowej oraz zmiennos¢ w obrebie powtorzen

MOZLIWA PRZYCZYNA

ROZWIAZANIE

Niedoktadne przeptukanie ptytki.

Co najmniej 6 razy przephucz plytke przy pomocy buforu do
przeplukiwania o objetosci 400ul / studzienke. W zaleznosci od
uzywanej ptuczki moze okazac si¢ konieczne ponad 6 cykli ptukania.
Powinien by¢ zastosowany czas nasigkania wynoszacy minimum 5
sekund pomiedzy kolejnymi cyklami ptukania.

Btedne rozcienczenie wzorca.

Zadbaj o to, aby rozcienczenia wzorca byty prawidlowo sporzadzone,
zgodnie z instrukcjami z tego podrecznika diagnostycznego.

Za stabe wymieszanie sktadnikow.

Wymieszaj doktadnie odczynniki przez kilkukrotne odwracanie
buteleczki / probowki z odczynnikiem lub tagodne wytrzasanie (przy
pomocy urzadzenia typu vortex) przed wprowadzeniem ich na plytke.

Niekonsekwentna technika pipetowania lub
przerwa podczas przeprowadzania testu.

Wprowadzanie probki i wzorca powinno odbywac si¢ w sposob ciagty.
Wszystkie odczynniki nalezy przygotowac przed rozpoczeciem testu.

Film wideo z opisem procedury testowe]j oraz rozwigzania wigkszosci probleméw natury technicznej mozna
znalez¢ na ptycie CD zatytutowanej Product Information and Technical Guide (Informacje dotyczace produktu i
przewodnik techniczny), ktora jest dostepna bezplatnie bezposrednio u producenta (w firmie Cellestis) lub przez

dystrybutoréw.
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12. POMOC TECHNICZNA

Dla uzyskania pomocy technicznej prosimy o kontakt z:

Cellestis International Pty Ltd: Telefon: +61 3 8527 3500

Faks: +61 3 9568 6623
E-mail: techsupport@cellestis.com

Cellestis GmbH:
(Europa)

Telefon: +49 6151 428 59 -0
Faks: +49 6151 428 59 - 110
E-mail: techsupport@cellestis.com

Witryna internetowa: www.cellestis.com

Inne kraje:

Kraj Numer bezplatnej infolinii
Australia 9001 5776
Austria 0800 8020034
Belgia 0800 75351
Francja 0800911164
Holandia 0800 022 5340
Irlandia 1800 550 417
Niemcy 0800 182 7452
Nowa Zelandia 0800 44240
Szwajcaria 0800 561 802
Wielka Brytania 0800 680 0630
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13. SKROCONY OPIS PROCEDURY TESTOWEJ

ETAP 1 - INKUBACJA KRWI

Pobierz krew pacjentéw do probowek do
pobierania krwi i wymieszaj zawarto$¢ probowek,
potrzasajac probowka dziesie¢ (10) razy nie za
mocno- zaledwie na tyle, aby upewni¢ sie, ze cata
jej wewnetrzna powierzchnia zostata pokryta
krwia, w celu rozpuszczenia antygendw na
$ciankach prébowki.

Inkubuj probowki wylotem ku gorze w
temperaturze 37°C przez 16 do 24 godzin.

Po zakonczeniu inkubacji zwiruj zawarto$é
proboéwek przez 5 do 15 minut przy predkosci L
2000 do 3000 RCF (g) (RCF — wzgledna sita = ':;

wirowania).

/

Po odwirowaniu, zbierz probki osocza za pomoca
pipety. Nalezy unika¢ pod kazdym wzgledem
pionowych ruchow pipeta (w gore i w dot) jak i
mieszania osocza przed jego zebraniem.
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ETAP 2 - TEST ELISA NA WYKRYCIE IFN-y

Zrownowaz skladniki testu ELISA, z wyjatkiem
koniugatu 100x stgzonego, przenoszac je do
temperatury pokojowej na co najmniej 60 minut.

Odtwdrz wzorzec z dostarczonego zestawu przy
uzyciu destylowanej (dejonizowanej) wody tak, by
uzyskaé wyjSciowe stgzenie wzorca wynoszace
8,0 IU/ml. Sporzadz cztery rozciefnczenia wzorca
(S1-S4).

Odtworz liofilizowany koniugat 100x stezony za
pomoca destylowanej (dejonizowanej) wody.

Sporzadz ,.koniugat o aktywno$ci roboczej” w
»zielonym rozcienczalniku” i dodaj po 50ul tak
sporzadzonego roztworu do kazdej ze studzienek.

Dodaj po 50ul prébek badanego osocza oraz po
50ul  wzorca do odpowiednich studzienek.
Wymieszaj zawarto$¢ studzienek za pomoca
wytrzasarki.

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

C3
C3

/

g

dddd




10.

11.

12.

Przynajmniej 6 razy przeptucz studzienki
buforem do przeplukiwania w ilo$ci
400ul / studzienke.

Dodaj do studzienek po 100ul roztworu substratu
dla enzymu. Wymieszaj zawarto$¢ studzienek za
pomoca wytrzasarki.

Inkubuj  mikroptytki z  wprowadzonym
materiatem przez 30 minut w temperaturze
pokojowe;j.

Do kazdej studzienki dodaj po 50ul roztworu do
zatrzymania aktywnosci enzymu. Wymieszaj
zawarto$¢ studzienek za pomoca wytrzasarki.

Odczytaj wyniki przy 450nm dla filtra odniesienia

620-650nm.

Przeprowadz analize wynikow.
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14. ISTOTNE ZMIANY

Istotne zmiany do tego wydania (05990301G - lipiec 2011) Podrecznika Diagnostycznego QFT zestawiono w
ponizszej tabeli:

Rozdzial Strona Zmiana(-ny)
5.' POb.Ier?me probek oraz obchodzenie 9 Poprawki dot. potrzasaniem probki.
S1€ Z nimi
6. Wytyczne dotyczace przeprowadzenia 10 Poprawki dotyczace obchodzenia sie z probéwkami
testu. zawierajacymi krew.
6. Wytyczne dotyczace przeprowadzenia 12 Poprawki dotyczace obchodzenia si¢ z prébkami z
testu. osoczem.
10. Informacje natury technicznej. 23 DOd?tEk: ,,\_/Vymiesz_anie osocza w erobéwkach do
odwirowania przed jego zebraniem”.
12. Informacje natury technicznej. 26 Nowy adres mailowy pomocy techniczne;j.
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Wyprodukowano dla:
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Telefon: +61 3 8527 3500 (Australia), +49 6151 428 59-0 (Europa)
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Witryna internetowa: www.cellestis.com

Nr dokumentu:; 05990301G
Lipiec 2011

C€

| EC | REP |
MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Germany (Niemcy)
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