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1. FINALIDADE

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QFT®) é um teste para diagndstico in vitro que utiliza um cocktail de
péptidos simulando as proteinas ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4), a fim de estimular as células no sangue total
heparinizado. A deteccdo de interferdo -y (IFN-y) pelo Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética (ELISA) é usada
para identificar respostas in vitro a estes péptidos antigénicos, os quais estdo associados a infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis.

QFT é um teste indirecto a infeccdo por M. tuberculosis (incluindo a doenca) e deve ser usado em conjunto com
a avaliacdo de riscos, a radiografia e outras avaliacGes médicas e de diagndstico.

2. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

A tuberculose é uma doenca comunicéavel causada pela infeccdo com organismos complexos M. tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), os quais tipicamente se transmitem por via aérea a novos
hospedeiros, através de nucleos de goticulas provenientes de pacientes com tuberculose respiratéria. Um
individuo recentemente infectado pode ficar doente com tuberculose no espago de semanas ou meses, mas a
maioria dos individuos infectados permanece saudavel. Em alguns individuos persiste uma infecgdo latente de
tuberculose (LTBI), um estado assintomatico incomunicavel que pode degenerar em tuberculose meses ou anos
mais tarde. A finalidade principal ao diagnosticar a LTBI é considerar o tratamento médico para evitar a
doenca. Até h& pouco tempo, o teste cutdneo da tuberculina (TST) era o Unico método disponivel para
diagnosticar a LTBI. A sensibilidade cutinea a tuberculina desenvolve-se entre 2 a 10 semanas apdés a infeccéo.
Contudo, alguns individuos infectados — incluindo aqueles cuja vasta série de circunstancias impede as funcdes
imunitarias, mas também outros sem estas condicionantes — ndo reagem a tuberculina. Ao contrario, alguns
individuos sem probabilidade de infeccdo com M. tuberculosis apresentam sensibilidade a tuberculina e exibem
resultados positivos no TST ap6s vacinagdo com o bacilo Calmette-Guérin (BCG), por infeccdo com
micobactérias que ndo as do complexo M. tuberculosis ou devido a outros factores ndo determinados.

A LTBI tem de ser distinguida da tuberculose doenca, uma situagdo que tem de ser reportada e que,
normalmente, implica os pulm@es e o tracto respiratdrio inferior, apesar de também poder afectar outros
sistemas de 6rgdos. A tuberculose doenca é diagnosticada a partir de conclusdes retiradas da avaliagéo
historica, fisica, histoldgica e microbacterioldgica.

O teste QFT é um teste as respostas imunoldgicas celulares (CMI) perante péptidos antigénicos que simulam
proteinas micobacterianas. Estas proteinas (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4)) estdo ausentes de todas as estirpes
do BCG e da maioria das micobactérias ndo-tuberculosas, & excepcdo de M. kansasii, M. szulgai e M. marinum.*
Individuos infectados com organismos do complexo M. tuberculosis normalmente tém linf6citos no sangue que
reconhecem estes e outros antigénios micobacterianos. Este processo de reconhecimento envolve a geracdo e a
secrecdo da citoquina IFN-y. A detecgdo e subsequente quantificacdo de IFN-y constituem a base deste teste.

Os antigénios usados no QFT formam um cocktail de péptidos que simulam as proteinas ESAT-6, CFP-10 e
TB7.7(p4). Numerosos estudos demonstraram que estes péptidos antigénicos estimulam as respostas ao IFN-y
em células T por parte de individuos infectados com M. tuberculosis, mas geralmente nao por parte de pessoas
ndo infectadas ou vacinadas com BCG, sem doenca nem risco de LTBI.**? Contudo, os tratamentos ou estados
clinicos que fragilizam a funcionalidade imunitaria podem reduzir as respostas ao IFN-y. Pacientes com
determinadas outras infeccfes micobacterianas também podem reagir a ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4), visto que
0s genes que codificam essas proteinas estdo presentes em M. kansasii, M. szulgai and M. marinum.>® O teste
QFT ¢é tanto um teste para a LTBI como um auxiliar Gtil para diagnosticar a infeccdo com o complexo M.
tuberculosis em pacientes doentes. Um resultado positivo sustenta o diagndstico da tuberculose doenca;
contudo, as infeccBes por outras micobactérias (p. ex., M. kansasii) também poderiam levar a resultados
positivos. S&o necessarias outras avaliagdes médicas e de diagnostico para confirmar ou excluir a tuberculose
doenca.



Principios da analise

O sistema QFT utiliza tubos especiais para colheita de sangue total. A incubacdo do sangue ocorre nos tubos
durante 16 a 24 horas, ap0s as quais o plasma é colhido e testado quanto a presenga de IFN-y produzido como
resposta aos péptidos antigénicos.

O teste QFT ¢ realizado em duas fases. Primeiro, o sangue total é recolhido para dentro de cada um dos tubos
para colheita de sangue do QFT: um tubo de controlo nulo, um tubo de antigénio da TB e um tubo opcional de
agente mitogénico.

O tubo de agente mitogénico pode ser usado com o teste QFT como controlo positivo. Isso pode justificar-se
caso haja davidas sobre a situagdo imunolodgica do individuo. O tubo de agente mitogénico também pode servir
de controlo para manuseamento e incubag&o correctos do sangue.

Os tubos devem ser incubados a 37°C o mais cedo possivel e no espaco de 16 horas a contar da colheita. Na
sequéncia de um periodo de incubacdo de 16 a 24 horas, os tubos sdo centrifugados, o plasma ¢é retirado e a
quantidade de IFN-y (Ul/mL) é medida pelo ELISA.

Um teste é considerado positivo no caso de uma resposta do IFN-y ao tubo de antigénio da TB que se situe
significativamente acima do valor nulo UI/mL de IFN-y. Caso seja usada, a amostra de plasma estimulada pelo
agente mitogénico serve de controlo positivo do IFN-y para cada amostra testada. Uma resposta reduzida ao
agente mitogénico (<0,5 Ul/mL) indica um resultado inconclusivo caso uma amostra de sangue também tenha
uma resposta negativa ao antigénio da TB. Este padrdo pode verificar-se em caso de linfdcitos insuficientes, de
actividade linfocitaria reduzida devido ao manuseamento inadequado das amostras, de enchimento/mistura
incorrectos do tubo de mitogénio ou da incapacidade dos linfdcitos do paciente para gerar IFN-y. A amostra
nula corrige os efeitos de reacgBes ndo especificas, de anticorpos heteréfilos’ ou IFN-y ndo especifico em
amostras de sangue. O nivel de IFN-y do tubo nulo é subtraido ao nivel de IFN-y do tubo de antigénio da TB e
do tubo do agente mitogénico (caso seja usado).

Tempo necessario para realizar a analise

O tempo aproximado necessario para realizar a analise QFT é indicado abaixo; também é indicado o tempo para
testar amostras maltiplas quando agrupadas:

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

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



3. REAGENTES E ARMAZENAGEM

Tubos para colheita de sangue

Antigénio da tuberculose e de controlo

N.° do catalogo T0590-0301

1. Controlo nulo (tampa cinzenta)

2. Antigénio da TB (tampa vermelha)

3. Controlo do agente mitogénico (tampa plrpura)

NOTA:

Também estao disponiveis tubos noutras configuragdes:

100 x tubos

100 x tubos

100 x tubos

Cat n.° T0590-0201: 100 x controlo nulo, 100 x tubos para antigénio da TB.
Cat n.° T0593-0201: 100 x tubos de controlo de agente mitogénico.

Tubos para altitudes elevadas (consulte a seccéo 5)

Cat. N.° T0590- 0501: (altitude elevada) 100 x controlo nulo, 100 x tubos para

antigénio da TB.

Cat N.° T0590-0505: (altitude elevada) 100 x controlo nulo, 100 x tubos para

antigénio da TB & 100 x tubos para agente mitogénico.

Cat. N.° T0593- 0501 (altitude elevada) 100 x tubos de controlo de agente

mitogénico.

Componentes do ELISA

Componentes do ELISA

Catalogo no.: 0594-0201

Catalogo no.: 0594-0501

kit de 2 placas

embalagem de referéncia
para laboratério

Fitas de microplacas revestidas de anticorpo
monoclonal anti-humano IFN-y de ratinho

2 x 96 placas de poco

20 x 96 placas de pogo

Standard de IFN-y humano, liofilizado
(contém IFN-y humano recombinante,
caseina bovina, 0,01 % p/v de Timerosal)

1 x frasco
(8 IU/mL depois de reconstituido)

10 x frasco
(8 IU/mL depois de reconstituido)

Diluente Verde (contém caseina bovina,

soro normal de ratinho, 0,01% p/v de 1x30mL 10 x 30 mL
Timerosal)

Conjugado de 100X Concentrado, liofilizado

(IFN-y HRP anti-humano murino, contém 1 x 0.3mL (despois de 10 x 0.3mL (depois de

0,01% p/v de Timerosal)

reconstituido)

reconstituido)

Tampéo de lavagem 20X Concentrado (pH

7,2, contém 0,01 % p/v de Timerosal) 1 x 100mL 10 x 100mL
Solugéo de substrato enzimatico (contém
H,0,, 3,3’,5,5 tetrametilbenzidina) 1 x30mL 10 x 30mL
Solucéo de paragem enzimatica (contém
0.5M H,SO,) 1x15mL 10 x I5mL




Materiais necessarios (mas ndo fornecidos)

Incubadora de 37 °C. CO, ndo necessario.

Pipetas calibradas de volume variavel (10uL a 1000uL) com pontas descartaveis.

Pipeta calibrada multicanal (50uL e 100uL) com pontas descartaveis.

Agitador de microplacas.

Agua desionizada ou destilada - 2L.

Lavador de microplacas (recomendado um lavador automatico).

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



Instrucdes de conservacao

Tubos para colheita de sangue

e Conserve os tubos para colheita de sangue entre 4°C e 25°C.

Kit de reagentes

e Conserve o kit entre 2°C e 8°C.
e Proteja sempre a Solucdo de Substrato Enzimatico da luz solar directa.

Reagentes reconstituidos e ndo usados

Consulte a seccao 6 (pagina 11) para mais instruges sobre como reconstituir os reagentes.

e O Kit Standard reconstituido pode de ser guardado até 3 meses, se conservado entre 2°C e 8°C.
O Anote a data em que o Kit Standard foi reconstituido.
e Uma vez reconstituido, o Conjugado 100X Concentrado ndo usado tem de voltar a ser conservado entre 2°C
e 8°C e de ser usado no espaco de 3 meses.
O Anote a data em que o Conjugado foi reconstituido.
e O Conjugado pronto tem de ser usado no espacgo de 6 horas a contar do momento da preparacao.
e O tampao de lavagem pronto a usar pode ser conservado a temperatura ambiente durante até 2 semanas.



4. AVISOS E PRECAUCOES

AVisos

Um resultado negativo de QFT ndo exclui a possibilidade de infeccdo com M. tuberculosis nem de
tuberculose doenca: Resultados falsos-negativos podem dever-se ao estadio da infeccdo (p. ex.,
amostra obtida antes do desenvolvimento da resposta imunoldgica celular), estados co-morbidos
que afectem as fungdes imunitarias, manuseamento incorrecto dos tubos de colheita de sangue a
seguir a venipunctura, realizagdo incorrecta da analise ou outras variaveis imunolégicas.

Um resultado positivo de QFT ndo deve ser a Unica base - nem a definitiva - de determinacao da
infeccdo com M. tuberculosis. A realizagdo incorrecta da analise pode causar respostas falsas-
positivas.

Um resultado positivo de QFT deve ser seguido de avaliacdo médica mais exaustiva e de avaliacao
do diagndstico quanto a tuberculose doenca activa (p. ex., exame e cultura de bacilo acido-
resistente na expectoragdo, raio-X do torax).

Enquanto ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(p4) estdo ausentes de todas as estirpes do BCG e da maioria
das micobactérias ndo-tuberculosas mais conhecidas, é possivel que um resultado positivo de QFT
se deva a uma infec¢do por M. kansasii, M. szulgai ou M. marinum. Se houver suspeita de uma
dessas infeccBes, devem ser investigados testes alternativos.




Precaucdes
Para diagnéstico /n vitro.

Nocivo: A Solucéo de Substrato Enzimatico contém 3,3',5,5' de tetrametilbenzidina, a qual é nociva por
ingestdo, inalacdo e contacto cutaneo. Irritante para pele e olhos. Mutagénica. Use proteccdo ocular e luvas
€ manuseie como potencial carcinogénico.

Nocivo: Solucdo de Paragem Enzimatica contém H,SO,4 0 qual é nocivo por ingestdo, contacto com
olhos, pele e por inalagdo. Use proteccdo ocular, luvas e vestuario protector normal de laboratério. Se a
solucdo de paragem entrar em contacto com a pele ou os olhos, lave com agua abundante e consulte o
médico.

Nocivo: Standard de IFN-y e Conjugado 100X Concentrado podem ser desconfortaveis se ingeridos e
podem causar irritacdo cutanea. Use luvas e vestuario protector normal de laboratdrio.

Manuseie 0 sangue humano como potencialmente infeccioso. Observe as directrizes relevantes em
matéria de manuseamento de sangue.

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

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

Desvios em relacdo ao Folheto informativo podem causar resultados erréneos. Por favor, queira ler as
instrucBes cuidadosamente antes da utilizag&o.

N&o utilize o kit se algum frasco de reagente mostrar sinais de danos ou de fugas antes da utilizac&o.

N&o misture nem use reagentes ELISA de outros lotes de kits QFT.

Elimine reagentes ndo utilizados e amostras bioldgicas de acordo com as regulamentagdes locais e nacionais.
Néo utilize tubos de colheita de sangue nem o kit ELISA ap6s expirar a data de validade.

Certifique-se de que os equipamentos de laboratdrio como lavadores de placas e leitores foram calibrados /
validados para o uso.



5. COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

O teste QFT usa os seguintes tubos de colheita:

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

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

3. Controlo do agente mitogénico (tampa plrpura com anel branco) (para alturas até 810 m acima do
nivel do mar) (opcional)

4. Controlo nulo (tampa cinzenta com anel amarelo) (para alturas entre 1.020 e 1.875 m)

L

Antigénio da TB (tampa vermelha com anel amarelo) (para alturas entre 1.020 e 1.875 m)

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

Os antigénios secaram na parede interior dos tubos de colheita de sangue, por isso é essencial que o contetdo
dos tubos seja totalmente misturado com o sangue. Os tubos devem ser transferidos para uma incubadora de
37°C o mais cedo possivel e no espaco de 16 horas a contar da colheita.

Devem ser cumpridos os seguintes procedimentos, a fim de obter 6ptimos resultados:

1. Para cada individuo, recolha 1mL de sangue por venipunctura directamente para dentro de cada um dos
tubos de colheita de sangue QFT. Recomenda-se que este processo seja efectuado por um flebotomista
treinado.

Em locais até 810 metros de altura, devem ser usados os tubos de colheita de sangue QFT
Sandard. Em locais acima de 1020 metros até 1875 metros, devem ser usados os tubos de
colheita de sangue QFT para altitudes elevadas (HA).

Se usar tubos de colheita de sangue QFT fora de estas alturas, ou no caso de baixos volumes
de sangue, também pode extrair o sangue usando uma seringa e transferindo 1 mL de sangue
a cada um dos trés tubos. Por motivos de seguranca, é aconselhavel remover a agulha da
seringa, tomando as precaugdes devidas, tirar as tampas dos trés tubos QFT e adicionar 1 mL
de sangue a cada um dos tubos (marcacdo preta no lado do rétulo do tubo). Coloque as
tampas novamente e misture como descrito abaixo.

Como os tubos de 1mL extraiem o sangue relativamente devagar, mantenha o tubo na agulha
durante mais 2-3 segundos depois de o tubo parecer estar cheio, para assim garantir que é
retirado o volume necessério.

A marcacdo preta no lado dos tubos indica o volume de enchimento de 1mL. Os tubos para
colheita de sangue QFT foram validados para volumes entre 0,8 e 1,2mL. Se o nivel do sangue
em algum dos tubos ndo se aproximar da linha indicadora, é recomendavel obter outra
amostra de sangue.

Se estiver a usar uma agulha de borboleta para colheita do sangue, deve ser usado um tubo de
purga para garantir que a tubagem esta cheia de sangue antes de serem usados os tubos QFT.

2. Imediatamente depois de ter enchido os tubos, agite-os dez (10) vezes com intensidade suficiente para
assegurar que toda a superficie interna do tubo ficou revestida de sangue a fim de solubilizar os
antigénios nas paredes do tubo.

Os tubos devem ter uma temperatura de 17-25°C na altura de encher o sangue.

Uma agitacdo excessiva do tubo pode causar uma disrupcdo do gel podendo produzir
resultados incorrectos.

3. Rotule os tubos adequadamente.

4.  Os tubos devem ser transferidos para uma incubadora a 37°C £ 1°C o mais rapidamente possivel, no
espaco de 16 horas a contar da colheita. Antes de proceder a incubagdo, mantenha os tubos a
temperatura ambiente (22°C £ 5°C). Ndo refrigere nem congele as amostras de sangue.



6. INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Fase um — Incubacao de sanque e colheita de plasma

Materiais fornecidos

Tubos de colheita de sangue QFT (consulte a sec¢éo 3).

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)

Consulte a secgéo 3.
Procedimento

1. Se o sangue ndo for incubado logo apds a colheita, remisture os tubos invertendo-os 10 vezes
imediatamente antes da incubacao.

2. Incube os tubos NA VERTICAL a 37°C, durante 16 a 24 horas. A incubadora ndo necessita de CO,
nem de humidificag&o.

3. Apos a incubacdo a 37°C, os tubos de colheita de sangue podem ser mantidos entre 4°C e 27°C durante
3 dias antes de serem submetidos a centrifugacéo.

4. Apos a incubacdo dos tubos a 37°C, a colheita de plasma € facilitada centrifugando os tubos durante 15
minutos entre 2000 a 3000 de RCF (g). O tampao de gel separara as células do plasma. Caso isso ndo
ocorra, 0s tubos devem voltar a ser centrifugados a uma velocidade mais elevada.

e E possivel colher o plasma sem centrifugacio, contudo é necesséario um cuidado especial para
retirar o plasma sem perturbar as células.

5. Apés a centrifugagem e colheita do plasma é absolutamente necessario evitar pipetar as amostras
para cima e para baixo ou misturar o plasma. Tenha sempre cuidado para ndo perturbar o
material na superficie do gel.

e Sempre use uma pipeta para a colheita da amostra de plasma.
e Asamostras de plasma podem ser transferidas directamente dos tubos de colheita de sangue
centrifados para a placa QFT ELISA, também se estiverem a ser usadas estagdes de trabalho

automatizadas ELISA.

e As amostras de plasma podem ser conservadas durante 28 dias entre 2°C e 8°C ou, apds a
colheita do plasma, abaixo de —20°C durante periodos prolongados.
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Fase dois — Interferdo-y humano ELISA

Materiais fornecidos

Kit ELISA QFT (consulte a seccéo 3).

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)

Consulte a secgéo 3.

Procedimento

1. Todas as amostras de plasma e reagentes, a excepg¢ao do Conjugado 100X Concentrado, tém de ser trazidos
a temperatura ambiente (22°C + 5°C) antes de usados. Deixe decorrer pelo menos 60 minutos para o efeito.

2. Retire as fitas desnecessarias da estrutura, volte a sela-las com a pelicula e volte a conservar no frio até que
sejam precisas.

Destine pelo menos uma fita para os Standards QFT e fitas suficientes para o nimero de individuos a testar
(consulte as figuras 2A & 2B sobre os formatos de 2 e 3 tubos, respectivamente). Depois de utilizar, guarde
a estrutura e a tampa para as fitas restantes.

3. Reconstitua o Kit Standard liofilizado com o volume de agua desionizada ou destilada indicada no rétulo do
frasco Standard. Misture cuidadosamente para minimizar a formago de espuma e garantir a dissolugdo
completa. A reconstituicdo do Standard ao volume indicado produzira uma solugdo com uma concentragao
de 8,0 Ul/mL.

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

Use o Kit Standard reconstituido numa série de diluicdo de 1:4 de IFN-y em Diluente Verde (GD) -
consulte a figura 1. S1 (Standard 1) contém 4 Ul/mL, S2 (Standard 2) contém 1 Ul/mL, S3 (Standard 3)
contém 0,25 Ul/mL e S4 (Standard 4) contém 0 Ul/mL (s6 GD). Os Standards devem ser analisados pelo
menos em duplicado.

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

d

84'_ ) ) Adicione 210uL de GD ao S2, S3 e S4.
c. AQ'C'one 150L do Kit Standard a0 S1 e . Adicione 150pL do Kit Standard ao S1 e
misture totalmente. misture totalmente.

d. Transfira 50uL de S1 para S2 e misture e. Transfira 70uL de S1 para S2 e misture

totalmente. totalmente.

e. Transfira 50uL de S2 para S3 e misture f. Transfira 70uL de S2 para S3 e misture
totalmente. totalmente.

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

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

(SO GD)
e Prepare dilui¢cBes novas do Kit Standard para cada sessdo ELISA.

Reconstitua Conjugado 100X Concentrado liofilizado com 0,3mL de agua desionizada ou destilada.
Misture cuidadosamente para minimizar a formagdo de espuma e garantir a dissolucdo completa do
conjugado.

O conjugado pronto a usar € preparado diluindo a quantidade necessaria de Conjugado 100X Concentrado
reconstituido em Diluente Verde, como descrito no quadro 1 — Preparado de Conjugado.

QUADRO 1. Preparado de Conjugado

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

o Misture total mas cuidadosamente para evitar a formag&o de espuma.

¢ \olte a refrigerar Conjugado 100X Concentrado ndo necessario entre 2°C e 8°C imediatamente ap6s o
uso.

e Use apenas Diluente Verde.

As amostras de plasma recolhidas de tubos de colheita de sangue e congeladas ou conservadas depois
durante de mais de 24 horas antes da analise, devem ser misturadas cuidadosamente antes de as adicionar ao
poco ELISA.

o Evite misturar o plasma se adicionar as amostras de plasma samples directamente dos tubos QFT
centrifugados.

Adicione 50uL de conjugado acabado de preparar e pronto a usar aos po¢os ELISA, usando uma pipeta
multicanal.
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7.

10.

Adicione 50puL de amostras de plasma para teste aos pocos adequadas, usando uma pipeta multicanal
(consulte o esquema seguinte recomendado para a distribuicdo das placas — figuras 2A & 2B). Finalmente,
adicione 50uL a cada um dos Standards 1 a 4.

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

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

IN [5N | 9N [13N | 17N S1 25N | 29N [ 33N | 37N | 41N
1A | 5A | 9A | 13A | 17A S2 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S8 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 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1IN (Amostra 1. Plasma de controlo nulo); 1A (Amostra 1. Plasma de antigénio da TB).

Il ®| MmO Ol w>

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

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

IN | 1A | 1M 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 | 4AM S4 | S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

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

I o MmO o w>

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

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
¢ 1N (Amostra 1. Plasma de controlo nulo); 1A (Amostra 1. Plasma de antigénio de TB);
1M (Amostra 1. Plasma de controlo do agente mitogénico).

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

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

o As placas ndo devem ser expostas a luz solar directa durante a incubacéo.

Durante a incubacdo, dilua uma parte de tampédo de lavagem 20X Concentrado com 19 partes de agua
desionizada ou destilada e misture totalmente. Foi fornecido Tampdo de Lavagem 20X Concentrado

suficiente para preparar 2L de tamp&o de lavagem pronto a usar.

Lave os pocos com 400uL de tampdo de lavagem pronto a usar durante, pelo menos por 6 ciclos.
Recomenda-se a utilizacdo de um lavador automatico de placas.

e A lavagem profunda é muito importante para a performance da analise. Assegure-se de que, para cada
ciclo de lavagem, cada poco estd completemente cheio de tampéo de lavagem até ao cimo. Recomenda-
se um periodo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo.

o Deve ser adicionado ao reservatorio efluente desinfectante normal de laboratorio, assim como devem ser
seguidos os procedimentos estabelecidos para a descontaminacdo de material potencialmente infeccioso.
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11.

12.

13.

14.

Bata com as placas com o0s pogos virados para baixo sobre um papel absorvente para retirar tampédo de
lavagem residual. Adicione 100uL de Solucdo de Substrato Enzimatico a cada pogo e misture totalmente
usando um agitador de microplacas.

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

o As placas ndo devem ser expostas a luz solar directa durante a incubacéo.

A seguir a incubacdo de 30 minutos, adicione 50uL de Solugdo de Paragem Enzimética a cada pogo e
misture.

e A Solugdo de Paragem Enzimatica deve ser adicionada aos pogos pela mesma ordem e,
aproximadamente, & mesma velocidade do substrato no passo 11.

Meca a Densidade Optica (DO) de cada pogo no espaco de 5 minutos ap6s adi¢o da solugio de paragem,

usando um leitor de microplacas equipado com um filtro de 450nm e com um filtro de referéncia de 620nm
a 650nm. Os valores de DO sdo usados para calcular resultados.

7. CALCULOS E INTERPRETACAO DO TESTE

A Cellestis tem disponivel o programa QFT Analysis Software, usado para analisar dados em bruto e calcular
os resultados (certifique-se de € usada a versdo mais recente do software).

O software executa uma avaliagéo de Controlo da Qualidade da andlise, gera uma curva standard e fornece um
resultado do teste para cada individuo, como explicado ao pormenor na secc¢do de Interpretacdo de Resultados.

Como alternativa ao QFT Analysis Software, os resultados podem ser determinados de acordo com o método
seguinte:

Geracao da curva standard

(se néo for usado o QFT Analysis Software)

Determine os valores médios de DO das réplicas do Kit Standard em cada placa.

Construa uma curva standard log-1og tragando o log da DO média (eixo y) contra o log, da concentracdo
de IFN-y dos standards em Ul/mL (eixo x), omitindo o standard zero destes calculos. Calcule a linha que
melhor assenta a curva standard por analise de regresséo.

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

Estes célculos podem ser efectuados usando software disponivel com leitores de microplacas e folhas de calculo
comuns ou software para estatistica (como o Microsoft Excel). Recomenda-se que esse tipo de software seja
usado para calcular a analise de regressao, o coeficiente de variacdo (%CV) para os standards e o coeficiente de
correlacdo (r) da curva standard.
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Controlo da Qualidade do Teste

A precisdo dos resultados do teste depende da geracdo de uma curva standard exacta. Assim sendo, os resultados
derivados dos standards tém de ser examinados antes de os resultados das amostras de teste poderem ser
interpretados.
Para 0 ELISA ser vélido:

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

e O %CV dos valores de DO replicados do Standard 1 e Standard 2 tem de ser < 15%.

e Osvalores DO replicados para o Standard 3 e Standard 4 ndo podem divergir mais do que 0,040
de unidades de DO do seu valor médio.

e O coeficiente de correlacdo (r) calculado a partir dos valores médios de absorvancia dos
standards tem de ser de > 0,98.

O QFT Analysis Software calcula e regista estes parametros de controlo da qualidade.
Se os critérios acima indicados ndo forem satisfeitos, o teste é considerado invalido e tem de ser repetido.

e O valor médio de DO para o Standard Zero (Diluente Verde) tem de ser < 0,150. Se o valor
médio de DO for > 0,150, ha que investigar o procedimento de lavagem da placa.
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Interpretacdo dos resultados

Os resultados de QFT sdo interpretados usando 0s seguintes critérios:

NOTA: Diagnosticar ou excluir a tuberculose doenca e avaliar a probabilidade da LTBI exige uma
combinacédo das conclusdes retiradas da avaliacdo epidemioldgica, histérica, médica e de diagnostico que
deverao ser levadas em conta ao interpretar os resultados de QFT.

CASO SEJAM USADOS APENAS TUBOS NULOS & DE ANTIGENIO DA TB

Nulo Antigénio da TB menos nulo

[Ul/mL] [Ul/mL] QFT [Ul/mL] Relatério/lnterpretacdo

<035 Negativo Infeccdo por M. tuberculosis

< 8,0 > 0,35 e <25% do valor do nulo NAQO provavel
> 0,35 ¢ > 25% do valor do nulo Positivo® Infeccao por M,' tuberculosis

provéavel
Resultados sdo inconclusivos
>8,0° Qualquer um Inconclusivo® quanto & resposta ao antigénio
daTB

! Nos casos em que néo se suspeita de infecgdo por M. tuberculosis, resultados inicialmente positivos podem ser confirmados
por novo teste as amostras originais de plasma em duplicado no QFT ELISA. Se o teste repetido de uma ou das duas
réplicas for positivo, o teste do individuo deve ser considerado positivo.

2 Em estudos clinicos, menos de 0,25% dos sujeitos apresentaram niveis de IFN-y > 8,0 UI/mL para o controlo nulo.

% Consulte a seccdo de Resolucdo de problemas para aferir possiveis causas.

A magnitude do nivel de IFN-y medido ndo pode ser correlacionada com o estadio nem o grau de infeccéo, com
o nivel de resposta imunitaria nem com a probabilidade de progresséo para doenga activa.
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FIGURA 3. Fluxograma para interpretacdo CASO sejam usados tubos de NULO
ANTIGENIO DA TB

Antigénio da TB — nulo
> 0,35 Ul/ml

INTERPRETACAO

Sim

A\ 4

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

Sim
N&o 3
Nulo < 8,0 Ul/ml 1
INDETERMINADO <_'
VALIDACAO
Sim
A\ 4

POSITIVO

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

Agente mitogénico

Nulo | Antigénio da TB menos nulo

menos nulo QFT [Ul/mL] Relatério/Interpretacdo
[Ul/mL] [Ul/mL] [Ul/mL]"
<035 2 05 Infeccdo por M. tuberculosis
; . tuberculosi
> 035e< 25‘? do valor do > 05 Negativo NAO provavel
nulo -
o ~ A
< 80 > 0,35 e > 25% do valor do Qualguer um Positivo? Infeccéo por M,. tuberculosis
nulo provével
<0.35 <05
Resultados s8o inconclusivos
0,
= 0.35e< ZnSUﬁo) do valor do <05 Inconclusivo® quanto a resposta ao antigénio da
TB
>8,0* Qualquer um Qualquer um

! As respostas ao controlo positivo de agente mitogénico (e ocasionalmente de antigénio da TB) situam-se frequentemente
fora da amplitude do leitor de microplacas. 1sso ndo tem qualquer impacto nos resultados do teste.

2 Nos casos em que néo se suspeita de infeccdo por M. tuberculosis, resultados inicialmente positivos podem ser confirmados
por novo teste as amostras originais de plasma em duplicado no QFT ELISA. Se o teste repetido de uma ou das duas
réplicas for positivo, o teste do individuo deve ser considerado positivo.

% Consulte a seccdo de Resolugdo de problemas para aferir possiveis causas.

4 Em estudos clinicos, menos de 0,25% dos sujeitos apresentaram niveis de IFN-y > 8,0 UI/mL para o controlo nulo.

A magnitude do nivel de IFN-y medido ndo pode ser correlacionada com o estadio nem grau de infeccéo, com o
nivel de resposta imunitaria nem com a probabilidade de progresséo para doenca activa.
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FIGURA 4. Fluxograma para interpretagdo CASO sejam usados tubos de NULO, DE ANTIGENIO

DA TB E DE AGENTE MITOGENICO

Antigénio da TB — nulo
= 0,35 Ul/ml

INTERPRETACAO

Sim

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

NEE Sim
Agente mitogénico — nulo < Sim Nao b0 < 8.0 Ul
0,50 Ul/ml e/ou INDETERMINADO ulo = 8,0 Ulim
nulo > 8,0 Ul/ml
<
Nao Sim
A\ 4 A\ 4

NEGATIVO POSITIVO
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8. LIMITACOES

Os resultados do teste com QFT tém de ser usados em conjunto com o historial epidemioldgico de cada
individuo, com o seu estado actual e com outras avaliacBes de diagndstico.

Resultados com valores de nulo superiores a 8 UI/mL séo classificados de "inconclusivos” porque uma resposta
25% superior aos antigénios da TB podera situar-se fora da amplitude de medicdo da analise.

Podem ocorrer resultados ndo fiaveis ou inconclusivos devido a:

e desvios do procedimento descrito no Folheto Informativo,
e niveis excessivos de IFN-y em circulagdo ou presenca de anticorpos heterdfilos,
e mais de 16 horas entre a colheita da amostra de sangue e a incubacg&o a 37°C.

9. CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Estudos clinicos

Como ndo existe um padréo definitivo para a infeccdo latente de tuberculose (LTBI), na pratica ndo pode ser
feita uma estimativa a sensibilidade e a especificidade quanto a QFT. A especificidade de QFT foi aproximada
avaliando taxas positivas falsas em pessoas de baixo risco (sem factores de risco conhecidos) de infec¢cdo com
tuberculose. A sensibilidade foi aproximada avaliando grupos de pacientes com TB doenca activa confirmada
por cultura.

Especificidade

Num estudo norte-americano envolvendo 866 voluntérios, foi retirado sangue para QFT quando foi efectuado
um TST. A informac¢do demografica e os factores de risco relativamente a TB foram determinados usando um
inquérito standard na altura do teste. De 432 voluntarios sem factores de risco conhecidos de infeccdo por M.
tuberculosis, estiveram disponiveis resultados de QFT e TST para 391. Nenhum deles havia sido vacinado com
BCG. Foi realizado um segundo estudo de especificidade com QFT em individuos de baixo risco no Japéo,
aproximadamente 90 % dos quais haviam sido vacinados com BCG. O quadro 2 apresenta os resultados de
ambos os estudos de especificidade.

Quadro 2. Especificidade de QFT: resultados para pessoas sem risco relatado de infec¢do por M.
tuberculosis.

No. QFT
STUDY  staws 910G No-QFT o Positve/ o Jid bl specifiity
Vaccinated Tests (95% CI)  No. tested (95% CI)
;Juﬁc(;‘joo) 0% 391 1 31390 (gg'_zl(?o) 6/391 (9987'_5;@)
Japéo ** ~90% 168 6 21162 (Sg'_%%) - -
TOTAL - 559 (1/ 25/3) 5/ 552 (gg;igg) - -

*Usando cut off de TST de 10mm em individuos ndo vacinados com BCG. A estimativa da especificidade de
TST é de 99,1% ao usar um cut off de 15mm.

Sensibilidade a TB activa

A fim de avaliar a sensibilidade de QFT, foram testados suspeitos de infeccdo da TB dos Estados Unidos, da
Australia e do Japdo, os quais confirmaram subsequentemente a infeccdo por M. tuberculosis por cultura.
Enguanto ndo existe um teste padrdo definitivo para a infeccéo latente da tuberculose (LTBI), um substituto
adequado € a cultura microbioldgica de M. tuberculosis, visto que os pacientes com a doenca estdo, por
definico, infectados. Os pacientes haviam recebido menos de 8 dias de tratamento, antes da colheita de sangue

para o teste de QFT.

O quadro 3 resume as conclusdes dos trés grupos de pacientes positivos na cultura de M. tuberculosis. A

sensibilidade geral de QFT para a TB doenga activa foi de 89% (157/177).
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Quadro 3. QFT: Individuos com infeccdo de M. tuberculosis confirmada por cultura.

No. QFT Positive QFT Sensitivity

/ No. Valid Tests (95% CI)
Pacientes com TB no Japdo™ 86 /92 (8(?—?;;?%)
Australia 24127 (7(?_%()?%)
Estados Unidos 47 /58 (65—%903)%)
TOTAL 157 /177 (838_%(?()%)

Diagnostico da LTBI
Foi publicado um nimero de estudos que demonstram a performance de QFT em vérias popula¢des em risco de
contrair LTBI. O quadro 4 apresenta as conclusdes primarias de alguns estudos seleccionados.

Quadro 4. Estudos publicados seleccionados sobre QFT em populagdes em risco de contrair LTBI.

ESTUDO Total testado Resultados e conclus6es

Cenaério de taxas de TB muito elevadas. 40% de QFT positivos cf. 41% TST
positivos a 10mm. Elevada concordancia com TST, sem efeito do BCG em
nenhum dos lados. Ambos os testes relacionados com os factores de risco
"idade" e "periodo de trabalho na prestacdo de cuidados de saide"

Prestadores de cuidados de salde na

india (Pai et al 2005)%° 726

A prevaléncia geral de LTBI por QFT foi de 4,6% (27/590) em portadores de
VIH". Resultados positivos foram associados aos riscos da TB. Dois

590 individuos positivos por QFT evoluiram para TB activa no espago de um
ano. Respostas inconclusivas (n=20. 3,4%) foram associadas
significativamente a contagem de CD4 <100 / yL

Portadores do VIH na Dinamarca
(Brock et al 2006)°

Criangas com suspeita de TB ou com histéria de contacto com TB foram
Criangas hospitalizadas 105 testadas com QFT e TST. 10,5% de QFT positivos cf. 9,5% TST positivos a
Dogra et al 2006)* 10mm. A concordéncia entre os testes foi de 95,2% em geral e de 100% em
individuos ndo vacinados com BCG.

Foram testados contactos estreitos de 15 casos indices diferentes. 51%
estavam vacinados com 0 BCG, 27% nascido no estrangeiro. 70% dos
Contactos alemées 309 vacinados com BCG e 18% dos ndo vacinados eram positivos ao TST
(Diel et al 2006)* (5mm), ao passo que 9% e 11% eram positivos a QFT, respectivamente.
QFT foi associado ao risco de TB. TST s6 foi associado a vacinagdo com
BCG.

Muitas mais publicac6es descrevem a performance da versdo do antigénio liquido menos sensivel de QFT (o
precursor de QFT) e do teste QFT. Estes estudos incluem a utilizacdo do(s) teste(s) em contactos de casos de TB
activa®™ ¥ criancas®® » % portadores do VIH* >, prestadores de cuidados de satide® ** *, individuos
imunossuprimidos® * 222 27:30.31 'ham como suspeitos de TB” ® %8 ¢ individuos de baixo risco™.

Repetibilidade e efeito do TST em testes subsequentes com QFT
Como parte do estudo de especificidade norte-americano, um sub-conjunto dos voluntarios voltou a ser testado
4 a 5 semanas apos o teste original com QFT e com TST. Os resultados com QFT para 260 recrutados estiveram

disponiveis em ambas as alturas e o nivel de concordancia foi de 99,6% (259/260). Um TST anterior ndo
induziu respostas positivas do QFT.
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10. INFORMACAO TECNICA

Resultados inconclusivos

Resultados inconclusivos deviam ser raros e podem ser o estado de imunidade do individuo a ser testado,
embora possam também estar relacionados com um nimero de factores técnicos:

mais de 16 horas entre a colheita de sangue € a incubacdo a 37°C
armazenamento do sangue fora da amplitude térmica recomendada (22°C + 5°C)
mistura insuficiente dos tubos para colheita de sangue

lavagem incompleta da placa ELISA

Se houver suspeitas sobre a técnica de colheita ou manuseamento das amostras de sangue, repita o teste
completo de QFT com uma nova amostra de sangue. O teste ELISA de plasmas estimulados podera ser repetido
em caso de suspeita de lavagem inadequada ou de outro desvio do procedimento com o teste ELISA. N&o seria
de esperar que testes inconclusivos que resultem de valores reduzidos de agente mitogénico ou de valores
elevados do nulo se alterem na repeticéo, a ndo ser que haja um erro no teste ELISA. Resultados inconclusivos
devem ser relatados como tal. O médico pode escolher entre recolher outra amostra ou efectuar outros
procedimentos, conforme seja conveniente.

Amostra de plasma coagulado

Se ocorrerem coagulos de fibrina com amostras de plasma armazenadas durante um longo periodo, centrifugue
as amostras para sedimentar o material coagulado e facilitar a pipetagem do plasma.
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Resolugdo de problemas ELISA

Desenvolvimento cromatico ndo-especifico

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400pL/poco de tampéo de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 ciclos de lavagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-se um periodo de
imersdo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo.

Contaminacdo cruzada de pogos ELISA.

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

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro da validade. Assegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentrado reconstituidos sao
usados no espaco de trés meses a contar da data de reconstituicao.

Solucdo de Substrato Enzimatico esta
contaminada.

Ponha de parte o substrato se apresentar coloragdo azul. Assegure-se
de que sdo usados reservatorios limpos para 0s reagentes.

Mistura de plasma em tubos centrifugados
antes da colheita

Assegure-se de que as amostras de plasma sdo recolhidas do gel de
cima ndo pipetando de cima para baixo e prestando atengdo a que o
material na superficie do gel ndo seja perturbado

Leituras de baixa Densidade Optica para Standards

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Erro de diluicdo do Standard.

Assegure-se de que as diluicbes do Kit Standard sdo preparadas
correctamente, conforme o Folheto Informativo.

Erro de pipetagem.

Assegure-se de que as pipetas sdo calibradas e usadas de acordo com
as instrucdes do fabricante.

Temperatura de incubacdo demasiado baixa.

A incubacdo do ELISA deve ser feita a temperatura ambiente, entre
17°Ce 27°C.

Tempo de incubagdo demasiado curto.

A incubacéo da placa com o conjugado, standards e amostras deve
durar 120 £ 5 minutos. A Solucdo de Substrato Enzimatico € incubada
na placa durante 30 minutos.

Usado um filtro incorrecto do leitor de placas.

A placa deve ser lida a 450nm, com um filtro de referéncia entre 620 e
650nm.

Reagentes estdo demasiado frios.

Todos os reagentes, a excep¢do do Conjugado 100X Concentrado, tém
de ser trazidos a temperatura ambiente antes de iniciar a analise. I1sso
leva aproximadamente uma hora.

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro da validade. Assegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentrado reconstituidos sdo
usados no espaco de trés meses a contar da data de reconstituicao.
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Fundo de cor intensa

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400pL/poco de tampéo de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 ciclos de lavagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-se um periodo de
imersdo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo.

Temperatura de incubacdo demasiado elevada.

A incubacdo do ELISA deve ser feita a temperatura ambiente, entre
17°C e 27°C.

Data de validade do kit / componentes
expirou.

Assegure-se de que o kit usado esta dentro da validade. Assegure-se
de que o Standard e o Conjugado 100X Concentrado reconstituidos sao
usados no espaco de trés meses a contar da data de reconstituicao.

Solugdo de Substrato Enzimatico esta
contaminada.

Ponha de parte o substrato se apresentar coloragdo azul. Assegure-se
de que sdo usados reservatérios limpos para os reagentes.

Curva standard ndo-linear e variabilidade entre as amostras duplas

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Lavagem incompleta da placa.

Lave a placa pelo menos 6 vezes com 400uL/poco de tampéo de
lavagem. Podem ser necessarios mais do que 6 ciclos de lavagem,
dependendo do lavador usado. Deve respeitar-se um periodo de
imersdo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo.

Erro de diluicdo do Standard.

Assegure-se de que as dilui¢cbes do Standard séo preparadas
correctamente, conforme o Folheto Informativo.

Mistura mal feita.

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

Técnica inconsistente de pipetagem ou
interrupcdo durante a configuracdo da analise.

A adicdo de amostras e de Standard deve ser feita de forma continua.
Todos os reagentes devem ser preparados antes de comecar a analise.

Um video sobre o procedimento durante a analise e sobre a solugdo para a maioria dos problemas técnicos
encontra-se no CD de Informacéo sobre o Produto e Guia Técnica, disponivel gratuitamente junto da Cellestis
ou através do seu distribuidor.
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12. ASSISTENCIA TECNICA

Para assisténcia técnica, por favor, contacte:

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

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

Cellestis GmbH:
(Europa)

Website: www.cellestis.com

Outros paises:

Telefone: +49 6151 42859 - 0
Fax: +49 6151 428 59 - 110

E-mail: techsupport@cellestis.com

Pais NuUmero (chamada gratuita)

Australia 9001 5776
Austria 0800 8020034
Bélgica 0800 75351
Franca 0800911164
Alemanha 0800 182 7452
Irlanda 1800 550 417
Paises Baixos 0800 022 5340
Nova Zelandia 0800 44240
Suica 0800 561 802
Reino Unido 0800 680 0630
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13. PROCEDIMENTO ABREVIADO DO TESTE

FASE 1 - INCUBACAO DO SANGUE

Recolha o sangue do paciente para dentro dos
tubos para colheita de sangue e misture-o,
agitando os tubos dez (10) vezes com intensidade
suficiente para assegurar que toda a superficie
interna do tubo ficou revestida com sangue a fim
de solubilizar os antigénios nas paredes do tubo.

Incube os tubos na vertical a 37°C, durante 16 a

24 horas.

A seguir a incubacdo, centrifugue os tubos

durante 5 a 15 minutos, entre 2000 e 3000g RCF -i?':_*:;):l
(g), para separar o plasma dos glébulos s
vermelhos.

Apbs a centrifugam, recolhe as amostras de
plasma usando uma pipeta. Tenha sempre cuidado
para ndo pipetar para cima e para baixo ou
misturar o plasma antes da colheita.
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FASE 2 — IFN-y ELISA

Deixe 0s componentes ELISA, a excepcdo do
Conjugado 100X Concentrado, atingirem a
temperatura ambiente durante, pelo menos, 60
minutos.

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

Reconstitua  Conjugado 100X  Concentrado
liofilizado com agua destilada ou desionizada.

Prepare conjugado pronto a usar em Diluente
Verde e adicione 50uL a todos 0s pocos.

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

Incube durante 120 minutos & temperatura
ambiente.

C3
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10.

11.

12.

Lave o0s pocos pelo menos 6 vezes com
400pL/poco de tampdo de lavagem.

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

Incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Adicione 50uL de solucdo de paragem a todos 0s ////
pocos. Misture usando o agitador. I—[ I—l Ll I_i

Leia os resultados a 450nm com um filtro de referéncia de \
620 a 650nm. \
1

Analise os resultados.
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14. ALTERACOES IMPORTANTES

As alteracdes importantes efectuadas na presente edi¢do (05990301G — Julho de 2011) do Folheto Informativo
estdo resumidas na quadro abaixo:

Sec¢do Pagina Alteracdo
5. Colheita e manuseamento de 9 Modificacdo do procedimento de agitacdo dos tubos.
amostras
6. Instrucdes de utilizagdo técnica 10 Alteracdo no procedimento de manuseamento dos tubos que contém sangue.
6. Instrucdes de utilizagdo técnica 12 Alteracdo no procedimento de manuseamento das amostras de plasma.
10. Informacao técnica 23 Adicionamento: 'Mistura do plasma em tubos centrifugados antes da colheita'.
12. Assisténcia técnica 26 Novo endereco de e-mail para assisténcia técnica.
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