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Uso previsto

O ensaio QuantiFERON Monitor (QFM) é um teste de diagnéstico in vitro
destinado a detectar a fung@o imune mediada por células através da medicdo
de interferon gama (IFN-y) no plasma por ensaio imunoenzimdtico (ELISA) apds
a incubacdo de sangue total heparinizado com estimulantes da resposta imune
inata e adaptativa. O ensaio é usado para detectar a resposta imune mediada
por células na populacdo de transplantes de 6rgdos sélidos imunossuprimidos.

O QFM é destinado ao uso em conjunto com a avaliagdo de riscos e outras
avaliagdes médicas e de diagnéstico.

Resumo e explicacdo do teste

A imunodeficiéncia é caracterizada por uma capacidade reduzida de montar
efetivamente uma resposta imune. Essa resposta comprometida ou ausente pode
ser resultado de uma imunodeficiéncia primdria ou adquirida (secunddria) (1).

As imunodeficiéncias primdrias sdo herdadas geneticamente e caracterizadas
por deficiéncias de componentes distintos do sistema imunolégico adaptativo
ou inato (1). No entanto, a maioria das imunodeficiéncias é adquirida
(secunddria) e pode ser induzida por agentes patogénicos, medicamentos
(como tratamento imunossupressor apds o transplante de érgdos), condicdes
patolégicas (como cancer, por exemplo, leucemia e linfoma) ou por
contaminantes ambientais (1).

A base molecular da imunodeficiéncia é diversa; no entanto, a imunidade
mediada por células desempenha um papel fundamental na indugcdo de muitas
das manifestacdes clinicas observadas. Atualmente, o diagnéstico e o manejo
de sindromes de imunodeficiéncia dependem do agente causal (2, 3).

Por exemplo, a gestdo ad hoc é a norma no monitoramento do status de
imunodeficiéncia celular de individuos que foram submetidos a transplantes de
érgdos sélidos (Solid Organ Transplants, SOTs) e estdo recebendo
medicamentos para suprimir seu sistema imunolégico. O status da resposta
imune do individuo é geralmente medido pelo monitoramento dos niveis de
medicamento farmacolégico e pela avaliagdo clinica/patolégica da fungdo do
implante (2, 3).

Vdrios testes de funcdo das células T medem a imunidade mediada por células
quanto aos mitdgenos, como a fitohemaglutinina (PHA), mitégeno pokeweed e
concanavalina A (ConA); no entanto, eles medem apenas a capacidade
funcional das células T e sGo um subconjunto de células envolvidas na
imunidade mediada por células. Tornou-se cada vez mais evidente que
mecanismos imunoldgicos inatos contribuem muito para a defesa do

4 Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018



hospedeiro, seja por agir sozinho ou por melhorar respostas de células T
especificas. Portanto, as respostas funcionais das células imunes inatas (células
assassinas naturais [NK — Natural Killer]) e adaptativas (células T) formam uma
andlise mais abrangente da imunidade mediada por células (2, 3).

O QFM é um teste de diagnéstico in vitro que usa uma combinacdo de
estimulantes  (na forma de um pellet LyoSphere™) que estimulam
especificamente  diferentes tipos de células envolvidas nos sistemas
imunoldgicos inato e adaptativo. O estado imunoldégico funcional de um
individuo é avaliado medindo a resposta & estimulacdo do sistema imunoldgico
inato e adaptativo com agonistas do Toll Like Receptor (TLR) e do receptor de
células T (TCR — T-Cell Receptor), respectivamente. A deteccGo de interferon-
gama (IFN+) por ELISA fornece uma medicGo qualitativa e quantitativa da
funcdo imune mediada por células.

Principios do ensaio

O ensaio QFM usa estimulantes liofilizados (QFM LyoSpheres™), que sdo
adicionados ao sangue total heparinizado. A incubagdo do sangue ocorre de
16 a 24 horas, apés as quais o plasma é coletado e testado quanto & presenca
de IFN-y produzido em resposta aos estimulantes.

O teste QFM é realizado em estdgios. Primeiro, o sangue total é coletado no
QFM Blood Collection Tube. Em seguida, um QFM LyoSphere é adicionado ao
tubo, que é incubado a 37°C o mais répido possivel e dentro de 8 horas apés a
coleta. Apds um periodo de incubacdo de 16 a 24 horas, os tubos sdo
centrifugados, o plasma é removido e a quantidade de IFNvy (relatada em
Unidades Internacionais por ml; Ul/ml) é medida por ELISA e comparada a um
intervalo de valores esperados para caracterizar a resposta imune do individuo.

O QFM é um ensaio que fornece uma medicdo qualitativa e quantitativa da
func@o imune. Os resultados do QFM podem ndo quantificar diretamente o
nivel de supressdo imunoldgica.

A quantidade de IFN-y nas amostras de plasma pode, em geral, estar acima
dos limites superiores da maioria dos leitores de ELISA, mesmo quando os
individuos estGo moderadamente imunossuprimidos. Recomenda-se que as
amostras de plasma sejam diluidas na propor¢do de 1:10 e/ou 1:100 no
Diluente verde e testadas no ELISA juntamente com o plasma néo diluido.

Nota: O limiar do ensaio QFM pode variar dependendo do nivel de
imunossupressGo de um individuo e das configuracdes de transplante
individuais.
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Consulte "Interpretacdo dos resultados" na pégina 24 deste folheto informativo
para obter uma descricdo de como os resultados do QFM sdo interpretados.

Tempo necessdrio para realizar o ensaio

O tempo necessdrio para realizar o ensaio QFM é estimado abaixo. O tempo
de teste de vdrias amostras quando em lote também é indicado.

Incubagdo a 37°C de tubos de sangue: 16 a 24 horas

ELISA: Aproximadamente 3 horas para uma placa de ELISA
(até 88 amostras) <1 hora de trabalho

Adicione 10 a 15 minutos para cada placa extra

Componentes e armazenamento

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Ref. 0650-0701
Nomero de preparagdes 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 frascos
Folheto informativo do QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

QuantiFERON Monitor Blood Collection Tubes
Ref. 0650-0101
Nomero de preparagdes 100

QuantiFERON Monitor Blood Collection Tubes (tampa branca, 100 tubos

anel branco)

Folheto informativo dos QuantiFERON Monitor Blood 1
Collection Tubes
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Componentes do QuantiFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA 2-plate kit
ELISA
Ref. 0650-0201
Microplate Strips (Tiras de microplacas), 12 x 8 pogos 2 conjuntos
(revestidas com anticorpo monoclonal anti-IFN-y humano- de tiras de
murino) microplacas
de

12 x 8 pogos
IFN-y Standard (Solugcdo padrdo de IFN-y), liofilizada 1 x frasco
(contém IFN-y humano recombinante, caseina bovina, (8 Ul/ml
0,01% w/v de Timerosal) quando

Green Diluent (Diluente verde)
(contém caseina bovina, soro de camundongo normal,

0,01% w/v de Timerosal)

Conjugate 100x Concentrate (Conjugado 100x concentrado),
liofilizado (HRP de anti-IFN-y humano-murino, contém
0,01% w/v de Timerosal)

Woash Buffer 20x Concentrate (Tampé&o de lavagem 20x
concentrado) (pH 7,2, contém 0,05% v/v de ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Solugdo de substrato enzimdtico)
(contém H2O, 3,3"', 5,5' tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution (Solu¢do de parada enzimdtica)
(contém 0,5 M H2SO4)*

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor ELISA

reconstituido)

1 x frasco de

30 ml

1x0,3 ml,
quando
reconstituido

1 x 100 ml
1 x 30 ml

1 x15ml

* Contém dcido sulfirico. Consulte a pdgina 11 sobre precaucdes.
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos
Incubadora* a 37°C; CO; ndo necessdrio.
Pipetas de volume varidvel calibradas*

Pipeta multicanal calibradat com capacidade para administrar 50 pl e
100 pl com pontas descartéveis
Agitador de microplacast

2 litros de dgua deionizada ou destilada
Lavadora de microplacas (lavadora automatizada recomendada)

Leitor de microplacast equipado com um filiro de 450 nm e filtro de
referéncia de 620 nm a 650 nm

Cilindro graduado (cilindro de medicao)

Toalhas absorventes sem fiapos

Armazenamento e manuseio

Tubos de coleta de sangue

Armazene os QFM Blood Collection Tubes entre 4°C e 25°C. Os QFM Blood
Collection Tubes devem estar entre 17°C e 25°C no momento do enchimento e
mistura do sangue.

LyoSpheres
Armazene os QFM LyoSpheres entre 2°C e 8°C.

Reagentes do kit ELISA
Armazene os reagentes do kit ELISA entre 2°C e 8°C.

Mantenha a Solugdo de substrato enzimdtico sempre protegida da luz solar
direta.

* Certifique-se de que os instrumentos tenham sido verificados e calibrados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.
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Reagentes de ELISA reconstituidos e ndo usados

Para obter instrucdes sobre como reconstituir os reagentes de ELISA, consulte
"Estagio 2 — IFN-y ELISA", pdgina 18.

A solugdo padrdo reconstituida do kit pode ser guardada durante
3 meses, se armazenada entre 2°C e 8°C.

Anote a data na qual a solugdo padrao do kit foi reconstituida.

Apés a reconstituicdo, o Conjugado 100x concentrado ndo usado tem
de ser novamente armazenado entre 2°C e 8°C e tem de ser usado
dentro de 3 meses.

Anote a data na qual o conjugado foi reconstituido.

O conjugado na concentracdo de trabalho deve ser usado no periodo
de 6 horas apds o preparo (consulte Tabela 1).

O tampdo de lavagem na concentracdo de trabalho deve ser
armazenado em temperatura ambiente (22°C + 5°C) por até duas
semanas.
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Avisos e precaugdes

Para uso em diagnéstico in vitro

Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco adequado, luvas
descartéveis e éculos de protecdo. Para mais informagdes, consulte as folhas de
dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) aplicaveis. Elas estao
disponiveis online em formato PDF (conveniente e compacto) em
www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e imprimir a
SDS para cada kit e para componente do kit QIAGEN.

Avisos

O QFM é um ensaio que fornece uma medicdo qualitativa e
quantitativa da fung@o imune. Os resultados do QFM podem ndo
quantificar diretamente o nivel de supressdo imunolégica.

Os resultados do ensaio QFM devem ser usados em conjunto com a
apresentacdo clinica, o histérico médico e outros indicadores clinicos
ao estabelecer o estado imune de um paciente.

O limiar do ensaio QFM pode variar dependendo do nivel de
imunossupressdo de um individuo e das configuracdes de transplante
individuais.
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Precaucoes

Somente para uso em diagndstico in vitro.

A

CUIDADO: Manuseie o sangue e plasma humano como se fossem
potencialmente infecciosos. Observe as diretrizes relevantes de
manuseio de sangue e produtos sanguineos. Descarte amostras e
materiais em contato com sangue ou produtos sanguineos de
acordo com os regulamentos federais, estaduais e locais.

As adverténcias de perigo e precaucdo a seguir se aplicam aos componentes

do QuantiFERON Monitor ELISA.

Adverténcias de perigo

EE

QuantFERON Enzyme Stopping Solution

Contém: écido sulfirico. Aviso! Pode ser corrosivo para metais. Provoca
irritacdo da pele. Causa irritagdo grave nos olhos. Use luvas de
protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecao facial.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Aviso!l Causa irritagdo leve da pele. Use luvas de protecdo/vestuério de
protecdo/protecdo ocular/protecao facial.

QuantiFERON Green Diluent

Contém: 5-hidroxi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-sulfofenilazo)pirazole-3-carboxilato
trissédico. Contém: tartrazina. Aviso! Pode provocar uma reagdo
alérgica cutdnea. Use luvas de protecdo/vestudrio de
protecdo/protecdo ocular/protecao facial.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Contém: mistura de 5-cloro-2-metil-4-isotiazolina-3-ona e 2-metil-2H-
isotiazole-3-ona (3:1). Nocivo para a vida aqudtica, com efeitos
duradouros. Evite liberar no meio ambiente.
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Mais informacées

Folhas de dados de seguranca: www.giagen.com/safety

12

Divergéncias em relagdo ao folheto informativo do QuantiFERON
Monitor (QFM) ELISA podem levar a resultados incorretos. Leia as
instrucdes com atencdo antes do uso.

Importante: Inspecione os frascos antes do uso. Ndo use frascos de
Conjugado, Solugdo padrdo de IFNvy ou QFM LyoSphere que
apresentem sinais de danos ou se a vedacdo de borracha tiver sido
comprometida. Ndo manuseie frascos quebrados. Tome as precaucdes
de seguranca apropriadas para os descartar com seguranca.
Recomendagdo: Use um deslacrador de frascos para abrir os frascos de
Conjugado, Solugéo padrdo de IFN+y ou QFM LyoSphere, a fim de
minimizar o risco de ferimentos causados pelo lacre metdlico.

Néo use o kit ELISA se algum frasco de reagente apresentar sinais de
danos ou vazamentos antes do uso.

Né&o misture nem use as Tiras de microplacas, a Solugcdo padréo de
IFN-y, o Diluente verde ou o Conjugado 100x concentrado de lotes
diferentes do QFM ELISA. Os outros reagentes (Tampdo de lavagem 20x
concentrado, Solucdo de substrato enzimédtico e Solucdo de parada
enzimdtica) podem ser trocados entre kits, desde que os reagentes
estejam dentro dos prazos de validade e que os detalhes do lote sejam
registrados.

Descarte os reagentes e as amostras bioldgicas ndo usados em
conformidade com os regulamentos locais e nacionais de seguranca e
meio ambiente.

Néo use os QFM Blood Collection Tubes, os QFM LyoSpheres ou o QFM
ELISA apés a data de validade.

Verifique se o equipamento de laboratério foi calibrado/validado para
uso.
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Coleta e manuseio de espécimes

O ensaio QFM deve ser realizado apenas com sangue total coletado em um
tubo de coleta de sangue de heparina de litio ou diretamente em um
QFM Blood Collection Tube; é necessdrio 1 ml de sangue total por teste.
Os tubos de coleta de sangue devem ser rotulados adequadamente e incluir o
hordrio da coleta.

Importante: Tanto a estimulacdo de amostras de sangue QFM (ou seja, a
adigdo de um QFM LyoSphere a um 1 ml de aliquota de sangue) como a sua
incubagdo subsequente a 37°C devem ocorrer dentro de 8 horas apés a coleta
de sangue.

Antes da incubacdo, mantenha as amostras de sangue em temperatura

ambiente (22°C = 5°C).

Os seguintes procedimentos devem ser seguidos para obter os melhores
resultados:

1. Rotule os tubos adequadamente.

Certifiquese de que cada QFM Blood Collection Tube esteja etiquetado
adequadamente com os detalhes e o hordrio da coleta de sangue do
individuo.

2. Para cada individuo, colete 1 ml de sangue por puncdo venosa diretamente
em um QFM Blood Collection Tube. Este procedimento deve ser realizado
por um flebotomista treinado.

Nota importante: Os tubos devem ser mantidos entre 17°C e 25°C no
momento do enchimento do sangue.

Os QFM Blood Collection Tubes podem ser usados até uma altitude de
810 metros acima do nivel do mar.

Como os tubos de 1 ml coletam o sangue de forma relativamente lentq,
mantenha o tubo na agulha por 2 a 3 segundos depois que o enchimento
do tubo parecer ter sido concluido. Isso garantird que o volume correto seja
extraido.

A marca preta na lateral do rétulo do QFM Blood Collection Tube indica
um volume de enchimento de 1 ml. Os QFM Blood Collection Tubes sdo
fabricados para extrair 1 ml £ 10% e ter um desempenho ideal dentro
desse intervalo. Se o nivel de sangue estiver fora do intervalo da linha
indicadora, deverd ser obtida uma nova amostra de sangue.

Se for usada uma agulha "borboleta" para coletar sangue, use um tubo de
coleta de sangue "purga" para garantir que a tubulacdo esteja cheio de
sangue antes do uso dos QFM Blood Collection Tubes.
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Se usar os QFM Blood Collection Tubes a uma altitude superior a
810 metros ou caso ocorra um baixo volume de coleta de sangue, use uma
seringa para coletar o sangue e imediatamente transfira 1 ml para o QFM
Blood Collection Tube. Por razdes de seguranca, recomenda-se que tal
procedimento seja realizado removendo a agulha da seringa, assegurando
os procedimentos de seguranca adequados, removendo a tampa do QFM
Blood Collection Tube e adicionando 1 ml de sangue (até o centro da
marca preta na lateral do rétulo do tubo). Recoloque a tampa firmemente e
misture conforme descrito abaixo.

Se usar um torniquete, afrouxe o torniquete assim que a agulha for inserida
na veia para evitar variagdes de pressdo que possam afetar o volume de
sangue.

Alternativamente, o sangue pode ser coletado em um tubo genérico de
coleta de sangue contendo heparina de litio como anticoagulante e depois
transferido para um QFM Blood Collection Tube. Use apenas heparina de
litio como anticoagulante sanguineo, uma vez que outros anticoagulantes
interferem no ensaio. Encha um tubo de coleta de sangue (volume minimo
de 3 ml) e misture delicadamente invertendo o tubo vdrias vezes para
dissolver a heparina. Mantenha o sangue em temperatura ambiente
(22°C = 5°C) antes de transferir para os QFM Blood Collection Tubes para
estimulacdo com um QFM LyoSphere. Certifique-se de que o sangue seja
bem misturado por inversGo suave imediatamente antes da dispensacdo.
Dispense uma aliquota de 1 ml de sangue em um QFM Blood Collection
Tube. Tal procedimento deve ser realizado assepticamente, (garantindo os
procedimentos de seguranca adequados) removendo a tampa do QFM
Blood Collection Tube e adicionando 1 ml de sangue (até o centro da
marca preta na lateral do rétulo do tubo). Recoloque as tampas dos tubos
firmemente e misture conforme descrito abaixo.

Imediatamente apés encher os tubos, inverta-os suavemente vérias vezes
para dissolver a heparina.

Importante: Uma agitac@o excessivamente vigorosa pode causar a ruptura
do gel e levar a resultados anormais.

Pouco antes do uso, equilibre o QFM LyoSpheres em temperatura ambiente
(22°C + 5°C).

Adicione assepticamente um QFM LyoSphere a 1 ml de sangue.

Retire a tampa do tubo de coleta de sangue.

Bata levemente no frasco de QFM LyoSphere em uma superficie dura para
garantir que o QFM LyoSphere esteja localizado na parte inferior do
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frasco. Retire a tampa do frasco de QFM LyoSphere removendo primeiro o
lacre metdlico e depois a rolha de borracha.

Solte cuidadosamente o QFM LyoSphere na amostra de sangue de 1 ml
alinhando o rebordo do frasco de vidro com o rebordo do QFM Blood
Collection Tube. Em seguida, inverta o frasco suavemente para transferir o
QFM LyoSphere para o QFM Blood Collection Tube (consulte Figura 1).

Importante: Se o QFM LyoSphere cair fora do QFM Blood Collection Tube,
descarte-o e abra outro frasco de QFM LyoSphere.

Importante: Nao deixe o frasco de QFM LyoSphere aberto por longos
periodos de tempo. O QFM LyoSphere deve ser adicionado ao sangue
assim que o frasco for aberto.

Se os QFM LyoSpheres forem adicionados ao sangue que foi coletado no
QFM Blood Collection Tube, garanta que as tampas dos tubos retornem as
amostras corretas.

Figura 1. Adicdio do QFM LyoSphere. E QFM Blood Collection Tube e frasco de QFM
LyoSphere. E Remova a tampa do QFM Blood Collection Tube e remova o lacre metdlico e a

rolha de borracha do frasco de QFM LyoSphere. E Adicione imediatamente o QFM
LyoSphere ao sangue alinhando o rebordo do frasco de vidro com o rebordo do tubo de

coleta. |B, Em seguida, inverta suavemente o frasco para transferir o LyoSphere para o tubo de
coleta. E Tampe novamente o QFM Blood Collection Tube e agite de 5 a 10 vezes.

6. Tampe o QFM Blood Collection Tube e agite-o de 5 a 10 vezes, com firmeza
suficiente para garantir que o QFM LyoSphere se dissolva completamente.

Se um QFM LyoSphere aderir & superficie interna do tubo, ele poderd ser
dissolvido ao cobrir o LyoSphere de sangue enquanto o tubo é invertido.

Certifique-se de que o tubo seja tapado apés a adicdo do QFM LyoSphere,
a fim de impedir a adi¢do acidental de um segundo LyoSphere no mesmo
tubo.
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Nota: Como o QFM LyoSphere é branco, ele ndo serd mais visivel no
sangue apds a dissolucdo.

Importante: Uma agitac@o excessivamente vigorosa pode causar a ruptura
do gel e levar a resultados anormais.

7. Apds adicionar e dissolver o QFM LyoSphere, os QFM Blood Collection
Tubes devem ser transferidos para uma incubadora a 37°C + 1°C o mais
répido possivel e dentro de 8 horas apés a coleta de sangue.

________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Instrucdes de uso

Estdgio 1 — Incubagdo de sangue e coleta de plasma

Materiais fornecidos

B  QFM Blood Collection Tubes (consulte "Componentes e armazenamento",

pdgina 6)

Materiais necessdrios (mas ndo fornecidos)

B Consulte "Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos", pdgina 8
1 /!

Procedimento

1.

2.

3.

Incube os QFM Blood Collection Tubes contendo 1 ml de aliquotas de sangue
com QFM LyoSphere na VERTICAL a 37°C + 1°C por 16 a 24 horas.

Nota: A incubadora ndo necessita de CO2 nem de umidificacdo.

Apds a incubagdo, os QFM Blood Collection Tubes podem ser mantidos
entre 4°C e 27°C por até 3 dias antes da centrifugacdo.

Apés a incubagdio, a coleta de plasma ¢ facilitada centrifugando os QFM
Blood Collection Tubes por 15 minutos a 2000-3000 x g (RCF). O tampdo
de gel separard as células do plasma. Se isso ndo ocorrer, centrifugue os
tubos novamente.

E possivel coletar o plasma sem centrifugacdo; contudo, é necessdrio
cuidado adicional para remover o plasma sem perturbar as células.

As amostras de plasma devem ser coletadas apenas usando uma pipeta.

Importante: Apds a centrifugacdo, evite pipetar para cima e para baixo ou
misturar o plasma por qualquer meio antes da coleta. Sempre tenha
cuidado para ndo perturbar o material na superficie do gel.

As amostras de plasma podem ser carregadas diretamente dos QFM Blood
Collection Tubes centrifugados na placa QFM ELISA, inclusive quando sdo
usadas estacdes de trabalho ELISA automatizadas.

As amostras de plasma podem ser armazenadas por até 28 dias entre 2°C
e 8°C ou, se coletadas, abaixo de —20°C por periodos prolongados. As
aliquotas de amostras de plasma coletadas devem ser vedadas antes do
armazenamento.

Se estiver coletando amostras de plasma, colete pelo menos 150 pl de
7
plasma para permitir a repeticdo de testes, se necessdrio.
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A quantidade de IFN-yy nas amostras de plasma pode, em geral, estar
acima dos limites superiores da maioria dos leitores de ELISA, mesmo
quando os individuos estdo moderadamente  imunossuprimidos.
Recomenda-se que as amostras de plasma sejam diluidas na propor¢do de
1:10 e/ou 1:100 no Diluente verde e testadas no ELISA juntamente com o
plasma ndo diluido (consulte o Estdgio 2 — executando o IFN-y ELISA).

Estdgio 2 — IFN-y ELISA

Materiais fornecidos

B  QuantFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA (consulte "Componentes e
armazenamento", pdgina 6)

Materiais necessdrios (mas ndo fornecidos)

B Consulte "Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos", pégina 8

Preparagdo

O IFN-y no plasma pode, em geral, estar acima dos limites superiores da
maioria dos leitores de ELISA, mesmo quando os individuos estdo
moderadamente imunossuprimidos. Recomenda-se que as amostras de plasma
sejam diluidas na propor¢do de 1:10 e/ou 1:100 no Diluente verde e
submetidas a ensaio no ELISA juntamente com o plasma ndo diluido.

Nas situacdes em que um paciente pode ser fortemente imunossuprimido, a
preparacdo e andlise de apenas uma amostra de plasma néo diluido pode ser
suficiente para obter um resultado quantitativo.

Nota: Os resultados da amostra que estdo dentro do intervalo do QFM ELISA
(ou seja, até 10 Ul/ml) devem ser usados para Interpretacdo dos resultados.
A menor diluicdo que gera um resultado dentro do intervalo do QFM ELISA
deve ser usada como resultado relatado (levando em consideracdo o fator de
diluicdo) se o plasma néo diluido estiver acima do intervalo do QFM ELISA.

Procedimento

1. Todas as amostras de plasma e reagentes, exceto o Conjugado 100x
concentrado, tém de ser colocadas & temperatura ambiente (22°C + 5°C)
antes de serem usadas. Aguarde, pelo menos, 60 minutos para alcangar o
equilibrio.

2. Remova da estrutura as tiras que ndo sejam necessdrias, vede novamente
na bolsa de papel aluminio e retorne co refrigerador para armazenamento
até ser necessdria.
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Deixe, pelo menos, uma tira para as solugcdes padrdo QFM e tiras
suficientes para o nimero de individuos sendo testados. Apds o uso,
conserve a estrutura e a tampa para usar com as tiras restantes.

3. Reconstitua a Solugdo padrdo de IFN-y liofilizada com o volume de égua
deionizada ou destilada indicado no rétulo do frasco de solugdio padréo.
Misture suavemente para minimizar a formagdo de espuma e garantir uma
total solubilizagdo. A reconstituicio da solugdo padrdo com o volume
indicado produzird uma solugéo com uma concentragéo de 8,0 Ul/ml.

Importante: O volume de reconstituicdo da Solugdo padrdo de IFN-y difere
entre lotes. Consulte o rétulo do frasco de solucdo padrdo para garantir o
uso do volume correto de dgua deionizada ou destilada.

Use a solucdo padrao reconstituida do kit para produzir uma diluicdo de
1:2 seguida de uma série de diluicdes de 1:4 de IFN-y no Diluente verde
(Green Diluent, GD) (consulte Figura 2). S1 (Solucdo padréo 1) contém
4,0Ul/ml, S2 (Solugdo padréo 2) contém 1,0 Ul/ml, S3 (Solugcdo
padrdo 3) contém 0,25 Ul/ml e S4 (Solugcdo padrdo 4) contém O Ul/ml
(apenas GD). As solucdes padrdo devem ser testadas em duplicado.

Prepare novas diluicdes da solugcdo padrdo do kit para cada sessdo do
ELISA.

Procedimento recomendado para solugdes padrdo duplicadas
a. Rotule 4 tubos "S1", "S2", "S3", "S4".

b. Adicione 150 pl de GD a S1, S2, S3 e S4.

c. Adicione 150 pl da solu¢do padrdo do kit a S1 e misture bem.
d. Transfira 50 pl do S1 para o S2 e misture bem.
e. Transfira 50 pl do S2 para o S3 e misture bem.

f. Apenas o Diluente verde (GD) serve como solugdo padrdo zero (S4).
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do kit 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Ul/ml

(Diluente verde)

Figura 2. Preparagdo da curva de solugdo padrdo.

4. Reconstitua o Conjugado 100x concentrado liofilizado com 0,3 ml de agua

deionizada ou destilada. Misture suavemente para minimizar a formagdo de
espuma e garantir uma total solubilizagdo do conjugado.
O conjugado na concentracdo de trabalho é preparado diluindo a
quantidade necessdria de Conjugado 100x concentrado no Diluente verde
(Tabela 1. Preparac@o do Conjugado). Retorne qualquer Conjugado 100x
concentrado ndo usado a uma temperatura entre 2°C a 8°C imediatamente
apds o uso. Use apenas o Diluente verde.

Tabela 1. Preparagdo do Conjugado

Nomero de tiras Volume de Conjugado Volume de Diluente
100x concentrado verde
2 10 pl 1,0 ml
3 15 4l 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25yl 2,5 ml
6 30 4l 3,0m
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 4,5 ml
10 50 pl 50m
11 55 55m
12 60 pl 6,0 ml
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5. Para as amostras de plasma coletadas de tubos de coleta de sangue e

8.

9.

subsequentemente armazenadas e congeladas, misture as amostras antes

de adicionar ao pogo de ELISA.

Importante: Se as amostras de plasma forem adicionadas diretamente dos

tubos QFM centrifugados, deverd ser evitada qualquer mistura do plasma.

Sempre tenha cuidado para ndo perturbar o material na superficie do gel.

Recomendado: Dilua as amostras de plasma na proporgdo de 1:10.
Adicione 90 pl de Diluente verde (Green Diluent, GD) a um tubo
rotulado com detalhes do paciente e "1:10".

Em seguida, adicione 10 pl de amostras de plasma misturado
(consulte a etapa 5 para obter detalhes sobre amostras de plasma
misturado em comparacé@o com aquelas adicionadas diretamente de
tubos QFM centrifugados).

Misture bem com uma pipeta, minimizando a formagdo de espuma.

Recomendado: Dilua as amostras de plasma na proporgdo de 1:100.
Prepare uma diluicdo de 1:10 (consulte a etapa 6 acima).

Adicione 90 pl de Diluente verde a um tubo rotulado com detalhes do
paciente e "1:100".

Adicione 10 pl da dilui¢éo de 1:10.

Misture bem com uma pipeta, minimizando a formagdo de espuma.
Recomendado: Teste as seguintes amostras em paralelo e nesta ordem:

Nao diluida, 1:10, 1:100

As seguintes opg¢des de amostra do individuo também séo suportadas pelo
software de andlise QFM:

Néo diluida
1:10
1:100
1:10, 1:100

Nao diluida, 1:10

Adicione 50 pl de conjugado na concentragdo de trabalho recém-preparado
aos pogos de ELISA necessdrios usando uma pipeta multicanal.

Adicione 50 pl da amostra de plasma de teste aos pogos apropriados
usando uma pipeta multicanal. Em seguida, adicione 50 pl de cada uma das
solugdes padrdo 1 a 4. Teste as solugdes padrdo em duplicado.
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10.

11,

12.

13.

14.

15.

16.

22

Cubra cada placa com uma tampa e misture bem o conjugado e as
amostras/solugdes padrdo de plasma usando um agitador de microplacas
por 1 minuto. Evite salpicos.

Incube & temperatura ambiente (22°C + 5°C) por 120 + 5 minutos.

Durante a incuba¢do, as placas ndo devem estar expostas & luz solar
direta.

Durante a incubagdo, dilua uma parte do Tampdo de lavagem 20x
concentrado em 19 partes de dgua deionizada ou destilada e misture bem.
E fornecido Tampéo de lavagem 20x concentrado suficiente para preparar
2 litros de tampéo de lavagem na concentragdo de trabalho.

Lave os pogos com 400 pl de tampdo de lavagem na concentracdo de
trabalho por, pelo menos, 6 ciclos em uma lavadora de microplacas.
Recomenda-se uma lavadora automética de placas.

Uma lavagem meticulosa é muito importante para a realizagéo do ensaio.
Verifique se cada pogo estd completamente preenchido com o tampdo de
lavagem para cada ciclo de lavagem. Recomendado: Mergulhe os pocos
por um periodo de, pelo menos, 5 segundos entre cada ciclo para obter
melhores resultados.

Acrescente desinfetante laboratorial padrao ao reservatério de efluentes e
siga os procedimentos estabelecidos para a descontaminacdo de material
potencialmente infeccioso.

Bata as placas com a face para baixo na toalha absorvente e sem fiapos
para remover o tampdo de lavagem residual. Adicione 100 pl de Solugdo
de substrato enzimético a cada pogo, cubra a placa com uma tampa e
misture bem usando um agitador de microplacas.

Incube & temperatura ambiente (22°C a 5°C) por 30 minutos.

Durante a incubacdo, as placas ndo devem estar expostas a luz solar
direta.

Apds a incubagdo, adicione 50 pl de Solugdo de parada enzimdtica a cada
pogo e misture bem usando um agitador de microplacas.

A Soluc@o de parada enzimética deve ser adicionada aos pocos na mesma
ordem e aproximadamente na mesma velocidade usada na adicdo da
Solugdo de substrato enzimético na etapa 13.

Mega a densidade éptica (Optical Density, OD) no prazo de 5 minutos apés
a interrupgdo da reagdio usando um leitor de microplacas equipado com um
filtro de 450 nm e com um filtro de referéncia de 620 nm a 650 nm. Os
valores de densidade éptica (Optical Density, OD) séo usados para calcular
os resultados.
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Célculos e interpretacdo de testes

O QuantiFERON Monitor Analysis Software é usado para analisar dados
brutos e para calcular resultados. Esté disponivel em www.QuantiFERON.com.
Certifique-se de que seja utilizada a versGo mais recente do QuantiFERON
Monitor Analysis Software.

O software realiza uma avaliagdo de controle de qualidade do ensaio, gera
uma curva de solugdo padrdo e fornece um resultado de teste para cada
individuo, conforme detalhado na secdo de Interpretacdo de resultados.

Se o plasma ndo diluido estiver acima do intervalo superior (ou sejq,
>10 Ul/ml) do QFM ELISA, o QuantiFERON Monitor Analysis Software relatard
a menor diluicdo que gera um resultado dentro do intervalo do QFM ELISA,
levando em consideracdo o fator de diluicdo.

Como dlternativa ao uso do QuantiFERON Monitor Analysis Software, os
resultados podem ser determinados de acordo com o método a seguir.

Geragdio da curva de solucdo padrdo

(Se o QuantiFERON Monitor Analysis Software ndo for usado)

Determine os valores médios de densidade éptica (Optical Density, OD) das
réplicas de solugdo padrdo do kit em cada placa.

Construa uma curva de solucdo padrdo de logerlogi tracando o logy da
densidade éptica (Optical Density, OD) média (eixo Y) em relacdo ao log) da
concentrac@o de IFN-y das solugdes padrdo em Ul/ml (eixo X), omitindo desses
cdlculos a solucdo padrdo zero. Calcule a linha de melhor ajuste para a curva
de solucdo padrdo por andlise de regressao.

Use a curva de solugdo padréo para determinar a concentracdo de IFNvy
(Ul/ml) para cada uma das amostras de plasma de teste, usando o valor de
densidade Sptica (Optical Density, OD) de cada amostra.

Esses cdlculos podem ser realizados usando pacotes de software
disponibilizados com os leitores de microplacas e com o software de folha de
cdlculo ou estatistico padrao (como o software Excel® Microsoft®). Recomenda-
se que sejam usados esses pacotes para calcular a andlise de regresséo, o
coeficiente de variacdo (coefficient of variation, %CV) para as solucdes padrdo
e o coeficiente de correlacdo (r) da curva de solugdo padrao.

O resultado relatado deve ser obtido da menor diluicdo que gera um resultado
dentro do intervalo do QFM ELISA (levando em consideracdo o fator de
diluicdo) se o plasma ndo diluido estiver acima do intervalo do QFM ELISA.
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Controle de qualidade do teste

A precisdo dos resultados de teste depende da geracdo de uma curva de
soluc@o padrdo precisa. Portanto, os resultados derivados das solucdes padrdo
devem ser examinados antes que os resultados das amostras de teste possam
ser interpretados.

Para que o ELISA seja vélido:

B O valor de densidade éptica (Optical Density, OD) médio da Solugdo
padrdo 1 deve ser >0,600.

B O %CV dos valores de densidade éptica (optical density, OD) replicados
da Solugdo padrdo 1 e da Solugéo padréo 2 tem de ser <15%.

B Os valores de densidade éptica (optical density, OD) replicados da
Solugdo padréo 3 e da Solugdo padrdo 4 ndo podem variar mais do que
0,040 unidades de densidade éptica em relacdo a sua média.

B O coeficiente de correlacdo (r) calculado a partir dos valores médios de
absorbdncia das solugdes padrdo tem de ser >0,98.

O QuantiFERON Monitor Analysis Software calcula e relata esses parédmetros
de controle de qualidade.

Se os critérios acima ndo forem atendidos, a execucdo serd invdlida e deverd
ser repetida.

O valor de densidade éptica (Optical Density, OD) da solugéo padrdo zero
(Diluente verde) deve ser <0,150. Se o valor de densidade éptica (optical
density, OD) médio for >0,150, o procedimento de lavagem da placa deveré
ser investigado.

Interpretagdo dos resultados

Os resultados do QFM sdo interpretados dependendo da resposta de IFN-y aos
estimulantes imunolégicos inatos e adaptativos. O ensaio QFM fornece uma
medi¢do qualitativa e quantitativa da fun¢do imune. Os resultados do QFM
podem ndo quantificar diretamente o nivel de supressdo imunolégica.

Importante: Ao estabelecer o estado imunolégico de um individuo, o nivel de
IFN-y medido deve ser usado em conjunto com a apresentacdo clinica, o
histérico médico e outras avaliagdes de diagnéstico (Tabela 2). O limiar do
teste QFM pode variar dependendo do nivel de imunossupressdo de um
individuo e das configuracdes de transplante individuais.
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Tabela 2. Interpretagdo dos resultados

Interpretagdio

Resultado do QFM Classificacéo
quanto ao IFN-y ( Ul/ml)

<15 Baixa
15-1000 Moderada
>1000 Alta

O individuo tem baixa
resposta de IFN-y a
estimulantes
imunolégicos inatos e
adaptativos

O individuo tem
resposta moderada de
IFN-y a estimulantes
imunolégicos inatos e
adaptativos

O individuo tem alta
resposta de IFN-y a
estimulantes
imunoldgicos inatos e
adaptativos

Se o nivel de IFN«y medido de uma amostra de plasma nao diluido for inferior a

0,1 Ul/ml:

B Verifique se o QFM LyoSphere foi adicionado & amostra de sangue e se o
tubo foi incubado conforme as instrucdes neste folheto informativo.

B Verifique se o resultado de IFN-y corresponde ao estado clinico atual do

individuo.

Se suspeitar de problemas técnicos com a coleta ou o manuseio das amostras
de sangue, repita todo o ensaio QFM com uma nova amostra de sangue.
Repita o teste ELISA de amostras de plasma estimulado se suspeitar de que o
teste original apresenta divergéncias em relacdo ao procedimento descrito
neste folheto informativo (consulte a secdo Controle de qualidade do teste para

obter detalhes).

O médico pode desejar repetir o teste se os resultados forem inconsistentes com

o estado clinico atual do individuo.

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018

25



Limitacoes
Os resultados do teste QFM tém de ser usados em conjunto com a histéria
clinica, o estado médico atual e outras avaliacdes de diagndstico de cada

individuo. Os laboratérios podem optar por estabelecer seus préprios intervalos
para o ensaio.

Os laboratérios também podem optar por correr um espécime de controle
externo coletado de um individuo sauddvel em paralelo com os espécimes dos
pacientes.

Poderdo ocorrer resultados ndo confidveis ou inexatos devido a:

B Anticoagulante sanguineo incorreto — use apenas heparina de litio, pois
outros anticoagulantes interferem no ensaio.

B Divergéncias em relagdo ao procedimento descrito neste folheto
informativo.

Niveis excessivos de IFN-y circulante ou presenca de anticorpos heterdfilos.

B  Mais de 8 horas entre a coleta do espécime de sangue e a incubacdo a
37°C.

B Tubos de sangue QFM com enchimento insuficiente ou excessivo, fora do
intervalode 0,9 a 1,1 ml.

Caracteristicas de desempenho

Estudos clinicos

Foram realizados dois estudos clinicos para avaliar as respostas de individuos
aparentemente sauddveis (n=114) em comparacdo com receptores de
transplante (n=30). Dos receptores de transplante, 18 estavam na coorte pds-
transplante precoce (Early PostTx, dentro de 3 meses apds o transplante)
e 12 estavam na coorte péstransplante tardio ou coorte estdvel (Late Post-Tx,
>12 meses apds o transplante).

B As amostras foram coletadas em até 5 momentos de cada individuo na
Early Post-Tx (3 meses da coorte pés-transplante, n=64 amostras).

B As amostras foram coletadas uma vez de cada individuo na Late Post-Tx
(coorte pds-transplante tardio, n=12 amostras)

B As amostras foram coletadas 1vez de cada individuo na coorte
aparentemente sauddvel (n=114)
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As respostas ao QFM variaram entre baixa e moderada nas amostras da Early
Post-Tx e da Late Post-Tx. A Early Post-Tx teve uma porcentagem maior (93,8%)
de respostas dentro do intervalo baixo e uma porcentagem menor de respostas
(6,3%) dentro do intervalo moderado em comparagdo com as respostas da Late
Post-Tx, com 25% de respostas no intervalo baixo e 66,7% no intervalo
moderado (Tabela 3). Nenhuma resposta da Early PostTx estava no intervalo
de resposta alta, enquanto apenas 1 (8,3%) resposta nas amostras da Late Post-
Tx estava no intervalo de resposta alta. As respostas ao QFM na coorte
aparentemente sauddvel estavam principalmente no intervalo moderado
(83,3%) e no intervalo de alta resposta (15,8%) (Tabela 3).

Tabela 3. O intervalo de resposta ao QFM em individuos aparentemente

sauddveis vs. receptores de transplante

IFN-y Categoria Early Late Aparentem  Total de
(Ul/ml) de Post-Tx %* Post-Tx %* ente resultados
resultados  |Cde 95% ICde 95% sauddvel

n n o
IC de 95%
n
<15 Baixg 93.8%  250%  09% Y
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n=60 n=3 n=1
15-1000 Moderada  6.3% 66,7% 83,3% 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n=95
>1000 Alta 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,5-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Total de 64 12 114 190
amostras

* As porcentagens indicam a propor¢cdo de amostras dentro de cada coorte de doadores

que se enquadram no intervalo de resposta especifico.
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Valores esperados

A distribuicdo das respostas de IFN-y ao QFM em pacientes péstransplante
precoce (até 3 meses apds o transplante) foi determinada a partir de

64 amostras coletadas de 18 receptores de transplante usando o QFM ELISA
(Figura 3).

NUmero de amostras

40 A

35
30 -
20 - "
10 - 7
3 3 !
O | | | I | 1
¢ 5 o N oD
N A ol
Q:»
IFN-y (Ul/ml)

Figura 3. Distribuicdo das respostas de IFN-y ao QFM em pacientes pés-transplante precoce
(n=64; mediana=1,5 Ul/ml).

A distribuicdo das respostas de IFN-y ao QFM em pacientes pés-transplante

tardio (>12 meses apds o transplante) foi determinada a partir de 12 amostras
usando o QFM ELISA (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo das respostas de IFN-y ao QFM em pacientes pés-transplante tardio

(n=12; mediana=98,8 Ul/ml).

A distribuicdo das respostas de IFN-y ao QuantiFERON Monitor em individuos
aparentemente sauddveis foi determinada a partir de 114 amostras usando o

QFM ELISA (Figura 5).
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Figura 5. Distribuigdio das respostas de IFN-y ao QFM em pacientes aparentemente sauddveis

(n=114; mediana=400,5 Ul/ml).

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018

29



Respostas de QFM em pacientes com transplante de érgdos sélidos

O QFM foi avaliado em um estudo observacional transversal de pacientes
transplantados de 6rgdos sélidos (4). O estudo incluiv: 212 individuos
sauddveis com um subgrupo de 30 controles pareados por idade e sexo,
30 pacientes pré-transplante, 18 pacientes pdstransplante precoce
(66 amostras; tempo médio pdstransplante=21 dias) e 11 pacientes pds-
transplante tardio (tempo médio pds-transplante=2290 dias). A producédo
média de IFN-y foi de 555,2 Ul/ml| em controles saudaveis e 614,6 Ul/ml em
controles pareados por idade e sexo. A produ¢do média de IFN-y mostrou-se
significativamente menor nos pacientes prétransplante (IFN-y= 89,3 Ul/ml) e
pacientes pds-ransplante precoce (IFN-y=3,76 Ul/ml) em comparagdo com os
controles pareados por idade e sexo (p<0,001). A restauracdo da funcdo
imune nos pacientes pdstransplante tardio (IFNy médio=256,1 Ul/ml) foi
observada e demonstrou ser significativamente maior do que nos pacientes pds-
transplante precoce (p<0,05). Este estudo indica que o QFM pode ser usado
para avaliar a funcdo imune mediada por células na populacdo de transplantes
de érgdos sélidos imunossuprimidos.
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Caracteristicas do desempenho do ensaio

Demonstrou-se que o QFM ELISA é linear colocando aleatoriamente cinco
réplicas de 11 pools de plasma de concentragdes conhecidas de IFN-y na
placa de ELISA. A linha de regressdo linear tem uma inclinagcGo de
1,002 + 0,011 e um coeficiente de correlagdo de 0,99 (Figura 6).

O limite de deteccdo do QFM ELISA é de 0,065 Ul/ml e ndo hé evidéncias de
um efeito (prozona) gancho de alta dose com concentracdes de IFN+y até

10.000 Ul/ml.
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Figura 6. Perfil de linearidade do QFM ELISA, determinado com base no teste de cinco réplicas
de 11 amostras de plasma de concentragdes conhecidas de IFN-y.

A reprodutibilidade do ensaio QFM (Estdgio 1) foi determinada usando
amostras de sangue de 20 individuos saudéveis. Foram avaliados trés
diferentes operadores, lotes QFM LyoSphere e conjuntos de equipamentos.
O coeficiente médio de variacdo dos niveis de resposta de IFN-y determinados
usando o QFM ELISA nos trés lotes de QFM LyoSpheres e nas trés condicdes
testadas foi de 22,22% (IC de 95%: 17,20-27,25).

A repetibilidade do ensaio QFM (Estdgio 1) foi avaliada medindo a
variabilidade de 5-6 repeticdes de estimulos sanguineos com o QFM LyoSphere
no mesmo doador em 14 individuos. O coeficiente médio de variacdo entre os
14 individuos testados foi de 14,7% (IC de 95%: 10,2-19,2). O %CV de
individuos especificos foi inferior a 30%.
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A reprodutibilidade do QFM ELISA (Estdgio 2) foi estimada testando
20 amostras de plasma com concentragdes varidveis de IFN-y em réplicas de
trés, em trés laboratérios, em trés dias ndo consecutivos e por trés operadores.
Assim, cada amostra foi testada 27 vezes, em nove corridas de ensaio
independentes. Uma amostra era um controle de tubo de Nil e tinha uma
concentracdo calculada de IFN-y de 0,08 Ul/ml (IC de 95%: 0,07-0,09). Das
19 amostras restantes de plasma, o intervalo de concentragdes foi de 0,33

(IC de 95%: 0,31-0,34) a 7,7 Ul/ml (IC de 95%: 7,48-7,92).

A imprecis@o intracorrida ou intraensaio foi estimada por meio do cdlculo da
média de %CVs para cada amostra de plasma testada contendo IFN-y de cada
corrida de placa (n=9) e variou de 4,1 a 9,1% de CV. O %CV médio
intracorrida (IC de +95%) foi de 6,6% = 0,6%. A média do plasma de IFN+y
zero foi de 14,1% de CV.

A imprecisdo total ou interensaio foi determinada por meio da comparacdo de
27 concentragdes calculadas de IFN-y para cada amostra de plasma. A
imprecisdo interensaio variou de 6,6 a 12,3% de CV. O %CV médio geral (IC
de £95%) foi de 8,7% + 0,7%. O plasma de IFN-y zero apresentou um CV de
26.1%. Esse nivel de variacdo deve ser esperado porque a concentragdo
calculada de IFN-y é baixa e a variacdo em torno de uma estimativa baixa de
concentragcdo serd maior do que isso para concentracdes mais elevadas.

Informacdes técnicas

Amostras de plasma coaguladas

Caso ocorram codgulos de fibrina com o armazenamento a longo prazo de
amostras de plasma, centrifugue as amostras para sedimentar o material
coagulado e facilitar a pipetagem do plasma.
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Guia de solugdo de problemas

Este guia de solugcdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para mais informagdes, consulte também as
Informacdes  técnicas  fornecidas em: www.QuantiFERON.com. Para
informacdes de contato, consulte a contracapa.

Solugdo de problemas do ELISA

Desenvolvimento inespecifico de cores

Possivel causa Solucdo
a) Lavagem incompleta lave a placa, no minimo, 6 vezes com
da placa 400 pl/pogo de tampdo de lavagem. Podem ser

necessdrios mais de seis ciclos de lavagem, a
depender da lavadora sendo usada. E
necessdrio usar um tempo de imersGo de, pelo
menos, 5 segundos entre os ciclos.

b) Contaminacdo cruzada Tome cuidado ao pipetar e misturar amostras

de pocos de ELISA para minimizar os riscos.
c) Kit/componentes Garanta que o kit seja usado antes do prazo de
vencidos validade. Certifique-se de que a solugdo padrdo

reconstituida e o Conjugado 100x concentrado
sejam usados dentro de 3 meses a partir da data
de reconstituicdo.

d) A Solugdo de substrato  Descarte o substrato se apresentar coloragdo
enzimdtico estd azul. Certifiquese de que sejom usados
contaminada reservatérios limpos de reagente.

e) Mistura do plasma em  Apds a centrifugacdo, evite pipetar para cima e

tubos QFM antes da para baixo ou misturar o plasma por qualquer
coleta meio antes da coleta. Sempre tenha cuidado
para ndo perturbar o material na superficie do
gel.
Leituras de baixa densidade éptica das solugdes padrdo
Possivel causa Solucdo
a) Erro de diluicdo da Certifique-se de que as diluicdes da solucdo
solugdo padrdo padrdo do kit sejam preparadas corretamente,

de acordo com este folheto informativo.
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Solugdo de problemas do ELISA

b) Erro de pipetagem

c) Temperatura de
incubacdo muito baixa

d) Tempo de incubacdo
muito curto

e) Filtro incorreto de leitor
de placas usado

f) Os reagentes estdo
muito frios

g) O kit/componentes
venceram

Fundo alto

Possivel causa

a) Lavagem incompleta
da placa

b) Temperatura de
incubacdo muito alta

Verifique se as pipetas estdo calibradas e se sao
usadas de acordo com as instrucdes do
fabricante.

A incubacdo do ELISA deve ser realizada em
temperatura ambiente (17°C + 27°C).

Incube a placa com o conjugado, as solucdes
padrdo e amostras por 120 + 5 minutos. Incube
a Solugcdo de substrato enzimdtico na placa por
30 minutos.

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

Todos os reagentes, com excec@o do Conjugado
100x concentrado, tém de ser colocados &
temperatura ambiente antes do inicio do ensaio.
Isso leva aproximadamente uma hora.

Garanta que o kit seja usado antes do prazo de
validade. Certifique-se de que a solugdo padréo
reconstituida e o Conjugado 100x concentrado
sejam usados dentro de 3 meses a partir da sua
data de reconstituicdo.

Solucdo

lave a placa, no minimo, 6 vezes com
400 pl/poco de tampdo de lavagem. Podem ser
necessdrios mais de seis ciclos de lavagem, a
depender da lavadora sendo usada. E
necessdrio usar um tempo de imersGo de, pelo
menos, 5 segundos entre os ciclos.

A incubacdo do ELISA deve ser realizada em
temperatura ambiente (17°C + 27°C).
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Solugdo de problemas do ELISA

c) Kit/componentes
vencidos

d) A Solucdo de substrato
enzimdtico estd
contaminada

Garanta que o kit seja usado antes do prazo de
validade. Certifique-se de que a solugdo padréo
reconstituida e o Conjugado 100x concentrado
sejam usados dentro de trés meses a partir da
data de reconstituicdo.

Descarte o substrato se apresentar coloragdo
azul. Certifiquese de que sejaom usados
reservatérios limpos de reagente.

Curva de solugdo padrdo néo linear e variabilidade duplicada

Possivel causa

a) Lavagem incompleta
da placa

b) Erro de diluicdo da
solucdo padrao

c) Mistura mal efetuada

d) Técnica inconsistente
ou inferrupgdo da
pipetagem durante a
preparacdo do ensaio

Solucdo

lave a placa, no minimo, & vezes com
400 pl/poco de tampdo de lavagem. Podem ser
necessdrios mais de seis ciclos de lavagem, a
depender da lavadora sendo usada. E
necessdrio usar um tempo de imersdo de, pelo
menos, 5 segundos entre os ciclos.

Certifique-se de que as diluicdes da solugdo
padrdo sejam preparadas corretamente, de
acordo com este folheto informativo.

Misture bem os reagentes por invers@o ou vértice
suave antes da adi¢do & placa.

A adicdo de amostra e solugcdo padréo deve ser
realizada de maneira continua. Todos os
reagentes devem ser preparados antes do inicio
do ensaio.

As informagdes dos produtos e os guias técnicos sdio disponibilizados
gratuitamente pela QIAGEN, através do seu fornecedor, ou visitando

www.QuantiFERON.com.

Referéncias

Uma lista abrangente de referéncias QFM esté localizada no Gnowee — a
biblioteca de referéncia QuantiFERON, disponivel em www.gnowee.net.

1. Abbas, A.K., Lichtman, A.H., and Pillai, S. (2012) Cellular and Molecular Inmunology.
7" ed. Philadelphia: Elsevier/Sanders.

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018 35



2. FerndndezRuiz, M., Kumar, D., and Humar, A. (2014) Clinical immune-monitoring
strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Trans!.
Immunol. 3, e12.

. Sood, S. and Testro, A.G. (2014) Immune monitoring post liver transplant. World J.
Transplant. 4, 30.

4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in a

transplant population. Transpl. J. 97, €50.

w

Simbolos

W2 ¥ 96 Suficiente para preparacdes de amostras 2 x 96

‘ Fabricante legal

c € Simbolo de marcacdo CE-IVD

IVD Para uso em diagnéstico in vitro

[ LoT | Cédigo de lote
Referéncia

E Data de validade

Limites de temperatura

[Ti] Consultar as instrucdes de uso

® Néo reutilizar

e

a2 .

//.i\ Conservar ao abrigo da luz solar

[ EC | REP | Representante autorizado na Comunidade Europeia

Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, ligue gratuitamente para
00800-22-44-6000, consulte o nosso Centro de Suporte Técnico no site
www.giagen.com/contact ou entre em contato com um dos Departamentos de
Servico Técnico da QIAGEN (consulte a contracapa ou acesse
www.giagen.com).
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Procedimento de teste abreviado

Estagio 1 — incubagdo de sangue

1. Colete o sangue do paciente em um QFM Blood
Collection Tube ou em um tubo de coleta de sangue %‘
de heparina de litio. Rotule os tubos com os detalhes \ (\*‘71');:1\
do paciente e o hordrio da coleta de sangue e, em

seguida, transporte para o laboratério em temperatura
ambiente dentro de 8 horas apéds a coleta.

a. Se o sangue foi coletado no tubo de heparina
de litio, coloque 1 ml de sangue em um QFM
Blood Collection Tube e rotule o tubo com
detalhes do paciente e o hordrio da coleta de
sangue

2. Adicione 1 QFM LyoSphere a cada QFM Blood
Collection Tube contendo 1 ml de sangue, dissolva o
LyoSphere. Em seguida, incube os tubos o mais rdpido
possivel (dentro de 8 horas apés a coleta de sangue)
na vertical por 16-24 horas a 37°C.

3. Apés a incubagdo, centrifugue os tubos por
15 minutos a 2000-3000 x g (RCF) para separar o
plasma e as hemdcias.

4. Apés a centrifugacdo, evite pipetar para cima e para
baixo ou misturar o plasma por qualquer meio antes
da coleta. Sempre tenha cuidado para ndo perturbar
o material na superficie do gel.
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Estdgio 2 — IFN-y ELISA

1.

10.

11.

12.

38

Coloque os componentes do ELISA, com exce¢do do
Conjugado 100x concentrado, em temperatura
ambiente por, pelo menos, 60 minutos.

. Reconstitua a solugdo padréo do kit a 8,0 Ul/ml com

dgua destilada ou deionizada. Prepare 4 diluicdes de
solugcdo padrdo.

. Reconstitua o Conjugado 100x concentrado liofilizado

com dgua deionizada ou destilada.

. Prepare o conjugado na concentracdo de trabalho no

Diluente verde e adicione 50 pl a todos os pogos.

. Adicione 50 pl de amostras de plasma de teste (nGo

diluidas, diluicdes de 1:10 e 1:100, conforme
apropriado) e solugdes padrdo de 50 pl aos pogos
apropriados. Misture com o agitador.

. Incube em temperatura ambiente por 120 + 5 minutes.

. Lave os pogos, no minimo, 6 vezes com 400 pl/poco

de tampdo de lavagem.

. Adicione 100 pl de Solucdo de substrato enzimético

aos pogos. Misture com o agitador.

. Incube em temperatura ambiente por 30 minutos.

Adicione 50 pl de Solucdo de parada enzimdtica a
todos os pogos. Misture com o agitador.

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

Analise os resultados.

A
X
l:\\

K

=N
A

R

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018




Notas

Folheto informativo do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018 39



Alteracdes significativas

Alteragdes  significativas nesta edicdo do folheto informativo do QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA estdo
resumidas na tabela abaixo:

Segdo Pégina Alteracdes

Precaucdes 11 Novas informacdes do GHS

Precaucdes 12 Adicdo de instrugdes de seguranca relacionadas aos frascos
que possuem lacres mefdlicos.
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Marcas registradas: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN Group); LyoSphere™, LyoSpheres™ (Biolyph); Excel®,
Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Acordo de licenca limitada do QuantiFERON Monitor Kit.
O uso deste produto implica a aceitagdo, por parte de qualquer comprador ou usuério do produto, dos seguintes termos:

1. O produto pode ser usado somente de acordo com os protocolos fornecidos com o produto e esse manual e para uso com componentes
contidos apenas no kit. A QIAGEN nédo concede licenca para qualquer uma de suas propriedades intelectuais para usar ou incorporar os
componentes desse kit com quaisquer componentes ndo incluidos nele, exceto conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, esse
manual e protocolos adicionais disponiveis em www.qiagen.com. Alguns desses protocolos adicionais foram fornecidos pelos usudrios da
QIAGEN para os usudrios da QIAGEN. Esses protocolos ndo foram testados por completo nem ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo
garante nem fornece garantias de que eles ndo infrinjam os direitos de terceiros.

2. Com excegdo de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN né&o fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo ndo
infrinjam os direitos de terceiros.

3. Esse kit e seus componentes sdo licenciados para uso Unico e néo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.
4. A QIAGEN renuncia especificamente a quaisquer outras licengas, expressas ou implicitas, & excecdo das expressamente indicadas.

5. O comprador e o usudrio do kit concordam em ndo tomar ou permitir que qualquer outra pessoa tome medidas que possam levar a ou facilitar
qualquer um dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de licenga limitada em qualquer Tribunal e
iré recuperar todos seus custos de investigagdo e de Tribunal, incluindo honordrios de advogados, em qualquer agdo destinada a fazer cumprir
este Acordo de licenca limitada ou qualquer um de seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, visite www.qgiagen.com.

© 2014 QIAGEN, Todos os direitos reservados.
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