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Domeniul de utilizare

QuantiFERON-TB Gold Plus (QF T-Plus) este un test de diagnosticare in vitro care utilizeaza
un amestec de peptide care simuleaza proteinele ESAT-6 si CFP-10 pentru a stimula
celulele din sangele integral heparinizat. Detectarea interferonului-y (IFN-y) prin intermediul
testului de imunoabsorbtie enzimatica (ELISA) este utilizata pentru identificarea
raspunsurilor in vitro la antigenii peptidici asociati cu infectia cu Mycobacterium tuberculosis.

QFT-Plus este un test indirect pentru identificarea infectiei cu M. tuberculosis (inclusiv a bolii
active) si este destinat utilizarii in asociere cu masurile de evaluare a riscului, radiografia si
alte evaluari medicale si de diagnostic.

Rezumatul si explicarea testului

Tuberculoza este o boala transmisibila cauzata de infectia cu organisme din complexul
M. tuberculosis (MTB) (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), care, de obicei, se
transmite la gazde noi pe cale aeriana, prin intermediul nucleilor de picatura proveniti de la
pacienti infectati cu tuberculoza respiratorie. Persoanele infectate recent pot dezvolta
tuberculoza la un interval de cateva saptamani sau luni, insa majoritatea persoanelor
infectate nu prezintd simptome. Tuberculoza latenta (latent tuberculosis infection, LTBI),
o afectiune netransmisibila, asimptomatica persista la unele persoane, acestea putand
dezvolta tuberculoza dupa mai multe luni sau mai multi ani. Scopul principal al diagnosticarii
LTBI il reprezinta evaluarea necesitatii unui tratament medical menit sa previna tuberculoza
activa. Pana recent, singura metoda disponibila pentru diagnosticarea LTBI era testul
cutanat la tuberculina (TCT). Sensibilitatea cutanata la tuberculina apare intre 2 pana la
10 saptamani de la infectare. Cu toate acestea, anumite persoane infectate, inclusiv acele
persoane care sufera de o paleta larga de afectiuni care obstructioneaza functiile imunitare,
insa si alte persoane care nu sufera de astfel de afectiuni, nu raspund la tuberculina.

Dimpotriva, anumite persoane care nu sunt infectate cu M. tuberculosis prezinta sensibilitate
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la tuberculina si obtin rezultate pozitive la TCT dupa vaccinarea cu bacilul Calmette-Guérin
(BCG), ca urmare a unei infectii provocate de o micobacterie diferita de complexul
M. tuberculosis sau a altor factori neidentificati.

Trebuie facuta o delimitare intre LTBI si tuberculoza activa, o afectiune raportabila care implica
de regula plamanii si tractul respirator inferior, insa care poate afecta, de asemenea, alte sisteme
de organe. Tuberculoza se diagnosticheaza pe baza anamnezei si a examinarilor fizice,

radiologice, histologice si micobacteriologice.

QFT-Plus este o testare pentru raspunsurile imune mediate celular la antigenii peptidici care
simuleaza proteinele micobacteriene. Aceste proteine, ESAT-6 si CFP-10, lipsesc din toate
tulpinile BCG si din majoritatea micobacteriilor netuberculoase, cu exceptia M. kansasii,
M. szulgai si M. marinum (1). Persoanele infectate cu organismele din complexul MTB
prezinta in sdnge, de reguld, limfocite care recunosc aceste proteine, precum si alfi antigeni
micobacterieni. Acest proces de recunoastere implica productia si secretia citokinei IFN-y.
Detectarea si cuantificarea ulterioara a IFN-y formeaza baza acestui test.

Antigenii utilizati in QFT-Plus reprezinta un amestec de peptide care simuleaza proteinele
ESAT-6 si CFP-10. Numeroase studii au demonstrat ca acesti antigeni peptidici stimuleaza
raspunsurile IFN-y in celulele T ale persoanelor infectate cu M. tuberculosis, dar, in general,
nu si ale persoanelor neinfectate sau vaccinate cu BCG care nu prezinta boala sau un risc
de LTBI (1-32). Cu toate acestea, tratamentele medicale sau afectiunile care altereaza
functiile imunitare pot reduce raspunsurile IFN-y. Pacientii care suferd de alte infectii
micobacteriene pot sa prezinte si ei o sensibilitate la ESAT-6 si CFP-10, deoarece genele
care codifica aceste proteine sunt prezente in M. kansasii, M. szulgai $si M. marinum (1, 23).
Testul QFT-Plus poate fi folosit atat ca testare pentru LTBI, cat si ca ajutor in diagnosticarea
infectiei cu complexul M. tuberculosis la pacientii bolnavi. Un rezultat pozitiv sustine
diagnosticul de tuberculoza, insa exista si alte infectii micobacteriene (de ex., M. kansasii)
care pot duce la rezultate pozitive. Sunt necesare si alte investigati medicale si de

diagnosticare pentru a confirma sau infirma prezenta tuberculozei.
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QFT-Plus contine doua tuburi antigen TB distincte: TB Antigen Tube 1 (TB1) si TB Antigen
Tube 2 (TB2). Ambele tuburi contin antigeni peptidici din antigenii asociati complexului MTB,
ESAT-6 si CFP-10. In vreme ce tubul TB1 contine peptide din ESAT-6 si CFP-10, care au
rolul de a stimula raspunsuri imune mediate celular din partea limfocitelor T-helper CD4*,
tubul TB2 contine un set suplimentar de peptide care vizeaza inducerea raspunsurilor imune
mediate celular din partea limfocitelor T citotoxice CD8*. Tn evolutia naturalé a infectiei cu
MTB, celulele T CD4* joaca un rol esential Tn controlul imunologic, prin secretarea citokinei
IFN-y. Au aparut, insa, dovezi care sustin ca celulele T CD8* participa la apararea gazdei
impotriva MTB prin productia de IFNy si de alfi factori solubili, care activeaza macrofagele in
vederea suprimarii cresterii MTB, eliminarii celulelor infectate sau lizarii directe a MTB
intracelulare (33-35). Au fost detectate celule CD8* specifice tuberculozei M la subiecti cu
LTBI si cu tuberculoza activa la care sunt prezente frecvent celule CD8* secretoare de
IFN-y (36-38). In plus, limfocitele T CD8* specifice ESAT-6 si CFP-10 sunt descrise ca fiind
detectate mai frecvent la subieciji cu tuberculoza activa fata de cei cu LTBI si pot fi asociate
cu o expunere recenta la tuberculoza M (39-41). De asemenea, au fost detectate celule T
CD8" secretoare de IFN-y specifice tuberculozei M si la subieciii cu TB activa coinfectati cu
HIV (42, 43), precum si la copiii mici cu tuberculoza (44).

Principiile testului

Testul QFT-Plus utilizeaza tuburi speciale de recoltare a séngelui, in care se recolteaza
sange integral. Perioada de incubare a sangelui in tuburi este cuprinsa intre 16 si 24 de ore,
dupa care, plasma este recoltatd si testatd pentru prezenta IFN-y rezultat ca raspuns

la antigenii peptidici.

Testul QFT-Plus este efectuat in doua etape. Mai intai, sangele integral este recoltat in
fiecare dintre QFT-Plus Blood Collection Tubes, si anume un tub Nil, un tub TB1, un tub TB2
si un tub Mitogen. Ca alternativa, sangele poate fi recoltat intr-un singur tub universal de
recoltare a sangelui cu litiu-heparina sau heparina sodica pe post de anticoagulant, dupa

care poate fi transferat in tuburile QFT-Plus.
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Tubul Mitogen este utilizat in testul QFT-Plus drept control pozitiv. Acesta se poate dovedi
important n cazul in care exista un dubiu referitor la starea de imunitate a individului. Tubul
Mitogen are si rol de control pentru manipularea si incubarea corecta a sangelui.

Tuburile QFT-Plus sunt agitate pentru omogenizarea antigenului cu sangele si trebuie
incubate la 37 °C cat mai curand posibil, in interval de 16 ore de la recoltare. Dupa
o perioada de incubare de 16 pana la 24 de ore, tuburile sunt centrifugate, plasma este
indepartata, iar cantitatea de IFN-y (Ul/ml) este masurata cu ajutorul testului ELISA. Testul
QFT-Plus ELISA utilizeaza standard IFN-y uman recombinant, acesta fiind comparat cu un
preparat IFN-y de referinta (Ref NIH: Gxg01-902-535). Rezultatele probei testate sunt
raportate Tn Unitati Internationale pe ml (Ul/ml) avand ca referinta o curba standard preparata

prin testarea dilutiilor standardului furnizat impreuna cu kitul.

Se cunoaste ca anticorpii heterofili (de ex., umani anti-soareci) din serul sau plasma unor
persoane provoaca interferenta cu testele imune. Efectul anticorpilor heterofili din QFT-Plus
ELISA este minimizat prin adaugarea de ser normal de soarece in Diluant verde si prin
utilizarea de fragmente de anticorpi monoclonali F(ab’)2, ca anticorpi de captura a IFN-y

atasati la microplaca.

Se considera ca un test QF T-Plus este pozitiv cand raspunsul IFN-y la oricare dintre tuburile
Antigen TB este semnificativ mai mare decéat valoarea IFN-y exprimata in Ul/ml la tubul Nil.
Proba de plasma din tubul Mitogen are rol de control pozitiv al IFN-y pentru fiecare specimen
testat. Un raspuns slab la Mitogen (< 0,5 Ul/ml) indica un rezultat neconcludent atunci cand
o proba de sange are, de asemenea, un raspuns negativ la antigenii TB. Acest
comportament poate aparea in caz de limfocite insuficiente, activitate scazuta a limfocitelor,
ca urmare a manipularii necorespunzatoare a specimenului, umplerii/omogenizarii incorecte
a tubului Mitogen sau a incapacitatii limfocitelor pacientului de a produce IFN-y. Nivelurile
ridicate de IFN-y in proba Nil pot aparea odata cu prezenta anticorpilor heterofili sau la
secretarea intrinseca a IFN-y. Tubul Nil se ajusteaza pentru fond (de ex., niveluri ridicate de
IFN-y circulatorii sau prezenta anticorpilor heterofili). Nivelul IFN-y din tubul Nil este scazut
din nivelul IFN-y din tuburile Antigen TB si din tubul Mitogen.
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Timpul necesar pentru efectuarea testului

Timpul necesar pentru efectuarea testului QFT-Plus ELISA este estimat mai jos; durata

testarii probelor multiple grupate pe loturi este, de asemenea, indicata:

Incubarea tuburilor cu sange la 37 °C:  16-24 de ore

ELISA: Aprox. 3 ore pentru o placa ELISA
(22 de persoane)
<1 ora de lucru

Se adauga 10-15 minute pentru fiecare placa
suplimentara
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Componente si mod de pastrare

Tuburi de recoltare 200 de tuburi Set pentru Set dozator 200 de Set pentru Set

a sangelui* un singur tuburi HA  un singur dozator
pacient pacient HA HA

Nr. de catalog 622526 622222 622423 623526 623222 623423

Numar de teste/pachet 50 10 25 50 10 25

QuantiFERON Nil Tube Ni
(capac gri, inel alb)

50detuburi  10tuburi 25 de tuburi

QuantiFERON TB1 Tube TB1 50detuburi  10tuburi 25 de tuburi
(capac verde, inel alb)
QuantiFERON TB2 Tube TB2 50detuburi  10tuburi 25 de tuburi

(capac galben, inel alb)

QuantiFERON Mitogen Mitogen 50 de tuburi 10 tuburi 25 de tuburi
Tube (capac violet,
inel alb)

QuantiFERON Nil Nil HA 50 de tuburi 10 tuburi 25 de tuburi
HA Tube (capac gri,
inel galben)

QuantiFERON TB1 HA TB1HA 50 de tuburi 10 tuburi 25 de tuburi
Tube (capac verde,
inel galben)

QuantiFERON TB2 HA TB2 HA 50 de tuburi 10tuburi 25 de tuburi
Tube (capac galben,
inel galben)

QuantiFERON Mitogen Mitogen 50 de tuburi 10 tuburi 25 de tuburi
HA Tube (capac violet, HA
inel galben)

Prospect QFT-Plus Blood 1 1 1 1 1 1
Collection Tubes

* Configuratiile de produse sunt disponibile in functie de tara. Va rugam sa consultati sectiunea de relatjii cu clientji
a QIAGEN (detalii pe www.giagen.com) pentru mai multe informatii despre configuratiile disponibile pentru comanda.
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Componente ELISAt

Nr. de catalog

Trusa ELISA cu 2 placi
622120

Pachet de laborator
de referinta

622822

Microplate Strips (stripuri de microplaci)
(12 x 8 godeuri) acoperite cu anticorpi
monoclonali murini antiumani IFN-y

IFN-y Standard (Standard IFN-y) liofilizat
(contine IFN-y uman recombinant, cazeina
bovina, timerosal 0,01% m/v)

Green Diluent (Diluant verde;
contine cazeina bovina, ser normal de soarece,
timerosal 0,01% m/v)

Conjugate 100x Concentrate (conjugat concentrat
100x) liofilizat (HRP IFN-y antiuman murin,
contine timerosal 0,01% m/v)

Wash Buffer 20x Concentrate (Solutie tampon
pentru spalare concentrata 20x; pH 7,2, contine
ProClin® 300 0,05% v/v)

Enzyme Substrate Solution (Solutie de substrat
enzimatic) (contine H20., 3,3, 5,5’,
tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution (Solutie de inhibitor
enzimatic) (contine H2SO4 0,5M)

Prospect QFT-Plus ELISA

2 de stripuri de microplaci
cu 96 de godeuri

1 x flacon (8 Ul/ml

dupa reconstituire)

1 %30 ml

1 % 0,3 ml (dupa reconstituire)

1 %100 ml

1 %30 ml

1x15ml

1

20 de stripuri
de microplaci cu
96 de godeuri

10 x flacon (8 Ul/ml
dupa reconstituire)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml

(dupa reconstituire)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10 x 15 ml

tVezi pagina 15 pentru precautii si avertizari cu privire la pericole.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

e Incubator 37 °C + 1 °C*. Nu este nevoie de CO2

® Pipete cu volum variabil calibrate* pentru eliberarea a 10 pl pana la 1.000 pl, cu varfuri

de unica folosinta

® Pipete multicanal calibrate*, capabile sa elibereze 50 pl si 100 pl, cu varfuri de unica

folosinta
e Capac placa
® Agitator pentru microplaci*
® Apa deionizata sau distilata, 2 litri
® Spalator pentru microplaci (este recomandat un spalator automat)

e Cititor pentru microplaci* prevazut cu un filtru de 450 nm si un filtru de referinta de 620 nm
pana la 650 nm

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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Depozitarea si manipularea specimenelor

Tuburi de recoltare a séngelui

Pastrati tuburile de recoltare a séngelui la temperaturi cuprinse intre 4 °C si 25 °C.

Reactivii din trusa

Pastrati reactivii din trusa la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 8 °C.

Protejati intotdeauna solutia de substrat enzimatic de lumina solara directa.

Reactivii reconstituiti si neutilizati

Pentru instructiuni despre modul de reconstituire a reactivilor, va rugam sa consultati

pagina 26.

Standardul din trusa reconstituit poate fi pastrat cel mult 3 luni, daca este pastrat

la temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C.
Notati data la care a fost reconstituit standardul din trusa.

Odata reconstituit, conjugatul concentrat 100x neutilizat trebuie pastrat in continuare

la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C si utilizat in cel mult 3 luni.
Notati data la care a fost reconstituit conjugatul.
Conjugatul in concentratie de lucru trebuie utilizat in cel mult 6 ore de la preparare.

Solutia tampon de spalare in concentratie de lucru poate fi pastrata la temperatura

camerei timp de cel mult 2 saptamani.
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Avertismente si precautii

A se utiliza numai pentru diagnosticare in vitro.

Avertismente

Un rezultat QFT-Plus negativ nu exclude posibilitatea unei infectii cu M. tuberculosis sau
a tuberculozei active: rezultatele fals negative pot fi cauzate de stadiul infectiei
(de ex. specimen recoltat Thainte de dezvoltarea raspunsului imun celular), factori de
morbiditate asociati care afecteaza functiile imunitare, manipularea incorecta a tuburilor
de recoltare a sangelui ca urmare a punctiei venoase, efectuarea incorecta a testului sau

alte variabile imunologice.

Un rezultat QFT-Plus pozitiv nu trebuie considerat ca baza unica si definitiva pentru
diagnosticarea infectiei cu M. tuberculosis. Efectuarea incorecta a testului poate duce la

raspunsuri fals pozitive.

Un rezultat QFT-Plus pozitiv trebuie urmat de evaluari medicale si de diagnostic
suplimentare pentru depistarea tuberculozei active (de ex., frotiu si cultura AFB,
radiografie toracica).

Desi ESAT-6 si CFP-10 sunt absente din toate tulpinile BCG si din majoritatea
micobacteriilor netuberculoase, este posibil sa obtineti rezultate QFT-Plus pozitive ca
urmare a unei infectii cu M. kansasii, M. szulgai sau M. marinum. Daca se suspecteaza

0 asemenea infectie, trebuie efectuate testari alternative.
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Precautii

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de
unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare, va rugam sa
consultati fisele cu date de securitate (FDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online
intr-un format PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.giagen.com/safety, unde puteti
gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate a fiecarei truse si componente a trusei QIAGEN.

ATENTIE: Manipulati sdngele uman si plasma ca
si cum ar avea potential infectios. Respectati

indrumarile relevante cu privire la manipularea

sangelui si a produselor pe baza de sange.
Eliminati probele si materialele care au intrat in
contact cu sangele sau cu produsele pe baza de
sange in conformitate cu reglementarile locale si
nationale.

Urmatoarele avertizari cu privire la pericole si masurile de precautie se aplica
pentru componentele QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA.

Avertizari cu privire la pericole

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

L

Contine: acid sulfuric. Avertisment! Poate fi corosiv pentru metale. Provoaca
iritarea pieli. Provoaca o iritare grava a ochilor. Purtaii manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Avertisment! Provoaca iritarea ugoard a pieli. Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.
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QuantiFERON Green Diluent

Contine: 5-hidroxi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-sulfofenilazo)pirazol-3-carboxilat
trisodic. Contine: tartrazina. Avertisment! Poate provoca o reactie alergica
a pielii. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de

protectie/masca de proteciie.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Contine: Amestec de 5-cloro-2-metil-4-izotiazolina-3-ona si 2-metil-2H-
izotiazol-3-ona (3:1). Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
A se evita aruncarea in mediul inconjurator.

Fraze de precautie

Procurati instructiuni speciale nainte de utilizare. Purtati manusi de protectie/imbracaminte
de protectie/ochelari de protectie/mascé de protectie. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA
(sau parul): Scoateti imediat toata imbracamintea contaminata. Clatiii pielea cu apa/faceti
dus. IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai multe minute.
Scoatefi lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurin{a.
Continuati s& cl&titi. In caz de expunere sau de posibila expunere: Consultati medicul.
Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic. In caz de iritare
a pielii sau de eruptie cutanata: Consultati medicul. Scoateti imbracamintea contaminata si
spalati-o Tnainte de reutilizare. A se pastra sub cheie. Eliminati confinutul/recipientul la

o unitate autorizata de eliminare a deseurilor.
Informatii suplimentare

Fise cu date de securitate (Safety Data Sheets, SDS): www.giagen.com/safety

e Abaterile de la prospectul QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA pot genera

rezultate incorecte. Va rugam sa cititi cu atentie instructiunile inainte de utilizare.
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® Nu utilizati trusa daca unul dintre flacoanele de reactivi prezinta semne de deteriorare

sau scurgeri Thainte de utilizare.

e Important: Inspectati flacoanele inainte de utilizare. Nu utilizati Conjugat sau Standard
IFN-y daca flacoanele prezinta semne de deteriorare sau daca sigiliul de cauciuc a fost
compromis. Nu manipulati flacoanele sparte. Luati masuri adecvate de precautie la
eliminarea flacoanelor. Recomandare: Deschideti flacoanele Conjugate sau Standard
IFN-y cu ajutorul unui cleste de desigilare a flacoanelor pentru a reduce riscul de leziuni
provocate de capacul cu sigiliu metalic.

® Nu amestecati si nu utilizati stripuri de microplaci, Standard IFN-y, Diluant verde sau
conjugate concentrat 100x din kituri QFT-Plus apartinand unor loturi diferite. Alti reactivi
(solutia tampon de spalare concentrata 20x, solutia de substrat enzimatic si solutia de
inhibitor enzimatic) pot fi interschimbati intre truse cu conditia ca reactivii sa nu aiba
termenul de valabilitate expirat si detaliile lotului sa fie inregistrate.

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

® Nu utilizati QFT-Plus Blood Collection Tubes sau kitul ELISA dupa data de expirare.

® Procedurile de laborator corecte trebuie urmate in permanenta.

® Asigurati-va ca echipamentul de laborator a fost in mod corespunzator calibrat/validat

pentru utilizare.
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Recoltarea si manipularea specimenelor

Testul QFT-Plus utilizeaza urmatoarele tuburi de recoltare:
1. Tuburi QuantiFERON Nil (capac gri cu inel alb)
2. Tuburi QuantiFERON TB1 (capac verde cu inel alb)
3. Tuburi QuantiFERON TB2 (capac galben cu inel alb)
4. Tuburi QuantiFERON Mitogen (capac violet cu inel alb)
5.  Tuburi QuantiFERON HA Nil (capac gri cu inel galben)
6. Tuburi QuantiFERON HA TB1 (capac verde cu inel galben)
7. Tuburi QuantiFERON TB2 HA (capac galben cu inel galben)
8. Tuburi QuantiFERON Mitogen HA (capac violet cu inel galben)

Antigenii au fost fixati prin uscare pe peretele interior al tuburilor de recoltare a sangelui, prin
urmare este esential ca sangele sa fie bine omogenizat cu continutul tuburilor. Tn cazul
sangelui recoltat direct in tuburile QFT-Plus, tuburile QFT-Plus trebuie pastrate si
transportate la temperatura camerei (22 °C £ 5 °C) si trebuie transferate intr-un incubator la
37 °C cét se poate de repede si in decurs de 16 ore de la recoltare. Ca alternativa, sangele
poate fi recoltat intr-un singur tub cu litiu-heparina sau heparina sodica pentru depozitare,
fnainte de transferul in tuburile QFT-Plus si incubare. Specimenele de sange recoltate In
litiu-heparina sau heparina sodica pot fi depozitate pana la 16 ore la temperatura camerei
(17-25 °C), dupa care transferate in tuburile QFT-Plus. De asemenea, specimenele de
sange in tuburi cu litiu-heparina sau heparina sodica pot fi depozitate la 2-8 °C timp de pana
la 48 de ore, nainte de transferul acestora in tuburile QFT-Plus. Consultati sectiunea
»Recoltarea sangelui intr-un singur tub cu litiu-heparina sau heparina sodica, apoi transferul
acestuia in QFT-Plus Blood Collection Tubes”.
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Recoltare directa in QFT-Plus Blood Collection Tubes

1. Etichetati tuburile in mod corespunzator.

Asigurati-va ca fiecare tub (Nil, TB1, TB2 si Mitogen) este identificabil pe baza etichetei

sau a altor metode, odata ce capacul este indepartat.
Se recomanda inregistrarea orei si datei de recoltare a sangelui.

2. Pentru fiecare pacient, recoltati 1 ml de s&nge prin punctie venoasa, direct in fiecare
dintre QFT-Plus Blood Collection Tubes. Aceasta procedura trebuie efectuata de un

flebotomist cu experienta.

Nota importanta: Tuburile trebuie sa aiba temperatura intre 17-25 °C in momentul
umplerii cu sange.

QFT-Plus Blood Collection Tubes standard pot fi utilizate pana la o altitudine de
810 metri deasupra nivelului marii. QFT-Plus Blood Collection Tubes pentru altitudini
mari pot fi utilizate la altitudini cuprinse intre 1020 de metri si 1875 de metri deasupra
nivelului marii.

Tntrucat sangele se recolteaz relativ lent in tuburile de 1 ml, pastrati tubul pe ac timp
de 2-3 secunde dupa ce tubul pare sa se fi umplut. Astfel, va veti asigura ca ati recoltat

volumul corespunzator.

e Marcajul negru de pe partea laterala a tuburilor indica intervalul validat de
0,8-1,2 ml. Daca nivelul de sange din oricare tub nu se incadreaza in intervalul
definit de marcaj, trebuie recoltata o noua proba de sange. Umplerea tuburilor
cu o cantitate care nu se incadreaza in intervalul adecvat, intre 0,8 si 1,2 ml,

poate duce la rezultate eronate.

e Daca pentru recoltarea sangelui se foloseste un ac cu aripioare, trebuie utilizat
un tub de purjare, pentru a va asigura ca tubulatura este umpluta cu sange
Tnainte ca tuburile de recoltare a sangelui QFT-Plus sa fie utilizate.

e Daca QFT-Plus Blood Collection Tubes sunt utilizate la o altitudine mai mare
de 810 m sau daca volumul de sénge recoltat este scazut, utilizatorii vor
recolta sangele cu ajutorul unei seringi si vor transfera cate 1 ml de sange in
toate cele 4 tuburi. Din motive de siguranta, este ideal ca aceasta operatiune
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sa fie efectuatda scotdnd acul seringii, urmand procedurile de siguranta
corespunzatoare, indepartand capacele celor 4 tuburi QFT-Plus si adaugand
cate 1 ml de sange in fiecare (pana la punctul de mijloc al marcajului negru de
pe partea laterala a etichetei tubului). Montati la loc si fixati bine capacele si
omogenizati asa cum este descris mai jos. Asigurati-va ca fiecare tub (Nil, TB1,
TB2 si Mitogen) este identificabil pe baza etichetei sau a altor metode, odata

ce capacul este indepartat.

3. Imediat dupa umplere, agitaii tuburile de zece (10) ori cu suficienta fermitate ca sa va

asigurati ca intreaga suprafata interioara a tubului este acoperita cu sange. Astfel,

antigenii de pe peretii tubului se vor dizolva.
Nota importanta: Tuburile trebuie sa aiba temperatura intre 17-25 °C in momentul

scuturarii. O scuturare prea puternica poate cauza distrugerea gelului si poate duce la

rezultate aberante.

. Dupa etichetare, umplere si agitare, tuburile trebuie transferate cat mai curand posibil

ntr-un incubator setat la 37 °C + 1 °C, in cel mult 16 ore de la recoltare. inaintea
incubdrii, pastrati si transportati tuburile la temperatura camerei (22 °C + 5 °C). In cazul
n care tuburile QFT-Plus nu sunt incubate la 37 °C imediat dupa recoltarea sangelui si
agitare, rasturnati tuburile pentru a amesteca de 10 ori inainte de incubarea la 37 °C.

. Incubati tuburile QFT-Plus in pozitie VERTICALA la 37 °C = 1 °C timp de 16 pani la

24 de ore. Incubatorul nu necesitd CO2 sau umidificare.

Recoltarea sangelui intr-un singur tub cu litiu-heparina sau heparina sodica, apoi

transferul acestuia in QFT-Plus Blood Collection Tubes

1. Sangele poate fi recoltat intr-un singur tub de recoltare a sangelui cu litiu-heparina sau

heparina sodica pe post de anticoagulant, dupa care poate fi transferat in QFT-Plus
Blood Collection Tubes. Utiliza{i doar litiu-heparina sau heparina sodica pe post de
anticoagulant sanguin deoarece alti anticoagulanti pot interfera cu testul. Etichetati

tuburile in mod corespunzator.
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Se recomanda etichetarea tubului cu ora si data de recoltare a sangelui.

Important: Tuburile de recoltare a sangelui trebuie sa fie la temperatura camerei

(17 =25 °C) in momentul recoltarii sangelui.

2. Umpleti un tub de recoltare a sangelui (volum minim 5 ml) cu litiu-heparina sau heparina
sodica si amestecati usor intorcand tubul de céateva ori pentru a dizolva heparina.

Aceasta procedura trebuie efectuata de un flebotomist cu experienta.

3. Pastrati optiunile de timp si temperatura pentru tuburile cu litiu-heparina sau heparina
sodica inainte de transferul si incubarea in QFT-Plus Blood Collection Tubes (Consultati

Figurile 1-3 Optiuni de recoltare a sangelui).

Optiunea 1 — Depozitare si manipulare la temperatura camerei a tubului cu litiu-
heparina sau heparina sodica Sangele recoltat in tubul cu litiu-heparina sau heparina
sodica trebuie pastrat la temperatura camerei (22 °C + 5 °C) timp de maximum 16 ore
de la ora recoltarii, nainte de transferul in QFT-Plus Blood Collection Tubes si
incubarea ulterioara.

Optiunea 2 — Depozitare si manipulare in stare refrigerata a tubului cu litiu-heparina

sau heparina sodica

Important: Etapele de procedura de la a la d trebuie urmate secvential.

a. Sangele recoltat in tubul cu litiu-heparind sau heparina sodica poate fi pastrat
la temperatura camerei (17-25 °C) pana la 3 ore dupa recoltarea sangelui.

b. Sangele recoltat in tubul cu litiu-heparind sau heparina sodica poate fi refrigerat
(2-8 °C) pana la 48 de ore.

c. Dupa refrigerare, tubul cu litiu-heparina sau heparina sodica trebuie aclimatizat la
temperatura camerei (17-25 °C) inainte de transferul in QFT-Plus Blood Collection
Tubes.

d. Tuburile QFT-Plus Blood Collection Tubes divizate in parti alicote trebuie asezate

n incubator la 37 °C in termen de 2 ore de la transferul sangelui.

fn cazul in care QFT-Plus Blood Collection Tubes nu sunt incubate la 37 °C imediat
dupa transferul in QFT-Plus Blood Collection Tubes si agitate, rasturnati tuburile pentru
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a le amesteca de 10 ori inainte de incubarea la 37 °C. Timpul total de la recoltarea
sangelui pana la incubarea in QFT-Plus Blood Collection Tubes nu trebuie sa
depaseasca 53 de ore.

. Transferul specimenelor de sange dintr-un tub cu litiu-heparina sau heparina sodica in

QFT-Plus Blood Collection Tubes:

a. Etichetati in mod corespunzator fiecare QFT-Plus Blood Collection Tube.
Asigurati-va ca fiecare tub (Nil, TB1, TB2 si Mitogen) este identificabil pe baza
etichetei sau a altor metode, odata ce capacul este indepartat. Se recomanda
transferul orei si datei inregistrate de recoltare a sangelui de pe tuburile cu litiu-
heparina sau heparina sodica pe QFT-Plus Blood Collection Tubes.

b. Probele trebuie omogenizate intorcand tubul cu grija, Tnainte de a fi transferate in
QFT-Plus Blood Collection Tubes.

c. Transferul trebuie sa fie efectuat aseptic, urmand procedurile de siguranta
corespunzatoare, indepartand capacele celor 4 tuburi QFT-Plus Blood Collection
Tubes si adaugand cate 1 ml de sange in fiecare tub. Montati la loc si fixati bine
capacele tuburilor si omogenizati asa cum este descris mai jos. Asigurati-va ca
fiecare tub (Nil, TB1, TB2 si Mitogen) este identificabil pe baza etichetei sau a altor

metode, odata ce capacul este indepartat.

. Omogenizati tuburile. Imediat dupa umplerea QFT-Plus Blood Collection Tubes, agitati

tuburile de zece (10) ori cu suficienta fermitate ca sa va asigurati ca intreaga suprafata
interioara a tubului este acoperita cu sange. Astfel, antigenii de pe peretii tubului se vor

dizolva.

O scuturare prea puternica poate cauza distrugerea gelului si poate duce la rezultate
aberante.

. Dupa etichetare, umplere si agitare, tuburile trebuie transferate intr-un incubator setat

la 37 °C = 1 °C in termen de 2 ore. In cazul in care QFT-Plus Blood Collection Tubes
nu sunt incubate la 37 °C imediat dupa recoltarea sangelui si agitare, rasturnati tuburile
pentru a amesteca de 10 ori (10x) Tnainte de incubarea la 37 °C. (Consultati Figurile 1-3,

pagina urmatoare, pentru optiuni de recoltare a sangelui).
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7. Incubati QFT-Plus Blood Collection Tubes in pozitie VERTICALA la 37 °C = 1 °C timp

de 16 pana la 24 de ore. Incubatorul nu necesita CO2 sau umidificare.

Recoltati in QFT-Plus Blood Collection Tubes si péstra’gi la temperatura camerei.

) Pastratl la - Incubati
Agitati o
oot wsu:re orogentzay a3rC
Kg camerel &1 °C
Cate 1 mlin fiecare Agitati de Pana la 16 ore Rasturnati tubul pentru 16-24 de ore
tub QFT-Plus 10 ori (10x) repetarea omogenizarii

Figura 1. Optiune de recoltare a sangelui: Recoltati direct in QFT-Plus Blood Collection Tubes si pastrati
la temperatura camerei.

Timpul total de la recoltarea sangelui in QFT-Plus Blood Collection Tubes pana la incubarea la 37 °C nu trebuie
sa depaseascd 16 ore.

Recoltati in tub cu litiu-heparina sau heparina sodica si pastrati la temperatura camerei.

Recoltati o Pastrati la Omogenizat Transferati Agitati Incubafi
A Omogenizati temperatura A~ ; in tuburile ) la37°C
sangele ! i din nou tuburile o
camerei QFT-Plus +1°C
25 mlin tubul cu Rasturnati tubul Temperatura Rasturnati tubul Cate 1 ml in fiecare Agitati de 10 ori 16-24 de ore
litiu-heparina sau pentru a dizolva camerei timp de pentru repetarea tub QFT-Plus (10x)
heparina sodica heparina pana la 16 ore omogaenizarii

Figura 2. Optiune de recoltare a sangelui: Recoltati in tub cu litiu-heparina sau heparina sodica si pastrati
la temperatura camerei.

Timpul total de la recoltarea sangelui in tubul cu litiu-heparind sau heparind sodica pana la incubarea la 37 °C
nu trebuie sa depaseasca 16 ore.

Recoltati in tuburi cu litiu-heparina sau heparina sodica si pastrati la 2-8 °C.

Incubati
la37°C
+1°C

Agitati

Recoltati
tuburile

PN nizati
sangele i

din nou

=5 mlin tubul Rasturnati pana la 3 ore pana la 48 ore Aclimatizati la Raésturnati Cate 1 mlin Agitati de 10 ori ~ 16-24 de ore
cu litiu-heparind  tubul pentru a temperatura tubul pentru fiecare tub (10x)
sau heparina dizolva camerei repetarea QFT-Plus
sodica heparina omogenizarii

Figura 3. Optiune de recoltare a sangelui: Recoltati in tub cu litiu-heparina sau heparina sodica si pastrati la 2-8 °C.
Timpul total de la recoltarea sangelui in tubul cu litiu-heparind sau heparind sodica pana la incubarea la 37 °C
nu trebuie sa depaseasca 53 de ore.
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Instructiuni de utilizare

Etapa 1 — incubarea sangelui si recoltarea plasmei

Materialele furnizate

® QFT-Plus Blood Collection Tubes (consultati Sectiunea 3)

Materiale necesare (dar nefurnizate)

® Consultati Sectiunea 3

Procedura

. Daca sangele nu este incubat imediat dupa recoltare, trebuie efectuata o

reamestecare a continutului tuburilor prin rasturnarea acestora de 10 ori inainte de

incubare.

. Incubati tuburile in pozitie VERTICALA la 37 °C £1 °C timp de 16 panai la 24 de ore.

Incubatorul nu necesita CO2 sau umidificare.

. Dupa incubarea la 37 °C, tuburile de recoltare a sangelui pot fi pastrate la temperaturi

intre 4 si 27 °C timp de cel mult 3 zile inainte de centrifugare.

. Dupa incubarea tuburilor la 37 °C, recoltarea plasmei este facilitata prin centrifugarea

tuburilor timp de 15 minute la 2.000 pana la 3.000 x RCF (g). Dopul de gel va separa
celulele de plasma. in caz contrar, tuburile trebuie centrifugate din nou.
Recoltarea plasmei fara centrifugare este posibila, insa este necesara o atentie sporita

pentru indepartarea plasmei fara afectarea celulelor.

. Probele de plasma trebuie recoltate exclusiv cu pipeta.

Nota importanta: Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin aspirarea si
eliberarea Tnapoi si repetata sau amestecarea plasmei inhainte de recoltare. Aveti in

permanenta grija sa nu afectati materialul de pe suprafata gelului.
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Probele de plasma pot fi incarcate din tuburile de recoltare a sangelui centrifugate direct pe

placa ELISA QFT-Plus, inclusiv atunci cand se utilizeaza statji de lucru automate ELISA.

Probele de plasma pot fi depozitate cel mult 28 de zile la temperaturi cuprinse intre 2 si
8 °C, sau, daca au fost recoltate, la temperaturi sub —20 °C pe perioade de timp

indelungate.

Pentru a obtine probe de testare adecvate, recoltati cel putin 150 pl de plasma.

Etapa 2 — testul IFN--y ELISA

Materialele furnizate

e Kit QFT-Plus ELISA (consultati Sectiunea 3)

Materiale necesare, dar nefurnizate

® Consultati Sectiunea 3.

Procedura

1. Toate probele de plasma si toti reactivii, cu exceptia conjugatului concentrat
100x%, trebuie aduse la temperatura camerei (22 £ 5 °C) inainte de utilizare. Lasati-

le cel putin 60 de minute pentru aclimatizare.

2. Scoateti de pe suport stripurile care nu sunt necesare, ambalati-le la loc in punga
de protectie si pastrati-le in frigider cat timp este necesar.

Alocati cel putin 1 strip pentru standardele QFT-Plus si stripuri suficiente pentru numarul
de subiecti supusi testarii (consultati Figura 5). Dupa utilizare, pastrafi suportul in
vederea utilizarii impreuna cu stripurile ramase.

3. Reconstituifi standardul IFN-y cu volumul de apa deionizata sau distilata indicat
pe eticheta flaconului. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura
solubilizarea completa. Prin reconstituirea standardului la volumul indicat se va
obtine o solutie cu o concentratie de 8,0 Ul/ml.

Prospect QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019 25



Nota importanta: Volumul de reconstituire a standardului din trusa difera in functie de lot.

Utilizati standardul din kit reconstituit pentru a obtine o serie de 1 la 2, urmata de o serie
de 11la4 de diluti IFN-y in Diluant verde (Green Diluent, GD) (vezi Figura 4).
S1 (Standardul 1)  contine 4,0 Ul/ml, S2 (Standardul 2) confine 1,0 Ul/ml,
S3 (Standardul 3) contine 0,25 Ul/ml si S4 (Standardul 4) contine 0 Ul/ml (doar GD).
Standardele trebuie testate cel putin in duplicat. Preparati dilutii proaspete cu standard

din trusa pentru fiecare sesiune de testare ELISA.

Procedura recomandata pentru standarde duplicate

Etichetati 4 tuburi cu ,S1”, 52", ,S3”, ,S4".

Adéaugati 150 pl de GD in S1, S2, S3, S4.

Adaugati 150 pl de standard din kit in tubul S1 si amestecati bine.
Transferati 50 pl din tubul S1 in tubul S2 si amestecati bine.
Transferati 50 pl din tubul S2 in tubul S3 si amestecati bine.

GD simplu serveste ca standard zero (S4).

150 pl
_\ 50 pl 50 pl
<
g =3
Standard 1 Standard 2 Standard 3  Standard 4

Standardul 4,0 1,0 0,25 0

din trusa Ul/ml Ul/ml Ul/ml Ul/ml

reconstituit (Diluant
verde)

Figura 4. Prepararea curbei standard.
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4.

Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu 0,3 ml de apa deionizata sau
distilata. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura solubilizarea
completa a conjugatului.

Concentratia de lucru a conjugatului se obtine prin diluarea cantitafii necesare de
conjugate concentrate 100x reconstituit in Diluant verde (Tabel 1. Prepararea
conjugatului). Readuceti conjugatul concentrat 100x neutilizat la o temperatura intre
2 si 8 °C imediat dupa utilizare. Utilizati doar Diluant verde.

Tabel 1. Prepararea conjugatului

Numarul de stripuri Volumul de conjugat concentrat 100x Volumul de Diluant verde
2 10 l 1,0 ml

3 15l 1,5 ml

4 20 pl 2,0 ml

5 25 pl 2,5ml

6 30l 3.0ml

7 35 pl 3,5ml

8 40 pl 4,0 ml

9 45 pl 4,5ml

10 50 pl 5,0 ml

11 55 pl 5,5 ml

12 60 pl 6,0 ml

5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de recoltare a sangelui si ulterior

depozitate (refrigerate sau congelate), amestecati probele inainte de a le adauga
la godeul ELISA.

Nota importanta: Daca probele de plasma se adauga direct din tuburile QFT-Plus
centrifugate, trebuie sa evitati orice amestecare a plasmei. Aveti In permanenta grija sa
nu afectati materialul de pe suprafata gelului.

6. Adaugati 50 pl de conjugat in concentratie de lucru proaspat preparat in godeurile

ELISA dorite folosind o pipeta multicanal.
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. Adaugati 50 pl de probe de plasma pentru testare in godeurile corespunzatoare

folosind o pipeta multicanal (consultati configuratia de placa recomandata in
Figura 5). in final, adaugati cate 50 pl din fiecare dintre standardele de la 1 la 4.

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

I @ m m OO O W >»

1N 3N 5N 7N 9N S1 S1 13N 15N 17N 19N 21N
1TB1 3TB1 5TB1 7TB1 9TB1 S2 S2 13TB1 15TB1 17TB1 19TB1 21TB1
1TB2 3TB2 5TB2 7TB2 9TB2 S3 S3 13TB2 15TB2 17TB2 19TB2 21TB2
1M 3M 5M 7™ 9M S4 S4 13M 1M 17M  19M 21 M
2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
2TB1 47TB1 6TB1 8TB1 10TB1 11TB1 12TB1 14TB1 16TB1 18TB1 20TB1 22TB1
2TB2 47TB2 6TB2 8TB2 10TB2 11TB2 12TB2 147TB2 16TB2 18TB2 20TB2 22TB2
2M 4M 6M 8M oM  11M  12M  14M 16M 18M 20M 22M

Figura 5. Configuratie de probe recomandata (22 de testari per placa)
S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4)
1 N (Proba 1. plasma Nil), 1 TB1 (Proba 1. plasma TB1), 1 TB2 (Proba 1. plasma TB2), 1 M (Proba 1. plasma Mitogen)

8.

10.

Acoperiti fiecare placa si omogenizati temeinic conjugatul si probele de
plasma/standardele folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut. Evitati
stropirea.

. Acoperiti fiecare placa si incubati la temperatura camerei (22 *5 °C) timp de

120 * 5 minute.
Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii.

n timpul incubarii, diluati o parte solutie tampon de spilare concentrati 20x cu
19 parti de apa deionizata sau distilata si omogenizati temeinic. A fost furnizata
o cantitate suficienta de solufie tampon de spalare concentrata 20x pentru
a prepara 2 litri de solutie tampon de spalare in concentratie de lucru.

Spalati godeurile cu 400 pl de solutie tampon de spalare in concentratie de lucru timp
de cel putin 6 cicluri. Este recomandat un spalator de placi automat.

Spalarea temeinica este foarte importanta pentru reusita testului. Asigurati-va ca fiecare
godeu este umplut in Tntregime cu solutie tampon de spélare pana in partea superioara

28

Prospect QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019



a godeului pentru fiecare ciclu de spalare. Este recomandata o perioada de inmuiere

de cel putin 5 secunde intre cicluri.

in rezervorul pentru efluent trebuie adaugat dezinfectant standard de laborator, iar
pentru decontaminarea materialelor potential infectioase trebuie urmate procedurile

omologate.

11. Loviti usor placile asezate cu fata in jos pe un prosop absorbant fara scame
pentru a elimina solutia tampon de spalare reziduala. Adaugati 100 pl de Solutie
de substrat enzimatic in fiecare godeu, acoperiti fiecare placa si amestecati bine,
folosind un agitator pentru microplaci.

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

Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii.

13. Dupa 30 de minute de incubare, adaugati cate 50 yl de solutie de inhibitor
enzimatic in fiecare godeu si amestecati.

Solutia de inhibitor enzimatic trebuie adaugata in godeuri in aceeasi ordine si cu
aproximativ aceeasi viteza ca si substratul de la pasul 11.

14. Masurati Densitatea Optica (DO) a fiecarui godeu in cel mult 5 minute de la
stoparea reactiei, utilizand un cititor de microplaci prevazut cu un filtru de 450 nm
si un filtru de referinta intre 620 nm si 650 nm. Valorile DO sunt utilizate pentru

calcularea rezultatelor.
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Calcule si interpretarea testului

Pentru analiza datelor brute si calcularea rezultatelor, poate fi folosit Software-ul pentru
analiza QFT-Plus. Acesta este disponibil la www.QuantiFERON.com. Va rugam sa va

asigurati ca este utilizata cea mai noua versiune a software-ului pentru analiza QFT-Plus.

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

Interpretarea rezultatelor.

Ca o alternativa la utilizarea software-ului pentru analiza QFT-Plus, rezultatele pot fi obtinute

folosind metoda de mai jos.

Generarea curbei standard

(Daca nu este utilizat software-ul pentru analiza QFT-Plus)

Determinati media valorilor DO ale duplicatelor standardului din trusa de pe fiecare placa.

Construiti o curba standard loge)-loge) reprezentand grafic valoarea loge) a mediei DO
(axa y) in raport cu valoarea loge) a concentratiei de IFN-y a standardelor in Ul/ml (axa x),
omitdnd standardul zero din aceste calcule. Calculati linia care corespunde cel mai bine

curbei standard prin analiza de regresie.

Utilizati curba standard pentru determinarea concentratiei de IFN-y (Ul/ml) pentru fiecare

dintre probele de plasma testate, utilizand valoarea DO a fiecarei probe.

Aceste calcule pot fi efectuate utilizand pachetele software disponibile Tmpreuna cu
cititoarele de microplaci si un program de calcul tabelar sau un software statistic standard
(ca de exemplu Microsoft® Excel®). Este recomandat ca aceste pachete s fie utilizate pentru
a calcula analiza de regresie, coeficientul de variatie (CV%) al standardelor si coeficientul

de corelatie (r) al curbei standard.
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Controlul calitatii testului

Acuratetea rezultatelor testului depinde de generarea unei curbe standard exacte. Din acest
motiv, rezultatele obtinute pe baza standardelor trebuie examinate Tnainte ca rezultatele
probelor testate sa poata fi interpretate.

Pentru ca testul ELISA sa fie valid:

® Valoarea medie a DO pentru Standardul 1 trebuie sa fie = 0,600.
® CV% pentru valorile DO duplicate pentru Standardul 1 si Standardul 2 trebuie sa fie < 15%.

e Valorile DO duplicate pentru Standardul 3 si Standardul 4 nu trebuie sa varieze cu mai

mult de 0,040 unitati de densitate optica fata de media lor.

o Coeficientul de corelatie (r) calculat pe baza valorilor medii de absorbanta ale
standardelor trebuie sa fie =2 0,98.

Software-ul pentru analiza QFT-Plus calculeaza si raporteaza acesti parametri de control
al calitatii.
Daca criteriile de mai sus nu sunt indeplinite, executia testului este nevalida si trebuie repetata.

Valoarea medie a DO pentru Standardul zero (Diluantul verde) trebuie sa fie < 0,150. Daca

valoarea medie a DO este > 0,150, trebuie analizata procedura de spalare a placilor.

Interpretarea rezultatelor
Rezultatele testului QFT-Plus sunt interpretate pe baza urmatoarelor criterii (Tabel 2):

Nota importanta: Confirmarea sau infirmarea diagnosticului de tuberculoza si evaluarea
probabilitatii prezentei LTBI necesitd o combinatie de informatii epidemiologice, de
anamneza, medicale si de diagnostic care trebuie luate in considerare atunci cand sunt

interpretate rezultatele QFT-Plus.

Prospect QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019 31



Tabel 2. Interpretarea rezultatelor QFT-Plus

Nil TB1 minus Nil TB2 minus Nil Mitogen Rezultat QFT- Raport/Interpretare
(Ul/mI) (Ul/ml) (Ul/ml) minus Nil Plus
(Ul/mi)*
20,35 si 225% Orice valoare )
din valoarea Nil Orice Infectie cu
| Pozitivt M. tuberculosis
Orice valoare >20,355i225%  valoare probabils
din valoarea Nil
<8,0 <0,35sau=20,35 <0,35sau=0,35 =20,5 Negativ Infectie cu
si < 25% din si < 25% din M. tuberculosis
valoarea Nil valoarea Nil IMPROBABILA
<0,35sau20,35 <0,35sau20,35 <05 Neconcludentt  Probabilitatea infectiei
si <25% din si <25% din cu M. tuberculosis nu
valoarea Nil valoarea Nil poate fi determinata
> 8,08 Orice valoare Neconcludent* Probabilitatea infectiei
cu M. tuberculosis nu
poate fi determinata

* De obicei, raspunsurile la controlul pozitiv cu Mitogen (si ocazional Antigenii TB) pot fi in afara intervalului cititorului
de microplaci. Acest lucru nu influenteaza rezultatele testelor. Valorile > 10 ml sunt raportate de software-ul QF T-Plus
ca > 10 Ul/ml.

TDaca infectia cu M. tuberculosis nu este suspectata, rezultatele initial pozitive pot fi confirmate prin retestarea
probelor originale de plasma in duplicat in QFT-Plus ELISA. Daca rezultatul retestarii unuia sau ambelor duplicate
este pozitiv, persoana trebuie considerata ca avand un raspuns pozitiv la test.

* Consultati sectiunea ,Depanare” pentru cauzele posibile.
§1n cadrul studiilor clinice, mai putin de 0,25% dintre subiecti au inregistrat niveluri de IFN-y > 8,0 Ul/ml pentru valoarea Nil.

Valoarea nivelului masurat de IFN-y nu poate fi corelata cu stadiul sau gradul de infectie,
nivelul de raspuns imun sau probabilitatea de progresie spre boala activa. Raspunsurile TB
pozitive la persoanele cu Mitogen negativ sunt rare, insa au fost constatate la pacientii cu
tuberculoza. Acest lucru indica faptul ca raspunsul IFN-y la antigenul TB este mai mare decat
la Mitogen, ceea ce este posibil datorita faptului ca nivelul de Mitogen nu stimuleaza la nivel

maxim productia de IFN-y a limfocitelor.
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Interpretare

Validare

Nu

TB1 — Nil si/sau TB2 —
Nil 20,35 Ul/ml

| =

Nu
TB1 - Nil si/fsau TB2 — Nil =
25% din valoarea Ul/ml Nil*
1 Da
Da Nu
Mitogen — Nil < 0,50 Ul/ml il <
sisauNi>8oum || Neconcludent <= il <8,0 Utimi
Nu 1 l Da
Negativ Pozitiv

* Pentru ca TB1 minus Nil sau TB2 minus Nil sa fie valabil, nivelul = 25% din valoarea Ul/ml Nil trebuie sa fie din acelasi
tub ca rezultatul = 0,35 Ul/ml initial.

Figura 6. Diagrama de interpretare QFT-Plus
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Limitari

Rezultatele testarii QF T-Plus trebuie interpretate impreuna cu epidemiologia, starea curenta

de sanatate si alte evaluari de diagnosticare ale fiecarui individ.

Persoanele cu valori Nil mai mari de 8,0 Ul/ml sunt clasificate ca ,neconcludente” deoarece
un raspuns cu 25% mai mare la antigenii TB poate fi in afara intervalului de masurare

a testului.

Rezultatele nefiabile sau neconcludente se pot datora:

® Abaterii de la procedura descrisa in acest prospect
® Nivelurilor excesive de IFN-y circulatorii sau prezenta anticorpilor heterofili

® Scurgerii unui interval de timp de peste 16 ore de la recoltarea specimenului de sange
pana la incubarea la 37 °C. Acest lucru nu este valabil daca folositi fluxul de lucru la

2-8 °C pentru tuburile cu litiu-heparina sau heparina sodica.
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Caracteristici de performanta
Studii clinice

Deoarece nu exista o testare standard definitiva pentru LTBI, o estimare a sensibilitatii i
specificitatii testului QFT-Plus nu poate fi practic evaluata. Specificitatea QFT-Plus a fost
aproximata prin evaluarea ratelor fals pozitive la persoanele cu risc redus (factori de risc
necunoscuti) de infectie cu tuberculoza. Sensibilitatea a fost aproximata prin evaluarea

grupurilor de pacienti cu TB activa confirmata prin cultura.

Specificitate

S-a efectuat un studiu de evaluare a specificitati QFT-Plus la 409 subiecti. Informatiile
demografice si factorii de risc pentru expunerea la TB s-au determinat cu ajutorul unei

cercetari standardizate la momentul testarii.

Tntr-o sinteza a rezultatelor obtinute din cele 2 grupuri de pacienti cu risc scazut (f&ra factori
de risc cunoscuti) de infectie cu tuberculoza, specificitatea totala a QF T-Plus a fost de 97,6%
(399/409) (Tabel 3 si Tabel 4).

Tabel 3. Rezultatele studiului de specificitate QFT-Plus in functie de centrul de studii

Studiu Pozitiv Negativ Neconcludent Specificitate (Cl 95%)
Japonia 4 203 0 98% (95-100%)
Australia 6 196 0 97% (94-99%)
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Tabel 4. Rezultatele studiului de specificitate QFT-Plus in functie de tubul de antigen TB

Studiu TB1 TB2 QFT-Plus

Pozitiv 5 10 10

Negativ 404 399 399

Neconcludent 0 0 0

Specificitate (Cl 95%) 98,8% (97,2-99,6) 97,6% (95,6-98,8) 97,6% (95,6-98,8)

Sensibilitate pentru TB activa

Avand in vedere ca nu exista o testare standard definitiva pentru diagnosticarea LTBI,
cultura microbiologica de M. tuberculosis reprezinta un inlocuitor adecvat, {inadnd cont de
faptul ca pacientji care sufera de aceasta boala sunt prin definitie, infectati. Suspecitii de TB
din 4 centre de studii clinice din Australia si Japonia confirmati ulterior prin cultura cu infectie
cu M. tuberculosis au fost testati pentru a evalua sensibilitatea testului QFT-Plus (Tabel 5
si Tabel 6). Pacientii se aflau sub tratament de mai putin de 14 zile Thainte de recoltarea
sangelui pentru testarea QFT-Plus.

Intr-o sintezd a rezultatelor obtinute din cele 4 grupuri cu pacienti pozitivi la cultura de
M. tuberculosis, sensibilitatea totala a QFT-Plus pentru tuberculoza activa a fost de 95,3%
(164/172). Din cele 4 grupuri, 159 de pacienti au fost indicati pozitivi atat de TB1, cat si de
TB2, 1 pacient a fost indicat pozitiv doar de TB1 si 4 pacienti au fost indicati pozitivi doar de
TB2. Un total de 1,1% (2/174) din rezultate au fost neconcludente. Rezultatul TB2
a identificat corect 1 pacient confirmat prin cultura care ar fi avut un rezultat neconcludent
(Mitogen scazut) prin testarea doar cu TB1 (vezi Tabel 5 si Tabel 6).

Tabel 5. Rezultatele studiului de sensibilitate QFT-Plus in functie de centrul de studii

Centre studii Pozitiv Negativ Neconcludent Sensibilitate QF T-Plus*
(11 95%)
Centrul Japonia 1 36 7 84% (69-93)

0
Centrul Japonia 2 53 1 2 98% (90-100)
Centrul Japonia 3 54 0 0 100% (93-100)
0

Centrul Australia 21 0 100% (84—-100)

* Sensibilitatea se bazeaza pe numarul total de testari valabile, excluzand rezultatele neconcludente.
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Tabel 6. Rezultatele studiului de sensibilitate QFT-Plus in functie de tubul de antigen TB

Sensibilitate (IT 95%)

93,6% (88,8-96,7)

94,8% (90,3-97,6)

TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitiv 160 163 164
Negativ 11 9 8
Neconcludent 3 2 2

95,3% (90,9-97,9)

* Sensibilitatea se bazeaza pe numarul total de testari valabile, excluzand rezultatele neconcludente.

Distributiile observate ale raspunsului — stratificare in functie de risc

Tn cadrul studiilor clinice, au fost observate o serie de raspunsuri IFN-y la TB1, TB2 si la

tuburile de control, acestea fiind stratificate in functie de riscul infectiei cu M. tuberculosis

(Figurile 7-9). Grupul mixt consta Tn subiecti reprezentativi pentru o populatie generala de

testare, inclusiv subiecti cu si fara factori de risc de expunere la TB si la care tuberculoza

activa este improbabila (mai precis, LTBI).

Numar de subiect;

400
300
200
100

0

I I o I I I I I I I I I I 1
LQ\ Q‘:b@ '\9 9/9 939 'bwgf{‘rgbﬁgj\ﬁggfb* c 9\Q« \Qq
Q~,Q~ NY Q0 Y &Y oY ©F AN Q"O_,a' 7

IFN-y (Ul/ml)

Prospect QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019

37



Numar de subiect;
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IFN-y (Ul/ml)

Figura 7. Distributia Nil. A. Distributia valorilor Nil intr-o populatie cu risc scazut (n = 409). B. Distributia valorilor Nil
ntr-o populatie cu risc mixt (n = 194). C. Distributia valorilor Nil intr-o populatie cu infectie cu M. tuberculosis confirmata
prin cultura (n=174).
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Figura 8. Distributia TB1 si TB2 (minus nil). A. Distributia valorilor TB1 si TB2 (minus nil) intr-o populatie cu risc
scazut (n = 409). B. Distributia valorilor TB1 si TB2 (minus nil) intr-o populatie cu risc mixt (n = 194). C. Distributia
valorilor TB1 si TB2 (minus nil) intr-o populatie cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin cultura (n = 174).
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Numar de subiecti
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Figura 9. Distributia Mitogen (minus nil). A. Distributia valorilor Mitogen (minus nil) intr-o populatie cu risc scazut
(n =409). B. Distributia valorilor Mitogen (minus nil) intr-o populatie cu risc mixt (n = 194). C. Distributia valorilor
Mitogen (minus nil) intr-o populatie cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin cultura (n = 169).
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Figura 10. Diferenta observata intre valorile TB1 si TB2 (minus nil), stratificata in functie de risc. Populatie cu
risc scazut (n = 409), populatie cu risc mixt (n = 189) si populatie cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin cultura
(n = 141). Valorile TB1 au fost scazute din valorile TB2. Subiectii cu valori pentru TB1 sau TB2 > 10,0 Ul/ml au fost
exclusi deoarece acestia s-au situat in afara intervalului liniar al testului.

Caracteristicile de performanta ale testului

Testul QFT-Plus ELISA s-a dovedit liniar in conditiile pozitionarii aleatorii a 5 duplicate pentru
11 probe de plasma cu concentratii de IFN-y cunoscute pe placa ELISA. Linia regresiei
liniare are o panta de 1,002 £ 0,011 si un coeficient de corelatie de 0,99 (Figura 11).

Limita de detectje a testului QFT-Plus ELISA este de 0,065 Ul/ml si nu exista dovezi de rezultate

fals negative la doza ridicata (prozona) pentru concentratii de IFN-y de pana la 10.000 Ul/ml.

1149 ]

Nivel determinat al IFN-y (Ul/ml)

T T v 7T rrrrrrr
0 1 2 3 45 6 7 8 9101

Nivel preconizat al IFN-y (Ul/ml)

Figura 11. Profilul de liniaritate al testului QFT-Plus ELISA

Prospect QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019 41



Imprecizia intra-test si inter-teste (CV%) a testului QFT-Plus ELISA a fost estimata tn urma
efectuarii unui test pe 20 de probe de plasma cu concentratii de IFN-y diferite in cate 3
duplicate, in 3 laboratoare diferite, in 3 zile neconsecutive si de catre 3 operatori diferitj.
Asadar, fiecare proba a fost testatd de 27 deori, In cadrul a9 execuiii de teste
independente. Una dintre probe a fost un control Nil, iar concentratia de IFN-y calculata
pentru aceasta a fost de 0,08 Ul/ml (I 95%: 0,07-0,09). Pentru cele 19 probe de plasma
ramase, intervalul de concentratii a fost cuprins intre 0,33 (IT 95%: 0,31-0,34) si 7,7 Ul/ml
(11 95%: 7,48-7,92).

Imprecizia intra-test si inter-teste a fost estimata prin calcularea mediei CV% pentru fiecare
proba de plasma testata care continea IFN-y din cadrul fiecarei analize a placii (n = 9), iar
imprecizia era cuprinsa in intervalul 4,1-9,1 CV%. Media de covarianta in cadrul testului
(IT +95%) a fost de 6,6% * 0,6%. Media plasmei cu zero IFN-Y a fost de 14,1 CV%.

Imprecizia totala sau inter-teste a fost determinata prin compararea celor 27 de concentratii
calculate de IFN-y pentru fiecare proba de plasma testata. Imprecizia inter-teste a fost
cuprinsa in intervalul 6,6-12,3 CV%. Media totala a CV% (£95% Ii) a fost de 8,7 £ 0,7%.
Plasma cu zero IFN-y a avut un CV% de 26,1. Acest nivel de variatie este preconizat
deoarece concentratia de IFN-y calculatd este micda, iar variatia Tn jurul unei valori mici

estimate pentru concentratie va fi mai mare decat in cazul concentratiilor mai mari.

Reproductibilitatea testarii QFT-Plus a fost determinata utilizand probe de sange de la
102 subiecti cu factori de risc micsti de infectie cu M. tuberculosis. S-au evaluat trei operatori

diferiti si trei laboratoare diferite.

Au fost efectuate 3 determinari de diagnostic pentru fiecare subiect in parte, respectiv
306 determinari in ansamblu pentru toti subiectii. In total, reproductibilitatea de diagnostic a
fost de 99% (I 95%: 97,2-99,7), rezultatul de diagnostic fiind concordant pentru
303 determinari din 306. Pentru 3 subiecti, rezultatele au fost prea apropiate de pragul

acceptat pentru toate variatiile.
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Diagnosticarea LTBI

Au fost publicate o serie de studii care demonstreaza eficacitatea testului QFT, precursorul

testului QFT-Plus, la diverse populatii aflate sub risc de infectie cu MTB. Tabel 7 contine

datele principale obtinute dintr-o serie de studii selectate.

Tabel 7. Selectie de studii publicate cu privire la QFT

Populatie/conditie

Rezultate si descoperiri

Numarul total de studii publicate

Pediatrie

Sarcina

Performanta dovedita la copii, inclusiv la copii
cu varsta sub 5 ani (45-46) cu o acuratete mai
ridicata decat IGRA bazata pe ELISpot (8). Cel
mai amplu studiu de pana acum care compara
QFT si TST in randul copiilor din Vietnam,
Filipine si Mexic sustine utilizarea preferentiala
a QFT comparativ cu TST la testarea copiilor
nascuti in alte tari pentru LTBI (46). Un studiu
limitat vizand contactele indica o valoare
predictiva mai buna decéat TST la copii (47)

si un risc de 8 ori mai mare de progresie spre
tuberculoza in decurs de doi ani in randul
subiectilor care au trecut la QFT fata de cei care
nu au facut acest pas (48). Discordanta dintre
rezultatele negative QFT si rezultatele pozitive
TST este ridicata in randul copiilor vaccinati
BCG (46, 49), insa nu a existat niciun impact
asupra raspunsului la Mitogen la copii cu varsta
sub 5 ani (49), inregistrandu-se un numar mic
de rezultate neconcludente in timpul screening-
ului copiilor imigranti (46).

Intr-un mediu cu risc scazut, QFT inregistreaza
performante la fel de bune in fiecare trimestru
de sarcina, cu rezultate comparabile cu femeile
care nu sunt insarcinate, este mult mai precis,
cel putin la fel de sensibil si cu un grad de
predictie aparent mai bun al progresiei bolii
decat TST (50). Intr-un mediu cu risc crescut,
QFT s-a dovedit a fi mai stabil pe parcursul
sarcinii si a aproximat mai indeaproape
prevalenta de fundal a LTBI in comparatie cu
TST, cu toate ca autorii au ajuns la concluzia
ca sarcina afecteaza atat QFT, cat si TST (51).

152

Continuare tabel pe pagina urmatoare
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Tabel 7. Selectie de studii publicate cu privire la QFT (continuare)

Populatie/conditie

Rezultate si descoperiri

Numarul total de studii publicate

HIV/SIDA

Terapii
imunosupresoare

Profesionisti din

domeniul sanatatii

Contacte cu TB

Transplant

Atat IGRA, cat si TST sunt afectate de infectia
cu HIV, iar dovezile existente sugereaza ca
trebuie manifestata precautie la interpretarea
rezultatelor in cazul persoanelor cu numaratori
CD4+ <200 (52). QFT s-a dovedit a fi mai putin
afectat in comparatie cu IGRA bazat pe ELISpot
si TST (563-55). Vizita singulara in cazul IGRA
rezolva problema TST reprezentata de nivelurile
scazute de revenire la aceasta populatie (53).

QFT este mai putin influentat de terapiile
imunosupresoare decat TST si se coreleaza
mai bine cu factorii de risc de TB (23, 27).
QFT are o sensibilitate ridicata la pacientii

cu boli reumatice (23, 56, 57) si o specificitate
mai ridicata decat TST, reducand la minimum
rezultatele fals pozitive si eliminand
tratamentele nenecesare care se

instaureaza de obicei cu TST (23, 57, 58).

Specificitate superioara dovedita si mai putine
rezultate fals pozitive comparativ cu TST si

mai ieftin fata de TST (59-62). Variabilitatea

n jurul pragului este un rezultat asteptat in
cadrul testelor seriale, ca urmare a pragului de
dihotomie si a variabilitatii inerente ale unui test
biologic (63). Studiile au indicat rate mai ridicate
de conversie/reversie decat TST la testarile
seriale ale profesionistilor cu risc scazut din
domeniul sanatatii (64, 65). Centrul pentru
Controlul si Prevenirea Bolilor al SUA
recunoaste ca criteriul ingaduitor de definire

a conversiei IGRA poate duce la un nivel mai
ridicat de conversie decat criteriile cantitative
mai stricte ale TST, iar strategiile de retestare
s-au dovedit a fi mai eficiente in gestionarea
fenomenului de conversie/reversie (65-68).

PPV si NPV mai crescute decat TST (47);
avantajul vizitei unice in cazul persoanelor care
tind sa nu revina (63), o corelare mai buna la
expunere (69), care este observata in mod
special la persoanele vaccinate cu BCG si

n randul populatiilor din tarile in care exista
programe de vaccinare BCG (70, 71).

S-a dovedit a fi cel putin la fel de eficient ca
TST, insa a fost mai putin influentat de bolile
organice terminale decéat TST (22).

101
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Tabel 7. Selectie de studii publicate cu privire la QFT (continuare)

Populatie/conditie

Rezultate si descoperiri

Numarul total de studii publicate

Diabet

Insuficienta renala
n stadiu terminal

Migranti

Dovezi neconcludente dintr-un numar mic

de publicatii cu un numar limitat de subiecii.

Un studiu dintr-o regiune cu risc scazut a
demonstrat ca sensibilitatea QFT nu este
compromisa de diabet la pacientii cu
tuberculoza (72). Un studiu efectuat in
Tanzania, o zona cu risc crescut, care
sugereaza un impact negativ al diabetului
asupra productiei de IFN-y, nu a luat in
considerare coinfectiile cu HIV si viermi

paraziti (73). In cadrul unor studii efectuate

in Vietnam, 838 de diabetici autodeclarati
suspectati de tuberculoza pe baza radiografiilor
pulmonare anormale sau confirmati prin cultura
(n = 128), nivelul de raspuns pozitiv in cazul
QFT a fost egal sau mai mare decat in cazul
pragurilor TST de 10 si 15 mm (74).

Rezultatele pozitive QFT se coreleaza mai bine
cu factorii de risc pentru TB decat TST si se
asociaza in mai mica masura cu BCG (75).

Studiile demonstreaza ca, spre deosebire de

TST, QFT nu este afectat de BCG si varsta (74).
QFT s-a dovedit a fi cea mai ieftind metoda (76).

In mediile cu risc scazut, majoritatea cazurilor
de TB au provenit de la persoane nascute in
alte tari si din reactivari ale TB latente dupa
sosire (77). Cel mai amplu studiu de pana
acum care compara QFT si TST in randul
copiilor imigranti sustine utilizarea preferentiala
a QFT comparativ cu TST la testarea copiilor
nascuti in alte tari pentru infectia cu tuberculoza
latenta (46).
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Informatii tehnice

Rezultate neconcludente

Rezultatele neconcludente sunt rare si pot fi legate de starea imunitara a individului care
este testat, dar pot fi, de asemenea, legate de un numar de factori tehnici daca instructiunile

de mai sus nu sunt respectate.

Daca sunt suspectate probleme tehnice legate de stocarea reactivului, recoltarea sangelui
sau manipularea probelor de sange, repetafi intregul test QFT-Plus cu un specimen de
sange nou. Repetarea testului ELISA asupra probelor de plasma stimulata poate fi realizata
daca este suspectata o spalare necorespunzatoare sau vreo abatere de la procedurile
testului ELISA. Nu este de asteptat ca rezultatele neconcludente rezultate din valorile
Mitogen scazute sau valorile Nil ridicate sa se schimbe la repetare, cu exceptia cazului in
care a survenit o eroare in timpul testului ELISA. Rezultatele neconcludente trebuie raportate
ca atare. Medicii pot alege sa recolteze un nou specimen sau sa efectueze alte proceduri,

in functie de caz.

Probe de plasma coagulate

Tn cazul in care apar cheaguri de fibrind in urma stocarii pe termen lung a probelor de
plasma, centrifugati probele pentru a sedimenta substant{a coagulata si a facilita pipetarea

plasmei.
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care pot aparea.

Pentru informatii suplimentare, consultati si Informatile tehnice furnizate la adresa

www.QuantiFERON.com. Pentru informatii de contact, consultati coperta spate.

Depanarea problemelor survenite la kitul ELISA

Colorare nespecifica

Cauza posibild

a)

b)

d)

e)

Spalare insuficienta a placii

Contaminare incrucisata
a godeurilor ELISA

Trusa/componentele a(u)
expirat
Solutia de substrat enzimatic

este contaminata

Amestecarea plasmei in tuburile
QFT-Plus inaintea recoltarii

Solutie

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare
pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spalare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde intre cicluri.

Aveti grija cand pipetati sau amestecati proba pentru a minimaliza riscul.

Asigurati-va ca utilizati trusa inaintea datei de expirare. Asigurati-va ca
standardul si conjugatul concentrat 100x reconstituite sunt utilizate in cel
mult trei luni de la data reconstituirii.

Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru. Asigurati-va
ca utilizati rezervoare curate pentru reactivi.

Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin aspirarea
si eliberarea Tnapoi si repetata sau amestecarea plasmei inainte de
recoltare. Aveti in permanenta grija sa nu afectati materialul de pe
suprafata gelului.

Valori scazute ale densitatii optice a standardelor

Cauza posibila

a)

b)

c)

d)

Eroare la diluarea standardului
Eroare la pipetare
Temperatura de incubare prea
mica

Timp de incubare prea scurt

Solutie

Asigurati-va ca dilutiile standardului din trusa sunt preparate corect,
conform acestui prospect.

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

Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la temperatura camerei
(22+5°C).

Incubarea placii cu conjugat, standarde si probe trebuie sa dureze
120 * 5 minute. Solutia de substrat pentru enzime este incubata pe placa
timp de 30 de minute.
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Depanarea problemelor survenite la kitul ELISA

e) Filtru necorespunzator utilizat
pentru cititorul de placi

f)  Reactivii sunt prea reci

g) Kitul/componentele a(u) expirat

Fond ridicat
Cauza posibila

a)  Spalare incompleta a placii

b)  Temperatura de incubare prea
mare

c)  Kitul/componentele a(u)

expirat

d)  Solutie de substrat enzimatic
este contaminata

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

Toti reactivii, cu exceptia conjugatului concentrat 100x, trebuie adusi la
temperatura camerei inainte de inceperea testarii. Aceasta operatiune
dureaza aproximativ o ora.

Asigurati-va ca utilizati trusa Tnaintea datei de expirare. Asigurati-va ca
standardul si conjugatul concentrat 100% reconstituite sunt utilizate in cel
mult 3 luni de la data reconstituirii.

Solutie

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare
pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spélare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde fintre cicluri.

Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la temperatura camerei
(22°C+5°C).

Asigurati-va ca utilizati trusa Tnaintea datei de expirare. Asigurati-va ca
standardul si conjugatul concentrat 100% reconstituite sunt utilizate in cel
mult 3 luni de la data reconstituirii.

Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru. Asigurati-va
ca utilizati rezervoare curate pentru reactivi.

Curba standard neliniara si variabilitate intre duplicate

Cauza posibila

a) Spalare incompleta a placii

b)  Eroare la diluarea
standardului

c)  Omogenizare insuficienta
d)  Tehnica de pipetare

inconsecventa sau intrerupere
n timpul configurarii testului

Solutie

Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare
pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spalare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde fintre cicluri.

Asigurati-va ca dilutiile standardului sunt preparate corect, conform
acestui prospect.

Amestecati bine reactivii prin rasturnarea acestora sau cu miscari
circulare Tnaintea adaugairii lor pe placuta.

Adaugarea probei si a standardului trebuie efectuata in mod continuu.
Toti reactivii trebuie preparati inainte de a incepe testul.

Informatiile despre produs si indrumarile tehnice va sunt puse la dispozitie gratuit de catre

QIAGEN, prin intermediul distribuitorului local sau al site-ului www.QuantiFERON.com.
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Simboluri

Pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

@
3
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Definitia simbolului

Suficiente pentru 2 x 96 preparari de probe
2x96

Producator legal

Simbol marcat CE-IVD

~E <

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro
L Cod lot
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GTIN Numar de comercializare global articol

Termen de valabilitate

Limitari de temperatura

Consultati instructiunile de utilizare

A nu se refolosi
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)/)

A se pastra ferit de razele soarelui

Numar material
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Date de contact

Pentru asistenta tehnica si mai multe informatii, sunati la numarul gratuit 00800-22-44-6000,
vizitati siteul web al Centrului de Asistenta Tehnica la www.giagen.com/contact sau
contactati unul dintre Departamentele de Servicii Tehnice QIAGEN (afisate pe verso si pe

site-ul web www.qgiagen.com).
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Procedura de testare pe scurt

Etapa 1 — incubarea sangelui

. Recoltati sdngele pacientului in tuburile de recoltare a sangelui si %E;
agitati tuburile de zece (10) ori cu suficienta fermitate pentru a va \\ Ry

asigura ca intreaga suprafata interioara a tubului este acoperita cu

sange. Astfel, antigenii de pe peretii tubului se vor dizolva.
Incubati tuburile in pozitie verticala la 37 °C + 1 °C timp de 16 pana E
la 24 de ore.

Dupa incubare, centrifugati tuburile timp de 15 minute la 2.000 pana ©

la 3.000 x g RCF (g) pentru a separa plasma si hematiile. 2)
Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin aspirarea
si eliberarea Thapoi si repetata sau amestecarea plasmei nainte de

C:J\

recoltare. Aveti in permanenta grija sa nu afectati materialul de pe

suprafata gelului.

Etapa 2 — testul IFN-y ELISA

1. Aclimatizati componentele kitului ELISA, cu exceptia conjugatatului m
concentrat 100x, la temperatura camerei (22 °C + 5 °C) timp de cel
putin 60 de minute.

2. Reconstituiti standardul din kit la o concentratie de 8,0 Ul/ml cu apa /
distilata sau deionizata. Preparati patru (4) dilutii ale standardului.

3. Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu apa distilata sau E
deionizata.
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&

Preparati conjugatul in concentratie de lucru in Diluant verde ////

si adaugati 50 pl in toate godeurile. |_| l_] I_| I_]
5. Adaugati 50 pl din probele de plasma pentru testare si 50 pl de standarde

n godeurile corespunzatoare. Amestecati folosind agitatorul.
6. Incubati timp de 120 + 5 de minute la temperatura camerei.
7. Spalati godeurile de cel putin 6 ori cu 400 yl de solutie tampon E@

de spalare pentru fiecare godeu.

8. Adaugati 100 yl de Solutie de substrat enzimatic in godeuri. ////
Amestecati folosind agitatorul. I—I ke U U

Incubati timp de 30 de minute la temperatura camerei.

10. Adaugati 50 pl de Solutie de inhibitor enzimatic in toate godeurile. ////
Amestecati folosind agitatorul. Ll U L‘ L‘

©

11. Cititi rezultatele la 450 nm folosind un filtru de referintd intre
620 si 650 nm.

12. Analizati rezultatele.
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Modificari semnificative

Sectiune Pagina Modificare/Modificari

Diverse Diverse Adaugarea instructiunilor referitoare la utilizarea
tubului cu litiu-heparina sau heparina sodica

Diverse Diverse Adaugarea instructiunilor referitoare la fluxul
de lucru de recoltare a sangelui la 2-8 °C

Diverse Diverse Capacul placii este acum un material necesar,
dar nefurnizat

Istoricul revizuirilor manualului

Document Modificari
R6 Modificari litiu-heparind/heparina sodica
04/2019 Instructiuni de lucru noi pentru fluxul de lucru pentru recoltarea sangelui la 2-8 °C

Capacele placilor au fost eliminate din placile QF
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Marci comerciale: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (Grupul QIAGEN); Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Acord de licenta limitatad pentru QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA

Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1.

Produsul poate fi utilizat doar Tn conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul prospect si doar impreund cu componentele incluse
in trusa. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietétile sale intelectuale in vederea utilizérii sau incorporarii componentelor incluse in acest
panou cu nicio componenta care nu este inclusa in acest kit, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual
si acest prospect.

in afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio formé c& acest panou si/sau utilizarea (utilizarile) acestuia nu incalca drepturile tertilor.

Aceast trusa si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute, in afara cazului unei prevederi
speciale QIAGEN.

QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

Cumpérstorul si utilizatorul trusei accept sa nu ia masuri si s& nu permita niciunei persoane s& ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre
actiunile interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va recupera toate
costurile anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta limitata sau a oricaruia
dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de kit si’'sau componentele acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.giagen.com.

© 2019 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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www.QuantiFERON.com

Asia-Pacific | techservice-ap@giagen.com

Europa | techserviceQF T-eu@giagen.com

Orientul Mijlociu/Africa | techserviceQF T-eu@giagen.com

America Latina (nu include Brazilia si Mexic) | techservice-latam@giagen.com
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Note
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Note
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Pentru comenzi www.qiagen.com/shop| Suport tehnic support.qiagen.com | Site web www.qgiagen.com




