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Domeniul de utilizare

Testul QuantiFERON SARS-CoV-2 este un test de diagnosticare in vitro conceput pentru
detectia calitativa a interferonului y (IFN-y) produs de celulele T CD4+ si CD8+ ca raspuns
la stimularea prin intermediul unui amestec de peptide SARS-CoV-2 in sangele integral
heparinizat. Cantitatea de IFN-y produsa este masurata utilizand testul de imunoabsorbtie
enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).

Testul QuantiFERON SARS-CoV-2 este destinat sa ajute la evaluarea raspunsului imun
mediat celular (Cell-Mediated Immune, CMI) la persoanele fara antecedente de infectie cu
SARS-CoV-2 si care au beneficiat de vaccinare impotriva COVID-19 folosind vaccinuri care
vizeaza proteina virala spike (S) proteina a virusului SARS-CoV-2.

Testul QuantiFERON SARS-CoV-2 trebuie utilizat impreuna cu alte teste de laborator si
evaluare epidemiologicad/clinica pentru a evalua raspunsul imun al unei persoane la
vaccinarea impotriva COVID-19.

Dezvoltarea unor raspunsuri imune la celulele T poate dura cateva zile dupa vaccinare, desi
durata de timp Tn care sunt prezente raspunsurile imune la celulele T nu este caracterizata
clar la indivizii vaccinati.

Rezultatele nereactive nu exclud infectia activa cu SARS-CoV-2 si nu determina eficacitatea
vaccinurilor impotriva COVID-19. Daca se suspecteaza o infectie activa, confirmati prin
utilizarea unui alt test molecular sau antigen pentru SARS-CoV-2. Rezultatele testului trebuie
intotdeauna utilizate Tmpreuna cu examenul clinic, istoricul medical al pacientului si alte
informatii.

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.
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Utilizatori potentiali

Acest kit este destinat uzului profesional.

Produsul va fi utilizat doar de personal instruit si format special in tehnicile de biologie

moleculara, care este familiarizat cu aceasta tehnologie.
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Descrierea si principiul
Rezumat si explicatii

QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) este un test calitativ care utilizeaza tuburi
specializate de recoltare a sangelui, care contin antigeni peptidici care stimuleaza celulele
imune folosind proteine specifice SARS-CoV-2. Perioada de incubare a sangelui in tuburi
este cuprinsa intre 16 si 24 de ore, dupa care, plasma este recoltata si testata pentru
prezenta IFN-y rezultat ca raspuns la antigenii peptidici. Raspunsurile specifice mediate de
celule T la infectia cu SARS-CoV-2 au fost raportate dupa vaccinare cu diferite tipuri de

vaccinuri care vizeaza proteina spike [1-34].

Mai intai, sangele integral este recoltat in fiecare dintre tuburile QuantiFERON SARS-CoV-
2 Blood Collection Tube, si anume un tub Nil, un tub Ag1, un tub Ag2 si un tub Mitogen.
Alternativ, sngele 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 tuburile
QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tube.

Tuburile QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tube sunt agitate pentru
omogenizarea antigenului cu sangele si trebuie incubate la 37 °C + 1 °C céat 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 procesata, iar cantitatea de IFN-y (Ul/ml)
este masuratd cu ajutorul testului ELISA. Testul QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA
utilizeaza standard IFN-y uman recombinant, acesta fiind comparat cu un preparat IFN-y de
referintd (Ref NIH: Gxg01-902-535). Rezultatele probelor testate sunt raportate in Unitati
Internationale pe ml (Ul/ml) avand ca referinta o curba standard preparata prin testarea

dilutiilor standardului furnizat impreuna cu kitul.
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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
QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA este minimizat prin adaugarea de ser normal de soarece
in Diluantul verde si prin utilizarea de fragmente de anticorpi monoclonali F(ab’)2, ca

anticorpi de captura a IFN-y atasati la godeurile microplacii.

Proba de plasma din tubul Mitogen are rol de control pozitiv al IFN-y pentru fiecare specimen
testat. 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 Ag1, Ag2 si Mitogen.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

Componente ELISA

Nr. de catalog

Kit cu 2 placa
626420

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

IFN-y Standard, 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 concentratd 20x) (pH 7,2, contine ProClin® 300
0,05% viv)

Enzyme Substrate Solution (Solutie de substrat enzimatic)
(contine H202, 3,3, 5,5', tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution (Solutie de inhibitor enzimatic)
(contine H2S04 0,5 M)*

Kit

Instructiuni de utilizare QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA

2 seturi de stripuri de
microplaci 12 x 8

1 x flacon (8 Ul/ml
dupa reconstituire)

1% 30 ml

1x0,3ml
(dupa reconstituire)

1x100 ml

1 % 30 ml

1x15ml

* Contine acid sulfuric
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Componentele kitului

Substante de control si calibratoare

Testul QFN SARS ELISA utilizeaza standard IFN-y uman recombinant, acesta fiind
comparat cu un preparat IFN-y de referintad (Ref NIH: Gxg01-902-535).

Platforma si software

QFN SARS Analysis Software este optional si poate fi utilizat pentru analiza datelor brute si

calcularea rezultatelor. Software-ul poate fi descarcat de pe pagina www.giagen.com.
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Materiale necesare, dar nefurnizate
Reactivi suplimentari

® Apa deionizata sau distilata, 2 litri
Echipamente®

® Incubatorla 37 + 1 °C (cu sau fara COz2)

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

de unica folosinta

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

folosinta
® Agitator pentru microplaci, capabil de turatii de la 500 pana la 1.000 rot/min.

® Spalator pentru microplaci (pentru siguranta manipuldrii probelor de plasma, se

recomanda un spalator automat pentru placi)

e Cititor pentru microplaci prevazut cu un filtru de 450 nm si un filtru de referinta de

620 nm pana la 650 nm
® Vortexer cu turatie variabila

® Centrifuga cu capacitate de centrifugare a tuburilor de recoltare a sangelui la minimum
3.000 RCF (g)

e Cilindru gradat, 1 litru sau 2 litri
e Capac placa

® Prosoape absorbante fara scame

* Tnainte de utilizare, asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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Avertismente si precautii

Pentru clientii din Uniunea Europeana, va rugam sa retineti ca aveti obligatia de a raporta
incidentele grave survenite in legatura cu dispozitivul catre producator si autoritatea

competenta a statului membru in care Tsi are sediul/domiciliul utilizatorul si/sau pacientul.

Informatiji de siguranta

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 (Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare.
Acestea sunt disponibile online in format PDF usor de utilizat si compact, la adresa
www.qgiagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate
(Safety Data Sheet, SDS) a fiecarui kit si componente ale kitului QIAGEN.

e Toate substantele chimice si materialele biologice sunt potential periculoase.
Specimenele si probele sunt potential infectioase si trebuie tratate ca materiale
periculoase din punct de vedere biologic.

® Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu procedurile locale de
siguranta.
® Specimenele si probele sunt potential infectioase. Aruncati deseurile de probe si de

test in conformitate cu procedurile locale de siguranta.

e Testul QFN SARS trebuie utilizat impreuna cu alte teste de laborator si evaluare
epidemiologica/clinica pentru a evalua raspunsul imun al unei persoane la vaccinarea
fmpotriva COVID-19.
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Un rezultat QFN SARS nereactiv nu exclude posibilitatea infectiei cu SARS-CoV-2 si
nu determina eficacitatea vaccinurilor impotriva COVID-19. Rezultatele fals nereactive
pot fi cauzate de manipularea incorecté a tuburilor de recoltare a sangelui dupa punctie
venoasa, efectuarea incorecta a testului sau de alte variabile imunologice individuale,
inclusiv cele legate de posibile comorbiditati. Productia de anticorpi heterofili sau IFN-y
nespecific din alte afectiuni inflamatorii poate masca raspunsurile specifice la peptidele
SARS-CoV-2.

Un rezultat QFN SARS reactiv nu trebuie considerat ca baza unica si definitiva pentru
determinarea eficacitatii vaccinului impotriva COVID-19. Efectuarea incorecta a testului
poate duce la rezultate fals reactive la QFN SARS.

Un rezultat fals reactiv la QFN SARS poate fi cauzat de recoltarea incorecta a probei
de sange sau de manipularea necorespunzatoare a specimenului, care afecteaza
functia limfocitelor. Consultati sectiunea ,Procedura: Efectuarea testului ELISA”,
pagina 18 pentru manipularea corectd a specimenelor de sange. Intarzierea incubatiei
poate cauza rezultate fals nereactive sau neconcludente, iar alti parametri tehnici pot
afecta capacitatea de a detecta un raspuns IFN-y semnificativ.

Un raspuns slab la Mitogen (< 0,5 Ul/ml) indica un rezultat neconcludent atunci cand o
proba de sange are, de asemenea, un raspuns nereactiv la proteinele SARS-CoV-2.
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.

Precautii

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

Urmati indrumarile relevante referitoare la manipularea
sangelui. Eliminati probele si materialele care au intrat Tn
contact cu sangele sau cu produsele pe baza de sange in
conformitate cu reglementarile locale si nationale.
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QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

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

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Avertisment! Provoaca iritarea usoara a pielii. Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.

QuantiFERON Green Diluent

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

Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung. A se evita aruncarea in
mediul Tnconjurator.

Informatii suplimentare

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

® Timerosalul este utilizat pe post de conservant in unii reactivi QFN SARS. Acesta

poate fi toxic la ingerare, inhalare sau in contact cu pielea.

® Abaterile de la Instructiunile de utilizare QuantiFERON ELISA Kit pot genera rezultate

incorecte. Va rugam sa cititi cu atentie instructiunile inainte de utilizare.

e Nu utilizati trusa daca unul dintre flacoanele de reactivi prezintd semne de deteriorare

sau scurgeri tnainte 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. Se recomanda sa utilizati un cleste de desigilare a flacoanelor
pentru deschiderea flacoanelor Conjugat sau Standard IFN-y pentru a reduce la

minimum riscul de leziuni provocate de capacul cu sigiliu metalic.
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e Nu amestecati si nu utilizati stripuri de microplaci, Standard IFN-y, Diluant verde sau
conjugat concentrat 100x din kituri QF T SARS 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.
e Nu utilizati QFN SARS ELISA Kit dupa data de expirare.
® Procedurile de laborator corecte trebuie urmate in permanenta.

® Asigurati-va ca echipamentele de laborator, precum spalatoarele si cititoarele de placi

au fost calibrate/validate pentru utilizare.
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Trebuie acordata atentie datelor de expirare si conditiilor de depozitare tiparite pe cutiile si
etichetele tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate sau depozitate in mod
incorect.

Stabilitatea in utilizare

e Pastrati kitul ELISA la o temperatura cuprinsa intre 2 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, consultati ,Procedura:
Efectuarea testului ELISA”, pagina 18.

e Standardul din kit 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 kit.

e Conjugatul concentrat 100X reconstituit trebuie pastrat in continuare la temperaturi
cuprinse intre 2 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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Depozitarea si manipularea specimenelor

Consultati Instructiunile de utilizare ale tuburilor QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS)
Blood Collection Tube (1124422) pentru detalii despre fluxul de lucru de recoltare a sangelui
pentru testul QFN SARS.
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Procedura: Efectuarea testului ELISA

Protocol: IFN-y ELISA

Aspecte importante

e Consultati Continutul kitului, pagina 9 si Materiale necesare, dar nefurnizate, pagina 11

pentru materialele necesare pentru a efectua testul ELISA.

Configurarea (timpul necesar pentru efectuarea testului)

Pentru a obtine rezultate valide din testul QFN SARS, operatorul trebuie sa efectueze sarcini
specifice in intervale de timp stabilite. Tnainte de utilizarea testului, se recomanda ca
operatorul sa planifice cu atentie fiecare etapa a testului pentru a acorda un timp adecvat
pentru efectuarea fiecarei etape. Timpul necesar este estimat mai jos; durata testarii

probelor multiple grupate pe loturi este, de asemenea, indicata.

® Aproximativ 3 ore pentru o placa ELISA
® <1 oradelucru

® Se adauga 10-15 minute pentru fiecare placa suplimentara

Procedura

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

putin 60 de minute pentru echilibrare.

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

3. Alocati cel putin 1 strip pentru standardele QFN SARS si stripuri suficiente pentru
numarul de subiecti supusi testarii (consultati Figura 2 pentru formatul de placa
recomandat). Dupa utilizare, pastrati suportul si capacul in vederea utilizarii impreuna

cu stripurile ramase.
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3a.

3b.

3c.

3d.
3e.

Reconstituiti standardul IFN-y cu volumul de apa deionizata sau distilata indicat pe
eticheta flaconului. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura
dizolvarea completa a intregului continut al flaconului. Prin reconstituirea standardului
IFN-y la volumul corect se va obtine o solutie cu o concentratie de 8,0 Ul/ml.
Folosind standardul reconstituit, preparati o serie de dilutie de 4 concentratii IFN-y
(consultati Figura 1).
Trebuie generaté o curba standard cu urmatoarele concentratii de IFN-y:

S1 (Standard 1) contine 4,0 Ul/ml

S2 (Standard 2) contine 1,0 Ul/ml

S3 (Standard 3) contine 0,25 Ul/ml

S4 (Standard 4) contine 0 Ul/ml (numai Diluant verde [Green Diluent, GD])
Standardele trebuie testate cel putin in duplicat.
Preparati dilutii proaspete cu standard din trusa pentru fiecare sesiune de testare
ELISA.

Procedura

m m o O o >

Etichetati 4 tuburi: S1, S2, S3, S4

Adaugati 150 pl de DV in S1, S2, S3, S4

Adaugati 150 pl de standard din trusa 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

DV simplu serveste ca standard zero (S4)

3
f— -
150 pl 50 pl 50 pl
—> e —>
Standardul din Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
trusa 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Ui/ml
reconstituit (Diluant verde)

Figura 1. Prepararea seriei de dilutie a curbei standard.
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4. Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu 0,3 ml de apa deionizata sau

distilatd. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura dizolvarea

completa a intregului continut a

| flaconului.

4a. Concentratia de lucru a conjugatului se obfine prin diluarea cantitatii necesare de

conjugat concentrat 100% reconstituit in Diluant verde (Tabelul 1).

4b. Conjugatul in concentratie de lucru trebuie utilizat in cel mult 6 ore de la

preparare.

4c. Readuceti conjugatul concentrat 100% neutilizat la o temperatura intre 2 i 8 °C

imediat dupa utilizare.

Tabelul 1. Prepararea conjugatului (concentratie de lucru)

Numarul de stripuri Volu

mul conjugatului Volumul de Diluant verde

(100x concentrat)

2 10 pl
3 15 pl
4 20 pl
5 25 pl
6 30 pl
7 35 ul
8 40 pl
9 45 pl
10 50 pl
11 55 pl
12 60 pl

1,0 ml
1,5 ml
2,0 ml
2,5 ml
3,0ml
3,5ml
4,0 ml
4,5ml
5,0 ml
5,5 ml

6,0 ml

20
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5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de recoltare a sangelui si ulterior
depozitate (refrigerate sau congelate), amestecati bine proba depozitata tnainte de a
0 adauga la godeul ELISA. Probele de plasma pot fi pastrate in tuburi QFN SARS
Blood Collection Tube centrifugate pana la 28 de zile la 2-8 °C, sau probele de
plasma recoltate pot fi pastrate pana la 28 de zile la 2-8 °C. Probele de plasma
recoltate pot fi, de asemenea, pastrate sub -20 °C (de preferinta mai putin de -70 °C)
timp de pana la 24 de luni.

Probele de plasma pot fi incarcate/utilizate direct din tuburile de recoltare a sangelui
centrifugate pentru masura pe placa the QFN SARS ELISA.

Important: Daca probele de plasma trebuie transferate direct din tuburile QFN SARS
Blood Collection Tube centrifugate, trebuie sa evitati orice amestecare a plasmei. Aveti
fn permanenta grija sa nu afectati materialul de pe suprafata gelului.

6. Adaugati 50 pl de conjugat in concentratie de lucru proaspat preparat in fiecare godeu
al placii ELISA.

7. Adaugati 50 pl de proba de plasma pentru testare in godeurile corespunzatoare
(consultati configuratia de placa ELISA din Figura 2).

8. Tn cele din urma, addugati cate 50 pl din Standardele 1 pana la 4 in godeurile

corespunzatoare ale placii (consultati configuratia recomandata de placa ELISA in

Figura 2). Standardele trebuie testate cel putin in duplicat.

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

A| 1IN | 3N | BN | 7N 9N St St 13N | 15N | 17N | 19N | 21N
B | 1Ag1 | 3Ag1 | 5Ag1 | 7Ag1 | 9Ag1 s2 S2 | 13Ag1 | 15Ag1 | 17 Ag1 | 19Ag1 | 21 Agt
C|1Ag2 | 3Ag2 | 5Ag2 | 7Ag2 | 9Ag2 s3 S3 | 13Ag2 | 15Ag2 | 17 Ag2 | 19Ag2 | 21 Ag2
D| 1M | 3M | 5M | 7™ 9M s4 s4 13M | 15M | 17M | 19M | 21M
E| 2N | 4N | 6N | 8N | 10N | 11N | 12N | 14N | 16N | 18N | 20N | 22N
F | 2Ag1 | 4Ag1 | 6Ag1 | 8Ag1 | 10Ag1 | 11Ag1 | 12Ag1 | 14Ag1 | 16 Agt | 18 Ag1 | 20 Ag1 | 22 Agt
G| 2Ag2 | 4Ag2 | 6Ag2 | 8Ag2 | 10Ag2 | 11Ag2 | 12Ag2 | 14 Ag2 | 16 Ag2 | 18 Ag2 | 20 Ag2 | 22 Ag2
H| 2M | 4m | 6m | 8mM | 10M | 11M | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

Figura 2. Configuratie recomandatéa de placa ELISA. S1 (Standard 1), S2 (Standard 2),
S3 (Standard 3), S4 (Standard 4). 1N (Proba 1. plasma substanta de control Nil), 1 Ag1 (Proba 1.
plasma Ag1), 1 Ag2 (Proba 1. plasma Ag2), 1M (Proba 1. plasma Mitogen).
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10.

11.

12.

13.

. Acoperiti placa ELISA si omogenizati temeinic conjugatul si probele de

plasma/standardele folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut la
500-1000 rot/min. Evitati stropirea.

Acoperiti placa ELISA si incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de

120 £ 5 minute. Placa ELISA nu trebuie expusa la lumina solara directa pe durata
incubarii. Abaterea de la intervalul de temperatura specificat poate duce la rezultate
incorecte.

Tn timpul incubdrii placii ELISA, preparati solutia tampon de spalare in concentratie de
lucru. Diluati o parte solutie tampon de spalare concentrata 20x cu 19 parti de apa
deionizata sau distilata si omogenizati temeinic. A fost furnizata o cantitate suficienta
de solutie tampon de spalare concentrata 20x pentru a prepara 2 litri de solutie

tampon de spalare in concentratie de lucru.

Cand incubarea placii ELISA este completa, spalati godeurile pentru placi ELISA cu
400 pl de solutie tampon de spalare la concentratie de lucru. Efectuati etapa de
spalare de cel putin 6 ori. Este recomandat un spalator de placi automat din motive de

siguranta la manipularea probelor de plasma.

Spalarea temeinica este foarte importanta pentru reusita testului. Asigurati-va ca
fiecare godeu este umplut in intregime cu solutie tampon de spalare pana in partea
superioara a godeului pentru fiecare ciclu de spalare. Este recomandata o perioada

de Tnmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

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

omologate.

Loviti ugor placa ELISA asezate cu fata in jos pe un prosop absorbant fara scame
pentru a elimina solutia tampon de spalare reziduala. Adaugati 100 pl de Enzyme
Substrate Solution in fiecare godeu al placii, acoperiti placa si omogenizati temeinic,

folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut la 500—-1000 rot/min.
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14. Acoperiti placa ELISA si incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de
30 de minute. Placa ELISA nu trebuie expusa la lumina solara directa pe durata
incubarii.

15. Dupa o incubare de 30 de minute, adaugati 50 pl de solutie de inhibitor enzimatic in
fiecare godeu al placii, in aceeasi ordine n care a fost adaugat substratul si

omogenizati temeinic la 500-1000 rot/min, folosind un agitator pentru microplaci.

16. Masurati Densitatea Optica (DO) a godeurilor placii ELISA in cel mult 5 minute de la
stoparea reactiei, utilizadnd un cititor de microplaci prevazut cu un filtru de 450 nm si
un filtru de referinta intre 620 si 650 nm. Valorile DO sunt utilizate pentru calcularea

rezultatelor.
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Rezultate (calcule)

Pentru analiza datelor brute si calcularea rezultatelor, poate fi folosit QFN SARS Analysis
Software. Acesta este disponibil la pagina www.qiagen.com. Va rugam sa va asigurati ca

este utilizatd cea mai noua versiune a QFN SARS Analysis Software.

Software-ul efectueaza o evaluare a controlului calitatji testului, genereaza o curba standard
si furnizeaza rezultatul testului pentru fiecare subiect, asa cum este detaliat in ,Interpretarea
rezultatelor”, pagina 28. Software-ul raporteaza toate concentratiile mai mari de 10 Ul/ml ca

,>10", deoarece astfel de valori depasesc intervalul liniar validat al ELISA.

Ca o alternativa la utilizarea QFN SARS Analysis Software, rezultatele pot fi obtinute folosind

metoda de mai jos.
Generarea curbei standard si a valorilor probelor

Daca nu este utilizat QFN SARS Analysis Software

Determinarea curbei standard si a valorilor Ul/ml ale probelor necesita un program de calcul

tabelar, cum ar fi Microsoft® Excel®, daca QFN SARS Analysis Software nu este utilizat.

Utilizarea unui program de calcul tabelar

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

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

bine curbei standard prin analiza de regresie.

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

fiecare dintre probele de plasma testate, utilizand valoarea DO a fiecarei probe.
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4. Aceste calcule pot fi efectuate utilizdnd pachetele software disponibile impreuna 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 sa fie
utilizate pentru a calcula analiza de regresie, coeficientul de variatie (CV%) al
standardelor si coeficientul de corelatie (r) al curbei standard.

Calcularea rezultatelor probei

Daca s-ar obtine urmatoarele citiri pentru densitatea optica (DO) pentru standarde, calculele
folosind — log(e) — le-ar urma pe cele din Tabelul 2.

Tabelul 2. Curba a solutiei standard

Standard Ul/ml Valorile asib DO medie CV% Loge) Ul/ml  Log,
ale DO mediu (DO)
Standard 1 4 1,089,1,136 1,113 3,0 1,386 0,107
Standard 2 1 0,357,0,395 0,376 7.1 0,000 0,978
NU SE )

Standard 3 0,25 0,114,0,136 0,125 APLIGA 1,386 2.079

NU SE
Standard 4 0 0,034,0,037 0,036 NU SE NU SE us

APLICA APLICA APLICA

Ecuatia curbei este y = 0,7885(X) - 0,9837, unde ,m” = 0,7885 si ,c” = -0,9837. Aceste valori sunt
utilizate Tn ecuatia X = (Y-c)/m pentru rezolvarea X. Pe baza curbei standard, coeficientul de corelatie
calculat (r) = 1.000. NA: Nu se aplica.

Validitatea testului este determinata folosind criteriile specificate in ,Controlul calitatii
testului”, pagina 26.

Curba standard (Tabelul 2) este utilizata pentru a converti raspunsurile DO antigen n unitati

internationale (Ul/ml).

Instructiuni de utilizare QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit 04/2022 25



Tabelul 3. Calcularea rezultatelor probei

Antigen Valoare DO Valoare DO X eX (Ul/ml) Antigen-Nil
log(e (Ul/ml)

Nil 0,037 -3,297 -2,934 0,05 -

Ag1 1,161 0,149 1,437 4,21 4,15

Ag2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

Mitogen 1,783 0,578 1,981 7,25 7,20

Valorile IFN-y (in Ul/ml) pentru Ag1, Ag2 si Mitogen sunt corectate pentru fond scazand

valoarea Ul/ml obtinuté pentru controlul Nil respectiv. Aceste valori corectate sunt utilizate

pentru interpretarea rezultatelor testului.

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 = 0,98.

® Daca criteriile de mai sus nu sunt indeplinite, executia testului este nevalida si trebuie
repetata.
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® 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.

QFN SARS Analysis Software calculeaza si raporteaza acesti parametri de control al calitatii.

Fiecare laborator trebuie sa determine tipurile adecvate de materiale de control si frecventa
testarii in conformitate cu organizatiile de acreditare locale, nationale, federale sau cu alte
organizatii aplicabile. Evaluarea externa a calitatii si procedurile alternative de validare

trebuie luate in considerare.

Retineti: Plasmele imbogatite cu IFN-y recombinant au demonstrat reduceri de pana la 50 %
ale concentratiei atunci cand sunt pastrate fie la 2-8 °C, fie la -20 °C. IFN-y recombinant nu
este recomandat pentru stabilirea standardelor de control in probele de plasma.
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Interpretarea rezultatelor

Rezultatele testului QFN SARS sunt interpretate pe baza urmatoarelor criterii (Tabelul 4).

Important: Testul QFN SARS trebuie utilizat impreuna cu alte teste de laborator si evaluare
epidemiologica/clinica pentru a evalua raspunsul imun al unei persoane la vaccinarea
impotriva COVID-19.

Tabelul 4. Interpretarea rezultatelor testului QFN SARS

Nil Antigen Ag1  Antigen Ag2  Mitogen Rezultat QFN  Raport/Interpretare
(Ul/ml)  minus Nil minus Nil minus Nil SARS
(Ul/ml) (Ul/ml) (Ul/ml)*
<8,0 20,15 si Orice valoare
2 25% din Nil Orice ) Raspuns SARS-CoV-
valoare Reactiv 2 detectat
Orice valoare | 20,15si
2 25% din Nil
<0,15sau <0,15 sau >0,50 Nereactiv Raspunsul SARS-
20,15 si 20,15si CoV-2 NU a fost
< 25% din Nil | < 25% din Nil detectat
< 0,15 sau < 0,15 sau <0,50
>20,15si >0,15si Raspunsul SARS-
<25% din Nil | <25% din Nil Neconcludentt | CoV-2 si Mitogen nu

pot fi detectate

> 8,05 | Orice valoare

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

* Consultati ,Ghid de depanare”, pagina 51 pentru cauzele posibile.

§ Tn cadrul studiilor clinice, mai putin de 0,25 % dintre subiecti au inregistrat niveluri de IFN-y
> 8,0 Ul/ml pentru valoarea Nil.
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Limitari

Rezultatele testului QFN SARS trebuie interpretate impreuna cu istoricul epidemiologic,

starea curenta de sanatate si alte evaluari de diagnosticare ale fiecarui individ.

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

testului.

o Un rezultat nereactiv trebuie luat in considerare cu datele medicale si istorice ale
individului, relevante pentru probabilitatea de raspuns imun la vaccinare, in special

pentru persoanele cu functie imuna afectata.

o Testul QFN SARS trebuie utilizat impreuna cu alte teste de laborator si evaluare
epidemiologica/clinica pentru a evalua raspunsul imun al unei persoane la vaccinarea
impotriva COVID-19.

Rezultatele nefiabile sau neconcludente se pot datora:

® Abaterilor de la procedura descrisa in Instructiunile de utilizare
® Transportului/manipularii incorect(e) a(l) specimenului de sédnge
e Nivelurilor crescute de IFN-y circulatorii sau prezenta anticorpilor heterofili

® Depasirea timpilor validati pentru sdnge de la extragerea specimenului de sange pana
la incubare. Consultati Instructiunile de utilizare ale tuburilor QFN SARS Blood
Collection Tube (1124422).
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Caracteristicile de performanta ale testului

Performanta analitica

Pragul testului

Pragul testului QFN SARS a fost determinat folosind date de la doudzeci (20) de subiecti
testati nereactiv la SARS-CoV-2 cu un test RT-PCR sau un test serologic si doudzeci (20)
de donatori care au fost complet vaccinati (intre 2-16 saptamani dupa vaccinarea completa)
cu un vaccin autorizat FDA EUA. Datele privind sensibilitatea si specificitatea impreuna cu
intervalele de incredere (I) bilaterale exacte de 95 % au fost analizate si au demonstrat ca
pragul optim al testului ELISA a fost de 0,15 Ul/ml (consultati Tabelul 5).
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Tabelul 5. Valori de prag QFN SARS (Ul/ml) cu sensibilitatea si specificitatea corespunzatoare
cu ll bilateral exact de 95 %

Valoare de
prag
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
0,45
0,5
0,55
0,6
0,65
0,7
0,75

0,8

Sensibilitate Specificitate
Valoare Limita Limita Valoare Limita Limita
inferioara superioara inferioara  superioara
1195 % 1195 % 1195 % 1195 %
1,000 0,940 1,000 0,933 0,838 0,982
0,983 0,911 1,000 1,000 0,940 1,000
0,900 0,795 0,962 1,000 0,940 1,000
0,733 0,603 0,839 1,000 0,940 1,000
0,717 0,586 0,825 1,000 0,940 1,000
0,650 0,516 0,769 1,000 0,940 1,000
0,600 0,465 0,724 1,000 0,940 1,000
0,567 0,432 0,694 1,000 0,940 1,000
0,467 0,337 0,600 1,000 0,940 1,000
0,433 0,306 0,568 1,000 0,940 1,000
0,400 0,276 0,535 1,000 0,940 1,000
0,333 0,217 0,467 1,000 0,940 1,000
0,317 0,203 0,450 1,000 0,940 1,000
0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
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Liniaritate

Testul QFN SARS 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 3).

11 "
10 o o
1

Nivel determinat al IFN-y (Ul/ml)
i A W

01234567 E8 9 1011
Nivel preconizat al IFN-y (Ul/ml)

Figura 3. llustratie a analizei de regresie a studiului de liniaritate.

Reproductibilitate

A fost efectuat un studiu de reproductibilitate in mai multe laboratoare pentru a evalua
performanta testului QFN SARS intre laboratoare cu mai multi operatori. Acest studiu a fost
realizat la trei laboratoare din cadrul QIAGEN. Au fost Tnrolati in total trei (3) subiecti reactivi
la SARS-CoV-2 si trei (3) subiecti de studiu nereactivila SARS-CoV-2 (determinati prin testul
RT-PCR sau testul serologic).

Séangele recoltat in patru (4) tuburi de recoltare a sangelui cu litiu-heparina a fost obtinut de
la fiecare subiect de studiu. Tuburile de recoltare a sangelui cu litiu-heparina au fost apoi
transferate intr-unul dintre laboratoarele de testare, unde séngele a fost impartit in trei (3)
seturi de tuburi QFN SARS Blood Collection Tube (QFN SARS Ag1, Ag2, Mitogen si Nil).
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Céate un set de tuburi QFN SARS Blood Collection Tube (BCT) a fost transferat la fiecare
dintre laboratoarele de testare si apoi testat in conformitate cu procedura de testare QFN
SARS. Fiecare subiect a fost testat cu zece (10) duplicate (cinci (5) duplicate pentru Ag1 si
cinci (5) duplicate pentru Ag2) in fiecare laborator. La fiecare laborator, cate un (1) operator
a efectuat testul QFN SARS in mod independent. Niciun operator a cunoscut rezultatele
obtinute de ceilalti operatori, nici rezultatele testelor RT-PCR sau serologie ale subiectului
de studiu.

Au fost generate cate 30 de rezultate in fiecare dintre cele trei (3) laboratoare de testare,
rezultdnd in total 90 de puncte de date. Un rezumat al rezultatelor studiului de
reproductibilitate este prezentat in Tabelul 6.

Tabelul 6. Rezumatul rezultatelor studiului de reproductibilitate — N = 30 de probe de la pacienti

Laborator 1 — 1 operator Laborator 2 — 1 operator Laborator 3 — 1 operator
25/30 = 83 % 30/30 = 100 % 30/30 = 100 %
Acordul rezultatelor calitative Acordul rezultatelor calitative  Acordul rezultatelor calitative

Acordul total procentual intre toate probele reactive si non-reactive fatd de rezultatele
calitative preconizate (subiectul reactiv care returneaza un rezultat reactiv si subiectul
nereactiv care returneaza un rezultat nereactiv pe baza rezultatului metodei de referinta
pentru subiect) a fost de 94,4 % (85/90) in toate cele trei (3) laboratoare.

Repetabilitate inter-loturi

A fost efectuat un studiu pentru a determina variabilitatea inter-loturi a tuburilor QFN SARS
Blood Collection Tube. Au fost testati n total doi (2) subiecti reactivi la SARS-CoV-2 si trei
(3) subiecti de studiu nereactivi la SARS-CoV-2 (determinati prin testul RT-PCR sau testul
serologic). Tn acest studiu au fost incluse trei (3) loturi separate din fiecare dintre tuburile de
recoltare a sangelui QFN SARS Ag1 si Ag2. Au fost testate cinci (5) duplicate per donator
per lot de tuburi de recoltare a s&ngelui. Un rezumat al rezultatelor preciziei inter-loturi este

prezentat in Tabelul 7.
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Tabelul 7. Rezumatul rezultatelor studiului de precizie inter-loturi - acord procentual general
pentru tuburile de recoltare a sdngelui QFN SARS Ag1 si Ag2; N = 25

QFN SARS Numérul de Numar de Proportie Limita de Limita de
BCT lot BCT semnale incredere incredere
calitative in inferioara superioara
acord/total
semnale
Ag1 1 25/25 100,00% 86,28% 100,00%
2 25/25 100,00% 86,28% 100,00%
3 25/25 100,00% 86,28% 100,00%
Ag2 1 25/25 100,00% 86,28% 100,00%
2 25/25 100,00% 86,28% 100,00%
3 25/25 100,00% 86,28% 100,00%

Acordul total procentual intre toate probele reactive si non-reactive fatd de rezultatele
preconizate (subiectul reactiv care returneaza un rezultat reactiv si subiectul nereactiv care
returneaza un rezultat nereactiv pe baza rezultatului metodei de referinta pentru subiect) a
fost de 100 % pe toate cele trei (3) loturi de tuburi de recoltare a sangelui QFN SARS Ag1
si Ag2.

Limita de blanc (LoB)

Limita de blanc (Limit of Blank, LoB) a fost evaluata pentru testul QFN SARS. Doua (2)
duplicate din céate paisprezece (14) probe individuale de plasma umana normala (ca
blancuri) au fost testate cu doua (2) loturi de QFN SARS ELISA de catre trei (3) operatori in
trei (3) zile de testare, un (1) operator pe zi de testare pentru un total de 84 de duplicate din
fiecare lot de kit ELISA.

Valorile LoB (Ul/ml) pentru cele doua (2) loturi de kituri ELISA au fost calculate separat, dupa

cum se arata in Tabelul 8.
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Tabelul 8. Valori LoB (Ul/ml) pentru cele doua (2) loturi de QFN SARS ELISA Kit

QFN SARS ELISA Kit LoB estimat (Ul/ml)
Kit 1 0,030
Kit 2 0,040

Valoarea LoB mai mare, de 0,040 Ul/ml, dintre cele doua loturi de QFN SARS ELISA Kit, a

fost raportata ca valoare finala LoB.

Limita de detectie (LoD)

Limita de detectie (Limit of Detection, LoD) a fost evaluaté pentru testul QFN SARS. O proba
de plasma umana a fost generata prin combinarea a paisprezece (14) probe individuale de
plasma. Fiecare dintre cei trei (3) operatori a pregatit cate un stoc standard de referinta
IFN-y la 1,0 Ul/ml diluat n solutie tampon. S-a realizat o serie de dilutii de opt (8) concentratii
in plasma. Studiul a fost realizat pe parcursul a trei (3) zile, de catre trei (3) operatori
alternativi folosind doua (2) loturi de QFN SARS ELISA Kit. Pentru fiecare zi de testare au
fost testate cate cinci (5) duplicate din fiecare concentratie din fiecare set de serii de dilutii
seriale pentru un total de 45 de duplicate pentru fiecare dilutie de concentratie IFN-y pentru
fiecare lot de QFN SARS ELISA Kit.

Valoarea LoD pentru fiecare dintre loturile de QFN SARS ELISA Kit testate a fost calculata
separat, asa cum se arata in Tabelul 9. LoD a fost estimat folosind un model de regresie de
tip probit. LoD s-a bazat pe concentratia estimata (Ul/ml) care a generat o probabilitate
estimata de 95 % de a obtine o rata de succes mai mare de 0,04 Ul/ml (determinata prin
LoB).
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Tabelul 9. Valori LoD (Ul/ml) estimate pentru cele doua (2) loturi de QFN SARS ELISA Kit

QFN SARS Probabilitate Estimarea Limita de Limita de
ELISA Kit concentratiei incredere 95%  incredere 95 %
(Ul/ml) inferioara superioara

pentru estimare pentru estimare

Kit 1 0,95 0,063 0,060 0,067
Kit2 0,95 0,065 0,060 0,073

Valoarea LoD mai mare calculata dintre cele doua loturi de QFN SARS ELISA Kit, de 0,065

Ul/ml, a fost raportata ca valoare finala LoD.

Substante de interferenta

A fost efectuat un studiu pentru a determina efectele substantelor de interferenta potentiale
asupra performantei detectiei QFN SARS ELISA a IFN-y. Substantele interferente incluse in
aceasta testare au fost: trigliceride (totale), hemoglobina, proteine (ser total), bilirubina
(conjugata), bilirubina (neconjugata), abacavir sulfat, ciclosporina si prednisolon. Cinci (5)
probe de plasma cu concentratii cunoscute de IFN-y au fost preparate folosind diferite
concentratii ale substantelor interferente. Nivelul de IFN-y din proba de baza a fost preparat
anterior cu o cantitate predeterminata de IFN-y prezent (aproximativ 0,21, 0,45 si 1,4 Ul/ml).
Aceasta proba a fost apoi folosita pentru a pregati probele de substante interferente. Au fost
testate cinci niveluri diferite de concentratii ale substantelor interferente, care s-au bazat pe
intervale de referinta, valori patologice, intervale terapeutice si intervale toxice sau conform
recomandarilor furnizorului sau nivelurilor clinice generale. Au fost testate sase (6) duplicate

pentru fiecare nivel de concentratie al probei de substante interferente.

Pentru fiecare concentratie de proba a fost efectuat un test T, comparand diferenta in log10
mediu (Ul/ml) a nivelului de interferenta ridicat (10) in comparatie cu substanta de control
(adica nivelul fara substante interferente). Tn tabel sunt raportate diferenta estimata in
raspunsul mediu, impreuna cu limitele corespunzatoare de incredere 95 % bilaterale si

valoarea p.
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Tabelul 10. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre
nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta ridicat pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN-y

Concentratie Nivel de Concentratia Diferenta Limita Limita Valoare P
interferentd probei intre inferioara  superioara
(Ul/ml) medii 1195 % 1195 %
Trigliceride Ridicat 1,4 0,053 -0,004 0,110 0,063
0,45 0,039 -0,021 0,058 <0,001
0,21 0,034 -0,002 0,071 0,061
Hemoglobind Ridicat 1,4 -0,001 -0,042 0,040 0,967
0,45 0,016 -0,007 0,040 0,152
0,21 0,014 -0,030 0,059 0,489
Proteina Ridicat 1,4 -0,030 -0,071 0,011 0,136
0,45 0,000 -0,046 0,046 0,992
0,21 -0,045 -0,103 0,012 0,109
Bilirubina Ridicat 1,4 0,001 -0,046 0,048 0,961
conjugata
0,45 0,012 -0,043 0,067 0,639
0,21 0,015 -0,044 0,074 0,586
Bilirubina Ridicat 1,4 0,015 -0,011 0,042 0,231
neconjugata
0,45 0,015 -0,023 0,052 0,411
0,21 0,012 -0,033 0,057 0,566
Abacavir Ridicat 1,4 0,013 -0,015 0,040 0,322
0,45 0,015 -0,014 0,044 0,283
0,21 0,008 -0,034 0,050 0,677

Tabel continuat pe pagina urmatoare
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Continuare tabel de la pagina anterioara

Tabelul 10. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre
nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta ridicat pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN-y

Concentratie Nivel de Concentratia Diferenta Limita Limita Valoare P
interferenta probei intre inferioara  superioara

(Ul/ml) medii 1195 % 1195 %

Ciclosporind  Ridicat 1,4 0,002 -0,019 0,024 0,816
0,45 0,007 -0,030 0,043 0,682
0,21 0,015 -0,007 0,038 0,155

Prednisolon  Ridicat 1,4 0,007 -0,016 0,030 0,518
0,45 -0,001 -0,034 0,033 0,964
0,21 0,021 -0,025 0,068 0,334

Rezultatele nu au aratat diferente semnificative statistic intre cel mai inalt nivel de
interferenta testat si substanta de control (nivel fara substante interferente), cu exceptia
nivelului de concentratie al trigliceridelor 0,45 Ul/ml. S-a determinat ca diferenta dintre medii
pentru aceasta valoare se afla in intervalul + 2 abateri standard ale masuratorii nivelului
mediu de substantd de control, demonstrand ca diferenta observata se incadreaza in
variabilitatea preconizata a testului si ca nu este de asteptat ca nivelurile relevante din punct

de vedere clinic ale trigliceridelor sa interfereze cu QFN SARS ELISA.
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Performanta clinica

Performanta clinica a testului QFN SARS a fost evaluata intr-un studiu prospectiv,
observational, realizat din iunie pana in octombrie 2021, folosind subiecti fara antecedente
de infectie cu SARS-CoV-2 care au beneficiat de vaccinare impotriva COVID-19 cu vaccinuri
care vizeaza proteina S virala a SARS-CoV-2, precum si cei fara antecedente de infectie cu
SARS-CoV-2 care nu au beneficiat de vaccinare impotriva COVID-19.

Subiectii care au si-au dat acordul au fost evaluati in functie de criteriile de includere si
excludere n studiu si numai subiectii care au indeplinit toate criteriile de includere, dar
niciunul dintre criterile de excludere nu au fost inregistrati si au fost supusi recoltarii de
sange pentru QFN SARS.

Mai jos este prezentat un sumar al populatiei inregistrate:

® Grupul 1: Subiectii inclusi fara antecedente de infectie naturala cu SARS-CoV-2 nu
facusera vaccinul impotriva COVID-19 la momentul recoltarii sangelui pentru QFN
SARS, nu au fost niciodata testati pozitiv pentru infectia cu SARS-CoV-2, au raportat
un rezultat serologic nereactiv al testarii si nu au prezentat semne sau simptome de

COVID-19 intr-o perioada de 4 saptamani inainte de inregistrare.

® Grupul 2: Subiectii inclusi fara antecedente de infectie cu SARS-CoV-2 beneficiasera
de vaccinare impotriva COVID-19 care viza proteina S a SARS-CoV-2 in momentul
recoltarii sngelui pentru QFN SARS si nu au fost niciodata testati pozitiv pentru
infectia cu SARS-CoV-2.

e Niciunul dintre subiecti nu a suferit vreun transplant (de organe solide sau celule) si/sau

vreun tratament pentru cancer la momentul participarii la studiu.
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Tn total, 218 subiecti au fost inregistrati in Grupul 1, in timp ce 171 de subiecti au fost
fnregistrati in Grupul 2. Dupa recoltarea sangelui QFN SARS, patru subiecti din Grupul 1
s-au dovedit a nu fi eligibili din cauza unui rezultat serologic reactiv al testarii, obtinut folosind
o proba recoltata la aceeasi vizitd In care a avut loc recoltarea de sange pentru QFN SARS
si au fost ulterior exclusi din analiza.

Au fost recoltate probe, tuburile QFN SARS Blood Collection Tube au fost procesate si
plasma a fost depozitata la <—20 °C pana cand a fost pregatita pentru testare cu QFN SARS
ELISA. Toate testarile cu placi QFN SARS ELISA au fost valide si nu s-au obtinut rezultate
neconcludente, rezultdnd 214 si 171 de probe care au putut fi evaluate din Grupul 1 si,
respectiv, Grupul 2.

Date demografice

Numarul de probe recoltate in fiecare tara si procentul din total pentru fiecare grup de studiu

sunt prezentate in Tabelul 11.

Tabelul 11. Sumarul tarilor de recoltare a probelor

Tara de Grupul 1 Grupul 2

recoltare a

probelor N % N %
Tarile de Jos 214 100,00% 153 89,47%
SUA 0 0,00% 18 10,53%

Un sumar privind varsta subiectilor, inclusiv varsta medie, mediana, minima si maxima si

abaterea standard (Standard Deviation, SD) de varsta este prezentat in Tabelul 12.

Tabelul 12. Sumar privind varsta subiectilor (ani)

N Medie Median SD Minim Maxim

385 40,47 37,00 14,168 18,00 80,00

Un sumar privind sexul subiectilor este prezentat in Tabelul 13.
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Tabelul 13. Sumar privind sexul subiectilor

Sex N %

Femeie 234 60,78%

Barbat 151 39,22%
Specificitate

Acordul clinic care compara rezultatele QFN SARS cu rezultatele metodei de referinta este
prezentat in Tabelul 14.

Tabelul 14. Acordul clinic: Rezultatul QFN SARS vs. Metoda de referinta

Rezultatul metodei de referinta
Grupul 1 (- vax, Grupul 2 (+ vax,
-infectie) -infectie) Total
Rezultat Nereactiv | 199 34 233
QFN
SARS Reactiv 15 137 152
Total 214 171 385

Pentru subiectii nevaccinati (Grupul 1), 199 din 214 au fost testati nereactiv folosind QFN
SARS, in timp ce restul de 15 au fost testati reactiv. Pentru subiectii vaccinati (Grupul 2),
137 din 171 au fost testati reactiv folosind QFN SARS, in timp ce restul de 34 au fost testati
nereactiv. Niciuna dintre cele 15 si 34 de probe discordante din Grupul 1 si, respectiv, 2, nu
a beneficiat de testare suplimentara cu o metoda discordanta.

Acordul procentual negativ (Negative Percent Agreement, NPA) (specificitatea) a fost
calculat pentru subiectii nevaccinati (Grupul 1), impreuna cu intervalul de incredere (I7) 95 %
bilateral exact si este prezentat in Tabelul 15.
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Tabelul 15. Acord procentual negativ (specificitate)

Nr. grup NPA (specificitate) 1195%
Grupul 1 92,99% 88.70-96.02 %
(-vax, -infectie) (199/214)

Sensibilitate

Acordul procentual pozitiv (Positive Percent Agreement, PPA) (sensibilitatea) a fost calculat
pentru subiectii vaccinati (Grupul 2), impreuna cu IT 95 % bilateral exact si este prezentat in
Tabelul 16.

Tabelul 16. Acord procentual pozitiv (sensibilitate)

Nr. grup PPA (sensibilitate) 1195%
Grupul 2 80,12% 73.34-85.82%
(+vax, -infectie) (137/171)

Acord procentual pozitiv in functie de varsta

Pentru subiectii vaccinati (Grupul 2), acordul procentual pozitiv a fost stratificat in functie de
varsta < 60 si = 60 de ani si este prezentat in Tabelul 17.

Tabelul 17. Acord procentual pozitiv dupa varsta < 60 si 2 60 de ani

Interval de varsta (ani) PPA (sensibilitate) 1195%
0,
<60 85,33% 78,78-90,64%
(128/150)
260 AT 21,82-65,98%
(9/21)
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Acord procentual pozitiv in functie de vaccinul impotriva COVID-19

Pentru subiectii vaccinati (Grupul 2), acordul procentual pozitiv a fost stratificat in functie de

vaccinul impotriva COVID-19 administrat si este prezentat in Tabelul 18.

Tabelul 18. Acord procentual pozitiv in functie de vaccinul impotriva COVID-19

Vaccin PPA (sensibilitate) 1i 95%
62,50%
- 0,
Astra Zeneca (5/8) 24,49-91,48%
Janssen 86,67% .
(Johnson & Johnson) (13/15) 59,54-98,34%
Moderna 77,27% o
(17/22) 54,63-92,18%
) . 80,95%
Pfizer - BioNTech (102/126) 73,00-87,40%

Factori asociati cu rezultatele nereactive la subiectii vaccinati

Pentru a determina daca inaintarea in varsta, timpul de la finalizarea vaccinarii impotriva
COVID-19, vaccinul administrat si sexul se asociaza cu rezultate nereactive la subiectii
vaccinati (Grupul 2), a fost efectuatd o analiza de regresie logistica univariata. Asocierea
dintre fiecare factor si rezultatele nereactive a fost calculata in termeni de coeficient de
probabilitate (CP), iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 19.
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Tabelul 19. Asocierea dintre factori si rezultatele nereactive la subiectii vaccinati

Factor CP (11 95 %) Valoare p
Varsta (ani) 1,08 (1,05-1,12) < 0,001
Timp de la vaccinare pana la recoltarea : <0.001
sangelui QFN SARS (zile) (A L =12 :
Vaccin Pfizer — BioNTech 1 -

Astra Zeneca 2,55 (0,57-11,42) 0,221

Janssen

(Johnson & 0,65 (0,14-3,09) 0,592

Johnson)

Moderna 1,25 (0,42-3,72) 0,689
Sex Femeie 1 -

Barbat 1,25 (0,59-2,65) 0,565

Singurii factori asociati semnificativ cu rezultatele nereactive la subiectii vaccinati au fost

varsta si timpul de la vaccinare.

Deoarece studiul a fost realizat in tari in care vaccinurile impotriva COVID-19 au fost puse
mai intéi la dispozitie persoanelor in varsta, varsta se poate sa fi influentat asocierea dintre
timpul de la vaccinare si rezultatele nereactive. Tabelul 20 prezintd analiza de regresie cu
varsta drept covariabila.

Tabelul 20. Asocierea dintre factori si rezultatele nereactive controlate pentru varsta

Factor CP (11 95 %) Valoare p
Varsta (ani) 1,07 (1,03-1,11) < 0,001
Timp de la vaccinare pana la

recoltarea sangelui QFN SARS 1,01 (1,00-1,02) 0,214
(zile)
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Cand varsta este controlata, asocierea dintre timpul de la vaccinare si rezultatele nereactive

nu mai este semnificativa, totusi varsta a ramas semnificativ asociata.
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care pot aparea. Pentru
informatii suplimentare, a se vedea si pagina ,intrebéri frecvente” din cadrul Centrului nostru
pentru Asistentd Tehnica: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Cercetatorii din cadrul
Serviciilor tehnice QIAGEN va stau intotdeauna la dispozitie pentru a raspunde la orice
intrebari pe care le aveti despre informatiile si/sau protocoalele din acest manual sau proba,
precum si despre tehnologiile de prelevare si testare (pentru datele de contact, vizitati
www.giagen.com).

Comentarii si sugestii

Remedierea problemelor survenite la trusa ELISA
Colorare nespecifica

a) Spalare insuficienta a Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon
placii 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

ntre cicluri.
b) Contaminare Aveti grija cand pipetati sau amestecati proba pentru a
incrucisata a reduce riscul la minimum.

godeurilor ELISA

c) Trusa/componentele  Asigurati-va ca utilizati kitul fnaintea datei de expirare.
a(u) expirat Asigurati-va ca standardul si conjugatul concentrat 100X
reconstituite sunt utilizate in cel mult trei luni de la data

reconstituirii.

d) Solutia de substrat Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru.
enzimatic este Asigurati-va ca utilizati rezervoare curate pentru reactivi.
contaminata

e) Amestecarea plasmei Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin

in tuburile QFN aspirarea si eliberarea Tnapoi si repetata sau amestecarea
SARS Blood plasmei Tnainte de recoltare. Aveti in permanenta grija sa nu
Collection Tube afectati materialul de pe suprafata gelului.

Tnaintea recoltarii
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Comentarii si sugestii

Valori scazute ale densitatii optice a standardelor

a)

b)

c)

d)

f)

9)

Eroare la diluarea
standardului

Eroare la pipetare

Temperatura de
incubare prea mica

Timp de incubare
prea scurt

Filtru
necorespunzator
utilizat pentru cititorul
de placi

Reactivii sunt prea

reci

Kitul/componentele
a(u) expirat

Fond ridicat

a)

b)

c)

Spalare insuficienta a
placii

Temperatura de
incubare prea mare

Trusa/componentele
a(u) expirat

Asigurati-va ca dilutiile standardului din kit sunt preparate
corect, conform acestor instructiuni de utilizare.

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. Enzyme Substrate Solution trebuie
incubata pe placa timp de 30 de minute.

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

Toti reactivii, cu exceptia conjugatului concentrat 100X,
trebuie adusi la temperatura camerei inainte de inceperea
testarii. Aceasta operatiune dureaza aproximativ 1 ora.

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

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. Este necesara o perioada de inmuiere
de cel putin 5 secunde intre cicluri.

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

Asigurati-va ca utilizati kitul in perioada de valabilitate.
Asigurati-va ca standardul si conjugatul concentrat 100X
reconstituite sunt utilizate in cel mult trei luni de la data
reconstituirii.
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Comentarii si sugestii

d) Solutia de substrat Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru.
enzimatic este Asigurati-va ca utilizati rezervoare curate pentru reactivi.
contaminata

Curba standard neliniara si variabilitate intre duplicate

a) Spalare insuficienta a Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon
placii de spalare pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de
6 cicluri de spalare. Este necesara o perioada de inmuiere

de cel putin 5 secunde intre cicluri.

b) Eroare la diluarea Asigurati-va ca dilutiile standardului sunt preparate corect,
standardului conform acestor instructiuni de utilizare.

c) Omogenizare Amestecati bine reactivii prin rasturnarea acestora sau cu
insuficienta miscari circulare inaintea adaugarii lor pe placuta.

d) Tehnica de pipetare ~ Adaugarea probei si a standardului trebuie efectuata in mod
inconsecventa sau continuu. Toti reactivii trebuie preparati inainte de a incepe
intrerupere in timpul  testul.
configurarii testului
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Simboluri

Tn instructiunile de utilizare sau pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

Simbol Definitia simbolului

Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

™

Data de expirare

<

EHHERER

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
Numar catalog

Numar de lot

Numar de material (adica eticheta componentei)
Componente

Contine

Numar

GTIN Numar de comercializare global articol

5
g

Reprezentanta autorizata

R reprezinta revizuirea Instructiunilor de utilizare, iar n
este numarul revizuirii

A
>

Limitari de temperatura

Producator
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Simbol Definitia simbolului

m Consultati instructiunile de utilizare

o ) , _
//l N A se pastra ferit de razele soarelui
/.\\

ff Avertisment/atentie

Date de contact

Pentru asistenta tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru pentru Asistenta
Tehnica la adresa www.giagen.com/Support, apelati numarul de telefon
00800-22-44-6000 sau contactati Departamentele de Servicii Tehnice ale QIAGEN sau

distribuitorii locali (a se vedea coperta a patra sau vizitati www.giagen.com).
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Anexa A: Informatii tehnice

Rezultate neconcludente

Rezultatele neconcludente sunt rare si pot fi legate de starea imuna a individului care este
testat, dar pot fi, de asemenea, legate de un numar de factori tehnici (de exemplu,
manipularea/depozitarea inadecvate ale tuburilor de recoltare a sangelui, spalare

incompleta a placii ELISA), daca instructiunile de mai sus nu sunt respectate.

Daca sunt suspectate probleme tehnice legate de depozitarea reactivului, recoltarea
sangelui sau manipularea probelor de sange, repetati intregul test QFN SARS cu specimene
de sange noi. Repetarea testului ELISA asupra probelor de plasma stimulata poate fi
realizatda daca este suspectatd o spalare necorespunzatoare sau vreo abatere de la
procedurile testului ELISA. 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 substanta coagulata si a facilita pipetarea
plasmei.

Probe de plasma lipemice

Trebuie acordatéa atentie la pipetarea probelor lipemice, deoarece depozitele de grasime pot
bloca varfurile pipetelor.
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Anexa B: Procedura de testare ELISA pe scurt

1. Aduceti componentele trusei ELISA, cu exceptia conjugatului L
1:00

concentrat 100x, la temperatura camerei timp de cel putin

60 de minute.

2. Reconstituifi standardul din trusa la o concentratie de 8,0 Ul/ml

cu apa distilatd sau deionizata. Preparati patru (4) dilutii ale /

=

standardului.

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

4. Preparati conjugatul in concentratie de lucru in Diluant verde si l_|
adaugati 50 pl in toate godeurile.

5. Adaugati 50 pl din probele de plasma pentru testare si 50 pl de ////

standarde in godeurile corespunzatoare. Amestecati folosind l—l I—l U I—]
agitatorul.
6. Incubati timp de 120 de minute la temperatura camerei. L
2:00

7. Spalati godeurile de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon {‘

de spalare pentru fiecare godeu.
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10.

11.

12.

. Adaugati 100 pl de solutie de substrat pentru enzime Tn godeuri. ////
L L L L

Amestecati folosind agitatorul.

. Incubatji timp de 30 de minute la temperatura camerei. /D
0:30

Adaugati 50 pl de solutie de stopare a enzimelor in toate ////
LI L

godeurile. Amestecati folosind agitatorul.

Cititi rezultatele la 450 nm folosind un filtru de referinta de 620
pana la 650 nm. _ )

Analizati rezultatele.
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.

QuantiFERON SARS-CoV-2 Kit ELISA cu 2 placi 626420
(QFN SARS) ELISA Kit

Produse asociate

QuantiFERON SARS-CoV-2 200 de tuburi (cate 50 din Nil, Ag1, 626725
Blood Collection Tubes Ag2 si Mitogen)

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice
produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al kitului QIAGEN respectiv. Ghidurile
si manualele de utilizare pentru kiturile QIAGEN sunt disponibile pe www.qiagen.com sau
pot fi solicitate de la Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dumneavoastra local.

Instructiuni de utilizare QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit 04/2022 59


http://www.qiagen.com/

Istoricul modificarilor documentului

Data Descriere
R1, octombrie 2021  Editie initiala

R2, noiembrie 2021  Actualizarea sectiunilor Caracteristici de performanta si
Performanta clinica

R3, aprilie 2022 Actualizarea sectiunii Caracteristici de performanta analitica
pentru substante de interferenta
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Aceasta pagina a fost lasata necompletata in mod intentionat.
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Aceasta pagina a fost lasata necompletata in mod intentionat.
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Aceasta pagina a fost lasata necompletata in mod intentionat.
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Acord de licenta limitata pentru QuantiFERON® SARS-CoV-2 (QFN SARS) ELISA Kit

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

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse
in panou. QIAGEN nu acorda nicio licentd pentru niciuna dintre proprietétile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporérii componentelor incluse in acest
panou cu orice componenta care nu este inclusa in acest panou, dacé nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si
in protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.qgiagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de utilizatorii QIAGEN pentru
utilizatorii QIAGEN. Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu asigura faptul ca acestea nu
incalca drepturile tertilor.

2. in afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forma ca acest panou si/sau utilizarea (utilizérile) acestuia nu incalca
drepturile tertilor.

3. Acest panou si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.

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

5. Cumparatorul si utilizatorul panoului accepta sa nu ia masuri i sa nu permita niciunei persoane sa 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 limitatd sau a oricaruia dintre
drepturile sale de proprietate intelectuala legate de panou si/sau componentele acestuia.

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

Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group) Proclin®. Denumirile inregistrate, marcile comerciale etc. utilizate in documentul
de fatd, chiar dacé nu sunt marcate in mod specific, sunt protejate prin lege.

04-22 1124420 © 2022 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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