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Przeznaczenie

Oznaczenie QuantiFERON SARS-CoV-2 to diagnostyczny test in vitro przeznaczony do
jakosciowego wykrywania interferonu y (IFN-y) wytwarzanego przez limfocyty T CD4+
i CD8+ w odpowiedzi na stymulacje przez koktajl peptydowy wirusa SARS-CoV-2
w heparynizowanej krwi petnej. llo§¢ wytwarzanego interferonu IFN-y jest mierzona za

pomocg oznaczenia immunoenzymatycznego ELISA.

Oznaczenie QuantiFERON SARS-CoV-2 jest przeznaczone do wspomagania oceny
odpornosciowej odpowiedzi komoérkowej (Cell-Mediated Immune response, CMI) wystepujacej
wsrod osob, u ktérych nie doszio do zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i ktére zostaty
zaszczepione przeciwko COVID-19 szczepionkg skierowang przeciwko biatku kolca (S) wirusa
SARS-CoV-2.

Oznaczenie QuantiFERON SARS-CoV-2 powinno by¢ uzywane w potaczeniu z innymi
testami laboratoryjnymi i oceng stanu epidemiologicznego/klinicznego w celu okreslenia
odpowiedzi odporno$ciowej pacjenta wywotanej szczepieniem przeciwko COVID-19.

Od wykonania szczepienia moze ming¢ kilka dni, zanim dojdzie do rozwiniecia odpowiedzi
odpornosciowej limfocytow T. Czas, po ktéorym dochodzi do odpowiedzi ze strony limfocytow

T, nie zostat jeszcze dobrze poznany u 0s6b zaszczepionych.

Wyniki niereaktywne nie wykluczajg aktywnego zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie
mozna za ich pomocg okresla¢ skutecznosci szczepionek przeciwko COVID-19. Jesli
istnieje podejrzenie aktywnego zakazenia, nalezy je potwierdzi¢ za pomocag innego
molekularnego lub antygenowego testu pod kgtem obecnosci wirusa SARS-CoV-2. Wyniki
oznaczenia nalezy zawsze interpretowaé w pofgczeniu z wynikami oceny Kklinicznej,

informacjami dotyczgcymi historii medycznej pacjenta oraz wynikami innych badan.

Do diagnostyki in vitro.
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Docelowi uzytkownicy

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez odpowiednio poinstruowany personel
przeszkolony w dziedzinie technik biologii molekularnej i zaznajomiony z tg technologia.
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Opis i zasada procedury

Podsumowanie i objasnienie

QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) to oznaczenie jakosciowe, ktére wykorzystuje
specjalne probéwki do pobierania krwi zawierajgce antygeny peptydowe, stymulujgce
komorki uktadu odpornosciowego za pomocg swoistych biatek wirusa SARS-CoV-2.
Inkubacja krwi w probéwkach trwa od 16 do 24 godzin, po uptywie ktérych osocze jest
zbierane, a nastepnie testowane na obecnos$¢ IFN-y wytwarzanego w odpowiedzi na
antygeny peptydowe. Swoista odpowiedz komoérek T na zakazenie wirusem SARS-CoV-2
zostata odnotowana wsréd oséb zaszczepionych réznymi typami szczepionek skierowanych

przeciwko biatku kolca [1-34].

W pierwszym etapie krew petna jest pobierana do kazdej z probodwek QuantiFERON SARS-
CoV-2 Blood Collection Tube — do probéwki Nil, probéwki Ag1, probowki Ag2 oraz probowki
Mitogen. Mozna réwniez pobra¢ krew do jednej probowki do pobierania krwi zawierajacej
heparyne litowg lub heparyne sodowg jako antykoagulant, a nastepnie przenie$¢ jg do
probowek QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tube.

Probowki QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tube sg wstrzasane w celu
wymieszania antygenu z krwig, a nastepnie jak najszybciej powinny zostaé poddane
inkubacji w temperaturze 37°C + 1°C (maksymalnie w ciggu 16 godzin od pobrania). Po
uptywie okresu inkubacji trwajgcego od 16 do 24 godzin probdowki nalezy odwirowac, osocze
przetworzy¢ izmierzy¢ stezenie IFN-y (IlU/ml) za pomocg testu ELISA. W tescie
QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA wykorzystywany jest wzorzec rekombinowanego
ludzkiego IFN-y, ktéry oznaczono w odniesieniu do referencyjnego preparatu IFN-y (nr ref.
NIH: Gxg01-902-535). Wyniki prébek testowych sg podawane w jednostkach
miedzynarodowych (International Unit, IU) na ml (IU/ml) w odniesieniu do krzywej wzorcowe;j
przygotowanej poprzez przetestowanie rozcienczen wzorca dostarczonego razem

z zestawem.
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Znany jest zaktocajgcy wplyw na testy immunologiczne przeciwciat heterofilnych
(np. ludzkich przeciwciat anty-mysich), ktére wystepujg w surowicy lub osoczu niektérych
os6b. Wptyw przeciwciat heterofiinych na test QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA mozna
zminimalizowaé, dodajgc prawidiowg surowice mysig do zielonego rozcienczalnika
i wykorzystujac fragmenty F(ab’)2 przeciwciata monoklonalnego jako przeciwciato
wychwytujgce IFNg, ktérymi optaszczone sg dotki mikroptytki.

Probka osocza z probdwki Mitogen stuzy jako kontrola pozytywna IFN-y dla wszystkich
testowanych prébek. Probéwka Nil stuzy do skorygowania wynikow o warto$¢ tta (np.
uwzglednienie podwyzszonych poziomdw krgzgcego we krwi IFN-y lub obecnosci
przeciwciat heterofilnych). Poziom IFN-y w probéwce Nil odejmuje sie od stezenia IFN-y
w probéwkach Ag1, Ag2 i Mitogen.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

Sktadniki zestawu ELISA

Nr katalogowy

Zestaw zawierajacy
2 ptytki

626420

Microplate strips (Paski mikroptytkowe) (12 x 8 dotkow)
optaszczone mysim przeciwcialem monoklonalnym
skierowanym przeciwko ludzkiemu IFN-y

IFN-y Standard (Wzorzec IFN-y), liofilizowany (zawiera
rekombinowany ludzki IFN-y, kazeine bydlecg, tiomersal
w stezeniu masowo-objetosciowym 0,01%)

Green Diluent (Zielony rozcienczalnik) (zawiera kazeine
bydlecg, prawidtowg surowice mysia, tiomersal w stezeniu
masowo-objetosciowym 0,01%)

Conjugate 100x Concentrate (100x stezony koncentrat
koniugatu), liofilizowany (mysie przeciwciata skierowane
przeciwko ludzkiemu IFN-y sprzezone z peroksydazg
chrzanowa (HRP), zawiera tiomersal w stezeniu 0,01%)

Wash Buffer 20x Concentrate (20x stezony koncentrat
buforu ptuczacego) (pH 7,2, zawiera ProClin® 300
o stezeniu objetosciowym 0,05%)

Enzyme Substrate Solution (Roztwér substratu enzymu)
(zawiera H20z, 3,3’,5,5’ tetrametylobenzydyne)

Enzyme Stopping Solution (Roztwdr powstrzymujacy
dziatanie enzymu) (zawiera 0,5 M H2SO4)*

uzycia

Zestaw QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja

2 zestawy paskow
mikroptytkowych
(12 x 8 dotkow)

1 x fiolka (8 1U/ml po
rekonstytuciji)

1x30 ml

1x0,3ml
(po rekonstytuciji)

1x 100 ml

1x30 ml

1x15ml

1

* Zawiera kwas siarkowy
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Skfadniki zestawu

Kontrole i kalibratory

W tescie QFN SARS ELISA wykorzystywany jest wzorzec rekombinowanego ludzkiego
IFN-y, ktéry oznaczono w odniesieniu do referencyjnego preparatu IFN-y (nrref. NIH:
Gxg01-902-535).

Platforma i oprogramowanie

Oprogramowanie QFN SARS Analysis Software jest opcjonalne i moze zosta¢ uzyte do
analizy danych surowych i obliczania wynikéw. Mozna je pobraé ze strony

www.giagen.com.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone
Odczynniki dodatkowe

® Woda dejonizowana lub destylowana, 2 litry
Wyposazenie*

e Inkubator ustawiony na temperature 37 £ 1°C (z kontrolg stezenia COz2 lub bez takiej
kontroli)

® Skalibrowane pipety o zmiennej objetosci do podawania ilosci wynoszacej od 10 ul do

1000 pl z jednorazowymi koncowkami

e Skalibrowane pipety wielokanatowe umozliwiajgce dozowanie objetosci 50 pl i 100 pl,

z jednorazowymi koncéwkami

o Wytrzgsarka do mikroptytek umozliwiajgca wirowanie z predkoscig od 500 do
1000 obr./min

® Pluczka mikroptytek (z przyczyn bezpieczenstwa zalecane jest uzywanie ptuczki

automatycznej podczas postepowania z probkami osocza)
® Czytnik mikroptytek wyposazony w filtr 460 nm oraz filtr referencyjny 620-650 nm
e Wytrzgsarka typu vortex o zmiennej predkosci

e Wiréwka umozliwiajgca wirowanie probéwek do pobierania krwi przy co najmniej
3000 RCF (g)

® Cylinder miarowy o pojemnosci 1 lub 2 litréw
o Wieczko ptytki

® Bezpytowe reczniki chtonne

* Przed uzyciem upewnic sig, ze aparaty zostaly sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Klienci na terenie Unii Europejskiej muszg pamietac, ze jest wymagane zgtaszanie powaznych

incydentow, ktére wystapity w zwigzku z wyrobem, producentowi oraz wiasciwemu organowi

panstwa cztonkowskiego, ktérego rezydentem jest uzytkownik i/lub pacjent.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha

laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania

dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety

Data Sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod

adresem www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietla¢ i drukowac

karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowac jako materiaty stwarzajgce
zagrozenie biologiczne.

Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowaé
zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa.

Probki sg potencjalnie zakazne. Pozostatosci prébek i odczynnikdéw uzywanych do
oznaczenia nalezy utylizowac zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi bezpieczerstwa.

Oznaczenie QFN SARS powinno by¢ uzywane w potaczeniu z innymi testami
laboratoryjnymi i oceng stanu epidemiologicznego/klinicznego w celu okreslenia
odpowiedzi odpornosciowej pacjenta wywotanej szczepieniem przeciwko COVID-19.

Niereaktywny wynik oznaczenia QFN SARS nie wyklucza mozliwosci zakazenia wirusem
SARS-CoV-2 i nie moze stuzy¢ do okreslania skutecznosci szczepionki przeciwko COVID-
19. Wyniki fatszywie niereaktywne mogg by¢ spowodowane nieprawidtowym
postepowaniem z probéwkami do pobierania krwi po naktuciu zyty, nieprawidtowym
dziataniem oznaczenia lub innymi odrebnymi zmiennymi immunologicznymi, takze tymi
zwigzanymi z wszelkimi chorobami wspdtistniejgcymi. Obecnosc¢ przeciwciat heterofilnych
lub nieswoista produkcja IFN-y spowodowane innymi stanami zapalnymi mogg maskowaé
swoiste odpowiedzi na peptydy wirusa SARS-CoV-2.

12

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja uzycia 04/2022


https://www.qiagen.com/gb/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/

® Reaktywny wynik oznaczenia QFN SARS nie powinien stanowi¢ jedynej podstawy ani
by¢ rozstrzygajacy podczas oceny skutecznosci szczepionki przeciw COVID-19.
Nieprawidtowe dziatanie oznaczenia moze powodowa¢ uzyskanie fatszywie
reaktywnych wynikow testu QFN SARS.

® Fatszywie reaktywny wynik testu QFN SARS moze by¢ spowodowany nieprawidfowym
pobieraniem probki krwi lub nieprawidtowym postepowaniem z prébka.
Nieprawidtowosci te majg wptyw na funkcjonowanie limfocytéw. Informacje na temat
prawidtowego postepowania z prébkami krwi mozna znalez¢ w sekcji ,Procedura:
Wykonywanie testu ELISA” na stronie 18. Opdznienie w inkubacji moze spowodowaé
fatszywie niereaktywne lub nieokreslone wyniki, a inne parametry techniczne mogg
wptywaé na zdolno$¢ do wykrycia istotnej odpowiedzi IFN-y.

e Staba reakcja na mitogen (<0,5 IU/ml) wskazuje na wynik nieokreslony, w przypadku gdy
prébka krwi byta takze niereaktywna wzgledem biatka wirusa SARS CoV-2. Taka sytuacja
moze wystgpi¢ w przypadku niewystarczajgcej liczby limfocytow, zmniejszonej aktywnosci
limfocytéw spowodowanej nieprawidtowym postepowaniem z prébka, nieprawidtowego
napetnienia/mieszania zawartosci probéwki Mitogen lub niezdolnosci do produkc;ji IFN-y
przez limfocyty pacjenta. Przy obecnosci przeciwciat heterofilnych lub wewnetrznego
wydzielania IFN-y w prébce Nil mogg wystgpi¢ podwyzszone poziomy IFN-y.

Srodki ostroznosci

PRZESTROGA | Ludzkg krew nalezy traktowa¢ jak materiat potencjalnie

zakazny.

Nalezy przestrzega¢ odpowiednich wytycznych dotyczgcych
postepowania z krwig. Probki i materiaty, ktore wejdg w kontakt
z krwig lub produktami krwiopochodnymi, nalezy utylizowac
zgodnie z przepisami krajowymi i lokalnymi.
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QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Zawiera: kwas siarkowy. Ostrzezenie! Moze powodowaé korozje metali.
Dziata draznigco na skére. Powoduje powazne podraznienie oczu. Stosowaé
rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Ostrzezenie! Powoduje fagodne podraznienie skory. Stosowac rekawice
ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrong twarzy.

QuantiFERON Green Diluent

Zawiera: tartrazyne. Ostrzezenie! Moze powodowaé reakcje alergiczng skory.
Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronnag/ochrone oczu/ochrone twarzy.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc diugotrwate skutki. Unikaé
uwalniania do $rodowiska.

Dodatkowe informacje

Karty charakterystyki: www.giagen.com/safety

Tiomersal jest wykorzystywany jako srodek konserwujgcy w niektérych odczynnikach
QFN SARS. Moze okaza¢ sie toksyczny w przypadku spozycia, wdychania lub
kontaktu ze skora.

Odstepstwa od procedur opisanych w dokumencie QuantiFERON ELISA Kit —
Instrukcja uzycia mogg prowadzic¢ do btednych wynikéw. Przed uzyciem nalezy
doktadnie przeczytac instrukcje.

Nie korzysta¢ z zestawu, jesli przed uzyciem ktérakolwiek z butelek z odczynnikiem
nosi slady uszkodzen lub wycieka z niej ptyn.

Wazne: Przed uzyciem sprawdzic¢ fiolki. Nie uzywac fiolek zawierajgcych koniugat lub
wzorzec IFN-y, jesli widoczne sg oznaki uszkodzenia lub jesli doszto do naruszenia
gumowej plomby. Nie uzywac peknietych fiolek. Aby w bezpieczny sposéb zutylizowaé
fiolki, nalezy postepowac zgodnie z odpowiednimi srodkami ostroznosci. Przy
otwieraniu fiolek z koniugatem lub wzorcem IFN-y zalecane jest uzywanie narzedzia do
zdejmowania kapsli, aby ograniczy¢é do minimum ryzyko urazu spowodowanego przez

metalowy kapsel.
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Nie taczy¢ i nie uzywac paskéw mikroptytkowych, wzorca IFN-y, zielonego
rozcienczalnika lub 100x stezonego koncentratu koniugatu z réznych partii zestawéw
QFN SARS. Inne odczynniki (20x stezony koncentrat buforu ptuczgcego, roztwor
substratu enzymu i roztwér powstrzymujgcy dziatanie enzymu) mozna wymieniaé
miedzy zestawami pod warunkiem, ze nie uptyneta data waznosci odczynnikéw

i zarejestrowane sg szczegdty serii.

Niezuzyte odczynniki i prébki biologiczne nalezy zutylizowa¢ zgodnie z lokalnymi,
regionalnymi i krajowymi przepisami.

Nie uzywac zestawu QFN SARS ELISA po uptywie wskazanej daty waznosci.
Zawsze nalezy przestrzega¢ odpowiednich procedur laboratoryjnych.

Upewni¢ sie, ze wyposazenie laboratoryjne, takie jak ptuczki do ptytek i czytniki,
zostato skalibrowane/zatwierdzone do uzycia.

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja uzycia 04/2022
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Przechowywanie i obchodzenie sie
z odczynnikami

Nalezy zwréci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania

wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikow. Nie nalezy uzywac

skfadnikéw z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.

Stabilnos¢ w trakcie uzytkowania

Nalezy przechowywac zestaw ELISA w temperaturze 2—8°C.

Nalezy zawsze chroni¢ roztwor substratu enzymu przed bezposrednim Swiattem
stonecznym.

Zrekonstytuowane i niezuzyte odczynniki

Instrukcje na temat rekonstytuowania odczynnikéw znajdujg sie w sekgiji ,Procedura:
Wykonywanie testu ELISA” na stronie 18.

Zrekonstytuowany wzorzec dotgczony do zestawu mozna przechowywac przez okres

maksymalnie 3 miesiecy w przypadku przechowywania w temperaturze 2—8°C.
Nalezy zapisa¢ date rekonstytucji wzorca dotgczonego do zestawu.
Zrekonstytuowany 100x stezony koncentrat koniugatu nalezy przechowywaé w
temperaturze 2-8°C i zuzy¢ w ciggu 3 miesiecy.

Nalezy zapisa¢ date rekonstytucji koniugatu.

Koniugat w stezeniu roboczym nalezy zuzy¢ w ciggu 6 godzin od jego przygotowania.

Bufor ptuczgcy w stezeniu roboczym mozna przechowywac¢ w temperaturze pokojowe;j
przez okres maks. 2 tygodni.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Szczegdtowe informacje na temat procedury pobierania krwi pod katem testu QFN SARS
znajdujg sie w dokumencie QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) Blood Collection

Tubes — Instrukcja uzycia (1124422).
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Procedura: Wykonywanie testu ELISA

Protokét: Test IFN-y ELISA

Wazne uwagi

e Informacje na temat materiatdw wymaganych do przeprowadzenia testu ELISA zostaty
zamieszczone w sekcji Zawarto$¢ zestawu na stronie 9 oraz w sekcji Materiaty

wymagane, ale niedostarczone na stronie 11.

Przygotowanie (Czas wymagany do przeprowadzenia oznaczenia)

Operatorzy muszg wykonac okreslone zadania w ustalonym czasie, aby uzyska¢ wazne
wyniki oznaczenia QFN SARS. Zalecane jest staranne zaplanowanie kazdego etapu
oznaczenia przed jego uzyciem, w celu zapewnienia wystarczajgcej ilosci czasu na
przeprowadzenie kazdego etapu. Szacunkowy wymagany czas zostat przedstawiony
ponizej. Przedstawiono takze czas testowania wielu prébek podzielonych na partie.

® Okoto 3 godziny na jedng ptytke do testu ELISA
® <1 godzina pracy
® Dodatkowy czas od 10 do 15 minut na kazdg dodatkowg ptytke

Procedura

1. Przed uzyciem wszystkie prébki osocza i odczynniki, z wyjgtkiem 100x stezonego
koncentratu koniugatu, muszg osiggng¢ temperature pokojowa (22°C + 5°C). Odczekaé
przynajmniej 60 minut w celu doprowadzenia probek do temperatury pokojowej.

2. Wyja¢ z ramki zbedne paski ptytki do testu ELISA, zamkna¢ w torebce foliowej
i wtozy¢ do lodéwki w celu przechowywania ich do momentu, gdy ponownie bedg

potrzebne.
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3. Pozostawi¢ co najmniej jeden pasek na potrzeby wzorca QFN SARS oraz
odpowiednig liczbe paskow, w zaleznosci od liczby pacjentdéw biorgcych udziat
w testach (patrz zalecany uktad ptytki na Ryc. 2). Po uzyciu nalezy zachowac¢ ramke
i pokrywe do ponownego uzycia z pozostatymi paskami.
3a. Zrekonstytuowa¢ wzorzec IFN-y, dodajac objeto$¢ wody dejonizowanej lub
destylowanej okreslong na etykiecie fiolki. Delikatnie wymiesza¢ zawartos¢ fiolki,
aby zminimalizowac spienianie i zapewnic catkowite rozpuszczenie zawartosci.
Zrekonstytuowanie wzorca IFN-y odpowiednig objetoscig spowoduje otrzymanie
roztworu w stezeniu 8,0 IU/ml.
3b. Korzystajgc ze zrekonstytuowanego wzorca, przygotowac seryjny szereg
rozcienczen o czterech stezeniach IFN-y (patrz Ryc. 1).
3c.  Krzywag wzorcowa nalezy wyznaczy¢ z ponizszymi stezeniami IFN-y:
S1 (wzorzec 1) w stezeniu 4,0 IU/ml
S2 (wzorzec 2) w stezeniu 1,0 1U/ml
S3 (wzorzec 3) w stezeniu 0,25 [U/ml

S4 (wzorzec 4) w stezeniu 0 IU/ml (sam zielony rozcienczalnik [Green Diluent,
GD]).

3d. Wozorce trzeba poddawaé oznaczeniu przynajmniej w jednym powtorzeniu.

3e. Dla kazdej sesji testu ELISA nalezy przygotowywac $wieze rozcienczenia wzorca

dotgczonego do zestawu.

Procedura

Oznaczy¢ 4 probowki: S1, S2, S3, S4

Dodac¢ po 150 ul GD do probéwek S1, S2, S3, S4

Doda¢ 150 pl wzorca zestawu do probéwki S1 i doktadnie wymieszac
Przenies¢ 50 pl roztworu z probéwki S1 do probowki S2 i doktadnie wymieszaé

Przenies¢ 50 pl roztworu z probéwki S2 do probéwki S3 i doktadnie wymieszaé

m m O O O >

Sam GD stuzy jako wzorzec zerowy (S4)
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(0

-
150 pl 50 pl 50 pl
— e —_—
Zrekonstytuow Wzorzec 1 Wzorzec 2 Wzorzec 3 Wzorzec 4
any wzorzec 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 [U/ml 0 1u/ml
dotaczony do (zielony
zestawu rozcienczalnik)

Ryc. 1. Przygotowanie seryjnego szeregu rozcienczen do krzywej wzorcowej.

4. Zrekonstytuowac¢ liofilizowany 100x stezony koncentrat koniugatu za pomocg 0,3 ml

wody dejonizowanej lub destylowanej. Delikatnie wymiesza¢ zawartos$¢ fiolki, aby

zminimalizowac spienianie i zapewni¢ catkowite rozpuszczenie zawartosci.

4a.

4b.

4c.

Koniugat w stezeniu roboczym jest uzyskiwany poprzez rozcienczenie wymagane;j
ilosci zrekonstytuowanego 100x stezonego koncentratu koniugatu w zielonym
rozcienczalniku (Tabela 1).

Koniugat w stezeniu roboczym powinien zosta¢ zuzyty w ciggu 6 godzin od jego
przygotowania.

Niezuzyty 100x stezony koncentrat koniugatu nalezy przenie$¢ do temperatury

2-8°C niezwiocznie po uzyciu.
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Tabela 1. Przygotowywanie koniugatu (w stezeniu roboczym)

Liczba paskow Objetos¢ koniugatu

(koncentrat 100x)

Objetos¢ zielonego
rozcienczalnika

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

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

6,0 ml

5. W przypadku prébek osocza zebranych z probéwek do pobierania krwi, a nastepnie
przechowywanych (w chtodziarce lub zamrazarce) przed przeprowadzeniem testu
nalezy je doktadnie wymieszaé przed dodaniem do dotkéw ptytki do testu ELISA.
Probki osocza mozna przechowywaé w poddanych wirowaniu proboéwkach QFN
SARS Blood Collection Tube przez maksymalnie 28 dni w temperaturze 2—-8°C.
Zebrane probki osocza mozna przechowywaé przez maksymailnie 28 dni w
temperaturze 2—8°C; zebrane prébki osocza mozna rowniez przechowywac w

temperaturze ponizej —20°C (najlepiej nizszej niz -70°C) przez maksymalnie

24 miesigce.

Prébki osocza mozna zatadowacd/wykorzysta¢ bezposrednio z probowek z odwirowang

krwig do pomiaru na ptytce do testu QFN SARS ELISA.
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9.

Wazne: W przypadku przenoszenia probek osocza bezposrednio z odwirowanych
probéwek QFN SARS Blood Collection Tube nalezy unika¢ mieszania osocza. Przez
caly czas nalezy uwazac, aby nie naruszy¢ materiatu, ktéry znajduje sie na powierzchni
zelu.

. Dodac po 50 yl swiezo przygotowanego koniugatu w stezeniu roboczym do kazdego

dotka ptytki do testu ELISA.

. Za pomocg pipety wielokanatowej dodaé¢ 50 ul testowych probek osocza do

odpowiednich dotkéw (patrz zalecany uktad ptytki do testu ELISA na Ryc. 2).

. Na koncu dodac¢ 50 ul mieszanin wzorcéw od 1 do 4 do odpowiednich dotkéw plytki

(patrz zalecany uktad ptytki do testu ELISA na Ryc. 2). Wzorce nalezy oznaczy¢ w

przynajmniej dwoch powtdrzeniach.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A| 1IN | 3N | BN | 7N 9N S1 S1 13N | 15N | 17N | 19N | 21N
B | 1Ag1 | 3Ag1 | 5Ag1 | 7Ag1 | 9Ag1 s2 S2 | 13Ag1 | 15Ag1 | 17Ag1 | 19Ag1 | 21 Ag1
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 | 1IN | 12N | 14N | 16N | 18N | 20N | 22N
F | 2Ag1 | 4Ag1 | 6Ag1 | 8Ag1 | 10Ag1 | 11Agl | 12Ag1 | 14Ag1 | 16 Agt | 18 Agl | 20 Ag1 | 22 Ag1
G| 2Ag2 | 4Ag2 | 6Ag2 | 8Ag2 | 10Ag2 | 11Ag2 | 12Ag2 | 14 Ag2 | 16 Ag2 | 18 Ag2 | 20 Ag2 | 22 Ag2
H|l 2M | 4M | M | 8M | 10M | 11M | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

Ryc. 2. Zalecany uktad plytki do testu ELISA. S1 (wzorzec 1), S2 (wzorzec 2), S3 (wzorzec 3),
S4 (wzorzec 4). 1N (prébka 1. osocza kontrolnego Nil), 1 Ag1 (probka 1. osocza dla Ag1), 1 Ag2
(prébka 1. osocza dla Ag2), 1M (prébka 1. osocza Mitogen).

Przykry¢ ptytke do testu ELISA i doktadnie mieszaé roztwér koniugatu z probkami
osocza/wzorcami na wytrzgsarce do mikroptytek przez 1 minute przy od 500 do
1000 obr./min. Unikac¢ rozbryzgiwania.

. Przykry¢ plytke do testu ELISA i inkubowaé w temperaturze pokojowej (22°C + 5°C)

przez 120 + 5 minut. Podczas inkubacji nie nalezy narazac ptytki do testu ELISA na
bezposrednie dziatanie Swiatta stonecznego. Stosowanie temperatur wykraczajgcych
poza okreslony zakres moze spowodowaé otrzymanie nieprawidtowych wynikow.

22
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11.

Podczas inkubac;ji ptytki do testu ELISA nalezy przygotowa¢ bufor ptuczacy

w stezeniu roboczym. Rozcienczy¢ jedng objetos¢ 20x stezonego buforu ptuczacego,
dodajac 19 objetosci dejonizowanej lub destylowanej wody, a nastepnie doktadnie
wymieszac. Dostarczona objetos¢ 20x stezonego koncentratu buforu ptuczacego
wystarcza do przygotowania 2 litrow buforu ptuczgcego w stezeniu roboczym.

. Po zakonczeniu inkubacji ptytki do testu ELISA umy¢ dotki ptytki do testu ELISA,

wykorzystujgc 400 ul buforu ptuczgcego w stezeniu roboczym. Etap ptukania
przeprowadzaé przynajmniej szesciokrotnie. Z przyczyn bezpieczenstwa zalecane jest
uzywanie ptuczki automatycznej podczas postepowania z prébkami osocza.

Dokfadne przeptukanie ma bardzo duzy wptyw na skuteczno$¢ oznaczenia. Podczas
kazdego cyklu przemywania wszystkie dotki powinny by¢ catkowicie wypetnione
buforem ptuczgcym. Miedzy cyklami zalecane jest pozostawienie roztworu w dotkach
ptytki na co najmniej 5 sekund.

Do zbiornika na $cieki nalezy doda¢ standardowy laboratoryjny $rodek dezynfekujacy.
Nalezy przestrzega¢ obowigzujgcych procedur w zakresie odkazania potencjalnie

zakaznego materiatu.

. Potozy¢ plytke do testu ELISA skierowang gorng czescig w dot na chtonnym reczniku

(bezpytowym), aby usung¢ resztki buforu ptuczacego. Doda¢ po 100 pl roztworu
substratu enzymu do kazdego dotka ptytki, przykry¢ ptytke pokrywka i doktadnie
mieszac na wytrzgsarce do mikroptytek przez 1 minute przy od 500 do 1000 obr./min.

. Przykry¢ ptytke do testu ELISA i inkubowac¢ jg w temperaturze pokojowej (22°C £ 5°C)

przez 30 minut. Podczas inkubacji nie nalezy narazac¢ ptytki do testu ELISA na

bezposrednie dziatanie Swiatta stonecznego.

. Po 30-minutowej inkubacji doda¢ po 50 pl roztworu powstrzymujgcego dziatanie enzymu

do kazdego dotka ptytki, w takiej samej kolejnosci, w jakiej dodawano substrat, a nastepnie
doktadnie wymieszac¢ na wytrzgsarce do mikroptytek przy 500 do 1000 obr./min.

. W ciggu 5 minut od zatrzymania reakcji zmierzy¢ gestos¢ optyczng (Optical Density,

OD) roztworu w dotkach ptytki do testu ELISA, uzywajgc czytnika mikroptytek
wyposazonego w filtr 450 nm oraz filtr referencyjny 620—-650 nm. Wartosci OD s3g

uzywane do obliczenia wynikow.
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Wyniki (Obliczenia)

Do analizy danych surowych i obliczania wynikéw mozna uzy¢ oprogramowania QFN SARS
Analysis Software. Jest ono dostepne pod adresem www.giagen.com. Nalezy upewnic¢ sie,
ze uzywana jest najnowsza wersja oprogramowania QFN SARS Analysis Software.

Oprogramowanie wykonuje kontrole jakosci oznaczenia, tworzy krzywa wzorcowg oraz
podaje wynik testu dla kazdego pacjenta, co opisano w sekgcji ,Interpretacja wynikow” na
stronie 28. Oprogramowanie oznacza wszystkie stezenia wieksze niz 10 1U/ml jako ,>107,

gdyz takie wartosci przekraczajg zwalidowany zakres liniowy testu ELISA.

Zamiast korzystania z oprogramowania QFN SARS Analysis Software wyniki mozna
rowniez uzyskac¢ nastepujgcg metoda.

Generowanie krzywej wzorcowej i wartosci probki

Jesli nie jest uzywane oprogramowanie QFN SARS Analysis Software

Okreslenie krzywej wzorcowej i wartosci IU/ml prébki wymaga programu obstugujgcego
arkusze kalkulacyjne, np. Microsoft® Excel®, jesli nie jest uzywane oprogramowanie QFN
SARS Analysis Software.

Wykorzystanie programu obstugujgcego arkusze kalkulacyjne

1. Okresli¢ srednie wartosci OD dla powtérzen wzorca dotgczonego do zestawu
znajdujacych sie na kazdej ptytce.

2. Wyznaczy¢ krzywg wzorcowg logie—loge), wykreslajac logee) ze $redniej wartosci gestosci
optycznej (Optical Density, OD) (0$ y) wzgledem log) ze stezenia wzorcow IFN-y
wyrazonego w IU/ml (0$ x), pomijajac w tych obliczeniach wzorzec zerowy. Obliczy¢ linie
najlepszego dopasowania dla krzywej wzorcowej, wykonujgc analize regresji.
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3. Na podstawie krzywej wzorcowej okresli¢ stezenie IFN-y (IU/ml) dla kazdej badanej

probki osocza, korzystajac z wartosci OD kazdej z prébek.

4. Obliczenia te mozna wykona¢ za pomocg pakietéw oprogramowania dostepnych
z czytnikami do mikroptytek oraz standardowych arkuszy kalkulacyjnych lub
oprogramowania statystycznego (np. Microsoft Excel). Zaleca sie korzystanie z tych
pakietow do wyznaczenia parametréw analizy regresji, wspotczynnika zmiennosci
(Coefficient of Variation, %CV) dla wzorcéw oraz wspoétczynnika korelacji (r) krzywej

WZOrcowe;.

Wyliczenia dla probki

Jesli dla wzorcow zostaty uzyskane ponizsze pomiary wartosci OD, wyliczenia z

wykorzystaniem — log(e) — powinny by¢ zgodne z tymi przedstawionymi w Tabeli 2.

Tabela 2. Krzywa wzorcowa

Wzorzec 1U/ml Wartosci Srednia Wspoétczynnik Log, Srednia
OD—aib wartos¢ zmiennosci 1U/ml wartos¢
oD wyrazony log()
w % (Optical
Density, OD)
Wzorzec1 4 1,089,1,136 1,113 3,0 1,386 0,107
Wzorzec2 1 0,357,0,395 0,376 7.1 0,000 —0,978
Wzorzec3 0,25 0,114,0,136 0,125 ND. -1,386 -2,079
Wzorzec4 0 0,034, 0,037 0,036 ND. ND. ND.

Réwnanie krzywej wynosi y = 0,7885(X) — 0,9837, gdzie ,m” = 0,7885, a ,c” = —0,9837. Wartosci te sg
stosowane w réwnaniu X = (Y—c)/m, aby obliczy¢ warto$¢ X. Na podstawie krzywej wzorcowe;j
obliczony wspétczynnik korelacji (r) = 1,000. ND.: Nie dotyczy.

Waznos¢ oznaczenia jest okreslana na podstawie kryteriéw opisanych w sekcji ,Kontrola

jakosci testu” na stronie 26.

Krzywa wzorcowa (Tabela 2) jest wykorzystywana do przeliczania wartosci OD odpowiedzi
na antygeny na jednostki miedzynarodowe (International Unit, 1U/ml).
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Tabela 3. Wyliczenia dla prébki

Antygen Wartos¢ OD Wartos¢ OD X eX (IU/ml) Antygen — wynik
loge) dla prébki Nil
(IU/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

Wartosci IFN-y (w IU/ml) dla prébek Ag1, Ag2 i Mitogen sg skorygowane pod katem

interferencji tta poprzez odjecie wartosci w 1U/ml uzyskanej dla odpowiedniej prébki

kontrolnej Nil. Do interpretacji wynikéw testu stosowane sg te skorygowane wartosci.

Kontrola jakosci testu

Doktadnos¢ wynikow testu zalezy od utworzenia doktadnej krzywej wzorcowej. W zwigzku

z tym przed interpretacjg wynikéw prébek badanych nalezy sprawdzi¢ wyniki otrzymane dla

probek wzorcowych.

Aby test ELISA byt wazny:

Srednia warto$é OD wzorca 1 musi byé 20,600.

%CV wartosci uzyskanych dla powtérzen wzorca 1 i 2 musi by¢ £15%.

Wartosci OD uzyskane dla powtdrzen wzorca 3 i 4 nie moga rozni¢ sie od ich sredniej

o wiecej niz 0,040 jednostki gestosci optycznej.

Wspdtczynnik korelacji (r) obliczony na podstawie srednich wartosci absorbancji

wzorcow musi by¢ 20,98.

Jesli nie sg spetnione powyzsze kryteria, test nie jest wazny i nalezy go powtorzyé.
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e Srednia warto$é OD dla wzorca zerowego (zielony rozcienczalnik) powinna byé <0,150.
Jesli srednia warto$¢ OD jest >0,150, nalezy sprawdzi¢, czy procedura ptukania ptytki
zostata wykonana poprawnie.

Oprogramowanie QFN SARS Analysis Software oblicza i raportuje te parametry kontroli
jakosci.

Rodzaje materiatéw kontrolnych i czestotliwos¢ ich badania powinny byé ustalone dla
kazdego laboratorium zgodnie z wymaganiami lokalnych, regionalnych, krajowych lub
innych odpowiednich jednostek akredytujgcych. Nalezy rozwazy¢ wprowadzenie

zewnetrznych ocen jakosciowych i alternatywnych procedur walidaciji.

Uwaga: Prébki osocza z dodatkiem rekombinowanego IFN-y wykazaty obnizenie stezenia
nawet o 50% w przypadku przechowywania zaréwno w temperaturze 2-8°C, jak i —20°C.
Rekombinowany IFN-y nie jest zalecany do okreslania wzorcéw kontrolnych w przypadku
probek osocza.
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Interpretacja wynikow

Whyniki testu QFN SARS s3g interpretowane z wykorzystaniem nastepujacych kryteriéw
(Tabela 4).

Wazne: Oznaczenie QFN SARS powinno by¢ uzywane w potgczeniu z innymi testami
laboratoryjnymi i oceng stanu epidemiologicznego/klinicznego w celu okreslenia odpowiedzi

odpornosciowej pacjenta wywotanej szczepieniem przeciwko COVID-19.

Tabela 4. Interpretacja wynikéw testu QFN SARS

Wynik  Wynik dla Wynik dla Wynik dla Wynik testu Raport/interpretacja
dia probki probki probki QFN SARS
probki  zantygenami  z antygenami  Mitogen
Nil Ag1 minus Ag2 minus minus wynik
(IU/ml)  wynik dla wynik dla dla probki Nil
probki Nil probki Nil (IU/ml)*
(IU/ml) (IU/ml)
<8,0 20,15 Dowolny
225% probki Nil Wykryto odpowiedz
Dowolny Reaktywny wzgledem wirusa
Dowolny 20,15 SARS-CoV-2
225% probki Nil
<0,15 lub <0,15 lub 20,50 Niereaktywny | NIE wykryto odpowiedzi
20,15 i 20,15 wzgledem wirusa
<25% probki Nil | <25% probki SARS-CoV-2
Nil
<0,15 lub <0,15 lub <0,50
20,151 20,151 Nie mozna wykry¢

<25% prébki Nil | <25% probki Nieokreslony?* Odpowigdzi gvzcgledem
Nil wirusa SARS-CoV-2 i
probki Mitogen

>8,08 Dowolny

* Wyniki odpowiedzi na kontrole pozytywng zawierajgca Mitogen (i czasem odpowiedzi na prébke
z antygenami Ag) moga wykracza¢ poza zakres odczytu czytnika mikroptytek. Nie ma to wptywu na
wyniki testu. Wartosci >10 IU/ml sg zgtaszane przez oprogramowanie QFN SARS jako >10 IU/ml.

* Informacje na temat mozliwych przyczyn zostaty zamieszczone w sekcji ,Rozwigzywanie
problemoéw” na stronie 51.

§ W badaniach klinicznych u mniej niz 0,25% pacjentow zaraportowano stezenie IFN-y >8,0 IU/ml dla
wartosci prébki Nil.
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Ograniczenia

Wyniki testow QFN SARS nalezy wykorzystywa¢ w kontekscie historii epidemiologicznej

poszczegolnych oséb, obecnego stanu medycznego i innych ocen diagnostycznych.

Pacjentom, u ktérych wartosci dla probki Nil przekraczajg 8 IU/ml, przypisuje sie wynik testu
,nieokreslony”, poniewaz wyzsza o 25% reaktywnos$¢ na antygeny Ag moze wykracza¢ poza
zakres pomiarowy oznaczenia.

® Wynik niereaktywny nalezy ocenia¢ w kontek$cie danych medycznych i danych
dotyczgcych historii medycznej pacjenta istotnych dla mozliwej odpowiedzi
odpornosciowej na szczepionke, zwtaszcza w przypadku os6b o uposledzonej
odpornosci.

o Oznaczenie QFN SARS powinno by¢ uzywane w potgczeniu z innymi testami
laboratoryjnymi i oceng stanu epidemiologicznego/klinicznego w celu okreslenia
odpowiedzi odpornosciowej pacjenta wywotanej szczepieniem przeciwko COVID-19.

Niepewne lub nieokreslone wyniki mogg by¢ spowodowane:

® nieprzestrzeganiem procedury opisanej w instrukcji uzycia;
® nieprawidtowym transportowaniem/postepowaniem z prébkg krwi;

® podwyzszonymi poziomami krgzgcego we krwi IFN-y lub obecnoscig przeciwciat
heterofilnych;

® przekroczeniem zwalidowanego okresu miedzy pobraniem prébki krwi a inkubacja.
Wiecej informaciji znajduje sie w dokumencie QFN SARS Blood Collection Tubes —
Instrukcja uzycia (1124422).

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja uzycia 04/2022 29



Parametry skutecznosci oznaczenia

Skutecznos$¢ analityczna

Punkt odciecia oznaczenia

Punkt odcigcia oznaczenia QFN SARS zostat okreslony na podstawie danych uzyskanych
od dwudziestu (20) pacjentow, dla ktérych uzyskano niereaktywny wynik testu na obecnos¢
wirusa SARS-CoV-2 przy uzyciu testu RT-PCR lub testu serologicznego oraz danych
uzyskanych od dwudziestu (20) dawcoéw w petni zaszczepionych (2—-16 tygodni po petnym
zaszczepieniu) szczepionka, ktéra uzyskata zezwolenie na uzycie w sytuacji wyjatkowe;j
(Emergency Use Authorization, EUA) od agencji FDA. Dane dotyczace czutosci i swoisto$ci
wraz z odpowiadajgcymi im doktadnymi dwustronnymi 95-procentowymi przedziatami
ufnosci zostaty przeanalizowane i na ich podstawie wykazano, ze optymalny punkt odciecia
testu ELISA wynosi 0,15 IU/ml (patrz Tabela 5).
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Tabela 5. Wartosci punktow odcigecia oznaczenia QFN SARS (U/ml) z odpowiadajagcymi im
wartosciami czutosci i swoistosci z doktadnymi dwustronnymi 95-procentowymi Cl

Wartos¢
punktu
odciecia

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

Czutosé Swoistosé
Wartos¢ Dolna Gorna Wartos¢ Dolna Goérna
granica 95- granica 95- granica 95- granica 95-
procentowego procentowego procentowego procentowego
przedziatu przedziatu przedziatu przedziatu
ufnosci ufnosci ufnosci ufnosci
(Confidence (Confidence (Confidence (Confidence
Interval, CI) Interval, Cl) Interval, Cl) Interval, CI)
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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Liniowosé
Wykazano liniowo$¢ oznaczenia QFN SARS ELISA poprzez losowe naniesienie na ptytke

do testu ELISA 5 powtdrzen 11 puli osocza o znanym stezeniu IFN-y. Prosta regres;ji liniowej
ma nachylenie réwne 1,002 + 0,011 i wspotczynnik korelacji wynoszacy 0,99 (Ryc. 3).

114
104

b S

Ustalony poziom IFN-y (IU/ml)
bl A W

L] L)
g1 2 3 4 5 6 7 8 9101
Oczekiwany poziom IFN-y (1U/ml)

Ryc. 3. llustracja przedstawiajaca analize regresji wykonang na potrzeby badania liniowosci

Odtwarzalnos¢

Przeprowadzono wielolaboratoryjne badanie odtwarzalnosci, aby oceni¢ skutecznosé
oznaczenia QFN SARS wykonywanego w réznych laboratoriach przez wielu operatorow. To
badanie zostato przeprowadzone w trzech laboratoriach firmy QIAGEN. Do badania zostato
wigczonych trzech (3) pacjentéw z reaktywnym wynikiem testu na obecnos¢ wirusa SARS-
CoV-2 i trzech (3) pacjentéow z niereaktywnym wynikiem testu na obecnos$¢ wirusa SARS-
CoV-2 (wyniki uzyskano przy uzyciu testu RT-PCR lub testu serologicznego).

Od kazdego pacjenta pobrano krew do czterech (4) probéwek do pobierania krwi z heparyng
litowa. Probéwki do pobierania krwi z heparyng litowg zostaty nastepnie przetransportowane do
jednego z laboratoriow badawczych, gdzie krew z probdwek zostata rozdzielona do trzech (3)
zestawow probéwek QFN SARS Blood Collection Tube (QFN SARS Ag1, Ag2, Mitogen i Nil).
Kazde laboratorium badawcze otrzymato po jednym zestawie probéwek QFN SARS Blood
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Collection Tube (BCT), ktore nastepnie zostaly przetestowane zgodnie z procedurg oznaczenia
QFN SARS. W przypadku kazdego pacjenta w kazdym laboratorium wykonano badania
dziesieciu (10) powtorzen (pieciu (5) powtdrzen dla probdwki Ag1 i pieciu (5) powtorzen dla
probéwki Ag2). Oznaczenie QFN SARS byto niezaleznie wykonywane w kazdym laboratorium
przez jednego (1) operatora. Zaden z operatoréw nie znat wynikéw uzyskanych przez
pozostatych operatoréw ani wynikéw testu RT-PCR lub serologicznego pacjenta.

We wszystkich trzech (3) laboratoriach wykonujgcych testy otrzymano 30 wynikéw, co w
rezultacie dato fgcznie 90 punktéw danych. Podsumowanie wynikéw badania odtwarzalnoéci
znajduje sie w Tabeli 6.

Tabela 6. Podsumowanie wynikéw badania odtwarzalnosci — N = 30 probek pacjentow

Laboratorium 1 — 1 operator Laboratorium 2 — 1 operator Laboratorium 3 — 1 operator

25/30=83% 30/30=100% 30/30= 100%
Zgodnos$¢ wynikéw jakosciowych  Zgodnosé wynikow jakosciowych Zgodnos¢ wynikéw jakosciowych

Procentowa zgodno$¢ wynikow ogdétem w przypadku wszystkich probek z wynikiem
reaktywnym i niereaktywnym z oczekiwanymi wynikami jakosciowymi (reaktywny wynik
probki uzyskany u pacjenta z reaktywnym wynikiem testu referencyjnego i niereaktywny
wynik prébki uzyskany u pacjenta z niereaktywnym wynikiem testu referencyjnego) wyniosta
94,4% (85/90) we wszystkich trzech (3) laboratoriach.

Powtarzalno$¢ miedzy seriami

Zostato przeprowadzone badanie w celu okreslenia zmienno$ci miedzy seriami probowek
QFN SARS Blood Collection Tube. Wykonano badania na probkach pobranych od dwdch
(2) pacjentow z reaktywnym wynikiem testu na obecnos$¢ wirusa SARS-CoV-2 i trzech (3)
pacjentéw z niereaktywnym wynikiem testu na obecnos¢ wirusa SARS-CoV-2 (wyniki
okreslone na podstawie testu RT-PCR lub testu serologicznego). Do przeprowadzenia
badania zostaty uzyte trzy (3) oddzielne serie zaréwno probéwek QFN SARS Ag1 Blood
Collection Tube, jak i probowek QFN SARS Ag2 Blood Collection Tube. Wykonano test
pieciu (5) powtdérzen dla kazdego dawcy, dla kazdej probdéwki do pobierania krwi.
Podsumowanie wynikéw badania precyzji miedzy seriami znajduje sie w Tabeli 7.
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Tabela 7. Podsumowanie wynikéw badania precyzji miedzy seriami — procentowa zgodnos¢
wynikéw ogétem uzyskana dla probowek QFN SARS Ag1 Blood Collection Tube i QFN SARS
Ag2 Blood Collection Tube; N = 25

QFN SARS Numer serii Liczba zgodnych Odsetek Dolna Gorna
BCT probéwki BCT wynikow granica granica
jakosciowych / przedziatu przedziatu
taczna liczba ufnosci ufnosci
wynikow
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%

Procentowa zgodno$é wynikéw ogétem w przypadku wszystkich probek z wynikiem
reaktywnym i niereaktywnym z wynikami oczekiwanymi (reaktywny wynik prébki uzyskany
u pacjenta z reaktywnym wynikiem testu referencyjnego i niereaktywny wynik prébki
uzyskany u pacjenta z niereaktywnym wynikiem testu referencyjnego) wyniosta 100% dla
wszystkich trzech (3) serii probowek QFN SARS Ag1 BCT i QFN SARS Ag2 BCT.

Granica proby Slepej (Limit of Blank, LoB)

Dla oznaczenia QFN SARS okreslono granice proby slepej (Limit of Blank, LoB) Po dwa (2)
powtodrzenia uzyskane z czternastu (14) odrebnych prébek prawidtowego osocza ludzkiego
(préby slepe) zostaly przetestowane przy uzyciu dwoch (2) serii oznaczenia QFN SARS
ELISA przez trzech (3) operatoréw, w ciggu trzech (3) dni badan; jeden (1) operator
przypadat na jeden dzien badan. tacznie przebadano 84 powtdrzenia za pomoca obu serii
zestawu do wykonywania testu ELISA.

Wartosci granicy LoB (IU/ml) dla dwoch (2) serii zestawu do wykonywania testu ELISA
zostaty obliczone osobno, jak pokazano w Tabeli 8.
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Tabela 8. Wartosci granicy LoB (IU/ml) dla dwéch (2) serii zestawu QFN SARS ELISA Kit

Zestaw QFN SARS ELISA Kit Szacunkowa wartos¢ LoB (IU/ml)
Zestaw 1 0,030
Zestaw 2 0,040

Wyzsza wartos¢ granicy LoB — 0,040 IU/ml — w przypadku obu serii zestawu QFN SARS
ELISA zostata okreslona jako ostateczna wartos¢ granicy LoB.

Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD)

Dla oznaczenia QFN SARS okreslono granice wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD). Pule
ludzkiego osocza otrzymano poprzez potgczenie czternastu (14) indywidualnych prébek
osocza. Kazdy z trzech (3) operatoréw przygotowat roztwoér podstawowy referencyjnego
wzorca IFN-y w stezeniu 1,0 IU/ml rozcienczony buforem. Za pomocg osocza wykonano
szereg rozcienczen roztworu ztozony z o$miu (8) stezen. Testy byly wykonywane w ciggu
trzech (3) dni, przez trzech (3) zmieniajgcych sie operatorow przy uzyciu dwéch (2) serii
zestawu QFN SARS ELISA. Kazdego dnia testowano po pie¢ (5) powtdérzen kazdego
stezenia z zestawu seryjnych rozcienczen, co dato 45 powtdrzen dla kazdego rozcienczenia
IFN-y dla kazdej serii zestawu QFN SARS ELISA.

Wartos¢ granicy LoD dla kazdej przetestowanej serii zestawu QFN SARS ELISA zostata
obliczona osobno, jak pokazano w Tabeli 9. Wartos¢ granicy LoD zostata oszacowana przy
uzyciu modelu regresji probitowej. Warto$¢ granicy LoD wyznaczono na podstawie
oszacowanego stezenia (IU/ml), na podstawie ktérego oszacowano 95-procentowe
prawdopodobienstwo uzyskania wskaznika udanych odczytow wyzszego niz 0,04 (IU/ml)
(okreslonego wg granicy LoB).
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Tabela 9. Szacunkowe wartosci granicy LoD (IU/ml) dla dwéch (2) serii zestawu QFN SARS
ELISA Kit

Zestaw QFN Prawdopodobienstwo Szacunkowe Dolna granica 95- Goérna granica 95-

SARS ELISA stezenie procentowego procentowego

Kit (IU/mil) przedziatu przedziatu
ufnosci dla ufnosci dla
szacunkowego szacunkowego
stezenia stezenia

Zestaw 1 0,95 0,063 0,060 0,067

Zestaw 2 0,95 0,065 0,060 0,073

Wyzsza warto$¢ granicy LoD — 0,065 1U/ml — obliczona dla obu serii zestawu QFN SARS
ELISA, zostata uznana jako ostateczna warto$¢ granicy LoD.

Substancje zakitocajgce

Przeprowadzono badanie majgce na celu okre$lenie wplywu substancji potencjalnie
zakidcajgcych na wykrywanie IFN-y podczas wykonywania oznaczenia QFN SARS ELISA. Do
badania wykorzystano nastepujgce substancje zakidcajgce: tréjglicerydy (catkowite),
hemoglobina, biatko (catkowite w surowicy), bilirubina (zwigzana), bilirubina (niezwigzana),
siarczan abakawiru, cyklosporyna i prednizolon. Przygotowano pie¢ (5) pul osocza ze znanym
stezeniem IFN-y przy uzyciu réznych stezen substancji zakiocajgcych. Pula z wyjSciowym
poziomem IFN-y zostata wczesniej przygotowana przy uzyciu uprzednio okreslonej ilosci
obecnego IFN-y (okoto 0,21, 0,45 i 1,4 IU/ml). Pula zostata nastepnie wykorzystana do
przygotowania pul z substancjami zaktécajgcymi. Przetestowano pie¢ réznych poziomdéw
substancji zaktdcajgcych, ktére okreslono na podstawie zakreséw referencyjnych, wartosci
patologicznych, zakreséw terapeutycznych i zakreséw toksycznosci lub zgodnie z zaleceniami
dostawcy lub ogdlnymi poziomami klinicznymi. Przetestowano szes¢ (6) powtdrzen dla kazdego
poziomu stezenia substancji zakiocajgcej w probce.

Dla kazdego stezenia substancji zaktécajgcej w probce przeprowadzono test T, w ktérym
poréwnywano réznice miedzy srednig wartoscig log10 (IU/ml) wysokiego poziomu (10) substanciji
zakidcajgcej z wartoscig uzyskana dla proby kontrolnej (1. brak substanciji zaktdcajacej). W tabeli
przedstawiono szacowane réznice w $redniej odpowiedzi wraz z odpowiadajgcymi dwustronnymi

granicami 95-procentowych przedziatéw ufnosci oraz wartosciami p.
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Tabela 10. Log10 IU/ml: Tabela z podsumowaniem testu t przedstawiajgca réznice w srednich
miedzy kontrolnym i wysokim poziomem substancji zaktocajacej dla kazdego poziomu stezenia
IFN~y i kazdej substancji zaklocajacej

Substancja Poziom Stezenie Roéznica Dolna Goérna Wartosé p
zaklécajagca substancji probki miedzy granica 95- granica 95-
zaklocajacej (IU/ml) srednimi procentowego procentowego
przedziatu przedziatu
ufnosci ufnosci
(Confidence (Confidence
Interval, CI) Interval, Cl)
Trojglicerydy  Wysoki 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
Hemoglobina Wysoki 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
Biatko Wysoki 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 Wysoki 1,4 0,001 -0,046 0,048 0,961
zZwigzana
0,45 0,012 -0,043 0,067 0,639
0,21 0,015 -0,044 0,074 0,586
Bilirubina Wysoki 1,4 0,015 -0,011 0,042 0,231
niezwigzana
0,45 0,015 -0,023 0,052 0,411
0,21 0,012 -0,033 0,057 0,566
Abakawir Wysoki 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

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 10. Log10 IU/ml: Tabela z podsumowaniem testu t przedstawiajgca réznice w srednich
miedzy kontrolnym i wysokim poziomem substancji zakt6cajacej dla kazdego poziomu stezenia
IFN~y i kazdej substancji zaklocajacej

Substancja Poziom Stezenie Réznica Dolna Goérna Wartosé p
zaklécajaca substancji probki miedzy granica 95- granica 95-
zaklocajacej (IU/ml) srednimi  procentowego procentowego
przedziatu przedziatu
ufnosci ufnosci
(Confidence (Confidence
Interval, CI) Interval, CI)
Cyklosporyna Wysoki 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
Prednizolon  Wysoki 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

Na podstawie wynikow nie wykazano istotnych statystycznie réznic miedzy najwyzszym
poziomem substancji zakidcajgcych i prébg kontrolng (brak substancji zaktdcajgcych),
z wyjatkiem trojglicerydoéw w stezeniu na poziomie 0,45 1U/ml. Wykazano, ze réznica miedzy
srednimi dla tej wartosci miesci sie w +2 odchyleniach standardowych od $redniej wartosci
poziomu kontrolnego, co wskazuje, ze obserwowana roznica miesci sie w oczekiwanym
zakresie zmiennosci oznaczenia oraz, ze nie oczekuje sig, aby istotny klinicznie poziom
trojglicerydow miat negatywny wptyw na dziatanie oznaczenia QFN SARS ELISA.
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Skutecznosc¢ kliniczna

Skutecznos¢ kliniczna oznaczenia QFN SARS zostata oceniona w prospektywnym badaniu
obserwacyjnym, trwajgcym od czerwca do pazdziernika 2021 r. W badaniu wykorzystano
probki pobrane od pacjentéw, w przypadku ktérych nigdy nie odnotowano zakazenia
wirusem SARS-CoV-2 i ktdrzy zostali zaszczepieni przeciwko COVID-19 szczepionkg
skierowang przeciwko biatku S wirusa SARS-CoV-2 oraz od pacjentéw, w przypadku ktérych
nigdy nie odnotowano zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i ktorzy nie zostali zaszczepieni
przeciwko COVID-19.

Pacjenci, ktérzy wyrazili zgode na badanie zostali ocenieni pod katem kryteriow wigczenia
do badania oraz wykluczenia z badania. Do badania zostali wtgczeni wytgcznie pacjenci,
ktorzy spetniali wszystkie kryteria wigczenia i jednoczesnie nie spetniali zadnego kryterium
wykluczenia. Od pacjentow wtgczonych do badania pobrano prébki krwi w celu wykonania
oznaczenia QFN SARS.

Podsumowanie informacji na temat populacji wtgczonej do badania zawarto ponize;:

e Grupa 1: Do grupy wtgczono pacjentéw bez historii naturalnego zakazenia wirusem
SARS-CoV-2, ktérzy nie zostali zaszczepieni przeciwko COVID-19 do czasu pobrania
krwi w celu wykonania oznaczenia QFN SARS, dla ktérych nigdy nie uzyskano
pozytywnego wyniku testu pod katem zakazenia wirusem SARS-CoV-2 oraz dla
ktérych odnotowano niereaktywny wynik testu serologicznego i nie odnotowano
zadnych przedmiotowych lub podmiotowych objawéw COVID-19 w ciggu 4 tygodniu
przed wtgczeniem do badania.

e Grupa 2: Do grupy wigczono pacjentéw bez historii zakazenia wirusem SARS-CoV-2,
ktorzy zostali zaszczepienia przeciwko COVID-19 szczepionka skierowang przeciwko
biatku S wirusa SARS-CoV-2 do czasu pobrania krwi w celu wykonania oznaczenia
QFN SARS oraz dla ktérych nigdy nie uzyskano pozytywnego wyniku testu pod katem
zakazenia wirusem SARS-CoV-2.
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e Zaden z pacjentéw podczas udziatu w badaniu nie zostat poddany przeszczepowi

(narzadu litego lub komérek) i/lub terapii nowotworowe;.

tacznie do grupy 1 wtaczono 218 pacjentéw, natomiast do grupy 2 wigczono 171 pacjentow.
Po pobraniu prébek krwi w celu wykonania oznaczenia QFN SARS okazalo sig, ze czterech
pacjentéw z grupy 1 nie spetniato odpowiednich kryteriéw ze wzgledu na reaktywny wynik
testu serologicznego uzyskany dla prébki pobranej w tym samym czasie co prébki krwi w
celu wykonania oznaczenia QFN SARS. Ci pacjenci zostali wytgczeni z dalszej analizy.

Pobrano probki, a nastepnie przetworzono je w probéwkach do pobierania krwi QFN SARS.
Prébki osocza byly przechowywane w temperaturze <—20°C do momentu az byty gotowe do
wykonania oznaczenia QFN SARS ELISA. Wszystkie oznaczenia ptytek do testu QFN SARS
ELISA byty wazne i nie uzyskano wynikow nieokreslonych, dzieki czemu z grupy 1 i 2
otrzymano odpowiednio 214 i 171 probek mozliwych do oceny.

Dane demograficzne

Tabela 11 zawiera liczbe prébek pobranych w poszczegdlnych panstwach oraz procentowy

udziat prébek z danej grupy wzgledem wszystkich probek.

Tabela 11. Podsumowanie danych dotyczacych prébek pobranych w poszczegéinych
panstwach

Panstwo, w Grupa 1 Grupa 2

ktorym pobrano

probki N % N %
Holandia 214 100,00% 153 89,47%
USA 0 0,00% 18 10,53%
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Tabela 12 zawiera podsumowanie danych dotyczacych wieku pacjentéw, w tym $rednig i
mediane wieku, wiek minimalny i maksymalny, oraz warto$¢ odchylenia standardowego
(Standard Deviation, SD) wieku.

Tabela 12. Podsumowanie dotyczace wieku pacjentéw (w latach)

N Srednia Mediana SD Minimum Maksimum

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

Tabela 13 zawiera podsumowanie danych dotyczacych pici pacjentéw.

Tabela 13. Podsumowanie dotyczace pici pacjentow

Pte¢ N %

Kobiety 234 60,78%

Mezczyzni 151 39,22%
Swoistosé

Tabela 14 zawiera dane dotyczgce zgodnosci klinicznej migdzy wynikami uzyskanymi przy

uzyciu oznaczenia QFN SARS a wynikami uzyskanymi przy uzyciu metody referencyjnej.

Tabela 14. Zgodnos¢ kliniczna miedzy wynikami uzyskanymi przy uzyciu oznaczenia QFN
SARS a wynikami uzyskanymi przy uzyciu metody referencyjnej

Wyniki metody referencyjnej

Grupa 1 (szczepienie —, Grupa 2 (szczepienie +,
zakazenie -) zakazenie -) tacznie
Wynik Niereaktywny | 199 34 233
testu
QFN Reaktywny
SARS 15 137 152
tacznie 214 171 385
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Dla 199 z 214 niezaszczepionych pacjentdw (grupa 1) przy uzyciu oznaczenia QFN SARS
uzyskano wynik niereaktywny, natomiast dla 15 pacjentéw uzyskano wynik reaktywny. Dla
137 ze 171 zaszczepionych pacjentéw (grupa 2) przy uzyciu oznaczenia QFN SARS
uzyskano wynik reaktywny, natomiast dla pozostatych 34 pacjentow uzyskano wynik
niereaktywny. Zadna z 15 i 34 niezgodnych prébek uzyskanych odpowiednio z grupy 1i 2
nie zostata poddana dodatkowym testom metodami badania niezgodnosci.

Zgodnos¢ procentowa wynikow ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA) (swoistos¢)
zostata obliczona na podstawie wynikéw probek pacjentéw niezaszczepionych (grupa 1) z
zachowaniem dwustronnego doktadnego 95-procentowego przedziatu ufnosci (Confidence

Interval, Cl); dane przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Zgodnos$¢ procentowa wynikéw ujemnych (swoistos$¢)

Numer grupy NPA (swoistos¢) 95-procentowy ClI
Grupa 1 92,99% 88,70-96,02%
(szczepienie —; zakazenie —) (199/214)

Czutosc¢

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA) (czutos¢)
zostata obliczona na podstawie wynikéw probek pacjentéw zaszczepionych (grupa 2) z
zachowaniem dwustronnego dokladnego 95-procentowego CI; dane przedstawiono w
Tabeli 16.

Tabela 16. Zgodnos$¢ procentowa wynikéw dodatnich (czutos¢)

Numer grupy PPA (czutos¢) 95-procentowy CI

Grupa 2 80,12% 73,34-8582%
(szczepienie +; zakazenie —) (137/171)
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Zgodnos¢ procentowa wynikoéw dodatnich wg wieku

W przypadku pacjentéw zaszczepionych (grupa 2) zgodno$¢ procentowa wynikow
dodatnich zostata poddana stratyfikacji wg wieku: <60 i 260. Uzyskane dane przedstawiono
w Tabeli 17.

Tabela 17. Zgodnos$¢ procentowa wynikéw dodatnich wg wieku: <60 oraz =60 lat

Zakres wiekowy (w latach) PPA (czutos¢) 95-procentowy Cl
0,
<60 85,33% 78,78-90,64%
(128/150)
260 42,86%

21,82-65,98%
(9121)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich wg producenta szczepionki przeciwko
COVID-19

W przypadku pacjentdow zaszczepionych (grupa 2) zgodno$¢ procentowa wynikéw
dodatnich zostata poddana stratyfikacji wg producenta otrzymanej szczepionki przeciwko
COVID-19. Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Zgodnos$¢ procentowa wynikéw dodatnich wg producenta szczepionki przeciwko
COVID-19

Szczepionka PPA (czutosc¢) 95-procentowy ClI
62,50%
. o,
Astra Zeneca (5/8) 24,49-91,48%
Janssen 86,67% )
(Johnson & Johnson) (13/15) 59,54-98,34%
Moderna 77,27% )
(17/22) 54,63-92,18%
: . 80,95%
Pfizer — BioNTech (102/126) 73,00-87,40%
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Czynniki zwigzane z wynikami niereaktywnymi uzyskanymi wsrod
zaszczepionych pacjentow

W celu ustalenia, czy wzrastajgcy wiek pacjentéw, czas od petnego zaszczepienia przeciwko
COVID-19, typ otrzymanej szczepionki oraz pte¢ majg zwigzek z uzyskiwaniem
niereaktywnych wynikéw dla prébek pobranych od zaszczepionych pacjentow (grupa 2)
przeprowadzono jednowymiarowg analize regresji logistycznej. Zwigzek pomiedzy
poszczegolnymi czynnikami a wynikami niereaktywnymi obliczono w formie ilorazu szans
(Odds Ratio, OR), a uzyskane wyniki zawarto w Tabeli 19.

Tabela 19. Zwigzek pomiedzy czynnikami a wynikami niereaktywnymi uzyskanymi wsrod
zaszczepionych pacjentow

Czynnik OR (95-procentowy Cl) Wartos¢ p

Wiek (w latach) 1,08 (1,05-1,12) <0,001

Czas od wykonania szczepienia do pobrania
krwi w celu wykonania oznaczenia QFN 1,02 (1,01-1,03) <0,001
SARS (w dniach)

Szczepionka 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
Ple¢ Kobiety 1 -
Mezczyzni 1,25 (0,59-2,65) 0,565

Jedyne czynniki, ktdére miaty istotny statystycznie wptyw na uzyskiwanie wynikéw
niereaktywnych wsrdéd zaszczepionych pacjentéw to wiek oraz czas od wykonania
szczepienia.
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Badanie zostato przeprowadzone w krajach, w ktérych szczepionki przeciwko COVID-19
zostaly w pierwszej kolejnosci udostepnione osobom starszym, dlatego wiek mégt mie¢
wptyw na zalezno$¢ miedzy czasem od wykonania szczepienia a otrzymywaniem wynikéw
niereaktywnych. Tabela 20 zawiera analize regresji, w ktérej wiek zostat uzyty jako zmienna

towarzyszaca.

Tabela 20. Zwigzek pomiedzy czynnikami a wynikami niereaktywnymi z kontrolowang zmiennag
w postaci wieku

Czynnik OR (95-procentowy Cl) Wartos¢ p

Wiek (w latach) 1,07 (1,03-1,11) <0,001

Czas od wykonania

szczepienia do pobranla krw_l 1,01 (1,00-1,02)
w celu wykonania oznaczenia

QFN SARS (w dniach)

0,214

Gdy zmienna w postaci wieku jest kontrolowana, zwigzek miedzy czasem od wykonania
szczepienia a wynikami niereaktywnymi nie jest juz istotny, jednak zwigzek miedzy wiekiem

nadal pozostaje istotny statystycznie.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji dotyczaca rozwigzywania probleméw moze by¢ przydatna w przypadku
wystgpienia ewentualnych probleméw. Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy réwniez
zapoznaC sie ze strong poswiecong czesto zadawanym pytaniom (Frequently Asked
Questions, FAQ) w witrynie naszego centrum pomocy technicznej
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu technicznego firmy
QIAGEN zawsze chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace informacji i/lub

protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek i oznaczen

(informacje kontaktowe znajdujg sie na stronie www.qgiagen.com).

Komentarze i wskazéwki

Rozwigzywanie problemoéw z testem ELISA

Rozwdéj niespecyficznej barwy

a) Niedoktadne
przeptukanie ptytki

b) Zanieczyszczenie
krzyzowe dotkéw
ELISA

c) Przeterminowany
zestaw/sktadniki

d) Zanieczyszczony
roztwor substratu
enzymu

Przeptuka¢ plytke co najmniej 6 razy, uzywajgc po 400 pl
buforu ptuczgcego na kazdy dotek. W zaleznosci od
wykorzystywanej ptuczki moze by¢ konieczne wykonanie
wiecej niz 6 cykli ptukania. Miedzy cyklami ptukania nalezy
pozostawi¢ roztwér w dotkach piytki na co najmniej
5 sekund.

Aby zminimalizowa¢ ryzyko, nalezy uwazaé podczas
pipetowania i mieszania prébek.

Upewni¢ sie, ze nie uplyneta data waznosci uzywanego
zestawu. Upewnic sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100x
stezony koncentrat koniugatu sg uzywane w ciggu
trzech miesiecy od daty zrekonstytuowania.

W przypadku niebieskiego koloru substratu wyla¢ substrat.
Upewni¢ sie, ze wykorzystywane zbiorniki na odczynniki sg
czyste.

pod adresem:
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Komentarze i wskazowki

e) Wymieszanie osocza
w probowkach QFN
SARS Blood
Collection Tube
przed zebraniem
osocza

Po odwirowaniu i przed zebraniem osocza nalezy unikac
pipetowania w gore i w dot i mieszania osocza w jakikolwiek
sposob. Przez caly czas nalezy uwazaé, aby nie naruszyé
materiatu, ktoéry znajduje sie na powierzchni zelu.

Niska gestos¢ optyczna odczytéw wzorcow

a) Biad rozcienczania
wzorca

b) Btad pipetowania

c) Zbyt niska
temperatura inkubacji

d) Zbyt krotki czas
inkubaciji

e) Nieprawidiowy filtr
czytnika ptytek

f) Zbyt niska
temperatura
odczynnikow

g) Przeterminowany
zestaw/sktadniki

Duzy szum tla

a) Niedoktadne
przeptukanie ptytki

Sprawdzi¢, czy rozcienczenia wzorca dotgczonego do
zestawu zostaly przygotowane w prawidiowy sposob,
zgodny z niniejszg instrukcjg uzycia.

Pipety nalezy skalibrowa¢ iuzywa¢ ich zgodnie
z instrukcjami producenta.

Inkubacja ptytki do testu ELISA powinna przebiegaé
w temperaturze pokojowej (22°C + 5°C).

Inkubacja ptytki z koniugatem, wzorcami i prébkami
powinna trwa¢ 120 £ 5 minut. Inkubacja roztworu substratu
enzymu na plytce powinna trwac¢ 30 minut.

Ptytke nalezy odczyta¢ przy filirze 450 nm 2z filtrem
referencyjnym 620—-650 nm.

Przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki,
z wyjatkiem 100x stezonego koncentratu koniugatu, musza
osiggng¢ temperature pokojowa. Zajmuje to okoto 1
godzine.

Upewni¢ sie, ze nie uplyneta data waznosci uzywanego
zestawu. Upewnic¢ sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100x
stezony koncentrat koniugatu sg uzywane w ciggu
3 miesiecy od daty zrekonstytuowania.

Przeptuka¢ plytke co najmniej 6 razy, uzywajgc po 400 pl
buforu pluczacego na kazdy dotek. Moze by¢ konieczne
wykonanie wiecej niz 6 cykli ptukania. Miedzy cyklami
ptukania nalezy pozostawi¢ roztwér w dotkach ptytki na co
najmniej 5 sekund.
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Komentarze i wskazowki

b) Zbyt wysoka
temperatura inkubac;ji

c) Przeterminowany
zestaw/sktadniki

d) Zanieczyszczony
roztwor substratu
enzymu

Inkubacja ptytki do testu ELISA powinna przebiegaé
w temperaturze pokojowej (22°C + 5°C).

Upewni¢ sie, ze nie uptyneta data wazno$ci zestawu.
Upewnic sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100x stezony
koncentrat koniugatu sg uzywane w ciggu trzech miesiecy
od daty zrekonstytuowania.

W przypadku niebieskiego koloru substratu wyla¢ substrat.
Upewnic sie, ze wykorzystywane zbiorniki na odczynniki sg
czyste.

Nieliniowa krzywa wzorcowa i r6znice migdzy wynikami powtorzen

a) Niedoktadne
przeptukanie ptytki

b) Btad rozcienczania
wzorca

c) Niedoktadne
wymieszanie

d) Niespdjna technika
pipetowania lub
przerwa podczas
przeprowadzania
oznaczenia

Przeptuka¢ plytke co najmniej 6 razy, uzywajgc po 400 pl
buforu ptuczgcego na kazdy dotek. Moze by¢ konieczne
wykonanie wigcej niz 6 cykli ptukania. Miedzy cyklami
ptukania nalezy pozostawi¢ roztwor w dotkach ptytki na co
najmniej 5 sekund.

Sprawdzi¢, czy rozcienczenia wzorca zostaty przygotowane
w prawidtowy sposob, zgodny z niniejszg instrukcjg uzycia.

Dokfadnie wymiesza¢ odczynniki poprzez odwracanie fiolek
lub fagodne wytrzgsanie przed dodaniem ich na ptytke.

Dodawanie prébki iwzorca powinno by¢ wykonywane
w sposob ciggty. Wszystkie odczynniki nalezy przygotowac
przed rozpoczeciem oznaczenia.

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja uzycia 04/2022

53



Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

Symbol

Definicja symbolu

™

<
o

GTIN

JEHHREE

2 8
E

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
reakcji

Data waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)
Sktadniki

Zawiera

Numer

Globalny numer jednostki handlowej

Upowazniony przedstawiciel

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia, a n to numer
wydania

Zakres temperatury

Producent
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Symbol Definicja symbolu

m Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

e L
// N Chroni¢ przed $wiatlem stonecznym
/i\
]

ff Ostrzezenie/przestroga

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzié¢
witryne  naszego centrum pomocy technicznej dostepng pod adresem
www.qgiagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowac sie
z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz

tylna oktadka lub strona www.qiagen.com).
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Zatgcznik A: Informacje techniczne

Wyniki nieokreslone

Wyniki nieokredlone sg rzadkie i mogg by¢ zwigzane ze statusem immunologicznym
badanych osob, lecz moga by¢ takze zwigzane z wieloma czynnikami technicznymi (np.
nieprawidtowe postepowanie z probowka do pobierania krwi, nieprawidlowe
przechowywanie probowki, niedoktadne ptukanie ptytki do testu ELISA) w razie

nieprzestrzegania przedstawionej powyzej instrukcji stosowania.

W przypadku podejrzenia probleméw technicznych z przechowywaniem odczynnikow,
pobieraniem krwi lub postepowaniem z prébkami krwi nalezy powtorzy¢ caty test QFN SARS
z wykorzystaniem nowych prébek krwi. Powtdrzenie testu ELISA osocza po stymulacji
mozna wykona¢ w przypadku podejrzenia niedoktadnego wyptukania lub innych
przypadkoéw odstgpienia od okreslonych procedur testu ELISA. Lekarz moze zdecydowacé o

ponownym pobraniu probki lub wykonaniu innych procedur, odpowiednio do potrzeb.

Skrzepniete probki osocza

Jesli przy diugotrwatym przechowywaniu prébek osocza dojdzie do wytrgcenia skrzepow
fibryny, nalezy odwirowac¢ probki, aby straci¢ skrzep i umozliwi¢ pipetowanie osocza.

Lipemiczne prébki osocza

Podczas pipetowania lipemicznych prébek nalezy zachowac nalezytg ostroznosé¢, poniewaz

osady z ttuszczu mogg blokowaé koncéwki do pipety.
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Zatgcznik B: Skrocony opis procedury testu
ELISA

1. Odczeka¢ przynajmniej 60 minut, az sktadniki testu ELISA, /D
z wyjatkiem 100x stezonego koncentratu koniugatu, osiggna 1:00

temperature pokojows.

2. Zrekonstytuowaé wzorzec zestawu do stezenia 8,0 U/ml,
uzywajgc destylowanej lub dejonizowanej wody. Przygotowac
cztery (4) rozcienczenia wzorca. /

3. Przeprowadzi¢ rekonstytuowanie liofilizowanego 100x stezonego @
koncentratu koniugatu z wykorzystaniem wody destylowanej lub

dejonizowane;.

4. Przygotowac stezenie robocze koniugatu za pomoca zielonego

rozcienczalnika i dodac po 50 pl roztworu do kazdego dotka.

5. Doda¢ po 50 pl badanych probek osocza i po 50 ul rozciericzen ////
wzorca do odpowiednich dotkéw. Wymieszac na wytrzasarce. l—l I—l U U

6. Inkubowac przez 120 minut w temperaturze pokojowe;j. /D
2:00
7. Przeptukaé studzienki co najmniej 6 razy, uzywajgc po 400 pl ~ j\
buforu ptuczgcego na kazdy dotek.

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit — Instrukcja uzycia 04/2022

57



. Dodac po 100 pl roztworu substratu enzymu do dotkow. ////
LIE L

Wymieszaé na wytrzgsarce.

9. Inkubowa¢ przez 30 minut w temperaturze pokojowe;j. /D
0:30
10. Doda¢ po 50 pl roztworu powstrzymujacego dziatanie enzymu do / / / /
kazdego dotka. Wymieszaé na wytrzasarce. l—l I—l U U
11. Odczyta¢ wyniki przy filtrze 450 nm z filtrem referencyjnym 620— N\
650 nm. )
12. Przeprowadzi¢ analize wynikéw.
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Dane do zamowienia

Produkt Zawartosé Nr kat.

QuantiFERON SARS-CoV-2 Zestaw ELISA zawierajgcy 2 ptytki 626420
(QFN SARS) ELISA Kit

Produkty pokrewne
QuantiFERON SARS-CoV-2 200 probdéwek (po 50 z kazdego 626725
Blood Collection Tubes rodzaju — Nil, Ag1, Ag2 i Mitogen)

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegdlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawoéw
QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie
technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Data

Opis

R1, pazdziernik 2021 r.
R2, listopad 2021 r.

R3, kwiecien 2022 r.

Pierwsze wydanie

Zaktualizowano czesci ,Parametry skutecznosci” i
~Skutecznos¢ kliniczna”

Zaktualizowano cze$¢ ,Substancje zakiocajgce” w czesci
poswieconej analitycznym parametrom skutecznosci
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Strona celowo pozostawiona pusta.
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Umowa i j licencji dla QuantiFERON® SARS-CoV-2 (QFN SARS) ELISA Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcijg obstugi i wytacznie ze
sktadnikami wchodzacymi w sktad tego panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego
panelu ze sktadnikami nienalezacymi do panelu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.qgiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z
myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firmg QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

3. Panel oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére s wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik panelu zobowigzuje si¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatar, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnos$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej
Umowy ograniczonej licenciji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztéw sadowych, w tym
wynagrodzen prawnikow, zwigzanych z egzekwowaniem postanowierh Umowy ograniczone;j licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do
zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostgpne na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group) Proclin®. Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w
niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

04-22 1124420 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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