Martie 2018

Prospect QuantiFERON Monitor®
(QFM®) ELISA \/ 2 x 96

Testul IFN-y asupra séngelui integral pentru masurarea

raspunsurilor la stimulenti imuni innascuti si adaptativi
Versiunea 1

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro
€3
0650-0201

u QIAGEN, 19300 Germantown Road
Germantown, MD 20874, SUA

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden, GERMANIA
1079024R0O Rev. 03

QIAGEN®

[:E] www.QuantiFERON.com

www.QuantiFERON.com






Cuprins

Domeniul de utilizare
Rezumatul si explicarea testului
Principiile testului

Timpul necesar pentru efectuarea testului

Componente si mod de pastrare
Materiale necesare, dar nefurnizate
Pastrare si manipulare

Avertizari si precautii
Avertizari
Precaultii

Recoltarea si manipularea probelor

Instructiuni de utilizare

Calcule si interpretarea testului
Generarea curbei standard
Controlul calitatii testului
Interpretarea rezultatelor

Limitari

Caracteristici de performanta
Studii clinice

Caracteristicile de performanta ale testului

Informatii tehnice
Probe de plasma coagulate
Ghid de remediere a problemelor
Referinte
Simboluri
Date de contact
Procedura de testare pe scurt

Prospect QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018

0 00 OO O O A~ M

10

11
13
16
22
22
23
23
24
25
25
30
31
31
32
34
35
35
36



Domeniul de utilizare

Testul QuantiFERON Monitor (QFM) este un test de diagnosticare in vitro
destinat detectarii functiei imune mediate celular prin masurarea nivelului de
interferon gamma (IFN-y) din plasma cu ajutorul testului de imunoabsorbtie
enzimatica (ELISA), dupa incubarea sangelui integral heparinizat cu stimulent;
ai raspunsului imun innascut si adaptativ. Testul este utilizat pentru a detecta
raspunsul imun mediat celular la persoanele cu imunosupresie care au suferit
transplanturi de organe solide.

QFM este destinat utilizarii in asociere cu masurile de evaluare a riscului si
alte evaluari medicale si de diagnostic.

Rezumatul si explicarea testului

Imunodeficienta se caracterizeaza printr-o abilitate scazuta de a initia un
raspuns imun eficient. Acest raspuns compromis sau absent poate fi cauzat
de o imunodeficienta primara sau dobandita (secundara) (1).

Imunodeficientele primare sunt mostenite genetic si se caracterizeaza prin
deficiente ale unor componente distincte ale sistemului imunitar adaptativ
sau innascut (1). Totusi, majoritatea imunodeficientelor sunt dobandite
(secundare) si pot fi induse de agenti patogeni, medicamente (precum
tratamentul imunosupresiv ca urmare a unui transplant de organe), afectiuni
(precum unele forme de cancer, de exemplu, leucemie si limfom) sau de
factori de contaminare din mediul inconjurator (1).

Baza moleculara a imunodeficientei este diversa; cu toate acestea, imunitatea
mediata celular joaca un rol cheie in inductia multor manifestari clinice
observate. In prezent, diagnosticarea si gestionarea sindroamelor de
imunodeficienta depind de agentul cauzal (2, 3).

De exemplu, gestionarea ad hoc reprezinta norma in monitorizarea stadiului
imunodeficientei celulare in cazul subiectilor care au suferit transplanturi de
organe solide (TOS) si care sunt tratati cu medicamente pentru supresia
sistemului imunitar. Starea raspunsului imun a subiectului este de regula
masurata prin monitorizarea nivelurilor farmacologice ale medicamentului

si prin evaluarea clinica/patologica a functiei grefei (2, 3).

Exista o serie de teste ale funcfiilor celulelor T care masoara imunitatea
mediata celular la mitogeni precum fitohemaglutinina (PHA), mitogenul din
carmaz si concanavalina A (ConA); cu toate acestea, ele doar masoara
capacitatea functionala a celulelor T si reprezinta un subset al celulelor
implicate in imunitatea mediata celular. A devenit din ce in ce mai clar ca
mecanismele imune innascute contribuie in mare masura la apararea gazdei,
fie actionand singure, fie sporind raspunsurile specifice ale celulelor T. Prin
urmare, raspunsurile functionale ale celulelor imune innascute (celule natural
killer [NK]) si adaptative (celule T) formeaza impreuna o analiza mai
comprehensiva a imunitatii mediate celular (2, 3).
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QFM este un test de diagnosticare in vitro care utilizeaza o combinatie de
stimulenti (in forma unui pelet LyoSphere™) care stimuleaza in mod specific
diferite tipuri de celule implicate atat in sistemul imunitar innascut, cat si in
cel adaptativ. Starea imuna functionala a unui subiect este evaluata prin
masurarea raspunsului la stimularea sistemului imunitar innascut si adaptativ
cu ajutorul agonistilor receptorilor de tip Toll (TLR), respectiv ai receptorilor
celulelor T (TCR). Detectarea interferonului gamma (IFN-y) cu ajutorul ELISA
asigura atat o masurare cantitativa, cat si calitativa a functiei imune mediate
celular.

Principiile testului

Testul QFM utilizeaza stimulenti liofilizati (QFM LyoSphere™), care se adauga
la sédngele integral heparinizat. Perioada de incubare a sangelui este cuprinsa
intre 16 si 24 de ore, dupa care, plasma este recoltata si testata pentru
prezenta IFN-y rezultat ca raspuns la stimulent;.

Testul QFM este efectuat in cateva etape. Mai intai, sédngele integral este
recoltat in tubul de recoltare a sangelui QFM. in continuare, se adauga un
pelet QFM LyoSphere in tub, care este mai apoi incubat la 37 °C cat de
curand posibil si nu mai tarziu de 8 ore de la recoltare. Dupa perioada de
incubare de 16—24 de ore, se centrifugheaza tuburile, se indeparteaza plasma
si se masoara cantitatea de IFN-y (raportata in Unitati Internationale per mi;
Ul/ml) cu ajutorul ELISA. Rezultatul obtinut se compara cu un interval de valori
preconizate pentru a stabili raspunsul imun al subiectului.

QFM este un test cu ajutorul caruia se efectueaza atat o masuratoare canti-
tativa, cat si calitativa a functiei imune. E posibil ca rezultatele QFM sa nu
cuantifice in mod direct nivelul de supresie imuna.

Cantitatea de IFN-y din probele de plasma poate depasi adesea limitele
superioare ale celor mai multe cititoare ELISA, chiar daca indivizii sufera de

o imunosupresie moderata. Se recomanda ca probele de plasma sa fie diluate
in solutie de 1 la 10 si/sau 1 la 100 cu Diluant verde si sa fie testate in aparatul
ELISA impreuna cu plasma nediluata.

Nota: Pragul testului QFM poate varia in functie de nivelul de imunosupresie
al subiectului si de conditiile individuale de transplant.

Consultati sectiunea ,Interpretarea rezultatelor” de la pagina 23 a acestui
prospect pentru a afla cum se interpreteaza rezultatele QFM.
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Timpul necesar pentru efectuarea testului

Timpul necesar pentru efectuarea testului QFM este estimat mai jos. Este
indicat si timpul necesar pentru testarea probelor multiple grupate pe loturi.

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

ELISA: Aproximativ 3 ore pentru o placa ELISA
(pana la 88 de probe)

<1 ora de lucru
Se adauga 10-15 minute pentru fiecare placa suplimentara

Componente si mod de pastrare

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Nr. de catalog 0650-0701
Numar de preparari 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 flacoane
Prospect QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

Tuburi de recoltare a sangelui QuantiFERON Monitor

Nr. de catalog 0650-0101
Numar de preparari 100
Tuburi de recoltare a sangelui QuantiFERON Monitor 100 de tuburi
(capac alb, inel alb)

Prospect tuburi de recoltare a sédngelui QuantiFERON 1
Monitor
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Componente Trusa ELISA cu 2 placi QuantiFERON Trusa ELISA
Monitor cu 2 placi
Nr. de catalog 0650-0201
Stripuri de microplaci, 12 x 8 godeuri 2 seturi
(acoperite cu anticorpi monoclonali murini antiumani IFN-y)  stripuri pentru
placa cu
12 x 8 godeuri
IFN-y Standard, lyophilized 1 x flacon
(Standard IFN-y liofilizat; contine IFN-y uman recombinant, (8 Ul/ml dupa

cazeina bovina, timerosal 0,01% m/v)

reconstituire)

Green Diluent 1 x 30 ml
(Diluant verde; contine cazeina bovina, ser normal de flacon
soarece, timerosal 0,01% m/v)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1%x0,3ml
(Conjugat concentrat 100x liofilizat; HRP IFN-y murin dupa
antiuman, contine timerosal 0,01% m/v) reconstituire
Wash Buffer 20x Concentrate 1 x 100 ml
(Solutie tampon pentru spalare concentrata 20x;

pH 7,2, contine ProClin® 300 0,05% v/v)

Enzyme Substrate Solution 1 x 30 ml
(Solutie de substrat enzimatic; contine H-0O>, 3,3, 5,5’,
tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution 1 x15ml

(Solutie de inhibitor enzimatic; contine H2SO4 0,5 M)*

Prospect QuantiFERON Monitor ELISA

* Contine acid sulfuric. Pentru masuri de precautie, consultati pagina 11.
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Materiale necesare, dar nefurnizate
Incubator setat la 37 °C*; CO2 nu este necesar
Pipete cu volum variabil calibrate®

Pipete multicanal calibratet, capabile sa elibereze 50 ul si 100 ul,
cu varfuri de unica folosinta
Agitator pentru microplacit

Apa deionizata sau distilata, 2 litri
Spalator pentru microplaci (este recomandat un spalator automat)

Cititor de microplacit prevazut cu un filtru de 450 nm si un filtru de
referinta intre 620 si 650 nm

Cilindru gradat (cilindru de masurare)
Prosoape absorbante fara scame

Pastrare si manipulare

Tuburi de recoltare a sangelui

Pastrati tuburile de recoltare a sangelui QFM la o temperatura cuprinsa intre
4 si 25 °C. Temperatura tuburilor de recoltare a sédngelui QFM trebuie sa fie
cuprinsa intre 17 si 25 °C in momentul recoltarii si amestecarii.

LyoSpheres
Pastrati QFM LyoSphere la o temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C.

Reactivii din trusa ELISA
Pastrati reactivii din trusa ELISA la o temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C.
Protejati in permanenta solutia de substrat enzimatic de lumina solara directa.

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu
recomandarile producatorului.
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Reactivii ELISA reconstituiti si neutilizati

Pentru instructiuni despre modul de reconstituire a reactivilor ELISA, va rugam
sa consultati ,Etapa 2 — testul ELISA pentru IFN-y” de la pagina 17.

Standardul din trusa reconstituit poate fi pastrat cel mult 3 luni, daca
este pastrat la temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C.

Notati data la care a fost reconstituit standardul din trusa.

Odata reconstituit, conjugatul concentrat 100x neutilizat trebuie pastrat
in continuare la temperaturi cuprinse intre 2 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 (vezi Tabelul 1).

Solutia tampon de spalare in concentratie de lucru poate fi pastrata la
temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de cel mult 2 saptamani.
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Avertizari si precautii

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

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

Avertizari

QFM este un test cu ajutorul caruia se efectueaza atat o masuratoare
cantitativa, cat si calitativa a functiei imune. E posibil ca rezultatele
QFM sa nu cuantifice in mod direct nivelul de supresie imuna.

Rezultatele testului QFM trebuie utilizate in asociere cu prezentarea
clinica, anamneza si alti indicatori clinici in vederea stabilirii starii
imune a unui pacient.

Pragul testului QFM poate varia in functie de nivelul de imunosupresie
al subiectului si de conditiile individuale de transplant.
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Precautii

A se utiliza numai pentru diagnosticare in vitro.

avea potential infectios. Respectati indrumarile relevante cu
privire la manipularea sangelui si a produselor pe baza de
sange. Eliminati probele si materialele care au intrat in contact
cu sangele sau cu produsele pe baza de sange in conformitate
cu reglementarile locale si nationale.

c ATENTIE: Manipulati sangele uman si plasma ca si cum ar

Urmatoarele avertizari cu privire la pericole si masurile de precautie se aplica
pentru componentele QuantiFERON Monitor ELISA.

Avertizari cu privire la pericole

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
dp (Solutie de inhibitor enzimatic QuantiFERON)

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

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(Solutie de substrat pentru enzime QuantiFERON)

Atentie! Provoaca iritatia usoara a pielii. Purtati manusi de protectie/
imbracaminte de protectie/ echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei.

QuantiFERON Green Diluent
(Diluant verde QuantiFERON)

Contine: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Contine: tartrazine. Atentie! Poate provoca o
reactie alergica a pielii. Purtati manusi de protectie/ imbracaminte de
protectie/ echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a
fetei.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(Solutie tampon de spalare QuantiFERON concentrata 20x)

Contine: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-
2H-isothiazol-3-one (3:1). Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe
termen lung. Evitati dispersarea in mediu.

Prospect QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018 1



Informatii suplimentare
Fise cu date de securitate: www.qgiagen.com/safety

Abaterile de la prospectul QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA pot
genera rezultate incorecte. Cititi cu atentie instructiunile nainte de
utilizare.

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

Nu utilizati trusa ELISA daca unul dintre flacoanele de reactivi prezinta
semne de deteriorare sau scurgeri inainte de utilizare.

Nu amestecati si nu utilizati stripuri de microplaci, standard IFN-y,
Diluant verde sau conjugat concentrat 100x din truse QFM ELISA
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.

Eliminati reactivii neutilizati si probele biologice conform reglementarilor
locale, nationale si de mediu.

Nu utilizati tuburile de recoltare a sangelui QFM, QFM LyoSphere sau
trusa QFM ELISA dupa data de expirare.

Asigurati-va ca echipamentul de laborator a fost in mod corespunzator
calibrat/validat pentru utilizare.

12 Prospect QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Recoltarea si manipularea probelor

Testul QFM trebuie efectuat doar cu sange integral recoltat fie intr-un tub de
recoltare a sangelui cu litiu-heparina, fie direct intr-un tub de recoltare a
sangelui QFM; este nevoie de 1 ml de sange integral pentru fiecare testare.
Tuburile de recoltare a sangelui trebuie etichetate in mod corespunzator si sa
includa ora recoltarii.

Important: Stimularea probelor de sange QFM (adaugarea QFM LyoSphere
intr-o parte alicota de 1 ml de sénge) si incubarea lor la 37 °C trebuie sa se
faca in decurs de 8 ore de la recoltarea séngelui.

fnaintea incubérii, pastrati probele de sange la temperatura camerei
(22 £ 5 °C).

Pentru obtinerea unor rezultate optime, trebuie respectate urmatoarele
proceduri:

1.

Etichetati tuburile in mod corespunzator.

Asigurati-va ca fiecare tub de recoltare a sangelui QFM este etichetat in
mod corespunzator cu detaliile subiectului si ora de recoltare.

Pentru fiecare subiect, recoltati 1 ml de sange prin punctie venoasa,
direct intr-un tub de recoltare a sangelui QFM. Procedura trebuie
efectuata de catre un flebotomist cu experienta.

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

Tuburile de recoltare a sangelui QFM pot fi utilizate pana la o altitudine de
810 metri.

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

Marcajul negru de pe partea laterala a tubului de recoltare a sangelui QFM
indica nivelul de umplere corespunzator pentru 1 ml. Tuburile de recoltare
a sangelui QFM sunt concepute pentru a recolta 1 ml £ 10% functionand la
parametri optimi in acest interval. Daca nivelul de sdnge nu se incadreaza
in intervalul definit de linia indicatoare, trebuie recoltata o noua proba de
sange.

Daca pentru recoltarea sangelui se foloseste un ac cu aripioare, utilizati un
tub de purjare, pentru a va asigura ca tubul este umplut cu sange inainte
ca tuburile de recoltare a sangelui QFM sa fie utilizate.

Daca tuburile de recoltare a séngelui QFM sunt utilizate la o altitudine mai
mare de 810 m sau daca volumul de sange recoltat este scazut, recoltati
sangele cu ajutorul unei seringi si transferati imediat 1 ml de sénge in tubul
de recoltare a sangelui QFM. Din motive de siguranta, este ideal ca
aceasta operatiune sa fie efectuata scotand acul seringii, urmand
procedurile de siguranta corespunzatoare, indepartand capacul tubului de
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recoltare a sangelui QFM si adaugand 1 ml de sange (pana la punctul de
mijloc al marcajului negru de pe partea laterala a etichetei tubului). Montati
la loc si fixati bine capacul si omogenizati asa cum este descris mai jos.

Daca utilizati un garou, slabiti-l de indata ce acul este introdus in vena
pentru a evita variatiile de tensiune care ar putea influenta volumul de
sange.

Ca alternativa, sangele poate fi recoltat intr-un tub universal de recoltare
a sangelui cu litiu-heparina pe post de anticoagulant, dupa care poate fi
transferat intr-un tub de recoltare a sangelui QFM. Utilizati doar litiu-
heparina pe post de anticoagulant sanguin deoarece alfi anticoagulanti pot
interfera cu testul. Umpleti un tub de recoltare a sédngelui (volum minim

3 ml) si amestecati usor intorcand tubul de cateva ori pentru a dizolva
heparina. Pastrati sangele la temperatura camerei (22 £ 5 °C) inainte de
a-l transfera in tuburile de recoltare a sangelui QFM pentru stimularea cu
QFM LyoSphere. Asigurati-va ca sangele este bine amestecat intorcand
tubul cu grija imediat inaintea transferului. Transferati o parte alicota de

1 ml de sange intr-un tub de recoltare a sangelui QFM. Efectuati transferul
aseptic, urmand procedurile de siguranta corespunzatoare, indepartand
capacul tubului de recoltare a sangelui QFM si adaugand 1 ml de sange
(pana la marcajul negru de pe partea laterala a etichetei tubului). Montati
la loc si fixati bine capacele tuburilor si omogenizati asa cum este descris
mai jos.

Imediat dupa umplerea tuburilor, rasturnati tubul usor de mai multe
ori pentru a dizolva heparina.

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

Imediat inainte de utilizare, aduceti stimulentii QFM LyoSphere la
temperatura camerei (22 * 5 °C).

Adaugati respectand procedura aseptica un pelet QFM LyoSphere
intr-un mililtru (1 ml) de sange.

Desfaceti tubul de recoltare a sangelui.

Loviti usor flaconul QFM LyoSphere de o suprafata tare pentru a va
asigura ca peletul QFM LyoSphere se afla in partea inferioara a flaconului.
Desfaceti flaconul QFM LyoSphere indepartand mai intai sigiliul metalic,
apoi dopul de cauciuc.

Introduceti cu grija peletul QFM LyoSphere intr-un mililitru de sange,
aliniind buza flaconului de sticla cu buza tubului de recoltare a sangelui
QFM, apoi rasturnand flaconul cu grija pentru a transfera peletul QFM
LyoSphere in tubul de recoltare a sangelui QFM (vezi Figura 1).

Important: Daca QFM LyoSphere cade langa tubul de recoltare a sangelui
QFM, eliminati-l si deschideti un nou flacon QFM LyoSphere.
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Important: Nu lasati flaconul QFM LyoSphere deschis timp indelungat.
QFM LyoSphere trebuie introdus in sange de indata ce flaconul a fost
deschis.

Daca QFM LyoSphere este introdus in sangele recoltat in tubul de
recoltare a sangelui QFM, aveti grija sa puneti capacul inapoi pe proba
corespunzatoare.

A B q

(4
{4

—

Figura 1. Procedura de adaugare a QFM LyoSphere. m Tub de recoltare a sangelui QFM
si flacon QFM LyoSphere. B Scoateti capacul de pe tubul de recoltare a sangelui QFM si

indepartati sigiliul metalic si dopul de cauciuc de pe flaconul QFM LyoSphere. (88 Adaugati
imediat QFM LyoSphere in sénge, aliniind buza flaconului de sticla cu buza tubului de

recoltare. E In continuare, rasturnati flaconul cu grija pentru a transfera peletul LyoSphere
in tub. E Montati Tnapoi capacul pe tubul de recoltare a séngelui QFM si agitati de 510 ori.

6. Montati capacul pe tubul de recoltare a sangelui QFM si agitati-l de
5-10 ori, suficient de ferm pentru a va asigura ca peletul LyoSphere
s-a dizolvat complet.

Daca un pelet QFM LyoSphere adera la suprafata interioara a tubului,
acesta poate fi dizolvat prin acoperirea LyoSphere cu sange si rasturnarea
tubului.

Asigurati-va ca tubul este acoperit cu capacul de indata ce ati adaugat
QFM LyoSphere pentru a preveni adaugarea unui al doilea pelet
LyoSphere in acelasi tub.

Nota: Deoarece peletul QFM LyoSphere este alb, nu va mai fi vizibil in
sange dupa ce s-a dizolvat.

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

7. Dupa adaugarea si dizolvarea peletului QFM LyoSphere, tuburile de
recoltare a sangelui QFM trebuie transferate cat mai curand posibil
intr-un incubator de 37 £ 1 °C, in descurs de cel mult 8 ore de la
recoltarea sangelui.
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Instructiuni de utilizare
Etapa 1 — incubarea sangelui si recoltarea plasmei

Materialele furnizate

M Tuburi de recoltare a sangelui QFM (consultati ,Componente si mod de
pastrare” de la pagina 6)

Materiale necesare (dar nefurnizate)
M Consultati ,Materiale necesare, dar nefurnizate” de la pagina 8

Procedura

1. Incubati tuburile de recoltare a sangelui QFM cu parti alicote de 1 mli
sange cu QFM LyoSphere in pozitie VERTICALA la 37 £ 1 °C timp de
16-24 de ore.

Nota: Incubatorul nu necesita CO> sau umidificare.

Dupa incubare, tuburile de recoltare a sangelui QFM pot fi pastrate la
temperaturi intre 4 si 27 °C timp de cel mult 3 zile inainte de centrifugare.

2. Dupa incubare, recoltarea plasmei este facilitata prin centrifugarea
tuburilor de recoltare a sangelui QFM timp de 15 minute la 2000-
3000 x g (RCF). Dopul de gel va separa celulele de plasma. Daca
acest lucru nu se intampla, centrifugati din nou tuburile.

Recoltarea plasmei fara centrifugare este posibila, insa este necesara
o atentie sporita pentru indepartarea plasmei fara afectarea celulelor.

3. Probele de plasma trebuie recoltate exclusiv cu pipeta.

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

Probele de plasma pot fi incarcate din tuburile de recoltare a sangelui
QFM centrifugate direct pe placa QFM ELISA, inclusiv atunci cand se
utilizeaza statii de lucru automate ELISA.

Probele de plasma pot fi pastrate cel mult 28 de zile la temperaturi
cuprinse intre 2 °C si 8 °C, sau, daca au fost recoltate, la temperaturi
sub —20 °C pe perioade de timp indelungate. Partile alicote de plasma
recoltata trebuie sigilate inainte de pastrare.

La recoltarea probelor de plasma, recoltati cel putin 150 pl de plasma
pentru repetarea testarii in caz de nevoie.

Cantitatea de IFN-y din probele de plasma poate depasi adesea limitele
superioare ale celor mai multe cititoare ELISA, chiar daca indivizii sufera
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de o imunosupresie moderata. Se recomanda ca probele de plasma sa fie
diluate in solutie de 1:10 si/sau 1:100 cu Diluant verde si sa fie testate in
aparatul ELISA impreuna cu plasma nediluata (vezi Etapa 2 — testul
ELISA pentru IFN-y).

Etapa 2 — testul ELISA pentru IFN-y

Materialele furnizate

B Componente Trusa ELISA cu 2 placi QuantiFERON Monitor (consultati
»,componente si mod de pastrare” de la pagina 6)

Materiale necesare (dar nefurnizate)
B Consultati ,Materiale necesare, dar nefurnizate” de la pagina 8

Pregatire

Cantitatea de IFN-y din plasma poate depasi adesea limitele superioare ale
celor mai multe cititoare ELISA, chiar daca indivizii sufera de o imunosupresie
moderata. Recomandare: diluati probele de plasma in solutie de 1:10 si/sau
1:100 cu Diluant verde si testati in aparatul ELISA impreuna cu plasma
nediluata.

in situatiile in care pacientji suferd de imunosupresie crescutd, e suficient sa
preparati si sa testati doar o proba de plasma nediluata pentru a obtine un
rezultat cantitativ.

Nota: Rezultatele probelor care se incadreaza in intervalul QFM ELISA

(mai precis, pana la 10 Ul/ml) trebuie utilizate pentru interpretarea rezultatelor.
Se va raporta cea mai scazuta dilutie care genereaza un rezultat in intervalul
QFM ELISA (luand in calcul factorul de dilutie) daca plasma nediluata se
situeaza deasupra intervalului QFM ELISA.

Procedura

1. Toate probele de plasma si toti reactivii, cu exceptia conjugatului
concentrat 100x, trebuie aduse la temperatura camerei (22 * 5 °C)
inainte de utilizare. Lasati-le cel putin 60 de minute pentru echilibrare.

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

Alocati cel putin un strip pentru standardele QFM si stripuri suficiente
pentru numarul de pacienti supusi testarii. Dupa utilizare, pastrati suportul
si capacul in vederea utilizarii impreuna cu stripurile ramase.
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3. Reconstituiti standardul IFN-y liofilizat cu volumul de apa deionizata
sau distilata indicat pe eticheta flaconului standard. Amestecati usor
pentru a minimiza spumarea si a asigura solubilizarea completa. Prin
reconstituirea standardului la volumul indicat se va obtine o solutie
cu o concentratie de 8,0 Ul/ml.

Important: Volumul de reconstituire a standardului IFN-y din trusa difera in
functie de lot. Consultati eticheta flaconului standard pentru a va asigura
ca utilizati volumul corect de apa deionizata sau distilata.

Utilizati standardul din trusa reconstituit pentru a obtine o serie de 1 la 2,
urmata de o serie de 1 la 4 de dilutii IFN-y in diluantul verde (GD) (vezi
Figura 2). S1 (Standardul 1) contine 4,0 Ul/ml, S2 (Standardul 2) contine
1,0 Ul/ml, S3 (Standardul 3) contine 0,25 Ul/ml si S4 (Standardul 4)
contine 0 Ul/ml (doar GD). Standardele trebuie testate in duplicat.
Preparati dilutii proaspete cu standard din trusa pentru fiecare sesiune
de testare ELISA.

Procedura recomandata pentru standarde duplicate
Etichetati 4 tuburi cu ,S17, ,S2”, ,S3”, ,S4”.

Adaugati 150 ul de GD in S1, S2, S3 si S4.

Adaugati 150 ul de standard din trusa in tubul S1 si amestecati bine.

o o

o o

Transferati 50 pl din tubul S1 in tubul S2 si amestecati bine.

o

Transferati 50 pl din tubul S2 in tubul S3 si amestecati bine.

f. Diluantul Verde (GD) simplu serveste ca standard zero (S4).

<
—-— - —
53
150 pl 50 pl 50 pl
—_— — —_—
Standardul din Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
trusa reconstituit 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Ul/ml

(Diluant verde)

Figura 2. Prepararea curbei standard.
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4. Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu 0,3 ml de apa
deionizata sau distilata. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea
si a asigura solubilizarea completa a conjugatului.

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

Tabelul 1. Prepararea conjugatului

Numarul de stripuri Volumul de conjugat  Volumul de Diluant
concentrat 100x verde
2 10 pl 1,0 mi
3 15 ul 1,5 mi
4 20 pl 2,0 mi
5 25 i 2,5ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 pl 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 ul 45 mil
10 50 pl 5,0 mi
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de recoltare a
sangelui si ulterior stocate sau congelate, amestecati probele
inainte de a le adauga la godeul ELISA.

Important: Daca probele de plasma se adauga direct din tuburile QFM
centrifugate, trebuie sa evitati orice amestecare a plasmei. Aveti in
permanenta grija sa nu afectati materialul de pe suprafata gelului.
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6. Recomandare: Probe de plasma diluate 1:10.
Adaugati 90 ul de Diluant verde (GD) intr-un tub etichetat cu detaliile
pacientului si cu mentiunea ,1:10”.

Apoi, adaugati 10 ul de probe de plasma amestecate (vezi pasul 5
pentru detalii despre probele de plasma amestecate comparativ cu
probele adaugate direct din tuburile centrifugate QFM).

Amestecati temeinic cu pipeta, minimizand spumarea.
7. Recomandare: Probe de plasma diluate 1:100.
Preparati o dilutie de 1:10 (vezi pasul 6 de mai sus).
Adaugati 90 pl de Diluant verde intr-un tub etichetat cu detaliile
pacientului si cu mentiunea ,1:100”.
Adaugati 10 pl de dilutie 1:10.
Amestecati temeinic cu pipeta, minimizand spumarea.

Recomandare: Testati urmatoarele probe in paralel, in aceasta
ordine:

Nediluata, 1:10, 1:100

Software-ul pentru analiza QFM accepta si urmatoarele optiuni pentru
probele de la pacient:

Nediluata
1:10
1:100
1:10, 1:100
Nediluata, 1:10
8. Adaugati 50 pyl de conjugat in concentratie de lucru proaspat preparat

in godeurile ELISA dorite folosind o pipeta multicanal.

9. Adaugati 50 pl din proba de plasma de testat in godeurile corespun-
zatoare folosind o pipeta multicanal. Apoi, adaugati cate 50 ul din
fiecare dintre standardele de la 1 la 4. Testati standardele in duplicat.

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

11. Incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de 120 £ 5 minute.
Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii.
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12. In timpul incubirii, diluati o (1) 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.

Spalati godeurile cu 400 ul de solutie tampon de spalare in concentratie
de lucru timp de cel putin 6 cicluri intr-un spalator pentru microplaci. Este
recomandat un spalator de placi automat.

Spalarea temeinica este foarte importanta pentru reusita testului.
Asigurati-va ca fiecare godeu este umplut in intregime cu solutie tampon
de spalare pentru fiecare ciclu de spalare. Recomandare: Inmuiat
godeurile timp de cel putin 5 secunde intre cicluri pentru rezultate optime.

Adaugati dezinfectant standard de laborator in rezervorul pentru efluent si
urmati procedurile omologate pentru decontaminarea materialelor potential
infectioase.

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

14. Incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de 30 de minute.
Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii.

15. Dupa incubare, adaugati 50 ul de solutie de inhibitor enzimatic in
fiecare godeu si amestecati bine, folosind un agitator pentru
microplaci.

Solutia de inhibitor enzimatic trebuie adaugata in godeuri in aceeasi ordine
si cu aproximativ aceeasi viteza ca si la adaugarea solutiei de substrat
enzimatic de la pasul 13.

16. Masurati Densitatea Optica (DO) in cel mult 5 minute de la stoparea
reactiei, utilizand un cititor de microplaci prevazut cu un filtru de
450 nm, precum si un filtru de referinta intre 620 si 650 nm. Valorile
DO sunt utilizate pentru calcularea rezultatelor.
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Calcule si interpretarea testului

Pentru analiza datelor brute si calcularea rezultatelor, se foloseste
Software-ul pentru analiza QuantiFERON Monitor. Acesta este disponibil la
www.QuantiFERON.com. Va rugam sa va asigurati ca este utilizata cea mai
noua versiune a software-ului pentru analiza QuantiFERON Monitor.

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 sectiunea Interpretarea rezultatelor.

Daca plasma nediluata depaseste intervalul superior (> 10 Ul/ml) al QFM
ELISA, software-ul de analiza QuantiFERON Monitor raporteaza cea mai
scazuta dilutie care genereaza un rezultat cuprins in intervalul QFM ELISA,
luand in calcul factorul de dilutje.

Ca o alternativa la utilizarea software-ului pentru analiza QuantiFERON
Monitor, rezultatele pot fi obtinute folosind metoda de mai jos.

Generarea curbei standard

(Daca nu este utilizat software-ul pentru analiza QuantiFERON Monitor)

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

Construiti o curba standard loge)-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.

Utilizati curba standard pentru determinarea concentratiei de IFN-y (Ul/ml)
pentru fiecare dintre probele de plasma testate, utilizand valoarea DO a
fiecarei probe.

Aceste calcule pot fi efectuate utilizadnd 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.

Rezultatul raportat trebuie preluat de la cea mai redusa dilutie care genereaza
un rezultat incadrat in intervalul QFM ELISA (luand in considerare factorul de
dilutie) daca plasma nediluata este deasupra intervalului.
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Controlul calitatii testului

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

Pentru ca testul ELISA sa fie valid:
B Valoarea medie a DO pentru Standardul 1 trebuie sa fie = 0,600.

B CV% pentru valorile DO duplicate pentru Standardul 1 si Standardul 2
trebuie sa fie < 15%.

B 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.

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

Software-ul pentru analiza QuantiFERON Monitor calculeaza si raporteaza
acesti parametri de control al calitatii.

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

Valoarea medie a DO pentru Standardul zero (Diluantul verde) trebuie sa fie
< 0,150. Daca valoarea medie a DO este > 0,150, trebuie analizata procedura
de spalare a placilor.

Interpretarea rezultatelor

Rezultatele QFM se interpreteaza in functie de raspunsul IFN-y la stimulentii
raspunsului imun innascut si adaptativ. QFM este un test care reprezinta o
masuratoare atat cantitativa cat si calitativa a functiei imune. E posibil ca
rezultatele QFM sa nu cuantifice in mod direct nivelul de supresie imuna.

Important: La stabilirea starii imune a unui subiect, nivelul masurat de IFN-y
trebuie utilizat in asociere cu prezentarea clinica, anamneza si alte evaluari
diagnostice (Tabelul 2). Pragul testului QFM poate varia in functie de nivelul
de imunosupresie al subiectului si de conditjiile individuale de transplant.
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Tabelul 2. Interpretarea rezultatelor

Rezultat QFM IFN-y Clasificare Interpretare
(Ul/ml)
<15 Scazut Subiectul are un raspuns IFN-y

scazut la stimulentii raspunsului
imun Tnnascut si adaptativ

15-1.000 Moderat Subiectul are un raspuns IFN-y
moderat la stimulentii raspunsului
imun Tnnascut si adaptativ

>1.000 Ridicat Subiectul are un raspuns IFN-y
ridicat la stimulentii raspunsului
imun Tnnascut si adaptativ

Daca nivelul masurat al IFN-y al unei probe de plasma nediluate este mai mic
de 0,1 Ul/mi:

B Asigurati-va ca peletul QFM LyoSphere a fost adaugat in proba de sénge
si ca tubul a fost incubat in conformitate cu instructiunile din acest
prospect.

B Asigurati-va ca rezultatul IFN-y corespunde cu starea clinica actuala a
subiectului.

Daca sunt suspectate probleme tehnice legate de recoltarea sau manipularea
probelor de sange, repetati intregul test QFM cu o proba de sange noua.
Repetati testarea ELISA a probelor de plasma stimulate daca se suspecteaza
ca testul initial a deviat de la procedura descrisa in acest prospect (vezi
Controlul Calitatii a sectiunii de Testare pentru detalii).

Medicul poate opta pentru repetarea testarii daca rezultatele nu sunt
consecvente cu starea clinica actuala a subiectului.

Limitari
Rezultatele testului QFM trebuie interpretate impreuna cu istoricul clinic,

starea actuala de sanatate si alte evaluari de diagnosticare ale fiecarui individ.
Laboratoarele pot opta sa-si impuna propriile intervale pentru test.

De asemenea, au posibilitatea de a efectua in paralel cu testarea probelor de
pacient, un control cu o proba externa recoltata de la un subiect sanatos.

Rezultatele nefiabile sau inexacte se pot datora:

B Ultilizarii unui anticoagulant sanguin incorect — utilizati doar litiu-heparina
deoarece alte anticoagulante interfereaza cu testul.

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

B Scurgerii unui interval de timp de peste 8 ore de la recoltarea probei
de sange pana la incubarea la 37 °C.

M Umplerii tuburilor de recoltare a sangelui QFM cu o cantitate in afara
intervalului cuprins intre 0,9 si 1,1 ml.

Caracteristici de performanta

Studii clinice

Au fost efectuate doua studii clinice pentru a evalua raspunsurile persoanelor
aparent sanatoase (n = 114) comparativ cu pacientii cu transplant (n = 30).
Dintre pacientii cu transplant, 18 au fost inclusi in cohorta de post-transplant
recent (Post-Tx recent, maxim 3 luni dupa transplant) si 12 au fost inclusi in
cohorta de post-transplant vechi sau stabil (Post-Tx vechi, > 12 luni dupa
transplant).

B S-aurecoltat probe in pana la 5 momente de timp diferite de la fiecare
persoana din cohorta Post-Tx recent (3 luni dupa transplant, n = 64 de
probe).

B S-au recoltat probe o singura data de la fiecare persoana din cohorta
Post-Tx vechi (cohorta post-transplant vechi, n = 12 probe)

B S-au recoltat probe o singura data de la fiecare subiect din cohorta cu
persoanele aparent sanatoase (n = 114)

Raspunsurile la QFM au variat intre scazut si moderat atat la probele din
cohorta Post-Tx recent, cat si la probele din cohorta Post-Tx vechi. Cohorta
Post-Tx recent a inregistrat un procentaj mai mare (93,8%) de raspunsuri in
intervalul scazut, respectiv un procentaj mai mic de raspunsuri (6,3%) in
intervalul moderat, comparativ cu raspunsurile din cohorta Post-Tx vechi,

cu 25% dintre raspunsuri in intervalul scazut si 66,7% in intervalul moderat
(Tabelul 3). Niciunul dintre raspunsurile cohortei Post-Tx recent nu s-a
incadrat in intervalul ridicat, in vreme ce un (1) singur raspuns (8,3%) din
probele cohortei Post-Tx vechi s-a incadrat in intervalul de raspuns ridicat.
Raspunsurile QFM in cadrul cohortei cu persoanele aparent sanatoase s-au
incadrat in principal in intervalul de raspuns moderat (83,3%) si ridicat (15,8%)
(Tabelul 3).
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Tabelul 3. Intervalul de raspuns la QFM la subiecti aparent sanatosi
vs. pacienti cu transplant

IFN-y Categorie = Post-Tx Post-Tx Persoane Rezultate
(Ul/ml) rezultate  recent %* vechi %*  aparent totale
Ii 95% li95%  sandtoase
n n . o
I195%
n
<15 Scazut 93,8% 25,0% 0,9% 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4.,8
n =60 n=3 n=1
15-1.000 Moderat 6,3% 66,7% 83,3% 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n=95
>1.000 Ridicat 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,6-354 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Total probe 64 12 114 190

* Procentele indica proportia de probe din cadrul fiecarei cohorte de donatori care se
incadreaza in intervalul de raspunsuri respectiv.
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Valori prognozate

Distributia de raspunsuri IFN-y la QFM in cazul pacientilor cu transplanturi
recente (pana la 3 luni post-transplant) a fost determinata pe baza a 64 de
probe recoltate de la 18 pacienti cu transplant utilizand QFM ELISA (Figura 3).

Numarul de probe
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Figura 3. Distributia raspunsurilor QFM IFN-y la pacientii cu transplanturi recente
(n = 64; mediana = 1,5 Ul/ml).

Distributia de raspunsuri IFN-y la QFM in cazul pacientilor cu transplanturi
vechi (> 12 luni post-transplant) a fost determinata pe baza a 12 probe
recoltate utilizand QFM ELISA (Figura 4).
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Figura 4. Distributia raspunsurilor QFM IFN-y la pacientii cu transplanturi vechi (n = 12;
mediana = 98,8 Ul/ml).

Distributia de raspunsuri IFN-y la QuantiFERON Monitor in cazul persoanelor
aparent sanatoase a fost determinata pe baza a 114 probe recoltate utilizand
QFM ELISA (Figura 5).
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Figura 5. Distributia raspunsurilor QFM IFN-y la persoane aparent sanatoase (n = 114;
mediana = 400,5 Ul/ml).
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Raspunsuri QFM la pacientii cu transplanturi de organe solide

QFM a fost evaluat intr-un studiu observational, transversal la pacienti cu
transplanturi de organe solide (4). Studiul a inclus: 212 subiecti sanatosi cu
un subgrup de 30 de controale corelate ca varsta si sex, 30 de pacienti pre-
transplant, 18 pacienti post-transplant recent (66 de probe; durata mediana
post-transplant = 21 de zile) si 11 pacienti post-transplant vechi (durata
mediana post-transplant = 2290 de zile). Productia medie de IFN-y a fost de
555,2 Ul/ml la controalele sanatoase si de 614,6 Ul/ml la controalele corelate
ca varsta si sex. Productia medie de IFN-y a fost semnificativ mai scazuta atat
la pacientii pre-transplant (IFN-y=89,3 Ul/ml), cat si la pacientii post-transplant
recent (IFN-y=3,76 Ul/ml) comparativ cu controalele corelate ca varsta si sex
(p < 0,001). S-a observat si demonstrat ca restaurarea functiei imune la
pacientii post-transplant vechi (IFN-y mediu = 256,1 Ul/ml) a fost semnificativ
mai buna decat la pacientii post-transplant recent (p < 0,05). Acest studiu
indica faptul ca QFM poate fi utilizat pentru a evalua raspunsul imun mediat
celular la persoanele cu imunosupresie care au suferit transplanturi de organe
solide.
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Caracteristicile de performanta ale testului

Testul QFM ELISA s-a dovedit liniar in conditiile pozitionarii aleatorii a 5 dupli-
cate 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 6).

Limita de detectie a testului QFM ELISA este de 0,065 Ul/ml si nu exista
dovezi de rezultate fals negative la doza ridicata (prozona) pentru concentratji
de IFN-y de panala 10.000 Ul/ml.

11= $
10+

Nivel determinat al IFN-y (Ul/ml)

L] 1 ] b LJ L) J ) 1 L) L
01 2 3 4567 8 9101
Nivel preconizat al IFN-y (Ul/ml)

Figura 6. Profilul liniaritatii testului ELISA QFM determinat in urma testarii
a 5 duplicate pentru 11 probe de plasma cu concentratii de IFN-y cunoscute.

Reproductibilitatea testului QFM (Etapa 1) a fost determinata utilizand probe
de sange de la 20 de subiecti sanatosi. S-au evaluat trei operatori diferiti, trei
loturi QFM LyoSphere si trei seturi de echipamente. Coeficientul mediu de
variatie al nivelurilor de raspuns IFN-y determinat cu ajutorul QFM ELISA la
toate cele trei loturi de QFM LyoSphere si pentru toate cele trei conditji testate
a fost de 22,22% (11 95%: 17,20-27,25).

Repetabilitatea testului QFM (Etapa 1) a fost evaluata prin masurarea
variabilitatii a 5—6 stimulari repetate de sange cu LyoSphere de la acelasi
donor in cazul a 14 subiecti diferiti. Coeficientul mediu de variatie pentru cei
14 subiecti testati a fost de 14,7% (I 95%: 10,2-19,2). %CV pentru subiectii
individuali a fost sub 30%.

Reproductibilitatea QFM ELISA (Etapa 2) a fost estimata in urma efectuarii
unui test pe 20 de probe de plasma cu concentratii de IFN-y diferite in cate 3
duplicate, in 3 laboratoare diferite, in 3 zile neconsecutive si de catre

3 operatori diferiti. Asadar, fiecare proba a fost testata de 27 de ori, in cadrul
a 9 executii de teste independente. Una dintre probe a fost un control Nil, iar
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concentratia de IFN-y calculata pentru aceasta a fost de 0,08 Ul/ml (1T 95%:
0,07-0,09). PenAtru cele 19 probe de plasma rérpase, intervalul de concentratii
a fost de 0,33 (Il 95%: 0,31-0,34) si 7,7 Ul/ml (Il 95%: 7,48-7,92).

Imprecizia intra-test si inter-teste a fost estimata prin calcularea mediei CV%
pentru fiecare proba de plasma testata care continea IFN-y din cadrul fiecarei
analize a placii (n = 9), iar imprecizia era cuprinsa in intervalul 4,1-9,1 CV%.
Media CV% (+ 95% I1) din cadrul testului a fost de 6,6 + 0,6%. Media plasmei
cu zero IFN-y a fost de 14,1 CV%.

Imprecizia totala sau inter-teste a fost determinata prin compararea celor

27 de concentratii calculate de IFN-y pentru fiecare proba de plasma.
Imprecizia inter-teste a fost cuprinsa in intervalul 6,6-12,3 CV%. Media totala
a CV% (+ 95% Ii) a fost de 8,7 + 0,7%. Plasma cu zero IFN-y a avut un CV%
de 26,1. Acest nivel de variatie este preconizat deoarece concentratia de IFN-y
calculata este mica, iar variatia in jurul unei valori mici estimate pentru
concentratie va fi mai mare decéat in cazul concentratiilor mai mari.

Informatii tehnice

Probe de plasma coagulate

in cazul in care apar cheaguri de fibrin in urma stocarii pe termen lung
a probelor de plasma, centrifugati probele pentru a sedimenta substanta
coagulata si a facilita pipetarea plasmei.
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Ghid de remediere a problemelor

Acest ghid de remediere a problemelor poate fi util in rezolvarea oricaror
probleme care pot aparea. Pentru informatii suplimentare, consultati si
Informatiile tehnice furnizate la adresa: www.QuantiFERON.com. Pentru
informatii de contact, consultati coperta spate.

Remedierea problemelor survenite la trusa ELISA

Colorare nespecifica

Cauza posibila Solutie
a) Spalare insuficienta Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 ul de
a placii solutie tampon de spalare pentru fiecare godeu.

Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spalare,
in functie de spalatorul utilizat. Este necesara
o perioada de inmuiere de cel putin 5 secunde

intre cicluri.

b) Contaminare incru- Aveli grija cand pipetati sau amestecati proba
cigata a godeurilor pentru a minimaliza riscul.
ELISA

c) Trusa/componentele Asigurati-va ca utilizati trusa inaintea datei de
a(u) expirat expirare. Asigurati-va ca standardul si conju-

gatul concentrat 100x reconstituite sunt utilizate
in cel mult 3 luni de la data reconstituirii.

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

e) Amestecarea plasmei  Dupa centrifugare, evitati sub orice forma
in tuburile QFM pipetarea prin aspirarea si eliberarea inapoi i
inaintea recoltarii repetata sau amestecarea plasmei inainte de

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

Valori scazute ale densitatii optice a standardelor

Cauza posibila Solutie
a) Eroare la diluarea Asigurati-va ca dilutiile standardului din trusa
standardului sunt preparate corect, conform acestui prospect.
b) Eroare la pipetare Asigurati-va ca pipetele sunt calibrate si utilizate
conform instructiunilor producatorului.
c) Temperatura de Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la
incubare prea mica temperatura camerei (intre 17 si 27 °C).
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Remedierea problemelor survenite la trusa ELISA

d) Timp de incubare prea Incubati placa cu conjugatul, standardele si
scurt probele timp de 120 £ 5 minute. Incubatj
solutia de substrat enzimatic pe placa timp de
30 de minute.

e) Filtru necorespunzator Placa trebuie citita la 450 nm, cu un filtru de
utilizat pentru cititorul referinta intre 620 si 650 nm.
de placi

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

g) Trusa/componentele Asigurati-va ca utilizati trusa Tnaintea datei de
a(u) expirat expirare. Asigurati-va ca standardul si
conjugatul concentrat 100x reconstituite sunt
utilizate in cel mult 3 luni de la data reconstituirii.

Fond ridicat
Cauza posibila Solutie
a) Spalare insuficienta Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 ul de
a placii solutie tampon de spalare pentru fiecare godeu.
Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spalare,
in functie de spalatorul utilizat. Este necesara
o perioada de inmuiere de cel putin 5 secunde
intre cicluri.
b) Temperatura de Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la
incubare prea mare temperatura camerei (intre 17 si 27 °C).

c) Trusa/componentele Asigurati-va ca utilizati trusa naintea datei de
a(u) expirat expirare. Asigurati-va ca standardul si conju-
gatul 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
enzimatic este albastru. Asigurati-va ca utilizati rezervoare
contaminata curate pentru reactivi.
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Remedierea problemelor survenite la trusa ELISA

Curba standard neliniara si variabilitate intre duplicate

Cauza posibila Solutie
a) Spalare insuficienta Spalati placa de cel putin 6 ori cu 400 ul de
a placii solutie tampon de spalare pentru fiecare godeu.

Pot fi necesare mai mult de 6 cicluri de spalare,
in functie de spalatorul utilizat. Este necesara
o perioada de inmuiere de cel putin 5 secunde

intre cicluri.
b) Eroare la diluarea Asigurati-va ca dilutiile standardului sunt
standardului preparate corect, conform acestui prospect.
c) Amestecare Amestecati bine reactivii prin rasturnarea
insuficienta acestora sau cu miscari circulare inaintea
adaugairii lor pe placuta.
d) Tehnica de pipetare Adaugarea probei si a standardului trebuie
inconsecventa sau efectuata in mod continuu. Toti reactivii trebuie
intrerupere in timpul preparati inainte de a incepe testul.

configurarii testului

Informatiile despre produs si indrumarile tehnice va sunt puse la dispo-
zitie gratuit de catre QIAGEN, prin intermediul distribuitorului dvs., sau
al site-ului www.QuantiFERON.com.

Referinte

Gasiti o lista integrala cu referintele QFM pe site-ul Gnowee — biblioteca
QuantiFERON, la adresa www.gnowee.net.

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

2. Fernandez-Ruiz, M., Kumar, D., and Humar, A. (2014) Clinical immune-monitoring
strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Transl. Immunol.
3, el12.

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

4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in
a transplant population. Transpl. J. 97, €50.

34 Prospect QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Simboluri

Wz X 96 Suficiente pentru 2 x 96 preparari de probe

H Producator legal

c Simbol marcat CE-IVD
IVD A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro
Cod lot

Termen de valabilitate

2
A

Limitari de temperatura

Consultati instructiunile de utilizare

A nu se refolosi

Numar catalog
[1]
®

Al
()

v

~
YT — ~ . .
:,.I\ A se pastra ferit de razele soarelui
| EC | REP | Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Date de contact

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

|
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Procedura de testare pe scurt

Etapa 1 — incubarea sangelui

1. Recoltati sdngele pacientului fie intr-un tub de
recoltare a sangelui QFM, fie intr-un tub de recoltare
a sangelui cu litiu-heparina. Etichetati tuburile cu 'e;;;
detaliile pacientului si ora recoltarii sdngelui, apoi \ =22
transportati-le la laborator la temperatura camerei in
decurs de 8 ore de la recoltare.

a. Daca sangele a fost recoltat intr-un tub de
recoltare a sangelui cu litiu-heparina, turnati
1 ml de sange intr-un tub de recoltare a
sangelui QFM si etichetati tubul cu detaliile
pacientului si ora recoltarii sangelui

2. Adaugati cate 1 pelet QFM LyoSphere in fiecare tub
de recoltare a sangelui QFM ce contine 1 ml de
sange, dizolvati LyoSphere, apoi incubati tuburile cat
mai curand posibil (in decurs de 8 ore de la recoltarea
sangelui) in pozitie verticala timp de 16—24 de ore la
37 °C.

3. Dupa incubare, centrifugati tuburile timp de 15 minute PPN
la 2.000 pana la 3.000 x g (RCF) pentru a separa A
plasma si hematiile.

4. Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea
prin aspirarea si eliberarea inapoi si repetata sau
amestecarea plasmei inainte de recoltare. Aveti in
permanenta grija sa nu afectati materialul de pe
suprafata gelului.
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Etapa 2 — testul ELISA pentru IFN-y

1. Aduceti componentele trusei ELISA, cu exceptia
conjugatului concentrat 100x, la temperatura camerei
timp de cel putin 60 de minute.
2. Reconstituiti standardul din trusa la o concentratie de
8,0 Ul/ml cu apa distilata sau deionizata. Preparati /
4 dilutii ale standardului. S
(]

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

4. Preparati conjugatul in concentratie de lucru in f/(' /’ /’5 /
Diluant verde si adugati 50 ul in toate godeurile. MMM

5. Adaugati 50 ul de probe de plasma test (nediluate, o
in dilutie de 1:10, respectiv 1:100 in functie de V4 // ?
necesitati) si 50 ul de standarde in godeurile
corespunzatoare. Amestecati folosind agitatorul.

LU
6. Incubati timp de 120 + 5 de minute la temperatura
camerei.

7. Spalati godeurile de cel putin 6 ori cu 400 ul de solutie
tampon de spalare pentru fiecare godeu.

8. Adaugati 100 pl de solutie de substrat enzimatic n ///” Y 4
godeuri. Amestecati folosind agitatorul. u . u U
9. Incubati timp de 30 de minute la temperatura camerei.
10. Adaugati 50 pl de solutie de inhibitor enzimatic in Yy vy
toate godeurile. Amestecati folosind agitatorul. L’I L’] U u

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

12. Analizati rezultatele.
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Notite
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Modificari semnificative

Modificarile semnificative din aceasta editie a prospectului QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA sunt rezumate
n tabelul de mai jos:

Sectiune Pagina Modificare/Modificari

Precautii 11 Informatii noi GHS

Precautii 12 Instructiuni de siguranta adaugate cu privire la
flacoanele care au capace cu sigiliu.
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Marci comerciale: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (Grupul QIAGEN); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Acord de licenta limitata pentru trusa QuantiFERON Monitor

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 trusa. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau
incorporarii componentelor incluse in aceasta trusa cu orice componenta care nu este inclusa in aceasta trusa, daca nu este precizat astfel
n protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si in protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.giagen.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.

Tn afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio formé& c& aceasta trus si/sau utilizarea(utilizarile) acesteia
nu fncalca drepturile tertjlor.

Aceasta trusa si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

Cumparatorul si utilizatorul trusei accepta sa nu ia masuri si 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 limitata sau a oricaruia dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de trusa si/sau componentele
acesteia.

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

© 2014 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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