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UtilizagGo prevista

O ensaio QuantiFERON Monitor (QFM) é um teste de diagnéstico in vitro
destinado & deteccdo de funcdo imunitéria mediada por células através

da medicdo do interferdo-gama (IFN-y) em plasma mediante ensaio de
imunoabsorgcdo enzimética (ELISA) apés a incubagdo de sangue total
heparinizado com estimulantes de resposta imunitdria inata e adaptativa.
O ensaio é utilizado na deteccdo de resposta imunitéria mediada por células
na populacdo de transplante de érgdos sélidos imunossuprimida.

O QFM destina-se a utilizagdo conjunta com a avaliagdo de riscos e outras
avaliagdes clinicas e de diagndstico.

Resumo e explicacdo do teste

A imunodeficiéncia é caracterizada por uma capacidade reduzida para
proceder a uma resposta imunitdria eficaz. Esta resposta comprometida ou
ausente pode ser resultado de uma imunodeficiéncia primdria ou adquirida
(secundéria) (1).

As imunodeficiéncias primdrias sGo geneticamente hereditdrias e sdo
caracterizadas por deficiéncias de componentes distintos do sistema imunitério
inato ou adaptativo (1). Todavia, a maioria das imunodeficiéncias sdo
adquiridas (secunddrias) e podem ser induzidas por agentes patogénicos,
farmacos (como terapia imunossupressora apds transplante de érgdo), doenca
(tal como cancro, por ex., leucemia e linfoma) ou por contaminantes
ambientais (1).

A base molecular da imunodeficiéncia é variada; contudo, a imunidade
mediada por células desempenha um papel fundamental na indugdo de muitas
das manifestagdes clinicas observadas. Actualmente, o diagnéstico e gestao
de sindromes de imunodeficiéncia depende do agente responsével (2, 3).

Por exemplo, uma gestdo ad hoc é o padrdo na monitorizagdo do estado de
imunodeficiéncia celular dos individuos submetidos a transplante de érgdos
sélidos (SOT) que estejam a tomar fdrmacos para suprimir o seu sistema
imunitdrio. O estado da resposta imunitdria do individuo é normalmente
medido pela monitorizacdo dos niveis farmacoldgicos e da avaliagéo
clinica/patolégica da funcdo de enxerto (2, 3).

Uma série de testes de fungdo de linfécitos T mede a imunidade mediada por
células a mitégenos como a fitohemaglutinina (PHA), mitégeno de fitolaca e
concanavalina A (ConA); contudo, estes testes apenas medem a capacidade
funcional dos linfécitos T, que sGo um subconjunto das células envolvidas na
imunidade mediada por células. Vem tornando-se cada vez mais evidente que
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os mecanismos imunitdrios inatos contribuem muito para a defesa do
hospedeiro, seja através de actuacdo solitéria ou aumentando as respostas
especificas dos linfécitos T. Por conseguinte, a conjugacdo de respostas
funcionais de células de imunidade inata (células exterminadoras naturais [NK])
e adaptativa (linfécitos T) forma uma anélise abrangente da imunidade
mediada por células (2, 3).

O QFM é um teste de diagnéstico in vitro que utiliza uma combinacéo

de estimulantes (sob a forma de uma esfera LyoSphere™) que estimulam
especificamente tipos diferentes de células envolvidas no sistema imunitdrio
inato e adaptativo. O estado imunitdrio funcional de um individuo é avaliado
através da medicdo da resposta & estimulacdo do sistema imunitério inato e
adaptativo com agonistas de receptores de tipo Toll (TLR) e de receptores de
linfécitos T (TCR), respectivamente. A deteccdo do interferdo-gama (IFN-y) pelo
ELISA fornece uma medicdo qualitativa e quantitativa da funcdo imunitdria
mediada por células.

Principios do ensaio

O ensaio QFM utiliza estimulantes liofilizados (QFM LyoSpheres™), que sdo
adicionadas a sangue total heparinizado. A incubacdo do sangue ocorre
durante 16 a 24 horas, apés as quais o plasma é colhido e testado para
presenca de IFN-y produzido em resposta aos estimulantes.

O teste QFM é desempenhado por etapas. Em primeiro lugar, o sangue total
é colhido para o tubo de colheita sanguinea QFM. Em seguida, é adicionada
uma QFM LyoSphere ao tubo, que é depois incubado a 37 °C assim que
possivel e em menos de 8 horas apds a colheita. Apds um periodo de
incubacdo entre 16 e 24 horas, os tubos sdo centrifugados, o plasma é
removido e a quantidade de IFN+ (reportada em Unidades internacionais
por mililitro, Ul/ml) é medida pelo ELISA e comparada a uma gama de
valores previstos para caracterizar a resposta imunitéria do individuo.

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

A quantidade de IFN-y em amostras de plasma pode estar frequentemente

acima dos limites superiores da maioria dos leitores ELISA, mesmo quando
os individuos estdo moderadamente imunossuprimidos. Recomenda-se que

as amostras de plasma sejam diluidas 1:10 e/ou 1:100 em Diluente Verde
e testadas no ELISA, em conjunto com plasma ndo diluido.

Nota: o limiar do ensaio QFM pode variar em funcéo do nivel de
imunossupressdo do individuo e do cendrio de transplantagdo individual.
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Consulte “Interpretacdo de resultados” na pdgina 25 da presente bula para
obter um esboco de como os resultados QFM s@o interpretados.

Tempo necessdrio para execugdo do ensaio

O tempo necessdrio para executar o ensaio QFM é estimado abaixo. E ainda
indicada a duracdo de teste de vdrias amostras em lote.

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

ELISA: Aproximadamente 3 horas para uma placa ELISA
(até 88 amostras)

< 1 hora de trabalho

Adicione 10 a 15 minutos para cada placa extra

Componentes e armazenamento

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Ref.c 0650-0701
Nomero de preparacdes 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 frascos
Bula do QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

Tubos de colheita sanguinea QuantiFERON Monitor

Ref . 0650-0101
Nomero de preparagdes 100
Tubos de colheita sanguinea QuantiFERON Monitor 100 tubos

(tampa branca, anel branco)

Bula dos tubos de colheita sanguinea QuantiFERON Monitor 1
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Componentes do Kit ELISA de 2 placas QuantiFERON Monitor

Kit ELISA de

2 placas
Ref . 0650-0201
Tiras de microplaca, 12 x 8 pogos 2 conjuntos
(revestidos com anticorpo monoclonal de murino anti- Tiras de

humano IFN-)

IFN-y Standard, lyophilized
(Padrao IFN-y liofilizado; contém IFN-y humano
recombinante, caseina bovina, Timerosal com

0,01% peso/volume)

Green Diluent
(Diluente Verde; contém caseina bovina, soro normal
de rato, Timerosal com 0,01% peso/volume)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized
(Concentrado 100x de Conjugado liofilizado;

HRP de IFN-y murino anti-humano, contém Timerosal
com 0,01% peso/volume)

Woash Buffer 20x Concentrate
(Concentrado 20x de tampdo de lavagem; pH 7,2,
contém fracgdo volimica de 0,05% de ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution

(Solucdo de substrato de enzimas; contém H,O»,
Tetrametilbenzidina 3,3’, 5,5')

Enzyme Stopping Solution
(Solugéo de paragem de enzimas; contém 0,5 M

de H2SO4)*
Bula do QuantiFERON Monitor ELISA

microplaca de
12 x 8 pogos

1 x frasco

(8 Ul/ml

quando
reconstituido)

1 x 30 ml
frasco

1 x0,3 ml
quando
reconstituido

1 x 100 ml

1 x 30 ml

1 x15ml

Contém d&cido sulfirico. Consulte a pégina 11 para precaugdes.
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Materiais necessdrios mas ndo fornecidos
Incubadora a 37 °C*; CO; ndo necessdrio
Pipetas de volume varidvel calibradas*

Pipetas calibradas multicanalt com capacidade para fornecer entre
50 pl e 100 pl com pontas descartéveis
Agitador de microplacast

Agua desionizada ou destilada, 2 litros
Lavadora de microplacas (recomendada lavadora automdtica)

Leitor de microplacast equipado com filtro de 450 nm e filtro de

referéncia de 620 a 650 nm
Proveta

Toalhas absorventes que ndo deixem residuos

Armazenamento e manuseamento

Tubos de colheita sanguinea

Armazene os tubos de colheita sanguinea QFM entre 4 e 25 °C. Os tubos
de colheita sanguinea QFM devem estar entre 17 e 25 °C aquando do
enchimento e mistura.

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

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

Mantenha a solugcdo de substrato de enzimas sempre protegida de luz solar
directa.

* Certifique-se de que os equipamentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.
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Reagentes do ELISA reconstituidos e ndo utilizados

Para instrugdes sobre como reconstituir os reagentes do ELISA, consulte
“Etapa 2 — ELISA IFN+y”, pdgina 18.

O padrao reconstituido do kit pode ser guardado durante 3 meses,
se a temperatura for de 2 a 8 °C.

Anote a data na qual o padréo do kit foi reconstituido.

Uma vez reconstituido, o Concentrado 100x de Conjugado néo
utilizado tem de ser novamente armazenado entre 2 e 8 °C e tem
de ser utilizado no prazo de 3 meses.

Anote a data na qual o conjugado foi reconstituido.

O conjugado funcional tem de ser utilizado num prazo de 6 horas apés
a preparacdo (consulte Tabela 1).

O tampdo de lavagem funcional pode ser armazenado a temperatura
ambiente (22 + 5 °C) durante 2 semanas.
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Adverténcias e precaucdes

Para utilizagdo em diagnéstico /n vitro

Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre uma bata de
laboratério adequada, luvas descartdveis e éculos de protecgdo. Para mais
informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca (SDS) apropriadas.
Estas estdo disponiveis online no formato compacto e prdtico PDF em

www.qgiagen.com/safety, onde pode procurar, visualizar e imprimir as
SDS de cada kit QIAGEN e componente do kit.

Adverténcias

O QFM é um ensaio que fornece uma medicdo qualitativa e
quantitativa da funcdo imunitdria. Os resultados do QFM podem
ndo quantificar directamente o nivel de supressdo imunitéria.

Os resultados do ensaio QFM devem ser utilizados em conjunto com
apresentacdo clinica, historial clinico e outros indicadores clinicos ao
estabelecer o estado imunolégico de um paciente.

o limiar do ensaio QFM pode variar em funcdo do nivel de
imunossupressdo do individuo e do cenério de transplantacdo
individual.
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Precaucdes

Apenas para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

A

ATENCAO: manuseie o sangue e o plasma humanos como sendo
potencialmente infecciosos. Respeite as directrizes relevantes relativas
ao manuseamento de sangue e de seus produtos. Elimine as amostras
e os materiais que entrem em contacto com sangue ou seus produtos
em conformidade com a legislagdo local.

As seguintes adverténcias de precaucdo e de perigo aplicam-se aos

componentes do ELISA QuantiFERON Monitor.

Adverténcias de perigo

L
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QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
(Solugdio de paragem de enzimas QuantiFERON)

Contém: écido sulfirico. Atencao! Pode ser corrosivo para os metais.
Provoca irritagdo cuténea. Provoca irritagdo ocular grave. Usar luvas de
proteccdo/ vestudrio de proteccdo/ protec¢do ocular/ proteccdo facial.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(Solucdio de substrato de enzimas QuantiFERON)

Atencdo! Causa uma irritacdo suave da pele. Usar luvas de proteccdo/
vestudrio de proteccdo/ proteccdo ocular/ proteccao facial.

QuantiFERON Green Diluent (Diluente verde QuantiFERON)

Contém: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Contém: tartrazine. Aten¢do! Pode provocar uma
reaccdo alérgica cuténea. Usar luvas de proteccdo/ vestudrio de
proteccdo/ proteccdo ocular/ proteccdo facial.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(Concentrado 20x de tampdio de lavagem QuantiFERON)

Contém: mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-2H
-isothiazol-3-one (3:1). Nocivo para os organismos aqudticos com efeitos
duradouros. Evitar a libertacdo para o ambiente.
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Informacdes adicionais
Fichas de dados de seguranca: www.giagen.com/safety

Divergéncias em relacdo & bula do ELISA QuantiFERON Monitor (QFM)
podem produzir resultados errados. Leia as instrucdes cuidadosamente
antes da utilizacdo.

Importante: Inspecione os frascos antes da utilizagdo. Néo utilize frascos
de Conjugado, IFN-y Standard ou QFM LyoSphere que apresentem sinais
de danos ou se o vedante de borracha néo estiver em perfeitas
condi¢cdes. Nao manuseie frascos partidos. Tome as precaucdes
adequadas para eliminar os frascos em seguranca. Recomendagao:
utilize o dispositivo préprio para abrir os frascos de Conjugado, IFN-y
Standard ou QFM LyoSphere de modo a minimizar o risco de lesdes
provocadas pelo selo metélico.

Nao utilize o kit ELISA se qualquer um dos frascos de reagente
apresentar sinais de dano ou fuga antes da utilizagao.

N&o misture nem utilize as tiras de microplaca, o IFN-y padréo,

o Diluente Verde, ou o Concentrado 100x de Conjugado de diferentes
lotes de kits QFM ELISA. Os outros reagentes (concentrado 20x de
tampdo de lavagem, solucdo de substrato de enzimas e solucdo de
paragem de enzimas) podem ser trocados entre kits contanto que os
reagentes estejam dentro do seu periodo de validade e que os detalhes
do lote sejam registados.

Elimine os reagentes e amostras biolégicas ndo utilizados em
conformidade com a legislacdo local e nacional e com a regulamentacdo
ambiental em vigor.

Ndéo utilize os tubos de colheita sanguinea QFM, as QFM LyoSpheres
ou o ELISA QFM apés a data de validade.

Certifique-se de que o equipamento laboratorial foi calibrado e
homologado para utilizagéo.
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Colheita e manuseamento de amostras

O ensaio QFM deve ser executado apenas com sangue total colhido num tubo
de colheita sanguinea com heparina de litio ou directamente num tubo de
colheita sanguinea QFM; é necessdrio 1 ml de sangue total por teste. Os tubos
de colheita sanguinea t&ém de ser devidamente rotulados e de incluir a hora da
colheita sanguinea.

Importante: tanto a estimulagdo das amostras de sangue QFM (ou seja,

a adi¢do de uma QFM LyoSphere a uma aliquota com 1 ml de sangue) como a
sua subsequente incubacdo a 37 °C t&m de ocorrer em menos de 8 horas apds
a colheita.

Antes da incubagdo, conserve as amostras de sangue & temperatura ambiente
(22 + 5 °C).

Para resultados optimizados, devem ser respeitados os seguintes procedimentos:

1. Rotule os tubos adequadamente.

Certifique-se de que cada tubo de colheita sanguinea QFM é devidamente
rotulado com as informagdes do individuo e a hora da colheita sanguinea.

2. Colha 1 ml de sangue por individuo através de pungéio venosa directamente
para dentro de um tubo de colheita sanguinea QFM. Este procedimento deve
ser desempenhado por um flebotomista qualificado.

Aviso importante: os tubos devem encontrar-se a uma temperatura entre
17 e 25 °C aquando do enchimento.

Os tubos de colheita sanguinea QFM podem ser utilizados até uma altitude
de 810 metros acima do nivel do mar.

Uma vez que os tubos de 1 ml colhem sangue relativamente devagar,
mantenha o tubo na agulha durante 2 a 3 segundos apés o tubo aparentar
estar cheio. Isto ird garantir que é colhido o volume correto.

A marca negra na parte lateral do tubo de colheita sanguinea QFM indica
um volume de 1 ml. Os tubos de colheita sanguinea QFM sdo fabricados
para colher 1 ml £ 10% e ter um desempenho éptimo dentro deste
intervalo. Se o nivel de sangue estiver fora do intervalo da linha
indicadora, deve ser obtida uma nova amostra sanguinea.

Se for utilizada uma agulha escalpe para colher sangue, utilize um tubo
de “purga” para garantir que a tubagem é enchida com sangue antes da
utilizagdo do tubo de colheita sanguinea QFM.

Se utilizar tubos de colheita sanguinea QFM a uma altitude superior
a 810 metros, ou se ocorrer um baixo volume sanguineo, colha sangue
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4.

5.
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com uma seringa e transfira imediatamente 1 ml de sangue para o tubo de
colheita sanguinea QFM. Por razdes de seguranca, recomenda-se executar
este procedimento removendo a agulha da seringa, assegurando os
procedimentos de seguranca adequados, removendo a tampa do tubo de
colheita sanguinea QFM e adicionando 1 ml de sangue (até ao centro da
marca preta na parte lateral do rétulo do tubo). Volte a colocar a tampa
em seguranca e misture conforme descrito em baixo.

Em caso de utilizagdo de um torniquete, afrouxe-o assim que a agulha é
introduzida na veia, de modo a evitar variagdes de tensdo arterial, que
podem afectar o volume de sangue.

Em alternativa, o sangue pode ser colhido num tubo genérico para colheita
de sangue contendo heparina de litio como anticoagulante e, em seguida,
transferido para um tubo de colheita sanguinea QFM. Utilize apenas a
heparina de litio como anticoagulante sanguineo, uma vez que os outros
anticoagulantes interferem com o ensaio. Encha um tubo de colheita
sanguinea (volume minimo de 3 ml) e misture suavemente invertendo o tubo
vérias vezes para dissolver a heparina. O sangue deve ser mantido &
temperatura ambiente (22 + 5 °C) antes da transferéncia para os tubos de
colheita sanguinea QFM para estimulacdo com uma QFM LyoSphere.
Certifique-se de que o tubo é bem misturado invertendo-o suavemente
imediatamente antes da transferéncia. Transfira uma aliquota de 1,0 ml de
sangue para um tubo de colheita sanguinea QFM. A transferéncia deve ser
executada em condicbes assépticas, assegurando os procedimentos de
seguranca adequados, removendo a tampa do tubo de colheita sanguinea
QFM e adicionando 1 ml de sangue (até ao centro da marca preta na
parte lateral do rétulo do tubo). Volte a colocar as tampas dos tubos em
seguranca e misture conforme descrito em baixo.

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

Importante: uma agita¢do demasiado vigorosa poderd causar ruptura

do gel e levar a resultados anémalos.

Antes de utilizar, coloque as QFM LyoSpheres & temperatura ambiente
(22 + 5 °C).

Adicione assepticamente uma QFM LyoSphere a 1 ml de sangue.
Destape o tubo de colheita sanguinea.

Bata com o frasco de QFM LyoSphere levemente numa superficie dura
para certificar-se de que a QFM LyoSphere se encontra no fundo do frasco.
Destape o frasco de QFM LyoSphere removendo, em primeiro lugar, o selo
metdlico e, em segundo lugar, a rolha de borracha.
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Deixe a QFM LyoSphere cair cuidadosamente na amostra de 1 ml de
sangue alinhando o gargalo do frasco de vidro com a boca do tubo de
colheita sanguinea QFM e, em seguida, invertendo o frasco com cuidado
para transferir a QFM LyoSphere para o tubo de colheita sanguinea QFM
(consulte a Figura 1).

Importante: caso a QFM LyoSphere caia para fora do tubo de colheita
sanguinea QFM, elimine-a e abra outro frasco de QFM LyoSphere.

Importante: ndo deixe o frasco de QFM LyoSphere aberto durante longos
periodos de tempo. A QFM LyoSphere deve ser adicionada ao sangue
logo apés a abertura do frasco.

Caso as QFM LyoSpheres sejam adicionadas a sangue colhido em tubos
de colheita sanguinea QFM, certifique-se de que coloca as tampas dos

tubos nas amostras corretas.

A B g

(4
{4

Figura 1. Adigdo da QFM LyoSphere. E Tubo de colheita sanguinea QFM e frasco QFM

LyoSphere. @ Remova a tampa do tubo de colheita sanguinea QFM e remova o selo metdlico

e a rolha de borracha do frasco de QFM LyoSphere. @ Adicione a QFM LyoSphere ao
sangue imediatamente alinhando o gargalo do frasco de vidro com a boca do tubo de

colheita sanguinea. E Em seguida, invertendo o frasco com cuidado para transferir a

LyoSphere para o tubo. Tope novamente o tubo de colheita sanguinea QFM e agite entre

5 e 10 vezes.

6. Tape o tubo de colheita sanguinea QFM e agite-o entre 5 e 10 vezes, com

firmeza suficiente para se certificar que a QFM LyoSphere se dissolve
totalmente.

E possivel dissolver uma QFM LyoSphere que esteja colada & superficie

interna do tubo cobrindo-a com sangue ao inverter o tubo.

Certifique-se de que a tampa é colocada no tubo assim que a QFM
LyoSphere é adicionada, de modo a evitar a adi¢do acidental de uma
segunda LyoSphere ao mesmo tubo.
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Nota: uma vez que a QFM LyoSphere é branca, apés se ter dissolvido,
deixard de ser visivel no sangue.

Importante: uma agitagdo demasiado vigorosa poderd causar ruptura
do gel e levar a resultados anémalos.

7. Apés adicionar e dissolver a QFM LyoSphere, é necessdrio transferir os tubos
de colheita sanguinea QFM para uma incubadora a 37 + 1 °C assim que
possivel e em menos de 8 horas apés a colheita.
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Indicacdes de utilizacdo

Etapa 1 — incubagdo do sangue e colheita do plasma

Materiais fornecidos

B Tubos de colheita sanguinea QFM (consulte “Componentes

e armazenamento”, pdgina 6)

Materiais necessdrios (mas ndo fornecidos)

B Consulte “Materiais necessdrios mas ndo fornecidos”, pdgina 8

Procedimento

1.

2.

3.

Incube os tubos de colheita sanguinea QFM com aliquotas de 1 ml de sangue
com QFM LyoSphere VERTICALMENTE a 37 £ 1 °C durante 16 a 24 horas.

Nota: a incubadora ndo necessita de CO2 nem de humidificacdo.

Apés a incubagdo, os tubos de colheita sanguinea QFM poderdo ser
mantidos entre 4 e 27 °C durante até 3 dias antes da centrifugacdo.

Apés a incubagdo, a colheita de plasma ¢ facilitada pela centrifugagdo

dos tubos de colheita sanguinea QFM durante 15 minutos entre 2000

a 3000 x g (RCF). O tampdo de gel separard as células do plasma. Caso isso
ndo ocorra, dever-se-a centrifugar novamente os tubos.

E possivel colher o plasma sem centrifugacdo, contudo, s@o necessérios
cuidados adicionais para remover o plasma sem perturbar as células.

As amostras de plasma apenas devem ser colhidas utilizando uma pipeta.

Importante: apéds a centrifugacdo, evite pipetar ou misturar o plasma de
modo algum antes da colheita. Tomar cuidado, em todos os momentos,
para ndo perturbar o material na superficie do gel.

As amostras de sangue podem ser carregadas directamente dos tubos de
colheita sanguinea QFM centrifugados para dentro da placa QFM ELISA,

inclusive quando forem utilizadas as estacdes de trabalho automatizadas
ELISA.

As amostras de plasma podem ser armazenadas durante 28 dias a uma
temperatura entre 2 e 8 °C ou, se colhidas, inferior a -20 °C para periodos
mais prolongados. As aliquotas de amostras de plasma colhido devem ser
seladas antes de armazenadas.

Ao colher amostras de plasma, colha pelo menos 150 pl para permitir
a repeticdo do teste, se necessdrio.
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A quantidade de IFN-y em amostras de plasma pode estar frequentemente
acima dos limites superiores da maioria dos leitores ELISA, mesmo quando
os individuos estdo moderadamente imunossuprimidos. Recomenda-se que
as amostras de plasma sejam diluidas 1:10 e/ou 1:100 em Diluente Verde

e testadas no ELISA, em conjunto com plasma nao diluido (consulte
“Etapa 2 — ELISA IFN-").

Etapa 2 — ELISA IFN-y

Materiais fornecidos
B Kit ELISA de 2 placas QuantiFERON Monitor (consulte “Componentes

e armazenamento”, pdgina 6)

Materiais necessdrios (mas ndo fornecidos)

B Consulte “Materiais necessdrios mas ndo fornecidos”, pdgina 8

Preparagdo

O IFN-y no plasma pode estar frequentemente acima dos limites superiores da
maioria dos leitores ELISA, mesmo quando os individuos estdo moderadamente
imunossuprimidos. Recomendacdo: dilua as amostras de plasma 1:10 e/ou
1:100 em Diluente Verde e teste no ELISA, em conjunto com plasma ndo

diluido.

Em situacdes em que o paciente possa estar altamente imunossuprimido,
a preparacdo e a execucdo de testes apenas em plasma néo diluido pode
ser suficiente para obter um resultado quantitativo.

Nota: os resultados de amostras que estejam dentro do intervalo do ELISA QFM
(até 10 Ul/ml) devem ser utilizadas na interpretacdo de resultados. A diluicgo
mais baixa que gere um resultado dentro do intervalo do ELISA QFM deve ser
utilizada como o resultado reportado (considerando o factor de dilui¢ao) caso
o plasma ndo diluido esteja acima do intervalo do ELISA QFM.

Procedimento

1. Todas as amostras de plasma e reagentes, excepto o Concentrado 100x de
Conjugado, t&m de ser colocados & temperatura ambiente (22 + 5 °C) antes
de utilizados. Aguarde, no minimo, 60 minutos para alcangar o equilibrio
térmico.
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2. Remova da estrutura de microplacas as tiras que ndio sejam necessdrias, sele
a bolsa de folha de aluminio e volte a colocar no frigorifico para armazenar
até ser necessdria.

Deixe pelo menos 1 tira para os padrées QFM e tiras suficientes para
o numero de individuos a ser testados. Apds a utilizacdo, conserve a
estrutura e a tampa para utilizar com as tiras restantes.

3. Reconstitua o padrdo IFN-y liofilizado com o volume de dgua desionizada ou
destilada indicado no rétulo do frasco padrdo. Misture suavemente
para minimizar a espuma e para garantir a solubilizagdio completa.
A reconstituigéio do padrdo com o volume declarado produzird uma
solucdo com uma concentracdo de 8,0 Ul/ml.

Importante: o volume de reconstituicdo do padrdo de IFN-y é diferente de
lote para lote. Consulte o rétulo do frasco padrao para se certificar de que
utiliza o volume correto de dgua desionizada ou destilada.

Utilize o padréo reconstituido do kit para produzir uma diluicdo 1 em 2
seguida de uma série de diluicdo 1 em 4 de IFN-y em Diluente Verde (GD)
(consulte a Figura 2). P1 (Padrdo 1) contém 4,0 Ul/ml, P2 (Padréo 2)
contém 1,0 Ul/ml, P3 (Padrdo 3) contém 0,25 Ul/ml, e P4 (Padrdo 4)
contém O Ul/ml (apenas GD). Os padrées devem ser testados

em duplicado. Prepare novas diluicdes do padrdo do kit para cada
sess@o do ELISA.
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Procedimento recomendado para padrdes em duplicado
a. Rotule os 4 tubos “P1”, “P2", “P3", “P4",

b. Adicionar 150 pl de GD a P1, P2, P3 e P4.

c. Adicionar 150 pl do padréo do kit a P1 e misturar bem.
d. Transferir 50 pl de P1 para P2 e misturar bem.
e. Transferir 50 pl de P2 para P3 e misturar bem.

f. Apenas Diluente Verde (GD) serve como padrdao zero (P4).

<IN
fom—rA) R
150 yl 50 pl 50 pl
— —- —-
Padréo Padréo 1 Padrdo 2 Padrdo 3 Padréo 4
reconstituido 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml o uUl/ml
do kit (Diluente Verde)

Figura 2. Preparagdo de curva padrdo.

4. Reconstitua o Concentrado 100x de Conjugado liofilizado com 0,3 ml
de dgua desionizada ou destilada. Misture suavemente para minimizar
a espuma e para garantir a solubilizagdo completa do conjugado.
O conjugado funcional é preparado diluindo a quantidade necessdria
de Concentrado 100x de Conjugado reconstituido em Diluente Verde
(Tabela 1. Preparacdo de conjugado). Volte a colocar qualquer
Concentrado 100x de Conjugado ndo utilizado entre 2 e 8 °C
imediatamente apés a utilizagdo. Utilize apenas Diluente Verde.
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Tabela 1. Preparagdo de conjugado

Nomero de tiras Volume de Concentrado Volume de
de conjugado 100x Diluente Verde
2 10 1,0 ml
3 15 1,5 ml
4 20 l 2,0 ml
5 25l 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 4,0 ml
9 45 4,5 ml
10 50 yl 5,0 ml
11 55l 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Relativamente as amostras de plasma colhidas dos tubos de colheita
sanguinea e subsequentemente congeladas ou armazenadas, misture
bem antes de adicionar ao pogo ELISA.

Importante: se adicionar as amostras de plasma directamente a partir dos

tubos QFM centrifugados, deve evitar misturar, de modo algum, o plasma.
Tomar cuidado, em todos os momentos, para ndo perturbar o material na

superficie do gel.

6. Recomendagdio: dilua as amostras de plasma 1:10.

Adicione 90 pl de Diluente Verde (GD) a um tubo rotulado com
as informagdes do paciente e “1:10".

Em seguida, adicione 10 pl de amostras de plasma misturado
(consulte o passo 5 para obter detalhes das amostras de plasma
misturado em comparagdo com as adicionadas directamente de
tubos CFM centrifugados).

Misture bem através de pipetagem, minimizando a formacdo de
espuma.
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11.

12.
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Recomendagdo: dilua as amostras de plasma 1:100.
Prepare uma dilui¢céo 1:10 (consulte o passo 6 acimal).

Adicione 90 pl de Diluente Verde a um tubo rotulado com as
informacdes do paciente e “1:100”.

Adicione 10 pl da diluicao 1:10.

Misture bem através de pipetagem, minimizando a formacdo
de espuma.

Recomendagdio: teste as amostras seguintes em paralelo e segundo a ordem
seguinte:

Nao diluidas, 1:10, 1:100

As seguintes opcdes de amostras de individuos sdo também suportadas
pelo software de andlise QFM:

Néo dilvidas
1:10
1:100
1:10, 1:100
Nao diluidas, 1:10
Adicione 50 pl de conjugado funcional recém-preparado aos pogos ELISA

necessdrios utilizando uma pipeta multicanal.

Adicione 50 pl de amostra de plasma para teste aos pogos adequados
utilizando uma pipeta multicanal. Em seguida, adicione 50 pl de cada um dos
Padrdes 1 a 4. Teste os padrdes em duplicado.

Cubra cada placa com uma tampa e misture bem o conjugado e as
amostras/padrdes de plasma utilizando um agitador de microplacas, durante
1 minuto. Evitar salpicos.

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

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

Durante a incubagdo, dilua 1 parte de Concentrado 20x de tampdo de
lavagem com 19 partes de dgua desionizada ou destilada, e misture bem.

E fornecido Concentrado 20x de tampdo de lavagem suficiente para preparar
2 litros de tampdo de lavagem funcional.

Lave os pogos com 400 pl de tampdo de lavagem funcional durante pelo

menos 6 ciclos numa lavadora de microplacas. Recomenda-se uma
lavadora de placas automética.
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13.

14.

15.

16.

Uma lavagem exaustiva é muito importante para o desempenho do ensaio.
Certifique-se de que cada um dos pogos estd completamente cheio com
tampdo de lavagem em cada um dos ciclos de lavagem. Recomendagéo:
imerja os pogos durante pelo menos 5 segundos entre cada ciclo para
obter o melhor resultado.

Adicione desinfectante normal de laboratério ao reservatério efluente e
siga os procedimentos estabelecidos para a descontaminagcéo de material
potencialmente infeccioso.

Bata nas placas, viradas para baixo sobre uma toalha absorvente e com
poucos fiapos, para remover o tampdo de lavagem residual. Adicione 100 pl
de solugdio de substrato de enzimas e cubra placa com uma tampa e misture
bem, utilizando um agitador de microplacas.

Incube & temperatura ambiente (22 + 5 °C) durante 30 minutos.

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

Apés a incubagdo, adicione 50 pl de solugdo de paragem de enzimas

e misture bem, utilizando um agitador de microplacas.

A solucdo de paragem de enzimas deve ser adicionada aos pogos na
mesma ordem e, aproximadamente, & mesma velocidade que a solucéo
de substrato de enzimas no passo 13.

Mega a absorvancia (OD) até no mdximo 5 minutos apés a paragem da
reaccdo utilizando um leitor de microplacas equipado com um filtro de
450 nm e um filtro de referéncia de 620 a 650 nm. Os valores de OD

sdo utilizados para calcular os resultados.
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Cdlculos e interpretacdo de testes

O software de andlise QuantiFERON Monitor é utilizado para analisar
dados ndo processados e para calcular resultados. Estd disponivel em
www.QuantiFERON.com. Certifique-se de que é utilizada a versdo mais
recente do software de andlise QuantiFERON Monitor.

O software executa uma avaliacdo de controlo de qualidade do ensaio, gera
uma curva padrdo, e fornece um resultado de teste para cada individuo,
conforme detalhado na seccdo Interpretagdo de resultados.

Caso o plasma néo diluido esteja acima do intervalo superior (> 10 Ul/ml) do
ELISA QFM, o software de andlise QuantiFERON Monitor reporta a diluicdo
mais baixa que gere um resultado dentro do intervalo do ELISA QFM,
considerando o factor de diluicdo.

Como dalternativa & utilizacdo do software de andlise QuantiFERON Monitor,
é possivel determinar os resultados segundo o seguinte método.

Geragdo de curva padrdio

(Se o software de andlise QuantiFERON Monitor ndo for utilizado)

Determine os valores médios de OD das réplicas de padrao de kit de cada
placa.

Construa uma curva padréo de logrloge tracando o loge) da OD média
(eixo Y) de encontro ao log) da concentracdo de IFN-y dos padrdes em Ul/ml
(eixo X), omitindo destes cdlculos o padrdo zero. Calcule a linha de melhor
adequacdo da curva padrdo através de andlise de regresséo.

Utilize a curva padrdo para determinar a concentracdo de IFN-y (Ul/ml) de
cada uma das amostras de plasma do teste, utilizando o valor de OD de cada
amostra.

Estes cdlculos podem ser efectuados utilizando pacotes de software
disponibilizados com os leitores de microplacas, e com software padréo de
folha de célculo ou estatistico (tal como o Microsoft® Excel®). Recomendamos
que se utilize estes pacotes para calcular a andlise de regressao, o coeficiente
de variacdo (%CV) dos padrdes e o coeficiente de correlacdo (r] da curva
padrdo.

O resultado reportado deve ser considerado a partir da diluicdo mais baixa
que gere um resultado dentro do intervalo do ELISA QFM (considerando o
factor de diluicdo), caso o plasma néo diluido esteja acima do intervalo do

ELISA QFM.
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Controlo de qualidade do teste

A exactiddo dos resultados de teste estéd dependente da geracdo de uma curva
padrdo precisa. Por conseguinte, os resultados derivados dos padrées tém de
ser examinados antes que os resultados da amostra de teste possam ser
interpretados.

Para que o ELISA seja vdlido:
B O valor de OD médio do Padrdo 1 tem de ser > 0,600.

B A %CV dos valores de OD replicados do Padrdo 1 e do Padrdo 2 tem
de ser < 15%.

B Os valores de OD replicados do Padréo 3 e do Padrdo 4 ndo podem
variar mais do que 0,040 valores de absorvéncia desde a média.

B O coeficiente de correlagdo (r) calculado a partir dos valores médios
de absorvancia dos padrées tem de ser > 0,98.

O software de andlise QuantiFERON Monitor calcula e relata estes pardmetros
de controlo de qualidade.

Se os critérios acima ndo forem satisfeitos, a execucdo é invdlida e tem de ser
repetida.

O valor de OD médio do padrdo zero (Diluente Verde) deve ser < 0,150.
Se o valor de OD médio for > 0,150, o procedimento de lavagem da placa
deverd ser investigado.

Interpretacdo de resultados

Os resultados de QFM sdo interpretados com base na resposta de IFN-y a
estimulantes imunitdrios inatos e adaptativos. O ensaio QFM fornece uma
medi¢cdo qualitativa e quantitativa da fungdo imunitéria. Os resultados do
QFM podem néo quantificar directamente o nivel de supress@o imunitdria.

Importante: ao estabelecer o estado imunolégico de um individuo, o nivel
medido de IFN-y deve ser utilizado em conjunto com a apresentagdo clinica,
o historial clinico e outras avaliagdes de diagndstico (Tabela 2). O limiar do
teste QFM pode variar em funcdo do nivel de imunossupressdo do individuo
e do cendrio de transplantacdo individual.
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Tabela 2. Interpretagdo de resultados

IFN-y de resultados do  Classificagdio  Interpretagdo

QFM (Ul/ml)

<15 Baixo O individuo possui uma resposta
baixa de IFN-y a estimulantes
imunitdrios inatos e adaptativos

15-1000 Moderado O individuo possui uma resposta
moderada de IFN-y a estimulantes
imunitdrios inatos e adaptativos

> 1000 Alto O individuo possui uma resposta

alta de IFN-y a estimulantes
imunitdrios inatos e adaptativos

Caso o nivel medido de IFN-y de uma amostra de plasma néo diluido for
inferior a 0,1 Ul/ml:

B Certifique-se de que a QFM LyoSphere foi adicionada & amostra de
sangue e de que o tubo foi incubado conforme indicado na presente bula.

B Certifique-se de que o resultado IFN-y corresponde ao estado clinico actual
do individuo.

Se suspeitar de problemas técnicos na colheita ou manuseamento das amostras
sanguineas, repita todo o ensaio QFM com uma nova amostra sanguinea.
Repita o teste ELISA de amostras de plasma estimulado caso suspeite de que

o teste original se desviou do procedimento descrito na presente bula (consulte
a seccdo Controlo de qualidade do teste para obter mais detalhes).

O médico poderé desejar repetir o teste caso os resultados sejam inconsistentes
com o estado clinico actual do individuo.
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Limitacoes

Os resultados dos testes QFM tém de ser utilizados em conjunto com o historial
clinico, o estado clinico actual e outras avaliagdes de diagnéstico de cada um
dos individuos. Os laboratérios podem optar por estabelecer os seus préprios

infervalos para o ensaio.

Os laboratérios podem ainda optar por testar uma amostra de controlo externa
colhida de um individuo sauddvel paralelamente as amostras dos pacientes.

Podem ocorrer resultados duvidosos ou imprecisos devido a:

B Anticoagulante sanguineo incorrecto — utilize apenas heparina de litio
uma vez que outros anticoagulantes interferem com o ensaio.

B Desvios do procedimento descrito na presente bula.

B Niveis excessivos de IFN-y em circulacdo ou presenca de anticorpos
heteréfilos.

B Mais de 8 horas entre a colheita da amostra sanguinea e a incubagdo

a 37 °C.

B Enchimento insuficiente ou excessivo dos tubos sanguineos QFM fora
do intervalo entre 0,9 e 1,1 ml.

Caracteristicas de desempenho

Estudos clinicos

Foram efectuados dois estudos para avaliar as respostas de individuos
aparentemente sauddveis (n = 114) em comparacdo com receptores de
transplante (n = 30). Dos receptores de transplante, 18 compunham o grupo
pds-ransplante recente (Pés-Tx recente, menos de 3 meses apéds o transplante)
e 12 compunham o grupo pés-ransplante antigo ou estdvel (Pés-Tx antigo,
mais de 12 meses apds o transplante).

B Foram colhidas amostras em até 5 ocasides de cada individuo de Pés-Tx
recente (grupo de 3 meses apds transplante, n = 64 amostras).

B Foi colhida 1 amostra de cada individuo de Pés-Tx antigo
(n = 12 amostras)

B Foi colhida 1 amostra de cada individuo do grupo aparentemente
sauddvel (n = 114)

As respostas de QFM foram de baixas a moderadas em ambos os grupos de
amostras pés-transplante, seja Pds-Tx recente e Pés-Tx antigo. Pés-Tx recente
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teve uma percentagem superior (93,8%) de respostas na gama baixa e uma
percentagem inferior de respostas (6,3%) na gama moderada em comparacdo
com as respostas de Pés-Tx antigo, com 25% das respostas na gama baixa e
66,7% na gama moderada (Tabela 3). Nenhuma resposta de Pés-Tx recente
estava na gama de resposta alta, e apenas 1 (8,3%) resposta de Pés-Tx antigo
estava na mesma gama. As respostas de QFM do grupo aparentemente
sauddvel situaram-se principalmente na gama moderada (83,3%) e na gama

alta (15,8%) (Tabela 3).

Tabela 3. Gama de respostas de QFM em individuos aparentemente saudéveis
em comparagdo com receptores de transplante

IFNy Categoria % de PésTx % de PésTx % de saide Resultados
(Ul/ml) de recente *  antigo*  aparente * totais
resultados  ICde 95% IC de 95%  IC de 95%
n n n
<15 Baixo 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
15-1000 Moderado 6,3% 66,7% 83,3% 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=28 n=295
> 1000 Alto 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,6-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Amostras 64 12 114 190
totais

* As percentagens indicam a propor¢do de amostras de cada grupo de dadores que se insere
dentro de uma determinada gama de resposta.
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Valores previstos

A distribuicao de respostas de IFN-y ao QFM em pacientes de pdstransplante
recente (até 3 meses apds o transplante) foi determinada a partir de

64 amostras colhidas de 18 receptores de transplante utilizando o ELISA QFM
(Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo de respostas de IFN-y ao QFM em pacientes de pés-transplante recente
(n = 64; mediana = 1,5 Ul/ml).

A distribuicdo de respostas de IFN-y ao QFM em pacientes de pdstransplante
antigo (mais de 12 meses apds o transplante) foi determinada a partir de
12 amostras utilizando o ELISA QFM (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdio de respostas de IFN-y ao QFM em pacientes de pés-transplante antigo
(n = 12; mediana = 98,8 Ul/ml).

A distribuicdo de respostas de IFN-y ao QuantiFERON Monitor em individuos

aparentemente sauddveis foi determinada a partir de 114 amostras utilizando
o ELISA QFM (Figura 5).
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Figura 5. Distribuigdo de respostas de IFN-y ao QFM em individuos aparentemente sauddéveis
(n = 114; mediana = 400,5 Ul/ml).
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Respostas ao QFM em pacientes de transplante de érgdos

O QFM foi avaliado num estudo de observacao e transversal de pacientes de
transplante de érgdos (4). O estudo incluiu: 212 individuos sauddveis com um
subgrupo de 30 controlos agrupados por idade e sexo, 30 pacientes pré-
transplante, 18 pacientes de pdstransplante recente (66 amostras, mediana
do tempo pés-transplante = 21 dias) e 11 pacientes de pdstransplante antigo
(mediana do tempo pés-transplante = 2290 dias). A producdo média de IFN-y
foi de 555,2 Ul/ml nos controlos sauddveis e de 614,6 Ul/ml nos controlos
agrupados por idade e por sexo. Foi demonstrado que a producdo média de
IFN-y é significativamente inferior tanto em pacientes pré-transplante

(IFN-y = 89,3 Ul/ml) como em pacientes de pds-transplante recente

(IFN-y = 3,76 Ul/ml) em comparacdo com os controlos agrupados por idade
e por sexo (p < 0,001). O restauro da fungdo imunitéria nos pacientes de
postransplante antigo (média de IFN-y = 256,1 Ul/ml) foi observado e
demonstrado como significativamente superior ao dos pacientes de pds-
transplante recente (p < 0,05). Este estudo demonstra que o QFM pode ser
utilizado para avaliar a fungdo imunitéria mediada por células na populacao
de transplante de 6rgéos sélidos imunossuprimida.
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Caracteristicas de desempenho dos ensaios

Demonstrou-se que o QFM ELISA é linear colocando aleatoriamente 5 réplicas
de 11 pools de plasma de concentragdes conhecidas de IFN+y placa do ELISA.
A linha regressdo linear possui uma inclinagdo de 1,002 + 0,011 e um
coeficiente de correlacdo de 0,99 (Figura 6).

O limite de deteccdo do QFM ELISA é de 0,065 Ul/ml, nao existindo
evidéncias de um efeito de prozona com concentracdes de IFN-y até
10 000 Ul/ml.

1= $

Nivel determinado de IFN-y (Ul/ml)

012345678 9 1011

Nivel esperado de IFN-y (Ul/ml)

Figura 6. O perfil de linearidade do ELISA QFM determinado pelo teste de 5 réplicas de
11 amostras de plasma com concentragdes de IFN-y conhecidas.

A reprodutibilidade do ensaio QFM (Etapa 1) foi determinada utilizando
amostras de sangue de 20 individuos saudéveis. Foram avaliados trés
operadores, trés lotes de QFM LyoSphere e trés conjuntos de equipamento.
O coeficiente médio da variagdo dos nivel de resposta de IFN-y determinado

utilizando o ELISA QFM nos trés lotes de QFM LyoSpheres e nas trés situacdes
testadas foi de 22,22% (IC de 95%: 17,20-27,25).

A repetibilidade do ensaio QFM (Etapa 1) foi avaliada medindo a variabili-
dade de 5 a 6 estimulagdes sanguineas com QFM LyoSphere repetidas do
mesmo grupo de dadores em 14 individuos. O coeficiente médio de variacdo
nos 14 individuos testados foi de 14,7% (IC de 95%: 10,2-19,2). A %CV dos
individuos foi inferior a 30%.

A reprodutibilidade do ELISA QFM (Etapa 2) foi estimada testando 20 amostras
de plasma com concentracdes varidveis de IFN-y em réplicas de 3, em
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3 laboratérios, em 3 dias ndo consecutivos e realizados por 3 operadores.
Deste modo, cada amostra foi testada 27 vezes em 9 execucdes de ensaio
independentes. Uma amostra era um controlo Nil e tinha uma concentracéo
calculada de IFN-y de 0,08 Ul/ml (Cl de 95%: 0,07-0,09). Das 19 amostras
de plasma restantes, o intervalo de concentragdes estava entre 0,33 (IC de

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

A imprecisdo dentro da execucdo ou intraensaio foi estimada calculando a
média de %CV para cada teste de plasma contendo IFN-y de cada execugdo
da placa (n = 9), estando a imprecisdo entre 4,1 e 9,1% CV. A %CV média
dentro da corrida (+ IC de 95%) foi de 6,6 + 0,6%. A média do plasma com
zero IFN-y foi de 14,1% CV.

A imprecisdo total ou interensaio foi determinada através da comparacgao
de 27 concentragdes calculadas de IFN+y por cada amostra de plasma.

A imprecisdo interensaio estava entre 6,6 e 12,3% CV. A %CV média geral
(£ IC de 95%) foi de 8,7 £ 0,7%. O plasma com zero IFN-y apresentou
26,1% CV. Este nivel de variacdo é expectdvel uma vez que a concentracdo
calculada de IFN-y é baixa e a variacdo em torno de uma estimativa baixa
de concentracdo serd maior de que para concentracdes mais altas.

Informacdes técnicas

Amostras de plasma coaguladas

Se ocorrerem codgulos de fibrina nas amostras de plasma de armazenamento
de longo-prazo, centrifugue as amostras para sedimentar o material coagulado
e facilitar a pipetagem do plasma.
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Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser 0til para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para mais informagdes, consulte também as
informagdes técnicas disponibilizadas em: www.QuantiFERON.com.
Para informagdes de contacto, consulte a contracapa.

Resolugdio de problemas ELISA

Desenvolvimento cromdtico ndo especifico

Causa possivel

a) Lavagem incompleta

b) Contaminacdo cruzada

<)

da placa

dos pogos ELISA

O prazo de validade
do kit/componentes
expirou

d) A solucdo de substrato

de enzimas estd
contaminada

Mistura do plasma nos
tubos QFM antes da
colheita

Solucdo

Lave a placa, no minimo, é vezes com

400 pl/poco de tampdo de lavagem. Poderdo
ser necessdrios mais do que 6 ciclos de
lavagem, em funcdo da lavadora utilizada.
Deve existir um periodo de imersdo de

5 segundos entre cada ciclo.

Tome cuidado ao pipetar e a misturar as
amostras para minimizar os riscos.

Certifique-se de que o kit é utilizado antes da
data de validade. Certifique-se de que o padrao
reconstituido e o Concentrado 100x de
Conjugado sdo utilizados antes de 3 meses
apds a data de reconstitui¢do.

Elimine o substrato se existir coloracdo azulada.
Certifique-se de que s@o utilizados reservatérios
de reagentes limpos.

apds a centrifugacdo, evite pipetar ou misturar
o plasma de modo algum antes da colheita.
Tomar cuidado, em todos os momentos, para
ndo perturbar o material na superficie do gel.

Leituras baixas da absorvéncia dos padrdes

Causa possivel

a) Erro de diluicgo

34

do padréo

Solucdo

Certifique-se de que as diluicdes do padrdo do
kit sdo preparadas correctamente conforme a
presente bula.
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Resolugdio de problemas ELISA

b) Erro de pipetagem

c) Temperatura de
incubacdo demasiado
baixa

d) Tempo de incubagdo
demasiado curto

e) Utilizado um filtro de
leitor de placas
incorrecto

f) Os reagentes estdo
demasiados frios

g) O prazo de validade
do kit/componentes
expirou

Plano de fundo alto

Causa possivel

a) Lavagem incompleta
da placa

b) Temperatura de
incubacdo demasiado
elevada

Bula do QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018

Certifique-se de que as pipetas estdo calibradas
e de que sdo utilizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante.

A incubacdo do ELISA deve ser efectuada
a temperatura ambiente (17 a 27 °C).

Incube a placa com o conjugado, com os
padrées e com as amostras durante

120 + 5 minutos. Incube a solucdo de substrato
de enzimas durante 30 minutos.

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

Todos os reagentes, exceptuando o Concentrado
100x de Conjugado, t&m de ser colocados a
temperatura ambiente antes do inicio do ensaio.
Isso leva, aproximadamente, uma hora.

Certifique-se de que o kit é utilizado antes da
data de validade. Certifique-se de que o padrao
reconstituido e o Concentrado 100x de
Conjugado sdo utilizados antes de 3 meses apds
a sua data de reconstituicdo.

Solucdo

Lave a placa, no minimo, é vezes com

400 pl/pogo de tampdo de lavagem. Poderdo
ser necessdrios mais do que 6 ciclos de
lavagem, em funcdo da lavadora utilizada.
Deve existir um periodo de imersdo de

5 segundos entre cada ciclo.

A incubacdo do ELISA deve ser efectuada
a temperatura ambiente (17 a 27 °C).
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Resolugdio de problemas ELISA

c) O prazo de validade  Certifique-se de que o kit é utilizado antes da
do kit/componentes data de validade. Certifique-se de que o padrao
expirou reconstituido e o Concentrado 100x de

Conjugado sdo utilizados antes de trés meses
apds a data de reconstituicdo.

d) A solucdo de substrato  Elimine o substrato se existir coloracdo azulada.
de enzimas estd Certifique-se de que sdo utilizados reservatérios
contaminada de reagentes limpos.

Curva padrdo néo linear e variabilidade de duplicados

Causa possivel Solugdo
a) Lavagem incompleta Lave a placa, no minimo, é vezes com
da placa 400 pl/pogo de tampdo de lavagem. Poderdo

ser necessdrios mais do que 6 ciclos de
lavagem, em funcdo da lavadora utilizada.
Deve existir um periodo de imersdo de

5 segundos entre cada ciclo.

b) Erro de diluicao do Certifique-se de que as diluicdes do padrdo sdo
padrdo preparadas correctamente conforme a presente
bula.

c) Mistura mal efectuada  Misture bem os reagentes, invertendo ou
misturando suavemente em vértex, antes de
os adicionar & placa.

d) Técnica inconsistente A adicdo de amostras e de padrdes deve ser
ou interrup¢do da efectuada de um modo continuo. Todos os
pipetagem durante a reagentes devem ser preparados antes de iniciar

preparacdo do ensaio o ensaio.

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

W2 « 96 Suficiente para 2 x 96 preparacdes de amostra

H Fabricante legal

c Assinalado com o simbolo CE-IVD

IVD Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Cédigo do lote
|

Prazo de validade

L
Jq/ Limites de temperatura
Consultar instrucdes de utilizacdo

Nao reutilizar

Ref.®
[1i]
®

e
PR —

:_I\ Manter afastado da luz solar
[ EC | REP | Representante autorizada na Comunidade Europeia

Informacdes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informacdes, contacte-nos gratuitamente
através do ndmero 00800-22-44-6000, consulte o nosso Centro de Assisténcia
Técnica em www.giagen.com/contact ou contacte um dos Departamentos da
Assisténcia Técnica (consulte a contracapa ou visite www.giagen.com).

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedimento abreviado do teste

Etapa 1 — incubagdo do sangue

1. Colha o sangue do paciente para um tubo de colheita
sanguinea QFM ou para um tubo de colheita .
sanguinea com heparina de litio. Rotule os tubos com \
as informagdes do paciente e a hora da colheita
sanguinea e, em seguida, transporte-os para o
laboratério & temperatura ambiente em menos de
8 horas apds a colheita.

A
'

a. Caso o sangue tenha sido colhido para um tubo
com heparina de litio, transfira 1 ml de sangue
para um tubo de colheita sanguinea QFM e
rotule o mesmo com as informacdes do paciente
e a hora da colheita sanguinea

2. Adicione 1 QFM LyoSphere a cada tubo de colheita
sanguinea QFM com 1 ml de sangue, dissolva a
LyoSphere e, em seguida, incube os tubos assim que
possivel (e em menos de 8 horas apés a colheita.)
verticalmente durante 16 a 24 horas a 37 °C.

3. Apds a incubagdo, centrifugue os tubos durante .
15 minutos a 2000 a 3000 x g (RCF) para separar KQ

- &€l
o plasma e os glébulos vermelhos.

4. Apds a centrifugacdo, evite pipetar ou misturar o g

plasma de modo algum antes da colheita. Tomar
cuidado, em todos os momentos, para ndo perturbar
o material na superficie do gel.
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Etapa 2 — ELISA IFN-y

1.

10.

11.

12.

40

Coloque os componentes do ELISA, & excepgdo d
Concentrado 100x de Conjugado, & temperatura
ambiente durante, no minimo, 60 minutos.

. Reconstitua o padréo do kit a 8,0 Ul/ml com dgua
destilada ou desionizada. Prepare 4 diluicdes padrao.

. Reconstitua o Concentrado 100x de Conjugado

liofilizado com dgua destilada ou desionizada.

. Prepare conjugado funcional em Diluente Verde

e adicione 50 pl a todos os pogos.

. Adicione 50 pl de amostras de plasma para teste

(ndo diluidas e diluicdes 1:10 e 1:100 conforme
adequado) e 50 pl de padrdo aos pocos adequados.
Misture utilizando um agitador.

. Incube durante 120 = 5 minutos a temperatura

ambiente.

Lave os pocos, no minimo, 6 vezes com 400 pl/pogo
de tampdo de lavagem.

. Adicione 100 pl de solucdo de substrato de enzimas

aos pocos. Misture utilizando um agitador.

. Incube durante 30 minutos & temperatura ambiente.

Adicione 50 pl de solucéGo de paragem de enzimas
a todos os pogos. Misture utilizando um agitador.

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

Analise os resultados.
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Notas
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Alteracdes significativas

As alteragdes significativas da presente edicdo da bula do QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA estdo resumidas
na tabela abaixo:

Seccdo Pagina Alteracdes

Precaucdes 11

Novas informacdes de GHS

Precaucdes 12 Foram adicionadas instrugdes de seguranca relativas

a frascos que t&m selo metdlico.
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Marcas registadas: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (Grupo QIAGEN); LyoSphere™, LyoSpheres™ (Biolyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Acordo de licenciamento limitado para o Kit QuaniFERON Monitor

A utilizagdo deste produto implica a aceitagdo dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1.

O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo
a utilizagdo exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, @ QIAGEN n&o concede nenhuma
licenga para usar ou incluir os componentes englobados neste kit com qualquer componente néo incluido neste kit, salvo conforme descrito nos
protocolos fornecidos com o produto, no presente manual, e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.qgiagen.com. Alguns dos
referidos protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos ndo foram
testados de forma exaustiva ou optimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo assegura nem garante que os referidos profocolos ndo infringem
os direitos de ferceiros.

Salvo em licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo presta qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes
ndo infrinjam os direitos de ferceiros.

Este kit e os seus componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, renovados nem ser objecto de
revenda.

A QIAGEN ndo se responsabiliza especificamente por quaisquer outras licencas, expressas ou implicitas, salvo as expressamente declaradas.

O comprador e utilizador do kit concorda em n&o tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir ou facilitar quaisquer
dos actos proibidos acima mencionados. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibigdes do presente Contrato de Licenga Limitada em qualquer
tribunal e deverd recuperar todas as custas de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer
processo destinado a fazer cumprir o presente Contrato de Licenga Limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade infelectual
relativos ao kit e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenga actualizados, consulte www.giagen.com.

© 2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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