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Domeniul de utilizare

Testul QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) este un test de diagnosticare in vitro care
utilizeaza un amestec de peptide care simuleaza proteinele ESAT-6 si CFP-10 pentru a
stimula celulele din sangele integral heparinizat. Detectarea interferonului-y (IFN-y) prin
intermediul testului de imunoabsorbtie enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA) este utilizata pentru identificarea raspunsurilor in vitro la antigenii peptidici asociati

cu infectia cu Mycobacterium tuberculosis.

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

alte evaluari medicale si de diagnostic.
Utilizatori potentiali

Acest kit este destinat uzului profesional.

Testul QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) trebuie utilizat de personal calificat in mediu

de laborator.
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Descrierea si principiul
Informatii despre agentii patogeni

Tuberculoza este o boala transmisibila cauzata de infectia cu organisme din complexul
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti si M. caprae),
care, de obicei, se transmite la gazde noi pe cale aeriand, prin intermediul nucleilor de
picatura proveniti de la pacienti infectafi cu tuberculoza pulmonara. Persoanele infectate
recent pot dezvolta tuberculoza la un interval de cateva saptamani sau luni, insa majoritatea
persoanelor infectate nu prezinta simptome. Tuberculoza latenta (Latent Tuberculosis
Infection, LTBI), o afectiune netransmisibila, asimptomatica persista la unele persoane,
acestea putand dezvolta tuberculoza dupa mai multe luni sau mai mulii ani. Scopul principal
al diagnosticarii LTBI 1l reprezinta evaluarea necesitatii unui tratament medical menit sa
previna tuberculoza activa. Timp de peste 100 de ani, singura metoda disponibila pentru
diagnosticarea LTBI (4) a fost testul cutanat la tuberculina (TCT). Sensibilitatea cutanata la
tuberculina apare intre 2 pana la 10 saptamani de la infectare. Cu toate acestea, anumite
persoane infectate, inclusiv acele persoane care sufera de o paleta larga de afectiuni care
obstructioneaza funcijile imunitare, insa si alte persoane care nu sufera de astfel de
afectiuni, nu raspund la tuberculina. Dimpotriva, anumite persoane care nu sunt infectate cu
M. tuberculosis prezinta sensibilitate la tuberculina si obiin rezultate pozitive la testul cutanat
la tuberculina (Tuberculin Skin Test, TST) dupa vaccinarea cu bacilul Calmette-Guérin
(BCG), ca urmare a unei infectii provocate de o micobacterie diferita de complexul

M. tuberculosis sau a altor factori neidentificati.

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

examinarilor fizice, radiologice si micobacteriologice.
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Rezumat si explicatii

Testul QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) reprezinta a patra generatie de tehnologie de
testare QuantiFERON-TB care evalueaza raspunsul mediat celular printr-o masurare cantitativa
a IFN-y dintr-o proba de sange integral. QFT-Plus este un test calitativ care masoara raspunsurile
imune mediate celular (cell-mediated immune, CMI) la antigenii peptidici care simuleaza
proteinele micobacteriene. Aceste proteine, ESAT-6 si CFP-10, lipsesc din toate tulpinile BCG si
din majoritatea micobacteriilor netuberculoase, cu exceptia M. kansasii, M. szulgai i
M. marinum (1). Persoanele infectate cu organismele din complexul M. tuberculosis prezinta in
sange, de regula, limfocite care recunosc aceste proteine, precum si alti antigeni micobacterieni.
Acest proces de recunoastere implica productia si secretia citokinei IFN-y. Detectarea si

cuantificarea ulterioara a IFN-y formeaza baza acestui test.

Testele cutanate la tuberculinad si testele IGRA sunt utile, dar insuficiente pentru
diagnosticarea infectiei cu complexul M. tuberculosis la pacientii bolnavi — un rezultat pozitiv
poate sustine diagnosticarea tuberculozei; pe de alta parte, infectiile cu alte micobacterii (de
ex., M. kansasii) pot genera rezultate pozitive. Sunt necesare si alte investigatii medicale si

de diagnosticare pentru a confirma sau infirma prezenta tuberculozei.

Antigenii utilizati in QFT-Plus reprezinta un amestec de peptide care simuleaza proteinele
ESAT-6 si CFP-10. Numeroase studii au demonstrat ca acesti antigeni peptidici stimuleaza
raspunsurile IFN-y in celulele T ale persoanelor infectate cu M. tuberculosis, dar, in general,
nu si ale persoanelor neinfectate sau vaccinate cu BCG care nu prezinta boala sau un risc
de LTBI (1,26,9). Cu toate acestea, tratamentele medicale sau afectiunile care altereaza
functiile imunitare pot reduce raspunsurile IFN-y. Pacientii care sufera de alte infectii
micobacteriene pot sa prezinte si ei o sensibilitate la ESAT-6 si CFP-10, deoarece genele
care codifica aceste proteine sunt prezente in M. kansasii, M. szulgai si M. marinum (1, 3,7).

Populatia vizata de testarea QFT-Plus consta din pacienti cu tuberculoza activa confirmata

clinic si pacienti cu risc de infectare cu tuberculoza sau cu tuberculoza latenta (LTBI). Nu se

aplica restrictii de varsta, sex sau de alta natura.
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Tn infectia cu Mycobacterium tuberculosis (MTB), celulele T CD4* joaca un rol esentjal in
controlul imunologic, prin secretarea citokinei IFN-y. Au aparut, insa, dovezi care sustin ca
celulele T CD8* participa la apararea gazdei impotriva MTB prin productia de IFN-y si de alti
factori solubili, care activeaza macrofagele in vederea suprimarii cresterii MTB, eliminarii
celulelor infectate sau lizarii directe a MTB intracelulare. Au fost detectate celule CD8*
secretoare de IFN-y specifice tuberculozei M la subiectii cu LTBI si cu tuberculozé activa. Tn
plus, limfocitele T CD8* specifice ESAT-6 si CFP-10 sunt descrise ca fiind detectate mai
frecvent la subiectii cu tuberculoza activa fata de cei cu LTBI si pot fi asociate cu o expunere
recenta la tuberculoza M (8,10-12). De asemenea, au fost detectate celule T CD8*
secretoare de IFN-y specifice tuberculozei M si la subiectii cu tuberculoza activa coinfectatj
cu HIV (13, 14), precum si la copiii mici cu tuberculoza (15).

QFT-Plus contine doua tuburi antigen TB distincte: TB Antigen Tube 1 (TB1) si TB Antigen
Tube 2 (TB2). Ambele tuburi contin antigeni peptidici din antigenii asociafi complexului MTB,
ESAT-6 si CFP-10. Tuburile TB1 si TB2 contin peptide din ESAT-6 si CFP-10, care au rolul
de a stimula raspunsuri imune mediate celular din partea limfocitelor T-helper CD4*; tubul
TB2 contine un set suplimentar de peptide care vizeaza inducerea raspunsurilor imune

mediate celular din partea limfocitelor T citotoxice CD8*.

Factorii de risc pentru infectia cu M. tuberculosis includ indicii istorici, medicali sau epidemiologici
pentru tuberculoza sau expunere la tuberculoza. Consultati indrumarile OMS accesand
https://www.who.int/publications/i/item/who-consolidated-guidelines-on-tuberculosis-
module-1-prevention-tuberculosis-preventive-treatment pentru recomandari detaliate
privind diagnosticarea infectiei cu M. tuberculosis (inclusiv tuberculoza activa) si selectarea
persoanelor pentru testare (16). QFT-Plus a fost testat pe anumite grupe de pacienti indicate
pentru screening-ul pentru infectia cu TB, conform indrumarilor actuale ale OMS (16), inclusiv:
persoane testate pozitiv la virusul imunodeficientei umane (HIV), contacti ai pacientilor cu
tuberculoza confirmata recent si rezidenti din medii aglomerate care au fost expusi la adulti cu
risc ridicat de TB (5).
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Principiile testului

QFT-Plus este un test calitativ care utilizeaza tuburi de recoltare a sdngelui specializate care
contin antigeni peptidici ce simuleazéa proteinele M. tuberculosis, utilizate pentru recoltarea
sangelui integral. Perioada de incubare a sangelui in tuburi este cuprinsa intre 16 si
24 de ore, dupa care, plasma este recoltata si testata pentru prezenta IFN-y rezultat ca
raspuns la antigenii peptidici.

Mai intai, sdngele integral este recoltat in fiecare dintre tuburile QFT-Plus Blood Collection
Tubes, si anume un tub Nil, un tub TB1, un tub TB2 si un tub Mitogen. Alternativ, sangele
poate fi recoltat intr-un singur tub de recoltare a sangelui cu litiu-heparina sau heparina
sodica pe post de anticoagulant, dupa care poate fi transferat in tuburile QFT-Plus Blood
Collection Tubes.

Tuburile QFT-Plus Blood Collection Tubes sunt agitate pentru omogenizarea antigenului cu
sangele si trebuie incubate la 37 °C = 1 °C cat mai curand posibil, in interval de 16 ore de la
recoltare. Dupa o perioada de incubare de 16 pana la 24 de ore, tuburile sunt centrifugate,
plasma este procesata, iar cantitatea de IFN-y (Ul/ml) este masurata cu ajutorul testului
ELISA. Testul QFT-Plus ELISA utilizeaza standard IFN-y uman recombinant, acesta fiind
comparat cu un preparat IFN-y de referinta (Ref NIH: Gxg01-902-535). Rezultatele probelor
testate sunt raportate in Unita{i Internationale pe ml (Ul/ml) avand ca referinta o curba

standard preparata prin testarea dilutiilor standardului furnizat impreuna cu kitul.

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

atasati la microplaca.
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Se considera ca un test QFT-Plus este pozitiv cand raspunsul IFN-y la oricare dintre tuburile
Antigen TB este semnificativ mai mare decat valoarea IFN-y exprimata in Ul/ml la tubul Nil.
Proba de plasma din tubul Mitogen are rol de control pozitiv al IFN-y pentru fiecare specimen
testat. Un raspuns slab la Mitogen (< 0,5 Ul/ml) indica un rezultat neconcludent atunci cand
o proba de sénge are, de asemenea, un raspuns negativ la antigenii TB. Acest
comportament poate aparea in caz de limfocite insuficiente, activitate scazuta a limfocitelor,
ca urmare a manipularii necorespunzatoare a specimenului, umplerii/omogenizarii incorecte
a tubului Mitogen sau a incapacitatii limfocitelor pacientului de a produce IFN-y. Nivelurile
ridicate de IFN-y in proba Nil pot aparea odata cu prezenta anticorpilor heterofili sau la
secretarea intrinseca a IFN-y. Tubul Nil se ajusteaza pentru fond (de ex., niveluri ridicate de
IFN-y circulatorii sau prezenta anticorpilor heterofili). Nivelul IFN-y din tubul Nil este scazut
din nivelul IFN-y din tuburile Antigen TB si din tubul Mitogen. Intervalul de masurare
a QFT-Plus ELISA este de panala 10 Ul/ml.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

Componente ELISA

Nr. de catalog

Pachet de
laborator de
Kit cu 2 placa referinta
622120 622822

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

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

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

Conjugate 100x Concentrate (Conjugat
concentrat 100x), liofilizat (HRP IFN-y
antiuman murin, contine timerosal

0,01 % m/v)

Wash Buffer 20x Concentrate (Solutie
tampon pentru spalare concentrata 20x)

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

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

Enzyme Stopping Solution (Solutie de

inhibitor enzimatic) (contine H2SO4 0,5 M)
Instructiuni de utilizare QuantiFERON TB-
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2 seturi de stripuri
de microplaci
12x8

1 x flacon (8 Ul/ml
dupa reconstituire)

20 seturi de stripuri
de microplaci 12 x 8

10 x flacoane
(8 Ul/ml
dupa reconstituire)

1 %30 ml 10 x 30 ml

1x0,3ml
(dupa reconstituire)

10 x 0,3 ml
(dupa reconstituire)

1% 100 ml 10 x 100 ml

1 % 30 ml 10 x 30 ml

1x15ml 10 x 15 ml
1 1
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Componentele kitului
Substante de control si calibratoare

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

Platforma si software

QFT-Plus Analysis Software este optional si poate fi utilizat pentru analiza datelor brute si

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

Reactivi suplimentari

QuantiFERON-TB Gold Plus Blood Collection Tubes

® Apa deionizata sau distilata, 2 litri

Consumabile

Capac pentru placa cu 96 de godeuri
Optional: microeprubete 1 ml cu capac in stative cu 96 de godeuri sau microplaci
neacoperite cu sigilii de plastic pentru pastrarea plasmei (22 pacienti/stativ sau placa)

Rezervoare de reactiv

Echipamente*

Incubator 37 °C + 1 °C (cu sau fara COz)

Pipete cu volum variabil calibrate pentru eliberarea a 10 pl pana la 1.000 pl, cu varfuri
de unica folosinta

Pipete multicanal calibrate, capabile sa elibereze 50 pl si 100 pl, cu varfuri de unica folosinta
Agitator pentru microplaci, capabil de turatii intre 500 si 1.000 rot/min.

Spalator pentru microplaci (pentru siguranta manipularii probelor de plasma, se
recomanda un spalator automat pentru placi)

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

620 nm pana la 650 nm

Vortexer cu turatie variabila

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

Cilindru gradat, 1 litru sau 2 litri

* Inainte de utilizare, asiguratj-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile

producatorului.
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Avertismente si precautii

Va rugam sa retineti ca este posibil sa aveti obligatia de a consulta reglementarile locale
privind raportarea incidentelor grave survenite in legatura cu dispozitivul catre producator
si/sau reprezentanta autorizatd a acestuia si autoritatea de reglementare in care isi are
sediul/domiciliul utilizatorul si/sau pacientul.

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.

Informatii de siguranta

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare, va rugam
sa consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheets, SDS) corespunzatoare.
Acestea sunt disponibile online in format PDF usor de utilizat si compact, la adresa
www.giagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate
(Safety Data Sheet, SDS) a fiecarui kit si componente ale kitului QIAGEN.

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

® Un rezultat QFT-Plus nu exclude posibilitatea unei infectii cu M. tuberculosis sau a
tuberculozei active: rezultatele fals negative pot fi cauzate de stadiul infectiei
(de ex., specimen recoltat inainte de dezvoltarea raspunsului imun celular), manipularea
incorecta a tuburilor de recoltare a sangelui ca urmare a punctiei venoase, efectuarea
incorecta a testului sau alte variabile imunologice individuale, inclusiv cele asociate
comorbiditatilor. Productia de anticorpi heterofili sau IFN-y nespecific din alte afectiuni
inflamatorii poate masca raspunsurile specifice la peptidele ESAT-6 sau CFP-10.

® Un rezultat QFT-Plus pozitiv nu trebuie considerat ca baza unica si definitiva pentru
diagnosticarea infectiei cu M. tuberculosis. Efectuarea incorecta a testului poate duce
la rezultate fals pozitive la QFT-Plus.
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® Un rezultat QFT-Plus pozitiv trebuie urmat de evaluari medicale suplimentare pentru
depistarea tuberculozei active (de ex., frotiu si cultura de bacili acidorezistenti,
radiografie toracica).

® Desi ESAT-6 si CFP-10 sunt absente din toate tulpinile BCG si din majoritatea
micobacteriilor netuberculoase, este posibil sa obtineti rezultate QF T-Plus pozitive ca
urmare a unei infectii cu M. kansasii, M. szulgai sau M. marinum. Daca se suspecteaza
0 asemenea infectie, trebuie efectuate testari alternative.

® Un rezultat QFT-Plus fals negativ poate fi cauzat de recoltarea incorecta a probei de
sange sau de manipularea necorespunzatoare a specimenului, care afecteaza functia
limfocitelor. Consultati sectiunea ,Protocol: Efectuarea testului ELISA”, pagina 20
pentru manipularea corectd a specimenelor de sange. intarzierea incubatiei poate
cauza rezultate fals negative sau neconcludente, iar alti parametri tehnici pot afecta

capacitatea de a detecta un raspuns IFN-y semnificativ.

Informatii in caz de urgenta

CHEMTREC
Tn afara SUA si a Canadei +1 703-527-3887
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Precautii

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

Urmati indrumarile relevante referitoare la manipularea
sangelui. Eliminati probele si materialele care au intrat in
contact cu sangele sau cu produsele pe baza de sénge in

conformitate cu reglementarile locale si nationale.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

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

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

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

QuantiFERON Green Diluent

Contine: tartrazina. Avertisment! Poate provoca o reactie alergica a pielii.
Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protecitie.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

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

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

o Timerosalul este utilizat pe post de conservant in unii reactivi QF T-Plus. Acesta poate fi
toxic la ingerare, inhalare sau in contact cu pielea.

® Abaterile de la instructiunile de utilizare QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) pot genera
rezultate incorecte. Va rugam sa citifi cu atentie instructiunile inainte de utilizare.

® Nu utilizafi trusa daca unul dintre flacoanele de reactivi prezinta semne de deteriorare
sau scurgeri Thainte de utilizare.

o Important: Inspectaii flacoanele inainte de utilizare. Nu utilizati Conjugat sau Standard
IFN-y daca flacoanele prezinta semne de deteriorare sau daca sigiliul de cauciuc a fost
compromis. Nu manipulati flacoanele sparte. Luati masuri adecvate de precautie la
eliminarea flacoanelor. Se recomanda sa utilizati un cleste de desigilare a flacoanelor
pentru deschiderea flacoanelor Conjugat sau Standard IFN-y pentru a reduce la
minimum riscul de leziuni provocate de capacul cu sigiliu metalic.

® Nu amestecati si nu utilizati stripuri de microplaci, IFN-y Standard, Green Diluent sau
Conjugate 100x Concentrate din kituri QFT-Plus apartindnd unor loturi diferite. Alfi
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.

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

Nu utilizati QF T-Plus ELISA Kit dupa data de expirare.
Procedurile de laborator corecte trebuie urmate in permanenta.
Asigurati-va ca echipamentele de laborator, precum spalatoarele si cititoarele de placi

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

Trebuie acordata atentie datelor de expirare si conditiilor de depozitare tiparite pe cutiile si

etichetele tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate sau depozitate in mod

incorect.

Stabilitatea Tn utilizare

Pastrati kitul ELISA la o temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C.
Protejati intotdeauna solutia de substrat enzimatic de lumina solara directa.

Reactivii reconstituiti si neutilizati

18

Pentru instructiuni despre modul de reconstituire a reactivilor, consultati ,Protocol:
Efectuarea testului ELISA”, pagina 20.
Standardul din kit reconstituit poate fi pastrat cel mult 3 luni, daca este pastrat la

temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C.

Notati data la care a fost reconstituit standardul din kit.

Conjugate 100x Concentrate reconstituit trebuie pastrat in continuare la temperaturi

cuprinse intre 2 si 8 °C si utilizat in cel mult 3 luni.

Notati data la care a fost reconstituit conjugatul.

Conjugatul in concentratie de lucru trebuie utilizat Tn cel mult 6 ore de la preparare.
Solutia tampon de spalare in concentratie de lucru poate fi pastrata la temperatura
camerei timp de cel mult 2 saptamani.

Stripurile de microplaci sunt de unica folosinta. Stripurile nefolosite pot fi indepartate de

pe cadrul placii si depozitate pentru utilizare ulterioara.
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Depozitarea si manipularea specimenelor

Consultati Instructiunile de utilizare ale tuburilor QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus)
Blood Collection Tubes (1123668) pentru detalii despre fluxul de lucru de recoltare a

sangelui pentru testul QFT-Plus.
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Protocol: Efectuarea testului ELISA

Informatii importante inainte de a incepe
Configurarea (timpul necesar pentru efectuarea testului)

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

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

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

O Se adauga 10-15 minute pentru fiecare placa suplimentara

IFN-y ELISA

® Consultati ,Continutul kitului”, pagina 11 si ,Materiale necesare, dar nefurnizate”,

pagina 13 pentru materialele necesare pentru a efectua testul ELISA.

Procedura

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

2. Scoateti de pe suport stripurile de placi ELISA care nu sunt necesare, ambalati-le la loc

in punga de protectie si pastrati-le in frigider cat timp este necesar.
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3. Alocati cel putin 1 strip pentru standardele QFT-Plus si stripuri suficiente pentru
numarul de subiecti supusi testarii (consultati Figura 2 pentru formatul de placa
recomandat). Dupa utilizare, pastrati suportul si capacul in vederea utilizarii impreuna

cu stripurile ramase.

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

3b. Folosind standardul reconstituit, preparati o serie de dilutie de 4 concentratii IFN-y
(consultati Figura 1).

3c. Trebuie generata o curba standard cu urmétoarele concentratii de [FN-y:

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

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

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

S4 (Standard 4) contine 0 Ul/ml (numai Diluant verde [Green Diluent, GD])

3d. Standardele trebuie testate cel putin in duplicat.
3e. Preparati dilutii proaspete cu standard din trusa pentru fiecare sesiune de testare
ELISA.

Procedura

Etichetati 4 tuburi: S1, S2, S3, S4

Adéaugati 150 pl de DV in 81, S2, S3, S4

Adaugati 150 pl de standard din trusa in tubul S1 si amestecati bine
Transferati 50 pl din tubul S1 n tubul S2 si amestecati bine

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

m m oo O W >

DV simplu serveste ca standard zero (S4)
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(0

A -
150 pl 50 pl 50 pl
—> e —>
Standardul Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
din kit 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/iml 0,25 Ul/ml 0 Ul/ml
reconstituit (Green Diluent)

Figura 1. Prepararea seriei de dilutie a curbei standard.

Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu 0,3 ml de apa deionizata sau
distilata. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura dizolvarea completa
a intregului continut al flaconului.

4a. Concentratia de lucru a conjugatului se obtine prin diluarea cantitatii necesare de
conjugat concentrat 100% reconstituit in Diluant verde (Tabel 1).

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

4c. Readuceti conjugatul concentrat 100x neutilizat la o temperatura intre 2 si 8 °C
imediat dupa utilizare.
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Tabel 1. Prepararea conjugatului (concentratie de lucru)

Numarul de stripuri Volumul conjugatului Volumul de Diluant verde

(100x concentrat)

2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5} 25 pl 2,5 ml
6 30 ul 3,0ml
7 35 pl 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de recoltare a sangelui si ulterior depozitate
(refrigerate sau congelate), amestecati bine proba depozitata inainte de a o adauga la
godeul ELISA. Probele de plasma pot fi pastrate in tuburi QFT-Plus Blood Collection Tubes
centrifugate pana la 28 de zile la 2-8 °C. Sau probele de plasma recoltate pot fi pastrate
pana la 28 de zile la 2-8 °C. Probele de plasma recoltate pot fi, de asemenea, pastrate sub -
20 °C (de preferinta mai putin de -70 °C) pe perioade de timp indelungate.

Probele de plasma pot fi incarcate/utilizate direct din tuburile de recoltare a sangelui

centrifugate pentru masurare pe placa QFT-Plus ELISA.

Important: Daca probele de plasma trebuie transferate direct din tuburile QFT-Plus
Blood Collection Tubes centrifugate, trebuie sa evitati orice amestecare a plasmei.

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

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

7. Adaugati 50 pl de proba de plasma pentru testare in godeurile corespunzatoare
(consultati configuratia de placa ELISA din Figura 2).
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8. In cele din urma, ad&dugati cate 50 ul din Standardele 1 pana la 4 in godeurile
corespunzatoare ale placii (consultati configuratia recomandata de placa ELISA in
Figura 2). Standardele trebuie testate cel putin Tn duplicat.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A 1N 3N 5N 7N 9N 13N 15N 17N 19N 21N
B 1 3 5 7 9 TB1 13 15 17 19 21
TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1
Cc 1 3 5 7 9 TB2 13 15 17 19 21
TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2
D 1™ 3M 5M 7™ 9M 13 M 15M 17 M 19M 21M
2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
2 4 6 8 10 1 12 14 16 18 20 22
TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1
G 2 4 6 8 10 11 12 14 16 18 20 22
TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2
H 2M 4M 6 M 8M 10M 1M 12M 14 M 16 M 18 M 20M 22M

Figura 2. Configuratie recomandata de placa ELISA. S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3),
S4 (Standard 4). 1N (Proba 1. plasma substanta de control Nil), 1 TB1 (Proba 1. plasma TB1),
1 TB2 (Proba 1. plasma TB2), 1M (Proba 1. plasma Mitogen).

9. Acoperiti placa ELISA si omogenizati temeinic conjugatul si probele de
plasma/standardele folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut la
500-1000 rot/min. Evitati stropirea.

10. Acoperiti placa ELISA si incubati la temperatura camerei (22 + 5 °C) timp de
120 + 5 minute. Placa ELISA nu trebuie expusa la lumina solara directa pe durata
incubarii. Abaterea de la intervalul de temperatura specificat poate duce la rezultate

incorecte.

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

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

siguranta la manipularea probelor de plasma.

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

fnmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

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

omologate.

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

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

14. Acoperiti placa ELISA si incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de
30 de minute. Placa ELISA nu trebuie expusa la lumina solara directa pe durata
incubarii.

15. Dupa o incubare de 30 de minute, adaugati 50 pl de solutie de inhibitor enzimatic in
fiecare godeu al placii, in aceeasi ordine n care a fost adaugat substratul si
omogenizati temeinic la 500-1000 rot/min, folosind un agitator pentru microplaci.

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

rezultatelor.
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Rezultate (Calcule)

Pentru analiza datelor brute si calcularea rezultatelor, puteti utiliza QFT-Plus Analysis
Software. Acesta este disponibil la pagina www.qiagen.com. Va rugam sa va asigurati ca

utilizati cea mai recenta versiune a QFT-Plus Analysis Software.

Software-ul efectueaza o evaluare a controlului calitatji testului, genereaza o curba standard
si furnizeaza un rezultat al testului pentru fiecare subiect, asa cum este detaliat la
,Iinterpretarea rezultatelor ”, pagina 30. Software-ul raporteaza toate concentratiile mai mari

de 10 Ul/ml ca ,>10”, deoarece astfel de valori depasesc intervalul liniar validat al ELISA.

Ca o alternativa la utilizarea QFT-Plus Analysis Software, rezultatele pot fi obtinute folosind

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

Daca nu se utilizeaza QFT-Plus Analysis Software

Determinarea curbei standard si a valorilor Ul/ml ale probelor necesita un program de calcul
tabelar, cum ar fi Microsoft® Excel®, daca nu se utilizeazad QFT-Plus Analysis Software.

Utilizarea unui program de calcul tabelar

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

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

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

standardelor si coeficientul de corelatie (r) al curbei standard.

Calcularea rezultatelor probei

Daca s-ar obtine urmatoarele citiri DO pentru standarde, calculele folosind — log(e) — le-ar

urma pe cele din Tabel 2.

Tabel 2. Curba a solutiei standard

Standard Ul/ml Valorileasib DO medie CV % Log(e) Ul/ml Log() mediu
ale DO (DO)
Standard 1 4 1,089, 1,136 1,113 3,0 1,386 0,107
Standard 2 1 0,357, 0,395 0,376 71 0,000 -0,978
Standard 3 0,25 0,114, 0,136 0,125 nu se aplica -1,386 -2,079
Standard 4 0 0,034, 0,037 0,036 nu se aplica nu se aplica nu se aplica

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

Validitatea testului este determinata folosind criteriile specificate in ,Controlul calitatii

testului”, pagina 28.

Curba standard (Tabel 2) este utilizata pentru a converti raspunsurile DO antigen Tn unitati

internationale (Ul/ml).
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Tabel 3. Calcularea rezultatelor probei

Antigen Valoare DO Valoare DO loge) X e (Ul/ml) Antigen-Nil (Ul/ml)
Nil 0,037 -3,297 -2,934 0,05 -

TB1 1,161 0,149 1,437 4,21 4,16

TB2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

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

Valorile IFN-y (in Ul/ml) pentru TB1, TB2 si Mitogen sunt corectate pentru fond scazand

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

pentru interpretarea rezultatelor testului.

Controlul calitatii testului

Acuratetea rezultatelor testului depinde de generarea unei curbe standard exacte. Din acest

motiv, rezultatele obtinute pe baza standardelor trebuie examinate inainte ca rezultatele

probelor testate sa poata fi interpretate.

Pentru ca testul ELISA sa fie valid:

28

Valoarea medie a DO pentru Standardul 1 trebuie sa fie = 0,600.

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

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.

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

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

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.
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QFT-Plus Analysis Software calculeaza si raporteaza acesti parametri de control al calitaji.

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

trebuie luate in considerare.
Nota: Plasmele imbogatite cu IFN-y recombinant au demonstrat reduceri de pana la 50 %

ale concentratiei atunci cand sunt pastrate fie la 2-8 °C, fie la -20 °C. IFN-y recombinant nu

este recomandat pentru stabilirea standardelor de control.
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Interpretarea rezultatelor

Rezultatele QFT-Plus sunt interpretate pe baza urmatoarelor criterii (Tabel 4).

Important: Confirmarea sau infirmarea diagnosticului de tuberculoza si evaluarea

probabilitatii prezentei LTBI necesitd o combinatie de informatiii epidemiologice, de

anamneza, medicale si de diagnostic care trebuie luate in considerare atunci cand sunt

interpretate rezultatele QFT-Plus. Consultati instructiunile generale privind diagnosticarea si

tratamentul tuberculozei active si LTBI:

(https://Iwww.cdc.gov/tb/publications/guidelines/default.htm).

Tabel 4. Interpretarea rezultatelor testului QFT-Plus

*

+

t

Nil (U/ml) TB1 minus TB2 minus Mitogen Rezultat Raport/Interpretare
Nil (Ul/ml) Nil (Ul/ml) minus Nil  QFT-Plus
(Ul/ml)*
<8,0 20,35 si Orice valoare
> 25 % din Nil ; Infectie cu
Orllce PozitivT M. tuberculosis
Orice valoare | 20,35 si valoare probabila
> 25 % din Nil
<0,35sau <0,35sau 20,50 Negativ Infectie cu
20,35 si >0,35si M. tuberculosis
<25 % din Nil | <25 % din Nil IMPROBABILA
: 8'32 :iau : g’gg :iau <050 Probabilitatea
20,35 20,35¢ ifoctiel
<25 % din Nil | <25 % din Nil Neconcludent? | %= o e nu
> 808 Orice valoare poate fi determinata

De obicei, raspunsurile la controlul pozitiv cu Mitogen (si ocazional Antigen TB) pot fi in afara intervalului cititorului
de microplaci. Acest lucru nu influenteaza rezultatele testelor. Valorile > 10 Ul/ml sunt raportate de software-ul
QFT-Plus ca >10 Ul/ml.
Daca infectia cu M. tuberculosis nu este suspectata, rezultatele initial pozitive pot fi confirmate prin retestarea
probelor originale de plasma in duplicat in QFT-Plus ELISA. Daca rezultatul retestarii unuia sau ambelor duplicate
este pozitiv, rezultatul testului este considerat pozitiv.

Consultati ,Ghid de depanare”, pagina 66 pentru cauzele posibile.

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

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

N — Nil si N
Interpretare u TB1 NIZI(S)IISSaLiJ-II;&? Nil

¢Da

Nu TB1 — Nil si/sau TB2 — Nil
i 225 % din valoarea Ul/ml Nil*

¢ Da
. Mitogen — Nil < 0,50 Ul/ml | Da by '
Validare I;)I/gseal’L Nil I><810 U|/m|m —» Neconcludent +— Nil < 8,0 Ul/mi

o 3 7 o

Negativ Pozitiv

Figura 3. Interpretarea testului QFT-Plus. * Pentru ca valoarea TB1 minus Nil sau TB2 minus Nil sa fie
valabila, = 25 % din valoarea Ul/ml Nil trebuie sa fie din acelasi tub ca rezultatul = 0,35 Ul/ml initial.
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Limitari

Rezultatele testului QF T-Plus trebuie interpretate impreuna cu istoricul epidemiologic, starea

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

Persoanele cu valori Nil mai mari de 8 Ul/ml sunt clasificate ca ,Neconcludente” deoarece

un raspuns cu 25 % mai mare la antigenii TB poate fi in afara intervalului de masurare a

testului.

Valoarea predictiva a unui rezultat QFT-Plus pozitiv in diagnosticarea infectiei cu

M. tuberculosis depinde de probabilitatea infectarii, evaluata pe baza anamnezei si a
examinarilor epidemiologice, de diagnostic si de alta natura.

Diagnosticarea LTBI necesita excluderea tuberculozei prin evaluare medicala, inclusiv
o evaluare a testelor medicale si de diagnosticare actuale a bolii, conform indicatiilor.
Un rezultat negativ trebuie analizat impreuna cu datele medicale si anamnestice ale
individului, relevante pentru probabilitatea existentei infectiei cu M. tuberculosis si riscul
potential de evolutie spre tuberculoza, in special in cazul persoanelor cu functie imuna
afectata.

Rezultatele nefiabile sau neconcludente se pot datora:

32

Abaterilor de la procedura descrisa in Instructiunile de utilizare
Transportului/manipularii incorect(e) a(l) specimenului de sange

Nivelurilor crescute de IFN-y circulatorii sau prezenta anticorpilor heterofili

Depasirea timpilor validati pentru sénge de la extragerea specimenului de sénge pana
la incubare. Consultati Instructiunile de utilizare QFT-Plus Blood Collection Tubes
(1123668).
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Caracteristici de performanta
Studii clinice

Deoarece nu existda un test standard definitiv pentru confirmarea sau excluderea
diagnosticului de LTBI, o estimare a sensibilitatii si specificitatii testului QFT-Plus nu poate
fi practic evaluata. Specificitatea QFT-Plus a fost aproximata prin evaluarea ratelor fals
pozitive la persoanele cu risc scazut (factori de risc necunoscuti) de infectie cu tuberculoza.
Sensibilitatea a fost aproximata prin evaluarea grupurilor de subiecti de studiu cu
tuberculoza activa confirmaté prin cultura. In plus, performanta testului a fost evaluata pentru
ratele de rezultate pozitive si negative dintr-o populatie de subiecti séanatosi cu factori de risc

identificati privind infectia cu tuberculoza (populatie cu riscuri mixte).
Specificitate

S-a efectuat un studiu multicentric de evaluare a specificitatii clinice a QFT-Plus pe 733 de
subiecti care au fost considerati ca prezentand un risc scazut de infectie cu M. tuberculosis
sau neprezentand factori de risc privind expunerea la infectie sau boala activa. Informatiile
demografice si factorii de risc pentru expunerea la tuberculoza s-au determinat cu ajutorul
unei cercetari standardizate la momentul testarii. Studiul a fost efectuat in patru centre
independente, dintre care unul in Statele Unite, doua Tn Japonia si unul in Australia. Testul
QFT-Plus a fost comparat cu testul QuantiFERON-TB Gold-In-Tube (QFT). Tabelul 5
prezintd un rezumat al datelor de performanta privind specificitatea clinica, stratificate pe
centru de studiu si regiune. Rezultatele privind performanta se bazeaza pe numarul total de

teste valide. Nu au existat rezultate neconcludente.
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Tabel 5. Specificitatea QFT-Plus intr-o populatie cu risc scazut

Pozitiv Negativ Neconcludent Specificitate (Il 95 %)

Centru N QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus

Statele

Unite

(#1) 212 2 4 210 208 0 0 99,06 % 98,11 %

USA-4 (210/212) (208/212)
(96,63- (95,25-
99,74) 99,26)

Japonia

(#2) 106 1 2 105 104 0 0 99,06 % 98,11 %

JPN-3 (105/106) (104/106)
(94,85- (93,38-
99,83) 99,48)

(#3) 216 3 5 213 21 0 0 98,61 % 97,69 %

JPN-1 (213/216) (211/216)
(96,00- (94,70-
99,53) 99,01)

Total 322 4 7 318 315 0 0 98,76 % 97,83 %

Japonia (318/322) (315/322)
(96,85- (95,6-98,9)
99,52)

Australia

(#4) 199 8 9 191 190 0 0 95,98 % 95,48 %

AU-3 (191/199) (190/199)
(92,27- (91,63-
97,95) 97,60)

Specificitatea QFT-Plus a fost de 98,11 % in SUA, 97,83 % in Japonia si 95,48 % in
Australia. Specificitatea totala a QFT-Plus a fost de 97,27 % (713/733). Specificitatea QFT
a fost de 99,06 % Tn SUA, 98,76 % in Japonia si 95,98 % in Australia. Specificitatea totala
a QFT a fost de 98,09 % (719/733).
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O divizare a rezultatelor in functie de tipul de tub de antigen TB si combinatiile acestora ofera

un exemplu de rezultate preconizate intr-o populatie cu risc scazut (Tabel 6).

Tabel 6. Rezultatele studiului de specificitate QFT-Plus in functie de TB Antigen Tube

Interpretare pe baza

Antigen TB-Nil
9 QFT-Plus (pozitiv in Concordant pozitiv TB1 si

Ul/mlin TB1 TB2 functie de TB1 si/sau TB2)* TB2 (analiza alternativa)®
Pozitiv 10 18 20 8
Negativ 723 715 713 725
Neconcludent 0 0 0 0

R 97,3 %
Specificitate (I 95 %) - - (713/733) -

(95,8-98,2)

- 98,6 % 97,5 % 98,9 %

ﬁiastaas ‘ﬂ/e)”ega""'ta‘e (723/733)  (715/733) - (725/733)
° (97,5-99,3)  (96,2-98,4) (97,9-99,5)

* Interpretare bazata pe o valoare a antigenului TB — Nil 20,35 Ul/ml in ambele tuburi (TB1 si TB2) sau in oricare
dintre tuburile TB pentru a se incadra in criteriile de interpretare pentru QFT-Plus (TB1 sau TB2) pentru a fi stabilit
ca fiind pozitiv.

T Analiza alternativa este furnizata doar cu titlu informativ.

La subiectii cu risc scazut de infectare cu tuberculoza, un total de 20/733 de subiecti au returnat
un rezultat pozitiv. Dintre acestia, doar 8 subiecti au returnat o valoare de > 0,35 Ul/ml atat in
tubul TB1, cat si in tubul TB2. S-a efectuat o comparatie intre testele QFT si QFT-Plus in grupul
de studiu cu risc scazut si s-a demonstrat o concordanta totala de 97,5 % (715/733) si un acord
procentual negativ de 98,3 % (707/719).

Sensibilitate

Avand in vedere ca nu exista un test standard definitiv pentru diagnosticarea LTBI, cultura
microbiologica de M. tuberculosis reprezinta un inlocuitor adecvat, deoarece infectia cu
tuberculoza este un precursor necesar al bolii.
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S-a efectuat un studiu multicentric de evaluare a sensibilitatii clinice a QFT-Plus pe 434 de
subiecti de studiu care prezentau semne si simptome de tuberculoza activa prin infectare cu
M. tuberculosis, confirmata prin cultura si/sau PCR, si care nu erau sub tratament pentru TB
sau care erau sub tratament de < 14 zile anterior recoltarii sangelui. Studiul a fost realizat in
7 centre independente, dintre care trei in Statele Unite, trei in Japonia si unul in Australia.
Testul QFT-Plus a fost comparat cu testul QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFT). Tabelul 7
prezintd un rezumat al datelor de performanta privind sensibilitatea clinica, stratificate pe
centru de studiu si tara. Rezultatele privind performanta se bazeaza pe numarul total de
teste valide. S-a inregistrat o frecventa a rezultatelor neconcludente pentru QFT si QFT-Plus
de 2,3 % (10/434) si, respectiv, 2,5 % (11/434).
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Tabel 7. Rezumat privind performanta studiului clinic de sensibilitate, stratificat in functie de

centru, tara si total

Pozitiv Negativ Neconcludent Sensibilitate (Ii 95 %)
Centru N QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus
Statele
Unite
(#1) 15 13 13 2 2 0 0 86,67 % 86,67 %
USA-5 (13/15) (13/15)
(62,12- (62,12-
96,26) 96,26)
(#2) 33 29 29 4 4 0 0 87,88 % 87,88 %
USA-1 (29/33) (29/33)
(72,67- (72,67-
95,18) 95,18)
(#3) 5 5 5 0 0 0 0 100,0 % 100,0 %
USA-4 (5/5) (5/5)
(56,55- (56,55-
100,0) 100,0)
Total 53 47 47 6 6 0 0 88,7 % 88,7 %
Statele (47/53) (47/53)
Unite (77,4-94,7) (77,4-94,7)
Japonia
98,63 % 95,71 %
(#4) (72/73) (67/70)
JN2 8 T2 67 ! 3 3 6 (92,64-  (88,14-
99,76) 98,53)
(#5) 99 97 98 2 1 0 0 97,98 % 98,99 %
JPN-3 (97/99) (98/99)
(92,93- (94,50-
99,44) 99,82)

Instructiuni de utilizare QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA Kit

Tabel continuat pe pagina urmatoare

37



Continuare tabel de la pagina anterioara

Tabel 7. Rezumat privind performanta studiului clinic de sensibilitate, stratificat in functie de
centru, tara si total (continuare)

Pozitiv Negativ Neconcludent Sensibilitate (I 95 %)

Centru N QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus

(#6) 177 159 157 12 15 6 5 92,98 % 91,28 %

JPN-1 (159/171) (157/172)
(88,14- (86,11-
95,94) 94,64)

Total 352 328 322 15 19 9 11 95,63 % 94,43 %

Japonia (328/343) (322/341)
(92,91- (91,5-96,4)
97,33)

Australia

(#7) 29 27 29 1 0 1 0 96,43 % 100,0 %

AU-2 (27/28) (29/29)
(82,29- (88,30~
99,37) 100,0)

Analiza din tabelul de mai sus nu include rezultatele neconcludente.

Sensibilitatea QFT-Plus a fost de 88,7 % in SUA, 94,43 % in Japonia si 100,0 % in Australia.
Sensibilitatea totala a QFT-Plus a fost de 94,09 % (398/423). Sensibilitatea QFT a fost de
88,7 % in SUA, 95,63 % in Japonia si 96,43 % in Australia. Sensibilitatea totald a QFT a fost
de 94,81 % (402/424).

O divizare a rezultatelor in functie de tipul de tub de antigen TB si combinatiile de tuburi

ofera un exemplu de rezultate preconizate intr-o populatie confirmata cu infectie cu TB

(Tabel 8).
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Tabel 8. Rezultatele studiului de sensibilitate QFT-Plus in functie de tubul de antigen TB

Interpretare pe baza Antigen TB-

Nil in Ul/ml QFT-Plus (pozitiv in
TB1 TB2 functie de TB1 si/sau TB2)
Pozitiv 388 397 398
Negativ 32 26 25
Neconcludent 14 1" 11
Sensibilitate* (I 95 %) 94 %
- - (398/423)
(91,4-96,0)
Rata de pozitivitate* (Il 95 %) 924 % 93.9 %
(388/420) (397/423) -
(89,4-94,6) (91,1-95,8)

* Excluzand valorile neconcludente.

S-a evaluat o comparatie intre testele QFT si QFT-Plus in grupul cu tuberculoza activa
confirmata prin cultura (grupuri de studiu privind sensibilitatea) si s-a demonstrat o
concordanta totala de 95,9 % si un acord procentual pozitiv de 97,3 % (391/402).

Tabel 9. Raporturi de probabilitate QFT-Plus

Centru* Sensibilitate Specificitate LR+ LR-

Australia 100,00 % 95,48 % 22,11 0,00

Japonia 94,43 % 97,83 % 43,44 0,06

Statele Unite 88,68 % 98,11 % 47,00 0,12
* Total
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Performanta la subiectii cu factori de risc identificati de infectie cu MTB (persoane
Cu risc mixt)

S-a evaluat un grup de 601 persoane cu factori de risc micsti privind infectia cu TB (de ex.,
infectare cu HIV, istoric de tratament pentru TB activa sau latenta, expunere la un caz de TB
activa, statut de cadru medical etc.) cu testele QFT si QFT-Plus. Factorii de risc au fost
identificati cu ajutorul unei cercetari standardizate, iar persoanele nu prezentau simptome
asociate tuberculozei active la momentul recrutarii. Datele demografice si factorii de risc sunt
raportate in Tabelul 10. In cadrul acestei populatii, 68 din 601 (11,3 %) subiecti au inregistrat
un rezultat QFT-Plus pozitiv, cu un acord procentual pozitiv (positive percent agreement,
PPA) si un acord procentual negativ (negative percent agreement, NPA) de 98,44 % si,
respectiv, 99,07 % (Tabel 11). Din acest grup de 68 de subiecti cu QFT-Plus pozitiv, un total
de 62 de subiecti au fost pozitivi la ambele tuburi TB1 si TB2, 2 subiecti au fost pozitivi numai
la tubul TB1, iar 4 subiecti au fost pozitivi numai la tubul TB2. Nu s-au observat rezultate
neconcludente (0/601).
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Tabel 10. Date demografice si factori asociati cu riscul de infectie cu tuberculoza la o cohorta mixta

Numar total de subiecti (601) Numar Procent
Barbat 539 89,7 %
Sex .
Femeie 62 10,3 %
L Interval 18-70
Varsta (ani) . -
Medie 46,7
o ) Da 15 2,5%
Vaccinati impotriva BCG
’ Nu 586 97,5 %
Pozitivi la HIV sau testati pozitiv pentru virusurile ~ Da 12 2,0%
HTLV Nu 589 98 %
. - ) R Da 11 1,8 %
Diagnosticati anterior cu tuberculoza activa
Nu 590 98,2 %
Au avut un te_stul cutanat la tuberculina y Da 47 7.8 %
(tuberculin skin test, TST)/test Mantoux pozitiv 0
pentru TB Nu 554 92,2 %
Au mai fost tratati pentru tuberculoza activd sau ~ Da 35 58 %
latenta Nu 566 94,2 %
Au trait, au lucrat sau au facut voluntariat Da 373 62,1 %
(> 1 luna) intr-o inchisoare sau n arest Nu 228 37,9 %
Au trait, au lucrat sau au facut voluntariat Da 505 87.4 %
(> 1 lund) intr-un centru pentru persoane fara ’ o
adapost Nu 76 12,6 %
B e e Da 8 1,3 %
Profesionist din domeniul sanatatii
Nu 593 98,7 %
Contact direct al unei persoane infectate sau Da 9 1.5 %
suspectate de tuberculoza activa Nu 592 98,5 %
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Tabel 11. Rezumat al performantei QFT-Plus versus QFT la subiecti cu riscuri cunoscute de
infectare cu TB latenta

QFT
Pozitiv (+) Negativ (-) Total
Pozitiv (+) 63 5% 68
QFT-Plus Negativ (-) 1* 532 533
Total 64 537 601

*Toate cele 6 probe discordante au avut niveluri IFN-y ale tuburilor Antigen TB apropiate de pragul
limita al testului.

Acordul procentual pozitiv (Positive Percent Agreement, PPA) si acordul procentual negativ
(Negative Percent Agreement, NPA) intre rezultatele QFT si QFT-Plus au fost dupa cum

urmeaza:

e PPA: 98,44 % (63/64), IT 95 % (91,67; 99,72)
o NPA: 99,07 % (532/537), Il 95 % (97,84; 99,60)

Tabelul 12 de mai jos ilustreaza performanta testului QFT-Plus in comparatie cu testul QF T

la subiectii studiului vaccinati BCG.

Tabel 12. Performanta testului QFT-Plus in comparatie cu testul QFT la subiectii de studiu vaccinati
BCG (date combinate de la subiectii de studiu privind sensibilitatea, specificitatea si LTBI)

QFT
Pozitiv (+) Negativ (-) Total
Pozitiv (+) 66 5 71
QFT-Plus Negativ (-) 3 268 271
Total 69 273 342

* Doi subiecti din studiul de sensibilitate au fost exclusi din analiza din cauza rezultatelor neconcludente.

® PPA =956 % (66/69), Il 95 % (87,98; 98,51)
NPA = 98,2 % (268/273), I 95 % (95,79; 99,22)
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Valori prognozate
Distributiile observate ale raspunsului — stratificare in functie de risc

in cadrul studiilor clinice, au fost observate o serie de raspunsuri IFN-y la TB1, TB2 si la
tuburile de control, acestea fiind stratificate in functie de riscul infectiei cu M. tuberculosis
(Figurile 4-7). Grupul mixt consta in subiecti reprezentativi pentru o populatie generala de
testare, inclusiv subiecti cu si fara factori de risc de expunere la tuberculoza si la care
tuberculoza activa este improbabila (mai precis, LTBI).
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Figura 4. Distributia of Nil. A Distributia valorilor Nil intr-o populatie cu risc scazut (n = 744).
B Distributia valorilor Nil intr-o populatie cu risc mixt (n = 601). C Distributia valorilor Nil intr-o populatie
cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin cultura (n = 416).
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Figura 5. Distributia TB1 si TB2 (minus Nil). A Distributia valorilor TB1 si TB2 (minus Nil) intr-o
populatie cu risc scazut (n = 744). B Distributia valorilor TB1 si TB2 (minus Nil) intr-o populatie cu risc
mixt (n = 601). C Distributia valorilor TB1 si TB2 (minus Nil) intr-o populatie cu infectie cu M. tuberculosis

confirmata prin cultura (n = 416).
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Nr. de subiecti
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Figura 6. Distributia Mitogen (minus nil). A Distributia valorilor Mitogen (minus Nil) intr-o populatie cu
risc scazut (n = 744). B Distributia valorilor Mitogen (minus Nil) intr-o populatie cu risc mixt (n = 601).
C Distributia valorilor Mitogen (minus Nil) intr-o populatie cu infectie cu M. tuberculosis confirmata prin

cultura (n = 415).
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Figura 7. Diferenta observata intre valorile TB1 si TB2 (minus Nil), stratificata in functie de risc.
Include date din studiul de cohorta cu risc mixt pentru a indica diferentele dintre cohortele cu risc scazut,
cu risc activ si cu risc mixt. Aceasta analiza a datelor a inclus o cohorta cu risc mixt cu factori de risc
cunoscuti. Prin urmare, din cohorta cu risc scazut n = 733, din cohorta cu risc mixt n = 588 si din cohorta
cu tuberculoza activa n = 357. Diferenta cantitativd in Ul/ml pentru fiecare subiect a fost obtinuta prin

scaderea valorii TB1 din valoarea TB2.

Rezumat privind siguranta si performanta

Rezumatul privind siguranta si performanta poate fi gasit pe site-ul EUDAMED.
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Caracteristicile de performanta ale testului

Performanta analitica
Pragul testului

Pragul de excludere al testului QFT-Plus a fost stabilit utilizand datele a 216 subiecti fara factori
de risc identificati pentru expunere la TB, care fusesera vaccinati BCG si s-a presupus c& nu sunt
infectati si a 118 subiecti cu tuberculoza prin infectare cu M. tuberculosis confirmata prin cultura.
Datele privind sensibilitatea si specificitatea au fost combinate si analizate cu ajutorul analizei
curbei Caracteristica Operator Receptor (Receiver Operator Characteristic, ROC). Datele privind
sensibilitatea si specificitatea analizate cu ajutorul analizei ROC au demonstrat ca pragul optim
ELISA a fost de 0,35 Ul/mL (consultati Figura 8).

Curba ROC

1,00

==

0,751

0,50 1

Sensibilitate

0,254

0,00 T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

1 - Specificitate

Figura 8. Curba ROC pentru raspunsurile ESAT-6 si CFP-10.
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Tabel 13. Valori de sensibilitate si specificitate pentru ELISA la diferite praguri

Prag Ul/ml Sensibilitate % 1195 % Specificitate % 1195 % Sensibilitate +
IFN-y Specificitate
0,20 91,53 84,97-95,86 % 96,31 92,87-98,40 % 187,84

0,23 91,53 84,97-9586 % 96,77 93,47-98,69% 188,30

0,26 90,68 83,93-9525% 96,77 93,47-98,69% 187,45

0,28 90,68 83,93-9525% 97,24 94,08-98,98 % 187,92

0,30 89,83 82,91-94,63 % 97,24 94,08-98,98 % 187,07

0,31 88,98 81,90-94,00 % 97,24 94,08-98,98 % 186,22

0,33 88,98 81,90-94,00% 97,70 94,71-99,25% 186,68

0,35 88,98 81,90-94,00 % 98,16 95,35-99,50 % 187,14

0,39 88,14 80,90-93,36 % 98,16 95,35-99,50 %  186,3

0,42 87,29 79,90-92,71% 98,16 95,35-99,50 % 185,45

0,43 86,44 78,92-92,05% 98,16 95,35-99,50 %  184,6

0,45 86,44 78,92-92,05% 98,62 96,01-99,71 % 185,06

Tabel continuat pe pagina urmatoare
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Continuare tabel de la pagina anterioara
Tabel 13. Valori de sensibilitate si specificitate pentru ELISA la diferite praguri

Prag Ul/ml Sensibilitate % 1195 % Specificitate % 1195 % Sensibilitate +

IFN-y specificitate

0,47 85,59 77,94-91,38 % 99,08 96,71-99,89 % 184,67

0,48 84,75 76,97-90,70 % 99,08 96,71-99,89 % 183,83

0,50 83,90 76,00-90,02 % 99,08 96,71-99,89 % 182,98
Liniaritate

Testul QFT-Plus ELISA s-a dovedit liniar in conditjile pozitionarii aleatorii a 5 duplicate pentru
11 probe de plasma cu concentratii de IFN-y cunoscute pe placa ELISA. Linia regresiei

liniare are o panta de 1,002 + 0,011 si un coeficient de corelatie de 0,99 (Figura 9).

11 1

Nivel determinat al IFN-y (Ul/ml)

L L L) L L L) L

L] L) L) L]
01 2 3 45 6 7 8 9 10N
Nivel preconizat al IFN-y (Ul/ml)

Figura 9. llustrarea analizei de regresie a studiului de liniaritate — Media probelor cu

concentratie ridicata = —0,24 +0,9964-Preconizat.
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Reproductibilitate

S-a efectuat un studiu multicentric de reproductibilitate pentru a evalua performanta
QFT-Plus in mai multe centre de studiu cu operatori multipli. Acesta a fost un studiu
prospectiv realizat in trei centre de testare externe si un centru de colectare. Au fost Tnrolati
n total 32 de subiecti pozitivi si 34 de subiecti negativi (determinati prin testul QFT). Subiectii
de studiu cuprindeau profesionisti din domeniul sanatatii din Statele Unite. Subiectii de studiu
reprezentau grupuri cu riscuri mixte de expunere la TB in contextul profesiei sau in calitatea
lor de cadre medicale nascute in alte tari si provenite dintr-o zona cu o rata a tuberculozei
peste 50/100.000.

Trei tuburi de recoltare a sangelui cu litiu-heparina au fost obtinute de la fiecare subiect de
studiu la centrul de recoltare. Tuburile de recoltare a sangelui cu litiu-heparind au fost
transferate in fiecare dintre cele trei centre de testare, unde au fost impartite in doua seturi
de QFT-Plus Blood Collection Tubes (QFT-Plus TB1, TB2, Mitogen si Nil) si apoi testate in
conformitate cu procedura testului QFT-Plus. In fiecare centru, cel putin doi operatori au
efectuat separat cele doua teste pentru fiecare subiect de studiu. Nici un operator nu a
cunoscut rezultatele obtinute de ceilalti operatori, nici rezultatele testului QFT al subiectului
de studiu.

Au fost generate sase rezultate in toate cele trei centre de testare pentru fiecare dintre cei
66 de subiecti de studiu, rezultdnd un total de 396 de puncte de date. Un rezumat al
rezultatelor studiului de reproductibilitate este prezentat in Tabelul 14.

Tabel 14. Rezumatul rezultatelor studiului de reproductibilitate — acord % intra-centru al
rezultatelor calitative intre operatori; N = 66 de probe ale pacientilor

Centrul 1 - 2 operatori Centrul 2 — 2 operatori Centrul 3 - 3 operatori

64/66 = 96,97 % 64/66 = 96,97 % 59/66 = 89,39 %

Concordanta intre rezultatele Concordanta intre rezultatele Concordanta intre rezultatele
calitative ale setului de tuburi 1 si calitative ale setului de tuburi 1 si  calitative ale setului de tuburi 1 si ale
ale setului de tuburi 2 ale setului de tuburi 2 setului de tuburi 2
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Procentul de concordanta calitativé in toate centrele de studiu este de 94,7 % (375/396). In
cadrul acestui calcul, numarul total de rezultate ale testului in acord (375) include acele
situatii Tn care exista un acord al tuturor celor 6 rezultate, un acord de 5 din 6 rezultate, un

acord de 4 din 6 rezultate si un acord de 3 din 6 rezultate, toate combinate.

Repetabilitate inter-loturi

A fost efectuat un studiu pentru a determina variabilitatea inter-loturi a QFT-Plus Blood
Collection Tubes in comparatie cu tuburile QFT. in total, au fost testati 30 de subiecti
(15 confirmati pozitiv la tuberculoza si 15 confirmati negativ la TB cu testul QFT). Tn acest
studiu au fost incluse trei loturi separate din fiecare dintre QFT-Plus TB1, TB2 si QFT TB
Blood Collection Tubes. Au fost testate trei duplicate per donator pentru fiecare lot de tuburi
de recoltare a sangelui. Tuburile Nil si Mitogen au fost testate cu cate un duplicat fiecare.

Séngele fiecarui subiect a fost recoltat in tuburi de litiu-heparina si apoi 1 ml de sange a fost
transferat in fiecare dintre tuburile QFT-Plus si QFT Blood Collection Tubes si testate in
conformitate cu procedura testului. Pentru fiecare grup de probe pozitive si negative,
varianta totald a rezultatelor din tuburile QFT-Plus trebuie s& nu fi fost mai mare decét
varianta totala a rezultatelor din tuburile QFT. Aceasta a fost determinata pe baza valorii p
rezultata din testul Levene de omogenitate a variantei (HOV). In cazul in care valoarea p nu
a fost semnificativa (p > 0,05) si/sau variatia tuburilor QFT-Plus TB a fost mai mica decéat
cea a tubului QFT TB, atunci s-a inregistrat o varianta intre tuburile QFT-Plus si QFT TB.

Tabel 15. Compararea variantei intre tuburile QFT-Plus si QFT TB Blood Collection Tubes
utilizand testul HOV al lui Levene

Tip proba Diferenta Efect Dependent Valoare P Semnificativ
Pozitiv TB2vs. QFT Sub_tip Rezidual 0,0378 Da
Pozitiv TB2 vs. QFT Sub_tip Rezidual 0,0540 Nu
Negativ TB2 vs. QFT Sub_tip Rezidual 0,1025 Nu
Negativ TB2 vs. QFT Sub_tip Rezidual 0,6344 Nu
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Variatia dintre tuburile QFT-Plus si QFT TB Blood Collection Tubes nu a fost semnificativa,
cu exceptia tubului QFT-Plus TB2 cand a fost testat cu subiecti pozitivi. Cand s-a analizat
estimarea abaterii standard, variatia observata in tubul QFT-Plus TB2 a fost mai mica
(0,06089) decat in tubul QFT TB (0,07641), asa cum este ilustrat in Tabelul 16. Prin urmare,
varianta tuburilor de recoltare a sangelui QFT-Plus TB1 si TB2 nu a fost mai mare decat cea
a QFT TB Blood Collection Tube.

Tabel 16. Abaterea standard pentru rezidual si intervalul de incredere de 95 % la subiectii
pozitivi

Tip proba Subtip Estimare de abatere standard LCL 95 % UCL 95 %
Pozitiv QFT 0,07641 0,06826 0,08680
Pozitiv TB1 0,06275 0,05605 0,07127
Pozitiv TB2 0,06089 0,05439 0,06917

Repetabilitate intra-loturi

S-a efectuat un studiu pentru a evalua variabilitatea intra-lot a QFT-Plus Blood Collection
Tubes in comparatie cu concentratia IFN-y din duplicatele QFT-Plus TB Blood Collection
Tubes de sange.

Sase alicote dintr-o proba de sange de la aceiasi subiecti cu infectie TB confirmata au fost
analizate in 6 tuburi de recoltare repetata a sangelui din cate un lot din ambele tuburi
QFT-Plus (TB1 si TB2). Testarea a fost efectuata pe 13 subiecti. CV % a fost calculat la
fiecare donator si la toti donatorii pentru a genera un CV % mediu, dupa cum se arata in
Tabelul 17.
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Tabel 17. CV % pentru mediu, abatere standard, minim, median si maxim in fiecare dintre
QFT-Plus TB Blood Collection Tube la subiectii pozitivi la TB

Tub Marimea Mediu Abatere Minim Median Maxim
QFT-Plus probei (CV %) standard

TB1 13 13,31 6,88 4,17 12,87 29,56
TB2 13 13,04 7,48 4,86 10,75 29,44

Rezultatele au demonstrat ca CV % mediu pentru TB1 si TB2 a fost de ~13 %, indeplinind

criteriile de acceptare < 30 % si demonstrand repetabilitatea intra-lot.

Limita de blanc (LoB)

S-a evaluat limita de blanc (Limit of Blank, LoB) pentru testul QFT-Plus. Doua duplicate din
cate 14 probe individuale de plasma umana normala (ca blancuri) au fost testate cu 2 loturi
de QFT-Plus ELISA de catre 3 operatori in 3 zile de testare, un operator pe zi de testare
pentru un total de 84 de duplicate din fiecare lot de kit ELISA.

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

se arata in Tabelul 18.

Tabel 18. Valori LoB (Ul/ml) pentru cele 2 loturi de QFT-Plus ELISA Kit

QFT-Plus ELISA Kit LoB estimat (Ul/ml)
Kit 1 0,030
Kit 2 0,040

Valoarea LoB mai mare, de 0,040 Ul/ml, dintre cele doua loturi de QFT-Plus ELISA Kit, a
fost raportata ca valoare finala LoB.
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Limita de detectie (Limit of Detection, LoD)

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

Valoarea LoD pentru fiecare dintre loturile de QFT-Plus ELISA Kit testate a fost calculata

separat, asa cum se arata in Tabelul 19.
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Tabel 19. Valori estimate LoD (Ul/ml) pentru cele 2 loturi de QFT-Plus ELISA Kit

QFT-Plus ELISA Probabilitate Estimarea Limita de Limita de
Kit concentratiei incredere 95 % incredere 95 %
(Ul/ml) inferioara pentru superioara pentru
estimare estimare
Kit 1 0,95 0,063 0,060 0,067
Kit2 0,95 0,065 0,060 0,073

Valoarea LoD mai mare calculatd dintre cele doua loturi de QFT-Plus ELISA Kit, de

0,065 Ul/ml, a fost raportata ca valoare finala LoD.

Substante de interferenta

A fost efectuat un studiu pentru a determina efectele substantelor de interferenta potentiale
asupra performantei detectiei QFT-Plus ELISA a IFN-y. Substantele interferente incluse in
aceasta testare au fost: trigliceride (totale), hemoglobina, proteine (ser total), bilirubina
(conjugata), bilirubina (neconjugata), abacavir sulfat, ciclosporina si prednisolon. Cinci probe
de plasma cu concentratii cunoscute de IFN-y au fost preparate folosind diferite concentratii
ale substantelor interferente. Nivelul de IFN-y din proba de baza a fost preparat anterior cu
o cantitate predeterminata de IFN-y prezent (aproximativ 0,21, 0,45 si 1,4 Ul/ml). Aceasta
probé a fost apoi folositd pentru a pregati probele de substante interferente. Concentratiile
de substante interferente testate au fost 0 mg/dl, 5 mg/dl, 10 mg/dl, 15 mg/dl si 20 mg/dl.
Concentratiile tinta ale substantelor interferente s-au bazat pe intervale de referinta, valori
patologice, intervale terapeutice si intervale toxice sau conform recomandarilor furnizorului
sau nivelurilor clinice generale. Au fost testate sase duplicate pentru fiecare nivel de

concentratie al probei de substante interferente.

Pentru fiecare concentratie de proba a fost efectuat un test t cu doua probe, comparand
diferenta in log10 mediu (Ul/ml) a nivelului de interferenta primar in comparatie cu substanta
de control (adica nivelul fara substante interferente), asa cum se arata in Tabelul 20 si
Tabelul 21. Au fost raportate, de asemenea, diferenta estimatd in raspunsul mediu,

fmpreuna cu limitele corespunzatoare de incredere 95 % bilaterale si valoarea p.
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Tabel 20. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre

nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta primara pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN«y

Interferent Nivel de Concentratia  Variatii Diferenta Limita Limita Valoare P  Cores-
interferentd probei (Ul/ml) intre medii inferioard  superioara punde
1195 % 1195 %
Trigliceride  Ridicat 1,4 Egal 0,019 -0,040 0,077 0,491 Da
0,45 Egal 0,004 -0,022 0,030 0,732 Da
0,21 Egal 0,006 -0,035 0,047 0,759 Da
Hemoglobina Ridicat 1,4 Egal -0,005 -0,42 0,032 0,784 Da
0,45 Egal -0,000 -0,023 0,023 0,981 Da
0,21 Egal 0,000 -0,034 0,035 0,980 Da
Proteina Ridicat 1,4 Egal 0,004 -0,034 0,042 0,836 Da
0,45 Egal 0,001 -0,38 0,040 0,962 Da
0,21 Egal -0,008 -0,076 0,060 0,809 Da
Bilirubina Ridicat 1,4 Egal -0,011 -0,057 0,034 0,589 Da
conjugata
0,45 Egal -0,002 -0,058 0,053 0,923 Da
0,21 Egal -0,014 0,074 0,046 0,625 Da
Bilirubina Ridicat 1,4 Egal -0,008 -0,041 0,026 0,614 Da
neconjugata
0,45 Egal -0,000 -0,042 0,041 0,982 Da
0,21 Egal -0,000 -0,048 0,048 0,989 Da
Abacavir Ridicat 1,4 Egal 0,008 -0,025 0,041 0,601 Da
0,45 Egal 0,012 -0,019 0,044 0,412 Da
0,21 Egal -0,006 -0,052 0,040 0,770 Da
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Continuare tabel de la pagina anterioara

Tabel 20. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre
nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta primara pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN-y

Interferent Nivel de Concentratia Variatii Diferenta  Limita Limita Valoare P  Cores-
interferentd  probei (Ul/ml) intre medii inferioara superioara punde
1195 % 1195 %

Ciclosporina Ridicat 1,4 Egal 0,014 -0,020 0,047 0,383 Da

0,45 Egal 0,005 -0,035 0,045 0,773 Da

0,21 Egal 0,024 -0,008 0,056 0,131 Da

Prednisolon  Ridicat 1,4 Egal 0,017 -0,017 0,050 0,293 Da

0,45 Egal 0,000 -0,036 0,036 0,979 Da

0,21 Egal 0,015 -0,035 0,065 0,524 Da
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Tabel 21. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre
nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta ridicat pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN+y

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

Tabel continuat pe pagina urmatoare
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Continuare tabel de la pagina anterioara

Tabel 21. Log10 Ul/ml: Tabel sumar al testului T pentru diferentele dintre valorile medii intre
nivelul de substanta de control si nivelul de substanta interferenta ridicat pentru fiecare nivel
de concentratie a substantei interferente si de IFN-y

Interferent Nivel de Concentratia Variatii Diferenta  Limita Limita Valoare P  Cores-
interferenta probei (Ul/ml) intre medii inferioara superioara punde
1195 % 1195 %

Ciclosporina  Ridicat 1,4 Egal 0,002 -0,019 0,024 0,816 Da

0,45 Egal 0,007 -0,030 0,043 0,682 Da

0,21 Egal 0,015 -0,007 0,038 0,155 Da

Prednisolon  Ridicat 1,4 Egal 0,007 -0,016 0,030 0,518 Da

0,45 Egal -0,001 -0,034 0,033 0,964 Da

0,21 Egal 0,021 -0,025 0,068 0,334 Da

Rezultatele nu au aratat diferente semnificative intre nivelul de interferenta primar si
substanta de control (nivel fara substante interferente) si pentru nivelul de interferenta ridicat,
cu exceptia nivelului de concentratie al trigliceridelor 0,45 Ul/ml. S-a determinat ca diferenta
dintre medii se afla in intervalul +/- 2 abatere standard. Aceasta demonstreaza ca diferenta
se incadreaza in variabilitatea preconizata a testului si ca trigliceridele nu au avut un efect
interferent asupra QFT-Plus ELISA.
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Eliminare

Urmati indrumarile relevante referitoare la manipularea sangelui. 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.
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care pot aparea. Pentru
asistenta tehnica si mai multe informatii, consultati Centrul nostru pentru Asistenta Tehnica
la adresa www.qiagen.com/Support (pentru informatii de contact, vizitali
www.giagen.com).

Comentarii si sugestii

Remedierea problemelor survenite la trusa ELISA

Colorare nespecifica

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

6 cicluri de spalare, in functie de spalatorul utilizat. Este

necesara o perioada de inmuiere de cel putin 5 secunde

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

godeurilor ELISA

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

reconstituirii.

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

e) Amestecarea plasmei Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin
in tuburile QFT-Plus  aspirarea si eliberarea Thapoi si repetata sau amestecarea

Blood Collection plasmei inainte de recoltare. Aveti in permanenta grija sa nu
Tubes Tnaintea afectati materialul de pe suprafata gelului.
recoltarii
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Comentarii si sugestii

Valori scazute ale densitatii optice a standardelor

a) Eroare la diluarea
standardului

b) Eroare la pipetare

c) Temperatura de
incubare prea mica

d) Timp de incubare

prea scurt

e) Filtru
necorespunzator
utilizat pentru cititorul
de placi

f) Reactivii sunt prea

reci

g) Kitul/componentele
a(u) expirat

Fond ridicat

a) Spalare insuficienta a
placii

b) Temperatura de
incubare prea mare

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

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

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

Incubarea placii cu conjugat, standarde si probe trebuie sa
dureze 120 + 5 minute. Enzyme Substrate Solution trebuie
incubata pe placa timp de 30 de minute.

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

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

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

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

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

c) Trusa/componentele Asigurati-va ca utilizati kitul in perioada de valabilitate.
a(u) expirat Asigurati-va ca standardul si Conjugate 100x Concentrate
reconstituite sunt utilizate Tn cel mult trei luni de la data

reconstituirii.

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

Curba standard neliniara si variabilitate intre duplicate

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

de cel putin 5 secunde intre cicluri.

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

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

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

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

Simbol

Definitia simbolului

<

z

>

"

c €O197

EC | REP |

O

LO

-

HEHHEREE

GTIN

A
=]

—

Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

Data de expirare

Acest produs findeplineste cerintele Regulamentului (UE)
2017/746 privind dispozitivele medicale pentru diagnostic in
vitro.

Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana / Uniunea
Europeana

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
Numar catalog

Numar de lot

Numar de material (adica eticheta componentei)
Componente

Contine

Numar

Numar de comercializare global articol

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

Limitari de temperatura
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Definitia simbolului

70

@
E‘a
<3
<]

A

=)

An in vitro diagnostic
test using a peptide
cocktail simulating
ESAT-6 and CFP-10
proteins to stimulate
cells in heparinized
whole blood.

S

UDI

Producator

Consultati instructiunile de utilizare

A se proteja de lumina

Avertisment/precautie sau precauti, a se consulta
documentatia insotitoare

Un test de diagnosticare in vitro care utilizeaza un amestec de
peptide care simuleaza proteinele ESAT-6 si CFP-10 pentru a
stimula celulele din sangele integral heparinizat

Contine material biologic de origine animala

Contine material biologic de origine umana

Identificator unic dispozitiv
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Simbol Definitia simbolului

|tartrazine | Contine tartrazina

[sulfuric acid | ©ontine acid suffurie
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Anexa A: Informatii tehnice

Rezultate neconcludente

Rezultatele neconcludente sunt rare si pot fi legate de starea imuna a individului care este
testat (5), dar pot fi, de asemenea, legate de un numar de factori tehnici (de exemplu,
manipularea/depozitarea inadecvate ale tuburilor de recoltare a sangelui, spalare

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

Daca sunt suspectate probleme tehnice legate de stocarea reactivului, recoltarea sangelui
sau manipularea probelor de sange, repetati intregul test QF T-Plus cu specimene de sange
noi. Repetarea testului ELISA asupra probelor de plasma stimulata poate fi realizata daca
este suspectata o spalare necorespunzatoare sau vreo abatere de la procedurile testului
ELISA. Medicii pot alege sa recolteze un nou specimen sau sa efectueze alte proceduri, in
functie de caz.

Probe de plasma coagulate
Tn cazul in care apar cheaguri de fibrind in urma stocarii pe termen lung a probelor de

plasma, centrifugaii probele pentru a sedimenta substanta coagulata si a facilita pipetarea
plasmei.

Probe de plasma lipemice

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

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

concentrat 100x, la temperatura camerei timp de cel putin
60 de minute.

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

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

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

5. Adaugati 50 pl din probele de plasma pentru testare si 50 pl de ////
standarde in godeurile corespunzatoare. Amestecatj folosind |—I l—l |—I l—l

agitatorul.

6. Incubati timp de 120 de minute la temperatura camerei.

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

de spalare pentru fiecare godeu.
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10.

11.

12.

74

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

Amestecati folosind agitatorul.

. Incubati timp de 30 de minute la temperatura camerei. @
0:30

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

godeurile. Amestecati folosind agitatorul.

Cititi rezultatele la 450 nm folosind un filtru de referinta intre !“
620 si 650 nm \QA

Analizati rezultatele. [ |
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.
QuantiFERON-TB Gold Plus  Kit ELISA cu 2 placi 622120
(QFT-Plus) ELISA Kit
QuantiFERON-TB Gold Plus  Kit ELISA cu 20 placi 622822
(QFT-Plus) Reference Lab
Pack
Related products
QuantiFERON-TB Gold Plus 200 de tuburi (cate 50 din Nil, 622526
Blood Collection Tubes TB1, TB2 si Mitogen)

QuantiFERON-TB Gold Plus 100 de tuburi (cate 25 din Nil, 622423
Blood Collection Tubes TB1, TB2 si Mitogen)
Dispenser Pack
QuantiFERON-TB Gold Plus 40 de tuburi (cate 1 tub Nil, 622222
Single Patient Pack TB1, TB2 si Mitogen/pachet),

pachet de 10
QuantiFERON-TB Gold Plus 200 de tuburi (cate 50 din Nil, 623526
High Altitude Blood Collection  TB1, TB2 si Mitogen)
Tubes
QuantiFERON-TB Gold Plus 100 de tuburi (cate 50 din Nil, 623423
High Altitude Blood Collection  TB1, TB2 si Mitogen)
Tubes Dispenser Pack
QuantiFERON-TB Gold Plus 40 de tuburi (cate 1 tub Nil, 623222

High Altitude Single Patient
Pack

TB1, TB2 si Mitogen/pachet),
pachet de 10
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Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice
produselor, consultati instructiunile de utilizare ale kitului QIAGEN respectiv. Instructiunile
de utilizare pentru kiturile QIAGEN sunt disponibile pe www.qiagen.com sau pot fi solicitate
de la Serviciile tehnice QIAGEN sau de la distribuitorul dumneavoastra local.
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Istoricul modificarilor documentului

Data

Modificari

R2, iunie 2021

R3, octombrie 2021

R4, martie 2023

S-au inclus informatii despre setul pentru un singur pacient

S-au revizuit Tabelele 10 si 11 pentru a face distinctie intre
datele QFT-GIT si QFT-Plus

S-a actualizat sectiunea ,Descriere si principiu” pentru a se
include informatii despre populatia de testare si intervalul de
masurare

S-a adaugat Tabelul 9 pentru a se include date despre raportul
de probabilitate QFT-Plus

S-a revenit la numerele de catalog originale

S-a adaugat o declaratie de unica folosinta pentru stripurile de
microplaca la continutul kitului

Remedieri ale formatarii
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Aceasta pagina a fost lasata necompletata in mod intentionat
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Acord de licentd limitatd pentru QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA Kit
Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1.

Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si aceste Instructiuni de utilizare si doar impreuna cu componentele
incluse Tn panou. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse
n acest panou cu orice componenta care nu este inclusa in acest panou, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in aceste
Instructiuni de utilizare 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.

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

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

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

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

03/2023 1123669 1123669R0O © 2023 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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