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Przeznaczenie

Test QuantiFERON Monitor (QFM) to diagnostyczny test in-vitro, ktérego
celem jest wykrywanie odpornosci komérkowej uktadu odpornosciowego
poprzez pomiar stezenia interferonu gamma (IFN-y) w osoczu metodg testu
immunoenzymatycznego (ELISA) po inkubacji heparynizowanej krwi petnej
ze stymulantami swoistej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej. Testu
uzywa sie do wykrywania komorkowej odpowiedzi immunologicznej w obrebie
populacji po przeszczepieniu narzgdow litych przy stosowaniu immuno-
supres;ji.

Test QFM jest przeznaczony do stosowania w potgczeniu z oceng ryzyka,
radiografig i innymi ocenami medycznymi oraz diagnostycznymi.

Informacje ogdlne i wyjasnienia dotyczace testu

Niedobdér odpornosci charakteryzuje zmniejszona zdolnos¢ do efektywnej
odpowiedzi immunologicznej. Ta uposledzona odpowiedz lub jej zupetny
brak moze wynikac¢ z pierwotnego lub nabytego (wtérnego) niedoboru
odpornosci (1).

Pierwotne niedobory odpornosci sg dziedziczone genetycznie i charakteryzujg
je niedobory konkretnych sktadowych uktadu swoistej i adaptacyjnej odpo-
wiedzi immunologicznej (1). Niemniej jednak wiekszos$¢ niedoborow odpor-
nosci jest nabyta (wtérna) i moze by¢é spowodowana czynnikami patogennymi,
lekami (jak w przypadku leczenia immunosupresyjnego po przeszczepieniu
narzadu), stanami chorobowymi (przyktadowo w przebiegu nowotworéw
ztosliwych, takich jak biataczka i chtoniak) lub zanieczyszczeniami

srodowiska (1).

Podstawy molekularne niedoboru odpornosci sg zréznicowane, jednakze w
indukowaniu wielu z zaobserwowanych manifestac;ji klinicznych kluczowg role
odgrywa odpornos¢ komorkowa. W chwili obecnej rozpoznawanie i leczenie
zespotow niedoboru odpornosci jest prowadzone przyczynowo (2, 3).

Przyktadowo leczenie dorazne stanowi norme w monitorowaniu statusu
niedoboru odpornosci komérkowej u pacjentéw, ktorzy przeszli przeszcze-
pienie narzadu litego i ktérzy otrzymujg leki immunosupresyjne majgce ttumic
dziatanie uktadu odpornosciowego. Status odpowiedzi immunologicznej
pacjenta na ogot jest mierzony poprzez monitorowanie poziomu lekow
farmakologicznych oraz ocene stanu klinicznego/patologicznego funkcjono-
wania przeszczepienia (2, 3).

Wiele testow funkciji limfocytéw T pozwala na pomiar odpowiedzi komorkowej
uktadu immunologicznego na mitogeny takie, jak fitohemoaglutynina (PHA),
mitogen szkartatki i konkanawalina A (ConA); jednakze te testy pozwalajg
wytgcznie na pomiar funkcjonalnych zdolnosci limfocytéw T, ktore sg tylko
podgrupg komaorek biorgcych udziat w odpowiedzi komdérkowej uktadu
immunologicznego. Staje sie coraz bardziej oczywiste, ze mechanizmy
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odpornosci swoistej w ogromnym stopniu przyczyniajg sie do obrony hosta,
samodzielnie lub poprzez wzmocnienie odpowiedzi swoistych limfocytéw T.
W zwigzku z tym funkcjonalne odpowiedzi swoistych (komdérki NK, naturalni
zabojcy) i adaptacyjnych (limfocyty T) komorek uktadu odpornosciowego
razem pozwalajg na wszechstronniejszg analize odpornosci komor-

kowej (2, 3).

Test QFM to diagnostyczny test in-vitro wykorzystujgcy potgczenie stymu-
lantow (pod postacig peletki LyoSphere™), ktéry w swoisty sposob stymuluje
rézne typy komérek zwigzane ze swoistg i adaptacyjng odpowiedzig immuno-
logiczng. Funkcjonalny status immunologiczny pacjenta ocenia sie poprzez
pomiar odpowiedzi na stymulacje swoistej i adaptacyjnej odpowiedzi uktadu
immunologicznego odpowiednio za posrednictwem agonistow receptora TLR
(ang. Toll Like Receptor, receptor toll-podobny) i receptora limfocytéw T
(TCR). Wykrywanie interferonu gamma (IFN-y) w tescie ELISA zapewnia
jakosciowy i ilosciowy sposob pomiaru komorkowej odpowiedzi
immunologiczne,;.

Zasady testu

Test QFM wykorzystuje liofilizowane stymulanty (QFM LyoSphere™), ktére
dodaje sie do heparynizowanej krwi petnej. Inkubacja krwi trwa od 16 do

24 godzin, po uptywie ktorych pobierane jest osocze, a nastepnie testowane
na obecnosc¢ IFN-y wytwarzanego w odpowiedzi na stymulanty.

Test QFM jest wykonywany w Kilku etapach. Najpierw nastepuje pobranie krwi
petnej do probéwki na pobrang krew QFM. Nastepnie do probéwki dodaje sie
peletke QFM LyoSphere i inkubuje catos¢ w temperaturze 37°C, maksymalnie
w ciggu 8 godzin od pobrania prébki. Po uptywie okresu inkubaciji trwajgcego
od 16 do 24 godzin probowki nalezy odwirowac, usungc osocze i zmierzy¢
stezenie IFN-y (w miedzynarodowych jednostkach na ml, lU/ml) z wykorzys-
taniem testu ELISA i porownaniem do zakresu oczekiwanych wartosci w celu
scharakteryzowania odpowiedzi immunologicznej u pacjenta.

Test QFM zapewnia jakosciowy i ilosciowy sposob pomiaru komorkowej
odpowiedzi immunologicznej. Wyniki testu QFM moga nie pozwoli¢ na
bezposrednie ujecie ilosciowe poziomu supresji uktadu odpornosciowego.

llo§¢ IFN-y w probkach osocza zawartych w probéwkach moze czesto
przekracza¢ gorne ograniczenia wiekszosci czytnikow ELISA, takze wtedy,
gdy u badanej osoby wystepuje umiarkowana immunosupresja. Zaleca sie
rozcienczac probki osocza w stosunku 1 do 10 i/lub 1 do 100 z wykorzys-
taniem zielonego rozcienczalnika oraz oznaczaé w tescie ELISA razem

Z nierozcienczonym osoczem.

Uwaga: warto$¢ graniczna testu QFM moze sie zmienia¢ w zaleznosci od
poziomu immunosupresji u danego pacjenta oraz indywidualnych czynnikow
zwigzanych z przeszczepieniem.
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Zarys interpretacji wynikow testu QFM opisano w czesci ,Interpretacja
wynikow” na stronie 25 niniejszej ulotki informacyjne;j.

Czas wymagany do przeprowadzenia testu

Szacunkowy czas wymagany do przeprowadzenia testu QFM zostat
przedstawiony ponizej. Przedstawiono takze czas testowania wielu probek
podzielonych na partie.

Inkubacja probéwek z krwig w temperaturze 37°C: od 16 do 24 godzin

ELISA: Okoto 3 godziny na 1 ptytke ELISA
(do 88 probek)

<1 godzina pracy
od 10 do 15 minut na kazdg dodatkowg ptytke

Elementy i przechowywanie

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Nr katalogowy 0650-0701
Liczba badan 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 fiolki
Ulotka informacyjna produktu QuantiFERON Monitor 1
LyoSpheres

Probéwki na pobrang krew QuantiFERON Monitor

Nr katalogowy 0650-0101
Liczba badan 100
Probowki na pobrang krew QuantiFERON Monitor 100 probdéwek

(biata zatyczka, biaty pierscien)

Ulotka informacyjna dotyczgca probéwek na pobrang 1
krew QuantiFERON Monitor
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Elementy 2-ptytkowego zestawu 2-ptytkowy

tiomersal o stezeniu masowym 0,01%)

(zawiera kazeine bydlecg, prawidiowg surowice myszy
(NMS), tiomersal o stezeniu masowym 0,01%)

(mysie przeciwciata sprzezone z HRP, skierowane
przeciwko ludzkiemu IFN-y, zawiera tiomersal o stezeniu
masowym 0,01%)

Wash Buffer 20x Concentrate

(koncentrat buforu do ptukania 20x)

(pH 7,2, zawiera ProClin® 300 o stezeniu objetosciowym
0,05%)

Enzyme Substrate Solution
(roztwor substratu enzymu)
(zawiera H20o, 3,3’, 5,5’ tetrametylobenzydyne)

Enzyme Stopping Solution
(roztwdr powstrzymujgcy dziatanie enzymu)
(zawiera 0,5 M H2SO4)*

Ulotka informacyjna produktu QuantiFERON Monitor
ELISA

ELISA QuantiFERON Monitor zestaw ELISA
Nr katalogowy 0650-0201
Paski mikroptytkowe, 12x8 dotkéw 2 zestawow

(pokryte mysim przeciwcialtem monoklonalnym przeciwko 12x8-dotkowych

ludzkiemu IFN-y) paskow
mikroptytkowych

IFN-y Standard, lyophilized 1xfiolka

(standardowy IFN-y, liofilizowany) (8 IU/ml po

(zawiera rekombinanty IFN-y cztowieka, kazeine bydleca,  rekonstytucji)

Green Diluent (zielony rozcienczalnik) 1%30 ml fiolka

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1x0,3 ml po
(koncentrat koniugatu 100x, liofilizowany) rekonstytucji

1x100 ml

1x30 ml

1x15 ml

Zawiera kwas siarkowy. Srodki ostroznosci — patrz strona 11.
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Materialy wymagane, ale niedostarczone
Cieplarka 37°C*, CO2 niewymagane
Skalibrowane pipety o zmiennej objetosci®

Kalibrowane pipety wielokanatowet do podawania ilosci wynoszgcej od
50 pl do 100 pl z jednorazowymi koncowkami
Wstrzgsarka mikroptytkowat

Woda dejonizowana lub destylowana, 2 litry
Ptuczka mikroptytek (zalecana ptuczka automatyczna)

Czytnik mikroptytkowyt wyposazony w filtr 450 nm oraz filtr
referencyjny 620—-650 nm

Wyskalowana menzurka pomiarowa

Bezpytowe reczniki chfonne

Przechowywanie i postepowanie

Proboéwki do pobierania krwi

Probowki na pobrang krew QFM nalezy przechowywac¢ w temperaturze
pomiedzy 4 i 25°C. Probéwki na pobrang krew QFM w czasie napetniania
krwig i mieszania powinny mie¢ temperature pomiedzy 17 i 25°C.

LyoSpheres
Peletki QFM LyoSpheres nalezy przechowywac¢ w temperaturze od 2 do 8°C.

Zestaw odczynnikéw ELISA

Odczynniki zestawu ELISA nalezy przechowywa¢ w temperaturze od 2 do
8°C.

Chroni¢ roztwor substratu enzymu przed bezposrednim Swiattem stonecznym.

* Nalezy upewni¢ sie, ze dokonano sprawdzenia i kalibracji aparatéw zgodnie z zaleceniami
producenta.
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Rekonstytuowane i nieuzywane odczynniki ELISA

Instrukcje na temat rekonstytuowania odczynnikéw ELISA — patrz czesc
,Etap 2 — test ELISA IFN-y” na stronie 18.

Rekonstytuowany zestaw standardowy mozna przechowywac przez
okres maksymalnie 3 miesiecy w przypadku przechowywania
w temperaturze od 2 do 8°C.

Nalezy zapisac date rekonstytuowania zestawu standardowego.

Po rekonstytuowaniu nieuzywany koncentrat koniugatu 100x nalezy
przechowywac¢ w temperaturze od 2 do 8°C. Musi on zostaé
wykorzystany w ciggu 3 miesiecy.

Nalezy zapisac date rekonstytuowania koniugatu.

Koniugat w stezeniu roboczym nalezy wykorzysta¢ w ciggu 6 godzin
od jego przygotowania (patrz tabela 1).

Bufor do ptukania w stezeniu roboczym mozna przechowywac¢ w
temperaturze pokojowej (22+5°C) przez okres wynoszgcy do 2 tygodni.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Do celéw diagnostyki in vitro

W czasie pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowied-
niego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw
ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac
sie z kartami charakterystyki (ang. Safety Data Sheet, SDS). Sg one
dostepne w Internecie w wygodnym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietlac

i drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawdéw i sktadnikow
zestawow firmy QIAGEN.

Ostrzezenia

Test QFM zapewnia jako$ciowy i ilosciowy sposob pomiaru
komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Wyniki testu QFM mogg
nie pozwoli¢ na bezposrednie ujecie ilosciowe poziomu supresji
uktadu odpornosciowego.

Przy okreslaniu statusu immunologicznego danego pacjenta, wyniki
testu QFM nalezy wykorzystywac w kontek$cie stanu klinicznego,
wywiadu lekarskiego oraz innych wskaznikow klinicznych.

Wartosc graniczna testu QFM moze sie zmieniaC w zaleznosci od
poziomu immunosupresji u danego pacjenta oraz indywidualnych
czynnikdw zwigzanych z przeszczepieniem.
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Srodki ostroznosci

Whytgcznie do celdéw diagnostyki in vitro.

i osoczem oraz traktowac¢ je jako potencjalne zrédto zakazenia.
Nalezy przestrzega¢ odpowiednich wytycznych dotyczacych
postepowania z krwia i produktami krwiopochodnymi. Prébki

i materiaty kontaktujgce sie z krwig lub produktami krwio-
pochodnymi nalezy utylizowa¢ zgodnie z przepisami
krajowymi i lokalnymi.

c OSTRZEZENIE: Nalezy ostroznie obchodzié¢ sie z ludzka krwia

Do sktadnikéw testu QuantiFERON Monitor ELISA zastosowanie majg
nastepujgce zwroty dotyczgce zagrozen i sSrodkdéw ostroznosci.

Zwroty dotyczace zagrozen

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
dap (roztwér powstrzymujacy dziatanie enzymu QuantiFERON)

Zawiera: kwas siarkowy. Uwaga! Moze powodowac korozje metali. Dziata
draznigco na skoére. Dziata draznigco na oczy. Stosowac rekawice
ochronne/ odziez ochronng/ ochrone oczu/ ochrone twarzy.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(roztwér substratu enzymu QuantiFERON)

Uwaga! Powoduje stabe podraznienie skory. Stosowac rekawice
ochronne/ odziez ochronng/ ochrone oczu/ ochrone twarzy.

QuantiFERON Green Diluent
(zielony rozcienczalnik QuantiFERON)

Zawiera: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Zawiera: tartrazyna. Uwaga! Moze powodowac
reakcje alergiczng skory. Stosowac rekawice ochronne/ odziez ochronng/
ochrone oczu/ ochrone twarzy.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(koncentrat 20x buforu do ptukania QuantiFERON)

Zawiera: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-
2H-isothiazol-3-one (3:1). Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujgc diugotrwate skutki. Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
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Dodatkowe informacje
Karty charakterystyki: www.giagen.com/safety

Odstepstwa od procedur opisanych w ulotce informacyjnej testu ELISA
QuantiFERON Monitor (QFM) moga prowadzi¢ do btednych wynikow.
Przed uzyciem nalezy doktadnie przeczyta¢ podane instrukcje.

Wazne: Przed uzyciem sprawdzic¢ fiolki. Nie uzywac fiolek
zawierajgcych koniugat, standardowy IFN-y lub peletke QFM
LyoSphere, jesli widoczne sg oznaki uszkodzenia lub jesli doszto do
naruszenia gumowej plomby. Nie uzywac peknietych fiolek. Aby w
bezpieczny sposob zutylizowac fiolki, nalezy postepowac zgodnie z
odpowiednimi srodkami ostroznosci. Zalecenie: Aby ograniczy¢ do
minimum ryzyko urazu spowodowanego przez metalowy kapsel, przy
otwieraniu fiolek z koniugatem, standardowym IFN-y lub peletkg QFM
LyoSphere nalezy uzywac narzedzia do zdejmowania kapsili.

Nie korzystac z zestawu ELISA, jesli przed uzyciem dowolna butelka
z odczynnikiem nosi Slady uszkodzen lub przecieka.

Nie wolno mieszac paskoéw mikroptytkowych, standardowego IFN-y,
zielonego rozcienczalnika lub koncentratu koniugatu 100x% z réznych
partii zestawow QFM ELISA. Inne odczynniki (koncentrat buforu do
ptukania 20x, roztwor substratu enzymu i roztwor powstrzymujgcy
dziatanie enzymu mozna wymienia¢ miedzy zestawami pod warunkiem,
ze nie uptyneta data waznosci odczynnikéw i zarejestrowane sg
szczegOty partii.

Utylizowac¢ nieuzywane odczynniki i prébki biologiczne zgodnie
z przepisami lokalnymi i krajowymi dotyczgcymi bezpieczenstwa
i ochrony srodowiska.

Nie korzystac z proboéwek na pobrang krew QFM, peletek QFM
LyoSphere ani zestawow QFM ELISA po uptywie ich terminu waznosci.

Upewnic sie, ze skalibrowano i zatwierdzono do uzytku sprzet
laboratoryjny.
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Pobranie i postepowanie z prébkami

Test QFM nalezy wykonywac wytgcznie przy uzyciu krwi petnej pobranej do
probowki na pobrang krew z heparyng litowg lub bezposrednio do probowki na
pobrang krew QFM. Do przeprowadzenia testu potrzebny jest 1 ml krwi petne;.
Nalezy prawidtowo opisac probdwki na pobrang krew, tgcznie z podaniem
godziny pobrania probki krwi.

Wazne: zaréwno stymulacja probek z krwig (tzn. dodanie peletki QFM
LyoSphere do 1 ml porcji krwi), jak i dalsza inkubacja w temperaturze 37°C,
musi nastgpi¢ w ciggu 8 godzin od pobrania prébki krwi.

Przed inkubacjg probki krwi nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej
(22+ 5°C).

W celu zapewnienia optymalnych wynikéw nalezy przestrzegaé
nastepujacej procedury:

1. Prawidlowo opisa¢ probowki.

Upewnic¢ sie, ze wszystkie probki na pobrang krew QFM sg prawidtowo
opisane z podaniem danych pacjenta oraz godzing pobrania prébki krwi.

2. Od kazdego pacjenta nalezy pobra¢ 1 ml krwi, nakluwajac zyte i
pobierajac krew bezposrednio do proboéwki na pobrang krew QFM.
Ten zabieg powinna wykonywaé osoba przeszkolona w zakresie
pobierania krwi z zyt.

Wazna informacja: w czasie napetniania krwig probowki powinny miec
temperature pomiedzy 17-25°C.

Probowki na pobrang krew QFM mozna stosowac na wysokosci do
810 metréw nad poziomem morza.

Poniewaz probdéwki o pojemnosci 1 ml stosunkowo wolno napetniajg sie
krwig, pozostawi¢ probowke na igle przez 2—-3 sekundy po pozornym
zakonczeniu napetniania proboéwki. Zagwarantuje to pobranie
odpowiedniej objetosci.

Czarny znacznik umieszczony na boku etykiety probéwki na pobrang

krew QFM wskazuje objetos¢ napetnienia wynoszgcg 1 ml. Probowki na
pobrang krew QFM sg przeznaczone do pobrania 1 ml £ 10% i zapewniajg
optymalne dziatanie w podanym zakresie. Jezeli poziom krwi wykracza
poza zakres wskazywany linig, nalezy pobra¢ nowa probke krwi.

Jesli do pobierania krwi jest stosowana igta motylkowa, nalezy zastosowac
wstepng probéwke na pobrang krew, aby przed pobraniem krwi do
probowki na pobrang krew QFM upewnic sie, ze przewdd jest wypetniony
krwig.

W przypadku stosowania probéwek na pobrang krew QFM na wysokosci
przekraczajgcej 810 m lub w razie pobrania zbyt matej objetosci krwi,
mozna pobrac krew przy uzyciu strzykawki i natychmiast przela¢ 1 ml krwi
do probowki na pobrang krew QFM. Z przyczyn bezpieczenstwa te
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czynno$¢ najlepiej jest przeprowadzi¢ w nastepujgcy sposob: zdjgé igte
strzykawki i zachowujgc odpowiednie procedury bezpieczenstwa, zdjgé
zatyczke z probdéwki na pobrang krew QFM, a nastepnie przela¢ do niej
1 ml krwi (do $rodka poziomu czarnego znacznika po bocznej stronie
etykiety). Zatka¢ starannie probéwke za pomocg zatyczki i wymieszac
zawarto$¢ w nastepujgcy sposob.

Jezeli stosowana jest opaska uciskowa, nalezy jg jak najszybciej
poluzowac po wprowadzeniu igty w naczynie zylne, aby unikng¢ zmian
cisnienia, ktére mogtyby wptyng¢ na objetos¢ krwi.

Alternatywnym sposobem postepowania jest pobranie krwi do ogdlne;j
probowki na pobrang krew, zawierajgcej heparyne litowg jako antykoagu-
lant, a nastepnie przeniesienie jej do probéwki na pobrang krew QFM.
Jako srodka zapobiegajgcego koagulacji krwi nalezy uzywac¢ wytgcznie
heparyny litowej, poniewaz inne antykoagulanty zaktdcajg przebieg préby.
Napetic¢ probéwke na pobrang krew (minimalna objetos¢ 3 ml) i delikatnie
wymieszac, obracajgc kilkakrotnie probéwke, aby rozpusci¢ heparyne.
Przed przeniesieniem krwi do probdéwki na pobrang krew QFM w celu
stymulacji za pomocg peletki QFM LyoSphere nalezy jg utrzymywac

w temperaturze pokojowej (22+5°C). Sprawdzi¢, czy krew jest doktadnie
wymieszana, delikatnie obracajgc probéwke bezposrednio przed
rozdzieleniem. Odmierzy¢ 1 ml porcje krwi do probdwki na pobrang krew
QFM. Wykona¢ dozowanie w sposob aseptyczny przy zastosowaniu
odpowiednich procedur bezpieczenstwa, zdejmujgc zatyczke z probowki
na pobrang krew QFM, a nastepnie przelewajgc do probowki 1 ml krwi
(do srodka poziomu czarnego znacznika po bocznej stronie etykiety).
Zatkac starannie probowki za pomocg zatyczek i wymiesza¢ zawartos¢
w nastepujgcy sposob.

Natychmiast po napetnieniu probéwek delikatnie wymieszac¢ je kilka
razy, aby rozpuscié heparyne.

Wazne: nadmiernie zywiotowe wytrzgsanie moze uszkodzi¢ zel

i doprowadzi¢ do zafatszowania wynikéw.

Tuz przed uzyciem wyréwnaé temperature peletek QFM LyoSphere
z temperaturg pokojowa (221+5°C).

W aseptyczny sposéb dodac jedng peletke QFM LyoSphere do 1 mi
krwi.

Zdjac¢ zatyczke probowki na pobrang krew.

Delikatnie ostukac fiolke z peletkg QFM LyoSphere o twardg powierzchnie,
aby dopilnowaé umieszczenia peletki QFM LyoSphere na spodzie fiolki.
Otworzy¢ fiolke z peletkg QFM LyoSphere, najpierw zdejmujgc metalowy
kapsel, a nastepnie gumowy korek.

Ostroznie przeniesc¢ peletke QFM LyoSphere do 1 ml krwi, wyrownujgc
krawedz szklanej fiolki z krawedzig probowki na pobrang krew QFM, a
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nastepnie delikatnie odwracajgc fiolke w celu przeniesienia peletki QFM
LyoSphere do probéwki na pobrang krew QFM (patrz rys. 1).

Wazne: jezeli peletka QFM LyoSphere spadnie poza probowke na
pobrang krew QFM, nalezy jg wyrzuci¢ i otworzy¢ drugg fiolke z peletkg
QFM LyoSphere.

Wazne: nie wolno pozostawiac fiolki z peletkg QFM LyoSphere przez
dtuzszy czas bez zamykania. Peletke QFM LyoSphere nalezy dodac do
krwi jak najszybciej od otwarcia fiolki.

Jezeli peletki QFM LyoSphere sg dodawane do krwi pobranej do probowki
na pobrang krew QFM, nalezy nastepnie dopilnowa¢ ponownego
zatozenia zatyczki probowki na odpowiednig probowke z probka.

=
==
lal

Il

Rysunek 1. Dodawanie peletki QFM LyoSphere. B Probéwka na pobrang krew QFM i

fiolka z peletkg QFM LyoSphere. B Zdjg¢ zatyczke z probéwki na pobrang krew QFM, a
nastepnie zdjgc¢ z fiolki z peletkg QFM LyoSphere metalowy kapsel i gumowy korek.

Natychmiast przenies¢ peletke QFM LyoSphere do krwi, wyréwnujgc krawedz szklanej
fiolki z krawedzig probdéwki na pobrang krew. E Nastepnie delikatnie odwrdcic fiolke, aby

przeniesc¢ peletke LyoSphere do probowki na pobrang krew. E Ponownie zamkng¢ probéwke
na pobrang krew QFM zatyczkg i wstrzgsng¢ od 5 do 10 razy.

6. Zamkna¢ zatyczka proboéwke na pobrang krew QFM i delikatnie
potrzasna¢ 5-10 razy, z sitg wylgcznie niezbedng do upewnienia
sie, ze doszlo do zupetnego rozpuszczenia peletki QFM LyoSphere.
Peletke QFM LyoSphere przyklejong do wewnetrznej powierzchni
probowki mozna rozpuscic, oklejajac jg krwig podczas odwracania
probowki.

Nalezy dopilnowac jak najszybszego ponownego zamkniecia zatyczka
proboéwki na pobrang krew QFM po dodaniu peletki LyoSphere, aby
zapobiec dodaniu do tej samej probdwki drugiej peletki.
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Uwaga: poniewaz peletka QFM LyoSphere jest biata, po rozpuszczeniu
przestanie by¢ widoczna w krwi.

Wazne: nadmiernie zywiotowe wytrzgsanie moze uszkodzi¢ zel
i doprowadzi¢ do zafatszowania wynikow.

7. Po dodaniu i rozpuszczeniu peletki QFM LyoSphere probéwki na
pobranag krew QFM nalezy mozliwie jak najszybciej podda¢ inkubacji
w temperaturze 37+1°C, maksymalnie w ciggu 8 godzin od pobrania
krwi.

16 Ulotka informacyjna produktu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Wskazowki dotyczagce stosowania
Etap 1 — inkubacja krwi i pobranie osocza

Dostarczone materiaty

B Probowki na pobrang krew QFM (patrz cze$¢ ,Elementy
i przechowywanie”, strona 6)

Materiaty wymagane, ale niedostarczone
M Patrz cze$¢ ,Materialy wymagane, ale niedostarczone”, strona 8

Procedura

1. Przeprowadzi¢ inkubacje probéwek na pobrang krew QFM z 1 ml
porcjami krwi i peletkq QFM LyoSphere przez okres od 16 do
24 godzin w pozycji PIONOWEJ w temperaturze 37+1°C.

Uwaga: inkubator nie wymaga CO: ani nawilzania.
Po zakonczeniu inkubacji probéwki na pobrang krew QFM mozna

przechowywac przed odwirowaniem przez maksymalnie 3 dni
w temperaturze od 4 do 27°C.

2. Pobieranie osocza (po inkubacji) mozna wykonaé przez odwirowanie

probowek na pobrang krew QFM przez 15 minut przy wzglednej sile
odsrodkowej (RCF) wynoszacej od 2000 do 3000 g. Czop zelowy

spowoduje oddzielenie komoérek od osocza. Jezeli tak sie nie stanie,

nalezy ponownie odwirowac¢ proboéwki.

Mozliwe jest pobranie osocza bez przeprowadzenia odwirowania, jednak
przy usuwaniu osocza nalezy przedsiewzig¢ szczegdlng ostroznosc¢, aby
nie naruszy¢ komorek.

3. Prébki osocza mozna pobierac¢ jedynie za pomoca pipety.

Wazne: po odwirowaniu i przed pobraniem nalezy koniecznie unikaé
pipetowania i mieszania osocza. Przez caty czas nalezy uwazac na
materiat umieszczony na powierzchni zelu.

Probki osocza mozna zatadowac bezposrednio z odwirowanych probowek

na pobrang krew QFM na ptytke QFM ELISA, takze w przypadku
wykorzystywania automatycznych stacji roboczych ELISA.

Probki osocza mozna przechowywac przez maksymalnie 28 dni w tempe
raturze od 2°C do 8°C lub, w przypadku pobrania, w temperaturze —20°C
przez dtuzszy czas. Porcje pobranych prébek osocza trzeba zamkngc¢
hermetycznie przed przekazaniem ich do magazynu.

Przy pobieraniu probek osocza nalezy pobrac przynajmniej 150 pl osocza,

aby w razie potrzeby umozliwi¢ wielokrotne testy.
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llos¢ IFN-y w probkach osocza zawartych w probowkach moze czesto
przekraczaé gorne ograniczenia wiekszosci czytnikow ELISA, takze wtedy,
gdy u badanej osoby wystepuje umiarkowana immunosupresja. Zaleca sie
rozcienczac probki osocza w stosunku 1 do 10 i/lub 1 do 100 z wykorzys-
taniem zielonego rozcienczalnika oraz oznaczaé¢ w tescie ELISA razem

Z nierozcienczonym osoczem (patrz czesc¢ Etap 2 — test ELISA IFN-y).

Etap 2 — test ELISA IFN+y

Dostarczone materiaty

B 2-plytkowy zestaw ELISA QuantiFERON Monitor (patrz czes¢ ,Elementy
i przechowywanie”, strona 6)

Materialy wymagane, ale niedostarczone
B Patrz czesc ,Materialy wymagane, ale niedostarczone”, strona 8

Przygotowanie

llos¢ IFN-y w probkach osocza zawartych w probéwkach moze czesto
przekracza¢ gorne ograniczenia wiekszosci czytnikow ELISA, takze wtedy,
gdy u badanej osoby wystepuje umiarkowana immunosupresja. Zalecenie:
rozcienczac probki osocza w stosunku 1 do 10 i/lub 1 do 100 z wykorzys-
taniem zielonego rozcienczalnika oraz oznacza¢ w tescie ELISA razem

Z nierozcienczonym osoczem.

W sytuacji ciezkiej immunosupresji pacjenta przygotowanie i oznaczenie
tylko nierozcienczonej probki osocza moze wystarczy¢ do uzyskania wyniku
ilosciowego.

Uwaga: do interpretacji wynikdw nalezy uzywaé wyniki oznaczania probek,
ktore zawierajg sie w zakresie testu ELISA QFM (czyli do 10 IU/ml). Jezeli
wynik nierozcienczonego osocza wykracza poza zakres testu ELISA QFM,
jako wynik zgtaszany nalezy wykorzystac¢ najnizsze rozcienczenie, jakie
pozwala uzyskaé wynik w zakresie testu ELISA QFM (z uwzglednieniem
wspotczynnika rozcienczenia).

|
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Procedura

1. Wszystkie prébki osocza i odczynniki z wyjatkiem koncentratu
koniugatu 100x muszg osiggnaé temperature pokojowa (22+5°C)
przed ich wykorzystaniem. Odczekaé¢ przynajmniej 60 minut
w celu doprowadzenia prébek do temperatury pokojowej.

2. Usunaé z ramki mikroptytki niepotrzebne paski, zamknaé¢ w torbie
foliowej i witozy¢ do lodowki w celu przechowywania do momentu,
gdy ponownie beda potrzebne.

Pozostawi¢ co najmniej jeden pasek na potrzeby wzorcow QFM oraz
liczbe paskéw odpowiednig do liczby pacjentdéw biorgcych udziat w
testach. Po uzyciu nalezy pozostawi¢ ramke i pokrywe do wykorzystania
z pozostatymi paskami.

3. Przeprowadzié¢ rekonstytuowanie liofilizowanego wzorca IFN-y
z wykorzystaniem wody dejonizowanej lub destylowanej w ilosci
podanej na etykiecie fiolki z wzorcem. Delikatnie wymieszaé¢
zawartosé, aby zminimalizowa¢ spienianie i zapewni¢ petne
przesycanie. Rekonstytuowanie wzorca do okreslonej objetosci
spowoduje powstanie roztworu o stezeniu 8,0 IlU/ml.

Wazne: objetosc rekonstytucji wzorca IFN-y jest r6zna w réznych partiach.
Nalezy przeczytac etykiete fiolki z wzorcem, aby upewnic sie, ze stoso-
wana jest odpowiednia objetos¢ wody dejonizowanej lub destylowane;.

UzyC zrekonstytuowanego zestawu standardowego do utworzenia
rozcienczenia w stosunku 1 do 2, a nastepnie serii rozcienczen IFN-y
w stosunku 1 do 4 w zielonym rozcienczalniku (GD) (patrz rysunek 2).
S1 (wzorzec 1) zawiera 4,0 1U/ml, S2 (wzorzec 2) zawiera 1,0 IU/ml,
S3 (wzorzec 3) zawiera 0,25 IU/ml i S4 (wzorzec 4) zawiera 0 1U/ml
(sam GD). Wzorce nalezy wyznaczy¢ dwukrotnie. Przygotowac nowe
roztwory zestawu standardowego dla wszystkich sesji ELISA.
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Zalecana procedura dla wzorcéw wyznaczonych dwukrotnie
a. Oznaczy¢ 4 probéwki jako ,S17, ,S2”, ,S3"i ,S4”.

b. Doda¢ 150 ul GD do probdéwek S1, S2, S3 i S4.

c. Dodac 150 ul zestawu standardowego do probowki S1 i doktadnie
wymieszac.

d. Przelac¢ 50 ul z probéwki S1 do S2 i doktadnie wymieszac.
e. Przela¢ 50 pl z probéwki S2 do S3 i doktadnie wymieszac.

f. Sam zielony rozcienczalnik (GD) stuzy jako wzorzec zerowy (S4).

<
(=) i
150 pl 50 pl 50 pl
—> —_— —_—
Rekonstytuowany  Wzorzec 1 Wzorzec 2 Wzorzec 3 Wzorzec 4
zestaw 4,0 [U/ml 1,0 [U/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml

standardowy (zielony
rozcienczalnik)

Rysunek 2. Przygotowanie krzywej wzorcowe;.

4. Przeprowadzi¢ rekonstytuowanie liofilizowanego koncentratu
koniugatu 100x z uzyciem 0,3 ml wody dejonizowanej lub desty-
lowanej. Delikatnie wymieszaé zawartos¢, aby zminimalizowaé
spienianie i zapewni¢ petne przesycanie koniugatu.

Koniugat w stezeniu roboczym jest uzyskiwany poprzez rozcienczenie
wymaganej ilosci rekonstytuowanego koncentratu koniugatu 100x

w zielonym rozcienczalniku w sposob przedstawiony w Tabeli 1 —
Przygotowanie koniugatu. Natychmiast po wykorzystaniu koncentratu
koniugatu 100x schtodzi¢ go do temperatury od 2 do 8°C. Stosowac
wytgcznie zielony rozcienczalnik.
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Tabela 1. Przygotowywanie koniugatu

Liczba paskéw llos¢ koncentratu llos¢ zielonego
koniugatu 100x rozcienczalnika

2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 pl 2,0 mi

5 25 i 2,5 ml

6 30 pl 3,0 ml

7 35 ul 3,5 ml

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 mi

5. W przypadku préobek osocza pobranych z probéwek na pobrang krew
i nastepnie zamrozonych lub przechowywanych przed przeprowa-
dzeniem testu, nalezy je dokladnie wymieszac¢ przed dodaniem do
studzienki testu ELISA.

Wazne: w przypadku dodawania probek osocza bezposrednio z odwiro-
wanych probowek QFM nalezy unika¢ mieszania osocza. Przez caty czas
nalezy uwazac¢ na materiat umieszczony na powierzchni zelu.

6. Zalecenie: Rozcienczac prébki osocza w stosunku 1 do 10.
Dodac 90 pl zielonego rozcienczalnika (GD) do probdwki opisanej
informacjami pacjenta i rozcienczeniem ,1:10”.

Nastepnie dodac 10 pl wymieszanych probek osocza (szczegotowe
informacje na temat wymieszanych probek osocza w porownaniu do
prébek dodawanych bezposrednio z odwirowanych proboéwek QFM

zawiera punkt 5).

Doktadnie wymieszac pipeta, przy ograniczaniu spieniania do
minimum.

7. Zalecenie: Rozcienczaé probki osocza w stosunku 1 do 100.
Przygotowac rozcienczenie 1:10 (patrz powyzszy punkt 6).

Dodac 90 pl zielonego rozcienczalnika (GD) do probdwki opisanej
informacjami pacjenta i rozcienczeniem ,1:100”.
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Dodac¢ 10 pl rozcienczenia 1:10.

Doktadnie wymieszac pipeta, przy ograniczaniu spieniania do
minimum.

Zalecenie: Oznaczy¢ ponizsze probki rownolegle i w podanej
kolejnosci:

Bez rozcienczenia, 1:10, 1:100

Oprogramowanie analityczne QFM Analysis Software obstuguje réwniez
nastepujgce opcje probek od pacjenta:

Bez rozcienczenia

1:10

1:100

1:10, 1:100

Bez rozcienczenia, 1:10

8. Za pomoca pipety wielokanatowej doda¢ 50 pl Swiezo przygoto-
wanego koniugatu w stezeniu roboczym do odpowiednich dotkéw
ELISA.

9. Za pomocg pipety wielokanatowej doda¢ 50 ul testowej prébki osocza
do odpowiednich studzienek. Nastepnie doda¢ 50 ul kazdego z
wzorcow od 1 do 4. Oznaczyé wzorce w dwoch powtérzeniach.

10. Przykry¢ wszystkie ptytki wieczkiem i doktadnie wymieszaé¢ koniugat
i préobki osoczal/wzorce, korzystajac z wstrzgsarki mikroptytkowej
przez minute. Unikaé rozbryzgiwania.

11. Przeprowadzi¢ inkubacje przez okres 1205 minut w temperaturze
pokojowej (22+5°C).
Podczas inkubaciji nie nalezy wystawiac¢ ptytek na bezposrednie dziatanie
Swiatta stonecznego.

12. W czasie inkubacji rozcienczy¢ 1 czes¢ koncentratu 20x buforu
do ptukania z 19 czesciami wody dejonizowanej lub destylowanej
i doktadnie wymieszaé¢. Dostarczona ilos¢ koncentratu 20x buforu
do plukania jest wystarczajaca do przygotowania 2 litréw buforu do
ptukania w stezeniu roboczym.

Co najmniej raz na 6 cykli przemy¢ studzienki w ptuczce mikroptytek przy
uzyciu 400 ul buforu do ptukania w stezeniu roboczym. Zalecane jest
stosowanie ptuczki automatycznej.

Doktadne mycie jest bardzo waznym czynnikiem dziatania testu. Podczas
kazdego cyklu przemywania wszystkie dotki powinny by¢ catkowicie
wypetnione buforem. Zalecenie: w celu uzyskania najlepszych rezultatow
nalezy zalewac studzienki na przynajmniej 5 sekund pomiedzy cyklami.
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Do zbiornika na wode zuzytg do mycia nalezy dodac standardowy labora-
toryjny srodek dezynfekujacy. Nalezy tez przestrzega¢ obowigzujgcych
procedur w zakresie odkazania potencjalnie zakaznego materiatu.

13. Plytki ochronne nalezy ostuka¢ na wchianiajacym, bezpylowym
reczniku przy gornej powierzchni skierowanej do dotu w celu
usuniecia pozostatosci buforu do ptukania. Dodaé¢ 100 pl roztworu
substratu enzymu do poszczegdéinych dotkéw, przykry¢ wszystkie
plytki wieczkiem i starannie wymiesza¢ za pomoca wstrzasarki
mikroptytkowe;.

14. Przeprowadzi¢ inkubacje przez okres 30 minut w temperaturze
pokojowej (2215°C).
Podczas inkubacji nie nalezy wystawiac ptytek na bezposrednie dziatanie
Swiatta stonecznego.

15. Po inkubacji dodaé¢ 50 pl roztworu powstrzymujacego dziatanie
enzymu do poszczegoblnych studzienek i starannie wymieszaé
za pomoca wstrzgsarki mikroptytkowej.

Roztwor powstrzymujgcy dziatanie enzymu nalezy dodawac do
poszczegolnych studzienek zgodnie z kolejnoscig i szybkoscig
zastosowang w przypadku roztworu substratu enzymu w punkcie 13.

16. W ciggu 5 minut od zatrzymania reakcji przeprowadzi¢ pomiar
gestosci optycznej za pomoca czytnika mikroptytkowego
wyposazonego w filtr 450 nm oraz filtr referencyjny 620-650 nm.
Wartosci gestosci optycznej sq uzywane do obliczenia wynikow.
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Obliczenia i interpretacja testu

Oprogramowanie do analizy QuantiFERON Monitor jest uzywane w celu
analizowania danych i obliczania wynikow. Jest dostepne na stronie
www.QuantiFERON.com. Nalezy upewnic sie, ze uzywana jest najnowsza
wersja oprogramowania do analizy QuantiFERON Monitor.

Oprogramowanie przeprowadza ocene proby w zakresie kontroli jakosci,
tworzy krzywag wzorcowgq i zapewnia wyniki testow dla poszczegdinych
pacjentow w sposob opisany w sekcji Interpretacja wynikow.

Jezeli wynik nierozcienczonego osocza wykracza poza gorng granice

(tj. >10 IU/ml) zakresu testu ELISA QFM, oprogramowanie analityczne
QuantiFERON Monitor zgtosi najnizsze rozcienczenie, jakie pozwoli uzyskac
wynik w zakresie testu ELISA QFM (z uwzglednieniem wspotczynnika
rozcienczenia).

Oprécz zastosowania oprogramowania do analizy QuantiFERON Monitor
wyniki mozna uzyskac z wykorzystaniem jednej z nastepujgcych metod.

Generowanie krzywej wzorcowej

(Jesli nie jest uzywane oprogramowanie do analizy QuantiFERON
Monitor)

Okresli¢ $rednie wartosci gestosci optycznej zestawdéw standardowych
zawartych na poszczegolnych ptytkach.

Wyznaczy¢ krzywg wzorcowg log)-loge), sporzgdzajac wykres funkcji loge)
Sredniej gestosci optycznej (oS y) wzgledem loge) stezenia wzorcow IFN-y
wyrazonego w IU/ml (0$ x), pomijajgc wzorzec zerowy w obliczeniach.
Obliczy¢ parametry prostej o najlepszym dopasowaniu do krzywej wzorcowej,
stosujgc analize metoda regresii.

Uzy¢ krzywej wzorcowej do okreslenia stezenia IFN-y (IU/ml) we wszystkich
testowych probkach osocza, wykorzystujgc wartosci gestosci optycznej dla
poszczegolnych probek.

Obliczenia mozna wykonac¢ za pomocg pakietow oprogramowania dostepnych
w czytnikach mikroptytkowych oraz standardowych arkuszy kalkulacyjnych lub
oprogramowania statystycznego (np. Microsoft® Excel®). Zaleca sie korzys-
tanie z tych pakietéw do wyznaczenia parametrow regresji, wspotczynnika
zmiennosci wzorcow (CV, wyrazona w %) oraz wspotczynnika korelacji (r)
krzywej wzorcowej.

Jezeli wynik nierozcienczonego osocza jest poza zakresem testu ELISA QFM,
zgtaszany wynik powinien pochodzi¢ z najnizszego rozcienczenia, jakie
pozwala uzyskac¢ wynik w zakresie testu ELISA QFM (z uwzglednieniem
wspotczynnika rozcienczenia).
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Kontrola jakosci testu

Doktadnos¢ wynikow testu jest zalezna od wygenerowania odpowiedniej
krzywej wzorcowej. W zwigzku z tym przed dokonaniem interpretacji wynikéw
prébki testowej nalezy sprawdzi¢ wyniki uzyskane na podstawie wzorcéw.

Poprawny test ELISA odznacza sie nastepujgcymi cechami:

B Srednia wartos¢ gestosci optycznej wzorca 1 musi by¢ wieksza lub
réwna 0,600;

B wyrazony procentowo wspotczynnik zmiennosci wzorca 1 2,
odzwierciedlajgcy wartosci gestosci optycznej, musi by¢ mniejszy
lub réwny 15%;

B wartosci gestosci optycznej odzwierciedlone dla wzorca 3 i 4 nie mogg
réznié sie od ich sredniej wartosci o wiecej niz 0,040 jednostki gestosci
optycznej;

B wspdtczynnik korelacji (r) obliczony na podstawie srednich wartoSci
absorbancji wzorcow musi by¢ wiekszy lub réwny 0,98.

Oprogramowanie do analizy QuantiFERON Monitor oblicza i raportuje te
parametry kontroli jakosSci.

Jesli nie sg spetnione powyzsze kryteria, test nie jest prawidtowy i nalezy
go powtdrzyd.

Srednia warto$é gestosci optycznej wzorca zerowego (zielony rozcienczalnik)
powinna by¢ mniejsza lub rowna 0,150. Jesli srednia wartos¢ gestosci
optycznej jest wieksza od 0,150, nalezy sprawdzi¢ procedure mycia ptytki.

Interpretacja wynikow

Wyniki testu QFM interpretuje sie w zaleznosci od odpowiedzi IFN-y na
stymulanty swoistej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej. Test QFM
zapewnia jakosciowy i ilosciowy sposob pomiaru komorkowej odpowiedzi
immunologicznej. Wyniki testu QFM mogg nie pozwoli¢ na bezposrednie
ujecie ilosciowe poziomu supresji uktadu odpornosciowego.

Wazne: przy okreslaniu statusu immunologicznego pacjenta zmierzone ste-
zenie IFN-y nalezy wykorzystywac¢ w kontekscie stanu klinicznego, wywiadu
lekarskiego oraz innych analiz diagnostycznych (tabela 2). Warto$¢ graniczna
testu QFM moze sie zmienia¢ w zaleznosci od poziomu immunosupres;ji u
danego pacjenta oraz indywidualnych czynnikow zwigzanych z
przeszczepieniem.
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Tabela 2. Interpretacja wynikéw

Wynik IFN-y w tescie Klasyfikacja Interpretacja
QFM (IU/ml)

<15 Niski Pacjent wykazuje niskg
odpowiedz IFN-y na stymulanty
swoistej i adaptacyjnej
odpowiedzi immunologicznej

15-1000 Umiarkowany Pacjent wykazuje umiarkowang
odpowiedz IFN-y na stymulanty
swoistej i adaptacyjnej
odpowiedzi immunologicznej

>1000 Wysoki Pacjent wykazuje wysokg
odpowiedz IFN-y na stymulanty
swoistej i adaptacyjnej
odpowiedzi immunologicznej

Jezeli zmierzony poziom IFN-y w nierozcienczonej probce osocza jest nizszy
od 0,1 IU/mil:

B nalezy upewnic sig, ze do probki krwi dodano peletke QFM LyoSphere,
a probowke inkubowano zgodnie z instrukcjami opisanymi w niniejszej
ulotce informacyjne;.

B nalezy upewni¢ sie, ze wynik poziomu IFN-y odpowiada biezgcemu
stanowi klinicznemu pacjenta.

W przypadku podejrzenia probleméw technicznych z pobraniem lub obstugg
prébek nalezy powtdrzy¢ caty test QFM z wykorzystaniem nowej prébki krwi.
Test ELISA probek osocza po stymulaciji nalezy powtérzy¢ w razie podejrzenia
odchylen od procedury opisanej w niniejszej ulotce informacyjnej podczas
wykonywania pierwszego testu (szczegotowe informacje na ten temat mozna
znalez¢ w sekcji Kontrola jakosci testu).

Lekarz moze zdecydowac sie powtorzy¢ test, jezeli jego wyniki pozostajg
W sprzecznosci z biezgcym stanem klinicznym pacjenta.

26 Ulotka informacyjna produktu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Ograniczenia

Wyniki testow QFM nalezy wykorzystywa¢ w konteks$cie historii kliniczne;j
poszczegolnych oséb, biezgcego stanu medycznego i innych ocen diagnos-
tycznych. Laboratoria mogg zdecydowac sie na ustalenie wiasnych zakresow
dla tego testu.

Moga rowniez zdecydowac sie na rownolegte oznaczanie zewnetrznej probki
kontrolnej pobranej od zdrowego pacjenta razem z probkami pobranymi od
chorych pacjentow.

Niepewne lub niedoktadne wyniki mogg wystepowac ze wzgledu na:

zastosowanie niewtasciwego antykoagulantu krwi — nalezy stosowac
wytgcznie heparyne litowg, poniewaz inne antykoagulanty zaktocajg
przebieg testu.

odstepstwa od procedury opisane w niniejszej ulotce dotgczanej do
opakowania,;

zbyt wysokie poziomy krgzgcego we krwi IFN-y lub obecnosc¢ przeciwciat
heterofilnych;

wynoszgcy wiecej niz 8 godzin odstep czasowy pomiedzy pobraniem
prébki krwi a inkubacjg w temperaturze 37°C;

niedostateczne lub nadmierne wypetnienie probéwek na pobrang krew
QFM poza zakres od 0,9 do 1,1 ml.

Charakterystyka dziatania testu

Badania kliniczne

Przeprowadzono dwa badania kliniczne w celu oceny odpowiedzi pozornie
zdrowych os6b (n=114) i os6b po przeszczepieniu (n=30). Z oséb po
przeszczepieniu 18 nalezato do kohorty wczesnego okresu potransplanta-
cyjnego (do 3 miesiecy od przeszczepienia), a 12 nalezato do kohorty stabilnej
lub pdZznego okresu potransplantacyjnego (>12 miesiecy od przeszczepienia).

Od kazdego pacjenta z kohorty wczesnego okresu potransplantacyjnego
(do 3 miesiecy po przeszczepieniu, n=64 probki) prébki pobierano w
maksymalnie 5 punktach czasowych.

Od kazdego pacjenta z kohorty p6znego okresu potransplantacyjnego
(n=12 probek) prébke pobrano 1 raz.

Od kazdego pacjenta z kohorty pozornie zdrowych oséb (n=114 probek)
probke pobrano 1 raz.

W tescie QFM uzyskano odpowiedz pomiedzy niskg i Srednig w grupie
wczesnego i poznego okresu potransplantacyjnego. W kohorcie wczesnego
okresu potransplantacyjnego wystepowat wyzszy odsetek (93,8%) odpowiedzi
zawierajgcych sie w dolnym zakresie, a nizszy odsetek odpowiedzi (6,3%)
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zawierajgcych sie w zakresie umiarkowanym. W poréwnaniu: w kohorcie
pdznego okresu potransplantacyjnego 25% uzyskanych odpowiedzi zawierato
sie w dolnym zakresie, a 66,7% w zakresie umiarkowanym (tabela 3). Zadna
z odpowiedzi w kohorcie wczesnego okresu potransplantacyjnego nie
zawierata sie w zakresie wysokiej odpowiedzi, a w kohorcie p6znego okresu
potransplantacyjnego tylko 1 (8,3%) odpowiedz nalezata do tego zakresu.
Odpowiedzi w tescie QFM w kohorcie pozornie zdrowych oséb zawierata sie
gtébwnie w zakresie umiarkowanej (83,3%) i wysokiej odpowiedzi (15,8%)
(tabela 3).

Tabela 3. Zakres odpowiedzi w tescie QFM u pozornie zdrowych oséb
w poréwnaniu do pacjentéw po przeszczepieniu

IFN-y Kategoria Wczesny Pézny Pozornie Wyniki
(1U/ml) wynikow okres okres zdrowi %* catkowite
potrans-  potrans- 95% ClI
planta- planta- n

cyjny %* cyjny %*
95% ClI 95% ClI

n n
<15 Niski 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 Umiarkowa 6,3% 66,7% 83,3% 107
ny 2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89.1
n=4 n=8 n=95
>1000 WysoKi 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,5-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
taczna 64 12 114 190
liczba
probek

* Wartosci procentowe wskazujg odsetek probek w obrebie kazdej kohorty dawcéw, ktére
nalezg do danego zakresu odpowiedzi.
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Wartosci oczekiwane

Rozktad odpowiedzi IFN-y w tescie QFM u pacjentéw we wczesnym okresie
potransplantacyjnym (do 3 miesiecy od przeszczepienia) ustalono w tescie
QFM ELISA na podstawie 64 probek pobranych od 18 biorcow przeszczepu
(rys. 3).
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Rysunek 3. Rozktad odpowiedzi IFN-y w tescie QFM w kohorcie pacjentow we
wczesnym okresie potransplantacyjnym (n=64; mediana=1,5 IU/ml).

Rozktad odpowiedzi IFN-y w tescie QFM u pacjentéw w poZznym okresie

potransplantacyjnym (>12 miesiecy od przeszczepienia) ustalono w tescie
QFM ELISA na podstawie 12 probek (rys. 4).
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Liczba probek
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Rysunek 4. Rozklad odpowiedzi IFN-y w tescie QFM w kohorcie pacjentéw w péznym
okresie potransplantacyjnym (n=12; mediana=98,8 IU/ml).

Rozktad odpowiedzi IFN-y w badaniu przy uzyciu produktu QuantiFERON
Monitor u pozornie zdrowych osob zostat okreslony ze 114 prébek przy uzyciu
testu QFM ELISA (rys. 5).
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Rysunek 5. Rozktad odpowiedzi IFN-y w tescie QFM u pozornie zdrowych oséb (n=114;
mediana=400,5 IU/ml).
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Odpowiedzi w tescie QFM u pacjentéow po przeszczepieniu narzadu litego

Test QFM oceniano w obserwacyjnym, przekrojowym badaniu z udziatem
pacjentdw po przeszczepieniu narzgdu litego (4). W badaniu udziat wzieto:
212 zdrowych oséb z podgrupg 30 lat i kontrolami dopasowanymi do ptci,

30 pacjentow przed przeszczepieniem, 18 pacjentdw we wczesnym okresie
potransplantacyjnym (66 prébek; mediana czasu po przeszczepieniu=21 dni)
i 11 pacjentow w péznym okresie potransplantacyjnym (mediana czasu po
przeszczepieniu=2290 dni). Srednia produkcja IFN-y wynosita 555,2 IU/ml u
zdrowych oséb kontrolnych i 614,6 IU/ml u kontroli dopasowanych wzgledem
pici i wieku. Wykazano, ze srednia produkcja IFN-y bytfa istotnie nizsza u
pacjentdw przed przeszczepieniem (IFN-y=89,3 IU/ml) oraz we wczesnym
okresie potransplantacyjnym (IFN-y=3,76 IU/ml) w porownaniu do kontroli
dopasowanych pod wzgledem wieku i pfci (p<0,001). Zaobserwowano
przywrocenie funkcji uktadu odpornosciowego u pacjentdéw w poznym okresie
potransplantacyjnym (srednie IFN-y=256,1 IU/ml) i wykazano, ze produkcja
IFN byta istotnie wyzsza niz w przypadku pacjentéw we wczesnym okresie
potransplantacyjnym (p<0,05). To badanie wskazuje, ze mozna uzywac testu
QFM do oceny komorkowej odpowiedzi uktadu immunologicznego w populacii
Z immunosupresjg po przeszczepieniu narzadu litego.
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Charakterystyka dziatania testu

Wykazano liniowo$¢ testu QFM ELISA poprzez losowe naniesienie na ptytke
ELISA 5 powtérzen 11 puli osocza o znanym stezeniu IFN-y. Prosta regresii
liniowej posiada nachylenie rowne 1,002 £ 0,011 i wspodtczynnik korelacji
wynoszgcy 0,99 (rysunek 6).

Prég wykrywalnosci testu QFM ELISA wynosi 0,065 [U/ml i brak jest dowodow
na efekt haka przy wysokiej dawce (prozon) przy stezeniu IFN-y do
10 000 IU/ml.

11= $

Ustalony poziom IFN-y (1U/ml)

) 1 L) L
01 2 3 4567 8 9101
Oczekiwany poziom IFN-y (IU/ml)

Rysunek 6. Profil liniowosci testu QFM ELISA zostat okreslony na podstawie testow
5 powtérzen 11 prébek osocza o znanych stezeniach IFN-y.

Powtarzalnos¢ testu QFM (etap 1) ustalono za pomocg prébek krwi pobranych
od 20 zdrowych osob. Oceniano trzech réznych operatoréw, partie peletek
QFM LyoSphere i zestawy urzadzen. Sredni wspétczynnik zmiennosci
poziomow odpowiedzi IFN-y okreslony za pomocg testu QFM ELISA dla
wszystkich trzech partii peletek QFM LyoSpheres i wszystkich trzech
przetestowanych warunkow wynidst 22,22% (95% CI: 17,20-27,25).

Powtarzalnos¢ testu QFM (etap 1) oceniano poprzez pomiar zmiennosci

w 5-6 powtorzeniach stymulacji krwi peletkg QFM LyoSphere u tego samego
dawcy na prébkach od 14 0séb. Sredni wspétczynnik zmiennosci u 14 testo-
wanych oséb wyniost 14,7% (95% ClI: 10,2-19,2). %CV poszczegdlnych osob
wynosit mniej niz 30%.

Powtarzalnosc¢ testu QFM ELISA (etap 2) oszacowano za pomocg prze-
testowania 20 probek osocza o roznym stezeniu IFN-y. Kazdy test zostat
przeprowadzony trzykrotnie, w 3 réznych laboratoriach, podczas 3 dni
nienastepujgcych po sobie, przez 3 réznych operatorow. W ten sposob kazda
probka zostata przetestowana 27 razy w ramach 9 niezaleznych testow. Jedna
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probka stanowita probke zerowg o obliczonym stezeniu IFN-y wynoszgcym
0,08 IU/ml (przy 95% przedziale ufnosci: 0,07-0,09). WSrod pozostatych
19 probek osocza zakres stezen wynosit od 0,33 (95% CI: (0,31-0,34)

do 7,7 IU/ml (przy 95% przedziale ufnosci: 7,48—7,92).

Niedokfadnos$¢ wewnatrztestowa zostata oszacowana poprzez wyznaczenie
Sredniego wspotczynnika zmiennosci wyrazonego w % (%CV) w przypadku
poszczegolnych serii ptytek (n=9) z osoczami testowymi zawierajgcych IFN-y.
Poziom niedoktadno$ci wahat sie od 4,1 do 9,1% CV. Sredni wewnatrzprob-
kowy wspoétczynnik zmiennosci w % (przy przedziale ufnosci £95%) wynidst
6,6+0,6%. Srednia dla probki z zerowym stezeniem IFN-y w osoczu wyniosta
14,1% CV.

Catkowitg i miedzytestowg niedoktadnosc okreslono poprzez poréwnanie

27 obliczonych stezen IFN-y dla kazdej probki osocza. Wspdtczynnik
niedoktadnosci miedzy oznaczeniami wahat sie od 6,6% do 12,3%. Catkowity
Sredni %CV (przy przedziale ufnosci £95%) wyniost 8,7+0,7%. Wspotczynnik
zmiennos$ci wzorca zerowego osocza IFN-y wyniost 26,1% CV. Ten poziom
zmiennosci jest spodziewany, poniewaz obliczone stezenie IFN-y jest niskie

i wahania wokot niskiej wartosci szacunkowej sg wieksze niz w przypadku
wysokiego stezenia.

Informacje techniczne

Probki osocza z widknikiem

Jesli przy dtugotrwatym przechowywaniu probek osocza dojdzie do wytrgcenia
widknika, nalezy odwirowac prébki, aby stragci¢ skrzepty materiat i utatwic
pipetowanie osocza.
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Przewodnik rozwigzywania probleméw

Przewodnik moze przydaé sie w przypadku wystgpienia ewentualnych
probleméw. Wiecej informacji zamieszczono w sekcji Informacje techniczne,
dostepnej pod adresem: www.QuantiFERON.com. Informacje kontaktowe
znajdujg sie na tylnej stronie oktadki.

Rozwiazywanie probleméw z testem ELISA

Nieswoiste wywotlywanie koloréw
Mozliwa przyczyna Rozwigzanie

a) Niedoktadne wymycie = Wymyc ptytke co najmniej 6 razy z wykorzys-
ptytki taniem 400 pl buforu do ptukania na jeden
dotek. W zaleznosci od wykorzystywanej ptuczki
moze zachodzi¢ koniecznos¢ wykonania wiecej
niz 6 cykli mycia. Zalecany jest czas absorpcji
Wynoszgcy co najmniej 5 sekund pomiedzy
kolejnymi cyklami.

b) Krzyzowe zanieczysz- Aby zminimalizowac ryzyko, nalezy uwazac
czenie dotkow ELISA  podczas pipetowania i mieszania probek.

c) Przeterminowany Sprawdzi¢, czy nie mineta data waznosci
zestaw/sktadniki zestawu. Sprawdzi¢, czy rekonstytuowany
wzorzec i koncentrat koniugatu 100x sg
wykorzystywane w ciggu 3 miesiecy od daty
rekonstytuowania.

d) Skazony roztwor W przypadku niebieskiego koloru substratu
substratu enzymu wylac substrat. Sprawdzi¢, czy wykorzystywane
zbiorniki z odczynnikami sg czyste.
e) Mieszanie osocza Po odwirowaniu i przed pobraniem nalezy
w probéwkach QFM koniecznie unikac pipetowania i mieszania
przed pobraniem osocza. Przez caty czas nalezy uwazac na

materiat umieszczony na powierzchni zelu.

Niska gestos¢ optyczna odczytéw wzorcow

Mozliwa przyczyna Rozwigzanie
a) Standardowy bfgd Sprawdzi¢, czy prawidiowo przygotowano
rozcienczania rozcienczenia zestawu standardowego zgodnie

z ulotkg dotgczong do opakowania.

b) Btad pipetowania Pipety nalezy kalibrowac i wykorzystywac
zgodnie z zaleceniami producenta.

c) Zbyt niska temperatura Inkubacja ELISA powinna by¢ przeprowadzana
inkubacji w temperaturze pokojowej (od 17 do 27°C).

34 Ulotka informacyjna produktu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Rozwigzywanie problemoéw z testem ELISA

d) Zbyt krétki czas
inkubaciji

e) Zastosowano niepra-
widtowy filtr ptytki

f) Zbyt niska temperatura

odczynnikow

g) Przeterminowany
zestaw/sktadniki

Duzy szum tta
Mozliwa przyczyna

a) Niedoktadne wymycie
ptytki

b) Zbyt wysoka tempe-
ratura inkubaciji

c) Przeterminowany
zestaw/sktadniki

d) Skazony roztwor
substratu enzymu

Inkubowac ptytke z koniugatem, wzorcami
i prébkami przez 120+5 minut. Inkubowac
roztwor substratu enzymu na ptytce przez
30 minut.

Pomiar za pomocg ptytki powinien by¢ prze-
prowadzany przy filtrze 450 nm oraz filtrze
referencyjnym 620—-650 nm.

Przed wykonaniem testu wszystkie odczynniki,
z wyjatkiem koncentratu koniugatu 100x, muszg
osiggngc¢ temperature pokojowa. Zajmuje to
okoto godziny.

Sprawdzi¢, czy nie mineta data waznosci
zestawu. Sprawdzi¢, czy rekonstytuowany
wzorzec i koncentrat koniugatu 100x sg
wykorzystywane w ciggu 3 miesiecy od daty
rekonstytuowania.

Rozwigzanie

Wymy¢ ptytke co najmniej 6 razy

z wykorzystaniem 400 pl buforu do ptukania na
jeden dotek. W zaleznosci od wykorzystywanej
ptuczki moze zachodzi¢ koniecznos¢ wykonania
wiecej niz 6 cykli mycia. Zalecany jest czas
absorpcji wynoszgcy co najmniej 5 sekund
pomiedzy kolejnymi cyklami.

Inkubacja ELISA powinna by¢ przeprowadzana
w temperaturze pokojowej (od 17 do 27°C).

Sprawdzi¢, czy nie mineta data waznosci
zestawu. Sprawdzic, czy rekonstytuowany
wzorzec i koncentrat koniugatu 100x sg
wykorzystywane w ciggu trzech miesiecy od
daty rekonstytuowania.

W przypadku niebieskiego koloru substratu
wyla¢ substrat. Sprawdzi¢, czy wykorzystywane
zbiorniki z odczynnikami sg czyste.
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Rozwigzywanie problemoéw z testem ELISA

Nieliniowa krzywa wzorcowa i zr6znicowanie wynikéw ponownych
testow

Mozliwa przyczyna Rozwigzanie

a) Niedoktadne wymycie = Wymyc ptytke co najmniej 6 razy z wykorzys-
ptytki taniem 400 pl buforu do ptukania na jeden
dotek. W zaleznosci od wykorzystywanej ptuczki
moze zachodzi¢ koniecznos¢ wykonania wiecej
niz 6 cykli mycia. Zalecany jest czas absorpciji
Wynoszgcy co najmniej 5 sekund pomiedzy
kolejnymi cyklami.

b) Standardowy btad Sprawdzié, czy prawidtowo przygotowano
rozcienczania rozcienczenia wzorca zgodnie z ulotkg
dotgczong do opakowania.

c) Stabe wymieszanie Zmieszac¢ doktadnie odczynniki poprzez
odwracanie lub tagodne wytrzgsanie przed
umieszczeniem na ptytce.

d) Niespdjna technika Wprowadzanie probki i wzorca powinno by¢
pipetowania lub wykonywane w sposob ciggty. Wszystkie
przerwa podczas odczynniki nalezy przygotowac przed

przeprowadzania testu  wykonaniem testu.

Informacje na temat produktu i wytyczne techniczne mozna otrzyma¢é
bezptatnie od firmy QIAGEN za posrednictwem dystrybutora lub
odwiedzajgc strone www.QuantiFERON.com.

Literatura

Obszerna lista odno$nikéw dotyczgcych testow QFM znajduje sie w serwisie
Gnowee — biblioteka odno$nikow QuantiFERON, dostepna na stronie
www.gnowee.net.
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Symbole

W2x96 llos¢ wystarczajgca do przygotowania 2x96 probek
H Oficjalny producent
c € Oznaczone symbolem CE-IVD

IVD Do celéw diagnostyki in vitro

Kod partii
Numer katalogowy
BH

®

Termin waznosci

2
A

Przestrzegac zakresu temperatury

Nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi

Do jednokrotnego uzycia

M
0 ., ..
/:,.l\ Chroni¢ przed nastonecznieniem
| EC | REP | Upowazniony przedstawiciel w Unii Europejskiej

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej oraz dalszych informacji prosimy o
kontakt telefoniczny (potgczenie bezptatne) z centrum pomocy technicznej pod
numerem telefonu 00800-22-44-6000, adresem www.qgiagen.com/contact lub
o kontakt z jednym z dziatoéw serwisu firmy QIAGEN (informacje znajdujg sie
na tylnej oktadce oraz na stronie www.giagen.com).
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Skrécony opis procedury testowej

Etap 1 — inkubacja krwi

1. Pobrac¢ krew od pacjenta do probéwki na pobrang
krew QFM lub probéwki na pobrang krew z heparyng
litowg. Opisa¢ probdwki danymi pacjenta i godzing
pobrania krwi, a nastepnie przetransportowa¢ w \
temperaturze otoczenia do laboratorium, w ciggu
8 godzin od pobrania.

a. Jezeli krew pobrano do probowki na pobrang
krew z heparyng litowg, odmierzy¢ 1 ml porcje
krwi do probowki na pobrang krew QFM i opisaé
ja danymi pacjenta oraz godzing pobrania krwi.

2. Dodac 1 peletke QFM LyoSphere do kazdej probowki
na pobrang krew QFM zawierajgcej 1 ml krwi,
rozpuscic peletki LyoSphere i jak najszybciej
inkubowac¢ probowki (w ciggu 8 godzin od pobrania
krwi) w pozycji pionowej w temperaturze 37°C przez
16-24 godzin.

3. Po inkubacji wirowac¢ probdéwki przez 15 minut przy
wzgledne;j sile odsrodkowej (RCF) wynoszacej od P
2000 do 3000 jednostek (g) w celu oddzielenia osocza & €L :\Q
od czerwonych krwinek.

4. Po odwirowaniu i przed pobraniem nalezy koniecznie
unikac¢ pipetowania i mieszania osocza. Przez caty
czas nalezy uwazac¢ na materiat umieszczony na
powierzchni zelu.
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Etap 2 — test ELISA IFN-y

1.

10.

11.

12.

Pozwolié, aby skfadniki testu ELISA, z wyjgtkiem
koncentratu koniugatu 100x, osiggnety temperature
pokojowg. Co najmniej 60 minut.

. Z wykorzystaniem wody destylowanej lub dejonizo-

wanej przeprowadzi¢ rekonstytuowanie zestawu
standardowego do stezenia 8,0 IlU/ml. Przygotowac
4 wzorcowe rozcienczenia.

Przeprowadzi¢ rekonstytuowanie liofilizowanego
koncentratu koniugatu 100x z wykorzystaniem wody
destylowanej lub dejonizowane;.

. Przygotowac koniugat w stezeniu roboczym przy

zastosowaniu zielonego rozcienczalnika i dola¢ 50 ul
roztworu do kazdego dotka.

Dodac¢ do odpowiednich studzienek 50 pl testowych
prébek osocza (bez rozcienczenia lub w rozcien-
czeniu 1:10 i 1:100 zgodnie z potrzebami) oraz 50 pl
wzorcow. Wymieszac za pomocg wstrzgsarki.

. Przeprowadzi¢ inkubacje przez 120+5 minut

w temperaturze pokojowe;.

Wymyc¢ dotki co najmniej 6 razy z wykorzystaniem
400 pl buforu do ptukania na jeden dotek.

. Dola¢ 100 pl roztworu substratu enzymu do dotkow.

Wymieszac za pomocg wstrzgsarki.

Przeprowadzi¢ 30-minutowg inkubacje w tempera-
turze pokojowe;.

Dola¢ 50 ul roztworu powstrzymujgcego dziatanie
enzymu do dotkéw. Wymieszac za pomocg
wstrzgsarki.

Dokonaé odczytu wynikow przy filtrze 450 nm oraz
filtrze referencyjnym 620-650 nm.

Przeprowadzi¢ analize wynikow.
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Uwagi
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Znaczgce zmiany

Znaczgce zmiany wprowadzone w niniejszym wydaniu ulotki informacyjnej produktu QuantiFERON Monitor®
(QFM®) ELISA podsumowano w tabeli ponizej:

Sekcja Strona Zmiany

Srodki ostroznoéci 11 Nowe informacje GHS

Srodki ostroznosci 12 Dodano instrukcje dotyczace bezpiecznego
postepowania z fiolkami, ktére majg metalowe kapsle.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (grupa QIAGEN); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Umowa ograniczonej licencji dla zestawu QuantiFERON Monitor

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

1.

Ten produkt moze by¢ stosowany wytgcznie zgodnie z wytycznymi dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcja i wytgcznie z elementami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania
niniejszego zestawu z elementami nienalezacymi do zestawu z wyjgtkiem elementéw opisanych w wytycznych dotgczonych do produktu,
niniejszej instrukcji oraz dodatkowych wytycznych dostgpnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe wytyczne zostaty
sformutowane przez uzytkownikéw ustug QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach ustug QIAGEN. Te wytyczne nie zostaty doktadnie
przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw innych
podmiotéw.

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

Zestaw oraz jego elementy sg przeznaczone do jednorazowego uzytku. Nie sg przeznaczone do ponownego uzycia, regeneracji ani odsprzedazy.
Poza wyraznie okreslonymi licencjami firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyraznych ani dorozumianych.

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje si¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatari moggcych
doprowadzi¢ do opisanych wyzej czynnosci zabronionych lub ich umozliwienia. Firma QIAGEN moze wnosi¢ roszczenia wynikajgce

z niniejszej Umowy ograniczonej licencji do dowolnego sadu i bedzie rosci¢ prawa do zwrotu wszelkich kosztéw postepowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiern Umowy ograniczone;j licencji lub praw wtasnosci
intelektualnej w zakresie zestawu i/lub jego elementéw.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg w witrynie www.giagen.com.

© 2014 QIAGEN. Wszelkie prawa zastrzezone.
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