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1. KAYTTOTARKOITUS

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) on in vitro diagnostinen testi, jossa kéytetdan ESAT-6-, CFP-10- ja
TB7.7(p4)-proteiineja muistuttavaa peptidiseosta heparinisoidun kokoveren solujen stimuloimiseen.
Gammainterferonin (IFN-y) havaitsemista ELISA-menetelmdlld (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
kéytetddn tunnistamaan in vitro -vasteet Mycobacterium tuberculosis -tartunnalle ominaisten peptidiantigeenien
kanssa.

QFT on epédsuora M. tuberculosis -infektion (mukaan lukien itse sairaus) testi ja sitd kéytetddn yhdessd
tartuntariskin arvioinnin, rontgenin ja muiden lddketieteellisten ja diagnostisten arvioiden kanssa.

2. YHTEENVETO JA TESTIN KUVAUS

Tuberkuloosi on tarttuva sairaus, jonka aiheuttaa M. tuberculosis -ryhmin organismit (M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum), jotka tyypillisesti levidvit uusiin iséntiin hengitysteiden tuberkuloosia sairastavien potilaiden
hengittdmien pisara-acrosolien vélitykselld. Vastikdédn tartunnan saanut henkild saattaa sairastua tuberkuloosiin
viikkojen tai kuukausien kuluessa mutta useimmat tartunnan saaneet henkildt pysyvit terveind. Joillekin
henkildille jaa latenttituberkuloosi-infektio (LTBI), tarttumaton oireeton tila, ja heille voi kehittyd tuberkuloosi
kuukausia tai vuosia mydhemmin. LTBI:n diagnosoinnin péétarkoitus on 14dékinnéllisen hoidon tarpeen harkinta
tuberkuloosin estdmiseksi. Viime aikoihin saakka latentin tuberkuloosi-infektion (LTBI) diagnosoimiseen oli
kéytettdvissd vain ihotestit (TST). Thoherkkyys tuberkuloosille kehittyy 2—10 viikon sisélld infektiosta. Eraét
infektoituneet henkil6t, erikoisesti sellaiset, joilla on laaja-alaisia immuunitoimintoja estdvid sairauksia, sekd
myos muut henkildt, joilla ei ole nditd sairauksia, eivét kuitenkaan vastaa tuberkuliiniin. Péinvastoin, erédt
henkil6t, joilla M. tuberculosis -infektio on epdtodennikoinen, osoittavat herkkyytta tuberkuliinille ja heilld on
muita positiivisia TST-tuloksia Calmette-Guérin (BCG) basillille, muun kuin M. tuberculosis -ryhmén lajeille
tai muuten madrittdiméaton tulos muiden tekijéiden osalta.

LTBI on erotettava tuberkuloosista, raportoitavasta sairaudesta, johon yleensé liittyy keuhkojen ja alempien
hengitysteiden sairaus, vaikkakin myds muissa elimissd voi olla oireita. Tuberkuloosi diagnosoidaan
historiallisista, fyysisistd, radiologisista, histologisista ja mykobakteorologisista 16ydoksisté.

QFT-testi  testaa  soluvilitteisen  immuunivasteen (CMI)  mykobakteeriproteiineja  jéljitteleville
peptidiantigeeneille. ESAT-6-, CFP-10- ja TB7.7(p4)-proteiinit puuttuvat BCG-kannoista ja useimmista ei-
tuberkuliittisista mykobakteereista, joista poikkeuksena ovat M. kansasii, M. szulgai ja M. marinum.'
Henkiloilla, joilla on M. tuberculosis -ryhmin lajin tartunta, on yleenséd veressd lymfosyyttejd, joista voidaan
tunnistaa ndmid ja muut mykobakteeriset antigeenit. Tamd tunnistusprosessi koostuu sytokiinin,
gammainterferonin (IFN-y) muodostamisesta ja eristimisestd. Gammainterferonin (IFN-y) havaitseminen ja sitéd
seuraava kvantifiointi muodostaa testin perustan.

QFT-testissd kéytetyt antigeenit muodostavat peptidiseoksen, joka jiljittelee ESAT-6-, CFP-10- ja TB7.7(p4)-
proteiineja. Lukuisat tutkimukset ovat osoittaneet, etti nima peptidiantigeenit stimuloivat IFN-y-vasteen M.
tuberculosis -infektion saaneiden henkiléiden T-soluissa mutta ei yleensd tartuntaa saamattomilla tai BCG-
rokotuksen saaneilla henkil5illd, joilla ei ole sairautta tai LTBI:n mahdollisuutta."** Immuunitoimintaa
heikentévilld lddkinnillisilld hoidoilla tai sairauksilla saattaa olla IFN-y-vastetta mahdollisesti heikentiva
vaikutus. Potilaat, joilla on muita mykobakteeritartuntoja, saattavat vastata myds ESAT-6-, CFP-10- ja
TB7.7(p4)-proteiineihin, silld nditd proteiineja koodaavat geenit ovat lasnd myds M. kansasii-, M. szulgai- ja M.
marinum -bakteereissa.'” QFT-testi testaa sekd LTBI:td ja auttaa diagnosoimaan M. tuberculosis -ryhmén
aiheuttamia infektioita sairaissa potilaissa. Positiivinen tulos tukee tuberkuloosin diagnosointia. Myds muiden
mykobakteerien (esim. M. kansasii) aiheuttamat infektiot saattavat kuitenkin aiheuttaa positiivisia tuloksia.
Silloin tarvitaan muita lddketieteellisid ja diagnostisia arviointeja latentin tuberkuloosin vahvistamiseen tai
poissulkemiseen.



Testin periaatteet

QFT-jarjestelma kayttdd erityisid verindytteen kerdysputkia, joihin kerdtddn kokoverta. Verta inkuboidaan
putkissa 16-24 tunnin ajan, jonka jédlkeen plasma kerdtddn ja siitd testataan gammainterferonin (IFN-y )
peptidiantigeeneille tuottama vaste.

QFT-testi suoritetaan kahdessa vaiheessa. Ensiksi kokoverta kerdtddn kuhunkin QFT-veriputkeen,
nollavertailuputkeen, TB-antigeeniputkeen ja valinnaiseen mitogeeniputkeen.

Mitogeeniputkea voidaan kayttdd QFT-testissd positiivisena vertailuna. Tadmé saattaa olla erikoisesti tarpeen,
jos henkildon immunologinen tila on epéselvd. Mitogeeniputken avulla voidaan myds valvoa veren kerddmisen
ja inkuboinnin oikeaa késittelytapaa.

Putket tulee inkuboida 37 °C lampétilassa mahdollisimman pian ja 16 tunnin sisélld verindytteen kerddmisesta.
Putket sentrifugoidaan 16-24 tunnin inkubointijakson jilkeen, plasma erotetaan ja gammainterferonin (IFN-y)
(IU/ml) médra mitataan ELISA-menetelmalla.

Testin katsotaan antavan positiivisen IFN-y-vasteen TB-antigeeniputkessa, jonka arvo on huomattavasti yli nolla
IFN-y IU/ml -arvon. Jos kdytetddn mitogeeniputkea, stimuloitu plasmanéyte toimii gammainterferonin (IFN-y)
positiivisena kontrollina kussakin testatussa niytteessd. Matala vaste mitogeeniin (<0,5 IU/ml) osoittaa
epaselvdd tulosta, jos myds verindytteessd on negatiivinen vaste TB-antigeeneille. Tamid malli voi ilmetd
riittdmattomien lymfosyyttien, néytteen vaédrdn késittelyn aiheuttaman vdhentyneen lymfosyyttiaktiivisuuden,
mitogeeniputken védrdn tiyton/sekoituksen tai potilaan lymfosyyttien gammainterferonituotantoon
kykenemattomyyden vuoksi. Nollandyte sopeutuu taustaan, heterofiilisiin vasta-ainevaikutuksiin tai
epéspesifisiin  IFN-y -verindytteisiin. Nollaputken IFN-y-taso véhennetddn TB-antigeeniputken ja
mitogeeniputken (jos kdytossd) I[FN-y-tasosta.

Testin suorittamiseen tarvittava aika

QFT-testin suorittamiseen tarvittava aika on arvioitu jéljempand. Myds useiden néytteiden erétestaus on kuvattu:
Verindyteputkien inkubointi 37 °C lampdatilassa: 16 — 24 tuntia

ELISA-menetelma: Noin kolme tuntia yhdelle ELISA-maljalle
(28 — 44 henkiload)
e <] tybtunti
e Kutakin maljaa kohti lisdttdvad 10—15 minuuttia



3. REAGENSSIT JA SAILYTYS

Tuberkuloosin ja vertailuantigeenin veriputket

Luettelonumero T0590 0301

1. Nolla vertailu (harmaa korkki)
2. TB-antigeeni (punainen korkki)

3. Mitogeenivertailu (violetti korkki)

HUOM: Putkia on satavana myds muina yhdistelmind:

Luettelonro T0590-0201: 100 x nollavertailu, 100 x TB-antigeeniputkea.
Luettelonro T0593-0201: 100 x mitogeenivertailuputkea.

Korkean paikan testien putkia (ks. osa 5)

100 x putkea
100 x putkea

100 x putkea

Luettelonro T0590-0501: (Korkean paikan) 100 x nollavertailu, 100 x TB-

antigeeniputkea.

Luettelonro T0590-0505: (Korkean paikan ) 100 x nolla vertailu, 100 x TB-
antigeeniputkea ja 100 x mitogeeniputkea.
Luettelonro T0593-0501 (korkean paikan) 100 x mitogeenivertailuputkea.

ELISA-Kkomponentit

ELISA-komponentit

Luettelonumero: 0594-0201

Luettelonumero: 0594-0501

2 maljan pakkaus

Referenssilab.pakkaus

Hiiren monoklonaalisella anti-ihmis-IFN-y-vasta-
aineella pddllystetyt mikromaljojen liuskat

2 x 96 maljan kaivot

20 x 96 maljan kaivot

Lyofilisoitu ihmisen gammainterferoni (IFN-y),
standardi (sisdltdd ihmisen
rekombinanttigammainterferonia, lehmdn
kaseiinia, 0,01 % w/v timerosaalia)

1 x putki
(8 IU/ml uudelleenliuotettuna)

10 x putki
(8 IU/ml uudelleenliuotettuna)

Vihred liuotusaine (sisdltdd lehmdn kaseiinia,

normaalia hiiriseerumia, 0,01 % w/v timerosaalia) 1x30ml 10 x 30 ml
Konjugaatti 100X konsentraatti, lyofilisoitu
(hiiren anti-ihmis-IFN-y HRP, sisdltdd 0,01 % w/v 1x0,3ml 10 x 0,3 ml

timerosaalia)

(uudelleenliuotettuna)

(uudelleenliuotettuna)

Pesupuskuri 20X konsentraatti (pH 7,2, sisdltdcd

0,01 % w/v timerosaalia) 1x100 ml 10 x 100 ml
Entsyymi-substraattilivos (sisdltid H,O,,
3,3’,5,5 -tetrametyylibentsidiinic) 1x30ml 10 x 30 ml
Entsyymin pyséytyslivos (sisdltdd 0,5M H,SO,)

1x15ml 10 x 15 ml




Tarvittavat materiaalit (ei toimitettu)

37 °C inkubaattori. Hiilidioksidia (CO,) ei tarvita.

Kalibroituja tilavuudeltaan vaihtelevia pipettejd 10 ul — 1 000 pl annosteluun, kertakéyttdiset kérjet
Kalibroituja monikanavaisia pipettejd, joilla voidaan annostella 50 pl ja 100 pl, kertakayttoiset kérjet.
Mikromaljan ravistin.

Deionisoitua tai tislattua vettd — 2 1.

Mikromaljan pesulaite (suositellaan kaytettdviksi automaattista pesulaitetta).

Mikromaljan lukija, johon on kiinnitetty 450 nm suodatin ja 620 nm — 650 nm referenssisuodatin.



Séilytysohjeet

Verindytteen kerdysputket

® Verindytteen kerdysputkia on sdilytettidvad 4 °C — 25 °C lampdtilassa.

Reagenssipakkaus

e Pakkausta on sdilytettdva jadkaapissa 2 °C — 8 °C:n lampdtilassa.
e Entsyymi-substraattiliuosta on séilytettdvé aina suoralta auringonvalolta suojattuna.

Uudelleenliuotetut ja kdyttdmdttomdt reagenssit

Ks. luvusta 6 ohjeet miten reagenssit liuotetaan uudelleen (sivu 11).

® Uudelleenliuotettua standardipakkausta voidaan siilyttdd enintdén kolme kuukautta, jos siilytys tapahtuu
2 °C — 8 °C lampétilassa.
O Standardipakkauksen uudelleenlivotuspdivimddrd on merkittivdi pakkaukseen.
e  Uudelleenliuotukset jélkeen kiyttaiméattomat konjugaatti 100 x konsentraatit on palautettava 2 °C — 8 °C
lampétilan sdilytykseen ja ne on myos kaytettdvd kolmen kuukauden sisdlla sekoituksesta.
O Konjugaatin uudelleenlivotuspdivd on merkittivd pakkaukseen.
e Kaiyttdpitoinen konjugaatti on kdytettdva kuuden tunnin kuluessa valmistuksesta.

e Kiyttopitoista pesupuskuria voidaan sdilyttdd huonelampdétilassa enintddn kaksi viikkoa.



4. VAROITUKSET JA HUOMAUTUKSET

Varoitukset

Negatiivinen QFT-tulos ei poissulje M. tuberculosis -infektion tai tuberkuloosin mahdollisuutta.
Viirid negatiivisia tuloksia voi aiheutua infektiovaiheen (esim. ndyte on otettu, ennen kuin
solutason immuunivaste on kehittynyt), immuunitoimintoihin vaikuttavien samanaikaisten
sairauksien, verindytteen kerdysputkien vddrd késittely laskimon avauksen jélkeen, testin viérin
suorittamisen vuoksi tai muun immunologisen muuttujan vuoksi.

Positiivinen QFT-tulos ei saa olla ainoa tai perustava syy M. tuberculosis -infektion toteamiselle.
Testin suorittaminen vairin saattaa aiheuttaa vaéria positiivisia tuloksia.

Positiivisen QFT-tuloksen jilkeen on jatkettava lddketieteellistd ja diagnostista aktiivisen
tuberkuloosin esiintymisen mahdollisuuden arviointia (esim. AFB-nédyte ja viljely, keuhkojen
rontgenkuva).

Koska ESAT-6-, CFP-10- ja TB7.7(p4)-proteiineja ei esiinny missdin BCG-kannoissa eikéd
useimmissa ei-tuberkuloottisissa mykobakteereissa, on mahdollista, ettd positiivinen QFT voi
johtua M. kansasii-, M. szulgai- tai M. marinum -bakteerin aiheuttamasta infektiosta. Jos sellaista
infektiota epiillddn, vaihtoehtoisia testejd on suoritettava.




Huomautukset

In vitro diagnostiikkaan.

Haitallista: Entsyymi-substraattilinos sisiltdd 3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiinid, joka on haitallista
nieltynd, hengitettynd ja ihokosketuksena. Thoa ja silmid drsyttdvdad. Mutageeni. Kéytettdva suojalaseja,
suojakisineitd ja késiteltdvd mahdollisena karsinogeenina.

Haitallista: Entsyymin pysiytyslinvos siséltdd rikkihappoa (H,SO,), joka on haitallista nieltyna,
silmdkosketuksessa ja hengitettynd. Kéytettdvd suojalaseja, suojakidsineitd ja normaalia laboratorion
suojavaatetusta. Jos pysdytysliuos joutuu kosketuksiin ihon tai silmien kanssa, aluetta on huuhdeltava
runsaalla vesimaérilld ja hakeuduttava l4ddkérin hoitoon.

Haitallista: IFN-y standardi ja konjugaatti 100 x konsentraatti saattaa aiheuttaa epdmukavuutta nieltyni
ja voi aiheuttaa ihodrsytystd. Kéytettdva suojakésineitd ja normaalia laboratorion suojavaatetusta.

Thmisverta on Kisiteltiivi mahdollisena infektion aiheuttajana. Veren kisittelystd annettuja ohjeita on
noudatettava.

Timerosaalia kiytetddn sdilontdaineena joissain reagensseissa. Se voi olla myrkyllistd nieltyni,
hengitettynd tai ihokosketuksessa.

Vihred liuotusaine siséltdd normaalia hiiriseerumia ja kaseiinia, jotka saattavat aiheuttaa allergisia
reaktioita. Véltettdvd ihokosketusta.

Pakkausselosteen ohjeista poikkeaminen saattaa aiheuttaa virheellisid tuloksia. Ohjeet on luettava
huolellisesti ennen kayttoa.

Pakkausta ei saa kéyttia, jos yksikin reagenssipullo osoittaa merkkeja vaurioista tai vuodosta ennen kéyttoa.

Al sekoita tai kiytd muita ELISA-reagensseja kuin QFT-pakkauserien reagensseja.

Kayttimattomat reagenssit ja biologiset ndytteet on havitettdvd paikallisten, valtiollisten ja liittovaltion

madrdysten mukaisesti.

Verindytteen kerdysputkia tai ELISA-pakkausta ei saa kdyttdd pakkaukseen merkityn viimeisen kéyttopdivén

jélkeen.

On varmistettava, ettd laboratoriovélineet ja maljapesurit ja maljan lukijat on kalibroitu/hyvéksytty kayttdon.



5. NAYTTEENOTTO JA KASITTELY

QFT-testissd kédytetddn seuraavia kerdysputkia:

1.

2.

Nollavertailu (harmaa korkki valkoisella renkaalla) (kdytetddn oltaessa merenpinnan ja 810 metrin
korkeuden vililld merenpinnasta).

TB-antigeeni (punainen korkki valkoisella renkaalla) (kédytetddn oltaessa merenpinnan ja 810
metrin korkeuden vélilld merenpinnasta).

Mitogeenivertailu - valinnainen (violetti korkki valkoisella renkaalla) (kdytetddn oltaessa
merenpinnan ja 8§10 metrin korkeuden vélilld merenpinnasta).

Nollavertailu (harmaa korkki jossa keltainen rengas) (kdytetddn oltaessa 1 020 metrin ja 1 875
metrin vililld merenpinnan korkeudesta).

TB-antigeeni (punainen korkki jossa keltainen rengas) (kéytetddn oltaessa 1 020 metrin ja 1 875
metrin vililld merenpinnan korkeudesta).

Mitogeenivertailu - valinnainen (violetti korkki jossa keltainen rengas) (kédytetddn oltacssa 1 020
metrin ja 1 875 metrin valilld merenpinnan korkeudesta).

Antigeenit on kuivattu verindytteen kerdysputkien sisdpintoihin, joten on oleellista, ettd putkien sisiltd
sekoitetaan verelld kunnolla. Putket on siirrettdva 37 °C lampétilaiseen inkubaattoriin mahdollisimman pian ja
16 tunnin sisdlla ndytteen kerddmisesta.

Seuraavia toimia on noudatettava optimaalisten tulosten aikaansaamiseksi.

1. Keridi kultakin potilaalta 1 ml verta laskimopistoksella suoraan kuhunkin QFT-testin verindytteen
kerdysputkeen. Toimenpiteen saa suorittaa vain flebotomiakoulutuksen saanut henkild.

e Oltaessa enintddn 810 metrin korkeudella merenpinnasta on kéaytettdivd normaaleja
verindytteen QFT-kerdysputkia. Oltaessa 1 020—1 875 metrin korkeudella merenpinnasta on
kaytettdva korkean paikan (HA) verindytteen QFT-kerdysputkia.

Jos verindytteen QF T-kerdysputkia kéytetddn ndiden korkeusrajojen ulkopuolella tai jos verta
kertyy vain vihdn, verindyte voidaan imed ruiskulla ja 1 ml verta voidaan siirtid kuhunkin
kolmesta ndyteputkesta. Turvallisuussyistd tdmd on paras suorittaa irrottamalla ruiskun
neula, noudattaen riittdvid varotoimia, ja irrottaa kunkin kolmen verindytteen QFT-
kerdysputken korkit ja lisdtd 1 ml verta kuhunkin ndyteputkeen (putken sivun mustan
merkinndn tasolle). Korkit laitetaan takaisin paikoilleen kunnolla ja sekoitetaan alla kuvatulla
tavalla.

e Koska 1 ml verta kertyy suhteellisen hitaasti, putkea on pidettivd neulassa kahden kolmen
sekunnin ajan, kunnes putki ndyttdd tdyttyneen kokonaan, jotta varmistetaan riittdvan
ndytemadran keruu.

Musta merkki putkien sivussa osoittaa 1 mi:n tdyttotilavuutta. Verindytteen QFT-kerdysputket
on hyvdksytty 0,8-1,2 ml kerdystilavuuksille. Jos jonkin putken verenpinta ei ole ldhelldi
merkkiviivaa, suositellaan ottamaan uusi verindyte.

e Jos kidytetdin ns. perhosneulaa veren kerddmiseen, on kéytettdvd puristusputkea, jotta
varmistetaan, ettd putki on tayttynyt verelld, ennen kuin QFT-putkia kaytetdan.

2. Putkia sekoitetaan heti tiytdn jilkeen kymmenen (10) kertaa juuri niin voimakkaasti, etti voidaan
varmistaa, ettd putken koko sisépinta on peittynyt verelld. Niin putken seindmien antigeenit voidaan
solubilisoida.

e  Kun putket tiytetddn verelld, niiden lampétilan on oltava 17-25 °C.

e Liian voimakas sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin vaurioitumisen ja johtaa poikkeaviin
tuloksiin.



Putket on merkittdva asianmukaisesti.

Putket on siirrettdva lampétilaltaan 37 °C £ 1 °C:n inkubaattoriin mahdollisimman pian ja 16 tunnin
sisdlld ndytteen kerddmisestd. Pidd putkia huoneldmpétilassa ennen inkubointia (22 °C + 5 °C).
Verindytteitd ei saa asettaa jadkaappiin tai pakastaa.
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6. KAYTTOOHJEET

Vaihe vksi - Veren inkubointi ja plasman keruu

Toimitetut materiaalit

Verindytteen QF T-kerdysputket (ks. luku 3).

Tarvittavat materiaalit (ei toimitettu)

Ks. luku 3.

Toimintajarjestys

1. Jos verta ei inkuboida vélittomésti kerddmiseen jilkeen, putkia on sekoitettava vilittomaisti
uudelleen kiidntimiilli ne kymmenen kertaa ylosalaisin ennen inkubointia.

2. Putkia inkuboidaan PYSTYASENNOSSA 37 °C limpétilassa 16-24 tuntia. Inkubaattori ei tarvitse
hiilidioksidia (CO,) tai kostutinta.

3. Kun inkubointi on suoritettu 37 °C limpétilassa, verindytteen kerdysputkia voidaan siilyttid enintidn
kolme vuorokautta 4— 27 °C:n lampétilassa ennen sentrifugointia.

4. Kun putkia on inkuboitu 37 °C limpdtilassa, plasman erottamista autetaan sentrifugoimalla putkia 15
minuutin ajan 2000 — 3000 RCF (g). Geelitulppa irrottaa solut plasmasta. Jos néin ei tapahdu, putket on
sentrifugoitava uudelleen suuremmalla nopeudella.

e Plasma voidaan koota ilman sentrifugointia. Siind tapauksessa on kuitenkin kaytettdva
erityistd varovaisuutta plasmaa erotettaessa, jotta solut eivét vaurioidu.

5. Sentrifugoinnin jilkeen ennen plasmaniytteen kerdimisti pyri olemaan pipetoimatta niytteiti
tai sekoittamatta plasmaa milléiéin tavoin. Pyri aina olemaan koskettamatta geelin pinnalla olevaa
ainetta.

e Plasmanéytteet tulee kerdtd ainoastaan pipettia kayttimailla.

e Plasmanéytteet voidaan siirtdd suoraan sentrifugoidun verindytteen kerdysputkista QF T
ELISA -maljaan, myos silloin, kun kéytossd on automatisoitu ELISA-ty6asema.

e Plasmandytteitd voidaan sdilyttdd enintddn 28 paivad 2 °C — 8 °C lampdtilassa, tai kerddmisen
jalkeen kauemmin alle -20 °C lampdtilassa.
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Vaihe kaksi - lhmisen gammainterferonin (IFN-y) ELISA

Toimitetut materiaalit

QFT ELISA-pakkaus (ks. luku 3).

Tarvittavat materiaalit (ei toimitettu)

Ks. luku 3.
Toimintajarjestys

1. Kaikki plasmaniytteet ja reagenssit, paitsi konjugaatti 100 x konsentraatti, on tuotava huonelimpétilaan (22
°C £ 5 °C) ennen kéyttod. Tasaantumiselle on jatettdva aikaa vahintdén tunti.

2. Trrotetaan liuskat, joita ei tarvita kehykseen, suljetaan foliopussi ja laitetaan takaisin ji#kaappiin
sdilytettidviksi seuraavaa kayttod varten.
QFT Standardeille tarvitaan véhintddn yksi liuska ja riittdvd médrd liuskoja kutakin testattavaa potilasta
kohti (ks. kuvat 2A ja 2B 2-putken ja 3-putken osalta). Kehys ja kansi sdilytetddn kdyton jilkeen
kéytettaviksi jdljelle jddneiden liuskojen kanssa.

3. Liuotetaan uudelleen pakastettu standardipakkaus deionisoidulla tai tislatulla vedelld marilld, joka on

merkitty standarditestin pulloon. Sekoitetaan varovasti vaahtoamisen minimoimiseksi ja tdydellisen
liukenemisen varmistamiseksi. Standarditestin liuottaminen uudelleen merkittyyn tilavuuteen aikaan saa
liuoksen, jonka pitoisuus on 8,0 [U/ml.

Huom: Standardipakkauksen uudelleenliuotusvolyymi vaihtelee erien mukaan.

Uudelleenliuotettua standardipakkausta kéytetdin IFN-y 1/ 4 liuotussarjojen muodostamiseen vihredlld
liuotusaineella (GD) — ks. kuva 1. S1 (standardi 1) sisdltdad 4 IU/ml, S2 (standardi 2) sisdltdd 1 IU/ml, S3
(standardi 3) sisdltdd 0,25 IU/ml ja S4 (standardi 4) siséltdd 0 IU/mL (vain vihredd liuotusainetta).
Standarditestit on testattava véhintédn kahtena otoksena.

KOLMEN TOISTOTESTISARJAN KOLMEN TOISTOTESTISARJAN

SUOSITELTU TOIMINTATAPA SUOSITELTU TOIMINTATAPA

S1

S2

S3

a. Merkitddn nelja putkea S1, S2, S3, S4. a. Merkitddn nelja putkea S1, S2, S3, S4.

. Lisdtddn 150ul vihredd laimennusliuosta

putkiin S1, S2, S3, S4.
Lisatddn 150pl standardipakkausta putkeen

ja sekoitetaan kunnolla.
Siirretddn 50ul livosta putkesta S1 putkeen

ja sekoitetaan kunnolla.

Siirretddn 50ul livosta putkesta S2 putkeen

ja sekoitetaan kunnolla.

Pelkki vihred laimennusliuos (GD)
toimii nollastandardina (S4).

b. Lisdtddn 150l vihredd laimennusliuosta
putkeen S1.

c. Lisdtdan 210pl vihredd laimennusliuosta
putkiin S2, S3, S4.
d. Lisétadn 150pl standardipakkausta putkeen
S1

ja sekoitetaan kunnolla.
e. Siirretddn 70ul livosta putkesta S1 putkeen
S2

ja sekoitetaan kunnolla.
f. Siirretddn 70ul livosta putkesta S2 putkeen
S3

ja sekoitetaan kunnolla.

g. Pelkkd vihred laimennusliuos (GD)
toimii nollastandardina (S4).
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KUVA 1. Standardikiyrin valmistelu.

150 pL 50 or 70 uL 50 or 70 uL
S1 S2 S3 S4
| N\ \_/
(Kit Standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8.0 IU/mL 4.0 IU/mL 1.0 IU/mL 0.25 IU/mL 0 IU/mL

(GD ONLY)

e Kutakin ELISA-testid varten valmistetaan standardipakkauksesta tuoreet laimennukset.

Pakastekuivattua konjugaatti 100 x konsentraattia sekoitetaan uudelleen 0,3 ml:aan deionisoitua tai tislattua
vettd.  Sekoitetaan varovasti vaahtoamisen minimoimiseksi ja konjugaatin tdydellisen liukenemisen
varmistamiseksi.

Kayttopitoinen konjugaatti valmistetaan laimentamalla tarvittava maira uudelleen sekoitettua konjugaatti
100 x konsentraattia vihredén liuotusaineeseen kuten taulukossa 1 - Konjugaatin valmistus, on kuvattu.

TAULUKKO 1. Konjugaatin valmistus.

VIHREAN VIHREAN
LIUSKOJEN LIUOTUSAINEEN LIUOTUSAINEEN
LUKUMAARA 100 x KONSENTRAATIN VOLYYMI
VOLYYMI
2 10 pl 1,0 ml
3 15 ul 1,5 ml
4 20 ul 2,0 ml
5 25 ul 2,5ml
6 30 ul 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 ul 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

® Sekoitettava huolellisesti vaahtoamisen estdmiseksi.

o Kaikki kdyttaméattomat konjugaatti 100 x konsentraatit on palautettava 2 °C — 8 °C lampdtilaan
valittomasti kayton jalkeen.

o Kéytettdva vain vihredi liuotusainetta.

Verindytteen kerdysputkista kootut plasmandytteet, jotka on my6hemmin pakastettu tai joita on sdilytetty
yli 24 tuntia ennen testié, on sekoitettava huolellisesti ennen niiden lisddmistd ELISA-kaivoon.

e Jos plasmandytteet lisdtddn suoraan sentrifugoiduista QFT-putkista, plasman sekoittumista on véltettava.
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10.

Lisatddn 50 pl tuoretta kéyttopitoista konjugaattia vaadittuihin ELISA-kaivoihin monikanavaisen pipetin
avulla.

Lisdtddan 50 pl testiplasmandytettd asianmukaisiin kaivoihin monikanavapipeteilld (ks. alla suositeltu
maljojen asettelu — kuvat 2A ja 2B). Lopuksi lisdtdén 50 pl kutakin standardeista 1-4.

KUVA 2A. Suositeltu niyteasettelu nolla- ja TB-antigeeniputkille
(44 testii maljaa kohti).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN | SN (9N [ 13N | 17N S1 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
IA |5A |9A | 13A | 17A S§2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N [ 6N | 10N | 14N | I8N S3 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A

3N | 7N | 1IN | 15N | I9N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N [ 8N | 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N [ 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S1 (standardi 1), S2 (standardi 2), S3 (standardi 3), S4 (standardi 4).
¢ IN (nidyte 1. nollavertailuplasma); 1A (ndyte 1. TB-antigeeniplasma).

T| Q| ™| m T QW >

KUVA 2B. Suositeltu niiyteasettelu nolla-, TB-antigeeni- ja mitogeeniputkille
(28 testiii maljaa kohti).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN | 1A | 1M S1 S1 13N | 13A | 13M | 2IN | 21A | 21M
2N [ 2A | 2M S2 S2 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N |3A | 3M S3 S3 I5N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 | §4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

SN |5A |5SM [9N [9A [9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
6N | 6A [6M | 10N | 10A | 10M | I8N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
IN | 7A | 7M | 1IN [ 11A | 1IM | 19N | 19A | I9M | 27N | 27A | 27M
8N | 8A | 8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (standardi 1), S2 (standardi 2), S3 (standardi 3), S4 (standardi 4).
o [N (ndyte 1. nollavertailuplasma), 1A (ndyte 1. TB-antigeeniplasma),
IM (nédyte 1. mitogeenivertailuplasma).

T Q| ™| o O Q| ®| >

Konjugaattia ja plasmandytteitd/standardeja sekoitetaan kunnolla mikromaljan sekoituslaitteella yhden
minuutin ajan.

Kukin malja peitetdan kannella ja inkuboidaan huoneldmpdtilassa (22 °C £ 5 °C) 120 + 5 minuutin ajan.

e Maljoja ei saa altistaa suoralle auringonvalolle inkuboinnin aikana.

Inkuboinnin aikana laimennetaan yksi osa pesupuskurin 20 x konsentraattia 19 osaan deionisoitua tai
tislattua vettd ja sekoitetaan kunnolla. Pesupuskuri 20 x konsentraattia on toimitettu riittdva méard kahdelle

litralle kéyttopitoista pesupuskuria.

Kaivot pestddn 400ul kiyttopitoisella pesupuskurilla vdhintddn kuusi kertaa. Suositellaan kdyttdmé&in
automatisoitua maljapesuria.

® Perusteellinen pesu on erittdin tarkedd testin onnistumiselle. Varmistettava, ettd kukin kaivo tédytetidin
kokonaan pesupuskurilla kaivon yldreunaan saakka kunkin pesujakson aikana. Kunkin jakson vililla
suositellaan suoritettavaksi viiden sekunnin liuotusjakso.
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e Virtaussdiliodn on lisdttdvd normaalia laboratorioiden desinfiointiainetta ja mahdollisesti tarttuvan
aineen kisittelyyn muodostettuja kdytint6jd on noudatettava.

11. Maljoja napautetaan imukykyiselle pyyhkeelle alassuin pesupuskurijadmien irrottamiseksi. Lisdtdan 100 pl
entsyymisubstraattiliuosta kuhunkin kaivoon ja sekoitetaan kunnolla mikromaljan ravistimella.

12. Kukin malja peitetdédn kannella ja inkuboidaan huoneldmpétilassa (22 °C = 5 °C) 30 minuutin ajan.
e Maljoja ei saa altistaa suoralle auringonvalolle inkuboinnin aikana.

13. Kun 30 minuutin inkubointi on suoritettu, lisdtddn 50 pl entsyymin pysdytysliuosta kuhunkin kaivoon ja
sekoitetaan.

e Entsyymin pyséytysliuosta tulee lisétd kaivoihin samassa jarjestyksessd ja suunnilleen samalla nopeudella
kuin liuosta vaiheessa 11.

14. Mitataan kunkin kaivon optinen tiheys (OD) viiden minuutin sisélld reaktion pysdytyksen jélkeen

mikromaljan lukijalla, johon on kiinnitetty 450 nm suodatin ja 620—650 nm referenssisuodatin. Optisen
tiheyden arvoja kdytetddn tulosten laskennassa.

7. LASKELMAT JA TESTIN TULKINTA

Cellestis toimittaa QFT-analyysiohjelmiston, jolla raakadata voidaan analysoida ja tulokset laskea. (tarkista,
ettd kdytetddn ohjelmiston uusinta versiota)

Ohjelmisto suorittaa testin laadunvarmistusarvion, muodostaa standardikédyrén ja antaa testituloksen kullekin
potilaalle kuten Tulosten tulkinta -osassa on kuvattu.

QFT-analyysiohjelmistolla tehtévén analyysin asemesta tulokset voidaan méérittda seuraavalla tavalla.

Standardikivrian muodostus

(jos QFT-analyysiohjelmistoa ei kayteta)

Maaritetddn standardipakkausten toisintojen optisen tiheyden arvot kussakin maljassa.

Muodostetaan log)-log., standardikdyrd muodostamalla keskiarvoisen optisen tiheyden (y-akseli) loge) (y-
axis) suhteessa standardien IFN-y konsentraatioon IU/ml:ina (X-akseli) log., ja jitetddn nollastandardi pois
ndistd laskelmista. Lasketaan standardikdyraén parhaiten sopiva linja regressioanalyysin avulla.

Standardikdyrad kaytetdsin madriteltdessd IFN-y-konsentraatiopitoisuutta (IU/ml) kussakin testiplasmanéytteessa
kayttamaélla apuna kunkin niytteen optisen tiheyden arvoa.

Néma laskelmat voidaan suorittaa mikromaljan lukijoiden mukana toimitettavilla ohjelmistoilla tai esimerkiksi

taulukkolaskennalla (esim. Microsoft Excel). Suositellaan, ettd niitd ohjelmistoja kaytetddn regressioanalyysin,
standardien variaatiokertoimien (%CV) ja standardikéyrén korrelaatiokertoimen (r) laskemiseen.

15



Testin laadunvalvonta

Testitulosten tarkkuus riippuu tarkan standardikdyrdn luomisesta. Siksi standardeista johdetut tulokset on
tarkistettava, ennen kuin testituloksia voidaan tulkita.

Jotta ELISA-tulos olisi kelvollinen:
e Standardin 1 keskiméiriisen optisen tiheyden tulee olla > 0,600.
e Standardin 1 ja 2 toistettujen optisten tiheyksien arvojen %CV on oltava < 15%.

e Standardien 3 ja 4 rinnakkaisotosten optisten tiheyksien arvo ei saa poiketa yli 0,04 optisen
tiheyden yksikkoa niiden keskiarvosta.

o Keskiméiriisisti imeytymisarvoista laskettujen korrelaatiokertoimien (r) on oltava > 0,98.
QFT-analyysiohjelmisto laskee ja raportoi ndimé laadunvalvontaparametrit.

Jos edelld mainittuja kriteereja ei tiytetd, testierd ei kelpaa ja se on uusittava.

e Nollastandardin (vihrein liuotusaineen) keskiméiriisen optisen tiheyden on oltava < 0,150. Jos

keskiméiriinen optisen tiheyden arvo on > 0,150, maljojen pesuprosessi on tutkittava.
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Tulosten tulkinta

QFT-tulokset tulkitaan seuraavien kriteerien mukaisesti:

HUOM: Tuberkuloosin diagnosoiminen tai poissulkeminen ja latentin tuberkuloosin mahdollisuuden
arviointi vaatii epidemiologisia, historiallisia, lidiketieteellisia ja diagnostisia 10ydoksid, jotka on
huomioitava tulkittaessa QFT-testin tuloksia.

JOS KAYTETAAN VAIN NOLLA- JA TB-ANTIGEENIPUTKIA

Nolla TB-antigeeni miinus nolla . i
[IU/ml| [1U/ml| QFT-tulos Raportti/tulkinta
<035 - M. tuberculosis -infektio EI
Negatiivinen o
< 8.0 > 0,35 ja <25 % nolla-arvosta ole todennékdinen
> 0,35 ja>25 % nolla-arvosta Positiivinen' M. tuberculoszs .—.1'nfekt10 on
todennékdinen
Tulokset ovat riittdméattomia
>8,0° Mika tahansa Miirittiméiaton® TB-antigeenivasteen
madrittimiseen

! Silloin, kun M. tuberculosis -infektiota ei epilld, alustavat positiiviset tulokset voidaan vahvistaa testaamalla uudelleen
alkuperdiset
plasmanéytteet toisintoina QFT ELISA -menetelmalld. Jos toistetun testin yksi tai molemmat toisinnot ovat
positiivisia, henkilon testituloksen voidaan katsoa olevan positiivinen.
2 Kliinisissa tutkimuksissa alle 0,25 % potilaista oli > 8,0 TU/ml IFN-y-tasoja nollakontrollissa.
3 Mahdollisia syitd voi etsid Vianetsinti-kappaleesta.

Mitatulla IFN-y-tason voimakkuudella ei voida korreloida infektion vaihetta tai astetta, immuunivasteen tasoa
tai aktiivisen sairauden etenemisen mahdollisuutta.
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KUVA 3.

Tulkintavaihekaavio KUN kiytossié NOLLA- ja TB-ANTIGEENIPUTKET

TULKINTA

No
INDETERMINATE

VAHVISTUS

TB Antigen — Nil
= 0.35 IU/mL

Yes

TB Antigen — Nil 2 25%
of Nil IlU/mL value

Yes

Nil = 8.0 IU/mL

Yes

\ 4

POSITIVE
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KUN KAYTOSSA NOLLA-, TB-ANTIGEENI- ja MITOGEENIPUTKET

Nolla TB-antigeeni miinus nolla  Mitogeeni miinus . -
[IU/ml] (IU/ml] nolla [IU /mL]' QFT-tulos Raportti/tulkinta
<0,35 2 05 - M. tuberculosis -infektio EI
Negatiivinen L
> 0,35 ja <25 % nolla-arvosta > 0,5 ole todennékdinen
< 8,0 | >0,35ja>25 % nolla-arvosta Miké tahansa Positiivinen’ M. tuberculosis :¥nfekt10 on
todenndkdinen
<0.35 <0,5
Tulokset ovat riittiméattomia
> 0,35 ja <25 % nolla-arvosta <0,5 Miirittiméiton® TB-antigeenivasteen
madrittimiseen
> 8,0 Miké tahansa Miké tahansa

! Vasteet mitogeenin positiiviseen vertailuun (ja joskus TB-antigeeniin) voivat yleisesti olla mikromaljan lukijan
alueen ulkopuolella. Talld ei ole vaikutusta testituloksiin.
? Silloin, kun M. tuberculosis -infektiota ei epiilld, alustavat positiiviset tulokset voidaan vahvistaa testaamalla uudelleen
alkuperdiset
plasmandytteet toisintoina QFT ELISA -menetelmailld. Jos toistetun testin yksi tai molemmat toisinnot ovat
positiivisia, henkilon testituloksen voidaan katsoa olevan positiivinen.
* Mahdollisia syiti voi etsid Vianetsinti-kappaleesta.
* Kliinisissi tutkimuksissa alle 0,25 % potilaista oli > 8,0 IU/ml IFN-y-tasoja nollakontrollissa.

Mitatulla IFN-y-tason voimakkuudella ei voida korreloida infektion vaihetta tai astetta, immuunivasteen tasoa
tai aktiivisen sairauden etenemisen mahdollisuutta.
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KUVA 4. Tulkintavaihekaavio kun kiytossi NOLLA-, TB-ANTIGEENI- ja
MITOGEENIPUTKET

TB Antigen — Nil
= 0.35 IU/mL

TULKINTA

Yes

TB Antigen — Nil =2 25%
of Nil [U/mL value

e Yes
Mitogen — Nil < 0.50 1U/mL No '
and/or INDETERMINATE Nil 8.0 IU/mL
Nil > 8.0 IU/mL
VAHVISTUS
No Yes
v v

NEGATIVE POSITIVE
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8. RAJOITUKSET

QFT-testissd saatuja tuloksia on kéytettdvd yhdessd kunkin henkilon epidemiologisen historia, nykyisen
ladketieteellisen tilan ja muiden diagnostisten arviointien kanssa.

Henkil6t, joiden nolla-arvot ovat suuremmat kuin 8 IU/ml, luokitellaan “mééarittiméattomiksi”, koska 25 %
korkeampi vaste TB-antigeeneihin voi olla testin mittausalueen ulkopuolella.

Epéluotettavia tai madrittimattomia tuloksia voi syntya, kun:
e poiketaan tuoteselosteessa kuvastuista toimintavaiheista

e verenkierrossa on suuria maérid gammainterferonia (IFN-y) tai kehossa on heterofiilisia vasta-aineita
e  kun verindytteen kerdimisestd ennen inkubointia 37 °C on kulunut yli 16 tuntia.

9. TESTIN SUORITUSARVOT
Kliiniset tutkimukset

Koska latentille tuberkuloosi-infektiolle (LTBI) ei ole ehdotonta standardia, QFT-testin herkkyyden ja
spesifisyyden tarkkuutta ei voida kéytdnndssd arvioida. QF T-testin spesifisyys keskiarvoistettiin arvioimalla
védrid tuberkuloosi-infektion positiivisia lukemia matalan riskin (ei tunnettuja riskitekijoitd) henkiloilla
Herkkyys keskiarvoistettiin arvioimalla potilasryhmid, joilla oli viljelylld vahvistettu aktiivinen tuberkuloosi.

Spesifisyys

Yhdysvaltalaisessa tutkimuksessa, johon osallistui 866 vapaachtoista, verta kerdttiin QFT-testid varten samalla,
kun suoritettiin ihotestit (TST). Demograafiset tiedot ja tuberkuloosin riskikertoimet mééritettiin
testiajankohtana standarditutkimuksena. Vapaaehtoisista, joista 432 henkil6lla ei ollut tunnettuja riskitekijoita
sairastua M. tuberculosis -infektioon, saatiin QFT- ja TST-tulokset 391 henkildltd. Kukaan ei ollut saanut BCG-
rokotetta. Toinen spesifinen tutkimus suoritettiin Japanissa QFT-testilld matalan riskin henkililld, joista noin
90 % oli saanut BCG-rokotteen. Tulokset molemmista spesifisyystutkimuksista on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. QFT-testin spesifisyys: Testitulokset henkiloill4, joilla ei ollut raportoitu M. tuberculosis -
infektion vaaraa.

QFT

o TST- .
e | DEED gy | pOSEaRe  QT | RIS
TUTKIM o uja v g n/ spesifisyy spesifisyy
Z) madrittim " en/
US yhteen o hyviksytty s (95% . s (95%
rokotettu . aton lkm . q testattuje
si jen testien CI) CI)
n lkm
1Ikm
Yhdysvalla
t o 99,2 % 98,5 %
(julkaisema 0% 391 ! 3/390 (98-100) 6/391 (97-99)
ton)
. 98,8 %
15 00 © ’ - -
Japani 90 % 168 6 2/162 (95-100)
YHTEEN 7/559 99,1 %
SA - 90 @z | 32| 9st100) - -

*Kaytettdessd 10 mm TST cut-off-arvoa BCG-rokottamattomasta véestdstd. TST-testin spesifisyysarvio on
99,1 %, kun kaytetddn 15 mm cut-off-arvoa.

Herkkyys aktiiviselle tuberkuloosille

Australiassa ja Japanissa testattiin tuberkuloosista epailtyjd henkiloiti, jotka jélkeenpéin vahvistettiin M.
tuberculosis -infektoituneiksi, QFT-testin herkkyyden arvioimiseksi. Koska latentille tuberkuloosi-infektiolle
(LTBI) ei ole ehdotonta standarditestid, sopivana korvaavana testind kaytettiin M. tuberculosis -bakteerin
mikrobiologista viljelyd, koska sairastuneet potilaat ovat méaritelmén mukaan infektoituneita. Potilaille oli
annettu hoitoa alle kahdeksan pdivén ajan, ennen kuin heiltd keréttiin verta QFT-testid varten.
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Taulukossa 3 on esitetty yhteenvetona 10ydokset M. tuberculosis -viljelyssa positiivisien potilaiden kolmesta
ryhmaéstd. QFT-testin kokonaisherkkyys aktiivisessa tuberkuloosissa oli 89 % (157/177).

Taulukko 3. QFT: Potilaat, joilla on viljelyllid vahvistettu M. tuberculosis -infektio.

QFT positiivisten

TUTKIMUS /hyviksyttyjen & L-nerkkyys @5

o,

testien lkm s

o s 93 %
Japanilaiset TB-potilaat 86/92 (86-97 %)

L 89 %
Australialaiset 24/27 (70-97 %)

. 81 %
Yhdysvaltalaiset 47758 (68-90 %)

N 89 %
YHTEENSA 157/177 (83-93 %)

LTBI-diagnoosit
Lukuisia tutkimuksia on julkaistu, joissa kuvataan QFT-testin suoritusarvoja erilaisilla LTBI-riskin
véaestoryhmille. Joidenkin valittujen tutkimusten padasialliset 16ydokset on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Valikoima julkaistuja tutkimuksia QFT-testistd LTBI-riskin viestoryhmissi.

Testattuja

TUTKIMUS A
yhteensi

Tulokset ja 16ydokset

Léhtokohtana erittdin korkeat TB-luvut. 40 % QFT-positiivisia verrattuna 41
% TST -positiivisiin, cut-off 10 mm. Erittdin suuri korrelaation TST:n

726 kanssa, BCG-rokotteella ei vaikutusta kummallakaan puolella. Molemmissa
testeissd huomioitiin ién ja tydskentelyn terveydenhoidossa aiheuttamat
riskit.

Intialaiset HCW-potilaat
(Pai et al 2005)*

LTBI kokonaislevinneisyys QF T-testilla oli 4,6 % (27/590) HIV"
henkildistd. Positiiviset tulokset assosioitiin TB-riskeihin. Kahdella QFT-
590 testissé positiivisella potilaalla sairaus eteni aktiiviseksi tuberkuloosiksi
yhden vuoden aikana. Méarittiméattomié vasteita (n=20. 3,4 %) assosioitiin
merkittdvassd madrin CD4-lukemaan <100 / pl.

Tanskalaiset HIV-potilaat
(Brock et al 2006)°

Lapsia, joilla epdiltiin tuberkuloosia tai joilla oli tuberkuloositartuntahistoria,
testattiin QFT- ja TST-testeilld. 10,5% QFT-positiivisia verrattuna 9,5% TST
105 -positiivisiin, cut-off 10 mm. Testien vélinen vastaavuus oli
kokonaisuudessaan 95,2 % ja potilailla, jotka eivit olleet saaneet BCG-
rokotetta 100 %.

Sairaalahoidossa olevat lapset
Dogra et al 2006)"

Lahikontaktit 15 eri indeksitapauksessa testattiin. 51 % oli saanut BCG-
rokotteen, 27 % oli syntyperiltdén ulkomaalaisia. 70 % BCG-rokotetuista ja
309 18 % rokottamattomista olivat TST-positiivisia (5 mm), kun taas 9 % ja 11
% olivat QFT-testissd positiivisia. QFT assosioitin TB-riskin kanssa. TST-
testi assosioitiin vain BCG-rokotuksen kanssa.

Saksalaiset kontaktit
(Diel et al 2006)°

Lukuisat muut julkaisut kuvaavat QFT- (QFT-testin edeltiji) ja the QuantiFERON®-TB Gold IT -testien
viahemman herkkien antigeeniliuosten suorituskykyd. Naissé tutkimuksissa on mm. kisitelty testien kéyttoa
aktiivisten TB-tapausten ' ' *° kontaktien kanssa, lapsia *'**>** HIV positiivisia > >*°, terveydenhuollon
tyontekijoitd ' 232, immuunivajavuudesta kirsivia 222273931 ‘sekd TB-epiiltyja " * '* '* ja matalan riskin
henkilditd'"”.

Toistettavuus ja TST-testin vaikutus my6hemmin tehtévissi QFT-testeissi
Osana Yhdysvaltoja koskenutta tutkimusta osa vapaachtoisista testattiin uudelleen neljan viiden viikon kuluttua
alkuperdisestd QFT- ja TST-testistd. QFT-testitulokset 260 vapaaehtoisesta olivat kdytettdvissd molempina

ajankohtina ja yhtenevaisyysprosentti oli 99,6 % (259/260). Aiempi TST-testi ei aiheuttanut positiivisia QFT-
vasteita.
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10. TEKNISET TIEDOT

Madrittimattomat tulokset

Madrittiméattomien tulosten pitdisi olla epitavallisia ja ne saattavat aiheutua testattavan henkilon
immunologisesta tilasta mutta saattavat liittyd my6s lukuisiin teknisiin tekijoihin:

e  kun verindytteen kerddmisestd ennen inkubointia 37 °C on kulunut yli 16 tuntia
verta on sdilytetty suositellun lampétila-alueen (22 °C £ 5 °C) ulkopuolella

verindytteiden kerdysputkien sekoittaminen on ollut riittiméatonta
ELISA-maljoja ei ole pesty riittdvan hyvin.

Jos epdillddn teknisid virhetekijoitd verindytteiden késittelyssd, koko QFT-testi on toistettava uudella
verindytteelld. Stimuloidun plasman ELISA-testaus voidaan toistaa, jos epdillddn riittimatontd testimaljojen
pesua tai muuta testipoikkeamaa ELISA-testissi. Matalista mitogeeniarvoista tai korkeista nolla-arvoista
aiheutuvien mérittimattdmien tuloksien ei voi odottaa muuttuvan testin toistolla, jos ELISA-testissd ei ole
tapahtunut virhettd. Maérittdmattomat tulokset tulee raportoida sellaisenaan. Ladkari voi ottaa uuden nidytteen
tai suorittaa muita toimenpiteitd tarpeen mukaan.

Hyytyneet plasmaniytteet

Jos plasmandytteitd kauan séilytettdessd syntyy fibriinihyytymid, niytteet on sentrifugoitava hyytyneen aineksen
saostamiseksi ja plasman pipetoinnin helpottamiseksi.
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ELISA-testin vianetsinti

Epdmddrdinen vdrin kehitys

MAHDOLLINEN SYY

RATKAISU

Maljoja ei ole pesty riittdvan hyvin.

Maljat on pestdvé pesupuskurilla vahintddn kuudesti 400 pl / kaivo.
Useampi kuin kuusi pesujaksoa saatetaan tarvita kéytettdvan pesurin
mukaan. Jokaisen pesujakson vélissd on suoritettava vahintdin viiden
sekunnin livotusjakso.

ELISA-kaivojen ristikontaminaatio.

Pipetointi ja ndytteen sekoitus on suoritettava huolella riskin
minimoimiseksi.

Pakkaus / komponentit ovat ohittaneet
viimeisen kayttopdivamaaran.

Pakkauksen kaytto ennen kéyttdajan umpeutumista on varmistettava.
Varmistettava, ettd standardi ja konjugaatti 100 x konsentraatti
kéaytetddn kolmen kuukauden sisdlld uudelleenliuotuspaivimaérasta.

Entsyymi-substraattiliuos on kontaminoitunut.

Substraatti on hévitettdvé, jos siind nékyy sinistd virid. Puhtaiden
reagenssisdilididen kdytt on varmistettava.

Plasman sekoittaminen sentrifugiputkissa
ennen kokoamista

On varmistettava, ettd plasmandytteet kootaan huolellisesti geelin
yldpuolelta pipetoimatta ylos ja alas ja varoen vaurioittamasta
geelin pinnalla olevaa ainesta.

Standardien matalat optisen tiheyden lukemat

MAHDOLLINEN SYY

RATKAISU

Standardin liuotusvirhe.

Varmistettava, ettd standardipakkauksen liuokset valmistetaan oikein
tuoteselosteen mukaisesti.

Pipetointivirhe.

Pipettien kalibrointi ja kiytt valmistajan ohjeiden mukaan on
varmistettava.

Inkubointilédmpétila on lilan matala.

ELISA-testin inkubointi on suoritettava huoneldmpétilassa, 17 °C — 27
°C.

Inkubointiaika on liian lyhyt.

Konjugaatin, standardit ja néytteet siséltdvén maljan inkubointiajan
tulee olla 120 + 5 minuuttia. Entsyymi-substraattiliuosta inkuboidaan
maljassa 30 minuutin ajan.

Kaytetty vadrda maljan lukijan suodatinta.

Maljan luenta on tehtdvé 450 nm suodattimella ja
referenssisuodattimen on oltava 620-650 nm.

Reagenssit ovat liian kylmia.

Kaikki reagenssit, paitsi konjugaatti 100 x konsentraatti, on otettava
huoneldmpdtilaan ennen testin suorittamista. Tahdn menee aikaan noin
tunnin verran.

Pakkaus / komponentit ovat ohittaneet
viimeisen kayttopdivamaaran.

Pakkauksen kéyttd ennen kdyttéajan umpeutumista on varmistettava.
Varmistettava, ettd standardi ja konjugaatti 100 x konsentraatti
kéaytetddn kolmen kuukauden sisdlld uudelleenliuotuspaivimaérasta.
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Korkea tausta

MAHDOLLINEN SYY

RATKAISU

Maljoja ei ole pesty riittdvan hyvin.

Maljat on pestéva pesupuskurilla vahintdén kuudesti 400 pl / kaivo.
Useampi kuin kuusi pesujaksoa saatetaan tarvita kédytettdvan pesurin
mukaan. Jokaisen pesujakson vélissd on suoritettava vahintdin viiden
sekunnin liuotusjakso.

Inkubointildmpdtila on liian korkea.

ELISA-testin inkubointi on suoritettava huoneldmpétilassa, 17 °C — 27
°C.

Pakkaus / komponentit ovat ohittaneet
viimeisen kdyttopdivamadran.

Pakkauksen kéyttd ennen kayttdajan umpeutumista on varmistettava.
Varmistettava, ettd standardi ja konjugaatti 100 x konsentraatti
kaytetdan kolmen kuukauden sisdlld uudelleenliuotuspaivimaérast.

Entsyymi-substraattiliuos on kontaminoitunut.

Substraatti on hévitettdvé, jos siind nékyy sinistd vdrid. Puhtaiden
reagenssisdilididen kdytt on varmistettava.

Epdlineaarinen standardikdyrd ja rinnakkaisotoksen vaihtelu

MAHDOLLINEN SYY

RATKAISU

Maljoja ei ole pesty riittdvén hyvin.

Maljat on pestdva pesupuskurilla vahintdan kuudesti 400 ul / kaivo.
Useampi kuin kuusi pesujaksoa saatetaan tarvita kdytettdvan pesurin
mukaan. Jokaisen pesujakson vélissd on suoritettava vahintdédn viiden
sekunnin liuotusjakso.

Standardin liuotusvirhe.

Varmistettava, ettd standardipakkauksen liuokset valmistetaan oikein
tuoteselosteen mukaisesti.

Huono sekoitus.

Reagenssit sekoitetaan kunnolla kdéntelemalld putkea tai kevyesti
pyorayttimalla niitd ennen maljaan lisdémista.

Riittdméton pipetointitekniikka tai keskeytys
testin suorituksessa.

Niytteen ja standardin lisddminen tulee suorittaa yhtdjaksoisesti. Kaikki
reagenssit on oltava valmiina, ennen kuin testi aloitetaan.

Cellestis tai jdlleenmyyjé voi toimittaa maksutta Tuotetiedot ja tekniset tiedot sisdltivan CD-ROM-levyn, joka
sisdltdd testimenetelmévideon.
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11. KIRJALLISUUS

Kattava luettelo QFT-viitteisti 16ytyy QuantiFERON-viitekirjastosta (gnowee™), joka on saatavilla osoitteessa
Www.gnowee.net
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Teknisen tuen yhteystiedot:

Cellestis International Pty Ltd:

Cellestis GmbH:
(Eurooppa)

Internet: www.cellestis.com

12. TEKNINEN TUKI

Puhelin: +61 3 8527 3500
Faksi: +61 3 9568 6623
Séhkoposti: techsupport@cellestis.com

Puhelin: +49 6151 428 59 - 0
Faksi: +49 6151 428 59 - 110
Sahkoposti: techsupport@cellestis.com

Muut maat:

Maa Maksuton puhelinnumero
Australia 9001 5776
Itévalta 0800 8020034
Belgia 0800 75351
Ranska 0800911164
Saksa 0800 182 7452
Irlanti 1800 550 417
Hollanti 0800 022 5340
Uusi-.Seelanti 0800 44240
Sveitsi 0800 561 802
Yhdistynyt kuningaskunta 0800 680 0630
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13. TESTIMENETELMA LYHYESTI

VAIHE 1 - VEREN INKUBOINTI

Potilaan verta otetaan veriputkeen ja putkea
sekoitetaan kymmenen (10) kertaa juuri niin
voimakkaasti, ettd voidaan varmistaa, ettd
putken koko sisdpinta on peittynyt verelld. Néin
putken seindmien antigeenit voidaan
solubilisoida.

Putkia inkuboidaan pystyasennossa 37 °C
lampdotilassa 1624 tuntia.

Inkuboinnin jilkeen putkia sentrifugoidaan 5-15
minuuttia 2000-3000 g RCF (g) plasman ja
punasolujen erottamiseksi.

Sentrifugoinnin jdlkeen kerdd plasmaniytteet
pipetilla. Pyri olemaan pipetoimatta naytteité tai
sekoittamatta plasmaa milldén tavoin ennen
kerddmista.
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VAIHE 2 — IFN-y ELISA

ELISA-komponenttien, lukuun ottamatta
konjugaatti 100 x konsentraattia, annetaan
tasaantua huoneldmpétilassa véhintddn tunnin
ajan.

Standardipakkaus liuotetaan uudelleen 8,0 TU/ml
vahvuiseksi tislatulla tai deionisoidulla vedelld.
Valmistetaan nelji (4) standardiliuosta.

Liuotetaan konjugaatti 100 x konsentraatti
tislatulla tai deionisoidulla vedella.

Valmistetaan kéyttopitoinen liuos konjugaattia
vihreddn liuotusaineeseen ja lisdtddn sitd 50 pl
kaikkiin kaivoihin.

Lisatddn 50 pl testiplasmandytteitd ja 50 pl
standardeja asianmukaisiin kaivoihin.
Sekoitetaan sekoittimella.

Inkuboidaan huonelampétilassa 120 minuuttia.
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10.

11.

12.

Kaivot pestdén vahintdadan kuudesti 400 ul / kaivo
pesupuskurilla.

Lisatddn 100 pl entsyymisubstraattia kaivoihin. W / /
Sekoitetaan sekoittimella. | I—l u | I

Inkuboidaan huonelampétilassa 30 minuuttia.

Lisitisin 50 pl pysiytysliuosta kaikkiin kaivoihin, W / /
Sekoitetaan sekoittimella. I—’ I—l i—l I_I

Luetaan tulokset 450 nm:n suodattimella ja 620—-650 nm:n
referenssisuodattimella.

Analysoidaan tulokset.
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14. MERKITTAVAT MUUTOKSET

Merkittavat muutokset QFT-tuoteselosteen tdssé painoksessa (05990301G — heindkuu 2011) on esitetty lyhyesti alla

olevassa taulukossa:

Kappale Sivu Muutos/muutokset
5. Néytteenotto ja kisittely 9 Muutos putkien sekoitustoimenpiteeseen.
6. Kéyttoohjeet 10 Muutos verta siséltdvien putkien kisittelytoimenpiteisiin.
6. Kéyttoohjeet 12 Muutos plasmaniytteiden kisittelytoimenpiteisiin.
10. Tekniset tiedot 23 Lisdys: "’Plaiman sekoittaminen sentrifugiputkissa ennen
kokoamista.
12. Tekninen tuki 26 Teknisen tukipalvelun uusi sdhkdpostiosoite.
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Cellestis Limited (Australia) ja Cellestis GmbH (Europe)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Puhelin (Australia) +61 3 8527 3500, (Eurooppa) +49 6151 428 59-0
Sahkoposti: quantiferon@cellestis.com
Internet: www.cellestis.com

Asiakirjan numero 05990301G
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EC | REP |
MDSS GmbH
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30175 Hannover, Germany
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