QuantiFERON°®-TB
Gold

G.In-Tube“-metoda = u epruveti)

IFN-gama test pune krvi
za mjerenje reakcije na peptidne antigene
ESAT-6, CFP-10i TB7.7(p.4)

UPUTA
ZA UPORABU

In vitro dijagnostéki proizvod

~.
cellestg



8.

9.

SADRZAJ

. NAMJENA

. SAZETAK | OBJASNJENJE TESTA

Princip testa
Trajanje testa

. REAGENSI | NJIHOVO POHRANJIVANJE

Potrebni materijal koji se ne nalazi u kitu
Pohranjivanje

Epruvete za uzimanje krvi

Reagensi kita

Rekonstituirani a nerabljeni reagensi

. MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Mjere opreza
Upozorenja

. UZORKOVANJE | RUKOVANJE

. UPUTA ZA UPORABU

1. korak: Inkubacija uzorka krvi i odvajanje plaam
2. korak: Human IFNFELISA

. IZRACUNAVANJE | INTERPRETACIJA REZULTATA

Formiranje standardne krivulje

Kontrola kvalitete testa

Interpretacija rezultata
GRANICE POSTUPKA

ZNACAJKE TESTA

10. TEHNICKE INFORMACIJE

Nejasni rezultati

Zgrusani uzorci plazme

ELISA rjeSavanje problema
Nespeciftna boja reakcije
Niska vrijednost optke gustée kod standarda
Jaka obojenost pozadine

Nelinearna standardna krivulja i odstupanja idmneeplikata

11. BIBLIOGRAFIJA

12. TEHNICKI SERVIS

13. POSTUPAK TESTIRANJA (UKRATKO)

13
13
14
15

19

19

21
21
21
22
22
22
23
23

24

25

26



1. NAMJENA

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) jein vitro dijagnostiki test, koji sadrzi koktel peptida, koji stimulira
proteine ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4) i stanice u dvéapziranoj punoj krvi. Dokaz Interferon-(IFN-y)
pomau metode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Asssly¥i prepoznavanjin vitro reakcija na ove
peptidne antigene, koji su prisutni kod infekciggMsyycobacterium tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold IT je indirektan test za dokazivanje infé& saM. tuberculosis(ukljucivo aktivno
oboljenje). Rezultate testa valja razmotriti zajgda ocjenom rizika, rezultatima rendgenskog pdeglestalih
medicinskih i dijagnostkih pretraga.

2. SAZETAK | OBJASNJENJE TESTA

Tuberkuloza (Tb) je zarazna bolest, prouzrokovafekcijom sa mikroorganizmimisl. tuberculosikompleksa
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanQninfekcija se ohino Siri kapljcnom infekcijom putem osoba koje pate
od Th diSnog sustava. Kod novo inficiranih bolesnikberkuloza se moze razviti u roku od nekoliledgna ili
mjeseci, ali kod véne inficiranih osoba ne nastupaju tegobe. Kod meki njih persistira latentna tuberkulozna
infekcija (LTBI), kao nesimptomatno oboljenje koje nije zarazno a do izbijanja mai®i tek nekoliko
mjeseci ili godina poslije infekcije. Glavni ciljrgpoznavanja LTBI se sastoji u primjeni preventiverpije
kako bi se sprijélo izbijanje oboljenja od tuberkuloze. Sve do nadatuberkulinski kozni test (tuberculin skin
test, TST) je bila jedina metoda koja je stajalaaspolaganje za utdivanje dijagnoze LTBI. Osjetljivost koze
na tuberkulin pojavljuje se 2 do 10 tjedana podhiekcije. Maiutim neke inficirane osobe ne reagiraju na
tuberkulin, npr. bolesnici sa oslabljenom imunolwm$kreakcijom, ali i osobe bez takovih poréaja. Obrnuto
neke osobe, koje najvjerojatnije ne boluju od iefigk sa M. tuberculosis poslije cijeplijenja sa bacilom
Calmette-Guérin (BCG), poslije infekcije sa drugmikobakterijama izvan komplekdd. tuberculosisili na
osnovi drugih nepoznatih faktora pokazuju osjetkity prema tuberkulinu i pokazuju pozitivan rezultet
tuberkulinski kozZni test.

LTBI moramo razlikovati od bolesti tuberkuloze, kagju je obveza prijave propisana zakonom. Od tullede
obi¢no obolijevaju plda i donji diSni putovi; ali mogu biti zah¥ani i drugi organski sustavi. Tuberkuloza se
dijagnosticira na temelju rezultata anamneze,djelg, radiolosSkog, histoloSkog i mikobakterioloSkwggleda.

QuantiFERON-TB Gold IT test mjeri stanicama posredovane imaské (CMI) reakcije na peptidne
antigene, koji simuliraju mikobakterijske proteifié.proteini (ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4) nisu prisiniti u
jednom BCG soju niti u \éni netuberkuloznih mikobakterija izuzéw. kansasii, M. szulgaindM. marinum®

U krvi osoba koje su inficirane mikroorganizmimankgleksaM. tuberculosis(M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanunj, se openito nalaze limfociti koji prepoznaju te i drugekobakterijske antigene. U tom procesu
prepoznavanja stvara se i otpuSta H-Nitokin. Glavna svrha testa je dokaz i nakon togadivanje koliine
IFN-y.

Antigeni primijenjeni u QuantiFERONTB Gold IT testu su koktel peptida, koji simuliigproteine ESAT-6,
CFP-10 i TB7.7(p4). Mnogobrojne studije su pokazddeti peptidni antigeni stimuliraju IFi+eakciju u T
stanicama osoba zaraZenih bakterijdn tuberculosis,ali ne stimuliraju T stanice neinficiranih ili BCG
cijeplienih koji nisu oboljeli od TB ili ne pripaglagrupi sa LTBI rizikom®% Medutim medicinske terapije ili
oboljenja koja oStauju funkcije imunoloSkog sustava potencijalno sraanji IFN-y reakciju. Bolesnici koji
pate od odrégenih drugih mikobakterioloSkih infekcija mogu isteagirati na ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4),
posto su geni, na kojima se nalaze ovi proteinisupmi i u M. kansasii, M. szulgai M. marinum>% .
QuantiFERON-TB Gold IT test stoga pruza vaznu pamé&od dijagnoze bolesnika koji su inficirani
bakterijama komplekskl. tuberculosis Pozitivan rezultat testa podupire dijagnozu TBI@nja; ali moze biti
izazvan i drugim mikobakterijama (npvl. kansasiji. Da bi se potvrdilo ili iskljgilo oboljenje od TB, potrebni
su daljnji medicinski i dijagnosiki pregledi.



Princip testa

Sustav QuantiFERONTB Gold IT sadrZi specijaine epruvete u koje sémaju uzorci pune krvi. Nakon
uzimanja krvi vrSi se inkubacija uzoraka u epruvktja traje 16 do 24 sata. Potom se odvoji plaziispita
prisutnost IFNy, koji je eventualno nastao kao reakcija na peptigmigene.

QuantiFERON-TB Gold IT test se sastoji iz dva koraka. U 1.dar se uzimaju uzorci pune krvi u raiti
QuantiFERON-TB Gold epruvete. To su jedna epruveta Nulta lalatrjedna Th Antigen epruveta i jedna
opcionalna Mitogen epruveta.

Mitogen epruveta moZe se kod QuantiFEROMB Gold IT testa koristiti kao pozitivna kontrolo moZze biti
od posebne vaznost, ako je imunoloski status bildesrejasan. Mitogen epruveta moze posluziti i kaotrola
pravilnog postupanja sa uzorkom krvi i pravilneubkcije.

Epruvetu treba Sto brze, ali svakako u roku odatbreikon uzimanja krvi inkubirati pri temperatad 37°C.
Nakon inkubacije u trajanju od 16 do 24 sata egruse centrifugiraju. Potom se oduzima plazmaridufje se
koli¢ina IFN+y (u 13/ml) metodom ELISA.

Test se smatra pozitivnim glede IRNeakcije u Th Antigen epruveti, ako je ta vrijedhsignifikantno viSa od
vrijednosti Nulte kontrole (IFN- u 13/ml). Ako se koristi Mitogen epruveta, mitogem stimuliran uzorak
plazme sluzi kao IFN-pozitivha kontrola svakog testiranog uzorka. Nézaaeakcija na mitogen (< 0,5 13/ml)
Smatra se nejasnim rezultatom, iako uzorak krviagaje negativnu reakciju na Tb antigene. Takav ltazu
moze nastati u stiaju nedovoljnog broja limfocita, smanjene aktividistfocita uslijed nepravilnog postupanja
sa uzorkom, nepravilnog uzimanja krvi ili mijeSanétogen epruvete ili ako limfociti bolesnika nisustanju
producirati IFNy. Nulti uzorak obuhvata korekturu nespegi pozadine, heterofilnih efeketa antitijékao i
nespeciftni IFN-y u uzorku krvi. IFNy vrijednost Nulte epruvete se odbija od IFNxijednosti Th-Antigen
epruvete i Mitogen epruvete (ukoliko je koristena).

Trajanje testa

Slijede podaci o pribliznom trajanju QuantiFER®BNB Gold IT testa kao i potrebno vrijeme kod temtia vise
uzoraka metodom skupne obradbe (Batch).

Inkubacija uzoraka pri 37 °C: 16 - 24 sati
ELISA: oko 3 sata za svaku ELISA plo
. < 1 satrada
. plus 10—15 min. za svaku dodatnuduio



3. REAGENSI | NJIHOVO POHRANJIVANJE

Epruvete za uzimanje krvi: tuberkulosis i antigen kontrola

Narudzbeni br. 0590 0301

1. Epruvete Nulta kontrola (siviep) 100 epruveta

2. Epruvete Th-Antigen (crveriep) 100 epruveta

3. Epruvete Mitogen kontrola (ljubasticep) 100 epruveta
NAPOMENA: Epruvete se mogu kupiti i u slij@ide pakovanjima:

100 Epruveta Nulta kontrola + 100 Epruveta Th-Aeti farudzb. br. 0590 0201
100 Epruveta Mitogen Kontrolaérudzb. br. 0593 0201

Epruvete za primjenu na velikim nadmorskim visirama:

NarudZ.br. 05900210: (za velike visine) 100 eprawulta kontrola, 100 epruveta Th-
Antigen

Narudz. br. 05900505: (za velike visine) 100 eprawulta kontroa, 100epruveta Th-

Antigen i 100 epruveta Mitogen kontrola
Narudz. br. T0593 0502: (za velike visine) 100 gpta Mitogen kontrola

Reagensi kita
Narudzb. br. 0594 0201

1. Mikrotitar trake 24 x 8 udubljenja
2. Humani IFNy Standard, liofiliziran 1 hiica

3. ZelenirazblaZiva 1 x 30 ml

4. Konjugat 100x koncentriran, liofiliziran 1 x OBl

5. Pufer za ispiranje 20x koncentriran 1x 100 ml

6. Otopina enzimskog supstrata 1x30ml

7. Enzimska otopina za zaustavljanje reakcije 5xl

Potrebni materijal koji se ne nalazi u sastavu kita

37°C inkubator; CQnije potreban.

Kalibrirane pipete sa varijabilnim volumenom ({ll0do 1000ul) sa jednokratnim vrhovima
Kalibrirane viSekanalne pipete za doziranjgub0100 pl sa jednokratnim vrhovima
Tresilica za mikrotitar plee

Deionizirana ili destilirana voda (2 litre)

Aparat za ispiranje mikrotitar pla (po moganosti automatiziran)

Cita¢ mikrotitar plasa sa 450-nm filtrom i 620 do 650 nm referentnirtrdiin



Pohranjivanje

Epruvete za uzimanje krvi

Cuvajte epruvete za uzimanje krvi na 4 - 25 °C.
Odrzivost QuantiFERORITB Gold epruveta za uzimanje krvi iznosi 15 mjéset datuma proizvodnje
(pohranjivanje na 4 — 25 °C).

Reagensi kita
Cuvajte kit na temperaturi od 2 — 8 °C.
Zastitite enzimsku otopinu od izravnog utjecajacsun

Odrzivost QuantiFERORITB Gold IT ELISA kita iznosi 3 godine od datumaojavodnje (pohranjivanje
na 2 - 8°C).

Rekonstituirani a nerabljeni reagensi

Upute o rekonstituiranju reagensa kita vidi u 6glpelju pod ,Pripremanje reagensa”“.

Rekonstituirani Kit standard je pri skladiStenjmixiu 2 i 8 °C odrziv tri mjeseca.
o Oznaite datum rekonstitucije Kit standarda.
Nakon rekonstitucije nepotreban konjugat 100x seanhdalje¢uvati na temperaturi od 2-8°C i isto u roku
od tri mjeseca potrositi.
o Oznaite datum rekonstitucije konjugata.
Rekonstituirani konjugat se mora potroSiti u rokbiGosati nakon pripremanja.
Pufer za ispiranje koji je pripremljen za uporaloinziv je na sobnoj temperaturi do dva tjedna.



4. MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Miere opreza

« Negativan rezultat testa QuantiFER®NB Gold IT ne iskljguje mogiénost infekcije saM.
tuberculosisili oboljenje od tuberkuloze, uzrok laznog negatignrezultata moZe biti fazp
infekcije (npr. ako je krv uzeta prije razvitka glairne imunoloSke reakcije), poreéag funkcije
imunoloSkog sustava zbog drugih oboljenja, nepnavilostupanje sa epruvetama nakon uzimfinja
krvi, nepravilno provdenje testa ili drugi imunoloSkimbenici.

« Pozitivan rezultat testa QuantiFER®NB Gold IT ne moZe sluZiti kao jedina osnova |za
ocjenjivanje infekcije saM. tuberculosis nepravilnim provdenjem testa moze diodo lazno
pozitivhog rezultata.

« Pozitivan rezultat testa QuantiFER®NB Gold IT treba daljnjim medicinskim i dijagnostim
pretragama razjasniti; samo tako je m@gutvrditi, da li postoji aktivho oboljenje od tukaloze
(npr. AFB brisom i kulturom kao i rendgenskim predppm toraksa).

» lako BCG sojevi i najvé dio poznatih netuberkuloznih mikobakterija nergadESAT-6, CFP-1(
i TB7.7(p4), pozitivan rezultat testa QuantiFERONB Gold IT ipak moZe biti prouzrokovan
infekcijom saM. kansasii, M. szulgali M. marinum Ukoliko postoji sumnja da je doSlo do takive
infekcije, valja primijeniti alternativnhe metodestganja.

Upozorenja

Dijagnosti¢ki proizvod koristiti samo /n vitro.

Opasno: Otopina enzimskog supstratasadrzi 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, opasan akqr®uta, kod
udisanja i dodira sa kozom. Drazi kozudi.dDjeluje mutageno. Nosite zastitne wafe i laboratorijske
rukavice i postupajte sa ovom otopinom kao sarmijdno karcinogenom tvari.

Opasna Enzimska otopina za zaustavljanje reakcijesadrzi HSO,, opasan ako se proguta, kod udisanja i
dodira sa ¢ima i kozom. DraZzi kozu i &. Nosite zaStitne naale i laboratorijske rukavice i uafgjenu
laboratorijsku zastitnu od¢e. Ukoliko bi stop reagens nehotice dospio na kiizw oci, isperite sa puno
vode i obratite se lijaiku.

Opasno: IFN-y standard i 100x koncentrirani konjugat mogu u sldaju gutanja izazvati tegobe a kontakt
sa kozom iritacije. Nosite laboratorijske rukaviegebi¢ajenu laboratorijsku zastitnu odje

Rukujte sa humanim uzorcima krvi uvijek kao sa potecijalno infekcioznima! PridrZzavajte se
odgovarajdih smjernica glede rukovanja sa krvlju.

Nekoliko reagensa sadrddnimerosal kao sredstvo za konzerviranje. Thimerosal mozodi tokstno
kod gutanja, udisanja i kontakta sa koZzom.

Zeleni razblazivaé sadrzi normalni serum miSa i kazein; te supstanogurizazvati alergne reakcije.
Stoga izbjegavajte kontakt sa koZzom.

Odstupanje od u uputi opisanog postupka i instjekoioZze dovesti do pogresnih rezultata. Molimo Was
prije uporabe pazljivo ptitate uputu za provienje testa.

Nemojte Koristiti kit ako su jedna ili viSe &ica sa reagensima prije uporabe éste ili pustaju.

Nemojte Koristiti komponente ovog pakovanja zajedroELISA reagensima drugih QuantiFERGRB
Gold IT kit Sarzi.

Otklonite nepotrebne reagense i bioloSke uzorkésthanjesnim i nacionalnim propisima.

Nakon isteka odrzivosti nije dozvoljeno dalje kttiepruvete za uzimanje krvi i komponente ELISikak



5. UZORKOVANJE | RUKOVANJE
Uzimanje krvi

QuantiFERON-TB Gold IT test sadrzi slijede epruvete za uzimanje krvi:

1. Nulta kontrola (sivicep sa bijelim prstenom) (za visine do 810 m nadk®ovssine)

2. Tb Antigeni (crvenitep sa bijelim prstenom) (za visine do 810 m nadkeovssine)

3. Mitogen kontrola - opcionalno (ljutasti¢ep sa bijelim prstenom) (za visine do 810 m nadkwors
visine)

4. Nulta kontrola (sivicep sa Zutim prstenom) (za visine od 1020 do 18Tadmorske visine)

5. Tb Antigeni (crveniep sa Zutim prstenom) (za visine od 1020 do 18T&admorske visine)

6. Mitogen kontrola - opcionalno (ljutésti ¢ep sa Zutim prstenom) (za visine od 1020 do 1875 m
nadmorske visine)

Antigeni se nalaze u suSenom obliku u previaki amjé stjenke epruvete za uzimanje krvi. Stogazcil
krvi moraju pazljivo promijeSati sa sadrZzinom emter Epruvete potom treldan prije, ali najkasnije u roku od
16 sati nakon uzimanja krvi, staviti u inkubatortemperaturi od 37 °C.

Optimalni rezultati se postizu pridrzavanjem slgé&t uputa:
1. Uzmite od svakog pacijenta 1 ml venske krvi u sv@kantiFERON-TB Gold IT epruvetu.

« Do nadmorske visine od 810 m treba koristiti QUEBRON’ Standard epruvete za uzimanje
krvi. Na nadmorskoj visini iznad 1020 m treba kitispecijalne QuantiFERONepruvete za
velike visine.

Pri koridtenju epruveta QuantiFERGMnad naznéenih visina ili pri malim koliinama
uzorka krv mozete uzeti i Strcalikom; tada u sweepruvete podajte po 1 ml krvi. 1z
sigurnosnim razloga najbolje je u tu svrhu otkloigtu; pridrzavajte se pri tomu uotajenih
sigurnosnih mjera. Izvaditéep iz triju epruveta QFT-Gold IT i podajte u svadquruvetu 1 ml
krvi (do crne oznake na Bom rubu etikete). Nakon togacegite epruvete i promijeSajte
kako je dolje opisano.

* Posto se epruvete od 1 ml relativno polako pundukrestavite epruvetu nakortiglednog
postizanja razine punjenja joS 2-3 sekunde na Tgko ¢ete osigurati uzimanje potrebne
koli¢ine krvi.

Crna oznaka na strani epruvete obiljeZava razinojenja od 1ml. Epruvete QuantiFER®N
TB Gold su validirane za volumen od 0,8 do 1,2ARb pri uzimanju krvi nije postignuta ta
crta, preporu@a se ponovno uzimanje uzorka krvi.

* Ako se za uzimanje krvi koristi Butterfly igla, ryooma@u prazne epruvete treba osigurati da
je vod pun krvi prije nego $to se postavi QuantiEER-TB Gold epruveta.

2. Energi¢no protresite epruvete u trajanju od 5 sekundi(ili 10x promuwkati). Uvjerite se da je
unutarnja stjenka epruvete potpunopokrivena krvlju.

» Pazljivo mijeSanje je vazno, da bi se sadrzaj egtauu potpunosti pomijeSao sa uzorkom Krvi.
* Pri mukanjucée se vjerojatno stvoriti pjena. To neceatina @inak testa i nije uzrok za
uznemiravanje.

3. Oznaite epruvete.

4. Epruvete trebaim prije, ali najkasnije u roku od 16 sati nakazinbanja krvi staviti u inkubator na
37°C. Nemojte uzorke krvi drzati u hladnjaku ilinzezivadu!



6. UPUTA ZA UPORABU

1. korak: Inkubacija uzorka krvi i odvajanje plazm e

Materijali. koje kit sadrzi

QuantiFERON-TB Gold IT epruvete za uzimanje krvi (vidi 3. paglie).

Potrebni materijali, koje kit ne sadrzi

Vidi 3. poglavlje.

Postupak

1. Ukoliko se uzorci krvi ne inkubiraju odmah poslijgimanjaepruvete treba neposredno prije
inkubacije ponovno promijeSati odnosno promukati, kao Sto je opisano u 5. poglavlju.

2. Inkubirajte epruvete WUSPRAVNOM POLOZAJU 16 do 24 sata pri 37 °C. G@i vlaZenje nije
potrebno.

3. Epruvete sa uzorkom krvi moZete prije centrifugjisagio 3 dang&uvati na temperaturi od 2 - 27°C.

4. Nakon inkubacije na temperaturi od 37 °C eprutretiea radi lakSeg oduzimanja plazme 5 — 15
minuta centrifugirati na 1500 — 2200g (RCF). Uslijeastalog ugruska stanice se odvajaju od plazme.
Ukoliko to ne nastupi, epruvete treba ponovno degfirati na visoj brzini.

» Plazma se moZe odvoijiti i bez centrifugiranja,salipri tome mora veoma paZljivo postupati
da ne bi pri odvajanju plazme uzkovitlali stanice.

5. Uzorke plazme moZete staviti neposredno iz epruvet@uantiFERORTB Gold ELISA plau,
posebice ako koristite ELISA automat.

6. Druga mogudnost je da uzorke plazme prije ELISA postupka poitea- ili uzravno u centrifugiranim
epruvetama ili u spremnicima za plazmu (npr. >b0 udubljenja ili u mikroepruvete u stalku
formata 96. Za vrijeme pohrane uzorakacpltreba pokriti da bi sprigdi izlijevanje ili gubitak
ishlapljivanjem.

» Uzorke plazme mozZete na temperaturi od 2 — 8@ti do 4 tjedana; pri temperaturi ispod
—20 °C (po mogénosti na temperaturi nizoj od —70°C) mégye joS duze pohranjivanje.



2. korak: Humani IFN-y ELISA

Materijali, koje kit sadrzi

QuantiFERON-TB Gold ELISA kit (vidi 3. poglavije).

Potrebni materijali, koje kit ne sadrzi

Vidi 3. poglavlje.

Postupak

1. Svi uzorci plazme i svi reagensi - sa iznimkom 1(@njugata - moraju prije uporabe imati sobnu
temperaturu (22 £ 5°C). Planirajte za to najmarfjernuta.

2. Uzmite trake, koje Vam nisu potrebne iz okvira,titeaih u foliju i pohranite ih do uporabe u hladki.
Pripremite najmanje jednu traku za QuantiFEROMB Gold standarde i dovoljan broj traka za tesiia
pacijenata (vidi slike 2A i 2B za koriStenje 2 odno 3 epruvete). Nakon uporabe&sajte okvir i
poklopac za preostale trake.

3. Rekonstituirajte liofilizirani Kit standard sa k&ilnom deionizirane ili destilirane vode koja je nasma na
etiketi standard biice. Pazljivo promijeSajte sadrzaj &ioe (minimizirajLti stvaranje pjene) i uvjerite se da
je sadrzaj potpuno rastoplien. Rekonstitucijom dtada na naz@en volumen dobivamo otopinu sa
koncentracijom od 8,0 13/ml.

Napomena: Volumen koji je potreban za rekonstituckKit standarda nije u svakoj Sarzi isti!

Uporabite  rekonstituiran Kit  standard za  pripravja serije  otopine 1.4 od
IFN-y u zelenom razblazi¢a (GD) — vidi sliku 1. S1 (Standard 1) sadrzi Anll) S2 (Standard 2) sadrzi 1
1J/ml, S3 (Standard 3) sadrzi 0,25 1J/ml a S4 (&ath 4) sadrzi O 1J/ml (samo GD). Standarde treba
testirati_najmanje u duplikatu.

PREPORUCEN POSTUPAK ZA PREPORUCEN POSTUPAK ZA
STANDARDE U DUPLI KATU STANDARDE U TRIPLIKATU

a. Ozng&ite 4 epruvete sa ,S1”, ,S2”, ,S3” a. Ozn&ite 4 epruvete sa ,S1”, ,S2", ,S3" i
w347 .47
b. Podajtel50ul GD u S1, S2, S3, S4. b. Podajtel50ul GD u S1.
c. Podajtel50 ulKit standarda u S1 c. Podajte210 ulGD u S2, S3, S4.
i promijeSajte paZljivo. d. Podajtel50 ulKit standarda u S1
d. Prenesite50 pl iz S1 u S2 i paZljivg i pazljivo promijeSajte.
promijesajte. e. Prenesit¢0 pliz S1u S2
e. Prenesite50 pl iz S2 u S3 i paZljivg i pazljivo promijeSajte.
promijesajte. f. Prenesit&/0 pliz S2 u S3
f. ,Samo GD” sluzi kao Nulti standard (S4) i pazljivo promijeSajte.
g. »,Samo GD” sluzi kao Nulti standard (S4)|.




Slika br. 1. Formiranje standardne krivulje

150 L 50 ili 70 pl 50ili 70 pl
S1 S2 S3 S4
L 4 N\, \_/
(Kit standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 13/ml 4,0 13/ml 1,0 13/ml 0,25 13/ml 0,13/ml

(samo GIL)

 Pripremite za svaki ELISA proces novu otopinu Kérelarda.

Rekonstituirajte liofilizirani 100x koncentrirandkjugat sa 0,3 ml deionizirane ili destilirane voBaZljivo
promijeSajte sadrzaj biwe (minimizirajw&i stvaranje pjene) i uvjerite se da je sadrzaj potprastopljen.

Konjugat gotov za uporabu se priprema tako da selpoa kokina rekonstituiranog 100x koncentriranog
konjugata razblazi sa zelenom radij@cem kako to pokazuje tabela br. 1 (Pripremanje lapetia).

TABELA BR. 1 Pripremanje konjugata

KOLI CINA 100x KOLI CINA ZELENOG
BROJ TRAKA KONCENTRIRANOG RAZBLAZIVA CA

KONJUGATA

2 10ul 1,0 mi

3 15ul 1,5 ml

4 20 ul 2,0 ml

5 25ul 25 ml

6 30u 3,0 ml

7 35l 3,5 ml

8 400l 4,0 ml

9 45l 4,5 ml

10 50 ul 5,0 ml

11 55 ul 55 ml

12 60 ul 6,0 ml

» Dobro i pazljivo promijeSajte; izbjegavdjistvaranje pjene.

» Nerabljeni 100x koncentrirani konjugat odmah nakporabe i dalje drZite na temperaturi izine
2-8 °C.

» ZarazblaZivanje koristite iski§ivo zeleni razblaziva

Prije provalenja testa plazmu promijeSajte, da bi se ¥dbdjednako podijelio u uzorku.

Stavite 50ul svjeze pripravljenog gotovog konjugata pamoiSekanalne pipete u odgovarguELISA
udubljenja.

Podajte 50 pl uzorka plazme poénoviSekanalne pipete u odgovargu ELISA udubljenja (vidi
preporien raspored na piona slikama 2A i 2B). Na kraju dodajte po 50 {alnslarda 1 do 4.
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Slika br. 2A. Preporuéeni raspored uzoraka Nulta kontrola i Tb Antigen naplogi
(44 testova po pip

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

IN [5N | 9N |[13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
1A |5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30° | 34A | 38A | 42A

3N | 7N | 1IN | 15N | 19N | 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 | BA | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
« 1N (Uzorak 1, Nulta kontrolna plazma); 1A (Uzorgk b Antigen plazma).

I MmOl Ol m >

Slika br. 2B. Preporueni raspored uzoraka Nulta kontrola, Tb Antigen i Mitogen na plci
(28 testova po ip

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

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

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

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
e 1IN (Uzorak 1, Nulta kontrolna plazma); 1A (Uzorgkrb Antigen plazma);
1M (Uzorak 1, Mitogen kontrolna plazma).

T O MmOl Olw >

8. PromijeSajte paZzljivo konjugat i uzorke plazme/dde u trajanju od 1 minute u tresilici za mikanti
ploce.

9. Pokrijte svaku pléu sa poklopcem i inkubirajte gle 120 + 5 minuta na sobnoj temperaturi (22 £ 5°C).
» Za vrijeme inkubacije plkte zastitite od izravnog ztenja sunca.

10. Za vrijeme inkubacije razblazite jedan dio 20x kemttiranog pufera za ispiranje sa 19 dijelova
deionizirane ili destilirane vode i dobro promijg8aU kitu se nalazi dovoljno 20x koncentriranmgfera
za ispiranje da bi se dobilo 2 litre gotovog pufeaaspiranje.

Isperite udubljenja_najmanje 6 putsa400 ul gotovog pufera za ispiranje. Preptamo Vam da koristite
automat za pranje mikrotitar [@a.

» Pazljivo ispiranje je veoma vazno zéinak testa. Kontrolirajte pri svakom ciklusu ispifa da li su sva
udubljenjado gornje ivice puna puferom za ispiranje. Prepordgamo da izméu ciklusa ispiranja
ratunate najmanje 5 sekundi za namakanje.

* U sabirni spremnik za otpadnu tékw treba dodati dezinfekcijsko sredstvo koje seiskio u
laboratorijima. DrZite se osim toga uputa za dekomihaciju potencijalno infekcioznih materijala koje
vrijede u VaSem laboratoriju.
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11.

12.

13.

14.

Lupkanjem istresite pte da udubljenjima prema dolje na papir, kako bilosi#ki ostatak pufera za
ispiranje. Potom dodajte 1Q0 otopine enzimskog supstrata u svaku udubinu imjjesajte plée poma@u
tresilice.

Pokrijte svaku plau sa poklopcem i inkubirajte ple 30 minuta na sobnoj temperaturi (22 + 5°C).

 Za vrijeme inkubacije pk®e zastitite od izravnog zfanja sunca.

Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta doel&®pl enzimske otopine za zaustavljanje reakcije u svak
udubljenje i promijeSajte.

» Enzimsku otopinu za zaustavljanje reakcije dodajtelubljenja po istom redoslijedu i sa priblizntns
tempom kao Sto stetimili sa enzimskim supstratom pod brojem 11.

Izmjerite optiku gustéu (OD) svakog udubljenja u roku od 5 minuta nakardalanja otopine za

zaustavljanje reakcije pordo citaca za mikrotitar plde, primjenom 450 nm filtra i 620 do 650 nm
referentnog filtra. 1zréunavanije rezultata vrSi se poénoctitane vrijednosti optke gustae.

7. 1IZRACUNAVANJE | INTERPRETACIJA REZULTATA

Cellestis Vam nudi analizni softver za QuantiFERONB Gold IT za analizu podataka i izimavanje
rezultata.

Softver provodi kontrolu kvalitete testa, formirersdardnu krivulju i pruza za svakog testiranogijpata
rezultat na temelju dolje opisane metode intergijta

Namjesto koridtenja analiznog softvera QuantiFERA® Gold IT rezultati se mogu utvrditi i dolje
opisanom metodom:

Formiranje standardne krivulje

(ako ne koristimoQuantiFERON®-TB Gold IT softver)

Utvrdite srednju vrijednost ogke gustée Kit standard replikata na svakoj §ilo

Formirajte logyloge) standardnu krivulju grafkim prikazom log, srednje vrijednosti optke gustée (y-os)
prema log, IFN-y koncentracije standarda u 1J/ml (x-0s), izostavigi ovog izrgunavanja Nulti standard.
Izratunajte liniju najboljeg oblika standardne krivutggresijskom analizom.

Koristite standardnu krivulju za udivanje IFNy koncentracije (1J/ml) za svaki testirani uzoralazshe
primjenom opitke gustde.

Za ta r&unanja mogu se koristiti softver paketi koje Celeaudi zacitace mikrotitar pléa kao i standardnim
formulama ili programima za statistiku (kao npr.ckisoft Excel). Mi prepoamo primjenu tih softver paketa
za izr&unavanje regresijske analize, varijacijskog kogditia standarda (%CV) kao i koeficijenta korelaéije
za standardnu krivulju.
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Kontrola kvalitete testa

Tocnost rezultata testa ovisi od pravilnog formirastiandardne krivulje. Stoga se iz standarda izvedeniltati
moraju preispitati prije interpretacije rezultatsta.

ELISA je valjan ako su ispunjeni slijetlekriteriji:

* Srednja vrijednost opti¢ke gustae Standarda 1 mora biti= 0,600.
* 9% CV repliciranih vrijednosti opti ¢ke gustae Standarda 1 i Standarda 2 mora biti< 15% .

* Replicirane vrijednosti opti¢ke gustade Standarda 3 i Standarda 4 ne smiju odstupati u éej
mjeri od srednjih vrijednosti nego 0,040 OD jedini@.

» Koeficijent korelacije, izraéunat iz srednjih vrijednosti apsorbancije Standardamora biti
(r) > 0,98.

Analizni softver QuantiFERONTB Gold IT izraiunava i pokazuje ove parametre kontrole kvalitete.

Ukoliko ovi kriteriji nisu ispunjeni, test nije viain i mora se ponovi

» Srednja vrijednost opti¢ke gustate Nultog standarda (zeleni razblazivé) trebao bi biti < 0,150.
Ukoliko je srednja OD vrijednost > 0,150, preporuia se kontrola postupka ispiranja pld@a.
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Interpretacija rezultata

Rezultate testa QuantiFERBNB Gold IT treba interpretirati po slijedien kriterijima:

NAPOMENA: Diagnoza odnosno isklj@enje oboljenja od tuberkuloze kao i prognoza vjeratnosti LTBI
iziskuje zajedni¢ku ocjenu epidemioloSkih, anamnestkih, medicinskih i diagnostikih rezultata; svi ovi
rezultati se moraju uzeti u obzir pri interpretaciji rezultata testa QuantiFERON®-TB Gold IT.

AKO SE RABE SAMO EPRUVETE NULTA KONTROLA | TB-ANTIG EN

Tb-Antigen minus Nula QuantiFERON®-TB Milienie/Interpretaciia
[13/mi] [13/mi] 1en pretac
<035 . M. tuberculosignfekcija
negativan o
<80 > 0,35 i < 25% Nula vrijednosti NIJE vjerojatna
. . . . M. tuberculosignfekcija
0, 1
> 0,35 i> 25% Nula vrijednosti pozitivan vierojatna
> 8. svejedno koliko nejasar? Rezultati Tb Anngen reakcijq
nejasni

! U slwajevima kada se ne pretpostavlja infekdijatuberculosis pasetni pozitivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim
dupliciranim testiranjem prvobitnih uzoraka plazmetodom QuantiFERONTB Gold ELISA. Ukoliko se u ponovljenom
testu prvog ili drugog uzorka pokaze pozitivan teturezultat testa treba interpretirati kao poait.

2 U Klini¢kim studijama kod manje od 0,25 % sudionika je Alltbntrola pokazala IFNkoncentraciju > 8,0 13/ml.

3 Moguée uzroke vidi u poglavlju Rje$avanje problema.

Iz mjerene visine IFNr koncentracije ne moZe se izvesti zaddik o stadiju ili stupnju infekcije, mjeri
imunoloSke reaktivnosti ili o vjerojatdbprogresije kod aktivhog oboljenja.
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SLIKA 3.

Dijagram interpretacije kod primjene epruv eta NULA i TB ANTIGEN

TB Antigen —
Nulta kontrola
=0.35 13/ml

Ne Da

TB Antigen - Nulta kontrola
2 25% vrijednosti Nulte kontrole
izrazeno u 1J/ml

Da

Nulta kontrola <8,0
13/ml

VALIDACIJA

Da
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AKO SE RABE EPRUVETE NULA, TB ANTIGEN | MITOGEN:

Nula Tb Antigen minus Nula Mitogen minus  QuantiFERON®-Th

[13/ mi] [13/mi] Nula [137 mi] © [13/mi] MiSljenje/Interpretacija
<0.35 = 05 . M. tuberculosignfekcija
Negativan T
> 0,35 < 25% Nula vrijednosti > 0,5 NIJE vjerojatna
- 5 — ~
< 8,0 = 0’35.'. = 25/(.’ Nula svejedno koliko pozitivan2 M. tuber_culqsmnfekcua
vrijednosti vjerojatna
< 0,35 <05
> 0,351 < 25% Nula vrijednosti <0,5 nejasart Rezultati Tb Antigen reakcije
nejasni
> 8,0 svejedno koliko svejedno koliko

! Reakcija na pozitivnu Mitogen kontrolu (a ponekamh Th-Antigen) jelesto izvan mjernog opseg#aca za mikrotitar
ploce. To méutim nema upliva na rezultate testa.

2 U slwajevima kada se ne pretpostavlja infekéijatuberculosis pasetni pozitivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim
dupliciranim testiranjem prvobitnih uzoraka plazmetodom QuantiFERONTB Gold ELISA. Ukoliko se u ponovljenom
testu prvog ili drugog uzorka pokaze pozitivan teturezultat testa treba interpretirati kao poait.

3 Moguée uzroke vidi u poglavlju Rje$avanje problema.

#U klini¢kim studijama kod manje od 0,25 % sudionika je Alitintrola pokazala IFN-koncentraciju > 8,0 1J/ml.

Iz mjerene visine IFNr koncentracije ne moZe se izvesti zaddik o stadiju ili stupnju infekcije, mjeri
imunoloSke reaktivnosti ili o vjerojatdbprogresije kod aktivhog oboljenja.

16



SLIKA 4.

Dijagram interpretacije kod primjene epru veta NULA, TB ANTIGEN i MITOGEN

Mitogen — Nulta kontrola
< 0,5 1/mli/ili
Nulta kontrola > 8,0 13/ml

Ne

¥

NEGATIVAN

Ne

TB Antigen —
Nulta kontrola

20,35 [J/ml

Da

TB Antigen — Nulta kontrola
2 25% vrijednosti
Nulte kontrole
izrazeno u 13/ml

e

Da Ne

VALIDACIJA

Da

Nulta kontrola
<8,0 13/ml

Da

POZITIVAN
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8. GRANICE POSTUPKA

Rezultate testa QuantiFERGNB Gold IT treba posmatrati u kombinaciji sa epideloskom anamnezom
svakog pojedingnog pacijenta, njegovog trenutnog zdravstvenogaiadrugih dijagnostikih pretraga.

Rezultate osoba, kod kojih je Nulta vrijednost biisa od 8 1J/ml treba interpretirati kao ,nejasnedsto za 25
% poviSena Th-Antigen reakcija moze biti izvan m{@y opsega.

Do nepouzdanih ili nejasnih rezultata mozéido slijedetih razloga:
» Odstupanje od postupka opisanog u priloZzenoj wautiporabu

» Previsoka koncentracija cirkulirajeg IFN+ ili prisutnost heterofilnih antitijela
* Prekor&enje roka od 16 sati izndg uzimanja uzorka i inkubacije na temperaturi odG7

9. ZNACAJKE TESTA
Klini ¢ke studije

Posto za dokaz latentne Th infekcije (LTBI) ne pjisipée prihvaeni standard, za test QuantiFER®NB
Gold IT praktiki se ne moZe odrediti ¢na senzitivnost i specifikacija. Kod testa Quan®eEN®-TB Gold IT
priblizna specifna vrijednost je odena tako da su ui@eni lazno pozitivni rezultati osoba sa niskim rizik
Tb infekcije (bez poznatih rigkih ¢imbenika). Priblizna vrijednost senzitivhosti odieea je pregledima
skupina bolesnika, kod kojih je kulturom dokazanaiuinost aktivne Tb infekcije.

Specifikacija

U Sjedinjenim Ametikim DrZzavama u jednoj studiji jetastvovalo 866 dragovoljaca; od sudionika su pritiko
TST (tuberkulinski koZni test) uzeli krv za QuarEiRON®-TB Gold IT test. Demografski podaci i réki
¢imbenici za Tb uzeti su istodobno sa testom pangtandardizovanog upitnika. Od 432 dragovoljacal, k
kojih nije bilo rizickih ¢imbenikaM. tuberculosisnfekcije, za 391 osobu je pored rezultata testa
QuantiFERON-TB Gold IT stajao na raspolaganju i rezultat T$&gteda. Nijedan dragovoljac nije primio
BCG vakcinu. Jedan drugi test za divanje specifikacije QuantiFERONTB Gold IT izvrSen je u Japanu,
kod osoba sa malim rizikom oboljenja, od kojih (% prije primilo BCG cijepljenje. Rezultate tikiih
ispitivanja spezifikacije prikazuje tabela broj 2.

Tabela br. 2: Ispitivanje specifikacije testa QuaniFERON®-TB Gold ITkod osoba bez rizékih ¢imbenika
infekcije M. tuberculosis

OFT-G TST
BCG status | Pregledane  Pregledi sa oitivan / QFT-G pozitivan/ TST*
ISPITIVANJE % osobe nejasnim bfo' valianih specifiénost broj specifikacija
cijepljenih ukupno rezultatom | va (95% ClI) pregledanih (95% ClI)
testova osoba
SAD (ne o 99.2% 98.5%
publicirano) 0% 391 1 3/3%0 (97.6998) | 6739 (96.5-99.4)
Japan (ne —ono 98.4% ) )
publicirano) 90% 190 4 3/186 (95-99.6)
5/584 o
UKUPNO 581 (0.9%) 6/576 99.0% - -

*Grantna vrijednosTST je 10 mm. Priblizna vrijednost specifikacije T Bri grantnoj vrijednosti od 15 mm
iznosi 99.1%.

Senzitivnost kod aktivne tuberkuloze

Senzitivnost testa QuantiFERGNB Gold IT utvrdili su kod australijskih i japariSkpacijenata, kod kojih je
pretpostavljena Tb infekcija i kulturom dokazantekcijaM. tuberculosislako za dokaz latentne infekcije
tuberkulozom (LTBI) ne postoji @e priznat test, rezultatom kultuk& tuberculosisutvdeno je da su ove osobe
bez sumnje inficirane. Prije vréenja testa QuarRBE(®-TB Gold IT pacijenti su lijgeni najvise 8 dana.
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Tabela broj 3 prikazuje rezultate kultura tih dwkupina pacijenata inficiranih 84 tuberculosisKod aktivne
tuberkuloze QuantiFERONTB Gold IT test je pokazao ukupnu senzitivnos88bo (48/54).

Tabela broj 3: Ispitivanje senzitivnosti testa QuatiFERON ®-TB Gold IT kod osoba, kod kojih je
kulturom utvr dena infekcija saM. tuberculosis

Potvrdivanie Broj QFT-Gold Senzitivnost QFT-
ISPITIVANJE e I pozitivnih / broj Gold
valjanih testova (95% ClI)

Validacijsko ispitivanje 89%
japanskih TB bolesnika kulturom 24127 (72-96%)
Validacijsko . 70%
AP pulmonaris 7110 200,
avstraljskih To kuiturom o0
bolesnika extra pulmonaris 17 /17 (82-100%)
89%
UKUPNO 48 /54 (78-95%)

LTBI diagnoza
O populacijama sa viskoim LTBI rizikom publicirara monogobrojna ispitivanja u svezi saéajlkama testa
QuantiFERON-TB Gold IT. Tabela broj 4 prikazuje saZetak najiili rezultata nekih od tih ispitivanja.

Tabela broj 4: Nekoliko publiciranih ispitivanja u populacijama sa visokim LTBI rizikom u svezi sa
testom QuantiFERON®-TB Gold IT

Ispitivane osobe

ISPITIVANJE Rezultati i nalazi

ukupno
Veoma visoki udio Th, 40% QFT-Gold IT pozitivan,kje udio TST
indijski HCW pozitivnih rezultata 41% pri grafioj vrijednosti od 10mm. Podudaranje sa
(Paiet al 2005§° 726 TST u visokoj mjeri, BCG vakcina ne pokazuje utjaga u jednom testu. U
obadva testa rigki ¢imbenici su Zivotna dob i vrijeme provedeno u
zdravstvu.

Ukupna prisutnost LTBI po testu QFT-Gold IT iznds$6% (27/590) kod
HIV *bolesnika. Pozitivni rezultati su povezani sackizh ¢cimbenicima Th.
590 Kod dva QFT-Gold IT pozitivna pacijenta razvilawseoku od 1 godinu dana
aktivna tuberkuloza. Nejasne reakcije (n=20; 3,f%b¥ignifikantno malim
CD4 brojem (<100 / pl).

danski HIV
(Brock et al 2006¥

Kod djece koja su u kontaktu sa pretpostavljenanfibiranima ili
anamnezom utdenim Tb pacijentima izvrSeni su testovi QFT-Gold IT
105 TST. U testu QFT-Gold IT bilo je 10,5% pozitivpnin TST 9,5% pozitivnih
(pri 10mm). Testovi se podudaraju ukupno u 95,286tar onih, koji nisu
primili BCG vakcinu u 100%.

u bolnici lijetena djeca
Dograet al 2006}

U 15 razltitih slucajeva ispitivali su bliske kontakt osobe. 51% sijepr
primili BCG ovakcinu, 27% podrijetlom je iz inozetwa. 70% od BCG
cijepljenih i 18% od necijepljenih bili su TST ptigni (5mm), dok su 9%
odnosno 11% bili QFT-Gold IT pozitivni. Rezultasta QFT-Gold IT je
povezan sa Tb rizikom. Rezultat testa TST je pavezano sa BCG
cijepljenjem.

njemake kontakt osobe

(Diel et al2006* 309

Mnoge druge publikacije opisuju pored testa Qua&RBEN®-TB Gold IT i zna&ajke kvalitete testa
QuantiFERON-TB Gold. To je varijanta prije testa QuantiFER®NB Gold IT, produkt koji je manje
osjetljiv, solubilan antigen. Te studije su ispatie primjenu testova u slijeéien grupama: osobe koje imaju
kontakt sa aktivno tuberkuloznim pacijentitia ** % djec&* % 2 HIV pozitivni pacijent? > ?° zdravstveni
radnici™® 2% 32 imunosupresirani* #* 3 " 30 3lg50be sa sumnjom na T8 '° % osobe sa malim rizikom
Reproducibilnost TST testa i djelovanje na kasnijirezultat QuantiFERON®-TB Gold testa

U SAD-u su kao dio ispitivanja specifikacije u jejipodgrupi dragovoljaca 4-5 tjedana poslije pruoibi
testova QuantiFERONTB Gold IT i TST ponovo testirali. Kod 260 vojnia rezultat testa
QuantiFERON-TB Gold IT u obadva shaja stajao na raspolaganiju, rezultati su se podiidzr 99,6%
(259/260). Prije izvrSen TST test nije izazvao fiwan odgovor na QuantiFERGNIB Gold IT.
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10. TEHNICKE INFORMACIJE

Nejasni rezultati

Nejasni rezultati bi se trebali pojavljivati samgetko a mogu biti prouzrokovani slijeéien tehngkim
¢imbenicima:

* Prekorg&enje roka od 16 sati izrie uzimanja uzorka i inkubacije na temperaturi od¢G7

e Pohrana uzoraka krvi izvan prepéenog podrja temperature (22 5°C)

* Nedovoljno mijeSanje epruveta za uzimanje krvi

* Nedovoljno pranje ELISA pka

Ukoliko se pretpostavlja tehtki problem kod uzimanja krvi ili u rukovanju sa ugima, treba ponoviti cijeli
test QuantiFERORITB Gold IT sa novim uzorkom krvi. ELISA test sanstliranim uzorcima plazme moze se
ponoviti, ako se pretpostavlja nedovoljno pranj@iliga odstupanja od propisane ELISA test metbidgasni
rezultati, koji potéu iz niskih Mitogen vrijednosti ili visokih Nula ijednosti, née se mijenjati ponavljanjem
testa, jedino ako je dosSlo do pogresSke prilikomvpdenja ELISA testa. Nejasne rezultate treba kao takve
proslijediti. Lije¢nik ¢e tada po potrebi uzeti novi uzorak krvi ili odedrugu vrst pretrage.

ZgruSani uzorci plazme

Ukoliko pri duzem pohranjivanju uzoraka plazme aast ugrusci fibrina, uzorke treba centrifugirati do
stvaranja sedimenta, kako bi se plazma lakSe pageeti
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ELISA rjeSavanje problema

Nespecifina boja_reakcije

MOGU CIl UZROC

RJESENJE

Nedovoljno pranje pka

Plocu prati najmanje 6x sa 400 pl pufera za ispiranjegubljenju.
Zavisno od primijenjenog udeja za pranje moze biti potrebno i viSe
od 6 ciklusa pranja. Prepaiause priekati najmanje 5 sekundi za
namakanije.

Krizna kontaminacija ELISA udubljenja

BriZljivo pipetiranje i mijeSanje uzoraka smanjuigk.

Odrzivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrzivosti kita joS nijegkno. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potnoseroku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.

Enzimska otopina kontaminirana

Otklonite supstrat ako je poprimio plavkastu bajujerite se da se zal
reagense koriste samiisti spremnici.

Niska vrijednost optke gustde kod standarda

MOGU Cl UZROC

RJESENJE

Greska kod razblazivanja Standarda

Raemge Kit standarda provoditidno po priloZenoj uputi.

Pogresno pipetiranje

Kontrolirajte da li su pipete kalibrirane i uporgvie t@&no po uputama
proizvadaca.

Temperatura inkubacije preniska

Inkubaciju za ELISA metodu treba vrSiti na sobrepperaturi (17-
27°C).

Vrijeme inkubacije prekratko

Vrijeme inkubacije plée sa konjugatom, standardima i uzorcima tre
trajati 120 £ 5 minuta. Enzimska otopina se inkalva pl@i 30
minuta.

Pogresan filtar za pto

Plocu trebacitati pri 450 nm referentnim filtrom od 620-650 nm.

Reagensi pre hladni

Sve reagense (osim 100x koncentrirani konjugatyajugostti prije
pocetka testa sobnu temperaturu. To traje oko 60 minut

Odrzivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrzivosti kita joS nijeakbo. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potnoseroku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.
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Jaka obojenost pozadine

MOGU Cl UZROC

RJESENJE

Nedovoljno pranje pka

Plocu prati najmanje 6x sa 400 pl pufera za ispiranjegubljenju.
Zavisno od primijenjenog udeja za pranje moze biti potrebno i viSe
od 6 ciklusa pranja. Prepaiaise pidekati najmanje 5 sekundi za
namakanije.

Temperatura inkubacije previsoka

Inkubaciju za ELISA metodu treba vrSiti na sobrepperaturi (17-
27°C).

Odrzivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrzivosti kita joS nijegkno. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potnoseroku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.

Enzimska otopina kontaminirana

Otklonite supstrat ako je poprimio plavkastu bajujerite se da se zal
reagense koriste samiisti spremnici.

Nelinearna standardna krivula i odstupanja izfaeeplikata

MOGU CI UZROCI

RJESENJE

Nedovoljno pranje pka

Plocu prati najmanje 6x sa 400 ul pufera za ispiranjeigubljenju.
Zavisno od primijenjenog udaja za pranje moZze biti potrebno i vise
od 6 ciklusa pranja. Prepaiaise pidekati najmanje 5 sekundi za
namakanje.

Greska kod razblazivanja Standarda

Rdemge Kit standarda provoditidno po prilozenoj uputi.

Nedovoljno mijeSanje

PromijeSajte reagense briZljivo viSekratnim okrggam ili blagim
vorteksiranjem, prije dispenziranja na @lo

Nepodjednaka tehnika pipetiranja ili prekid
pripremanja testa

Dispenzirajte uzorke i Standarde kontinuirano.r®aigensi moraju biti
gotovo pripremljeni prije pietka testa.

Video koji prikazuje postupak testiranja kao i gefe najvéeg dijela tehnikih problema nalazi se na CD-
ROM-u zajedno sa informacijama o produktu i t€kim uputama. CD-ROM mozete néitil direktno kod
firme Cellestis ili preko VaSeg ispatitelja.
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12. TEHNICKI SERVIS

Tehniki servis mozete kontaktirati pod slijedl® adresama:

Cellestis International Pty Ltd: Tel.: +61 3 953900

Fax: +61 3 9571 3544
E-Mail: quantiferon@cellestis.com
Web stranicawww.cellestis.com

Cellestis GmbH: Tel.: +49 6151 428 59-0
(Europa) Fax: +49 6151 428 59-110

E-Mail: europe@cellestis.com
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13. POSTUPAK TESTIRANJA (UKRATKO)

1. KORAK: INKUBIRANJE UZORKA KRVI

Uzmite krv od pacijenta u epruvete i dobro
promijeSajte uzorke jakim muékanjem u
trajanju od 5 sekundi (ili 10 puta). Krv mora
potpuno pokritiunutarnju stijenku epruvete.

Inkubirajte epruvetas uspravnom poloZaju 16-
24 sata na temperaturi od 37°C.

Poslije inkubacije centrifugirajte epruvete 5-15
minuta pri obrtaju od 1500 - 2200g (RCF), da bi
odvaijili plazmu od crvenih krvnih stanica.

Nakon centrifugiranja uzmite uzorak plazme iz
svake epruvete da bi odredili razinu IFN-

AN

/
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2. KORAK: IFN-y ELISA

ELISA komponete — osim 100x koncentriranog a1
konjugata — ostavite da se stabiliziraju na sobnoj 1:!-! ]
temperaturi najmanje 60 minuta.

Rekonstituirajte  Kit Standard destiliranom ili

deioniziranom vodom na 8,0 13/ ml i pripremite 4
serije Standard otopine.

Rekonstituirajte liofilizirani, 100x koncentrirani @

konjugat sa destiliranom ili deioniziranom vodom.

Pripemite poméu zelenog razblaziva konjugat ////
i podajte 5Qul u svako udubljenje. U I—l Ll I_‘

Podajte 50 pl uzorka plazme i 50 pl standarda u Ij///lil/

odgovarajda udubljenja. PromijeSajte tresilicom.
Inkubirajte 120 minuta na sobnoj temperaturi.

Izperite udubljenja najmanje 6x sa 400 pl
pufera za ispiranje po udubljenju.

Podajte 100 pl enzimske otopine u svako
udubljenje. PromijeSajte tresilicom.

Inkubirajte 30 minuta na sobnoj temperaturi.
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10.

11.

12.

Dodajte 50 ul stop reagensta u svako udubljenje.
PromijeSajte tresilicom.

itajte rezultate na 450 nm primjenom referentndigafi
od 620-650 nm.

Interpretirajte rezultate.
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