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1. NAMJENA

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) je in vitro dijagnosticki test, koji sadrzi koktel peptida, koji stimulira
proteine ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4) i stanice u hepariniziranoj punoj krvi. Dokaz Interferon-y (IFN-y)
pomoc¢u metode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sluzi prepoznavanju in vitro reakcija na ove
peptidne antigene, koji su prisutni kod infekcije sa Mycobacterium tuberculosis.

QFT je indirektan test za dokazivanje infekcije sa M. tuberculosis (uklju¢ivo aktivno oboljenje). Rezultate testa
valja razmotriti zajedno sa ocjenom rizika, rezultatima rendgenskog pregleda i ostalih medicinskih i
dijagnosti¢kih pretraga.

2. SAZETAK | OBJASNJENJE TESTA

Tuberkuloza (Th) je zarazna bolest, prouzrokovana infekcijom sa mikroorganizmima M. tuberculosis kompleksa
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum). Infekcija se obi¢no $iri kapljiénom infekcijom putem osoba koje pate
od Th diSnog sustava. Kod novo inficiranih bolesnika tuberkuloza se moZe razviti u roku od nekoliko tjedana ili
mjeseci, ali kod vecine inficiranih osoba ne nastupaju tegobe. Kod nekih od njih persistira latentna tuberkulozna
infekcija (LTBI), kao nesimptomati¢no oboljenje koje nije zarazno a do izbijanja moze do¢i tek nekoliko
mjeseci ili godina poslije infekcije. Glavni cilj prepoznavanja LTBI se sastoji u primjeni preventivne terapije
kako bi se sprije¢ilo izbijanje oboljenja od tuberkuloze. Sve do nedavna tuberkulinski koZni test (tuberculin skin
test, TST) je bila jedina metoda koja je stajala na raspolaganje za utvrdivanje dijagnoze LTBI. Osjetljivost koze
na tuberkulin pojavljuje se 2 do 10 tjedana poslije infekcije. Medutim neke inficirane osobe ne reagiraju na
tuberkulin, npr. bolesnici sa oslabljenom imunoloSkom reakcijom, ali i osobe bez takovih poremecaja. Obrnuto
neke osobe, koje najvjerojatnije ne boluju od infekcije sa M. tuberculosis, poslije cijepljenja sa bacilom
Calmette-Guérin (BCG), poslije infekcije sa drugim mikobakterijama izvan kompleksa M. tuberculosis ili na
osnovi drugih nepoznatih faktora pokazuju osjetljivost prema tuberkulinu i pokazuju pozitivan rezultat na
tuberkulinski koZni test.

LTBI moramo razlikovati od bolesti tuberkuloze, za koju je obveza prijave propisana zakonom. Od tuberkuloze
obi¢no obolijevaju pluca i donji di$ni putovi; ali mogu biti zahvaceni i drugi organski sustavi. Tuberkuloza se
dijagnosticira na temelju rezultata anamneze, tjelesnog, radioloskog, histolodkog i mikobakterioloSkog pregleda.

QFT test mjeri stanicama posredovane imunoloske (CMI) reakcije na peptidne antigene, koji simuliraju
mikobakterijske proteine. Ti proteini (ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4) nisu prisutni niti u jednom BCG soju niti u
veéini netuberkuloznih mikobakterija izuzev M. kansasii, M. szulgai und M. marinum.' U krvi osoba koje su
inficirane mikroorganizmima kompleksa M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), se op¢enito
nalaze limfociti koji prepoznaju te i druge mikobakterijske antigene. U tom procesu prepoznavanja stvara se i
otpusta IFN-y citokin. Glavna svrha testa je dokaz i nakon toga utvrdivanje koli¢ine IFN-y.

Antigeni primijenjeni u QFT testu su koktel peptida, koji simuliraju proteine ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4).
Mnogobrojne studije su pokazale da ti peptidni antigeni stimuliraju IFN-y reakciju u T stanicama osoba
zaraZzenih bakterijom M. tuberculosis, ali ne stimuliraju T stanice neinficiranih ili BCG cijepljenih koji nisu
oboljeli od TB ili ne pripadaju grupi sa LTBI rizikom"32 Medutim medicinske terapije ili oboljenja koja
ostecuju funkcije imunoloSkog sustava potencijalno smanjuju i IFN-y reakciju. Bolesnici koji pate od odredenih
drugih mikobakterioloSkih infekcija mogu isto reagirati na ESAT-6, CFP-10 i TB7.7(p4), poSto su geni, na
kojima se nalaze ovi proteini, prisutni i u M. kansasii, M. szulgai i M. marinum *#. QFT test stoga pruZa vaznu
pomo¢ kod dijagnoze bolesnika koji su inficirani bakterijama kompleksa M. tuberculosis. Pozitivan rezultat
testa podupire dijagnozu TB oboljenja; ali moze biti izazvan i drugim mikobakterijama (npr. M. kansasii). Da bi
se potvrdilo ili iskljuéilo oboljenje od TB, potrebni su daljnji medicinski i dijagnosti¢ki pregledi.



Princip testa

Sustav QFT sadrzi specijalne epruvete u koje se uzimaju uzorci pune krvi. Nakon uzimanja krvi vrsi se
inkubacija uzoraka u epruveti, koja traje 16 do 24 sata. Potom se odvoji plazma i ispita prisutnost IFN-y, koji je
eventualno nastao kao reakcija na peptidne antigene.

QFT test se sastoji iz dva koraka. U 1. koraku se uzimaju uzorci pune krvi u razli¢ite QFT epruvete. To su jedna
epruveta Nulta kontrola, jedna Th Antigen epruveta i jedna opcionalna Mitogen epruveta.

Mitogen epruveta moZe se kod QFT testa koristiti kao pozitivna kontrola. To moZe biti od posebne vaznost, ako
je imunoloski status bolesnika nejasan. Mitogen epruveta moze posluziti i kao kontrola pravilnog postupanja sa
uzorkom krvi i pravilne inkubacije.

Epruvetu treba Sto brze, ali svakako u roku od 16 sati nakon uzimanja krvi inkubirati pri temperaturi od 37°C.
Nakon inkubacije u trajanju od 16 do 24 sata epruvete se centrifugiraju. Potom se oduzima plazma i utvrduje se
koli¢ina IFN-y (u 13/ml) metodom ELISA.

Test se smatra pozitivnim glede IFN-y reakcije u Th Antigen epruveti, ako je ta vrijednost signifikantno visa od
vrijednosti Nulte kontrole (IFN-y u 1J/ml). Ako se koristi Mitogen epruveta, mitogenom stimuliran uzorak
plazme sluzi kao IFN-y pozitivna kontrola svakog testiranog uzorka. Neznatna reakcija na mitogen (< 0,5 13/ml)
smatra se nejasnim rezultatom, iako uzorak krvi pokazuje negativnu reakciju na Th antigene. Takav rezultat
moze nastati u slu¢aju nedovoljnog broja limfocita, smanjene aktivnosti limfocita uslijed nepravilnog postupanja
sa uzorkom, nepravilnog uzimanja krvi ili mijeSanja Mitogen epruvete ili ako limfociti bolesnika nisu u stanju
producirati IFN-y. Nulti uzorak obuhvata korekturu nespecifi¢ne pozadine, heterofilnih efeketa antitijela ” kao i
nespecifiéni IFN-y u uzorku krvi. IFN-y vrijednost Nulte epruvete se odbija od IFN-y vrijednosti Th-Antigen
epruvete i Mitogen epruvete (ukoliko je koristena).

Trajanje testa

Slijede podaci o pribliznom trajanju QFT testa kao i potrebno vrijeme kod testiranja vise uzoraka metodom
skupne obradbe (Batch).

Inkubacija uzoraka pri 37 °C: 16 - 24 sati
ELISA: oko 3 sata za svaku ELISA plo¢u
o <1 satrada
) plus 10-15 min. za svaku dodatnu plo¢u



3. REAGENSI I NJIHOVO POHRANJIVANJE

Epruvete za uzimanje krvi: tuberkulosis i antigen kontrola

Narudzbeni br. T0590-0301

Epruvete Nulta kontrola (sivi ¢ep) 100 epruveta
Epruvete Th-Antigen (crveni ¢ep) 100 epruveta
Epruvete Mitogen kontrola (ljubicasti ep) 100 epruveta
NAPOMENA: Epruvete se mogu kupiti i u slijedecim pakovanjima:

100 Epruveta Nulta kontrola + 100 Epruveta Th-Antigen (narudzb. br. T0590-0201)
100 Epruveta Mitogen Kontrola (narudzb. br. T0593-0201)

Epruvete za primjenu na velikim nadmorskim visinama:

NarudZ.br. T0590-0501: (za velike visine) 100 epruveta Nulta kontrola, 100 epruveta Tb-
Antigen

Narudz. br. T0590-0505: (za velike visine) 100 epruveta Nulta kontroa, 100epruveta Th-
Antigen i 100 epruveta Mitogen kontrola
Narudz. br. T0593-0501: (za velike visine) 100 epruveta Mitogen kontrola



Reagensi kita

ELISA reagensi

Narudzb. br. 0594-0201

Narudzb. br. 0594-0501

Kit sa 2 ploce

Reference Lab Pack
(Pakovanije za referencijski
laboratorij)

Mikrotitar trake sa anti-humanim IFN-y
monoklonalnim antitijelom (mis)

2 ploce sa po 96 udubljenja

20 ploca sa po 96 udubljenja

Humani IFN-y Standard, liofiliziran
(sadrZi rekombinantan humani IFN-y,
govedi kazein, 0,01 % timerosala)

1 bocica
(8 13/ml nakon rekonstitucije)

10 bocica
(8 13/ml nakon rekonstitucije)

Zeleni razblazivac (sadrzi govedi kazein,
normalni serum misa,
0,01 % timerosala)

1x30ml

10 x 30 ml

Konjugat (100x koncentriran), liofiliziran
(anti-humani IFN-y (mi§) HRP; sadri
0,01% timerosala)

1 x 0.3ml (nakon rekonstitucije)

10 x 0,3 ml (nakon rekonstitucije)

Pufer za ispiranje (20x koncentriran) (pH

7,2; sadrzi 0,01 % timerosala) 1x 100 ml 10 x 100 ml
Otopina enzimskog supstrata (sadrzi H,0,,

3,3’,5,5’ tetrametilbenzidin) 1x30ml 10 x 30 ml

Enzimska otopina za zaustavljanje reakcije

(sadrZi 0,5M H,SOy) 1xI15ml 10 x I5 ml




Potrebni materijal koji se ne nalazi u sastavu Kita

37 °C inkubator; CO, nije potreban.

Kalibrirane pipete sa varijabilnim volumenom (10 ul do 1000 pl) sa jednokratnim vrhovima
Kalibrirane viSekanalne pipete za doziranje 50 pul i 100 pl sa jednokratnim vrhovima
Tresilica za mikrotitar ploce

Deionizirana ili destilirana voda (2 litre)

Aparat za ispiranje mikrotitar plo¢a (po mogucénosti automatiziran)

Cita¢ mikrotitar plo¢a sa 450-nm filtrom i 620 do 650 nm referentnim filtrom

Pohranjivanije

Epruvete za uzimanje krvi

e Cuvajte epruvete za uzimanje krvi na 4 - 25 °C.

Reagensi kita

e Cuvajte kit na temperaturi od 2 — 8 °C.
e  Zatitite enzimsku otopinu od izravnog utjecaja sunca.

Rekonstituirani a nerabljeni reagensi

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

e Rekonstituirani Kit standard je pri skladistenju izmedu 2 i 8 °C odrZiv tri mjeseca.
0 Oznacite datum rekonstitucije Kit standarda.
o Nakon rekonstitucije nepotreban konjugat 100x se mora i dalje Guvati na temperaturi od 2-8°C i isto u roku
od tri mjeseca potrositi.
0 Oznacite datum rekonstitucije konjugata.
e Rekonstituirani konjugat se mora potroSiti u roku od 6 sati nakon pripremanja.
e Pufer za ispiranje koji je pripremljen za uporabu odrZiv je na sobnoj temperaturi do dva tjedna.



4. MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Mijere opreza

e Negativan rezultat testa QFT ne iskljuuje moguénost infekcije sa M. tuberculosis ili oboljenje od
tuberkuloze, uzrok laznog negativnog rezultata moze biti faza infekcije (npr. ako je krv uzeta prije
razvitka celularne imunoloSke reakcije), poremecaj funkcije imunoloskog sustava zbog drugih
oboljenja, nepravilno postupanje sa epruvetama nakon uzimanja krvi, nepravilno provodenje testa
ili drugi imunoloski ¢imbenici.

e Pozitivan rezultat testa QFT ne moZe sluZiti kao jedina osnova za ocjenjivanje infekcije sa M.
tuberculosis; nepravilnim provodenjem testa moze do¢i do lazno pozitivnog rezultata.

e Pozitivan rezultat testa QFT treba daljnjim medicinskim i dijagnostickim pretragama razjasniti;
samo tako je moguce utvrditi, da li postoji aktivno oboljenje od tuberkuloze (npr. AFB brisom i
kulturom kao i rendgenskim pregledom toraksa).

e Tako BCG sojevi i najveéi dio poznatih netuberkuloznih mikobakterija ne sadrze ESAT-6, CFP-10
i TB7.7(p4), pozitivan rezultat testa QFT ipak moZe biti prouzrokovan i infekcijom sa M. kansasii,
M. szulgai ili M. marinum. Ukoliko postoji sumnja da je doSlo do takve infekcije, valja primijeniti
alternativne metode testiranja.

Upozorenja

Dijagnosti¢ki proizvod koristiti samo /n vitro.

Opasno: Otopina enzimskog supstrata sadrzi 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, opasan ako se proguta, kod
udisanja i dodira sa kozom. Drazi kozu i o¢i. Djeluje mutageno. Nosite zastitne naocale i laboratorijske
rukavice i postupajte sa ovom otopinom kao sa potencijalno karcinogenom tvari.

Opasno: Enzimska otopina za zaustavljanje reakcije sadrZi H,SO,, opasan ako se proguta, kod udisanja i
dodira sa o¢ima i kozom. Drazi kozu i o¢i. Nosite zaStitne naocale i laboratorijske rukavice i uobi¢ajenu
laboratorijsku zastitnu odje¢u. Ukoliko bi stop reagens nehotice dospio na kozu ili u o¢i, isperite sa puno
vode i obratite se lije¢niku.

Opasno: IFN-y standard i 100x koncentrirani konjugat mogu u slu¢aju gutanja izazvati tegobe a kontakt
sa kozom iritacije. Nosite laboratorijske rukavice i uobicajenu laboratorijsku zastitnu odjecu.

Rukujte sa humanim uzorcima krvi uvijek kao sa potencijalno infekcioznima! Pridrzavajte se
odgovarajuc¢ih smjernica glede rukovanja sa krvlju.

Nekoliko reagensa sadrze Thimerosal kao sredstvo za konzerviranje. Thimerosal moze djelovati toksi¢no
kod gutanja, udisanja i kontakta sa koZom.

Zeleni razblaziva¢ sadrZi normalni serum miSa i kazein; te supstance mogu izazvati alergi¢ne reakcije.
Stoga izbjegavajte kontakt sa koZzom.

Odstupanje od u uputi opisanog postupka i instrukcije moZe dovesti do pogresnih rezultata. Molimo Vas da
prije uporabe pazljivo procitate uputu za provodenje testa.

Nemojte koristiti kit ako su jedna ili viSe bocica sa reagensima prije uporabe oStecene ili pustaju.

Nemojte koristiti komponente ovog pakovanja zajedno sa ELISA reagensima drugih QFT Kit SarZi.
Otklonite nepotrebne reagense i bioloSke uzorke shodno mjesnim i nacionalnim propisima.

Nakon isteka odrzivosti nije dozvoljeno dalje koristiti epruvete za uzimanje krvi i komponente ELISA kita.
Uvijerite se prije koriStenja da li su svi laboratorijski uredaji kao aparat za ispiranje i ¢ita¢ za mikrotitar ploce
kalibrirani i validirani.



5. UZORKOVANJE | RUKOVANJE

QFT test sadrzi slijedece epruvete za uzimanje krvi:

1. Nulta kontrola (sivi ¢ep sa bijelim prstenom) (za visine do 810 m nadmorske visine)

N

Tb Antigeni (crveni ¢ep sa bijelim prstenom) (za visine do 810 m nadmorske visine)

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

4. Nulta kontrola (sivi ¢ep sa zutim prstenom) (za visine od 1020 do 1875 m nadmorske visine)

o

Tb Antigeni (crveni ¢ep sa Zutim prstenom) (za visine od 1020 do 1875 m nadmorske visine)

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

Antigeni se nalaze u suSenom obliku u prevlaki unutarnje stjenke epruvete za uzimanje krvi. Stoga se uzorci
krvi moraju pazljivo promijesati sa sadrzinom epruvete. Epruvete potom treba ¢im prije, ali najkasnije u roku od
16 sati nakon uzimanja krvi, staviti u inkubator pri temperaturi od 37 °C.

Optimalni rezultati se postizu pridrzavanjem slijedecih uputa:

1. Uzmite od svakog pacijenta 1 ml venske krvi u svaku QFT epruvetu. Uzimanje krvi je dozvoljeno
samo obrazovanom medicinskom osoblju (flebotomist).

Do nadmorske visine od 810 m treba Koristiti QFT Standard epruvete za uzimanje krvi. Na
nadmorskoj visini iznad 1.020 m treba koristiti specijalne QFT epruvete za velike visine.

Pri koriStenju epruveta QFT iznad naznacenih visina ili pri malim koli¢inama uzorka krv
moZete uzeti i Strcaljkom; tada u sve tri epruvete podajte po 1 ml krvi. Iz sigurnosnim razloga
najbolje je u tu svrhu otkloniti iglu; pridrzavajte se pri tomu uobicajenih sigurnosnih mjera.
lzvadite cep iz triju epruveta QFT i podajte u svaku epruvetu 1 ml krvi (do crne oznake na
bocnom rubu etikete). Nakon toga zacepite epruvete i promijesajte kako je dolje opisano.

Posto se epruvete od 1 ml relativno polako pune krvlju, ostavite epruvetu nakon ociglednog
postizanja razine punjenja joS 2-3 sekunde na igli. Tako Cete osigurati uzimanje potrebne
koli¢ine krvi.

Crna oznaka na strani epruvete obiljeZava razinu punjenja od 1ml. Epruvete QFT su
validirane za volumen od 0,8 do 1,2 ml. Ako pri uzimanju krvi nije postignuta ta crta,
preporuca se ponovno uzimanje uzorka krvi.

Ako se za uzimanje krvi koristi Butterfly igla, prvo pomocu prazne epruvete treba osigurati da
je vod pun krvi prije nego Sto se postavi QFT epruveta.

2. Neposredno nakon punjenja epruveta krvlju promuckajte ih deset puta tek tolikom ja¢inom da unutarnja
stijenka epruvete bude sasvim pokrivena krvlju tako da se antigeni u prevlaci stijenke mogu otopiti.

Temperatura epruveta pri uzimanju krvi treba biti izmedu 17 i 25°C.

Previse jako muckanje moze unistiti gel ugrusak i pokazati pogresan rezultat.

3. Oznadite epruvete.

4. Epruvete treba ¢im prije, ali najkasnije u roku od 16 sati nakon uzimanja krvi staviti u inkubator na
37°C + 1°C. Cuvajte epruvete do inkubacije na sobnoj temperaturi (22 °C = 5 °C). Nemojte uzorke Kkrvi
drzati u hladnjaku ili zamrzivacu!



6. UPUTA ZA UPORABU

1. korak: Inkubacija uzorka Kkrvi i odvajanje plazme

Materijali. koje kit sadrzi

QFT epruvete za uzimanje krvi (vidi 3. poglavlje).

Potrebni materijali, koje kit ne sadrzi

Vidi 3. poglavlje.

Postupak

1. Ukoliko se uzorci krvi ne inkubiraju odmah poslije uzimanja, epruvete treba neposredno prije
inkubacije ponovno promuckati okretanjem 10 puta.

2. Inkubirajte epruvete u USPRAVNOM POLOZAJU 16 do 24 sata pri 37 °C. CO, ili vlaZenje nije
potrebno.

3. Epruvete sa uzorkom krvi moZete prije centrifugiranja do 3 dana ¢uvati na temperaturi od 4 - 27°C.
4. Nakon inkubacije na temperaturi od 37 °C epruvete treba radi lakSeg oduzimanja plazme 5 - 15
minuta centrifugirati na 2000 — 3000g (RCF). Uslijed nastalog ugruska stanice se odvajaju od plazme.

Ukoliko to ne nastupi, epruvete treba ponovno centrifugirati na visoj brzini.

e Plazma se moZe odvojiti i bez centrifugiranja, ali se pri tome mora veoma paZljivo postupati
da ne bi pri odvajanju plazme uzkovitlali stanice.

5. Nakon centrifugiranja i prije oduzimanja plazme ni u kom slu¢aju nemojte pipetirati gore-dolje,
niti mijeSati plazmu. Postupajte pazljivo, kako ne bi povrijedili materijal na povrsini gela.

e Koristite za uzimanje uzorka plazme uvijek pipetu!

e Uzorke plazme mozete stavljati neposredno iz centrifugiranih epruveta na QFT ELISA plocu;
isto vrijedi i ako koristite ELISA automat.

e Uzorke plazme moZete na temperaturi od 2-8 °C ¢uvati do 28 dana; pri ¢uvanju na temperaturi
od -20°C nakon oduzimanja plazme, i duZze.



2. korak: Humani IFN-y ELISA

Materijali, koje kit sadr7i

QFT ELISA kit (vidi 3. poglavlje).

Potrebni materijali, koje kit ne sadrzi

Vidi 3. poglavlje.

1.

Postupak

Svi uzorci plazme i svi reagensi - sa iznimkom 100x konjugata - moraju prije uporabe imati sobnu
temperaturu (22 = 5°C). Planirajte za to najmanje 60 minuta.

Uzmite trake, koje Vam nisu potrebne iz okvira, vratite ih u foliju i pohranite ih do uporabe u hladnjaku.
Pripremite najmanje jednu traku za QFT standarde i dovoljan broj traka za testiranje pacijenata (vidi slike
2A i 2B za koristenje 2 odnosno 3 epruvete). Nakon uporabe sacuvajte okvir i poklopac za preostale trake.

Rekonstituirajte liofilizirani Kit standard sa koli¢inom deionizirane ili destilirane vode koja je naznadena na
etiketi standard bodice. Pazljivo promije$ajte sadrzaj bo¢ice (minimizirajuéi stvaranje pjene) i uvjerite se da
je sadrzaj potpuno rastopljen. Rekonstitucijom standarda na naznacen volumen dobivamo otopinu sa
koncentracijom od 8,0 1J/ml.

Napomena: Volumen koji je potreban za rekonstituciju Kit standarda nije u svakoj SarZi isti!

Uporabite  rekonstituiran Kit standard za  pripravljanje  serije  otopine 1.4  od
IFN-y u zelenom razblazivac¢u (GD) — vidi sliku 1. S1 (Standard 1) sadrZi 4 1J/ml, S2 (Standard 2) sadrzi 1
1J/ml, S3 (Standard 3) sadrzi 0,25 1J/ml a S4 (Standard 4) sadrzi 0 1J/ml (samo GD). Standarde treba
testirati najmanje u duplikatu.

PREPORUCEN POSTUPAK ZA PREPORUCEN POSTUPAK ZA
STANDARDE U DUPLI KATU STANDARDE U TRIPLIKATU
1 2” 3’7 +

Oznacite 4 epruvete sa ,,S1”, ,,S2”, ,,S3” i a. Oznacite 4 epruvete sa ,,S17,,,S2”,
”84” ,,84"
b. Podajte 150ul GD u S1, S2, S3, S4. b. Podajte 150ul GD u S1.
c. Podajte 150pl Kit standarda u S1 c. Podajte 210ul GD u S2, S3, S4.
i promijeSajte pazljivo. d. Podajte 150l Kit standarda u S1
d. Prenesite 50ul iz S1 u S2 i paZljivo i pazljivo promijesajte.
promijesajte. e. Prenesite 70pl iz S1u S2
e. Prenesite 50ul iz S2 u S3 i paZljivo i paZljivo promijeSajte.
promijesajte. f. Prenesite 70pl iz S2 u S3
f. ,,Samo GD” sluzi kao Nulti standard (S4). i pazljivo promijeSajte.
g. ,.Samo GD” sluzi kao Nulti standard (S4).
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Slika br. 1. Formiranje standardne krivulje

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

(samo GD)

o Pripremite za svaki ELISA proces novu otopinu Kit standarda.

4. Rekonstituirajte liofilizirani 100x koncentrirani konjugat sa 0,3 ml deionizirane ili destilirane vode. Pazljivo
promijesajte sadrzaj bocice (minimizirajuci stvaranje pjene) i uvjerite se da je sadrzaj potpuno rastopljen.

Konjugat gotov za uporabu se priprema tako da se potrebna koli¢ina rekonstituiranog 100x koncentriranog
konjugata razblaZi sa zelenom razrjedivac¢em kako to pokazuje tabela br. 1 (Pripremanje konjugata).

TABELA BR. 1 Pripremanje konjugata

KOLICINA 100x KOLICINA ZELENOG
BROJ TRAKA KONCENTRIRANOG RAZBLAZIVACA
KONJUGATA
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 25 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 pl 35 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 45 ml
10 50 pl 50 ml
11 55 pl 55 ml
12 60 pl 6,0 ml

o Dobro i pazljivo promije3ajte; izbjegavajuéi stvaranje pjene.

o Nerabljeni 100x koncentrirani konjugat odmah nakon uporabe i dalje drzite na temperaturi izmedu
2-8 °C.

e ZarazblaZzivanje koristite isklju¢ivo zeleni razblazivac.

5. Plazma uzorke koji su nakon oduzimanja iz epruvete bili duboko zamrznuti ili skladiSteni duze od 24 sata
treba prije stavljanja u ELISA udubljenja paZljivo promijesati.

o Ukoliko se plazma uzorci dodaju neposredno iz centrifugiranih epruveta, mijeSanje treba izbjegavati.

6. Stavite 50 ul svjeZe pripravljenog gotovog konjugata pomoéu visekanalne pipete u odgovaraju¢a ELISA
udubljenja.
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7. Podajte 50 pl uzorka plazme pomocéu visekanalne pipete u odgovarajuéa ELISA udubljenja (vidi
preporucen raspored na plo¢i na slikama 2A i 2B). Na kraju dodajte po 50 ul standarda 1 do 4.
Slika br. 2A. Preporuceni raspored uzoraka Nulta kontrola i Tb Antigen na plo¢i
(44 testova po ploéi)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN | 5N | 9N | 13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
B 1A | 5A | 9A | 13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
C 2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
D 2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A
E 3N [ 7N | 1IN | 15N | 19N | 21N | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
F 3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
G 4N | 8N [ 12N | 16N [ 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
H 4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A
e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Uzorak 1, Nulta kontrolna plazma); 1A (Uzorak 1, Th Antigen plazma).
Slika br. 2B. Preporudeni raspored uzoraka Nulta kontrola, Tb Antigen i Mitogen na plo¢i
(28 testova po ploci)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN | 1A | 1M S1 |[(S1 | 13N | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M
B 2N [ 2A | 2M S2 [ S2 | 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
c 3N |3A | 3M S3 | S3 | 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
D 4N | 4A | 4M S4 | S4 | 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M
E 5N |5A [5M |9N [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
F 6N | 6A |6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
G 7N [ 7A |7M | 1IN | 11A | 11IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M
H 8N |8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M
e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Uzorak 1, Nulta kontrolna plazma); 1A (Uzorak 1, Th Antigen plazma);
1M (Uzorak 1, Mitogen kontrolna plazma).
8. Promije3ajte paZljivo konjugat i uzorke plazme/standarde u trajanju od 1 minute u tresilici za mikrotitar
ploce.
9. Pokrijte svaku plo¢u sa poklopcem i inkubirajte plo¢e 120 + 5 minuta na sobnoj temperaturi (22 + 5°C).
e Za vrijeme inkubacije ploCe zastitite od izravnog zraCenja sunca.
10. Za vrijeme inkubacije razblazite jedan dio 20x koncentriranog pufera za ispiranje sa 19 dijelova

deionizirane ili destilirane vode i dobro promijeSajte. U kitu se nalazi dovoljno 20x koncentriranog pufera
za ispiranje da bi se dobilo 2 litre gotovog pufera za ispiranje.

Isperite udubljenja najmanje 6 puta sa 400 ul gotovog pufera za ispiranje. Preporu¢amo Vam da Koristite
automat za pranje mikrotitar ploca.

e Pazljivo ispiranje je veoma vazno za u¢inak testa. Kontrolirajte pri svakom ciklusu ispiranja da li su sva
udubljenja do gornje ivice puna puferom za ispiranje. Preporu¢amo da izmedu ciklusa ispiranja
raunate najmanje 5 sekundi za namakanje.

e U sabirni spremnik za otpadnu tekuéinu treba dodati dezinfekcijsko sredstvo koje se koristi u
laboratorijima. Drzite se osim toga uputa za dekontaminaciju potencijalno infekcioznih materijala koje
vrijede u VVaSem laboratoriju.
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11.

12.

13.

14.

Lupkanjem istresite plo¢e da udubljenjima prema dolje na papir, kako bi otklonili ostatak pufera za
ispiranje. Potom dodajte 100 pl otopine enzimskog supstrata u svaku udubinu i promijesajte plo¢e pomocu
tresilice.

Pokrijte svaku plo¢u sa poklopcem i inkubirajte plo¢e 30 minuta na sobnoj temperaturi (22 + 5°C).

e Za vrijeme inkubacije ploCe zastitite od izravnog zracenja sunca.

Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta dodajte 50 pl enzimske otopine za zaustavljanje reakcije u svako
udubljenje i promijesajte.

o Enzimsku otopinu za zaustavljanje reakcije dodajte u udubljenja po istom redoslijedu i sa pribliZzno istim
tempom kao §to ste udinili sa enzimskim supstratom pod brojem 11.

Izmjerite opticku gustocu (OD) svakog udubljenja u roku od 5 minuta nakon dodavanja otopine za

zaustavljanje reakcije pomocu ¢itaca za mikrotitar ploce, primjenom 450 nm filtra i 620 do 650 nm
referentnog filtra. IzraCunavanje rezultata vrsi se pomocu oéitane vrijednosti opticke gustoce.

7. 1ZRACUNAVANJE I INTERPRETACIJA REZULTATA

Cellestis Vam nudi QFT analizni softver za analizu podataka i izraGunavanje rezultata. (Uvjerite se da uvijek
koristite najnoviju verziju softvera!)

Softver provodi kontrolu kvalitete testa, formira standardnu krivulju i pruza za svakog testiranog pacijenta
rezultat na temelju dolje opisane metode interpretacije.

Namjesto koristenja QFT analiznog softvera rezultati se mogu utvrditi i dolje opisanom metodom:

Formiranje standardne krivulje

(ako ne koristimo QFT softver)

Utvrdite srednju vrijednost opti¢ke gustoce Kit standard replikata na svakoj plo¢i.

Formirajte log)-l0g standardnu krivulju grafickim prikazom log, srednje vrijednosti opticke gustoce (y-0s)
prema loge IFN-y koncentracije standarda u 1J/ml (x-0s), izostavivsi kod ovog izraCunavanja Nulti standard.
IzraGunajte liniju najboljeg oblika standardne krivulje regresijskom analizom.

Koristite standardnu krivulju za utvrdivanje IFN-y koncentracije (1J/ml) za svaki testirani uzorak plazme
primjenom opti¢ke gustoce.

Za ta racunanja mogu se koristiti softver paketi koje Cellestis nudi za ¢itace mikrotitar plo¢a kao i standardnim
formulama ili programima za statistiku (kao npr. Microsoft Excel). Mi preporu¢amo primjenu tih softver paketa
za izraCunavanje regresijske analize, varijacijskog koeficijenta standarda (%CV) kao i koeficijenta korelacije (r)
za standardnu krivulju.

13



Kontrola kvalitete testa

Toc¢nost rezultata testa ovisi od pravilnog formiranja standardne krivulje. Stoga se iz standarda izvedeni rezultati
moraju preispitati prije interpretacije rezultata testa.

ELISA je valjan ako su ispunjeni slijedeéi kriteriji:

e Srednja vrijednost opti¢ke gustoée Standarda 1 mora biti > 0,600.
e 9% CV repliciranih vrijednosti opticke gusto¢e Standarda 1 i Standarda 2 mora biti <15% .

o Replicirane vrijednosti opti¢ke gustoée Standarda 3 i Standarda 4 ne smiju odstupati u veéoj
mjeri od srednjih vrijednosti nego 0,040 OD jedinica.

o Koeficijent korelacije, izra¢unat iz srednjih vrijednosti apsorbancije Standarda mora biti
(r)=>0,98.

Softver za QFT analizu izracunava i pokazuje ove parametre kontrole kvalitete.

Ukoliko ti kriteriji nisu ispunjeni, test je bezvrijedan i mora se ponoviti.

e Srednja vrijednost opti¢ke gustoé¢e Nultog standarda (zeleni razblaziva¢) trebao bi biti < 0,150.
Ukoliko je srednja OD vrijednost > 0,150, preporuéa se kontrola postupka ispiranja ploc¢a.
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Interpretacija rezultata

Rezultate QFT testa treba interpretirati po slijede¢im kriterijima:

NAPOMENA: Diagnoza odnosno isklju¢enje oboljenja od tuberkuloze kao i prognoza vjerojatnosti LTBI
iziskuje zajedni¢ku ocjenu epidemioloskih, anamnesti¢kih, medicinskih i diagnosti¢kih rezultata; svi ovi
rezultati se moraju uzeti u obzir pri interpretaciji rezultata QFT testa.

AKO SE RABE SAMO EPRUVETE NULTA KONTROLA | TB-ANTIGEN

Tb Antl[(la;/nr?ll]nus Nula QFT rezultat Mi&ljenje/Inter pretacija
<035 negativan M. tuberculosis infekcija
< 8.0 > 0,35 i < 25% Nula vrijednosti NIJE vjerojatna
. .. . . M. tuberculosis infekcija
0, 1
> 0,351> 25% Nula vrijednosti pozitivan vierojatna
> 8.02 svejedno koliko neiasan? Rezultati Th Antigen reakcije
' ) nejasni

! U slugajevima kada se ne pretpostavlja infekcija M. tuberculosis, po&etni pozitivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim,
dupliciranim testiranjem prvobitnih uzoraka plazme metodom QFT ELISA. Ukoliko se u ponovljenom testu prvog ili drugog
uzorka pokaze pozitivan rezultat, rezultat testa treba interpretirati kao pozitivan.

2 U Klinickim studijama kod manje od 0,25 % sudionika je Nulta kontrola pokazala IFN-y koncentraciju > 8,0 13/ml.

% Moguée uzroke vidi u poglavlju Rjesavanje problema.

Iz mjerene visine IFN-y koncentracije ne moze se izvesti zakljucak o stadiju ili stupnju infekcije, mjeri
imunoloSke reaktivnosti ili o vjerojatno¢i progresije kod aktivnog oboljenja.
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SLIKA 3.

Dijagram interpretacije kod primjene epruveta NULA i TB ANTIGEN

Ne

TB Antigen —
Nulta kontrola
>0.35 13/ml

Ne

Ne

VALIDACIJA

Da

TB Antigen — Nulta kontrola
> 25% vrijednosti Nulte kontrole
izraZzeno u 13/ml

Da

Nulta kontrola < 8,0
13/ml

16




AKO SE RABE EPRUVETE NULA, TB ANTIGEN | MITOGEN:

Nula Th Antigen minus Nula Mitogen minus QFT A "
[13/ mi] [13/mI] Nula [13/ mi]" rezultat Misljenje/Interpretacija
<0.35 z 05 Negativan M. tuberculosis infekcija
> 0,35 i < 25% Nula vrijednosti > 0,5 NIJE vjerojatna
- 5 — =
< 8.0 > 0,35 I = 25/? Nula svejedno koliko pozitivan? M. tuber(_:ulo_5|s infekcija
vrijednosti vjerojatna
<0,35 <05
> 0,351 < 25% Nula vrijednosti <05 nejasan3 Rezultati Tb Antlgen reakeije
nejasni
> 8,0 svejedno koliko svejedno koliko

! Reakcija na pozitivnu Mitogen kontrolu (a ponekad i na Th-Antigen) je Gesto izvan mjernog opsega &itada za mikrotitar
ploce. To medutim nema upliva na rezultate testa.

2 U slugajevima kada se ne pretpostavlja infekcija M. tuberculosis, po&etni pozitivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim,
dupliciranim testiranjem prvobitnih uzoraka plazme metodom QFT ELISA. Ukoliko se u ponovljenom testu prvog ili drugog
uzorka pokaZe pozitivan rezultat, rezultat testa treba interpretirati kao pozitivan.

® Moguce uzroke vidi u poglavlju Rjesavanje problema.

U Klini¢kim studijama kod manje od 0,25 % sudionika je Nulta kontrola pokazala IFN-y koncentraciju > 8,0 13/ml.

Iz mjerene visine IFN-y koncentracije ne moze se izvesti zakljucak o stadiju ili stupnju infekcije, mjeri
imunoloSke reaktivnosti ili 0 vjerojatnoéi progresije kod aktivnog oboljenja.
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SLIKA 4.

Dijagram interpretacije kod primjene epruveta NULA, TB ANTIGEN i MITOGEN

Mitogen — Nulta kontrola
<0,51/mli/ili
Nulta kontrola > 8,0 13/ml

Ne

¥

NEGATIVAN

Ne

TB Antigen —
Nulta kontrola
> 0,35 1J/ml

Da

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

e

Da Ne

VALIDACIJA

Da

Nulta kontrola
<8,0 1J/ml

Da

i
POZITIVAN
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8. GRANICE POSTUPKA

Rezultate QFT testa treba posmatrati u kombinaciji sa epidemioloskom anamnezom svakog pojedina¢nog
pacijenta, njegovog trenutnog zdravstvenog stanja i drugih dijagnostic¢kih pretraga.

Rezultate osoba, kod kojih je Nulta vrijednost bila visa od 8 1J/ml treba interpretirati kao ,,nejasne”, posto za 25
% poviSena Th-Antigen reakcija moZe biti izvan mjernog opsega.

Do nepouzdanih ili nejasnih rezultata moze doéi iz slijede¢ih razloga:
e QOdstupanje od postupka opisanog u priloZenoj uputi za uporabu

e Previsoka koncentracija cirkuliraju¢eg IFN-y ili prisutnost heterofilnih antitijela
e Prekoradenje roka od 16 sati izmedu uzimanja uzorka i inkubacije na temperaturi od 37 °C

9. ZNACAJKE TESTA
Klinicke studije

Posto za dokaz latentne Th infekcije (LTBI) ne postoji op¢e prihvacéeni standard, za QFT test prakticki se ne
moze odrediti to¢na senzitivnost i specifikacija. Kod QFT testa priblizna specifi¢na vrijednost je odredena tako
da su utvrdeni lazno pozitivni rezultati osoba sa niskim rizikom Thb infekcije (bez poznatih rizi¢kih ¢imbenika).
PribliZzna vrijednost senzitivnosti odredena je pregledima skupina bolesnika, kod kojih je kulturom dokazana
prisutnost aktivne Tb infekcije.

Specifikacija

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama u jednoj studiji je uéestvovalo 866 dragovoljaca; od sudionika su prilikom
TST (tuberkulinski kozni test) uzeli krv za QFT test. Demografski podaci i rizi¢ki ¢imbenici za Th uzeti su
istodobno sa testom pomocu standardizovanog upitnika. Od 432 dragovoljaca, kod kojih nije bilo rizi¢kih
¢imbenika M. tuberculosis infekcije, za 391 osobu je pored rezultata QFT testa stajao na raspolaganju i rezultat
TST pregleda. Nijedan dragovoljac nije primio BCG vakcinu. Jedan drugi QFT test za utvrdivanje specifikacije
izvr3en je u Japanu, kod osoba sa malim rizikom oboljenja, od kojih je 90 % prije primilo BCG cijepljenje.
Rezultate tih dvijuh ispitivanja spezifikacije prikazuje tabela broj 2.

Tabela br. 2: Ispitivanje specifikacije testa QFT kod osoba bez rizi¢kih ¢imbenika infekcije M.
tuberculosis.

BCG Pregledi QFT TST
status Pregledane sa pozitivan QFT pozitivan / TST*
ISPITIVANJE o osobe nejasnim / broj specifikacija o] 0] specifikacija
A ukupno QFT valjanih ~ (95% Cl)  pregledanih  (95% CI)
cijepljenih
rezultatom  testova osoba
SAD 0 99.2% 98.5%
(nepublicirano) | % 391 ! 3/390 | gg.100) 6/391 (97-99)
98.8%
15 _0No _ _
Japan 90% 168 6 21162 (95-100)
7/559 99.1%
UKUPNO - 559 (1.3%) 5/552 (98-100) - -

(*Grani¢na vrijednost TST kod BGC-necijepljenih osoba odredena je sa 10 mm.) PribliZzna vrijednost
specifikacije TST pri grani¢noj vrijednosti od 15 mm iznosi 99.1%.
** Cl = konfidentni interval

Senzitivnost kod aktivne tuberkuloze

Senzitivnost QFT testa utvrdili su kod americkih, australijskih i japanskih pacijenata, kod kojih je
pretpostavljena Th infekcija i kulturom dokazana infekcija M. tuberculosis. lako za dokaz latentne infekcije
tuberkulozom (LTBI) ne postoji opée priznat test, rezultatom kulture M. tuberculosis utvdeno je da su ove osobe
bez sumnje inficirane. Prije vrSenja QFT testa pacijenti su lijeeni najvise 8 dana.
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Tabela broj 3 prikazuje rezultate kultura tih triju skupina pacijenata inficiranih sa M. tuberculosis. Kod aktivne
tuberkuloze QFT test je pokazao ukupnu senzitivnost od 89% (157/177).

Tabela broj 3: Ispitivanje senzitivnosti QFT testa kod osoba, kod kojih je kulturom utvrdena infekcija sa
M. tuberculosis

QFT pozitivan /

QFT senzitivnost

ISPITIVANJE broj valajnih (95% CI)
testova
. T 93%
Japanski Th pacijenti 86 /92 (86-07%)
. 89%
Australijski 24 [ 27 (70-97%)
81%
SAD 47158 (68-90%)
89%
UKUPNO 157/ 177 (83-93%)

LTBI diagnoza
O populacijama sa viskoim LTBI rizikom publicirana su monogobrojna ispitivanja u svezi sa zna¢ajkama QFT
testa. Tabela broj 4 prikazuje sazetak najvaznijih rezultata nekih od tih ispitivanja.

Tabela broj 4: Nekoliko publiciranih ispitivanja u populacijama sa visokim LTBI rizikom u svezi sa QFT
testom

Ispitivane osobe

ISPITIVANJE Rezultati i nalazi

ukupno
Veoma visoki udio Th, 40% QFT pozitivan, dok je udio TST pozitivnih
indiiski HCW rezultata 41% pri granic¢noj vrijednosti od 10mm. Podudaranje sa TST u
Y % 726 visokoj mjeri, BCG vakcina ne pokazuje utjecaja ni u jednom testu. U
(Pai et al 2005) ol s LT A
obadva testa rizicki ¢imbenici su zivotna dob i vrijeme provedeno u
zdravstvu.

Ukupna prisutnost LTBI po testu QFT iznosi 4.6% (27/590) kod
HIV*bolesnika. Pozitivni rezultati su povezani sa rizi¢kim &imbenicima Tb.
590 Kod dva QFT pozitivna pacijenta razvila se u roku od 1 godinu dana aktivna
tuberkuloza. Nejasne reakcije (n=20; 3,4%) pri signifikantno malim CD4
brojem (<100 / pl).

danski HIV
(Brock et al 2006)°

Kod djece koja su u kontaktu sa pretpostavljeno Th inficiranima ili
anamnezom utvrdenim Tb pacijentima izvr$eni su testovi QFT i TST. U
105 testu QFT bilo je 10,5% pozitivnih, u TST 9,5% pozitivnih (pri 20mm).
Testovi se podudaraju ukupno u 95,2%, unutar onih, koji nisu primili BCG
vakcinu u 100%.

u bolnici lijecena djeca
Dogra et al 2006)*

U 15 razli¢itih slucajeva ispitivali su bliske kontakt osobe. 51% su prije
primili BCG ovakcinu, 27% podrijetlom je iz inozemstva. 70% od BCG
309 cijepljenih i 18% od necijepljenih bili su TST pozitivni (5mm), dok su 9%
odnosno 11% bili QFT pozitivni. Rezultat testa QFT-Gold IT je povezan sa
Th rizikom. Rezultat testa TST je povezan samo sa BCG cijepljenjem.

njemacke kontakt osobe
(Diel et al 2006)*

Mnoge druge publikacije opisuju pored QFT testa i znagajke kvalitete testa QuantiFERON®-TB Gold. To je
varijanta prije QFT testa, produkt koji je manje osjetljiv, solubilan antigen. Te studije su ispitivale primjenu
testova u slijede¢im grupama: osobe koje imaju kontakt sa aktivno tuberkuloznim pacijentima® **** % djeca®*®
.28 HIV pozitivni pacijenti® > %, zdravstveni radnici*® % ¥, imunosupresirani® * % 2323031 ‘5q0he s

sumnjom na TB" 818 j osobe sa malim rizikom®.

Reproducibilnost TST testa i djelovanje na kasniji rezultat QFT testa

U SAD-u su kao dio ispitivanja specifikacije u jednoj podgrupi dragovoljaca 4-5 tjedana poslije prvobitnih
testova QFT i THT ponovo testirali. Kod 260 vojnika je rezultat QFT testa u obadva slucaja stajao na
raspolaganju, rezultati su se podudarali za 99,6% (259/260). Prije izvrSen TST test nije izazvao pozitivan
odgovor na QFT.
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10. TEHNICKE INFORMACIJE

Nejasni rezultati

Nejasni rezultati bi se trebali pojavljivati samo rijetko a mogu biti prouzrokovani slijede¢im tehnickim
¢imbenicima:

Prekoracenje roka od 16 sati izmedu uzimanja uzorka i inkubacije na temperaturi od 37 °C

Pohrana uzoraka krvi izvan preporu¢enog podruéja temperature (22 + 5°C)

Nedovoljno mijeanje epruveta za uzimanje krvi

Nedovoljno pranje ELISA ploca

Ukoliko se pretpostavlja tehni¢ki problem kod uzimanja krvi ili u rukovanju sa uzorcima, treba ponoviti cijeli
QFT test sa novim uzorkom krvi. ELISA test sa stimuliranim uzorcima plazme moZe se ponoviti, ako se
pretpostavlja nedovoljno pranje ili druga odstupanja od propisane ELISA test metode. Nejasni rezultati, koji
poti¢u iz niskih Mitogen vrijednosti ili visokih Nula vrijednosti, ne¢e se mijenjati ponavljanjem testa, jedino ako
je doslo do pogreske prilikom provodenja ELISA testa. Nejasne rezultate treba kao takve proslijediti. Lije¢nik
¢e tada po potrebi uzeti novi uzorak krvi ili odrediti drugu vrst pretrage.

Zgrusani uzorci plazme

Ukoliko pri duzem pohranjivanju uzoraka plazme nastanu ugrusci fibrina, uzorke treba centrifugirati do
stvaranja sedimenta, kako bi se plazma lakse pipetirala.
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ELISA rjeSavanje problema

Nespecificna boja_reakcije

MOGUCI UZROCI

RJESENJE

Nedovoljno pranje ploca

Plo¢u prati najmanje 6x sa 400 pl pufera za ispiranje po udubljenju.
Zavisno od primijenjenog uredaja za pranje moze biti potrebno i vise
od 6 ciklusa pranja. Preporuca se pri¢ekati najmanje 5 sekundi za
namakanje.

KriZzna kontaminacija ELISA udubljenja

BriZljivo pipetiranje i mijeSanje uzoraka smanjuje rizik.

OdrZivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrZivosti kita jo$ nije istekao. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potroSeni u roku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.

Enzimska otopina kontaminirana

Otklonite supstrat ako je poprimio plavkastu boju. Uvjerite se da se za
reagense koriste samo ¢isti spremnici.

MijeSanje plazme u centrifugiranoj epruveti
prije oduzimanja plazme.

Osigurajte da se plazma pazljivo uzima sa gel ugruska (bez pipetiranja
gore-dolje i bez povrede materijala na povrsini gela).

Niska vrijednost opticke gustoée kod standarda

MOGUCI UZROCI

RJESENJE

GreSka kod razblaZivanja Standarda

Razrjedenje Kit standarda provoditi to¢no po priloZenoj upulti.

Pogresno pipetiranje

Kontrolirajte da li su pipete kalibrirane i uporabljene to¢no po uputama
proizvodaca.

Temperatura inkubacije preniska

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

Vrijeme inkubacije prekratko

Vrijeme inkubacije plo¢e sa konjugatom, standardima i uzorcima treba
trajati 120 + 5 minuta. Enzimska otopina se inkubira na ploci 30
minuta.

Pogresan filtar za plocu

Plocu treba ¢itati pri 450 nm referentnim filtrom od 620-650 nm.

Reagensi pre hladni

Sve reagense (osim 100x koncentrirani konjugat) moraju postici prije
pocetka testa sobnu temperaturu. To traje oko 60 minuta.

Odrzivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrzivosti kita jos nije istekao. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potroSeni u roku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.
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Jaka obojenost pozadine

MOGUCI UZROCI

RJESENJE

Nedovoljno pranje ploca

Plocu prati najmanje 6x sa 400 pl pufera za ispiranje po udubljenju.
Zavisno od primijenjenog uredaja za pranje moze biti potrebno i vise
od 6 ciklusa pranja. Preporuca se pricekati najmanje 5 sekundi za
namakanje.

Temperatura inkubacije previsoka

Inkubaciju za ELISA metodu treba vrsiti na sobnoj temperaturi (17-
27°C).

OdrZivost kita /komponenti istekla

Kontrolirajte da datum odrZivosti kita jo$ nije istekao. Pobrinite se da
Standard i 100x koncentrirani konjugat budu potroSeni u roku od 3
mjeseca nakon rekonstitucije.

Enzimska otopina kontaminirana

Otklonite supstrat ako je poprimio plavkastu boju. Uvjerite se da se za
reagense koriste samo ¢isti spremnici.

Nelinearna standardna krivula i odstupanja izmedu replikata

MOGUCI UZROCI

RJESENJE

Nedovoljno pranje ploca

Plocu prati najmanje 6x sa 400 pl pufera za ispiranje po udubljenju.
Zavisno od primijenjenog uredaja za pranje moze biti potrebno i vise
od 6 ciklusa pranja. Preporuca se pricekati najmanje 5 sekundi za
namakanje.

GreSka kod razblazZivanja Standarda

Razrjedenje Kit standarda provoditi tocno po prilozenoj uputi.

Nedovoljno mije3anje

PromijeSajte reagense brizljivo viSekratnim okretanjem ili blagim
vorteksiranjem, prije dispenziranja na plocu.

Nepodjednaka tehnika pipetiranja ili prekid
pripremanja testa

Dispenzirajte uzorke i Standarde kontinuirano. Svi reagensi moraju biti
gotovo pripremljeni prije poCetka testa.

Video koji prikazuje postupak testiranja kao i rjeSenje najveceg dijela tehni¢kih problema nalazi se na CD-
ROM-u zajedno sa informacijama o produktu i tehni¢kim uputama. CD-ROM mozete narugéiti direktno kod
firme Cellestis ili preko Vaseg isporuditelja.
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12. TEHNICKI SERVIS

Tehnicki servis mozete kontaktirati pod slijede¢im adresama:

Cellestis International Pty Ltd: Tel.: +61 3 8527 3500

Fax: +61 3 9568 6623
E-Mail: techsupport@cellestis.com

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

E-Mail: techsupport@cellestis.com

Web stranica: www.cellestis.com

Ostale zemlje:

Zemlja Besplatni telefonski broj
Australija 9001 5776
Austrija 0800 8020034
Belgija 0800 75351
Francuska 0800911164
Njemacka 0800 182 7452
Irska 1800 550 417
Nizozemska 0800 022 5340
Novi Zeland 0800 44240
Svicarska 0800 561 802
Velika Britanija 0800 680 0630
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13. POSTUPAK TESTIRANJA (UKRATKO)

1. KORAK: INKUBIRANJE UZORKA KRVI

Uzmite krv od pacijenta u epruvete i
promuckajte 10 puta tek tolikom snagom da
krv potpuno pokrije unutarnju stijenku
epruvete tako da se antigeni u prevlaci stijenke
mogu otopiti.

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

Poslije inkubacije centrifugirajte epruvete 5-15
minuta pri obrtaju od 2000 - 3000g (RCF), da bi P
odvojili plazmu od crvenih krvnih stanica. e~ ':;:jl

Nakon centrifugiranja pipetom oduzmite plazmu.
Prije oduzimanja brizljivo pazite da ni u kom
sluéaju ne pipetirate gore-dolje i da ne mijeSate
plazmu.
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2. KORAK: IFN-y ELISA

ELISA komponete — osim 100x koncentriranog
konjugata — ostavite da se stabiliziraju na sobnoj
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 pomocu zelenog razblazivaca konjugat
i podajte 50 ul u svako udubljenje.

Podajte 50 pl uzorka plazme i 50 pl standarda u
odgovarajuca 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.

27



10.

11.

12.

Dodajte 50 pl stop reagensta u svako udubljenje. I—[ I—l Ll I_i
PromijeSajte tresilicom.

Ocitajte rezultate na 450 nm primjenom referentnog filtra
od 620-650 nm.

Interpretirajte rezultate.
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14. VAZNE 1ZMJENE

Vazne izmjene u ovom izdanju (05990301G- srpanj 2011) upute za uporabu naznacene su u slijedeéoj tabeli:

Poglavlje

Strana

Izmjene

5. Uzorkovanje i rukovanje

8

Izmjena postupka muckanja

6. Uputa za uporabu 9 Izmjena upute za rukovanje epruvetama sa uzorkom krvi

6. Uputa za uporabu 10 Izmjena upute za rukovanje sa uzorcima plazme

10. Tehnicke informacije 29 Dodqtak: ,_,Muesanje:*’plazme u centrifugiranoj epruveti prije
oduzimanja plazme

12. Tehnicki servis 25 Nova e-mail adresa tehnickog servisa
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