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1. PASKIRTIS

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) yra testas In vitro diagnostikai, kurj sudaro peptidy kokteilis,
simuliuojantis proteinus ESAT-6, CFP-10 ir TB7.7(p4) ir stimuliuoja lgsteles gryname heparinuotame kraujyje.
Interferon-y (IFN-y) nustatymas ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metodu tarnauja In vitro
reakcijy j Siuos peptido antigenus identifikavimui, kurios pasireiSkia esant Mycobacterium tuberculosis
infekcijai.

QFT yra netiesioginis testas, skirtas M. tuberculosis infekcijos (imtinai Aktyvios ligos) nustatymui. Testo
rezultatai turéty buiti vertinami, atsizvelgiant | rizikos jvertinimg, rentgeno tyrimus ir kitus medicininius ir
diagnostinius tyrimus.

2. TESTO TRUMPAS APRASYMAS IR PAAISKINIMAS

Tuberkuliozé (TB) yra uzkre¢iama liga, kurig sukelia infekcija su M. tuberculosis komplekso (M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum) organizmais. Nuo asmeny, kurie serga kvépavimo taky TB, kaip taisyklé uzsikre¢iama
laselinés infekcijos keliu. Naujai infekuotiems asmenims savaiciy ar ménesiy laikotarpyje gali pasireiksti TB
liga, bet pas didziaja infekuoty asmeny dalj nepasireisSkia jokiy simptomy. Pas didzigja dalj islieka latentiné
tuberkuliozés infekcija (LTBI), t.y. neuzkre¢iama besimptomé liga, kurios aktyvi forma gali pasireiksti tik po
ménesiy ar mety. Pagrindinis LTBI nustatymo tikslas yra rapintis gydymu, kad biity uzkirstas kelias susirgimui
TB liga. Dar visai nesenai Tuberkulino odos testas (tuberculin skin test, TST) buvo vienintelis turimas metodas
LTBI diagnozavimui. Odos jautrumas tuberkulinui atsiranda praéjus 2 - 10 savai¢iy po uzsikrétimo. Taciau kai
kuriems infekuotiesiems reakcija i tuberkuling nepasireiskia, tarp jy, pavyzdziui, pacientai su dél kity ligy
sutrikusia imuninés sistemos veikla, bet ir pacientai be tokiy sutrikimy. Atvirks§¢iai, kai kurie asmenys, kurie i§
tikryjy néra infekuoti M. tuberculosis, po skiepijimo su Bacillus Calmette-Guérin (BCG), ir badami uzsikréte
kitomis nei su M. tuberculosis kompleksu mikobakterijomis ar dél kity nezinomy faktoriy yra jautriis
tuberkulinui ir jiems atlikus Tuberkulino odos testg yra gaunamas teigiamas testo rezultatas.

LTBI reikia skirti nuo tuberkuliozés ligos, kurig yra biitina registruoti ir kuri jprastai apima plaucius ir apatinius
kvépavimo takus, taciau gali buti paveiktos ir kitos organy sistemos. Tuberkuliozés liga yra diagnozuojama
remiantis istoriniy, fiziniy, radiologiniy, histologiniy ir Miko bakteriologiniy tyrimy rezultatais.

QFT testas matuoja lasteliy perduota imunologinj atsakyma (CMI) j peptido antigenus, kurie simuliuoja miko
bakterinius proteinus. Siy proteiny (ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4)) triiksta visose BCG atmainose ir
didziojoje miko bakterijy dalyje, isskyrus M. kansasii, M. szulgai ir M. marinum.* Asmeny, kurie yra infekuoti
M. tuberculosis komplekso organizmais, kraujyje yra limfocity, kurie $iuos ir kitus miko bakterinius antigenus
atpazjsta. Sio atpaZinimo proceso metu yra gaminamas ir iSskiriamas citokinas, IFN-y. Nustatymas ir po to
sekantis IFN-y kiekybinis jvertinimas sudaro §io testo pagrinda.

QFT teste panaudoti antigenai yra peptidy kokteilis, kuris simuliuoja proteinus ESAT-6, CFP-10 ir TB7.7(p4).
Daugelis atlikty studijy parodé, kad $ie peptido antigenai stimuliuoja IFN-y reakcija M. tuberculosis infekuoty
asmeny T-lastelése, kitaip nei T-lastelése neinfekuoty arba BCG vakcinuoty asmeny, neserganciy TB liga arba
neturinéiy LTBI rizikos." Tagiau dél medicininio gydimo arba susirgimy, kurie kenkia imuninei funkcijai,
IFN-y reakcija gali potencialiai sumazéti. Pacientai su tam tikromis kitomis miko bakterinémis infekcijomis gali
taip pat reaguoti | ESAT-6, CFP-10 ir TB7.7(p4), nes geny, uzkoduoty §iy proteiny, yra ir M. kansasii, M.
szulgai ir M. marinum 2. Todél QFT testas yra vertinga pagalba atliekant M. tuberculosis komplekso
infekcijos diagnoze sergantiems pacientams. Teigiamas testo rezultatas paremia tuberkuliozés ligos diagnozg,
tadiau ir kitos miko bakterijos (pvz. M. kansasii) gali lemti teigiamg rezultatg. Kad buty patvirtinta TB ligos
diagnozé ar, atitinkamai, kad ji blity paneigta, yra butini kiti medicininiai ir diagnostiniai tyrimai.



Testo principas

QFT sistemoje naudojami specialiis kraujo paémimo vamzdeliai, kuriais yra paimami gryno kraujo méginiai. Po
to sekanti kraujo méginiy vamzdeliuose inkubacija trunka nuo 16 iki 24 valandy. Po to paimama plazma ir
patikrinama, ar joje yra IFN-v, kuris pagal aplinkybes susidaré reakcijos j peptido antigenus metu.

QFT testas susideda i§ dviejy etapy. Pirmame etape grynas kraujo méginys supilamas j jvairius QFT kraujo
paémimo vamzdelius, tarp kuriy yra nulinis kontrolinis vamzdelis, TB antigeno vamzdelis ir neprivalomas
mitogeno vamzdelis.

Mitogeno vamzdelis QFT teste gali biiti panaudotas kaip teigiama kontrolé. Tai gali buti ypa¢ pateisinama kai
asmens imuninés sistemos situacija néra aiski. Mitogeno vamzdelis taip pat gali biiti panaudotas kaip kontrolinis
bandymas teisingai elgsenai su kraujo méginiu ir teisingai inkubacijai.

Vamzdelis turi biiti kuo greiciau ir biitinai per 16 valandy po kraujo paémimo inkubuotas 37°C temperatiiroje.
Po 16 - 24 valandy trukusio inkubacijos periodo vamzdeliai centrifuguojami. Tada atskiriama plazma ir ELISA
metodo pagalba nustatomas IFN-y (IE/ml) kiekis.

Testas yra laikomas teigiamas IFN-y reakcijai j TB antigeno vamzdelj, jeigu §i verté yra reik§mingai vir§ nulinés
kontrolés (IFN-y IE/ml) vess. Panaudojant m itogeno vamzdelj mitogeng stimuliuojantis plazmos méginys
tarnauja kaip IFN-y pozityvi kontrolé kiekvienam patikrintam méginiui. Silpna reakcija j mitogenag (< 0,5 IE/ml)
vertinama kaip neai$kus rezultatas, kai kraujo méginys parodo neigiamg reakcijg ir | TB antigenus. Toks
modelis gali pasitaikyti esant nepakankamam limfocity skai¢iui, esant sumazéjusiam limfocity aktyvumui dél
netinkamo elgesio su méginiais, netinkamo mitogeno vamzdelio uZpildymo arba maiSymo arba tada, kai
paciento limfocitai negali gaminti IFN-y. Nulinis méginys koreguoja nespecifines fono reakcijas, heterofilinius
antikiiniy efektus’ bei nespecifinj IFN-y kraujo méginyje. Nulinio vamzdelio IFN-y verté atimama i§ TB
antigeno vamzdelio ir mitogeno vamzdelio (jeigu panaudotas) IFN-y vertés.

Testo trukmé

Zemiau rasite informacija apie apytiksliai nustatyta QFT testo trukme, o taip pat apie reikiamg laikg testuojant
meéginiy paketa:

Kraujo vamzdelio inkubacija prie 37 °C: 16 - 24 valandos
ELISA: apie 3 valandos vienai ELISA plokstelei
) <1 val. darbo laikas
. plius 10 — 15 min. kiekvienai

papildomai plokstelei



3. REAGENTAI IR LAIKYMAS

Tuberkuliozés ir kontrolinio antigeno kraujo paémimo vamzdeliai

Uzsakymo Nr. T0590-0301

1. Nulinis kontrolinis vamzdelis (pilkas dangtelis)

2. TB antigeno vamzdelis (raudonas dangtelis)

3. Mitogeno kontrolinis vamzdelis (violetinis dangtelis)

NURODYMAS:

Galima jsigyti ir sekancius vamzdelius:

100 vamzdeliy

100 vamzdeliy

100 vamzdeliy

100 Nuliniy kontroliniy vamzdeliy + 100 TB antigeno vamzdeliy (Uzsakymo Nr.T 0590-

0201)

100 Mitogeno kontroliniy vamzdeliy (UZsakymo Nr. T059- 0201)

UZsakymo Nr. T0590- 0501: (didelis aukstis) 100 nuliniy kontroliniy vamzdeliy, 100 TB

antigeno vamzdeliy

UzZsakymo Nr. T0590-0505: (didelis aukstis) 100 nuliniy kontroliniy vamzdeliy, 100 TB
antigeno ir 100 Mitogeno kontroliniy vamzdeliy.
UZsakymo Nr. T0593- 0501: (didelis aukstis) 100 mitogeno kontroliniy vamzdeliy.

ELISA sudétinés dalys

ELISA sudétinés dalys

UZsakymo Nr.: 0594-0201

UZsakymo Nr.: 0594-0501

Pakuoté referencinéms

2-ju ploksteliy komplektas laboratorijoms
(Reference Lab Pack)
Mikrojuostelés padengtos ne Zzmogaus IFN-y 2 plokstelés su 96 Sulinéliais 20 ploksteliy su 96
monokloniniu antik@iniu (pelés) Sulinéliais

Zmogaus IFN-y standartas, liofilizuotas
(sudeétyje yra rekombinantinio Zmogaus
IFN-y, galvijy kazeino, 0,01 % timerosalio)

1 buteliukas (8 1E/mI
po atkiirimo)

10 buteliuky (8 IE/mI
po atktirimo)

Zalias skiediklis (sudétyje yra galvijy
kazeino,normalaus peliy serumo, 0,01 %
timerosalio)

1x30ml

10 x 30 ml

Konjugatas (100x koncentratas), liofilizuotas
(ne Zmogaus IFN-y (pelés) HRP; sudétyje yra
0,01 % timerosalio)

1 x 0,3 ml (po atkiirimo)

10 x 0,3 ml (po atkiirimo)

Plovimo buferis (20x koncentratas) (pH 7,2; 1x 100 mi 10 x 100 ml
sudétyje yra 0,01 % timerosalio)

Fermento substrato tirpalas (sudétyje yra 1x30mil 10 x 30 mi
H,0,, 3,3’,5,5" tetrametilbenzidino)

Fermento stabdymo tirpalas (sudétyje yra 1x 15 ml 10x 15 ml

0,5M H,S0,)




Reikalingos bet nepateiktos medziagos

37°C inkubatorius; CO, nereikalingas.

Kalibruotos reguliuojamo tario pipetés (nuo 10 pl iki 1000 pl) su vienkartiniais Svirkstais
Kalibruota daugiakanalé pipeté tirio nustatymui (nuo 50 pl iki 100 ul) su vienkartiniais Svirkstais
Mikroploksteliy kratytuvas.

Dejonizuotas arba destiliuotas vanduo (2 litrai)

Mikroploksteliy plovimo aparatas (rekomenduojamas automatizuotas)

Skaitymo jrenginys mikroploksteléms su 450 nm filtru ir 620 - 650 nm referencijos filtru



Sandéliavimas

Kraujo paemimo vamzdeliai

Kraujo paémimo vamzdelius sandéliuokite 4 - 25°C temperatiiroje.

Komplekto reagentai

Komplekta sandéliuokite 2 - 8 °C temperatiiroje.
Enzimo substrato tirpalg visada saugokite nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

Atkurti_ir nepanaudoti reagentai

Nurodymus apie komplekto reagenty atkitirima rasite 6 skyriaus grafoje “Reagenty paruoSimas”.

Atkurtas komplekto standartas, sandéliuojant 2 - 8°C temperatiiroje, gali biiti laikomas iki trijy ménesiy.
0 UzraSykite komplekto standarto atkiirimo datg.
Nepanaudotas konjugatas (100x) po atktirimo turi buti vél sandéliuojamas 2-8°C temperatiiroje ir taip pat
sunaudotas per tris ménesius.
o UzZraSykite konjugato atkiirimo datg.
Panaudojimui paruostas konjugatas turi buti sunaudotas per 6 valandas nuo paruo$imo.
Panaudojimui paruosta plovimo buferj kambario temperatiiroje galima laikyti ilgiausiai dvi savaites.



4. ATSARGUMO PRIEMONES IR JSPEJIMAI

Atsargumo priemoneés

o Neigiamas QFT testo rezultatas nepanaikina M. tuberculosis infekcijos ar tuberkuliozés ligos
egzistavimo tikimybés; klaidingus neigiamus rezultatus gali nulemti infekcijos fazé (pvz., kai
kraujo méginys yra paimtas prie$ lastelinés imuninés reakcijos pasireiskima), imuninés funkcijos
sutrikimai dél kity ligy, netinkamas vamzdeliy panaudojimas po kraujo paémimo, neteisingas testo
atlikimas arba kiti imunologiniai pakitimai.

e Teigiamas QFT testo rezultatas neturéty bati vienintelis pagrindas priimant sprendimg apie M.
tuberculosis infekcijos egzistavima; neteisingai atlickant testg gali buti gauti klaidingi teigiami
rezultatai.

e Teigiamas QFT testo rezultatas turi bati patvirtintas atliekant tolesnius medicininius ir
diagnostinius tyrimus; tik taip galima nustatyti, ar asmuo serga aktyvia tuberkuliozés forma (pvz.,
AFB tepinélis ir kulyiira, bei kriitinés 1astos rentgenograma).

e Nors ESAT-6, CFP-10 ir TB7.7(p4) néra BCG atmainose ir didziojoje Zinomy netuberkulioziniy
miko bakterijy dalyje, ta¢iau QFT testo teigiamo rezultato pagrindas gali bati infekcija su M.
kansasii, M. szulgai arba M. marinum. Jeigu tokia infekcija jtariama, turi bati atlikti alternatyviniai
testai.

Ispéjimai
Naudoti tik /n vitro diagnostikai.

Atsargiai: Enzimo substrato tirpale yra 3,3',5,5' tetrametilo benzidino, kuris yra pavojingas prarijus,
ikvépus ir per salytj su oda. Dirgina odg ir akis. Mutagenas. Naudokite apsauginius akinius, laboratorines
pirstines ir elkités su Siuo tirpalu kaip su potencialia kancerogenine medziaga.

Atsargiai: Enzimo stabdymo tirpale yra H,SO,, kuris yra pavojingas prarijus, jkvépus ir per salytj su
akimis ir oda. Naudokite apsauginius akinius, laboratorines pirStines ir darbui laboratorijoje skirtus
apsauginius drabuzius. Po nety¢inio stabdymo tirpalo saly¢io su oda ar akimis praskalaukite dideliu kiekiu
vandens ir kreiptis | gydytoja.

Atsargiai: IFN-y standartas ir konjugato 100x koncentratas prarijus ar po saly¢io su oda gali sukelti
dirginimg. Naudokite laboratorines pirstines ir darbui laboratorijoje skirtus apsauginius drabuZius.
Zmogaus kraujo méginius visada laikykite potencialiai infekuojan¢iais! Laikykités esminiy elgsenos su
krauju nurodymy.

Kai kuriy reagenty sudétyje yra timerosalio, naudojamo kaip konservavimo priemoné. Timerosalj prarijus,
jkvépus ir per salytj su oda gali pasireiksti jo toksinis poveikis.

Zaliame skiediklyje yra normalaus pelés serumo ir kazeino; §ios medziagos gali sukelti alergines reakcijas;
vengti kontakto su oda.

Nukrypimai nuo pakuotés informaciniame lapelyje apraSytos instrukcijos gali jtakoti klaidingus rezultatus.
Pries naudojant prasome atidziai perskaityti testo instrukcija.

Komplekto nenaudokite, jeigu vienas ar daugiau reagenty buteliuky prie§ naudojimg yra apgadinti arba
nesandarts.

Nenaudokite $io komplekto sudétiniy daliy kartu su kity QFT komplekty siunty ELISA reagentais.
Nepanaudotus reagentus ir biologinius méginius i§meskite laikydamiesi vietinés valdzios ir Salies teisés
akty.

Pasibaigus naudojimo laikui kraujo paémimo vamzdeliy ir ELISA komplekto sudétiniy daliy naudoti
nebegalima.

Prie$ naudojant patikrinkite, ar visi laboratorijos prietaisai kaip ploksteliy plovimo automatas ir skaitymo
jrenginys, skirtas mikroploksteléms, buvo kalibruoti at atitinkamai validuoti.



5. MEGINIO PAEMIMAS IR NAUDOJIMAS

Kraujo paemimas

QFT testui naudojami Sie kraujo paémimo vamzdeliai:

1. Nulin¢ kontrolé (pilkas dangtelis su baltu ziedu) (auksciui iki 810 metry vir§ jiiros lygio)

2. TB specifiniai antigenai (raudonas dangtelis su baltu ziedu) (auksc¢iui iki 810 metry vir§ juros
lygio)

3. Mitogeno kontrolé - neprivaloma (violetinis dangtelis su baltu Ziedu) (auks¢iui iki 810 metry vir§
juros lygio)

4. Nuliné kontrolé (pilkas dangtelis su geltonu ziedu) (auks¢iui nuo 1020 iki 1875 metry)

5. TB antigenai (raudonas dangtelis su geltonu Ziedu) (auks¢iui nuo 1020 iki 1875 metry)

6. Mitogeno kontrolé - neprivaloma (violetinis dangtelis su geltonu ziedu) (auksciui nuo 1020 iki
1875 metry)

Antigenai yra iSdziovinti ant vidiniy kraujo paémimo vamzdeliy sieneliy, todél kraujo méginiai turi biiti
kruopsciai sumaisyti su vamzdelio turinys. Tada vamzdeliai yra kiek galima greiciau, ne véliau kaip per 16
valandy nuo kraujo paémimo, perkeliami i inkubatoriy (37 °C).

Optimaliis rezultatai yra pasiekiami laikantis $ios instrukcijos:

1. Paimkite i§ kiekvieno paciento po 1 ml veninio kraujo tiesiai j kiekvieng QFT kraujo paémimo
vamzdelj. Kraujg paimti gali tik kvalifikuotas medicinos darbuotojas.

Matavimui aukstyje iki 810 metry vir§ juros lygio turéty biti panaudojami QFT standarto
kraujo paémimo vamzdeliai. Auks$tyje vir§ 1.020 m turéty bati panaudojami QFT kraujo
paémimo vamzdeliai, skirti dideliems auk$¢iams.

QFT kraujo paémimo vamzdelius panaudojant kitame nei paminétame aukstyje arba esant
maziems méginiy kiekiams, kraujas gali biti paimamas ir $virkstu, tada j kiekvieng is trijy
vamzdeliy jpilama po 1 ml kraujo. Saugumo sumetimais tam nuimama Svirksto adata; tai
darant prasome laikytis jprasty atsargumo priemoniy. Nuimkite Siy trijy QFT vamzdeliy
dangtelius ir j kiekvieng vamzdelj jpilkite po 1 ml kraujo (iki juodos zZymos ant etiketés Soninio
krasto). Tada vél uzdengti dangteliu ir maisyti kaip nurodyta zemiau.

Kadangi 1 ml vamzdeliai kraujg jtraukia palyginti létai, kai atrodys, kad yra pasiektas
reikiamas uzpildymo lygis, praSome vamzdelj palikti ant adatos dar 2-3 sekundes. Tai
uztikrins reikiamo kraujo kiekio paémima.

Juoda zymé ant vamzdelio Sono reiskia 1 ml uzpildymo tirj QFT kraujo paémimo vamzdeliai
yra validuoti tiuriui nuo 0,8 ml iki 1,2 ml Jeigu imant kraujq Si indikatoriné linija
nepasiekiama, siitloma paimti naujq kraujo meéginj.

Kraujo émimui panaudojant “drugelio” tipo adata reikia prie§ uzdedant QFT Gold vamzdelj
tuscio vamzdelio pagalba jsitikinti, kad jungiamoji tiibelé yra uzpildyta krauju.

2. UZpildZius vamzdelius nedelsiant juo deSimt karty pakankamai stipriai papurtyti, siekiant uztikrinti,
kad visa vamzdelio vidiné sienelé yra padengta krauju, su kuriuo susimaiSyty antigenai, esantys ant
vamzdelio vidiniy sieneliy.

Paimant kraujo méginj vamzdelio temperatiira turéty bati 17-25°C.

Per stiprus purtymas gali paZeisti zelé dangtelj ir sglygoti neteisingus rezultatus.

3. Ant vamzdeliy uzrasykite pavadinimus.

4. Vamzdeliai turi buti kiek galima greiCiau, taciau véliausiai po 16 valandy nuo kraujo paémimo,
patalpinti j inkubatoriy (37°C+ 1°C). PrieS inkubacija vamzdelius laikyti kambario temperatiiroje (22°
C = 5° C). Kraujo méginiy nelaikyti Saldytuve ar Saldymo kameroje!



6. VARTOJIMO INSTRUKCIJA

1-as zingsnis: kraujo méginio inkubacija ir plazmos paémimas

Pateiktos medZiagos

QFT kraujo paémimo vamzdeliai (Zitrékite 3 skyriy).

Reikalingos bet nepateiktos medziagos

Ziarekite 3 skyriy
Procediira

1. Jeigu kraujo méginiai po paémimo néra i§ karto inkubuojami, vamzdeliy turinys prie§ pat
inkubacija turi biiti pakartotinai sumaiSytas 10 karty apverciant.

2. Vamzdelius inkubuokite VERTIKALIOJE pozicijoje 37 °C temperattroje 16 - 24 valandas. CO, arba
drékinimas inkubuojant néra reikalingas.

3. Pries centrifugavima kraujo paémimo vamzdelius temperatiiroje nuo 4°C iki 27°C galima laikyti
ilgiausiai 3 dienas.

4. Po vamzdeliy inkubacijos 37 °C temperatiiroje, kad biity lengviau paimti plazma, jie yra 5-15 minuciy
centrifiiguojami esant 2000 — 3000 RCF (g). Susidarant kams¢iui lastelés atsiskiria nuo plazmos. Jeigu
tai nejvyksta, vamzdeliai turi biiti centrifuguojami dar kartg ir didesniu greiciu.

e Plazma galima paimti ir be centrifugavimo, taciau tai reikia daryti labai atsargiai, kad paimant
plazma nebity sujudintos lastelés.

5. Po centrifugavimo ir prie§ plazmos paémima kiekvienu atveju venkite méginius traukyti pipete
aukStyn ir Zemyn arba plazma sumaiSyti. Dirbkite kruops¢iai, kad nesujudintuméte medziaga
prie gelio pavirsiaus.

e Plazmos méginj prasome visada paimti panaudojant pipete!

e Plazmos méginiai i$ centrifuguoty kraujo paémimo vamzdeliy gali biiti perkelti tiesiai | QFT-
ELISA plokstele; tai galioja ir tais atvejais, kai yra panaudojami ELISA automatai.

e Plazmos méginiai 2-8° C temperatiiroje gali buti laikomi iki 28 dieny; paémus plazma galima
laikyti dar ilgiau -20°C ir Zemesnéje temperatiiroje.



2-as zingsnis: Human-1EN-y-EL ISA

Pateiktos medzZiagos

QFT ELISA komplektas (zidr. 3 skyriy).

Reikalingos bet nepateiktos medziagos

Ziarekite 3 skyriy

Procediira

kambario temperatiirg (22 + 5°C). Temperatiiry i$silyginimui paskirkite maziausiai 60 minuciy.

2. Nereikalingas juosteles iSimkite i§ rémelio, jdékite jas atgal j folijos jpakavima ir iki panaudojimo laikykite
Saldytuve.

Maziausiai vieng juostele paskirkite QFT standartams ir paimkite dar pakankama juosteliy skaiCiy
testuojamiems pacientams (zidirékite paveikslélius 2A ir 2B 2-jy arba 3-jy vamzdeliy panaudojimui). Po
panaudojimo rémelj ir dangtel]j pasilikite kitam panaudojimui su likusiomis juostelémis.

3. Atkurkite liofilizuotg komplekto standartg su ant standarto buteliuko etiketés nurodytu dejonizuoto arba
destiliuoto vandens kiekiu. Atsargiai maiSykite buteliuko turinj (vengiant puty susidarymo) ir jsitikinkite,
kad turinys visai i8tirpgs. Atkdrus standartg iki nurodyto tario, gaunamas tirpalas, kurio koncentracija yra
8,0 IE/m.

Nurodymas: Atkurto komplekto standarto kiekis yra kiekvienoje partijoje kitoks!

Atkurtg komplekto standarta panaudokite skiedinio serijos 1:4 i§ IFN-y Zaliame skiediklyje (ZS)
paruodimui — zitrékite 1 pav. S1 (1 standarto) sudétyje yra 4 IE/ml, S2 (2 standarto) sudétyje yra 1 IE/ml,
S3(3 standarto) sudétyje yra 0,25 IE/ml ir S4 (4 standarto) sudétyje yra 0 IE/ml (tik ZS). Standartai turéty
buti istirti maziausiai du kartus.

SIULOMA PROCEDURA SIULOMA PROCEDURA
DVIGUBAM STANDARTUI TRIGUBAM STANDARTUI
a. UZraSykite ant 4-iy vamzdeliy ,,S1”, ,,S2”, a. UZraSykite ant 4-iy vamzdeliy ,,S1”, ,,S2”,
#2337 ir ,,54”, #2337 ir ,,54”,
b. Ipilkite 150 ul ZS j S1, S2, S3, S4. b. Ipilkite 150 ul ZS j S1.
c. Ipilkite 150 pl komplekto standarto j S1 c. Ipilkite 210 pl GV i S2, S3, S4.
ir kruopsciai sumaisykite. d. Jpilkite 150 pl komplekto standarto j S1
d. Perkelkite 50 pl i S1S2 ir kruop§¢iai sumaisykite.
ir kruops¢iai sumaisykite. e. Perkelkite 70 pl i§ S1 S2
e. Perkelkite 50 pl i§ S2 S3 ir kruop$éiai sumaiSykite.
ir kruops¢iai sumaiSykite. f. Perkelkite 70 ul i§ S2 | S3
f. Tik ZS tarnauja kaip nulinis standartas ir kruopsciai sumaisykite.
(S4). g. Tik ZS tarnauja kaip nulinis standartas
(S4).
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1 PAVEIKSLELIS Standarto kreivés sudarymas

150 pL 50 arba 70 pl 50 arba 70 pl
S1 S2 S3 S4
L N\ \_/
(Komplekto Standartas 1 Standartas 2 Standartas 3 Standartas 4
standartas) 4,0 IE/ml 1,0 IE/mI 0,25 IE/ml 0,IE/ml
8,0 IE/ml (tik GV)

o Kiekvienai ELISA sesijai paruoskite naujus komplekto standarto skiedinius.

4. Atkurkite liofilizuota konjugato 100x koncentrata su 0,3 ml dejonizuoto arba destiliuoto vandens. Atsargiai
sumaisykite buteliuko turinj (vengdami puty susidarymo) ir jsitikinkite, kad turinys pilnai istirpo.

Naudojimui tinkama konjugata pagaminsite praskiesdami reikiamg atkurto konjugato 100x koncentrato
kiekj zaliame skiediklyje, kaip i§déstyta 1-oje lenteléje (Konjugato paruosimas).

1 LENTELE Konjugato paruo§imas

KONJUGATO ZALIO SKIEDIKLIO

JUOSTELIU

5 100 x KONCENTRATO KIEKIS
SKAICIUS

KIEKIS

2 10 ul 1,0 ml

3 15l 1,5 ml

4 20 ul 2,0 ml

5 25 pl 25 ml

6 30 ul 3,0 ml

7 35 pl 35 ml

8 40 l 4,0 ml

9 45yl 45 ml

10 50 50 ml

11 55 pl 55 ml

12 60 pl 6,0 ml

o Kruopsciai, taciau atsargiai iSmaisykite, vengdami puty susidarymo.
¢ Nesunaudota konjugato 100x koncentratg nedelsiant grazinkite j 2-8 °C temperatiira.
o Skiedimui naudokite tik zalig skiediklj.

5. Plazmos méginiai, kurie buvo paimami i§ kraujo paémimo vamzdeliy ir prie$ testa buvo uzSaldyti arba
ilgiau nei 24 valandas sandéliuojami, turi biiti pries jdedant j ELISA duobutes krup$¢iai sumaisyti.

e Jeigu plazmos méginiai yra jdedami tiesiai i§ centrifiguoty QFT vamzdeliy, reikia vengti plazmos
méginio maiSymo.

6. Daugiakanalés pipetés pagalba jpilkite j atitinkamas ELISA duobutes po 50 pl SvieZiai naudojimui paruosto
konjugato.
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7. Daugiakanalés pipetés pagalba jpilkite | atitinkamas duobutes po 50 pl plazmos méginio (zidirekite
rekomenduojama plokstelés panaudojimo plana, paveiksléliai 2A ir 2B). Galiausiai jpilkite po 50 pl j
kiekvieng i$ standarty nuo 1 iki 4.

2A PAVEIKSLELIS Rekomenduojamas plokstelés panaudojimas nuliniam kontrolés ir TB
antigeno vamzdeliams
(44 testai 1 plokstelei)

Eile 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 | 30A | 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 | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S1 (1 standartas), S2 (2 standartas), S3 (3 standartas), S4 (4 standartas).
¢ IN (1 méginys, nulinés kontrolés plazma); 1A (1 méginys, TB antigeno plazma).

I o mm g o w>

2B PAVEIKSLELIS Rekomenduojamas plokstelés panaudojimas nuliniam kontrolés, TB antigeno
ir mitogeno vamzdeliams (28 testai 1 plokStelei)

Reihe | 1 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 J9 J10 |11 |12
A [IN [1A |1M S1 | S1 |13N|13A|13M | 21N | 21A | 21Mm
B [2n [2a [2m S2 | S2 | 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22m
C |3N [3A |3m S3 | S3 |15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23Mm
D [4N [4A [4Mm S4 | S4 | 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24m
E [sN [5A |[5M [oN [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
F [6N |[6A [6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
G |7N [7A [ 7™M | 11N | 11A | 11M| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27Mm
H [8N [8A [8M | 12N [ 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28Mm

e S1 (1 standartas), S2 (2 standartas), S3 (3 standartas), S4 (4 standartas)
¢ IN (1 méginys, nulinés kontrolés plazma); 1A (1 méginys, TB antigeno plazma);
IM (1 méginys, mitogeno kontrolés plazma).

8. Konjugata ir plazmos méginius/standartus 1 minut¢ kruopsciai maiSykite, naudodami mikroploksteliy
kratytuva.

9. Kiekvieng plokstele uzdenkite dangteliu ir inkubuokite 120 = 5 minuciy kambario temperatiiroje (22 +
5°C).

o Inkubacijos metu ploksteles saugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy.
10. Inkubacijos metu praskieskite 1 dalj plovimo buferio 20x koncentrato su 19 daliy dejonizuoto ar destiliuoto
vandens ir kruopsciai iSmaisykite. IS pateikto plovimo buferio 20x koncentrato galima pagaminti 2 litrus

naudojimui tinkamo plovimo buferio.

Sulinélius plaukite maZiausiai 6 kartus su 400 pl naudojimui tinkamo plovimo buferio. Rekomenduojame
pasinaudoti mikroploksteliy plovimo automatu.

o Kruopstus plovimas yra labai svarbu siekiant tiksliy testo rezultaty. Kiekvieno plovimo ciklo metu
patikrinkite, ar visi Sulinéliai yra iki virSaus uzpildyti plovimo buferiu. Rekomenduotina tarp plovimo
cikly maziausiai 5 sekundes pamirkyti.

12



11.

12.

13.

14,

o | atlieckamy skysCiy talpykla turéty buti jpilta laboratorijose jprastai naudojamos dezinfekcinés
priemonés. Taip pat laikykités Jusy laboratorijoje galiojan¢iy potencialiai infekuojanc¢ios medZiagos
nukenksminimo taisykliy.

Pastuksenkite plokstele Sulinéliais j apacia ant popierinio ranksluoscio, kad buty pasalintas likgs plovimo
buferis. Tada j kiekvieng Sulinélj jpilkite 100 pl enzimo substrato tirpalo ir maiSykite mikroploksteliy
kratytuve.

Kiekvieng plokstelg uzdenkite dangteliu ir inkubuokite ja 30 minuciy kambario temperattiroje (22 + 5°C).

o Inkubacijos metu saugokite ploksteles nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

Po 30 minuciy trukusios inkubacijos j kiekvieng $ulinélj jpilkite po 50 pl enzimo stabdymo tirpalo ir
iSmaidykite.
e Enzimo stabdymo tirpalas j Sulinélius turéty biiti jpiltas ta pacia eiles tvarka ir tuo pacéiu tempu kaip ir

substratas 11-e punkte.

Pamatuokite optinj tankj (OT) kiekviename Sulinélyje 5-iy minuéiy laikotarpyje nuo stabdymo tirpalo
ipylimo. Tuo tikslu pasinaudokite skaitymo jrenginiu, skirtu mikroploksteléms, panaudojant 450 nm filtrg ir
nuo 620 nm iki 650 nm referencijos filtrg. OT vertés yra reikalingos apskaiciuojant rezultatus.

7. APSKAICIAVIMAS IR REZULTATU INTERPRETACIJA

Cellestis yra Jums paruos¢s QFT analizés programine jranga, skirta neapdoroty duomeny analizei ir rezultaty
apskai¢iavimui. (Uzsitikrinkite, kad visada naudojate naujausig programinés jrangos versija!)

Programinés jrangos pagalba atlickama kokybés kontrolés analizé, sudaroma standarto kreivé ir, remiantis
Zemiau paaiSkintu interpretacijos metodu, pateikiamas rezultatas kiekvienam testuotam asmeniui.

Vietoje QFT analizés programinés jrangos panaudojimo, kaip alternatyva, rezultatai gali bati nustatyti ir
Zemiau paaiskinto metodo pagalba:

Standarto kreivés sudarymas

(kai néra panaudojama QFT programiné jranga)

Nustatykite komplekto standarto pakartojimy vidutines OT vertes ant kiekvienos plokstelés.

Sudarykite l0g)-loge) standarto kreive, pazymédami vidutines OT vertés loge) (y asis) ir standarto IFN-y
koncentracijos loge IE/ml (x asis), i Siuos skaiCiavimus nejtraukdami nulinio standarto. Regresijos analizés
pagalba apskaiciuokite linija su labiausiai tinkancia forma standarto kreivei.

Standarto kreive panaudokite IFN-y koncentracijos (IE/ml) nustatymui kiekvienam iStestuotam plazmos
meéginiui, panaudokite kiekvieno méginio OT verte.

Siems skai¢iavimams gali biiti panaudoti programinés jrangos paketai, gaunami su mikroploksteliy skaitytuvais,
o taip pat standartinés skaiciuoklés arba statistikos programos (pvz., Microsoft Excel). Tokiais programinés
jrangos paketais rekomenduojame pasinaudoti darant regresijos analize, apskaiCiuojant standarty variacijos
koeficientg (% VK) bei koreliacijos koeficientg (r) standarto kreivei.
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Testo kokybés patikrinimas

Testo rezultaty teisingumas priklauso nuo teisingos standarto kreivés sudarymo. Todél, pries pradedant testo
rezultaty interpretacijg, turi biiti patikrinti i§ standarty iSvesti rezultatai.

ELSA galioja, kai yra iSpildyti visi Zemiau iSvardinti kriterijai:

1 standarto vidutiné OT verté privalo buti > 0,600.

e 1-mo sandarto ir 2-o standarto replikuoty OT ver¢iu VK % privalo biti < 15%.

e 3-am standartui ir 4-am standartui replikuotos OT vertés nuo atitinkamy vidutiniy verdiy turi
nukrypti ne daugiau kaip 0,040 OT vienety.

e IS standarty vidutiniy absorbavimo verciy apskaiciuotas koreliacijos koeficientas (r) privalo biiti
>0,98.

QFT analizés programinés jrangos pagalba apskaiciuojami Sie kokybés kontrolés parametrai.
Jeigu Sie kriterijai neiSpildomi, testas negalioja ir turi biiti pakartotas.

e Nulinio standarto (Zalio skiediklio) vidutiné OT verté turi buti < 0,150. Jeigu vidutiné OT verté
yra > 0,150, rekomenduojama patikrinti ploksteliy plovimo procesa.
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Rezultatu interpretacija

QFT testo rezultatai turi biiti interpretuojami pagal Siuos kriterijus:

NURODYMAS: Diagnozei ar atitinkamai tuberkuliozés ligos paneigimui ir LTBI tikimybés nustatymui
reikia jvertinti epidemiologinius, istorinius, medicininius ir diagnostinius rezultatus; i juos privaloma
atsizvelgti interpretuojant QFT testo rezultatus.

[Ilj::]sl] TB antigenas minus nulis ?Inéfmnl]]l nus nulis QFT rezultatas Ataskaita / interpretacija
<
0.35 - M. tuberculosis infekcija
- 80 > 0,35ir< 25%r?ylinés kontrolés neiglamas NERA galima
= O, vertes
> 0,35 ir> 25% nulinés kontrolés pozityvus ! M. tuberculosis infekcija
vertes galima
2 s g rezultatai TB antigeno reakcijai
>8,0 bet koks neaiskus neaiskis

! Tais atvejais, kai M. tuberculosis infekcija néra jtariama, pradZioje gauti teigiami testo rezultatai gali biiti patvirtinti
originaliy plazmos méginiy nauju dvigubu QFT ELISA testu. Jeigu pakartojus testa pirmam arba antram méginiui vel
gaunamas teigiamas rezultatas, testo rezultatas turi buti laikomas teigiamu.

2 Klinikiniy studijy metu maziau negu 0,25 % asmeny turéjo > 8,0 IE/ml IFN-y koncentracija nulinés kontrolés atzvilgiu.

® Galimy priezasciy ieSkokite skyriuje ,,Problemy sprendimas*.

Pagal pamatuotos koncentracijos IFN-y dydj negalima daryti iSvados apie infekcijos stadijg arba laipsnj, apie
imuninio reaktyvumo lygj ar apie aktyvios ligos progersavimo tikimybe.
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3 PAVEIKSLELIS Tekanti diagrama interpretacijai, kai panaudojami NULINIAI IR TB ANTIGENO
VAMZDELIAI

TB antigenas —
nuliné kontrolé
= 0,35 IE/mI

INTERPRETACIJA

Taip

TB antigenas — nuliné
kontrolé =25% nulinés
kontrolés vertés, IE/ml

Taip

A

Nuliné kontrolé <
8,0 IE/ml

PATVIRTINIMAS

Taip

A 4

TEIGIAMAS
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TB antigenas minus nulis Mitogenas minus QFT rezultatas Ataskaita / interpretacija

[1E/mI] nulis[IE/ mI]*

[\

<0,35 0,5

. M. tuberculosis infekcija
neigiamas

0,351ir < 25% n}llinés > 0.5 NERA galima
kontrolés vertés

v

M. tuberculosis infekcija

- 5 —
= 80 § O’ligr:trrflézssvﬁrtrgmes bet koks pozityvusz galima
<0,35 <05 . ) N
> 0351 < 2 59 n}llinés o5 N rezultatai TIBIGZ?;L%Zno reakcijai
kontrolés vertés '
> 8,0 bet koks bet koks

! Pozityvios mitogeno kontrolés (ir kartais TB antigeno) reakcija yra daznai uz mikroploksteliy skaitymo aparato matavimo
riby. Taciau tai neturi jtakos testo rezultatams.

% Tais atvejais, kai M. tuberculosis infekcija néra jtariama, pradZioje gauti teigiami testo rezultatai gali biiti patvirtinti
originaliy plazmos méginiy nauju dvigubu QFT ELISA testu. Jeigu pakartojus testa pirmam arba antram méginiui vél
gaunamas teigiamas rezultatas, testo rezultatas turi biiti vertinamas pozityviu.

3 Galimo pagrindo iegkokite skyriuje ,,Problemy sprendimas*.

*Klinikiniy studijy metu maZiau negu 0,25 % asmeny turéjo > 8,0 1E/ml IFN-y koncentracija nulinés kontrolés atzvilgiu.

Pagal pamatuotos koncentracijos IFN-y dydj negalima daryti iSvados apie infekcijos stadijg arba laipsnj, apie
imuninio reaktyvumo lygj ar apie aktyvios ligos progersavimo tikimybe.
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4 PAVEIKSLELIS Tekanti diagrama interpretacijai, kai panaudojami NULINES KONTROLES, TB
ANTIGENO IR MITOGENO VAMZDELIAI

TB antigenas —
nuliné kontrolé
20,35 IE/mI

INTERPRETACIJA

Taip

TB antigenas — nuliné
kontrolé =25% nulinés
kontrolés vertés, IE/ml

Ne Taip

Mitogenas — nuliné Taip Ne - i
kontrolé < 0,50 IE/ml irfarba Nuliné kontrolé
nuliné kontrolé > 8,0 IE/ml < 8,0 IE/ml

PATVIRTINIMAS

[N

Ne Taip
A\ 4 A\ 4

NEIGIAMAS TEIGIAMAS
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8. METODO RIBOS

QFT testo rezultatai privalo biiti jvertinti, atsizvelgiant j kiekvieno atskiro paciento epidemiologing istorija, jo
dabarting sveikatos bukle ir kitus diagnostinius tyrimus.

Rezultatai, kuriy nuliné verté yra vir§ 8 IE/ml, turi biiti vertinami kaip “neaiSkiis”, nes 25 % padidéjusi TB
antigeno reakcija gali baiti uz bandinio matavimo riby.

Nepatikimi arba neaiskis rezultatai gali biiti gauti del:

e nukrypimy nuo pakuotés informaciniame lapelyje nurodyto metodo
e ypatingai aukstos cirkuliuojancio IFN-y koncentracijos arba esant heterofiliniy antiktiniy

oo

e 16-0s valandy termino nuo kraujo paémimo iki inkubacijos 37 °C temperatiiroje virsijimo

9. CHARAKTERISTIKA

Klinikinés studijos

Kadangi latentinei tuberkuliozés infekcijai (LTBI) néra apibrézto standarto, QFT testo jautrumas ir tikslumas
negali biiti praktiskai jvertintas. QFT tikslumas buvo apytiksliai nustatytas jvertinant klaidingy pozityviy
rezultaty pas asmenis su maza tuberkuliozés infekcijos rizika (t.y., be zinomy rizikos faktoriy) dalj. Jautrumas
buvo apytiksliai nustatytas jvertinant aktyvia patvirtintos kultliros tuberkuliozés forma sergancias pacienty
grupes.

Tikslumas

JAV studijy metu, atliekant TOT (tuberculin skin test, TST), QFT testui, buvo paimti kraujo méginiai i§ 866
savanoriy. Demografiniai duomenys ir tuberkuliozés rizikos faktoriai buvo nustatyti testo metu standartinés
apklausos pagalba. I§ 432 savanoriy, neturin¢iy zinomy M. tuberculosis infekcijos rizikos faktoriy, 391 asmeniui
buvo gauti QFT ir TOT rezultatai. Nei vienas i§ §iy asmeny nebuvo vakcinuotas su BCG. Antra tikslumo studija
su QFT testu buvo atlikta Japonijoje su mazos rizikos savanoriais; 90 % i$ $iy asmeny buvo vakcinuoti su BCG.
Abiejy tikslumo studijy rezultatai yra pateikti 2-oje lenteléje.

2 LENTELE QFT testo tikslumas: Rezultatai asmenims be Zinomy M. tuberculosis infekcijos rizikos
faktoriy.

QFT TOT
BCG Skaicius pozityviy pozityviy
. v QFT oA TOT*
STUDIJA statusas 1S viso QfT skalc.lus / tikslumas skaicius/ tikslumas
% testuota neaiskus Iskaityty (95% CI) Testuoty (95% CI)
vakcinuoti testy 0 skaicius 0
skaicius
JAV 0 99.2% 98.5%
(nepaskelbta) 0% 391 1 31390 | 9g.100) | 8391 | (97.99)
0
Japonija ~90% 168 6 2/162 (gg'_%’o) - -
< 7/559 99.1%
ISVISO - 559 (1.3%) 57552 (98-100) - -

* TOT ribine verte imant 10 mm su BCG nevakcinuotiems asmenims. Ribine verte imant 15 mm TOT tikslumas yra
jvertinamas 99,1%.

Jautrumas aktyvios tuberkuliozés formai

Siekiant nustatyti testo QFT jautrumg, buvo testuojami asmenys i§ JAV, Australijos ir Japonijos, kuriems buvo
jtariama TB ir kuriy M. tuberculosis infekcija po to buvo jrodyta kultiros pagalba. Nors latentinei tuberkuliozés
infekcijai (LTBI) néra jokio apibrézto standarto, M. tuberculosis mikrobiologiné kultira yra tinkamas
pakaitalas, nes sergantys asmenys i§ esmés yra infekuoti. Prie§ kraujo paémimg QFT testui pacientai buvo
maziau nei 8-ias dienas gydomi.

3-oje lenteléje yra pateikti $iy trijy M. tuberculosis kultiroms pozityviy pacienty grupiy rezultatai. QFT testo
bendras jautrumas aktyviai TB ligos formai buvo 89% (157/177).
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3 LENTELE QFT: Asmenys su nustatytos kultiiros M. tuberculosis infekcija.

QFT pozityviy

STUDIJA L) QF(Tgffj}/u t(r:u|;n *
Iskaityty testy 0
skaicius
. T 93%
Japonijos TB pacientai 86 /92 (86-07%)
. 89%
Australija 24 [ 27 (70-97%)
81%
JAV 47 /58 (68-90%)
& 89%
ISVISO 157/ 177 (83-93%6)

LTBI diagnozé
Buvo paskelbta eilé studijy, kurios jrodo QFT pajéguma jvairiose LTBI rizikos populiacijose. Svarbiausi
parinkty studijy duomenys yra iSvardinti 4-oje lenteléje.

4 LENTELE Parinktos paskelbtos studijos apie QF T panaudojima LTBI rizikos populiacijose

STUDIJA Testy skaicius Rezultatai

Aplinka su labai didele TB dalimi. 40% QFT pozityviy ar atitinkamai 41% TOT
pozityviy, kai ribiné vert¢ 10mm. Didelis sutikimas su TOT, jokio BCG poveikio
testams. Abu testai susieti su rizikos faktoriais ,,amziumi* ir ,,darbo sveikatos
apsaugos srityje trukme“.

LTBI bendras dominavimas QFT buvo 4,6% (27/590) pas ZIV pozityvius

Med. personalas
Indijoje 726
(Pai et al 2005)%

ZIV pozityviis asmenis. Pozityvis rezultatai buvo susij¢ su TB rizikomis. Du pagal QFT

asmenys Danijoje 590 pozityviis pacientai vieneriy mety laikotarpyje susirgo aktyvia TB ligos forma.

(Brock et al 2006)° Neaiskis rezultatai (n=20, 3,4 %) buvo glaudziai susij¢ su CD4 skai¢iumi <100 /
ub

Vaikai, kuriems jtariama TB arba kurie turé¢jo TB kontakta, buvo testuojami su
QFT ir TOT. 10,5% QFT pozityviy ir atitinkamai 9,5% TOT pozityviy, kai
ribiné verté¢ 10mm. Testy sutapimas i§ viso 95,2% ir atitinkamai 100% su BCG
nevakcinuoty atveju.

Buvo testuojami 15-os jvairiy indeksy atvejy artimo kontakto asmenys. 51%

Hospitalizuoti
vaikai 105
(Dogra et al 2006) *?

Vokieciai su TB buvo BCG vakcinuoti, 27 % gimg uzsienyje. 70% BCG vakcinuoty ir 18%

kontaktais 309 nevakcinuoty buvo TOT pozityvis (Smm) ir 9% ar atitinkamai 11% buvo QFT

(Diel et al 2006) ! pozityviis. QFT buvo susijes su TB rizika. TOT buvo susijes tik su BCG
vakcinacija.

QFT (QuantiFERON®-TB Gold IT testo pirmtako) ir QFT testy maZiau jautraus skysto antigeno versijos
pajégumas yra apraSytas daugelyje kity paviesinimy. Sios studijos apima ir testo panaudojimg asmenims,
kontaktuojantiems su pacientais, serganGiais aktyvia TB>*'*%  vaikams®'®®?%  ZIV pozityviems
asmenims®>?°, medicininiam personalui**?*%, asmenims su nuslopintu imunitetu®*?22%2:%3! pej asmenims su

TB jtarimu’®***® arba su maZza rizika®.

Galimybé pakartoti ir TOT poveikis vélesniems QFT testams

Atliekant JAV specifikacijos studija, vienas savanoriy pogrupis buvo patikrintas pragjus 4 - 5 savaitéms nuo
QFT ir TOT pirminio testo. Todél 260-iai savanoriy QFT testo ir TOT testo rezultatai buvo nustatyti du kartus;
rezultatai sutapo 99,6% (259/260). Pries tai atliktas TOT testas nepadaré jtakos QFT rezultatams.
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10. TECHNINE INFORMACIJA

NeaiSkus rezultatai

Neaiskis rezultatai pasitaiko retai; juos gali nulemti Sie techniniai faktoriai:

Kraujo méginiy laikymas kitoje temperattiroje, negu rekomenduojama (22 + 5°C)
Nepakankamas kraujo paémimo vamzdeliy turinio maiSymas

Nepakankamai §variai iSplautos ELISA plokstelés

Esant jtarimui, kad paimant kraujg arba dirbant su kraujo méginiais buvo techniniy problemy, visas QFT testas
turéty biti pakartotas su nauju kraujo méginiu. Stimuliuoty plazmos méginiy ELISA testas gali buti pakartotas,
jeigu jtariama, kad buvo nepakankamai $variai iSplauta arba kad egzistuoja nukrypimy nuo nustatyto ELISA
metodo. Neaisklis rezultatai, gaunami dél zemos mitogeno ir aukstos nulinés vertés, testa pakartojus turéty
nepasikeisti, nebent tuo atveju, jeigu ELISA teste buvo padaryta klaida. Apie neaiskius rezultatus taip turéty bati
ir prane$ta. Tada pagal aplinkybes gydytojas gali paimti nauja kraujo méginj arba, reikalui esant, atlikti Kitus
tyrimus.

Sukreséje plazmos méginiai

Jeigu plazmos méginius laikant ilgesni laika susidaro fibrino kresuliy, méginius reikia centrifuguoti iki nuosédy
susidarymo; tai palengvina plazmos pipetavima.
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ELISA problemu sprendimas

Nespecifinés spalvos reakcija

GALIMAS PAGRINDAS

SPRENDIMAS

Nepakankamai $variai i$plautos plokstelés

Plokstel¢ plauti maziausiai 6 kartus po 400 pl plovimo buferio i
Sulinélj. Priklausomai nuo naudojamo plovimo aparato, gali prireikti
daugiau nei 6-iy plovimo cikly. Rekomenduojama tarp plovimo cikly
palikti po 5 sekundes atmirkti.

ELISA Sulinéliy kryZzminis uZsiterSimas

Kruopstus méginiy laSinimas pipete ir maiSymas sumazina rizika.

Pasibaiges komplekto/komplekto sudétiniy
daliy galiojimo laikas

Patikrinkite, ar komplekto galiojimo laikas néra pasibaiges.
Patikrinkite, ar standartas ir konjugato 100x koncentratas buvo
panaudoti 3-jy ménesiy laikotarpyje nuo atkarimo.

Enzimo substrato tirpalas yra uZterstas

ISmeskite substrata, jeigu nusidazo melsvai. Tikrinkite, kad buity
naudojamos §varios reagenty talpos.

Plazmos mai§ymas centrifigos vamzdeliuose
prie$ paimant plazmos méginj

UZtikrinkite, kad plazma virs Zelé dangtelio biity paimta kruops§¢iai
(pipete netraukinéjant aukStyn ir Zemyn ir nepaZeidZiant medZiagos ant
zelé pavirsiaus).

Zema standarty OT verté

GALIMAS PAGRINDAS

SPRENDIMAS

Padaryta klaida paruosiant standarto skiedinj

Komplekto standarto skiedinius paruo3kite tiksliai laikydamiesi
pakuotés informacinio lapelio nurodymy.

Klaida naudojantis pipete

Patikrinkite, ar pipetés yra kalibruotos ir naudojamos tiksliai pagal
gamintojo nurodymus.

Per Zema inkubacijos temperatiira

ELISA inkubacija turéty vykti kambario temperatiiroje (17-27°C).

Per trumpas inkubacijos laikas

Plokstelés su konjugatu, standartais ir méginiais inkubacijos trukmé
turéty biti 120 £ 5 minu¢iy. Enzimo substrato tirpalas ant plokstelés
yra inkubuojamas 30 minuciy.

Netinkamas plokstelés filtras

Plokstelés rezultatai turéty biti skaitomi prie 450 nm su 620 - 650 nm
referencijos filtru.

Per Salti reagentai

Visi reagentai (neskaitant konjugato 100x koncentrato) prie$ pradedant
testg turi biiti kambario temperatiiros. Ja pasiekti trunka apie 60
minuciy.

Pasibaiges komplekto/komplekto sudétiniy
daliy galiojimo laikas

Patikrinkite, ar komplekto galiojimo laikas néra pasibaiggs.
Patikrinkite, ar standartas ir konjugato 100x koncentratas buvo
panaudoti 3-jy ménesiy laikotarpyje nuo atkarimo.
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Stiprus fono nusidazymas

GALIMAS PAGRINDAS SPRENDIMAS

Plokstel¢ plauti maziausiai 6 kartus po 400 pl plovimo buferio i
Sulinélj. Priklausomai nuo naudojamo plovimo aparato, gali prireikti
daugiau nei 6-iy plovimo cikly. Rekomenduojama tarp plovimo cikly
palikti po 5 sekundes atmirkti.

Nepakankamas ploksteliy plovimas

Per auksta inkubacijos temperatiira ELISA inkubacija turéty vykti kambario temperatiiroje (17-27°C).

Patikrinkite, ar komplekto galiojimo laikas néra pasibaiges.
Pasibaiges komplekto/komplekto sudétiniy Patikrinkite, ar standartas ir konjugato 100x koncentratas buvo
daliy galiojimo laikas panaudoti 3-jy ménesiy laikotarpyje nuo atkiirimo.

ISmeskite substrata, jeigu nusidazo melsvai. Tikrinkite, kad biity

Enzimo substrato tirpalas yra uZterstas ) .
naudojamos §varios reagenty talpos.

Netiesine standarto kreivé ir nukrypimai tarp abiejy dviguby méginiy

GALIMAS PAGRINDAS SPRENDIMAS

Plokstel¢ plauti maziausiai 6 kartus po 400 pl plovimo buferio i
Sulinélj. Priklausomai nuo naudojamo plovimo aparato, gali prireikti
daugiau nei 6-iy plovimo cikly. Rekomenduojama tarp plovimo cikly
palikti po 5 sekundes atmirkti.

Nepakankamai $variai iSplautos plokstelés

Komplekto standarto skiedinius paruoskite tiksliai laikydamiesi

Padaryta klaida paruosiant standarto skiedinj pakuotes informacinio lapelio nurodymy.

Kruops¢iai sumaisykite reagentus nekarta apverciant arba lengvai

Nepakankamas maisymas pasukiojant ratu pries juos pilant j Sulinélius.

Meéginiy ir standarty pylimas turéty vykti nenutrikstamai. Visi

Neritmingumas pipetavimo technikoje arba reagentai turi biiti paruosti panaudojimui pries pradedant testa.

pertraukimas pasirengimo bandymui metu

Testavimo procediira demonstruojantj video ir didZiosios techniniy problemy dalies sprendima rasite CD-
ROM e ties informacija apie produktg ir ties techniniais nurodymais. CD-ROM ‘g gausite nemokamai tiesiai i§
Cellestis arba per Jusy tiekéja.
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12. TECHNINIS KLIENTU APTARNAVIMAS

Misy techninio klienty aptarnavimo adresai:

Cellestis International Pty Ltd: tel. +61 38527 3500

faks. +61 3 9568 6623
El.p. techsupport@cellestis.com

Cellestis GmbH: tel. +49 6151 428 59-0
(Europa) faks. +49 6151 428 59-110

Elp. techsupport@cellestis.com

Internetinis puslapis www.cellestis.com

Kitos Salys:

Salis Nemokami telefono numeriai
Australija 9001 5776
Austrija 0800 8020034
Belgija 0800 75351
Pranciizija 0800911164
Vokietija 0800 182 7452
Airija 1800 550 417
Nyderlandai 0800 022 5340
Naujoji Zelandija 0800 44240
Sveicarija 0800 561 802
Didzioji Britanija 0800 680 0630
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13. TRUMPAS TESTO ATLIKIMO APRASYMAS

1. ZINGSNIS: INKUBUOTI KRAUJO MEGIN]

Kraujo paémimo vamzdeliu i§ paciento paimti
kraujo méginj ir 10 karty stipriai sukreciant
kruops$ciai sumaiSyti turinj, kad vamzdelio
sieneliy vidiné pusé buty visa pasidengusi
krauju, su kuriuo susimaiSyty antigenai,
esantys ant vamzdelio vidiniy sieneliy.

Vamzdelius inkubuoti vertikalioje pozicijoje
16 —24 valandas 37°C temperatiiroje.

Po inkubavimo esant 2000 — 3000 g (RCF)
vamzdelius 5 —15 minuciy centrifuguoti, kad
pazma atsiskirty nuo raudonyjy kraujo
Iasteliy.

Po centrifugavimo pipetés pagalba paimkite
plazma. PraSome pries paémima kiekvienu
atveju atidziai vengti méginius traukyti pipete
aukstyn ir Zemyn arba plazma sumaisyti.

7N

/
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2. ZINGSNIS: IFN-y ELISA

ELISA komponentus, neskaitant konjugato
100x koncentrato, palikti maziausiai 60 ‘:H
minuciy iSsilyginti su kambario temperaiira. L=

Komplekto standartg atkurti su 8.0 IU/mL
distiliuoto  arba  dejonizuoto  vandens.
Pagaminti keturis (4) standarto skiedinius.

Distiliuoto arba dejonizuoto vandens pagalba @

atkurti liofilizuota konjugato 100x koncentrata.

Pagaminti darbui reikiamo stiprumo konjugata y// / /
su Zaliu skiedikliu ir j visus Sulinélius ipilti po U I_l l_l |
50 pl.

I atitinkamus Sulinélius jpilti po 50 pl plazmos W / /
méginio ir 50 pl standarty. ISmaiSyti
kratytuvu. U I_l I_l | I

120 minuéiy inkubuoti kambario E a E E

temperatiiroje.

Sulinélius plauti maziausiai 6 kartus,
panaudojant  400uL  plovimo  buferio
kiekvienam Sulinéliui.

I kiekvieng Sulinélj jpilti po 100puL enzimo
substrato tirpalo. ISmaiSyti kratytuvu.

60 minuciy inkubuoti kambario temperatiiroje. E 5 3 E
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10.

11.

12.

I visus Sulinélius jpilti po 50pL stabdymo
tirpalo. 1Smaisyti kratytuvu.

Matuoti rezultatus prie 450 nm su 620 - 650 nm
referencijos filtru.

Analizuoti rezultatus.
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14. SVARBUS PAKEITIMAI

Sios QFT pakuotés informacinio lapelio laidos (05990301G — Liepa 2011) svarbiis pakeitimai yra apibendrinti

Zemiau pateiktoje lenteléje:

Skyrius Puslapis Pakeitimas(-ai)

5. Méginio paémimas ir 8 Kratymo procediiros pakeitimas

naudojimas

6. Vartojimo instrukcija 9 Elgimosi su vamzdeliais, kuriuose yra kraujo méginiai, nurodymy
pakeitimas

6. Vartojimo instrukcija 11 Elgimosi su plazmos méginiais nurodymy pakeitimas

10. Techniné informacija 22 Papildymas: ,,Plazmos mai§ymas centrifiigoje prieS paimant
plazmos méginj*

12. Techninis aptarnavimas 25 Techninio aptarnavimo skyriaus naujas elektroninio pasto adresas
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Pagaminta jmonéms:
Cellestis Limited (Australija) ir Cellestis GmbH (Europa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Tel. (Australija) +61 3 8527 3500, (Europa) +49 6151 428 59-0
El. p.: quantiferon@cellestis.com
Interneto puslapis: www.cellestis.com

Dok. Nr. 05990301G
2011 m. Liepa

C

| EC | REP |
Igaliotas atstovas:
MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Vokietija
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