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1. NAMEN UPORABE

QuantiFERON-TB Gold v tubi (IT) je test zan-vitro-diagnostiko in vsebuje koktejl peptidov, ki
simulira proteine ESAT-6, CFP-10 in B7.7(p4) innuilira celice v heparinizirani polni krvi.
Dokazovanje interferona- (IFN-y) s pom@jo metode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) sluZzi za prepoznavanie-vitro reakcij na peptidne antigene, ki so prisotni pruk z
bakterijoMycobacterium tuberculosis.

QuantiFERON-TB Gold IT je indirektni test za dokazovanje okazbM. tuberculosi(vklju¢no z
aktivno obolelostjo). Testni rezultati se morajaamavati v povezavi z oceno tveganja in skupaj z
rentgenskimi preigledi ter drugimi medicinskimidiagnosttnimi preiskavami.

2. POVZETEK IN RAZLAGA TESTA

Tuberkuloza (Tb) je nalezljiva bolezen, ki jo pawa okuzba z organizmi komplekb& tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africandmPrenos okuzbe od oseb, ki imajo Tb dihalnih ,poti
praviloma poteka kapljno. Pri na novo okuZenih pacientih lahko obolenjEbsnastopicez ve&
tednov ali mesecev, vendarcima okuzenih nima nobenih teZzav. Pri nekaterih ipérg latentna
okuzba s tuberkulozo (LTBI), nenalezljivo, nesimptiicno boleznijo, ki lahko izbruhne Sele po
mesecih ali letih. Glavni smoter prepoznavanja LT8Iterapija, ki prepkg izbruh Th. Do pred
kratkim je bil kozZni test s tuberkulinom (tubercugkin test, TST) edina metoda, ki je bila na vako
diagnosticiranje LTBI. Otutljivost koZe na tuberkulin nastane 2 do 10 tedpowkuZzbi. Vendar pa
nekatere okuzene osebe na tuberkulin ne reagikégal njimi so na primer pacienti z motenimi
imunskimi reakcijami zaradi drugih bolezni, pa tpdicienti brez takih motenj. V nasprotju s tem pa
nekatere osebe, ki z veliko verjetnostjo niso okeze M. tuberculosis,po cepljenju z bakterijo
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), po okuzbi z drugimikobakterijami, kakrSen j#. tuberculosis
kompleks ali pa zaradi drugih, neznanih vzrokovazkejo olutljivost na tuberkulin, kar ima za
posledico pozitiven rezultat testiranja koZe s tkbénom.

LTBI je treba razlikovati od obolelosti za Th, katge obvezno prijaviti pristojnim oblastem in ki
praviloma napade plfia in spodnje dihalne poti, lahko pa so prizadeti tlrugi organski sistemi. Th
se diagnosticira na podlagi rezultatov anamwestj fizicnih, radioloSkih, histoloskih in
mikobakterioloskih preiskav.

Test QuantiFERORITB Gold IT meri imunske cealhe reakcije (CMI) na peptidne antigene, ki
simulirajo mikobakterioloSke proteine. Ti prote{fiSAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4)) manjkajo v vseh
BCG-sevih in v ve&ini neturbekuloznih mikolo3kih bakterijah, z izjervb kansasii, M. szulgaind
M. marinum' V krvi oseb, ki so okuZene z organizmi kompleksauberculosigM. tuberculosis, M.
bovis, M. africanury) so navadno prisotni limfociti, ki prepoznajo ite ostale mikobakterioloSke
antigene. Pri tem procesu prepoznavanja se pradircispro&a citokin IFNy. Ugotavljanje le-tega,
kateremu sledi kvantificiranje IFMN-je podlaga za ta test.

Antigeni, uporabljeni v testu QuantiFERGNB Gold IT so koktejl peptidov, ki simulira protes
ESAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4). Stevilne Studije sokammle, da ti peptidni antigeni simulirajo
reakcijo IFNy v T-celicah oseb, okuzenihM. tuberculossisne pa tudi T-celic neokuzenih oseb ali
oseb, ki so bile cepliene z BCG ter nimajo niti fiii pri njih ne obstaja tveganje za LTBI.k3
Reakcija IFNy pa se lahko z medicinsko terapijo ali zaradi baileki ogroZajo imunsko funkcijo,
potencialno zmanjSa. Pacienti z drugimi okuzbanaoip¢enimi mikobakterijami lahko prav tako
reagirajo na ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4), saj soi,gki kodirajo te proteine, prisotni tudiM.
kansasii, M. szulgain M. marinum>?. Test QuantiFERORTB Gold IT je zaradi tega dragocena
poma: pri diagnozi okuzbe s kompleksokh. tuberculosispri obolelih pacientih. Pozitivni rezultat
testa podpira diagnozo obolelosti za Th, venddalgko izzovejo tudi druge mikobakterije (na primer
M. kansasii. Za potrditev oziroma izKklgitev Tb so zato potrebne dodatne medicinske in
diagnostiéne preiskave.



Princip testa

Sistem QuantiFERONTB Gold IT vsebuje specialne epruvete za odvzewi, kv katere se
odvzamejo vzorci polne krvi. Inkubacija vzorcev ikvepruveti, ki sledi odvzemu, traja 16 do 24 ur.
Po temc¢asu se odvzame plazma, ki se pregleda glede ratrsd IFNy, ki se tvori pri reakciji na
peptidne antigene.

Test QuantiFERORITB Gold IT je sestavljen iz dveh faz. V 1. faziedvzame polna kri v razine
epruvete za odvzem krvi QuantiFER®NB Gold. Sem sodijo epruvetacne kontrole, epruveta
antigena Tb in opcijska epruveta mitogena.

Epruveta mitogena se lahko pri testu QuantiFERTR Gold IT uporablja kot pozitivna kontrola.
Prikaz le-te je moZen, kadar je pacientov imunskius vprasljiv. Epruveta mitogena pa se lahko
uporablja tudi kot kontrola pravilnega ravnanjazmnecem krvi in pravilne inkubacije.

Epruveto je treb&im prej, obvezno pa v 16 urah po odvzemu krvi inkatbpri temperaturi 37°C. Po
16- oziroma 24-urnem inkubacijskefasu se epruvete centrifugirajo. Nato se odvzanmraadn s
poma:jo metode ELISA ugotovi katina IFNy (v IE/ml).

Test velja za pozitivhega pri reakciji IFNaa Tb-antigensko epruveto takréd, se ta vrednost nahaja
znatno nad vrednostjo dmie kontrole (IFNy in IE/ml). Pri uporabi epruvete z mitogenom sluZzi
mitogensko simulirani vzorec plazme kot pozitivmentola IFNy za vsak testirani vzorec. Mejna
reakcija na mitogen (< 0,5 IE/ml) velja kot nedslibrezultat,ée vzorec krvi izkazuje tudi negativno
reakcijo na Th-antigene. Tak3en vzorec lahko naspainnezadostnem Stevilu levkocitov, zmanjSani
aktivnosti levkocitov zaradi nestrokovnega ravnanjpzorcem, nestrokovnega polnjenja ali meSanja
epruvete mitogena ali pa takrat, ko pacientovidiaiti niso sposobni proizvajati IFW-Ni¢ni vzorec
obsega korekcijo nespedifih zakulisnih reakcij, heterofilnih ginkov’ ter nespecitine IFNy v
vzorcu krvi. Vrednost IFNFv ni¢ni epruveti se odsteje od vrednosti IFN-epruveti Th-antigena in
epruvete mitogena¢ se uporablja).

Trajanje testa

V nadaljevanju besedila so navedeni podatki o @rem trajanju testa QuantiFER®NB Gold IT
in o ¢asu, ki je potreben pri testiranjudvezorcev v modusu Batch.

Inkubacija epruvet z vzorci pri 37 °C: 16 -24 ur
ELISA: pribl. 3 ure za eno plés ELISA
. < 1uradela
. plus 10 — 15 min. za dodatno pio3



3. REAGENTI IN SHRANJEVANJE

Tuberkuloza in epruvete za doléanje kontrolnega antigena v Kkrvi

KataloSka Stevilka 0590 0301

Epruveta za ®no kontrolo (siv pokrogek) 100 epruvet
Epruveta za Th-antigen (réleokrowek) 100 epruvet
Epruveta za kontrolo mitogena (vijédist pokrogek) 100 epruvet

OPOZORILO: MoZen je tudi naslednjidia naracanja epruvet:

100 epruvet za tiho kontrolo + 100 epruvet za Th-antigda@{. Stev. 0590 0201
100 epruvet za kontrolo mitogeriaf.Stev. 0593 0201

Kat. Stev. 0590 0201:(za velike nadmorske visif@)epruvet za dho kontrolo, 100
epruvet za Th-antigen

Kat. Stev. 0590 0505: (za velike nadmorske vi&i@8)epruvet za eino kontrolo, 100
epruvet za Th-antigen in 100 epruvet za kontrologeina

Kat. Stev. T0593 0501: (za velike nadmorske vi&if8)epruvet za kontrolo

mitogena
Sestavni deli kompleta ELISA
Kat. Stev. 0594 0201
Mikro trakovi 24 x 8 vdolbin
Humani IFNy-Standard, liofiliziran 1 steklatka
Zelena raztopina za réehje 1x30ml
Koncentrat konjugata (stokrat koncentriran), liafian 1x0,3ml
Pralni pufer (dvajsetkrat koncentriran) 1 x 100
Raztopina encimskega substrata 1 x 30 ml
Raztopina za blokiranje encimov 1x15ml



Potrebna oprema, ki ni vkljuéena v dobavo

Inkubator 37, CO, ni potreben.

Kalibrirane pipete z variabilnim volumnom (f0do 1000ul) in s konicami za enkratno uporabo
Kalibrirane vé&kanalne pipete za oddajanje |50n 100l in s konicami za enkratno uporabo
Vibrator za mikro plo&e

Deionizirana ali destilirana voda (2 litra)

Pralni aparat za mikro plé& (prednost ima avtomatski)

Citalnik za mikro ploge s filtrom 450-nm in referénim filtrom 620 do 650 nm

Skladi&enje

Epruvete za odvzem vzorcev Krvi

Epruvete za odvzem krvi skladi& pri 4 - 25 °C.
Rok trajanja epruvet za odvzem krvi QuantiFERONB Gold znasa 15 mesecev od datuma
izdelave (skladi&nje pri 4 — 25 °C).

Sestavni deli kompleta ELISA
Komplet skladi&ite pri 2 — 8 °C.
Raztopina encimskega substrata naj bo vedno zeaaaqwred direktnimi sénimi Zarki.

Rok trajanja kompleta QuantiFERGNB Gold IT ELISA zna%a 3 leta od datuma izdelave
(skladiZenje pri 2 - 8°C).

Rekonstruirani in odui reagenti

Navodila za rekonstruiranje kompleta reagentov &gedena v poglavju 6 pod naslovom "Priprava
reagentov".

Rok trajanja rekonstruiranega standardnega komplgtaSa tri mesece pri temperaturi
skladi¥enja med 2 in 8 °C.

0 Zabelezite si datum rekonstruiranja kompleta reagen
Po rekonstruiranju je treba odwe koncentrat (100x) spet skladi pri 2-8°C in ga porabiti v
treh mesecih.

0 ZabeleZite si datum rekonstruiranja konjugata.
Konjugat, pripravljen za uporabo, je treba porabii urah po pripravi.
Rok uporabe pralnih puferjev, pripravljenih za g in shranjenih pri sobni temperaturi, je
najve: dva tedna.



4. PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

Previdnostni ukrepi

« Negativni rezultat testa QuantiFERONB Gold IT ne izkljkuje okuZbe zM.
tuberculosisali obolenja s Tb; navidezno negativhe rezultatekda pogojujejo fazg
okuzbe (na primete je bil vzorec krvi odvzet pred razvojem ¢ab imunske reakcije],
motena imunska funkcija zaradi drugih bolezni, mésivno ravnanje z epruvetami po
odvzemu krvi, nepravilna izvedba testa ali drugerinioSke raztiice.

« Pozitivni rezultat testa QuantiFERGNB Gold IT naj ne bo edina podlaga za ocg¢no
okuzbe zM. tuberculosis nap&na izvedba testa lahko ima za posledico neprayilne
pozitivne rezultate.

« Pozitivni rezultat testa QuantiFERGNB Gold IT mora biti preverjen $e z drugifi
medicinskimi in diagnostnimi preiskavami; le tako je mozno zagotovo ugdiaktivno
obolenje s Th (na primer odvzem in kultura izpljank rentgenske preiskave toraksa).

« ESAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4) sicer nista prisotndB€G-sevih in v véini znanih
netuberkuloznih  mikobakterijah, vendar si lahko ipezi rezultat tests
QuantiFERON-TB Gold IT razlagamo tudi z okuzboM. kansasii, M. szulgaali M.
marinum Ce obstaja sum na take okuzbe, je treba uporatstinativne testne metode.

Opozoarila

Samo za diagnostino uporabo in vitro.

Previdno: Raztopina encimskega substratavsebuje tetrametilni bencidin 3,3'5,5', ki je v
primeru zauZzitja, vdihavanja in pri stiku s koZoaren. Drazi koZo in@. U¢inkuje mutagensko.
Nosite za&itna aiala in laboratorijske rokavice ter ravnajte z raito tako, kot da je potencialno
karcinogena.

Previdno: Raztopina ki blokira encime, vsebuje HSQ,, ki je v primeru zauZitja, vdihavanja in
pri stiku z &mi in koZo nevaren. Nosite Zdfha atala, laboratorijske rokavice in laboratorijsko
zagitno obleko. Pri nenamernem stiku & ali koZo spirajte prizadeto mesto z veliko vade
poiite zdravnika.

Previdno: IFN-y Standard in 100-krat koncentrirani koncentrat konjugata lahko v primeru
ZauZzitja povzréita teZave, pri stiku s koZzo pa draZzenje. Nosib@datorijske zadtne rokavice in
zagitno obleko.

Vzorce ¢loveSke krvi vedno obravnavajte kot potencialno okdene! Pri ravnanju s krvjo
upoStevajte veljavne smernice.

Nekateri reagenti vsebujejo konzervatimerosal. Timerosal lahko v primeru zauZitja,
vdihavanja in stika s koZo deluje toksb.

Zelena raztopina za redenje vsebuje normalni misji serum in kazein. Ti dve sabsi lahko
izzoveta alergine reakcije. Izogibajte se stika s koZo.

Odstopanja od postopka in navodil, ki so opisanaavodilu, lahko privedejo do napah
rezultatov. Prosimo, da pred postopkom né&tarpreberete navodilo za izvedbo testa.
Kompleta ne uporabljajtete so bile pred uporabo steklenice z reagentom - adnaed -
po3kodovane ali netesne.

S sestavnimi deli tega paketa ne uporabljajte rgage ELISA drugih nabojev
QuantiFERON-TB Gold IT.

Reagente in bioloSke vzorce, ki jih ne potrebuje&, odlozite v skladu z lokalnimi in
nacionalnimi predpisi.

Po preteku roka uporabnosti se epruvete za odvzeninksestavni deli kompleta ELISA ne smejo
ved uporabljati.



5. ODVZEM VZORCEV IN RAVNANJE Z NJIMI
Odvzem Krvi

Test QuantiFERORITB Gold IT obsega naslednje epruvete za vzorce krv

1. Ni¢na kontrola (siv pokrasek z belim obrékom, za uporabo na nadmorski viSini med 0O
in 810 m)

2. Speciféni antigeni Tb (rd& pokrowek z belim obrékom) za uporabo na nadmorski
viSini nad 810 m)

3. Kontrola mitogena - opcijsko (vijalast pokro¥ek z belim obrékom) za uporabo na
nadmorskih viSinah do 810 m

4. Nic¢na kontrola (siv pokraiek z rumenim obrtkom) (za uporabo na nadmorskih viSinah
med 1.020 in 1.875 m)

5. Tb antigen (rdé& pokrowek z rumenim obrikom) (za uporabo na nadmorskih viSinah
med 1.020 in 1.875 m)

6. Kontrola mitogena - opcijsko (vijalast pokro¥ek z rumenim obrgkom) (za uporabo na
nadmorskih viSinah med 1.020 in 1.875 m)

Antigeni se v posuSeni obliki nahajajo v obloginaoje stene epruvete za odvzem krvi. Vzorci krvi se
morajo zaradi tega dobro premeSati z vsebino epeuiapruvete je treba naton prej, najkasneje pa
16 ur po odvzemu krvi, prenesti v inkubator (37°C).

Optimalni rezultati bodo doseZeni ob upoStevanglatmjih navodil:

1. Vsakemu pacientu odvzemite po 1 ml venozne krvisake epruveto QuantiFERGN'B
Gold IT.

« Do nadmorske vidine 810 m uporabljajte epruvet@dazem krvi QuantiFERON
Standard. Na nadmorskih viSinah od 810 m naprejpegialne epruvete za odvzem
krvi QuantiFERON, ki se uporabljajo na velikih nadmorskih visinah.

Pri uporabi epruvet za odvzem krvi QuantiFERO®Nen navedenih nadmorskih visin
oziroma pri majhnem volumnu vzorca lahko kri odvai@mudi s pomio brizgalke; takem primeru
je treba vsako od treh epruvet napolniti z 1 mlikriz varnostnih razlogov je najbolig pri tem
odstranite injekcijsko iglo.; prosimo, da pri terpastevate oldajne previdnostne ukrep. Odstranite
pokrowek na treh epruvetah QFT-Gold IT in vsako epruvetpolnite z 1 ml krvi (dérne oznake na
stranskem robu etikete). Nato ponovno namestiteopedk in premeSajte, kot je opisano spodaj.

« Glede na dejstvo, da se epruvete za odvzem 1 afivied p@asi polnijo s krvjo,
pustite epruveto po navideznem doseganju nivoj@2-8esekunde na igli. To bo
zagotovilo odvzem potrebne kéitie krvi.

Crna oznaka ob strani epruvete jeta polnjenja 1 ml. Epruvete za odvzem krvi
QuantiFERON-TB Gold so testirane za volumen od 0,8 do 1,2Cilpri odvzemu
krvi ta indikatorska‘rta ni doseZena, pripot@mo nov odvzem Krvi..

» Pri uporabi metufkov za odvzem krvi je treba s potio prazne epruvete poskrbeti
za to, da bo pred namestitvijo epruvet QuantiFEROB Gold zagotovljena
napolnjenost cevnega spoja.

2. Epruvete premeSajtesssekundnim manim tresenjem @li jih 10x pretresite). Preg@ajte
se,Ce jevsa notranja stena epruvete prekrita s krvjo.



« Skrbno meSanje je pomembno zato, da se vsebinaetprdobro zmeSa z vzorcem
krvi.

«  Pri stresanju se lahko vsebin&a nekoliko peniti. To ne ovira testiranja in nrak
za vznemirjenje.

3. Epruvete opremite z napisi.

4. Epruvete morajo bitiim hitreje, najkasneje pa 16 ur po odvzemu krvgngisene v inkubator
(37°C) Pred inkubacijo shranjujte epruvete na stdmperaturi ((22°C + 5°C).
Vzorcev krvi ne shranjujte v hladilniku ali zamradwiku.



6. NAVODILO ZA UPORABO

1. faza: Inkubacija vzorca krvi in odvzem plazme

Oprema, vklju*ena v dobavo

Epruvete za vzorce krvi FERGNIB Gold IT (glejte poglavje 3).

Potrebna oprema, ki ni vkljdena v dobavo

Glejte poglavje 3.

Postopek

1. Ce vzorci krvi ne bodo takoj po odvzemu inkubirgeitrebaepruvete neposredno pred
inkubiranjem ponovno premeSati oziroma pretrestj tako kot je opisano v poglavju 5.

2. Epruvete inkubirajte 8TOJECEM POLOZAJU 16 do 24 ur pri 37 °C. CQli vlazenje pri
tem nista potrebna.

3. Epruvete za odvzem krvi se lahko pred centrifug@anshranjujejo do 3 dni pri temperaturi 2
- 27°C.

4. Po inkubiranju epruvet pri 37°C se zaradi laZjedazema plazme opravi centrifugiranje, ki
traja 5 — 15 minut pri 1500 — 22009 (RCF). Zaradijenja profena se celicedigo od

.....

« Odvzem plazme je moZen tudi brez centrifugiranjndar je treba pri tem zelo
previdno postopati, ker se pri odvzemu lahko celoatingijo.

5. Vzorci plazme se lahko direktno prenesejo iz eprageodvzem krvi v pla®
QuantiFERON-TB Gold ELISA, e posebno pri uporabi avtomata$A.|

6. Vzorci plazme se lahko pred izvajanjem metode EL&&Arnativno vskladi§jo,
bodisi direktno v centrifugiranih epruvetah aliggprenesejo v posode za
shranjevanje plazme (na primer >80 vdolbinah ali v mikro epruvetah v stojalu
formata 96). Pri shranjevanju vzorcev je treba ¢@qsokriti. Tako se boste izognili
razlitju in izgubam zaradi izhlapevanja.

« Vzorci plazme se lahko shranjujejo do 4 tednov terinperaturi 2 — 8°C. Pri
temperaturi shranjevanja pod —20°C (3e bolje piji md —70°C) pa je mozno Se
daljSe skladi&nije.



2. faza: humani IFNy ELISA

Dobavljena oprema

Komplet QuantiFERORFTB Gold ELISA (glejte poglavje 3).

Potrebna oprema, ki ni vklidena v dobavo

Glejte poglavje 3.

1.

2.

Postopek

Vsi vzorci plazme in reagentov z izjemo 100x koricaa konjugata morajo pred uporabo dbse
sobno temperaturo (22 = 5°C). Za ta procestofie najmanj 60 minut.

Iz okvira odstranite nepotrebne trakove, jih speaviazaj v folijsko embalazo in jih do uporabe
shranjujte v hladilniku.

Za QuantiFEROR-TB Gold Standard morate predvideti najmanj en ftirakzadostno Stevilo
trakov za paciente, ki jih boste testirali (glejtii 2A in 2B za uporabo 2 oziroma 3 epruvet). Po
uporabi okvir in pokrov shranite za ostale trakove.

Rekonstruirajte standardni komplet s kld deionizirane ali destiliranje vode, ki je naeed na
etiketi standardne stekleéke. Previdno premeSajte steklékd (minimirajte penjenje) in
preverite ce se je vsebina popolnoma razpustila. Rekonstieitandarda na navedeni volumen
izkazuje raztopino s koncentracijo 8,0 IE/ml.

Opozorilo: volumen rekonstruiranja standardnega kabeta je razlen glede na naboj!

Rekonstruiran  standardni  komplet uporabite za @del serije razregla 1:4
IFN-y v zeleni raztopini za reéenje GV) — glejte sliko 1. S1 (standard 1) vsebuje 4 IE/82
(standard 2) vsebuje 1 IE/ml, S3 (standard 3) ee®25 IE/ml und S4 (standard 4) vsebuje 0
IE/ml (samo GV). Standarde je treba najmanj dvalastirati.

PRIPOROCENI POSTOPEK PRIPOROCENI POSTOPEK
ZA DVOJNI STANDARD ZA TROJNI STANDARD

a. 4 epruvete opremite z napisi ,S] a. 4 epruvete opremite z napisi ,S1",
»S2",,53"In ,S4”. »S2",,53"in ,S4”.

b. Napolnitel5Qul GV v S1, S2, S3, S4. b. Napolnitel5Qul GV v S1.

c. V S1 dajte 150pul standardneg c. V S2,S3in S4 dajt210ul GV.

kompleta in skrbno premes3ajte.
d. 150ul standardnega kompleta dajte v
d. 50ul prenesite iz S1 v S2 S1in skrbno premesSajte.

In skrbno preme3ajte.
e. 70ul prenesite iz S1v S2

e. 50ul prenesite iz S2 v S3 in skrbr in skrbno premeSajte.
premesajte.
f. 70ul prenesite iz S2 v S3
f. Kot ni¢ni standard (S4) veljawsamo in skrbno premeSaijte.
GV«.

g. Kot ni¢ni standard veljgsamo GV”
(S4).
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No o

Slika 1. Izdelava standardne krivulje

150pL

(Standardni
komplet)
8,0 IE/m

» Za vsak postopek ELISA izdelajte novo razimlstandardnega kompleta.

50 ali 70pl 50 ali 70pl

m@@@

S1 S2 S3
_/ \_/
Standard 1 Standard 2 Standard 3
4,0 IE/mI 1,0 IE/mI 0,25 IE/ml

S4

Standard 4
0,IE/ml

(samo GV

Rekonstruirajte liofiliziran 100x koncentrat konatg z 0,3 ml deionizirane ali destilirane vode.
Previdno premesSajte steklgkd (minimirajte penjenje) in preveritée se je vsebina popolnoma

raztopila.

Konjugat je pripravljen za uporabo, ko potrebnddinb rekonstruiranega 100x koncentrata
razredite v zeleni raztopini za rédnje, kot je prikazano v tabeli 1 (priprava konjtaga.

TABELA 1. Priprava konjugata

Koli ¢ina 100x koncentrata

Koli ¢ina zelene

Stevilo trakov konjugata raztopine za red’enje
2 104 1,0 ml
3 15ul 1,5 ml
4 20l 2,0 ml
5 25l 2,5 ml
6 30ul 3,0 ml
7 35ul 3,5 ml
8 40l 4,0 ml
9 45 ul 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55l 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

» Temeljito, vendar previdno premesajte; pri temzegibajte penjenju.
» 100x koncentrat konjugata, ki ga ne potrebujetajtpo uporabi shranite pri temperaturi 2-

8°C.

Kot razredilo uporabljajte samo zeleno raztopino zatesge.

Pred testom je treba plazmo premesati, tako daNeg Enakomerno porazdeli v vzorcu.

V vdolbine ELISA s pomgo vetkanalne pipete dajte po pldsveze pripravljenega konjugata.
Po 50 pl vzorcev plazme z dleanalno pipeto dajte v ustrezne vdolbine (glejipgmoceni na&rt
obloZenosti ploZe, sliki 2A in 2B). Nazadnje dodajte Se po 50 phsiarda 1 do 4.
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Slika 2A. Priporoéljiva obloZenost plo¥e za epruvete za r&no kontrolo in kontrolo antigena
Tb
(44 testov na plo&o)

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

« S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standa$¥3)standard 4).
« 1IN (vzorec 1, plazma zadmo kontrolo); 1A (vzorec 1, antigenska plazma Tb).

I ® mm O Olw >

Slika 2B. Priporo¢ena obloZenost plofe za epruvete za &@no kontrolo, kontrolo antigenov Th in
kontrolo mitogenov
(28 testov na plo&o)

Vrsta | 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 SN |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 /N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 11IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27/M
H 8N |8A | 8M | 12N | 12A | 12M| 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

« S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standai$43standard 4).
« 1N (vzorec 1, plazma zadgmo kontrolo); 1A (vzorec 1, plazma za kontrolo gatia Th);
1M (vzorec 1, plazma za kontrolo mitogena).

8. Konjugat in vzorce plazme/standarde eno minutorekrbeSajte v vibratorju za mikro ples

9. Vsako plogo pokrijte s pokrovom in pl@& 120 + 5 minut inkubirajte pri sobni temperat@2 &
5°C).

» Med inkubacijo morajo biti pla® zavarovane pred direktnimi goimi Zarki.

10. Med inkubacijo razretite en del 20x koncentriranega koncentrata pralnagarja z 19 deli
deionizirane ali destilirane vode in skrbno prenteSaDobavi je priloZenega dovolj 20x
koncentriranega koncentrata pralnega puferja zzlazd 2 litrov pralnega puferja, pripravijenega
za uporabo.

Vdolbine najmanj Sestkrabperite s400 yl pralnega puferja, pripravljenega za uporabo.
Priporaitamo uporabo pralnega avtomata za mikroddo3

» Skrbno pranje je zacinkovitost testiranja zelo pomembno. Pri vsakemirgna ciklusu
preverite, ¢e so vdolbinepopolnoma, torej do zgornjega roba napolnjene s piaim
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puferjem. Med posameznimi pralnimi ciklusi pripatamo fazo namakanja, ki naj traja
najmanj 5 sekund.

* V lovilno posodo za odpadno tekno dajte razkuzilo, ki se uporablja v laboratdrijPoleg
tega upoStevajte navodila za dekontaminacijo pabre kuznega materiala, ki veljajo v
vasem laboratoriju.

11. Ploge z vdolbinami obrnjenimi navzdol iztrkajte na papi bris&o in tako odstranite ostanke
pralnega puferja. V vsako vdolbino nato nalijte J@i0raztopine za blokiranje encimov in
premeSajte plé® v vibratorju.

12. Vsako plo&o zaprite s pokrovom in jo 30 minut inkubirajte pobni temperaturi (22 + 5°C).
» Med inkubacijo je treba pléé zavarovati pred direktnimi sémimi Zarki.

13. Po 30-minutni inkubaciji nalijte v vsako vdaibi 50 ul raztopine za blokiranje encimov in
premesajte.

» Raztopino za blokiranje encimov nalivajte v vdotbim enakem zaporedju in priblizno enako
hitro kot substrat v fazi 11.

14. S pomgjo ¢italnika za mikro plo& izmerite optino gostoto (OD) vsake vdolbine v 5 minutah

po dodajanju raztopine za blokiranje - pri tem @hdjgjte filter 450 nm in refereni filter 620 do
650 nm. Vrednosti OD boste potrebovali pri &raavanju rezultatov.

7. 1ZRACUNAVANJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Cellestis je za vas pripravil softver za analizoa@iFERON-TB Gold IT, s pomgjo katerega
boste lahko analizirali neobdelane podatke incimnali rezultate.

Softver bo opravil kontrolno oceno kakovosti testja in izdelal standardno krivuljo ter za vsakega
testiranega pacienta posredoval rezultat na podliégjipretacijske metode, opisane v nadaljevanju
besedila.

Alternativno uporabi softvera za analizo podatkeviahko rezultati izraunavajo tudi po spodaj
opisani metodi:

Izdelava standardne krivulje

(pri neuporabisoftvera QuantiFERON-TB Gold IT)

Ugotovite srednje vrednosti OD pri ponovitvah statithega kompleta na vsaki pios

Izdelajte standardno krivuljo legloge) z grafénim prikazom srednje vrednosti OD |gdos y) proti
loge) koncentracije standarda IFNv IE/ml (os x) - néni standard pri tem izpustite. S pofjm
regresivne analize iztanajte linijo, ki se oblikovno najbolj prilagajsastdardni krivulji.

Standardno krivuljo uporabite za iZtan koncentracije IFN-(IE/ml) za vsak testirani vzorec plazme,
pri éemer uporabite vrednost OD vsakega vzorca..

Za te izr&une lahko uporabljate pakete softverov, ki so vualtm zacditalnike mikro plog, pa tudi
standardni program Spreadsheet oziroma statésfprograme (na primer Microsoft Excel). Uporabo
teh paketov softvera pripatamo za izrdunavanje regresijske analize in variacijskin kaefitov
(%VK) za standard ter korelacijskih koeficientoy£a standardno krivuljo.
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Kontrola kakovosti

Pravilnost testnih rezultatov je odvisna od izdelgwavilne standardne krivulje. Zato je treba
rezultate, ki so pridobljeni s standardi, prevesitd interpretiranjem testnih rezultatov.

ELISA velja,ce so izpolnjeni vsi naslednji kriteriji:

* Srednja vrednost OD standarda 1 mora bit 0,600.
* VKV % repliciranih vrednostih OD standarda 1 in standarda 2 mora znaSati 15%.

* Replicirane vrednosti OD standarda 3 in standarda 4e smejo vé& kot 0,040 enot OD
odstopati od srednje vrednosti vsakega od nijiju.

» Korelacijski koeficient (r), izra¢unan iz srednjih ekstinkcijskih vrednosti, mora znasati
>0,98.

Softver za analizo QuantiFERGN'B Gold IT izraunava zgoraj navedene parametre za kontrolo
kakovosti.

Ce ti kriteriji niso izpolnjeni, je test neveljavémga je treba ponovi

» Srednja vrednost OD nEnega standarda (zelena raztopina za régnje) naj znaSa<

0,150.Ce je srednja vrednost OD> 0,150 priporotamo, da preverite postopek za pranje
plosk.

14



Interpretacija rezultatov

Testni rezultati QuantiFERONTB Gold IT se interpretirajo po naslednjih krifiri

OPOZORILO: Diagnoza oziroma izkljwitev okuzbe s Tb kakor tudi ocena verjetnosti LTBI
zahteva kombinacijo epidemioloskih, anamnesthih, medicinskih in diagnosti&nih rezultatov;

pri interpretaciji testnih rezultatov QuantiFERON ®-TB Gold IT jih je treba obvezno
upoStevati.

PRI UPORABI EPRUVET ZA NI CNO KONTROLO IN KONTROLO ANTIGENA Th

ni¢la Antigen Tb minus niéla Rezultat ® - ..
[I_E/ml] [IE/mI] QuantiFERON™-TB Porocilo/interpretacija
Gold IT
<0,35 . .
> 0,35 in < 25% vrednosti éne negativen Okuzba Z\i.rjtgtt;gculoaNl
=80 kontrole
> 0,35 in> 25% vrednosti kne ozitivent Okuzba 2M. tuberculosi
kontrole P verjetna
. . .3 Neodlani rezultati
>80 poljubno neodlaten antigenske reakcije na Th

1V primerih, kjer ne obstaja sum na okuzbbistuberculosisne obstaja, se lahko &tni pozitivni
rezultati testa potrdijo z novim dvojnim testiramj@riginalnih vzorcev plazme v QuantiFER®NB
Gold ELISA. Ce ponovitev testa pri prvem ali drugem vzorcu pekpézitiven rezultat, je rezultat
testiranja pozitiven.

2V Klini¢nih tudijah manj kot 0,25 % udeleZencev ptnnkontroli izkazuje koncentracijo IFN=>
8,0 IE/m.

® Mozni vzroki so navedeni v poglavju OdstraniteXate

Na podlagi viSine izmerjene koncentracije IFMiso mozZni nobeni zakljiki glede stadija ali stopnje
okuZenosti, obsega imunske reaktivnosti ali vegstirca progresivnost pri aktivni obolelosti.
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Slika 3. DIAGRAM PRETOKA ZA INTERPRETACIJO (PRI UPO RABI EPRUVET ZA
NICNO KONTROLO IN KONTROLO ANTIGENA Thb)

Ni¢na kontrola TB-

INTERPRETACIJA antigena

20,35 IE/ml

da

Ni¢éna kontrola TB-
antigena = 25% vrednosti
ni¢ne kontrole v IE/ml

da
ne
. Ni¢na kontrola < 8,0
NEODLOCENO IE/ml
VALIDACIJA
Ja
) 4

POZITIVNO
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PRI UPORABI EPRUVET ZA NI CNO KONTROLO, KONTROLO ANTIGENA Tb IN
KONTROLO MITOGENA:

nicla Antigen Tb minus ni¢la | Mitogen minus |QuantiFERON®-Th Porotilofinterpretaciia
[IE/ ml] [IE/mI] ni¢la[IE/ ml]* | Gold IT rezultat P J
>
<035 205 negativen OkuZzbaz M. tuberculosis
i 0,
>0,35 .|Vn < 25% vrednost 0.5 NI verjetna
ni¢éne kontrole '
> 0,35 in> 25% vrednosti . Lo Okuzbaz M. tuberculosis
=80 ni¢ne kontrole poljubno pozitiven verjetna
<0,35 <0,5
> 0,35 in < 25% vrednost <05 neodlater? Neodlani rezultati reakcije
nicne kontrole ' antigena Th
> 8,0 poljubno poljubno

! Reakcija pozitivne kontrole mitogena ¢elsno pa tudi antigena Tb) se pogosto nahaja izverimaga
obmazja ¢italnika za mikro plo&e. Vendar pa to na rezultate testa ne vpliva.
2V primerih, v katerih sum za okuZboM. tuberculosisne obstaja, se lahko &tni pozitivni rezultati testa
potrdijo z novim dvojnim testiranjem originalnih aixev plazme v QuantiFERCNIB Gold ELISA. Ce
ponovitev testa pri prvem ali drugem vzorcu pokadeitiven rezultat, velja da testiranje pozitivno.

3 MozZni vzroki so navedeni v poglavju Odstranite¥ate.
*V Klini¢nih Studijah manj kot 0,25 % udeleZencev pennkontroli izkazuje koncentracijo IFN=> 8,0 IE/ml.

Na podlagi viSine izmerjene koncentracije IlfMi mozno delati nobenih zakikov glede stadija ali
stopnje okuzenosti, obseg imunske reaktivnostieaiietnosti za progresivnost pri aktivni obolelosti
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Slika 4: DIAGRAM PRETOKA ZA INTERPRETACIJO (PRI UP ORABI EPRUVET ZA

NICNO KONTROLO, KONTROLO ANTIGENA Tb IN MITOGENA)

Ni¢na kontrola TB-

INTERPRETACIJA antigena

20,35 IE/ml

da

Ni¢na kontrola TB-
antigena = 25% vrednosti
niéne kontrole v IE/ml

ne da

ne

Ni¢na kontrola mitogena <

0,50 IE/ml in/ali x Niéna kontrola
niéna kontrola > 8,0 IE/ml NEGIILOEIEND < 8,0 IE/ml
VALIDACIJA
ne da
v v

POZITIVNO
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8. OMEJITVE POSTOPKA

Rezultati testa QuantiFERGNIB Gold IT se morajo obravnavati v kombinaciji pigemiolo$ko
anamnezo posameznega pacienta, njegovega trenuteystvenega stanja in drugih diagnwsh
preiskav.

Rezultati z nino vrednostjo nad 8 IE/ml se ocenjujejo kot »neé&ikg ker se antigenska reakcija Tb,
poviSana za 25 %, lahko nahaja izven merilnega ¢janestiranja.

Nezanesljivi ali neodkni rezultati lahko imajo naslednje vzroke:
* odstopanja od postopka, ki je opisan v navodiluarabo,
» izredno visoke koncentracije kra@ga IFNy ali prisotnost heterofilnih protiteles,
» prekor&enje 16-urnega roka med odvzemom krvi in inkubagijB7°C.

9. ZNACILNOSTI

Klini &ne Studije

Z ozirom na to, da za latentno okuzbo s tuberkuldzdBI) ne obstaja noben dok&en standard,
analiza obutljivosti in specifike testa QuantiFERGN'B Gold IT prakténo ni mozna. Specifika
QuantiFERON-TB Gold IT je bila izr&unana priblizno s pondp evaluacije stopnje nagyao-
pozitivnih rezultatov pri osebah z majhnim tvegamj@o pomeni brez znanih dejavnikov tveganja) za
okuzbo z tuberkulozo. @htljivost je bila izr&unana priblizno z evaluacijo skupin pacientov z
aktivno obolelostjo s tb, ki je bila nato potrjeniulturo.

Specifiénost

V Studiji z 866 udeleZenci, ki je bila opravljenawmeriki, je bilo pri opravijanju TST odvzet vzorec
krvi za test QuantiFERONTB Gold IT. Demografski podatki in faktorji tvegi@ za Tb so bili
pridobljeni s pomgo standardnih vpraSanj ob izvedbi testiranja. G@ ddeleZencev brez znanih
dejavnikov tveganja okuZbe M. tuberculosiso bili na voljo rezultati za 391 oseb, ki so ojiev
testiranje z QuantiFERONTB Gold IT- in TST. Nobena od teh oseb ni bilaljsm z BCG. Druga
Studija specifike s testom QuantiFER®WNB Gold IT je bila opravljena na Japonskem na
udelezencih z majhnim tveganjem; priblizno 90% dskb je bilo cepljenih z BCG. Rezultati obeh
Studij specifike so prikazani v tabeli 2.

TABELA 2. Specifika testa QuantiFERON-TB Gold IT: rezultati udeleZencev brez znanih
faktorjev tveganja za okuzbo z M. tuberculosis.

BCG | Stevilo Stevilo S[t«“e”;:fl(g_ Specifika Stevilo Specifika
STUDIJA status:  [estiranih neodilocem pozitivnih/ QIT-G poz?t?jrlih / TST*
0 & 1 0
o | oseb | ltaroy | Stevilo (95% Stevilo %
cepljenih QFT-G veljavnih CIeH) testo CI+)
testov v
99,2% 98,5%
(ane)(i'a lienot) 0% 391 1 3/390 (97,6- 6/391 (96,5-
javlj 99.8) 99.4)
Japonska oo 98,4%
(neobjavljeno) 0% | 190 4 3/186 (95-99,6) - -
5/584 0
SKUPAJ 581 (0,9%) 6/576 99,0% -- --




* za podlago je bila vzeta mejna vrednost TST 10.rRm uporabi mejne vrednosti 15 mm znaSa
ocenjena specifika TST 99,1%.
** Cl = interval konfidence

Obéutljivost za aktivho Tb

Za izrasun olkutljivosti testa QuantiFERONTB Gold IT so bile testirane osebe iz Avstralife i
Japonske, pri katerih je obstajal sum za Tb inkpterih je bila nato okuzba M. tuberculosis
potriena s kulturo. Za latentno okuzbo s tuberkolldeTBI) sicer ni dokoBinega standarda,
mikrobioloSka kulturaM. tuberculosispa je vseeno primerno nadomestilo, ker so obaiskebe
okuZene po definiciji. Pacienti so bili pred odvaemkrvi za test QuantiFERCNTB Gold IT

zdravljeni manj kot 8 dni.

V tabeli 3 so prikazani rezultati dveh skupin patoe s pozitivnho kulturdV. tuberculosis Skupna
okkutljivost testa QuantiFERONTB Gold IT za aktivno obolenje s Tb je znaSala 8@8/54).

TABELA 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: osebe z okuZbo $. tuberculosis ki je bila potrjena
s kulturo.

Stevilo
STUDIJA FT- .
J Obolenje 801 q Obcutljivost
pottjeno | pozitivnih QFT-Gold
z /stevilo
VCliaVﬂih (950/0 CI*)
testov
Japonski pacienti s Tb/ 89%
Studija validacije kultura | 24271 75 96
Avstralski 70%
pacienti s | Puimonalno 7/10 (40-89%)
;ftifh.a ekstra- kultura 77 100%
ol d’a G | pulmonalno (82-100%)
89%
SKUPAJ 48/54 (78-95%)

*Cl = interval konfidence

Diagnoza LTBI
Objavljena je bila cela vrsta Studij, ki izfmjejo delovanje QuantiFERCNTB Gold IT pri razlénih
populacijah za tveganje za LTBI. Najvaznejsi podadkaterih izbranih Studij so prikazani v tabeli 4

TABELA 4. Izbrane objavljene S$tudije za uporabo QuantiFERON®-TB Gold IT pri
populacijah s tveganjem za LTBI

$TUDIJA Testirane Rezultati

osebe
Medicinsko Okolje z zelo visoko stopnjo Th. 40% QFT-Gold ITzgivnih
osebje v Indiji 796 oziroma 41% TST-pozitivnih pri mejni vrednosti 1@mmVisoka
(Paiet al konkordanca s TST, breZinka BCG na teste. Oba testa v zvezi |
2005’ dejavnikoma tveganja »starost« in »trajanje deddravstvux.
HIV-pozitivni Skupna prermnHIV-po_zi_tivnih za LT_BI je _z_naéala_ pri QFT-QoId
na Danskem IT 4,6% (27/_5_90). Poz_ltlvnl rezultati so bili poaas s tveganji za
(Brocket d 590 Tb.. Dva pozitivna pacienta QFT-GoId IT stav Iet'u. chzvila .
2006)° aktivno Tb. Neodloni rezultati (n=20, 3,4 %) so bili tesno poveza‘nl

s CD4-Stevilom <100}dL.
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Stacionarno Otroci s sumom na Tb ali otroci, ki so predhodnelirstik s Th, so
zdravljeni bili testirani s QFT-Gold IT in TST. 10,5% QFT-@dIT-
otroci 105 pozitivnih oziroma 9,5% TST-pozitivnih pri mejniaatnosti 10
(Dograet al mm. Ujemanje med testoma znaSa skupaj 95,2% oaifdy@% pri
2006)"° otrocih, ki niso bili cepljeni z BCG.
Testirane so bile bliznje kontaktne osebe s 15d@imhi indeksnimi
Nemci s primeri. 51% je bilo cepljenih z BCG, 27 % rojenilujini. 70%
stikom s Th 309 ceplienih z BCG in 18% necepljenih je bilo TST-gvaiih (5 mm)
(Diel et al in 9% oziroma 11% je bilo QFT-Gold IT-pozitivhiQFT-Gold IT
2006)° je bil opravljen v povezavi s tveganjem za Tb. T&bil opravljen
samo v povezavi s ceplienjem BCG.

Uginki manj olutljive verzije tekdega antigena QuantiFERGNB Gold (predhodnik testa

QuantiFERON-TB Gold IT) in testa QuantiFERONTB Gold IT so opisani v mnogih nadaljnjih
objavah. Te Studije zajemajo tudi uporabo testa kmntaktnih osebah pacientov z aktivho
Th9101314.17.2025 o1 d0-23.25 1|\ _pozitivnih®*® medicinskega osebff”?® imunsko suprimiranih

osel3®, oseb s sumom na 5='in oseb z majhnim tveganjeth??

Ponovljivost in uéinek TST na kasnejSe teste QuantiFERON®-TB Gold IT.

V okviru amerisSke Studije specifike je bila pregled podskupina udelezencev 4 do 5 tednov po
prvotnem testu. Za 260 udeleZencev so bili takealj@ rezultati testov QuantiFERCGNIB Gold IT

in TST v dveh trenutkih testiranja, ujemanje je3ala 99,6% (259/260). Test TST, opravljen pred
tem, ni pokazal vega porasta pozitivnih rezultatov QuantiFERGRNB Gold IT.

10. TEHNICNE INFORMACIJE

Neodlatni rezultati
Neodlani rezultati naj bi se pojavljali redko, vzrok zamja so naslednji telimii dejavniki:

» prekora&enje 16-urnega roka med odvzemom krvi in inkubagij@7°C,

» skladi€enje vzorcev krvi izven predpisanega temperaturobgadja (22+ 5°C),
* pomanjkljivo meSanje epruvet za odvzem Krvi,

* pomanjkljivo pranje ploZe ELISA.

Pri domnevnih tehginih teZavah pri odvzemu krvi ali med rokovanjemzorei je treba celoten test
QuantiFERON-TB Gold IT ponoviti z novim vzorcem krvi. Test EBA simuliranih vzorcev plazme
pa se lahko ponovi, kadar se domneva pomanjkljramje ali kakSno drugo odstopanje od predpisane
testne metode ELISA. Neodloi rezultati, ki si jih lahko razlagamo z nizkimiednostmi mitogena
ali z visokimi nénimi vrednostmi, se pri ponovnem testiranju ne snpEjnoviti, razerge je pri testu
ELISA priSlo do napake. Neodini rezultati naj se kot taki posredujejo naprejra&ahik lahko nato
odvzame Se en krvni vzorec ali po potrebi opraugédrpreiskave.

Strjeni vzorci plazme

Ce se pri dalj3em skladinju vzorcev plazme pojavijo fibrinski strdki, jeba vzorce centrifugirati,
tako da zéne nastajati sediment. To bo olajSalo pipetiratgempe.

21



ELISA-odstranitev tezav

Nespeciffna barvna reakcija

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos

Plo&o operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako bithal.
Glede na vrsto uporabljenega pralnega aparata bdamo
potrebno vé kot 6 pralnih ciklusov. Pripotamo, da med
pralnimi ciklusi napravite 5-sekundni premor za aianje.

Krizna kontaminacija vdolbin ELISA

Natar€no pipetiranje in meSanje vzorcev tveganje minimgli

Pretek roka uporabnosti
kompleta/sestavin kompleta

Preverite ¢e rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrb
da bosta standard in 100x koncentrat konjugataalgtjena v 3
mesecih po rekonstruiranju.

Kontaminirana raztopina encimskega
substrata

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbitdyatdo
uporabljeniisti rezervoarji reagentov.

Nizke vrednosti OD standardov

it

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Napaka pri re¢enju standarda

Redtenje kompleta standarda opravite natempo priloZenih
navodilih.

Napaka pri pipetiranju

Preveritege so pipete kalibrirane in uporabljenérno v skladu
z navodili proizvajalca.

Prenizka inkubacijska temperatura

Inkubacija za metodo ELISA naj po opravljena pihisio
temperaturi (17 - 27°C).

Prekratelkéas inkubacije

Cas inkubacije pla% s konjugatom, standardi in vzorci naj
znaSa 120 £ 5 minut. Raztopina encimskega substaatse na
plo&i inkubira 30 minut.

Napaen filter ploge

Plo%a naj se odita pri 450 nm z refer&mim filtrom 620-650
nm.

Prehladni reagenti

Vsi reagenti (razen 100x koncentrata konjugata)sexjo pred
zatetkom testa segreti na sobno temperaturo. Topréjizno
60 minut.

Pret&€en rok uporabnosti
kompleta/sestavnih delov kompleta

Preveritege rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrb
da bosta standard in 100x koncentrat konjugatabfjera v 3
mesecih po rekonstruiranju.

it
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Mocna obarvanost ozadja

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos

Plo&o operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako bithal.
Glede na uporabljen pralni aparat bo morda potreeti&ot 6
pralnih ciklusov. Priporéamo, da med pralnimi ciklusi
napravite 5-sekundni premor za namakanje.

Previsoka temperatura inkubacije

Inkubacija za metodo ELISA naj poteka pri sobnipenaturi
(17 - 27°C).

Pret&€en rok uporabnosti
kompleta/sestavin kompleta

Preveritege rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrbit

da bosta standard in 100x koncentrat konjugataalgjena v 3
mesecih po rekonstruiranju.

Kontaminirana raztopina encimskega
substrata

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbitéyatio
uporabljeniisti rezervoarji reagentov.

Nelinearna standardna krivulja in odstopanja me@&mwia dvojnima testoma

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos

Plo&o operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako bithal.
Glede na uporabljen pralni aparat bo morda potreeti&ot 6
pralnih ciklusov. Priporéamo, da med pralnimi ciklusi napravi
5-sekundni premor za namakanje.

e

Napaka pri re¢enju standarda

Redtenje kompleta standarda opravite natempo priloZenih
navodilih.

Nezadostno meSanje

Skrbno premesajte reagente Zkratnim obr&anjem ali rahlim
vrtin¢enjem in jih Sele nato dispenzirajte v vdolbine.

Neenakomerna tehnika pipetiranja ali
prekinitev med izvajanjem testa

Dispenziranje vzorcev in standardov naj bo kontemn. Vsi
reagenti morajo biti pred Zatkom testa pripravljeni za uporab

O

Video posnetek z demonstracijo postopka testiranjaSitvami za vé&no tehnénih problemov boste
nasli na CD romu skupaj z informacijami o izdelkuéhnénim navodilom. CD rom lahko dobite
direktno pri Cellestis-u ali prek svojega dobayitel
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12. TEHNICNA SERVISNA SLUZBA

Naslovi naSih servisov:

Cellestis International Pty Ltd: Tel,: +61 3 957408

Faks: +61 3 9571 3544
E-Mail: guantiferon@cellestis.com
Spletna stranwww.cellestis.com

Cellestis GmbH: Tel,: +49 6151 428-59-0
(Evropa) Faks: +49 6151 428 59-110

E-Mail: europe@cellestis.com
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13. TESTNI POSTOPEK (SKRAJSANA OBLIKA)

1. FAZA: INKUBIRANJE VZORCA KRVI

Z epruveto za odvzem krvi odvzemite
pacientu vzorec krvi. Epruveto nato
temeljito zmeSajtes 5- sekundnim ménim
stresanjem (ziroma jo 10x stresite). Vsa

notranja stena epruvetemora biti prekrita s
krvjo.

Epruvete vstojetem poloZaju 16 - 24 ur
inkubirajte pri 37°C.

Po inkubaciji centrifugirajte epruvete 5 - 15
minut pri 1500 - 2200g (RCF) in takocite
plazmo od rd&h krvnick.

4. Po centrifugiranju odvzemite iz vsake

epruvete vzorec plazme za kvantificiranje
IFN-y-.
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2. FAZA: IFN<y-ELISA

Sestavine ELISA (razen 100x
koncentriranega  koncentrata  konjugata)
namanj 60 minut stabilizirajte pri sobni
temperaturi.

C3
C3

Rekombinantni  humani  IFN-standard
rekonstruirajte z destilirano ali deionizirano
vodo na 8,0 IE/ ml. Izdelajte 4 raztethe @

standarde.

Liofilizirani 100x koncentrirani koncentrat
konjugata rekonstruirajte z destilirano ali
deionizirano vodo.

Z zeleno raztopino za réenje izdelajte U I_l Ll U
konjugat in v vsako vdolbino dajte po RD.

V ustrezne vdolbine dajte po 50 ul vzorca ////

plazme in 50 pl standarda. Premesajte v U I—l u I_l
vibratorju.

120 minut inkubirajte pri sobni temperaturi. E'HH
Jie p p SRR
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10.

11.

12.

Vdolbine najmanj 6x operite s po 400 ul
puferja za pranje na vsako vdolbino.

V vse vdolbine dajte po 100 ul raztopine ////
encimskega substrata.

30 minut inkubirajte pri sobni temperaturi. K. 3 i
A

V vse vdolbine dajte po 50 ul raztopine za ////
blokiranje in premeSajte s poxjo U I—l Ll I_i
vibratorja.

Rezultate merite pri 450 nm z reageim

filt 620-650 nm. ;
iltrom nm 2%

Analizirajte rezultate.
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