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1. KULLANIM AMACI

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®), heparinli tam kan i¢indeki hiicrelerin, uyarict ESAT-6, CFP-10 ve
TB7.7(p4) proteinlerinin peptit kokteyli ile uyariimasim kullanan, bir in vitro teshis testidir. Enzim Bagl Immiin
Absorbsiyon Testi (ELISA) ile interferon-y (IFN-y) tespiti, Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu ile ilgili
olan bu peptit antijenlerine olan in vitro cevabin saptanmasi i¢in kullanilir.

QFT, M. tuberculosis enfeksiyonu (hastalik da dahil) i¢in bir indirek testtir ve risk degerlendirilmesi, radyografi
ve diger medikal ve teshis degerlendirmeleriyle birlikte kullanilmast amaglanmustir.

2. KISA OZET VE TESTIN ACIKLAMASI

Tiberkdilozis, tipik olarak solunum yolu tiberkiloz hastalardan, havadaki zerreler yoluyla yeni bireylere
bulagan, M. tuberculosis kompleks organizmalarinin (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) enfeksiyonu ile
ortaya ¢ikan bulasici bir hastaliktir. Yeni enfekte olan bir bireyde tiiberkilloz hastaligi haftalar veya aylar
igerisinde gelisebilir, fakat yine de ¢ogu enfekte olmus kisiler saglikli kalabilir. Bulasici olmayan semptomsuz
bir durum olan, gizli tiiberkiloz enfeksiyonu (LTBI), baz kisilerde olabilir. Bu kisilerde, tiiberkiiloz hastaligt
aylar veya yillar sonra gelisebilir. LTBI teshisinin ana amaci, tiiberkiiloz hastaliginin énlenmesi i¢in medikal
tedavinin degerlendirilmesidir. Son zamanlara kadar, tuberkiilin deri testi (TST) LTBI teshisi i¢in mevcut tek
metottu. Tuberkiiline kars1 kutandz hassasiyet, infeksiyondan 2 ila 10 hafta sonra gelisir. Buna ragmen, immiin
fonksiyonlar1 engelleyici durumlarda olan kisiler ve bu durumda olmayan bazi enfekte bireyler, tuberkiline
kars1 cevap vermezler. Ayrica, M. tuberculosis enfeksiyonu olmasi beklenmeyen bazi kisiler, tiiberkiiline kars
hassasiyet gostermektedir ve Bacille Calmette-Guérin (BCG) ile asilanma sonrasi, M. tuberculosis
kompleksinden farklt mycobacteria ile enfeksiyon veya belirlenemeyen diger faktdrlerden dolayr pozitif TST
sonucu ¢ikmaktadir.

LTBI, genellikle akcigerler ve alt solunum yollarini ve bazen de diger organ sistemlerini etkileyebilen
tiberkilloz hastaligindan ayristirilmalidir. Tiberklloz hastaligi, tarihsel, fiziksel, radyolojik, histolojik ve
bakteriyolojik bulgular ile teshis edilir.

QFT testi, uyarict mikobakteriye ait proteinlerin peptid antijenlerine kars1 hlcre yoluyla bagisiklik (CMI)
cevabini 6lgen bir testtir. Bu proteinler, ESAT-6, CFP-10 and TB7.7(p4), higbir BCG asisinda ve M. kansasii,
M. szulgai ve M. marinum haric tiberkiiloza neden olmayan diger mikobakterilerde yoktur.® M. tuberculosis
kompleksi organizmalar1 ile enfekte olmus bireylerin kaninda, genellikle bu ve diger antijenleri tantyan
lenfositler bulunmaktadir. Bu tanima islemi, sitokin, IFN-y olusumunu ve salinmasin kapsar. IFN-y’min tespiti
ve sonradan kantitasyonu, bu testin temelini olugturur.

QFT’de kullanilan antijenler, ESAT-6, CFP-10 ve TB7.7(p4) uyarici proteinlerinin bir peptit kokteylidir. Bu
peptit antijenlerinin M. tuberculosis ile enfekte olan kisilerde T-lenfositlerinin IFN-y salinimini1 uyardigi, ancak
enfekte olmayan veya BCG agili, hastalik veya LTBI riski bulunmayan kisilerde de uyarim olmadig: birgok
calismada gosterilmistir. > Bununla birlikte, tibbi tedaviler veya bagisiklik fonksiyonunun zayif olmasi
durumlarinda, IFN-y cevabinda diisme olabilir. ESAT-6, CFP-10 ve TB7.7(p4) proteinlerinin kodlandig: genler,
M. kansasii, M. szulgai ve M. Marinum’de bulunmaktadir, bu tlrlerin mikobakteri enfeksiyonu bulunan
hastalarda da bu proteinlere yanit olusabilir.** QFT hem LTBI igin bir testtir, hem de enfekte kisilerde M.
tuberculosis kompleks enfeksiyonunun teshisine yardim eder. Pozitif bir sonug tiiberkiiloz hastaligi teshisini
destekler; ancak diger bazi mikobakteri enfeksiyonlarinda da (6r. M. kansasii) pozitif sonug¢ verebilir.
Tiberkiiloz hastaligimmin varliginin veya yoklugunun dogrulanmasi igin, diger medikal ve tani testleri de
yapilmalidir.



Testin Prensipleri

QFT IT sisteminde, tam kani toplamak igin 6zel kan tiipleri kullanilir. Kanlarin inkiibasyonu tiiplerde 16 ila 24
saat siireyle yapilir, daha sonra plazma ayrilir ve peptit antijenlerine cevaben olusan IFN-y’nin miktar1 dl¢iiliir.

QFT testi iki asamada yapilir. Tk asamada, her bir QFT Gold kan alma tiiplerine tam kan alinir. Bu tiipler, Nil
Kontrol tlipi, TB Antijen Tlpl ve opsiyonel Mitogen tupuddr.

Mitogen tipl, QFT testinde bir pozitif kontrol olarak kullanilabilir. Bu tiip, 6zellikle kisinin bagisiklik durumu
ile ilgili siipheyi ortadan kaldirabilir. Mitogen tiipii ayrica kan alim ve inkiibasyon iglemlerinin dogru yapilip
yapilmadigini da kontrol edebilir.

Tiipler, kan alimimdan sonraki 16 saat i¢inde, miimkiin oldugunca ¢abuk 37°C’de inkiibe edilmelidir. 16 ila 24
saatlik inkilbasyon periyodundan sonra, tipler santrifiij edilir, plazma ayrilir ve ELISA ¢aligmasiyla IFN-y
(IU/mL) miktar1 6l¢iiliir.

TB Antijen tiipindeki IFN-y miktar1 Nil tiiptindekinden belirgin sekilde yiiksekse, test pozitif olarak diistiniiliir.
Mitogen tiipii kullanilmigsa, Mitogen tarafindan uyarilmig plazma numunesi, test edilen her numunenin kendi
IFN-y poizitif kontrall olur . Mitogen’e kars1 diisik cevap olmasi (<0.5 IU/mL), kan numunesinde de TB
antijenlerine kars1 negatif bir cevap varken, siipheli bir sonucu gosterir. Bu durum, yetersiz lenfosit olmasi,
uygun olmayan numune alinmasi yiiziinden azalmis lenfosit aktivitesi, Mitogen tiipiiniin hatali doldurulmasi
veya karigtirilmasi ya da hastanin lenfositlerinin IFN-y salniminin yetersiz olmasi nedeniyle ortaya ¢ikar. Nil
numunesi arka plan rengini, heterofil antikor etkilerini’ veya kan numunesindeki spesifik olmayan IFN-y’nin
testteki diizeltmesini saglar. Nil tiipliniin IFN-y seviyesi TB antijen tiipiiniin ve Mitogen tiipiiniin (kullanilmigsa)
IFN-y seviyesinden ¢ikartilir.

Testin Yapilmasi icin Gerekli Siire

QFT testinin yapilmasi i¢in gereken siire asagida hesaplanmstir; ¢oklu numunelerin toplu ¢alisilma siiresi ayrica
belirtilmistir:

Kan tiplerinin 37°C inklibasyonu: 16 ila 24 saat

ELISA: Her bir ELISA plak icin yaklasik 3 saat
(28 ila 44 numune)
e <1 saat calisma
e Her bir plak icin 10 ila 15 dakika eklenir



3. REAKTIFLER VE SAKLANMASI

Tuberkilloz ve Kontrol Antijen Kan Alma Tupleri

Katalog Numaras1 T0590-0301

1. Nil Kontrol (Gri kapakli) 100 x tip
2. TB Antijen (Kirmiz1 kapakli) 100 x tip
3. Mitogen Kontrol (Mor kapakli) 100 x tip

NOT: Tiipler ayrica farkh konfigiirasyonlar icin de mevcuttur:
Kat No. T0590-0201: 100 x Nil Kontrol, 100 x TB Antijen tlpleri.
Kat. No. T0593- 0201: 100 x Mitogen Kontrol ttpleri.
Yiiksek Rakim Tiipleri (Boliim 5’e bakiniz)

Kat. No. T0590-0501: (Yiiksek Rakim) 100 x Nil Kontrol, 100 x TB Antijen tlpleri.
Kat. No. T0590-0505: (Yiiksek Rakim) 100 x Nil Kontrol, 100 x TB Antijen & 100 x
Mitogen tiipleri.

Kat. No. T0593-0501 (Yiiksek Rakim) 100 x Mitogen Kontrol tipleri.

ELISA Bilesenleri

Katalog no: 0594-0201 Katalog no: 0594-0501

ELIiSA igerigi
2-plak kit Referans lab. ambalaj

Mikroplak stripleri 2 x 96 kuyu 20 x 96 kuyu
Insan IFN-y Standardu, liyofilize 1 sise 10 sise
Yesil diliient 1x30mL 10 x 30 mL
Konjugat 100X Konsantre, liyofilize 1x0.3mL 10 x 0.3 mL
Yikama Tamponu 20X Konsantre 1x100 mL 10 x 100 mL
Enzim Substrat Solisyonu 1x30mL 10 x 30 mL
Enzim Durdurma Solisyonu 1x15mL 10 x 15mL




Gerekli Malzemeler (ancak saglanmayan)

37°C inkibatodr. CO, gerekli degil.

10uL ila 1000uL dagitim i¢in kalibre edilmis degistirilebilir hacimli pipetler ve tek kullanimlik pipet uglari.
50uL ila 100uL dagitim yapabilen kalibre edilmis ¢ok kanalli pipetler ve tek kullamimlik pipet uglar1.
Mikroplak calkalayici.

Deiyonize veya distile su - 2L.

Mikroplak yikayici (otomatik yikayici tavsiye edilir).

450nm filtreli ve 620nm ila 650nm referans filtresine sahip mikroplak okuyucu .



Saklama Bilgileri

Kan Alma Tipleri

Kan alma tiiplerini 4°C ila 25°C arasinda saklayimniz.

Kit Reaktifleri

Kiti 2°C ila 8°C arasinda saklayniz.
Enzim Substrat Soliisyonunu her zaman direk giin 1s181indan koruyunuz.

Coziilmiis ve Artan Reaktifler

Reaktiflerin nasil ¢6ziilecegi hakkindaki bilgiler igin liitfen Bolim 6’ya bakimiz (sayfa 11).

Coziilen Kit Standardi 2°C - 8°C’de saklandiginda, 3 aya kadar kullanilabilir.
O Kit Standardimin ¢oziildiigii tarihi not ediniz.
Gozuldikten sonra, kullanilmayan Konjugat 100X Konsantre’yi 2°C - 8°C’de saklanmalidir ve 3 ay iginde
kullanilmalidir.
O Konjugatin ¢oziildiigii tarihi not ediniz.
Caligma i¢in hazirlanan Konjugat 6 saat i¢inde kullanilmalidir.
Caligma i¢in hazirlanan Yikama Tamponu oda sicakliginda 2 hafta saklanabilir.



4. UYARILAR VE ONLEMLER

Uyarilar

QFT sonucunun negatif ¢ikmasi, M. tuberculosis enfeksiyonunun veya tiiberkiiloz hastaliginin
olmadigimi géstermez: yalanci negatif sonuglar, enfeksiyonun agsamalarindan kaynaklanabilir (6r:
numune hiicresel immiin cevap olugmadan alinmis olabilir), bagigiklik fonksiyonlarini etkileyen
hastalik durumlari, kan alimin takiben tiiplerin hatali kullanilmasi, testin hatali ¢alisilmasi veya
diger immiinolojik degisimler.

QFT sonucunun pozitif ¢ikmasi, M. tuberculosis enfeksiyonunun belirlenmesinde tek basina
yeterli degildir. Testin hatali ¢aligilmasi yalanci pozitif sonug verebilir.

Pozitif bir QFT sonucu, aktif tiiberkiiloz hastalig1 igin, daha ileri medikal ve tam1 degerlendirmeler
yapilmalidir (6r: ARB yayma ve kiiltiir, akciger grafisi).

ESAT-6, CFP-10 ve TB7.7(p4) hicbir BCG agisinda ve bilinen tiiberkiiloza sebep olmayan
mikobakterilerde bulunmamasina ragmen, M. kansasii, M. szulgai veya M. marinum
enfeksiyonlar1 yiliziinden QFT sonucu pozitif ¢ikabilir. Bodyle bir enfeksiyon siiphesi varsa,
alternatif testlerle aragtirtlmalidir.




Onlemler

In vitro kullanim i¢indir.

Zararh: Enzim substrat soltisyonu 3,3',5,5' tetrametilbenzidin i¢ermektedir. Bu soliisyonun yutulmasi,
solunmasi ve deri temasi zararlidir. Deri ve gozii tahrig edicidir. Mutajendir. Kullanirken koruyucu gozliik
takin, eldiven giyin ve potansiyel kanserojen oldugundan dikkatli kullanin.

Zararh: Enzim Durdurma Sollsyonu H,SO, icerir. Bu soliisyonun deri ve goz ile temasi, yutulmasi,
solunmasi ve zararhdir. Kullanirken koruyucu gozliik, eldiven ve normal laboratuar koruyucu giysisi

kullanin. Durdurma soliisyonu deriye veya goze temas ederse, bol suyla durulayin ve tibbi yardim alin.

Zararh: IFN-y Standart ve Konjugat 100X Konsantre yutulursa rahatsiz edebilir ve deri tahrigine sebep
olabilir. Eldiven ve normal koruyucu laboratuar giysisi kullanin.

Insan kanim potansiyel bulasici olarak kullanin. Kanla ¢aligma kilavuzlarini inceleyin.

Thimerosal baz1 reaktiflerde koruyucu olarak kullanilmistir. Yutuldugunda, solundugunda veya deri ile
temasinda toksik olabilir.

Yesil Dililent normal fare serumu ve kazein igerir. Bu maddeler alerjik yaniti tetikleyebilir; deri ile
temasindan kaginin.

Kit prospektiisiinden farkli iglemler, hatali sonuglara yola acabilir. Liitfen kiti kullanmadan 6nce talimatlari
dikkatlice okuyunuz.

Hasarli veya akmus kit reaktiflerini kullanmayn.

Farkli QFT Gold kitlerinin reaktiflerini karistirmayin ve birlikte kullanmayin.

Avrtan reaktifleri ve biyolojik numuneleri Yerel, Ulusal ve Federal diizenlemelere gére imha edin.

Kan alma tiiplerini veya ELISA kitini son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

Plaka yikayict ve okuyucular gibi laboratuvar ekipmanlarinin kalibrasyonunun yapilmis oldugundan emin

olunuz.



5. NUMUNE TOPLAMA VE KULLANIMI

QFT’de asagidaki tiipler kullanilir:

ok~ wbdE

Nil Kontrol (Beyaz halkal1 gri kapak) (deniz seviyesi ile 810 m rakima kadar kullanilir).

TB Antijen (Beyaz halkali kirmizi kapak) (deniz seviyesi ile 810 m rakima kadar kullanilir).
Mitogen Kontrol (Beyaz halkali mor kapak) (deniz seviyesi ile 810 m rakima kadar kullanilir).
Nil Kontrol (Sar1 halkali gri kapak) (1020 m ile 1875 m arasinda kullanilir).

TB Antijen (Sar1 halkali kirmizi kapak) (1020 m ile 1875 m arasinda kullanilir).

Mitogen Kontrol (Sar1 halkali mor kapak) (1020 m ile 1875 m arasinda kullanilir).

Antijenler kan alma tiiplerinin i¢ ylizeyine yapistirilmistir, bu yilizden kan alimindan sonra iyice ¢alkalanmasi
¢ok onemlidir. Kan alimini takip eden 16 saat icinde, tlipler miimkiin oldugunca ¢abuk 37°C’lik inkubatore
transfer edilmelidir.

En uygun sonug i¢in asagidaki prosediirii uygulayin:

1.

Her hasta icin, QFT kan alma tiiplerine direk olarak 1 ml kan alimz. Bu islem egitimli teknisyen
tarafindan yapilmalidir.

Standart QFT kan alma tupleri 810 metre rakima kadar kullanilabilir. 1020 metre ila 1875
metre arasindaki rakimlarda, Yiiksek Rakim (HA) QFT kan alma tiipleri kullanilmalidur.

QFT kan alma tiipleri bu rakim araliklarvmin disinda kullaniliyorsa veya tiipe alinan kan
hacmi diigiikse, kan bir siringa kullanilarak alinabilir ve her ii¢ tiipe de 1’er ml olarak
dagitilabilir. Emniyet nedeniyle, bu islemi yaparken swringa ignesinin ¢ikarin, ilgili givenlik
prosedirlerini uygulayarak, tic QFT tipiiniin de kapaklarini ¢tkarin ve her birine ImL kan
transfer edin (tiipiin etiketinin yanindaki siyah isarete kadar). Kapaklar: dikkatlice kapatin ve
asagida anlatildigi gibi karistirin.

ImL’lik tiipler diger tliplere gore biraz yavas doldugundan, tiip tamamen doldugunda, yeterli
hacmin tiipe alindigindan emin olmak igin, igneyi 2-3 saniye tupln i¢inde bekletiniz.

Tiiptin yamindaki siyah isaret, 1 mL dolum hacmini gosterir. QFT Gold kan alma tlpleri, 0.8
ila 1.2 mL arasindaki hacimler i¢in onaylanmistir. Herhangi bir tlpte kan seviyesi belirte¢
cizgisine yakin degilse, baska bir kan numunesi alinmasi tavsiye edilir.

Kan alimi i¢in “kelebek igne” kullaniliyorsa, QFT Gold tiipleri kullanilmadan 6nce, hortumun
kanla doldugundan emin olmak ig¢in, bos bir tiip kullanilmalidir.

Tiip Duvarindaki antijenleri ¢c6zmek icin, tiipleri doldurduktan hemen sonra, i¢ yuzeylerinin kan
ile kaplanmasin saglamak i¢in tiipleri 10 (on ) defa yavas bir sekilde ¢alkalayarak karistiriniz.

Tiipler kanla doldugunda 17-25°C de olmalidir.

Cok fazla hizli ¢alkalama yapildiginda, jel bozulmasi beklenmedik sonuglarin alinmasina yol
acabilir.

Tipler uygun sekilde etiketlenir.

Kan alimindan sonra 16 saat icinde, tiipler miimkiin oldugunca ¢abuk 37°C = 1°C’lik inkiibatore
transfer edilebilmelidir. inkiibasyon oncesinde, tiipleri oda 1sisna (22°C + 5°C) getiriniz. Kan
orneklerini buzdolabina koymayin ve dondurmayin.



6. KULLANIM TALIMATLARI

Birinci Asama — Kanin inkiibasyonu ve plazmanin toplanmasi

Saglanan Malzemeler

QFT kan alma tupleri (3. Bolime bakiniz).

Gerekli Malzemeler (ancak saglanmayan)

3. Bolume bakiniz.
Prosediir

1. Kan, almindan sonra hemen inkiibe edilmeyecekse, inkiibasyondan dnce tiipler 10 kez alt st edilerek
tekrar karigtirilmalidir.

2. Tupleri, 37°C’de 16 ila 24 saat DiK olarak inkiibe edin. inkiibatériin CO, igermesi veya nemli olmasi
gerekli degildir.

3. 37°C’de inkiibasyondan sonra, kan alma tiipleri, santrifiij isleminden 6nce, 4° ila 27°C’de 3 giin
saklanabilir.

4. 37°C’de tiplerin inkiibasyonundan sonra, tlipler 15 dakika 2000 ila 3000 RCF (g)’de santrifilj edilerek
plazma ayrilir. Tiipteki jel, hiicreleri plazmadan ayirir. Bu islem olmazsa, tlipler daha yiiksek bir hizda
tekrar santrifiij edilmelidir.

e Santrifiij yapilmadan da plazmayr almak miimkiindiir, ancak hiicresiz olarak plazmay1
ayirmak igin ekstra dikkat edilmesi gereklidir.

5. Santrifiij yaptiktan sonra, dagitmadan 6nce asag1 yukari olacak sekilde pipetleme
yapmaktan veya plazmay1 karistirmaktan kacinimiz. Her zaman jel Gzerindeki
materyali bozmamaya dikkat ediniz.

e Plazma 6rnekleri pipet ile dagitilmali.

e Plazma ornekleri direk olarak santrifiij edilmis kan toplama tiiplerinden QFT ELISA
plakalarina yiiklenebilir. Otomotik ELISA platformlar kullanildigi durumlarda da
gecerlidir.

e Plazma 6rekleri 2°C ila 8°C de 28 giin saklanabilir veya dagitilmiglarsa —20°C
nin altinda saklanabilir.
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ikinci Asama - insan IFN-y ELISA

Saglanan Malzemeler

QFT ELISA kiti (Bolim 3’e bakiniz).

Gerekli Malzemeler (saglanmayan)

Boliim 3’e bakiniz.

1.

Prosedir

Tum plazma numuneleri ve reaktifler, Konjugat 100X Konsantre harig, kullanmadan 6nce oda sicakligina
(22°C + 5°C) getirilmelidir. Oda sicakliginda en az 60 dakika bekletilmelidir.

Kullanilmayacak stripleri plak cergevesinden ¢ikarin, ambalajina geri koyup sikica kapatin ve buzdolabina
geri koyun.

En az bir strip QFT Standartlar1 i¢in ve test edilecek numuneler icin gereken miktarda strip bulundurun (2-
tipli ve 3-tiiplii formatlar igin Sekil 2A ve 2B’ye bakiniz). Kullanimdan sonra, kalan striplerin kullanimi
icin plak cercevesini ve kapag saklaymiz.

Dondurularak kurutulmus Kit Standardini, Standart sisesinin etiketinde belirtilen miktarda deiyonize veya
distile su ile ¢dzliniz. Koépurmesini azaltmak ve tamamen ¢oziindiigiinden emin olmak igin, hafifce
karigtirimiz. Belirtilen hacimde Standardin ¢oziilmesi ile 8.0 IU/mL konsantrasyonunda soliisyon elde edilir.

Not: Kit Standardint ¢ozme hacmi kitler arasi farklilik gosterir.

Coziilmiis Kit Standardini, Yesil Diliient (GD) ile 4 diliisyon serisini hazirlama i¢in kullanin — Sekil 1’e
bakimiz. S1 (Standart 1) 4 IU/mL icerir, S2 (Standart 2) 1 IU/mL icerir, S3 (Standart 3) 0.25 IU/mL icerir,
ve S4 (Standart 4) 0 IU/mL icerir (sadece GD). Standartlar en az gift olarak ¢alisilmalidir.

CIFT STANDARTLI CALISMA iCIN UC STANDARTLI CALISMA iCIN

TAVSIYE EDILEN PROSEDUR TAVSIYE EDILEN PROSEDUR

. 4 tlpe “S1”, “S2”, “S3”, “S4” yazin. a. 4 tipe “S17, “S2”, “S3”, “S4” yazin.
b. S1,S2, S3, S4’e 150uL GD ekleyin. b. S1’e 150uL GD ekleyin.
c. S1’e 150pL Kit Standardi koyun ve iyice c. S2,S3, S4’e 210pL GD ekleyin.

karigtirin. d. S1’e 150pL Kit Standardi koyun ve iyice
d. S1’den 50uL alip S2’ye koyun ve iyice karigtirin.

karistirm. e. Sl’den 70uL alip S2’ye koyun ve iyice
e. S2’den 50pL alip S3’¢ koyun ve iyice karigtirin.

karistirm. f. S2’den 70uL alip S3’e koyun ve iyice
f. GD tek basma sifirlik standart olacaktir karistirin.

(S4). g. GD tek basma sifirlik standart olacaktir

(S4).
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SEKIL 1. Standartlarin Hazirlams:

150 pL 50 veya 70 pL 50 veya 70 pL
S1 S2 S3 S4
L N\ \_/
(Kit Standardi) Standart 1 Standart 2 Standart 3 Standart 4
8.0 IU/mL 4.0 lU/mL 1.0 IU/mL 0.25 IU/mL 0 IU/mL

(Sadece GD)

e Her ELISA ¢alismasinda Kit Standardinin diliisyonlarini taze olarak hazirlayiniz.

Dondurularak kurutulmus Konjugat 100X Konsantre’yi 0.3 ml deiyonize veya distile su ile ¢dzlniz.
Kdpirmesini azaltmak ve Konjugat’in tamamen ¢oziindiigiinden emin olmak igin, hafifce karigtirmiz.

Caligma Konjugati, ¢6ziilen Konjugat 100X Konsantre nin gereken miktarda Yesil Diliient ile dilue
edilmesiyle hazirlanir, hazirlama miktarlari igin Tablo 1 — Konjugat Hazirlanigi’na bakiniz.

TABLO 1. Konjugat Hazirlamsi

KONJUGAT 100X YESIL DILUENT
STRIP SAYISI KONSANTRE HACMi HACMI
2 10 pL 1.0 mL
3 15 uL 1.5 mL
4 20 uL 2.0mL
5 25 uL 2.5mL
6 30 uL 3.0mL
7 35 uL 3.5mL
8 40 uL 4.0 mL
9 45 uL 45mL
10 50 uL 5.0 mL
11 55 uL 5.5 mL
12 60 uL 6.0 mL

o Kopiirmeyi engellemek i¢in iyice ama kibarca karistiriniz.
e Kullanimdan hemen sonra, kalan Konjugat 100X Konsantre’yi 2°C to 8°C’ye kaldiriniz.
e Sadece Yesil Diliient kullaniniz.

Teste baslamadan once, IFN-ytim numune iginde esit dagildigindan emin olmak igin, plazmalar
calkalanmalidir.

Kullanilan tiim ELISA kuyularina, ¢cok kanalli pipet kullanarak, taze hazirlanmis ¢alisma konjugatindan
50uL ekleyiniz.

Cok kanall1 pipet kullanarak, uygun kuyulara 50uL plazma numunelerini pipetleyin (tavsiye edilen plak
yerlesimine bakiniz — Sekil 2A & 2B). En son olarak her Standarttan 50pL pipetleyin.
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SEKIL 2A. Nil & TB Antijen Tipleri i¢cin Tavsiye Edilen Numune Yerlesimi
(Her plak igin 44 test)

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 S8 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 (Standart 1), S2 (Standart 2), S3 (Standart 3), S4 (Standart 4).
e 1IN (Numune 1. Nil Kontrol plazmasi); 1A (Numune 1. TB Antijen plazmast).

I T m O O w>

SEKIL 2B. Nil, TB Antijen & Mitogen Tiipleri i¢cin Tavsiye Edilen Numune Yerlesimi
(Her plak igin 28 test)

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

IN [1A | 1M Sl S1 13N | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M
2N |2A | 2M S2 S2 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N | 3A | 3M S3 S8 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

5N |5A |[5M |9N [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
6N | 6A |6M | 10N | 10A | 10M [ 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
/N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 11IM | 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M
8N | 8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (Standart 1), S2 (Standart 2), S3 (Standart 3), S4 (Standart 4).
e 1N (Numune 1. Nil Kontrol plazmasi); 1A (Numune 1. TB Antijen plazmasi);
1M (Numune 1. Mitogen Kontrol plazmasi).

Il @ MmO Ol w>

Mikroplak calkalayici kullanarak, 1 dakika konjugat ve plazma numuneleri/standartlar1 iyice karistiriniz.
Her plagi kapak ile kapatin ve oda sicakliginda (22°C + 5°C) 120 + 5 dakika inkiibe edin.
e inkiibasyon sirasinda plaklar direk giines 131¢1na maruz kalmamalidir.

. Inkiibasyon sirasinda, bir birim Wash Buffer 20X Konsantreyi 19 birim deiyonize veya distile su ile diliie
edin ve iyice karigtirin. Mevcut Wash Buffer 20X Konsantre, 2L yikama soliisyonu hazirlamak igin
yeterlidir.

Inkiibasyondan sonra kuyular1 400pL yikama soliisyonu ile en az 6 kez yikaymiz. Otomatik bir plak
yikayic1 kullanilmasi tavsiye edilir.

e Testin performanst igin diizgiin bir yikama yapilmast ¢ok Onemlidir. Her kuyunun, her yikama
asamasinda, yikama soliisyonu ile tamamen dolu oldugundan emin olun. Her yikama adim arasinda en
az 5 saniye bekleme periyodu olmasi tavsiye edilir.

o Atik kabma standart laboratuar dezenfenktanti eklenmelidir ve potansiyel enfektif materyallerinin
dekontaminasyonu i¢in gerekli prosediirler uygulanmalidir.

. Plaklar1 ters gevirip, kalan yikama soliisyonunu kuyulardan uzaklastirmak i¢in kagit havlu iizerine vurun.

Her kuyuya 100uL Enzim Substrat Solisyonundan ekleyin ve bir mikroplak ¢alkalayici kullanarak iyice
karistirin.
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12. Her plag1 kapak ile kapatin ve oda sicakliginda (22°C + 5°C) 30 dakika inkiibe edin.
e inkiibasyon sirasinda plaklar direk giines 1s181na maruz kalmamalidir.
13. 30 dakikalik inkiibasyonu takiben, her kuyuya 50uL Enzim Durdurma Soliisyonu ekleyin ve karigtirin.

e Enzime Durdurma Soliisyonununun kuyulara pipetlenmesi, 11. adimdaki substrat dagitimindaki ayni
sirayla ve yaklasik olarak ayni hizda olmalidir.

14. Bir mikroplak okuyucu kullanarak, 450nm ana dalga boyunda ve 620nm ila 650nm arasinda bir referans

dalgaboyunu kullanarak durdurma soliisyonunun eklenmesinden sonraki 5 dakika icinde her bir kuyunun
Optik Dansitesini (OD) 6lciin. OD degerleri sonuglarin hesaplanmasinda kullanilir.

7. HESAPLAMA VE TESTIN YORUMLANMASI

Ham verilerin analizinde kullanilan ve sonuglari hesaplayan, QFT Analiz Yazilimi, Cellestis tarafindan
hazirlanmigtir. (Giincel yaziliminin kullanildiguini kontrol ediniz)

Yazilim, testin Kalite Kontrol degerlendirmesini, standart egrinin ¢izilmesini ve Sonuglarin Yorumlanmasi
boliimiinde anlatilan, her numunenin test sonuglarinin hesaplanmasini gergeklestirir.

QFT Analiz Yazilimini kullanmak yerine, sonuglar asagidaki metoda gére hesaplanabilir:

Standart Egrinin Cizilmesi

(QFT Analiz Yazilimi kullanilmiyorsa)

Her plaktaki Kit Standard: tekrarlamalarindan ortalama OD degerlerini hesaplayin.

IU/ml olarak, standartlarin IFN-y konsantrasyonlarmin logg’sine kars1 (x-ekseni), ortalama OD’lerin log,’si
(y-ekseni) ile bir loge-loge) standart egrisi ¢iziniz, bu hesaplamalara sifirlik standard:r katmayimz. Standart
egrinin en iyi ¢izimini regresyon analizi hesaplayiniz.

Numunelerin OD degerlerini kullanarak, herbir test plazma numunesinin IFN-y konsantrasyonu (1U/mL)
belirlemek i¢in standart egriyi kullanin.

Bu hesaplamalar, mikroplak okuyucularla gelen yazilimlari, standart hesaplama programlari veya istatistik

yazilimlar1 (Microsoft Excel gibi) ile de yapilabilir. Bu paketlerin, regresyon analizinin, standartlarin degisim
katsayisinin (%CV) ve satndart egrinin dogruluk katsayisinin (r) hesaplanmasinda kullanilmasi tavsiye edilir.
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Testin Kalite Kontroll

Test sonucunun kesinligi, dogru bir standart egrinin olusturulmasina baglidir. Bu ylizden, standartlardan ortaya
¢ikan sonuglar, numune sonuglar1 yorumlanmadan 6nce gozden gecirilmelidir.

ELISA’nin gegerli olmasi icin:
e Standart 1’in ortalama OD degeri > 0.600 olmahdir.
o Standart 1 ve Standart 2’nin tekrarlarinin OD degerleri arasindaki %CV < 15% olmahdir.

e Standart 3 ve Standart 4’iin tekrarlamalarinin OD degerleri, ortalamalar: arasinda 0.040 optik
dansite degerinden fazla farkhihk gostermemelidir.

e Standartlarin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan dogruluk Kkatsayis1 (r)> 0.98
olmahdir.

QFT Analiz Yazilimi, bu kalite kontrol parametrelerini hesaplar ve raporlar.
Calipsma sonunda yukaridaki kriterler uymuyorsa, ¢alisma gecersiz kabul edilmeli ve tekrarlanmalidir.

e Sifir Standardinin (Yesil Diliient) ortalama OD degeri < 0.150 olmahdir. Eger bu
OD degeri > 0.150 ise plak yikama prosediirii gozden gecirilmelidir.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

QFT sonuglar1 asagidaki kriterler kullanilarak yorumlanir:

DIKKAT: Tiiberkiiloz hastaligimn teshisini yapmak veya olmadigim diisiinmek ve LTBI ihtimalini
degerlendirmek, epidemiyolojik, tarihsel, medikal ve QFT sonuc¢lar1 yorumlanirken dikkate alinmasi
gereken tam1 bulgularinin bir kombinasyonunu gerektirir.

SADECE NiL & TB ANTIJEN TUPLERi KULLANILDIGINDA

Nil TB Antijen — Nil fark:

[1U/mL] [U/mL] Rapor/Yorum
<03 Negatif M. tuberculosis enfeksiyonu
< 80 > 0.35 ve < Nil degerinin %25’ olast DEGIL
> 0.35 ve > Nil degerinin %25 Pozitif* M. tuberculosis enfeksiyonu
olasiligr yiiksek
2 - . .3 Sonuglar TB-Antijen cevabina
>8.0 Her Turlu Siipheli gore siiphelidir.

! M. tuberculosis enfeksiyonundan siiphenilmediginde, ilk bulunan pozitif sonuglar, orijinal plazma numunelerinin gift
tekrarli olarak QFT ELISA ile yeniden test edilerek dogrulanmalidir. Testin tekrarlarindan biri veya her ikisi de pozitif
bulunursa, bireyin testi pozitif olarak diisiiniiliir.

2 Klinik ¢alismalarda, numunelerin %0.25’inden daha azinda Nil Kontrol igin IFN-y seviyesi > 8.0 IU/mL ¢ikmustir.

® Muhtemel sebepler igin Problem Cézme béliimiine bakiniz.

Olgiilen IFN-y seviyesinin biiyiikliigii ile, enfeksiyonun asamas veya derecesi, immiin cevap seviyesi veya aktif
hastaligin gelisim ihtimali hakkinda iliski kurulamaz.
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SEKIL 3.  Yorum Akis Diyagramm NiL & TB ANTIJEN tiipleri kullamdiginda

TB Antijen — Nil
2 0.35 IlU/mL

SONUC YORUMU

Evet

TB Antijen — Nil = Nil
IU/mL degerinin %25’i

Evet
fr_[ Nil < 8.0 IU/mL 1
DOGRULAMA
Evet

POZITIF




NiL, TB ANTIiJEN VE MITOGEN TUPLERiI KULLANILDIGINDA

Nil TB Antijen — Nil farki Mitogen — Nil farka

[1U/mL] [1U/mL] [lu/mL] Rapor/Yorum
>
0% =03 Negatif M. tuberculosis enfeksiyonu
> (.35 ve < Nil degerinin %25’ > 0.5 olast DEGIL
< 80 |> 035ve> Nil degerinin %25%|  Her Turli Pozitif? M. tuberculosis enfeksiyonu
olasilig1 yiiksek
<0.35 <05
> 0.35 ve < Nil degerinin %25i <05 Siipheli® Sonuglar TB-Antijen cevabina
gore siiphelidir.
>8.0* Her Tiirlu Her Tiirlu

! Mitogen pozitif kontrole (ve bazen TB Antijen) olusan cevap, genellikle mikroplak okuyucularin okuma arahiginin disinda
olabilir. Bu durrum test sonuglarina herhangi beir etki olugturulmaz.

2 M. tuberculosis enfeksiyonundan siiphenilmediginde, ilk bulunan pozitif sonuglar, orijinal plazma numunelerinin ¢ift
tekrarli olarak QFT ELISA ile yeniden test edilerek dogrulanmalidir. Testin tekrarlarindan biri veya her ikisi de pozitif
bulunursa, bireyin testi pozitif olarak digtiniiliir.

® Muhtemel sebepler i¢in Problem Cézme boliimiine bakiniz.

* Klinik ¢alismalarda, numunelerin %0.25’inden daha azinda Nil Kontrol i¢in IFN-y seviyesi > 8.0 [U/mL ¢ikmustir.

Olgtilen IFN-y seviyesinin biiyiikliigii ile, enfeksiyonun asamasi veya derecesi, immiin cevap seviyesi veya aktif
hastaligin gelisim ihtimali hakkinda iliski kurulamaz.
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FIGURE 4. Yorum Akis Diyagramm NiL, TB ANTIJEN & MITOGEN tiipleri kullamdiginda

TB Antijen — Nil
> 0.35 IU/mL

SONUC YORUMU

Evet

TB Antijen — Nil = Nil
IU/mL degerinin %25’i

Hayir Evet
Mitojen — Nil < 0.50 1U/mL Evet Hayir i
velveya Nil < 8.0 IlU/mL
Nil > 8.0 IU/mL
DOGRULAMA
Hayir Evet
v A 4

NEGATIF POZITIF
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8. SINIRLAMALAR

QFT test sonuclart, her bireyin kendi epidemiyolojik ge¢misi, mevcut medikal durumu ve diger teshis
degerlendirmelerinin bir birlesimi ile birlikte kullaniimalidir.

Nil degeri 8 IU/ml’den daha yiiksek ¢ikan bireyler, “siipheli” olarak siniflandirilirlar, ¢iinkii TB Antijenlerinin
%25 daha yiiksek cevabi, testin 6l¢lim araligimin disinda kalabilir.

Emin olunmayan veya siipheli sonuglar agagidaki sebepler nedeniyle olabilir:

e  Paket Prospektiisiinde anlatilan prosediiriin tam uygulanmamas,
e Dolasimdaki IFN-y seviyesinin asir1 yiikksek olmasi veya heterofil antikorlarin varligi,
e Kan numunelerinin 37°C’deki inkiibasyonunun 16 saatten fazla olmasi.

9. PERFORMANS OZELLIiKLERI
Klinik Calismalar

Gizli tiiberkiloz enfeksiyonu (LTBI) i¢in kesin bir standart olamadigindan, QFT testinin hassasiyetinin ve
0zgiilligiiniin belirlenmesi, pratik olarak yapilamaz. QFT testinin 6zgiilliigi, tiiberkiiloz enfeksiyonu agisindan
diigiik riskli (bilinen risk faktorlerinin olmadigi) bireylerdeki yalanci pozitif oraninin degerlendirilmesi ile
yaklasik olarak tahmin edilebilir. Hassasiyeti ise, kiiltiir ile dogrulanmis aktif TB hastas1 grubunun
degerlendirmesi ile tahmin edilebilir.

Ozgulluk

866 goniillii ile yapilan Amarika’daki bir calismada, TST yapildiginda, QFT icin de kan alinmustir. TB
demografik bilgi ve risk faktréleri, test yapim sirasinda, standart bir arastirma kullanilarak belirlenmistir. 432
gonallide M. tuberculosis enfeksyonu i¢in bilinen bir risk faktorii bulunmamis, bunlardan sadece 391’ine QFT
ve TST uygulanabilmistir. Bu bireylerin higbirine BCG asis1 yapilmanmustir. Tkinci 6zgiilliik ¢aligmasi
Japonya’da diistik risk tasiyan bireylerde QFT ile yapilmistir. Bu grubun yaklasik %90’1 daha 6nceden BCG ile
astlanmistir. Her iki 6zgiilliik ¢alismasinin sonuglart Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. QuantiFERON®-TB Gold IT ézgiilliigii: M. tuberculosis enfeksiyonu agisindan herhangi bir riski
bulunmayan bireylerin sonuclari.

No. QFT
STUDY Sta?lj’:se % tTe ;’tt:‘é n d':i’é%FiIate Egs'\t/';’ﬁ é Speci:;l(—:ity Iz’\loc;t-ll—\?;—/ Sp-elz—csi;:ity
Vaccinated Tests (95% CI)  No. tested (95% CI)
hﬁﬁublished) 0% 391 ! 31390 (gglzl(g%) 6/391 ?987'?;{.(9))
Japan *° ~90% 168 6 21162 (Sg'_%%) - -
TOTAL - 559 (1/ 252) 5/552 (ggfgg) - -

(*Using 10mm TST cut off in non-BCG vaccinated people.)
*10mm TST cut off olarak kullanildi. TST 6zgiilligii 15 mm cut off olarak kullanildiginda %99.1 olarak
belirlenmistir.

Aktif TB icin hassasiyet

Avustralya ve Japonya’dan TB-siiphesi olan kisiler (M. tuberculosis enfeksiyonu oldugu daha sonradan kiiltiir
ile dogrulanmigtir) QFT testinin hassasiyetinin belirlenmesi i¢in ¢alisilmistir. Gizli tiberkiiloz enfeksiyonu
(LTBI) i¢in kesin bir standart olmadigindan, hastalikli bireylerin enfekte oldugunun belirlenmesinde, M.
tuberculosis mikrobiyolojik kiiltiirii kullanilmigtir. Hastalar, QFT testi igin kan alimindan 6nce, en az 8 giin
tedavi gérmislerdir.
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Tablo 3, M. tuberculosis kiiltiirii pozitif olan iki grubun bulgularin1 6zetlemektedir. Aktif TB hastaligi igin QFT
testin genel hassasiyeti %89’dur (157/177).

Tablo 3. QFT: Kiiltiirle dogrulanmms M. tuberculosis enfeksiyonu bulunan bireyler.

No. QFT Positive | QFT- Sensitivity

/ No. Valid Tests (95% CI)
Japan TB Patients™ 86 /92 (8(?-?;?%)
Australian 24127 (75_%?%)
USA 47158 (ag-lgog)%)
TOTAL 157 /177 (83?—%?%)

LTBI Teshisi

LTBI riskindeki cesitli populasyonlarin, QFT testinin performansini gésteren birgok caligma yayinlanmistir.
Baz1 secilen ¢aligmalarin kaynak ve bulgular1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. LTBI riskindeki populasyonlarin QFT ¢aliymalarinin segilen yaymnlari.

Toplam test

CALISMA edilen

Sonuglar ve Bulgular

Cok yiiksek TB orani. %40 QFT-Gold IT pozitifligi, 10mm’ye gore %41
726 TST pozitifligi. TST ile yiiksek uyumluluk, ayrica BCG etkisinin olmamasi.
Her iki test de yas ve saglik alaninda ¢aligma siiresi agisindan iligkili

Hindistan HCW
(Pai et al 2005)%

HIV* bireylerdeki genel LTBI prevalans1 QFT-Gold IT ile %4.6 (27/590)
bulunmustur. Pozitif sonuglar TB riski ile iliskilendirilmistir. iki QFT-Gold

(Drjrrz)lgﬂ :t“;{ 2006)° 590 IT pozitif bireyde bir yil i¢inde aktif TB gelismistir. Sonuglarn siipheli ¢ikan
(n=20. 3.4%) bireylerin CD4 sayist <100 / uL belirgin bir sekilde
iligkilendirilmistir.

TB siiphesi olan veya TB temasi olan ¢ocuklarda QFT-Gold IT testi ve TST
Hastanede Yatan Cocuklar 105 calistlmistir. %10.5 QFT-Gold IT pozitifligi, 10mm’ye gore %9.5 TST
Dogra et al 2006)'2 pozitifligi. Testler aras1 uyugma genel olarak %95.2 ve BCG asili
olmayanlarda %100’d(ir.

15 farkli yakin temas grubu test edilmistir. %51’i BCG ile asili, %27’si ise
farkli bir iilkede dogmustur. BCG asililarin %70’ ve asili olmayanlarin
309 %18’i TST pozitiftir (5mm), oysa, aym sirayla sadece %9 ve %11’i QFT-
Gold IT pozitiftir. QFT-Gold IT TB riski ile iliskilendirilmistir. TST ise
sadece BCG agisiyla iligkilendirilmistir.

Alman Temash Bireyler
(Diel et al 2006)*

Cok fazla yayinda daha diisiik hassasiyetlige sahip QFT likit antijen versiyonunun (QFT’nin 0ncusi)
ve QFT testinin performansi tanimlanmigtir. Bu ¢alismalarda; aktif TB vakalariyla temasta olanlar
S - cocuklar #1028 HIV pozitif >°%, saglik sektorii calisanlar™®?*2 bagisiklik sistemi
baskilanmus kisiler *#?2%4273031 TB giiphesi olanlar®'*® ve diisiik riskli bireyler'® de calisilmustir.

Tekrarlanabilirlik ve QFT testinin tzerine TST’nin etkisi
Amerikan 6zgiilliik ¢alismasimin bir boliimii olarak, goniilliilerin bir altgrubu ilk QFT testi ve TST’den sonra 4

ila 5 hafta i¢inde tekrar test edilmistir. 260 birey icin QFT testi sonuglar1 her iki kez i¢in de mevcuttur ve
uyusma seviyesi %99.6°dir (259/260). Onceki yapilan TST, pozitif QFT yanitina neden olmamustir.
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10. TEKNIK BILGIi
Siipheli Sonuclar

Siipheli sonuclar nadir olarak olabilir ve testi yapilan kisinin immiin durumundan kaynaklanabilir, ancak birgok
teknik faktérden de kaynaklanmis olabilir:

37°C’deki kanin inkiibasyonunun 16 saatten fazla olmasi

Kanin tavsiye edilen sicaklik araliginin (22°C + 5°C) disinda bekletilmesi
Kan alma tlplerinin yeterli olarak karistirilmamasi

ELISA plagmin diizgiin yikanmamasi

Kan numunelerinin alimi, kullaninmu ile ilgili bir teknik sorundan siipheleniliyorsa, tim QFT testini yeni kan
numunesi ile tekrarlayiniz. Yetersiz yikama veya diger prosediirdeki sapmalardan siipheleniliyorsa, Uyarilmis
plazmalar ile ELISA testinin tekrarlanmasi yapilmalidir. Diisik Mitogen veya yiiksek Nil degerlerinden
kaynaklanan siipheli sonuglar, ELISA testinde bir hata olmadiginda, tekrarlanmasma gerek yoktur. Siipheli
sonuglar oldugu gibi raporlanir. Uzman doktor, yeni bir numune icin kan alimmna veya uygun diger
prosediirlerin uygulanmasina karar verebilir.

Pihtihh Plazma Numuneleri

Plazma numunelerinin uzun siireli saklanmasi fibrin olusumuna neden olabilir, boyle bir durumda, pihtinin
cokelmesi ve plazmanin pipetlenmesini kolaylastirmak i¢in numuneyi santrifiij ediniz.
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ELISA Sorun Cozme

Spesifik olmayan Renk Olusumu

MUHTEMEL NEDEN

CcOZUM

Yetersiz plak yikamast.

Plagi en az 6 kez 400pL/kuyu yikama soliisyonu ile yikayiniz.
Kullanilan yikayictya bagli olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir.
Yikama adimlar1 arasi bekleme (soak) siiresi en az 5 saniye olmalidir.

ELISA kuyularinin birbirine kontaminasyonu.

Pipetleme veya numunelerin ¢alkalanmast sirasinda riski azaltmak igin
dikkat edin.

Kit / Reaktiflerin son kullanma tarihinin
gecmesi.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
Coziilen Standardin ve Konjugat 100X Konsantrenin ¢ozildigi
tarihten sonraki 3 ay i¢in kullanildigindan emin olun.

Enzim Substrat Soliisyonunun kontamine
olmasi.

Mavi renklenme mevcutsa substrati kullanmayin. Temiz reaktif kaplar
kullanildigindan emin olun.

Toplama éncesinde santrifij tlplerinde
plasma karigirsa.

Plazma o6rnekleri, asag1 yukari pipetleme yapilmadan jel {izerinden
(sirasma uygun sekilde) alinmalidir. Jel (zerindeki materyalin zarar
gbrmemesine dikkat ediniz.

Standartlarin Diistik Optik Dansite Okumalari

MUHTEMEL NEDEN

cOHzUM

Standartlarin dillisyon hatasi.

Kit standardinin prospektiiste anlatildig: sekilde hazirlandigindan emin
olun.

Pipetleme hatasi.

Pipetlerin iireticilerinin belirttigi gibi kalibre edildiginden emin olun.

Inkiibasyon sicakliginin ¢ok diisiik olmast.

ELISA’nin inkiibasyonu oda sicakliginda, 17°C ila 27°C yapilmaldir.

Inkiibasyon siiresinin ok kisa olmas.

Plagin konjugat, standartlar ve numuneler ile inkiibasyonu 120 + 5
dakika olmalidir. Enzim Substrat Soltisyonu plakta 30 dakika inkube
edilmelidir.

Hatali plak okuyucu filtresi kullanilmast.

Plak ana filtre olarak 450nm’de, referans filtre olarak da 620 ila 650nm
arasinda okunmalidir.

Reaktiflerin ¢cok soguk olmasi.

Konjugat 100X Konsantre harig, tim reaktifler, All reagents, with the
exception of the Konjugat 100X Concentrate, mutlaka teste
baslamadan 6nce oda sicakligina getirilmelidir. Bu islem yaklasik bir
saat surer.

Kit / Reaktiflerin son kullanma tarihinin
gecmesi.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
Coziilen Standardin ve Konjugat 100X Konsantrenin ¢ozildigi
tarihten sonraki 3 ay i¢in kullanildigindan emin olun.
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Yiksek Arka Plan Rengi

MUHTEMEL NEDEN

COZUM

Yetersiz plak yikamasi.

Plag1 en az 6 kez 400pL/kuyu yikama soliisyonu ile yikayiniz.
Kullanilan yikayictya bagli olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir.
Yikama adimlar1 aras1 bekleme (soak) siiresi en az 5 saniye olmalidir.

Inkiibasyon sicakliginin gok yiiksek olmast.

ELISA’nin inkiibasyonu oda sicakliginda, 17°C ila 27°C yapilmaldir.

Kit / Reaktiflerin son kullanma tarihinin
gegcmesi.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
Coziilen Standardin ve Konjugat 100X Konsantrenin ¢oziildiigi
tarihten sonraki 3 ay i¢in kullanildigindan emin olun.

Enzim Substrat Soliisyonunun kontamine
olmasi.

Mavi renklenme mevcutsa substrati kullanmayin. Temiz reaktif kaplar
kullanildigindan emin olun.

Dogrusal Olmayan Standart Egri ve Tekrarlama Degiskenligi

MUHTEMEL NEDEN

cOHZUM

Yetersiz plak yikamasi.

Plag1 en az 6 kez 400pL/kuyu yikama soliisyonu ile yikayiniz.
Kullanilan yikayictya bagli olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir.
Yikama adimlar1 aras1 bekleme (soak) siiresi en az 5 saniye olmalidir.

Standartlarin dillisyon hatasi.

Kit standardinin prospektiiste anlatildig: sekilde hazirlandigindan emin
olun.

Yetersiz karistirma.

Plaga pipetlemeden dnce, reaktifleri alt {ist yaparak veya vorteksleyerek
iyice karistirin,

Degisken pipetleme teknigi veya testin yapilist
sirasinda ara verilmesi.

Numune ve standartlarin eklenmesi, ara vermeden yapilmalidir. TUm
reaktifler teste baslamadan 6nce hazirlanmalidir.

Analiz prosediiriiniin videosu ve ¢ogu teknik problemlerin ¢oztiimil, Cellestis’ten veya ditribitdriinizden
licretsiz olarak isteyebileceginiz Uriin Bilgisi ve Teknik kilavuz CD’sinde bulunmaktadir.
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12. TEKNIK SERVIS

Teknik servis i¢in liitfen sunlara bagvurun:

Cellestis International Pty Ltd: Phone: +61 3 8527 3500

Fax: +61 3 9568 6623
Email: techsupport@cellestis.com

Cellestis GmbH: Phone: +49 6151 42859 -0
(Avrupa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

Email: techsupport@cellestis.com

Website: www.cellestis.com

Other countries:

Country Toll free number
Australia 9001 5776
Austria 0800 8020034
Belgium 0800 75351
France 0800911164
Germany 0800 182 7452
Ireland 1800 550 417
Netherlands 0800 022 5340
New Zealand 0800 44240
Switzerland 0800 561 802
United Kingdom 0800 680 0630
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13. KISALTILMIS TEST PROSEDURU

ASAMA 1 - KANIN INKUBASYONU

Hastanin kanin1 kan alma tiiplerine aliniz.
Duvardaki antijenleri iyice ¢c6zmeki tliplerin tim
i¢ yiizeyinin kanla kaplandigindan emin olacak
sekilde, 10 kez yavas bir sekilde ¢alkalayimz.

Tupleri dik olarak 37°C’de 16 ila 24 saat inkiibe
edin.

Inkiibasyondan sonra, plazma ve eritrositlerin
ayrilmast icin 5 ila 15 dakika, 2000 ila 3000g
RCF’de santrifiij edin.

Santrifiij sonrasi, plazma orneklerini pipet ile
dagitiniz. Herhangi bir sekilde dagitmadan
once, yukar1 asagi pipetleme yapmaktan ve
plazmayr karigtirmaktan kagimimz. Her
zaman jel Uzerindeki materyalin
bozulmamasinda dikkat ediniz.
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ASAMA 2 - IFN-y ELISA

Konjugat 100X Konsantre haric, ELISA
reaktiflerini ¢alisma sicakligina getirmek i¢in, oda
sicakliginda en az 60 dakika bekletin.

Kit standardim1 8.0 IU/ml olacak sekilde distile
veya deiyonize su ile ¢dzln. Dort (4) standart
diliisyonunu hazirlayin.

Dondurularak  kurutulmus  Konjugat 100X
Konsantre’yi distile veya deiyonize su ile ¢oziin.

Calisma konjugatint Yesil Diliient ile hazirlayin
ve her kuyuya 50uL pipetleyin.

flgili kuyulara 50pL plazma numunelerini ve
50uL  standartlari  pipetleyin.  Calkalayict
kullanarak karistirin.

Oda sicakliginda 120 dakika inkiibe edin.
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ASAMA 2 — IFN-y ELISA (devam)

7.

10.

11.

12.

400uL/kuyu olacak sekilde yikama soliisyonu ile
en az 6 kez yikaymn.

Kuyulara 100pL Enzim Substrat Sollsyonu
pipetleyin. Calkalayici kullanarak karigtirin.

QOda sicakliginda 30 dakika inkiibe edin. i 3 i
£ Wy IR

Tim kuyulara 50uL Stop Solusyonu ekleyin. ////
Calkalayici kullanarak karistirin. U I—l Ll I_i

Plagi 450nm ana filtre ve 620 ila 650nm referans \
filtre kullanarak okuyun. _
| 00000000

Sonuglari hesaplayin.
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QFT nin ambalaj igeriginde Onemli degisimler Yaym (05990301G — Temmuz 2011) de asagidaki gibidir:

14. ONEMLIi DEGSIMLER

Bolum Sayfa Degisim
5. Ornek toplama ve ¢aligma 9 Tiip calkalama prosediir degisikligi
6. Kullanim talimat1 10 Kan igerikli tiipler i¢in ¢aligsma prosediirlerinin eklenmesi
6. Kullanim talimat1 12 Plazma 6rnekleri i¢in ¢aligma prosediirlerinin eklenmesi
10. Teknik bilgi 23 Ek: “‘Alim Oncesi santiirfiij tiiplerinde plazma karigsmasi’.
12. Teknik servis 26 Teknik destek icin yeni email adresi.
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Uretim:
Cellestis Limited (Australia) and Cellestis GmbH (Europe)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148 Australia
Phone (Aust) +61 3 8527 3500, (Europe) +49 6151 428 59-0
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Doc. No. 05990301G
Temmuz 2011

C€

| EC | REP |
MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Germany
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