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1. KASUTUSALA

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) on in vitro-diagnostikum, mis sisaldab proteiine ESAT-6, CFP-10 ja
TB7.7(p4) simuleerivate ning hepariniseeritud taisveres rakke stimuleerivate peptiidide segu. ELISA-testiga
(enzyme-linked immunosorbent assay) tuvastatud gamma-interferoon (IFN-y) Wimaldab identifitseerida in
vitro-reaktsioone nende peptiidi antigeenide suhtes, mis kaasnevad Mycobacterium tuberculosise nakkusega.

QFT on M. tuberculosise nakkuse tuvastamise (sh. aktiivse haigestumise) kaudne test. Testi tulemusi tuleb
vaadelda koos riskitaseme hindamise, rontgeniuuringute ning muude meditsiiniliste ja diagnostiliste
uuringutega.

2. KOKKUVOTE JA TESTI KIRJELDUS

Tuberkuloos (TBC) on nakkushaigus, mis tekib nakatumisel M. tuberculosise kompleksi organismidega (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum). Haigus levib hingamisteede TBC-d pddevalt isikult reeglina piisknakkuse
teel. Esmase nakkusega patsientidel vdib TBC-sse haigestumine avalduda nddalate vdi kuude jooksul, kuid
suuremal osal nakatunutest ei teki mingeid kaebusi. Mdnedel isikutel tekib pusiv latentne tuberkuloosne
infektsioon (LTBI), mittenakkav asumptomaatiline haigestumine, mis v8ib vallanduda alles kuude v0i aastate
pérast. LTBI tuvastamise peamine eesmark on kaaluda TBC-sse haigestumist ennetava ravi kohaldamist. Kuni
viimase ajani oli LTBI diagnoosimise ainukeseks meetodiks tuberkuliini nahatest ehk Mantoux” test (tuberculin
skin test, TST). Tuberkuliini kutaanne tundlikkus tekib 2-10 nédalat parast nakatumist. Paraku leidub
nakatunuid, kes tuberkuliinile ei reageeri, nende hulgas nditeks patsiendid, kelle immuunreaktsioon on teiste
haiguste tottu parsitud, aga ka ilma selliste parssumusteta patsiendid. Ning, vastupidi, vdib mdnedel isikutel, kes
suure tdendosusega ei pde M. tuberculosise nakkust, parast bacillus Calmette-Guérini (BCG) sistimist voi
pérast teiste, M. tuberculosise kompleksi mittekuuluvate muikobakteritega nakatumist v6i muude, tundmatute
tegurite tdttu ilmneda tuberkuliinitundlikkus, ning tuberkuliinitest vBib anda positiivse tulemuse.

LTBI-d tuleb eristada TBC-sse haigestumisest, mille peab kohustuslikus korras registreerima ning mis haarab
reeglina kopsu ja alumisi hingamisteid, kuid millesse v@ivad olla nakatunud ka teised organisiisteemid. TBC-d
diagnoositakse anamnestiliste, fulsiliste, radioloogiliste, histoloogiliste ja miikobakterioloogiliste uuringute
tulemuste p6hjal.

QFT-test mdddab rakuvahendatud immuunreaktsioone (CMI) peptiidi antigeenidele, mis simuleerivad
mikobakteriaalseid proteiine. Nimetatud proteiine (ESAT-6, CFP-10 ja TB7.7(p4)) ei leidu tiheski BCG-tuves
ning enamikes mittetuberkuloossetes miikobakterites, valja arvatud M. kansasii, M. szulgai ja M. marinum.! M.
tuberculosise kompleksi organismidega (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) nakatunud isikute veres
leidub tavaliselt limfotsilte, mis identifitseerivad nimetatud organisme ja teisi milkobakteriaalseid antigeene.
Sellise identifitseerimisprotsessi kaigus toodab ja vallandab organism tsutokiini gamma-interferooni ehk IFN-y.
Antud testi aluseks ongi IFN-y identifitseerimine ja hilisem kvantifitseerimine.

QFT-testis kasutatavad antigeenid kujutavad endast peptiidide segu, mis simuleerib proteiine ESAT-6, CFP-10
ja TB7.7(p4). Arvukad uurimused on ndidanud, et need peptiidi antigeenid stimuleerivad M. tuberculosisega
nakatunute T-rakkudes IFN-y-reaktsiooni, mittenakatunute v6i BCG-ga vaktsineeritud ja TBC-d mittepddevate
vBi LTBI-riskita isikute T-rakkudes aga mitte."** Siiski vBivad meditsiinilised manipulatsioonid véi
immuunfunktsioone pérssivad haigused IFN-y reaktsiooni potentsiaalselt a&hendada. Proteiinidele ESAT -6,
CFP-10 ja TB7.7(p4) vGivad reageerida ka teatud muude mikobakteriaalsete infektsioonidega patsiendid, kuna
neid proteiine kodeerivaid geene leidub ka sellistes mikobakterites, nagu M. kansasii, M. szulgai ja M.
marinum.“?® Selleparast on QFT-testist M. tuberculosise kompleksi kuuluvate organismidega nakatunud
patsientide diagnoosimisel suur abi. Positiivne testitulemus kinnitab TBC-diagnoosi, kuigi positiivse tulemuse
vBivad anda ka muud mikobakterid (nt. M. kansasii). Sellepérast tuleb TBC diagnoosi kinnitamiseks voi
vélistamiseks teha ka muid meditsiinilisi ja diagnostilisi uuringuid.



Testi pohimote

QFT-susteem koosneb spetsiaalsetest verevStukatsutitest, millesse vOetakse tédisveri. Katsutitega vereproove
inkubeeritakse 16-24 tundi. Seejarel eraldatakse verest plasma ning uuritakse, kas selles leidub IFN-y, mis
moodustus peptiidi antigeenidele reageerimisel.

QFT-test koosneb kahest jargust. 1. sammuna vOetakse tdisveri kolme QFT-katsutisse: lisanditeta katsutisse,
TBC-antigeeniga katsutisse ja vabal valikul ka mitogeeniga katsutisse.

Mitogeeniga katsutit v8ib QFT-testi juures kasutada positiivsuse kontrollina. See v6ib olla ndidustatud eriti siis,
kui patsiendi immuunstaatus on kiisitav. Mitogeeniga katsutit vdib kasutada ka selleks, et kontrollida vereproovi
nduetekohast l1&biviimist ja inkubeerimist.

Katsuti tuleb inkubeerida 37 °C juures nii ruttu kui vdimalik, kuid mitte hiljem, kui 16 tunni jooksul parast vere
vOtmist. Pérast 16-24 tundi kestvat inkubatsiooniaega katsutid tsentrifuugitakse. Seejarel eraldatakse verest
plasma ning maaratakse ELISA-testi abil kindlaks IFN-y hulk (RU/ml).

Testi loetakse IFN-y reaktsiooni suhtes TBC-antigeeniga Katsutis positiivseks, kui selle vaartus on lisanditeta
testi (IFN-y — RU/ml) viirtusest mirgatavalt kdrgem. Mitogeeniga Katsuti kasutamise korral kontrollitakse
mitogeenstimuleeritud plasmaprooviga iga testitava proovi IFN-y-positiivsust. Kui reaktsioon mitogeenile on
madal (< 0,5 RU/ml), loetakse tulemust méaratlematuks, kui ka vereproovi reaktsioon TBC-antigeenidele on
negatiivne. Selline kombinatsioon vdib tekkida siis, kui limfotsiittide hulk on ebapiisav v8i nende aktiivsus
langenud, kuna proovi késitseti nduetele mittevastavalt, mitogeeniga katsuteid tdideti v3i segati valesti, vdi siis,
kui patsiendi lumfotstilidid ei ole suutelised gamma-interferooni tootma. Lisanditeta test kujutab endast
vereproovis leiduvate  mittespetsiifiliste  taustareaktsioonide, heterofiilsete  antikeha-efektide’ ning
mittespetsiifilise IFN-y korrigeerimist. Lisanditeta katsuti IFN-y vadrtus lahutatakse TBC-antigeeniga katsuti ja
mitogeeniga katsuti (juhul, kui viimast kasutati) IFN-y vaartusest.

Testi kestus

Jargnevalt on toodud QFT-testi hinnanguline kestus ning aeg, mis kulub mitme proovi Uheaegseks testimiseks,
kui see on néidustatud.

Vereproovikatsutite inkubeerimine 37 °C juures: 16-24 tundi

ELISA-test: ca. 3 tundi lhe ELISA-plaadi kohta
. < 1 tund t66aega
. pluss 10-15 min. lisaplaadi kohta



3. REAKTIIVID JA SAILITAMINE

Tuberkuloosi- ja kontrollantigeeni verevotukatsutid

Tellimisnr. T0590-0301

1. Lisanditeta katsuti (halli korgiga)

2. TBC-antigeeniga katsuti (punase korgiga)

3. Mitogeeniga katsuti (violetse korgiga)

100 katsutit

100 katsutit

100 katsutit

Markus. Katsutid on saadaval ka jargmistes konfiguratsioonides:

Tellimisnr. T0590-0201: 100 lisanditeta katsutit + 100 TBC-antigeeniga katsutit.
Tellimisnr. T0593-0201: 100 mitogeeniga katsutit.

High Altitude-katsutid (vaadake 5. peatiikki)

Tellimisnr. T0590-0501: (suurtel kbrgustel imp) 100 lisanditeta katsutit, 100 TBC-

antigeeniga katsutit.

Tellimisnr. T0590-0505: (suurtel kdrgustel tmp) 100 lisanditeta katsutit, 100 TBC-
antigeeniga katsutit ja 100 mitogeeniga katsutit.
Tellimisnr. T0593-0501: (suurtel kbrgustel imp) 100 mitogeeniga katsutit.

ELISA komponendid

ELISA komponendid

Tellimisnr: 0594-0201

Tellimisnr: 0594-0501

2 plaadist koosnev kit

Reference Lab Pack
(Referentslabori pakend)

Mikroplaadiribad, kaetud anti-humaanse
IFN-y monoklonaalse antikehaga (hiir)

20 plaati a 96 stivendit

20 plaati a 96 stivendit

Humaanne IFN-y,

standardkontsentratsioonis, liofiliseeritud
(sisaldab rekombinantset humaan-

IFN-y, veise kaseiini, 0,01% timerosaali)

1 pudel

(8 RU/ml pérast
rekonstruktsiooni)

10 pudelit
(8 RU/ml pérast rekonstruktsiooni)

Roheline lahjendi (sisaldab veise kaseiini,
tavalist hiireseerumit, 0,01% timerosaali)

1x30ml

10 x 30 ml

Konjugaadikontsentraat (100-kordne),
luofiliseeritud (anti-humaanne IFN-y [hiir]
HRP, sisaldab 0,01% timerosaali)

1 x 0,3 ml (parast
rekonstruktsiooni)

10 x 0,3 ml (parast rekonstruktsiooni)

Pesupuhvri kontsentraat (20-kordne

kontsentratsioon) (pH 7,2; sisaldab 0,01% 1x 100 mi 10 x 100 ml
timerosaali)

Ensulimsubstraadi lahus (sisaldab H,O,,

3,3°,5,5” tetrametditilbensidiini) 1x30mil 10 x 30 ml
Ensutimi deaktiveerimislahus (sisaldab

0,5 M H,S0,) 1xI15ml 10 x 15 ml




Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid

37 °C inkubaator. Ei vaja CO,.

Kalibreeritud, eri suurusega pipetid (10-1000 uL, ihekordse otsaga).
Kalibreeritud, mitme kanaliga pipetid (50 ja 100 ul, ihekordse otsaga).
Mikroplaadi raputid.

Deioniseeritud vdi destilleeritud vesi (2 1.

Mikroplaatide pesuseade (soovitavalt automaatne).
Mikroplaadi-lugeja, 450 nm filtri ning 620-650 nm referentsfiltriga.



Séilitamine
Katsutid

o Sdilitage verevitukatsuteid temperatuuril 4-25 °C.

ELISA reaktiivid

e  Sdilitage reaktiive temperatuuril 2-8 °C.
e Kaitske enstiimsubstraadi lahust otsese paikese eest.

Rekonstitueeritud ja tlejaanud reaktiivid

ELISA-testi reaktiivide rekonstitueerimise kohta vt. 6. peatiiki 18iku ,,Reaktiivide ettevalmistamine®.

o Rekonstitueeritud reaktiivikomplekt séilib temperatuuril 2-8 °C kolm kuud.
o Markige ules reaktiivikomplekti rekonstitueerimise kuupéev.
e Ulejaanud kontsentraati (100-kordset) tuleb pérast rekonstitueerimist sailitada temperatuuril 2-8 °C ning see
tuleb kasutada dra samuti kolme kuu jooksul.
o Markige ules konjugaadi rekonstitueerimise kuupaev.
e Kasutusvalmis konjugaat tuleb tarvitada ara 6 tunni jooksul pérast valmistamist.
e  Kasutusvalmis pesupuhver séilib toatemperatuuril kuni kaks nadalat.



4. HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

Hoiatused

QFT-testi negatiivne tulemus ei valista M. tuberculosisega nakatumise vdi TBC-sse haigestumise
vBimalust; valenegatiivsed tulemused voivad olla tingitud nakatumisfaasist (kui nt. vereproov
vBeti enne rakulise immuunreaktsiooni valjakujunemist), immuunfunktsiooni hairetest, mida
pbhjustavad teised haigused, katsutite nduetevastasest kasitsemisest vere votmisel, testi ebadigest
labiviimisest v6i muudest immunoloogilistest muutujatest.

QFT-testi positiivset tulemust ei tohiks vétta ainsaks aluseks M. tuberculosisega nakatumise Ule
otsustamisel; testi ebadige labiviimine vdib anda ka valepositiivseid tulemusi.

QFT-testi positiivset tulemust tuleks kinnitada ka teiste meditsiiniliste ja diagnostiliste
uuringutega; Uksnes nii on v@imalik vélja selgitada, kas tegemist on aktiivse TBC-sse
haigestumisega (nt. AFB-&ige ja kultuuri ning rindkere réntgenuuringutega).

Kuigi BCG-tlivedes ja enamikes teadaolevates mittetuberkuloossetes mikobakterites ei leidu
proteiine ESAT-6, CFP-10 ja TB7.7(p4), vdivad QFT-testi positiivse tulemuse anda ka M.
kansasii, M. szulgai vdi M. marinum. Kui v8ib oletada, et tegemist on nimetatud nakkustega, tuleb
rakendada alternatiivseid testimeetodeid.




Ettevaatusabindud

QuantiFERON®-TB Gold IT-test on nahtud ette iiksnes in vitro-meetodil diagnoosimiseks.
Ettevaatust! Enstumsubstraadi lahus sisaldab 3,3',5,5"-tetrametutilbensidiini, mis on allaneelamisel,
sissehingamisel ja nahaga kokkupuutel ohtlik. Arritab nahka ja silmi. Toimib mutageenselt. Kasutage
kaitseprille ja laborikindaid ning kaidelge seda lahust kui potentsiaalselt kartsinogeenset lahust.
Ettevaatust! Enstiiimi deaktiveerimislahus sisaldab H,SO,, mis on allaneelamisel, sissehingamisel,
silmade ja nahaga kokkupuutel ohtlik. Kasutage kaitseprille, laborikindaid ja laboris kantavat kaitseriietust.
Juhuslikul silma v&i nahale sattumisel loputage lahus rohke veega maha ja pd6rduge arsti poole.
Ettevaatust! IFN-y standardkontsentraat ja konjugaadi 100-kordne kontsentraat véivad pdhjustada
allaneelamisel vaevusi ning nahaga kokkupuutel nahadrritust. Kasutage laborikindaid ja laboris kantavat
kaitseriietust.

Arvestage, et vereproovide vdtmisega kaasneb alati potentsiaalne nakatumisoht! Jérgige asjakohaseid
vere kaitlemise juhiseid.

Madned reaktiivid sisaldavad konservandina timerosaali. Timerosaal v6ib allaneelamisel, sissehingamisel ja
nahaga kokkupuutel olla toksiline.

Roheline lahjendi sisaldab tavalist hiireseerumit ja kaseiini; nimetatud ained v6ivad pohjustada allergilisi
reaktsioone. Sellepérast tuleks valtida nende nahale sattumist.

Infolehel Kirjeldatud meetoditest ja juhistest kérvalekaldumine vdib tingida valede tulemuste saamise. Palun
lugege testi labiviimise juhised eelnevalt tdhelepanelikult 1abi.

Arge kasutage QuantiFERON®-TB Gold IT-kiti, kui (ks v8i mitu reaktiivipudelit on enne kasutamist
vigastatud vdi lekivad.

Arge kasutage koos antud pakendi komponentidega teiste QF T-kitide ELISA-testi reaktiive.
Karvaldage Ulejaénud reaktiivid ja bioloogilised proovid kohalike ja riiklike ettekirjutuste kohaselt.
Katsuteid ja ELISA-testi komponente ei tohi parast kdlblikkusaja méodumist kasutada.

Kontrollige, et laboriseadmed, nt. mikroplaatide pesuseadmed ja plaadilugejad oleksid
kalibreeritud/tunnistatud kasutuskdlblikuks.



5. PROOVIDE VOTMINE JA KASITSEMINE
Verevotmine

QFT-test sisaldab jargmisi katsuteid:

5.

6.

Lisanditeta katsuti (hall, valge rdngaga kork) (kasutada kdrgusel 0-810 m Gimp)

TBC-spetsiifiliste antigeenidega katsuti (punane, valge réngaga kork) (kasutada kdrgusel 0-810 m
ump)

Mitogeeniga katsuti (violetne, valge rdngaga kork) (kasutada kdrgusel 0-810 m imp)

Lisanditeta katsuti (hall, kollase réngaga kork) (kasutada kdrgusel 1020-1875 m Gimp)
TBC-spetsiifiliste antigeenidega katsuti (punane, kollase rdngaga kork) (kasutada korgusel 1020-
1875 m Ump)

Mitogeeniga katsuti (violetne, kollase rongaga kork) (kasutada kdrgusel 1020-1875 m iimp)

Antigeenid katavad kuivatatud kihina katsutite siseseina. Sellepérast tuleb vereproovid hoolikalt katsuti sisuga
segada. Seejérel peab katsutid véimalikult kiiresti, kuid mitte hiljem kui 16 tundi parast vere votmist, toimetama
inkubaatorisse (37 °C).

Optimaalsete testitulemuste saamiseks tuleb pidada kinni jargmistest juhistest:

1. Vaotke igalt patsiendilt igasse QFT-Kkatsutisse 1 ml veeniverd. Selle protseduuri peab viima labi néutava
valjadppega verevdtja (flebotomist).

Piirkondades, mis asuvad kdrgusel 0-810 m Gimp, tuleb kasutada standardseid QFT-katsuteid.
Alates kdrgusest 1020 m mp, tuleb kasutada spetsiaalseid QFT-HA-katsuteid (nn. high
altitude-katsuteid).

Kui QFT-katsuteid kasutatakse valjaspool nimetatud kérguspiire vdi kui veri voolab liiga
aeglaselt, vdib verevotmiseks kasutada ka siistalt ning viia sellega igasse katsutisse 1 ml verd.
Et seda oleks turvaline ja mugav teha, tuleb siistlandel nduetekohaselt eemaldada, votta
kBigilt kolmelt QFT-katsutilt korgid ara ning viia sistlaga igasse katsutisse 1 ml verd (kuni
musta margistuseni katsuti kiljel). Pange katsutid oma kohale ja segage, nagu jargnevas osas
kirjeldatud.

Kuna veri voolab 1 ml Kkatsutitesse suhteliselt aeglaselt, jatke katsuti pérast nailise
taituvustaseme saavutamist veel 2-3 sekundiks ndela otsa. Sellega on tagatud vajaliku
verekoguse saamine.

Katsuti kljel olev must mérgistus téhistab 1 ml taituvustaset. QFT-katsutid on néhtud ette 0,8-
1,2 ml vere jaoks. Kui vere vBtmisel ei 6nnestu seda indikaatorjoont saavutada, on soovitav
teha uus vereproov.

Kui vere votmisel kasutatakse liblikndela, tuleb tiihja katsuti abil veenduda, et toru oleks enne
QFT-katsuti otsapanekut taidetud.

2. Segage katsuti sisu kohe pérast verevotmist, raputades seda kiimme (10) korda piisava tugevusega nii,
et kogu katsuti sisepind oleks verega kaetud ja katsuti seintel olev antigeen lahustunud.

Katsutid peavad vere votmise ajal olema temperatuuril 17-25 °C.

Kui katsuteid raputatakse liiga tugevasti, vdib hitvis I6hustuda ja analtdsi tulemused ei
pruugi olla diged.

3. Varustage katsutid siltidega.

4. Katsutid tuleb voimalikult Kiiresti, kuid mitte hiljem, kui 16 tundi pdarast vere votmist, toimetada
inkubaatorisse (37 °C). Hoidke katsuteid kuni inkubeerimiseni toatemperatuuril (22 °C + 1 °C). Arge
séilitage vereproove kilmikus vdi jaékapis.



6. KASUTUSJUHEND

1. samm: vereproovi inkubeerimine ja plasma eraldamine

Kaasasolevad materjalid

QFT-katsutid (vaadake 3. peattikki).

Vajalikud, kuid kaasas mitteolevad materjalid

Vaadake 3. peatukki.
Menetlus

1. Kui vereproove ei inkubeerita kohe pérast vere votmist, tuleb katsuteid vahetult enne inkubeerimist
uuesti loksutada.

2. Inkubeerige katsuteid PUSTIASENDIS 16-24 tundi 37 °C juures. CO, vBi niisutamine ei ole seejuures
vajalikud.

3. Katsuteid vOib enne tsentrifuugimist séilitada kuni 3 péeva temperatuuril 4-27 °C.
4. Pérast katsutite inkubeerimist 37 °C juures tsentrifuugitakse neid 5-15 minutit 2000-3000 g (RCF)
juures, et plasmat oleks hdlpsam kétte saada. Moodustuv hivis eraldab rakud plasmast. Kui seda ei

juhtu, tuleb katsuteid suuremal kiirusel uuesti tsentrifuugida.

e Plasmat on v8imalik eraldada ka tsentrifuugimata, kuid seejuures peab toimima darmise
ettevaatusega, et plasma vGtmisel rakke mitte kaasa haarata.

5. Plasmaproove ei tohi parast tsentrifuugimist ja enne plasma eraldamist mingil juhul tles voi alla
pipeteerida ega segada. Toimige suure ettevaatusega, et materjal hiilivise pinnaga ei seguneks.

e Kasutage plasmaproovi vétmiseks alati pipetti!

e Plasmaproovid vGib tsentrifuugitud verevdtukatsutitest kanda otse QFT ELISA-plaatidele;
sama kehtib ka ELISA automaatide kasutamise korral.

e Plasmaproove voib sdilitada temperatuuril 2-8 °C kuni 28 péeva; parast plasma eraldamist
temperatuuril -20 °C ka pikema aja jooksul.
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2. samm: ELISA humaan-gammainterferoon

Kaasasolevad materjalid

QFT ELISA-komplekt (vaadake 3. peatiikki).

Vajalikud, kuid kaasas mitteolevad materjalid

Vaadake 3. peatukki.

1.

Menetlus

Kdik plasmaproovid ja reaktiivid, vélja arvatud 100-kordne konjugaadikontsentraat, peavad olema enne
kasutamist saavutanud toatemperatuuri (22 + 5 °C). Kavandage selleks vdhemalt 60 minutit.

VGtke kasutamata ribad raamist vélja, pange kilepakendisse tagasi ja sdilitage kuni kasutamiseni killmikus.

Varuge QFT standarditele vahemalt (ks riba ja testitavatele isikutele piisav arv ribasid (vt. jooniseid 2A ja
2B kahe v&i kolme katsuti kasutamiseks). Hoidke raam ja kaas parast kasutamist tlejaénud ribade jaoks
alles.

Rekonstitueerige luofiliseeritud standardkit standardipudeli etiketile margitud koguse deioniseeritud voi
destilleeritud veega. Segage pudeli sisu ettevaatlikult (et tekiks v8imalikult véhe vahtu) ning veenduge, et
sisu oleks téielikult lahustunud. Standardi rekonstitueerimine ettendhtud mahuni annab tulemuseks 8,0
RU/ml kontsentratsiooniga lahuse.

Mérkus. Standardkiti rekonstitueerimise maht on partiist sdltuvalt erinev!

Kasutage rekonstitueeritud standardkiti IFN-y ja rohelist lahjendit (RL) lahuste valmistamiseks vahekorras
1:4 (vt. joon. 1). S1 (standard 1) sisaldab 4 RU/ml, S2 (standard 2) sisaldab 1 RU/ml, S3 (standard 3)
sisaldab 0,25 RU/ml ja S4 (standard 4) sisaldab 0 RU/ml (ainult GV). Standardeid tuleb testida vahemalt
kahekordselt.

SOOVITUSLIK KAHEKORDNE SOOVITUSLIK KOLMEKORDNE
MENETLUS MENETLUS

a.

Pange neljale katsutile sildid ,,S1, ,,S2°,
»33" ja,,S4%.

Valage Kkatsutitesse S1, S2, S3 ja S4 150 pl
RL-i.

Valage katsutisse S1 150 pl standardkiti

ja segage korralikult.

Valage 50 pl standardkiti katsutist S1
katsutisse S2

ja segage korralikult.

Valage 50 pl standardkiti katsutist S2
katsutisse S3

ja segage korralikult.

,AInult RL* on nullstandard (S4).

a. Pange neljale katsutile sildid ,,S1%, ,S2“,
»33" ja ,,S4%.
b. Valage katsutisse S1 150 pul RL-i.
c. Valage Katsutitesse S2, S3 ja S4 210 pl
RL-i.
d. Valage katsutisse S1 150 pl standardkiti

ja segage korralikult.

e. Valage 70 pl standardkiti katsutist S1
katsutisse S2

ja segage korralikult.
f. Valage 70 pl standardkiti katsutist S2
katsutisse S3

ja segage korralikult.

g. ,Ainult RL* on nullstandard (S4).
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Joonis 1. Standardkdvera moodustamine

150 pL 50 v6i 70 pl 50 v6i 70 pl
Sl S2 S3 S4
| 4 N\, \_/
(Standard- Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
komplekt) 4,0 RU/ml 1,0 RU/mI 0,25 RU/ml 0,RU/mI
8,0 RU/mI (ainult RL)

o Valmistage ELISA iga sessiooni jaoks uus standardkiti lahus.

Rekonstitueerige luofiliseeritud 100-kordne konjugaadikontsentraat 0,3 ml deioniseeritud voi destilleeritud
veega. Segage pudeli sisu ettevaatlikult (et tekiks vBimalikult vahe vahtu) ning veenduge, et sisu oleks
taielikult lahustunud.

Kasutusvalmis konjugaadi valmistamiseks lahjendatakse vajalik kogus rekonstitueeritud 100-kordset
konjugaadikontsentraati rohelises lahjendis, nagu ndidatud tabelis 1 (Konjugaadi ettevalmistamine).

TABEL 1. Konjugaadi ettevalmistamine

100-kordse konjugaadi- Rohelise lahjendi kogus
Ribade arv kontsentraadi kogus
2 10 pl 1,0ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0ml
5 25 pl 2,5ml
6 30l 3,0ml
7 35 ul 35ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 55 ml
12 60 pl 6,0 ml

o Segage korralikult, aga ettevaatlikult, et valtida vahu tekkimist.

o Pange (lejadnud 100-kordne konjugaadikontsentraat kohe pérast kasutamist jéalle hoiule temperatuurile 2-
8 °C.

o Kasutage lahjendamiseks liksnes rohelist lahjendit.

Katsutitest eraldatud ja seejérel kiilmutatud vdi kauem kui 24 tunniks hoiule pandud plasmaproove tuleb
enne ELISA automaati panemist hoolikalt loksutada.

o Kui plasmaproovid pannakse automaati otse tsentrifuugitud QFT-Kkatsutitest, tuleb hoiduda plasmat
loksutamast.

Tilgutage mitmekanalilise pipetiga igasse ELISA-stvendisse 50 pl valmis konjugaati.
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7. Viige mitmekanalilise pipetiga igasse stivendisse 50 pl plasmaproovi (vt. plaadi soovituslikku paigutust
joonistelt 2A ja 2B). L&puks lisage igasse sivendisse 50 ul standardeid 1-4.

Joonis 2A. Null- ja TBC-antigeeniga katsutite soovituslik paigutus
plaadil (44 testi plaadil)

Rida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN [5N | 9N [13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
B 1A |[5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
C 2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
D 2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 3BA | 42A
E 3N | 7N | 1IN | 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
F 3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
G 4N | 8N [ 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
H 4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3), S4 (standard 4).
e 1N (proov 1, lisanditeta plasma); 1A (proov 1, TBC-antigeeniga plasma).

Joonis 2B. Null-, TBC-antigeeniga ja mitogeeniga katsutite soovituslik
paigutus plaadil (28 testi plaadil)

Rida |1 2 |3 |4 |5 [6 |7 |8 J9 10 |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 | 22Mm
C |[3N [3A |3m S3 | S3 | 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
D |4N [4A |4m S4 | s4 | 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24Mm
E [5N |5A [5M [9N [9A [om | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
F |eN |[6A |[6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
G |7N [7a |7M [1IN | 11A | 121M | 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27Mm
H 8N |[8A [8M | 12N | 12A [ 12m | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3), S4 (standard 4).
e 1N (proov 1, lisanditeta plasma); 1A (proov 1, TBC-antigeeniga plasma);
1M (proov 1, mitogeeniga plasma).
8. Segage konjugaati ja plasmaproove/standardeid korralikult 1 minuti véltel mikroplaatide raputis.
9. Katke kdik plaadid kaanega ja inkubeerige neid 120 £ 5 minutit toatemperatuuril (22 £ 5 °C).
o Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.
10. Lahjendage inkubeerimise ajal 1 osa 20-kordset pesupuhvrikontsentraati 19 osa deioniseeritud voi
destilleeritud veega ja segage korralikult labi. Testiga on kaasas piisav kogus 20-kordset

pesupuhvrikontsentraati, millest piisab 2 liitri kasutusvalmis pesupuhvri valmistamiseks.

Peske iga slvend vahemalt 6 korda 400 pl kasutusvalmis pesupuhvriga l&bi. Soovitame kasutada
mikroplaatide pesemiseks automaatset pesemisseadet.

o Korralik pesemine on testi tulemuste seisukohast vaga tahtis. Kontrollige iga pesutsiikli juures, et kdik
stivendid oleksid taielikult kuni Glemise servani pesupuhvriga tdidetud. Soovitame jétta iga
pesutsiikli vahele véhemalt 5 sekundi pikkuse leotusaja.

o Kasutatud pesuvee kogumisndusse tuleb lisada laborites kasutatavat desinfitseerimisvahendit. Pidage
lisaks sellele kinni teie laboris kehtivatest potentsiaalselt nakkava materjali dekontamineerimise
eeskirjadest.
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11. Koputage plaate, siuvendid allpool, paberratiku peale, et eemaldada nendesse jdanud pesupuhvri jaagid.
Seejérel tilgutage igasse stvendisse 100 ul ensiiimsubstraadi lahust ja segage plaadid raputis.

12. Katke kdik plaadid kaanega ja inkubeerige neid 30 minutit toatemperatuuril (22 + 5 °C).
o Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.

13. Pdrast 30 minutit kestnud inkubeerimist tilgutage igasse siivendisse 50 ul enstiimi deaktiveerimislahust ja
segage labi.

e Enstiimi deaktiveerimislahus tuleb viia siivenditesse samas jarjekorras ja umbes samas tempos kui
substraat (vt. 11. punkti).

14. M0oGtke iga stvendi optilist tihedust (OT) 5 minuti jooksul pérast deaktivaatori lisamist mikroplaatide

lugejaga ja kasutage selleks 450 nm filtrit ninga 620-650 nm referentsfiltrit. OT-vé&&rtusi on hiljem vaja
tulemuste arvutamiseks.

7. TULEMUSTE LEIDMINE JA TOLGENDAMINE

Cellestis pakub Teile QFT analliisimise tarkvara, mis aitab analtlsida ldhteandmeid ja arvutada valja
tulemusi (kontrollige, et kasutataks uusimat tarkvara).

Tarkvara viib labi kvaliteedikontrolli, hinnates testi tulemusi, koostab standardkdvera ja véljastab iga testitud
patsiendi kohta tulemuse, mis tugineb jérgnevalt kirjeldatud t6lgendusmeetodile.

QFT analllsimise tarkvara kasutamise alternatiivina on v@imalik tulemusi kindlaks teha ka jargnevalt
kirjeldatud metoodika abil:

Standardkdvera moodustamine

(QFT tarkvara mittekasutamise korral)

Leidke igal plaadil standardkiti korduste keskmised OT-véartused.

Moodustage loge)-loge graafiline standardkover, kandes y-teljele keskmise OT-védrtuse loge) ja x-teljele
standardi 1FN-y-kontsentratsiooni RU/mI loge,. Seejuures jadb sellest arvutusest vélja nullstandard. Leidke
regressioonianaltiisi kaudu standardkdvera parim kontuur.

Kasutage standardkdverat, et leida kdikide testitud plasmaproovide IFN-y-kontsentratsioon (RU/ml), kasutades
iga proovi OT-véartust.

Nendeks arvutusteks vdib kasutada mikroplaatide lugemisseadmetele pakutavaid tarkvarapakette ning
standardseid arvutustabeleid vdi statistikaprogramme (nt. Microsoft Excel). Soovitame selliseid tarkvarapakette
kasutada regressioonianalliisi tegemiseks, standardi variatsioonikoefitsiendi (%VK) ja standardkdvera
korrelatsioonikoefitsiendi (r) leidmiseks.
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Kvaliteedikontroll

Testi tulemuste digsus sbltub korrektse standardkdvera moodustamisest. Sellepdrast tuleb enne testi tulemuste
télgendamist kontrollida standardist tuletatud tulemusi.

ELISA-testi tulemus kehtib, kui on téidetud kdik jargnevad kriteeriumid:

e Standardi 1 keskmine OT-vaartus peab olema > 0,600.
e VK peab standardi 1 ja standardi 2 replitseeritud OT-vaartuste protsendis olema < 15%.

e Standardi 3 ja standardi 4 replitseeritud OT-vaartused ei tohi hélbida konkreetsest keskmisest
vaartusest rohkem kui 0,040 OT-uhikut.

e Standardite keskmiste ekstinktsioonivéartuste pdhjal véalja arvutatud korrelatsioonikoefitsient
(r) peab olema > 0,98.

See QFT analtiisimise tarkvara arvutab vélja kvaliteedikontrolli parameetrid.
Kui nimetatud kriteeriumid ei ole taidetud, on test kehtetu ja seda tuleb korrata.

e Nullstandardi (rohelise lahjendi) keskmine OT-vaartus peab olema < 0,150. Kui keskmine OT-
vaartus on > 0,150, soovitame kontrollida tle, kuidas toimub plaatide pesemine.
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Tulemuste télgendamine

QFT-testi tulemusi tuleb tdlgendada jargmiste kriteeriumide alusel:

MARKUS. TBC diagnoosimine vdi selle valistamine, samuti LTBI tdendosuse (le otsustamine nduab
epidemioloogiliste, anamnestiliste, meditsiiniliste ja diagnostiliste tulemuste kombineerimist; kdiki neid
tulemusi tuleb arvestada QFT-testi tulemuste tdlgendamisel.

NULL-JA TBC-ANTIGEENIGA KATSUTITE KASUTAMISE KORRAL

. . . ~
[RNUl;:LI] TBC-antigeen miinus null antl[;s?mn;]unus null QFT-testi tulemus Rapo/Tdlgendus
< .
0,35 negatiivne M. tuberculosise nakkus El
<80 > 0,35 ja < 25% nulltesti viirtusest OLE tdendoline
. . - M. tuberculosise nakkus ON
= = 0 1 ]
> 0,35 ja > 25% nulltesti véaartusest positiivne t3enzoline
> 802 suvaline madratlematu® TBC-antigeenile reageerimise
! tulemused maaratlematud

! Neil juhtudel, kui M. tuberculosise nakkust ei oletata, v8ib algsete plasmaproovide uus kahekordne testimine
QFT ELISA-testiga esialgseid positiivseid tulemusi Kinnitada. Kui testi kordamisel on 1. v8i 2. proovi tulemus
positiivne, tuleb testi Gldtulemus hinnata positiivseks.

2 Kliiniliste uuringute kaigus ilmnes vahem kui 0,25% uuringutel osalenute juures nulltesti IFN-y-
kontsentratsioon > 8,0 RU/ml.

¥ v@imalike phjuste kohta vaadake peatiikki ,,Probleemide lahendamine®.

Mdddetud 1FN-y-kontsentratsiooni suuruse p6hjal v8ib teha jareldusi nakkuse staadiumi vdi astme,
immuunreaktiivsuse ulatuse ning aktiivse haigestumise korral progressiooni tekkimise téendosuse kohta.
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Joonis 3.

TULEMUSTE TOLGENDAMISE VOODIAGRAMM
(NULL- JA TBC-ANTIGEENIGA KATSUTITE KASUTAMISEL)

TBC-antigeen — null
20,35 RU/ml

TOLGENDAMINE

Ja

TBC-antigeen — null
2> 25% nulli vaartusest
RU/ml-s

Ja

Ei A

o Null < 8,0 RU/ml
MAARATLEMATA

VALIDEERIMINE

Ja

A 4
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NULL-, TBC-ANTIGEENIDEGA  JA MITOGEENIDEGA KATSUTITE
KASUTAMISE KORRAL

Null TBC-antigeen miinus null Mitogeen miinus . ~
[le] [RU/mMI] null [RU/ mi]’ QFT-testi tulemus Raport/Tdlgendus
<035 205 M. tub losi kkus EI OLE
s . tuberculosise nakkus
> 0,35 ja < 25% nulltesti =05 negatiivne tBenioline
véartusest -
> 0,35 ja > 25% nulltesti . 9 M. tuberculosise nakkus ON
<8,0 o suvaline positiivne A
vaartusest tGenaoline
<0,35 <05
> 0,35 und < 25% nulltesti i 3 TBC-antigeenile reageerimise
- <0,5 maaratlematu
vaartusest tulemused maaratlematud
> 8,0* suvaline suvaline

! Mitogeeni (ja teatud juhtudel ka TBC-antigeeni) suhtes positiivne reaktsioon jaab sageli véljapoole mikroplaadi
lugemisseadme mddteulatust. See ei mdjuta mingil viisil testi tulemusi.

2 Neil juhtudel, kui M. tuberculosise nakkust ei oletata, v&ib algsete plasmaproovide uus kahekordne testimine QFT ELISA-
testiga esialgseid positiivseid tulemusi kinnitada. Kui testi kordamisel on 1. v&i 2. proovi tulemus positiivne, tuleb testi
Gldtulemus hinnata positiivseks.

% V&imalike pdhjuste kohta vaadake peatiikki ,,Probleemide lahendamine®.

4 Kliiniliste uuringute kaigus ilmnes vahem kui 0,25% uuringutel osalenute juures nulltesti IFN-y-kontsentratsioon > 8,0
RU/m.

Mdddetud 1FN-y-kontsentratsiooni suuruse p6hjal ei saa teha jareldusi nakkuse staadiumi vO6i astme,
immuunreaktiivsuse ulatuse ning aktiivse haigestumise korral progressiooni tekkimise tGendosuse kohta.
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Joonis 4. TULEMUSTE TOLGENDAMISE VOODIAGRAMM
(NULL-, TBC-ANTIGEENIGA ja MITOGEENIGA KATSUTITE KASUTAMISEL)

TBC-antigeen — null
20,35 RU/mI

TOLGENDAMINE

Ja

TBC-antigeen — null
2> 25% nulli vaartusest
RU/ml-s

Ei e

Ei

Mitogeen — null Ja Ul
< 0,50 RU/ml ja/véi MAARATLEMATA ull
Ul > 8,0 RU/mI - <8,0 RU/MI

VALIDEERIMINE

S
Ei Ja
A\ 4 A\ 4

NEGATIIVNE POSITIIVNE

19



8. MEETODI PIIRANGUD

QFT-testi tulemusi tuleb vaadelda koos iga patsiendi epidemioloogilise ajaloo, tema aktuaalse tervisliku
seisundi ja muude diagnostiliste uuringutega.

Nullvaartusega tulemusi Gle 8 RU/ml tuleb hinnata kui ,méaératlematuid®, sest 25% vorra kérgem TBC-
antigeeni reaktsioon vdib olla véljapool testi mdoteulatust.

Mitteusaldusvaarsed vdi madratlematud tulemused vdidakse saada jargmistel phjustel:

o  kdrvalekaldumine infolehel kirjeldatud menetlusjuhistest;

o tsirkuleeriva gammainterferooni ekstreemselt korge kontsentratsioon vOi heterofiilsete antikehade
esinemine;

e verevGtmise ja 37 °C juures inkubeerimise liiga pikk vahe (ule 16 tunni).

9. TULEMUSTE KARAKTERISTIKUD
Kliinilised uuringud

Kuivdrd latentse tuberkuloosiinfektsiooni (LTBI) kohta ei eksisteeri kindlat standardit, pole praktiliselt vdimalik
hinnata QFT-testi sensitiivsust ja spetsiifilisust. QFT-testi ligikaudne spetsiifilisus leiti madala riskitasemega
isikute (kellel riskifaktorid teadaolevalt puudusid) valepositiivsete tulemuste méara hindamise teel. Ligikaudne
sensitiivsus saadi, hinnates patsiendiriihmi, kellel oli kindlalt diagnoositud aktiivne tuberkuloos, mis leidis
kinnitust kultuuri abil tehtud tdiendava testiga.

QuantiFERON®-TB Gold IT-testi spetsiifilisus

USA-s labi viidud uuringus osales 866 vabatahtlikku, kellelt vbeti QFT-testiga verd pérast tuberkuliini nahatesti
(TST) tegemist. Testimise ajal fikseeriti standardkisitluse abil antud hetkel teadaolev demograafiline olukord ja
tuberkuloosi riskifaktorid. 432-st vabatahtlikust, kellel puudusid teadaolevalt M. tuberculosisega nakatumise
riskitegurid, saadi 391 vabatahtliku puhul QFT-testi ja tuberkuliini nahatesti (TST) tulemused. Ukski nendest
vabatahtlikest ei olnud vaktsineeritud bacillus Calmette-Guérini (BCG) vastu. Teine QFT-testi spetsiifilisuse
uuring viidi 1&bi Jaapanis madala riskitasemega isikute seas, kellest umbes 90% olid BCG vastu vaktsineeritud.
Mélema uuringu tulemused on toodud tabelis 2.

Tabel 2. QFT-testi spetsiifilisus isikute puhul, kellel puudub teadaolevalt M. tuberculosisega nakatumise
risk.

QFT
positiivne QFT TST- TST*
UURING (vi(lst(;rfzzarlitrjte Testituid QFT arv arv/ spetsiifil  positiivsete spetsiifil.
%) kokku madramata tOeste (95% arv/ (95%
& testide Cl) testide arv Cl)
arv
99,2% 0
USA 0% 391 1 3/390 (98- 6/391 98.5%
(avaldamata) (97-99)
100)
98,8%
Jaapan *° ~90% 168 6 2/162 (95- - -
100)
7/559 99,1%
KOKKU - 559 (1,3%) 5/552 (98-100) - -

(*Kui TST-paapul on 10 mm BCG vastu mittevaktsineeritutel). 15 mm paapuli korral on TST spetsiifilisus
hinnanguliselt 99,1%.
** Cl = usaldusvaérsuse vahemik (confidence interval)

QuantiFERON®-TB Gold IT-testi sensitiivsus aktiivse TBC korral

USA-s, Austraalias ja Jaapanis testiti QFT-testi sensitiivsuse hindamiseks tuberkuloosikahtlusega isikuid, kelle
puhul tuvastati hiljem M. tuberculosisega nakatumine. Kuivdrd latentse tuberkuloosiinfektsiooni (LTBI)
hindamiseks ei ole olemas kindlalt defineeritud standardtesti, on sobivaks surrogaadiks M. tuberculosise
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mikrobioloogiline kultuur, kuiv8rd haigust kandvad patsiendid on per definitionem nakatunud. Enne QFT-testi
jaoks vere vdtmist olid patsiendid saanud ravi vahem kui 8 péeva.

Tabelis 3 on kokku vdetud kolme patsiendiriihma tulemused, kes olid M. tuberculosise kultuuri suhtes
positiivsed. QFT-testi Gildine sensitiivsus aktiivse tuberkuloosi korral oli 89% (157/177).

Tabel 3. QFT-test isikute puhul, kellel on kinnitatud M. tuberculosise infektsiooni
olemasolu.
QFT positiivsete

QFT sensitiivsus

UURING arv / Tdeste
testide arv el
Jaapani tuberkuloosi pddevad 86/ 92 93%
patsiendid®® (86-97%)
. 89%
Austraalia 24 [ 27 (70-97%)
81%
USA 47 /58 (68-00%)
89%
KOKKU 157 /177 (83-039%6)

* CI = usaldusvéaarsuse vahemik (confidence interval)

Latentse tuberkuloosiinfektsiooni (LTBI) diagnoos
On avaldatud mitme uuringu tulemusi, mis naitavad QFT-testi spetsiifilisust erinevates LTBI riskiga
elanikkonnarihmades. M&nede uuringute peamised tulemused on esitatud tabelis 4.

Tabel 4.Valik QFT-testi avaldatud uurimistulemusi LTBI riskiga riihmades.

UURING Testituid kokku Tulemused ja jéreldused

Véga korge TBC-mééraga keskkond: 40% QFT pos./41% TST pos. (10 mm
India, tervishoiuttdtajad 726 paapul). Suur kokkulangevus TST-ga, BCG vastu vaktsineerimine teste ei
(Pai et al 2005)% méjuta. Mdlemad testid kinnitavad TBC seotust vanuse ja
tervishoiusuisteemis too6tatud ajaga.

HIV-positiivsetel LTBI prevalents QFT-testiga 4,6% (27/590). Positiivsed
590 tulemused olid seotud TBC-riskiga. Kahel QFT positiivsel isikul arenes Uhe

aasta jooksul vélja aktiivne TBC. Mitteméadratavate tulemustega (n = 20.
3,4%) kaasnes selgelt CD4 <100/pl.

Taani, HIV-positiivsed
(Brock et al 2006)°

TBC kahtluse voi eelneva TBC-kontaktiga lapsi testiti nii QFT kui ka TST-
Hospitaliseeritud lapsed 105 ga. 10,5% QFT po0s./9.5% TST pos. (10 mm paapul). Testide tulemuste
(Dogra et al 2006)* kokkulangevus oli keskmiselt 95,2% ja BCG vastu vaktsineerimata lastel
100%.

Testiti 15 erineva indekseeritud juhu kontaktisikuid. 51% oli BCG vastu
vaktsineeritud, 27% vélismaal stindinud. 70% BCG vastu vaktsineeritutest ja
309 18% mittevaktsineeritutest olid TST-positiivsed (5 mm paapul), samal ajal
oli nende seas QFT positiivseid vastavalt 9% ja 11%. QFT oli seotud TBC-
riskiga. TST tulemused olid seotud (iksnes BCG vastu vaktsineerimisega.

Saksa, kontaktid
(Diel et al 2006)*

Paljudes teistes publikatsioonides kirjeldatakse QuantiFERON®-TB Gold-testi vahemsensitiivse vedela
antigeeni (QFT-testi eelkéija) spetsiifilisust ja QFT-teste. Need uuringud hdlmavad testide tegemist aktiivset
tuberkuloosi pddevatel patsientidel *** ¥ ° [astel*® % 2 H|V-positiivsetel” > %, tervishoiutddtajatel™> % %
immuunsupressiooniga isikutel® # % 2 273031 samuti tuberkuloosikahtlusega isikutel” ® ** *® ning madala
riskitasemega isikutel*®.

Tuberkuliini nahatesti (TST) korratavus ja reprodutseeritavus korduva QFT-testi korral.
USA-s l&bi viidud spetsiifilisuse uuringu raames testiti Uhte vabatahtlike riihma 4-5 nédalat parast esialgset

QFT-testi ja TST-d. Seega saadi vdrdluseks 260 isiku QFT-testi tulemusi kahel testimishetkel. Kokkulangevus
moodustas 99,6% (259/260). Varasem TST ei pohjustanud QFT-testi positiivsete tulemuste hulga suurenemist.
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10. TEHNILINE INFO

Maaratlematud tulemused
Maaratlematuid tulemusi esineb harva ning nende pdhjus vdib olla jargmistes tehnilistes tegurites:

verevdtmise ja 37 °C juures inkubeerimise vahe oli {le 16 tunni;
vereproove hoiti véljaspool soovitatud temperatuurivahemikku (22 + 5 °C);
verevdtukatsuteid ei segatud piisavalt;

ELISA-plaadid olid puudulikult pestud.

Kui Te peate vdimalikuks, et verevGtmise vGi vereproovide kasitsemise juures vois tekkida tehnilisi probleeme,
tuleb tervet QFT-testi uue vereprooviga korrata. Stimuleeritud plasmaproovide ELISA-testi v8ib korrata, kui on
alust oletada, et ELISA-plaate ei pestud piisavalt vbi esines muid ELISA-testimeetodi nduete eiramisi.
Méadratlematud tulemused, mille pdhjuseks v@ivad olla liiga madalad mitogeenide vG6i liiga koérged
nullvédrtused, ei tohiks testi kordamisel muutuda, vdlja arvatud juhul, kui ELISA-testi kéigus tehti viga.
Maéératlematud tulemused tuleb sellistena edastada. Arstil on siis vdimalik lasta votta uus vereproov v8i méarata
vajaduse korral muid uuringuid.

Plasmaproovide hiitibimine

Kui plasmaproovide pikemaajalisel sailitamisel tekib nendes fibriinide hitbimine, tuleb proove tsentrifuugida,
kuni tekib sete; see hdlbustab plasma pipeteerimist.
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EL ISA-testiga seonduvate probleemide lahendamine

Mittespetsiifiline varvireaktsioon

VOIMALIK POHJIUS

LAHENDUS

Plaadid ei ole piisavalt puhtad.

Peske plaati vahemalt 6x, kasutades iga stivendi kohta 400 pl
pesemispuhvrit. SBltuvalt kasutatavast pesuseadmest vdib osutuda
vajalikuks Ule 6 pesutsiikli. Soovitame jatta iga pesutsikli vahele
5 sekundi pikkuse leotusaja.

ELISA-slivendite ristsaastumine.

Proovide hoolikas pipeteerimine ja segamine viib saastumisohu
miinimumi.

Kiti vdi selle komponentide kehtivusaeg on
Uletatud.

Kontrollige, et kiti séilivusaeg ei oleks méddas. Arvestage, et standard
ja 100-kordne konjugatsioonikontsentraat tuleb dra kasutata 3 kuu
jooksul pérast rekonstitueerimist.

Enstiiimsubstraadi lahus on saastunud.

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see kdrvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

Plasmat on enne eraldamist
tsentrifuugikatsutites loksutatud.

Plasma tuleb eraldada ettevaatlikult hiiiivise pealt hiiivist alt v6i pealt
pipeteerimata, hoolitsedes selle eest, et plasma ja hiiivis ei seguneks.

Standardite madalad OT-vaartused

VOIMALIK POHJIUS

LAHENDUS

Viga standardkiti lahuste tegemisel.

Valmistage standardkiti lahused tapselt pakendil olevate juhiste jargi.

Pipeteerimisviga.

Kontrollige, et pipetid oleksid tdpselt tootja juhiste kohaselt
kalibreeritud ja et neid kasutataks n8uetekohaselt.

Liiga madal inkubeerimistemperatuur.

ELISA-inkubatsioon peab toimuma toatemperatuuril (17-27 °C).

Liiga luhike inkubeerimisaeg.

Konjugaadi, standardite ja proovidega plaadi inkubeerimisaeg peab
olema 120 + 5 minutit. Enstiimsubstraadi lahust inkubeeritakse
mikroplaadil 30 minutit.

Mikroplaadil oli vale filter.

Mikroplaati tuleb lugeda 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltri
abil.

Reaktiivid olid liiga kiilmad.

K@ik reaktiivid (valja arvatud 100-kordne konjugaadikontsentraat)
peavad enne testi tegemist olema saavutanud toatemperatuuri. See
kestab umbes 60 minutit.

Kiti vdi selle komponentide kehtivusaeg on
Uletatud.

Kontrollige, et kiti séilivusaeg ei oleks méddas. Arvestage, et standard
ja 100-kordne konjugatsioonikontsentraat tuleb dra kasutada 3 kuu
jooksul pérast rekonstitueerimist.
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Tausta tugev varvumus

VOIMALIK POHJIUS

LAHENDUS

Plaadid ei ole piisavalt puhtad.

Peske plaati vahemalt 6x, kasutades iga stivendi kohta 400 pl
pesemispuhvrit. SBltuvalt kasutatavast pesuseadmest vdib osutuda
vajalikuks ule 6 pesutsikli. Soovitame jatta iga pesutsiikli vahele 5
sekundi pikkuse leotusaja.

Inkubeerimistemperatuur on liiga kérge.

ELISA-inkubatsioon peab toimuma toatemperatuuril (17-27 °C).

Kiti vBi selle komponentide kehtivusaeg on
Uletatud.

Kontrollige, et kiti séilivusaeg ei oleks moddas. Arvestage, et standard
ja 100-kordne konjugatsioonikontsentraat tuleb dra kasutada 3 kuu
jooksul pérast rekonstitueerimist.

Enstiimsubstraadi lahus on saastunud.

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see kdrvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

Mittelineaarne standardkdver ja kahekordsete testide vahelised halbed

VOIMALIK POHJIUS

LAHENDUS

Plaadid ei ole piisavalt puhtad.

Peske plaati vahemalt 6x, kasutades iga stivendi kohta 400 pl
pesemispuhvrit. Sdltuvalt kasutatavast pesuseadmest vib osutuda
vajalikuks ule 6 pesutsikli. Soovitame jatta iga pesutsiikli vahele
5 sekundi pikkuse leotusaja.

Viga standardkiti lahuste tegemisel.

Valmistage standardkiti lahused tapselt pakendil olevate juhiste jargi.

Reaktiivid ei ole 1abi segatud.

Segage reaktiive enne slivenditesse jaotamist kergelt voi loksutage
nende anumaid.

Ebalihtlane pipeteerimine voi katkestused testi
l&biviimisel.

Proovide ja standardite jaotamine peab toimuma katkestusteta. K&ik
reaktiivid peavad olema enne testi algust kasutamiseks ette valmistatud.

Testimise kédiku ning enamiku tehniliste probleemide lahendusi demonstreeriv video on koos tooteinfo ja
tehnilise juhendiga CD-ROMil. CD-ROM on saadaval Cellestise firmas vdi toote miiija juures.
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11. KIRJANDUS

QFT-allikate p&hjaliku tlevaate leiate gnowee™-It, QuantiFERON-i raamatukogust Interneti aadressilt
Www.gnowee.net
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12. KLIENDITEENINDUS

Meie klienditeeninduste aadressid:

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

Faks: +61 3 9568 6623
E-post: techsupport@cellestis.com
www.cellestis.com

Cellestis GmbH:
(Euroopa)

Website: www.cellestis.com

Tel.: +49 6151 428 59-0
Faks: +49 6151 428 59-110
E-post: techsupport@cellestis.com

Teised riigid:

Riik Tasuta telefoninumber
Austraalia 9001 5776
Austria 0800 8020034
Belgia 0800 75351
Prantsusmaa 0800911164
Saksamaa 0800 182 7452
lirimaa 1800 550 417
Holland 0800 022 5340
Uus-Meremaa 0800 44240
Sveits 0800 561 802
Uhendkuningriik 0800 680 0630
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13. TESTI LUHIKIRJELDUS

1. SAMM: VEREPROOVI INKUBEERIMINE

Votta patsiendilt katsutisse vereproov ja segada
see, raputades katsutit kimme (10) korda piisava
tugevusega nii, et kogu katsuti sisepind oleks
verega kaetud ja katsuti seintel olev antigeen

lahustunud.
Inkubeerida katsuteid 16 - 24 tundi 37 °C juures
pustiasendis.
Tsentrifuugida katsuteid pdrast inkubeerimist 5-
15 minutit 2000-3000 g (RCF) juures, et plasma
punalibled eraldada.
.;:_—-\.

Votke pérast tsentrifuugimist pipetiga plasma.
Palun pidage meeles, et enne plasma eraldamist ei
tohi seda mitte mingil juhul Gles v6i alla
pipeteerida ega segada.
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2. SAMM: IFN-y-ELISA

ELISA-komponentidel (vélja arvatud 100-kordne
konjugaadikontsentraat) tuleb lasta vdhemalt 60
minutit toatemperatuuril stabiliseeruda.

Rekonstitueerida rekombinantne humaan-
gammainterferoon destilleeritud vOi
deioniseeritud  veega 8,0 RU/ml  peale.
Valmistada neli standardlahust.

Rekonstitueerida  luofiliseeritud ~ 100-kordne
konjugaadikontsentraat destilleeritud vOi
deioniseeritud veega.

Valmistada rohelise lahjendiga konjugaat ja
valada igasse stivendisse 50 pl.

Lisada igasse suvendisse 50 pl plasmaproovi ja
50 pl standardeid. Segada raputis korralikult.

Inkubeerida 120 minutit toatemperatuuril.

Pesta stivendid vahemalt 6 x l&bi, kasutades iga
stivendi jaoks 400 pl pesemispuhvrit.

Tilgutada igasse stvendisse 100 pl
ensliimsubstraadi lahust.

Inkubeerida 30 minutit toatemperatuuril.




10.

11.

12.

Tilgutada igasse stivendisse 50 ul deaktivaatorit.

Segada raputiga korralikult.

Md6ta tulemusi 450 nm filtri ja 620-650 nm
referentsfiltriga.

Analliusida testi tulemusi.
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14. OLULISED MUUDATUSED

Olulised muudatused, mis on tehtud infolehe kdesolevas véljaandes (05990301G — juuli 2011), on toodud

kokkuvatvalt alljargnevas tabelis:

Peatiikk Lehe- Muudatus(ed)
kilg
ii. Ffroow_de votmine ja 9 Katsutite raputamisprotseduuri muutus.
sitsemine
6. Kasutusjuhend 10 Verega katsutite kasitsemisprotseduuri muutus.
6. Kasutusjuhend 12 Plasmaproovide késitsemisprotseduuride muutus.
10. Tehniline info 23 Lisatud: Plasma segamine tsentrifuugikatsutites enne eraldamist.
12. Klienditeenindus 26 Klienditeeninduse uus meiliaadress.
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Toodetud firmadele:
Cellestis Limited (Austraalia) ja Cellestis GmbH (Euroopa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Austraalia
Tel. (Austraalia) +61 3 8527 3500, (Euroopa) +49 6151 428-59-0
E-post: quantiferon@cellestis.com
www.cellestis.com

Dok. nr. 05990301G
juuli 2011

S

| EC | REP

Volitatud esindaja:

MDSS GmbH

Schiffgraben 41

30175 Hannover, Saksamaa
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