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1. FELHASZNALASI TERULET

A QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) olyan in-vitro diagnosztikai teszt, amely heparinnal alvadasgatolt
teljes vérben a sejteket ESAT-6, CFP-10 és TB7.7(p4) proteinek hatasaval rendelkezé peptid koktéllal stimulalja.
Az Interferon-y (IFN-y) ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)-moédszerrel torténé kimutatasa a
mycobacterium tuberculosis fert6zéshez tarsulé peptid antigénekkel szembeni in vitro valaszreakcion alapszik.

A QFT a M. tuberculosis-fertzés (és az azzal jar6 aktiv betegség) kdzvetett kimutatésara alkalmas teszt. A
vizsgalat eredményeit a kockazati tényezdkkel, a radioldgiai vizsgalatok és egyéb, orvosi és diagnosztikus
vizsgalatok eredményeivel egyditt kell értékelni.

2. AVIZSGALAT OSSZEFOGLALASA ES MAGYARAZATA

A tuberculosis (Tb) fert6z6 betegség, amelyet a M. tuberculosis komplexbe tartozé mikroorganizmusok (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum) okoznak. A léguti tuberculosisban szenvedd betegek a fert6zést altalaban
cseppfert6zéssel terjesztik. EQy Ujonnan fert6z6dott egyén heteken, vagy hénapokon beliil megbetegedhet
tuberculosisban, bar a legtbb esetben a fert6z6tt személynek nincsenek panaszai. Néhany betegnél a tuberculosis
fertézés latens formaban (LTBI) perzisztal, nem fertzd, tiinetmentes megbetegedésként, amely hénapokkal vagy
évekkel késébb vezethet tuberculosishoz. Az LTBI felismerésének a f6 célja az, hogy mérlegelni lehessen a
gyogyszeres kezelést a tuberculosis megelézése érdekében. Nemrégen még csak a tuberculin bérteszt (tuberculin
skin test, TST) volt az egyediili rendelkezésre allé6 modszer az LTBI diagnosztizalasara. A tuberculinnal szembeni
bérérzékenység a fertézést kovetd 2-10 héten belil alakul ki. Ugyanakkor egyes fert6zott betegek nem reagalnak a
tuberculinra, pl. azok, akiknél mas megbetegedések miatt immunszuppresszi6 all fenn. De vannak olyanok is,
akiknél nem ismert ilyen zavar, mégsem lép fel reakcid. Ennek az ellenkezéje is el6fordul. Vannak, akiknél ugyan
val6sziniitlen a M. tuberculosis fert6zottség, de mégis érzékenyek a tuberculinra és a Calmette-Guérin bacillussal
(BCGQG) torténo oltas, a nem a M.tuberculosis komplexbe tartozé mycobacterium-fert6zés utan, vagy egyéb,
ismeretlen tényezék miatt a tuberculin-bérteszt eredménye pozitiv lesz.

Az LTBI-t meg kell kiilonboztetni a tuberculosis betegségtdl, amely altalaban a tiid6t és az alsé 1égutakat tamadja
meg, de més szervrendszereket is érinthet, és bejelentés-koteles. A tuberculosist a kértorténet, valamint a fizikalis,
radioldgiai, sz6vettani és mikrobioldgiai vizsgalatok eredményeinek 6sszessége alapjan diagnosztizaljak.

A QFT teszt egy olyan vizsgalat, melynek célja a mycobacterium-proteinek hatasat szimulal6 peptid-antigének
elleni sejtkozvetitett immunitas (CMI) kimutatésa. Ezek a proteinek (ESAT-6, CFP-10 és TB7.7(p4)) egyik BCG
torzsben és a legtobb nem-tuberculosis mycobacteriumban sincsenek jelen, kivéve a M. kansasii, M. szulgai és az
M. marinum térzseket." Az M. tuberculosis komplex tagjaival (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) fert6z6dott
betegek vérében altalaban vannak olyan limfocitak, amelyek ezeket az antigéneket és mas mycobacterialis
antigéneket felismerik. Ebben a felismerési folyamatban IFN-y citokin keletkezik és szabadul fel. A vizsgalat az
IFN-y kimutatasan, majd mennyiségének meghatarozasan alapszik.

A QFT tesztben alkalmazott antigének olyan peptidkoktélt alkotnak, amely az ESAT-6, CFP-10 és a TB7.7(p4)
fehérjék hatasat szimuldlja. Szamos tanulmany kimutatta, hogy ezek a peptid antigének az M. tuberculosis-sal
fert6zott betegekt6l szarmazo T-sejtekben stimulaljak az IFN-y [Jreakciot. De éltaldban nem teszik ezt a nem
fert6z6dott, vagy BCG-vel oltott, de LTBI kockazati csoportba nem tarozé egyének T-sejtjeiben.’* Ugyanakkor
azok az orvosi kezelések, vagy megbetegedések, amelyek csokkentik az immunrendszer miikddését, potencialisan
csokkenthetik az IFN-y termelést is. Egyéb tipusi mycobacterium-fertézésben szenvedé betegek is érzékenyek
lehetnek az ESAT-6, CFP-10 és TB7.7(p4) proteinekre, mivel az ezeket kddold gének jelen vannak az M. kansasii,
M. szulgai és az M. marinum®? t6rzsekben is. A QFT teszt ezért hasznos segitséget jelent a betegeknél az M.
tuberculosis komplex fertézés diagnosztizalasara. A pozitiv eredmény aldtdmasztja a tuberculosis betegség
diagndzisat; ugyanakkor egyéb mycobacterium-térzsek (pl. M. kansasii) okozta fertézések szintén pozitiv
eredményekhez vezethetnek. A tuberculosis betegség megerésitésére vagy kizarasara tovabbi orvosi és
diagnosztikai vizsgalatok is szlikségesek.



A vizsgalat alapjai

A QFT rendszer specidlis vérvételi csoveket tartalmaz, a teljes vért ezekbe kell levenni. A levett vért a csdvekben
16-24 6ran 4t inkubaljék, ezt kovetSen a plazmat elkiilonitik és vizsgaljak a peptid antigének elleni reakcioként
1étrejoveé IFN-y jelenlétét.

A QFT teszt végzése két 1épésbol all. Eldszor teljes vért vesznek a kiilonboz6 QFT vérvételi csovekbe. Ide tartozik
egy Nil kontroll, egy TB Antigen és opcionalisan egy Mitogen csé.

A Mitogen csé a QFT teszt sordn pozitiv kontrollként hasznalhat6. Alkalmazasa kilondsen akkor javasolt, amikor
kétséges az egyén immunrendszerének allapota. A Mitogen cs6 segitségével az is ellendrizhetd, hogy a vér kezelése
és inkubalasa megfeleld volt-e.

A csoveket minél eldbb, de feltétleniil a vérvételtdl szamitott 16 6ran bell, 37°C-on inkubalni kell. A 16-24 6ras
inkubalas utan a csoveket centrifugaljak, elvalasztjadk a plazmat, és az IFN-y (NE/ml) mennyiségét ELISA
maodszerrel megmérik.

A tesztet IFN-y reakcio szempontjabol akkor tekintik pozitivnak, ha a TB Antigen csében az IFN-y szignifikansan a
Nil cs6ben mért (IFN-y NE/ml) értéke folotti. Ha alkalmazzdk, a Mitogen csé plazmamintaja IFN-y pozitiv
kontrollként szolgal minden vizsgalt minta esetében. Ha a Mitogénre adott reakcié alacsony (<0,5 NE/ml), ez nem
egyértelmii eredményt jelez akkor, ha a vérminta negativ reakciot mutat a TB antigénekre. Ez akkor is elé6fordulhat,
ha nincs elegendd limfocita vagy csokkent a limfocita-aktivitas a helytelen mintakezelés, vérvétel vagy a Mitogen
cs6é nem megfelelé felrazasa miatt, vagy, ha a beteg limfocitdi nem képesek az IFN-y termelésre. A Nil minta
alapjan az aspecifikus héttér, a heterofil antitest-kotédések’, vagy a vérmintaban aspecifikusan termel6dd IFN-
vy hatarozhaté meg. A Nil csében mért IFN-y szintet kivonjak a TB Antigen csében és (amennyiben hasznaljak) a
Mitogen csében mért IFN-y szintbél.

A vizsgalathoz sziikséges ido

A QFT teszt elvégzéséhez sziikséges id6 megkozelitoleg a kdvetkezd; egyuttal jelezziik az egyszerre tobb minta
vizsgélatahoz sziikséges id6t Batch izemmodban is:

37°C-on a vérvételi csovek inkubalasa: 16-24 6ra
ELISA: Kb. 3 6ra egy ELISA lemezhez
. < 1 6ra laboratériumi munka
o lemezenként tovabbi 10-15 perc



3. REAGENSEK ES TAROLASUK

Tuberculosis- és kontroll antigén vérvételi csovek

Rendelési szam: T0590-0301

Nil kontroll cs6 (szurke kupak) 100 db cs6
Th Antigen cs6 (vords kupak) 100 db cs6
Mitogen kontroll ¢sé (lila kupak) 100 db csé

MEGJEGYZES: A csovek a kovetkezd Kiszerelésben is kaphatok:

100 db Nil kontroll ¢sé + 100 db Th Antigen csé (rend. .sz. T0590-0201)
100 db Mitogen kontroll ¢sé (rend. sz. T0593-0201)

Magas fekvésii teriileteken hasznalandé csovek:

Rend. sz. T0590-0501: (nagy magassagban) 100 db Nil kontrol/ csd, 100db Th Antigen csd
Rend. sz. T0590-0505: (nagy magassagban) 100 db Nil kontroll ¢sd, 100db Tb Antigen és 100
db Mitogen kontroll ¢sé

Rend. sz. T0593-0501: (nagy magassaghan) 100 db Mitogen kontroll csé



ELISA-komponensek

ELISA-komponensek

Rend. sz. : 0594-0201

Rend. sz.: 0594-0501

2 lemezes készlet

Reference Lab Pack
(Referencia Laboratérium
csomagolas)

Mikrotitral6 csikok, anti-human IFN-y
monoklonalis antitest (egér) bevonattal

2 x 96 mintahelyes lemez

20 x 96 mintahelyes lemez

Human IFN-y standard, liofilizalt
( rekombinans human-IFN-»-t, marha-
kazeint és 0,01 % tiomerzalt tartalmaz)

1 ampula
(8 NE/mlI rekonstitualas utan)

10 ampula
(8 NE/mlI rekonstitualas utan)

Z6ld higito oldat (marha-kazeint, normal
egérszérumot és 0,01 % tiomerzalt
tartalmaz)

1x30ml

10 x 30 ml

Konjugatum (100-szoros toménységi),
liofilizalt (anti-human IFN-y (egér) HRP;
0,01% tiomerzalt tartalmaz)

1 x 0.3ml (rekonstitualas utan)

10 x 0,3 ml (rekonstituélas utan)

Mosépuffer (20-szoros toménységii) (pH

7,2; 0,01 % tiomerzalt tartalmaz) 1x 100 mi 10 x 100 ml
Enzim szubsztrat oldat (H,0,, 3,3’,5,5’

tetrametilbenzidint tartalmaz) 1x30ml 10 x 30 mi
Enzim stop (leallitd) oldat (0,5M H,SO,-t

tartalmaz) 1xI15ml 10x 15 ml




Sziikséges anyagok, amelyeket a készlet nem tartalmaz

37 °C inkubétor; CO, nem sziikséges.

Kalibralt, kiilonb6z6 térfogatd (10 pl-1000 pl) pipettak, egyszerhasznalatos heggyel

Kalibralt, 50 ul és 100 ul bemérésére alkalmas tébbcsatornas pipetta, egyszerhasznalatos heggyel
Mikrotitral6 lemez razokésziilék

lonmentes vagy desztillalt viz (2 liter)

Mikrotitralo lemezmoso (lehetbleg automata)

Mikrotitral6 lemezolvasd 450 nm-es sztirdvel és 620-650 nm referenciasziirével

Tarolas

Vérvételi csovek

e A vérvételi csdveket tarolja 4 °C - 25 °C-on.

A készlet reagensei

e Tarolja a készletet 2 °C - 8 °C-on.
e Az enzim szubsztrat oldatot 6vja a kdzvetlen napfénytol.

Beoldottt és fel nem haszndlt reagensek

A reagensek rekonstitudlaséra vonatkozo Gtmutatdt 14sd ,,A reagensek elékészitése “ cimii 6. fejezetben.

e A 2°C-8°C-on tarolt Kit Standard a rekonstitualastél szamitott 3 honapon belll hasznalhaté fel.
0 Jegyezze fel a Kit Standard rekonstitud/dasanak idépontjat.
e A rekonstitualds utan a fel nem hasznalt tdmény (100x) konjugatumot tovabbra is 2°C-8°C-on kell tarolni és
szintén 3 honapon belil fel kell hasznalni.
0 Jegyezze fel a konjugatum rekonstitualasanak idépontjat.
e A hasznalatra kész konjugatumot az el6készitést6l szamitott 6 6ran belil fel kell hasznélni.
e A hasznalatra kész moso puffer szobahdmérsékleten 2 hétig tarthato el.



4. OVINTEZKEDESEK ES FIGYELMEZTETESEK

Ovintézkedések

e A negativ QFT teszteredmény nem zéarja ki az M. tuberculosis fert6zést, vagy a tuberculosis
betegséget: alnegativ eredményhez vezethet a fert6zés stadiuma (pl. a mintavétel a sejtes
immunvélasz kialakuldsa elétt tortént), egyéb betegség, amely befolyasolja az immunfunkciot; a
vérvételi csdvek helytelen kezelése a vérvételt kdvetden, a modszer helytelen végzése, vagy egyéb,
az immunrendszert érintd eltérések.

e Nem lehet egyedil és kizarélag csak a pozitiv QFT teszteredményre alapozni a M. tuberculosis
fertdzés diagnozisat. A modszer helytelen végzése alpozitiv eredményt okozhat.

e Ha a QFT teszt eredménye pozitiv, akkor tovabbi orvosi és diagnosztikai vizsgalatokra (pl. AFB
kopetvizsgalat és tenyésztés, mellkas-rontgen) van szikség az aktiv tuberculosis betegség
kimutataséara.

e Mig az ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) egyetlen BCG torzshen, és a legtdbb ismert nem
tuberculosis mycobaktériumban sincs jelen, addig lehet, hogy a QFT teszt pozitiv eredményének
oka M. kansasii, M. szulgai vagy M. marinum fert6zés. Ha fennall ezeknek a fert6zéseknek a
gyandja, alternativ tesztmddszereket kell alkalmazni.

Figyelmeztetések

A diagnosztikum csak /n vitro alkalmazhato.

Veszélyes: Az enzim szubsztrat oldat 3,3',5,5' tetrametil-benzidint tartalmaz, amelynek lenyelése, belégzése,
érintése veszélyes. BOrre és szemre irritald hatasi. Mutagén hatdsl. Viseljen véddszemiiveget, laboratoriumi
védokesztylt, és kezelje az oldatot potencialisan rakkelté anyagként.

Veszélyes: Az enzim stop reagens H,SO,-et tartalmaz, amelynek lenyelése, belégzése, szemmel és bérrel vald
érintkezése veszélyes. Viseljen védOszemiiveget, laboratoriumi védékesztylit és laboratoriumban hasznalatos
védoruhazatot. Ha a gatlooldat szembe, vagy bérre jut, 6blitse le béven vizzel, és forduljon orvoshoz.
Veszélyes: Az IFN-y Standard és a 100x toménységii konjugatum lenyelve rosszullétet okozhat, a bérre
keriilve irritalhatja a bort. Viseljen véddkesztyiit és laboratoriumban hasznalatos védoruhazatot.

A human vérmintat mindig potencidlisan fertdzéként kezelje! Tartsa be a vér kezelésére vonatkozo
utasitasokat!

Néhéany reagens thimerosal tartositoszert tartalmaz. A thimerosal lenyelése, belégzése, érintése mérgez6 hatast
vélthat ki.

A z6ld higité oldat normal egérszérumot és kazeint tartalmaz; ezek az anyagok allergias reakcidt valthatnak
ki. Keriilje a bdrrel vald érintkezést.

A Hasznalati utmutatoban leirt eljarastol és instrukcioktél vald eltérés hibas eredményekhez vezethet. Kérjik,
hogy hasznalat el6tt figyelmesen olvassa el az utmutatot.

Ne haszndlja fel a reagens-készletet, ha a benne levé egy vagy tobb reagens Uvege sériilt vagy szivarog.

Ne keverje 0ssze, vagy hasznaljon fel eltéré gyartasi szama QFT kitekbdl szarmazoé ELISA reagenseket ennek
a csomagolasnak a komponenseivel.

A fel nem hasznélt reagenseket és biologiai mintékat a helyi és orszagos eléirasoknak megfelelGen tavolitsa el.

A vérvételi csoveket és az ELISA készlet komponenseit a lejarati id6 eltelte utan nem szabad felhasznalni.
Alkalmazas el6tt gy6z6djon meg réla, hogy a laboratériumi készilékek, a lemezmosd és az olvaso kalibralva és
validalva vannak.



5. MINTA VETELE ES KEZELESE

A QFT teszt a kdvetkezd vérvételi csoveket tartalmazza:

.

Nil kontroll (sziirke kupak fehér gytirtivel) (810 m feletti tengerszint feletti magassagig)
Tb Antigen (voros kupak fehér gytirtivel) (810 m feletti tengerszint feletti magassagig)

3. Mitogen kontroll - opcionalis (lila kupak fehér gyiirtivel) (810 m feletti tengerszint feletti magassagig)

4. Nil kontroll (sziirke kupak sarga gyiiriivel) (1020 m-t6l 1875 m-ig terjed6 tengerszint feletti
magassagig)

5. Tb Antigen (vorés kupak sarga gyirivel) (1020 m-t6l 1875 m-ig terjedd tengerszint feletti
magassagig)

6. Mitogen kontroll - opcionalis (lila kupak sarga gytirtivel) (1020 m-t6l 1875 m-ig terjedd tengerszint
feletti magassagig)

Az antigének a vérvevo cso belso falara vannak raszaritva. Fontos tehat, hogy a vérminta alaposan elkeveredjen csé
tartalmaval. A csoveket minél hamarabb, de legkésébb a vérvételt6l szamitott 16 6ran belil inkubatorba (37 °C)

kell helyezni.

Az optimalis eredmények elérése érdekében a kovetkezd utasitasokat kell betartani:

1. Betegenként a QFT minden egyes vérvételi csdvébe vegyen le 1 ml vénés vert. A vérvételt csak kiképzett
egészségligyi személyzet (phlebotomist) végezheti.

810 m magassagig a QFT standard vérvételi csoveket kell hasznalni. 1.020 m-nél nagyobb
magassagban a specialis, magas fekvési teriiletekre késziilt QFT vérvételi csdveket hasznaljuk.

Ha a QFT csdveket a nevezett magassagokon kiviil alkalmazzuk, vagy ha a minta térfogata
kisebb, a vért fecskenddvel is vehetjiik, ekkor a harom csé mindegyikébe 1-1 ml vért mériink be.
Biztonsagi okokbol legjobb, ha a tit ilyenkor eltavolitiuk, betartva ekozben az dltalanos
biztonsagi eldirasokat. Vegye le a harom QFT csé kupakjat és mérjen be mindharom csébe 1 ml
vért (az etikett oldalsé szélén taldlhatd fekete jelzésig). Ezutan a kupakokat helyezze vissza és
végezze el a keverést az aldbbiakban megadottak szerint.

Mivel az 1 ml-es csovek a vért viszonylag lassan szivjak, tartsa a tiin a csovet 2-3 masodperccel
tovabb, miutdn a cs6 latszatra megtelt. Igy biztosan a megfeleld vérmennyiséget veszi le.

A csovek oldalan 1évé fekete jelzés mutatja az 1ml mennyiséget. A QFT vérvételi csoveket 0,8 ml-
6l 1,2 ml-ig terjeds mennyiségre validaltak. Ha a levett vérmennyiség nem éri el az indikator
vonalat, Gjabb vérminta vétele javasolt.

Ha pillangdkaniilt hasznal vérvételre, elszor egy iires csovet kell hasznalni annak biztositasara,
hogy a vezeték megteljen vérrel, mielétt a QF T csdvekbe venné le a vért.

2. Kozvetleniil a vér csdovekbe valod toltése utan razza fel azokat éppen csak annyi erével, hogy a csovek teljes
belsé felszine érintkezzen a vérrel és az antigének leolvadhassanak a csé bevonatabol.

Vérvételkor a csovecskék homérséklete 17 és 25°C kozott legyen.

A tal heves razas tdnkreteheti a géldugat és téves eredményhez vezethet.

3. Feliratozza a csdveket.

4. A csOveket minél hamarabb, de legkésbb a vérvételt6l szamitott 16 6ran belll inkubétorba (37 °C + 1°C)
kell helyezni. Térolja a csoveket az inkubacioig szobahdmérsékleten (22 °C = 5 °C). A vérmintakat ne
tegye hiitdbe vagy fagyasztobal!



6. ALKALMAZASI UTMUTATO

1. lépés: A vérminta inkubalésa és a plazma elvalasztasa

A készlet tartalma

QFT vérvételi csdvek (Id. 3. fejezet).

Sziikséges anyagok, amelyeket a készlet nem tartalmaz

Ld. 3. fejezet

A vizsgalat menete

1. Haa vért nem inkubaljik azonnal a vérvétel utan, a csovek tartalmat kozvetleniil az inkubalas elétt 10-
szeres megforgatassal Ujra meg kell keverni.

2. Inkubélja a csdveket ALLO HELYZETBEN 37 °C-on 16-24 6ran keresztiil. Ehhez nem sziikséges CO,
vagy nedvesség.

3. A vérvételi csovek a centrifugalast megel6z6en max. 3 napig tarolhatok 4 °C és 27°C kozotti
hémérsékleten.

4. A csovek 37 °C-on torténd inkubalasa utan a plazma elvalasztasa a csovek 5 — 15 perces
centrifugalasaval, 2000 — 3000g (RCF) fordulatszimon torténik. A dugoképzddés altal a sejtek levalnak a
plazmérol. Amennyiben ez nem torténik meg, a csdveket nagyobb fordulatszamon djra kell centrifugalni.

e A plazméat centrifugalas nélkil is el lehet valasztani, de ekkor fokozott figyelemmel kell eljarni,
hogy a plazma eltavolitasakor a vérsejtek ne kavarodjanak fel.

5. Centrifugalas utan és a plazma levalasztisa el6tt mindenképpen Keriiljiik a mintakban valo le-fel-
pipettazast ill. a plazma keverését. Fokozottan Ugyeljink arra, hogy az anyag gél-felszinét ne
haborgassuk.

e A plazmaminta levalasztasat mindig pipettaval végezzik!

e A plazmamintakat a centrifugalt vérvételi csdvekbdl kozvetlenil a QFT ELISA lemezre
mérhetjik; automata ELISA késziilék alkalmazésa esetén is.

e A plazmamintdk 2°C és 8°C kozotti hOmérsékleten max. 28 napig tarolhatok; a plazma
levalasztasa utan -20°C-on hosszabb ideig is.
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2. 1épés: Human IEN-y ELISA

A készlet tartalma

QFT ELISA készlet (Id. 3. fejezet).

Sziikséges anyaqok, amelyeket a készlet nem tartalmaz

Ld. 3. fejezet.

1.

A vizsgalat menete

Az 0sszes plazmamintat és reagenst, kivéve a 100x toménységii konjugdtumot, hasznalat eldtt
szobah6mérsékletre kell hagyni felmelegedni (22°C + 5°C). Szamitson erre legalabb 60 percet.

Vegye le a keretrdl azokat a csikokat, amelyekre nem lesz sziiksége, tegye Oket vissza a folidba és tarolja a
hiitében, amig nem lesz rajuk sziiksége.

Hagyjon legalabb egy csikot a QFT standardok szdmara, és a vizsgalando betegek szamatol fiiggéen elegend6
szamu csikot (Id. a 2A és 2B abrat a két illetve harom cs6 felhasznalasaval végzett vizsgalatokhoz). Hasznlat
utan tartsa meg a keretet és a fed6t a megmaradt csikok felhasznal&séhoz.

Rekonstitualja a liofilizalt Kit Standardot a standard ampulla cimkéjén megadott mennyiségti ionmentes vagy
desztillalt vizzel. Ovatosan keverje meg (minimalis habképz6dés) és gy6z6djon meg rola, hogy a tartalom

s,

kap.

Megjegyzés: A Kit Standard rekonstitudldsahoz sziikséges térfogat gydrtdsi sorozatonként eltérd!

A rekonstitualt Kit Standard-dal készitsen 1:4 higitasi sort az
IFN-y és a z6ld higitd oldat (GD) keverékével — Id. 1. dbra. Az IFN-y szint az S1 (Standard 1) esetében 4
NE/ml, az S2 (Standard 2) esetében 1 NE/ml, az S3 (Standard 3) esetében 0,25 NE/ml és az S4 (Standard 4)
esetében 0 NE/ml (csak GD). A standardokat legalabb kétszer meg kell mérni.

JAVASOLT ELJARAS JAVASOLT ELJARAS TRIPLIKAT
DUPLIKAT STANDARDOK STANDARDOK ELKESZITESERE
ELKESZITESERE
a. Jeldljon meg 4 csovet a kovetkezd a. Jeldljon meg 4 csovet a kovetkezd
felirattal: ,,S1”, ,,S2”, ,,S3”, ,,S4”. felirattal: ,,S1”, ,,S2”, ,,S3”, ,,S4”.
b. Mérjen be 150 ul GD-t az S1, S2, S3, S4 b. Mérjen be 150 pl GD-t az S1-be.
csovekbe. _ c. Mérjen be 210 ul GD-t az S2, S3, S4
C. Mérjen be 150 pl Kit Standardot az S1- csovekbe.
hez, és keverje meg alaposan. ) d. Mérjen be 150 pl Kit Standardot az S1-hez
d. Mérjen be 50 pl-t az S1-bél az S2-be, és és keverje meg alaposan.
keverje meg alaposan. e. Mérjen be 70 pl-t az S1-bél az S2-be, és
e. Mérjen be 50 pl-t az S2-bél az S3-ba, és keverje meg alaposan.
keverje meg alaposan. f.  Meérjen be 70 pl-t az S2-bSl az S3-ba, és
f. Csak GD zér6 standardnak (S4) felel meg. keverje meg alaposan.

g. Csak GD zér¢ standardnak (S4) felel meg.
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1. ABRA: A standard gorbe létrehozasa

150 ul 50 vagy 70 ul 50 vagy 70 ul
S1 S2 S3 S4
L N\ \_/
(Kitstandard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 NE/ml 4,0 NE/ml 1,0 NE/ml 0,25 NE/ml 0 NE/ml

(csak GD)
e Mindegyik ELISA futtatashoz készitsen friss Kit Standard oldatot.

Rekonstitualja a liofilizalt 100x toménységii konjugatumot 0,3 ml ionmentes vagy desztillalt vizzel. Ovatosan
keverje el (minimalis habképz&dés) majd gy6z6djon meg rola, hogy a konjugatum teljesen feloldodott.

A hasznalatra kész konjugatumot megfelelé mennyiségii rekonstitualt 100x tomény konjugatum zold higitd
oldatban torténd higitasaval nyerjiik az 1. tdblazatban (A konjugatum elkészitése) foglaltak szerint.

1. TABLAZAT A konjugatum elkészitése

A 100x tdmény konjugatum A z6ld higité oldat
A csikok szama mennyisége mennyisége
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 ul 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 45 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 55 ml
12 60 pl 6,0 ml

e Keverjiik el alaposan, de 6vatosan, keriilve a habképzddést.
e Hasznalat utan a fel nem hasznalt 100x témény konjugatumot azonnal 2 °C -8 °C-on kell tarolni.
¢ Higitashoz kizardlag a z6ld higit6 oldatot hasznalja.

5. A vérvételi csovecskékbdl levett plazmamintékat, amelyeket a teszt el6tt mélyfagyasztottunk vagy 24 oranél
hosszabb ideig taroltunk, az ELISA-mintahelyekbe valo helyezés el6tt gondosan meg kell keverni.

e Amennyiben a plazmamintakat kozvetlenil a centrifugalt QFT csdvekbdl mérjiik, a plazmamintikat ne
keverjuk.
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Mérjen a tobbcsatornas pipettaval 50 pl frissen elkészitett hasznalatra kész konjugatumot az ELISA lemezen a
megfeleld mintahelyekre.

Mérjen be a tdbbcsatornés pipettdval 50 pl-t a plazmamintakbdl a megfelelé mintahelyekre (Id. a javasolt
lemezbeosztast az aldbbi 2A és 2B abrakon). Végil mérjen be 50 pl-t az 1-4 jelzésii standardok mindegyikébél
a megfeleld helyekre.

2A. ABRA: Javasolt mintaelhelyezés a Nil és Tb Antigént tartalmazé csévek esetében
(44 vizsgalat lemezenként)

Sor 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

I o m ol ol >

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).
¢ 1N (Minta 1, Nil kontroll plazma); 1A (Minta 1, Tb Antigén plazma).

2B. ABRA: Javasolt mintaelhelyezés Nil kontroll, Th Antigént és Mitogent tartalmazé csévek esetében
(28 vizsgalat lemezenként)

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12

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

SN |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 | 11M | 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M

I o|nmolol o >8

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).
¢ 1N (Minta 1, Nil kontroll plazma); 1A (Minta 1, Th Antigén plazma);
1M (Minta 1, Mitogen kontroll plazma).

Keverje el 1 percig alaposan a konjugatumot és a plazmamintékat/standardokat mikrotitralé lemez
razokészulékkel.

Takarjon be minden lemezt fedélappal és inkubalja a lemezeket 120 + 5 percig szobah6mérsékleten (22°C +
5°C).

o Az inkubals alatt a lemezeket kozvetlen napfényt6l 6vni kell.
Az inkubAlés alatt higitson fel egy rész 20x témény mosé puffert 19 rész ionmentes vagy desztillalt vizzel,
és alaposan keverje el. A reagenskészlet 2 liter hasznalatra kész moso puffer eléallitasdhoz elegendé 20x

témény mosé puffert tartalmaz.

Mossa ki a mintahelyeket legalabb 6-szor 400 pl haszndlatra kész mos6 pufferrel. Javasoljuk automata
lemezmosé alkalmazasat.
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e A vizsgalat sikeres elvégzésének fontos feltétele az alapos mosas. Gy6z6djon meg minden mosociklusban
arrél, hogy minden mintahely sziniiltig megtelt mosé pufferrel. Javasolt a ciklusok kozott legalabb 5
masodperces aztatasi idot betartani.

e A hasznalt mosé puffert felfogd edénybe laboratéoriumokban hasznélatos fert6tlenitoszert kell tenni. Ezen
kiviil az On laboratériumaban érvényes, potencialisan fertézé anyagokra vonatkozé dekontaminalési
eléirasokat is be kell tartani.

11. A bemélyedésekkel lefelé veregesse ki a lemezeket papirkendd felett, eltdvolitva ezzel a bennik maradt
puffert. Adjon 100 ul enzim szubsztrat oldatot minden bemélyedésbe, és keverje el alaposan razokészilék
segitségével.

12. Takarjon be minden lemezt fed6lappal és inkubalja 30 percig szobahémérsekleten (22°C + 5°C).

o Az inkubalés alatt a lemezeket kézvetlen napfényt6l ovni kell.

13. A 30 perces inkubalast kovetden adjon 50 pl enzim stop (leéllitd) oldatot minden mintahelyre és keverje meg.

e Az enzim stop oldatot ugyanabban a sorrendben és megkdzelitbleg ugyanolyan sebességgel kell a
mélyedésekbe adagolni, mint a szubsztratumot a 11. pontban.

14. A reakcio leallitasat kovetd 5 percen beliil mérje meg minden mintahely optikai denzitasat (OD) 450 nm-es

sziirbvel és 620-650 nm-es referenciasziirGvel ellatott mikrotitrald lemez olvasoé segitségével. Az eredmények
kiszamitasa az OD értékek alapjan torténik.

7. SZAMITASOK ES A TESZT ERTEKELESE

Cellestis a mérési adatok elemzésére és az eredmények kiszamitasara a QFT Analysis szoftvert kinalja Onnek.
(Gy6z06djon meg réla, hogy mindig a legijabb szoftvert alkalmazza!)

A szoftver elvégzi a vizsgalat min§ségellendrzését, 1étrehozza a standard gorbét, és kiszamitja minden vizsgalt
beteg teszteredményét az alabb leirt értékelési modszer alapjan.

A QFT Analysis szoftver alkalmazasa mellett méasik megoldas az eredmények kiszamitasahoz az alabb leirt
modszer:

A standard gorbe létrehozasa

(ha nem a QFT szoftvert hasznaljak)

Hatarozza meg a Kit Standard replikdtumok OD kodzépértékét minden lemezen.

Hozzon létre grafikus abrazolassal egy log)-log, standard gorbét gy, hogy az OD (y-tengely) logy kbzépertékét
bejeldli a standardok IFN-y koncentréacidjanak NE/ml-ben kifejezett loge, értékével szemben (x-tengely), kihagyva
a z€ro standard értéket a szamitasokbdl. Szamitsa ki a standard gorbéhez legjobban illeszkedd gorbét regresszios
analizissel.

A vizsgélt plazmaminték esetében mért OD érték alapjan a standard gorbén hatrozza meg a mintak IFN-y

sz

Ezeket a szamitasokat el lehet végezni a mikrotitralé lemez olvasdkhoz beszerezhetd szoftver csomagok, standard
képletek, vagy statisztikai szoftver (mint pl. a Microsoft Excel) segitségével. Javasoljuk ezek a programcsomagok
hasznélatét a regresszids analizis, a standardok variacios koefficiense (%CV), és a standard gorbe korrelécids
koefficiense (r) kiszamitasahoz.

14



A vizsgalat mingségellendrzése

A vizsgalati eredmények pontossaga fiigg a létrehozott standard gorbe pontossagatdl. Tehat a mintak
eredményeinek értelmezése el6tt a standardok alapjan levezetett eredményeket ellendrizni kell.

Az ELISA vizsgalat érvényes, ha az 6sszes alabbi kritérium teljesitve van:
e A Standard 1 OD kozépértékének > 0,600 kell lennie.
e Azismételten mért Standard 1 és Standard 2 OD értékeknél a %CV < 15% -nak kell lennie.

e A Standard 3 és Standard 4 replikdtum OD értékeinek nem szabad 0,040 OD egységnél nagyobb
mértékben eltérniiik a kozépértékektol.

e A standardok abszorbancia koézépértékébél kiszamitott korrelacids koefficiens értéknek (r) > 0,98-
nak kell lennie.

A QFT Analysis szoftver kiszamitja és feltiinteti ezeket a mindségellenérzési paramétereket.

Ha a fent leirt kritériumok nincsenek kielégitve, a vizsgalat eredménye érvénytelen, a vizsgalatot meg kell
ismételni.

e A Zér6 Standard (zold higité oldat) OD kozépértékének < 0,150-nek kell lennie. Ha az OD
kozépérték > 0,150, javasoljuk a lemezmosas ellendrzését.
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Az eredmények értékelése

A QFT vizsgalat eredményeit a kovetkez6 kritériumok szerint kell értékelni:

MEGJEGYZES: A tuberculosis betegség diagnosztizalasa, vagy Kizarasa, valamint az LTBI
valosziniisitése sziikségessé teszi az epidemiologiai adatok, az anamnézis, a fizikalis és a diagnosztikus

vizsgalatok eredményeinek egyttes értékelését; mindezt figyelembe kell venni a QFT eredményeinek
értelmezésekor.

HA CSAK A NIL KONTROLL ES TB-ANTIGEN CSOVEKET HASZNALJAK

Nil Th-Antigén minusz Nil QFT Vélemény/Ertelmezés
[NE/m] [NE/m] eredmény y
<035 negativ M. tuberculosis fert6zés
< 8,0 > 0,35 és < 25% Nil érték NEM val6szinii
> 0,35 és> 25% Nil érték pozitiv* M. tuberculosis fertozés
valdszini
2 . . , .3 A Tb Antigén reakcio
>80 barmennyi nem egyértelmd eredményei nem egyértelmiiek

1 Amikor M. tuberculosis fertézést nem feltételeznek, a kezdeti pozitiv eredményeket ugy lehet megerdsiteni, hogy

duplikatumban Ujra tesztelik az eredeti plazmamintékat QFT ELISA mddszerrel. Ha az els6 vagy masodik replikatum ismételt
tesztelése pozitiv eredményt mutat, a vizsgalat eredménye pozitiv.

2 A Klinikai tanulmanyok résztvevéinek kevesebb, mint 0,25 %-nal fordult elé, hogy a Nil kontroll soran az IFN-y-
koncentraciéjuk > 8,0 NE/ml volt.

% A lehetséges okok megallapitasahoz 1d. a Hibaelhéritas cimii fejezetet.

A mért IFN-y szint nem fiigg 6ssze a fertdzés fazisaval vagy fokaval, az immunvalasz-készség mértékével, vagy
azzal, hogy mekkora a stlyosbodas valosziniisége aktiv megbetegedésben.
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3. ABRA

A kiértékelés folyamatabraja NIL és TB ANTIGEN csévek alkalmazésa esetén

TB Antigén —
Nil kontroll
- - - > 0.35 NE/ml
ERTEKELES
Nem Igen

TB Antigén — Nil kontroll
> 25% Nil kontroll
NE/ml érték

Igen

Nem

Nil kontroll £ 8,0
NE/mI

VALIDALAS

Igen
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NIL, TB ANTIGEN ES MITOGEN csOVvEK ALKAMAZASA ESETEN:

Nil Tb Antigén minusz Nil Mitogen minusz QFT VélemeénviErtekelés
[NE/ ml] [NE/mI] Nil [NE/ mI]* eredmény y
<035 20,5 negativ M. tuberculosis fert6zés
> 0,35 és < 25% Nil érték > 0,5 NEM valészinii
<80 | > 035és > 25% Nil érték barmennyi pozitiv? M. tUberCU,IOS,Isfmozes
valdszinii
<0,35 <05
> 0,35 és < 25% Nil érték <05 nem egyértelmi® |\ |2 Antigen reakcio eredmenyei
nem egyértelmiiek
>8,0* barmennyi barmennyi

1 A pozitiv Mitogen kontrollra (és esetenként Th Antigénre) kialakult reakcié gyakran a mikrotitrald lemez olvasé

méréstartomanyan kivil esik. Ennek azonban nincsen kihatasa a teszteredményekre.

2 Amikor M. tuberculosis fertézést nem feltételeznek, a kezdeti pozitiv eredményeket gy lehet meger8siteni, hogy
duplikadtumban UGjra tesztelik az eredeti plazmamintakat QFT ELISA mddszerrel. Ha a megismételt tesztnél az egyik vagy
mindkét replikatum pozitiv, a vizsgalat eredménye pozitiv.

% A lehetséges okok megallapitasahoz 1d. a Hibaelharitas cimii fejezetet.

* A klinikai tanulméanyok résztvevéinek kevesebb, mint 0,25 %-nil fordult els, hogy a Nil kontroll soran az IFN-y-
koncentraciéjuk > 8,0 NE/ml volt.

A mért IFN- v szint nem fiigg Gssze a fert6zés fazisaval vagy fokaval, az immunvalasz-készség mértékével, vagy
azzal, hogy mekkora a stlyosbodas valoszinlisége aktiv megbetegedésben.
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4. ABRA:

A kiértékelés folyamatabraja NIL, TB ANTIGEN és MITOGEN csévek alkalmazésa esetén

TB Antigén —
Nil kontroll
> 0,35 NE/ml

ERTEKELES

Igen

TB Antigén — Nil kontroll
> 25% Nil kontroll
NE/ml érték

Nem Igen

e

lgen Nem

Mitogen — Nil kontroll < Nil kontroll
0,5 NE/ml és / vagy < 8,0 NE/ml
Nil kontroll > 8,0 NE/ml -

—

VALIDALAS

Nem Igen

h r
NEGATIV POZITIV
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8. AZ ELJARAS KORLATAI

A QFT teszt eredményeit minden egyes betegnél annak kortorténetével, aktualis egészségi allapotaval és az egyéb
diagnosztikai vizsgalatok eredményeivel egyiitt kell értékelni.

Azoknak az egyéneknek az eredményeit, akiknél a Nil értékek 8 NE/ml-nél magasabbak voltak, a “nem
egyértelmii” csoportba kell sorolni, mivel a Tb antigének elleni reakci6é 25%-o0s emelkedése esetén az IFN-y szint a
vizsgalat méréstartomanyan kiviil eshet.

A nem meghbizhat6 vagy nem egyértelmii eredmények oka a kdvetkezd lehet:
e eltérés a hasznalati Gtmutatéban leirt eljarastdl

e akering6 IFN-y koncentrécioja tul magas, vagy heterofil antitestek vannak jelen
e amintavétel és a 37 °C-o0s inkubalas kozott 16 oranal tobb id6 telt el

9. MUKODESI JELLEMZOK
Klinikai vizsoalatok

Mivel a latens tuberculosis fertézés (LTBI) kimutatasara nincs altalanosan elfogadott vizsgalat, a QFT teszt
esetében gyakorlatilag nem lehet megadni pontos szenzitivitast és specifitast. A QFT esetében a specifitas kdzelitd
értékét ugy adtdk meg, hogy meghataroztak az alpozitiv eredményeket azoknal a személyeknél, akiknél alacsony
volt a tuberculosis fertézés kockazata (akiknél nem volt ismert kockazati tényez8). A szenzitivitas kozelité értéket
olyan betegcsoportok vizsgalata alapjan adtak meg, amelyekben tenyésztéssel bizonyitottak az aktiv Th-fert6zés
jelenlétét.

Specifitas

Az Egyesiilt Allamokban 866 6nkéntest vontak be egy vizsgalatba; a résztvevoktdl a TST (tuberculin bérteszt)
vegzésekor vették le a vért a QFT teszthez. A demografiai adatokat és a Tb kockazati tényezdit a teszt elvégzésével
egyidében standardizalt kérd6ivvel vették fel. Abbol a 432 dnkéntesbdl, akiknél nem alltak fenn a M. tuberculosis
fertézés kockazati tényez6i, 391 személy esetében allt rendelkezésre a QFT eredmeénye mellett a TST vizsgalat
eredménye is. Egyik dnkéntes sem kapott BCG oltast. Egy masodik QFT teszt specifitdsat meghatarozé vizsgalatra
Japénban kerdilt sor, olyan egyéneknél, akiknél kicsi volt a betegség kockazat, és akiknek kb. 90 % kapott el6z6leg
BCG oltast. A két specifitasvizsgalat eredményét a 2. szamu tablazat abrazolja.

2. tablazat: A QFT teszt specifitasa olyan személyeknél, akiknél nem alltak fenn a M. tuberculosis fert6zés
kockazati tényezoi.

BCG Nem QFT THT
) statusz Vizsgélt | egyértelmii  pozitiv/ QFT pozitiv / THT*
VIZSGALAT % egyének = eredményii  érvényes specifitds | vizsgélt specifitas
beoltottak | 6sszesen QFT tesztek (95% CI) | egyének (95% ClI)
szdma vizsgdlatok  szama szama
USA (nem 0 99.2% 98.5%
publikalt) 0% 301 L 37390 | (9g100) | 631 | (97-09)
£ 15 _ano 98.8% i i
Japéan 90% 168 6 2/162 (95-100)
= 7/559 99.1%
OSSZESEN - 559 (1.3%) 5/552 (98-100) - -

(* Ha a TST hatarérték nem BCG-oltott egyéneknél 20mm.)
A THT specifitas becsilt értéke 15 mm-es hatarérték esetén 99,1%.

Szenzitivitas activ Tb-ben

A QFT teszt szenzitivitasat olyan amerikai, ausztral és japan Th-gyanus egyéneknél hataroztak meg, akiknél
egyidejiilleg tenyésztéssel igazoltdk a M. tuberculosis fert6zés fennallasat. Bar a latens tuberculosis fertézés (LTBI)
kimutatasara nincs altalanosan elfogadott vizsgalat, a M. tuberculosis tenyésztés eredménye alapjan ezek a betegek
egyértelmiien fert6zottek. A betegeknél a QFT teszt végzése eldtt legfeljebb 8 napig tartott a kezelés.
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A 3. szamu tablazat a harom, tenyésztés alapjan M. tuberculosis betegcsoport esetében kapott eredményeket
Osszegzi. Aktiv Tb fennallasa esetén a QFT vizsgalat 0sszesitett szenzitivitasa 89% (157/177) volt.

3. tablazat: A QFT vizsgéalat szenzitivitasa tenyésztés alapjan M. tuberculosis fertézottnek bizonyult
egyéneknél

QFT pozitiv / o
< L QFT szenzitivitas
VIZSGALAT ervenyes tesztek (95% CI)
szdma

. 15 93%

Japéan Tb betegek 86 /92 (86-07%)
89%

Auszraliaiak 24121 (70-97%)
81%

USA 47158 (68-90%)
= 89%

OSSZESEN 157/ 177 (83-93%)

*CI = konfidencia intervallum

LTBI diagnézis
Magas LTBI kockazatd populaciok esetében sz&mos, a QFT mindségi jellemzdivel kapcsolatos vizsgalatot
publikaltak. A 4. szdmu tablazat néhany vizsgalat f6bb eredményeit foglalja dssze.

4. tdblazat: Néhany publikalt vizsgalat a magas LTBI kockazatu populaciékban végzett QFT teszttel
kapcsolatosan

Vizsgalt

egyének Eredmények és leletek
0sszesen

Nagyon magas Tb eléfordulasi arany, 40% QFT pozitiv, mig a TST pozitiv
indiai HCW 796 eredmények aranya 41% 10mm-es hatarértéknél. Nagymértékii egyezés a
(Pai et al 2005)% TST-vel, a BCG oltasnak egyik tesztben sincs hatésa. Mindkét teszt alapjan
kockazati tényez6 az életkor és az egészségiigyben eltoltott ido.

Az LTBI 6sszes eléforduldsa QFT alapjan 4.6% (27/590) HIV* betegekben.
dan HIV 590 A pozitiv eredmények dsszefuiggnek a Th kockazati tényezdivel. Két QFT
(Brock et al 2006)° pozitiv betegnél 1 éven beliil kialakult az aktiv Tb. Nem egyértelmii reakciok
(n=20; 3,4%) szignifikansan kis CD4 szam (<100 / pl) mellett Iéptek fel.

Tb gyanus vagy anamnézis alapjan Th-s személlyel érintkezé gyermeknél
QFT és TST tesztet végeztek. A QFT teszt pozitiv volt 10,5% -ban, a TST
pozitiv 9,5%-ban (10mm-nél). A tesztek kozotti egyezés 6sszesen 95,2%
volt, ezen beliil 100% azoknal, akik nem kaptak BCG oltast.

15 kiilonboz6 esetben kozeli kontakt személyeket vizsgaltak. 51% kapott
korabban BCG oltast, 27% kiilfoldi sziiletésii volt. 70% a BCG oltottak

309 kozil és 18% a nem beoltottak kdzul TST pozitiv lett (5mm), mig 9% ill.
11% lett QFT pozitiv. A QFT-Gold IT eredménye dsszefiigg a Th
kockézataval. A TST eredménye csak a BCG oltéssal fiigg 6ssze.

kérhazban kezelt gyermekek

Dogra et al 2006)* 105

német kontakt személyek
(Diel et al 2006)*

Sok egyéb publikacié a QFT teszt mellet QuantiFERON®-TB Gold teszt minéségi jellemzdit irja le. Ez a QFT
elotti, kevésbé érzékeny, szolubilis antigén valtozat. Ezek a tanulmanyok a tesztek alkalmazasat a kdvetkezo
csoportokban is vizsgaljak: aktiv Th-s betegekkel érintkezd személyek® 2 gyermekek®™® % % HIV pozitiv
betegek? > 2, egészségiigyben dolgozok™® % # immunszuppresszalt személyek® * 2% 23273031 ‘T gyan(s
személyek” ® %18 ¢s alacsony kockazatl egyének™.

A TST teszt reprodukalhatosaga és hatasa a kés6bbi QF T teszt eredményre

Az Egyesiilt Allamokban végzett specifitas-vizsgalat részeként az onkéntesek egy alcsoportjat 4-5 héttel az eredeti
QFT és a THT teszt utan Ujra vizsgaltak. 260 sorkatona esetében a QFT teszteredménye mindkét id6pontban
rendelkezésre allt, az eredmények 99,6%-ban megegyeztek (259/260). Az el6zbleg elvégzett TST nem valtott ki
pozitiv QFT valaszt.
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10. TECHNIKAI INFORMACIO

Nem egyértelmii eredmények

Nem egyértelmii eredményeket csak ritkdn szabadna kapni, és a kovetkez6 technikai tényezék okozhatjak:

e A max. 16 oras hataridd atlépése a vérvétel és a 37 °C-0s inkubalas kozott

e A vérmintak javasolt hmérséklet-tartomanyon (22°C + 5°C) kivili tarolasa
A vérvételi csdvek tartalmanak nem megfelel6 megkeverése

Az ELISA lemez nem megfelel6 mosasa

Ha a vérvétellel, vagy a vérmintak kezelésével kapcsolatosan technikai probléma gyandja meril fel, a teljes QFT
tesztet 0j vérmintan meg kell ismételni. A stimulalt plazmamintak ELISA tesztjét meg lehet ismételni, ha felmeril a
gyand, hogy a mosas nem volt megfelel, vagy az ELISA eljarastol egyéb mddon eltértek. Az alacsony Mitogen
vagy magas Nil értékekbdl eredd nem egyértelmii eredmények a teszt megismétlésével nem valtozhatnak, hacsak
valamiféle hiba nem tortént az ELISA vizsgalat soran. A nem egyértelmii eredményeket, mint olyanokat kell
tovabbitani. Az orvos majd eldontheti, hogy Uj vérmintat vesznek, vagy pedig szlikség szerint egyéb eljarasokat
alkalmaznak.

Alvadékos plazmamintak

Ha a plazmamintdk hosszabb tarolasa sordn fibrinrogok keletkeznének, centrifugalja le a mintakat
iiledékképzddésig, ez megkonnyiti a plazma pipettazasat.
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ELISA hibaelharitas

Aspecifikus szinreakcié

LEHETSEGES OK

MEGOLDAS

A lemezek nem megfelel6 mosasa

Mossa a lemezt legalabb 6-szor 400 pl mos6 pufferrel
mintahelyenként. A hasznalt mosdkésziiléktol fiiggden lehet, hogy
tobb mint 6 mosasi ciklusra van sziikség. Javasoljuk, hogy a ciklusok
kozott tartsa be az 5 masodperces aztatasi idot.

Az ELISA mintahelyek keresztszennyez6dése

A gondos pipettazas és a mintak alapos megkeverése minimizélja a
kockazatot.

A készlet ill. komponenseinek szavatossaga
lejart

Ellendrizze, hogy a reagenskészlet szavatossagi ideje még nem jart le.
Gondoskodjon réla, hogy a Standard és a 100x tdmény konjugatum a
rekonstitudlast kdvetd 3 honapon beliil fel legyen hasznalva.

Az enzim szubsztrat oldat szennyezett

Téavolitsa el a szubsztratumot, ha kékes elszinezédés mutatkozik.
Gondoskodjon réla, hogy csak tiszta reagenstarolo edényeket
hasznaljanak.

A plazma keveredése a centrifugaban a
levalasztas elétt.

Gondosan vegye le a géldugo felett elhelyezkedd plazmat (le-fel
pipettazas nélkil és melldzve a gél felszinén elhelyezkedd anyag
megsértését).

Alacsony OD értékek a standardoknal

LEHETSEGES OK

MEGOLDAS

Hiba a Standard higitasaban

A Kit Standard higitasat szigortan a hasznalati Gtmutat6 utasitasai
szerint kell végezni.

Pipettazasi hiba

Gondoskodjon réla, hogy a pipettakat a gyartd Gtmutatasa szerint
kalibraljak és hasznaljak.

Az inkubalasi hémérséklet tul alacsony

Az ELISA inkubalast szobahémérsékleten (17°C -27°C) kell végezni.

Az inkubalasi id3 tal rovid

A konjugatumot, standardokat és mintakat tartalmazé lemezeket 120 +
5 percig kell inkubalni. Az enzim szubsztrat oldatot a lemezen 30
percig kell inkubalni.

Téves lemez-szliré

A lemezt 450 nm-en kell leolvasni, 620-650 nm kozotti
referenciasziirével.

A reagensek tul hidegek

Minden reagenst (a 100x tdmény konjugatum kivételével)
szobah6mérsékletre kell hagyni felmelegedni a vizsgalat megkezdése
elétt. Ez kb. 60 percet vesz igénybe.

A készlet ill. komponenseinek szavatossaga
lejart

Ellendrizze, hogy a reagenskészlet szavatossagi ideje még nem jart le.
Gondoskodjon réla, hogy a Standard és a 100x tdmény konjugatum a
rekonstitualast kdvetd 3 honapon belil fel legyen hasznélva.
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Magas hdttéerszinezddés

LEHETSEGES OK

MEGOLDAS

A lemezek nem megfelel6 mosasa

Mossa a lemezt legalabb 6-szor 400 pl mos6 pufferrel
mintahelyenként. A hasznalt mosdkésziiléktol fiiggden lehet, hogy
tobb mint 6 mosasi ciklusra van sziikség. Javasoljuk, hogy a ciklusok
kozott tartsa be az 5 masodperces aztatasi idot.

Az inkubalasi hdmérséklet til magas

Az ELISA inkubélast szobahémérsékleten (17°C -27°C) kell végezni

A készlet ill. komponenseinek szavatossaga
lejart

Ellendrizze, hogy a reagenskészlet szavatossagi ideje még nem jart le.
Gondoskodjon réla, hogy a Standard és a 100x tdmény konjugatum a
rekonstitualast kovetd 3 honapon beliil fel legyen hasznalva..

Az enzim szubsztrat oldat szennyezett

Tavolitsa el a szubsztratumot, ha kékes elszinez6dés mutatkozik.
Gondoskodjon réla, hogy csak tiszta reagenstarolé edényeket
hasznaljanak.

Nem linearis standard gorbe és eltérések e replikatumok kozott

LEHETSEGES OK

MEGOLDAS

A lemezek nem megfelelé mosasa

Mossa a lemezt legalabb 6-szor 400 pl moso pufferrel mintahelyenként.
A hasznalt mosokésziiléktél fliggben lehet, hogy tobb mint 6 mosasi
ciklusra van sziikség. Javasoljuk, hogy a ciklusok kozott tartsa be az 5
masodperces aztatasi idot.

Hiba a Standard higitasaban

A Kit Standard higitasat szigordan a hasznalati Utmutato utasitasai
szerint kell végezni.

Elégtelen keverés

A reagenseket a lemezre adagolés el6tt alaposan keverje meg
forgatéassal vagy enyhe vortexeléssel.

Nem folyamatos pipettazas vagy a vizsgalati
folyamat megszakitasa

A mintak és standardok adagolasa folyamatosan térténjen. Minden
reagenst a vizsgalat megkezdése el6tt eld kell késziteni.

A vizsgalati eljarast és a legtébb technikai probléma megoldasat bemutat6 vide6 megtalalhaté a CD-ROM-on,
amely a terméktajékoztatot és a miiszaki Gtmutatot is tartalmazza. A CD-ROM beszerezhetd kozvetleniil a
Cellestis-t61 vagy az On forgalmazojatol.
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11. IRODALOMJEGYZEK

A QFT részletes irodalomjegyzéke a QFT referencia-kdnyvtéaraban, a gnowee ™-ben talalhaté www.gnowee.net
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12. MUSZAKI SZOLGALAT

Technikai ugyfélszolgalatunk a kovetkez6 cimeken érheté el:

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

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

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

E-Mail: techsupport@cellestis.com

Website: www.cellestis.com

Egyéb orszagok

Orszag Ingyenes hivoszam
Ausztrélia 9001 5776
Ausztria 0800 8020034
Belgium 0800 75351
Franciaorszag 0800911164
Németorszag 0800 182 7452
irorszag 1800 550 417
Hollandia 0800 022 5340
Uj-Zéland 0800 44240
Svajc 0800 561 802
Nagy-Britannia 0800 680 0630
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13. VIZSGALATI ELJARAS (ROVIDEN)

1. LEPES: A VERMINTA INKUBALASA

A beteg vérét vegye le a vérvételi csdvekbe és
razza fel 10-szer éppen csak annyi erdvel, hogy
a vér a csé teljes belsé feliiletével érintkezzen
¢és az antigének leolvadhassanak a csé falarol.

A csdveket allitva 16-24 6ran keresztil inkubalja
37°C-on.

Az inkubdlast kovetéen centrifugalja a csoveket
5-15 percig 2000 - 3000g (RCF) fordulatszamon,
hogy elkilonitse a plazmat a voros vértestektol.

Centrifugalas utan pipettaval valasszuk le a
plazmat. A levalasztas eldtt legyiink 6vatosak, és
mindenképpen keriljik a le-fel pipettazast, ill. a
plazma keverését.
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2. LEPES: IFN-y ELISA

Az ELISA komponenseket - a 100-szorosan
tomény kivételével - legalabb 60 percig hagyja
szobahOmérsékleten stabilizalodni.

A Kit Standardot desztillalt vagy ionmentes vizzel
8,0 NE/ ml-re oldja be és készitsen 4 Standard
higitasi sort.

Oldja be a liofilizalt, 100x tdmény konjugatumot
desztillalt vagy ionmentes vizzel.

Készitse el a zold higit6 oldattal a konjugatumot
és mérjen be 50 ul-t minden mélyedésbe.

Mérjen be 50 pl plazmamintat és 50 pl standardot
a megfelel6 mélyedésekbe. Razdval keverje meg.

Inkubdélja 120 percig szobahémérsékleten.
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10.

11.

12.

Mossa ki a bemélyedéseket legalabb 6 x 400 pul
mos6 pufferrel mintahelyenként.

Adjon 100 pl enzim szubsztrat oldatot minden ////
mélyedéshe. Razoval keverje meg. I—l I—l I_l l_l

Inkubalja 30 percig szobahdmérsékleten.

Adjon 50 pl stop reagenst minden bemélyedésbe. ////
Razdval keverje meg. U I—l Ll LI

Olvassa le az eredményeket 450 nm-en a 620-650 nm-ig \
terjedd refernciasziird alkalmazasaval. \
| ]

Ertékelje ki az eredményeket.
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14. FONTOS MODOSITASOK

A QFT hasznalati utmutat6 ezen kiadasanak (05990301G- 2011. jalius) fontos modositasait a kovetkezd tablazat

mutatja:

Fejezet Oldal Modositas
5. Minta vétele és kezelése 9 A rdzés madjanak valtoztatasa
6. Alkalmazasi Utmutatd 10 A vérvételi csovek kezelési Gtmutatojanak modositasa
6. Alkalmazasi Utmutatd 12 A plazmamintak kezelési Gtmutatojanak moédositasa
10. Technikai informacié 23 2(1:;??152|tes: »A plazma keveredése a centrifugdban a levalasztas
12.Miszaki szolgalat 26 A miiszaki szolgalat 4j e-mail cime
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Késziilt a:
Cellestis Limited (Ausztralia) és Cellestis GmbH (Europa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Ausztralia
Tel. (Ausztralia) +61 3 8527 3500
szamara.
(Eurdpa) +49 6151 428 59-0
E-mail: quantiferon@cellestis.com
Weboldal: www.cellestis.com

Dok.-sz. 05990301G
2011. jdlius
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| EC | REP |
Felhatalmazott képviseld:
MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Németorszag
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