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1. NAMEN UPORABE

QuantiFERON®-TB Gold v tubi (IT) je test za In-vitro-diagnostiko in vsebuje koktejl peptidov, ki
simulira proteine ESAT-6, CFP-10 in B7.7(p4) in stimulira celice v heparinizirani polni krvi.
Dokazovanje interferona-y (IFN-y) s pomocjo metode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) sluzi za prepoznavanje In-vitro reakcij na peptidne antigene, ki so prisotni pri okuzbi z
bakterijo Mycobacterium tuberculosis.

QuantiFERON®-TB Gold IT je indirektni test za dokazovanje okuzbe z M. tuberculosis (vkljutno z
aktivno obolelostjo). Testni rezultati se morajo obravnavati v povezavi z oceno tveganja in skupaj z
rentgenskimi preigledi ter drugimi medicinskimi in diagnosti¢nimi preiskavami.

2. POVZETEK IN RAZLAGA TESTA

Tuberkuloza (Tb) je nalezljiva bolezen, ki jo povzroca okuzba z organizmi kompleksa M. tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum). Prenos okuzbe od oseb, ki imajo Tb dihalnih poti,
praviloma poteka kaplji¢no. Pri na novo okuZenih pacientih lahko obolenje s Tb nastopi ¢ez vec
tednov ali mesecev, vendar ve€ina okuZenih nima nobenih tezav. Pri nekaterih persistira latentna
okuzba s tuberkulozo (LTBI), nenalezljivo, nesimptomati¢no boleznijo, ki lahko izbruhne Sele po
mesecih ali letih. Glavni smoter prepoznavanja LTBI je terapija, ki prepreci izbruh Tb. Do pred
kratkim je bil kozni test s tuberkulinom (tuberculin skin test, TST) edina metoda, ki je bila na voljo za
diagnosticiranje LTBI. Obcutljivost koZe na tuberkulin nastane 2 do 10 tednov po okuzbi. Vendar pa
nekatere okuZene osebe na tuberkulin ne reagirajo. Med njimi so na primer pacienti z motenimi
imunskimi reakcijami zaradi drugih bolezni, pa tudi pacienti brez takih motenj. V nasprotju s tem pa
nekatere osebe, ki z veliko verjetnostjo niso okuzene z M. tuberculosis, po cepljenju z bakterijo
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), po okuzbi z drugimi mikobakterijami, kakrSen je M. tuberculosis-
kompleks ali pa zaradi drugih, neznanih vzrokov izkazujejo obcutljivost na tuberkulin, kar ima za
posledico pozitiven rezultat testiranja koze s tuberkulinom.

LTBI je treba razlikovati od obolelosti za Tb, katero je obvezno prijaviti pristojnim oblastem in ki
praviloma napade pljuca in spodnje dihalne poti, lahko pa so prizadeti tudi drugi organski sistemi. Tb
se diagnosticira na podlagi rezultatov anamnesti¢nih, fizi¢nih, radioloskih, histoloskih in
mikobakterioloskih preiskav.

Test QuantiFERON®-TB Gold IT meri imunske celiéne reakcije (CMI) na peptidne antigene, ki
simulirajo mikobakterioloske proteine. Ti proteini (ESAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4)) manjkajo v vseh
BCG-sevih in v ve€ini neturbekuloznih mikoloskih bakterijah, z izjemo M. kansasii, M. szulgai und
M. marinum.' V krvi oseb, ki so okuZene z organizmi kompleksa M. tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum), so navadno prisotni limfociti, ki prepoznajo te in ostale mikobakterioloske
antigene. Pri tem procesu prepoznavanja se producira in sprosca citokin IFN-y. Ugotavljanje le-tega,
kateremu sledi kvantificiranje IFN-y, je podlaga za ta test.

Antigeni, uporabljeni v testu QuantiFERON®-TB Gold IT, so koktejl peptidov, ki simulira proteine
ESAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4). Stevilne $tudije so pokazale, da ti peptidni antigeni simulirajo
reakcijo IFN-y v T-celicah oseb, okuzenih z M. tuberculossis, ne pa tudi T-celic neokuZenih oseb ali
oseb, ki so bile cepljene z BCG ter nimajo niti Tb niti pri njih ne obstaja tveganje za LTBILko.'"”*
Reakcija IFN-y pa se lahko z medicinsko terapijo ali zaradi bolezni, ki ogrozajo imunsko funkcijo,
potencialno zmanjSa. Pacienti z drugimi okuzbami z dolocenimi mikobakterijami lahko prav tako
reagirajo na ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4), saj so geni, ki kodirajo te proteine, prisotni tudi v M.
kansasii, M. szulgai in M. marinum "> . Test QuantiFERON®-TB Gold IT je zaradi tega dragocena
pomo¢ pri diagnozi okuzbe s kompleksom M. tuberculosis pri obolelih pacientih. Pozitivni rezultat
testa podpira diagnozo obolelosti za Tb, vendar ga lahko izzovejo tudi druge mikobakterije (na primer
M. kansasii). Za potrditev oziroma izkljucitev Tb so zato potrebne dodatne medicinske in
diagnosti¢ne preiskave.



Princip testa

Sistem QuantiFERON®-TB Gold IT vsebuje specialne epruvete za odvzem krvi, v katere se
odvzamejo vzorci polne krvi. Inkubacija vzorcev krvi v epruveti, ki sledi odvzemu, traja 16 do 24 ur.
Po tem casu se odvzame plazma, ki se pregleda glede na prisotnost IFN-y, ki se tvori pri reakceiji na
peptidne antigene.

Test QuantiFERON"-TB Gold IT je sestavljen iz dveh faz. V 1. fazi se odvzame polna kri v razli¢ne
epruvete za odvzem krvi QuantiFERON®-TB Gold. Sem sodijo epruveta ni¢ne kontrole, epruveta
antigena Tb in opcijska epruveta mitogena.

Epruveta mitogena se lahko pri testu QuantiFERON®-TB Gold IT uporablja kot pozitivna kontrola.
Prikaz le-te je mozen, kadar je pacientov imunski status vprasljiv. Epruveta mitogena pa se lahko
uporablja tudi kot kontrola pravilnega ravnanja z vzorcem krvi in pravilne inkubacije.

Epruveto je treba ¢im prej, obvezno pa v 16 urah po odvzemu krvi inkubirati pri temperaturi 37°C. Po
16- oziroma 24-urnem inkubacijskem ¢asu se epruvete centrifugirajo. Nato se odvzame plazma in s
pomocjo metode ELISA ugotovi koli¢ina IFN-y (v [E/ml).

Test velja za pozitivnega pri reakciji IFN-y na Tb-antigensko epruveto takrat, ¢e se ta vrednost nahaja
znatno nad vrednostjo ni¢ne kontrole (IFN-y in IE/ml). Pri uporabi epruvete z mitogenom sluzi
mitogensko simulirani vzorec plazme kot pozitivna kontrola IFN-y za vsak testirani vzorec. Mejna
reakcija na mitogen (< 0,5 IE/ml) velja kot neodlo¢ni rezultat, ¢e vzorec krvi izkazuje tudi negativno
reakcijo na Tb-antigene. TakSen vzorec lahko nastane pri nezadostnem Stevilu levkocitov, zmanjSani
aktivnosti levkocitov zaradi nestrokovnega ravnanja z vzorcem, nestrokovnega polnjenja ali meSanja
epruvete mitogena ali pa takrat, ko pacientovi limfociti niso sposobni proizvajati [FN-y. Ni¢ni vzorec
obsega korekcijo nespecifiénih zakulisnih reakcij, heterofilnih uginkov’ ter nespecifi¢ne IFN-y v
vzorcu krvi. Vrednost IFN-y v ni¢ni epruveti se odsteje od vrednosti IFN-y v epruveti Tb-antigena in
epruvete mitogena (Ce se uporablja).

Trajanje testa

V nadaljevanju besedila so navedeni podatki o ocenjenem trajanju testa QuantiFERON®-TB Gold IT
in o Casu, ki je potreben pri testiranju ve¢ vzorcev v modusu Batch.

Inkubacija epruvet z vzorci pri 37 °C: 16 - 24 ur
ELISA: pribl. 3 ure za eno plos¢o ELISA
. <1 ura dela
° plus 10 — 15 min. za dodatno plo§¢o



3. REAGENTI IN SHRANJEVANJE

Tuberkuloza in epruvete za dolo¢anje kontrolnega antigena v Krvi

Kataloska Stevilka 0590 0301

1. Epruveta za ni¢no kontrolo (siv pokrovcek)

2. Epruveta za Tb-antigen (rde¢ pokrovcek)

3. Epruveta za kontrolo mitogena (vijolicast pokrovcek)

100 epruvet
100 epruvet

100 epruvet

OPOZORILO: Mozen je tudi naslednji nacin narocanja epruvet:

100 epruvet za nicno kontrolo + 100 epruvet za Th-antigen (kat. Stev. 0590 0201)
100 epruvet za kontrolo mitogena (kat.stev. 0593 0201)

Kat. stev. 0590 0201 :(za velike nadmorske visine) 100 epruvet za nicno kontrolo, 100
epruvet za Th-antigen
Kat. stev. 0590 0505: (za velike nadmorske visine) 100 epruvet za nicno kontrolo, 100
epruvet za Th-antigen in 100 epruvet za kontrolo mitogena

Kat. stev. T0593 0501 : (za velike nadmorske visine) 100 epruvet za kontrolo

mitogena

Sestavni deli kompleta ELISA

Sestavni deli kompleta ELISA

Kat. Stev. 0594-0201

Kat. Stev. 0594-0501

Komplet z 2 plo§¢ama

Referencno pakiranje
za laboratorije

Mikro trakovi, prevleceni z
anti-humanimi IFN-y
monoklonskimi protitelesi (miS)

2 plosci po 96 vdolbin

20 plos¢ po 96 vdolbin

Humani IFN-y-Standard,
liofiliziran (vsebuje
rekombinantni humani IFN-y,
goveji kazein, 0,01 % timerosal)

1 steklenicka
(8 IE/ml po rekonstrukeiji)

10 steklenick
(8 IE/ml po rekonstrukciji)

Zelena raztopina za redCenje
(vsebuje goveji kazein, normalni
misji serum, 0,01 % timerosal)

1 x 30 ml

10 x 30 ml

Koncentrat konjugata (stokrat
koncentriran), liofiliziran (anti-
humani IFN-y (mis) HRP, vsebuje
0,01% timerosal)

1 x 0,3 ml (po rekonstrukciji)

10 x 0,3 ml (po rekonstrukciji)

Pralni pufer (dvajsetkrat

koncentriran) (pH 7,2, vsebuje 1 x 100 ml 10 x 100 ml
0,01 % timerosal)

Raztopina encimskega substrata

(vsebuje H,0,, tetrametilni 1 x30ml 10 x 30 ml
benzidin 3,3°,5,5’)

Raztopina za blokiranje 1x 15 ml 10 x 15 ml

encimov (vsebuje 0,5M H,SO,)




Potrebna oprema, ki ni vkljucéena v dobavo

Inkubator 37 °C, CO, ni potreben.

Kalibrirane pipete z variabilnim volumnom (10 ul do 1000 ul) in s konicami za enkratno uporabo
Kalibrirane veckanalne pipete za oddajanje 50 ul in 100 pl in s konicami za enkratno uporabo
Vibrator za mikro plosce

Deionizirana ali destilirana voda (2 litra)

Pralni aparat za mikro plosce (prednost ima avtomatski)

Citalnik za mikro ploiée s filtrom 450-nm in referen¢nim filtrom 620 do 650 nm

Skladiscenje

Epruvete za odvzem vzorcev krvi

Epruvete za odvzem krvi skladiscite pri 4 - 25 °C.

Sestavni deli kompleta ELISA
Komplet skladis¢ite pri 2 — 8 °C.
Raztopina encimskega substrata naj bo vedno zavarovana pred direktnimi son¢nimi Zarki.

Rekonstruirani in odvecni reagenti

Navodila za rekonstruiranje kompleta reagentov so navedena v poglavju 6 pod naslovom "Priprava
reagentov".

Rok trajanja rekonstruiranega standardnega kompleta znaSa tri mesece pri temperaturi
skladis¢enja med 2 in 8 °C.

o ZabeleZite si datum rekonstruiranja kompleta reagentov.
treh mesecih.

o ZabeleZite si datum rekonstruiranja konjugata.
Konjugat, pripravljen za uporabo, je treba porabiti v 6 urah po pripravi.
Rok uporabe pralnih puferjev, pripravljenih za uporabo in shranjenih pri sobni temperaturi, je
najvec dva tedna.



4. PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

Previdnostni ukrepi

e Negativni rezultat testa QuantiFERON®-TB Gold IT ne izkljutuje okuzbe z M.
tuberculosis ali obolenja s Tb; navidezno negativne rezultate lahko pogojujejo faza
okuzbe (na primer ¢e je bil vzorec krvi odvzet pred razvojem celiéne imunske reakcije),
motena imunska funkcija zaradi drugih bolezni, nestrokovno ravnanje z epruvetami po
odvzemu krvi, nepravilna izvedba testa ali druge imunoloske razlicice.

e Pozitivni rezultat testa QuantiFERON®-TB Gold IT naj ne bo edina podlaga za oceno
okuzbe z M. tuberculosis; napacna izvedba testa lahko ima za posledico nepravilne
pozitivne rezultate.

e Pozitivni rezultat testa QuantiFERON®-TB Gold IT mora biti preverjen $¢ z drugimi
medicinskimi in diagnosti¢nimi preiskavami; le tako je mozno zagotovo ugotoviti aktivno
obolenje s Tb (na primer odvzem in kultura izpljunka in rentgenske preiskave toraksa).

e ESAT-6, CFP-10 in TB7.7(p4) sicer nista prisotna v BCG-sevih in v veéini znanih
netuberkuloznih  mikobakterijah, vendar si lahko pozitivni rezultat testa
QuantiFERON®-TB Gold IT razlagamo tudi z okubo z M. kansasii, M. szulgai ali M.
marinum. Ce obstaja sum na take okuzbe, je treba uporabiti alternativne testne metode.

Opozorila

Samo za diagnosti¢no uporabo /n vitro.

Previdno: Raztopina encimskega substrata vsebuje tetrametilni bencidin 3,3'5,5', ki je v
primeru zauzitja, vdihavanja in pri stiku s koZo nevaren. Drazi kozo in oc¢i. U¢inkuje mutagensko.
Nosite zascitna oc€ala in laboratorijske rokavice ter ravnajte z raztopino tako, kot da je potencialno
karcinogena.

Previdno: Raztopina ki blokira encime, vsebuje H,SO,, ki je v primeru zauzitja, vdihavanja in
pri stiku z oémi in koZo nevaren. Nosite za$¢itna ocCala, laboratorijske rokavice in laboratorijsko
za§c€itno obleko. Pri nenamernem stiku z ocmi ali kozo spirajte prizadeto mesto z veliko vode in
poiscite zdravnika.

Previdno: IFN-y Standard in 100-krat koncentrirani koncentrat konjugata lahko v primeru
zauzitja povzroc€ita tezave, pri stiku s koZo pa draZenje. Nosite laboratorijske zas¢itne rokavice in
za§citno obleko.

Vzorce Cloveske krvi vedno obravnavajte kot potencialno okuZene! Pri ravnanju s krvjo
upostevajte veljavne smernice.

Nekateri reagenti vsebujejo konzervans timerosal. Timerosal lahko v primeru zauzitja,
vdihavanja in stika s kozo deluje toksi¢no.

Zelena raztopina za redCenje vsebuje normalni misji serum in kazein. Ti dve substanci lahko
izzoveta alergiCne reakcije. [zogibajte se stika s koZo.

Odstopanja od postopka in navodil, ki so opisana v navodilu, lahko privedejo do napacnih
rezultatov. Prosimo, da pred postopkom natanc¢no preberete navodilo za izvedbo testa.

Kompleta ne uporabljajte, ¢e so bile pred uporabo steklenice z reagentom - ena ali veé -
poskodovane ali netesne.

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

Reagente in bioloske vzorce, ki jih ne potrebujete veé, odlozite v skladu z lokalnimi in
nacionalnimi predpisi.

Po preteku roka uporabnosti se epruvete za odvzem krvi in sestavni deli kompleta ELISA ne smejo
ve¢ uporabljati.



5. ODVZEM VZORCEYV IN RAVNANJE Z NJIMI

Odvzem krvi

Test QuantiFERON®-TB Gold IT obsega naslednje epruvete za vzorce krvi:

1.

Nic¢na kontrola (siv pokrovcek z belim obrockom, za uporabo na nadmorski visini med 0
in 810 m)

Specificni antigeni Tb (rde¢ pokrovcek z belim obro¢kom) za uporabo na nadmorski
viSini nad 810 m)

Kontrola mitogena - opcijsko (vijolicast pokrovéek z belim obro¢kom) za uporabo na
nadmorskih vi§inah do 810 m

Nicna kontrola (siv pokrovcéek z rumenim obrockom) (za uporabo na nadmorskih visinah
med 1.020 in 1.875 m)

Tb antigen (rde¢ pokrovéek z rumenim obro¢kom) (za uporabo na nadmorskih viSinah
med 1.020 in 1.875 m)

Kontrola mitogena - opcijsko (vijolicast pokrovcek z rumenim obrockom) (za uporabo na
nadmorskih vis§inah med 1.020 in 1.875 m)

Antigeni se v posuseni obliki nahajajo v oblogi notranje stene epruvete za odvzem krvi. Vzorci krvi se
morajo zaradi tega dobro premesati z vsebino epruvete. Epruvete je treba nato ¢im prej, najkasneje pa
16 ur po odvzemu krvi, prenesti v inkubator (37°C).

Optimalni rezultati bodo dosezeni ob upostevanju naslednjih navodil:

1. Vsakemu pacientu odvzemite po 1 ml venozne krvi v vsako epruveto QuantiFERON®-TB
Gold IT.

e Do nadmorske viine 810 m uporabljajte epruvete za odvzem krvi QuantiFERON®
Standard. Na nadmorskih vi§inah od 810 m naprej pa specialne epruvete za odvzem
krvi QuantiFERON®, ki se uporabljajo na velikih nadmorskih viginah.

Pri uporabi epruvet za odvzem krvi QuantiFERON" izven navedenih nadmorskih visin
oziroma pri majhnem volumnu vzorca lahko kri odvzamete tudi s pomocjo brizgalke;
takem primeru je treba vsako od treh epruvet napolniti z 1 ml krvi. Iz varnostnih
razlogov je najbolje,ce pri tem odstranite injekcijsko iglo.; prosimo, da pri tem
upostevate obicajne previdnostne ukrep. Odstranite pokrovéek na treh epruvetah
QFT-Gold IT in vsako epruveto napolnite z 1 ml krvi (do ¢rne oznake na stranskem
robu etikete). Nato ponovno namestite pokrovcek in premesajte, kot je opisano spodaj.

e Glede na dejstvo, da se epruvete za odvzem 1 ml relativno pocasi polnijo s krvjo,
pustite epruveto po navideznem doseganju nivoja Se 2-3 sekunde na igli. To bo
zagotovilo odvzem potrebne koli¢ine krvi.

Crna oznaka ob strani epruvete je ¢rta polnjenja 1 ml. Epruvete za odvzem krvi
QuantiFERON® -TB Gold so testirane za volumen od 0,8 do 1,2 ml. Ce pri odvzemu
krvi ta indikatorska ¢rta ni dosezena, priporocamo nov odvzem krvi..

e  Pri uporabi metuljckov za odvzem krvi je treba s pomocjo prazne epruvete poskrbeti
za to, da bo pred namestitvijo epruvet QuantiFERON®-TB Gold zagotovljena
napolnjenost cevnega spoja.



Epruvete premesajte s S-sekundnim moénim tresenjem (ali jih 10x pretresite). Prepricajte
se, Ce je vsa notranja stena epruvete prekrita s krvjo.

e Skrbno meSanje je pomembno zato, da se vsebina epruvete dobro zmesa z vzorcem
krvi.

e Pri stresanju se lahko vsebina za¢ne nekoliko peniti. To ne ovira testiranja in ni vzrok
za vznemirjenje.

Epruvete opremite z napisi.

Epruvete morajo biti ¢im hitreje, najkasneje pa 16 ur po odvzemu krvi, prenesene v inkubator
(37°C). Do inkubacije epruvete shranjujte na sobni temperaturi (22°C £ 5°C).
Vzorcev krvi ne shranjujte v hladilniku ali zamrzovalniku.



6. NAVODILO ZA UPORABO

1. faza: Inkubacija vzorca Krvi in odvzem plazme

Oprema, vkljucena v dobavo

Epruvete za vzorce krvi FERON®-TB Gold IT (glejte poglavije 3).

Potrebna oprema, ki ni vkljuéena v dobavo

Glejte poglavje 3.

Postopek

1. Ce vzorci krvi ne bodo takoj po odvzemu inkubirani, je treba epruvete neposredno pred
inkubiranjem ponovno premesati oziroma pretresti, tako kot je opisano v poglavju 5.

2. Epruvete inkubirajte v STOJECEM POLOZAJU 16 do 24 ur pri 37 °C. CO, ali vlaZenje pri
tem nista potrebna.

3. Epruvete za odvzem krvi se lahko pred centrifugiranjem shranjujejo do 3 dni pri temperaturi 2
-27°C.

4. Po inkubiranju epruvet pri 37°C se zaradi lazjega odvzema plazme opravi centrifugiranje, ki
traja 5 — 15 minut pri 1500 — 2200g (RCF). Zaradi tvorjenja profena se celice locijo od
plazme. Ce se to ne zgodi, centrifugiranje ponovite pri visji hitrosti.

e Odvzem plazme je moZen tudi brez centrifugiranja, vendar je treba pri tem zelo
previdno postopati, ker se pri odvzemu lahko celice vzvrtincijo.

5. Vzorci plazme se lahko direktno prenesejo iz epruvet za odvzem krvi v plos¢o
QuantiFERON®-TB Gold ELISA, $e posebno pri uporabi avtomata ELISA.

bodisi direktno v centrifugiranih epruvetah ali pa se prenesejo v posode za
shranjevanje plazme (na primer >150 ul v vdolbinah ali v mikro epruvetah v stojalu
formata 96). Pri shranjevanju vzorcev je treba plosce pokriti. Tako se boste izognili
razlitju in izgubam zaradi izhlapevanja.

e Vzorci plazme se lahko shranjujejo do 4 tednov pri temperaturi 2 — 8°C. Pri
temperaturi shranjevanja pod —20°C (Se bolje pri nizji od —70°C) pa je mozno Se
daljse skladiscenje.



2. faza: humani IFN-y ELISA

Dobavljena oprema

Komplet QuantiFERON™-TB Gold ELISA (glejte poglavije 3).

Potrebna oprema, ki ni vkljucéena v dobavo

Glejte poglavje 3.

L.

Postopek

Vsi vzorcei plazme in reagentov z izjemo 100x koncentrata konjugata morajo pred uporabo doseci
sobno temperaturo (22 + 5°C). Za ta proces nacrtujte najmanj 60 minut.

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

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

Rekonstruirajte standardni komplet s koli¢ino deionizirane ali destiliranje vode, ki je navedena na
etiketi standardne steklenicke. Previdno premesajte stekleniCcko (minimirajte penjenje) in
preverite, ¢e se je vsebina popolnoma razpustila. Rekonstruiranje standarda na navedeni volumen
izkazuje raztopino s koncentracijo 8,0 IE/ml.

Opozorilo: volumen rekonstruiranja standardnega kompleta je razlicen glede na naboj!

Rekonstruiran  standardni  komplet uporabite za izdelavo serije razred¢ila 1:4
IFN-y v zeleni raztopini za red¢enje (GV) — glejte sliko 1. S1 (standard 1) vsebuje 4 IE/ml, S2
(standard 2) vsebuje 1 IE/ml, S3 (standard 3) vsebuje 0,25 IE/ml und S4 (standard 4) vsebuje 0
IE/ml (samo GV). Standarde je treba najmanj dvakrat testirati.

PRIPOROCENI POSTOPEK PRIPOROCENI POSTOPEK
ZA DVOJNI STANDARD ZA TROJNI STANDARD

a. 4 epruvete opremite z napisi ,,S17, a. 4 epruvete opremite z napisi ,,S17,
»52”,,,83”in ,,S4”. »92”,,,83” in ,,S4”.

b. Napolnite 150ul GV v S1, S2, S3, S4. b. Napolnite 150ul GV v S1.

c. V. S1 dajte 150pl standardnega c. V S2,8S3 in S4 dajte 210ul GV.

kompleta in skrbno premesajte.
d. 150ul standardnega kompleta dajte v
d. S0pl prenesite iz S1 v S2 S1 in skrbno premesajte.

In skrbno premesajte.
e. 70ul prenesite iz S1 v S2

e. S0pl prenesite iz S2 v S3 in skrbno in skrbno premesajte.
premesajte.
f. 70ul prenesite iz S2 v S3
f. Kot ni¢ni standard (S4) velja »samo in skrbno premesajte.
GV«

g. Kot ni¢ni standard velja ,,samo GV”

(S4).
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Slika 1. Izdelava standardne krivulje

150 pL 50 ali 70 pl 50 ali 70 pl
S1 S2 S3 S4
_/ _/
(Standardni Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
komplet) 4,0 IE/ml 1,0 IE/ml 0,25 IE/ml 0,IE/ml
8,0 IE/ml (samo GV)

e Za vsak postopek ELISA izdelajte novo razredcilo standardnega kompleta.
Rekonstruirajte liofiliziran 100x koncentrat konjugata z 0,3 ml deionizirane ali destilirane vode.
Previdno premesajte stekleniCko (minimirajte penjenje) in preverite, ¢e se je vsebina popolnoma

raztopila.

Konjugat je pripravljen za uporabo, ko potrebno koli¢ino rekonstruiranega 100x koncentrata
razredcite v zeleni raztopini za redéenje, kot je prikazano v tabeli 1 (priprava konjugata).

TABELA 1. Priprava konjugata

Koli¢ina 100x koncentrata Kolic¢ina zelene
Stevilo trakov konjugata raztopine za redcenje
2 10 pl 1,0 ml
3 15 ul 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 ul 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 ul 3,5 ml
8 40 ul 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 ul 5,0 ml
11 55 ul 5,5ml
12 60 ul 6,0 ml

¢ Temeljito, vendar previdno premesajte; pri tem se izogibajte penjenju.

¢ 100x koncentrat konjugata, ki ga ne potrebujete, takoj po uporabi shranite pri temperaturi 2-
8°C.

e Kot razredcilo uporabljajte samo zeleno raztopino za red¢enje.

Pred testom je treba plazmo premesati, tako da se IFN-y enakomerno porazdeli v vzorcu.

V vdolbine ELISA s pomoc¢jo veckanalne pipete dajte po 50 ul sveZe pripravljenega konjugata.

Po 50 pl vzorcev plazme z veckanalno pipeto dajte v ustrezne vdolbine (glejte priporoCeni nacrt
obloZenosti plosce, sliki 2A in 2B). Nazadnje dodajte Se po 50 pl standarda 1 do 4.
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Slika 2A. Priporocljiva obloZenost plosc¢e za epruvete za ni¢no kontrolo in kontrolo antigena
Tb
(44 testov na plosco)

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

IN [5N [9N | 13N | 17N S1 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
IA |S5A |[9A [ 13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N [ 6N | 10N | 14N | I8N S3 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A

3N [ 7N | 1IN [ 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N [ 8N | 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N [ 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

¢ S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3), S4 (standard 4).
¢ 1N (vzorec 1, plazma za ni¢no kontrolo); 1A (vzorec 1, antigenska plazma Tb).

| Q| | m| 9| Q] W >

Slika 2B. Priporoc¢ena obloZenost plo$ce za epruvete za ni¢no kontrolo, kontrolo antigenov Tb in
kontrolo mitogenov
(28 testov na plosco)

Vrsta | 1 2 3 4 5 6 |7 8 9 10 |11 |12
A [ IN |[1A | IM SI | SI | 13N | 13A | 13M | 2IN | 21A | 21M
B |2N [2A |2M 52 | S2 | 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
C [3N [3A |[3M S3 [S3 | 15N |15A | 15M | 23N | 23A | 23M
D |4N |[4A |4M S4 | S4 | 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M
E [5N [5A [5M |[9N [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
F 6N |6A |6M | 10N [ 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
G |7N [7A |7M | 1IN |11A | 1IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M
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 1IN (vzorec 1, plazma za ni¢no kontrolo); 1A (vzorec 1, plazma za kontrolo antigena Tb);
IM (vzorec 1, plazma za kontrolo mitogena).

8. Konjugat in vzorce plazme/standarde eno minuto skrbno mesajte v vibratorju za mikro plosce.

9. Vsako plos¢o pokrijte s pokrovom in plos¢e 120 + 5 minut inkubirajte pri sobni temperaturi (22 +
5°C).

e Med inkubacijo morajo biti plos¢e zavarovane pred direktnimi son¢nimi zarki.

10. Med inkubacijo razred¢ite en del 20x koncentriranega koncentrata pralnega puferja z 19 deli
deionizirane ali destilirane vode in skrbno premeSajte. Dobavi je priloZzenega dovolj 20x
koncentriranega koncentrata pralnega puferja za izdelavo 2 litrov pralnega puferja, pripravljenega
za uporabo.

Vdolbine najmanj Sestkrat operite s 400 ul pralnega puferja, pripravljenega za uporabo.
Priporo¢amo uporabo pralnega avtomata za mikro plosce.

e Skrbno pranje je za ucinkovitost testiranja zelo pomembno. Pri vsakem pralnem ciklusu
preverite, ¢e so vdolbine popolnoma, torej do zgornjega roba napolnjene s pralnim
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11.

12.

13.

14.

puferjem. Med posameznimi pralnimi ciklusi priporo¢amo fazo namakanja, ki naj traja
najmanj 5 sekund.

e V lovilno posodo za odpadno tekoCino dajte razkuzilo, ki se uporablja v laboratorijih. Poleg
tega upoStevajte navodila za dekontaminacijo potencialno kuZnega materiala, ki veljajo v
vasem laboratoriju.

Plos¢e z vdolbinami obrnjenimi navzdol iztrkajte na papirno brisaco in tako odstranite ostanke
pralnega puferja. V vsako vdolbino nato nalijte 100 ul raztopine za blokiranje encimov in
premesajte plosco v vibratorju.

Vsako plosco zaprite s pokrovom in jo 30 minut inkubirajte pri sobni temperaturi (22 £+ 5°C).

e Med inkubacijo je treba plosce zavarovati pred direktnimi son¢nimi zarki.

Po 30-minutni inkubaciji nalijte v vsako vdolbino 50 pl raztopine za blokiranje encimov in
premesajte.

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

S pomocjo Citalnika za mikro plos¢e izmerite opti¢no gostoto (OD) vsake vdolbine v 5 minutah

po dodajanju raztopine za blokiranje - pri tem uporabljajte filter 450 nm in referenéni filter 620 do
650 nm. Vrednosti OD boste potrebovali pri izracunavanju rezultatov.

7. IZRACUNAVANIJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Cellestis je za vas pripravil softver za analizo QuantiFERON®-TB Gold IT, s pomogjo katerega
boste lahko analizirali neobdelane podatke in izracunali rezultate.

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

Alternativno uporabi softvera za analizo podatkov se lahko rezultati izra¢unavajo tudi po spodaj
opisani metodi:

Izdelava standardne Krivulje

(pri neuporabi softvera QuantiFERON -TB Gold IT)

Ugotovite srednje vrednosti OD pri ponovitvah standardnega kompleta na vsaki plos¢i.

Izdelajte standardno krivuljo log)-log., z grafi¢nim prikazom srednje vrednosti OD log, (0s y) proti
log., koncentracije standarda IFN-y v IE/ml (os x) - ni¢ni standard pri tem izpustite. S pomocjo
regresivne analize izraCunajte linijo, ki se oblikovno najbolj prilagaja standardni krivulji.

Standardno krivuljo uporabite za izracun koncentracije IFN-y (IE/ml) za vsak testirani vzorec plazme,
pri ¢emer uporabite vrednost OD vsakega vzorca..

Za te izracune lahko uporabljate pakete softverov, ki so v ponudbi za Citalnike mikro plos¢, pa tudi
standardni program Spreadsheet oziroma statisti¢ne programe (na primer Microsoft Excel). Uporabo
teh paketov softvera priporoCamo za izraCunavanje regresijske analize in variacijskih koeficientov
(%VK) za standard ter korelacijskih koeficientov (r) za standardno krivuljo.
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Kontrola kakovosti

Pravilnost testnih rezultatov je odvisna od izdelave pravilne standardne krivulje. Zato je treba
rezultate, ki so pridobljeni s standardi, preveriti pred interpretiranjem testnih rezultatov.

ELISA velja, e so izpolnjeni vsi naslednji kriteriji:

e Srednja vrednost OD standarda 1 mora biti > 0,600.
e VK v % repliciranih vrednostih OD standarda 1 in standarda 2 mora znasati < 15%.

e Replicirane vrednosti OD standarda 3 in standarda 4 ne smejo ve¢ kot 0,040 enot OD
odstopati od srednje vrednosti vsakega od njiju.

o Korelacijski koeficient (r), izracunan iz srednjih ekstinkcijskih vrednosti, mora znasati
=>0,98.

Softver za analizo QuantiFERON®-TB Gold IT izradunava zgoraj navedene parametre za kontrolo
kakovosti.

Ce ti kriteriji niso izpolnjeni, je test neveljaven in ga je treba ponoviti.

e Srednja vrednost OD ni¢nega standarda (zelena raztopina za redcenje) naj znasa <
0,150. Ce je srednja vrednost OD > 0,150 priporo¢amo, da preverite postopek za pranje
plos¢.
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Interpretacija rezultatov

Testni rezultati QuantiFERON®-TB Gold IT se interpretirajo po naslednjih kriterijih:

OPOZORILO: Diagnoza oziroma izkljucitev okuzbe s Th kakor tudi ocena verjetnosti LTBI
zahteva kombinacijo epidemiolo$kih, anamnesti¢nih, medicinskih in diagnosti¢nih rezultatov;
pri interpretaciji testnih rezultatov QuantiFERON®-TB Gold IT jih je treba obvezno
upostevati.

PRI UPORABI EPRUVET ZA NICNO KONTROLO IN KONTROLO ANTIGENA Tb

nic¢la Antigen T b minus nicla Rezultat .
[Iml] [1E/ml] QuantiFERON -TB Porocilo/inter pretacija
GoldIT
=033 Okuzba z M. tuberculosi-N1
. uzba z M. tuberculosi-
> 0,35 in < 25% vrednosti ni¢ne negativen verjetna
=80 kontrole
>0,35 in > 25% vrednosti ni¢ne ozitiven' Okuzba z M. tuberculosi
kontrole P verjetna
2 . v 3 Neodlo¢ni rezultati
>80 poljubno neodlocen antigenske reakcije na Tb

'V primerih, kjer ne obstaja sum na okuzbo s M. tuberculosis ne obstaja, se lahko zadetni pozitivni
rezultati testa potrdijo z novim dvojnim testiranjem originalnih vzorcev plazme v QuantiFERON®-TB
Gold ELISA. Ce ponovitev testa pri prvem ali drugem vzorcu pokaZe pozitiven rezultat, je rezultat
testiranja pozitiven.

2V Kklini¢nih $tudijah manj kot 0,25 % udeleZencev pri niéni kontroli izkazuje koncentracijo IFN-y >
8,0 IE/ml.

* Mozni vzroki so navedeni v poglavju Odstranitev tezav.

Na podlagi viSine izmerjene koncentracije IFN-y niso mozni nobeni zakljucki glede stadija ali stopnje
okuzenosti, obsega imunske reaktivnosti ali verjetnosti za progresivnost pri aktivni obolelosti.
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Slika 3.

DIAGRAM PRETOKA ZA INTERPRETACIJO (PRI UPORABI EPRUVET ZA
NICNO KONTROLO IN KONTROLO ANTIGENA Tb)

Ni¢na kontrola TB-

INTERPRETACIJA - oS

da

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

da
ne
i <
o
VALIDACIJA
Ja
\ 4

POZITIVNO
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PRI UPORABI EPRUVET ZA NICNO KONTROLO, KONTROLO ANTIGENA Tb IN

KONTROLO MITOGENA:

ni¢la Antigen Tb minus ni¢la | Mitogen minus [QuantiFERON -Tb Porodilofinter bretaciia
[IE/ml] [1E/ml] ni¢la [ E/ml]’ Gold IT rezultat P )
>
<035 205 negativen Okuzba z M. tuberculosis
- 5 -
>0,35 in < 25% vrednosti 505 NI verjetna
ni¢ne kontrole ’
X o . N .
<8.0 >0,35 in= 25% vrednosti poljubno pozitiven? Okuzba z M. uberculosis
nicne kontrole verjetna
<0,35 <05
> 0,35 in < 25% vrednosti v 3 Neodloc¢ni rezultati reakcije
oy <0,5 neodlocen .
nicne kontrole antigena Tb
> 8,0 poljubno poljubno

! Reakcija pozitivne kontrole mitogena (obcCasno pa tudi antigena Tb) se pogosto nahaja izven merilnega
obmocja ¢italnika za mikro plosc¢e. Vendar pa to na rezultate testa ne vpliva.
*V primerih, v katerih sum za okuzbo z M. tuberculosis ne obstaja, se lahko za¢etni pozitivni rezultati testa
potrdijo z novim dvojnim testiranjem originalnih vzorcev plazme v QuantiFERON®-TB Gold ELISA. Ce
ponovitev testa pri prvem ali drugem vzorcu pokaze pozitiven rezultat, velja da testiranje pozitivno.

* Mozni vzroki so navedeni v poglavju Odstranitev teZav.
*V klini¢nih $tudijah manj kot 0,25 % udeleZencev pri ni¢ni kontroli izkazuje koncentracijo IFN-y > 8,0 IE/ml.

Na podlagi visine izmerjene koncentracije IFN-y ni mozno delati nobenih zakljuckov glede stadija ali
stopnje okuzenosti, obseg imunske reaktivnosti ali verjetnosti za progresivnost pri aktivni obolelosti.
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Slika 4: DIAGRAM PRETOKA ZA INTERPRETACIJO (PRI UPORABI EPRUVET ZA
NICNO KONTROLO, KONTROLO ANTIGENA Tb IN MITOGENA)

Ni¢na kontrola TB-

INTERPRETACIJA antigena

= 0,35 IE/ml

da

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

ne / da

- . ne
Ni¢na kontrola mitogena < Nina kontrol
0,50 IE/ml in/ali X iCna kontrola
niéna kontrola > 8,0 IE/ml ASeRLEIEN < 8,0 IE/ml 1
VALIDACIJA
<«
v A 4

POZITIVNO
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8. OMEJITVE POSTOPKA

Rezultati testa QuantiFERON®-TB Gold IT se morajo obravnavati v kombinaciji z epidemiologko
anamnezo posameznega pacienta, njegovega trenutnega zdravstvenega stanja in drugih diagnosti¢nih
preiskav.

Rezultati z ni¢no vrednostjo nad 8 IE/ml se ocenjujejo kot »neodlo¢ni«, ker se antigenska reakcija Tb,
povisana za 25 %, lahko nahaja izven merilnega obmocja testiranja.

Nezanesljivi ali neodlo¢ni rezultati lahko imajo naslednje vzroke:

e odstopanja od postopka, ki je opisan v navodilu za uporabo,
e izredno visoke koncentracije krozecega IFN-y ali prisotnost heterofilnih protiteles,
e prekoracenje 16-urnega roka med odvzemom krvi in inkubacijo pri 37°C.

9. ZNACILNOSTI
Klini¢ne Studije

Z ozirom na to, da za latentno okuzbo s tuberkulozo (LTBI) ne obstaja noben dokoncen standard,
analiza ob¢utljivosti in specifike testa QuantiFERON®-TB Gold IT praktiéno ni mozna. Specifika
QuantiFERON®-TB Gold IT je bila izradunana priblizno s pomo&jo evaluacije stopnje napaéno-
pozitivnih rezultatov pri osebah z majhnim tveganjem (to pomeni brez znanih dejavnikov tveganja) za
okuzbo z tuberkulozo. Obcutljivost je bila izraCunana priblizno z evaluacijo skupin pacientov z
aktivno obolelostjo s tb, ki je bila nato potrjena s kulturo.

Specifi¢nost

V studiji z 866 udelezenci, ki je bila opravljena v Ameriki, je bilo pri opravljanju TST odvzet vzorec
krvi za test QuantiFERON"-TB Gold IT. Demografski podatki in faktorji tveganja za Tb so bili
pridobljeni s pomocjo standardnih vprasanj ob izvedbi testiranja. Od 432 udelezencev brez znanih
dejavnikov tveganja okuzbe z M. tuberculosi so bili na voljo rezultati za 391 oseb, ki so opravile
testiranje z QuantiFERON®-TB Gold IT- in TST. Nobena od teh oseb ni bila cepljena z BCG. Druga
Studija specifike s testom QuantiFERON®-TB Gold IT je bila opravljena na Japonskem na
udeleZencih z majhnim tveganjem; priblizno 90% teh oseb je bilo cepljenih z BCG. Rezultati obeh
Studij specifike so prikazani v tabeli 2.

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

Stev.

BCG — ostiranih | Stev. QFT-G szt?vrﬁh PRESIS Sti‘i,t.iT:ifl Slealilan
STUDLIA SIS (70 esskupaj niz;iloéeno PO/ Stev. QFT-G po/éte‘\,' L
. ) . N . o
cepljenih) veljavnih & testiranih &
testov
ZDA o 99.2% 98.5%
(ncobjavljeno) | °7° 391 ! 3739 95900y | 6731 | (97-99)
15 000 98.8% ) )
Japonska 90% 168 6 2/162 (95-100)
7/559 99.1%
SKUPAJ - 559 1.3%) 5/552 (98-100) - -

(*z upoStevanjem mejne vrednosti THT v viSini 10 mm TST pri osebah, ki niso bile cepljene
z BCG). * za podlago je bila vzeta mejna vrednost TST 10 mm. Pri uporabi mejne vrednosti 15 mm
zna$a ocenjena specifika TST 99,1%.

** CI = interval konfidence
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Obcutljivost za aktivno Th

Za izradun obéutljivosti testa QuantiFERON®-TB Gold IT so bile testirane osebe iz ZDA, Avstralije
in Japonske, pri katerih je obstajal sum za Tb in pri katerih je bila nato okuzba z M. tuberculosis
potrjena s kulturo. Za latentno okuzbo s tuberkulozo (LTBI) sicer ni dokon¢nega standarda,
mikrobioloska kultura M. tuberculosis pa je vseeno primerno nadomestilo, ker so obolele osebe
okuZene po definiciji. Pacienti so bili pred odvzemom krvi za test QuantiFERON®-TB Gold IT
zdravljeni manj kot 8 dni.

V tabeli 3 so prikazani rezultati treh skupin pacientov s pozitivno kulturo M. tuberculosist. Skupna
ob¢utljivost testa QuantiFERON®-TB Gold IT za aktivno obolenje s Tb je znasala 89% (157/177).

TABELA 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: osebe z okuzbo s M. tuberculosis, ki je bila potrjena
s kulturo.

it)ez‘;'ﬁ‘%];: ; Obéutljivost na
v 3 [
SR Stevilo veljavnih QFT G(?:;i o2
testov
. . 15 93%
Japonski pacienti s TB 86/92 (86-97%)
. 89%
Avstralski 24 /27 (70-97%)
r e 81%
Ameriski 47 /58 (68-90%)
89%
SKUPAJ 157 /177 (83-93%)

*CI = interval konfidence

Diagnoza LTBI
Objavljena je bila cela vrsta $tudij, ki izpri¢ujejo delovanje QuantiFERON®-TB Gold IT pri razli¢nih
populacijah za tveganje za LTBI. Najvaznejsi podatki nekaterih izbranih $tudij so prikazani v tabeli 4.

TABELA 4. Izbrane objavljene 3tudije za uporabo QuantiFERON®-TB Gold IT pri

opulacijah s tveganjem za LTBI
STUDIJA Testirane Rezultati
osebe
Medicinsko Okolje z zelo visoko stopnjo Tb. 40% QFT-Gold IT-pozitivnih
osebje v Indiji 726 oziroma 41% TST-pozitivnih pri mejni vrednosti 10 mm. Visoka
(Pai et al konkordanca s TST, brez u¢inka BCG na teste. Oba testa v zvezi z
2005)” dejavnikoma tveganja »starost« in »trajanje dela v zdravstvu«.
HIV-pozitivni Skupna premo¢ HIV-pozitivnih za LTBI je znasala pri QFT-Gold
Dansk IT 4,6% (27/590). Pozitivni rezultati so bili povezani s tveganji za

?]gm;?se te;ll 590 Tb. Dva pozitivna pacienta QFT-Gold IT sta v letu dni razvila
2006) 5 aktivno Tb. Neodloc¢ni rezultati (n=20, 3,4 %) so bili tesno povezani

s CD4-stevilom <100/ uL.
Stacionarno Otroci s sumom na Tb ali otroci, ki so predhodno imeli stik s Tb, so
zdravljeni bili testirani s QFT-Gold IT in TST. 10,5% QFT-Gold IT-
otroci 105 pozitivnih oziroma 9,5% TST-pozitivnih pri mejni vrednosti 10
(Dogra et al mm. Ujemanje med testoma znasa skupaj 95,2% oziroma 100% pri
2006) ' otrocih, ki niso bili cepljeni z BCG.

Testirane so bile bliznje kontaktne osebe s 15 razli¢nimi indeksnimi
Nemci s primeri. 51% je bilo cepljenih z BCG, 27 % rojenih v tujini. 70%
stikom s Tb 309 cepljenih z BCG in 18% necepljenih je bilo TST-pozitivnih (5 mm)
(Diel et al in 9% oziroma 11% je bilo QFT-Gold IT-pozitivnih. QFT-Gold IT
2006)° je bil opravljen v povezavi s tveganjem za Tb. TST je bil opravljen

samo v povezavi s cepljenjem BCG.
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Ucinki manj obéutljive verzije tekoega antigena QuantiFERON®-TB Gold (predhodnik testa
QuantiFERON®-TB Gold IT) in testa QuantiFERON®-TB Gold IT so opisani v mnogih nadaljnjih
objavah. Te Studije zajemajo tudi uporabo testa pri kontaktnih osebah pacientov z aktivno
To OB IIT2025 - o4rok! 92325 " HIV-pozitivnih™'®, medicinskega osebja'®*"**, imunsko suprimiranih
oseb”, oseb s sumom na Tb”***! in oseb z majhnim tveganjem.'”*

Ponovljivost in uc¢inek TST na kasneje teste QuantiFERON®-TB Gold IT.

V okviru ameriske Studije specifike je bila pregledana podskupina udeleZzencev 4 do 5 tednov po
prvotnem testu. Za 260 udelezencev so bili tako na voljo rezultati testov QuantiFERON®-TB Gold IT
in TST v dveh trenutkih testiranja, ujemanje je znaSalo 99,6% (259/260). Test TST, opravljen pred
tem, ni pokazal vejega porasta pozitivnih rezultatov QuantiFERON"-TB Gold IT.

10. TEHNICNE INFORMACLJE

Neodlo¢ni rezultati

Neodlo¢ni rezultati naj bi se pojavljali redko, vzrok zanje pa so nasledn;ji tehni¢ni dejavniki:

prekoracenje 16-urnega roka med odvzemom krvi in inkubacijo pri 37°C,
skladis¢enje vzorcev krvi izven predpisanega temperaturnega obmodja (22 + 5°C),
pomanjkljivo mesanje epruvet za odvzem krvi,

pomanjkljivo pranje plos¢e ELISA.

Pri domnevnih tehni¢nih tezavah pri odvzemu krvi ali med rokovanjem z vzorci je treba celoten test
QuantiFERON®-TB Gold IT ponoviti z novim vzorcem krvi. Test ELISA simuliranih vzorcev plazme
pa se lahko ponovi, kadar se domneva pomanjkljivo pranje ali kaksno drugo odstopanje od predpisane
testne metode ELISA. Neodlo¢ni rezultati, ki si jih lahko razlagamo z nizkimi vrednostmi mitogena
ali z visokimi ni¢nimi vrednostmi, se pri ponovnem testiranju ne smejo ponoviti, razen ¢e je pri testu
ELISA prislo do napake. Neodlo¢ni rezultati naj se kot taki posredujejo naprej. Zdravnik lahko nato
odvzame Se en krvni vzorec ali po potrebi opravi druge preiskave.

Strjeni vzorci plazme

Ce se pri dalj$em skladis&enju vzorcev plazme pojavijo fibrinski strdki, je treba vzorce centrifugirati,
tako da za¢ne nastajati sediment. To bo olajsalo pipetiranje plazme.
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ELISA-odstranitev tezav

Nespecificna barvna reakcija

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos¢

Plosco operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako vdolbino.
Glede na vrsto uporabljenega pralnega aparata bo morda
potrebno vec kot 6 pralnih ciklusov. Priporo¢amo, da med
pralnimi ciklusi napravite 5-sekundni premor za namakanje.

Krizna kontaminacija vdolbin ELISA

Natancno pipetiranje in meSanje vzorcev tveganje minimalizira.

Pretek roka uporabnosti
kompleta/sestavin kompleta

Preverite, ¢e rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrbite,
da bosta standard in 100x koncentrat konjugata uporabljena v 3
mesecih po rekonstruiranju.

Kontaminirana raztopina encimskega
substrata

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbite, da bodo
uporabljeni Cisti rezervoarji reagentov.

Nizke vrednosti OD standardov

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Napaka pri red¢enju standarda

Redc¢enje kompleta standarda opravite natan¢no po prilozenih
navodilih.

Napaka pri pipetiranju

Preverite, ¢e so pipete kalibrirane in uporabljene tocno v skladu
z navodili proizvajalca.

Prenizka inkubacijska temperatura

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

Prekratek ¢as inkubacije

Cas inkubacije plod¢e s konjugatom, standardi in vzorci naj
znasa 120 + 5 minut. Raztopina encimskega substrata naj se na
plosci inkubira 30 minut.

Napacen filter plosce

Plosca naj se odcita pri 450 nm z referencnim filtrom 620-650
nm.

Prehladni reagenti

Vsi reagenti (razen 100x koncentrata konjugata)se morajo pred
zacetkom testa segreti na sobno temperaturo. To traja priblizno
60 minut.

Pretecen rok uporabnosti
kompleta/sestavnih delov kompleta

Preverite, ¢e rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrbite,
da bosta standard in 100x koncentrat konjugata porabljena v 3
mesecih po rekonstruiranju.
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Mocna obarvanost ozadja

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos¢

Plosco operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako vdolbino.
Glede na uporabljen pralni aparat bo morda potrebno ve¢ kot 6
pralnih ciklusov. Priporo¢amo, da med pralnimi ciklusi
napravite 5-sekundni premor za namakanje.

Previsoka temperatura inkubacije

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

Pretecen rok uporabnosti
kompleta/sestavin kompleta

Preverite, ¢e rok uporabnosti kompleta Se ni pretekel. Poskrbite,
da bosta standard in 100x koncentrat konjugata uporabljena v 3
mesecih po rekonstruiranju.

Kontaminirana raztopina encimskega
substrata

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbite, da bodo
uporabljeni Cisti rezervoarji reagentov.

Nelinearna standardna krivulja in odstopanja med obema dvojnima testoma

MOZNI VZROKI

RAZTOPINA

Nezadostno pranje plos¢

Plosco operite najmanj 6x s 400 pl puferja na vsako vdolbino.
Glede na uporabljen pralni aparat bo morda potrebno ve¢ kot 6
pralnih ciklusov. Priporo¢amo, da med pralnimi ciklusi napravite
5-sekundni premor za namakanje.

Napaka pri red¢enju standarda

Redc¢enje kompleta standarda opravite natan¢no po prilozenih
navodilih.

Nezadostno meSanje

Skrbno premesajte reagente z veckratnim obrac¢anjem ali rahlim
vrtin€enjem in jih Sele nato dispenzirajte v vdolbine.

Neenakomerna tehnika pipetiranja ali
prekinitev med izvajanjem testa

Dispenziranje vzorcev in standardov naj bo kontinuirano. Vsi
reagenti morajo biti pred zacetkom testa pripravljeni za uporabo.

Video posnetek z demonstracijo postopka testiranja in resitvami za vecino tehni¢nih problemov boste
nasli na CD romu skupaj z informacijami o izdelku in tehni¢nim navodilom. CD rom lahko dobite
direktno pri Cellestis-u ali prek svojega dobavitelja.
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12. TEHNICNA SERVISNA SLUZBA

Naslovi nasih servisov:
Cellestis International Pty Ltd: Tel,: +61 3 8527 3500

Faks: +61 3 9568 6623
E-Mail: quantiferon@cellestis.com

Cellestis GmbH: Tel,: +49 6151 428-59-0
(Evropa) Faks: +49 6151 428 59-110
E-Mail: europe@cellestis.com

Spletna stran: www.cellestis.com

Druge drzave:

DrzZava Brezplacne klicne Stevilke
Avstralija 9001 5776
Avstrija 0800 8020034
Belgija 0800 75351
Francija 0800911164
Nemcija 0800 182 7452
Irska 1800 550 417
Nizozemska 0800 022 5340
Nova Zelandija 0800 44240
Svica 0800 561 802
Zdruzeno kraljestvo 0800 680 0630
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13. TESTNI POSTOPEK (SKRAJSANA OBLIKA)

1. FAZA: INKUBIRANJE VZORCA KRVI

Z epruveto za odvzem krvi odvzemite
pacientu vzorec krvi. Epruveto nato
temeljito zmeSajte s 5- sekundnim mo¢nim
stresanjem (Oziroma jo 10x stresite). Vsa

notranja stena epruvete mora biti prekrita s
krvjo.

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

Po inkubaciji centrifugirajte epruvete 5 - 15

minut pri 1500 - 2200g (RCF) in tako locite
plazmo od rdecih krvnick. q,:i?:'

/

Po centrifugiranju odvzemite iz vsake

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

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

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

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

Z zeleno raztopino za redCenje izdelajte
konjugat in v vsako vdolbino dajte po 50 pul .

V ustrezne vdolbine dajte po 50 ul vzorca
plazme in 50 pl standarda. PremeSajte v
vibratorju.

120 minut inkubirajte pri sobni temperaturi.

C3



10.

11.

12.

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

V vse vdolbine dajte po 100 ul raztopine
encimskega substrata.

30 minut inkubirajte pri sobni temperaturi.

V vse vdolbine dajte po 50 pl raztopine za
blokiranje in premeSajte s pomocjo
vibratorja.

Rezultate merite pri 450 nm z reagen¢nim
filtrom 620-650 nm.

Analizirajte rezultate.
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14. VAZNE SPREMEMBE

Vazne spremembe, ki jih vsebuje najnovejsa izdaja (05990301F — april 2010) priloZzenih navodil, so zajete v
spodnji tabeli:

Poglavje Stran Spremembe
3. Reagenti in shranjevanje 4 Dodatek: podatki za »Referencno pakiranje za laboratorije«
12. Tehni¢na servisna sluzba 26 Nova tel. in faks Stevilka podjetja Cellestis International Pty Ltd
Zadnja stran zadnja | Nova tel. in faks Stevilka podjetja Cellestis International Pty Ltd
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Proizvaja za:
Cellestis Limited (Avstralija) in Cellestis GmbH (Evropa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Avstralija
Tel. (Avstralija) +61 3 8527 3500, (Evropa) +49 6151 428 59-0
E-Mail: quantiferon@cellestis.com
Spletna stran: www.cellestis.com

Stev. dokumenta 05990301F
April 2010

C€

| EC | REP |
Pooblasceni zastopnik:
MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Nemcija

31


mailto:quantiferon@cellestis.com�

	VSEBINA
	1. NAMEN UPORABE
	2. POVZETEK IN RAZLAGA TESTA
	Trajanje testa

	3. REAGENTI IN SHRANJEVANJE
	Sestavni deli kompleta ELISA
	Potrebna oprema, ki ni vključena v dobavo
	Skladiščenje
	Epruvete za odvzem vzorcev krvi
	Sestavni deli kompleta ELISA
	Rekonstruirani in odvečni reagenti


	4. PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA
	Previdnostni ukrepi
	Opozorila

	5. ODVZEM VZORCEV IN RAVNANJE Z NJIMI
	6. NAVODILO ZA UPORABO
	Oprema, vključena v dobavo
	Potrebna oprema, ki ni vključena v dobavo
	2. faza: humani IFN- ELISA
	Dobavljena oprema
	Potrebna oprema, ki ni vključena v dobavo
	Postopek
	Slika 2A. Priporočljiva obloženost plošče za epruvete za nično kontrolo in kontrolo antigena Tb
	(44 testov na ploščo)
	Slika 2B. Priporočena obloženost plošče za epruvete za nično kontrolo, kontrolo antigenov Tb in kontrolo mitogenov (28 testov na ploščo)



	7. IZRAČUNAVANJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV
	Izdelava standardne krivulje
	(pri neuporabi softvera QuantiFERON®-TB Gold IT)
	Kontrola kakovosti

	8. OMEJITVE POSTOPKA
	10. TEHNIČNE INFORMACIJE
	Strjeni vzorci plazme
	Nespecifična barvna reakcija

	Nizke vrednosti OD standardov
	Močna obarvanost ozadja
	Nelinearna standardna krivulja in odstopanja med obema dvojnima testoma
	RAZTOPINA
	Video posnetek z demonstracijo postopka testiranja in rešitvami za večino tehničnih problemov boste našli na CD romu skupaj z informacijami o izdelku in tehničnim navodilom. CD rom lahko dobite direktno pri Cellestis-u ali prek svojega dobavitelja.
	11. BIBLIOGRAFIJA


<<

  /ASCII85EncodePages false

  /AllowPSXObjects true

  /AllowTransparency false

  /AlwaysEmbed [

    true

  ]

  /AntiAliasColorImages false

  /AntiAliasGrayImages false

  /AntiAliasMonoImages false

  /AutoFilterColorImages true

  /AutoFilterGrayImages true

  /AutoPositionEPSFiles true

  /AutoRotatePages /All

  /Binding /Left

  /CalCMYKProfile (None)

  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)

  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)

  /CannotEmbedFontPolicy /Warning

  /CheckCompliance [

    /None

  ]

  /ColorACSImageDict <<

    /HSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

    /QFactor 1.30000

    /VSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

  >>

  /ColorConversionStrategy /CMYK

  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG

  /ColorImageDepth -1

  /ColorImageDict <<

    /HSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

    /QFactor 1.30000

    /VSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

  >>

  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000

  /ColorImageDownsampleType /Bicubic

  /ColorImageFilter /DCTEncode

  /ColorImageMinDownsampleDepth 1

  /ColorImageMinResolution 100

  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK

  /ColorImageResolution 200

  /ColorSettingsFile ()

  /CompatibilityLevel 1.6

  /CompressObjects /Tags

  /CompressPages true

  /ConvertImagesToIndexed true

  /CreateJDFFile false

  /CreateJobTicket false

  /CropColorImages false

  /CropGrayImages false

  /CropMonoImages false

  /DSCReportingLevel 0

  /DefaultRenderingIntent /Default

  /Description <<

    /ENU ([Based on 'sw_ElecQuality\050200ppi\051'] [Based on 'sw_ElecQuality\050200ppi\051'] [Based on '[Smallest File Size]'] Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for on-screen display, e-mail, and the Internet.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)

  >>

  /DetectBlends true

  /DetectCurves 0.10000

  /DoThumbnails false

  /DownsampleColorImages true

  /DownsampleGrayImages true

  /DownsampleMonoImages true

  /EmbedAllFonts true

  /EmbedJobOptions true

  /EmbedOpenType false

  /EmitDSCWarnings false

  /EncodeColorImages true

  /EncodeGrayImages true

  /EncodeMonoImages true

  /EndPage -1

  /GrayACSImageDict <<

    /HSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

    /QFactor 1.30000

    /VSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

  >>

  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG

  /GrayImageDepth -1

  /GrayImageDict <<

    /HSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

    /QFactor 1.30000

    /VSamples [

      2

      1

      1

      2

    ]

  >>

  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000

  /GrayImageDownsampleType /Bicubic

  /GrayImageFilter /DCTEncode

  /GrayImageMinDownsampleDepth 2

  /GrayImageMinResolution 150

  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK

  /GrayImageResolution 200

  /ImageMemory 1048576

  /JPEG2000ColorACSImageDict <<

    /Quality 10

    /TileHeight 256

    /TileWidth 256

  >>

  /JPEG2000ColorImageDict <<

    /Quality 10

    /TileHeight 256

    /TileWidth 256

  >>

  /JPEG2000GrayACSImageDict <<

    /Quality 10

    /TileHeight 256

    /TileWidth 256

  >>

  /JPEG2000GrayImageDict <<

    /Quality 10

    /TileHeight 256

    /TileWidth 256

  >>

  /LockDistillerParams false

  /MaxSubsetPct 100

  /MonoImageDepth -1

  /MonoImageDict <<

    /K -1

  >>

  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000

  /MonoImageDownsampleType /Bicubic

  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode

  /MonoImageMinResolution 300

  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK

  /MonoImageResolution 300

  /Namespace [

    (Adobe)

    (Common)

    (1.0)

  ]

  /NeverEmbed [

    true

  ]

  /OPM 1

  /Optimize true

  /OtherNamespaces [

    <<

      /AsReaderSpreads false

      /CropImagesToFrames true

      /ErrorControl /WarnAndContinue

      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false

      /IncludeGuidesGrids false

      /IncludeNonPrinting false

      /IncludeSlug false

      /Namespace [

        (Adobe)

        (InDesign)

        (4.0)

      ]

      /OmitPlacedBitmaps false

      /OmitPlacedEPS false

      /OmitPlacedPDF false

      /SimulateOverprint /Legacy

    >>

    <<

      /AddBleedMarks false

      /AddColorBars false

      /AddCropMarks false

      /AddPageInfo false

      /AddRegMarks false

      /BleedOffset [

        0

        0

        0

        0

      ]

      /ConvertColors /ConvertToCMYK

      /DestinationProfileName (None)

      /DestinationProfileSelector /WorkingCMYK

      /Downsample16BitImages true

      /FlattenerPreset <<

        /PresetSelector /MediumResolution

      >>

      /FormElements false

      /GenerateStructure false

      /IncludeBookmarks false

      /IncludeHyperlinks true

      /IncludeInteractive false

      /IncludeLayers false

      /IncludeProfiles false

      /MarksOffset 6

      /MarksWeight 0.25000

      /MultimediaHandling /UseObjectSettings

      /Namespace [

        (Adobe)

        (CreativeSuite)

        (2.0)

      ]

      /PDFXOutputIntentProfileSelector /WorkingCMYK

      /PageMarksFile /RomanDefault

      /PreserveEditing false

      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged

      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile

      /UseDocumentBleed false

    >>

    <<

      /AllowImageBreaks true

      /AllowTableBreaks true

      /ExpandPage false

      /HonorBaseURL true

      /HonorRolloverEffect false

      /IgnoreHTMLPageBreaks false

      /IncludeHeaderFooter false

      /MarginOffset [

        0

        0

        0

        0

      ]

      /MetadataAuthor ()

      /MetadataKeywords ()

      /MetadataSubject ()

      /MetadataTitle ()

      /MetricPageSize [

        0

        0

      ]

      /MetricUnit /inch

      /MobileCompatible 0

      /Namespace [

        (Adobe)

        (GoLive)

        (8.0)

      ]

      /OpenZoomToHTMLFontSize false

      /PageOrientation /Portrait

      /RemoveBackground false

      /ShrinkContent true

      /TreatColorsAs /MainMonitorColors

      /UseEmbeddedProfiles false

      /UseHTMLTitleAsMetadata true

    >>

  ]

  /PDFX1aCheck false

  /PDFX3Check false

  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [

    0

    0

    0

    0

  ]

  /PDFXCompliantPDFOnly false

  /PDFXNoTrimBoxError true

  /PDFXOutputCondition ()

  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA27)

  /PDFXOutputIntentProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)

  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)

  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true

  /PDFXTrapped /False

  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [

    0

    0

    0

    0

  ]

  /ParseDSCComments true

  /ParseDSCCommentsForDocInfo false

  /ParseICCProfilesInComments true

  /PassThroughJPEGImages false

  /PreserveCopyPage true

  /PreserveDICMYKValues true

  /PreserveEPSInfo false

  /PreserveFlatness false

  /PreserveHalftoneInfo false

  /PreserveOPIComments false

  /PreserveOverprintSettings true

  /StartPage 1

  /SubsetFonts true

  /TransferFunctionInfo /Apply

  /UCRandBGInfo /Remove

  /UsePrologue false

  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)

>> setdistillerparams

<<

  /HWResolution [600 600]

  /PageSize [612.000 792.000]

>> setpagedevice



