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Namen uporabe

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) je diagnosti¢ni test in vitro, pri katerem se z uporabo
peptidnega koktajla simulira beljakovine ESAT-6 in CFP-10 za stimulacijo celic v heparinizirani
polni krvi. Zaznavanje interferona gama-y (IFN-y) z encimskoimunsko metodo (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) se uporablja za prepoznavanje reakcij in vitro na peptidne
antigene, ki so povezani z okuzbo z bakterijo Mycobacterium tuberculosis.

QFT-Plus je posredni test za okuzbo z bakterijo M. tuberculosis (vkljuéno z boleznijo) in je
namenjen za uporabo skupaj z oceno tveganja, radiografijo ter drugimi medicinskimi in

diagnosti¢nimi ocenami.
Povzetek in obrazlozitev testa

Tuberkuloza je nalezljiva bolezen, ki jo povzro€i okuzba s kompleksnimi organizmi
M. tuberculosis (MTB) (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), ki se obi€ajno prek zraka
kaplji¢no Sirijo na nove gostitelje z bolnikov s tuberkulozo. Na novo okuzZeni posameznik lahko
zboli za tuberkulozo v nekaj tednih ali mesecih, vendar vecina okuzenih posameznikov ostane
zdravih. Pri nekaterih posameznikih se pojavi latentna okuzba s tuberkulozo (latent
tuberculosis infection, LTBI), tj. nenalezljiva asimptomatska okuzba, ki bi se lahko razvila
v tuberkulozo ¢ez ve¢ mesecev ali let. Glavni namen diagnosticiranja LTBI je zagotavljanje
moznosti za preprecitev tuberkuloze. Do nedavnega je bil tuberkulinski test na kozi (tuberculin
skin test, TST) edina metoda za diagnosticiranje LTBI. Obcutljivost koZze na tuberkulin se
razvie v od 2do 10tednih po okuzbi. Nekateri okuzeni posamezniki, vkljuéno taksni
z razli¢nimi boleznimi, ki ovirajo delovanje imunskega sistema, in takSnimi, ki takih bolezni
nimajo, nimajo reakcije na tuberkulin. Nasprotno pa nekateri posamezniki, pri katerih okuzba
z bakterijo M. tuberculosis ni verjetna, kazejo obcutljivost na tuberkulin in imajo pozitivne
rezultate TST po ceplienju z bacilom Calmette-Guérin (Bacille Calmette-Guérin, BCG), okuzbo

z mikobakterijo, ki ni kompleksna M. tuberculosis, ali drugih nedolo€enih dejavnikih.

Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019 5



LTBI je treba razlikovati od tuberkuloze, bolezni, o kateri je treba porocati, ki obiajno
vklju€uje pljuca in spodnji dihalni trakt, ¢eprav lahko prizadene tudi druge sisteme organov.
Diagnoza tuberkuloze se doloCi na podlagi ugotovitev iz anamneze, telesnega stanja ter
radiolo$kih, histoloSkih in mikobakterioloSkih preiskav.

QFT-Plus je test za merjenje imunskih celicnih reakcij (cell-mediated immune, CMI) na
peptidne antigene, ki simulirajo mikobakterijske beljakovine. Beljakovin ESAT-6 in CFP-10 ni
v sevih BCG niti v vecini netuberkuloznih mikobakterijah, razen v M. kansasii, M. szulgai in
M. marinum (1). Posamezniki, okuzeni s kompleksnimi organizmi M. tuberculosis, imajo
obi¢ajno v svoji krvi limfocite, ki prepoznajo navedene in druge mikobakterijske antigene. Pri
tem procesu prepoznavanja nastaja in se spro3€a citokin IFN-y. Podlaga za ta test je
ugotavljanje in posledi¢no koli¢inska opredelitev citokina IFN-y.

Antigeni, ki se uporabljajo pri QFT-Plus, so peptidni koktajl, ki simulira beljakovine ESAT-6
in CFP-10. Stevilne $tudije so pokazale, da ti peptidni antigeni stimulirajo reakcije IFN-y
v celicah T posameznikov, okuzenih z M. tuberculosis, vendar na splosno ne v celicah T
neokuzenih oseb ali oseb, cepljenih z BCG, brez bolezni ali tveganja za LTBI (1-32). Toda
zdravljenja ali bolezni, ki oslabijo delovanje imunskega sistema, lahko zmanj$ajo reakcije
IFN-y. Bolniki z nekaterimi drugimi mikobakterijskimi okuzbami imajo lahko tudi reakcijo na
ESAT-6 in CFP-10, saj so geni, ki kodirajo te beljakovine, prisotni v M. kansasii, M. szulgai
in M. marinum (1, 23). Test QFT-Plus je primeren za testiranje za LTBI in je uporaben
pripomocek za postavljanje diagnoze kompleksne okuzbe z M. tuberculosis pri bolnikih.
Pozitiven rezultat podpira diagnozo tuberkuloze, vendar je lahko tudi posledica drugih okuzb
z mikobakterijami (npr. M. kansasii). Za potrditev ali izklju€itev tuberkuloze so potrebne

druge medicinske ali diagnosti¢ne ocene.

QFT-Plus ima dve razli¢ni epruveti antigena TB: TB Antigen Tube 1 (TB1) in TB Antigen
Tube 2 (TB2). Obe epruveti vsebujeta peptidne antigene iz antigenov, povezanih
s kompleksnim organizmi MTB, in sicer ESAT-6 in CFP-10. Medtem ko epruveta TB1
vsebuje peptide iz antigenov ESAT-6 in CFP-10, ki so zasnovani tako, da izzovejo reakcije
CMl v celicah T-pomagalkah — limfocitih CD4*, epruveta TB2 vsebuje dodatne peptide, ki so
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usmerjeni k indukciji reakcij CMI v CD8" citotoksi¢nih T-limfocitih. Pri poteku okuzbe z MTB
celice T CD4" igrajo kljuéno vlogo pri imunoloSkem nadzoru prek spro$¢anja citokina IFN-y.
Dokazi podpirajo vlogo celic T CD8*, ki sodelujejo pri obrambi gostitelja pred MTB, tako da
proizvajajo IFN-y in druge topne dejavnike, ki aktivirajo makrofage za zaviranje rasti
organizmov MTB, ubijanje okuzenih celic ali neposredno razgradnjo znotrajceli¢nih
organizmov MTB (33-35). MTB-specificne celice CD8" so bile zaznane pri osebah z LTBI in
aktivno TB, kjer je celice CD8", ki proizvajajo IFN-y, mogoc¢e pogosto najti (36—38). Poleg
tega so ESAT-6- in CFP-10-specifi¢ni T-limfociti CD8* opisani kot bolj pogosto zaznani pri
osebah z aktivno TB v primerjavi z LTBI in jih je mogoce povezati z nedavno izpostavljenostjo
MTB (39—-41). MTB-specificne celice T CD8*, ki proizvajajo IFN-y, so bile prav tako odkrite
pri osebah z aktivno TB, ki so hkrati okuzene z virusom HIV (42, 43), in pri majhnih otrocih
s TB (44).

Princip testa

Test QFT-Plus uporablja specializirane epruvete za odvzem krvi, namenjene odvzemanju
polne krvi. Kri v epruvetah se najprej od 16 do 24 ur inkubira, nato se odvzame plazma in se
jo testira za prisotnost IFN-y, ki nastaja kot reakcija na peptidne antigene.

Test QFT-Plus se izvaja v dveh fazah. Najprej se v posebne epruvete za odvzem krvi QFT-
Plus Blood Collection Tubes, ki vklju€ujejo epruveto Nil, epruveto TB1, epruveto TB2 in
epruveto Mitogen, odvzame polna kri. Kri lahko odvzamete tudi v posamezno epruveto za
odvzem krvi, ki vsebuje litijev ali natrijev heparin kot antikoagulant in jo nato prenesete

v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus.

Epruveta Mitogen se v testu QFT-Plus uporablja kot pozitivna kontrola. Prikaz le-te je lahko
pomemben, kadar je pacientovo imunsko stanje vprasljivo. Epruveta Mitogen je tudi kontrola

za pravilno ravnanje s krvjo in pravilno inkubacijo.

Epruvete QFT-Plus je treba zmeSati, da se antigen zmesa s krvjo in inkubirati pri temperaturi
37 °C, obvezno pa v 16 urah po odvzemu krvi. Po 16- oziroma 24-urnem obdobju inkubacije
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se epruvete centrifugirajo, nato se odvzame plazma in s pomocjo metode ELISA ugotovi
koli¢ina IFN-y -(IE/ml). Metoda QF T-Plus ELISA uporablja rekombinantni ¢loveski standardni
IFN-y, ki je bil testiran za pripravo referenénega IFN-y (NIH Ref: Gxg01-902-535). Rezultati
za testni vzorec so posredovani v mednarodnih enotah (IE/ml) relativno glede na standardno
krivuljo, ki se izdela s testnim red€enjem standarda, prilozenega kompletu.

Znano je, da heterofilna protitelesa (npr. CloveSka protitelesa proti miSjemu antigenu)
v serumu ali plazmi dolo¢enih posameznikov povzrocajo motnje pri testih imunosti. Vpliv
heterofilnih protiteles pri metodi QFT-Plus ELISA se zmanjSa z dodajanjem obi¢ajnega
misjega seruma v zeleno raztopino in uporabo delcev F(ab’)2 monoklonskih protiteles kot
protitelesa za zajemanje IFN-y, ki prekriva mikroplosce.

Test QFT-Plus se Steje za pozitivnega pri reakciji IFN-y v epruveti antigena TB, Ce je
vrednost znatno nad vrednostjo Nil kontrole IFN-y IE/ml. Vzorec plazme v epruveti Mitogen
deluje kot pozitivna kontrola IFN-y za vsak testirani vzorec. Majhna reakcija na Mitogen
(< 0,5 IE/ml) velja kot nejasen rezultat, ¢e vzorec krvi izkazuje tudi negativno reakcijo na
antigene TB. Tak8en vzorec lahko nastane pri nezadostnem Stevilu limfocitov, zmanjSani
aktivnosti limfocitov zaradi nestrokovnega ravnanja z vzorcem, nestrokovnega polnjenja ali
mesanja epruvete Mitogen ali v primeru, da pacientovi limfociti niso sposobni proizvajati IFN-
y. PoviSane vrednosti IFN-y v vzorcu Nil se lahko pojavijo ob prisotnosti heterofilnih protiteles
ali z notranjim izlo€anjem IFN-y . Epruveta Nil se uporablja za korekcijo ozadja (npr. zviSane
ravni krozenja IFN-y ali prisotnost heterofilnih protiteles). Raven IFN-y epruvete Nil se odSteje
od ravni IFN-y za epruveti antigena TB in epruveto Mitogen.
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Trajanje testa

V nadaljevanju besedila so navedeni podatki o ocenjenem trajanju testa QFT-Plus ELISA in
o Casu, ki je potreben pri testiranju ve¢ vzorcev v seriji:

Inkubacija epruvet z vzorci pri 37 °C:  od 16 do 24 ur

ELISA: Priblizno 3 ure za eno plo$¢o ELISA
(22 posameznikov)
<1 uradela

Se od 10 do 15 minut za vsako dodatno plos$¢o
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Sestavni deli in shranjevanje

Epruvete za 200 epruvet Pakiranje za Pakiranjeza Epruvete HA Pakiranje HA Pakiranje
odvzem krvi* posameznega razdeljevanje HA 200 za posamez- za
bolnika nega bolnika razdeljevanje

Kataloska 622526 622222 622423 623526 623222 623423
Stevilka

Stevilo 50 10 25 50 10 25
testov/paket

QuantiFERON  Nil 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
Nil Tube

(siv pokrov,

bel obrog)

QuantiFERON  TB1 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
TB1 Tube

(zelen pokrov,

bel obro¢)

QuantiFERON  TB2 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
TB2 Tube

(rumen pokrov,

bel obrog)

QuantiFERON  Mitogen 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
Mitogen Tube

(vijoli¢en pokrov,

bel obro¢)

QuantiFERON  Nil HA 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
Nil HA Tube

(siv pokrov,

rumen obrog€)

QuantiFERON  TB1 HA 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
TB1 HA Tube
(zelen pokrov,
rumen obroc)

QuantiFERON  TB2 HA 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
TB2 HA Tube

(rumen pokrov,

rumen obrog€)

QuantiFERON  Mitogen 50 epruvet 10 epruvet 25 epruvet
Mitogen HA HA
Tube

(vijolicen pokrov,
rumen obroc)

Navodila za 1 1 1 1 1 1
uporabo QFT-

Plus Blood

Collection Tubes

* Vse konfiguracije izdelka niso na voljo v vseh drzavah. Ve¢ informacij o konfiguracijah, ki so na voljo za naro¢anje,
vam bo posredovala sluzba za stranke QIAGEN (podrobnosti najdete na spletnem mestu www.qiagen.com).
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Sestavni deli ELISA'

Kataloska Stevilka

Komplet 2 plosé ELISA
622120

Referenéni
laboratorijski paket

622822

Microplate Strips (Trakovi mikroplosce)
(12 x 8 vdolbinic), prekriti z glodalskim
necloveskim monoklonskim protitelesom IFN-y

IFN-y Standard (Standardni IFN), liofiliziran
(vsebuje rekombinantni loveski IFNy, goveji
kazein, 0,01 % w/v tiomersala)

Green Diluent (Zelena raztopina) (vsebuje goveji
kazein, normalni misji serum, 0,01 % t/p
tiomersala)

Conjugate 100x Concentrate (Koncentrat
konjugata 100x), liofiliziran (glodalski ne¢loveski
HRP IFNy, vsebuje 0,01 % t/p tiomersala)

Wash Buffer 20x Concentrate (Koncentrat
pralnega pufra 20%) (pH 7,2, vsebuje 0,05 % p/p
ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Raztopina
encimskega substrata) (vsebuje H20z, 3,3’, 5,5’
tetrametilbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Raztopina za
blokiranje encimov) (vsebuje 0,5 M H2S04)

Navodila za uporabo QFT-Plus ELISA

2 x 96-vdolbinskih trakov
mikroplosce

1 x steklenicka (8 IE/ml
ob rekonstituciji)

1% 30 ml

1 x 0,3 ml (ob rekonstituciji)

1 %100 ml

1 %30 ml

1x15ml

1

20 x 96-vdolbinskih
trakov mikroplo$ce

10 x steklenicka (8 IE/mI
ob rekonstituciji)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml

(ob rekonstituciji)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10 x 15 ml

T Varnostni ukrepi in izjave o tveganju so navedeni na stran15 .
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Potrebna oprema, ki ni vkljuCena v dobavo

® Inkubator (37 °C + 1 °C)*. COz ni potreben

e Kalibrirane pipete s spremenljivim volumnom* od 10 do 1000 pl in konicami za
enkratno uporabo

e Kalibrirane veckanalne pipete* za oddajanje od 50 do 100 pl s konicami za

enkratno uporabo
® Pokrov plosce
e Vibrator za mikroplo$ce*
® Deionizirana ali destilirana voda, 2 litra
® Pralni aparat za mikroploSc¢e (priporo¢en je avtomatski)

® Bralnik mikroplo$¢* s filtrom 450 nm in referenénim filtrom od 620 do 650 nm

* Zagotovite, da so vsi instrumenti preverjeni in kalibrirani v skladu s priporodili
proizvajalca.

12 Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019



Shranjevanje vzorca in ravnanje z njim

Epruvete za odvzem krvi

® Epruvete za odvzem krvi skladiScite pri temperaturi od 4 do 25 °C.

Reagenti kompleta

® Reagente kompleta shranjujte pri temperaturi od 2 do 8 °C.

® Raztopine encimskega substrata ne izpostavljajte neposredni son&ni svetlobi.

Rekonstituirani in odvecni reagenti

Navodila za rekonstitucijo reagentov si lahko ogledate na strani 26.

® Rok uporabnosti rekonstituiranega standarda kompleta je 3 mesece pri shranjevalni
temperaturi od 2 do 8 °C.
Zabelezite si datum rekonstitucije standarda kompleta.

® Po rekonstituciji je treba preostali koncentrat konjugata 100x znova uskladisciti pri

temperaturi od 2 do 8 °C in porabiti v 3 mesecih.
Zabelezite si datum rekonstitucije konjugata.
e Konjugat, pripravljen za uporabo, je treba porabiti v 6 urah po pripravi.

® Rok uporabnosti pralnih pufrov, pripravijenih za uporabo in shranjenih pri sobni

temperaturi, je najveC 2 tedna.
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Opozorila in previdnostni ukrepi

Le za diagnosti¢no uporabo in vitro.

Opozorila

Negativni rezultat QFT-Plus ne izkljuCuje moznosti okuzbe z M. tuberculosis ali
tuberkulozo: laZni negativni rezultati so lahko posledica faze okuzbe (npr. vzorec odvzet
pred razvojem imunske reakcije celic), komorbidnih bolezni, ki vplivajo na delovanje
imunskega sistema, nepravilnega ravnanja z epruvetami za odvzem krvi po venski
punkciji, nepravilnega izvajanja analize ali drugih imunolo$Skih spremenljivk.

Pozitivni rezultat QFT-Plus ne sme biti edina ali dokonéna podlaga za ugotavljanje
okuzbe z M. tuberculosis. Nepravilno izvajanje analize lahko povzro€i lazne pozitivne

reakcije.

Pozitivnemu rezultatu QFT-Plus bi morale slediti nadaljnje medicinske in diagnosti¢ne
ocene aktivne tuberkuloze (npr. odvzem brisa in kultura izpljunka, rentgenske preiskave
prsnega kosa).

Ceprav beljakovin ESAT-6 in CFP-10 ni v sevih BCG, niti v vedini poznanih
netuberkuloznih mikobakterijah, je pozitivni rezultat QFT-Plus lahko posledica okuzbe
z M. kansasii, M. szulgai ali M. marinum. Ce obstaja sum na taksne okuzbe, je treba

opraviti alternativne teste.

14
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Varnostni ukrepi

Pri delu s kemikalijami vedno nosite ustrezno laboratorijsko haljo, rokavice za enkratno
uporabo in za$¢itna oc¢ala. Ve¢ informacij poiScite v ustreznih SDS-jih. Ti so v priro¢ni in
kompaktni obliki PDF na voljo v spletu na naslovu www.qiagen.com/safety, kjer lahko
najdete, preberete in natisnete varnostne liste za vse komplete QIAGEN ter njihove

sestavne dele.

POZOR: s ¢lovesko krvjo in plazmo ravnajte, kot
da sta kuzni. Upostevajte ustrezna navodila za

ravnanje s krvjo in krvnimi pripravki. Vzorce in

materiale, ki so bili v stiku s krvjo ali krvnimi
pripravki, zavrzite v skladu z lokalnimi in

nacionalnimi predpisi.

Za sestavne dele QuantiFERON-TB Gold PLUS ELISA veljajo naslednje izjave
o tveganju in varnostnih ukrepih.

Izjave o tveganju

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

L

Vsebuje: Zveplova kislina. Pozor! Morda je korozivno za kovine. Povzro€a
drazenje koze. Povzroa hudo drazenje o€i. Nositi zaScitne
rokavice/zascitno obleko/zasc&ito za obraz/oci.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Pozor! Povzro€a blago drazenje koze. Nositi zaS€itne rokavice/zas¢itno
obleko/za&cito za obraz/o¢i.
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QuantiFERON Green Diluent

Vsebuije: trinatrijev 5-hidroksi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-sulfofenilazo)pirazol-3-
karboksilat. Vsebuje: tartrazin. Pozor! Lahko povzroci alergijski odziv
kozZe. Nositi zascitne rokavice/zas¢itno obleko/zas¢ito za obraz/oci.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Vsebuje: meSanico 5-kloro-2-metil-4-izotiazolin-3-on  in  2-metil-2H-
izotiazolin-3-on (vrazmerju 3:1). Skodlivo za vodne organizme,
z dolgotrajnimi ucinki. Izogibajte se izpus€anju v okolje.

Izjave o previdnostnih ukrepih

Pred uporabo preberite posebna navodila. Nositi zas¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zaséito
za obraz/odi. VPRIMERU STIKA S KOZO (alilasmi): takoj odstranite/slecite vse
kontaminirane obleke. Izperite koZo z vodo/tusem. PRI STIKU Z OCMI: previdno izpirajte
z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne leCe, €e jih imate in Ce to lahko storite brez tezav.
Nadaljujte z izpiranjem. V primeru izpostavljenosti ali zaskrbljenosti: pois¢ite zdravnisko
pomog. Takoj poklitite CENTER ZA ZASTRUPITVE ali zdravnika. Ce se pojavi drazenje
koze ali izpuS&aj: poiscite zdravniSsko pomoc€. Sleci kontaminirana obladila in jih oprati pred
ponovno uporabo. Hranite pod klju¢em. Vsebino/posode je treba zavre€i na odobrena
odlagalis¢a.

Dodatne informacije

Varnostni listi (safety data sheet, SDS): www.giagen.com/safety

® Odmiki od navodil za uporabo QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA lahko
povzrocijo nepravilne rezultate. Pred uporabo pozorno preberite navodila.

e Kompleta ne uporabljajte, e steklenica reagenta pred uporabo kaZze znake poskodb ali

puscanja.
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e Pomembno: pred uporabo preglejte viale. Ne uporabljajte vial konjugata ali standardnih
IFN-y vial, ki kazejo znake poSkodbe ali ¢e gumijasto tesnilo ni v brezhibnem stanju.
S poSkodovanimi vialami ne rokujte. Za odstranjevanje vial upoStevajte primerne
varnostne ukrepe. PriporoCilo: Uporabite kle$€e za odtegovanje, da odprete viale
konjugata ali standardne IFN- yStandard ter tako zmanj$ate tveganje za poskodbo zaradi
kovinskega pokrovéka crimp.

® Ne meSajte ali uporabljajte trakov mikroploS¢, ¢loveSkega standardnega IFN-y, zelene
raztopine ali koncentrata konjugata 100x% iz razli¢nih serij kompletov QFT-Plus. Ostale
reagente (koncentrat pralnega pufra 20x, raztopino encimskega substrata in raztopino
za blokiranje encimov) lahko uporabljate z ve¢ kompleti, ¢e imajo veljavni rok uporabnosti
in zabelezene podrobnosti o seriji.

® Reagente in bioloSke vzorce, ki jih ne potrebujete ve¢, zavrzite v skladu z lokalnimi in
nacionalnimi predpisi.

e Uporaba epruvet za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes oziroma kompleta
ELISA po preteku roka uporabnosti ni dovoljena.

® \Ves Cas je treba upoStevati pravilne laboratorijske postopke.

® Preverite, ali je bila laboratorijska oprema pred uporabo kalibrirana/potrjena za uporabo.
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Odvzem vzorcev in ravnanje z njimi

QFT Plus obsega naslednje epruvete za odvzem krvi:
1. Epruvete QuantiFERON Nil Tube (siv pokrov z belim obro¢em)
2. Epruvete QuantiFERON TB1 Tube (zelen pokrov z belim obrocem)
3. Epruvete QuantiFERON TB2 Tube (rumen pokrov z belim obro¢em)
4. Epruvete QuantiFERON Mitogen Tube (vijoli¢en pokrov z belim obro¢em)
5. Epruvete QuantiFERON HA Nil Tube (siv pokrov z rumenim obro¢em)
6. Epruvete QuantiFERON HA TB1 Tube (zelen pokrov z rumenim obro¢em)
7. Epruvete QuantiFERON HA TB2 Tube (rumen pokrov z rumenim obroem)
8. Epruvete QuantiFERON HA Mitogen Tube (vijolicen pokrov z rumenim obroem)

Antigeni so posuseni v oblogi notranje stene epruvete za odvzem krvi, zato je treba vzorce
krvi obvezno dobro premeSati z vsebino epruvete. Za kri, odvzeto neposredno v epruvete
QFT-Plus, je treba epruvete QFT-Plus vzdrzevati in prevazati pri sobni temperaturi (22 °C
1+ 5 °C) in jih &im prej, obvezno pa v 16 urah od odvzema, prenesti v inkubator (37 °C). Kri
je mogoCe odvzeti v posamezno epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom za
shranjevanje pred prenosom v QFT-Plus in inkubacijo. Vzorce krvi, odvzete v epruvete
z litijevim ali natrijevim heparinom, lahko do 16 ur hranite pri sobni temperaturi (17-25 °C),
nato pa jih prenesite v epruvete QFT-Plus. Vzorce krvi v epruvetah z litijevim ali natrijevim
heparinom lahko pred prenosom v epruvete QFT-Plus do 48 ur hranite pri temperaturi 2—
8 °C. Glejte razdelek »Odvzem krvi v posamezno epruveto z litjevim ali natrijevim

heparinom in prenos v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes«.
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Odvzem neposredno v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes

1.

Epruvete opremite z napisi.

Zagotovite, da je mogoce po odstranitvi pokrovéka vsako epruveto (Nil, TB1, TB2 in

Mitogen) prepoznati po etiketi ali kako drugace.
Priporocljivo je, da zabelezite ¢as in datum odvzema krvi.

Vsakemu pacientu odvzemite po 1 ml venozne krvi v vsako epruveto za odvzem Kkrvi

QFT-Plus Blood Collection Tubes. Ta postopek mora opraviti usposobljeni flebotomist.

Pomembno opozorilo: epruvete morajo imeti v €asu polnjenja s krvjo temperaturo
17-25 °C.

Standardne epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes se lahko
uporabljajo na nadmorskih viSinah do 810 metrov. Epruvete za odvzem krvi QFT-Plus
Blood Collection Tubes na velikih nadmorskih viSinah se lahko uporabljajo na

nadmorskih visinah med 1020 in 1875 metrov.

Ker se epruveta za odvzem relativno po€asi napolni z 1 ml krvi, pustite epruveto po na

videz dokoncanem polnjenju Se 2—3 sekunde na igli. Tako zagotovite odvzem potrebne
koli¢ine krvi.

e Crna oznaka ob strani epruvete oznaduje ustrezen razpon od 0,8 do 1,2 ml.

Ce je raven krvi v kateri koli epruveti zunaj razpona oznake, je treba odvzeti

nov vzorec krvi. Ce so epruvete napolnjene zunaj razpona od 0,8 do 1,2 ml,

so lahko rezultati napacni.

e  Pri uporabi ,metuljckov* za odvzem krvi je treba s pomocjo prazne epruvete
poskrbeti za to, da bo pred namestitvijo epruvet QFT-Plus zagotovljena
napolnjenost cevnega spoja.

o Ce uporabljate epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes na
nadmorski viSini ve¢ kot 810 metrov ali je volumen odvzete krvi premajhen,
lahko odvzem krvi izvedete z injekcijsko brizgalko in nato 1 ml krvi takoj
prenesete v vsako od 4 epruvet. Iz varnostnih razlogov je najbolje, &e pri tem
odstranite injekcijsko iglo, upostevate obiCajne previdnostne ukrepe,
odstranite pokrovCke s 4 epruvet QFT-Plus in napolnite vsako z 1 ml krvi (do

Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019 19



srediS€a &rne oznake na stranskem robu etikete na epruveti). Nato znova
namestite pokrovcke in premesaijte, kot je opisano spodaj. Zagotovite, da je
mogoce po odstranitvi pokrovcka vsako epruveto (Nil, TB1, TB2 in Mitogen)
prepoznati po etiketi ali kako drugace.

3. Takoj po polnjenju epruvet jih desetkrat (10x) ustrezno pretresite, da se celotna notranja

povrSina epruvete prekrije s krvjo. Tako se raztopijo antigeni na stenah epruvete.

Pomembno: epruvete morajo imeti v Casu pretresanja temperaturo 17-25 °C.

Premocno stresanje lahko povzro€i motnje gela in privede do napacnih rezultatov.

Po etiketiranju, polnjenju in pretresanju je treba epruvete €im prej, obvezno pa v 16 urah
po odvzemu krvi, prenesti v inkubator z 37 °C + 1 °C. Pred pri¢etkom inkubacije morate
epruvete hraniti in transportirati pri sobni temperaturi (22 +5 °C). Ce epruvete za
odvzem krvi QFT-Plus niso v inkubaciji pri temperaturi 37 °C neposredno po odvzemu
krvi in pretresanju, jih je treba pred inkubacijo pri temperaturi 37 °C premesati, tako da
se 10-krat obrnejo na glavo.

Epruvete QFT-Plus inkubirajte v STOJECEM POLOZAJU pri 37 °C +1°C od 16 do
24 ur. COzali vlazenje pri tem nista potrebna.

Odvzem krvi v posamezno epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom in prenos

v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes

1.

Kri lahko odvzamete tudi v posamezno epruveto za odvzem krvi, ki vsebuje litijev ali
natrijev heparin kot antikoagulant in jo nato prenesete v epruvete za odvzem krvi QFT-
Plus Blood Collection Tubes. Kot krvni antikoagulant uporabite le litijev ali natrijev

heparin, saj drugi antikoagulanti ovirajo analizo. Epruvete opremite z napisi.
Priporocljivo je, da epruveto oznacite s ¢asom in datumom odvzema krvi.

Pomembno: Epruvete za odvzem krvi morajo imeti asu odvzema krvi sobno
temperaturo (od 17 do -25 °C).
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2. Napolnite epruveto za odvzem krvi z litijevim ali natrijevim heparinom (najman;si
volumen 5 ml) in jo nezno premeSaijte, tako da jo veckrat obrnete, da se litijev heparin
raztopi. Ta postopek mora opraviti usposobljeni flebotomist.

3. Moznosti Casa zadrzevanja in temperature za epruvete z litjevim ali natrijevim
heparinom pred prenosom in pricetkom inkubacije v epruvetah za odvzem krvi QFT-

Plus Blood Collection Tubes (glejte slike 1-3 Moznosti odvzema krvi).

Moznost 1 - Shranjevanje pri sobni temperaturi in ravnanje z epruvetami z litijevim ali
natrijevim heparinom. Kri, odvzeta v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom, se
lahko hrani pri sobni temperaturi (22 °C + 5 °C) najve¢ 16 ur od trenutka odvzema pred
prenosom v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes in nadaljnjo
inkubacijo.

Moznost 2 - Shranjevanje v hladilniku in ravnanje z epruvetami z litijevim ali natrijevim
heparinom

Pomembno: Korake postopka a-d morate upostevati zaporedno.

a. Kiri, odvzeta v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom, se lahko hrani pri sobni
temperaturi (17-25 °C) do 3 ure po odvzemu krvi.

b. Kri, odvzeta v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom, se lahko hrani
v hladilniku (2—-8 °C) do 48 ur.

c. Po hranjenju v hladilniku je treba epruvete z litijevim ali natrijevim heparinom pred
prenosom v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes pustiti na
sobni temperaturi (17-25 °C).

d. Alikvotirane epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes je treba

v dveh urah po odvzemu krvi prenesti v inkubator (37 °C).

Ce epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes niso v inkubaciji pri
temperaturi 37 °C neposredno po prenosu v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood
Collection Tubes in pretresanju, jih je treba pred inkubacijo pri temperaturi 37 °C
premesSati, tako da se 10-krat obrnejo na glavo. Skupni ¢as od odvzema krvi do
inkubacije v epruvetah za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes ne sme
preseci 53 ur.
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4. Prenos vzorca krvi iz epruvete z litijevim ali natrijevim heparinom v epruvete za odvzem

krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes:
a. Vsako epruveto za odvzem krvi QF T-Plus Blood Collection Tube ustrezno oznadite.

Zagotovite, da je mogoce po odstranitvi pokrovéka vsako epruveto (Nil, TB1, TB2
in Mitogen) prepoznati po etiketi ali kako drugace. Priporoéljivo je, da se zabelezeni
¢as in datum odvzema krvi preneseta iz epruvete z litijevim ali natrijevim heparinom
na epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes.

b. Preden se vzorci razdelijo v epruvete za odvzem krvi QFT Plus Blood Collection

Tubes, morate vzorce enakomerno premes$ati z rahlim obracanjem.

c. Porazdelitev bi morala biti izvedena aseptic¢no, z zagotovitvijo ustreznih varnostnih
ukrepov. Odstranite pokrovcke z vseh 4 epruvet za odvzem krvi QFT-Plus Blood
Collection Tubes in napolnite vsako z 1 ml krvi. Nato ponovno namestite pokrovcke
in premesajte, kot je opisano spodaj. Zagotovite, da je mogo€e po odstranitvi
pokrovEka vsako epruveto (Nil , TB1, TB2 in Mitogen) prepoznati po etiketi ali
kako drugace.

Epruvete premesSajte. Takoj po polnjenju epruvet za odvzem krvi QFT-Plus Blood

Collection Tubes jih desetkrat (10x) ustrezno pretresite, da se celotna notranja povrsina

epruvete prekrije s krvjo. Tako se raztopijo antigeni na stenah epruvete.

Premocno stresanje lahko povzro€i motnje gela in privede do napacnih rezultatov.

Po etiketiranju, polnjenju in pretresanju je treba epruvete v 2 urah prenesti v inkubator
(37°C£1°C). Ce epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes niso
v inkubaciji pri temperaturi 37 °C neposredno po prenosu v epruvete za odvzem krvi QFT-
Plus in pretresanju, jih je treba pred inkubacijo pri 37°C premesati, tako da se 10-krat (10x)
obrnejo na glavo. (Za moznosti odvzema krvi glejte slike 1-3 na nasledniji strani).

Epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes inkubirajte v STOJECEM
POLOZAJU pri 37 °C + 1 °C od 16 do 24 ur. CO2 ali vlaZenje pri tem nista potrebna.
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Odvzemite v epruvete za odvzem krvi QF T Plus Blood Collection Tubes in vzdrZujte pri sobni

VGQ Inkubirajte

Ponovno

temperaturi.

Odvzemite Pretresite

- | prisobni o pri 37 °C
|
kri epruvete \ temperaturi premeSajte E oc
1 mlv vsako 10-Krat (10x) Do 16 ur Obrnite, da Od 16 do 24 ur
epruveto QFT- pretresite premesate
Plus

Slika 1. Moznost odvzema krvi: Odvzemite neposredno v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection
Tubes in vzdrzujte pri sobni temperaturi.

Skupni ¢as od odvzema krvi v epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes do inkubacije pri 37 °C ne
sme preseci 16 ur.

Odvzemite v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom in vzdrZujte pri sobni temperaturi.

Odvzemie o sab Ponovno Prenesite provesto g, [ LIS
ki temperaturi premesajte QFT-Plus epruvete +1°C

> 5ml v epruveto Obrnite, da se Sobna temperatura Obrnite, da 1 mlv vsako 10-Krat (10x) 0d 16 do 24 ur
Zlitjevim ali heparin raztopi do 16 ur premesate epruveto pretresite
natrijevim QFT-Plus
heparinom

Slika 2. Moznost odvzema krvi: Odvzemite v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom in vzdrzujte pri sobni
temperaturi.
Skupni ¢as od odvzema krvi v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom do inkubacije pri 37 °C ne sme preseci 16 ur.

Odvzemite v epruvete z litijevim ali natrijevim heparinom in vzdrzujte pri temperaturi 2—-8°C.

Vzdrzujte - Pustite Prenesite '
Odvzemite pri sobni Vzdriujte na sobni pr:rﬂg\élgj?e v epruveto Pretresite
kri lemperaturi pri 2-8 °C temperaturi QFT-Plus epruvete

> 5ml v epruveto Obrnite, da se Do 3 ure Do 48 ur Pustite na sobni Obrnite, da 1 mlv vsako 10-Krat (10x) 0d 16 do 24 ur
Zlitijevim ali heparin raztopi temperaturi premesate epruveto QFT-Plus pretresite
natrijevim
heparinom

Slika 3. Moznost odvzema krvi: Odvzemite v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom in vzdrzujte pri
temperaturi 2-8 °C.
Skupni ¢as od odvzema krvi v epruveto z litijevim ali natrijevim heparinom do inkubacije pri 37 °C ne sme preseci 53 ur.
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Navodilo za uporabo

1. faza — inkubacija vzorca krvi in odvzem plazme

Potrebna oprema, ki je vklju€ena v dobavo

® Epruvete za odvzem krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes (glejte 3. poglavje)

Potrebna oprema, ki ni vklju€ena v dobavo

e Glejte 3. poglavje

Postopek

. Ce epruvet ne inkubirate takoj po odvzemu, jih morate neposredno pred

inkubacijo premesati, tako da jih 10-krat obrnete na glavo.

Epruvete inkubirajte v STOJECEM POLOZAJU pri 37 °C £ 1 °C od 16 do 24 ur. CO:
ali vlazenje pri tem nista potrebna.

Po inkubaciji pri 37 °C lahko epruvete za odvzem krvi pred centrifugiranjem do
3 dni hranite pri temperaturi od 4 do 27 °C.

Po inkubaciji epruvet pri 37 °C opravite 15-minutno centrifugiranje pri od 2000 do
3000 x g RCF (g), kar olajSa odvzem plazme. Vti¢ z gelom bo celice lo¢il od
plazme. Ce se to ne zgodi, ponovno centrifugirajte epruvete.

Odvzem plazme je mogo¢ tudi brez centrifugiranja, vendar je treba pri tem postopati
zelo previdno, ker to lahko povzro&i motnje pri odvzemu celice.

Vzorce plazme odvzemajte le s pomocjo pipete.

Pomembno: Po centrifugiranju se izogibajte pipetiranju gor in dol ali kakrSnemu kol
mesSanju plazme pred odvzemanjem. Vseskozi pazite, da ne posSkodujete materiala na

povrsini gela.
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Vzorci plazme se lahko iz epruvet za odvzem krvi prenesejo neposredno v plo§¢o QFT-
Plus ELISA, tudi pri uporabi avtomata ELISA.

Vzorce plazme je mogoce do 28 dni hraniti pri temperaturi 2—8 °C oziroma dalj ¢asa pri

temperaturi, nizji od —20 °C, ¢e se plazma odvzame.

Za primerne testne vzorce odvzemite vsaj 150 ul plazme.

2. faza — IFN--y ELISA

Potrebna oprema, ki je vklju€ena v dobavo

e Komplet QFT-Plus ELISA (glejte 3. poglavje)

Potrebna oprema, ki ni vklju€ena v dobavo

® Gilejte 3. poglavje.
Postopek

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

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

Zagotovite vsaj 1 trak za standarde QFT-Plus in zadostno Stevilo trakov za Stevilo
testiranih oseb (glejte sliko Slika 5). Po uporabi okvir shranite za uporabo z ostalimi

trakovi.

3. Rekonstituirajte standardni IFN-y s koli€ino deionizirane ali destilirane vode, ki je
navedena na etiketi steklenicke. Previdno premesajte steklenicko (da se vsebina
¢im manj peni) in preverite, ali se je vsebina popolnoma razpustila.
Z rekonstitucijo standarda v kompletu na navedeni volumen pripravite raztopino
s koncentracijo 8,0 IE/ml.
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Pomembno: rekonstituiran volumen standarda kompleta se bo med serijami razlikoval.
Uporabite rekonstituiran standard kompleta za izdelavo 1 od 2 serij, ki ji sledi
1 od 4 serij raztopine IFN-y v zeleni raztopini (Green Diluent, GD) (glejte sliko Slika 4).
S1 (standard 1) vsebuje 4,0 IE/ml, S2 (standard 2) vsebuje 1,0 IE/ml, S3 (standard 3)
vsebuje 0,25 IE/ml in S4 (standard 4) vsebuje 0 IE/ml (samo GD). Standardi morajo biti
analizirani vsaj podvojeno. Za vsak postopek ELISA izdelajte novo razredcilo standarda
kompleta.

Priporoc¢en postopek za podvojene standarde

4 epruvete opremite z napisi ,S1%, ,S2%, ,S3", ,S4".

Dodajte 150 yl GD v S1, S2, S3, S4.

Dodaijte 150 pl standarda kompleta v S1 in skrbno premesaijte.
Prenesite 50 pl iz S1 v S2 in skrbno premesaijte.

Prenesite 50 pl iz S2 v S3 in skrbno premesaijte.

Samo GD velja kot ni¢ni standard (S4).

150 I
50 pl 50 pl

[0 |

Rekonstruirani  Standard 1 Standard 2 Standard 3  Standard 4
komplet 4,0 1,0 0,25 0
Standard E/ml IE/ml IE/ml IE/ml
(zelena raztopina)

Slika 4. Priprava standardne krivulje.
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4. Rekonstituirajte liofiliziran koncentrat konjugata 100x z 0,3 ml deionizirane ali

destilirane vode. Previdno premesajte steklenicko, da je penjenja ¢im manj, in

preverite, ali se je konjugat popolnoma razpustil.

Konjugat je pripravljen za uporabo, ko potrebno koli¢ino rekonstituiranega koncentrata

konjugata 100x razredCite v zeleni raztopini (Preglednica 1. Priprava konjugata).

Koncentrata konjugat 100x, ki ga ne potrebujete, takoj po uporabi shranite pri

temperaturi od 2 do 8 °C. Kot razredc€ilo uporabljajte samo zeleno raztopino.

Preglednica 1. Priprava konjugata

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

5.Vzorce plazme, ki jih odvzamete iz epruvet za odvzem krvi in nato shranite

(ohlajene ali zamrznjene), pred dodajanjem v vdolbino ELISA premesajte.

Pomembno: e vzorce plazme dodate neposredno iz centrifugiranih epruvet QFT-Plus,

kakrsno koli mesanje plazme ni primerno. Vseskozi pazite, da ne poSkodujete materiala

na povrsini gela.

6. Z veckanalno pipeto dodajte v vdolbine ELISA po 50 ul sveze pripravijenega

konjugata.
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7. Z veckanalno pipeto dodajte 50 pl testnih vzorcev plazme v ustrezne vdolbine
(glejte priporoéeno postavitev plosée na Slika 5). Nazadnje dodajte $e po 50 pl

standardov od 1 do 4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1N 3N 5N 7N 9N S1 S1 13N 15N 17N 19N 21N
1 3 5 7 9TB1 S2 S2 13 15 17 19 21
TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1
C 1 3 5 7 9TB2 S3 S3 13 15 17 19 21
TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2

D 1M 3M 5M 7™ 9M S4 S4 13 M 15M 17 M 19M  21M
2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N

F 2 4 6 8 10 11 12 14 16 18 20 22
TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1 TB1
G 2 4 6 8 10 1" 12 14 16 18 20 22

TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2 TB2
H 2M 4M 6M 8M 10M 1M 12M 14 M 16 M 18M 20M 22M

Slika 5. Priporocena postavitev vzorcev (22 testov na plosSc¢o)
S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3), S4 (standard 4)
1 N (1. vzorec, Nil plazma), 1 TB1 (1. vzorec, TB1 plazma), 1 TB2 (1. vzorec, TB2 plazma), 1 M (1. vzorec, plazma

Mitogen)

8. Vsako plosco pokrijte ter konjugat in vzorce plazme/standarde 1 minuto skrbno
mesSajte v vibratorju za mikroplosce. Preprecite Skropljenje.

9. Vsako plosc¢o pokrijte in jih 120 * 5 minut inkubirajte pri sobni temperaturi
(22 £ 5 °C).
Med inkubacijo morajo biti ploS¢e zascitene pred neposrednimi sonénimi zarki.

10. Med inkubacijo razredcite en del koncentrata pralnega pufra 20x z 19 deli
deionizirane ali destilirane vode in skrbno premesajte. Ob dobavi je prilozenega
dovolj koncentrata pralnega pufra 20x za izdelavo 2 litrov delovne raztopine
pralnega pufra.

Vdolbine najmanj 6-krat operite s 400 ul pralnega pufra, pripravljenega za uporabo.
Priporo¢amo uporabo pralnega avtomata za mikroploSce.
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Temeljito pranje je zelo pomembno za ucinkovitost testiranja. Pri vsakem pralnem
ciklusu preverite, ali so vdolbine popolnoma napolnjene s pralnim pufrom, torej do
zgornjega roba. Med posameznimi pralnimi ciklusi priporo¢amo fazo namakanja, ki naj
traja vsaj 5 sekund.

V lovilno posodo za odpadno tekocino dajte standardno razkuzilo, ki se uporablja
v laboratorijih. Poleg tega upostevajte navodila za dekontaminacijo potencialno

kuznega materiala, ki veljajo v vaSem laboratoriju.

11. Plo$c¢e z vdolbinami, obrnjenimi navzdol, potresite nad brisaco z malo bombaznih
vlaken in tako odstranite ostanke pralnega pufra. V vsako vdolbino nato dodajte
100 pl raztopine encimskega substrata, pokrijte vsako ploS€o in premesajte
plosco v vibratorju za mikroplosce.

12. Vsako plosco pokrijte in jih 30 minut inkubirajte pri sobni temperaturi (22 £ 5 °C).
Med inkubacijo morajo biti ploS¢e za&Citene pred neposrednimi sonénimi Zarki.

13. Po 30-minutni inkubaciji nalijte v vsako vdolbino 50 pl raztopine za blokiranje

encimov in premesajte.

Raztopino za blokiranje encimov dodajajte v vdolbine v enakem zaporedju in priblizno

enako hitro kot substrat v 11. koraku.

14. S ¢italnikom za mikroplosce izmerite opti€no gostoto (Optical Density, OD) vsake
vdolbine v 5 minutah po dodajanju raztopine za blokiranje — pri tem uporabljajte
filter s 450 nm in referencni filter z med 620 in 650 nm. Za izra¢unavanje rezultatov
se uporabijo vrednosti OD.
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|zraCunavanje in interpretacija rezultatov

Programska oprema za analizo QFT Plus se lahko uporablja za analizo neobdelanih
podatkov in izraCun rezultatov. Na voljo je na splethem mestu www.QuantiFERON.com.

Uporabite najnovejSo razliico programske opreme QFT-Plus za analizo.

Programska oprema izvaja kontrolno oceno kakovosti testiranja, izdela standardno krivuljo
in za vsako testirano osebo posreduje rezultat, kot je opisano v poglavju ,Interpretacija

rezultatov”.

Pri alternativni uporabi programske opreme QFT-Plus za analizo podatkov se lahko rezultati

izraCunavajo tudi po spodaj opisani metodi.
Izdelava standardne krivulje

(Ce ne uporabljate programske opreme za analizo QFT-Plus)

Ugotovite srednje vrednosti OD pri ponovitvah standarda kompleta na vsaki ploS¢i.

Izdelajte standardno krivuljo loge)-logee) z grafiénim prikazom srednje vrednosti OD loge) (y 0s)
proti log(e) koncentracije standarda IFN-y v IE/ml (x 0s); ni¢ni standard pri tem izpustite. S pomocjo

regresivne analize izraCunaijte linijo, ki se oblikovno najbolj prilagaja standardni krivulji.

S pomocjo standardne krivulje izraunajte koncentracije IFN-y(IE/ml) za vsak testirani vzorec
plazme, pri ¢emer uporabite vrednost OD vsakega vzorca.

Za te izraCune lahko uporabljate pakete programske opreme, ki so v ponudbi za bralnike
mikroploS¢&, oziroma standardne programe z razpredelnicami ali statistiéne programe
(na primer Microsoft® Excel®). Uporabo teh paketov programske opreme priporo¢amo za
izracunavanje regresijske analize in variacijskih koeficientov (coefficient of variation, % CV)

za standard ter korelacijskih koeficientov (r) za standardno krivuljo.

30 Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019


http://www.quantiferon.com/

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 nasledniji kriteriji:

® Srednja vrednost OD standarda 1 mora biti = 0,600.
® % CV repliciranih vrednostih OD standarda 1 in standarda 2 mora biti < 15 %.

® Replicirane vrednosti OD standarda 3 in standarda 4 ne smejo za ve¢ kot 0,040 enote
OD odstopati od srednje vrednosti vsakega od nijiju.

e Korelacijski koeficient (r), izracunan iz srednjih absorpcijskih vrednosti, mora biti = 0,98.

Programska oprema za analizo QFT-Plus izracuna parametre kontrole kakovosti in o njih

poroca.
Ce ti kriteriji niso izpolnjeni, je test neveljaven in ga je treba ponouviti.
Srednja vrednost OD niénega standarda (zelene raztopine) mora biti < 0,150. Ce je srednja

vrednost OD > 0,150, priporo¢amo, da preverite postopek za pranje plosc.
Interpretacija rezultatov

Rezultati QF T-Plus se interpretirajo po naslednjih merilih ( Preglednica 2):

Pomembno: za postavljanje in izkljuCevanje diagnoze tuberkuloze ter ocenjevanje

verjetnosti LTBI je potrebno upoStevati kombinacijo ugotovitev anamneze ter

epidemioloskih, medicinskih in diagnosti¢nih preiskav pri interpretiranju rezultatov QF T-Plus.

Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019 31



Preglednica 2. Interpretacija rezultatov QFT-Plus

Nil TB1 minus Nil TB2 minus Nil Mitogen Rezultati QFT-  Poro¢ilo/interpretacija
(IE/ml) (IE/ml) (IE/mI) minus Nil Plus
(IE/mI)*
20,35in225% poljubno ;
vrednosti Nil okuzba
poljubno Pozitivno® z M. tuberculosis je
poljubno 20,35in225% verjetna
vrednosti Nil
<8,0 <0,35ali=0,35 <0,35ali=0,35 20,5 Negativno okuzba
in<25% in<25% z M. tuberculosis
vrednosti Nil vrednosti Nil NI verjetna
<0,35ali20,35 <0,35ali 20,35 <0,5 nejasno* Verjetnosti okuzbe
in<25% in<25% z M. tuberculosis ni
vrednosti Nil vrednosti Nil mogoce dologiti
> 8,08 Poljubno Nejasno* Verjetnosti okuzbe

z M. tuberculosis ni
mogoce dolociti

* Reakcije na pozitivno kontrolo Mitogen (in ob&asno antigenov TB) so lahko zunaj obsega bralnika mikroplo$¢€. To ne
vpliva na rezultate testa. Vrednosti > 10 ml programska oprema QFT-Plus sporo¢i kot > 10 IE/ml.

T Ce ni suma na okuzbo z M. tuberculosis, je mogoe prvotno pozitivne rezultate potrditi s ponovnim testiranjem
podvojenih izhodi$énih vzorcev plazme v QFT-Plus ELISA. Ce je ponovijeni test enega ali obeh podvojenih
primerkov pozitiven, se test posameznika obravnava kot pozitiven.

¥ Mozne vzroke poisgite v poglavju ,Odpravljanje tezav*“.
§$V klini¢nih tudijah je imelo manj kot 0,25 % subjektov za vrednosti Nil ravni IFN-y > 8,0 IE/ml.

Velikosti izmerjene ravni IFN-y ni mogocCe postaviti v soodnosnost s fazo ali stopnjo okuzbe,
ravnjo imunske reakcije ali verjetnostjo za napredovanje v aktivho bolezen. Pozitivha
reakcija na TB pri osebah, ki so negativne na Mitogen je redka, vendar se je pojavila pri
bolnikih s TB. To pomeni, da je reakcija IFN-y na antigen TB vecja od reakcije na Mitogen,
kar je mogoce, ker raven Mitogen ne stimulira maksimalno limfocitov, da proizvajajo IFN-y.
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Interpretacija

Potrditev

Ne

TB1 - Nil in/ali TB2 -Nil
20,35 IE/m

I

Ne TB1 - Nil in/ali TB2 -Nil
2 25 % vrednosti Nil IE/mI*
l Da
Da Ne
Mitogen — Nil < 0,50 IE/ml - "

in/ali Nil > 8,0 IE/ml — Nejasno — Nil =8.0 IE/ml

Ne 1 l, Da
Negativno Pozitivho

* Za veljavno vrednost TB1 minus Nil ali TB2 minus Nil mora biti koli¢ina = 25 % ni¢ne vrednosti IE/ml iz iste
epruvete kot izhodi$¢ni rezultat = 0,35 IE/ml.

Slika 6. Interpretacija diagrama poteka QFT-Plus
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Omegjitve

Rezultate testa QFT-Plus je treba obravnavati v kombinaciji z epidemiologijo vsakega

pacienta, njegovim trenutnim zdravstvenim stanjem in drugimi diagnosti€¢nimi preiskavami.

Rezultati pri posameznikih z vrednostmi Nil, vi§jimi od 8,0 IE/ml, so uvrS§€eni v kategorijo
,nejasno’, saj je lahko 25-odstotno visja reakcija na antigene TB zunaj merilnega obsega
analize.

Vzroki za nezanesljive ali nejasne rezultate so lahko nasledniji:

e Odstopanja od postopka, ki je opisan v navodilih za uporabo
e Cezmerne ravni krozenja IFN-y ali prisotnost heterofilnih protiteles

® Vec kot 16 ur med odvzemom vzorca krvi in inkubacijo pri 37 °C. To se ne uporablja,

Ce uporabljate epruvete z litijevim ali natrijevim heparinom pri temperaturi 2-8 ° C.
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Znadilnostiucinkovitosti
Klinine Studije

Ker za diagnozo LTBI ne obstaja noben dokonéen standard, analiza ob¢&utljivosti in specifike
testa QFT-Plus prakti¢no ni mogoca. Specifika QFT-Plus je bila priblizno izra¢unana z oceno
laznih pozitivnih stopenj pri osebah z nizko stopnjo tveganja (ni znanih dejavnikov tveganja)
okuzbe s tuberkulozo. Obcutljivost je bila priblizno izraunana z ocenjevanjem skupine

bolnikov, pri katerih je bila s kulturami potrjena aktivna tuberkuloza.

SpecifiCnost

Izvedena je bila Studija ocene specifike QFT-Plus pri 409 osebah. Z uporabo standardizirane
ankete so v Casu testiranja dolo€ili demografske informacije in dejavnike tveganja za
izpostavljenost TB.

V povzetku ugotovitev v 2 skupinah bolnikov z nizko stopnjo tveganja (ni znanih dejavnikov
tveganja) okuzbe s tuberkulozo je skupna specifika QFT-Plus znaSala 97,6 % (399/409)
(Preglednica 3 in Preglednica 4).

Preglednica 3. Rezultati Studije specifike QFT-Plus glede na mesto izvajanja Studije

Studija Pozitivho Negativno Nejasno Specifika (95 % CI)
Japonska 4 203 0 98% (95-100%)
Avstralija 6 196 0 97% (94-99%)
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Preglednica 4. Rezultati Studije specifike QFT-Plus glede na epruveto antigena TB

Studija TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitivno 5 10 10

Negativno 404 399 399

Nejasno 0 0 0

Specifika (95 % Cl) 98,8% (97,2-99,6) 97,6% (95,6-98,8) 97,6% (95,6-98,8)

Obcutljivost na aktivno TB

Dokonc&en standardni test za LTBI ne obstaja, toda primerno nadomestilo zanj je ugotavljanje
mikrobioloSke kulture M. tuberculosis, saj so bolniki s to boleznijo po definiciji okuzeni.
Posameznike s sumom na TB na 4 mestih izvajanja Studije v Avstraliji in na Japonskem, pri
katerih so pozneje s kulturami potrdili okuzbo z M. tuberculosis, so testirali, da bi ocenili
obdcutljivost na QFT-Plus (Preglednica 5 in Preglednica 6). Bolniki so pred odvzemom krvi
za testiranje QFT-Plus prejeli manj kot 14 dni zdravljenja.

V povzetku ugotovitev v 4 skupinah bolnikov, ki so imeli pozitivne kulture M. tuberculosis, je
skupna obcutljivost QF T-Plus za aktivno TB znasSala 95,3 % (164/172). V 4 skupinah je bilo
159 bolnikov pozitivnih z epruvetami TB1 in TB2, 1 bolnik je bil pozitiven samo z epruveto
TB1, in 4 bolniki so bili pozitivni samo z epruveto TB2. Skupaj je bilo nejasnih 1,1 % (2/174)
rezultatov. Rezultat TB2 je pravilno prepoznal 1 s kulturo potrjenega bolnika, pri katerem bi
bil rezultat samega TB1 nejasen (nizka vrednost Mitogen) (glejtePreglednica
5 in Preglednica 6).

Preglednica 5. Rezultati Studije obcutljivosti QFT-Plus glede na mesto izvajanja Studije

Mesta izvajanja Pozitivho Negativno Nejasno Obgéutljivost QFT-Plus*
Studije (95 % CI)

Japonska 1 36 7 0 84% (69-93)

Japonska 2 53 1 2 98 % (90-100)
Japonska 3 54 0 0 100% (93-100)
Avstralija 21 0 0 100% (84-100)

* Obcutljivost temelji na skupnem Stevilu veljavnih testov brez upostevanja nejasnih rezultatov.

36 Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019



Preglednica 6. Rezultati Studije obcutljivosti QFT-Plus glede na epruveto antigena TB

TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitivno 160 163 164
Negativno 11 9 8
Nejasno 3 2 2
Obgutljivost! 93,6% (88,8-96,7) 94,8% (90,3-97,6) 95,3% (90,9-97,9)
(95 % Cl)

* Obcutljivost temelji na skupnem Stevilu veljavnih testov brez upostevanja nejasnih rezultatov.

Opazene porazdelitve reakcij — stratifikacija tveganja

Razlicne reakcije IFN-y na TB1, TB2 in kontrolne epruvete so bile opazene pri klinicnih
raziskavah in stratificirane glede na tveganje okuzbe z M. tuberculosis (slike 7-9). Skupino
z meSano stopnjo tveganja sestavljajo osebe, ki predstavljajo sploSno populacijo testiranja,
vklju€no z osebami z ali brez dejavnikov tveganja za izpostavljenost TB, pri kateri aktivna
TB ni verjetna (tj. LTBI).

Stevilo oseb
400 A
300 +
200 A
100 A

oAU

N1
<0,1:0,35-1,02,0-3,0-4,05,06,07,08,9,0-1= 10,0

IFN-y (IE/ml)

Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA 04/2019 37



Stevilo oseb
200 1

150 A

100

50 4
o L B

T T T T T T T 1
N1
<O, 1.0,35-1,02,0-3,04,05,06,0.7,0-8,0,0-1- 10,0

IFN-y (IE/ml)

Stevilo oseb
Q0 71—

60 A

30 A
0 T ||—||ﬁ|'_||

N1
~0,1.0,35-1,02,0-3,0-4,05,06,07,0-8,9,0-1t> 10,0

T T T T 1

IFN-y (IE/ml)

Slika 7. Porazdelitev vrednosti Nil. A. Porazdelitev vrednosti Nil pri populaciji z nizko stopnjo tveganja (n = 409).
B. Porazdelitev vrednosti Nil pri populaciji z mesano stopnjo tveganja (n = 194). C. Porazdelitev vrednosti Nil pri
populaciji s kulturno potrjeno okuzbo z M. tuberculosis (n = 174).
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Stevilo oseb

A -

o0 aTB1
300 - B TB2
200 -+
100 A

0 I._I,"IT_H'l T T T T T T T T T 1
4,0- -2 N
01035102030450607089011> 10,0
IFN-y (IE/ml)
Stevilo oseb
200 7 O8]
150 4 @182
100 -
50 -
O Il_Dlj—ﬂl T T T T T T T f_sl
<0 4,0- -8 N
0,1 0351020304306070890 10,0
IFN-y (IE/ml)
Stevilo oseb
207 OTB]
O TB2

20 A

10 +

O .

4,0- n
010351 0203O4u50607098901'> 10,0

IFN-y (IE/ml)
Slika 8. Porazdelitev vrednosti TB1 in TB2 (odSteta ni€na vrednost). A. Porazdelitev vrednosti TB1 in TB2
(odsteta ni¢na vrednost) pri populaciji z nizko stopnjo tveganja (n = 409). B. Porazdelitev vrednosti TB1 in TB2
(odsteta ni¢na vrednost) pri populaciji z mesano stopnjo tveganja (n = 194). C. Porazdelitev vrednosti TB1 in TB2
(odsteta ni¢na vrednost) pri populaciji s kulturno potrjeno okuzbo z M. tuberculosis (n = 174).
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Stevilo oseb

400 A
300 -
200 A
100
0 T T T T T T T T T T P T L T 1
<01 4,0:5,06,07,0-2 0
0,1-0,35-1,O-2,O—3,0—£'L,U5'Oé'o 0 8,2,0-1 10,0
IFN-y (IE/ml)
Stevilo oseb
200 A
150 +
100 4
50
0 T T T T T T T T T T 1
<01 4,0-5,0-6,07,0-8 N
0,1:0,351,02,03,0a,u" "' 8,9,0-1> 10,0
IFN-y (IE/ml)
Stevilo oseb
90 7
60 1
30 A
O '_|||_|\H||_|||_|||_]\|_‘|r_1|'_‘|'_ll'_|l

<01 4,0-5,06,07,0-8 0
0,1-0,35.1,0.2,0-3,0-A,u5'06'0 0 8,9,0-1> 10,0
IFN-y (IE/ml)

Slika 9. Porazdelitev vrednosti Mitogen (odsteta ni€na vrednost). A. Porazdelitev vrednosti Mitogen (odsteta
ni¢na vrednost) pri populaciji z nizko stopnjo tveganja (n = 409). B. Porazdelitev vrednosti Mitogen (odsteta ni¢na
vrednost) pri populaciji z meSano stopnjo tveganja (n = 194). C. Porazdelitev vrednosti Mitogen (odSteta ni¢na
vrednost) pri populaciji s kulturno potrjeno okuzbo z M. tuberculosis (n = 169).
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IFN-y (IE/ml)

E -
6 -
4 4
2 1 5
0 Aiaska ,_:". s T
e :!-
-2 4 .
sl i
T T T
Nizka Mesana stopnja  Aktivna TB
stopnja tveganja
tveganja  Tyeganje okuzbe z
MTB

Slika 10. Opazena razlika med vrednostmi TB1 in TB2 (odsSteta ni¢na vrednost), stratificirana glede na tveganje.
Populacija z nizko stopnjo tveganja (n = 409), populacija z me$ano stopnjo tveganja (n = 189) in populacija s kulturno
potrjeno okuzbo z M. tuberculosis (n = 141). Vrednosti TB1 so bile odstete od vrednosti TB2. Osebe z vrednostmi TB1
ali TB2 > 10,0 IE/ml so bile izklju¢ene, ker so bile zunaj linearnega obsega testa.

Znacilnosti izvedbe testa

QFT-Plus ELISA je dokazano linearna z naklju¢no postavitvijo 5 replikacij 11 skupin znanih
koncentracij IFN-y na ploS€o ELISA. Linearna &rta regresije ima nagib 1,002 + 0,011 in
koeficient korelacije 0,99 (Slika 11).

Meja zaznavanja QFT-Plus ELISA je 0,065 IE/ml in ni opaziti krivulje zaradi ucinka
visoke- koncentracije (prozonski) pri koncentracijah IFN- y10.000 IE/ml.

111 '
104 g
o
B
7+
6
Jolocena stopnja IFNS(IE/mI)
4
34

T L4 L) LJ L L4 L) LJ L L L)
91 2 3 45 6 7T 8 9101
Pri¢akovana stopnja IFN-y (IE/ml)

Slika 11. Profil linearnosti QFT-Plus ELISA
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Intra- in inter-testna nenatancnost (% CV) QFT-Plus ELISA je bila ocenjena s testiranjem
20 vzorcev plazme z razliénimi koncentracijami IFN-y s 3 replikacijami, v 3 razli¢nih
laboratorijih, v 3 ne-zaporednih dneh in s strani 3 razli¢nih ponudnikov. Vsak vzorec je bil
tako testiran 27-krat, v 9 neodvisnih testiranjin. En vzorec je bil ni€na kontrola z izraCunano
koncentracijo IFN-y 0,08 IE/mI (95 % CI: 0,07-0,09). Od preostalih 19 vzorcev plazme so
bile koncentracije v razponu od 0,33 (95 % CI: 0,31-0,34) do 7,7 IE/ml (95 % CI: 7,48-7,92).

Intra-testna nenatannost ali nenatanénost znotraj testiranja je bila izraCunana
s povpreckom % CV za vsako testno plazmo z IFN-y v vsakem testiranju (n = 9) v razponu
nenatancnosti od 4,1 do 9,1 % CV. Povprecje znotraj testiranja kovariance (+ 95 % Cl) je
bilo 6,6 % * 0,6 %. Povprecje ni¢elne IFN-Y plazme je bilo 14,1 % CV.

Skupna nenatanénost ali nenatanénost med testi je bila doloCena s primerjavo
27 izraCunanih koncentracij IFN-y za vsak vzorec plazme. Nenatancnost med testi je bila
v razponu od 6,6 do 12,3 % CV. Skupno povprecje % CV (x 95 % Cl) je bilo 8,7 £ 0,7 %.
Povprecek nicelne IFN-y plazme je bil 26,1 %CV. Ta stopnja odklona je priCakovana, ker je

izracunana koncentracija IFN-y nizka, tako da bo odklon okoli nizke ocenjene koncentracije

Zmoznost reprodukcije testa QFT-Plus je bila dolo€ena z vzorci krvi 102 oseb z meSano
stopnjo tveganja za okuzbo z M. tuberculosis. Ocenjeni so bili trije razli€ni ponudniki in

laboratorijski pogoji.

Pri vsaki osebi so bila uporabljena skupaj 3 diagnosti¢na dolo€anja, skupaj 306 pri vseh
osebah. Skupna zmoznost reprodukcije diagnostike je bila 99 % (95 % ClI: 97,2-99,7), pri
C¢emer se je rezultat diagnostike ujemal s 303 dolo€anji od 306. Rezultati 3 oseb, ki so bili

blizu mejnih vrednosti, so se Steli za vse variacije.
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Diagnoza LTBI

Objavljenih je bilo ve¢ studij, ki prikazujejo delovanje QFT, predhodnika QF T-Plus, v razli¢nih

populacijah, pri katerih obstaja tveganje za okuzbo z MTB. Osnovne ugotovitve nekaterih

izbranih Studij so prikazane v Preglednica 7.

Preglednica 7. Izbrane objavljene Studije o QFT

otroki, mlaj$imi od 5 let (45-46), z vi§jo
pravilnostjo kot IGRA na osnovi ELISpot (8).
Trenutno najvecja Studija s primerjavo testov
QFT in TST pri otrocih iz Viethama, Filipinov in
Mehike podpira prednostno uporabo testov QFT
pred testi TST za testiranje otrok, rojenih v tujini,
za LTBI (46). Studija omejenih stikov kaze
boljo napovedno vrednost testa TST pri

otrocih (47) in 8-krat vecje tveganje za
napredovanje v TB v dveh letih med konverterji
QFT v primerjavi z nekonverterji (48). QFT-
negativna/TST-pozitivna neskladnost je visoka
pri otrocih, cepljenih s cepivom BCG (46, 49),
vendar pri otrocih, mlajsih od 5 let (49), ni bilo
vpliva na reakcijo na Mitogen. Prav tako je bila
stopnja nejasnih rezultatov pri rutinskem
pregledu otrok imigrantov nizka (46).

Nosecnost V okoljih z nizko obremenitvijo je test QFT 6
enako zmogljiv v vseh trimesecjih nose¢nosti
(pri emer so rezultati primerljivi z Zenskami, ki
niso nosece), pri Eemer je veliko bolj specificen,
vsaj tako obdutljiv in morda bolj$i napovednik
napredovanja bolezni kot test TST (50).

V okoljih z vi§jo obremenitvijo je bil test QFT
bolj stabilen skozi celotno nosecnost in je
natanéneje dologil priblizek prevalence LTBI
v ozadju v primerjavi s testom TST, ¢eprav so
avtorji zakljugili, da nose¢nost vpliva tako na
QFT kot TST (51).

Populacija/pogoj I1zidi in ugotovitve Skupno Stevilo objavljenih
Studij
Pediatrija Dokazano delovanje pri otrocih, vkljuéno z 152

Preglednica se nadaljuje na nasledniji strani
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Preglednica 8. Izbrane objavljene studije o QFT (nadaljevanje)

Populacija/pogoj 1zidi in ugotovitve Skupno Stevilo objavljenih
Studij
HIV/AIDS Okuzba s HIV vpliva na teste IGRA in TST, 101

pri emer Stevilo dokazov kaze, da je treba
rezultate s Stevilom celic CD4+ < 200
interpretirati s previdnostjo (52). U€inkovitost
testa QFT je vecja od ucinkovitosti IGRA na
osnovi ELISpot in TST (563-55). Ena sama
uporaba testa IGRA presega tezave s testom
TST glede slabih rezultatov pri tej

populaciji (53).

Imunosupresivne Na test QFT imajo imunosupresivne terapije 112
terapije manijsi u¢inek kot na test TST, pri Eemer

je soodnosnost s faktorji tveganja za TB

bolj$a (23, 27). Test QFT je visoko obcutljiv pri

bolnikih z revmatskimi obolenji (23, 56, 57) in

ima visjo specifiko kot TST, saj zmanjSuje lazne

pozitivne rezultate in nepotrebno zdravljenje,

do katerih bi pri$lo pri testu TST (23, 57, 58).

Zdravstveni delavci QFT se je izkazal za bolj specificnega z manjsim 111
Stevilom laznih pozitivnih rezultatov kot TST in
je stroSkovno ucinkovitejsi od TST (59-62).
Variabilnost ob pragu je pricakovana ugotovitev
pri serijskem testiranju zaradi dihotomne mejne
vrednosti in povezane spremenljivosti bioloSkega
testa (63). Studije so pokazale vi§jo stopnjo
konverzije/povrnitve kot TST pri serijskem
testiranju zdravstvenih delavcev z nizko stopnjo
tveganja (64, 65). Center za nadzor in
preprecevanje bolezni v ZDA priznava, da lahko
milejSi kriteriji za doloc¢anje konverzije IGRA
proizvedejo vecjo konverzijo od opazene s
strozjimi kvantitativnimi kriteriji za TST, pri ¢emer
so se strategije ponovnega testiranja izkazale za
ucinkovite pri upravljanju fenomena
konverzije/povrnitve (65—68).

Stiki s TB Visji PVP in NPV kot pri testu TST (47); korist 89
enega obiska pri osebah, ki se verjetno ne
bodo vrnile (63), bolj$a korelacija do
izpostavljenosti (69), ki je posebej zabelezena
pri osebah, cepljenih s cepivom BCG, in pri
populacijah v drzavah, kjer se uporablja
BCG (70, 71).

Presajanje Izkazal se je za vsaj tako ucinkovitega kot TST, 23
vendar je vpliv kon¢ne odpovedi organov nanj
manjsi kot na TST (22).

Preglednica se nadaljuje na nasledniji strani
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Preglednica 9. Izbrane objavljene studije o QFT (nadaljevanje)

Populacija/pogoj Izidi in ugotovitve

Skupno Stevilo objavljenih
Studij

Sladkorna bolezen Nasprotujo€i si dokazi iz majhnega Stevila
publikacij z omejenim $tevilom oseb. Studija
v okolju z nizko obremenitvijo je odkrila, da
ob¢utljivost QFT ni slab8a zaradi sladkorne
bolezni pri bolnikih s TB (72). Studija iz
Tanzanije v okolju z visoko obremenitvijo,
ki kaze negativen vpliv sladkorne bolezni na
proizvodnjo IFN-y, ni upoStevala dejavnikov,
kot so okuzbe s HIV in helminti (73). Studije
v Vietnamu z 838 sladkornimi bolniki s TB na
podlagi samoporocanja, ki imajo aktivno TB na
podlagi nenormalnih rentgenskih slik plju¢ ali
potrjeno s kulturami (n = 128), kazejo, da je bila
pozitivnost testa QF T enaka ali ve¢ja od mejnih
vrednosti testa TST 10 in 15 mm (74).

Konéna odpoved Pozitivni rezultati testa QFT imajo vecjo
ledvic soodnosnost z dejavniki tveganja za TB kot test
TST in so manj povezani z BCG (75).

Migranti Studije kaZejo, da BCG in starost ne vplivata na
test QFT kot v primeru testa TST (74). QFT
je dokazano najbolj stroSkovno uéinkovita
metoda (76). V okoljih z nizko obremenitvijo
je vecina obolelih s TB rojenih v tujini in z
reaktivirano latentno TB po prihodu (77).
Trenutno najvecja Studija s primerjavo testov
QFT in TST pri otrocih imigrantov podpira
prednostno uporabo testov QFT pred testi
TST za testiranje otrok, rojenih v tujini, za
latentno okuzbo s TB (46).

9
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Tehnicne informacije

Nejasni rezultati

Nejasni rezultati so neobi€ajni in povezani s stanjem imunosti testiranega posameznika,
vzrok zanje pa so lahko tudi naslednji tehni¢ni dejavniki, e zgornja navodila za uporabo niso

upostevana.

Pri domnevnih tehniénih tezavah pri shranjevanju reagentov, odvzemu krvi ali med
rokovanjem z vzorci krvi je treba celoten test QFT-Plus ponoviti z novim vzorcem krvi. Ce
sumite, da je pri testu ELISA stimuliranih vzorcev plazme prislo do neustreznega pranja ali
drugih odstopanj od postopka, ga lahko ponovite. Nejasni rezultati, ki si jih lahko razlagamo
z nizkimi vrednostmi Mitogen ali visokimi vrednostmi Nil, se pri ponovnem testiranju ne smejo
ponoviti, razen Ce je pri testu ELISA priSlo do napake. Nejasni rezultati morajo biti tudi
sporo€eni kot taki. Zdravniki se lahko odlocijo ponovno odvzeti vzorec ali izvesti druge

postopke, kot je primerno.

Vzorci striene plazme

Ce se med dolgotrajnim shranjevanjem vzorcev plazme pojavijo fibrinski strdki, vzorce

centrifugirajte do usedline strjenega materiala in s tem olajSajte pipetiranje plazme.
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Navodila za odpravljanje tezav

Ta navodila za odpravljanje tezav vam lahko pomagajo pri odpravljanju morebitnih tezav. Za

ve¢ informacij glejte tudi tehni¢ne informacije, ki so na voljo na spletnem mestu

www.QuantiFERON.com. Kontaktne informacije najdete na hrbtni platnici.

ELISA - odpravljanje tezav

Razvoj nespecificne barve
MozZen vzrok

a) Nezadostno pranje plosce

b) Navzkrizna kontaminacija
vdolbin ELISA

c) Pretecen rok uporabe
kompleta/sestavin kompleta
d) Kontaminirana raztopina

encimskega substrata

e) Mesanje plazme v epruvetah
QFT-Plus pred odvzemom

Resitev

Plosc¢o operite najmanj 6x s 400 pl pufra na vsako vdolbino. Glede na vrsto
uporabljenega pralnega aparata bo morda potrebnih ve¢ kot 6 pralnih
ciklusov. Priporoamo, da med pralnimi ciklusi napravite 5-sekundni
premor za namakanje.

Med pipetiranjem in meSanjem vzorcem ravnajte previdno, da zmanjSate
tveganje.

Komplet uporabite, preden mu potece rok. Rekonstituirani standard in
koncentrat konjugata 100x morate porabiti v treh mesecih po datumu
rekonstitucije.

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbite, da bodo uporabljeni
Gisti rezervoariji reagentov.

Po centrifugiranju se izogibajte pipetiranju gor in dol ali kakr§nemu kol
mesanju plazme pred odvzemanjem. Vseskozi pazite, da ne
poskodujete materiala na povrsini gela.

Nizke vrednosti opti€ne gostote za standarde

Mozen vzrok

a) Napaka pri red€enju standarda

b) Napaka pri pipetiranju

c) Prenizka inkubacijska
temperatura

d) Prekratek ¢as inkubacije

e) Uporabljen je napacen filter
Citalnika plos¢

Resitev
Redcenje kompleta standarda opravite natanéno po priloZzenih navodilih.

Preverite, ali so pipete kalibrirane in uporabljene to¢no v skladu
z navodili proizvajalca.

Inkubacija za metodo ELISA mora biti opravljena pri sobni temperaturi
(22£5°C).

Cas inkubacije plodée s konjugatom, standardi in vzorci mora biti
120 + 5 minut. Raztopina encimskega substrata naj se na plos¢i
inkubira 30 minut.

PloS¢a se mora od¢itati pri 450 nm z referenénim filtrom od 620 do
650 nm.
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ELISA - odpravljanje tezav

f)

9)

Prehladni reagenti

Pretecen rok uporabe
kompleta/sestavin kompleta

Visoko ozadje

Mozen vzrok

a)

b)

c)

d)

Nezadostno pranje plos¢e

Previsoka temperatura
inkubacije

Pretec¢en rok uporabe

kompleta/sestavin kompleta

Kontaminirana raztopina
encimskega substrata

Vsi reagenti (razen koncentrat konjugata 100x) morajo biti pred
zacetkom testa segreti na sobno temperaturo. To traja priblizno eno uro.

Komplet uporabite, preden mu potece rok. Rekonstituirani standard in
koncentrat konjugata 100x morate porabiti v treh mesecih po datumu
rekonstitucije.

Resitev

Plosc¢o operite najmanj 6x s 400 pl pufra na vsako vdolbino. Glede na vrsto
uporabljenega pralnega aparata bo morda potrebnih ve¢ kot 6 pralnih
ciklusov. Priporoamo, da med pralnimi ciklusi napravite 5-sekundni
premor za namakanje.

Inkubacija za metodo ELISA mora biti opravljena pri sobni temperaturi
(22+£5°C).

Komplet uporabite, preden mu potece rok. Rekonstituirani standard in
koncentrat konjugata 100x morate porabiti v treh mesecih po datumu
rekonstitucije.

Modrikasto obarvan substrat zavrzite. Poskrbite, da bodo uporabljeni
Gisti rezervoariji reagentov.

Nelinearna standardna krivulja in spremenljivost podvojenega vzorca

MozZen vzrok

a)

Informacije o izdelku in tehni¢ni vodic¢i so brezplacno na voljo pri druzbi QIAGEN,

Nezadostno pranje plosce

Napaka pri red€enju standarda

Slabo mes$anje

Nedosledna tehnika pipetiranja
ali motnje med pripravo analize

Resitev

Plos¢o operite najmanj 6x s 400 pl pufra na vsako vdolbino. Glede na vrsto
uporablienega pralnega aparata bo morda potrebnih ve¢ kot 6 pralnih
ciklusov. Priporo€amo, da med pralnimi ciklusi napravite 5-sekundni
premor za namakanije.

Redcenje standarda opravite natan¢éno po prilozenih navodilih.

Skrbno premesajte reagente z obraanjem na glavo ali z neznim
vrtenjem, preden jih dodate na plos¢o.

Dodajanje vzorcev in standardov se mora izvajati neprekinjeno. Vsi
reagenti morajo biti pripravljeni pred zacetkom analize.

prek vasega distributerja oziroma na spletnem mestu www.QuantiFERON.com.
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Simboli

Na embalazi in oznakah so lahko prikazani naslednji simboli:

]
3
<3
=3

Opredelitev simbola

Zadostuje za 2 x 96 pripravkov vzorca
2x96

Zakonit proizvajalec

Simbol z oznako CE-IVD

~E <

Za diagnosti¢no uporabo in vitro
L Koda serije
KataloSka Stevilka

GTIN Globalna trgovinska identifikacijska Stevilka

Rok uporabnosti

Omejitev temperature

Glejte navodila za uporabo

Neprimerno za ponovno uporabo

Ne izpostavljajte son¢ni svetlobi

Stevilka materiala

Rab IR

A
=

R pomen revizijo navodil za uporabo, n pa Stevilko revizije
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Kontaktni podatki

Za tehniéno pomoc¢ in dodatne informacije pokli¢ite brezpla¢no Stevilko 00800-22-44-6000,
obiscite nas center za tehni¢no podporo na naslovu www.giagen.com/contact ali se obrnite

na enega od oddelkov za tehni€ne storitve druzbe QIAGEN (glejte hrbtno platnico ali obis¢ite

www.giagen.com).
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SkrajSani testni postopek

1. faza — inkubacija krvi

1. Kri pacientov shranite v epruvete za odvzem krvi in jo premesajte,
tako da epruvete desetkrat (10x) ustrezno pretresete, da se celotna
notranja povrsina epruvete prekrije s krvjo. Tako se raztopijo antigeni

na stenah epruvete.

2. Epruvete inkubirajte v pokonénem polozaju pri temperaturi
37°C+1°Cod16 do 24 ur.

3. Po inkubaciji epruvete 15 minut centrifugirajte pri 2000 do 3000 x g

RCF (g), da locite plazmo in rdece krvnicke.

4. Po centrifugiranju se izogibajte pipetiranju gor in dol ali kakr§nemu
koli meSanju plazme pred odvzemanjem. Vseskozi pazite, da ne

poskodujete materiala na povrsini gela.

2. faza — IFN - —y ELISA

1. Sestavine ELISA z izjemo koncentrata konjugata 100x postavite na
sobno temperaturo (22 °C £ 5 °C) za vsaj 60 minut.

2. Rekonstruirajte standardni komplet na 8,0 IE/ml z destilirano ali

deionizirano vodo. Pripravite Stiri (4) standardne raztopine.

3. Rekonstituirajte suho zamrznjen koncentrat konjugata 100x z

destilirano ali deionizirano vodo.

Djﬂ\g
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4. V zeleni raztopini pripravite konjugat za uporabo in dodajte 50 pl

v vse vdolbine.

5. V ustrezne vdolbine dodajte 50 pl testnih vzorcev plazme in 50 pl
standarda. PremeSaijte v vibratorju.

6. Inkubirajte 120 + 5 minut pri sobni temperaturi.

7. Vdolbine operite najmanj 6-krat s 400 pl pufra na vsako vdolbino.

8. V vdolbine dodajte 100 pl raztopine encimskega substrata.
Premesajte v vibratorju.

9. Inkubirajte 30 minut pri sobni temperaturi.

10.V vse vdolbine dodajte 50 pl raztopine za blokiranje encimov.
Premesajte v vibratorju.

11. Rezultate odcitajte pri 450 nm z referenénim filtrom od 620 do
650 nm.

12. Analizirajte rezultate.

-
£
™~
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A
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Vecje spremembe

Poglavje Stran Spremembale

Razno Razno Dodana navodila v zvezi z uporabo epruvete
z litijevim ali natrijevim heparinom

Razno Razno Dodana navodila za odvzem krvi pri temperaturi od
2do8°C

Razno Razno Pokrov plos¢e je zdaj oprema, ki je potrebna,

vendar ni vklju¢ena v dobavo

PriroCnik zgodovine revizij

Dokument Spremembe
R6 Spremembe litijevega/natrijevega heparina
04/2019

Nova delovna navodila za odvzem krvi pri temperaturi 2-8 °C
Odstranjeni pokrovi plo$¢ iz QF plo$¢
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Blagovne znamke: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (skupina QIAGEN); Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Omejena licenéna pogodba QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA

Kupec ali uporabnik izdelka z njegovo uporabo soglasa z naslednjimi pogoji:

1.

Izdelek se lahko uporablja zgolj v skladu s protokoli, ki so zagotovljeni z izdelkom, in s temi navodili za uporabo ter skupaj s sestavnimi deli v kompletu.
QIAGEN v okviru svoje intelektualne lastnine ne ponuja licenc za uporabo priloZzenih sestavnih delov te plosce s sestavnimi deli, ki niso priloZeni temu
kompletu, razen kot je opisano v protokolih, ki so zagotovljeni z izdelkom, in v teh navodilih za uporabo.

Razen izrecno navedenih licenc druzba QIAGEN ne daje drugih jamstev, da ta panel in/ali njegova uporaba ne krsi pravic tretjih strank.

Ta komplet in njegovi sestavni deli so licencirani za enkratno uporabo in jih ni dovoljeno znova uporabiti, obnoviti ali prodajati naprej, razen ¢e QIAGEN doloci
drugace.

QIAGEN zlasti zavraca kakréne koli druge licence, izrecne ali nakazane, razen tistih, ki so izrecno navedene.

Kupec in uporabnik tega kompleta se strinjata, da ne bosta ukrepala ali dovolila drugim, da ukrepajo v smeri, ki bi vodila v ali omogo¢ala katero od zgoraj
prepovedanih dejanj. QIAGEN lahko prepovedi iz tega Sporazuma o licenénih omejitvah uveljavlja na katerem koli sodi$¢u ter dobi povrnjene vse svoje
stroske za preiskavo in sodi$ce, vkljuéno s stroski za odvetnika, pri katerem koli dejanju za uveljavitev tega Sporazuma o licenénih omejitvah ali pravice
intelektualne lastnine v povezavi s tem kompletom in/ali njegovimi sestavnimi deli.

Za posodobljene licenéne pogoje glejte www.giagen.com.

© 2019 QIAGEN. Vse pravice pridrzane.
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www.QuantiFERON.com

Azija — Pacifik| techservice-ap@giagen.com

Evropa| techserviceQF T-eu@giagen.com

Bliznji vzhod/Afrika| techserviceQFT-eu@giagen.com

Latinska Amerika (brez Brazilije in Mehike)| techservice-latam@giagen.com

Navodila za uporabo QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019

65


http://www.quantiferon.com/

Opombe
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Opombe
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