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Kullanim Amaci

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) tahlili, heparinize tam kandaki hucreleri stimile
etmek icin ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini simlle eden bir peptid kokteyli kullanan in vitro
tani amagh bir testtir. Enzime bagh immiinosorbent tahlili (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) vasitasiyla interferon-y (IFN-y) tespiti, Mycobacterium tuberculosis

enfeksiyonu ile iliskili peptid antijenlerine in vitro yanitlari belirlemek igin kullanilir.

QFT-Plus, M. tuberculosis enfeksiyonu igin (hastalik dahil) indirekt bir testtir ve risk
degerlendirmesi, radyografi ve diger tibbi ve tani amacgh degerlendirmeler ile birlikte

kullanima ydneliktir.

Test Ozeti ve Aciklamasi

Tlberkiloz, genellikle yeni konaklara respiratuar tliberkiiloz hastaligi olan hastalardan
havadan tasinan damlacik nikleuslan ile yayillan M. tuberculosis (MTB) kompleks
organizmalari (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) enfeksiyonundan kaynaklanan
bulasici bir hastaliktir. Yeni enfekte olmus bir birey haftalar ila aylar iginde tiberkiloz
nedeniyle hastalanabilir ancak ¢ogu enfekte birey saglikh kalmayi surdirir. Bulagici
olmayan asemptomatik bir durum seklindeki latent tlberkiiloz enfeksiyonu (latent
tuberculosis infection, LTBI), tiiberkiloz hastahginin aylar veya yillar sonra meydana
gelebildigi bazi bireylerde slrer. LTBI tanisinin konulmasinin baglica amaci, tuberkiloz
hastaligini 6énlemeye yonelik tibbi tedaviyi dederlendirmektir. Bu zamana dek LTBI tanisi
koymak igin tuberkilin cilt testi (tuberculin skin test, TST) mevcut tek yontem olmustur.
Tuberkiline karsi kutandz duyarlilik enfeksiyondan sonra 2 ila 10 hafta icinde gelisir.
Bununla birlikte, immtin fonksiyonlari engelleyen ¢ok gesitli hastaliklara sahip bireyler dahil
olmak Uzere bazi enfekte bireyler ve ayni zamanda bu hastaliklarin gortimedigi diger
bireyler tiberkiline yanit vermez. Dider taraftan, M. tuberculosis enfeksiyonu olma ihtimali
beklenmeyen bazi bireyler tiiberkiline kargi duyarlihk gosterir ve Bacille Calmette-Guérin
(BCQG) ile agilamayi takiben ya da M. tuberculosis kompleksinden baska mikobakteriler veya

belirlenemeyen diger faktorlerle enfeksiyon sonrasi pozitif TST sonuglarina sahiptirler.
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Akcigerleri ve alt solunum yolunu tutan ancak dider organ sistemlerini de etkileyebilen
bildiriimesi zorunlu bir durum olan LTBI, tiiberkiilozdan ayirt edilmelidir. Tiberkiloz hastahgi
tanisi gegmis, fiziksel, radyolojik, histolojik ve mikrobakteriyolojik bulgularla konur.

QFT-Plus, mikobakteriyel proteinleri simile eden peptid antijenlere verilen hicre aracili
immuin (cell-mediated immune, CMI) yanitlara yonelik bir testtir. ESAT-6 ve CFP-10 adli bu
proteinler, tim BCG suslarinda ve M. kansasii, M. szulgai ve M. marinum hari¢ birgok
nontiberkiloz mikobakteride bulunmaz (1). MTB kompleks organizmalarn ile enfekte
bireylerin kaninda genellikle bu ve diger mikobakteriyel antijenleri taniyan lenfositler bulunur.
Bu tanima stireci, sitokin, IFN-y olusumu ve sekresyonunu igerir. IFN-y tespiti ve sonrasinda

miktar tayini, bu testin temelini olusturur.

QFT-Plus'ta kullanilan antijenler, ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini simule eden bir peptid
kokteylidir. Cok sayida ¢alisma, bu peptid antijenlerinin genellikle, enfekte olmayan veya
LTBI hastaligi ya da riski tasimayan BCG asili kisilerin degil, M. tuberculosis ile enfekte olan
kisilerin T huicrelerindeki IFN-y yanitlarini stimdile ettigini gostermistir (1-32). Bununla birlikte,
immun iglevselligi bozan tibbi tedaviler veya durumlar IFN-y yanitlarini potansiyel olarak
azaltabilir. Bazi diger mikobakteriyel enfeksiyonlarin olduju hastalar da ESAT-6 ve
CFP-10'a yanit verebilir ¢clinkl bu proteinleri kodlayan genler M. kansasii, M. szulgai ve
M. marinum'da bulunur (1, 23). QFT-Plus, hem LTBI'ye yonelik bir testtir hem de hasta
kisilere M. tuberculosis kompleks enfeksiyonu tanisi koymak icin faydal bir yardimcidir.
Pozitif sonug tlberkiloz hastaligi tanisini destekler ancak diger mikobakterilerle (6rn.
M. kansasii) enfeksiyonlar da pozitif sonuglara yol acabilir. Tuberkiloz hastaligini

dogrulamak veya ekarte etmek icin bagka medikal ve tani amacli degerlendirmeler gereklidir.
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QFT-Plus'in iki ayri TB antijen tlipu mevcuttur: TB Antigen Tube 1 (TB1) ve TB Antigen Tube
2 (TB2). Her iki tip, MTB kompleksi ile iligkili antijenler ESAT-6 ve CFP-10'dan peptid
antijenleri igerir. TB1 tipl, CD4* T-yardimci lenfositlerinden CMI yanitlarini almak igin
tasarlanmis ESAT-6 ve CFP-10'dan peptidleri igerirken, TB2 tipli CD8* sitotoksik
T lenfositlerinden CMI yanitlarinin indiksiyonunu hedefleyen ek bir peptid seti icerir. MTB
enfeksiyonunun dogal 6ykisiinde, CD4* T hiicreleri sitokin IFN-y sekresyonlari araciligiyla
immunolojik kontrolde énemli bir rol oynar. Kanitlar arttk CD8* T hucrelerinin, MTB'nin
¢ogalmasini baskilamak, enfekte hicreleri éldirmek veya hiicre i¢ci MTB'yi dogrudan
parcalamak igin makrofajlari aktive eden IFN-y ve dider ¢ozinUr faktorleri Greterek, MTB'ye
karsi konak savunmasina katildiklarini desteklemektedir (33-35). IFN-y lreten CD8*
hicrelerinin siklikla gérulebildigi LTBI'l ve aktif TB hastaligi olan kisilerde MTB'ye 6zgi CD8*
hiicreleri saptanmistir (36—38). Ayrica, ESAT-6 ve CFP-10'a 6zgi CD8* T lenfositlerinin,
LTBIl'ya kiyasla aktif TB hastaligi olan kisilerde daha sik saptanmakta oldugu ve yakin
gecmiste MTB'ye maruz kalma ile iligkili olabilecegdi tanimlanmistir (39—41). Bunun yani sira,
IFN-y Ureten MTB'ye 6zgti CD8* T hiicreleri, HIV koenfeksiyonu olan aktif TB hastalarinda
(42, 43) ve TB hastaligi olan kiiglik gocuklarda da (44) saptanmistir.

Tahlil prensipleri

QFT-Plus tahlilinde tam kan almak icin kullanilan 6zel kan alma tupleri kullanilir. Tupler
icinde 16 ila 24 saatte meydana gelen kan inklibasyonundan sonra plazma toplanir ve peptid
antijenlerine yanit olarak uretilen IFN-y varligi bakimindan test edilir.

QFT-Plus testi iki asamada gergeklestirilir. Oncelikle, bir Nil tiipii, TB1 tiipii, TB2 tiipii ve bir
Mitogen tlpunden olusan QFT-Plus Blood Collection Tube'larin her birine tam kan alinir.
Alternatif olarak kan, antikoagtilan olarak lityum heparin veya sodyum heparin iceren tek bir
jenerik kan alma tiptne alinabilir ve ardindan QFT-Plus tlplerine aktarilabilir.

Mitogen tipu QFT-Plus testinde pozitif kontrol olarak kullanilir. Bireyin immin durumuna
iliskin stiphe bulunan durumlarda bu énemli olabilir. Mitogen tipi dogru kan kullanimi ve
inkiibasyonu igin bir kontrol olarak da islev gorar.
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QFT-Plus tupleri, antijeni kanla karistirmak igin ¢calkalanir ve mimkiin olan en kisa zamanda,
kan alimindan sonraki 16 saat iginde 37°C'de inkiibe edilmesi gerekir. 16 ila 24 saatlik bir
inkGibasyon suresinin ardindan, tlpler santrifijlenir, plazma ¢ikarilir ve ELISA araciligiyla
IFN-y (IU/ml) miktan él¢ulir. QFT-Plus ELISA, referans IFN-y hazirhigina gore tahlil edilmis
rekombinant insan IFN-y standardi kullanir (NIH Ref: Gxg01-902-535). Test Orneginin
sonuglari, kitle birlikte verilen standardin test dilisyonlarinda hazirlanan standart egriye gére
ml basina Uluslararasi Birimlerde (International Units, IU/ml) raporlanir.

Bazi kigilerin serumunda veya plazmasinda bulunan heterofil (6rn. insan anti-fare)
antikorlarin immin tahlilleriyle etkilesime neden oldugu bilinmektedir. QFT-Plus ELISA'da
heterofil antikorlarin etkisi, Yesil Seyrelticiye normal fare serumu eklenmesiyle ve F(ab')2
monoklonal antikor parcalarinin mikroplakaya kaplanan IFN-y yakalama antikoru olarak

kullaniimasiyla minimum dizeye dugurulir.

QFT-Plus tahlili, Nil IFN-y 1U/mI degerinin gok Uzerinde olan herhangi bir TB antijen tlpune
verilen IFN-y yaniti i¢in pozitif olarak kabul edilir. Mitogen tipundeki plazma 6rnegi, test
edilen her numune igin bir IFN-y pozitif kontrolli olarak islev gorir. Mitogen'e diisik yanit
alinmasi (<0,5 IU/ml), kan 6érnedi ayni zamanda TB antijenlerine reaktif olmayan bir yanit
veriyorsa supheli bir sonuca isaret eder. Bu durum, yetersiz lenfosit, hatali numune
kullanimina bagli dusuk lenfosit aktivitesi, Mitogen tlpunun yanhs
doldurulmasi/karistiriimasi veya hastanin lenfositlerinin IFN-y Uretememesi halinde
gorulebilir. Heterofil antikorlarin varliginda veya intrensek IFN-y sekresyonu durumunda Nil
orneginde yiksek IFN-y seviyeleri gorilebilir. Nil tlipl arka plana goére ayarlanir (6rn. yiksek
seviyelerde IFN-y dolagimi veya heterofil antikorlarin varlii). Nil tipinun IFN-y seviyesi TB

antijen tipleri ve Mitogen tupu icin IFN-y seviyesinden cikarilir.
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Tahlili gergeklestirmek icin gereken sure

QFT-Plus ELISA testini gerceklestirmek icin gereken tahmini siire asagida belirtiimistir;

gruplandiriimis birden fazla 6rnegin test siresi de ayrica gosterilmistir:

Kan tlplerinin 37°C'de

inkiibasyonu: 16 ila 24 saat

ELISA: Bir ELISA plakasi icin yaklasik 3 saat
(22 kisi)
<1 saat isgilik

Her bir ekstra plaka igin 10 ila 15 dakika eklenmelidir
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Bilesenler ve Saklama

Kan Alma Tiipleri* 200 tup Tek Dagitma 200 HA HA Tek HA
Hasta Paketi tiip Hasta Dagitma
Paketi Paketi Paketi
Katalog no. 622526 622222 622423 623526 623222 623423
Test/paket sayisi 50 10 25 50 10 25
QuantiFERON Nil Nil 50 tup 10 tip 25 tiip

Tube (gri kapakli,
beyaz halkalr)

QuantiFERON TB1 TB1 50 tip 10 tip 25 tip
Tube (yesil kapakl,
beyaz halkalr)

QuantiFERON TB2 TB2 50 tip 10 tip 25 tiip
Tube (sari kapakli,
beyaz halkali)

QuantiFERON Mitogen Mitogen 50 tiip 10 tip 25 tip
Tube (mor kapakli,
beyaz halkalr)

QuantiFERON Nil HA Nil HA 50 tiip 10 tup 25 tiip
Tube (gri kapakli, sari

halkali)

QuantiFERON TB1 HA TB1 HA 50 tip 10 tup 25 tiip
Tube (yesil kapakl, sari

halkali)

QuantiFERON TB2 HA TB2 HA 50 tip 10 tip 25 tiip
Tube (sari kapakl, sari

halkali)

QuantiFERON Mitogen Mitogen 50 tup 10 tap 25 tip
HA Tube (mor kapakl, HA

sari halkali)

QFT-Plus Blood 1 1 1 1 1 1
Collection Tubes

rospektlsi

*Tam Urdn konfiglrasyonlari her llkede mevcut degildir. Siparis edilebilecek mevcut konfigiirasyonlarla ilgili daha
fazla bilgi igin litfen QIAGEN Musteri Hizmetlerine (ayrintilar www.giagen.com adresinde mevcuttur) bagvurun.

10 QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA Prospektiisi  04/2019



ELISA bilesenleri’

Katalog no.

2 Plakali ELISA Kiti
622120

Referans Laboratuvar
Paketi

622822

Murin anti-insan IFN-y mlonoklonal antikoru kapl
Microplate Strips (Mikroplaka Stripleri) (12 x 8 kuyu)

IFN-y Standard (IFN-y Standard), liyofilize
(rekombinant insan IFN-y, bovin kazein, %0,01 a’h
Timerosal)

Green Diluent (Yesil Seyreltici) (bovin kazein,
normal fare serumu, %0,01 a/h Timerosal icerir)

Conjugate 100x Concentrate (Konjugat 100x
Konsantre), liyofilize (murin anti-insan IFN-y HRP,
%0,01 a/h Timerosal igerir)

Wash Buffer 20x Concentrate (Yikama Tamponu
20x Konsantre) (pH 7,2, %0,05 h/h ProClin®
300 igerir)

Enzyme Substrate Solution (Enzim Substrat
Soltisyonu) (H202, 3,3', 5,5' Tetrametilbenzidin
igerir)

Enzyme Stopping Solution (Enzim Durdurma
Sollisyonu) (0,5M H2SOx4 igerir)

QFT-Plus ELISA Prospektisi

2 x 96 kuyulu kroplaka Stribi

1 x sise (sulandirildiginda
8 1U/ml)

1x30ml

1%0,3ml
(sulandirildiginda)
1x100 ml

1x30 ml

1x15ml

20 x 96 kuyulu kroplaka
Stribi

10 x sise (sulandirildiginda
8 1U/ml)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml
(sulandinldiginda)
10 x 100 ml

10 x 30 ml

10 x 15 ml

T Onlemler ve tehlike bildirimleri icin bkz. sayfa 15.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

e 37°C + 1°C inkibator®. CO2 gerekmez

® 10 plila 1000 pl uygulama igin kalibre edilmis degisken hacimli pipetler* ve tek kullanimhk
uglari

® 50 ul ve 100 pl uygulama kapasiteli, kalibre edilmis cok kanalli pipet* ve tek kullanimhk
uglari

® Plaka kapagi

o Mikroplaka galkalayicr®

® 2 litre deiyonize veya distile su

o Mikroplaka yikayici (otomatik yikayici tavsiye edilir)

® 620 ile 650 nm arasinda bir referans filtreyle 450 nm'lik filtreli mikroplaka okuyucu*

* Cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gore kontrol ve kalibre edildiginden emin olun.
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Numune Saklama ve Kullanma

Kan alma tupleri

Kan alma tuplerini 4°C ila 25°C'de saklayin.

Kit reaktifleri

Kit reaktiflerini 2°C ila 8°C'de saklayin.

Enzim Substrat Solisyonunu daima dogrudan guines 1sigindan koruyun.

Sulandiriimig ve kullanilmamis reaktifler

Reaktiflerin sulandiriimasina yoénelik talimatlar igin bkz. sayfa 26.

Sulandirilan kit standardi, 2°C ila 8°C'de saklandigi takdirde 3 aya kadar muhafaza

edilebilir.
Kit standardinin sulandirildid tarihi kaydedin.

Sulandirildiginda, kullaniimamig Konjugat 100x Konsantreyi 2°C ila 8°C'de saklanmaya

devam edilmeli ve 3 ay i¢cinde kullaniimalidir.
Konjugatin sulandirildidi tarihi kaydedin.
Kullanima hazir konjugat, hazirlanmasindan itibaren 6 saat iginde kullaniimalidir.

Kullanima hazir yikama tamponu oda sicakliginda 2 haftaya kadar saklanabilir.
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Uyarilar ve Onlemler

Sadece in vitro tani amagli kullanim igindir.

Uyarilar

Negatif QFT-Plus sonucu, M. tuberculosis enfeksiyonu veya tuberkiloz hastaligini
olasilik disinda birakmaz. Yanlis negatif sonuglar; enfeksiyon agsamasi (6rn. hiicresel
immun yanit gelisiminden énce alinan numune), immun fonksiyonlari etkileyen komorbid
durumlar, venipunktir sonrasi kan alma tuplerinin yanlis kullaniimasi, hatali tahlil
performansi veya diger immunolojik degiskenlerden kaynaklanabilir.

Pozitif QFT-Plus sonucu, M. tuberculosis enfeksiyonunun tayininde tek veya kesin
dayanak olmamalidir. Hatali tahlil performansi yanlis pozitif yanitlara neden olabilir.
Pozitif QFT-Plus sonucunu, aktif tiberkiloz hastaligi icin daha ileri tibbi degerlendirme
ve tani amacli degerlendirme izlemelidir (6rn. AFB simiri ve kulttrt, gégus réntgeni).
ESAT-6 ve CFP-10 tim BCG suslarinda ve bilinen nontiiberkiloz mikobakterilerin
birgogunda bulunmazken, pozitif bir QFT-Plus sonucu M. kansasii, M.szulgai veya
M. marinum enfeksiyonundan kaynaklanabilir. Bu tir enfeksiyonlardan siphelenilirse
alternatif testler gerceklestiriimelidir.

14
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Onlemler

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in litfen uygun giivenlik veri sayfalarina (safety
data sheets, SDS'ler) basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goérintileyebilecediniz ve yazdirabilecediniz www.qiagen.com/safety

adresinde gevrimigi olarak kullanigh ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

DIKKAT: insan kanini ve plazmasini kullanirken
potansiyel enfeksiy6z olarak degerlendirin. ilgili

kan ve kan uriinii kullanimi yénergelerine uyun.

Kan veya kan Uuriinleri ile temas eden ornekleri
ve materyalleri federal, ulusal ve yerel

diizenlemelere uygun sekilde imha edin.

Asagidaki tehlikeler ve onleyici bildirimler QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
bilesenleri icin gecerlidir.

Tehlike Bildirimleri

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

L

icerir: sulfuric acid. Uyari! Metaller igin asindirici olabilir. Cilt tahrisine neden
olur. Ciddi g6z tahrisine neden olur. Koruyucu eldiven/ koruyucu giysi/ g6z

korumasy/ yuz korumasi kullanin.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Uyari! Hafif derecede cilt tahrigine neden olur. Koruyucu eldiven/ koruyucu

giysi/ g6z korumasl/ yuz korumasi kullanin.
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QuantiFERON Green Diluent

igerik: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-
sulphophenylazo)pyrazole-3-carboxylate. igerik: tartrazin. Uyari! Alerjik cilt
reaksiyonuna neden olabilir. Koruyucu eldiven/ koruyucu giysi/ géz
korumasi/ yliz korumasi kullanin.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

icerik:  5-Kloro-2-metil-4-izotiyazolin-3-on ve 2-Metil-2H-izotiyazol-3-on
(3:1) karigimi. Sudaki organizmalar Gizerinde uzun dénemli etkilere sahiptir
ve zararlidir. Cevreye salinimindan kaginin.

Onleyici Bildirimler

Kullanmadan 0Once 06zel talimatlari edinin. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/goz
korumasi/yiiz korumasi kullanin. CILDE GELIRSE (veya saga): Kontamine olan tim
giysileri hemen gikarin. Cildi suyla yikayin/dus alin. GOZE KAGARSA: Birkag dakika suyla
dikkatlice durulayin. Eger mevcut ve kolaysa kontak lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam
edin. Maruz kalmaniz veya endiselenmeniz durumunda: Tibbi tavsiye/yardim alin. Hemen
bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru arayin. Ciltte tahris veya kasinti olursa: Tibbi
tavsiye/yardim alin. Kontamine giysileri ¢ikarin ve tekrar kullanmadan 6nce yikayin. Kilit
altinda saklayn. igerigi/kabi onayl bir atik imha tesisine atin.

Daha fazla bilgi
Givenlik Veri Sayfalari: www.giagen.com/safety

® QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA Prospektiisiinde belirtilenlerden farkli

islemler, hatali sonuglara yol acgabilir. Lutfen kullanmadan &énce talimatlar dikkatlice
okuyun.

e Kullanim 6ncesinde bir reaktif sisesinde hasar veya akma ibaresi goriliyorsa, Kkiti
kullanmayin.
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e Onemli: Siseleri kullanmadan énce inceleyin. Konjugat veya IFN-y Standard siselerinde
hasar belirtileri goruliyorsa veya kauguk mihir bozulmus durumdaysa siseleri
kullanmayin. Kirik siseleri isleme koymayin. Siseleri glivenli bicimde bertaraf etmek igin
giivenlik énlemlerini alin. Oneri: Metal kivrimli kapak nedeniyle yaralanma riskini en aza
indirmek icin Konjugat veya IFN-y Standardi siselerini agmak Uzere sise kivrim agicl
kullanin.

e Farkh QFT-Plus kit gruplarindan alinan Mikroplaka Striplerini, IFN-y Standardini, Yesil
Seyrelticiyi veya Konjugat 100x Konsantreyi karistirmayin veya kullanmayin..
Reaktiflerin son kullanma tarihleri iginde kullaniimasi ve lot ayrintilarinin kaydedilmesi
sartiyla, diger reaktifler (Yikama Tamponu 20x Konsantre, Enzim Substrat Soliisyonu ve
Enzim Durdurma Sollsyonu) kitler arasinda degistirilebilir.

e Kullanilmamisg reaktifleri ve biyolojik érnekleri Yerel, Ulusal ve Federal diizenlemelere
uygun sekilde atin.

® QFT-Plus Blood Collection Tube'lari veya ELISA kitini son kullanma tarihinden sonra

kullanmayin.
® Daima dogru laboratuvar prosedurlerine daima uyulmalidir.

® Laboratuvar ekipmaninin kullanim igin kalibre edilmis/onaylanmis oldugundan emin olun.
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Numune Toplama ve Kullanimi

QFT-Plus'ta asagidaki kan alma tapleri kullanilir:
1. Quantiferon Nil Gpleri (gri kapakl, beyaz halkalr)
2. QuantiFERON TB1 Upleri (yesil kapakli, beyaz halkalr)
3. QuantiFERON TB2 (pleri (sari kapakli, beyaz halkalr)
4. QuantiFERON Mitogen upleri (mor kapakli, beyaz halkali)
5.  QuantiFERON HA Nil Gpleri (gri kapakli, sari halkalr)
6. QuantiFERON HA TB 1 Upleri (yesil kapakl, sari halkalr)
7. QuantiFERON HA TB2 Upleri (sar1 kapakli, sari halkali)
8. QuantiFERON HA Mitogen Upleri (mor kapakli, sari halkalr)

Antijenler kuruyup kan alma tuplerinin i¢ yizeyine yapismistir; bu ylzden tuplerin igindeki
maddelerin kanla iyice karistirimasi ¢ok 6nemlidir. Kanin dogrudan QFT-Plus tiiplerine
alinmasi durumunda QFT-Plus tipleri oda sicakliginda (22°C + 5°C) muhafaza edilmeli ve
tasinmali ve miimkiin olan en kisa sirede, kan alindiktan sonraki 16 saat iginde 37°C'deki
bir inklibatore aktariimalidir. Kan alternatif olarak, QFT-Plus'a aktarimdan ve inkiibasyondan
Once saklamak icin tekli bir lityum heparin veya sodyum heparinli tupe alinabilir. Lityum
heparin veya sodyum heparin icinde toplanan kan numuneleri, 16 saate kadar oda
sicakliginda (17—25°C) saklanabilir ve ardindan QFT-Plus tuplerine aktarilabilir. Lityum
heparin veya sodyum heparinli tiiplerdeki kan numuneleri, QFT-Plus tiiplerine aktariimadan
Once 48 saate kadar 2—8°C'de de saklanabilir. "Tekli lityum veya sodyum heparinli tlipe kan
alma ve ardindan QFT-Plus Blood Collection Tube'lara aktarma" bélimine bakin.
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Dogrudan QFT-Plus Blood Collection Tube'lara kan alimi

1. Tapleri uygun sekilde etiketleyin.

Her bir tipin (Nil, TB1, TB2 ve Mitogen) kapak cikarildiginda etiketiyle veya diger
yontemlerle tanimlanabilir oldugundan emin olun.

Kan alma saati ve tarihinin kaydedilmesi énerilir.

2. Her hasta igin, venipunktir ile dogrudan her bir QFT-Plus Blood Collection Tube'a 1 ml

kan alin. Bu prosedir uzman bir flebotomist tarafindan gergeklestiriimelidir.
Onemli not: Kan doldurma sirasinda sicaklik 17°C-25°C arasinda olmalidir.

Standart QFT-Plus Blood Collection Tube'lar, deniz seviyesinin Ustlinde en fazla 810 m
rakima kadar kullanilabilir. Yiksek Rakim QFT-Plus Blood Collection Tube'lar, deniz
seviyesinin Ustinde 1020 metre ila deniz seviyesinin Ustinde 1875 metre rakimda
kullanilabilir.

1 ml'lik thpler diger tiplere gore kani daha yavas aldigindan, tiip tamamen doldugunda
tipl 2-3 saniye ignenin Uzerinde bekletin. Bu, dogru hacimde kanin tipe alinmasini
saglayacaktir.

e Tuplerin yanindaki siyah isaret 0,8 ila 1,2 ml'lik onaylanmis araligi gdosterir.
Herhangi bir tiipteki kan seviyesi, gosterge isaret araliginin disindaysa yeni bir
kan ornegi elde edilmelidir. Tlplerin 0,8 ila 1,2 ml arali§i disinda gereginden

fazla veya az doldurulmasi hatali sonuglara yol acabilir.

e Kan alimi icin "kelebek igne" kullaniliyorsa QFT-Plus tupleri kullaniimadan
o6nce, hortumun kanla doldujundan emin olmak icin bir "tahliye" tipu
kullaniimahdir.
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QFT-Plus Blood Collection Tube'lar 810 metreden yuksek bir rakimda
kullaniliyorsa veya alinan kan hacmi dislkse kullanicilar, kani bir siringa
kullanarak alabilir ve 4 tipun her birine hemen 1 ml aktarabilir. Emniyet
nedeniyle, bu islemi yaparken siringa ignesini c¢ikarin, ilgili glvenlik
proseddrlerini uygulayarak, 4 QFT-Plus tiptnin kapaklarini ¢ikarin ve her bir
tipe 1 ml kan ekleyin (tup etiketinin yanindaki siyah isaretin ortasina kadar).
Kapaklari sikica kapatin ve agsagida anlatildigi gibi karistirin. Her bir tipan (Nil,
TB1, TB2 ve Mitogen) kapak cikarildiginda etiketiyle veya diger yontemlerle
tanimlanabilir oldugundan emin olun.

3. Tupler doldurulduktan hemen sonra tipleri on (10) defa, tlpun i¢ ylzeyinin tamamen

kanla kaplanmasina yetecek kadar guclu bir sekilde calkalayin. Bu islem tip

duvarlarindaki antijenleri ¢gozer.

Onemli not: Calkalama sirasinda tiipler 17°C—25°C arasi sicaklikta olmalidir. Asiri

siddetli calkalama jel bozunumuna ve anormal sonuglarin alinmasina neden olabilir.

. Etiketleme, doldurma ve galkalama sonrasinda, tlipler miimkiin olan en kisa siirede ve
kan alimindan sonraki 16 saat icinde 37°C = 1°C'deki bir inklibatére aktariimahdir.
inkiibasyon éncesinde, tiipleri oda sicakliginda (22°C + 5°C) muhafaza edin ve tasiyin.
QFT-Plus tipleri, kan alma ve ¢alkalama islemlerinden hemen sonra 37°C'de inkiibe
edilmezse 37°C'de inkiibasyondan dnce tipleri karistirmak igin 10 defa ters gevirin.

. QFT-Plus tiiplerini, 37°C = 1°C'de 16 ila 24 saat siiresince DIK olarak inkiibe edin.
inkiibatér, CO2 veya nemlendirme gerektirmez.
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Tekli lityum veya sodyum heparinli tiipe Kan Alma ve ardindan QFT-Plus Blood
Collection Tube'lara aktarma

1. Kan, antikoagulan olarak lityum veya sodyum heparin iceren tek bir kan alma tipine
alinabilir ve ardindan QFT-Plus Blood Collection Tube'lara aktarilabilir. Diger
antikoagulanlar tahlille etkilesime girdiginden antikoagulan olarak sadece lityum veya
sodyum heparin kullanin. TUpleri uygun sekilde etiketleyin.

Tapun kan alma saati ve tarihiyle etiketlenmesi dnerilir.
Onemli: Kan alma sirasinda kan alma tiipleri oda sicakliginda (17-25°C) olmalidir.

2. Lityum veya sodyum heparinli bir kan alma tipin{ doldurun (minimum hacim 5 ml) ve
heparini ¢ézmek icin tipl birka¢ defa ters cevirerek yavasca karistirin. Bu prosedir
uzman bir flebotomist tarafindan gergeklestirilmelidir.

3. QFT-Plus Blood Collection Tube'lara aktarim ve inklibasyondan once lityum veya
sodyum heparinli tipler igin tutma suresi ve sicakhgi secenekleri (Bkz. Sekil 1-3 Kan
Alma Secenekleri).

Segenek 1 — Lityum veya Sodyum Heparinli Tipin Oda Sicakhdinda Saklanmasi ve
Kullanimi Lityum veya sodyum heparinli tiipe alinan kanin, QFT-Plus Blood Collection
Tube'lara aktarim ve ardindan inkibasyon isleminden 6nce, alinmasinin ardindan 16

saati agmamak Uzere oda sicakliginda (22°C + 5°C) muhafaza edilmesi gerekir.

Segenek 2 — Lityum veya Sodyum Heparinli Tlpln Sogutulmusg Olarak Saklanmasi ve

Kullanimi

Onemli: a—d prosediir adimlari sirayla izlenmelidir.

a. Lityum veya sodyum heparinli tiipe alinan kan, kan alma isleminden sonra 3 saate
kadar oda sicakhginda (17-25°C) muhafaza edilebilir.

b. Lityum veya sodyum heparinli tiipe alinan kan, 48 saate kadar sogutulabilir
(2-8°C).
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c. Sogutma isleminden sonra lityum veya sodyum heparinli tip, QFT-Plus Blood
Collection Tube'lara aktarimadan 6nce oda sicakhdina (17-25°C)
dengelenmelidir.

d. Alikotlara ayrilmig QFT-Plus Blood Collection Tube'lar, kan aktarimindan itibaren
2 saat icinde 37°C'deki inkiibatére yerlestiriimelidir.

QFT-Plus Blood Collection Tube'lar, QFT-Plus Blood Collection Tube'lara aktarim ve

calkalama igleminden hemen sonra 37°C'de inklbe edilmezse 37°C'de inkiibasyondan

once tipleri karistirmak icin 10 defa ters gevirin. Kan alinmasi ile QFT-Plus Blood

Collection Tube'larda inkiibasyon arasindaki stire 53 saati gegmemelidir.

. Kan numunesinin lityum veya sodyum heparinli tipten QFT-Plus Blood Collection

Tube'lara aktariimasi:
a. Her bir QFT-Plus Blood Collection Tube'u uygun sekilde etiketleyin.
Her bir tiptn (Nil, TB1, TB2 ve Mitogen) kapak cikarildiginda etiketiyle veya diger

yontemlerle tanimlanabilir olduundan emin olun. Kaydedilen kan alma saati ve
tarihinin lityum veya sodyum heparinli tlplerden QFT-Plus Blood Collection
Tube'lara aktarilmasi énerilir.

b. Ornekler, QFT-Plus Blood Collection Tube'lara dagitimadan énce yavasca ters
cevrilerek esit élgtide karistiriimalidir.

c. Dagitma islemi, uygun gtvenlik prosedurleri uygulanarak, 4 QFT-Plus Blood
Collection Tube'un kapaklari gikarilarak ve her bir tiipe 1 ml kan eklenerek, aseptik
olarak gerceklestiriimelidir. Tlp kapaklarini sikica kapatin ve asagida anlatildigi
gibi karigtirin. Her bir tipin (Nil, TB1, TB2 ve Mitogen) kapak cikarildiginda

etiketiyle veya diger yontemlerle tanimlanabilir oldugundan emin olun.

. Tupleri kangstirn. QFT-Plus Blood Collection Tube'lar doldurulduktan hemen sonra

tpleri on (10) defa, tupln i¢ ylzeyinin tamamen kanla kaplanmasina yetecek kadar

guclu bir sekilde galkalayin. Bu islem tip duvarlarindaki antijenleri ¢dzer.

Asin siddetli calkalama jel bozunumuna ve anormal sonuglarin alinmasina neden

olabilir.
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6. Etiketleme, doldurma ve galkalama sonrasinda tiipler, 2 saat icinde 37°C + 1°C'deki
inkiibatére aktariimalidir. QFT-Plus Blood Collection Tube'lar, kan alma ve galkalama
isleminden hemen sonra 37°C'de inkiibe edilmezse 37°C'de inkibasyondan 6nce
tipleri karistirmak icin 10 defa (10x) ters gevirin. (Kan alma segenekleri igin sonraki
sayfada Sekil 1-3'e bakin).

7. QFT-Plus Blood Collection Tube'lari 37°C + 1°C'de 16 ila 24 saat DIK olarak inkilbe
edin. Inkiibatér, CO2 veya nemlendirme gerektirmez.

QFT-Plus Blood Collection Tube'lara kan alin ve oda sicakliginda tutun.

/Oda /
f Tuplen [ Tekrar 37°C £ 1°C'de
Kan alin \ Qalkalayln iatzltll?r:nda | karigtirin @e edin

Her bir QFT-Plus 10 defa (10x) 16 saate kadar Tekrar karigtirmak 16-24 saat
tipline 1 ml calkalayin icin ters gevirin

Sekil 1. Kan alma segenegi: Dogrudan QFT-Plus Blood Collection Tube’lara kan alin ve oda sicakliginda tutun.
QFT-Plus Blood Collection Tube'lara kan alinmasi ile 37°C'de inkiibasyon arasindaki toplam siire 16 saati asmamalidir.

Lityum veya sodyum heparinli tiipe kan alin ve oda sicakliginda tutun.

QFT-Plus
tiplerine
aktarin

Tekrar Tupleri

sicakligin calkalayin

da tutun

karistirin

Lityum veya sodyum Heparini gozmek 16 saate kadar oda Tekrar kanistimak Her bir QFT-Plus 10 defa (10x) 16-24 saat
heparini tipe 25 ml igin ters gevirin sicakliginda igin ters gevirin tupiine 1 ml calkalayin

Sekil 2. Kan alma segenegi: Lityum veya sodyum heparinli tiipe kan alin ve oda sicakhginda tutun.
Lityum veya sodyum heparinli tiipe kan alinmasi ile 37°C'de inkiibasyon arasindaki toplam siire 16 saati asmamalidir.

Lityum veya sodyum heparinli tiiplere kan alin ve 2-8°C'de tutun.

Tekrar
karistirin

QFT-Plus'
tiplne
aktarin

Tupleri
calkalayin

2-8°C'de

sicakliginda
tutun

Lityum veya sodyum  Heparini gbzmek 3 saate kadar 48 saate kadar Oda sicakligina Tekrar karistirmak Her bir QFT-Plus 10 defa (10x) 16-24 saat
heparinli tiipe 25 ml  igin ters gevirin dengeleyin igin ters gevirin tiptine 1 ml calkalayin

Sekil 3. Kan alma segenegi: Lityum veya sodyum heparinli tiipe kan alin ve 2-8°C'de tutun.
Lityum veya sodyum heparinli tiipe kan alinmasi ile 37°C'de inkiibasyon arasindaki toplam siire 53 saati asmamalidir.
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Kullanim Talimatlari

1. Asama — Kanin inkiibasyonu ve plazmanin toplanmasi

Saglanan materyaller

® QFT-Plus Blood Collection Tubes (Bkz. Bolim 3)

Gerekli olan (ancak saglanmayan) materyaller

e Bkz. Bélim 3

Prosediir

. Kan alindiktan hemen sonra inkiibe edilmezse tiiplerin inkiibasyondan oénce

10 defa ters gevrilerek yeniden karigtirllmasi gerekir.

. Tiipleri 37°C £ 1°C'de 16 ila 24 saat siiresince DIK olarak inkiibe edin. inkiibator,

CO:2 veya nemlendirme gerektirmez.

. 37°C'de inkiibasyondan sonra, kan alma tiipleri, santrifiijlenmeden 6nce, 4°C ile

27°C arasinda 3 giine kadar saklanabilir.

. Tuplerin 37°C'de inkiibasyonundan sonra, plazmanin toplanmasi tiiplerin

15 dakika boyunca 2000 ila 3000 x RCF'de (g) santrifiijlenmesiyle kolaylastirilir.
Jel tipasi, hiicreleri plazmadan ayirir. Bu durum gerceklesmezse tiipler tekrar

santrifijlenmelidir.

Santrifijlemeden de plazmayi toplamak muimkindir ancak hucreleri bozmadan

plazmayi ayirmak icin ekstra dikkat edilmesi gereklidir.

. Plazma 6rnekleri yalnizca pipet ile toplanmalidir.

Onemli not: Santrifilj yaptiktan sonra, plazmayi toplamadan énce asagi ve yukari
dogdru pipetleme yapmaktan veya herhangi bir yolla plazmayi karigtirmaktan kaginin.

islemin her asamasinda, jel (izerindeki materyali bozmamaya dikkat edin.
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Plazma o6rnekleri dogrudan santrifiijlenmis kan alma tiplerinden QFT-Plus ELISA
plakasina yiklenebilir. Bu durum, otomatik ELISA platformlari kullanildiginda da
gegerlidir.

Plazma 6rnekleri 2°C ila 8°C'de 28 giine kadar saklanabilir veya toplanmigsa -20°C'nin

altinda uzun stre saklanabilir.

Yeterli test 6rnekleri igin en az 150 ul plazma toplayin.

2. Asama — IFN-y ELISA

Saglanan materyaller

® QFT-Plus ELISA kiti (Bkz. B6lim 3)

Gerekli olan ancak saglanmayan materyaller

e Bkz. Bolim 3.

Prosediir

1. Konjugat 100x Konsantrate hari¢ olmak lizere tiim plazma 6érnekleri ve reaktifler,
kullanilmadan 6nce oda sicakligina (22 C * 5°C) getirilmelidir. Dengeleme igin en
az 60 dakika bekleyin.

2. Gerekli olmayan stripleri ¢cerceveden gikarin, folyo ambalajda yeniden miihiirleyin

ve gerektiginde kullaniimak lizere saklamak i¢in buzdolabina geri koyun.

QFT-Plus standartlari igin en az 1 strip ve test edilecek kisi sayisi i¢in yeterli sayida strip
bulundurun (bkz. $ekil 5). Kullanimdan sonra, kalan striplerle kullaniimak Uzere
cergeveyi saklayin.

3. IFN-y Standardini, sise etiketinde belirtilen hacimde deiyonize veya distile suyla
sulandirnin. Képiurmesini azaltmak ve tamamen ¢oéziindiigiinden emin olmak igin
hafif¢e karnistirin. Standardin belirtilen hacme ulasincaya kadar sulandiriimasi ile
8,0 IU/ml konsantrasyonda soliisyon elde edilir.
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Onemli not: Kit standardinin sulandiriima hacmi kit gruplari arasinda farklilik gésterir.

Yesil Seyreltici (GD) icinde 1'e 2 dilisyon ve ardindan 1'e 4 IFN-y dilisyon serisi
olusturmak igin sulandiriimis kit standardini kullanin (bkz. Sekil 4). S1 (Standart 1)
4,0 IU/ml igerir, S2 (Standart 2) 1,0 IU/ml igerir, S3 (Standart 3) 0,25 IU/ml igerir ve S4
(Standart 4) 0 IU/ml igerir (tek basina GD). Standartlar en _azindan cift olarak tahlil

edilmelidir. Her ELISA seansi igin kit standardinin diliisyonlarini taze olarak hazirlayin.

Cift standartlar igin 6nerilen prosediir

4 tlpl "S1", "S2", "S3", "S4" olarak etiketleyin.

S1, S2, S3, S4'e 150 pl GD ekleyin.

S1'e 150 pl kit standardi ekleyin ve iyice karistirin.
S1'den 50 pl alip S2'ye koyun ve iyice karistirin.
S2'den 50 pl alip S3'e koyun ve iyice karigtirin.

GD tek basina sifir standardi (S4) olarak islev gorur.

150 pl
50 pl 50 pl

[0 J

Standart 1 Standart 2 Standart 3 Standart 4

Sulandirimis 4,0 1,0 0,25 0
Kit Standardi 1U/ml 1U/ml 1U/ml 1U/ml
(Yesil
Seyreltici)

Sekil 4. Standart egrinin hazirlanisi.
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4.

Liyofilize Konjugat 100x Konsantrateyi 0,3 ml deiyonize veya distile suyla
sulandirin. Képiirmesini azaltmak ve konjugatin tamamen ¢o6ziindiigiinden emin
olmak igin hafifce kanigtirin.

Kullanima hazir konjugat, gereken miktarda sulandirnimig Konjugat 100x
Konsantratenin Yesil Seyreltici icinde seyreltimesiyle hazirlanir (Tablo 1. Konjugat
Hazirlama). Kullanimdan hemen sonra, kalan agilmamis Konjugat 100x Konsantre'yi
2°C ila 8°C'de muhafaza etmek lzere kaldirin. Sadece Yesil Seyreltici kullanin.

Tablo 1. Konjugat Hazirlama

Strip sayisi Konjugat 100x Konsantrate Hacmi Yesil Seyreltici Hacmi
2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 ul 2,0ml

5 25yl 2,5ml

6 30 ul 3,0ml

7 35 pl 3,5ml

8 40 pl 4,0ml

9 45 pl 4,5ml

10 50 pl 5,0 ml

11 55 pl 5,5 ml

12 60 6,0ml

5. Kan alma tiplerinden toplanan ve sonrasinda saklanan (sogutulmus veya

dondurulmus halde) plazma orneklerini ELISA kuyusuna eklemeden o6nce
kanstirin.

Onemli not: Plazma &rnekleri santrifiljlenmis QFT-Plus tiiplerinden dogrudan
eklenecekse plazmanin karistirilmasindan kaginilmalidir. Islemin her agsamasinda, jel

Uzerindeki materyali bozmamaya dikkat edin.

Cok kanalli pipet kullanarak, gerekli ELISA kuyularina 50 pl yeni hazirlanmis

kullanima hazir konjugat ekleyin.
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7.

Cok kanalli pipet kullanarak uygun kuyulara 50 pl test plazma 6rnegi ekleyin
(Sekil 5 tizerinde 6nerilen plaka diizenine bakin). Son olarak, 1 ila 4 standartlarinin
her birine 50 pl ekleyin.

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

I @ M m o O W >

1N 3N 5N 7N 9N S1 S1 18N 15N 17N 19N 21N
1TB1 3TB1 5TB1 7TB1 9TB1 S2 S2 13TB1 15TB1 17 TB1 19 TB1 21 TB1
1TB2 3TB2 5TB2 7TB2 9TB2 S3 S3 13TB2 15TB2 17 TB2 19 TB2 21 TB2
1™ 3M 5M 7™ 9M S4 S4 183M 15M 17M 19M 21 M
2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
2TB1 4TB1 6TB1 8TB1 10TB1 11TB1 12TB1 14 TB1 16 TB1 18 TB1 20 TB1 22 TB1
2TB2 4TB2 6TB2 8TB2 10TB2 11TB2 12TB2 14 TB2 16 TB2 18 TB2 20 TB2 22 TB2
2M 4M 6 M 8 M oM 11M 12M 14M 16M 18M 20M 22M

Sekil 5. Onerilen 6rnek diizeni (her plaka igin 22 test)
S1 (Standart 1), S2 (Standart 2), S3 (Standart 3), S4 (Standart 4)
1 N (Ornek 1. Nil plazma), 1 TB1 (Ornek 1. TB1 plazma), 1 TB2 (Ornek 1. TB2 plazma), 1 M (Ornek 1. Mitogen plazma)

8.

10.

Her plakayi kapatin ve mikroplaka calkalayici kullanarak, konjugat ve plazma

ornekleri/standartlarini 1 dakika boyunca iyice karistirin. Sigramayi 6nleyin.

. Her plakayi kapatin ve oda sicaklhiginda (22°C * 5°C) 120 * 5 dakika inkibe edin.

Plakalar inkiibasyon sirasinda dogrudan glines 1sigina maruz kalmamaldir.

inkiibasyon sirasinda, bir birim Yikama Tamponu 20x Konsantreyi 19 birim
deiyonize veya distile suyla seyreltin ve iyice kanstirin. 2 litre kullanima hazir
yikama tamponu hazirlamak icin yeterli Yikama Tamponu 20x Konsantre
saglanmisgtir..

Kuyularr 400 pl kullanima hazir yikama tamponuyla en az 6 defa yikayin. Otomatik bir
plaka yikayici kullaniimasi énerilir.
Eksiksiz ylkama, tahlilin performansi icin ¢ok 6nemlidir. Her kuyunun, her yikama

asamasinda, yikama tamponuyla tamamen dolu oldugundan emin olun. Her yikama
adimi arasinda en az 5 saniye bekletme siresi 6nerilir.
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Atik kabina standart laboratuvar dezenfektani eklenmelidir ve potansiyel olarak
enfeksiyéz  materyallerinin  dekontaminasyonu igcin  belirlenmis  prosedirler
uygulanmalidir.

11. Plakalarin lizerinde kalan yikama tamponunu gidermek icin plakalari emici, az
tiftikli bir havlu tizerinde ters gevirin ve arkasina vurun. Her kuyuya 100 pl Enzim
Substrat Soliisyonu ekleyin, her plakayi kapatin ve bir mikroplaka c¢alkalayici
kullanarak iyice karistirin.

12. Her plakayi kapatin ve oda sicakliginda (22°C * 5°C) 30 dakika inkiibe edin.
Plakalar inkiibasyon sirasinda dodrudan giines 1sidina maruz kalmamaldir.

13. 30 dakikalik inkiibasyonu takiben, her kuyuya 50 pl Enzim Durdurma Soliisyonu
ekleyin ve karigtirin.

Enzim Durdurma Sollisyonu, 11. adimdaki substrat ile ayni sira ile ve yaklasik ayni
hizda kuyulara eklenmelidir.

14. 620 ile 650 nm arasinda bir referans filtreyle 450 nm'lik filtresi bulunan bir
mikroplaka okuyucu kullanarak, reaksiyonu durdurduktan sonraki 5 dakika i¢inde
her bir kuyunun Optik Dansitesini (OD) olgiin. OD degerleri sonuglarin

hesaplanmasinda kullanilir.
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Hesaplamalar ve Testin Yorumlanmasi

QFT Plus Analiz Yazilimi, ham verilerin analizi ve sonuglarin hesaplanmasinda kullanilabilir.
www.QuantiFERON.com adresinden edinilebilir. Litfen QFT-Plus Analiz Yaziliminin en

glincel strimindn kullanildigindan emin olun.

Yazihim, Sonuglarin Yorumlanmasi béliminde detayl sekilde anlatildigi gibi, tahlilin kalite
kontrol degerlendirmesini gergeklestirir, bir standart egri olusturur ve her kisi igin bir test

sonucu sunar.

QFT-Plus Analiz Yazilimini kullanmak yerine, sonuglar asagidaki yonteme gore
belirlenebilir.

Standart egrinin ¢izilmesi

(QFT-Plus Analiz Yazilimi kullanilmazsa)

Her plakadaki kit standardi tekrarlarindan ortalama OD degerlerini belirleyin.

Ortalama OD loge)'una (y ekseni) karsi standartlarin [lU/ml cinsinden IFN-y konsantrasyonu
loge)unu (x ekseni) gizerek bir ()-loge) standart egrisi olusturun; sifir standardini bu
hesaplamalara katmayin. Standart egrinin en iyi uyum dogrusunu regresyon analizi ile
hesaplayin.

Her bir Ornegin OD degerini kullanarak, her bir test plazma O0rneginin IFN-y
konsantrasyonunu (IU/ml) belirlemek igin standart egriyi kullanin.

Bu hesaplamalar, mikroplaka okuyucularla gelen yazim paketleri ve standart calisma
sayfasi veya istatistik yazilimlari (Microsoft® Excel® gibi) kullanilarak da yapilabilir. Bu
paketlerin, regresyon analizinin, standartlarin varyasyon katsayisinin (coefficient of
variation, %CV) ve standart egrinin korelasyon katsayisinin (r) hesaplanmasinda
kullaniimasi 6nerilir.
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Testin kalite kontrolu

Test sonucunun kesinligi, dogru bir standart egrinin olusturulmasina baglidir. Bu yuzden,
test Ornegdi sonuglari yorumlanmadan &nce standartlardan edinilen sonuglar gbézden
gegcirilmelidir.

ELISA'nin gegerli olmasi igin:

e Standart 1'in ortalama OD degeri 20,600 olmalidir.
e Standart 1 ve Standart 2'nin tekrar OD degerleri icin %CV <%15 olmalidir.

e Standart 3 ve Standart 4'Un tekrar OD degerleri ile ortalamalari arasinda 0,040 optik

dansite biriminden fazla fark olmamalidir.

e Standartlarin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan korelasyon katsayisi
(r) 20,98 olmalidir.

QFT-Plus Analiz Yazilimi bu kalite kontrol parametrelerini hesaplar ve raporlar.

Yukaridaki kriterler karsilanmiyorsa c¢alisma gecersiz kabul edilmeli ve

tekrarlanmalidir.

Sifir Standardinin (Yesil Seyreltici) ortalama OD degeri <0,150 olmalidir. Ortalama

OD degeri >0,150 ise plaka yikama prosediirii gézden gegirilmelidir.

Sonuglarin yorumlanmasi

QFT-Plus sonuglari asagidaki kriterler kullanilarak yorumlanir (Tablo 2):

Onemli not: Tiiberkiiloz hastaligi tanisinin konmasi veya hastaliin ekarte edilmesi ve LTBI

olasiliginin deg@erlendirilmesi, QFT-Plus sonuglarini yorumlarken dikkate alinmasi gereken

epidemiyolojik, gegmis, tibbi ve tani amagl bulgularin kombinasyonunu gerektirir.
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Tablo 2. QFT-Plus sonuglarinin yorumlanmasi

Nil TB1 eksi Nil TB2 eksi Nil Mitogen QFT-Plus Rapor/Yorumlama
(IU/mi) (IU/ml) (IU/ml) eksi Nil Sonucu
(IU/mi)*
20,35 ve Nil Tuma
degerinin 2%25'i Tami Pozitift M. tuberculosis
Tami >0.35 ve Nil enfeksiyonu olasi

degerinin 2%25'

<8,0 <0,35 veya 20,35 <0,35veya 20,35 20,5 Negatif M. tuberculosis
ve Nil degerinin ve Nil degerinin enfeksiyonu olasi
<%25'i <%25'i DEGIL
<0,35 veya 20,35 <0,35veya 20,35 <0,5 Siipheli* M. tuberculosis
ve Nil degerinin ve Nil degerinin enfeksiyonu olasiligi
<%25'i <%25'i tespit edilemiyor

> 8,08 Tiumi Siipheli* M. tuberculosis

enfeksiyonu olasiligi
tespit edilemiyor

* Mitogen pozitif kontroliine (ve zaman zaman TB Antijenlerine) verilen yanitlar siklikla mikroplaka okuyucularin okuma
araliginin disinda kalabilir. Bu durumun test sonuglarina herhangi bir etkisi olmaz. >10 ml'lik dederler QFT-Plus
yazilimi tarafindan >10 |U/ml olarak raporlanir.

T M. tuberculosis enfeksiyonundan siipheleniimeyen durumlarda, baglangigta pozitif olan sonuglar, QF T-Plus ELISA'da
orijinal plazma 6rneklerinin gift olarak yeniden test edilmesiyle dogrulanabilir. Bir veya iki tekrarlamanin tekrar testi
pozitifse kisinin testi pozitif olarak degerlendirilmelidir.

* Olasi nedenleri igin "Sorun Giderme" kismina bakin.
§ Klinik galigmalarda hastalarin %0,25'inden azinda, Nil degeri igin >8,0 IU/ml IFN-y seviyeleri s6z konusu olmustur.

Olciilen IFN-y seviyesinin biyiikliigi, enfeksiyon asamasi veya derecesi, immiin yanit
verebilirlik seviyesi ya da aktif hastaliga ilerleme olasilidi ile korele edilemez. Mitogen'e karsi
negatif olan kisilerde pozitif bir TB yaniti nadirdir ancak TB hastaliyi olan hastalarda
g6rilmustir. Bu durum, TB Antijenine verilen IFN-y yanitinin Mitogen'e verilen yanittan daha
buyik oldugunu gdsterir ve bu durum, Mitogen seviyesi lenfositler tarafindan IFN-y Gretimini

azami 6lglide stimile etmedigi icin mimkinddir.
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Yorumlama

Onaylama

Hayir

TB1 -Nil velveya TB2 -Nil
20,35 IU/ml

‘ Evet

Hayir - L
TB1 -Nil ve/veya TB2 -Nil
2 Nil IU/ml degerinin %25'i*
l Evet
Mit Nil <0,50 1U/ml B Hayr
itogen — Nil <0, m P f .
velveya Nil >8,0 IUiml | ™ Siipheli c— Nil <8,0 1U/ml
Hayir 1 l Evet
Negatif Pozitif

*TB1 eksi Nil veya TB2 eksi Nil'in gegerli olmasi igin 2%25 Nil IlU/ml degerinin miktari, orijinal 20,35 1U/ml sonucu ile
ayni tlipten kaynaklanmalidir.

Sekil 6. QFT-Plus yorumlama akis semasi
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Sinirlamalar

QFT-Plus test sonuglari, her bireyin kendi epidemiyolojisi, mevcut tibbi durumu ve diger tani

amagcli degerlendirmeleriyle ile birlikte kullaniimalidir.

Nil degerleri 8,0 IU/ml'den bliylk olan bireyler "Sipheli" olarak siniflandirilir ¢linkii TB
antijenlerine verilen %25'ten yuksek bir yanit, tahlil 6lgim aralidinin diginda olabilir.

Asagidakilere bagli olarak emin olunmayan veya supheli sonuglar elde edilebilir:

® Bu prospektiiste anlatilan prosediirden farkl iglemler
® Asin yuksek seviyelerde IFN-y dolasimi veya heterofil antikorlarin varhgi

® Kan numunesinin alinmasi ile 37°C'de inkibasyon arasinda 16 saatten fazla zaman
gecmis olmasi. Bu durum, lityum heparin veya sodyum heparinli tip 2-8°C is akisi
kullaniliyorsa gecerli degildir.
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Performans Ozellikleri

Klinik galigmalar

LTBI'ya yonelik kesin bir standart test bulunmadigdi icin QFT-Plus'in tahmini duyarlilik veya
6zgulligune yoénelik bir tahmin pratik olarak degerlendiriiemez. QFT-Plus'in 6zgullugu,
disuk tiberkiiloz enfeksiyonu riski olan (bilinen risk faktorleri olmayan) kisilerde yanlis pozitif
oranlar degerlendirilerek yaklasik olarak tahmin edilmistir. Duyarlilik, kiltirle dogrulanmis
aktif TB hastaligi olan hasta gruplari degerlendirilerek yaklasik olarak tahmin edilmistir.

Ozgiillik

409 kiside QFT-Plus 6zgulligunl degerlendiren bir galisma sonuglandirilmistir. TB'ye maruz
kalma igin demografik bilgiler ve risk faktorleri, test sirasinda standart bir anket kullanilarak

belirlenmistir.

Tuberklloz enfeksiyonu riski diguk olan (bilinen risk faktorleri olmayan) 2 hasta grubundan
elde edilen bulgularin 6zetinde, toplam QFT-Plus 6zgilligi %97,6 olmustur (399/409)
(Tablo 3 ve Tablo 4).

Tablo 3. Calisma sahasina gore QFT-Plus 6zgiilliik galismasi sonuglari

Calisma Pozitif Negatif Supheli Ozgiilliik (%95 Cl)
Japonya 4 203 0 %98 (%95-100)
Avustralya 6 196 0 %97 (%94-99)
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Tablo 4. TB Antigen Tube'a gore QFT-Plus 6zgiillitk calismasi sonuglari

Caligma TB1 TB2 QFT-Plus

Pozitif 5 10 10

Negatif 404 399 399

Stipheli 0 0 0

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

Aktif TB igin duyarlilik

LTBI'ya yonelik kesin bir standart test bulunmasa da, hastaligin oldugu kisiler tanim geregi
enfekte oldugundan M. tuberculosis mikrobiyolojik kiltlrl uygun bir sekilde bunun yerini
tutar. Sonrasinda kdiltlr testi ile M. tuberculosis enfeksiyonu oldugu dogrulanan Avustralya
ve Japonya'daki 4 calisma sahasindan TB suphesi tagiyan kisiler, QFT-Plus duyarlihginin
degerlendirilmesi icin test edilmistir (Tablo 5 ve Tablo 6). QFT-Plus testi igin kan alma 6ncesi
hastalar, 14 glinden az bir stre boyunca tedavi géormustur.

M. tuberculosis kultir pozitif hastalardan olusan 4 gruptan elde edilen bulgularin 6zetinde,
aktif TB hastahgi i¢in toplam QFT-Plus duyarliigi %95,3 olmustur (164/172). 4 grup iginde
159 hastanin hem TB1 hem de TB2 tupleriyle pozitif, 1 hastanin yalnizca TB1 ile pozitif ve
4 hastanin yalnizca TB2 ile pozitif oldugu belirlenmistir. Sonuclarin toplam %1,1'i (2/174)
stiphelidir. TB2 sonucu, tek basina TB1 sonucuna gore suipheli olan (diistk Mitogen) kulttirle
dogrulanmis 1 hastayi dogru olarak tanimlamistir (bkz. Tablo 5 ve Tablo 6).

Tablo 5. Caligma sahasina gére QFT-Plus duyarhlik calismasi sonuglari

Calisma sahalari Pozitif Negatif Sipheli QFT-Plus duyarliigr* (%95 Cl)
Japonya sahasi 1 36 7 0 %84 (69-93)
Japonya sahasi 2 53 1 %98 (90-100)

2
Japonya sahasi 3 54 0 0 %100 (93-100)
0

Avustralya sahasi 21 0 %100 (84—100)

* Duyarlilk, supheli sonuglar hari¢ olmak tzere, toplam gecerli test sayisina baghdir.
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Tablo 6. TB Antigen Tube'a gore QFT-Plus duyarlilik galismasi sonuglari

TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitif 160 163 164
Negatif 11 9 8
Stipheli 3 2 2
Duyarlilik (%95 Cl) %93,6 (88,8-96,7) %94,8 (90,3-97,6) %95,3 (90,9-97,9)

* Duyarlilik, stpheli sonuglar hari¢ olmak (izere, toplam gegcerli test sayisina baghdir.

Gozlenen yanit dagilimlari — riske gore siniflandiriimis

Klinik caligmalarda TB1, TB2 ve kontrol tliplerine verilen bir dizi IFN-y yaniti gézlemlenmig

ve M. tuberculosis enfeksiyonu riskine gére siniflandinimistir (Sekil 7-9). Karisik risk grubu,

TB'ye maruz kalma bakimindan risk faktorleri olan ve olmayan ve aktif TB olma ihtimali

beklenilmeyen (6rn. LTBI) kisiler dahil olmak Uizere, genel test popuilasyonunun bir temsili

olan kisilerden olusur.

Hasta sayisi

400

300 q[]

200

100 - |_|

O \Iblﬁlgl IQIQIQIQI lQI

B R NV P PP O P
OV QP AT AT 2T &Y oY OV AT 7Y 7

IFN-y (IU/ml)
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Hasta sayisi

200 A
150 [ ]
100
50 A
O '\I[gl'_‘l T I IQI IQ‘ QI IQI
19».9‘:56'\« A D 'V‘Q'GJ\QSO‘Q:\‘QR)\Q' xl\gﬂq\ D
oY g N AT DT T OV ©F AY @70
IFN-y (IU/ml)
Hasta sayisi
90 79
60 A
30 o
O T QJ' |_| T - T —- T T T T T T T T 1
9,9 19,9\ O Q49

IFN-y (IU/ml)

Sekil 7. Nil dagiimi. A. Dusik riskli bir popllasyonda Nil degerlerinin dagilimi (n=409). B. Karisik riskli bir
populasyonda Nil degerlerinin dagilimi (n=194). C. Kdltirle dogrulanmis M. tuberculosis enfeksiyonu olan bir
populasyonda Nil degerlerinin dagilimi (n=174).
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“ Hasta sayisi
400 1

aoTBl
300 4 @ T1B2
200 A
100 A
T T 00 0 0 00 0o oo
N A N S S RSN
4 Yy o Yo AY Y Y 7
AP NN ENE SR SN
IFN=y (IU/ml)
n Hasta sayisi
200 A~
OTB1
150 4 o B2
100 A
50 A
0 N oo N
Q- f:bb:\\ A DY X O3 'Qny\‘BEb\ O3 ,\Qs ,\Q«
OV QP AT AT AT T 0V 0T AT o7 7
IFN-y (IU/ml)
n Hasta sayisi
30 1
T8I
dTB2
20 A
10 1
01 \"o 9.0 O,0
B Y N P P R P R R OO
VT AT Y pY oY oY AY 07 7

IFN-y (IU/ml)

Sekil 8. TB1 ve TB2 dagilimi (nil gikarilmig). A. DisUk riskli bir popllasyonda TB1 ve TB2 degerlerinin (nil gikariimig)
dagilimi (n=409). B. Karisik riskli bir poptilasyonda TB1 ve TB2 degerlerinin (nil ¢ikariimis) dagilimi (n=194). C. Kultir
dogrulanmisg M. tuberculosis enfeksiyonu olan bir popiilasyonda TB1 ve TB2 degerlerinin (nil gikariimig) dagihmi
(n=174).
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Hasta sayisi

400 A

300 A

200 A

100 A

0 93 P NS l'_6| '_él 1
LQ* Qo. 93'\ f), Q,b‘“g,‘-"gfb"gf\‘ D2 & ‘\Q“’,\Q‘
Q~Q« \"1,“5 b“ob’\*‘bg,
IFN-y (IU/ml)
Hasta sayisi
200 A

150 A
100 A
50 4
0 T T T Q

IFN-y (IU/ml)

Hasta sayisi
90 7

60 1

30 A

O_
N
5, 0*2"\ QQ(LQQ 96"" S 01\9
OV g AT AY T &Y BF ©F AY 70 7

IFN-y (IU/ml)
Sekil 9. Mitogen dagilimi (nil cikanlmig). A. DusUk riskli bir popllasyonda Mitogen degerlerinin (nil gikarilmig)

dagilimi (n = 409). B. Karisik riskli bir popllasyonda Mitogen degerlerinin (nil ¢cikarilmis) dagilimi (n = 194). C. Kltiirle
dogrulanmis M. tuberculosis enfeksiyonu olan bir popullasyonda Mitogen degerlerinin (nil ¢ikariimig) dagilimi (n=169).
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IFN-=y (IU/ml)
E -

& 4

0 Aiasda M '_u

Dustuik risk Karigik risk Aktif TB
MTB enfeksiyonu riski

Sekil 10. TB1 ve TB2 degerleri (nil ¢ikarilmig) arasinda gozlemlenen fark, riske gore siniflandinlmigtir. Disik
riskli popllasyon (n=409), karisik riskli popUlasyon (n=189) ve kiiltirle dogrulanmis M. tuberculosis enfeksiyonu olan
bir poplilasyon (n=141). TB1 degerleri TB2 degerlerinden ¢ikarilmistir. Dogrusal tahlil araliginin diginda olduklari igin
>10,0 IU/ml TB1 veya TB2 degerleri olan kigiler calisma disinda birakilmistir.

Tahlil performans o6zellikleri

QFT-Plus ELISA'nin, ELISA plakasina IFN-y konsantrasyonlarinin bilinen 11 plazma
havuzunun 5 tekrari rastgele yerlestirilerek dogrusal oldugu gosterilmistir. Dogrusal
regresyon cizgisi 1,002 + 0,011'lik bir e§ime ve 0,99 degerinde bir korelasyon katsayisina
sahiptir (Sekil 11).

QFT-Plus ELISA tespit smin 0,065 IU/ml'dir ve 10.000 IU/ml'ye kadar IFN-y

konsantrasyonlarinda ylksek doz hook (prozon) etkisi kaniti bulunmamaktadir.

11

— o<
(7]
S
g 4
E 0
> 6
T 5
E 4
s 3
c
& 24
g
0

L) T L L) L L4 L4 L) L L L L)
1 2 2 45 6 7 8 9 10M
Beklenen IFN-y (IU/ml) seviyesi

Sekil 11. QFT-Plus ELISA'nin dogrusallik profili
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QFT-Plus ELISA'nin tahlil ici ve tahliller arasi hata payr (%CV), gesitli IFN-y
konsantrasyonlarina sahip 20 plazma 6rneginin 3'erli olarak, 3 farkli laboratuvarda, ardisik
olmayan 3 glinde ve 3 farkli operatér tarafindan test edilmesiyle tahmin edilmistir. Boylece
her érnek 9 bagimsiz tahlil calismasinda, 27 defa test edilmistir. Orneklerden nil kontrol olan
birisinin hesaplanan IFN-y konsantrasyonu 0,08 1U/ml (%95 CI: 0,07-0,09) olarak tespit
edilmistir. Kalan 19 plazma 6rneginden, konsantrasyon degeri araligi 0,33 (%95 CI: 0,31—
0,34) ila 7,7 IU/ml (%95 CI: 7,48-7,92) olarak tespit edilmigtir.

Calisma ici veya tahlil i¢i hata payi, galistirlan (n=9) her plakadan IFN-y iceren her bir test
plazmasi igin %CV'lerin ortalamasi alinarak tahmin edilmistir ve elde edilen hata payi de@eri %4,1
ila 9,1 CV arasinda olmustur. Ortalama ¢alisma ici kovaryans (+%95 Cl) %6,6 + %0,6 olmustur.
Ortalama sifir IFN-Y plazma degeri %14,1 CV olmustur.

Toplam veya tahliller arasi hata payi, her bir test plazmasi 6rnegi icin hesaplanan 27 IFN-y
konsantrasyonu kiyaslanarak belirlenmistir. Tahliller arasi hata payr %6,6 ila 12,3 CV
arasinda olmustur. Genel ortalama %CV (x%95 CI) %8,7 £ 0,7 olmustur. Sifir IFN-y plazma,
%26,1 CV degeri gostermistir. Bu dizeyde bir varyasyon beklenmistir ¢linkii hesaplanan
IFN-y konsantrasyonu dusuktir ve disik bir konsantrasyon tahminindeki varyasyon, daha
yuksek konsantrasyona kiyasla daha fazla olur.

QFT-Plus testinin yeniden duretilebilirligi, M. tuberculosis enfeksiyonu ic¢in karigik risk
faktérleri olan 102 kisiden elde edilen kan érnekleri kullanilarak belirlenmistir. Ug farkli
operator ve laboratuvar kosulu degerlendirilmigtir.

Her bir kisi icin toplam 3 ve tim kigiler icin toplamda 306 tani amagh tayin yapilmistir.
Toplamda tani yeniden uretilebilirligi %99 (%95 Cl: 97,2-99,7) olmus ve tani amagl sonug
306 tayinin 303'Unde uyumlu olmustur. Esik degerine yakin olan 3 kisinin sonucu tiim

degdigkenler icin hesaplanmistir.
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LTBI Tanisi

MTB enfeksiyonu icin risk altinda olan cesitli popilasyonlarda, QFT'nin performansini,

QFT-Plus'in prekirsoriinu gosteren birkag ¢alisma yayinlanmistir. Secilen bazi galismalarin

baslica bulgulari Tablo 7 iginde gosterilmigtir.

Tablo 7. QFT ile ilgili secilmis yayinlanan calismalar

Popiilasyon/durum

Sonuglar ve bulgular

Toplam yayinlanan ¢alisma
sayis|

Pediyatrik

Hamilelik

ELISpot temelli IGRA'dan daha yiiksek
dogrulukla, 5 yasindan kiglk gocuklar (45—-46)
dahil olmak Ulzere, gocuklarda kanitlanmig
performans (8). Vietnam, Filipinler ve
Meksika'dan gocuklarda QFT ve TST'yi
karsilastiran su ana kadar yapilmis olan en
blyuk galisma, LTBI igin yabanci dogumiu
gocuklarin test edilmesine yonelik olarak TST
ile kiyaslandiginda 6ncelikli olarak QF T'nin
kullanimini desteklemektedir (46). Sinirli bir
temas calismasi, ¢cocuklarda TST'ye gore
daha iyi tahmini deger (47) ve QFT'ye gegis
yapmayanlarla karsilastirildiginda QFT'ye
gegcis yapanlar arasinda iki yil iginde 8 kat daha
yiksek TB hastaligina ilerleme gostermektedir
(48). QFT-negatif/ TST-pozitif tutarsizigi BCG
asis! yapilan gocuklarda yliksektir (46, 49)
ancak 5 yasin altindaki gocuklarda (49) Mitogen
yaniti Uzerine herhangi bir etki ve gé¢men
gocuklarin rutin taramasi sirasinda dustk
slipheli oranlar s6z konusu olmamistir (46).

Dusuk yUkla bir ortamda, hamile olmayan
kadinlarla karsilastirilabilir sonuglarla birlikte,
QFT hamileligin her Ug¢ trimesterinde esit élglide
iyi performans gostermektedir, en azindan
duyarlilik olarak ¢ok daha spesifiktir ve

TST'ye kiyasla hastalik ilerlemesinin daha iyi
bir 6ngdriicisu olabilir (50). Yiksek yuklu bir
ortamda, QFT hamilelik boyunca daha stabildir
ve yazarlarin hamileligin hem QFT'yi hem de
TST'yi etkiledigi sonucuna varmalarina ragmen,
TST ile karsilastirildiginda arka plan LTBI
prevalansini daha yakindan tahmin

edebilmistir (51).
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Tablo 7. QFT ile ilgili segilmis yayinlanan galismalar (devami)

Popiilasyon/durum

Sonuglar ve bulgular

Toplam yayinlanan ¢alisma
sayis|

HIV/AIDS

Immiinosupresif
tedaviler

Saglik hizmeti
calisanlar

TB temaslari

Transplantasyon

Hem IGRA'lar hem de TST HIV
enfeksiyonundan etkilenir ve kanitlarin timd,
sonuglar yorumlanirken CD4+ sayimlari

<200 olanlarda dikkatli olunmasi gerektigini
ortaya koymaktadir (52). QFT'nin ELISpot
temelli IGRA ve TST'den daha az etkilendigi
ortaya konmustur (53-55). Bu popllasyonda tek
IGRA ziyareti, TST yetersiz geri donls oranlari
sorununu ortadan kaldirir (53).

QFT, TST'ye kiyasla immunosupresif
tedavilerden daha az etkilenir ve TB risk
faktorleriyle daha iyi korele olmaktadir (23, 27).
QFT, yanls pozitif sonuglari en aza indirecek
ve TST ile gergeklesecek gereksiz tedaviyi
azaltacak sekilde romatizmal hastaligi olan
hastalarda daha yiiksek duyarliliga (23, 56, 57)
ve TST'ye kiyasla daha ylksek 6zgillige
sahiptir (23, 57, 58).

TST'ye kiyasla daha az yanlis pozitif sonuglarla
daha spesifik ve TST'ye gore daha uygun
maliyetli oldugu ortaya konmustur (59-62). Esik
deger etrafindaki degiskenlik, iki dederli kesme
noktasi ve bir biyolojik testin dogal degiskenligi
nedeniyle, seri testte beklenen bir bulgudur (63).
Caligmalar, disuk riskli saglik hizmeti
galisanlarinin seri testinde TST'ye gore

daha yiksek donlistim/ters gevirme oranlari
gostermistir (64, 65). ABD CDC, IGRA
doénusimini belirlemek igin hafif kriterlerin,
TST'nin daha kati kantitatif kriterleriyle
gbzlenenden daha fazla dénusliime neden
olabilecegini ve tekrar test etme stratejilerinin
doénlsum/ters cevirme fenomenini ydnetmede
etkili olabilecegini gosterdigini kabul etmektedir
(65-68).

TST'ye kiyasla daha yliksek PPV ve NPV (47);
ozellikle BCG asisi yapiimis bireylerde ve
BCG asilamasi yapan Ulkelerden (70, 71)
popllasyonlarda geri ddnme ihtimali diisik
olanlar igin tek ziyaret uygunlugu (63), maruz
kalmayla daha iyi iligki (69).

En az TST kadar etkili oldugu ancak TST'ye
kiyasla son evre organ hastaligindan daha az
etkilendigi gosterilmistir (22).
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Tablo 7. QFT ile ilgili segilmis yayinlanan galismalar (devami)

Popiilasyon/durum Sonuglar ve bulgular Toplam yayinlanan galigma
sayisl
Diyabet Sinirl sayida hastanin oldugu az sayidaki 9

yayindan elde edilen geligkili kanitlar. Disuk
ylklG alandaki bir calisma, QFT duyarlihdinin
TB hastalarinda diyabet tarafindan riske
atiimadigini belirlemistir (72). Tanzanya'daki
bir calisma, ylksek yUkli bir ortamda, diyabetin
IFN-y Uretimi Uzerine negatif bir etkisinin
oldugunu, HIV ve helmint enfeksiyonlari gibi
karistiricilari dikkate almada basarisiz oldugunu
ortaya koymustur (73). Vietnam galismalarinda,
diyabet hastasi oldugunu bildiren, anormal
CXR'ler nedeniyle TB oldugundan siiphelenilen
veya kdltirle aktif TB (n=128) oldugu
dogrulanan 838 kiside, QF T pozitifligi 10 ve

15 mm'lik TST kesme noktalarina esit veya

bu kesme noktalarindan biyik olmustur (74).

Son evre bdbrek QFT pozitif sonuglari, TB'ye iligkin risk 45
hastahgi faktorleriyle TST'ye kiyasla daha iyi korele
olmaktadir ve BCG ile daha az iligkilidir (75).

Gogmenler Calismalar QFT'nin TST'den farkli olarak 29
BCG'den ve yastan etkilenmedigini
gostermektedir (74). QFT'nin en uygun maliyetli
yontem oldugu gosterilmistir (76). Distk yiklu
ortamlarda, TB'nin blyik ¢cogunlugu yabanci
dogumlardan ve gelisten sonra latent TB'nin
yeniden aktivasyonundan kaynaklanir (77).
Gogmen gocuklarda QFT ve TST'yi karsilastiran
su ana kadar yapilmig olan en blyuk ¢alisma,
latent TB enfeksiyonu igin yabanci dogumlu
cocuklarin test ediimesine yonelik olarak TST
ile kiyaslandiginda éncelikli olarak QFT'nin
kullanimini desteklemektedir (46).
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Teknik Bilgiler

Supheli sonuglar

Supheli sonuglar olagan disidir ve test edilen kisinin immin durumuyla ilgili olabilecegi gibi,

yukaridaki kullanim talimatlari izlenmezse, bir dizi teknik faktére de bagh olabilir.

Reaktifin saklanmasi, kan orneklerinin alinmasi veya kullaniimasinda teknik sorunlardan
stpheleniliyorsa QFT-Plus testinin tamamini yeni kan numunesiyle tekrarlayin. Stimile
edilen plazmalarin ELISA testi, yetersiz yikamadan veya ELISA testinde herhangi bir
prosedir sapmasindan suphelenildigi takdirde tekrarlanabilir. Dusuk Mitogen veya yuksek
Nil degerlerinden kaynaklanan supheli testlerin ELISA testinde bir hata olmadigi surece
tekrarlama durumunda da degismesi beklenmez. Siipheli sonuglar bu sekilde bildirilmelidir.
Doktorlar numuneyi yeniden almayi veya uygun gorildigi sekilde diger prosediirleri
gerceklestirmeyi tercih edebilir.

Pihtilasmis plazma 6rnekleri

Plazma 6rneklerinin uzun sireli saklanmasiyla fibrin pihtilari meydana gelirse, pihtilasmis

materyali ¢oktlirmek ve plazmanin pipetlenmesini kolaylastirmak igin érnekleri santrifiij edin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin, www.QuantiFERON.com adresinde verilen teknik bilgilere bagvurabilirsiniz.

lletisim bilgileri igin arka kapaga bakin.

ELISA Sorun Giderme

Spesifik olmayan renk olusumu

Olasi neden

a)

b) ELISA kuyularinin gapraz Riski en aza indirmek igin 6rnegi pipetlerken ve karistirirken dikkatli olun.
kontaminasyonu

c) Kitin/bilesenlerin son kullanma Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
tarihinin gegmesi Sulandirilan standardin ve Konjugat 100x Konsantrenin sulandirildigi

tarihten sonraki Ug ay iginde kullanildigindan emin olun.

d) Enzim Substrat Sollisyonunun Mavi renklenme mevcutsa substrati atin. Temiz reaktif kaplari
kontamine olmasi kullanildigindan emin olun.

e) Toplama éncesinde QFT-Plus Santrifiij yaptiktan sonra, plazmayi toplamadan énce asagi ve

Yetersiz plaka yikamasi

tuplerinde plazma karigimi

Cozum

Plakayi en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama tamponuyla yikayin. Kullanilan
yikayiciya bagl olarak 6 yitkamadan fazlasi gerekli olabilir. Her yikama
adimi arasinda en az 5 saniye bekleme periyodu olmalidir.

yukari dogru pipetleme yapmaktan veya herhangi bir yolla plazmay!
karigtirmaktan kaginin. Islemin her asamasinda, jel Gzerindeki materyali
bozmamaya dikkat edin.

Standartlarin Diigiik Optik Dansite Okumalari

OlasI neden

a)

Standart dillisyon hatasi

Cozim

Kit Standard: dilGisyonlarinin bu prospektiste anlatildigi sekilde
hazirlandigindan emin olun.

b) Pipetleme hatasi Pipetlerin Uretici talimatlari dogrultusunda kalibre edildiginden ve
kullanildigindan emin olun.
c) Inkiibasyon sicakhginin gok ELISA'nIn inkiibasyonu oda sicakhiginda (22 + 5°C) yapiimalidir.
disuk olmasi
d) Inkiibasyon siiresinin gok kisa Plakanin konjugat, standartlar ve érnekler ile inkiibasyonu 120 + 5 dakika
olmasi slirmelidir. Enzim Substrat Sollisyonu plakada 30 dakika inkiibe edilmelidir.
e) Yanlhs plaka okuyucu filtresinin ~ Plaka, 620 ile 650 nm arasinda bir referans filtreyle 450 nm'de

kullaniimasi

okunmalidir.
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ELISA Sorun Giderme

f)  Reaktiflerin ok soguk olmasi

g) Kitin/bilesenlerin son kullanma
tarihinin gegmesi

Yiiksek arka plan

Olasi neden

a) Yetersiz plaka ylkamasi

b) inkiibasyon sicakliginin gok
yuksek olmasi

c) Kitin/bilesenlerin son kullanma

tarihinin gegmesi

d)  Enzim Substrat Sollisyonunun
kontamine olmasi

Konjugat 100x Konsantre harig tim reaktifler, tahlile baglamadan 6nce
mutlaka oda sicakligina getirilmelidir. Bu islem yaklasik bir saat surer.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
Sulandirilan standardin ve Konjugat 100x Konsantrenin sulandirildidi
tarihten sonraki 3 ay icinde kullanildigindan emin olun.

Cozim

Plakayi en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama tamponuyla yikayin. Kullanilan
yikayiciya bagl olarak 6 yitkamadan fazlasi gerekli olabilir. Her yikama
adimi arasinda en az 5 saniye bekleme periyodu olmalidir.

ELISA'nIn inkiibasyonu oda sicakhginda (22 + 5°C) yapiimaldir.
Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegmediginden emin olun.
Sulandirilan standardin ve Konjugat 100x Konsantrenin sulandirildigi

tarihten sonraki 3 ay iginde kullanildigindan emin olun.

Mavi renklenme mevcutsa substrati atin. Temiz reaktif kaplari
kullanildigindan emin olun.

Dogrusal olmayan standart egri ve ¢ift degiskenlik

Olasi neden

a) Yetersiz plaka ylkamasi

b)  Standart dilisyon hatasi

c) Yetersiz karigtirma

d)  Tutarsiz pipetleme teknigi
veya tahlil kurulumu sirasinda
kesinti

Cézim

Plakay en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama tamponuyla yikayin. Kullanilan
yikayiciya bagh olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir. Her yikama
adimi arasinda en az 5 saniye bekleme periyodu olmalidir.

Standart dilisyonlarinin bu prospektlste anlatildigi sekilde
hazirlandigindan emin olun.

Reaktifleri plakaya eklemeden 6nce ters gevirerek veya hafif
vorteksleyerek iyice karistirin.

Ornek ve standart ekleme stirekli bir sekilde gergeklestiriimelidir.
Tim reaktifler tahlile baglamadan énce hazirlanmalidir.

Uriin bilgileri ve teknik kilavuzlar, QIAGEN'den, distribiitériiniizden veya

www.QuantiFERON.com adresi ziyaret edilerek licretsiz elde edilebilir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket tizerinde gorulebilir:
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lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin lltfen Ucretsiz 00800-22-44-6000 numarali telefonu
arayin, www.giagen.com/contact adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin ya da
QIAGEN Teknik Servis Bolimlerinden birine bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Kisaltilmis Test Proseduru

. Asama — kan inkibasyonu

Hastanin kanini kan alma tiplerine alin ve on (10) defa, tuplerin
ic yuzeyinin tamamen kanla kaplanmasina yetecek kadar glclu bir

sekilde galkalayin. Bu iglem tlp duvarlarindaki antijenleri ¢ozer.

Tupleri dik olarak 37°C + 1°C'de 16 ila 24 saat sUresince inkibe edin.

inkl’.’lbasyondan sonra, plazma ve eritrositlerin ayrilmasi icin 15 dakika,
2000 ila 3000 x g RCF (g) hizda santriftjleyin.

Santrifilj yaptiktan sonra, toplamadan 6nce asagi ve yukari pipetleme
yapmaktan veya herhangi bir yolla plazmayi karistirmaktan kaginin.

islemin her asamasinda, jel iizerindeki materyali bozmamaya dikkat edin.

. Asama — IFN-y ELISA

. Konjugat 100x Konsantre harig, ELISA reaktiflerini galisma sicakligina

getirmek icin oda sicakhginda (22°C + 5°C) en az 60 dakika bekletin.

Kit standardini 8,0 1U/ml olacak sekilde distile veya deiyonize suyla

sulandirin. Dért (4) standart diliisyonunu hazirlayin.

Dondurularak kurutulmus Konjugat 100%x Konsantreyi distile veya

deiyonize suyla sulandirin.

Calisma konjugatini Yesil Seyreltici ile hazirlayin ve her kuyuya 50 pl

ekleyin.
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o

iigili kuyulara 50 pl test plazma érnegi ve 50 ul standart ekleyin.
Calkalayici kullanarak karistirin.

6. Oda sicakhginda 120 * 5 dakika inkibe edin.

| \

7. Kuyulari en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama tamponuyla yikayin.

=

Kuyulara 100 pl Enzim Substrat Sollisyonu ekleyin. Calkalayici i

®

\
™~

kullanarak karistirin.

9. Oda sicakliginda 30 dakika inkibe edin.

O

10. Tim kuyulara 50 pl Enzim Substrat Sollisyonu ekleyin. Calkalayici | u ]_I |_|

kullanarak karistirin.

11. Sonuglari 620 ile 650 nm arasinda bir referans filtreyle 450 nm'de

okuyun.

12. Sonuglari analiz edin.
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Onemli Degisiklikler

Kisim Sayfa Degisiklikler

Cesitli Cesitli Lityum heparin veya sodyum heparinli tipin
kullanimina iligkin talimatlar eklendi

Cesitli Cesitli 2-8°C'de kan alma is akislyla ilgili talimatlar eklendi

Cesitli Cesitli Plaka kapag: artik gerekli olan ancak saglanmayan

materyaller arasindadir

El Kitab1 Revizyon Gegmisi

Belge Degisiklikler
R6 Lityum heparin/Sodyum heparin degisiklikleri
04/2019 2-8°C'de kan alma is akisina yonelik yeni galisma talimatlari

Plaka kapaklari QF Plakalarindan gikarildi
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Ticari markalar: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (QIAGEN Grubu); Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA igin Sinirli Lisans Sézlesmesi

Bu Uriintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Urtin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o> wN

Uriin yalnizca riinle ve bu prospektiiste verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN
bu panelin kapali bilesenlerinin, Urlinler birlikte verilen protokollerde belirtilenlerin diginda bu kitin iginde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya
birlestiriimesi i¢in kendi fikri miilkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez.

Agikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

Bu kit ve bilegenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve QIAGEN tarafindan aksi belirtiimedikge tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN agik olarak belirtilenler disinda agik veya zimni herhangi bir baska lisansi 6zellikle reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya
bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mulkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat creti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.

© 2019 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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www.QuantiFERON.com

Asya-Pasifik | techservice-ap@giagen.com

Avrupa | techserviceQF T-eu@giagen.com

Orta Dogu/Afrika | techserviceQF T-eu@giagen.com

Latin Amerika (Brezilya veya Meksika harig) | techservice-latam@giagen.com
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Notlar
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Notlar
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