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Kayttotarkoitus

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) on in vitro -diagnostinen festi, jossa kdytetdan ESAT-6- ja
CFP-10-proteiineja simuloivaa peptidiseosta solujen stimuloimiseen heparinisoidussa kokoveressd.
y-interferonin  (IFN+y) havaitsemista entsyymivélitteiselld  immunosorbenttimaarityksellé  (ELISA)
kéytetddn tunnistamaan Mycobacterium tuberculosis 4artunnalle ominaisten peptidiantigeenien

in vitro -vasteet.

QFT-Plus on epdsuora M. tuberculosis -infektion (mukaan lukien itse sairaus) festi, ja sitd
kaytetdan  yhdessd riskiarvioinnin,  kuvaustutkimusten ja muiden ladketieteellisten

ja diagnostisten arvioiden kanssa.

Tiivistelma ja festin kuvaus

Tuberkuloosi on tarftuva sairaus, jonka aiheuttavat M. tuberculosis (MTB) -ryhmén organismit
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum). Ne leviavat tyypillisesti  uusiin  isdntiin
hengitysteiden tuberkuloosia sairastavien potilaiden uloshengittémien pisaroiden valityksella.
Askettdin tartunnan saanut henkilé saattaa sairastua tuberkuloosiin useiden viikkojen tai
kuukausien kuluessa, mutta useimmat tartunnan saaneet henkilét pysyvat terveina. Joillekin jaa
latentti tuberkuloosi-infektio (LTBI), tarttumaton ja oireeton fila, ja he saattavat sairastua
tuberkuloosiin useita kuukausia tai vuosia mydhemmin. LTBI:n diagnosoinnin padtarkoituksena
on ladkinnallisen hoidon tarpeen harkinta tuberkuloosin ehkdisemista varten. Viime aikoihin
saakka latentin tuberkuloosi-infektion (LTBI) diagnosoimiseen oli kdytettévissé vain ihon
tuberkuliinitesteja (Tuberculin Skin Test, TST). lhoherkkyys tuberkuliinille kehittyy 2-10 viikon
kuluessa infektiosta. Jotkut infektoituneet henkildt, muun muassa henkilét, joilla on lagja-alaisia
immuunitoimintoja estdvid sairauksia, sekd myds muut henkildt, joilla ei ole naitd sairauksia,
eivat kuitenkaan kehitd vastetta tuberkuliinille.  Sitd  vastoin, jotkut henkildt, joilla
M. tuberculosis -infektio on epdtodenndkainen, osoittavat herkkyytta tuberkuliinille, ja heilla
esiintyy muita positiivisia TST-uloksia Calmette-Guérin (Bacille Calmette-Guérin BCG) -
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bakteerirokotteen jdlkeen, muiden mykobakteerien kuin M. tuberculosis -ryhman lajien

aiheuttama infektio tai muita madritamattomia tekijoitd.

LTBI on erotfettava tuberkuloosista, joka on ilmoitusta vaativa, yleensa keuhkojen ja alempien
hengitysteiden sairaus, mutta joka voi vaikuttaa myds muihin elinjarjestelmiin. Tuberkuloosi
diagnosoidaan historiallisista, fyysisistd, radiologisista, histologisista ja mykobakteriologisista

|5ydoksista.

QFT-Plusestilld  testataan soluvdlitteista  immuunivastetta  (Cell-Mediated mmune, CMI)
mykobakteeriproteiineja jdljitteleville peptidiantigeeneille. ESAT-6- ja CFP-10 -proteiinit
puuttuvat  BCGkannoista ja useimmista eituberkuliittisista  mykobakteereista, joista
poikkeuksena ovat M. kansasii, M. szulgai ja M. marinum (1). MTB-ryhmén organismin
aiheuttaman tartunnan saaneilla on yleensa veressadn lymfosyyttejd, jotka tunnistavat néma
jo  muut mykobakteeriantigeenit. Téma  tunnistusprosessi  koostuu  sytokiinin - IFN-y:n
muodostumisesta ja erittymisestd. IFN-y:n havaitseminen ja sitd seuraava kvantifiointi

muodostaa testin perustan.

QFT-Plus-testissa kaytetyt antigeenit muodostavat peptidiseoksen, joka jdljittelee ESAT-6- ja
CFP-10 -profeiineja. Lukuisat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd némd peptidiantigeenit
stimuloivat IFN-y-vastetta M. tuberculosis -infektion saaneiden henkildiden T-soluissa, mutta
ndin ei yleensd tapahdu tartuntaa saamattomilla tai BCG-rokotuksen saaneilla henkilsillg,
joilla ei ole sairautta tai LTBI:n riskia (1-32). Immuunitoimintaa heikentévat laakinnalliset
hoidot tai sairaudet saattavat kuitenkin heikentdd IFN-+y-vastetta. Potilaat, joilla on muita
mykobakteeritartuntoja, saattavat kehittdd vasteen myds ESAT-6- ja CFP-10-proteiineille, silla
ngitd proteiineja koodaavat geenit ovat lasnd myds M. kansasii-, M. szulgai- ja
M. marinum -bakteereissa (1, 23). QFT-Plustestia kdytetaan sekda LTBI:n festaukseen ettd
edistdmadn  sairaiden potilaiden M. tuberculosis -ryhmén  aiheuttamien infektioiden
diagnosointia.  Positiivinen tulos tukee tuberkuloosin diagnosointia.  Myds muiden
mykobakteerien (esim. M. kansasii) aiheuttamat infektiot saattavat kuitenkin johtaa positiivisiin
tuloksiin.  Tallin  tuberkuloosin ~ vahvistamiseen tai  poissulkemiseen tarvitaan muita

laaketieteellisia jo diagnostisia arviointeja.
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QFT-Plus-estiin kuuluu kaksi eri TB-antigeeniputkea: TB Antigen Tube 1 (TB1) ja TB Antigen Tube
2 (TB2). Molemmat putket sisaltavat peptidiantigeeneja MTB-kompleksiin liittyvista ESAT-6- ja
CFP-10-antigeeneistd. TB1-putki sisaltad peptideja ESAT-6:sta ja CFP-10:std, jotka on suunniteltu
tuottamaan CMlvasteita  CD4*-auttaja-Tlymfosyyteistd; TB2-putki siséltad lisépeptidiryhméin,
jonka tarkoitus on saada aikaan CMl-vasteita sytotoksisista CD8*T-lymfosyyteista. MTB-infektion
luonnonhistoriassa CD4*T-solvilla on ratkaiseva rooli immuunihallinnassa niiden  sytokiinin
IFN-y:n erittymisen takia. Tutkimustulokset ovat nyt osoittaneet, ettd CD8*T-solut osallistuvat
elimistén omaan puolustukseen MTB:tG vastaan tuottamalla IFN-y:a ja muita livkoisia tekijoitd,
joiden aktivoimat makrofagit tukahduttavat MTB-bakteerien kasvua, tappavat infektoituneita
soluja tai lyysaavat solunsisdisicc MTB-organismeja suoraan (33-35). MTB-spesifisic CD8*-soluja
on havaittu henkilsillg, joilla on LTBI, seké aktiivista tuberkuloosia sairastavilla, joilta 16ydetadn
usein  IFN-tuottoisia  CD8*soluja (36-38).  Lisdksi ESAT-6- ja  CFP-10-spesifisic
CD8*Tlymfosyytteja pidetdan useammin aktiivista kuin latenttia tuberkuloosia sairastavilla
esiintyvind, ja ne voivat liityd dskeftdin tapahtuneeseen MTB-altistukseen (39-41). Liscksi
MTB-spesifisia IFN-y:aa tuottavia CD8*-T-soluja on havaittu aktiivista tuberkuloosia sairastavilla

potilailla, joilla on HIVkoinfektio (42, 43), sekd tuberkuloosia sairastavilla pienillé lapsilla (44).
Testin periaatteet

QFT-Plus assay -testissé kdytetadn erityisia verindyteputkia, joihin otetaan kokoveringyte. Verta
inkuboidaan putkissa 16-24 tunnin ajan, minka jdlkeen plasma kerétadn ja siita testataan

peptidiantigeenien aiheuttama IFN-y-vaste.

QFT-Plustesti  suoritetaan  kahdessa vaiheessa. Ensin  kokoverta ker&taén  kuhunkin
QFT-Plus-veringyteputkeen: Nil-putkeen, TB1-putkeen, TB2-putkeen ja Mitogen-putkeen.
Verindyte voidaan oftaa vaihtoehtoisesti myds yksittaiseen yleiskayttdiseen veringyteputkeen,

joka sisaltad antikoagulanttina litiumhepariinia, ja siirtdd se sitten QFT-Plus-putkiin.

Mitogen-putkea voidaan kayttad QFT-Plus-testissa positiivisena kontrollina. Se voi olla tarkead,
jos potilaan immuunistatuksesta ei ole varmuutta. Mitogen-putken avulla voidaan myds valvoa

veren asianmukaista késittelyd ja inkubointia.
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QFT-Plus-putket on ravistettava, jotta antigeeni sekoittuu vereen, sekd inkuboitava 37 °C:n
lampdtilassa mahdollisimman pian, viimeistaan 16 tunnin sisalla verindytteen ottamisesta.
16-24 tunnin inkubointijakson jdlkeen putket sentrifugoidaan, plasma poistetaan ja
IFN-y-m@ara (IU/ml) mitataan ELISA-menetelmalla. QFT-Plus ELISA -testissé kaytetaan ihmisen
rekombinanttia IFN-y-standardia, jonka madaritys on tehty IFN-y-viitevalmisteeseen vertaamalla
(NIH Ref: Gxg01-902-535). Testingytteitd koskevat tulokset on raporfoitu kansainvilising
yksikdind (International Units, 1U/ml) suhteessa standardikéyradn, joka on valmistettu

testaamalla sarjan mukana tulevan standardin laimennuksia.

Heterdfiilisten vasta-aineiden (esim. ihmisen anti-hiiri-vasta-aineiden) esiintymisen seerumissa
tai plasmassa tiedetadan tietyilld yksilsilla  aiheuttavan hairiditd  immunomaarityksessa.
Heterofiilisten vasta-aineiden vaikutus QFT-Plus ELISA -estissé voidaan minimoida lisaéamalla
vihreddn Jaimennuslivokseen normaalia hiiriseerumia ja kayttamalla
F(ab’)2-monoklonaalisen  vasta-aineen  fragmentteja  sitovana  IFN-y-vasta-aineena

mikrolevyissd.

QFT-Plus assay katsotaan positiiviseksi, jos jommassakummassa TB-antigeeniputkessa saadaan
IFN-y-vaste, joka on huomattavasti Nil IFN«:n IU/ml Nil-arvoa korkeampi. Mitogen-putken
plasmanéyte toimii kunkin testatun néytteen IFN4-positiivisena kontrollina. Heikko Mitogen
(< 0,5 IU/ml) viittaa epdselvaan tulokseen, jos veringytteessd on lisdksi negatiivinen vaste
TB-antigeeneille. Témd malli  saattaa ilmetd  riitdméattdmien  lymfosyyttien, néytteen
epdasianmukaisen kasittelyn aiheuttaman véhentyneen lymfosyyttiaktiivisuuden, Mitogen-putken
virheellisen tdyton tai sekoittamisen tfai potilaan IFN+w:n tuotantoon kykeneméttémien
lymfosyyttien vuoksi. Nollangytteen kohonneita IFN--fasoja voi esiintyd heterofiilisten
vasta-aineiden tai sisdisen IFN-y-erityksen yhteydessa. Nil-putki sopeutuu taustaan (esim. liiallisiin
verenkierron IFN-ytasoihin ja heferofiilisten vasta-aineiden ldsndoloon). Nil-putken IFN-y-taso

vahennetddn TB-antigeeniputkien ja Mitogen-putken IFN-y-tasosta.
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Testin suorittamiseen vaadittava aika

QFT-Plus ELISA -festin suorittamiseen tarvittava aika arvioidaan jaliempand. Lisdksi kuvataan

useiden naytteiden festaus erissa:
Verindyteputkien inkubaatio 37 °C:ssa:  16-24 tuntia

ELISA: noin kolme tuntia per ELISA-levy
(22 henkilsa)
< 1 tydtunti

Kutakin ylimaaraista levya kohti lisataan
10-15 minuuttia
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Komponentit ja sdilytys

Verindyteputket* 200 Yhden Tukkupakkaus 200 HA- HAyhden HA

putkea potilaan putkea potilaan tukkupakkau
pakkaus pakkaus s

Tuotenumero 622526 622222 622423 623526 623222 623423

Testien 50 10 25 50 10 25

lukuméré/pakkaus

QuantFERON Nil Nil 50 putkea 10 25 putkea

Tube (harmaa korkki, putkea

valkoinen rengas)

QuantiFERON TB1 TB1 50 putkea 10 25 putkea

Tube (vihred korkki, putkea

valkoinen rengas)

QuantiFERON TB2 TB2 50 putkea 10 25 putkea

Tube putkea

(keltainen korkki,
valkoinen rengas)

QuantFERON Mitogen 50 putkea 10 25 putkea
Mitogen Tube putkea

(violetti korkki,

valkoinen rengas)

QuantiFERON Nil Nil HA 50 putkea 10 putkea 25 putkea
HA Tube

(harmaa korkki,

valkoinen rengas)

QuantiFERON TB1 TB1 HA 50 putkea 10 putkea 25 putkea
HA Tube
(vihred korkki,

keltainen rengas)

QuantiFERON TB2 TB2 HA 50 putkea 10 putkea 25 putkea
HA Tube

(keltainen korkki,

keltainen rengas)

QuantFERON Mitogen 50 putkea 10 putkea 25 putkea
Mitogen HA Tube HA

(violetti korkki,

keltainen rengas)

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

* Kaikki tuotekokoonpanot eivét ole saatavilla kaikissa maissa. Lisdtietoja tilattavista kokoonpanoista saa ottamalla
yhteyttd QIAGEN!in asiakaspalveluun (tiedot ovat osoitteessa www.qgiagen.com).
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ELISA-komponentit!

Tuotenumero

2 ELISA-levyn sarja
622120

Referenssilaboratoriopakkaus

622822

Microplate strips (Mikrolevyliuskat) (12 x 8 kuoppaa),
padllystetty monoklonaalisella hiiren
antiihmisFN-y-vasta-aineella

IFN-y Standard (IFN-y-standardi), kylmékuivattu
(sisaltaa ihmisen rekombinantti-IFNy:&, lehmén
kaseiinia, 0,01 % w/v timerosaalia)

Green Diluent (Vihred laimennuslivos) (sisdltaa
naudan kaseiinia, normaalia hiiriseerumia,
0,01 % w/v timerosaalia)

Conjugate 100x Concentrate (konjugaatin
100x-konsentraatti), kylmékuivattu (hiiren anti-ihmis-
IFN-y HRP, sisdltaa 0,01 % w/v timerosaalia)

Wash Buffer 20x Concentrate (pesupuskurin
20x-konsentraatti) (pH 7,2; sisdltaa 0,05 %
v/v ProClin® 300:a)

Enzyme Substrate Solution
(entsyymisubstraattilivos) (siséltaa H.O2, 3,3’, 5,5
-tetrametyylibentsidiinid)

Enzyme Stopping Solution (entsyymin
pyséytyslivos) (sisaltaa 0,5 M H2SO4:4)

QFT-Plus ELISA -tuoteseloste

2 x 96 kuopan
mikrolevyliuskat)

1 x pullo (8 1U/ml
kéyttdvalmiiksi saatettunal)

1 x30ml

1 x 0,3 ml (kayttévalmiiksi

saatettunal)

1 x 100 ml

1 x 30 ml

1x15ml

20 x 96 kuopan
mikrolevyliuskat)

10 x pullo (8 IU/ml

kéyttdvalmiiksi saatettunal)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml (k&yttdvalmiiksi

saatettunal)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10x 15 ml

—+

Ks. varotoimet ja tiedot riskeistd sivulta 15.
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

e 37°C 1 °C -inkubaattori *. Hiilidioksidia (CO2) ei tarvita.
e Kalibroidut, muuttuvan tilaisuuden pipetit* 10-1000 pl, kertakéyttokarjet

e Kalibroituja monikanavaisia pipetteja*, joilla voidaan annostella 50 pl ja 100 pl,

kertakayttdiset karjet
® levyn kansi
o Mikrolevyravistelija*
e Deionisoitu tai tislattu vesi, 2 litraa
e Mikrolevyn pesin (suosittelemme automaattista pesintd)

o Mikrolevyn lukulaite*, johon on kiinnitetty 450 nm:n suodatin ja 620-650 nm:n

referenssisuodatin.

* Varmista, eftd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan suositusten mukaan.
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Naytteiden séilytys ja kasittely

Verindyteputket
® Sgilyta verindyteputkia 4-25 °C:n lampétilassa.
Reagenssisarjat

® Reagenssisarjoja on sdilytettava 2-8 °C:n lampétilassa.

® Suojaa entsyymisubstraattilivos suoralta auringonvalolta.
Kayttévalmiit ja kaytetyt reagenssit

Katso reagenssien kaytdkuntoon saattamista koskevat ohjeet sivulta 26.

e Kaytoévalmiiksi saatettua sarjan standardia voidaan sailyttad enintaén kolme kuukautta,
jos sdilytys tapahtuu 2-8 °C:n lampédtilassa.
Merkitse sarjan standardin kaytdvalmiiksi saattamispdivamadard muistiin.

o Kayttovalmiiksi saattamisen jalkeen kéyttamatdn konjugaatin 100x -konsentraatti on sailytettéva

2-8 °C:n lampétilassa ja kaytettava kolmen kuukauden kuluessa.
Merkitse konjugaatin kayttovalmiiksi saattamispdiva muistiin.
o Kayttdvahvuinen konjugaatti on kéytettdva 6 tunnin kuluessa valmistamisesta.

e Kayttdvahvuista pesupuskuria voidaan sdilyttaé huoneenlémpétilassa enintéicn kaksi vikkoa.
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Varoitukset ja varotoimet

Vain in vitro -diagnostiikkaan.

Varoitukset

Negatiivinen QFT-Plustulos ei sulije pois M. tuberculosis -infektion tai tuberkuloosin
mahdollisuutta. Virheelliset negatiiviset tulokset voivat johtua infektiovaiheesta (esim. nayte
on ofettu ennen solutason immuunivasteen kehittymistd), immuunitoimintoihin vaikuttavista
samanaikaisista sairauksista, verindyteputkien virheellisesta kasittelystd laskimopunktion

jalkeen, testin virheellisestd suorittamisesta tai muista immunologisista muuttujista.

Positiivinen QFT-Plus-tulos ei saa olla ainoa tai ratkaiseva perusta M. tuberculosis -infektion

toteamiselle. Testin virheellinen suorittaminen saattaa aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia.

Positiivisen QFT-Plustuloksen jdlkeen on jatkettava ladketieteellisté ja diagnostista
mahdollisen aktiivisen tuberkuloosin arviointia (esim. AFB-ndyte ja viljely, rintakehén

rontgenkuva).

Koska ESAT-6- ja CFP-10 -proteiineja ei esiinny BCG-kannoissa eikd useimmissa
ei-tuberkulooftisissa mykobakteereissa, on mahdollista, ettad positiivinen QFT-Plus-tulos
johtuu M. kansasii-, M. szulgai- tai M. marinum -bakteerin aiheuttamasta infektiosta. Jos

epdillaan tallaisia infektioita, on tehtéva vaihtoehtoisia testejd.
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Varotoimet

Kemikaalien  kanssa  tydskenneltdessé  on  aina  kaytettdvd  laboratoriotakkia,
kertakayttokdasineitd ja suojalaseja. LisGtietoa saa tuotekohtaisista kaytsdturvallisuustiedotteista
(safety data  sheets, SDS). Ne ovat saatavana PDFtiedostoina  osoitteessa
www.qiagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjojen ja niiden

osien kayttdturvallisuustiedotteet.

HUOMIO: Kasittele  ihmisverta  ja  -plasmaa
mahdollisesti infektoituneena. Noudata asianmukaisia
verta ja verituotteita koskevia késittelyohieita. Havitd
veren tai verituotteiden kanssa kosketuksissa olleet
ndytteet ja materiaalit kansallisten, alueellisten

ja paikallisten séiéiddsten mukaisesti.

Seuraavat varoitukset ja varotoimet koskevat QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA -

komponentteja.

Varoitus

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

L

Siscltad  rikkihappoa. Varoitus!  Voi  sydvyttad metalleja.  Aiheuttaa
ihodrsytystd. Aiheuttaa vakavaa silmien @rsytysta. Kéytd suojakésineitd/

suojavaatetusta/silmasuojainta/kasvonsuojainta.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Varoitus!  Aiheuttaa  vahaistd  ihodrsytystd.  Kayta  suojakdsineita/

suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.
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QuantiFERON Green Diluent

Sisdltéd  trinatrium-5-hydroksi-1-(4-sulfofenyyli)-4-(4-sulfofenyyliatso)pyratsoli-
3-karbolyksaattia. Sisaltéa tartratsiinia. Varoitus! Voi aiheuttaa allergisen
ihoreaktion.  Kéytd  suojakdasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/

kasvonsuojainta.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Sisaltaa:  Seos:  5-kloro-2-metyyli-4-isotiatsoliini-3-oni  ja  2-metyyli-2H
-isotiatsoliini-3-oni (3:1). Haitallista vesielidille, pitkdaikaisia vaikutuksia.

Véltettéva padstdmista ympdristdon.

Varotoimet

Lue erityisohjeet ennen kayttéd. Kaytd suojakdsineitd/suojavaatetusta/silmasuojainta/
kasvosuojainta. JOS LIVOSTA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin), toimi seuraavasti: Riisu kaikki
altistuneet vaatteet valittdmasti. Huuhtele ihoa vedellé/suihkulla. JOS LIUOSTA JOUTUU
SILMIIN, toimi seuraavasti: Huuhtele huolellisesti vedelld useiden minuuttien ajan. Poista
mahdolliset  piilolinssit, jos ne ovat helposti poistettavissa.  Jatka  huuhtelua.
Altistumistapauksessa tai epdvarmoissa tilanteissa: kysy neuvoa ladkarilta tai hakeudu
|a&karin hoitoon. Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai lagkérille. Jos ihodrsytystd tai
ihottumaa ilmenee, kysy neuvoa ladkarilta tai hakeudu lagkarin hoitoon. Riisu altistuneet
vaatteet, ja pese ne ennen seuraavaa kayttéa. Sailytd lukitussa tilassa. Havita sisalts tai sailis

toimittamalla se hyvaksyttyyn jatelaitokseen.

Lisatietoja
Kayttsturvallisuustiedotteet (Safety Data Sheets, SDS): www.qiagen.com/safety

®  QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA -tuoteselosteen ohjeista poikkeaminen saattaa

tuottaa virheellisia tuloksia. Lue ohjeet huolellisesti ennen kaytda.
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o Al kéytd sarjaa, jos yhdessakaan reagenssipullossa on merkkejé vaurioista tai vuodosta

ennen kaytoa.

o Tarkedd: Tarkista pullot ennen kayttéd. Ala kayta konjugaattia tai IFN-y-standardin pulloja,
joissa on havaittavissa vaurioita tai joiden kumitiiviste ndyttad vaurioituneelta. Alg kasittele
rikkoutuneita pulloja. Havita pullot turvallisesti asianmukaisia varotoimia noudattaen.
Suositus: Vahennd metallikorkin avaamiseen liittyvia loukkaantumisriskeja kaytamalla

konjugaatin tai IFN-y-standardin pullojen avaamiseen pullonavauspihteja.

e Alg sekoita tai kéytd eri QFT-Plus-sarjaeristd perdisin olevia mikrolevyliuskoja,
IFN-y-standardeja, vihreaa -laimennuslivosta tai konjugaatin 100x
-konsentraattia. Muita eri sarjaeristd perdisin olevia reagensseja (pesupuskurin 20x-
konsentraatti, entsyymi-substraattilivos ja entsyymin pysdytyslivos) voidaan kaytaa
yhdessd edellyttGen, etté reagenssien viimeinen kayhdpdivémadard ei ole umpeutunut

ja eftd erdn tiedot on merkitty muistiin.

e Havita kayttamattomat reagenssit ja biologiset naytteet paikallisten viranomaismadraysten

mukaisesti.

® QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkia tai ELISA-sarjaa ei saa kayhad viimeisen
kayttopaivamaaran jalkeen.
e Asianmukaisia laboratoriokdytantdja on noudatettava kaikkina aikoina.

e Varmista, ettd laboratoriolaitteisto on kalibroitu/tarkastettu kayttéa varten.
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Naytteen ottaminen ja kdsittely

QFT Plus testissa kdytetdan seuraavia ndaytteenottoputkia:
1. Quantiferon Nil-Putket (harmaa korkki, valkoinen rengas)

2. QuantiFERON TB1-Putket (vihred korkki, valkoinen rengas)

3. QuantiFERON TB2-Putket (keltainen korkki, valkoinen rengas)

4. QuantiFERON Mitogen-Putket (violetti korkki, valkoinen rengas)
5. QuantiFERON HA Nil-Putket (harmaa korkki, keltainen rengas)
6. QuantiFERON HA TB1-Putket (vihred korkki, keltainen rengas)
7. QuantiFERON HA TB2-Putket (keltainen korkki, keltainen rengas)

8. QuantiFERON HA Mitogen-Putket (violetti korkki, keltainen rengas)

Antigeenit on kuivattu veringyteputkien sisdseindlle, joten on ehdottoman ftarkedd, eftd putkien
sisaltd  sekoitetaan vereen huolellisesti. Kun verindyte ofetaan suoraan QFT-Plus-putkiin,
QFT-Plus-putket on sdilytettdva ja kuljetettava huoneenldmmassa (22 °C + 5 °C) ja siirreftdva
37°C:seen inkubaattoriin mahdollisimman pian, viimeistaan 16 tunnin sisdlld ndytteenotosta.
Vaihtoehtoisesti verindyte voidaan oftaa yhteen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen
sdilytettavaksi  ennen siirtdmistd  QFT-Plus-putkeen ja inkubaattoriin.  Litiumhepariiniin  tai
natriumhepariiniin  ofeftuja verindytteitd voi s@ilyltdd enintddn 16 tuntia huoneenldmmdssa
(17-25 °C) ja sen jdlkeen ne on siirrettava QFT-Plus-putkiin suoraan naytteenoton jélkeen.
Litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkiin ofeftuja verindytteitd voidaan sdilyttdd myds 2-8 °C:n
lédmpatilassa  enintaén 48 tuntia ennen niiden siirtdmistd  QFT-Plus-putkiin. Katso  kohta
"Verindytteen oftaminen yhteen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ja  siirtdminen

QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkiin”.
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Ottaminen suoraan QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkiin

1. Putket on merkittéva asianmukaisesti.

Varmista, ettd jokainen putki (Nil, TB1, TB2 ja Mitogen) on tunnistettavissa etiketistd tai

muulla tavoin korkin poistamisen jdlkeen.

On suositeltavaa kirjata verindytteen oftamisajankohdan kellonaika ja pdivamaara
muistiin.

2. Ofa jokaiselta potilaalta 1 ml verta laskimopunktiolla suoraan kuhunkin QFT-Plus Blood
Collection Tube -verindyteputkeen. Témd toimenpide on annettava flebotomiaan

erikoistuneen patevan henkildn suoritettavaksi.
Térked ilmoitus: putkien lampétilan pitdisi olla tdyton aikana 17-25 °C.

Standardeja  QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkia voidaan kayttad
korkeintaan 810 metrin korkeudella merenpinnasta. Suuria korkeuksia varten tarkoitettuja
High Altitude (HA) QFT-Plusveringyteputkia voidaan kéyttaa 1020-1875 metrin

korkeudella merenpinnasta.

Koska veren oftaminen 1 ml:n putkella kdy suhteellisen hitaasti, pidé putkea neulalla
2-3 sekuntia, kun putki ndyttad olevan tdynnd. Ndin varmistat, ettd putkeen saadaan

oikea maara verta.

o Putken sivulla oleva musta merkki osoittaa sallitun 0,8-1,2 ml:n tayttdmadran.
Jos verimadrd missa tahansa putkessa ei ole sallitun alueen sisépuolella, on
otettava uusi verindyte. Liian suuri (yli 1,2 ml) tai pieni (alle 0,8 ml) verimaara

putkissa saattaa johtaa virheellisiin tuloksiin.

e Jos verindytteen oftamiseen kdytetdan ns. perhosneulaa, on kaytettava
puristusputkea, jotta varmistetaan, eftd putki on taytynyt verelld ennen
QFT-Plus-putkien kayttda.

e Jos QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkia kaytetGéan yli 810 metrin
korkeudessa tai jos ofettu verindyte on liian pieni, kayttdja voi ottaa verta
rviskulla ja siitaa sita  valitémasti 1 ml kuhunkin  neljgén 4 putkeen.
Turvallisuussyistd tama on paras tehda irrottamalla ruiskun neula noudattaen

asianmukaisia varotoimia, irrottamalla kunkin neljgn QFT-Plus-verindyteputken
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korkit ja lisaamalla 1 ml verta kuhunkin nayteputkeen (putken sivussa olevan
etiketin mustan merkin tasolle). Laita korkit tiukasti takaisin paikoilleen ja sekoita
alla kuvatulla tavalla. Varmista, ettd jokainen putki (Nil, TB1, TB2 ja Mitogen)

on tunnistettavissa etiketista tai muulla tavoin korkin poistamisen jalkeen.

3. Ravista putkia valitdmasti niiden tdytdn jdlkeen kymmenen (10} kertaa riittavan

voimakkaasti, jotta putken koko sisépinta peittyy verelld. Siten putken seinamillé olevat
antigeenit paasevat liukenemaan vereen.
Tarked ilmoitus: putkien lampétilan pitdisi olla sekoittamisen aikana 17-25 °C. Liian voimakas

sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin vaurioitumisen ja johtaa poikkeaviin tuloksiin.

. Merkitsemisen, taytdn ja sekoittamisen jalkeen putket on siirrettéva inkubaattoriin

37°Cx1°C:n lampdtilaan mahdollisimman pian ja 16 tunnin sisdlld  néytteen
ottamisesta. Sailytd ja kuljeta putkia huoneenlampétilassa ennen inkubointia (22 + 5 °C).
Jos QFT-Plus-putkia ei inkuboida 37 °C:n lampédtilassa valitémasti ndytteen oftamisen ja
ravistamisen jdlkeen, sekoita ndyte kadntelemdlld putkia kymmenen (10) kertaa ennen

37 °C:ssa inkuboimista.

. Inkuboi QFT-Plus-putkia PYSTYASENNOSSA 37 °C =1 °C:n lampédtilassa 16-24 tuntia.

Inkubaattorissa ei tarvita hiilidioksidia (CO-) tai kostutusta.

Verindytteen ottaminen yhteen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ja siirtéiminen

QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkiin

1. Verindyte voidaan oftaa vyksittdiseen verindyteputkeen, joka sisdltdd antikoagulanttina

litiumhepariinia tai natriumhepariinia, ja siitdd se sitten QFT-Plus-verindyteputkiin. Veren
hyytymisen estoaineena on kaytettava ainoastaan litiumhepariinia tai natriumhepariinia, silla

muut antikoagulantit aiheuttavat testissé hairiditd. Putket on merkittéva asianmukaisesti.
On suositeltavaa kirjata veringytteen ottamisajankohdan kellonaika ja p&ivéméaara putkeen.

Térkedd: verindyteputkien on oltava huoneenldmpéisia (17-25 °C) néytteenottohetkelld.
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2. Tayta litiumhepariini- tai natriumhepariini-verindyteputki (véhimmadistilavuus 5 ml) ja
sekoita varovasti kadntelemalla putkea useita kertoja, jotta hepariini liukenee. Tama

toimenpide on annettava flebotomiaan erikoistuneen pétevan henkildn suoritettavaksi.

3. Litiumhepariini- ja natriumhepariiniputkien pitoaika- ja pitolampétilavaihtoehdot ennen
siirtoa ja inkubointia QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkiin (katso kuvat 1-3,
veringytteenottovaihtoehdot):

Vaihtoehto 1 - Litiumhepariini- tai natriumhepariiniputken sdilytys ja  kasittely
huoneenldmmdssa: litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ofeftua verindytetta tulee
sailytda huoneenldmmdssa (22 °C 5 °C) korkeintaan 16 tunnin ajan ndytteenoton

jalkeen ennen QFT-Plus-verindyteputkiin siirtdmista ja sen jdlkeista inkubointia.
Vaihtoehto 2 - Litiumhepariini- tai nafriumhepariiniputken séilytys ja kdsittely jaéhdytettynd
Tarkedd: toimenpiteen vaiheet a—d on suoritettava jdrjestyksessd.

a. Litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ofettua verindytettd voidaan pitaa

huoneenlédmmadssa (17-25 °C) korkeintaan 3 tuntia verindytteen oton jalkeen.

b. Litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen otettua verindytettd voidaan pitdd

jddkaapissa (2-8 °C) korkeintaan 48 tuntia.

c. Jadkaapissa sdilyttamisen jalkeen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputken tulee
tasaantua huoneenlgmpdén (17-25 °C) ennen QFT-Plus Blood Collection Tube
-verindyteputkiin siirtémista.

d. Alikvoidut QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputket tulee asettaa 37 °C:n

inkubaattoriin 2 tunnin sisallé veren siirtdmisestd.

Jos QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkia ei inkuboida 37 °C:n lampétilassa
valitdmasti QFT-Plus-verindyteputkiin siirtémisen ja ravistamisen jalkeen, sekoita ndytetta
kaantamalla putkia 10 kertaa yldsalaisin ennen inkubointia 37 °C:ssa. Kokonaisaika
naytteenoton ja QFT-Plus Blood Collection Tube-verindyteputkissa inkuboinnin vdlilla ei

saa olla yli 53 tuntia.

4. Verinaytteen siirtdminen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkesta QFT-Plus Blood

Collection Tube -veringyteputkiin:
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a. Merkitse kaikki QFT-Plus-verinyteputket asianmukaisesti.

Varmista, etté jokainen putki (Nil, TB1, TB2 ja Mitogen) tunnistetaan etiketista tai
muulla tavoin korkin poistamisen jdlkeen. Verindytteen ottamisen paivémaard ja aika
suositellaan  siirtdmadn  litiumhepariini-  tai  natriumhepariiniputkista  QFT-Plus
-veringyteputkiin.

b. Naytteitd on sekoitettava tasaisesti kaantamalla ne kevyesti yldsalaisin ennen

QFT-Plus-verindyteputkiin siirtdmista.

c. Siifo on parasta suorittaa asepfisesti varmistaen, eftd noudatetaan asianmukaisia
turvatoimenpiteitd. Poista korkit neljcstd QFT-Plus Blood Colletion Tube -verindyteputkesta
ja liséd 1 ml verta jokaiseen putkeen. Kiinnitd putkien korkit kunnolla ja sekoita alla
annettujen ohjeiden mukaan. Varmista, ettd jokainen putki (Nil, TB1, TB2 ja Mitogen) on

tunnistettavissa etiketistd tai muulla tavoin korkin poistamisen jclkeen.

5. Sekoita putket. Ravista QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkia vélittomasti taytén

jalkeen kymmenen (10) kertaa riittévan voimakkaasti, jotta putken koko sisépinta peittyy

verelld. Siten putken seinamilla olevat antigeenit padsevat liskenemaan vereen.

Liian voimakas sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin vaurioitumisen ja johtaa

poikkeaviin tuloksiin.

. Merkitsemisen, tdytén ja ravistamisen jdlkeen putket on siirreftdva inkubaattoriin

37°C £1°C:n lampétilaan 2 tunnin  sisélla. Jos QFT-Plus Blood Collection Tube
~verindyteputkia ei inkuboida 37 °C:n lampdtilassa vélitomdsti néytteen oftamisen ja
ravistamisen jdlkeen, sekoita ndyte kadntelemdlla putkia kymmenen (10) kertaa ennen

37 °C:ssa inkuboimista. (Katso verindytteenottovaihtoehdot seuraavalta sivulta kuvista 1-3.)

. Inkuboi QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkia PYSTYASENNOSSA

37 °C =1 °C:n lampétilassa 16-24 tuntia. Inkubaattorissa ei tarvita hiilidioksidia (CO2)

tai kostutusta.
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Naytteenotto QFT-Plus Blood Collection Tube -veringyteputkiin ja pito huoneenlémméssa.

. Pida . Inkuboi:
Ota Ravistele huoneen- Sekoita g;lzg
verindyte putkia lémmassé vudelleen Q oc
1 ml kuhunkin Ravista Korkeintaan Sekoita uudelleen 16-24 tuntia

QFT-Plus-putkeen 10 kertaa 16 tuntia kadnteleméllé

Kuva 1. Verindytteenottovaihtoehto: Néytteenotto suoraan QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkiin ja pito
huoneenlémmassd.

Kokonaisaika ndytteen QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputkiin ottamisen ja niiden 37 °C:ssa inkuboinnin viililla
ei saa olla yli 16 tuntia.

Naytteenotto litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ja pito huoneenldmméssa.

Ota
verindyte

> 5 ml litiumhepariini- tai  Livota hepariini Huoneenldmméssé Sekoita uudelleen 1 ml kuhunkin Ravista 10 kertaa 16-24 tuntia
natriumhepariiniputk kadntelemalla korkeintaan 16 tuntia kaéntelemdlla QFT-Plus-putkeen

Pida
huoneen-
l&mmadssa

Siirré
QFT-Plus-
putkiin

Ravistele
putkia

Sekoita
vudelleen

Kuva 2. Verindytteenottovaihtoehto: Néytteenotto litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ja pito huoneenlémméssé.
Kokonaisaika néytteen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ottamisen ja 37 °C:ssa inkuboinnin valilla ei saa olla
yli 16 tuntia.

Néytteenotto litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkiin ja pito 2-8 °C:n lampétilassa.

Pida

huoneen-

Siirra
QFT-Plus-
putkeen

Sekoita
uvudelleen

Ravistele

huoneen- putkia

|amposn

> 5 ml litiumhepariini- tai Livota hepariini  Korkeintaan Korkeintaan Tasaa Sekoita uudelleen 1 ml kuhunkin Ravista 16-24 tuntia
natriumhepariiniputk kaantelemdlla 3 tuntia 48 tuntia huoneenlampsén kédntelemdlls  QFT-Plus-putkeen 10 kertaa

P

Kuva 3. Verindytteenottovaihtoehto: Néytteenotto litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ja pito 2-8 °C:n lémpétilassa.
Kokonaisaika néytteen litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkeen ottamisen ja 37 °C:ssa inkuboinnin vélilla ei saa olla
yli 53 tuntia.
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Kayttdohjeet

Vaihe 1- veren inkubointi ja plasman keraéminen

Toimitetut materiaalit

® QFT-Plus Blood Collection Tube -verindyteputket (katso luku 3)

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)

e Katso luku 3

Menetelmd

. Jos verta ei inkuboida vélitdmésti néytesnoton jélkeen, putket on sekoitettava uudelleen

kadntamélla ne kymmenen kertaa yldsalaisin juuri ennen inkubointia.

. Inkuboi  putkia  PYSTYASENNOSSA 37°C+1°Cin ldmpétilassa  16-24 tuntia.

Inkubaattorissa ei tarvita hiilidioksidia (CO2) tai kostutusta.

. Kun inkubointi on suoritettu 37 °C:n lémpétilassa, verindyteputkia voidaan sdilytéid

enint&dn kolme vuorokautta 4-27 °C:n lémpétilassa ennen sentrifugointia.

. Kun putkia on inkuboitu 37 °C:n ldmpétilassa, plasman  kerdémisté  edistetddn

sentrifugoimalla putkia 15 minuutin ajan 2000-3000 x g RCF:n (g) voimalla. Geelitulppa

erottelee solut plasmasta. Jos niin ei tapahdu, putket on sentrifugoitava uudelleen.

Plasman talteenotto on mahdollista ilman sentrifugointia, mutta t&lldin - plasman

kerdamisessd on oltava erityisen huolellinen, etteivat solut rikkoudu.

. Plasmandytteitd voi keréitt ainoastaan pipetin avulla.

Térked ilmoitus: Kun sentrifugointi on tehty, varo pipetin ylos ja alas suuntautuvaa liiketté
tai plasman sekoittumista milléén tavoin ennen sen talteenottoa. Varo aina rikkomasta

geelin pinnalla olevaa materiaalia.
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Plasmandytteet voidaan ladata suoraan sentrifugoiduista néyteputkista QFT-Plus ELISA -

levylle, my&s silloin, kun kaytéssa on automaattinen ELISA-tydasema.
Plasmandytteitd voidaan sdilyttdd enintdén 28 vuorokautta 2-8 °C:n lampétilassa,
tai keréamisen jalkeen pitkia aikoja alle =20 °C:n lampédtilassa.

Jotta testindytteet ovat riittavat, keraa vahintaan 150 pl plasmaa.

Vaihe 2 — IFN-y ELISA

Toimitetut materiaalit

® QFT-Plus ELISA -sarja (katso luku 3)

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)

e Katso luku 3.

Menetelmd

1. Kaikki plasmanéytteet ja reagenssit, paitsi konjugaatin 100x konsentraatti, on tuotava
huoneenldmpétilaan (22 + 5 °C) ennen kéyttdd. Tasaantumiselle on jdtettivé aikaa

vahintéan 60 minuuttia.

. Irrota ylimaardiset liuskat kehyksestd, sulie ne takaisin foliopussiin ja vie jddkaappiin

my&Shempdd tarvetta varten.

Varaa véhintaéan yksi liuska QFT-Plus-standardeille ja riittévd maara liuskoja kutakin
testattavaa potilasta kohti (katso Kuva 5). Sailytd kehys jaljellé olevien liuskojen kanssa
kaytettavaksi.

. Saata IFN-y-standardi kéyttdkuntoon liséémélla pulloon merkitty méérd deionisoitua tai
tislattua vettd. Véhennd vachtoaminen minimiin ja varmista tdydellinen livkeneminen
sekoittamalla varovasti. Standardin  sekoittaminen merkittyyn tilavuuteen aikaan saa

livoksen, jonka pitoisuus on 8,0 IU/ml.

Tarked ilmoitus: standardin sekoitustilavuus vaihtelee erén mukaan.
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Kayta kayttdvalmiiksi saatettua sarjan standardia tuottamaan 1/2-laimennus ja sen
jalkeen 1/4-laimennussarja  IFN-y  vihredén -laimennusaineeseen  (katso Kuva 4).
S1 (standardi 1)  siséltaa 4,0 1U/ml,  S2 (standardi 2)  sisdaltaa 1,0 1U/ml,
S3 (standardi 3) sisaltaa 0,25 IU/ml ja S4 (standardi 4) sisaltaa O IU/ml (vain vihreaa

laimennusainetta). Standardit on testattava véhintéén kahtena otoksena. Valmistele

kutakin ELISA-estic varten sarjan standardista vastalaimennetut laimennukset.

Toistotestisarjan suositeltu toimintatapa

Merkitse 4 putkea merkinngin “S17, "S2", "S3", "S4".

Lisaa 150 pl vihredd laimennusainetta putkeen S1, S2, S3 ja S4.
Lisaa 150 pl sarjan standardia putkeen S1 ja sekoita huolellisesti.
Siirrg 50 pl putkesta S1 putkeen S2 ja sekoita huolellisesti.

Siirrg 50 pl putkesta S2 putkeen S3 ja sekoita huolellisesti.

Pelkké GD toimii nollastandardina (S4).

150 pl
50 pl 50 pl

([0 |

Standardi 1 Standardi 2 Standardi 3 Standardi 4

Kayttovalmiiksi 4,0 1,0 0,25 0
saatettu sarjan U/ml 1U/ml 1U/ml IU/ml
standardi (ihred

laimennuslivos)

Kuva 4. Standardikéyrén valmistelu.
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4.

Sekoita kylmédkuivattua konjugaatin 100x konsentraattia -konsentraattia 0,3 millilitraan
deionisoitua tai fislattua vettd. Voit minimoida vadhtoamisen ja varmistaa konjugaatin
tdydellisen liukenemisen sekoittamalla varovasti.

Konjugaatin  tydskentelyvahvuus  valmistetaan  laimentamalla  riitava  maara
kayttdvalmiiksi saatettua konjugaatin 100x -konsentraattia vihreddn -laimennuslivokseen
(Taulukko 1. Konjugaatin valmistaminen). Palauta kéyttamatén konjugaatink 100x -
konsentraatti valittomasti kayton jalkeen 2-8 °C:n lampétilaan. Kaytd vain vihredd -

laimennuslivosta.

Taulukko 1. Konjugaatin valmistaminen

Liuskojen madrd Konjugaatin 100x -konsentraatin médrd Vihreédn -laimennuslivoksen méadrd
2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 0l

4 20 pl 2,0 ml

5 25 2,5 ml

6 30l 3,0 ml

7 35l 3,5 ml

8 40l 4,0 ml

9 45 pl 4,5 ml

10 50 4l 5,0 ml

1 55 5,5 ml

12 60 pl 6,0 ml
5. Verindyteputkista kootut plasmandytteet, jotka on kokoamisen jélkeen varastoitu tai

pakastettu, on sekoitettava ennen kuin ne liséitécn ELISA-kuoppaan.

Tarked ilmoitus: jos plasmandytteet lisdtéén suoraan sentrifugoiduista QFT-Plus-putkista,
plasman sekoittumista on valtettévé. Varo aina rikkomasta geelin pinnalla olevaa

materiaalia.

. Lisé& 50 pl juuri valmistettua, tydskentelyvahvuista konjugaattia ELISA-kuoppiin kéyttaméllé

monikanavapipettid.
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7. Lisad 50 pl festiplasmandytettd asianmukaisiin  kuoppiin  monikanavapipeteilld  (katso

suositeltu levyasettelu: Kuva 5). Liséia lopuksi 50 pl standardeista 1-4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A TN 3N 5N 7N 9N S1 S1 I3N 15N 17N 19N 21N
B 1781 3TB1 5TB1 7TB1 ©9QTB1 S2 S2 13TB1 15TB1 17TB1 197TB1 21TBI
C 1782 3TB2 5TB2 7TB2 ©9QTB2 S3 S3 13TB2 15TB2 177TB2 197TB2 21TB2
D TM 3IM 5M 7M oM S$4 S4 13M  1I5M 17M  19M  21M
E 2N 4N 6N 8N ION 1IN 12N 14N 16N 18N 20N 22N

F 2TB1 4TB1 67TB1 8TB1 10TB1 11TB1 12TB1 14TB1 16TB1 18TB1 20TB1 22TBI
G 2TB2 47TB2 6TB2 8TB2 10TB2 11TB2 12TB2 14TB2 16TB2 18TB2 20TB2 22TB2
H 2M 4M 6M 8M oM 11M 12M 14M 16M 18M 20M 22M

Kuva 5. Suositeltu néyteasettelu (22 testici levyd kohden)
S1 (standardi 1), S2 (standardi 2), S3 (standardi 3), S4 (standardi 4)
1 N (néyte 1. Nilplasma), 1 TB1 (néyte 1. TB1-plasma), 1 TB2 (ndyte 1. TB2-plasma), 1 M (ndyte 1. Mitogeeniplasma)

8. Peité kukin levy kannella ja sekoita konjugaattia sekd plasmandytteitd/standardeja
huolellisesti 1 minuutin ajan kéyttémélla mikrolevyn ravistelijaa. Véltd laikyttamists.

9. Peit jokainen levy ja inkuboi huoneenlémpétilassa (22 + 5 °C) 120 + 5 minuutin ajan.
Levyt eivdt saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana.

10. Laimenna inkuboinnin aikana yksi osa pesupuskurin  20x-konsentraattia 19 osaan
deionisoitua tai fislattua vettd ja sekoita huolellisesti. Pesupuskurin 20x-konsentraattia on
toimitettu riittivd médrd, jotta voidaan valmistaa kaksi litraa tydskentelyvahvuista
pesupuskuria.

Pese kuoppia 400 pllla tydskentelyvahvuista pesupuskuria véhintééan kuuden jakson
ajan. Suosittelemme automaattista levyn pesintd.

Huolellinen peseminen on erittdin térkedd testin onnistumisen kannalta. Varmista, ettd
jokainen kuoppa téytetddn kokonaan pesupuskurilla kuopan yléreunaan saakka kunkin

pesujakson aikana. Suosittelemme vahintaan 5 sekunnin liotusta jaksojen valissa.
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Jatevesisailiddn on lisattava laboratoriodesinfiointicinetta, ja vakiintuneita kéytantdja on

noudatettava mahdollisesti infektoivan materiaalin dekontaminaatiossa.

11. Taputa levyja alaspdin  kédnnettying  imukykyisen, véhénukkaisen liinan  paéllé
pesupuskurijéicimien  poistamiseksi. Liséd 100 pl entsyymisubstraattilivosta  kuhunkin
kuoppaan, peité jokainen levy kannella ja sekoita huolellisesti mikrolevyn ravistelijalla.

12. Peité jokainen levy ja inkuboi huoneenlémpétilassa (22 +5 °C) 30 minuutin ajan.

Levyt eivat saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana.

13. Lisé&é 30 minuutin inkuboinnin jélkeen 50 pl entsyyminpyséytyslivosta jokaiseen kuoppaan

ja sekoita.

Entsyyminpysaytyslivosta pitada lisata kuoppiin samassa jdrjestyksessa ja suunnilleen

samalla nopeudella, kun substraattia vaiheessa 11.

14. Mittaa kunkin kuopan optinen fiheys (Optical Density, OD) 5 minuutin kuluessa reaktion
pysdytyksesté mikrolevyn lukulaitteella, johon on asennettu 450 nm:n suodatin ja 620-650 nm:n

referenssisuodatin. Optisen tiheyden arvoja kéytetéicin tulosten laskennassa.
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Laskennat ja testien tulkinta

QFT Plus -analyysiohjelmistoa voidaan kaytad raakadatan analysointiin ja  tulosten
laskentaan. Se on saatavilla osoitteesta www.QuantiFERON.com. Varmista, etté kéytdssd on

QFT-Plus-analyysiohjelmiston uusin versio.

Ohijelmisto suorittaa testin laadunvarmistusarvion, luo standardikéyrén ja antaa kunkin

potilaan testituloksen Tulosten tulkinta -luvussa kuvatulla tavalla.

Vaihtoehtona QFT-Plus-analyysiohjelmistolla tehtavélle analyysille tulokset voidaan madérittaa

seuraavan menetelmdn mukaisesti.
Standardikéyran laatiminen

(Jos QFT-Plus-analyysiohjelmistoa ei kaytetd)

Mé&éritetadan sarjan standardin toisintojen optisen tiheyden arvot kussakin levyssa.

Laaditaan logerlogierstandardikdyrd muodostamalla keskiarvoisen optisen tiheyden (y-akseli)
loge) suhteessa standardien IFN--konsentraatioon 1U/ml:ina (x-akseli) loge jattéen

nollastandardi pois ndistd laskelmista. Laske standardikéyra regressioanalyysilla.

Standardikayrad  kaytetddn  mddritettdessé  IFN«-pitoisuus  (IlU/ml)  kussakin

testiplasmandytteessa kaytamalla apuna kunkin ndytteen optisen tiheyden arvoa.

Namé laskelmat voidaan tehdd mikrolevyn lukulaitteiden mukana toimitettavilla ohjelmistoilla
tai esimerkiksi standarditaulukkolaskennalla tai tilastointiohjelmistolla  (esim. Microsoft®
Excel®). Suosituksena on, ettd nditd ohjelmistoja kdytetddn regressioanalyysin, standardien
variaatiokerrointen (coefficient of variation, %CV) ja standardikayran korrelaatiokertoimen (r)

laskentaan.
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Testin laadunvarmistus

Testin tarkkuus riippuu standardikéyrén tarkkuudesta. Tastd syystd standardeista saadut

tulokset on tarkastettava, ennen kuin testituloksia voidaan tulkita.
ELISAa koskee seuraava:

e Standardin 1 keskimé&drdisen optisen tiheyden on oltava > 0,600.
e Standardin 1 ja 2 toistettujen optisten tiheyksien arvojen %CV-arvon on oltava < 15 %.

e Standardien 3 ja 4 rinnakkaisotosten optisten tiheyksien arvo ei saa poiketa yli

0,040 optisen tiheyden yksikkoa niiden keskiarvosta.
o Keskimdadrdisistd imeytymisarvoista laskettujen korrelaatiokerrointen (r) on oltava > 0,98.
QFT-Plus-analyysiohjelmisto laskee ja raportoi néma laadunvalvontaparametrit.
Jos ylla mainitut kriteerit eivat tayty, ajo on virheellinen ja testi on tehtéva uudelleen.

Nollastandardin (vihred laimennuslivos) keskimadraisen optisen tiheyden on oltava < 0,150.

Jos keskimadrainen optisen tiheyden arvo on > 0,150, levyjen pesuprosessi on tarkastettava.
Tulosten tulkitseminen

QFT-Plus-tulokset tulkitaan seuraavien kriteerien mukaisesti (Taulukko 2):

Térked ilmoitus: tuberkuloosin diagnosoiminen tai poissulkeminen ja latentin tuberkuloosin

todennckdisyyden arviointi  vaatii  epidemiologisia,  historiallisia, ladketieteellisia

ja diagnostisia 18yddksid, jotka on ofettava huomioon QFT-Plus-testin tuloksia tulkittaessa.
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Taulukko 2. QFT-Plus-tulosten tulkinta

Nil TB1 miinus Nil TB2 miinus Nil Mitogeeni QFT-Plus-tulos Raportti/tulkinta
(IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) miinus Nil
(IU/ml)*
>0,35ja225% Mika tahansa
Nil-arvosta Mika e M. tuberculosis -infektio
Positiivinen! s
Miké tahansa >0,35ja225% tahansa on todenndk&inen
Nil-arvosta
<8,0 <0,35tai>0,35 <0,35ti>0,35 >0,5 Negatiivinen M. tuberculosis -infektio
ja <25 % Nil- ja <25 % Nil- El ole todennékasinen
arvosta arvosta
<0,35ti>0,35 <0,35tai>0,35 <0,5 Madarittamatont M. tuberculosis -infektion
ja <25 % Nil- ja <25 % Nil- todenndkaisyytta ei voida
arvosta arvosta madrittdd
> 8,08 Miké tahansa Madrittamatont M. tuberculosis -infektion
todennékaisyyttd ei voida
madrittad

* Vasteet Mitogen-positiiviseen kontrolliin (ja toisinaan myds CMV-antigeeneihin) ovat usein mikrolevyn lukulaitteen
alueen ulkopuolella. Téllg ei ole vaikutusta testituloksiin. Kun arvot ovat > 10 ml, QFT-Plus-ohjelmisto raportoi tulokseksi
> 10 1U/ml.

1Silloin, kun M. tuberculosis -infektiota ei epdilld, alustavat positiiviset tulokset voidaan vahvistaa testaamalla alkuperdiset
plasmandytteet uudelleen toisintoina QFT-Plus ELISA -menetelmalld. Jos toistetun festin yksi tai molemmat toisinnot ovat

positiivisia, henkildn testitulos on katsottava positiiviseksi.
*Mahdollisia syité on Vianmé&éritys-luvussa.
Kliinisissa tutkimuksissa alle 0,25 prosentilla potilaista oli > 8,0 IU/ml IFN-ytasoja Nil-kontrollissa.
Mitatulla suuruudella ei voida korreloida infektion vaihetta tai

IFN-y-tason astetta,

immuunivasteen tasoa tai aktiivisen sairauden etenemisen mahdollisuutta. Positiivinen TB-vaste
Mitogen-negatiivisilla henkilsilld on harvinainen, mutta sitd on tavattu tuberkuloosia
sairastavilla pofilailla. Se tarkoittaa, ettd IFN-<-vaste TB-antigeeniin on suurempi kuin vaste
Mitogen-mitogeeniin, mikd on mahdollista, koska Mitogen-taso ei stimuloi lymfosyyttien [FN-y-

tuotantoa maksimaalisesti.
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Tulkinta

Vahvistus

Ei

Ei

TB1 - Nil ja/tai TB2 - Nil
> 0,35 1U/ml

l kylla

TB1 - Nil ja/tai TB2 - Nil
> 25 % IU/ml:n arvosta*

l Kylla

Kylla Ei
Mit - Nil <0,50 IU/ml e ’
'f:f}f:i Nil I><3,0 1U/ml ™ | — Magrittamaton — Nil < 8,0 IU/ml
Ei 1 l Kylla
Positiivinen

Negatiivinen

* Jotta TB1 miinus Nil -tulos ja TB2 miinus Nil -tulos ovat pétevia, méaarén > 25 prosenttia Nil:n IU/ml-arvosta on oltava
samasta putkesta kuin alkuperdinen > 0,35 1U/ml -tulos.

Kuva 6. QFT- Plus-tulkintakaavio
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Rajoitukset

QFT-Plus-testissa saatuja tuloksia on kaytettava yhdessd kunkin henkildn epidemiologian,

nykyisen terveydentilan ja muiden diagnostisten arviointien kanssa.

Henkilét, joiden Nil-arvot ovat suuremmat kuin 8,0 IU/ml, luokitellaan "madrittémattomiksi”,

koska 25 % korkeampi vaste TB-antigeeneihin saattaa olla testin mittausalueen ulkopuolella.

Epaluotettavat tai madrittelemattdmat tulokset voivat johtua seuraavasta:

® prosessi poikkeaa t&man tuoteselosteen ohjeista
® Verenkierrossa on liian suuria IFN-y-madrid tai kehossa on heterofiilisia vasta-aineita

e Yli 16 tuntia verindytteen oton ja 37 °C:ssa inkuboimisen valilla. Tama ei koske tilanteita,

joissa on kaytetty litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkea 2-8 °C:n lampétilassa.
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Suorituskykyominaisuudet

Kliiniset tutkimukset

Koska LTBI:lle ei ole ehdotonta standarditestia, QFT-Plus-testin herkkyyttd ja spesifisyyttd ei
voida kayténndssa arvioida. QFT-Plus-estin spesifisyys approksimoitiin arvioimalla virheellisia
positiivisia lukemia henkiléiltd, joilla on pieni tuberkuloosi-infektion riski (ei tunnettuja
riskitekijoitd). Herkkyys keskiarvoistettiin arvioimalla potilasryhmia, joilla oli viljelylla

vahvistettu aktiivinen tuberkuloosi.

Spesifisyys

QFT-Plus-testin spesifisyytta tutkittiin tutkimuksessa, johon osallistui 409 tutkimushenkilda.
Demografiset tiedot ja tuberkuloosialtistuksen riskikertoimet mé&adritettiin standarditutkimuksella

testiajankohtana.

Ldyddsten yhteenvedossa QFT-Plustestin kokonaisspesifisyys oli 97,6 prosenttia (399/409)
(Taulukko 3 ja Taulukko 4) kahdessa vahdisen tuberkuloosi-infektioriskin potilasryhméssa

(ei tunnettuja riskitekijoitd).

Taulukko 3. QFT-Plus-spesifisyystutkimuksen tulokset tutkimuspaikan mukaan

Tutkimus Positiivinen Negatiivinen Maarittamatdn Spesifisyys (95 %:n Cl)
Japani 4 203 0 98 % (95-100 %)
Australia 6 196 0 97% (94-99%)
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Taulukko 4. QFT-Plus-spesifisyystutkimuksen tulokset TB-antigeeniputken mukaan

Tutkimus TB1 TB2 QFT-Plus

Positiivinen 5 10 10

Negatiivinen 404 399 399

Madrittamaton 0 0 0

Spesifisyys (95 %:n Cl) 98,8 % (97,2-99,6) 97,6 % (95,6-98,8) 97,6 % (95,6-98,8)

Herkkyys aktiiviselle tuberkuloosille

Koska LTBL:lle ei ole ehdotonta standarditestici, sopivana korvaavana testing voidaan kaytéé
M. tuberculosis -bakteerin  mikrobiologista viljelyd, koska sairastuneet pofilaat ovat aina
infektoituneita. Neljan Australiassa ja Japanissa sijaitsevan tutkimuspaikan henkildt, joiden epdiltiin
sairastavan tuberkuloosia ja joiden M. tuberculosis -infektio myhemmin vahvistettiin vilielylla,
testattiin QFT-Plustestin herkkyyden arvioimiseksi (Taulukko 5 ja Taulukko é). Potilaille oli annettu

hoitoa alle 14 paivén ajan, ennen kuin heiltd otettiin verindyte QFT-Plustestia varten.

M. tuberculosis -vilielyssa positiivisiksi todettujen potilaiden neljan ryhmén tulosten yhteenvedossa
QFT-Plustestin herkkyys tuberkuloosin havaitsemisessa oli 95,3 prosenttia (164/172). Kaikkiaan
neljdssd ryhmassa 159 potilasta sai positiivisen  tuloksen seka TB1- eftd TB2-putkitestissd,
yksi potilas oli positiivinen vain TB1-putken mukaan ja neljd oli positiivisia vain TB2:n mukaan.
Kokonaisuudessaan 1,1 prosenttia (2/174) tuloksista oli maarittamattdmia. TB2-testi tunnisti oikein
yhden viljelyssa vahvistetun potilaan, jonka tulos olisi pelkén TBl4estin perusteella ollut

madritamaton (alhainen Mitogen-aso) (katso Taulukko 5 ja Taulukko 6).

Taulukko 5. QFT-Plus-herkkyystutkimuksen tulokset tutkimuspaikan mukaan

Tutkimuspaikat Positiivinen ~ Negatiivinen  M&drittémétdn  QFT-Plus-herkkyys* (95 %:n Cl)
Japanin tutkimuspaikka 1 36 7 0 84 % (69-93)

Japanin tutkimuspaikka 2 53 1 2 98 % (20-100)

Japanin tutkimuspaikka 3 54 0 0 100 % (93-100)

Australian tutkimuspaikka 21 0 0 100 % (84-100)

* Herkkyys perustuu kelvollisten testien kokonaismaaradn lukuun ottamatta madrittaméattomia tuloksia.
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Taulukko 6. QFT-Plus-herkkyystutkimuksen tulokset TB-antigeeniputken mukaan

TB1 TB2 QFT-Plus
Positiivinen 160 163 164
Negatiivinen 11 9 8
Madrittamaton 3 2 2
Herkkyys'(?5 %:n Cl) 93,6 % (88,8-96,7) 94,8 % (90,3-97,6) 95,3 % (90,9-97,9)

* Herkkyys perustuu kelvollisten testien kokonaismaaraan lukuun ottamatta madrittamattdmia tuloksia.

Havaittujen vasteiden jakaumat — ryhmittely riskien mukaan

Kliinisissa tutkimuksissa havaittiin erilaisia TB1:n, TB2:n ja kontrolliputkien IFN-y-vasteita, ja ne

ryhmiteltiin M. tuberculosis -infektioriskin mukaan (kuvat 7-9). Sekariskiryhmé koostuu yleistd

testipopulaatiota edustavista tutkimushenkildista. Ryhmadan kuuluu seka henkilditd, joilla on

tuberkuloosialtistuksen riskitekijsita, ettad henkilsitd,

aktiivinen tuberkuloosi on epdtodenndkainen (eli LTBI).

Tutkimushenkildiden maara

400 A
300 ]
200
100 A
0 \60' 'QQQQ'Q' Q' Q"
QQ‘, q/'bV ‘O"\‘bQ.\Q‘Q‘
2 g /QQQ /Q/ ) N
Q\ (b'\ (L\ \b‘ \b\/\\ \q\ 7
IFN-y (IU/ml)

joilla riskitekijoita ei ole ja jolloin
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Tutkimushenkildiden maara
200 A

150 ~
100 +

50 A

mi

T T I T I I T T I I I T 1
N Q Q0 90,0 0,0 O QO O
Q\Qr\bb ‘\\Q (1,\ KN V\ C)\ o /\\ DY 4. Q. Q"
LR Y Y Y VY YIS D
0} Q(‘b NV QY KBy W 9)\ o /\\ Q)\q9 7

IFN-y (IU/ml)

Tutkimushenkildiden maara

90 9

60

30 A

O \I 6||_0||lgll_|0| IQI IQI T T T 1
L ‘,Q‘:bg’\‘ e ;b‘g/b“ $2N0 ) ;\‘Q/(b‘ 9‘/\0\\0\
0’\\0?) Ny Qv Hy b(\ (’)\ ‘o\/\\ %\O‘\ 7

IFN:y (IU/ml)

Kuva 7. Nil jakauma. A. Nil-arvojen jakauma pienen riskin potilasryhmdssé (n = 409). B. Nil-arvojen jakauma sekariskin

potilasryhmdssé (n = 194). C. Nilarvojen jakauma potilasryhméssd, jonka henkildiden M. tuberculosis -infektio
varmistettiin vilielylla (n = 174).
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Tutkimushenkildiden madra
400 1

0781
300 - aTB2
200 -~
100 A
O_\ bl_gl QIOIQVQTQI 0l Q' 0‘ T 1
QDT AT AT AT B GY By AT Y ATONOY
4

Ly Y Y Y Y Q/‘OQ/ NG
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IFN-y (IU/ml)
n Tutkimushenkildiden maara
200 7 o781
100 +
50 4
'\ 61'_31 QIQIQIQIQI QI 0\ T
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0’\\/6‘} NT AT AT B Y oY A Q-"q\/ K
IFNy (1U/ml)
Tutkimushenkildiden madra
7 aTsl
0O TB2
20 4
10 A

O e N P RS
YD ATAT AT AT OF 0T AT 7Y 7
IFN-y (IU/ml)
Kuva 8. TB1:n ja TB2:n jakauma (nolla-arvo vihennettynd). A. TB1:n ja TB2:n jakauma (nolla-arvo vihennettynd) pienen
riskin potilasryhméssd (n = 409). B. TB1:n ja TB2:n jakauma (nolla-arvo véhennettynd) sekariskin potilasryhméssé
(n=194). C.TB1:n ja TB2:n jakauma (nolla-arvo véhennettynd) potilasryhmdssd, jonka henkildiden M. tuberculosis -
infektio varmistettiin viljelylla (n = 174).

QuantiFERON®TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA -tuoteseloste  04/2019 39



Tutkimushenkildiden madra
400 A

300 A
200 A
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. < Q
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IFN-y (IU/ml)

Tutkimushenkildiden maara
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IFNy (IU/ml)

Tutkimushenkildiden madra
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Kuva 9. Mitogen jakauma (nolla-arvo véhennettynd). A. Mitogen-jakauma (nolla-arvo véhennettynd) pienen riskin
potilasryhméssé (n = 409). B. Mitogen-jakauma (nolla-arvo véhennettynd) sekariskin  potilasryhmdssd  (n = 194).
C. Mitogen-jakauma (nolla-arvo véhennettynd) potilasryhméssé, jonka henkildiden M. tuberculosis -infektio varmistettiin
vilielylla (n = 169).
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IFNy (IU/ml)
E -

& 4

0 [TITT ™ 2 "_u

Pieni riski Sekariski Aktiivinen
MTB-infektion riski  tuberkuloosi

Kuva 10. Havaittu TB1- ja TB2-arvojen vélinen ero (nolla-arvo véhennettynd) — ryhmittely riskin mukaan. Pienen riskin
potilasryhmé (n = 409), sekariskin potilasryhméa (n = 189) ja potilasryhmd, jonka henkililla vilielylla vahvistettu
M. tuberculosis -infektio (n = 141). TB1-arvot véihennettiin TB2-arvoista. Tutkimuksesta suljettiin pois henkil&t, joiden TB1-
tai TB2-arvot olivat > 10,0 IU/ml, koska he olivat madrityksen lineaarisen kéyttdalueen ulkopuolella.

Testin suoritusarvot

QFT-Plus ELISA -estin lineaarisuus on todistettu asettamalla ELISA-levylle sattumanvaraisesti
viisi replikaattia 11 plasmapoolista, joiden  IFN-y-pitoisuus  tunnetaan.  Lineaarisessa

regressioviivassa on 1,002 + 0,01 1:n kulmakerroin, ja korrelaatiokerroin on 0,99 (Kuva 11).

QFT-Plus ELISA-estin tunnistusraja on 0,065 1U/ml, eiké testi ole osoittanut merkkejé suurten

annosten (protsooni) vaikutuksesta IFN-y-pitoisuuteen 10 000 IU/millilitraan asti.

111 "

Méaéritetty IFN-y-taso (IU/ml)

L
01 2 3 45 6 7 8 9 101

Odotettava IFN-y-taso (IU/ml)

Kuva 11. QFT-Plus ELISA -testin lineaarisuusprofiili
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QFT-Plus ELISA -testin sisdinen ja m&dritysten vélinen toistettavuus (%CV) arvioitiin testaamalla
20 plasmandytettd, joiden IFN-y-pitoisuus vaihteli (kolme ndytetta, kolme laboratoriota,
kolme ei-perdkkdista paivad ja kolme tekijad). Jokainen ndyte testattiin 27 kertaa
9 riippumattomassa testiajossa. Yksi naytteista oli nollakontrolli, ja sen laskennallinen
IFN-y-pitoisuus oli 0,08 IU/ml (95 %:n Cl 0,07-0,09). Muiden 19 plasmanéytteen pitoisuudet
olivat vélilla 0,33 (95 %:n Cl: 0,31-0,34) - 7,7 IU/ml (95 %:n Cl: 7,48-7,92).

Erckohtainen tai testinsisdinen epatarkkuus arvioitiin maarittamalla jokaisen IFN-y:a sisdltavan
testiplasman %CV-keskiarvo kultakin levyerdlta (n = 9). Tulokseksi saatu epatarkkuus vaihteli
valilla  4,1-9,1 %CV. Keskimadrainen erdgkohtainen kovarianssi  (+ 95 %:n Cl)  oli
6,6 % = 0,6 %. Nil-IFN-y-plasman keskiarvo oli 14,1 %CV.

Kokonais- tai testienvdlinen  epdtarkkuus  mddritettiin - vertaamalla  27:64 laskettua
IFN-y-pitoisuutta jokaisesta plasmandytteestd. Testienvdlinen epétarkkuus oli 6,6-12,3 %CV.
Kokonaiskeskiarvo %CV (x 95 %:n Cl) oli 8,7 % + 0,7 %. Nil-IFN-y-plasman keskiarvo oli
26,1 %CV. Tata vaihtelutasoa voidaan odottaa, koska laskettu IFN+y-pitoisuus on pieni

ja vaihtelu pienen pitoisuusarvion ympdrilld on suurempi kuin suuremmissa pitoisuuksissa.

QFT-Plus-testin toistettavuus méadritettiin 102 tutkimushenkildlté saatujen verindytteiden avulla.
Tutkimushenkildiden M. fuberculosis -infektion riskitekijat olivat sekalaiset. Kolme eri testaajaa

ja laboratoriota arvioitiin.

Jokaista tutkimushenkilda kohden tehtiin yhteensa kolme diagnostista maaritysta. Madrityksia
tehtiin  yhteensad 306 kaikkia tutkimushenkildita kohden. Diagnostinen toistettavuus oli
kaikkican 99 prosenttia (95 %:n Cl: 97,2-99,7). Diagnostinen tulos oli yhdenmukainen
303:ssa 306:sta madrityksestd. Kolmen tutkimushenkilén tulokset, jotka olivat lahelld rajo-

arvoa, saivat aikaan kaiken vaihtelun.
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LTBI-diagnosointi

Useat julkaistut tutkimukset osoittavat QFT-Plus-testic edeltdneen QFT:n suorituskyvyn eri
vaestoryhmilla, joilla on  MTB+artunnan riski. Katso joidenkin valittujen tutkimusten

padasialliset 16yddkset: Taulukko 7.

Taulukko 7. Julkaistuja QFT-tutkimuksia

Potilasryhmé/ Tulokset ja I6ydskset Julkaistujen tutkimusten
sairaus tai tila kokonaismé&aré
Pediatria Todistettu toimintakyky lapsilla alle 5-vuotiaat mukaan 152

lukien (45-46) — ELISpot-pohijaista IGRA-festid (8)
suurempi tarkkuus. Toistaiseksi suurin toteutettu tutkimus,
jossa vertailtiin QFT:t& ja TST:ta vietnamilaisilla,
filippiinilaisillé jo meksikolaisilla lapsilla; tukee QFT:n
kayttod TST:n sijaan ulkomailla syntyneiden lasten LTBI-
testauksessa (46). Rajoitetun kosketuksen tutkimuksessa
osoitettiin TST:td parempi ennustearvo lapsilla (47)

ja 8-kertainen riski tuberkuloosin puhkeamiseen
kahden vuoden sisélla QFT-konvertoijien

joukossa eikonvertoijiin verrattuna (48).
QFT-negatiivisuuden/TST-positiivisuuden eroavaisuus
on korkea BCG-rokotetuilla lapsilla (46, 49),

mutta alle S-vuotiailla lapsilla ei havaittu vaikutusta
mitogeenivasteeseen (49). Maahanmuuttajalasten
rutiiniseulonnassa madritamattdmien tulosten madra
oli véhainen (46).

Raskaus Vahaisen taakan ympdaristéssa QFT toimii yhtd hyvin 6
raskauden kussakin kolmanneksessa, ja tulokset ovat
verrattavissa eiraskaana olevien naisfen tuloksiin.

Liséksi QFT on selvésti spesifisempi, véhintdan yhtd
herkké ja mahdollisesti parempi taudinkulun ennustaja
kuin TST (50). Korkean taakan ympéristdssé QFT oli
TST:hen verrattuna vakaampi koko raskauden ajan

ja vastasi [dhemmin LTBltaustalevinneisyyttd, vaikka
tekijoiden loppupdételménd olikin, eftd raskaus
vaikuttaa sekd QFT- ettd TST-tuloksiin (51).

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 7. Julkaistuja QFT-tutkimuksia (jatkoa)

Potilasryhmé/
sairaus fai tila

Tulokset ja |6yddkset

Julkaistujen tutkimusten
kokonaismé&éré

HIV/AIDS

Immunosuppressiohoidot

Terveydenhoitoalan
tydntekijét

TB-kosketukset

Transplantaatio

HIV-infektio vaikuttaa seké IGRA- eftd TST-estiin, ja
tutkimustulokset osoittavat, effd erityistd varovaisuutta

on noudatettava tulosten tulkinnassa sellaisten potilaiden
kohdalla, joiden CD4+méaérét ovat < 200 (52). QFT:n
on osoitettu olevan véhemmdn vaikutusaltis kuin
ELISpot-pohjaiset IGRA ja TST (53-55). Yhden
kayntikerran IGRA:lla voidaan ratkaista TST-estiin
liittyvé& alhainen paluutaso téssé potilasryhméssa (53).

QFT on vihemméin alfis immunosuppressiohoifojen
vaikutukselle kuin TST ja korreloi paremmin TB-
riskitekijdiden kanssa (23, 27). QFT:n herkkyys
reumapotilailla on korkea (23, 56, 57) ja spesifisyys
TST:t6 korkeampi, mika minimoi védria positiivisia
tuloksia ja véhentdéd turhaa hoitoa, johon TST:n mysté
paddyttaisiin (23, 57, 58).

Todistetusfi TST:td spesifisempi ja véhemméin védric
positiivisia tuloksia tuottava seké kustannustehokkaampi
kuin TST (59-62). Vaihtelu kynnysarvojen paikkeilla

on odotusten mukainen 18ydds sarjatestauksessa ja
seurausta dikotomisesta raja-arvosta sekd biologisen
testin luontaisesta vaihtelusta (63). Tutkimukset ovat
osoittaneet TST:tc korkeammat konversio/reversio-
arvot pienen riskin ferveydenhoitoalan tydntekijdiden
sarjatestauksessa (64, 65). Yhdysvaltojen CDC (Centers
for Disease Control and Prevention, tartuntatautien
valvonta- ja ehkdisykeskukset) tunnustaa, effé IGRA-
konversion mé&drityskriteeri saattaa tuottaa enemmén
konversiota kuin TST:n tiukemmilla kvantitatiivisilla
kriteereillé havaitaan. Lissksi uudelleentestaussirategiat
on osoitettu tehokkaiksi konversio/reversio-ilmicn
hallintakeinoiksi (65-68).

Korkeammat PPV- ja NPV-arvot kuin TST:ll& (47); yhden
kéiyntikerran mukavuus niiden kohdalla, jotka eivét
luultavasti palaisi (63); parempi korrelointi altistuksen
kanssa (69), mika nékyy erityisesti BCG-rokotetuilla
ihmisillé ja BCG-rokotemaista tulevissa

potilasryhmissa (70, 71).

Osoitettu vahintaan yhta tehokkaaksi kuin TST, mutta
vihemman alttiiksi loppuvaiheen elinsairauksien

vaikutuksille kuin TST (22).

101
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111
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23

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko 7. Julkaistuja QFT-tutkimuksia (jatkoa)

Potilasryhmé/
sairaus fai tila

Tulokset ja l6ydskset

Julkaistujen tutkimusten
kokonaismé&dré

Diabetes

Loppuvaiheen
munuaisten
vajaatoiminta

Siirtolaiset

Ristiriitaisia tuloksia pienestd maardsta

julkaistuja tutkimuksia, joissa rajallinen maara
tutkimushenkildita. Erds véhaisen taakan alueen
tutkimus osoitti, ettd tuberkuloosipotilaiden diabetes
ei heikennd QFT-herkkyyttd (72). Korkean taakan
alueella tehty tutkimus Tansaniassa, joka viittasi
diabeteksen negatiiviseen vaikutukseen IFN-y:n
tuotannossa, ei ottanut huomioon sekoittavia
tekijsitd, kuten HIV:td ja loisinfektioita (73).
Vietnamissa tehdyissa tutkimuksissa

838 itseilmoitetun diabeetikon, joilla epdiltiin
tuberkuloosia epanormaalin CXR:n takia tai joiden
aktiivinen tuberkuloosi vahvistettiin viljelyllé

(n = 128), QFT-positiivisuus oli sama tai suurempi
kuin TST-raja-arvot 10 ja 15 mm (74).

QFT-positiiviset tulokset korreloivat TB-riskitekijciden
kanssa paremmin kuin TST, ja niillé on véh&isempi
yhteys BCG:hen (75).

Tutkimukset osoittavat, ettd toisin kuin TST:ll&, QFT:n
suorituskykyyn ei vaikuta BCG eika iké (74). QFT
todistetusti kustannustehokkain menetelma (76).
Véhaisen taakan alueilla suurin osa
tuberkuloositapauksista tulee ulkomailla syntyneilta.
Alueilla on myds maahan saapumisen jélkeen
tapahtuvia latentin tuberkuloosin
uudelleenakfivoitumisia (77). Toistaiseksi suurin
toteutettu tutkimus, jossa vertailtiin QFT:td ja TST:&
machanmuuttajalapsilla, tukee QFT:n kéytdé TST:n
sijaan ulkomailla syntyneiden lasten latentin
tuberkuloosi-infektion testauksessa (46).

9
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Teknisid tietoja
Madrittamattomat tulokset

Maarittamattdmat tulokset ovat epdtavallisia, jo ne saattavat johtua testattavan henkilén
immunologisesta tilasta. Ne voivat kuitenkin liittyd my&s useisiin teknisiin tekijsihin, jos ylla

annettuja kayttdohjeita ei noudateta.

Jos epaillaan teknisia ongelmia reagenssien varastoinnissa, verindytteiden oftamisessa tai niiden
kasittelyssd, koko QFT-Plustesti on toistettava uudella veringytteelld. Stimuloidun plasman ELISA-
testaus voidaan toistaa, jos epdilladn riittamatdnta pesua tai muuta poikkeamaa ELISAdtestin
toimenpiteistd. Matalista Mitogen-iarvoista tai korkeista Nil-arvoista aiheutuvien madrittamattdmien
tulosten ei voi odottaa muuttuvan testié toistamalla, jos ELISAdestissa ei ole tapahtunut virhettd.
Méaritamattomat tulokset on ilmoitettava madrittamattdmiksi. Ladkéari voi offaa uuden néytteen fai

suorittaa muita toimenpiteitd tarpeen mukaan.
Hyytyneet plasmanaytteet

Jos plasmandytteitd kauan sdilytettdessd syntyy fibriinihyytymid, néytteet on lingottava

hyytyneen aineksen saostamiseksi ja plasman pipetoinnin helpottamiseksi.
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja

on myds seuraavassa osoitteessa olevissa teknisissa tiedoissa: www.QuantiFERON.com. Katso

yhteystiedot takakannesta.

ELISAn ongelmien ratkaisu

Epémédrdinen vérin kehittyminen

Mahdollinen syy

a)

b)

d)

e)

Levy ei ole taysin pesty

ELISA-kuoppien

ristikontaminaatio
Sarja/komponentit ovat
vanhentuneet
Entsyymisubstraattilivos

on kontaminoitunut.

Plasma on sekoittunut QFT-Plus-
putkissa ennen ker&dmistd

Ratkaisu

Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa véhintaén 6 kertaa. Kaytettévan
pesimen mukaan saatetaan farvita enemmén kuin 6 pesujaksoa. Jokaisen
pesujakson vdlissa on suoritettava véhintdan 5 sekunnin liotusjakso.

Pipetoinnissa ja ndytteen sekoituksessa on oltava huolellinen riskin
vahentdmiseksi minimiin.

Varmista, ettd sarja kéytetddn ennen viimeista kayttdpdivad. Varmista, ettd
standardi ja konjugaatin 100x konsentraatti kéytetacn kolmen kuukauden
kuluessa kayttévalmiiksi saattamisen paivamadrdstd.

Heitd substraatti pois, jos sinista varid on havaittavissa. Varmista, ettd
kaytdssa olevat reagenssisdilict ovat puhtaat.

Kun sentrifugointi on tehty, varo pipetin ylés ja alas suuntautuvaa liikettd
tai plasman sekoittumista millé&n tavoin ennen sen talteenottoa. Varo aina
rikkomasta geelin pinnalla olevaa materiaalia.

Standardien lukemien alhainen optinen tiheys

Mahdollinen syy

a)

b)

<)

d

Standardin laimennusvirhe
Pipetointivirhe
Inkubointilampétila on liian

alhainen

Inkubointiaika on liian lyhyt

Ratkaisu

Varmista, ettd standardisarjan laimennukset on tehty oikein témén
pakkausselosteen ohjeiden mukaan.

Varmista, ettd pipetit on kalibroitu ja niité kéytetéén valmistajan ohjeiden
mukaan.

ELISA4estin inkubointi on suoritettava huoneenlémpétilassa (22 + 5 °C).
Konjugaatin, standardit ja néytteet siséltévan levyn inkubointiajan on oltava

120 £ 5 minuuttia. Entsyymi-substraattilivosta inkuboidaan levyssa
30 minuutin ajan.
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ELISAn ongelmien ratkaisu

e) On kaytetty virheellisté levyn
lukulaitteen suodatinta

f)  Reagenssit ovat liian kylmia

g) Sarjan/komponenttien viimeinen

kayttopdivamaard on
umpeutunut

Paljon taustahéirisité
Mahdollinen syy

a)  Levy ei ole taysin pesty

b)  Inkubointilampatila on liian
korkea

c)  Sarjan/komponenttien

viimeinen kayttdpdivamaara

on umpeutunut

d)  Entsyymisubstraattilivos
on kontaminoitunut.

Levy on luettava 450 nm:n suodattimella, ja referenssisuodattimen on oltava
620-650 nm.

Kaikki reagenssit lukuun offamatta konjugaatin 100x -konsentraattia on tuotava
huoneenldmpddn ennen festin aloittamista. Téhén menee aikaan noin yksi tunti.

Varmista, eftd sarja kédytetddn ennen viimeista kayttdpdivad. Varmista, ettd
standardi ja konjugaatin 100x-konsentraatti kdytetaén 3 kuukauden kuluessa
kayttovalmiiksi saattamisen paivamaarasta.

Ratkaisu

Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa véhintaén 6 kertaa. Kaytettévén
pesimen mukaan saatetaan farvita enemmén kuin 6 pesujaksoa. Jokaisen
pesujakson vélissa on suoritettava véhintdan 5 sekunnin liotusjakso.

ELISA-estin inkubointi on suoritettava huoneenlémpétilassa (22 + 5 °C).
Varmista, eftd sarja kéytetddn ennen viimeista kayttdpdivad. Varmista, ettd
standardi ja konjugaatti 100x -iiviste kaytetddn 3 kuukauden kuluessa

uvudelleenlivotuspaivamadrasta.

Heitd substraatti pois, jos sinistd varid on havaittavissa. Varmista, ettd
kaytossa olevat reagenssisdilict ovat puhtaat.

Epdlineaarinen standardisuora ja rinnakkaisotoksen vaihtelu

Mahdollinen syy

a)  Levy ei ole tdysin pesty

b)  Standardin laimennusvirhe
c)  Huono sekoitus
d)  Epdjohdonmukainen

pipefointitekniikka tai

keskeytys testin suorituksessa

Ratkaisu

Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa vahintaan 6 kertaa. Kaytettavan
pesimen mukaan saatetaan tarvita enemman kuin 6 pesujaksoa. Jokaisen
pesujakson vélissé on suoritettava véhintddn 5 sekunnin liotusjakso.

Varmista, ettd standardien laimennukset on tehty oikein téman tuoteselosteen
ohjeiden mukaan.

Sekoita reagenssit huolellisesti kédntelemalla putkia tai pydréyttaméllé niité
kevyesti ennen niiden lisaamistd levylle.

Naytteen ja standardin lisaédminen on suoritettava yhtéjaksoisesti. Kaikki
reagenssit on valmistettava ennen testin aloittamista.

Tuotetiedot ja tekniset oppaat ovat saatavilla veloituksetta QIAGEN-yhtislta jéilleenmyyijén

véilityksellé tai vierailemalla osoitteessa www.QuantiFERON.com.
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Merkinnat

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Merkintd

Symbolin médritelmé
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Riittéva 2 x 96 -ndytteen valmisteluihin

Laillinen valmistaja

CE-VD-merkitty symboli
In vitro -diagnostiikkaan
Erékoodi

Tuotenumero

GTIN-numero

Viimeinen kdytopdivamaard

Lampétilarajoitus

Katso kayttdohjeet

Ei saa kayttdd vudelleen

Sailytettava auringonvalolta suojattuna

Materiaalinumero

R tarkoittaa kéyttéohjeiden versiota ja n on versionumero
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisGtietoja, soita ilmaisnumeroomme 00800-22-44-6000,
kéy teknisen tukemme sivuilla osoitteessa www.giagen.com/contact tai ota yhteyttd johonkin

QIAGENIn teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa www.giagen.com).
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Testimenetelmad lyhyesti

Vaihe 1 — veren inkubointi

. Ota potilaalta verindyte ja ravista putkia valittdmasti niiden taytén

jalkeen kymmenen (10) kertaa riittévén voimakkaasti, jotta putken
koko siscpinta peittyy verella. Siten putken seindmillé olevat antigeenit

pddsevat livkenemaan vereen.

Inkuboi  putkia  pystyasennossa 37 °C £ 1 °C:n  lampdtilassa
16-24 tuntia.

Inkuboinnin jalkeen putkia sentrifugoidaan 15 minuutin - ajan
2000-3000 xg RCF:n(g) voimalla plasman erottamiseksi

punasoluista.

Kun sentrifugointi on tehty, varo pipetin ylés ja alas suuntautuvaa
liikettd tai plasman sekoittumista milldén tavoin ennen sen
talteenottoa.  Varo aina rikkomasta geelin  pinnalla  olevaa

materiaalia.

Vaihe 2 — IFN-y ELISA

. Anna ELISAkomponenttien, konjugaatin 100x -konsentraattia lukuun

ottamatta, tasaantua huoneenlédmpétilassa (22 °C + 5 °C) véhintdan

60 minuutin ajan.

. Sekoita sarjan standardi 8,0 IlU/ml:n vahvuuteen tislattuun  tai

deionisoituun veteen. Valmista nelja (4) laimennettua standardia.

/
=
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3. Sekoita kylméakuivattu C konjugaatin 100x -konsentraatti seka tislattu

tai deionisoitu vesi.

4. Valmista  tydskentelyvahvuinen livos  konjugaattia  vihreddn

laimennuslivokseen ja lisaa sita 50 pl kaikkiin kuoppiin.

5. Lisad 50 pl testiplasmandytettd ja 50 pl standardia asianomaisiin

kuoppiin. Sekoita kayttamalla ravistelijaa.

6. Inkuboi huoneenlampétilassa 120 £ 5 minuuttia.

7. Pese kuopat pesupuskurilla 400 pl/kuoppa véhintaan kuusi kertaa.

8. Lisaa 100 pl entsyymisubstraattilivosta kuoppiin. Sekoita kayttamalla

ravistelijaa.

9. Inkuboi 30 minuuttia huoneenlédmpétilassa.

10.Lisaa 50 pl entsyyminpysaytyslivosta kuoppiin. Sekoita kayttamalla

ravistelijaa.

11.luve tulokset 450 nm:n  suodattimella  ja  620-650 nm:n

referenssisuodattimella.

12. Analysoi tulokset.
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Merkittavat muutokset

Luku Sivu Muutos (muutokset)

Useita Useita Lisatty ohjeita litiumhepariini- tai natriumhepariiniputkien
kaytosta

Useita Useita Lisétty ohjeita 2-8 °C:ssa sdilytetystd verindytteestd

Useita Useita Levyn kansi on nyt materiaali, joka on pakollinen, mutta
ei sisally toimitukseen

Kasikirjan muutoshistoria

Asiakirja Muutokset
R6 Muutokset litiumhepariinin/natriumhepariinin mainintoihin
04/2019

Uudet toimintaohjeet verindytteen oton tyénkulkuun 2-8 °C:n lampétilaa kéytettéessa

Levyn kannet poistettu QF-levyisté
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Tavaramerkit: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (QIAGEN-ryhmé); Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).
QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISAn raijoitettu lisenssisopimus

Tamén tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuofetta voidaan kéyttéé ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja t&man I mukaisesti ja se on tarkoiteftu kéytettévéksi ainoastaan
yhdessé sarjan siséltdmien komponenttien kanssa. QIAGEN ei myénné immateriaalioikeuksiensa nojalla oikeutta kdyttéd témén paneelin siséltémid oheisia
komponentteja muiden kuin t&mén sarjan siséltémien komponenttien kanssa tfai siséllyttdé niitd muihin kuin t&mén sarjan sisgltémiin komponentteihin tuotteen
mukana toimitetuissa protokollissa ja téssé tuoteselosteessa kuvattuja tapauksia lukuun oftamatta.

2. Muutoin kuin selvésti ilmoitettujen lisenssien osalta QIAGEN ei takaa, ettd tdmd paneeli ja/tai sen kéyttéja(t) ei (eivét) loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

3. Té&mén sarjan ja sen k ien kéyttdoikeus mydnnetddn yhté kéyttdkertaa varten eiké niits saa kéyttéd vudelleen, kunnostaa tai myydé edelleen, ellei
QIAGEN ole muuta méérittanyt.

4. QIAGEN kiistaa ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole fdssé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kdyttéja suostuvat sithen, etté he eivét ryhdy tai anna kenellek&dn toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistdd mitéén
yllé kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi ké&éntyd minké tahansa ioistui puoleen p k tdyt&ntddn tamén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada
hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&mén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen

komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien téyténtdénpano.

Katso pdivitetyt kéyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.

© 2019, QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetédn.
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www.QuantiFERON.com

Aasia ja Tyynenmeren alue | techservice-ap@giagen.com
Eurooppa | techserviceQFT-eu@giagen.com
Lahi-ita/Afrikka | techserviceQFT-eu@qiagen.com

Latinalainen Amerikka (ei Brasilia tai Meksiko) | techservicelatam@gqiagen.com
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