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Domeniul de utilizare

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) este un test de diagnosticare in vitro care utilizeaza un
cocktail de peptide care simuleaza proteinele virusului citomegalic (cytomegalovirus, CMV)
uman pentru a stimula celulele din sangele integral heparinizat. Detectarea interferonului
gamma (interferon-gamma, IFN-y) prin intermediul testului de masurare imunoenzimatica
utilizadnd un antigen adsorbit (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) este utilizata
pentru cuantificarea raspunsurilor in vitro la aceste peptide cu rol de antigeni asociate cu
controlul imunologic al infectiei cu CMV. Pierderea acestei functii imunitare poate fi asociata cu
dezvoltarea bolii induse de CMV. Domeniul de utilizare a testului QF-CMV este reprezentat de

monitorizarea nivelului de imunitate anti-CMV al pacientului.

QF-CMV nu este un test destinat determinarii infectiei cu CMV si nu trebuie utilizat pentru
a exclude infectia cu CMV.

Rezumatul si explicarea produsului

CMV este un virus herpetic care infecteaza intre 50% si 85% din populatia adulta. Aceasta
este o complicatie frecventd a imunosupresiei, care apare mai ales in urma unui
transplant, si poate contribui semnificativ la morbiditatea si mortalitatea in randul
recipientilor organelor transplantate. Terapiile curente cu imunosupresive folosite pentru a
preveni respingerea unui organ transplantat au efecte negative asupra raspunsurilor imune
ale limfocitelor T si celor mediate celular (cell-mediated immune, CMI), avand drept rezultat
cresterea susceptibilitatji la infectii virale post-transplant. Importanta functiei celulelor T in
suprimarea replicari CMV este de asemenea subliniatda prin faptul ca limfocitele T
citotoxice (LTC) CD8* specifice CMV pot proteja impotriva patogenezei asociate virusului.
Numaratoarea LTC-urilor CD8* specifice CMV la pacientii imunodeprimati si productia de

IFN-y pot avea caracter predictiv pentru riscul de dezvoltare a bolii induse de CMV.
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Productia de IFN-y poate fi un substitut functional pentru identificarea LTC-urilor specifice
CMV.

QF-CMV este un test pentru raspunsurile imune mediate celular (CMI) la peptidele cu rol
de antigeni care simuleaza proteinele CMV. Peptidele CMV au rolul de a {inti celulele T
CD8", inclusiv haplotipurile HLA din Clasa | A1, A2, A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27,
B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 si Cw6 (A30, B13) care acopera > 98% din
populatia umana. Persoanele infectate cu CMV prezinta de obicei in sdnge limfocite CD8*
care recunosc acesti antigeni. Acest proces de recunoastere implica productia si secretia
citokinei IFN-y. Detectarea si cuantificarea ulterioara a IFN-y formeaza baza acestui test.

Principiul procedurii

Testul QF-CMV este efectuat in doua etape. Mai intéi, sangele integral este recoltat in
fiecare dintre tuburile QF-CMV de recoltare a sangelui, si anume un tub pentru Control Nil,
un tub pentru Antigen CMV si un tub pentru Mitogen.

Tubul pentru Mitogen este utilizat n testul QF-CMV drept control pozitiv. Acesta poate fi
util in special in cazul in care exista un dubiu referitor la starea de imunitate a individului.
Tubul Mitogen poate, de asemenea, fi utilizat cu rol de control pentru manipularea si
incubarea corecta a sangelui.

Tuburile trebuie incubate la 37 °C cat mai curdnd posibil, in interval de 16 ore de la
recoltare. Dupa o perioada de incubare de 16 pana la 24 de ore, tuburile sunt centrifugate,
plasma este indepartata, iar cantitatea de IFN-y (Ul/ml) este masurata cu ajutorul testului
QF-CMV ELISA.

Cantitatea de IFN-y din probele de plasma din tuburile pentru Antigen CMV si Mitogen
poate depasi adesea limitele superioare ale celor mai multe cititoare ELISA, chiar daca

indivizii sufera de o imunosupresie moderata. Pentru rezultate calitative, utilizati valorile

QuantiFERON-CMV ELISA Prospect 02/2018 6



calculate pentru plasma nediluata. Pentru rezultate cantitative, unde sunt necesare valorile
efective in Ul/ml, probele de plasma trebuie diluate 1/10 in Diluant verde si analizate in

cititorul ELISA Timpreuna cu plasma nediluata.

Nota: Pentru probele care se incadreaza in intervalul testului ELISA QF-CMV (adica pana
la 10 Ul/ml), trebuie utilizat rezultatul obtinut cu proba de plasma nediluata. Pentru astfel
de concentratii ale IFN-y valorile obtinute folosind diluarea 1/10 a probelor de plasma pot fi

inexacte.

Se considera ca un test este pozitiv (reactiv) pentru raspunsul IFN-y atunci cand valoarea
indicata de tubul Antigen CMV depaseste considerabil valoarea IFN-y in Ul/ml din tubul Nil.
Proba de plasma stimulata de Mitogen serveste drept control pozitiv al IFN-y pentru fiecare
proba testata. O reactie slaba la Mitogen indica un rezultat nedeterminat atunci cand o
proba de sange are, de asemenea, un raspuns negativ (nereactiv) la antigenii CMV. Acest
model poate aparea in caz de limfocite insuficiente, activitate scazuta a limfocitelor ca
urmare a manipularii necorespunzatoare a probei, umplerii/omogenizarii incorecte a tubului
Mitogen sau a incapacitatii limfocitelor pacientului de a produce IFN-y, cum este cazul
pacientilor care au suferit recent un transplant. Proba Nil se ajusteaza pentru fond sau IFN-
y nespecific din probele de sange. Nivelul IFN-y din tubul Nil este scazut din nivelul IFN-y
din tubul Antigen CMV si tubul Mitogen (consultati ,Interpretarea rezultatelor” de la pagina
25 a acestui prospect pentru descrierea modului de interpretare a rezultatelor testului
QF-CMV).

Timpul necesar pentru efectuarea testului

Timpul necesar pentru efectuarea testului QF-CMV este estimat mai jos; durata testarii
probelor multiple atunci cand acestea sunt prelucrate pe loturi este, de asemenea,
indicata:

Incubarea tuburilor cu sange la 37 °C: 16-24 de ore
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ELISA:

Aprox. 3 ore pentru o placa ELISA

Mai putin de 1 ora de lucru

Se adauga 10-15 minute pentru fiecare
placa suplimentara

Materiale furnizate

Continutul kitului

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)

Nr. de catalog 0192-0301
Numar de preparari 1
QuantiFERON Nil Control (Control Nil QuantiFERON) (capac gri) 1 tub
QuantiFERON CMV Antigen (Antigen CMV QuantiFERON) 1 tub
(capac albastru)

QuantiFERON Mitogen Control (Control Mitogen QuantiFERON) 1 tub

(capac mov)

QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (Prospect tuburi de
recoltare a sangelui QF-CMV)

QuantiFERON-CMV ELISA

Nr. de catalog

Trusa ELISA cu 2 placi
0350-0201

Stripuri de microplaci (12 x 8 godeuri) acoperite cu anticorpi
monoclonali murini antiumani IFN-y

Human IFN-y Standard, lyophilized (Standard IFN-y uman
liofilizat)

(contine IFN-y uman recombinant, cazeina bovina, timerosal
0,01% m/v)

Green Diluent (Diluant verde;
contine cazeina bovina, ser normal de soarece, timerosal
0,01% m/v)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (Conjugat concentrat
100x liofilizat) (HRP IFN-y antiuman murin, contine timerosal
0,01% m/v)

2 seturi de stripuri de microplaci cu
12 x 8 godeuri

1 x flacon
(8 Ul/ml dupa reconstituire)

1x30ml

1x0,3ml
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QuantiFERON-CMV ELISA Trusa ELISA cu 2 placi

Nr. de catalog 0350-0201
Wash Buffer 20x Concentrate (Solutie tampon pentru spalare 1% 100 ml
concentrata 20x; pH 7,2, contine ProClin® 300 0,05% v/v)

Enzyme Substrate Solution (Solutie de substrat enzimatic; 1% 30 ml
contine H20;, 3,3, 5,5’, tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution (Solutie de inhibitor enzimatic; 1% 15 ml
contine H2SO4 0,5 M)*

QF-CMV ELISA Package Insert (Prospect QF-CMV ELISA) 1

* Contine acid sulfuric. Pentru masuri de precautie, consultati pagina 10.

Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare,
consultati fisele cu date de securitate (FDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul
produsului.

® Incubator setat la 37 °C; CO2 nu este necesar

® Pipete cu volum variabil calibrate pentru eliberarea a 10 pana la 1.000 pl, cu varfuri de
unica folosinta

® Pipete multicanal calibrate, capabile sa elibereze 50 si 100 ul, cu varfuri de unica
folosinta

® Agitator pentru microplaci
® Apa deionizata sau distilata, 2 litri
® Spalator pentru microplaci (este recomandat un spalator automat)

e Cititor pentru microplaci prevazut cu un filtru de 450 nm si un filtru de referinta de
620 nm pana la 650 nm
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Avertizari gi precautii
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare, va
rugam sa consultati fisele cu date de securitate (FDS) corespunzatoare. Acestea sunt
disponibile online in format PDF, compact si usor de folosit, la adresa
www.qiagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa (safety data sheet, SDS)

pentru fiecare kit QIAGEN® si pentru componentele kiturilor.

ATENTIE : oA . o . .
T Manipulati sangele uman ca si cum ar avea potential infectios. Urmati

A fndrumarile relevante referitoare la manipularea sangelui.
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Urmatoarele avertizari cu privire la pericole si masurile de precautie se aplica pentru
componentele QuantiFERON-CMV ELISA.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Contine: sulfuric acid. Atentiel Poate fi corosiv pentru metale.

@ Provoacs iritarea pielii. Provoaci o iritare gravé a ochilor. Purtati
minusi de protectie/ imbricéminte de protectie/ echipament de
protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei.

QuantFERON Enzyme Substrate Solution
Atentie! Provoacs iritatia usoars a pielii. Purtati ménusi de protectie/
Tmbrécaminte de protectie/ echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei.

QuantiFERON Green Diluent

Contine: 5-hidroxi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-sulfofenilazo) pirazol-3-carboxilat

trisodic. Contine: tartrazine. Atentie! Poate provoca o reactie alergic

a pielii. Purtati manusi de protectie/ imbriciminte de protectie/

echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei..
QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Contine: ProClin 300. Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe
termen lung. Evitati dispersarea in mediu..
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Informatii de siguranta

Informatii suplimentare

Abaterile de la prospectul testului QF-CMV pot genera rezultate incorecte. Va rugam sa
cititi cu atentie instructiunile Tnainte de utilizare.

Nu utilizati trusa daca unul dintre flacoanele de reactivi prezintd semne de deteriorare

sau scurgeri Tnainte de utilizare.

Important: Inspectati flacoanele Tnainte de utilizare. Nu utilizati flacoanele Conjugat
sau Standard IFN-y daca prezintd semne de deteriorare sau daca sigiliul de cauciuc a
fost compromis. Nu manipulati flacoanele sparte. Luati masuri adecvate de precautie
pentru eliminarea flacoanelor in sigurantd. Recomandare: Deschideti flacoanele
Conjugate sau IFN-y Standard cu ajutorul unui cleste de desigilare a flacoanelor pentru

a reduce riscul de leziuni provocate de capacul cu sigiliu metalic.

Nu amestecati si nu utilizati stripuri de microplaci, standard IFN-y uman, diluant verde
sau conjugat concentrat 100x din truse QF-CMV apartindnd unor loturi diferite. Alfi
reactivi (solutia tampon de spalare concentrata 20x%, solutia de substrat enzimatic si
solutia de inhibitor enzimatic) pot fi interschimbati intre truse cu conditia ca reactivii sa

nu aiba termenul de valabilitate expirat si detaliile lotului sa fie inregistrate.

Eliminati reactivii neutilizati si probele biologice conform reglementarilor locale,
nationale si federale.
Nu utilizati tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV sau trusele ELISA QF-CMV dupa

data de expirare.

Asigurati-va ca echipamentele de laborator, precum spalatoarele si cititoarele de placi
au fost calibrate/validate pentru utilizare.
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Tuburi de recoltare a sangelui

e Pastrati tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV la temperaturi cuprinse intre 4 si 25 °C.

® Tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV trebuie sa aiba temperatura intre 17 si 25 °C

fn momentul umplerii cu sange.

® Termenul de valabilitate al tuburilor de recoltare a sangelui QF-CMV este de maximum
15 luni de la data fabricarii, daca sunt pastrate la temperaturi cuprinse intre 4 si 25 °C.

Reactivii din trusa ELISA

® Pastrati trusa la temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C.

® Protejati intotdeauna solutia de substrat enzimatic de lumina solara directa.

Reactivii reconstituiti si neutilizati

Pentru instructiuni privind modul de reconstituire a reactivilor, va rugam sa consultati ,Etapa
2: QuantiFERON-CMYV ELISA pentru IFN-y uman” (pasii 3 si 5 de la paginile 17 si 19).

e Standardul IFN-y uman reconstituit poate fi pastrat cel mult 3 luni, daca este pastrat la

temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C.
Notati data la care a fost reconstituit standardul IFN-y uman.

o (Odata reconstituit, conjugatul concentrat 100x neutilizat trebuie pastrat in continuare la

temperaturi cuprinse intre 2 si 8 °C si utilizat Tn cel mult 3 luni.
Notati data la care a fost reconstituit conjugatul.
e Conjugatul in concentratie de lucru trebuie utilizat in cel mult 6 ore de la preparare.

e Solutia tampon de spalare in concentratie de lucru poate fi pastrata la temperatura
camerei (22 £ 5 °C) timp de cel mult 2 saptamani.
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Recoltarea si manipularea probelor

Testul QF-CMV utilizeaza urmatoarele tuburi de recoltare a sangelui:

e Nil Control (Control Nil) (capac gri)

e CMV Antigen (Antigen CMV) (capac albastru)

® Mitogen Control (Control Mitogen) (capac mov)

Antigenii sunt fixati prin uscare pe peretele interior al tuburilor de recoltare a sangelui, prin

urmare este esential ca sangele sa fie bine omogenizat cu continutul tuburilor. Tuburile

trebuie transferate cat mai curand posibil intr-un incubator setat la 37 °C, in cel mult 16 ore

de la recoltare.

Pentru obtinerea unor rezultate optime, trebuie respectate urmatoarele proceduri:

1.

Pentru fiecare subiect, recoltati 1 ml de sange prin punctie venoasa, direct in fiecare
dintre tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV. Aceasta procedura trebuie efectuata

de un flebotomist cu experienta.

Tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV pot fi utilizate la o altitudine maxima de
810 metri.

Daca tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV sunt utilizate la altitudini mai mari de
810 metri sau daca volumul de sange extras este redus, se poate recolta sange cu
ajutorul unei seringi si in fiecare dintre cele trei tuburi se transfera imediat cate 1 ml de
sange. Din motive de siguranta, este ideal ca aceasta operatiune sa fie efectuata
scotand acul seringii, urmand procedurile de siguranta corespunzatoare, indepartand
capacele celor trei tuburi de recoltare a sangelui QF-CMV si adaugand cate 1 ml de
sange in fiecare tub (pana la marcajul negru de pe partea laterala a etichetei tubului).
Montati la loc si fixati bine capacele tuburilor si omogenizati asa cum este descris mai

jos. Intrucat sangele se recolteaza relativ lent in tuburile de 1 ml, p&strati tubul pe ac
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timp de 2-3 secunde dupa ce tubul pare sa se fi umplut, pentru a va asigura ca volumul

recoltat este corect.

Marcajul negru de pe partea laterala a tuburilor indica nivelul de umplere corespunzator
pentru 1 ml. Tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV au fost validate pentru volume
de la 0,8 la 1,2 ml. Daca nivelul de s&nge din oricare tub nu se apropie de marcaj,

trebuie recoltatd o noua proba de sénge.

Daca pentru recoltarea sangelui se foloseste un ac cu aripioare, trebuie utilizat un tub
de purjare, pentru a va asigura ca tubul este umplut cu sénge inainte ca tuburile de
recoltare a sangelui QF-CMV sa fie utilizate.

Ca alternativa, sangele poate fi recoltat intr-un singur tub universal de recoltare a
sangelui cu litiu-heparina pe post de anticoagulant, dupa care poate fi transferat in
tuburile QF-CMV. Utilizati doar litiu-heparina pe post de anticoagulant sanguin
deoarece alti anticoagulanti pot interfera cu testul. Umpleti un tub de recoltare a
sangelui (volum minim 5 ml) si amestecati usor intorcand tubul de cateva ori pentru a
dizolva heparina. Aceasta procedura trebuie efectuata de un flebotomist cu experienta.
Sangele trebuie pastrat la temperatura camerei (22 + 5 °C) inainte de a fi transferat in
tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV pentru incubare, procedura care trebuie

initiata Tn decurs de 16 ore de la recoltarea sangelui.

Imediat dupa umplere, agitatj tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV de 10 ori cu
suficienta fermitate ca sa va asigurati ca intreaga suprafata interioara a tubului este
acoperita cu sange, pentru a dizolva antigenii de pe peretii tubului.

Tuburile trebuie sa aiba temperatura cuprinsa intre 17 si 25 °C in momentul umplerii cu
sange.
O scuturare prea puternica poate cauza distrugerea gelului si poate duce la rezultate

aberante.

Daca sangele a fost recoltat in tuburi cu litiu-heparina, probele trebuie amestecate
uniform inainte de a fi transferate in tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV.
Asigurati-va ca sangele este bine amestecat intorcand tubul cu grija imediat inaintea
transferului. Transferati parti alicote de 1 ml (cate una pentru fiecare tub de recoltare a
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sangelui QF-CMV) in tuburi corespunzatoare Nil, Antigen CMV si Mitogen. Aceasta
operatiune trebuie sa fie efectuata aseptic, urméand procedurile de siguranta
corespunzatoare, indepartand capacele celor trei tuburi de recoltare a sangelui QF-
CMV si adaugand cate 1 ml de sénge in fiecare tub (p&na la marcajul negru de pe
partea laterala a etichetei tubului). Montati la loc si fixati bine capacele tuburilor si
omogenizati asa cum este descris mai sus.

3. Etichetati tuburile in mod corespunzator.
Asigurati-va ca fiecare tub (Nil, Antigen CMV, Mitogen) este identificabil pe baza
etichetei sau a altor metode.

4. Dupa umplere, agitare si etichetare, tuburile trebuie transferate cat mai curand posibil
intr-un incubator setat la 37 + 1 °C, in cel mult 16 ore de la recoltare. inaintea incubarii,

pastrati tuburile la temperatura camerei (22 + 5 °C). Nu refrigerati si nu congelati
probele de sange.
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Procedura

Etapa 1: Incubarea séngelui si recoltarea plasmei

. Incubati tuburile in pozitie VERTICALA la 37 °C + 1 °C timp de 16 pana la 24 de ore.

Incubatorul nu necesitd CO2 sau umidificare.

Important: Daca séngele nu este incubat imediat dupa recoltare, reamestecati tuburile

prin rasturnarea acestora de 10 ori inainte de incubare.

Dupa incubare, tuburile de recoltare a sangelui pot fi pastrate la temperaturi intre 4 si

27 °C timp de cel mult 3 zile Thainte de centrifugare.

Dupa incubarea tuburilor la 37 °C, recoltarea plasmei este facilitata prin centrifugarea
tuburilor timp de 15 minute la 2.000 pana la 3.000 RCF (g). Dopul de gel va separa
celulele de plasmé. Tn caz contrar, tuburile trebuie centrifugate din nou.

Recoltarea plasmei fara centrifugare este posibila, insa este necesara o atentie sporita

pentru indepartarea plasmei fara afectarea celulelor.

Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin aspirarea si eliberarea inapoi
si repetata sau amestecarea plasmei Thainte de recoltare. Aveti in permanenta grija sa

nu afectati materialul de pe suprafata gelului.
Important: Probele de plasma trebuie recoltate exclusiv cu pipeta.
Probele de plasma pot fi incarcate din tuburile de recoltare a sangelui centrifugate

direct pe placa ELISA QF-CMV, inclusiv atunci cand se utilizeaza statji de lucru
automate ELISA.

Probele de plasma pot fi pastrate in tuburile de recoltare a sangelui QF-CMV
centrifugate cel mult 28 de zile la temperaturi cuprinse intre 2-8 °C, sau, daca au fost
recoltate, la temperaturi sub —20 °C (de preferat, mai mici de —70 °C) pe perioade de

timp Tndelungate.

Pentru a obtine probe de sange adecvate, recoltati cel putin 150 pl de plasma.
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Etapa 2: QuantiFERON-CMV ELISA pentru IFN-y uman

Consultati ,Continutul kitului”, pagina 8 si ,Materiale necesare, dar nefurnizate”, pagina 9,

pentru materialele necesare pentru a efectua ELISA.

1.

Toate probele de plasma si toti reactivii, cu exceptia conjugatului concentrat 100x,
trebuie aduse la temperatura camerei (22 + 5 °C) inainte de utilizare. Lasati-le cel putin
60 de minute pentru echilibrare.

. Scoateti de pe suport stripurile de placi ELISA care nu sunt necesare, ambalati-le la loc

in punga de protectie si pastrati-le in frigider cat timp este necesar.

Alocati cel putin o banda pentru standardele ELISA QF-CMV si benzi suficiente pentru
numarul de pacienti supusi testarii. Dupa utilizare, pastrati suportul si capacul in
vederea utilizarii impreuna cu stripurile ramase.

Reconstituiti standardul IFN-y uman cu volumul de apa deionizata sau distilata indicat
pe eticheta flaconului. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura
resolubilizarea completa. Prin reconstituirea standardului IFN-y la volumul corect se va
obtine o solutie cu o concentratie de 8,0 Ul/ml.

Nota: Volumul de reconstituire a standardului IFN-y uman (standardul din trusa) difera
in functie de lot.

Folosind standardul reconstituit, preparati o serie de dilutie de patru concentratii IFN-y
in Diluant verde (DV) (Figura 1, pagina urmatoare). S1 (Standardul 1) contine

4,0 Ul/ml, S2 (Standardul 2) contine 1,0 Ul/ml, S3 (Standardul 3) contine 0,25 Ul/ml si
S4 (Standardul 4) contine 0 Ul/ml (doar DV). Standardele trebuie testate cel putin in
duplicat. Preparati dilufii proaspete cu standard din trusa pentru fiecare sesiune de
testare ELISA.
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Exemplu de procedura pentru standarde duplicate

Exemplu de procedura pentru standarde duplicate

A Etichetati patru tuburi: 81, S2, S3, 84
B Adaugati 150 pl de DV in S1, S2, S3, S4
C Adaugati 150 pl de standard din trusa in tubul S1 si amestecati bine
D Transferati 50 pl din tubul S1 n tubul S2 si amestecati bine
E Transferati 50 pl din tubul S2 in tubul S3 si amestecati bine
F DV simplu serveste ca standard zero (S4)
o=
——
150 pl 50 pl 50 pl
—> e >
Standardul Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
din trusa 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Ul/ml (Diluant
reconstituit verde)

Figura 1. Prepararea curbei standard prin dilutie seriala.

4. Reconstituiti conjugatul concentrat 100x liofilizat cu 0,3 ml de apa deionizata sau

distilata. Amestecati usor pentru a minimiza spumarea si a asigura solubilizarea

completa a conjugatului.

Concentratia de lucru a conjugatului se obtine prin diluarea cantitatii necesare de
conjugat concentrat 100x reconstituit in Diluant verde (consultati Tabel 1, pagina

urmatoare).

Amestecati bine, dar cu atentie, pentru a evita spumarea.

Readuceti conjugatul concentrat 100x neutilizat la o temperatura intre 2 si 8 °C imediat

dupa utilizare.

Utilizati doar Diluant verde.
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Tabel 1. Prepararea conjugatului in concentratie de lucru

Numarul de stripuri Volumul de conjugat concentrat 100x Volumul de Diluant verde
2 10 l 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20l 2,0ml
5 25 il 2,5ml
6 30l 3,0ml
7 35l 3,5ml
8 40 pl 4,0ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 5,0 ml
11 55yl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml
5. Pentru probele de plasma recoltate din tuburile de recoltare a sangelui si ulterior

congelate si stocate timp de peste 24 de ore inainte de testare, amestecati bine Tnhainte
de a le adauga la godeul ELISA.

Important: Daca probele de plasma se adauga direct din tuburile de recoltare a
sangelui QF-CMV centrifugate, trebuie sa evitafi orice amestecare a plasmei. Aveti
intotdeauna grija sa nu afectati materialul de pe suprafata gelului.

Daca dorii rezultate cantitative, diluati probele de plasma cu CMV si Mitogen in
proportie de 1/10 cu Diluant verde (10 pl de plasma + 90 pl DV). Plasma cu Nil nu
trebuie diluata.

Este recomandata testarea urmatoarelor probe in paralel:
Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)

Totusi, software-ul pentru analiza QuantiFERON-CMV accepta si urmatoarele optiuni

pentru probele de la pacient:
Nil, Antigen CMV, Mitogen
Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)
Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10)

Qua
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7.

Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen

Adaugati 50 pl de conjugat in concentratie de lucru proaspat preparat in godeurile
ELISA dorite folosind o pipeta multicanal.

. Ad&ugati 50 pl din probele de plasmé pentru testare in godeurile corespunzatoare. Tn

final, adaugati cate 50 pl din fiecare dintre standardele de la 1 la 4 in godeurile
corespunzatoare. Standardele trebuie testate cel putin in duplicat.

Acoperiti placa ELISA si omogenizati temeinic conjugatul si probele de

plasma/standardele folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut la 500-
1000 rot/min. Evitati stropirea.

10. Acoperiti placa ELISA si incubati la temperatura camerei (22 £ 5 °C) timp de

120 £ 5 minute.

Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii. Abaterea de la
intervalul de temperatura specificat poate duce la rezultate incorecte.

11.1n timpul incubérii, preparati solutia tampon de spélare in concentratie de lucru. Diluatj

o parte solutie tampon de spalare concentrata 20x cu 19 parti de apa deionizata sau
distilata si omogenizati temeinic. A fost furnizata o cantitate suficienta de solutie
tampon de spalare concentrata 20x pentru a prepara 2 litri de solutie tampon de
spalare in concentratie de lucru.

12.Atunci cand incubarea placii ELISA este completd, spélati godeurile cu 400 pl de

solutie tampon de spalare in concentratie de lucru, in cel putin sase cicluri. Este

recomandat un spalator de placi automat.

Important: Spalarea temeinica este foarte importanta pentru reusita testului. Asigurati-
va ca fiecare godeu este umplut in intregime cu solutie tampon de spalare pana in
partea superioara a godeului pentru fiecare ciclu de spalare. Este recomandata o
perioada de inmuiere de cel putin 5 secunde intre cicluri.

In rezervorul pentru efluent trebuie addugat dezinfectant standard de laborator, iar
pentru decontaminarea materialelor potential infectioase trebuie urmate procedurile
omologate.

21
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13. Loviti usor placile agsezate cu fata in jos pe un prosop absorbant fara scame pentru a
elimina solutia tampon de spélare reziduala. Adaugati 100 pl de solutie de substrat
enzimatic in fiecare godeu, acoperiti placa cu un capac si omogenizati temeinic,
folosind un agitator pentru microplaci timp de 1 minut la 500-1000 rot/min.

14. Acoperiti fiecare placa si incubati la temperatura camerei (22 £+ 5 °C) timp de
30 de minute.

Placile nu trebuie expuse la lumina solara directa pe durata incubarii.

15.Dupa o incubare de 30 de minute, adaugati 50 pl de Enzyme Stopping Solution (solutie
de inhibitor enzimatic) in fiecare godeu, in aceeasi ordine in care a fost addugat
substratul si omogenizati temeinic la 500 -1000 rot/min, folosind un agitator pentru
microplaci.

16.Masurati Densitatea Optica (DO) a fiecarui godeu in cel mult 5 minute de la stoparea
reactiei, utilizadnd un cititor de microplaci prevazut cu un filtru de 450 nm si un filtru de
referinta de 620 nm pana la 650 nm. Valorile DO sunt utilizate pentru calcularea
rezultatelor.

QuantiFERON-CMV ELISA Prospect 02/2018 22



Calcule si interpretarea testului

Software-ul pentru analiza QuantiFERON-CMV, pentru analizarea datelor brute si
calcularea rezultatelor, este oferit de QIAGEN la adresa www.QuantiFERON.com.
Asigurati-va ca este utilizatd cea mai noud versiune a software-ului pentru analizad QF-
CMV.

Software-ul efectueaza o evaluare a controlului calitatii testului, genereaza o curba
standard si furnizeaza rezultatul testului pentru fiecare subiect, asa cum este detaliat in
.interpretarea rezultatelor” la pagina 25. Software-ul raporteaza cea mai mica dilutie care
genereaza un rezultat in cadrul intervalului QF-CMV ELISA, luand in considerare factorul
de dilutie.

Ca o alternativa la utilizarea software-ului pentru analizd QF-CMV, rezultatele pot fi
obtinute folosind metoda de mai jos.

Generarea curbei standard (daca nu se utilizeaza software-ul de
analiza QF-CMV)

Determinati media valorilor DO ale duplicatelor standardului din trusa de pe fiecare placa.

Construiti o curba standard log)-loge) reprezentand grafic valoarea loge) a mediei DO
(axa y) in raport cu valoarea loge) a concentratiei de IFN-y a standardelor in Ul/ml (axa x),
omitand standardul zero din aceste calcule. Calculati linia care corespunde cel mai bine
curbei standard prin analiza de regresie.

Utilizati curba standard pentru determinarea concentratiei de IFN-y (Ul/ml) pentru fiecare

dintre probele de plasma testate, utilizand valoarea DO a fiecarei probe.
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Aceste calcule pot fi efectuate utilizand pachetele software disponibile Tmpreuna cu
cititoarele de microplaci si un program de calcul tabelar sau un software statistic standard
(ca de exemplu Microsoft® Excel®). Este recomandat ca aceste pachete sa fie utilizate
pentru a calcula analiza de regresie, coeficientul de variatie (CV%) al standardelor si
coeficientul de corelatie (r) al curbei standard.

Rezultatul raportat trebuie extras din cea mai mica dilutie care genereaza un rezultat in
cadrul intervalului QF-CMV ELISA, asigurandu-va ca este luat in considerare factorul de
dilutie, daca este cazul.

Controlul calitatii testului

Acuratetea rezultatelor testului depinde de generarea unei curbe standard exacte. Din
acest motiv, rezultatele obtinute pe baza standardelor trebuie examinate inainte ca
rezultatele probelor testate sa poata fi interpretate.

Pentru ca testul ELISA sa fie valid:

® Valoarea medie a DO pentru Standardul 1 trebuie sa fie = 0,600.
® CV% pentru valorile DO duplicate pentru Standardul 1 si Standardul 2 trebuie sa fie < 15%.

e Valorile DO duplicate pentru Standardele 3 si 4 nu trebuie sa varieze cu mai mult de
0,040 unitati de densitate optica fata de media lor.

e Coeficientul de corelatie (r) calculat pe baza valorilor medii de absorbanta ale
standardelor trebuie sa fie = 0,98.

Software-ul pentru analiza QF-CMV calculeaza si raporteaza acesti parametri de control al
calitatii. Daca criterile de mai sus nu sunt indeplinite, executia testului este nevalida si
trebuie repetata.

Valoarea medie a DO pentru Standardul zero (Diluantul verde) trebuie sa fie < 0,150. Daca
valoarea medie a DO este > 0,150, trebuie analizata procedura de spalare a placilor.
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Interpretarea rezultatelor

Rezultatele testului QuantiFERON-CMV sunt interpretate pe baza criteriilor din Tabel 2.

Tabel 2. Interpretarea rezultatelor QuantiFERON-CMV

Nil Mitogen
(U/ml)  CMV minus Nil (U/ml)  minus Nil Rezultatul Raport/Interpretare
(Ul/ml)* testului QF-
CcMV
> 0,20 si = 25% din Nil Orice valoare Reactiv’ Imunitate anti-CMV detectata
20,5 Nereactiv Imunitate anti-CMV NE-detectata

=80 < 0,20 SAU 2 0,20 si

< 25% din Nil <05 Neconcludentt Rezultatele sunt nedeterminate pentru
’ reactia la CMV
> 8,08 Orice valoare Orice valoare Neconcludent* Rl i (meatE el B2

reactia la CMV

*

De obicei, raspunsurile la controlul pozitiv cu Mitogen (si ocazional antigenii CMV) pot fi in afara intervalului
cititorului de microplaci. Acest lucru nu influenteaza rezultatele testelor.

-+

Daca infectia cu virusul citomegalic nu este suspectata, rezultatele initial reactive pot fi confirmate prin retestarea
probelor originale de plasma in duplicat in QF-CMV ELISA. Daca rezultatul retestarii unuia sau ambelor duplicate
este pozitiv, persoana trebuie considerata ca avand un raspuns reactiv la test.

+

Consultati ,Ghid de remediere a problemelor” (pagina 40) pentru cauzele posibile.

Tn cadrul studiilor clinice (1), un rezultat nedeterminat la pacientii beneficiari de transplanturi de organe solide,
unde un donator este reactiv la CMV, dar controlul cu Mitogen a fost sub 0,5 Ul/ml, s-a demonstrat a fi relevant din
punct de vedere clinic. Astfel de pacienti prezinta cel mai mare risc de dezvoltare a bolii induse de CMV.

§7n cadrul studiilor clinice, mai putin de 0,25% dintre subiecti au inregistrat niveluri de IFN-y > 8,0 Ul/ml pentru
valoarea Nil.

Nota: Nivelul de IFN-y masurat trebuie utilizat in asociere cu prezentarea clinica,
anamneza si alte evaluari pentru diagnosticare la stabilirea raspunsului imun la antigenii
CMV. QF-CMV nu este un test destinat determinarii infectiei cu CMV si nu trebuie utilizat
pentru a exclude infectia cu CMV.
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Limitari

Rezultatele testului QuantiFERON-CMV trebuie interpretate impreuna cu istoricul
epidemiologic, starea curenta de sanatate si alte evaluari pentru diagnosticare ale fiecarui
subiect.

Rezultatele nefiabile sau neconcludente se pot datora:

® Abaterii de la procedura descrisa in Prospectul QuantiFERON-CMV ELISA
® Nivelurilor excesive de IFN-y in tubul de control

® Scurgerii unui interval de timp de peste 16 ore de la recoltarea probei de sédnge pana la

incubarea la 37 °C.

Valori prognozate

Valorile de IFN-y prognozate folosind QuantiFERON-CMV s-au obtinut din testarea a 591
de probe prelevate de la subiecti sanatosi. 343 de probe au fost testate seropozitiv si 248
de probe au fost testate seronegativ la CMV IgG. Starea serologica CMV nu a fost
cunoscutd in momentul testarii QF-CMV. in cazul celor 248 de probe de la subiectii CMV-
seronegativi, 100% (248/248) din probele testate au fost nereactive la QF-CMV ELISA,
generand raspunsuri IFN-y de < 0,2 Ul/ml la tubul Antigen CMV (minus Nil). Distributia
raspunsurilor IFN-y la tubul Antigen CMV (minus nil) in cazul celor 343 de subiecti CMV-

seropozitivi este ilustrata in Figura 2.
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Numarul de probe
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Figura 2. Distributia raspunsurilor QF-CMV IFN-y (minus Nil) la subiectii sanatosi seropozitivi (n = 343).

Distributia raspunsurilor IFN-y la Mitogen (minus Nil) a fost stabilitd pe baza a 733 de
probe recoltate de la subiecti adulti sanatosi cu ajutorul QF-CMV ELISA, indiferent de
serologia CMV IgG (Figura 3). Un rezultat pentru tubul Mitogen (minus Nil) cu o valoare
sub 0,5 Ul/ml indicd esuarea testului sau faptul ca subiectul este imunocompromis. in
cazul unei populati sanatoase, numai 2/733 de rezultate s-au incadrat in aceasta

categorie.
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Numarul de probe
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Figura 3. Distributia raspunsurilor Mitogen IFN-y (minus Nil) la subiectii sanatosi (n = 733).

Distributia raspunsurilor IFN-y la tuburile Nil a fost stabilita pe baza a 1020 de probe de
plasma recoltate de la subiecti sanatosi cu ajutorul QF-CMV ELISA, indiferent de serologia
CMV IgG (Figura 4).

Populatie (%)
50 50,69

40

30 25,59

20 16,37
10

IFN-y (Ul/ml)

Figura 4. Distributia raspunsurilor Nil IFN-y la subiecti séanatosi (n = 1020) exprimata in procente de
populatie.
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Caracteristici de performanta

Performanta clinica

Valoarea prag a testului pentru detectarea expunerii anterioare la CMV cu ajutorul testului
QF-CMV a fost stabilita Tn urma unei analize a rezultatelor obtinute pe un grup de subiecti
sanatosi (n = 223), in care rezultatele testului QF-CMV au fost comparate cu rezultatele
serologice pentru CMV IgG. O analiza ROC a stabilit ca o valoare prag a testului de 0,04
Ul/ml (dupa scaderea Nil) a furnizat valori predictive pozitive si negative pentru QF-CMV
(suprafata de sub curba = 0,9679 [95% Il: 0,9442-0,9915, p < 0,0001]), si, astfel,
areprezentat pragul la care acest test a acoperit domeniul de utilizare cel mai eficient,

la o populatie séanatoasa.

Performanta testului QF-CMV a fost comparata cu cea a testului serologic SeraQuest™
CMV IgG (Quest International). Testul QF-CMV a demonstrat o concordanta de 95%
(294/310 indivizi) cu testul serologic CMV IgG comparativ la subiecti sanatosi si niciunul
dintre cei 149 de donatori seronegativi nu a manifestat vreo reactie la testul QF-CMV.
145 dintre cei 161 de donatori seropozitivi au manifestat un raspuns QF-CMV reactiv.
Procentul total de valori concordante a fost de 90%, iar procentul de valori neconcordante
a fost de 100%. Nivelul de concordanta dintre raspunsurile QF-CMV si starea serologica
CMV IgG la subiectii sanatosi este indicat in Tabel 3.

Tabel 3. Concordanta intre testul QuantiFERON-CMV si testul serologic CMV IgG la subiecti sanatosi

Serologia CMV
Pozitiv Negativ Total
Reactiv 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Nereactiv 16 149 165 (53,2%)
Total 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)

29 QuantiFERON-CMV ELISA Prospect 02/2018



Valoarea prag a testului

Valoarea prag recomandata pentru acest test clinic este de 0,2 Ul/ml pentru tubul Antigen
CMV (minus Nil), desi pot fi validate valori prag diferite pentru situatii clinice diferite.

Studii clinice

Deoarece nu exista un standard definitiv pentru confirmarea sau excluderea diagnosticului
de infectie cu virusul citomegalic, sensibilitatea si specificitatea testului QF-CMV nu pot fi
practic evaluate. Specificitatea si sensibilitatea testului QF-CMV au fost aproximate prin
evaluarea nivelului de concordanta intre raspunsurile QF-CMV si starea serologica CMV
IgG a subiectilor sanatosi.

Specificitatea testului QF-CMV a fost aproximata prin evaluarea ratelor rezultatelor fals
pozitive (raspuns reactiv la testul QF-CMV) la donatori sanatosi fara antecedente de
expunere la CMV (indivizi CMV IgG-seronegativi). Sensibilitatea a fost aproximata prin
evaluarea raspunsului QF-CMV la probe recoltate de la donatori sanatosi cu antecedente
de expunere la CMV (indivizi CMV IgG-seropozitivi). QF-CMV utilizeaza un numar mare de
epitopi specifici CMV din diferite proteine CMV, oferind astfel o acoperire larga a populatiei
cu diverse haplotipuri HLA din Clasa |l (aproximativ 98% din populatie). Intrucat
haplotipurile HLA ale subiectilor testati serologic pentru CMV sunt necunoscute, s-a
estimat ca un procent mic de gasite ca persoane seropozitive la examenul serologic nu va
reactiona la tuburile de recoltare a sangelui ale testului QF-CMV.

Specificitate

Tntr-un studiu efectuat pe 591 de probe recoltate de la subiecti sénétosi, nu s-au inregistrat
rezultate QF-CMV fals pozitive la indivizii CMV IgG-seronegativi, 248/248 de probe avand
rezultat nereactiv la testul QF-CMV ELISA si negativ la testul serologic CMV 1gG. Prin
urmare, rezultatele obfinute cu ajutorul QF-CMV si al testului serologic CMV IgG au fost
concordante 100%.
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in toate celelalte evaludri ale specificititi efectuate pe persoanele care au primit
transplanturi de organe solide (1-8), persoanele care au primit transplanturi de celule stem
hematopoietice (9, 10) si pacientii infectati cu HIV (11), concordanta dintre testul QF-CMV
si testul serologic CMV IgG a fost de asemenea de 100%.

Sensibilitate

intr-un studiu efectuat pe 343 de probe recoltate de la subiecti sanatosi cu CMV IgG-
seropozitiv, nivelul de concordanta dintre raspunsurile QF-CMV si rezultatele serologice
CMV IgG a fost de 80,5%, 276/343 de probe fiind reactive la QF-CMV si pozitive la testul
serologic CMV IgG. Discordanta constatata poate fi din cauza serologiei CMV fals pozitive
sau a absentei tipurilor HLA reactive la indivizii testatj.

Nivelurile de concordanta in evaludrile de sensibilitate efectuate la beneficiari de
transplanturi de organe solide (1-8), la beneficiari de transplanturi cu celule stem
hematopoietice (9, 10) si la pacienti infectati cu HIV (11), au fost mai scazute, acest lucru
putdnd fi cauzat de serologia CMV fals pozitivd, de absenta tipurilor HLA reactive la
indivizii testafi sau de absenta celulelor T reactive la acesti pacienti, din cauza
imunosupresiei.

Studii care evidentiaza utilitatea clinica

Atat serologia CMV IgG, cat si testul QF-CMV au ca domeniu de utilizare detectarea
imunitatii la CMV. In cazul unui transplant, serologia pentru CMV este utilizata la scara
larga anterior transplantului, pentru a determina riscul de aparitie a complicatiilor CMV
post-transplant la beneficiarul transplantului, insa are, in sine, o valoare post-transplant
limitatd. Ca alternativa, testul QF-CMV poate fi utilizat la primitorii de organe transplantate
pentru a evalua nivelul de imunitate la CMV al pacientilor care prezinta risc de dezvoltare a
unei infectii simptomatice si/sau a bolii induse de CMV din cauza imunosupresiei (12-15).

Cateva studii clinice publicate efectuate pe o varietate de cohorte care au suferit un
transplant au demonstrat utilitatea testului QuantiFERON-CMV (1-11, 15, 16).
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Tntr-un studiu amplu efectuat pe 108 pacienti care au primit un transplant de organ solid (4), in
randul pacientilor care au obtinut un rezultat reactiv la testul QF-CMV la terminarea
tratamentului profilactic anti-CMV a existat un procent considerabil mai mic de cazuri de boala
CMV ulterioara (3,3% sau 1/30, pe baza unui prag de 0,2 Ul/ml) comparativ cu pacientii care au
obtinut un rezultat nereactiv la testul QF-CMV (21,8% sau 17/78, p = 0,044) (Figura 5).

®
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0 ‘ T

Incidenta aparitiei ulterioare a bolii induse de CMV (%)
25
21,8
20
15

10

Non-reactiv (n = 78) Reactiv (n = 30)
p = 0,044
Terminarea tratamentului profilactic CMI (IFN-y Ul/ml)
Cutoff 0,2 Ul/ml
Figura 5. Procentele cazurilor de debut tarziu al bolii induse de CMV la pacientii care au obtinut un rezultat
reactiv la testul QuantiFERON-CMV, comparativ cu pacientii care au obtinut un rezultat nereactiv la testul
QuantiFERON-CMV la terminarea tratamentului profilactic. Date subiacente intalnite la Kumar et al. (4).
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n plus, beneficiarii de transplanturi seronegativi care au primit un organ de la un donator
CMV-pozitiv (D+R-) cu un rezultat reactiv la QF-CMV in urma finalizarii tratamentului
profilactic au experimentat mai des si pentru mai mult timp situatia de lipsa a bolii induse
de CMV, ceea ce indica faptul ca testul QF-CMV poate fi utilizat pentru a identifica
persoanele care prezinta risc de dezvoltare a bolii induse de CMV cu debut tarziu.

Acest studiu a evidentiat de asemenea faptul ca in grupul de pacienti cu transplant care
prezentau cel mai mare risc de a dezvolta boala indusa de CMV (D+/R-), rezultatul reactiv
obtinut Tn orice moment post-tratament profilactic a fost asociat cu o probabilitate mai mare

de a nu dezvolta boala indusa de CMV.

Intr-un studiu efectuat pe 37 de pacienti care au primit un transplant de organ solid (6),
evaluarea raspunsurilor celulelor T CD8* specifice CMV cu ajutorul testului QF-CMV
a ajutat la estimarea predictiva a clearance-ului viral spontan, comparativ cu evolutia bolii
induse de CMV, in urma cresterii viremiei CMV. Tn acest studiu, 24/26 de pacienti (92,3%)
care au obtinut un rezultat reactiv la testul QF-CMV (pe baza unui prag al testului IFN-y de
20,2 Ul/ml) au eliminat spontan virusul CMV, in timp ce la numai 5/11 pacienti (45,5%)
care au obtinut un rezultat nereactiv la testul QF-CMV s-a constatat aceeasi reactie.

Un studiu efectuat pe 67 de pacienti beneficiari de transplant pulmonar care evalueaza
episoadele de viremie CMV post-transplant (7), a relevat faptul ca 18/25 (72%) de
episoade de viremie CMV au fost precedate de un rezultat nereactiv la testul QF-CMV,
comparativ cu 4/16 (25%) episoade precedate de un rezultat reactiv la testul QF-CMV
(testul de exactitate Fischer, p = 0,0046; Figura 6).
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Figura 6. Analiza statistica a raspunsurilor celulelor-T CD8* CMV-specifice detectate cu ajutorul testului
QuantiFERON-CMV si evolutia viremiei CMV (testul de exactitate Fisher, p = 0,0046). Date subiacente intalnite
la Weseslindtner et al (7).

Tntr-un studiu prospectiv multicentric amplu efectuat pe 127 de pacienti CMV-seronegativi
beneficiari de transplanturi de organe solide de la donatori CMV seropozitivi (8), care au
primit tofi tratament antiviral profilactic, a indicat ca in randul pacientilor care au obtinut un
rezultat reactiv la testul QF-CMV (folosind un prag al testului de 0,1 Ul/ml) in orice moment
dupa terminarea tratamentului profilactic anti-CMV a existat un procent considerabil mai
mic de cazuri de debut tardiv al bolii la 12 luni post-transplant (6,4%), comparativ cu
pacientii care au obtinut un rezultat nereactiv (22,2%) si un rezultat neconcludent la testul
QF-CMV (58,3%, p<0,001). La clasificarea rezultatelor nedeterminate ca fiind si
Lhereactive”, incidenta aparitiei ulterioare a bolii induse de CMV a fost de 6,4% comparativ
cu 26,8%, p = 0,024. Valorile predictive pozitive si negative raportate ale testului QF-CMV
pentru protectie impotriva bolii CMV au fost 0,90 (IT 95% 0,74-0,98), respectiv 0,27 (Ii 95%
0,18-0,37). Acest studiu a demonstrat ca testul QF-CMV poate fi util pentru a estima
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predictiv daca pacientii prezinta risc redus, mediu sau crescut de a dezvolta ulterior boala
indusa de CMV dupa tratamentul profilactic.

Tntr-un studiu prospectiv efectuat pe 55 de persoane care au primit un transplant de organe
solide (8), studiu care a analizat legatura dintre rezultatele testului QF-CMV pre-transplant
si episoadele de replicare CMV post-transplant, s-a descoperit ca recipienti CMV-
seropozitivi care au obtinut un rezultat nereactiv (pe baza unui prag al testului de 0,2 Ul/ml)
la testul QF-CMV efectuat pre-transplant (7/14 sau 50%) au prezentat o incidenta mai
mare a replicarii CMV post-transplant comparativ cu recipientii CMV-seropozitivi care au
obtinut un rezultat reactiv la testul QF-CMV pretransplant (4/30 sau 13,3%, p = 0,021).

Acest studiu a relevat ca pacientii beneficiari de transplant de organe de la donatori CMV-
seropozitivi, care au obtinut rezultat nereactiv la testul QF-CMV pretransplant au inregistrat
un risc de zece ori mai mare de replicare CMV comparativ cu beneficiarii care au obfinut
un réspuns reactiv la testul QF-CMV pretransplant (raportul sanselor ajustat 10,49, IT 95%
1,88-58,46). Prin urmare, un test QF-CMV pretransplant poate fi util pentru estimarea
predictiva a riscului de replicare a CMV in urma transplantului, permitand astfel
individualizarea gestionarii infectiei CMV dupa transplantarea unui organ solid.

Alte cateva studii care cerceteaza detectarea raspunsurilor celulelor T CD8* CMV-specifice
cu ajutorul testului QF-CMV pe o cohortd de beneficiari de transplant au fost efectuate
(2, 3, 5,9, 10, 15, 16) sau sunt in curs de desfasurare in intreaga lume.
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Indruméri consensuale internationale privind gestionarea virusului
citomegalic in transplantul de organe solide

Importanta monitorizarii imunologice specifice CMV a fost recunoscuta si publicata in
Jindrumari consensuale internationale actualizate privind gestionarea virusului citomegalic
in transplantul de organe solide” (12). Aceste indrumari internationale, elaborate de un
grup de experti in CMV si transplantul de organe solide, aprobate de Departamentul de
Boli Infectioase al Societdtii de Transplant, sunt recomandari consensuale, bazate pe
dovezi si pe opinia expertilor, privind gestionarea CMV, inclusiv: diagnosticare, imunologie,
prevenire si tratament.

Concluzia acestor indrumari este ca ,Monitorizarea raspunsurilor imune ale celulelor T
specifice CMV poate identifica predictiv persoanele care prezinta risc de aparitie a bolii
induse de CMV post-transplant si poate fi utila in stabilirea tratamentului profilactic si a

terapiilor preventive” (12).

in plus, indrumérile oferd si recomanddri privind caracteristicile testului ideal de

monitorizare imunologica, care includ:

e Capacitatea de a evalua cantitatea si functia celulelor-T CD4* si CD8* ale unui

beneficiar de transplant
e Capacitatea de a masura IFN-y
e Usurinta in utilizare, eficienta din punct de vedere al costurilor si caracter reproductibil
o Rapiditate de efectuare
® Permite transportarea usoara a probelor catre laboratoare specializate de referinta

Testul QF-CMV indeplineste practic toate criteriile specificate in aceste indrumari si este
singurul test de monitorizare imunologica standardizat capabil sa detecteze IFN-y CMV-
specific.
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Caracteristicile de performanta ale testului

Testul QF-CMV ELISA utilizeaza standard IFN-y uman recombinant, acesta fiind comparat
cu un preparat [IFN-y de referinta (Ref NIH: Gxg01-902-535). Rezultatele probelor testate
sunt raportate in Unita{i Internationale (Ul) avand ca referinta o curba standard preparata
prin testarea dilutiei standardului secundar furnizat cu trusa.

Se cunoaste ca anticorpii heterofili (de ex., umani anti-soareci) din serul sau plasma unor
persoane provoaca interferenta cu testele imune. Efectul anticorpilor heterofili din QF-CMV
ELISA este minimizat prin addugarea de ser normal de soarece in Diluantul verde si prin
utilizarea de fragmente de anticorpi monoclonali F(ab’)2, ca anticorpi de captura a IFN-y

atasati la godeurile micropl&cii.

Limita de detectie a testului QF-CMV ELISA este de 0,065 Ul/ml si nu exista dovezi de
rezultate fals negative la doza ridicata (prozona) pentru concentraiii de IFN-y de pana la
10.000 Ul/ml. S-a demonstrat ca anticorpii QF-CMV ELISA nu reactioneaza incrucisat cu
niciuna din citokinele testate, printre care se numara IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 si IL12.

Testul QF-CMV ELISA s-a dovedit liniar in conditiile pozitionarii aleatorii a cinci duplicate
pentru 11 probe de plasma cu concentratii de IFN-y cunoscute pe placa ELISA. Linia
regresiei liniare are o panta de 1,002 +0,011 si un coeficient de corelatie de 0,99
(Figura 7).
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Figura 7. Profilul liniaritatii testului ELISA QF-CMV determinat in urma testarii a cinci duplicate pentru
11 probe de plasma cu concentratii de IFN-y cunoscute.

Reproductibilitatea QF-CMV ELISA a fost estimata in urma efectuarii unui test pe 20 de
probe de plasma cu concentratii de IFN-y diferite n cate trei duplicate, in trei laboratoare
diferite, n trei zile neconsecutive si de catre trei operatori diferiti. Asadar, fiecare proba a
fost testata de 27 de ori, in cadrul a noua executii de teste independente. Una dintre probe
a fost un control Nil, iar concentratia de IFN-y calculata pentru aceasta a fost de 0,08 (95%
1) 0,07-0,09) Ul/ml. Pentru cele 19 probe de plasma ramase, intervalul de concentratii
a fost cuprins intre 0,33 (95% 7 0,31-0,34) si 7,7 Ul/ml (95% 11 7,48-7,92).

Imprecizia intra-test si inter-teste a fost estimata prin calcularea mediei CV% pentru fiecare
proba de plasma testatd care continea IFN-y din cadrul fiecarei analize a placii (n =9),
variatia fiind cuprinsa intre 4,1 si 9,1 CV%. Media CV% (295% I1) din cadrul testului a fost
de 6,6% * 0,6%. Media pentru plasma cu zero IFN-y a fost de 14,1 CV%.

Imprecizia totala sau imprecizia inter-teste a fost determinata prin compararea celor 27 de
concentratii de IFN-y calculate pentru fiecare proba de plasma, si a avut valori cuprinse
intre 6,6 si 12,3 CV%. Media totala a CV% (x95% IT) a fost de 8,7 + 0,7%. Plasma cu zero
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IFN-y a avut un CV% de 26,1. Acest nivel de variatie este preconizat deoarece
concentratia de IFN-y calculatd este mica, iar variatia In jurul unei valori mici estimate

pentru concentratie va fi mai mare decéat in cazul concentratjilor mai mari.

Informatii tehnice

Rezultate neconcludente

Rezultatele nedeterminate pot fi legate de starea imunitara a individului care este testat,
dar pot fi, de asemenea, legate de un numar de factori tehnici:

® Scurgerea unui interval de timp de peste 16 ore de la recoltarea probei de sange pana
la incubarea la 37 °C

® Pastrarea sangelui in afara intervalului de temperatura recomandat (22 + 5 °C)
® Amestecarea insuficienta a tuburilor de recoltare a sangelui

e Spalare insuficienta a placii ELISA

Daca sunt suspectate probleme tehnice legate de recoltarea sau manipularea probelor de
sange, repetati intregul test QF-CMV cu probe de sange noi. Repetarea testului ELISA
asupra probelor de plasma stimulata poate fi realizata daca este suspectata vreo abatere
de la procedurile testului ELISA. Nu este de asteptat ca rezultatele nedeterminate (bazate
pe valori Mitogen scazute) sa se schimbe la repetare, cu exceptia cazului in care a

survenit o eroare in timpul testului ELISA.
Probe de plasma coagulate
Tn cazul in care apar cheaguri de fibrina in urma stocarii pe termen lung a probelor de

plasma, centrifugati probele pentru a sedimenta substanta coagulata si a facilita pipetarea

plasmei.
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Ghid de remediere a problemelor

Acest ghid de remediere a problemelor poate fi util in rezolvarea oricaror probleme care

pot aparea. Pentru informatii suplimentare, consultati si Informatiile tehnice furnizate la

adresa www.QuantiFERON.com. Pentru informatji de contact, consultati coperta spate.

Comentarii si sugestii

Valori scazute ale densitétii optice a standardelor

a)

b)

c)

Eroare la diluarea
standardului

Eroare la pipetare
Temperatura de incubare
prea mica

Timp de incubare prea

scurt

Filtru necorespunzator
utilizat pentru cititorul de
placi

Reactivii sunt prea reci

Trusa/componentele a(u)
expirat

Colorare nespecifica

a)

c)

Spalare insuficienta a placii

Contaminare incrucisata a
godeurilor ELISA

Trusa/componentele a(u)
expirat

Asigurati-va ca dilutiile standardului din trusa sunt preparate corect, conform
Prospectului QF-CMV ELISA.

Asigurati-va ca pipetele sunt calibrate si utilizate conform instructiunilor
producatorului.

Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la temperatura camerei
(22°C+5°C).

Incubarea placii cu conjugat, standarde si probe trebuie sa dureze
120 * 5 minute. Solutia de substrat pentru enzime este incubata pe placa
timp de 30 de minute.

Placa trebuie citita la 450 nm, cu un filtru de referinta de 620 pana la
650 nm.

Toti reactivii, cu exceptia conjugatului concentrat 100x, trebuie adusi la
temperatura camerei Tnainte de inceperea testarii. Aceasta operatiune
dureaza aproximativ 1 ora.

Asigurati-va ca utilizati trusa inaintea datei de expirare. Asigurati-va ca
standardul si conjugatul concentrat 100% reconstituite sunt utilizate in cel
mult 3 luni de la data reconstituirii.

Spalati placa de cel putin sase ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare
pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de sase cicluri de spalare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde intre cicluri.

Aveti grija cand pipetati sau amestecati proba pentru a minimaliza riscul.
Asigurati-va ca utilizati trusa inaintea datei de expirare. Asigurati-va ca

standardul si conjugatul concentrat 100% reconstituite sunt utilizate in cel
mult 3 luni de la data reconstituirii.
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Comentarii si sugestii

d) Solutia de substrat Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru. Asigurati-va ca
enzimatic este contaminata  utilizati rezervoare curate pentru reactivi.

e) Omogenizarea plasmei in Asigurati-va ca probele de plasma sunt recoltate cu atentie de la suprafata
tuburile de centrifugare gelului fara pipetare verticala, procedand cu atentie pentru a nu afecta
fnaintea recoltarii materialul de la suprafata gelului.

Fond ridicat

a) Spalare insuficientd a placii  Spalati placa de cel putin sase ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare

pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de sase cicluri de spalare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde intre cicluri.

b) Temperatura de incubare Incubarea testului ELISA trebuie efectuata la temperatura camerei
prea mare (22+5°C).

c) Trusa/componentele a(u) Asigurati-va ca utilizati trusa Tnaintea datei de expirare. Asigurati-va ca
expirat standardul si conjugatul concentrat 100% reconstituite sunt utilizate in cel

mult 3 luni de la data reconstituirii.

d) Solutia de substrat Eliminati substratul daca acesta se coloreaza in albastru. Asigurati-va ca

enzimatic este contaminata

utilizati rezervoare curate pentru reactivi.

Curba standard neliniara si variabilitate intre duplicate

a) Spalare insuficienta a placii  Spalati placa de cel putin sase ori cu 400 pl de solutie tampon de spalare
pentru fiecare godeu. Pot fi necesare mai mult de sase cicluri de spalare, in
functie de spalatorul utilizat. Este necesara o perioada de inmuiere de cel
putin 5 secunde intre cicluri.

b) Eroare la diluarea Asigurati-va ca dilutiile standardului din trusa sunt preparate corect, conform

standardului acestui prospect.

c) Omogenizare insuficienta Amestecati bine reactivii prin rasturnarea acestora sau cu migcari circulare
fnaintea adaugarii lor pe placuta.

d) Tehnica de pipetare Adaugarea probei si a standardului trebuie efectuata in mod continuu. Toti

inconsecventa sau
intrerupere n timpul
configurarii testului

reactivii trebuie preparati inainte de a incepe testul.

Informatiile despre produs si indrumarile tehnice va sunt puse la dispozitie gratuit de catre
QIAGEN, prin intermediul distribuitorului dvs., sau al site-ului www.QuantiFERON.com.
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Simboluri

Pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele simboluri:

Simbol

Definitia simbolului
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Contine reactivi suficienti pentru <N> reactii

Data de expirare

Marcaj CE

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Numar catalog

Numar de lot

Numar material

Numar de comercializare global articol

Limitari de temperatura

A nu se refolosi

A se pastra ferit de razele soarelui

Consultati instructiunile de utilizare

Producator

Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana
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Date de contact

Pentru asistentd tehnica si informatii suplimentare, consultati Centrul nostru pentru
Asistenta Tehnica la adresa www.qiagen.com/Support, apelati numarul de telefon
00800-22-44-6000 sau contactati Departamentele de Servicii Tehnice ale QIAGEN sau

distribuitorii locali (a se vedea coperta a patra sau vizitati www.giagen.com).
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Procedura de testare ELISA pe scurt

Etapa 1: Incubarea sangelui

1. Recoltati sangele pacientului in tuburile de recoltare a sangelui si (/§
\\ o=
agitati tuburile de zece (10) ori cu suficienta fermitate pentru a va ‘\\/\ \
asigura ca intreaga suprafata interioara a tubului este acoperita cu T
sange, pentru a dizolva antigenii de pe peretii tubului.
2. Incubati tuburile in pozitie verticala la 37 °C £ 1 °C timp de 16 pana
la 24 de ore.
3. Dupa incubare, centrifugati tuburile timp de 15 minute la 2.000
pana la 3.000 RCF (g) pentru a separa plasma si hematiile. f &
4. Dupa centrifugare, evitati sub orice forma pipetarea prin aspirarea /

si eliberarea Tnapoi si repetata sau amestecarea plasmei inainte de
recoltare. Aveti in permanenta grija sa nu afectati materialul de pe

suprafata gelului.

Etapa 2: IFN-y ELISA

1. Aduceti componentele trusei ELISA, cu exceptia conjugatului L
1:00

concentrat 100x%, la temperatura camerei timp de cel putin

60 de minute.
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. Reconstituiti standardul din trusa la o concentratie de 8,0 Ul/ml cu
apa distilata sau deionizata. Preparati patru (4) dilutii ale
standardului.

. Reconstituiti conjugatul liofilizat 100x liofilizat cu apa distilata sau
deionizata.

. Preparati conjugatul in concentratie de lucru in Diluant verde si
adaugati 50 pl in toate godeurile.

. Adaugati 50 pl din probele de plasma pentru testare si 50 pl de
standarde in godeurile corespunzatoare. Amestecati folosind

agitatorul.

. Incubati timp de 120 de minute la temperatura camerei.

. Spalati godeurile de cel putin 6 ori cu 400 pl de solutie tampon de
spalare pentru fiecare godeu.

. Adaugati 100 ul de solutie de substrat pentru enzime in godeuri.

Amestecati folosind agitatorul.

. Incubati timp de 30 de minute la temperatura camerei.
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10.Adaugati 50 pl de solutie de stopare a enzimelor in toate godeurile.
Amestecati folosind agitatorul.

iy

11.Cititi rezultatele la 450 nm folosind un filtru de referinta intre 620 si
650 nm

12.Analizati rezultatele.
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Istoricul revizuirilor manualului

Document Modificari Data
L1075110-R5 Adaugarea informatiilor de siguranta privitoare la flacoanele sparte Februarie 2018
Actualizari aduse tabelului 2, Interpretarea rezultatelor QF-CMV,
pagina 25.
L1075110-R5 Informatii GHS actualizate, pagina 10. Februarie 2018
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Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

Acord de licenta limitata pentru trusa QuantiFERON-CMV ELISA
Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse in
panou. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse in acest
panou cu orice componenta care nu este inclusa in acest panou, dacé nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si
n protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.qiagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de utilizatorii QIAGEN pentru
utilizatorii QIAGEN. Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu asigura faptul ca acestea nu
incalca drepturile tertilor.

2. in afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forméa ca acest panou si/sau utilizarea (utilizarile) acestuia nu incalca drepturile
tertilor.
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