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Paredzétais lietojums

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) ir invitro tests, kura tiek izmantots peptidu
maisijums, kas simulé cilvéka citomegalovirusa (cytomegalovirus, CMV) olbaltumvielas, lai
ierosinatu ar heparinu apstradatas pilnasinu Stnas. Gamma interferona (interferon-
gamma, IFNy) noteikSanai tiek izmantots enzimu iminsorbcijas tests (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA), lai kvantitativi noteiktu in vitro atbildes reakciju uz tiem
peptidu antigéniem, kas tiek saistiti ar CMV infekcijas imunologisko kontroli. Sadas
imunologiskas reakcijas zudums var bt saistits ar CMV slimibas attistibu. QF-CMV testu ir
paredzéts lietot, lai uzraudzitu pacientu imunitates lfmeni pret CMV.

QF-CMV tests nav paredzéts CMV infekcijas noteikS§anai, un to nedrikst lietot CMV
infekcijas izslégSanai.

Kopsavilkums un skaidrojums

CMV ir herpes viruss, ar ko inficéjas aptuveni 50—-85% no pieauguSo populacijas. Ta ir
bieza komplikacija novajinatas imunitates gadijuma, jo Tpasi péc transplantacijas, kas var
ievérojami palielinat saslimstibu un mirstibu pacientiem, kuriem transplantéts kads organs.
Pasreizéja iminsupresijas terapija, ko lieto, lai pasargatu no transplantétd organa
atgriSanas, nelabveéligi ietekmé T limfocTtu un Sdnu imdno (cell-mediated immune, CMI )
reakciju, ta izraisot paaugstinatu uznémibu pret virusu izraisitam infekcijam péc
transplantacijas. T Stnu darbibas nozimi CMV replikacijas nomaksana izce| art fakts, ka
CD8* CMV specifiskie citotoksiskie T limfociti (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) var aizsargat
no virusu ierosinatam slimibam. CD8* CMV specifisko CTL uzskaite pacientiem ar
imdnsupresiju un IFNy veidoSanas lauj prognozét risku saslimt ar CMV slimibu. IFNy
veidoSanos var izmantot ka funkcionalu aizstajéju, lai identificeétu CMV specifiskos CTL.
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QF-CMV ir tests, lai noteiktu CMI atbildes reakcijas uz peptidu antigéniem, kas simulé
CMV olbaltumvielas. CMV peptidi ir paredzéti, lai iedarbotos uz CD8* T Sunam, tostarp uz
HLA | klases haplotipiem A1, A2, A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41,
B44, B51, B52, B57, B58, B60 un Cw6 (A30, B13), kas ir >98% no cilvéku populacijas.
Individiem, kas inficéti ar CMV, parasti asints ir CD8* limfociti, kas $os antigénus atpazist.
Sis atpazi$anas process ietver citokina IFNy veido$anu un sekréciju. ST testa pamata ir

IFNy noteikS8ana un talaka kvantitativa aprékinasana.

Proceddiras princips

QF-CMV tests tiek veikts divos posmos. Vispirms tiek panemts asins paraugs katra QF-
CMV asins analizu stobrina, t.i. nulles kontroles stobrina, CMV antigéna stobrind un
mitogéna stobrina.

Mitogéna stobrin§ QF-CMV testa tiek izmantots ka pozitiva kontrole. Tas var bat Tpasi
nepiecieS8ams, ja pastav Saubas par personas iminstatusu. Mitogéna stobrins var kalpot
arT ka pareizas asins apstrades un inkubacijas kontrole.

Stobrini jainkubé 37 °C péc iespéjas drizak, bet ne vélak ka 16 stundu laika péc parauga
nemsanas. Péc 16-24 stundu inkubacijas perioda stobrini tiek centrifugéti, tiek atdalita
plazma un ar QF-CMV ELISA testu tiek noteikts IFNy daudzums (SV/ml).

IFNy daudzums CMV antigéna un mitogéna stobrinu plazmas paraugos bieZi vien var
parsniegt lielakas dalas ELISA testa radijumu nolasiSanas augstakas robezvértibas pat
tddos gadijumos, ja individiem ir mérena imdnsupresija. Lai iegltu kvalitativus rezultatus,
izmantojiet tirai plazmai aprékinatas veértibas. Ja kvantitativajiem rezultatiem
nepiecieS8amas faktiskas SV/ml vértibas, plazmas paraugi jaatSkaida attieciba 1/10 ar zalo

atSkaiditaju un javeic ELISA tests kopa ar tiru plazmu.
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Piezime: Ja paraugi ir QF-CMV ELISA testa diapazona (t.i. Ildz 10 SV/ml), jaizmanto ar
tiru plazmas paraugu iegutais rezultats. Ja $adam IFNy koncentracijam tiek izmantoti

plazmas paraugi ar atSkaidijumu 1/10, iegdtas vértibas var bt neprecizas.

Tiek uzskatits, ka IFNy atbilde testad ir pozitiva, ja CMV antigéna stobrina radijums
ieveérojami parsniedz nulles stobrina IFNy SV/ml vertibu. Mitogéna stimulétais plazmas
paraugs kalpo ka IFNy pozitiva kontrole katram testétajam paraugam. Vaja atbildes
reakcija uz mitogénu norada uz nenoteiktu rezultatu, ja art asins parauga atbilde uz CMV
antigéniem ir negativa. Sads modelis var Tstenoties, ja ir nepietiekams limfocitu daudzums,
samazinata limfocttu aktivitate nepareizas parauga apstrades dél, nepareiza mitogéna
stobrina uzpilde/maisiS8ana vai pacienta limfociti nespéj veidot IFNy — pieméram,
pacientiem, kuriem nesen veikta transplantacija. Nulles paraugs tiek korigéts ar fonu vai
nespecifisku IFNy asins paraugos. Nulles stobrina IFNy lTmenis tiek atnemts no IFNy CMV
antigéna stobrina un mitogéna stobrina lImena (izklastu par QF-CMV testa rezultatu

interpretéSanu skatiet 81 iepakojuma ieliktna sadala “Rezultatu interpretacija” 24. lappusé).
Testa veikSanai nepiecieSamais laiks

Talak novertéts QF-CMV testa veikSanai nepiecieSamais laiks; ir noradits arT laiks vairaku

paraugu testéSanai, tos testéjot kopa.

Asins stobrinu inkub&cija 37 °C 16—24 stundas
temperatara:
ELISA tests: aptuveni 3 stundas vienai ELISA testa platei

mazak neka 1 stunda darba

Pieskaitiet 10—15 mindtes par katru papildu
plati.
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Nodrosinatie materiali

Komplekta komponenti

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)

Kataloga nr. 0192-0301
Sagatavju skaits 1
QuantiFERON Nil Control (QuantiFERON nulles kontrole) (peléks vacins) 1 stobrins
QuantiFERON CMV Antigen (QuantiFERON CMV antigéns) (zils vacins) 1 stobrins
QuantiFERON Mitogen Control (QuantiFERON mitogéna kontrole) (violets vacins) 1 stobrins
QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (QF-CMV asins analizu stobrinu 1
iepakojuma ieliktnis)

QuantiFERON-CMV ELISA tests 2 plasu ELISA komplekts
Kataloga nr. 0350-0201
Mikroplates platnites (12x8 iedobites), parklatas ar IFNy monoklonalu 2 komplekti ar 12x8 iedobisu
antivielu, kas ieglta no pelém un readé uz cilvéka iminsistému mikroplates platnitém
Human IFN-y - Standard, lyophilized (cilvéka IFNy standarts, 1 flakons
liofiliz&ts;satur rekombinantu cilvéka IFNy, govs kazeinu, (8 SV/ml péc pagatavosanas)
0,01% svara/tilpuma timerosalu)

Green Diluent (zalais atSkaiditajs;

satur govs kazelnu, standarta pelu serumu, 0,01% svara/tilpuma 1% 30ml

timerosalu)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (konjugata 100x koncentrats,
liofilizéts) (no pelém ieguts, uz cilvéku imansistému reagéjoss IFNy 1x0,3ml
HRP, satur 0,01% svara/tilpuma timerosalu)

Wash Buffer 20x Concentrate (skaloSanas buferskiduma 20x
koncentrats; 1 %100 ml
pH 7,2, satur 0,05% tilpuma ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (enzimu substrata $kidums; 1% 30 ml
satur H202, 3,3, 5,5 tetrametilbenzidinu)

Enzyme Stopping Solution

(enzimu darbibas partrauk$anas $kidums; 1%x15ml
satur 0,5 M H2S04)*
QF-CMV ELISA Package Insert (QF-CMV ELISA iepakojuma ieliktnis) 1

* Satur sérskabi. Informaciju par piesardzibas pasakumiem sk. 9. Ipp.
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Nepieciesamie materiali, kas netiek nodrosinati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizgjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (Safety Data Sheets, SDS), kas ir pieejamas pie
produkta piegadataja.

e 37 °C inkubators; CO2 nav nepiecieSams

e Kalibrétas pipetes ar mainamu tilpumu 10-1000 pl Skiduma parneSanai ar vienreizéjas

lietoSanas uzgaliem

e Kalibrétas daudzkanalu pipetes, tilpums 50 pl un 100 pl, ar vienreizéjas lietoSanas
uzgaliem

o MikroplaSu kratitajs

® Dejonizéts vai destiléts TGdens, 2 litri

e lerice mikroplasu skalo$anai (ieteicama automatiska skalo$anas ierice)

o Mikroplasu lasttajs ar 450 nm filtru un 620650 nm references filtru

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegitu papildinformaciju, 1Gdzu, iepazistieties ar
attiecigajam droSibas datu lapam (SDS). Tas érta un kompaktd PDF formata ir pieejamas
vietné www.giagen.com/safety, kur katram QIAGEN® komplektam un ta sastavdalam var
atrast, apskatit un izdrukat SDS.
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UZMANIBU!

Rikojoties ar cilvéku asinim, ievérojiet, ka tas var bat infekciozas. levérojiet

A atbilsto$as asins paraugu apstrades vadlinijas.

Talak noradrttie riska un piesardzibas pasakumu pazinojumi attiecas uz QuantiFERON-

CMV ELISA sastavdalam.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Satur: sulfuric acid. Bridinajums! Var kodigi iedarboties uz metaliem.
dap Kairina adu. Izraisa nopietnu acu kairindjumu. Izmantot
aizsargcimdus/ aizsargdrébes/ acu aizsargus/ sejas aizsargus.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Bridindjums! Izraisa vieglu adas kairinajumu. Izmantot
aizsargcimdus/ aizsargdrébes/ acu aizsargus/ sejas aizsargus.

QuantiFERON Green Diluent
Satur: trinatrija 5-hidroksi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-sulfofenilazo) pirazol-3-
karboksilatu.Satur: tartrazine. Bridinajums! Var izraisit alergisku adas

reakciju. lzmantot aizsargcimdus/ aizsargdrébes/ acu aizsargus/
sejas aizsargus.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Satur: ProClin 300. Kaitigs ddens organismiem ar ilgstoSam sekam.
Izvairtties no izplatiSanas apkartéja vide.

QuantiFERON-CMV ELISA tests lepakojuma ieliktnis 02/2018



Informacija par dro$ibu

Papildinformacija

Novirzes no QF-CMV lietoSanas pamaciba sniegtajiem noradijumiem var izraistt
kladainus rezultatus. Pirms lietoSanas rupigi izlasiet noradijumus.

Nelietojiet komplektu, ja pirms lietoSanas kada reagenta pudele izskatas bojata vai tai ir
noplide.

Svarigi. Pirms lietoSanas parbaudiet flakonus. Neizmantojiet konjugata vai IFNy
flakonus, kam redzamas bojajumu pazimes vai ir bojats gumijas aizbaznis.
Neizmantojiet sapléstus flakonus. Veiciet atbilstoSus piesardzibas pasakumus, lai tos
utilizétu drosa veida.

Leteikumi: Konjugata vai IFNy standarta flakonu atvérSanai izmantojiet specialas
knaibles, lai mazinatu risku savainoties no metala vacina.

Nejauciet kopa un nelietojiet vienlaikus mikroplates platnites, cilvéka IFNy standartu,
zalo atSkaidttaju vai konjugata 100x koncentratu no citam QF-CMV komplektu sérijam.
Citus reagentus (skalo$anas bufer§kiduma 20x koncentratu, enzimu substrata $kidumu
un enzimu darbibas partraukSanas $kidumu) var lietot no dazadiem komplektiem,
pienemot, ka nav beidzies reagentu deriguma termin$ un tie ir no vienas partijas.
Neizlietotos reagentus un paraugus izmetiet saskana ar viet&jiem un valstt
pastavosajiem noteikumiem.

Neizmantojiet QF-CMV testa asins analiZu stobrinus vai QF-CMV ELISA testa
komplektus péc deriguma termina beigam.

Parliecinieties, vai laboratorijas aprikojums, pieméram, plasu skaloSanas ierices un
lasttaji, ir kalibréts/apstiprinats lietoSanai.
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Reagentu glabasana un lietoSana

Asins analiZzu stobrini

Uzglabajiet QF-CMV asins analizu stobrinus 4-25 °C temperatara.

Asins paraugu nemsanas laika QF-CMV asins analizu stobrinu temperatarai ir jabat
17-25°C.

QF-CMV asins analizu stobrinu maksimalais uzglabasanas laiks ir 15 ménesi no
razoSanas datuma, ja tie tiek glabati 4-25 °C temperatira.

ELISA komplekta reagenti

Uzglabajiet komplektu 2—8°C temperatara.

e \ienmeér aizsargajiet enzimu substrata Skidumu no tieSu saules staru ietekmes.

Pagatavotie un neizmantotie reagenti

Reagentu pagatavo$anas noradijumus, lodzu, skatiet sadala “2. solis: Cilvéka IFN-y
noteik8ana ar QuantiFERON-CMV ELISA testu” (3. un 5. darbiba 17. un 19. lappusé).

Pagatavoto cilveéka IFNy standarta $8kidumu var uzglabat [i[dz 3 méneSiem 2-8 °C

temperatara.

Pierakstiet datumu, kura cilvéka IFNy standarta Skidums tika pagatavots.

Péc pagatavo$anas neizlietotais konjugata 100x koncentrats atkal janovieto glabasanai
2-8 °C temperatira un jaizlieto 3 ménesu laika.

Pierakstiet datumu, kura konjugats tika pagatavots.

Konjugata darba Skidums jaizlieto 6 stundu laika péc ta sagatavoSanas.

SkaloSanas buferSkiduma darba Skidumu var glabat istabas temperatiara (22+5 °C) ne

ilgak ka 2 nedélas.
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Paraugu nemsana un apstrade

QF-CMV testa tiek lietoti Sadi asins analizu stobrini:

Nil Control (nulles kontrole) (peléks vacins);
CMV Antigen (CMV antigéns) (zils vacins);

Mitogen Control (mitogéna kontrole) (violets vacins).

Antigéni tiek izzaveti uz asins analiZu stobrinu iek3éjas sieninas, tapéc ir svarigi, lai

stobrinu saturs tiktu rdpigi sajaukts ar asinim. Stobrini jaievieto inkubatora 37 °C

temperatiira péc iespéjas drizak, bet ne velak ka 16 stundu laika péc parauga nems$anas.

Lai iegOtu optimalus rezultatus, ievérojiet 8Ts proceduras:

1.

Veicot vénas punkciju, no katra pacienta panemiet 1 ml asinu tiedi katra QF-CMV asins

analizu stobrina. 81 procediira ir javeic apmacitam flebotomistam.

QF-CMV asins analizu stobrinus var izmantot, ja neatrodaties augstak par 810 metriem
virs juras lTmena.

Ja QF-CMV asins analizu stobrinus izmantojat vietas, kas atrodas augstak par

810 metriem virs jaras limena, vai ir vérojams mazs asins pieplidums, asinis var nemt
ar Slirci un pa 1 ml uzreiz iepildit katra no tris stobriniem. DroSibas apsvérumu dé&| 81
proceddra javeic, nonemot Slirces adatu, nodroSinot attiecigas droSibas proceddras,
nonemot vacinus no tris QF-CMV testa stobriniem un iepildot 1 ml asinu katra no tiem
(I"dz melnajai atzimei uz stobrina saniem). Stingri uzlieciet atpakal stobrinu vacinus un
samaisiet, ka aprakstits talak. Ta k3, lietojot 1 ml stobrinus, asins nem3sana notiek
saméra Ieni, turiet stobrinu pie adatas vél 2—-3 sekundes péc stobrina uzpildes, lai
nodro$inatu pareiza daudzuma panemsanu.
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Melna atzime uz stobrina saniem norada, ciktal jaiepilda asinis, lai batu panemts 1 ml
tilpuma paraugs. QF-CMV testa asins analizu stobrini ir validéti tipumam diapazona no
0,8 Iidz 1,2 ml. Ja k&da no stobriniem asins limenis neietilpst atzimétaja diapazona, ir
janem jauns asins paraugs.

Ja asins nem8anai izmanto taurinadatu, tad ar tuk3a stobrina palidzibu janodroSina, lai
batu piepildita taurinadatai pievienota caurulite, pirms tiek lietoti QF-CMV testa asins
analizu stobrini.

Asins paraugu var panemt arf viena kopéja asins analizu stobrina, kura ka
antikoagulants ir litija heparins, un péc tam paraugu parliet QF-CMV stobrinos. Ka
asins antikoagulantu izmantojiet tikai litija heparinu, jo citi antikoagulanti traucé testa
veikSanai. Piepildiet asins analiZzu stobrinu (minimalais tilpums: 5 ml) un uzmanigi
proceddra ir javeic apmacitam flebotomistam. Asins paraugi ir jaglaba istabas
temperatira (225 °C), pirms asinis tiek parlietas QF-CMV stobrinos inkubacijai, kas ir

jasak 16 stundu laika péc asins parauga panemsanas.

2. Uzreiz pec QF-CMV stobrinu piepildiSanas sakratiet tos 10 reizes tikai tik spécigi, lai
nodroSinatu visas stobrina iek8&jas virsmas parklasanos ar asinim. Tadeéjadi tiek izSkidinati
uz stobrina sieninam esoSie antigéni.

Asins uzpildes laika stobrina temperatarai jabat no 17 lidz 25 °C.

Parak spéciga kratiSana var izraisit gela izSkiSanu, kas var bat par iemeslu

nepreciziem rezultatiem.

Ja asinis ir panemtas litija heparina stobrina, paraugi pirms dozéSanas QF-CMV
stobrinos ir vienmérigi jasamaisa. Nodrosiniet, lai asinis tiktu kartigi samaisitas,
uzmanigi vairakkart apgriezot stobrinu tieSi pirms dozésanas. Dozéjiet 1 ml dalas
(vienu katra QF-CMV stobrina) atbilstoa nulles, CMV antigéna un mitogéna stobrina.
So darbibu ieteicams veikt aseptiski, nodrosinot attiecigo drosibas procediru
ievéroSanu, nonemot vacinus no tris QF-CMV testa stobriniem un iepildot 1 ml asinu
katra no tiem (I"dz melnajai atzimei uz stobrina saniem). Stingri uzlieciet atpakal

stobrinu vacinus un samaisiet, ka aprakstits ieprieks.
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3. Atbilstosi markéjiet stobrinus.

Parliecinieties, vai katru stobrinu (nulles, CMV antigéna, mitogéna) var identificét pec
etiketes vai ka citadi.

Pé&c piepildiSanas, sakratiS8anas un markéSanas stobrini jaievieto inkubatora 37+1 °C
temperatiira péc iespéjas drizak, bet ne vélak ka 16 stundas péc parauga
panemsanas. Pirms inkubacijas glabajiet stobrinus istabas temperatiira (22+5 °C).
Asins paraugus nedrikst glabat ledusskap1 vai saldétava.

15
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Procedura

1. solis: Asins paraugu inkubacija un plazmas atdali$ana

1. Inkubgjiet stobrinus STAVUS 16-24 stundas 37+1 °C temperatara. CO2 vai mitrina$ana
inkubatora nav nepiecieSama.
Svarigi. Ja asins paraugi netiek inkubéti uzreiz péc panemsanas, pirms inkub&sanas
atkartoti samaisiet to saturu, apvérsot stobrinus 10 reizes.

Péc inkubacijas un pirms centrifugé8anas asins analizu stobrinus var glabat ne ilgak ka
3 diennaktis 4-27 °C temperatdra.

2. Péc stobrinu inkub&sanas 37 °C plazmu var iegdt, 15 mindtes centrifugéjot stobrinus ar
atrumu 2000-3000 RCF (g). Gela korkis Stinas atdalls no plazmas. Ja tas nenotiek,
stobrini jacentrifugé velreiz.

Plazmu var iegdt arm bez centrifugéSanas, tomér papildu uzmaniba japievérs tam, lai
plazmu atdalttu, nesabojajot Stnas.

3. Péc centrifugé$anas un pirms plazmas iegi$anas izvairieties no pipetéSanas augsSup
un lejup vai jebkada veida plazmas maisidanas. Vienmeér ievérojiet piesardzibu, lai

nesabojatu materialu uz gela virsmas.

Svarigi. Plazmas paraugus drikst iegat tikai ar pipeti.

No centrifugétiem asins analizu stobriniem plazmas paraugus var parliet tieSi
QF-CMV ELISA platé ar tad, ja tiek izmantotas automatizétas ELISA testa ierices.
Plazmas paraugus var glabat centrifugétos QF-CMV stobrinos ne ilgak ka 28 dienas
2-8 °C temperatira, bet, ieglstot tiru plazmu, ilgaku laiku temperatdra, kas zemaka
par -20 °C (ieteicams zemaka par -70°C).

Lai iegiitu piemérotus testa paraugus, iegistiet vismaz 150 pl plazmas.
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2. solis: Cilvéka IFN-y noteikSana ar QuantiFERON-CMV ELISA
testu

NepiecieSamos materialus, lai veiktu ELISA testu, skatiet sadalas “Komplekta komponenti”

8

. lappusé un “NepiecieSamie materiali, kas netiek nodrosinati” 9. lappusé.

. Visi plazmas paraugi un reagenti, iznemot konjugata 100x koncentratu, pirms

lietoSanas jasasilda ITdz istabas temperatirai (225 °C). NepiecieSamas temperatiras

sasnieg$anai jaatvél vismaz 60 mindtes.

Iznemiet no ramja ELISA testa platnites, kas netiek izmantotas, ielieciet tas atpakal

folija iepakojuma un I1dz lietoSanai glabajiet ledusskapi.

Japaredz vismaz viena platnite QF-CMV ELISA testa standartiem un pietiekams skaits
platniSu testéjamajiem pacientiem. P&c izmantoSanas rami un vaku saglab3ajiet
lietoSanai ar atlikuSajam platnttém.

Pagatavojiet cilvéka INFy standarta Skidumu tada daudzuma dejonizéta vai destileta
ddens, kas noradits uz flakona etiketes. Uzmanigi samaisiet, péc iespéjas samazinot
putu veidoSanos un nodrosinot pilnigu iz8kTSanu. Pagatavojot noradrta tilpuma IFNy

standarta Skidumu, tiek ieglts Skidums, kura koncentracija ir 8,0 SV/ml.

Piezime. Cilvéka IFNy standarta (komplekta standarts) Skiduma pagatavoSanas
tilpums dazadas partijas atskiras.

Izmantojot pagatavoto standarta Skidumu, sagatavojiet Cetru IFNy koncentraciju
atSkaidijuma virkni zalaja atSkaiditaja (Green Diluent, GD) (1 att., nakama Ipp.).

S1 (1. standarts) satur 4,0 SV/ml, S2 (2. standarts) satur 1,0 SV/ml, S3 (3. standarts)
satur 0,25 SV/ml un S4 (4. standarts) satur 0 SV/ml (tirs GD). Standarta Skidumi jatesté
vismaz dubulta. Katrai ELISA testa sérijai sagatavojiet jaunus komplekta standarta

Skiduma atSkaidijumus.

17
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Dubulta standarta Skidumu procediiras piemérs

Dubulta standarta $kidumu procediiras piemérs
A Veic iezimi uz Cetriem stobriniem: S1, S2, S3, S4.
B Pievieno 150 ul GD stobrinos S1, S2, S3, S4.
C Pievieno 150 pl komplekta standarta $kiduma stobrind S1 un rlipigi samaisa.
D Parnes 50 pl no stobrina S1 uz stobrinu S2 un riipigi samaisa.
E Parnes 50 pl no stobrina S2 uz stobrinu S3 un riipigi samaisa.
F Tirs GD kalpo ka nulles standarts (S4).
o=
-
150 pl 50 pl 50 pl
—> e >
Pagatavots 1. standarts 2. standarts 3. standarts 4. standarts
komplekta standarta 4,0 SV/ml 1,0 SV/ml 0,25 SV/ml 0 SV/ml
Skidums (zalais atSkaiditais)

1. attéls. Standarta liknes sagatavo$ana ar sérijveida atSkaidijumu palidzibu.

4. Pagatavoijiet liofilizéto konjugata 100x koncentratu, izmantojot 0,3 ml dejonizéta vai
destiléta ddens. Uzmanigi samaisiet, péc iesp&jas samazinot putu veidoSanos un
nodroSinot pilnigu konjugata izskiSanu.

Konjugata darba 8kidumu sagatavo, atSkaidot nepiecieSamo pagatavota konjugata
100% koncentrata daudzumu ar zalo atSkaiditaju (skatiet 1 nakamaja Ipp.).

Rapigi, bet uzmanigi samaisiet, nepielaujot putu veidosanos.

Neizlietoto konjugata 100x koncentratu uzreiz péc lietoSanas ievietojiet 2-8 °C
temperatara.

Izmantojiet tikai zalo atSkaiditaju.
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-

. tabula. Konjugata darba Skiduma sagatavos$ana

Platnisu skaits Konjugata 100x koncentrata tilpums Zala atSkaiditaja tilpums
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5 ml
6 30 ul 3,0 ml
7 35l 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Plazmas paraugus, kas iegiti no asins analizu stobriniem un péc tam sasaldéti vai pirms

testa glabati ilgak neka 24 stundas, riipigi samaisiet pirms pievienoSanas ELISA iedobitei.

Svarigi. Ja plazmas paraugus ir paredzéts pievienot tiesi no centrifugétiem QF-CMV
stobriniem, plazmu nedrikst maistt. Vienmér ievérojiet piesardzibu, lai nesabojatu

materialu uz gela virsmas.

6. Ja nepiecieSami kvantitativi rezultati, atSkaidiet CMV un mitogéna plazmas paraugus ar
zalo atSkaiditaju attieciba 1/10 (10 pl plazma + 90 pl zalais atSkaiditdjs). Nulles
plazmas paraugu nedrikst atSkaidrt.
leteicams paraléli testét Sadus paraugus:

nulles, CMV antigéns, mitogéns, CMV antigéns (1/10), mitogéns (1/10).
Papildus QuantiFERON-CMV analizu veik§anas programmatdra atbalsta vél $adas
pacientu paraugu iespéjas:

nulles, CMV antigéns, mitogéns;

nulles, CMV antigéns (1/10), mitogéns (1/10);

nulles, CMV antigéns, mitogéns, CMV antigéns (1/10);

nulles, CMV antigéns (1/10), mitogéns.
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7. Ar daudzkanalu pipeti pievienojiet 50 pl tikko sagatavota konjugata darba $kiduma
nepiecieS8amajas ELISA iedobités.

8. Atbilsto$ajas iedobités pievienojiet 50 pl testa plazmas parauga. Beigas pievienojiet pa
50 pl no katra 1.—4. standarta Skiduma atbilstoSajas iedobités. Standarta Skidumi ir
jatesté vismaz dubulta.

9. ELISA plati parklajiet ar vaku un rlpigi 1 mindti maisiet konjugatu un plazmas
paraugus/standarta Skidumus mikroplasu kratitaja ar atrumu 500 [tdz 1000 apgr./min.
Izvairieties no izSlakstiSanas.

10.ELISA plati parklajiet ar vaku un 120+5 minates inkubégjiet istabas temperatiira (22+5 °C).

Inkubé&cijas laika plates nedrikst atrasties tieSu saules staru ietekmé. Novirzes no

noradita temperatiras diapazona var izraisit kludainus rezultatus.

11. Inkubacijas laikad sagatavojiet skaloSanas buferSskiduma darba Skidumu. AtSkaidiet un rapigi
samaisiet vienu dalu skaloSanas buferSkiduma 20x koncentrata ar 19 dalam dejonizéta vai
destiléta Odens. Tiek piegadats pietiekami daudz skaloSanas buferskiduma 20x
koncentrata, lai varétu sagatavot 2 litrus skaloSanas buferSkiduma darba Skiduma.

12.Péc ELISA plates inkubacijas perioda veiciet vismaz seSus skalo$anas ciklus iedobités
ar 400 pl skalosanas buferSkiduma darba Skidumu. leteicams lietot automatisku plates
skaloSanas ierfci.

Svarigi. Ripiga skaloSana ir loti svariga pareizai testa norisei. NodroSiniet, lai katra
skalo3anas cikla katra iedobrte batu pilnigi uzpildita ar skaloSanas buferSkidumu Iidz
iedobttes aug$€jai malai. Starp katru ciklu ieteicams vismaz 5 sekunzu mércésanas
periods.

Notekadenu uzkrasanas tvertné jaielej parastais laboratorijas dezinfekcijas Iidzeklis, ka
art jaievéro spéka esosie noteikumi par iesp&jami infekcioza materiala
dekontaminaciju.

13. Noteciniet otradi apgrieztas plates uz uzstico$a dviela, kas nepukojas, lai atbrivotos no
atlikusa skaloSanas buferSkiduma. Pievienojiet 100 pl enzimu substrata Skiduma katra
iedobTte, plati parklajiet ar vaku un 1 minadti rGpigi samaisiet mikroplasu kratitaja ar
atrumu 500 ITdz 1000 apgr./min.
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14.Parklajiet katru plati un 30 minGtes inkubégjiet istabas temperatiira (2215 °C).
Inkubé&cijas laika plates nedrikst atrasties tieSu saules staru ietekmé.

15.Péc 30 mintsu inkubacijas perioda pievienojiet 50 ul enzimu darbibas partrauk$anas
Skiduma katra iedobite tada pasa seciba, ka tika pievienots substrata Skidums. Rapigi
samaisiet mikroplasu kratitaja ar atrumu 500 Iidz 1000 apgr./min.

16.Ar mikroplasu lasTtaju, kas aprikots ar 450 nm filtru un 620-650 nm references filtru,
izmériet optisko blivumu (OB) katra iedobité 5 mindsu laika péc reakcijas

partraukSanas. Rezultatu aprékinasanai tiek izmantotas OB veértibas.
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Aprékini un testa rezultatu interpretacija

QuantiFERON-CMV analizu veik§anas programmatira iegito datu analizei un rezultatu
aprékinam ir pieejama QIAGEN timekla vietné www.QuantiFERON.com. Parliecinieties,

vai tiek izmantota visjaunaka QF-CMV analizu veikSanas programmatiras versija.

Programmatdra veic testa kvalitdtes kontroles novértéjumu, izveido standarta Ikni un
nodroSina testa rezultatu katram pacientam. Sikaks izklasts pieejams sadala “Rezultatu
interpretacija” 24.lappusé. Programmatlira norada vismazako atSkaidijumu, kas devis
rezultdtu QF-CMV ELISA testa diapazona, nemot véra atSkaidiSanas attiecibu.

QF-CMV analizu veikSanas programmatiras izmantoSanas alternativa ir rezultatu
noteik8ana, izmantojot talak aprakstito metodi.

Standarta Iliknes izveidoSana (ja netiek izmantota QF-CMV analizu
veikSanas programmatara)

Nosakiet komplekta standarta Skiduma atkartojumu vidéjas OB vértibas katrai platei.

Uzziméjiet standarta Ikni loge)-loge), atziméjot vidéjo OB vértibu loge) (y ass) attieciba
pret standarta loge) IFNy koncentraciju SV/ml (x ass), nenemot véra So aprékinu nulles
vertibu. Ar regresijas analizi aprékiniet Iiniju, kas vislabak atbilst standarta Itknei.

Lietojiet standarta Ikni, lai noteiktu IFNy koncentraciju (SV/ml) katram testa plazmas
paraugam, izmantojot katra parauga OB vértibu.

Sos aprékinus var veikt, izmantojot mikroplagu lasitajiem pieejamas programmatiras
paketes, ka ar standarta izklajlapu vai statistikas programmatiru (pieméram, Microsoft®
Excel®). Sadas paketes ieteicams izmantot regresijas analizes aprékiniem, ka arf standartu
variacijas koeficienta (%VK) un standarta liknes korelacijas koeficienta (r) noteikSanai.
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Ka zinotais rezultats ir janorada ta vismazaka atSkaidijuma vértiba, kas devusi rezultatu
QF-CMV ELISA testa diapazona, nodro$inot, lai péc nepiecieSamibas tiktu nemta véra
atSkaidiSanas attieciba.

Testa kvalitates kontrole

Testa rezultatu precizitate ir atkariga no precizas standarta liknes izveides. Tadél pirms
testa paraugu rezultatu interpretacijas japarbauda no standartiem atvasinatie rezultati.

Lai ELISA tests batu derigs:

vidéjai 1. standarta OB vértibai jabat 20,600;

1. un 2. standarta atkartojumu OB vértibu %VK jabat <15%;
® 3. un 4. standarta atkartojumu OB vértibu variacija nedrikst bat lielaka par 0,040
optiska blivuma vienibam, salidzinot ar to vid&jo vértibu;

® no standartu vidéjam absorbcijas vértibam aprékinatajam korelacijas koeficientam (r)
jabat 20,98.

QF-CMV analizu veik8anas programmatira aprékina Sos kvalitates kontroles parametrus
un sniedz par tiem atskaites. Ja iepriekS minétie kritériji nav izpilditi, tests nav derigs un ir

jaatkarto.

Vidéjai nulles standarta (zalais atSkaiditajs) OB veértibai jabat <0,150. Ja vidéja OB vértiba
ir >0,150, japarbauda plates skaloSanas proceddra.
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Rezultatu interpretacija

QuantiFERON-CMV testa rezultati tiek interpretéti, izmantojot kritérijus, kas noraditi 2.

2. tabula. QuantiFERON-CMV testa rezultatu interpretacija

Nulles Mitogéna st.
st. CMV minus nulle minus nulles QF-CMV testa
(SViml)  (SV/ml) st. (SV/ml)* rezultats Zinojumsl/interpretacija
0, . . =
2(_),2_0 un 225% no nulles Jebkads Pozitivs' Ir noteikta imunitate pret CMV
veértibas
<8,0 20,5 Negativs NAV noteikta imunitate pret CMV

<0,20 vai 20,20 un
<25% no nulles vértibas . 5 Atbildes reakcijas uz CMV rezultats ir

iktst
Nenoteikts nenoteikts

Atbildes reakcijas uz CMV rezultats ir

>8,08 Jebkads Jebkads Nenoteikts* N
nenoteikts

*

Atbildes reakcija uz mitogéna pozitivo kontroli (un palaikam — CMV antigéniem) biezi var neatbilst mikroplates
lasTtaja diapazonam. Tas neietekmé testa rezultatus.

t Ja nav aizdomu par citomegalovirusa infekciju, sakotnéji pozitivos rezultatus var apstiprinat, veicot atkartotu
originalo plazmas paraugu dubultu testé$anu QF-CMV ELISA komplekta. Ja viena vai abu atkartojumu atkartota
testéSana ir pozitiva, japienem, ka personas tests ir pozitivs.

* lesp&jamos iemeslus skatiet sadala “Problému novérsanas ieteikumi” (39. Ipp.).

Kitniskajos pétijumos (1), nenoteikts rezultats tiem pacientiem, kuriem veikta parenhimatozo organu transplantacija

un donors ir CMV pozitivs, bet mitogéna kontroles rezultats bija mazaks par 0,5 SV/ml, ir kliniski nozimigs. Sadiem
pacientiem ir vislielakais risks saslimt ar CMV slimibu.

P

Kliniskajos pétljumos mazak neka 0,25% dalibnieku IFNy lTmenis nulles stobrina vértibai bija >8,0 SV/ml.

Piezime. Nosakot pacienta imtno reakciju uz CMV antigéniem, iegatais IFNy limenis
jaizmanto kopa ar kliniskajam pazimém, slimibas veésturi un citiem diagnostiskiem
izmekléjumiem. QF-CMV tests nav paredzéts CMV infekcijas noteik3anai, un to nedrikst

lietot CMV infekcijas izslégSanai.
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lerobezojumi

QuantiFERON-CMV testa rezultati izvertéjami saistiba ar katra atseviSskd pacienta
epidemiologisko vésturi, pasreiz€jo veselibas stavokli un citiem diagnostiskiem
izmekl&jumiem.

Neuzticamu un nenoteiktu rezultatu iemesli var bat $adi:

® novirzes no QuantiFERON-CMV ELISA iepakojuma ieliktnT aprakstitas procediras;
® parak augsta IFNy koncentracija kontroles stobring;

® no asins parauga panemsanas [idz inkubéSanai 37 °C temperatura pagajusas vairak
neka 16 stundas.

Sagaidamas vertibas

Sagaidamas IFNy vértibas, izmantojot QuantiFERON-CMV testu, tika iegatas, pétot 591
paraugus no veseliem pacientiem. 343 paraugi uzradija seropozitivu un 248 paraugi —
seronegativu CMV IgG testa rezultatu. QF-CMV testa laika CMV serologiskais statuss
nebija zinams. No 248 parbauditajem CMV seronegativo pacientu paraugiem 100%
(248/248) paraugu QF-CMV ELISA testa rezultati bija negativi. Tadgjadi IFNy atbildes
reakcijas uz CMV antigéna stobrinu (minus nulle) bija <0,2 SV/ml. Talak paradits IFNy
atbildes reakciju uz CMV antigéna stobrinu (minus nulle) sadalijums 343 CMV
seropozitivajiem pacientiem (2 att.).

25 QuantiFERON-CMV ELISA lepakojuma ieliktnis 02/2018



Paraugu skaits
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2. attéls. QF-CMV IFNy atbildes reakciju sadalijums (minus nulle) seropozitiviem veseliem pacietiem (n=343).

IFNy atbildes reakciju uz mitogénu sadalijums (minus nulle) tika noteikts, izmantojot
733 veselu pieaugusu pacientu paraugus un QF-CMV ELISA testu neatkarigi no CMV IgG
serologijas (3. att.). Mitogéna stobrina (minus nulle) rezultats, kas mazaks par 0,5 SV/ml,
norada, ka tests nav izdevies vai personai ir novdjinatas imunitates stavoklis. Veselo

cilvéku populacija tikai 2/733 rezultatu bija $aja kategorija.
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Paraugu skaits
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3. attéls. Mitogéna IFNy atbildes reakciju sadalifjums (minus nulle) veseliem pacietiem (n=733).

IFNy atbildes reakciju uz nulles stobriniem sadalijums tika noteikts, izmantojot 1020 veselu
pieauguSu pacientu plazmas paraugus un QF-CMV ELISA testu neatkarigi no CMV IgG
serologijas (4. att.).

Populacija (%)
50 50,69
40

30 25,59

20 16,37
10

IFNy (SV/ml)

4. attéls. Nulles stobrinu IFNy atbildes reakciju sadalljums veseliem pacientiem (n=1020), kas izteikts
procentos no populacijas.
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Darbibas raksturojums
Kliniska veiktspéja

Izmantojot QF-CMV testu, tika izveidots testa slieksnis iepriekS€éjas saskares ar CMV
noteik8anai, pamatojoties uz veselu pieauguso grupas (n=223) rezultatu analizi, kura QF-
CMV testa rezultati tika salidzinati ar CMV IgG serologijas testa rezultatiem. ROC Iknes
analize tika noteikts, ka 0,04 SV/ml (minus nulle) testa slieksnis sniedz optimalas pozitivas
un negativas QF-CMV testa prognozéjamas vértibas (laukums zem liknes = 0,9679 [95%
TI: 0,9442-0,9915, p<0,0001]). Tadejadi pie Sada testa sliekdna tests sniedz visprecizakos
rezultatus veselo cilvéku populacija.

QF-CMV testa rezultati tika salidzinati ar SeraQuest™ CMV IgG serologiska testa
rezultatiem (Quest International). QF-CMV tests paradija 95% (294 no 310 individiem)
sakrittbu ar CMV IgG serologiska testa rezultdtiem veseliem pacientiem. QF-CMV testa
nevienam no 149 seronegativajiem donoriem netika paradits pozitivs rezultats. 145 no
161 seropozitivajiem donoriem tika paradita pozitiva QF-CMV testa atbildes reakcija.
Kopéja pozitiva sakritiba bija 90%, bet negativas sakritibas vértiba bija 100%. QF-CMV
testa atbildes reakciju un CMV IgG serologiska testa rezultatu sakritibas Iimenis veselo
pacientu populacija ir paradits 3.

3. tabula. QuantiFERON-CMV testa un CMV IgG serologijas testa rezultatu sakritiba veseliem pacientiem

CMV serologija
Pozitivs Negativs Kopa
Pozitivs 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Negativs 16 149 165 (53,2%)
Kopa 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)

Testa slieksnis

ST testa ieteicamais kiiniskais testa slieksnis ir 0,2 SV/ml CMV antigéna stobrina (minus

nulle), lai gan dazadam kliniskajam vajadzibam var validét dazadus sliek$nus.
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Kliniskie pétijumi

Ta ka nav noteikta standarta citomegalovirusa infekcijas apstiprinaSanai vai izslégSanai,
QF-CMV testa jutigumu un specifiskumu nevar praktiski izvértét. QF-CMV testa
specifiskums un jutiba tika aptuveni noteikta, novértéjot QF-CMV testa atbildes reakciju un
CMV IgG serologiska testa rezultatu sakritibas ITmeni veseliem pacientiem.

QF-CMV testa specifiskums tika aptuveni noteikts, novértéjot kladaini pozitivus raditajus
(pozitiva atbilde ar QF-CMV testu) veselu donoru paraugiem bez pieradijumiem par
iepriek8éju saskari ar CMV (CMV IgG seronegativi individi). Jutigums tika aptuveni
noteikts, novértgjot QF-CMV testa atbildes reakcijas veselu donoru paraugiem ar
pieradijumiem par iepriek§&ju saskari ar CMV (CMV IgG seropozitivi individi). QF-CMV
testa tiek izmantots liels skaits specifisku CMV epitopu no dazadam CMV olbaltumvielam,
tadejadi aptverot plasu populaciju ar dazadiem HLA | klases haplotipiem (aptuveni 98% no
populacijas). Ta ka cilvékiem, kuriem veica CMV serologiskos izmekléjumus, nebija zinami
HLA haplotipi, tika sagaidits, ka nelielai dalai serologiski pozitivo individu nebds reakcijas
uz QF-CMV asins analizu stobriniem.

Specifiskums

591 veselu cilvéku parauga pétijuma individiem ar seronegativu CMV IgG testa rezultatu
netika konstatéts neviens nepatiesi pozitivs QF-CMV testa rezultats — 248 paraugiem no
248 bija negativs QF-CMV ELISA tests un negativs CMV IgG serologiskais tests. Tadgjadi
QF-CMV testa un CMV IgG serologiska testa rezultatu sakritiba ir 100%.

Visos citos specifiskuma novértéjumos, kas tika veikti cilvékiem, kuriem ir transplantéti
parenhimatozie organi (1-8) vai ir veikta asinsrades cilmes Stnu transplantacija (9,10), ka
arm ar HIV inficétiem pacientiem (11), ari tika pieradits, ka QF-CMV testa un CMV IgG
serologiska testa rezultatu sakritibas ITmenis ir 100%.
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Jutiba

Pétijuma, kas tika veikts ar 343 no veseliem cilveékiem iegltiem paraugiem ar seropozitivu
CMV IgG testa rezultatu, tika konstatéts, ka QF-CMV atbildes reakciju un CMV IgG
serologiska testa rezultatu sakritibas lTmenis ir 80,5%. 276 no 343 paraugiem bija pozitiva
atbildes reakcija uz QF-CMV testu un pozitivs CMV IgG serologiskais tests. Novérotas
pretrunas var bit saistitas ar kludaini pozitivu CMV  serologiska testa rezultatu vai
neatbilstoSu parbaudamo individu HLA tipu.

Jutibas novértéjumos, kas tika veikti cilvékiem, kuriem transplantéti parenhimatozie organi
(1-8) vai veikta asinsrades cilmes SUnu transplantacija (9, 10), k& arT ar HIV inficétiem
pacientiem (11), tika atklats zemaks sakritibas ITmenis, kas varétu bat izskaidrojams ar
kltdaini pozitivu CMV serologiska testa rezultatu, neatbilstoSu parbaudamo individu HLA

tipu vai reagéjosu T Sunu trkumu pacientiem, kuriem ir imdnsupresija.
Pétijumi, kas izcel klinisko lietderibu

Gan CMV IgG serologisko analizu, gan QF-CMV testa aprakstd ir noradits, ka to
paredzétais lietojums lauj noteikt imunitati pret CMV. Transplantacijas joma CMV
serologiskas analizes tiek plasi izmantotas pirms transplantacijas, lai noteiktu CMV
komplikaciju risku, kas pacientam varétu rasties péc transplantacijas, tomér SIm analizém
ir ierobezota vértiba péc transplantacijas. Toties QF-CMV testu var izmantot pacientiem,
kuriem veikta transplantacija, lai novértétu vinu CMV imunitates lTmeni, nosakot, vai
nepastav risks, ka attistisies simptomatiska CMV infekcija un/vai slimiba imnsupresijas
del (12-15).

QuantiFERON-CMV testa lietderibu ir pieradijusi vairaki publicéti kliniskie pétfjumi dazadas
cilvéku grupas, kuras ir veikta transplantacija (1-11, 15, 16).

Liela pétijuma, kas aptvéra 108 pacientus, kuriem veikta parenhimatozo organu
transplantacija (4), tiem pacientiem, kam bija pozitivs QF-CMV testa rezultats, pabeidzot
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profilaktiskos pasakumus pret CMV, bija ievérojami zemaki vélinas saslim$anas ar CMV
raditaji (3,3% jeb 1/30; izmantojot 0,2 SV/ml testa slieksni), salidzinot ar pacientiem, kam
bija negativs QF-CMV testa rezultats (21,8% jeb 17/78, p=0,044) (5. att.).

®

Vélinas CMV saslim$anas biezums (%)
25 22,9

20
15

10
53

Negativs (n=70) Pozitivs (n=38)
p =0,038

CMI profilaktisko pasakumu beigas (IFNy SV/ml)
0,1 SV/ml robezvértiba

Vélinas CMV saslim8anas biezums (%)
25
21,8
20
15

10

Negativs (n=78) Pozitivs (n=30)
p = 0,044

CMI profilaktisko pasakumu beigas (IFNy SV/ml)
0,2 SV/ml robezveértiba

5. attéls. Vélinas saslimsanas ar CMV infekciju raditaji pacientiem ar pozitivu QuantiFERON-CMV testa
rezultatu un pacientiem ar negativu QuantiFERON-CMV testa rezultatu profilaktisko pasakumu beigas.
Attéloti Kumar et al dati. (4).
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Turklat CMV seronegativi pacienti, kam transplantéts CMV pozitiva donora (D+R-) organs
ar pozitivu QF-CMV testa rezultatu, profilaktisko pasakumu beigas biezak un ilgak
nesaslima ar CMV slimibu. Tas liecina, ka QF-CMV testu var izmantot, lai identificétu
pacientus, kuriem ir risks vélinai saslimSanai ar CMV slimibu.

Saja pétijuma arT uzsvérts, ka to pacientu grupa, kuriem veikta transplantacija un bija
augstakais risks CMV slimibas attistibai (D+/R-), pozitivs testa rezultats jebkura laika péc
profilaktiskajiem pasakumiem tika saistits ar lielaku varbatibu nesaslimt ar CMV slimibu.

Pétljuma ar 37 pacientiem, kuriem tika transplantéti parenhimatozie organi (6), CMV
specifisko CD8* T Sunu atbildes reakcijas novértéSana ar QF-CMV testu palidz€ja
prognozét spontanu atbrivo§anos no virusiem, salidzinot ar CMV infekcijas progresé3anu
péc CMV virémijas pastiprinaganas. Saja pétijuma 24 no 26 pacientiem (92,3%) ar pozitivu
QF-CMYV testa rezultatu (izmantojot IFNy testa slieksni 20,2 SV/ml) spontani atbrivojas no
CMV virusa, bet tikai 5 no 11 pacientiem (45,5%) ar negativu QF-CMV testa rezultatu bija
lfdz1gs iznakums.

Pétljuma ar 67 pacientiem, kuriem veica plausu transplantaciju un novértéja CMV virémijas
epizodes péc transplantacijas (7), tika novérots, ka 18 no 25 (72%) CMV virémijas
epizodém ievadija negativs QF-CMV testa rezultats, salidzinot ar 4 no 16 (25%) epizodém,
kuras ievadija pozitiva QF-CMV testa reakcija (FiSera kritérijs, p=0,0046; 6 att.).
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% no epizodém ar HCMV DNS asinis
ar virusu slodzi >1000 kopijas/ml

100
80
60
40

20

0 T
Negativs (n=25) Pozitivs (n=16)
p = 0,0046

lepriek$&jas HCMV specifiskas CD8* T Sdnu
atbildes reakcijas

6. attéls. CMV specifiskas CD8* T Sunu atbildes reakcijas, kas noteiktas ar QuantiFERON-CMV testu, un CMV
virémijas attistibas statistiska analize (FiSera kritérijs, p=0,0046). Attéloti Weseslindtner et al dati (7).

Liela daudzcentru perspektiva pétijuma ar 127 CMV seronegativiem pacientiem, kuriem
transplantéti parenhimatozie organi no CMV seropozitiviem donoriem (8) un kuri sanéma
pretvirusu profilaktiskos Iidzeklus, pacientiem ar pozitiviem QF-CMV testa rezultatiem
(izmantojot 0,1 SV/ml testa slieksni) jebkura laika péc profilaktisko pasakumu pret CMV
pabeigS8anas 12 méneSus péc transplantacijas bija ievérojami zemaki vélinas saslimSanas
raditaji (6,4%), salidzinot ar tiem pacientiem, kuriem bija negativi QF-CMV testa rezultati
(22,2%) un nenoteikti rezultati (58,3%, p<0,001). Klasificéjot arT nenoteiktos rezultatus ka
“negativus”, turpmakais CMV infekcijas biezums bija 6,4%, salidzinot ar 26,8%, p=0,024.
Prognozéjamas pozitivds un negativas QF-CMV vértibas attieciba uz aizsardzibu pret
CMV slimibu bija attiecigi 0,90 (95% Tl 0,74-0,98) un 0,27 (95% TI 0,18-0,37). Saja
pétijuma tika atklats, ka QF-CMV tests var bat noderigs, lai prognozétu, vai pacientiem péc
profilaktiskajiem pasakumiem ir zems, vidéjs vai augsts turpmakas CMV infekcijas
attistibas risks.
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Perspektiva pétijuma ar 55 pacientiem, kuriem transplantéti parenhimatozie organi (8), tika
analizéti QF-CMV testa rezultati pirms transplantacijas un CMV replikacijas epizodes péc
transplantacijas, konstatéjot, ka biezaka CMV replikacija péc transplantacijas tika novérota
CMV seropozitiviem organu sanéméjiem, kam pirms transplantacijas bija negativs
(izmantojot 0,2 SV/ml testa slieksni) QF-CMV testa rezultats (7 no 14 jeb 50%), salidzinot
ar tiem CMV seropozitiviem organu sanéméjiem, kam pirms transplantacijas bija pozitivs
QF-CMYV testa rezultats (4 no 30 jeb 13,3%, p=0,021).

Saja pétijuma tika atklats, ka tiem organu sanéméjiem, kuriem pirms transplantacijas bija
negativs QF-CMV testa rezultats un kuri organu sanéma no CMV seropozitiva donora, bija
desmitkart lielaks CMV replikacijas risks, salidzinot ar tiem organu sanéméjiem, kuriem
pirms transplantacijas bija pozitivs QF-CMV testa rezultats (korigétais relativais risks
10,49, 95% TI 1,88-58,46). Tadéjadi QF-CMV tests pirms transplantacijas var buat
noderigs, lai prognozétu CMV replikacijas risku péc transplantacijas un [1dz ar to atlautu

veikt individualizétu CMV infekcijas arstéSanu péc parenhimatozo organu transplantacijas.

Visa pasaulé ir pabeigti (2, 3, 5, 9, 10, 15, 16) vai paslaik notiek vairaki citi pétijumi par
CMV specifisko CD8* T $0nu atbildes reakciju noteik§8anu ar QF-CMV testu to pacientu
grupa, kuriem tiek veikta transplantacija.
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Starptautiska konsensa pamatnostadnes par citomegalovirusu
izraisttu saslimSanu parvaldibu, transplantéjot parenhimatozos
organus

Tpasa CMV imunologiskd monitoringa nozime ir vispargji atzita un informacija par to ir
publicéta izdevumad Jaundkds starptautiska konsensa pamatnostadnes par
citomegalovirusu izraisitu  saslim$§anu parvaldibu, transplantéjot parenhimatozos
organus (12). Sis starptautiskas pamatnostadnes par CMV un parenhimatozo organu
transplantaciju, ko izstradajusi ekspertu grupa, kuru sasaukusi Transplantacijas biedribas
infekcijas slimibu nodala, parstav uz pieradijumiem un ekspertu atzinumiem pamatotas
pamatnostadnes par CMV izraisitu saslimSanu parvaldibu, tostarp diagnostiku,

imunologiju, profilaksi un arsté$anu.

Sajas pamatnostadnés secinats, ka “ar CMV specifisko T &inu atbildes reakciju
imunologisko monitoringu var prognozét individu CMV slimibas risku péc transplantacijas,

un tas var bat noderigs profilaktisko pasakumu vadiSana un preventivaja terapija” (12).

Turklat pamatnostadnés sniegti arT ieteikumi par idedla imunologiska monitoringa testa

Tpasibam, kuras ietver:

® spéju novértét pacienta, kuram transplantéts organs, CD4* un CD8* T $inu daudzumu

un funkciju;
® spéju izmérit IFNy;
e vienkarSibu, izmaksu efektivitati un atkartojamibu;
® atru izpildes laiku;

e vienkarSu paraugu parvadasanu uz specializétam laboratorijam, kuras tiek veiktas
analizes.

QF-CMV tests atbilst visiem Sajas pamatnostadnés noraditajiem kritérijiem un parstav

vienigo standartizéto imunologiska monitoringa testu, ar kuru var noteikt CMV specifisko

IFNy.
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Testa veiktspéjas raksturojums

QF-CMV ELISA testa tiek izmantots rekombinants cilvéka IFNy standarts, kas ir testéts
pret references IFNy Skidumu (NIH ref.: Gxg01-902-535). Testa paraugu rezultati ir noteikti
starptautiskajas vienibas (SV) attieciba pret standarta Iikni, kas izveidota, testéjot
komplekta piegadata sekundara standarta atSkaidijumu.

Ir zinams, ka heterofilas (piem., cilvéka pretpeles) antivielas atseviSku individu seruma vai
plazma izraisa imdntestu traucéjumus. Heterofilo antivielu ietekme uz QF-CMV ELISA
testu ir samazinata, pievienojot zalajam atSkaiditajam normalu peles serumu un izmantojot
F(ab')2 monoklonalu antivielu fragmentus k& IFNy uztveroSu antivielu, kas uzklata
mikroplates iedobém.

QF-CMV ELISA testa noteikSanas ierobezojums ir 0,065 SV/ml, un nav pieradijumu par
augstas devas aka (prozona) efektu ar IFNy koncentracijam Itdz 10 000 SV/ml. Tika
atklats, ka QF-CMV ELISA antivielam nav krusteniskas reakcijas ne ar vienu analizéto
citokinu, ieskaitot IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 un IL12.

Ir pieradits, ka QF-CMV ELISA testa rezultati ir lineari, uz ELISA plates nejausi novietojot
11 plazmas palu piecus atkartojumus ar zinamam IFNy koncentracijam. Linearas regresijas
Imijai ir 1,002+0,011 slipums un korelacijas koeficients 0,99 (7. attéls).

QuantiFERON-CMV ELISA tests lepakojuma ieliktnis 02/2018 36



Noteikta IFNy koncentracija
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7. attéls. QF-CMV ELISA testa linearitates profils, kuru nosaka, testéjot 11 plazmas paraugu
piecus atkartojumus ar zinamam IFN-y koncentracijam.

QF-CMV ELISA testa atkartojamiba tika novértéta, testéjot 20 plazmas paraugus ar
mainigdm |IFNy koncentracijam tris atkartojumos, ko veikuSi tris dazadi operatori
tris dazadas laboratorijas tris diends, kas nebija secigas. Tadéjadi katrs paraugs tika
testéts 27 reizes devinos neatkarigos testos. Viens paraugs bija nulles kontrole, un tam
bija aprékinata IFNy koncentracija 0,08 (95% TI: 0,07-0,09) SV/ml. AtlikuSo 19 plazmas
paraugu koncentraciju diapazons bija no 0,33 (95% TI: 0,31-0,34) lidz 7,7 SV/ml (95% TI:
7,48-7,92).

Visa testa kopé&ja, ka ar starptestu neprecizitate tika novértéta, aprékinot vidéjo %VK
katram testa plazmas paraugam, kas satur IFNy no katras plates testa (n=9), un bija
diapazona no 4,1 Ildz 9,1 %VK. Vidéjais testa %VK (x95% TI) bija 6,6+0,6%. Nulles IFNy

plazmas parauga vidéjais %VK bija 14,1%.

Kopéjo vai starptestu neprecizitati noteica, salidzinot 27 aprekinatas IFNy koncentracijas
katram plazmas paraugam, un tds %VK bija diapazona no 6,6 Idz 12,3%. Kopgjais
vidgjais %VK (x95% TI) bija 8,7+0,7%. Nulles IFNy plazmas parauga %VK bija 26,1%.
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8ads variaciju limenis ir prognoz&jams, jo aprékinatd IFNy koncentracija ir zema, un
zemam prognozétajam koncentracijam variacijas ir lielakas nekd augstakam
koncentracijam.

Tehniska informacija
Nenoteikti rezultati

Nenoteikti rezultati var bat saistiti ar testéjama individa imunologisko statusu, tacu tos var
izraistt arT vairaki tehniski faktori:

® no asins parauga nemsanas [1dz inkub&Sanai 37 °C temperatira pagajusas vairak neka
16 stundas;

® asins paraugi glabati, neievérojot ieteicamo temperatiras diapazonu (22+5 °C);

® nepietiekami samaisits asins analizu stobrinu saturs;

® nepietickama ELISA plates skaloSana.

Ja pastav aizdomas, ka asins paraugu nemsSanas vai to turpmakas apstrades laika
radusas tehniska rakstura problémas, viss QF-CMV tests jaatkarto ar jauniem asins
paraugiem. Ja pastav aizdomas, ka ELISA testa procedira ir bijuSas novirzes, var atkartot
ELISA testéSanu ar stimulétiem plazmas paraugiem. Nenoteiktiem rezultatiem (zemu
mitogéna vertibu dél), testu atkartojot, nevajadzétu atskirties, iznemot tos gadijumus, kad
ELISA testéSana pielautas kludas.

Receklaini plazmas paraugi

Ja ilgi glabatos plazmas paraugos rodas fibrina recekli, centrifugéjiet paraugus, lai
receklaina dala izgulsnétos un tiktu atvieglota plazmas pipetéSana.
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Probleému novéersanas ieteikumi

Sie problému novérsanas ieteikumi var bit noderigi, risinot radu$as problémas. Papildu

skatiet ar kas vietné

informaciju

tehniskaja  informacija, sniegta  timekla

www.QuantiFERON.com. Kontaktinformaciju skatiet uz aizmuguréja vaka.

Komentari un ieteikumi

Zemas optiska blivuma vértibas standartiem

a) Klada, sagatavojot NodroSiniet, lai komplekta standarta atSkaidtjumi tiktu sagatavoti, precizi
standarta atSkaidijumu ievérojot QF-CMV ELISA iepakojuma ieliktnT sniegtos noradijumus.
b) PipetéSanas klida NodroSiniet, lai pipetes batu kalibrétas un tiktu lietotas atbilstosi razotaja
noradijumiem.
c) Parak zema inkubacijas ELISA testu inkubacija javeic istabas temperatara (2215 °C).
temperatdra
d) Parak Tss inkubacijas laiks Platei ar konjugatu, standarta Skidumiem un paraugiem janodro$ina
120+5 mindtes ilgs inkubacijas periods. Enzimu substrata Skidumu uz plates
inkubé 30 mindtes.
e) Tiek lietots nepareizs plates Plate janolasa pie 450 nm ar 620-650 nm references filtru.
lastaja filtrs
f)  Parak auksti reagenti Visi reagenti, iznemot konjugata 100x koncentratu, pirms testa sakSanas
jasasilda Iidz istabas temperatdrai. Tam nepiecieSama aptuveni 1 stunda.
g) Beidzies Nodrosiniet, lai komplekts tiktu izlietots pirms deriguma termina beigam.

komplekta/sastavdalu
deriguma termin$

Nespecifiskas krasas rasanas

Nodrosiniet, lai pagatavotais standarta Skidums un konjugata 100x
koncentrats tiktu izlietots 3 ménesu laika péc pagatavosanas datuma.

a) Nepietiekama plates Plate jaskalo vismaz seSas reizes ar 400 pl skaloSanas buferskiduma uz
skaloSana katru iedobiti. Atkariba no izmantotas skaloSanas ierices var bat
nepiecieSami vairak neka sesi skaloSanas cikli. Starp cikliem janodroSina
vismaz 5 sekunzu ilgs mércésanas laiks.
b) ELISA iedobiSu savstarpéja Lai mazinatu risku, pipeté&jiet un maisiet paraugu uzmanigi.
kontaminacija
c) Beidzies Nodrosiniet, lai komplekts tiktu izlietots pirms deriguma termina beigam.
komplekta/sastavdalu Nodrosiniet, lai pagatavotais standarta Skidums un konjugata 100x
deriguma termin$ koncentrats tiktu izlietots 3 ménesu laika péc pagatavosanas datuma.
d) Enzimu substrata 8kiduma  |zmetiet substratu, ja tam ir zilgana nokrasa. Nodrosiniet, lai reagentiem tiktu
kontaminacija izmantotas tiras tvertnes.
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Komentari un ieteikumi

e) Plazmas maisi$ana
centrifgas stobrinos pirms
tas ieglSanas

Spilgts fons

a) Nepietieckama plates
skaloSana

b) Parak augsta inkubacijas
temperatira

c) Beidzies
komplekta/sastavdalu
deriguma termins

d) Enzimu substrata $kiduma

kontaminacija

NodroSiniet, lai plazmas paraugi tiktu uzmanigi iegati virs gela, neveicot
pipetéSanu augSup un lejup un uzmanoties, lai nesabojatu materialu uz gela
virsmas.

Plate jaskalo vismaz seSas reizes ar 400 pl skaloSanas buferSkiduma uz
katru iedobiti. Atkariba no izmantotas skaloSanas ierices var bat
nepiecieSami vairak neka sesi skaloSanas cikli. Starp cikliem janodroSina
vismaz 5 sekunzu ilgs mércéSanas laiks.

ELISA testu inkubacija javeic istabas temperatara (22+5 °C).
Nodrosiniet, lai komplekts tiktu izlietots pirms deriguma termina beigam.
Nodrosiniet, lai pagatavotais standarta Skidums un konjugata 100x

koncentrats tiktu izlietots 3 ménesu laika péc pagatavosanas datuma.

Izmetiet substratu, ja tam ir zilgana nokrasa. NodroSiniet, lai reagentiem tiktu
izmantotas tiras tvertnes.

Nelineara standarta ltkne un dublikatu mainigums

a)

Nepietiekama plates
skalo$ana

Klada, sagatavojot
standarta atSkaidijumu

Nepietiekama samaisiSana

Nekonsekventa
pipetéSanas tehnika vai
partraukumi testa
sagatavoSanas laika

Plate jaskalo vismaz se$as reizes ar 400 pl skalo$anas buferskiduma uz
katru iedobiti. Atkariba no izmantotas skaloSanas ierices var bat
nepiecie$ami vairak neka sesi skalo$anas cikli. Starp cikliem janodros$ina
vismaz 5 sekunzu ilgs mércé$anas laiks.

Nodrosiniet, lai komplekta standarta atskaidijumi tiktu sagatavoti, precizi
ievérojot Saja iepakojuma ieliktnT sniegtos noradijumus.

Samaisiet readentus rapigi, inverséjot vai uzmanigi vortekséjot, pirms tos
pievienojat platei.

Paraugu un standarta Skidumu pievieno$ana ir javeic vienmerigi. Visiem
reagentiem ir jabat sagatavotiem pirms testa saksanas.

Informaciju par precém, ka arT tehniskas rokasgramatas QIAGEN nodro$ina bez maksas,

un tas varat sanemt no izplatitaja vai vietné www.QuantiFERON.com.
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat sekojoSi simboli:

Simbols Simbola definicija

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietieckams <N> reakcijam
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z

<N>

Izlietot ITdz

CE zime

In vitro diagnostikas medicinas ierice

Kataloga numurs

mPal re
s~

LOT Partijas numurs

Materiala numurs

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)
Temperatiras ierobezojums

Nelietot atkartoti
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\
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Skattt lietoSanas noradijumus

Razotajs
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Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informaciju, lddzu apskatiet mdsu tehniska
atbalsta centra vietni www.qiagen.com/Support, zvaniet pa talrunpa numuru
00800-22-44-6000 vai sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko pakalpojumu dienesta

nodalam (skatiet aizmuguréjo vaku vai apmekligjiet vietni www.qiagen.com).
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Saisinata ELISA testa procedira

1. solis: Asins paraugu inkubacija

1. Asins analizu stobrinos panemiet pacienta asins paraugu un (N
\ L T
samaisiet stobrinu saturu, sakratot stobrinus desmit (10) reizes tikai ‘\\/\ AN
tik spécigi, lai visa stobrina iek$&ja virsma tiktu parklata ar asinim, S

tadéjadi izSkidinot uz stobrina sieninam eso$os antigénus.

2. Inkubgjiet stobrinus stavus 16—24 stundas 37+1 °C temperatara.

3. Péc inkubacijas centrifuggjiet stobrinus 15 mindtes ar atrumu 2000— O
3000 RCF (g), lai atdalitu plazmu un sarkanos asins kermeniSus. Z

4. Péc centrifugé8anas un pirms plazmas ieg$anas izvairieties no /
pipetéSanas augSup un lejup vai jebkada veida plazmas
maisisanas. Vienmér ievérojiet piesardzibu, lai nesabojatu
materialu uz gela virsmas.

2. solis: IFN-y ELISA

1. Nodrosiniet, lai visas ELISA testa sastavdalas, iznemot konjugata @
100x koncentratu, batu istabas temperatira vismaz 60 mindtes. 1:00

2. Pagatavojiet komplekta standarta $kiduma at$kaidijumu ar /
koncentraciju 8,0 SV/ml, izmantojot destilétu vai dejonizétu tGdeni.
Sagatavojiet Cetrus (4) standarta atSkaidtjumus.
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. Pagatavojiet liofilizéto konjugata 100x koncentratu, izmantojot
destilétu vai dejoniz&tu Gdeni.

. Sagatavojiet konjugata darba Skidumu zalaja atSkaiditaja un
pievienojiet 50 pl visas iedobités.

. Atbilsto$ajas iedobrités ievadiet 50 pl testa plazmas paraugu un

50 pl standarta $kidumu. Samaisiet ar kratitaju.

. Inkubgjiet 120 minates istabas temperatara.

. Skalojiet iedobites vismaz 6 reizes ar 400 pl skaloSanas
buferskiduma uz iedobiti.

. levadiet iedobités 100 pl enzimu substrata Skiduma. Samaisiet ar

kratitaju.

. Inkubgjiet 30 minadtes istabas temperatara.

10.levadiet visas iedobités 50 yl enzimu darbibas partraukSanas

Skiduma. Samaisiet ar kratitaju.
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11.Nolasiet rezultatus pie 450 nm ar 620—-650 nm references filtru. \‘

12.Analizgjiet rezultatus. l J
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Rokasgramatas redigéSanas vésture

Dokuments Izmainas Datums
L1075110-R5 Pievienota informacija par drosibu saistiba ar sapléstiem flakoniem 2018. gada
Atjaunota 2. tabula. QF-CMV testa rezultatu interpretacija, 24. Ipp. februaris
L1075110-R5 Atjaunota GHS informacija, 10. Ipp. 2018. gada
februaris
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ST lappuse ir atstata tuk$a ar nodomu
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ST lappuse ir atstata tuk$a ar nodomu
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Precu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™ (Quest
International, Inc.).

QuantiFERON-CMV ELISA ierobeZotais licences ligums

87 produkta izmanto3ana liecina par katra produkta pircéja vai lietotaja piekrisanu talak minétajiem nosacijumiem.

1. o produktu drikst lietot tikai saskana ar kopa ar produktu nodro$inatajiem protokoliem un $o rokasgramatu un tikai kopa ar sastavdalam, kas ietilpst $aja
komplekta. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem ipaSumiem, lai $aja komplekta ietvertas sastavdalas izmantotu
kopa ar jebkadam sastavdalam, kas neietilpst $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar produktu piegadatajos protokolos un
$aja rokasgramata, ka arf papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.giagen.com. DaZus no $iem papildu protokoliem QIAGEN lietotaji nodrosina
QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav rapigi testéti vai optimizéti uznémuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz apliecina, nedz garants, ka tie neparkapj treso
personu tiesibas.

2. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is komplekts un/vai ta lietoSana neaizskar tre$o personu tiesibas.

3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.

4. Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tie§am vai netie$am licencém, kas nav skaidri noradita.

5. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no iepriek$ aizliegtajam
darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit $T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un apnemas atgit visus savus izmekléSanas un
tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala ipasuma tiesibam
saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.qiagen.com.

Feb-18 © 2018, QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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