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Rendeltetés

A QuantiFERON Monitor teszt (QFM) egy in vitro diagnosztikai teszt, amely-
nek célja a sejtmedialt immunmkodés észlelése a gamma-interferon (IFN-y)
mereésével a vérplazmaban. A vizsgalat enzimhez kotott ellenanyag-vizsga-
lattal (ELISA) torténik a heparinizalt teljes vér inkubaciojat kovetéen a vele-
szlletett és szerzett immunstimulansokra adott reakciok alapjan. A teszttel
észlelni lehet a sejtmedialt immunvalaszt az immunszupressziot kapott
szervatultetett populacioban.

A QFM kockazatfelméréssel, valamint mas orvosi és diagnosztikai
felmérésekkel egyutt hasznalhato.

A teszt 0sszefoglalasa és kifejtése

Az immunhianyos allapotra jellemzd, hogy a szervezet kevésbé képes
hatékony immunvalasz adasara. Ez a csokkent vagy hianyzé valasz
elsédleges vagy szerzett (masodlagos) immunhianybdl (1) addédhat.

Az els6dleges immunhianyos allapotok okai altalaban orokletesek. Ezeket
a szerzett vagy veleszuletett immunrendszer bizonyos dsszetevdinek
elégtelensége jellemzi (1). Mindazonaltal a legtoébb immunhianyos allapot
szerzett (masodlagos). Ezt kérokozok, gyogyszerek (példaul szervatiltetést
kovetd immunszupressziods kezelés), kéros allapotok (példaul olyan rakos
betegségek, mint a leukémia és a nyirokdaganat) vagy a kornyezetben Iévd
szennyez® anyagok okozhatjak (1).

Az immunhianyos allapot molekularis alapja tobbféle lehet, de a sejtmedialt
immunmuikodés mindenképpen fészerepet jatszik sok megfigyelt klinikai
megnyilvanulas eléidézésében. Jelenleg az immunhianyos tunetegyuttesek
diagnosztikaja és kezelése a kivaltd szertél fugg (2, 3).

Az ad hoc kezelés a norma példaul az olyan szervatultetésen atesett alanyok
sejtszintl immunhianyos allapotanak monitorozasanal, akik gyogyszereket
kapnak az immunreakciok részleges elnyomasara. Az alany immunvalaszanak
allapotat altalaban a gyégyszerszintek monitorozasaval és a graft mikodé-
sének klinikai/patologiai értékelésével mérik (2, 3).

Szamos T-sejtmikodést vizsgalo teszt az olyan mitogénekre adott sejtmedialt
immunmakodést méri, mint a phytohaemagglutinin (PHA), az amerikai alkor-
mosbdl (Phytolacca americana) nyert mitogén vagy a concanavalin A (ConA).
Ezek azonban csak a T-sejtek mikod6kepességet merik, és a sejtmedialt
immunmukoddésben résztvevd sejteknek csak egy részhalmazat jelentik. Egyre
nyilvanvalébb, hogy a veleszilletett immunfolyamatok akar dnmagukban, akar
egyes T-sejtvalaszok erdsitésével nagyban hozzajarulnak a gazdaszervezet
védekezéséhez. igy a velesziiletett (természetes gyilkolosejtek — NK) és
szerzett (T-sejt) immunsejtek funkcionalis reakcidi egyuttesen a sejtmedialt
immunmikodés atfogobb elemzését teszik lehetdvé (2, 3).
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A QFM in vitro diagnosztikai teszt olyan stimulansok kombinaciojat hasznalja
(a LyoSphere™ golydcska formajaban), amelyek egyes, mind a velesziletett,
mind a szerzett immunrendszerben szerepet jatszo kulonféle sejttipusokat
stimulalnak. A teszt az alany funkcionalis immunallapotat ugy értékeli ki, hogy
meéri a veleszuletett és a szerzett immunrendszer toll like receptor (TLR) és
T-sejt receptor (TCR) agonistaval torténé stimulalasara adott reakciét. Amikor
az ELISA észleli a gamma-interferont (IFN-y), a sejtmedialt immunmikodésrél
kvalitativ és kvantitativ képet ad.

A teszt alapelve

A QFM teszt liofilizalt stimulansokat (QFM LyoSphere™ golydcskakat) hasznal,
amelyeket a heparinizalt teljes vérhez kell adni. A vért 16—24 6ran keresztul
inkubaljak. Ezt kovetden a plazmat elvalasztjak, majd a stimulansokra valaszul
|étrejovd IFN-y jelenlétére tesztelik.

A QFM teszt tobbfazisu. El6szor teljes vért vesznek le a QFM vérvételi csdbe.
Utana egy QFM LyoSphere golydcskat tesznek a csébe, majd azt amint
lehetséges, de legkésébb a vérvételt kdvetd 8 éra mulva 37 °C-on inkubaljak.
A 16-24 ¢éras inkubalast kovetden a csoveket centrifugaljak, a plazmat
eltavolitjak, majd az IFN-y mennyiségét (nemzetkozi egysegben — |lU/ml) az
ELISA teszttel megmérik, és dsszehasonlitjak a vart értékek tartomanyaval,
hogy jellemezhessék az alany immunvalaszat.

A QFM teszt az immunmikodésrél kvalitativ és kvantitativ képet ad. A QFM-
eredmények nem feltétlenul szamszerUsitik kdzvetlenul az immunszupresszio
szintjét.

Az IFN-y mennyisége a plazmamintakban még az enyhébb immunszup-
ressziot kapott alanyok esetén is gyakran meghaladhatja az altalaban hasznalt
ELISA tesztek fels6 méréshatarat. Javasoljuk, hogy a plazmamintakat higitsa
1:10 és/vagy 1:100 zold higitoval, majd a higitatlan plazmaval egyutt vizsgalja
az ELISA teszttel.

Megjegyzés: A QFM teszt mérési kuiszObe aszerint valtozhat, hogy az alany
milyen szintl immunszupressziot kapott, illetve milyen paraméterei voltak a
szervatultetésnek.

A QFM-eredmények értelmezésének rovid ismertetését az ,Az eredmeények
értelmezése” cim( részben talalja a kézikonyv 23. oldalan.
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A teszt elvégzéséhez sziikséges id6

A QFM teszt végrehajtasahoz szikséges becsult idétartamot alabb talalja.
Itt a tobb minta egy munkamenetben torténé teszteléséhez szukséges idét

is megtalalja.

A vért tartalmazé csovek 37 °C-os inkubalasa: 16—24 6ra

ELISA:
(88 db mintaig)

1 munkaodranal kevesebb

Egy ELISA-lemez esetén korllbelll 3 éra

Minden tovabbi lemezre ujabb 10-15 percet kell szamoilni

Osszetevok és tarolas

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalégusszam 0650-0701
Készitmények szama 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 cs6
QuantiFERON Monitor LyoSpheres kézikbnyv 1
QuantiFERON Monitor vérvételi csovek

Katalogusszam 0650-0101
Készitmények szama 100
QuantiFERON Monitor vérvételi csé 100 csé

(feheér kupak, fehér gyiri)

QuantiFERON Monitor vérvételi csévek kézikbnyv
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QuantiFERON Monitor kétlemezes készlet ELISA 2 lemezes
osszetevok ELISA készlet
Katalégusszam 0650-0201
Mikrolemezcsikok, 12 x 8 lyuku 2 készlet
(bevonva egér anti-human IFN-y monoklonalis antitesttel) 12 x 8 lyuku
mikrolemezcsik
IFN-y Standard, lyophilized 1 cs6
(IFN-y standard, liofilizalt; tartalma: rekombinans (8 1U/ml

human IFN-y, szarvasmarha-kazein, 0,01% [m/V]
thimerosal)

Green Diluent
(z6ld higito; tartalma: szarvasmarha-kazein,
normal egérszérum, 0,01% [m/V] thimerosal)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized
(konjugatum 100x koncentratum, liofilizalt;
egeér anti-human IFN-y HRP, 0,01% [m/V] thimerosal)

Wash Buffer 20x Concentrate
(mosopuffer 20x koncentratum; pH 7,2; 0,05% [V/V]
ProClin® 300-at tartalmaz)

Enzyme Substrate Solution
(enzimszubsztratoldat;
tartalma: H20., 3,3’, 5,5’ tetrametil-benzidin)

Enzyme Stopping Solution
(enzimleallité oldat; tartalma: 0,5 M H2SO4)*

QuantiFERON Monitor ELISA kézikdnyv

rehidratalva)

1 x 30 ml cs6

1x0,3ml

rehidratalva

1 x 100 ml

1 x 30 ml

1x15 ml

* Kénsavat tartalmaz. Az évintézkedéseket lasd itt: 11. oldal.
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Szikséges (de nem tartozék) eszko6zok
37 °C-os inkubator*; CO2 nem szikséges
Kalibralt, valtoztathat6 térfogatu pipettak*®

Kalibralt, tdbbcsatornas pipettakt 50-100 pl kdzti mennyiségekhez,
eldobhato véggel
Mikrolemezrazoé gépt

loncserélt vagy desztillalt viz, 2 liter
Mikrolemezmoso (automatikus moso ajanlott)

450 nm-es szUr6ji mikrolemezolvasot 620-650 nm-es
referenciaszirével

Méréhenger
Nedvszivo, kevéssé szalas kend6k

Tarolas és kezelés

Vérvételi csovek

A QFM vérvételi csdveket 4 és 25 °C kdzott tarolja. Amikor a QFM vérvételi
csovekbe vért tolt és azt felkeveri, a csovek hdmérsékletének 17 és 25 °C
kozott kell lennie.

LyoSpheres
A QFM LyoSphere golydcskakat 2 és 8 °C kozaott tarolja.

ELISA készlet reagensei
A ELISA készletben |évd reagenseket 2 és 8 °C kdzott tarolja.
Az enzimszubsztratoldatot mindig napfénytél védett helyen kell tartani.

*  Gybz6djdn meg rola, hogy az eszkdzdket a gyartd ajanlasai szerint ellenérizték
és kalibraltak.
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Rehidratalt és maradék ELISA reagensek

Az ELISA reagensek rehidratalasara vonatkoz¢6 utasitasokat a ,2. fazis — IFN-y
ELISA” cim( részben talalja a(z) 17. oldalon.

A készletben lév6 standard rehidratalva 2—8 °C-on tarolhaté maximum
3 hénapig.

Jegyezze fel a készletben 1év6 standard rehidratalasanak datumat.

A maradék rehidratalt konjugatum 100x koncentratumot vissza kell

hiteni 2—8 °C-os tarolasi hémeérseékletre, és 3 hdnapon beludl fel kell
hasznalni.

Jegyezze fel a konjugatum rehidratalasanak datumat.

A készre higitott konjugatumot elkészitése utan 6 6ran beldl fel kell
hasznalni (lasd az 1. tablazatot).

A készre higitott mosopuffer szobahémeérsékleten (22 £ 5 °C) tarolhaté
legfeljebb 2 hétig.
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Figyelmeztetések és ovintézkedések

In vitro diagnosztikai célra

Vegyszerek hasznalatakor mindig viseljen megfelel laboratériumi kopenyt,

eldobhaté kesztylit és védészemiveget. A tovabbi tudnivaldkat a megfeleld

biztonsagi (SDS) adatlapok tartalmazzak. Az egyes QUIAGEN keészletek és
Osszetevok biztonsagi adatlapjai praktikus és kisméretl PDF fajl formajaban
megtalalhatdk, megtekintheték és kinyomtathatdék a www.giagen.com/safety
oldalon.

Figyelmeztetések

A QFM teszt az immunmikodésrdl kvalitativ és kvantitativ képet ad.
A QFM-eredmények nem feltétlenul szamszerisitik kozvetlenul az
immunszupresszio szintjét.

A QFM teszt eredményeit az orvosi vizsgalatokkal, kérel6zményekkel
és mas klinikai mutatokkal egyutt kell hasznalni a paciens
immunallapotanak felméréséhez.

A QFM teszt mérési kiiszbbe aszerint valtozhat, hogy az alany milyen
szintd immunszupressziot kapott, illetve milyen paraméterei voltak a
szervatultetésnek.
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Ovintézkedések
Csak in vitro diagnosztikai célra.

”

tekintse potencialisan fert6zének. Tartsa be a vonatkozo6 vér-
és vérplazma-kezelési eldirasokat. A vérmintak, valamint a
vérrel és vérkészitményekkel érintkez6 anyagok hulladékke-
zelését mindig a helyi, tagallami és unids eldirasok szerint
végezze.

c FIGYELEM: Az emberi vért és vérplazmat kezelésukkor

A QuantiFERON Monitor ELISA készlet 6sszetevdire az alabbi H (figyel-
meztetd) és P (6vintézkedésre vonatkozd) mondatok vonatkoznak.

H (figyelmeztet6) mondatok

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
-2 &, (QuantiFERON enzimleallité oldat)

Tartalmaz: kénsav. Figyelem! Fémekre korroziv hatasu lehet. Bérirritalo
hatasu. Sulyos szemirritaciét okoz. Véddkesztyl/ védéruha/ szemvedod/
arcvedo hasznalata kotelezd.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON enzimszubsztratoldat)

Figyelem! Enyhén izgatja a bért. Véddkesztyl/ védéruha/ szemvédoé/
arcvédd hasznalata kotelezo.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON zéld higité)

Tartalmaz: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulpho-
phenylazo)pyrazole-3-carboxylate. Tartalmaz: tartrazin. Figyelem!
Allergias bérreakciot valthat ki. Védbékesztyl/ védéruha/ szemveédd/
arcvedo hasznalata kotelezd.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON mosoépuffer 20x koncentratum)

Tartalmaz: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and
2-Methyl-2H-isothiazol-3-one (3:1). Artalmas a vizi élévilagra, hosszan
tartd karosodast okoz. Kerulni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald

kijutasat.
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Tovabbi tajékoztatas
Biztonsagi adatlapok: www.qgiagen.com/safety

Ha nem tartja be a QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA kézikényv
utasitasait, hibas eredményeket kaphat. Hasznalat el6tt figyelmesen
olvassa el az utmutatot.

Fontos: Hasznalat el6tt vizsgalja meg az Uvegeket. Ne hasznaljon
Conjugate, IFN-y Standard vagy QFM LyoSphere Uvegcsét, ha azon
sérulés jeleit latja, vagy ha a gumi zaréelem sérult. Ne fogja meg a torott
uvegeket. Tegye meg a megfeleld elévigyazatossagi intézkedéseket az
Uvegcsék biztonsagos hulladékkezeléséhez. Javaslat: Hasznaljon
laboratériumi fogot a Conjugate, IFN-y Standard vagy QFM LyoSphere
uvegcsék nyitasara, hogy a fém zarokupak semmiképpen ne
okozhasson sérulést.

Sérlltnek tlind vagy szivargé reagenspalackot tartalmazo ELISA
készletet nem szabad hasznalni.

Nem engedélyezett az eltér6 QFM ELISA készletekbe tartozd mikro-
lemezcsikok, IFN-y standardok, zdld higitok, illetve konjugatum 100x
koncentratumok vegyes felhasznalasa, illetve 0sszekeverése. A tobbi
reagens (a mosopuffer 20x koncentratum, enzimszubsztratoldat és
enzimleallité oldat) tobb készletbdl vegyesen is hasznalhato, ha azok
felhasznalhatésagi ideje még nem jart le, és ha a gyari szamokat
feljegyzik.

A fel nem hasznalt reagensek és bioldgiai mintak hulladékkezelését
a helyi és orszagos biztonsagi és kornyezetvédelmi elbirasok szerint
végezze.

A QFM vérvételi csoveket, a QFM LyoSphere golyocskakat és a QFM
ELISA készletet ne hasznalja a lejarati id6én tul.

Gondoskodjon a laboratoriumi berendezések kalibralasardl, illetve hogy
azok alkalmazasra hitelesitettek legyenek.
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Mintavétel és a minta kezelése

A QFM tesztet csak teljes vérrel végezze, amit vagy litium-heparines vérvételi
cs6be vagy kozvetlenul a QFM vérvételi csbe vett le. Tesztenként 1 ml teljes
vérre van szukség. A vérvételi csdveket megfeleléen cimkézze, és irja rajuk
a vérvétel id6pontjat is.

Fontos: Mind a QFM vérmintak stimulalasat (vagyis a QFM LyoSphere
hozzaadasat az 1 ml-es vérmintahoz), mind azt ezt kovetd 37 °C-os inkubalast
a verveételtdl szamitott 8 oran belul végezze el.

Inkubalas el6tt a véermintakat tartsa szobahédmeérsékleten (22 £ 5 °C-on).

Az optimalis eredmény érdekében az alabbi eljarast kell kovetni:

1.

A csoveket megfelelden feliratozza.

Ugyelien a QFM vérvételi csdvek az alany adataival és a vérvétel
id6épontjaval torténé megfeleld cimkézésére.

Vegyen le alanyonként kozvetleniil minden QFM vérvételi csébe 1 mi
vénas vért. Az eljarast vérvételre kiképzett személynek kell végeznie.

Fontos megjegyzés: Mikozben vérrel t0lti meg a csoveket, azok
hédmérsékletének 17-25 °C kozott kell lennie.

A QFM vérvételi csdveket 810 méteres tengerszint feletti magassagig
lehet hasznalni.

Mivel az 1 ml-es csOvek a vért viszonylag lassan veszik fel, a cs6
latszdlagos telitédése utan még 2—-3 masodpercig tartsa a csovet a tn.
Igy biztosithatja a megfeleld mennyiségl mintavételt.

Az 1 ml-es toltési mennyiséget a QFM vérvételi cs6 oldalan 1évé cimkeén
feltintetett fekete jel mutatja. A QFM vérvételi csOveket ugy tervezték,
hogy 1 ml £ 10% vért lehessen venni vellk, és ebben a tartomanyban
mikodnek optimalisan. Ha egy cs6ben a vér szintje kivul van a jelzésen,
uj vérvételt kell végezni.

Ha a vérvétel pillangoétivel torténik, ehhez el6szor egy Ures vérvételi
csovet kell hasznalni, hogy a QFM csdveinek megtoltése elétt az
0sszekotd csovek biztosan megteljenek a vérrel.

Ha a QFM vérvételi csdveket 810 méternél nagyobb tengerszint feletti
magassagon hasznalja, vagy ha a levett vér mennyisége tul alacsony,
fecskendével vegyen vért, és ebbdl azonnal helyezzen at 1 ml-t a QFM
csbbe. Biztonsagi okokbdl ennek legjobb médja a fecskendé tljének
biztonsagos eltavolitasa, a QFM vérvételi cs6 kupakjanak eltavolitasa,
majd 1 ml vér betdltése a csdbe (a csdvek oldalan talalhato fekete jelzés
kozepéig). Gondosan zarja vissza a c¢s6 kupakjat, majd az alabb
ismertetett médon keverje.

Erszorité hasznalata esetén lazitsa meg, amint a tl behatolt a vénaba,
hogy elkertlje a nyomasvaltozasokat, mert ezek hatassal lehetnek a vér
mennyiségeére.
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A masik lehet6ség, hogy a vért egy altalanos, antikoagulansként litium-
heparint tartalmazé vérvételi csbbe veszi, és innen tolti at a QFM vérvételi
cs6be. Csak litium-heparin hasznalhaté a vérben antikoagulansként, mivel
mas antikoagulansok megzavarjak a tesztet. Toltson fel egy vérvételi
csovet (minimum 3 ml mennyiséggel), és a cs6 tobbszori atforditasaval
végezzen 6vatos keverést a heparin eloszlatasara. A vért szobahé6mér-
sékleten (22 £ 5 °C-on) tarolja, amig at nem helyezi a QFM vérvételi
csObe, hogy ott a QFM LyoSphere golyocskaval stimulalja. A vér alapos
felkeverése Ovatos atforditasokkal mindig kozvetlenul az attoltést
megeldzben torténjen. A vérbdél 1 mi-t tdltson at egy QFM vérvételi csébe.
Az attoltést aszeptikusan végezze, a megfeleld biztonsagi eljarasokat
betartva. Tavolitsa el a QFM vérvételi cs6 kupakjat, majd toltsén bele 1 mi
vért (a cs6 oldalan talalhato fekete jelzés kozepeig). A csovek kupakjat
gondosan vissza kell zarni, majd az alabbi moédon keverést kell végezni.

3. Kozvetlenil a csovek megtoltése utan a cso tobbszori atforditasaval
végezzen ovatos keverést a heparin eloszlatasara.

Fontos: A tulsagosan erés razas a gél felszakadasat okozhatja, és
helytelen eredményhez vezethet.

4. Kozvetlenul felhasznalas elétt hagyja, hogy a QFM LyoSphere
golyocskak felvegyék a (22 * 5 °C-os) szobahdmérsékletet.

5. Aszeptikus médon helyezzen egy QFM LyoSphere golyécskat az 1 ml
vérbe.

Tavolitsa el a vérvételi cs6 kupakjat.

Ovatosan iitdgesse a QFM LyoSphere {ivegcsét egy szilard feliilethez,
hogy a QFM LyoSphere az aljara keriljon. Tavolitsa el a QFM LyoSphere
uvegcse kupakjat: el6szor a fém zardsapkat tavolitsa el, utana a gumi
dugét.

Ovatosan ejtse az 1 ml vérmintaba a QFM LyoSphere golyécskat. Ehhez
hozza szintbe az Uvegcse szajat a QFM vérvételi csé szajaval, majd
ovatosan forditsa at a QFM LyoSphere golyocskat tartalmazdé tvegcsét,
hogy a golyocska a vérvételi csébe keriljon (lasd az 1. abrat).

Fontos: Ha a QFM LyoSphere golyocska a QFM vérvételi csévon kivilre
esik, dobja ki, és nyisson ki egy masik QFM LyoSphere uvegcsét.

Fontos: Ne hagyja a QFM LyoSphere Uvegcsét hosszabb idére nyitva.
A QFM LyoSphere golydcskat a vérbe kell helyezni, amint kinyitotta az
azt tartalmazo Uvegcset.

Ha a QFM LyoSphere golyocskat olyan vérbe helyezi, amelyet a QFM
vérvételi csébe vettek le, Ugyeljen ra, hogy a megfeleldé kupakot helyezze
vissza minden mintara.
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1. abra. A QFM LyoSphere golydcska vérvételi csébe helyezése. ﬂ QFM vérvételi cs6
és QFM LyoSphere tvegcse. B Tavolitsa el a QFM vérvételi csé kupakjat, majd a QFM
LyoSphere uvegcse kupakjanak fém zarésapkajat és gumi dugdjat. (8 Azonnal helyezze

a vérbe a QFM LyoSphere golyocskat. Ehhez illessze az lvegcse szajat a vérvételi csé
szajahoz. E Ezt kdvetben forditsa at 6vatosan az lUvegcsét, hogy a LyoSphere golydcska
a vérvételi cs6ébe kerlljon. E Helyezze vissza a kupakot a QFM vérvételi csére, és razza
meg 5-10 alkalommal.

6. Zarja vissza a QFM vérvételi cs6 kupakjat, és razza meg 5-10 alka-
lommal elég erével ahhoz, hogy a QFM LyoSphere teljesen
feloldédjon.

Ha a QFM LyoSphere golyocska a csé belsé fellletére tapad, leoldhatja,
ha a csovet ugy forditja, hogy a golyocskara vér keruljon.

Ugyeljen ra, hogy a QFM LyoSphere golydcska hozzaadasa utan a lehetd
leghamarabb visszahelyezze a vérvételi cs6 kupakjat, nehogy véletlenul
még egy LyoSphere golydcska keruljon bele.

Megjegyzés: Mivel a QFM LyoSphere golyocska fehér, oldédasa utan mar
nem lesz lathato a vérben.

Fontos: A tulsagosan er0s razas a gél felszakadasat okozhatja, és
helytelen eredményhez vezethet.

7. A QFM LyoSphere golyécska hozzaadasa és oldédasa utan a QFM
vérvételi csoveket a leheté leghamarabb, de legkésébb a vérvételtol
szamitott 8 oran beliil 37 £ 1 °C-os inkubatorba kell helyezni.

- _____________________________________________________________________________________________________|]
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Alkalmazasi atmutato

1. fazis — a vér inkubalasa és a plazma elvalasztasa
Tartozék eszk6zok
B QFM vérvételi csdvek (lasd: ,Osszetevék és ”, 6. oldal)

Sziikséges (de nem tartozék) eszk6zok
W Lasd: ,Sziukséges (de nem tartozék) eszkdzok”, 8. oldal

Eljaras
1. Inkubalja az 1 ml vért és a QFM LyoSphere goly6cskat tartalmazé

QFM vérvételi csoveket FUGGOLEGES helyzetben 37 = 1 °C-on
16—24 6ran keresztul.

Megjegyzés: Inkubalaskor sem CO2, sem parasitas nem szikséges.

Az inkubalas utan és a centrifugalas el6tt a QFM vérvételi csdvek
4-27 °C-on tarolhatok legfeljebb 3 napig.

2. Inkubalas utan a QFM vérvételi csoveket a plazma elvalasztasa
céljabdl 2000-3000 g (RCF) centrifugalis erével 15 percig centri-
fugalja. A géldugé elkiloniti a sejteket a plazmatél. Ha ez nem
torténik meg, centrifugalja ujra a csoveket.

A plazma centrifugalas nélkil is elvalaszthatd, de fokozottan tgyelni kell
arra, hogy kozben a vérsejtek ne keveredjenek fel.

3. A plazmamintakat csak pipettaval szabad elvalasztani.

Fontos: A centrifugalas és az elvalasztas kozott el kell kertlni a plazma
felkeverését a pipetta fel-le mozgatasaval vagy barmilyen mas maodon.
A teljes folyamat soran gondosan meg kell 6rizni a gélfelulet
sértetlenséget.

A plazmamintak kozvetlenul a centrifugalt QFM veérvételi csovekbdl
toltheték at a QFM ELISA lemezbe, automatikus ELISA munkaallomas
hasznalata esetén is.

A plazmamintak 2—-8 °C k6zott maximum 28 napig, illetve elvalasztva
—20 °C alatt hosszu ideig megdrizhetdk. A szétvalasztott plazmamintakat
tarolas el6tt le kell zarni.

Plazmaelvalasztaskor legalabb 150 pl plazmat gydjtson be, hogy rendel-
kezésre alljon, ha meg kell ismételni a tesztet.

Az IFN-y mennyisége a plazmamintakban még az enyhébb immun-
szupressziot kapott alanyok esetén is gyakran meghaladhatja az altalaban
hasznalt ELISA tesztek fels6 méréshatarat. Javasoljuk, hogy a plazma-
mintakat higitsa 1:10 és/vagy 1:100 z0ld higitéval, majd vizsgalja az
ELISA teszttel a higitatlan plazmaval egyutt (lasd: ,2. fazis — IFN-y
ELISA”).
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2. fazis — IFN-y ELISA

Tartozék eszkozok
B QuantiFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA (lasd: ,Osszetevék és ”, 6. oldal)

Sziikséges (de nem tartozék) eszk6zok
B Lasd: ,Szikséges (de nem tartozék) eszk6zok”, 8. oldal

El6készités

Az IFN-y mennyisége a plazmamintakban még az enyhébb immunszupres-
sziét kapott alanyok esetén is gyakran meghaladhatja az altalaban hasznalt
ELISA tesztek fels6 méréshatarat. Javaslat: a plazmamintakat higitsa 1:10

és/vagy 1:100 zdld higitéval, majd vizsgalja az ELISA teszttel a higitatlan
plazmaval egyutt.

Erés immunszupressziét kapott pacienseknél higitatlan plazmaminta készitése
és tesztelése bnmagaban elég lehet egy kvantitativ eredményhez.

Megjegyzés: Az eredmények értelmezéséhez a QFM ELISA teszt
meéréshataran bellli (vagyis legfeljebb 10 IU/ml-es) mintaeredményeket
hasznalja. Leletezett eredményként a legalacsonyabb olyan higitast kell
hasznalni, ami a QFM ELISA teszt méréshataran belll eredményt ad (a
higitasi arany figyelembevételével), ha a higitatlan plazma a QFM ELISA
meéréshatarat meghaladé eredményt ad.

Eljaras
1. Felhasznalas el6tt a konjugatum 100x koncentratum kivételével

minden plazmamintat és reagenst szobahémérsékletre (22 + 5 °C-ra)
kell hozni. A hoé kiegyenlitédésre legalabb 60 percet kell hagyni.

2. Vegye ki a mikrolemezkeretb6l azokat a csikokat, amelyekre nincs
sziikség, ezeket zarja vissza a foliatasakba, majd felhasznalasig
helyezze vissza a hiitott taroldba.

Szamoljon legalabb egy csikkal a QFM standardokhoz, plusz a teszt-
alanyok szamahoz elegendd szamu csikkal. Hasznalat utan a tobbi
csik szamara Orizze meg a keretet és a fedelet.

3. Rehidratalja a liofilizalt IFN-y standardot a standard livege cimkéjén
feltiintetett mennyiségii ioncserélt vagy desztillalt vizzel. Ovatosan,
minimalis habképzddéssel keverje, amig teljesen fel nem oldédik.
A standard megadott térfogatra rehidratalasa 8,0 IlU/ml koncent-

s

Fontos: Az IFN-y standard rehidratalasi térfogata tételenként eltéré.
A standard Gvegének cimkéjén ellendrizze, hogy megfelelé6 mennyiségi
ioncserélt vagy desztillalt vizet hasznal-e.
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Hasznalja rehidratalva a készletben lévd standardot 1:2 aranyu oldat
elkészitéséhez, majd az IFN-y 1:4 aranyu higitasi sorozatanak elkészite-
séhez z4ld higitéban (GD) (lasd: 2. abra). Az S1 (1. standard) tartalma
4,0 IlU/ml, az S2 (2. standard) tartalma 1,0 IU/ml, az S3 (3. standard)
tartalma 0,25 IU/ml és az S4 (4. standard) tartalma 0 1U/ml (csak zold
higitd). A standardokat duplan kell tesztelni. Minden ELISA munka-
menethez friss higitast kell késziteni a készletben |évé standardbdl.

Ajanlott eljaras a dupla standardokhoz
Cimkézzen fel 4 csovet: S1, S2, S3, S4.

Toltson 150 pl zold higitét az S1, S2, S3 és S4 csovekbe.

o o

Toltson 150 pl standardot az S1 csébe, és alaposan keverje dssze.

o o

Toltson at 50 ul-t az S1-bél az S2 csébe, és alaposan keverje dssze.
e. Toltson at 50 pl-t az S2-bdl az S3 csbbe, és alaposan keverje dssze.

f. A zold higité (GD) magaban nullstandardként szolgal (S4).

— —
150 pl 50 pl 50 pl
—_— — —_—
Rehidratalt 1. standard 2. standard 3. standard 4. standard
standard 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 IU/ml 0 IU/ml

(z8ld higits)

2. abra. A standardgorbe elkészitése.

4. Rehidratalja a liofilizalt konjugatum 100x koncentratumot 0,3 mi
ioncserélt vagy desztillalt vizzel. Ovatosan, minimalis habképz6-
déssel keverje, hogy a konjugatum teljesen feloldédjon.

A konjugatum készre higitasahoz higitsa fel a kivant mennyiség
rehidratalt konjugatum 100x koncentratumat zold higitéval (1. tablazat,
Konjugatumkészités). Az esetleg megmarado dsszes konjugatum 100x
koncentratumot azonnal vissza kell hiteni 2—8 °C-ra. Csak zold higitot
hasznaljon.
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1. tablazat. Konjugatumkészités

Csikok szama A konjugatum 100x A zold higito
koncentratum mennyisége mennyisége

2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 pl 2,0 mi

5 25 ul 2,5 mil

6 30 pl 3,0 ml

7 35 ul 3,5 ml

8 40 pl 4,0 ml

9 45 pl 4,5 ml

10 50 pl 5,0 ml

11 55 ul 5,5 ml

12 60 pl 6,0 ml

5. A vérvételi csovekbdl elvalasztott, majd tarolt vagy fagyasztott
plazmamintakat az ELISA lyukakba toltés el6tt alaposan keverje fel.

Fontos: Kozvetlenul a centrifugalt QFM csovekbdl attoltott plazmamintak
esetén a plazma keverését kerilni kell. A teljes folyamat soran gondosan
meg kell 6rizni a gélfelllet sértetlenségét.

6. Javaslat: Higitsa a plazmamintakat 1:10 aranyban.
Toltsén 90 pl zold higitét (GD) a paciens adataival és ,1:10” felirattal
cimkézett csébe.

Ezt kovetéen adjon hozza 10 ul-es kevert plazmamintakat (a kevert
plazmamintak és a kdzvetlenll a centrifugalt QFM csovekbdl
szarmazok kezelése kozaotti kulonbségrél az 5. Iépésben olvashat).

Keverje at teljesen pipettaval. Ugyeljen, hogy a lehet6 legkevesebb
hab keletkezzen.

7. Javaslat: Higitsa a plazmamintakat 1:100 aranyban.
Készitsen 1:10 higitast (lasd fent a 6. |épést).

Toltsén 90 pl zold higitét a paciens adataival és ,,1:100” felirattal
cimkézett csébe.

Tegyen hozza 10 pl-t az 1:10-es higitasbol.
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10.

11.

12.

13.

20

Keverje at teljesen pipettaval. Ugyeljen, hogy a lehets legkevesebb
hab keletkezzen.

Javaslat: Tesztelje a kovetkez6 mintakat parhuzamosan és a kovet-
kez6 sorrendben:

Higitatlan, 1:10, 1:100

A QFM Analysis szoftver az alanyra vonatkozo6 tovabbi mintabeallitasokat
is tamogatja:

Higitatlan

1:10

1:100

1:10, 1:100
Higitatlan, 1:10

Toltson 50 pl frissen készre higitott konjugatumot a sziikséges ELISA
lyukakba tobbcsatornas pipettaval.

Toltson 50 pl-es tesztplazmamintakat a megfelel6 lyukakba tobbcsa-
tornas pipettaval. Ezt kovetéen toltson 50 pl mennyiséget az
1-4 standardokbdl. A standardokat duplan tesztelje.

Helyezzen minden lemezre fedelet, és keverje alaposan a konjuga-
tumot és a plazmamintakat vagy standardokat mikrolemezrazéval
1 percig. Kerulje el a kiloccsanast.

Inkubalja szobahémérsékleten (22 £ 5 °C) 120 * 5 percen at.
A lemezeket inkubalas alatt nem érheti kdzvetlen napfény.

Az inkubalas alatt higitson 1 rész mosépuffer 20x koncentratumot
19 rész ioncserélt vagy desztillalt vizzel, és keverje meg alaposan.
2 liter készre higitott mosépuffer elkészitéséhez elegendé mosoé-
puffer 20x koncentratumot mellékeltiink.

A lyukakat 400 pl készre higitott mosépufferrel mossa legalabb 6 cikluson
keresztul mikrolemezmosoban. Automatikus lemezmosé hasznalata
ajanlott.

A teszt mindsége érdekében nagyon fontos az alapos mosas. Ugyeljen
arra, hogy minden lyuk sziniiltig telitédjon a mosopufferrel minden
mosasi ciklusban. Javaslat: A legjobb eredmény érdekében aztassa

a lyukakat legalabb 5 masodpercig az egyes ciklusok kdzott.

Tegyen standard laboratériumi fertétlenitészert a szennyviztartalyba,
és artalmatlanitsa a potencialisan fert6z6 anyagot az el6irasok szerint.

Utdgesse a lemezeket leforditva nedvszivé, kevéssé szalas kenddre,
hogy a maradék mosépuffer eltavozzon. Toltson 100 pyl enzim-
szubsztratoldatot minden lyukba, helyezzen minden lemezre fedelet,
és végezzen alapos keverést mikrolemezrazéval.
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14. Inkubalja szobahémérsékleten (22 + 5 °C) 30 percen at.
A lemezeket inkubalas alatt nem érheti kdzvetlen napfény.

15. Inkubalas utan toltson 50 pl enzimleallité oldatot minden lyukba,
és végezzen alapos keverést mikrolemezrazoéval.
Az enzimleallité oldatot az enzimszubsztratoldat 13. Iépésben leirt ada-
golasakor alkalmazott sorrendben és kdzel hasonldé sebességgel toltse
a lyukakba.

16. A reakcio leallitasat kovetd 5 percen belll mérje meg az optikai
denzitas (OD) értékét egy 450 nm-es sziirdjii és 620—-650 nm-es
referenciasziiréjii mikrolemezolvaséval. A teszteredményeket
az OD értékekbol kell kiszamolni.
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Szamitasok és a teszt értelmezése

A nyers adatok elemzése és az eredmények kiszamitasa a QuantiFERON
Monitor Analysis szoftverrel torténik. Ez beszerezhetd

a www.QuantiFERON.com webhelyen. Ugyeljen ra, hogy mindig a
QuantiFERON Monitor Analysis szoftver legujabb verziojat hasznalja.

A szoftver az ,Eredmények értelmezése” cimi fejezetben leirtak szerint
elvégzi a teszt minéségi felllvizsgalatat, Iétrehozza a standardgorbét, és
kiszamitja az egyes alanyok teszteredményeét.

Ha a higitatlan plazma a QFM ELISA teszt felsé6 méréshatara (10 Ul/ml)
felett van, a QuantiFERON Monitor Analysis szoftver a legalacsonyabb olyan
higitasnak megfelel6 eredményt leletezi a higitasi arany figyelembevételével,
ami eredmeényt ad a QFM ELISA tartomanyan belul.

A QuantiFERON Monitor Analysis szoftver alkalmazasa helyett az
eredmények az alabbi modon is megallapithaték.

Standardgorbe létrehozasa

(QuantiFERON Monitor Analysis szoftver nélkiil)
Hatarozza meg minden talcan a standardok atlagos OD értékeit.

Szerkesszen egy loge—loge) standardgorbét, amely az atlagos OD loge)
ertékét abrazolja (y tengely) a standardok 1U/mlben mért IFN-y-koncentracios
értékének loge) flggvényében (x tengely), a nullstandardot a szamitasbol
kihagyva. Szamitsa ki regresszidanalizissel a standardgorbe legjobban
illeszkedd vonalat.

Allapitsa meg a standardgdrbe segitségével az egyes tesztplazmamintak

Ve

Ezeket a szamitasokat a mikrolemezolvaséhoz tartozé szoftvercsomagokkal,
valamint hagyomanyos tablazatkezel6 vagy statisztikai szoftverekkel (példaul
Microsoft® Excel®) végezheti el. Ajanlatos ezeket a csomagokat hasznalni a
regresszidanalizis, valamint a standardokra vonatkoz6 ingadozasi egyutthato
(%CV) és a standardgorbe korrelacios egyutthatojanak (r) kiszamitasahoz.

Leletezett eredményként a legalacsonyabb olyan higitast kell szamitasba
venni, ami eredményt ad a QFM ELISA teszt méréshataran belll (a higitasi
arany figyelembevételével), ha a higitatlan plazma a QFM ELISA mérés-
hatarat meghalad6 eredmeényt ad.
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A teszt mindségi felllvizsgalata

A teszteredmények pontossaga attol fiigg, hogy mennyire sikerult pontos
standardgorbét létrehozni, ezért a mintak adatainak értelmezését megel6z6en
fell kell vizsgalni a standardokbdl szarmazd eredményeket.

Az ELISA teszt érvényességének feltételei:
B Az 1. standardra vonatkoz6 OD atlagnak = 0,600 értékiinek kell lennie.

B Az 1. és 2. standardok ismétlédo OD értékeihez tartozdé %CV < 15%
lehet.

B AZ3.és 4. standardok ismétlédé OD értékei nem mutathatnak
0,040 optikai denzitasi egységnél nagyobb szoérast az atlagértéktol.

B A standardok atlagos abszorpcids ertekeibél szamitott korrelacids
egyutthaténak (r) = 0,98 értékiinek kell lennie.

A QuantiFERON Monitor Analysis szoftver kiszamolja ezeket a minéség
felulvizsgalati paramétereket, és jelentést készit roluk.

Ha a fenti kovetelmények nem teljesulnek, akkor a teszt érvénytelen, és meg
kell ismételni.

A nullstandardhoz (z4ld higitd) tartozé atlagos OD érték < 0,150 lehet. Ha az
atlagos OD érték > 0,150, akkor a lemezmosasi munkafolyamatot kell
felGlvizsgalni.

Az eredmények értelmezése

A QFM teszt eredményeinek értelmezése a velesziletett és szerzett immun-
stimulansokra adott IFN-y-valasztol fugg. A QFM teszt az immunmikdodésrol
kvalitativ és kvantitativ képet ad. A QFM-eredmények nem feltétlendl
szamszerUsitik kozvetlenul az immunszupresszio szintjét.

Fontos: Egy alany immunallapotanak megallapitasakor a mért IFN-y-szintet az
orvosi vizsgalatokkal, korel6zményekkel és mas klinikai mutatokkal egyutt kell
hasznalni (2. tablazat). A QFM teszt mérési kiiszdbe aszerint valtozhat, hogy
az alany milyen szintl immunszupressziot kapott, illetve milyen paraméterei
voltak a szervatultetésnek.

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA kézikonyv 03/2018 23



2. tablazat. Az eredmények értelmezése

QFM IFN-y- Besorolas  Ertelmezés
eredmények (1U/ml)

<15 Gyenge Az alanynak a veleszuletett és
szerzett immunstimulansokra
adott IFN-y-valasza gyenge.

15-1000 Mérsékelt Az alanynak a velesziletett és
szerzett immunstimulansokra
adott IFN-y-valasza mérsékelt.

> 1000 Erés Az alanynak a veleszuletett és
szerzett immunstimulansokra
adott IFN-y-valasza er6s.

Ha egy higitatlan plazmaminta mért IFN-y-szintje kevesebb mint 0,1 IU/mi:

B Ellenérizze, hogy a QFM LyoSphere golyocskat hozzaadta-e a vérmin-
tahoz, és a csovet a jelen kézikdnyvnek megfeleléen inkubalta-e.

M Ellenbrizze, hogy az IFN-y-eredmény megfelel-e az alany aktualis klinikai
allapotanak.

A vérvételekor vagy a vérmintak kezelésekor elkovetett technikai hibak
gyanuja esetén ismételje meg a teljes QFM tesztet Uj vérmintaval. Ismételje
meg a stimulalt plazmamintak ELISA tesztjét, ha felmerul annak a lehetésége,
hogy az eredeti teszt eltért a jelen kézikdnyvben ismertetett eljarastol

(az ,A teszt min6ségi felllvizsgalata” cim( fejezetben tovabbi részleteket
talal).

El6fordul, hogy a kezel6orvos meg kivanja ismételni a tesztet, ha az
eredmények nem illenek az alany aktualis klinikai allapotahoz.

Korlatok

A QFM teszt eredményeit az egyes személyek kortorténetével egyutt, az
aktualis egészségi allapotukkal 6sszhangban és az egyéb diagnosztikai
szempontok figyelembe vételével kell hasznalni. A laboratériumok sajat
tartomanyokat allapithatnak meg a teszthez.

A laboratériumok ugy is donthetnek, hogy egy egészséges alanytol vett kulsd
kontrollmintat egyutt vizsgalnak a paciens vérmintaival.

A megbizhatatlan és pontatlan eredmények lehetséges okai:

B Nem megfeleld antikoagulans a vérben — csak litium-heparint hasznaljon,
mert mas antikoagulansok megzavarhatjak a tesztet.

B A jelen kézikbnyvben meghatarozott szabalyoktél valé eltérések.
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Tulzott mértékl keringé IFN-y vagy heterofil antitestek jelenléte.
M 8 6ranal hosszabb idé telt el a vérvétel és a 37 °C-os inkubalas kozaott.

B A QFM vérvételi csdvek helytelen mennyiségi, 0,9 ml-nél kevesebb vagy
1,1 ml-nél tobb vérrel valo toltése.

Teljesitményjellemzok

Klinikai vizsgalatok

Két klinikai vizsgalatot végeztek egészségesnek tartott személyek (n = 114) és
transzplantaltak (n = 30) immunvalaszanak kiértékelésére. A transzplantaltak
kozul 18-an tartoztak a nemrég transzplantaltak csoportjaba (,Early Post-Tx”,
a szervatultetéstdl szamitott 3 hdnapon belll), és 12-en a régebben
transzplantaltakéba (,Late Post-Tx”, tobb mint 12 hénap telt el a szervatiltetés
o6ta); az utobbit nevezték stabil csoportnak.

M Az Early Post-Tx tagoktdl legfeljebb 5 kulonb6zé idépontban vettek
vérmintat (3 hdnapos poszttranszplantacios csoport, n = 64 minta).

M A Late Post-Tx tagoktdl egyszer vettek vérmintat (késéi poszttransz-
plantacids csoport, n = 12 minta).

B Az egészseégesnek tartott személyektdl egyszer vettek vérmintat
(n=114).

A QFM-re adott Early Post-Tx és Late Post-Tx mintak immunvalaszai a
gyenge és a mérsekelt besorolas kozé estek. Az Early Post-Tx csoportnal
nagyobb volt a gyenge tartomanyba tartoz6 valaszok szazalékaranya (93,8%),
és kisebb a mérseékelt tartomanyuakeé (6,3%), a Late Post-Tx csoportnal
viszont a valaszok 25%-a tartozott a gyenge tartomanyba, és 66,7% a
mérsékeltbe (3. tablazat). Az Early Post-Tx csoport egyetlen immunvalasza
sem volt erds besorolasu, a Late Post-Tx csoportban pedig csak egy (8,3%).
Az egészségesnek tartott személyek csoportjanak QFM-valaszai féként a
mérsékelt (83,3%) vagy az erés (15,8%) tartomanyba estek (3. tablazat).
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3. tablazat. A QFM-valaszok eloszlasa egészségesnek tartott alanyoknal
és transzplantaltaknal

IFN-y Eredmény Early Late Egész- Osszes
(1U/ml) beso- Post-Tx %* Post-Tx %* séges  eredmény
rolasa Cl:95%  Cl: 95%  alanyok
n n %
Cl: 95%
n
<15 Gyenge 93,8% 25,0% 0,9% 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n =60 n=3 n=-1
15-1000  Mérsékelt 6,3% 66,7% 83,3% 107
25-150 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n =95
> 1000 Erés 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,5-354 10,2-23,6
n=0 n=-1 n=18
Osszes 64 12 114 190
minta

* A szazalékok az olyan vérmintak aranyat jelzik az egyes donorcsoportokban, amelyek az
adott valasztartomanyba esnek.
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Varhato értékek

A QFM-re adott IFN-y-valaszok eloszlasat a nemrég (legfeljebb 3 hdnapja)
transzplantaltaknal a 18 transzplantalttél vett 64 vérminta QFM ELISA tesztje
alapjan allapitottak meg (3. abra).

Mintak szama

40 -

35
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20 - N
10 - 7
3 3 |
O | | | | | |
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IFN-y (IU/ml)

3. abra. A QFM IFN-y-valaszok eloszlasa nemrég transzplantalt pacienseknél (n = 64;
median = 1,5 IlU/ml).

A QFM-re adott IFN-y-valaszok eloszlasat a korabban (tébb mint 12 hénapja)

transzplantaltaknal a 12 vérminta QFM ELISA tesztje alapjan allapitottak meg
(4. abra).
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Mintak szama
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4. abra. A QFM IFN-y-valaszok eloszlasa régebben transzplantalt pacienseknél (n = 12;
median = 98,8 IU/ml).

A QuantiFERON Monitor tesztre adott IFN-yvalaszok eloszlasat az egészsé-
gesnek tartott alanyoknal a 114 vérminta QFM ELISA tesztje alapjan alla-
pitottak meg (5. abra).

Mintak szama

_ 39
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5. abra. A QFM IFN-y-valaszok eloszlasa egészségesnek tartott alanyoknal (n = 114;
median = 400,5 IU/ml).
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QFM-valaszok transzplantalt pacienseknél

A QFM tesztet transzplantalt paciensek megfigyeléses, keresztmetszeti
vizsgalataban értékelték ki (4). A vizsgalat résztvevéi: 212 egészséges alany
egy 30 f6s, kor és nem szerint dsszeallitott kontrollrészcsoporttal, 30 szerva-
tultetésre varo paciens, 18 nemrég transzplantalt paciens (66 véerminta;

a transzplantacio ota eltelt napok szamanak medianja = 21) és 11 joval
korabban transzplantalt paciens (a transzplantacié 6ta eltelt napok szamanak
medianja = 2290). Az atlagos IFN-y-termelés 555,2 IU/ml volt az egészséges
kontrollalanyoknal és 614,6 IU/ml a kor és nem szerint 6sszeallitott kontroll-
csoportnal. Az atlagos IFN-y-termelés a felmérés szerint szignifikansan
alacsonyabb volt mind a transzplantaciora varo (IFN-y = 89,3 [U/ml), mind a
nem sokkal transzplantacié utani (IFN-y = 3,76 IU/ml) pacienseknél a kor és
nem szerint dsszeallitott kontrollcsoporthoz képest( p < 0,001). A korabban
transzplantalt pacienseknél az immunmikodés helyreallasat (atlagos

IFN-y = 256,1 IU/ml) figyelték meg, és megmutattak, hogy ez szignifi-
kansabban magasabb, mint a nemrég transzplantalt pacienseknél (p < 0,05).
Ez a vizsgalat azt mutatja, hogy a QFM felhasznalhat6 a sejtmedialt immun-
muUkodés felmérésére az immunszupressziot kapott szervatultetett
populacidban.
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A vizsgalat teljesitményjellemzdi

A QFM ELISA linearitasat ugy bizonyitottak, hogy 11 ismert IFN-y-koncen-
tracioju plazmaforras 5 megismételt tételét helyezték véletlenszeriien az
ELISA talcara. A linearis regresszios vonal meredeksége 1,002 + 0,011,
korrelacidés egyutthatéja 0,99 (6. abra).

A QFM ELISA kimutatasi hatara 0,065 IU/ml, és semmi sem utal prozona-
jelenségre, még akar 10 000 IU/ml IFN-y-koncentracié mellett sem.

11= $
10+ .
9

IFN-y meghatarozott szintje (IU/ml)

| ] L] L) L] L) L] | L] .}

012345678 9 1011
IFN-y vart szintje (IU/ml)

6. abra. A QFM ELISA linearitasi profiljat 11 ismert IFN-y-koncentraciéju plazmaminta
5 megismételt tételének tesztelése alapjan hataroztak meg.

A QFM teszt (1. fazisanak) reprodukalhatosagat 20 egészséges alany
vérmintai alapjan hataroztak meg. A felmérés harom kilénb6zd kezelbvel,
eltérd tételszamu QFM LyoSphere készletekkel €s mas-mas laboratoriumi
felszereléssel tortént. Az IFN-y immunvalaszszintek atlagos variaciés
egyutthatéjat QFM ELISA teszttel hataroztak meg a harom eltéré tételszamu
QFM LyoSphere készlettel és haromféle laboratériumi korilmény kozott; az
érték 22,22% (95% CI: 17,20-27,25) volt.

A QFM teszt (1. fazisanak) ismételhetéségét ugy mérték fel, hogy ugyanattol
a 14 alanytdl vett vérmintakon megmerték 5-6 ismételt QFM LyoSphere
vérstimulacié variabilitasat. A 14 alany atlagos variacids egyutthatdja
(coefficient of variation, CV) 14,7% (95% CI: 10,2-19,2) volt. Az egyes
alanyok szazalékos CV-értéke nem érte el a 30%-ot.

A QFM ELISA teszt (2. fazisanak) reprodukalhatésagat 20 valtozé IFN-y-
3 laboratériumban, 3 nem egymast kovet6 napon, 3 kezel6vel. Ennek
megfeleléen minden mintat 9 fluggetlen tesztmunkafolyamatban, 6sszesen
27 alkalommal teszteltek. Az egyik minta 0,08 IU/ml (95% CI: 0,07-0,09)
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szamitott IFN-y-koncentraciéju nullkontroll volt. A fennmaradd 19 plazmaminta
koncentracioja 0,33 (95% CI: 0,31-0,34) és 7,7 IlU/ml (95% CI. 7,48-7,92)
kOzé esett.

A munkafolyamaton bellili és a tesztek kdzotti pontatlansag kdzelitd értékét

az egyes tesztmunkafolyamatokbdl szarmazé (n = 9), 4,1 és 9,1 %CV érték
kozotti IFN-y-tartalmu tesztplazmak %CV értékeinek atlagolasaval kaptak meg.
A munkafolyamaton bellili atlagos %CV (£95% CI) értéke 6,6 £ 0,6% volt.

A nulla IFN-y plazma atlaga 14,1 %CV volt.

Az Osszes teszten bellli pontatlansagot plazmamintanként 27 kalonféle
szamitott IFN-y-koncentracio 0sszevetésével hataroztak meg. A tesztek kozotti
pontatlansag 6,6 és 12,3 %CV kozott volt. Az 6sszesitett atlagos %CV

(x95% Cl) értéke 8,7 + 0,7% volt. A nulla IFN-y értékd plazma 26,1 %CV
ertéket mutatott. Ez egy elvarhato szintl ingadozas, mert a szamitott IFN-y-
koncentracio alacsony értéku, és az alacsony értékl becsult koncentracidk
ingadozasa mindig nagyobb, mint a magasabb koncentracios értékekeé.

Technikai tudnivalok

Alvadt plazmamintak

A plazmamintak hosszu ideji tarolaskor kialakuld rogosodés esetén a minta
centrifugalasaval Ulepithetdk a vérrogok, és lehetévé valik a plazma
pipettazasa.
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Hibaelharitasi utmutaté

7 7

Ez a hibaelharitasi utmutaté barmely felmerulé hiba esetén segithet a
megoldasban. Részletesebb utmutaté talalhaté a Technical Information
(Technikai tudnivaldk) alatt: www.QuantiFERON.com. Az elérthetéségek

a hatso boriton talalhatok.
ELISA - hibaelharitas

Nem specifikus szin kialakulasa

Lehetséges ok

a) Alemez nem
megfelel§ mosasa

b) Az ELISA lemez lyukai
kozotti keresztfertézés

c) A készlet vagy
0sszetevoi lejartak

d) Az enzimszubsztrat-
oldat szennyezett

e) Elvalasztas el6tt
felkeveredik a plazma
a QFM csdvekben

Megoldas

A talcat legalabb 6 alkalommal kell &tmosni
lyukanként 400 ul mosépufferrel. Az alkalmazott
mosofolyadektol figgden 6-nal tobbszori
atmosasra is szukség lehet. Ajanlott legalabb

5 masodperces aztatasi idét hagyni az egyes
ciklusok kozott.

A kockazat minimalizalasa érdekében ugyeljen
a mintak pipettazasakor és keverésekor.

Ugyeljen arra, hogy a készletet a lejarati idén
bellul felhasznalja. A rehidratalt standardot és
konjugatum 100x koncentratumot a rehidratalas
datumat kovetd 3 hénapon beldl fel kell
hasznalni.

Kékes elszinezbdes esetén a szubsztratumot
hulladékba kell helyezni. Ugyeljen a
reagenstartaly tisztasagara.

A centrifugalas és az elvalasztas kozott el kell
kerulni a plazma felkeverését a pipetta fel-le
mozgatasaval vagy barmilyen mas modon.

A teljes folyamat soran gondosan meg kell
Grizni a gélfelllet sértetlenségét.

Alacsony leolvasott optikai denzitas a standardoknal

Lehetséges ok
a) Standardhigitasi hiba

b) Pipettazasi hiba
c) Tul alacsony inku-

bacios hdmeérseéklet

32

Megoldas

Ugyeljen ra, hogy a jelen kézikdnyvben foglaltak
szerint torténjen a standardkészlet higitasa.

A pipettakat mindig a gyartoi utasitasok
betartasaval kell kalibralni és alkalmazni.

s

elvégezni (17-27 °C).
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ELISA - hibaelharitas

d) Tul révid inkubacios Inkubalja a konjugatumot, a standardokat és a
idé mintakat tartalmazé lemezt 120 + 5 percen at.
Inkubalja az enzimszubsztrat-oldatot 30 percen
at a lemezen.

e) Nem megfelel6 szlir6 A lemezbeolvasasnak 450 nm-en kell torténnie
a lemezbeolvasasnal 620-650 nm-es szirével.

f) Tul hideg reagensek A teszt kezdete el6tt a konjugatum 100x%
koncentratum kivételével minden reagenst
szobahdmérsékletre kell hozni. Ehhez koérulbelul
1 6ra szUkséges.

g) A készlet vagy annak  Ugyeljen arra, hogy a készletet a lejarati idén
Osszetevoi lejartak belll felhasznalja. A rehidratalt standardot és
konjugatum 100x koncentratumot a rehidratalas
datumat kovetd 3 honapon belll fel kell

hasznalni.
Magas hattérszinezédés
Lehetséges ok Megoldas
a) Alemez nem A talcat legalabb 6 alkalommal kell atmosni
megfelel mosasa lyukanként 400 ul mosépufferrel. Az alkalmazott

mosofolyadéktol figgdéen 6-nal tdbbszori
atmosasra is szukség lehet. Ajanlott legalabb
5 masodperces aztatasi idét hagyni az egyes
ciklusok kozott.

s

b) Tul magas inkubacios Az ELISA inkubacidjat szobahémérsékleten kell

hémérséklet elvégezni (17-27 °C).
c) A készlet vagy Ugyeljen arra, hogy a készletet a lejarati id6n
osszetevoi lejartak belll felhasznalja. A rehidratalt standardot és

konjugatum 100x koncentratumot a rehidratalas
datumat koveté harom hdénapon belll fel kell

hasznalni.
d) Az enzimszubsztrat- Kékes elszinezbdes esetén a szubsztratumot
oldat szennyezett hulladékba kell helyezni. Ugyeljen a

reagenstartaly tisztasagara.
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ELISA - hibaelharitas
Nem linearis standardgorbe és kétszeres valtozékonysag

Lehetséges ok Megoldas
a) Alemez nem A talcat legalabb 6 alkalommal kell atmosni
megfelel6 mosasa lyukanként 400 ul mosépufferrel. Az alkalmazott

mosoéfolyadéktol figgden 6-nal tdbbszori
atmosasra is szukseég lehet. Ajanlott legalabb
5 masodperces aztatasi idét hagyni az egyes
ciklusok kozott.

b) Standardhigitasi hiba  Ugyeljen ra, hogy a jelen kézikdnyvben foglaltak
szerint torténjen a standard higitasa.

c) Elégtelen keverés A reagenseket a lemezre toltésuk el6tt alaposan
fel kell keverni atforditassal vagy 6vatos
vortexeléssel.

d) Nem egyenletes A mintak és a standardok kitdltését
pipettazas vagy teszt folyamatosan kell végezni. A teszt megkezdése
elbkészitésenek el6tt minden reagenst el6 kell késziteni.

megszakitasa

Terméktajékoztatd és technikai utmutatd ingyenesen rendelkezésre all a
QIAGEN forgalmazdéjatél, illetve ha felkeresi a www.QuantiFERON.com
webhelyet.

Hivatkozasok

A Gnowee QuantiFERON referencia konyvtaraban (reference library)
megtalalhaté a QFM referenciak atfogé listaja a www.gnowee.net webhelyen.
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4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in
a transplant population. Transpl. J. 97, €50.
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Szimbdélumok

WZ X 96 Elegendd 2 x 96 minta-el6készitéshez

H Gyarto jogi személy

C CE-IVD jel8lt szimbolum

IVD In vitro diagnosztikai célra

Tételkod
Katalogusszam
BH

®

Felhasznalhatésagi datum

2
A

Hémeérsékleti korlat

Nézze meg a hasznalati utmutatoban

Ne hasznalja fel ujra

Al
()

v

Z{T Ovja a napfénytél
| EC | REP | Felhatalmazott képvisel6 az Eurdpai Kozosségben
Elérhetéségek

Miszaki segitségért vagy tovabbi informaciokért hivja az ingyenes
00800-22-44-6000 szamot, keresse fel miiszaki tamogatokozpontunkat
a www.qgiagen.com/contact webhelyen, vagy forduljon az egyik QIAGEN
ugyfélszolgalati osztalyhoz (lasd a hatsoé boritdn, vagy latogassa meg

a www.qgiagen.com webhelyet).

- _____________________________________________________________________________________________________|]
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Roviditett teszteljaras

1. fazis — a vér inkubalasa

1. Vegyen le vért a pacienstdl a QFM vérvételi csébe
vagy egy litium-heparines vérvételi csébe. Cimkézze

fel a csOveket a paciens adataival és a vérvétel .t:.?
id6épontjaval, majd kornyezeti hémérsékleten szallitsa \ ==
a laboratoriumba a vérvétel idépontjatol szamitott

8 oran belul.

a. Ha a vért litium-heparint tartalmazé vérvételi
cs6be vették, helyezzen at 1 ml vért a QFM
vérvételi cs6be, és cimkézze fel a paciens
adataival és a vérvétel id6pontjaval.

2. Tegyen 1 darab QFM LyoSphere golyocskat
mindegyik 1 ml vért tartalmazé QFM vérvételi csdbe,
oldja fel a LyoSphere golyocskat, majd inkubalja a
csoveket, amint lehetséges (a vérvétel idépontjatol
szamitott 8 dran belul) fliggobleges helyzetben
16—24 6ran keresztil 37 °C-on.

3. Inkubalas utan centrifugalja a csdveket 15 percig PPN
2000-3000 g (RCF) centrifugalis erével, hogy "
a plazma és a vorosvertestek elvaljanak.

4. A centrifugalas és az elvalasztas mivelete kozott
kerulni kell a pipetta hasznalatat, illetve a plazma
barmilyen felkeverését. Végig gondosan meg kell
Orizni a gélfelllet sértetlenségét.
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2. fazis — IFN-y ELISA

1. Legalabb 60 percen keresztul engedje, hogy az
ELISA dsszetevéi a konjugatum 100x koncentratum
kivételével felvegyék a szobahémérsékletet.
2. Rehidratalja a készletben 1év6 standardot 8,0 1U/ml
mennyiségre desztillalt vagy ioncserélt vizzel. /
Készitsen 4 standard higitast. g
(]

3. Rehidratalja a liofilizalt konjugatum 100x koncen-
tratumot desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

4. Készitsen készre higitott konjugatumot a zold / / / /
higitéval, majd toltson 50 pl mennyiséget minden L/] / L/] lj
lyukba.

5. Toltson 50 pl-es tesztplazmamintakat (higitatlan, s 5 p
1:10 vagy 1:100 aranyu higitas, sziikség szerint) // y // ///
és 50 pl-es standardadagokat a megfeleld lyukakba. L)L L
Keverje a razdgéppel.

6. Inkubalja 120 + 5 percig szobah&mérsékleten.

7. A lyukakat legalabb 6 alkalommal mossa at

lyukanként 400 pl mosopufferrel. ‘ @ )
8. Toltson 100 pl enzimszubsztratoldatot a lyukakba. 2L LS
Keverje a razogéppel. u U N L’I

9. Inkubalja 30 percig szobahémérsékleten.

10. Toltson 50 pl enzimleallitd oldatot a lyukakba. V4 / ,;?/‘
Keverje a razégéppel. U L’l U u
11. Olvassa be az eredményeket 450 nm-en
620-650 nm-es referenciaszirével. ss)\

12. Elemezze az eredményeket.
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Megjegyzések
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Jelentds modositasok

A QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA kézikdnyv jelen kiadasaban tortént jelentés modositasok dsszefoglald

tablazata:
Fejezet Oldal Modositas(ok)
Ovintézkedések 11 Uj GHS-informéciok
Ovintézkedések 12 A zarékupakos Uivegcsékre vonatkozo biztonsagi
utasitasok hozzaadasa.
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Védjegyek: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN Csoport); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

A QuantiFERON Monitor Kit korlatozott licencszerzédése

A termék hasznalataval a vasarlé vagy felhasznalé elfogadja a jelen termékre vonatkozo feltételeket:

1.

A terméket kizarolag a hozza tartozé protokollok és a jelen kézikdnyv szerint szabad hasznalni, és csak a készletben szerepld dsszetevékkel.
A QIAGEN egyetlen szellemi terméke esetén sem engedélyezi, hogy a mellékelt 6sszetevbket barmely, a készlethez nem tartozé dsszetevével
egyutt hasznaljak. Ez aldl kivételt képeznek a termékhez tartozd, a jelen kézikényvben leirt vagy a weblapon talalhaté egyéb protokollokban
leirtak: www.qgiagen.com. Egyes kiegészit6 protokollokat a QIAGEN felhasznaldi bocsatjak a QIAGEN felhasznaléinak rendelkezésére.
Ezeket a protokollokat a QIAGEN nem tesztelte vagy optimalizalta atfogé médon. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és
nem szavatolja, hogy masok jogait a protokoll nem sérti.

A kifejezetten megemlitett licenceken kiviill a QIAGEN nem vallal felel6sséget azért, hogy a készlet, illetve annak hasznalata nem sérti masok
jogait.
A készletre és Osszetevébire egyszeri hasznalatra sz6l6 engedély vonatkozik, és tilos ujrafelhasznalni, feldjitani vagy ismét eladni.

A QIAGEN az itt leirtakon kiviil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

A készlet vasarldja és felhasznaldja elfogadja, hogy tilos olyan Iépéseket tennie vagy masvalakinek megengednie, amely a fent tiltott cselekedetek
barmelyikét eredményezné vagy elésegitené. A QIAGEN a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilaimak betartatasa érdekében jogosult
barmely birésaghoz fordulni, és az azzal kapcsolatos 6sszes vizsgalati és perkoltséget behajtani, beleértve a készlethez, illetve annak
Osszetevéihez kapcsolddd, a jelen korlatozott licencszerz6désbdl vagy barmely szellemi termékhez f(iz6d6 jog érvényesitésébdl eredd
Ggyvédi koltséget.

A legfrissebb licencfeltételek: www.qiagen.com.
© 2014 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@qgiagen.com

Germany = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@giagen.com

Italy = techservice-it@qgiagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

QIAGEN

UK = techservice-uk@giagen.com
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