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Kayttotarkoitus

QuantiFERON-CMV  ELISA  (QF-CMV) on invitro esti, joka kayttaa ihmisen
sytomegaloviruksen (cytomegalovirus, CMV) proteiinia simuloivaa peptidisekoitusta, joka
stimuloi soluja heparinoidussa kokoveressd. Interferoni-gamman (interferon-gamma, [FN-y)
tunnistamiseen  kaytetddn entsyymivalitteistd  immunosorbenttimaaritystd  (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) kvantifioimaan in vitro -vasteita peptidiantigeeneihin, jotka
liittyvat CMV-infektion immuunikontrolliin. Téman immuunifunktion puuttuminen voi liittya
CMV-+audin  kehittymiseen. QF-CMV on tarkoitettu seuraamaan potilaan  anti-CMV-

immuunitasoa.

QF-CMV ei ole CMV-infektiota selvittdva testi, eikd sitd saa kayttad CMV-infektion

poissulkemiseen.

Yhteenveto ja selitykset

CMV on herpesvirus, jonka saa 50-85 % aikuisvaestostd. Se on usein esiintyvd, erityisesti
kudossiirteisiin liittyvad immunosuppression komplikaatio, joka voi vaikuttaa merkittavasti
siirteen vastaanottajien sairastuvuuteen ja kuolleisuuteen. Nykyiset immunosuppressiohoidot,
joita kdytetddn estdmadn siirteen hylkimistd, vaikuttavat haitallisesti T-lymfosyytteihin ja CMI-
vasteeseen, mikd lisGd alttivtta virusinfektioihin kudossiirron jdlkeen. T-solujen toiminnan
merkitys CMV-monistuvuuden hillitsemisessa korostuu entisestéén siksi, ettd CD8* CMV-
spesifit sytotoksiset T-lymfosyytit (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) voivat suojata virusperdisiltd
patogeeneiltd. CcD8+ CMV:-spesifisten CTLlymfosyyttien lisG&ntyminen
immunosuppressiopotilailla ja IFNy -tuotanto voivat ennakoita CMV-taudin kehittymisen

riskic. IFN-y -tuotanto voi olla tekija@ CMV-spesifisten CTL-lymfosyyttien tunnistamisessa.
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QF-CMV:lla testataan CMlvastetta peptidiantigeeneille, jotka simuloivat CMV-proteiineja.
CMV-peptidit kohdistetaan CD8* -T-soluihin, mukaan lukien A1, A2, A3, A11, A23, A24,
A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B40 ja Cwé (A30, B13)
HLA Luokan | haplotyypit, jotka kattavat > 98 % maailman véestdstd. CMV:n saaneilla on
yleensd veressddn CD8* -lymfosyyttejd, jotka tunnistavat némé& antigeenit. Tama
tunnistusprosessi  koostuu  sytokiinin, gammainterferonin  (IFN%), muodostumisesta ja
erittymisestd. Gammainterferonin  (IFN-y) havaitseminen ja sitd seuraava kvantifiointi

muodostaa testin perustan.

Menetelman toimintaperiaate

QF-CMV-esti on kaksivaiheinen. Ensin otetaan kokoverindyte QF-CMV-n&yteputkiin, joita
ovat Nolla-kontrolliputki, CMV-antigeeniputki ja mitogeeniputki.

Mitogeeniputkea kaytetadén QF-CMV-estissé  positiiviseen kontrolliin.  Sitd  suositellaan
erityisesti, jos potilaan immuunistatuksesta ei ole varmuutta. Mitogeeniputken avulla voidaan

myds valvoa veren asianmukaista késittelyd ja inkubointia.

Putket on inkuboitava 37 °C:n lampétilassa mahdollisimman pian ja 16 tunnin sisdlla
veringytteen  oftamisesta.  16-24 tunnin  inkubointijakson jdlkeen putket lingotaan
sentrifugissa, plasma erotetaan ja gammainterferonin (IFN-y) (IlU/ml) m&éré mitataan QF-
CMYV ELISA -menetelmalla.

CMV-antigeeni- ja mitogeeniputkista saadun plasmandytteen IFN-y -mdéré voi usein olla
ylérajan ylépuolella useimmissa ELISA-lukijoissa, vaikka potilaan immunosuppressio olisikin
vain vdhdinen. Kvalitatiiviset tulokset saadaan kéyttamalla arvoja, jotka on  laskettu
laimentamattomasta plasmasta. Kvantitatiivisia tuloksia varten, joissa tarvitaan todellisia
IlU/mlarvoja,  plasmandytteet  on  laimennettava  suhteeseen  1/10  vihredlla
laimennusaineella, ja madritys on tehtdva ELISAssa yhdessd laimentamattoman plasman

kanssa.
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Huomautus: Naytteissd, jotka ovat QF-CMV ELISA:n alueella (eli enintdgn 10 1U/ml), on
kaytettava tuloksia, jotka on saatu kayttamalla laimentamatonta plasmaa. Téllaisten IFN-y -
pitoisuuksien kohdalla arvot, jotka on saatu plasmandytteiden laimennussuhteella 1/10,

saattavat olla epétarkkoja.

Testi katsotaan reaktiiviseksi IFN-y -vastauksen suhteen, kun CMV-antigeeniputken lukema on
merkittavasti suurempi kuin Nil IFN-y IU/ml-arvo. Mitogeenisimuloitu plasmanéyte toimii IFN-
y -positiivisena kontrollina jokaiselle testatulle néytteelle. Alhainen mitogeenivaste merkitsee
epdvarmaa tulosta, kun verindytteen vaste on ollut ei-reaktiivinen CMV-antigeeneille. Tamé&
tilanne saattaa tulla esiin lymfosyyttien méaran ollessa riittdmatdn tai kun niiden aktiivisuus
on laskenut virheellisen naytteen kasittelyn vuoksi, mitogeeniputken vaaran tayttamisen tai
sekoittamisen takia tai jos potilaan lymfosyytit eivét kykene muodostamaan IFN-y:a, kuten on
asia kudossiirtopotilailla. Nolla-néyte sadtyy taustakorjauksen mukaan tai ei-spesifisesti IFN-
y:n  mukaan verindytteissd. IFN-<taso nolla-putkessa  saadaan  IFN-y-tasosta  CMV-
antigeeniputkelle ja  mitogeeniputkelle  (lue  kohta  Tulosten tulkitseminen  taman

pakkausselosteen sivulta 25, jossa kerrotaan, kuinka QF-CMV-tuloksia tulkitaan).
Testin suorittamiseen vaadittava aika

QF-CMV-estin suorittamiseen vaadittava aika on arvioitu alla. Useamman néytteen testaus

erdkohtaisesti on myds arvioitu:

Verindyteputkien inkubaatio 37 °C:ssa: 16-24 tuntia
ELISA: noin kolme tuntia yhdelle ELISA-levylle
Alle tunnin tyd

Kutakin levyd kohti lisétaan 10-15 minuuttia
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)
Luettelonumero 0192-0301

Preparaatioiden madrd 1

QuantiFERON Nil Control (QuantiFERON-nollakontrolli, harmaa korkki) 1 putki
QuantiFERON CMV Antigen (QuantiFERON-CMV-antigeeni, sininen korkki) 1 putki
QuantiFERON Mitogen Control (QuantiFERON-mitogeenikontrolli, punainen korkki) 1 putki
QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (QF-CMV-verinéyteputkien pakkausseloste) 1
QuantiFERON-CMV ELISA 2 ELISA-levyn sarja
Luettelonumero 0350-0201
Microplate strips (12 x 8 wells) coated with murine anti-human IFN-y 2 sarjaa 12 x 8 kuopan
monoclonal antibody .(Hiiren monoklonaalisella anti-ihmisIFN-y-vasta- mikrolevyliuskoja

aineella paallystetyt mikrolevyliuskat [12 x 8 kuoppaal])

Human IFNy Standard, lyophilized (lyofilisoitu ihmisen 1 x pullo
gammainterferonistandardi, siséltad ihmisen (8 1U/ml kéyttvalmiiksi saatettunal)
rekombinanttigammainterferonia (IFN-), naudan kaseiinia, 0,01 % w/v

timerosaalia)

Green Diluent (vihred laimennuslivos;
sisdltad naudan kaseiinia, normaalia hiiriseerumia, 0,01 % w/v 1 x 30 ml
timerosaalia)

Conijugate 100x Concentrate, lyophilized (konjugaatti 100x fiiviste,

lyofilisoitu) (hiiren antiihmisFN+ HRP, siséltéa 0,01 % w/v timerosaalia) U509l
Wash Buffer 20x Concentrate (pesupuskuri 20x tiiviste; 1 % 100 ml
pH 7,2; siséltaa 0,05 % v/v ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (entsyymisubstraattilivos; 1 % 30 ml
sisdltaa H202, 3,37, 5,5 Hetrametyylibentsidiinid)

Enzyme Stopping Solution 1x 15 ml
(entsyyminpysdytyslivos; sisaltéd 0,5 M H2SOu)*

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

* Sisaltaa rikkihappoa. Katso varotoimet sivulta 10.
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kéytettdvé asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoja saa tuotekohtaisista

kayttsturvallisuustiedotteista, jotka ovat saatavana tuotteen toimittajalta.

® 37 °C:n inkubaattori, COz:qa ei tarvita
e Kalibroidut, muuttuvan tilavuuden pipetit 10 — 1 000 pl, kertakayttokarjet

e Kalibroituja monikanavaisia pipettejd, joilla voidaan annostella 50 pl ja 100 pl,

kertakayttoiset karjet
e levyn ravistelija
e Deionisoitu tai tislattu vesi, 2 litraa
® Llevyn pesin (suosittelemme automaattista pesintd)

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

referenssisuodatin.
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan

Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdytokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéyttdturvatiedotteista. Ne
ovat saatavilla kétevéssa ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.qiagen.com/safety,
jossa  voi farkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN®sarjan ja sarjakomponentin

kayttdturvallisuustiedotteita.

HUOMIO Kasittele  ihmisverta mahdollisesti tartuntavaarallisena. Noudata

A asianmukaisia verenkésittelyohieita.
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Seuraavat varoitukset ja varotoimet koskevat QuantiFERON-CMV ELISA -komponentteja.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Sisaltad: sulfuric acid. Varoitus! Voi syévyttad metalleja. Arsyttad ihoa.
g Arsyttad voimakkaasti silmia. Kayta suojakasineitd/ suojavaatetusta/
silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Varoitus! Arsyttad ihoa lievésti. Kéyta suojakésineitd/
suojavaatetusta/ silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.
QuantFERON Green Diluent
Sisaltaa: trinatrium-5-hydroksi-1-(4-sulfofenyyli)-4-(4-
sulfofenyyliatso)pyratsoli-3-karbolyksaattia.Siséltad: tartrazine.

Varoitus! Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Kéytd suojakasineitd/
suojavaatetusta/ silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Sisaltaa: ProClin 300. Haitallista vesielidille, pitkdaikaisia
haittavaikutuksia. Véltettdva paastamista ympdristoon.
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Turvallisuustiedot

Lisatietoja

QF-CMV-pakkausselosteen ohjeista poikkeaminen voi johtaa virheellisiin tuloksiin. Lue

ohjeet huolellisesti ennen kayttda.

Alg kéytd sarjaa, jos yhdessdkadn reagenssipullossa on merkkejé vaurioista tai vuodosta

ennen kayttod.

Tarkeda: Tarkista pullot ennen kayttéd. Alé kéytd kontrollin tai IFN-y Standard -valmisteen
pulloja, joissa on havaittavissa vaurioita tai joiden kumitiiviste ndyttad vaurioituneelta.
Alg kasittele rikkoutuneita pulloja. Havita pullot turvallisesti asianmukaisia varotoimia

noudattaen.

Suositus: Vahennd metallikorkin avaamiseen liittyvid loukkaantumisriskeja kayttamalla

konjugaatin tai IFN-y-standardin pullojen avaamiseen pullonavauspihteja.

Alg sekoita tai kayta eri QF-CMV-sarjaeristd perdisin olevia mikrolevyliuskoja, ihmisen
gammainterferonistandardia (IFN-y), vihredd laimennusainetta tai konjugaatti 100x -
tiivistettd. Muita eri sarjaeristd perdisin olevia reagensseja (pesupuskuri 20x
konsentraatti, entsyymisubstraattilivos ja entsyyminpysdytyslivos) voidaan kayttad
yhdessa edellyttden, etta reagenssien viimeinen kayttopaivamaara ei ole umpeutunut ja

eftd erdn tiedot on merkitty muistiin.

Havita kaytamattdmat reagenssit ja biologiset néytteet paikallisten
viranomaismaardysten mukaisesti.

Alg kéytd QF-CMV-verindyteputkia tai QF-CMV ELISA -sarjoja niiden viimeisen
kayttdpaivan jalkeen.

Varmista, ettd laboratoriovalineet, kuten levyn pesimet ja levyn lukulaitteet on

kalibroitu/hyvaksytty kaytdon.
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

Verindyteputket
o Sailytd QF-CMV-verindyteputkia 4-25 °C:n lampétilassa.
e QF-CMV-veringyteputkien lampdtilan on oltava tayton aikana 17-25 °C.

® QF-CMV-verindyteputkien kayttdaika on enintddn 15 kuukautta valmistuspdivésta

sailytettynd 4-25 °C:n lampdtilassa.

ELISA-reagenssisarjat
e Sdilyta sarjaa 2-8 °C:n lampétilassa.

® Suojaa entsyymisubstraattilivos suoralta auringonvalolta.

Kayttovalmiit ja kaytetyt reagenssit

Ohijeet reagenssien sekoittamisesta on annettu kohdassa Vaihe 2: QuantiFERON-CMV ELISA
ja ihmisen IFN-y (vaiheet 3 ja 5 sivuilla 18 ja 20).

® Valmiiksi saatettuna ihmisen IFN-y-standardia voidaan sdilyttaé enintéén kolme

kuukautta, jos sdilytys tapahtuu 2-8 °C:n lampétilassa.
Merkitse ihmisen IFN-y-standardin valmiiksisaattamispdivé muistiin.

e Uudelleenlivotuksen jalkeen kayttamatdn konjugaatti 100x -iiviste on sdilytettava

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

e Kéytdvahvuinen pesupuskuri voidaan varastoida huoneenlémpésn (22 +5 °C) enintddn
2 viikoksi.
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Naytteen ottaminen ja kdsittely

QF-CMV kéaytaa seuraavia verindyteputkia:

e Nil Control (nollakontrolli) (harmaa korkki)
e CMV Antigen (CMV-antigeeni) (sininen korkki)

® Mitogen Control (mitogeenikontrolli) (punainen korkki)

Antigeenit on kuivattu verindyteputkien sisaseindlle, joten on ehdottoman tarkedd, etta
putkien sisaltdé sekoitetaan vereen huolellisesti. Putket on siirrettava inkubaattoriin 37 °C:een

mahdollisimman pian, kuitenkin 16 tunnin kuluessa néytteen oftamisesta.
Seuraavia toimenpideohijeita on noudatettava optimaalisten tulosten saavuttamiseksi:

1. Ota kultakin potilaalta 1 ml verta laskimopistoksella suoraan jokaiseen QF-CMV-
verindyteputkeen. Tama toimenpide on annettava flebotomiaan erikoistuneen patevén

henkildn suoritettavaksi.

QF-CMV-verindyteputkia voidaan kéyttad korkeintaan 810 metrin korkeudella

merenpinnasta.

Jos QF-CMV-veringyteputkia kéytetédn yli 810 metrin korkeudessa tai jos ofeftu verindyte
on liian pieni, kayttaja voi ottaa verta ruiskulla ja siirtaa sita valitémasti 1 ml kuhunkin
kolmeen putkeen. Turvallisuussyistd se tapahtuu parhaiten poistamalla ruiskun neula ja
varmistamalla, ettd kaytdssa ovat asianmukaiset turvatoimet, irrottamalla korkit kolmesta
QF-CMV-verindyteputkesta ja liséamalla 1 ml verta jokaiseen niistd (putken sivulla
olevaan mustaan merkkiin asti). Kiinnita putkien korkit kunnolla ja sekoita alla annettujen
ohjeiden mukaan. Koska veren ottaminen 1 ml:n putkella kéy suhteellisen hitaasti, pida
putkea neulalla 2 - 3 sekuntia, kun putki néyttad olevan taynnd. Nain varmistat, ettd

putkeen saadaan oikea maard verta.
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Putken sivulla oleva musta merkki osoittaa 1 ml:n téyttémadran. QF-CMV-veringyteputket
on validoitu 0,8-1,2 ml:n méadrille. Jos verimaard missa tahansa putkessa ei ole lghella

merkkid, on ofeftava uusi verinayte.

Jos ndytteen oftoon kaytetadn siipineulaa, on kaytettava “tyhjennysputkea” sen

varmistamiseksi, ettd putki on taytetty verelld ennen QF-CMV-verindyteputkien kéyttod.

Verindyte voidaan oftaa vaihtoehtoisesti myds yksittdiselld geneerisellé verindyteputkella,
joka sisaltad antikoagulanttina litiumhepariinia, ja siirtdd se sitten QF-CMV-
verindyteputkiin. Kayta veren hyytymisen estoaineena ainoastaan litiumhepariinia, sillé
muut antikoagulantit aiheuttavat testissa hdiridita. Taytd verindytteen kerdysputki
(vahimmaistilavuus 5 ml) ja sekoita varovasti kadntelemalld putkea useita kertoja, jotta
hepariini liukenee. Témé toimenpide on annettava flebotomiaan erikoistuneen pétevan
henkilén suoritettavaksi. Veringytettd on sailytettéva huoneenlémpétilassa (22 £5 °C)
ennen sen siirtdmistd QF-CMV-veringyteputkiin, mik& on aloitettava 16 tunnin kuluessa

verindytteen oftamisesta.

QF-CMV-veringyteputkia sekoitetaan heti téyton jalkeen kymmenen (10) kertaa juuri niin
voimakkaasti, eftd voidaan varmistaa, ettd putken koko sis@pinta on peittynyt verella. Nain

putken seindmien antigeenit liukenevat vereen.
Putkien on oltava 17-25 °C:n lampétilassa tayton aikana.

Liian voimakas sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin vaurioitumisen ja johtaa

poikkeaviin tuloksiin.

Jos verindyte on otettu litiumhepariiniputkeen, ndytteet on sekoitettava tasaisesti ennen
niiden siirtdmistd QF-CMV-verindyteputkiin. Varmista juuri ennen siirfoa varovasti
kaantelemalld, ettd veri on sekoittunut hyvin. Annostele 1 ml alikvoottia (yksi jokaista QF-
CMV-veringyteputkea kohti) asianmukaiseen nollavertailu-, CMV-antigeeni- ja
mitogeeniputkeen. Téma on parasta suorittaa aseptisesti varmistaen, ettd noudatetaan
asianmukaisia turvatoimenpiteitd. Poista korkit kolmesta QF-CMV-verinayteputkesta ja
liséa 1 ml verta jokaiseen putkeen (putken etiketin sivulla olevaan mustaan merkkiin

saakka). Kiinnita putkien korkit tiukasti paikalleen ja sekoita edellé kuvatulla tavalla.
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3. Putket on merkittéva asianmukaisesti.

Varmista, ettd jokainen putki (nollavertailu-, CMV-antigeeni- ja mitogeeniputki)
tunnistetaan etiketistd tai muulla tavoin.

4. Taytoén, ravistelun ja merkitsemisen jalkeen putket on siirrettéva inkubaattoriin
37 +1 °C:n lédmpétilaan mahdollisimman pian ja 16 tunnin sisdlla naytteen oftamisesta.
Pida putkia huoneenldmpétilassa ennen inkubointia (22 £5 °C). Verindytteitd ei saa

viedd jadkaappiin tai pakastaa.
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Toimenpide

Vaihe 1: Veren inkubointi ja plasman keraéminen

1. Inkuboi putkia PYSTYASENNOSSA 37 °C +1 °C:n lampétilassa 16-24 tuntia.
Inkubaattorissa ei tarvita hiilidioksidia (CO2) tai kostutusta.
Térkedd: Jos verta ei inkuboida vélittémdsti néytteen oftamisen jélkeen, putket on
sekoitettava kaantdmalla ne kymmenen kertaa ylésalaisin ennen inkubointia.
Kun inkubointi on suoritettu, verindyteputkia voidaan sailyttad enintaan
kolme vuorokautta 4-27 °C:n lampétilassa ennen linkousta sentrifugissa

2. Kun putkia on inkuboitu 37 °C:n lampédtilassa, plasman kerdamista edistetdan
linkoamalla putkia 15 minuutin ajan 2 000-3 000 RCF:n (g) voimalla. Geelitulppa
eroftelee solut plasmasta. Jos niin ei tapahdu, putket on lingottava uudelleen.
Plasman talteenotto on mahdollista ilman linkoamista, mutta t&lldin plasman
kerGémisessa on oltava erityisen huolellinen, etteivat solut rikkoudu.

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

Térkedd: Plasmandytteitd voidaan kerétd ainoastaan pipetin avulla.

Plasmandytteet voidaan ladata suoraan lingotuista néyteputkista QF-CMV ELISA -evylle,
my®s silloin, kun kéytssa on automaattinen ELISA-tydasema.

Plasmandytteitd voidaan sdilyttaa sentrifugissa lingotuissa QF-CMV-verindyteputkissa
enintddn 28 vuorokautta 2-8 °C:n lampétilassa, tai kerddmisen jalkeen pitkia aikoja alle

-20 °C:n (mieluummin korkeintaan —70 °C:n) lampétilassa.

Jotta testingiytteet ovat riittévat, kerad vahintagan 150 pl plasmaa.
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Vaihe 2: QuantiFERON-CMYV ELISA ja ihmisen IFN-y

Katso kohdista Sarjan sisaltd sivulla 8 ja Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu

toimitukseen) sivulla 9 ELISA+estin suorittamiseen tarvittavat materiaalit.

1. Kaikki plasmandytteet ja reagenssit, paitsi konjugaatti 100x -iiviste, on tuotava

huoneenlampétilaan (22 + 5 °C) ennen kaytda. Anna tasoittua vahintaan 60 minuuttia.

2. lIrrota ylimaéraiset ELISA-levyn liuskat kehyksestd, sulje ne takaisin foliopussiin ja vie

jddkaappiin mydhempad tarvetta varten.

Varaa ainakin yksi liuska jokaiselle QF-CMV ELISA -standardille ja riittavasti liuskoja
testattaville potilaille. Palauta kehys ja kansi kéyton jalkeen jaljelld olevien liuskojen

kayttéon.

3. Saata ihmisen IFN-y-standardi kéyttdkuntoon laimentamalla sité pulloon merkitylla
ma&ardlla deionisoitua tai tislattua vettd. Sekoita varovasti vaahtoaminen minimoiden ja
varmista taydellinen livkeneminen. IFN-y-standardin livottaminen uvudelleen merkittyyn

tilavuuteen saa aikaan livoksen, jonka pitoisuus on 8,0 IU/ml.

Huomautus: lhmisen gammainterferonin IFN-y-standardisarjan valmiiksi saatettu tilavuus

vaihtelee erén mukaan.

Kayta valmiiksi saatettua standardia ja valmistele livotussarja neljlle IFN-y-
konsentraatille vihreddn livotusaineeseen (Green Diluent, GD) (Kuva 1, seuraava sivu)
S1 (standardi 1) sisaltaa 4,0 IU/ml, S2 (standardi 2) sisaltaa 1,0 IU/ml,

S3 (standardi 3) sisaltaa 0,25 IU/ml ja S4 (standardi 4) siséltaa O 1U/ml (vain vihredd
livotusainetta). Standardit on testattava vahintaan kahtena otoksena. Valmistele kutakin

ELISA-testia varten standardisarjasta vastalaimennetut livokset.
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Esimerkki foistotestisarjan toimintatavasta

Esimerkki toistotestisarjan foimintatavasta
A Merkitaan nelja putkea: S1, S2, S3, S4.
B Liséitéén 150 pl vihredd laimennusainetta putkiin S1, S2, S3 ja S4.
C Lisétéan 150 pl standardisarjaa putkeen S1 ja sekoitetaan huolellisesti.
D Siirretddn 50 pl putkesta S1 putkeen S2 ja sekoitetaan huolellisesti.
E Siirretédn 50 pl putkesta S2 putkeen S3 ja sekoitetaan huolellisesti.
F Pelkk& vihred laimennuslivos toimii nollastandardina (S4).
=
150 pl 50 pl
—> e
Uudelleen-livotettu  Standardi 1 Standardi 2 Standardi 3 Standardi 4
standardisarja 4,0 IU/ml 1,0 IU/ml 0,25 1U/ml 01U/ml

(vihred laimennuslivos)

Kuva 1. Standardisuoran valmistelu sarjassa kaytettavilla livoksilla.

4. Sekoita lyofilisoitua konjugaatti 100x -iivistetta 0,3 millilitraan deionisoitua tai tislattua
vettd. Sekoitetaan varovasti vaahtoamisen minimoimiseksi ja konjugaatin taydellisen
liukenemisen varmistamiseksi.

Tydskentelyvahvuinen konjugaatti valmistetaan laimentamalla riittéva maara
kayttdvalmiiksi saatettua konjugaatti 100x iivistettd vihredlla laimennuslivoksella (katso
Taulukko 1 seuraavalla sivulla)

Sekoita huolellisesti, varo vaahtoamista.

Palauta kayttaméatdn konjugaatti 100x iiviste valitdmasti kayton jalkeen 2-8 °C:n
lampétilaan.

Kayta vain vihredd laimennuslivosta.
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Taulukko 1. Kéyttdvahvuisen konjugaatin valmistaminen

Liuskojen mé&érd Konjugaatti 100x -tiivisteen maéré Vihredin laimennuslivoksen mééra
2 10 pl 1,0 ml
3 15 4l 1,5 ml
4 20 ¢l 2,0ml
5 25 2,5 ml
6 30l 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 4 45 ml
10 50 4l 5,0 ml
1 554l 5,5 ml
12 60 4l 6,0ml
5. Verinayteputkista kootut plasmandytteet, jotka on mydhemmin pakastettu tai joita on

sdilytetty yli 24 tuntia ennen festid, on sekoitettava huolellisesti ennen niiden liséamista
ELISAkuoppaan.

Térkedd: Jos plasmandytteet lisdtéicéin suoraan sentrifugissa lingotuista QF-CMV-
verindyteputkista, plasman sekoittumista on véltettdva. Varo aina rikkomasta geelin
pinnalla olevaa materiaalia.

Laimenna myds CMV- ja mitogeeniplasmat vihredan laimennusnesteeseen suhteessa
1/10 (10 pl plasmaa ja 90 pl GD), jos kvantitatiivisia tuloksia edellytetéén. Nolla-
plasmaa ei saa laimentaa.

Suosittelemme testaamaan seuraavat naytteet rinnakkain:

Nolla, CMV-antigeeni, mitogeeni, CMV-antigeeni (1/10), mitogeeni (1/10)

QuantiFERON-CMV-analyysiohjelmisto tukee kuitenkin myds seuraavia potilasnaytteitd:

Nolla, CMV-antigeeni, mitogeeni

Nolla, CMV-antigeeni (1/10), mitogeeni (1/10)

Nolla, CMV-antigeeni, mitogeeni, CMV-antigeeni (1/10)
Nolla, CMV-antigeeni (1/10), mitogeeni
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7. Lisaa 50 pl juuri valmistettua, tydskentelyvahvuista konjugaattia ELISA-kuoppiin

kéyttamalla monikanavapipettia.

8. Lisad 50 pl testiplasmanaytteita asianmukaisiin kuoppiin. Liséa lopuksi 50 pl
standardeista 1-4 asianmukaisiin kuoppiin. Standardit on testattava vahintaan kahtena

otoksena.

9. Peitd ELISAevy ja sekoita konjugaattia sekd plasmanaytteitd/standardeja huolellisesti

1 minuutin ajan nopeudella 500-1000 rpm mikrolevyn ravistelijassa. Valta laikyttamista.
10.Peitd levy ja inkuboi huoneenlémpétilassa (22 +5 °C) 120 +5 minuutin ajan.

Levyt eivat saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana. Suositelluista

lampétiloista poikkeaminen voi aiheuttaa virheellisia tuloksia.

11.Valmistele inkuboinnin aikana tydskentelyvahvuinen pesupuskuri. Laimenna yksi osa
pesupuskurin 20x konsentraattia 19 osaan deionisoitua tai tislattua vettd ja sekoita
huolellisesti. Pesupuskuri 20x konsentraattia on toimitettu riittava maard, jotta voidaan

valmistaa kaksi litraa tydskentelyvahvuista pesupuskuria.

12.Kun ELISA-levyn inkubointi on valmis, pese kuopat 400 pl:lla tyéskentelyvahvuista

pesupuskuria véhintdan kuudesti. Suosittelemme automaattista levyn pesintd.

Tarkedd: Huolellinen peseminen on erittdin téirkedd testin onnistumisen kannalta.
Varmista, ettd jokainen kuoppa téytetddn kokonaan pesupuskurilla kuopan yléreunaan
saakka kunkin pesujakson aikana. Suosittelemme vahintaan 5 sekunnin liotusta jaksojen
vdlissa.

Jatevesisdilidon on lisattéva laboratoriodesinfiointiainetta, ja vakiintuneita kéyténtéjé on

noudatettava mahdollisesti infektoivan materiaalin dekontaminaatiossa.

13.Taputa levyja alaspdin imukykyiselld nukkaamattomalla liinalla pesupuskurij@émien
poistamiseksi. Liséd 100 pl entsyymisubstraattilivosta kuhunkin kuoppaan, peité levy
kannella ja sekoita huolellisesti 1 minuutin ajan 500 — 1 000 rpm:n nopeudella
mikrolevyn ravistelijalla.

14.Peita jokainen levy ja inkuboi huoneenlampadtilassa (22 +5 °C) 30 minuutin ajan.

Levyt eivat saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana.
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15.Lisaa 30 minuuttia kestdneen inkuboinnin jélkeen 50 pl entsyyminpyséytyslivosta
jokaiseen kuoppaan samassa jdrjestyksessa kuin substraattia lisattiin. Sekoita huolellisesti

500 - 1 000 rpm:n nopeudella mikrolevyn ravistelijalla.
16.Mittaa kunkin kuopan optinen tiheys (Optical Density, OD) 5 minuutin kuluessa reaktion

pysdytyksestd mikrolevyn lukulaitteella, johon on asennettu 450 nm:n suodatin ja
620-650 nm:n referenssisuodatin. Optisen tiheyden arvoja kéytetddn tulosten

laskennassa.
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Laskennat ja testien tulkinta

QuantiFERON-CMV-analyysiohjelmisto raakadatan analysointiin ja tulosten laskentaan on
saatavilla  QIAGENin verkkosivuilta osoitteesta www.QuantiFERON.com. Varmista, ettd

kaytdssa on QF-CMV-analyysiohjelmiston uusin versio.

Ohijelmisto suorittaa testin laadunvarmistusarvion, luo standardisuoran ja antaa kunkin
potilaan testituloksen Tulosten tulkitseminen -luvussa sivulla 25 kuvatulla tavalla. Ohjelmisto
raportoi miedoimman liuoksen, jolla on saatu aikaan QF-CMV ELISA -estin sallitulla alueella

oleva tulos oftaen huomioon laimennussuhteen.

Vaihtoehtona QF-CMV-analyysiohjelmistolla tehtavalle analyysille tulokset voidaan méarittad

seuraavan menetelmdn mukaisesti.

Standardisuoran laatiminen (jos QF-CMV-analyysiohjelmistoa ei
kaytetd)

Madrittele standardien OD-arvojen keskiarvo jokaiselta levylta.
Laaditaan logerlogp standardisuora muodostamalla keskiarvoisen optisen tiheyden (y-akseli)
logie) suhteessa standardien IFN-+y konsentraatioon IU/ml:iina (x-akseli) log) jdttéen

nollastandardi pois naista laskelmista. Laske standardisuora regressioanalyysilla.

Standardisuoraa  kaytetdan mddritettdessd IFN-y-konsentraatiopitoisuutta (IU/ml) kussakin

testiplasmandytteessa kayttamalla apuna kunkin ndytteen optisen tiheyden arvoa.
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Namé laskelmat voidaan tehdd mikrolevyn lukulaitteiden mukana toimitettavilla ohjelmistoilla
tai esimerkiksi standarditaulukkolaskennalla tai tilastointiohjelmistolla  (esim. Microsoft®
Excel®). Suosituksena on, ettd nditd ohjelmistoja kaytetdan regressioanalyysin, standardien
variaatiokerrointen (coefficient of variation, %CV) ja standardisuoran korrelaatiokertoimen (r)

laskentaan.

Raportoitava tulos on ofeftava miedoimmasta livoksesta, jolla on saatu aikaan QF-CMV

ELISA -testin sallitulla alueella oleva tulos ottaen huomioon laimennussuhteen.

Testin laadunvarmistus

Testin tarkkuus riippuu standardisuoran tarkkuudesta. Tasta syystd standardeista saadut

tulokset on tarkastettava, ennen kuin testituloksia voidaan tulkita.

ELISAa koskee seuraava:

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

e Toistettavat OD-arvot standardeille 3 ja 4 eivat saa poiketa enemp@d kuin 0,040 optista

tiheysyksikkéa keskiarvosta.

o Keskimdadrdisistd imeytymisarvoista laskettujen korrelaatiokerrointen (r) on oltava > 0,98.

QF-CMV-analyysiohjelmisto laskee ja raportoi nédmé laadunvalvontaparametrit. Jos ylla

mainitut kriteerit eivat tayty, ajo on virheellinen ja testi on tehtéva uudelleen.

Nollastandardin (vihredn laimennusaineen) keskimdardisen optisen tiheyden on oltava
<0,150. Jos keskimaardinen optisen tiheyden arvo on > 0,150 levyjen pesuprosessi on

tarkastettava.
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Tulosten tulkitseminen

QuantiFERON-CMV-tulokset tulkitaan kohdassa Taulukko 2 esitettyjen kriteerien avulla.

Taulukko 2. QuantiFERON-CMV-tulosten tulkinta

Mitogeeni
Nolla miinus nolla
(IU/ml)  CMV miinus nolla (IU/ml)  (IU/ml)* QF-CMV-tulos Raportti/Tulkinta
> 0,20 ja Anti-CMV-immuniteetti havaittu
> 25 prosenttia nolla- Miké tahansa Reaktiivinen!
arvosta
<8,0 . .. . . . . .
>0,5 Ei-reaktiivinen Anti-CMV-immuniteettia El havaittu
<0,20 TAI 0,20 ja <25 ) 4
prosenttia nolla-arvosta <05 Madritamatsnt CMV-vasteen tuloksia ei voida
! méadritellé
> 8,08 Miké tahansa Miké tahansa Madarittamatont itttz el sfie 6I vl

maddritella

* Vasteet mitogeenin positiiviseen vertailuun (ja foisinaan myds CMV-antigeeneihin) ovat usein mikrolevyn lukulaitteen
alueen ulkopuolella. Talla ei ole vaikutusta testituloksiin.

t Silloin, kun sytomegalovirusinfektiota ei epdillé, alustavat positiiviset tulokset voidaan vahvistaa testaamalla
alkuperdiset plasmanéytteet uudelleen toisintoina QF-CMV ELISA -menetelmdlla. Jos toistetun testin yksi tai molemmat
toisinnot ovat positiivisia, henkildn testitulos on katsottava reaktiiviseksi.

* Lue ongelman mahdollisista syistd kohdasta Ongelmien ratkaisu (sivulla 40).

Kliinisissa tutkimuksissa (1) epévarma tulos on todettu kliinisesti merkittavaksi elinsiirtopotilailla, joiden luovuttaja on
CMV-reaktiivinen, mutta mitogeenikontrolli on alle 0,5 IU/ml. Néilla potilailla on suurin riski CMV:n kehittymiseen.

¢ Kiliinisissa tutkimuksissa alle 0,25 prosentilla potilaista oli > 8,0 IU/ml IFN-ytasoja nollakontrollissa.

Huomautus: Mitattua IFN-ytasoa on kdytettava yhdessa kliinisen tilanteen, aikaisempien
sairauksien ja muun diagnostisten arvioinnin kanssa arvioitaessa potilaan immunologista
vastetta CMV-antigeeneille. QF-CMV ei ole CMV-infektiota selvittéva testi, eikd sitd saa
kayttad CMV-infektion poissulkemiseen.
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Rajoitukset

QuantiFERON-CMV-estin tulosten on oltava linjassa kunkin potilaan epidemiologisen

historian, nykyisen ladketieteellisen statuksen ja muiden diagnostisten arvioiden kanssa.
Epaluotettavat tai madrittelemattdmat tulokset voivat johtua seuraavasta:

® poikkeaminen QuantiFERON-CMV ELISA -pakkausselosteessa kuvatusta toimenpiteestd
e liian suuri IFNy-taso kontrolliputkessa

® veringytteen ottamisesta on kulunut yli 16 tuntia ennen inkubointia 37 °C:n lampétilassa.

Odotusarvot

IFN-y:n odotusarvot QuaniFERON-CMV-estille saatiin terveilta tutkittavilta ofettujen 591
naytteen festeistd. 343 ndytteistd oli seropositiivisia ja 248 naytteista oli seronegatiivisia
CMV IgG:lle. CMV-serologinen status oli tuntematon QF-CMV-testin suoritushetkelld. CMV-
seronegatiiivisilta tutkittavilla otetusta 248 testatusta ndytteestd 100 % (248/248) oli ei-
reaktiivisia, ja QF-CMV ELSA tuotti IFN-y-vasteen, joka oli <0,21U/ml CMV-
antigeeniputkessa (nolla-arvo véhennettynd). IFN-y-vasteet CMV-antigeeniputkelle (nolla-arvo

vahennettynd) 343 CMV-seropositiiviselle tutkittavalle on esitetty kuvassa (Kuva 2).
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Kuva 2. QF-CMV IFN-y-vasteiden jakauma (nolla-arvo véhennettynd) terveilld seropositiivisilla tutkittavilla (n = 343).

Mitogeenin  IFN-y-vasteiden jakauma (nolla-arvo vdhennettynd) madritettiin  terveilta
tutkittavilla otetun 733 ndytteen avulla QF-CMV ELISA -testia kaytden riippumatta CMV IgG -
serologiasta (Kuva 3). Mitogeenin (nolla-arvo vdhennettynd) tulos, joka on alle 0,5 IU/ml
osoitfaa joko testin epdonnistuneen tai tutkittavan olevan immuunipuutteinen. Terveessd

vaestdssa vain 2 tulosta 733:n joukosta osuu tahdn luokkaan.
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Kuva 3. Mitogeeni-IFN-y-vasteiden jakauma (nolla-arvo véhennettynd) terveilla tutkittavilla (n = 733).

Nollavertailuputkien  IFN-y-vasteiden jokauma mdadritettiin - terveiltd  tutkittavilta  otetun
1 020 naytteen avulla QF-CMV ELISA -festic kayttden riippumatta CMV IgG -serologiasta
(Kuva 4).
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Kuva 4. Nolla-arvojen IFN-y-vasteiden jakauma terveilla tutkittavilla (n = 1 020) ilmaistuna prosentuaalisena osuutena
potilasryhméstd.
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Suorituskykyominaisuudet

Kliininen suorittaminen

Testikynnys ennen CMV-dltistusta QF-CMV-estia kayttamalla on madritelty seuraavan
tulosanalyysin perusteella terveiden potilaiden ryhmasta (n = 223), jossa QF-CMV-tuloksia
verrattiin CMV IgG -serologisiin tuloksiin. A ROC -analyysi madritti testin raja-arvoksi 0,04
IU/ml (nolla-arvo vahennettynd), asetti optimaaliset positiiviset ja negatiiviset oletusarvot QF-
CMV:llle (kéyrén alapuolinen alue = 0,9679 [95 %:n Cl: 0,9442-0,9915, p<0,0001]), ja
ndin esitti raja-arvon, jolla t&ma festi toimi kayttotarkoituksensa mukaisesti kaikkein

tehokkaimmin tervettd populaatiota testatessa.

QF-CMV-suoritustasoa verrattiin SeraQuest™ CMV IgG -serologiatestiin (Quest International).
QF-CMV-esti osoitti 95 %:n (294/310 henkilén) yhtapitavyyden CMV IgG -serologiatestiin
terveilld potilailla, joista kukaan 149 seronegatiivisesta luovuttajasta ei osoittanut mitédn
reaktiivisuutta  QF-CMV-testissd. 145 seropositiivista luovuttajaa 161 luovuttajan  joukosta
antoi reaktiivisen QF-CMV-vasteen. Yleisesti ottaen positiivinen yhtapitavyys oli 90 %
negatiivisen yhtdpitavyyden arvon ollessa 100 %. Yhtapitévyystaso terveilld potilailla
QF-CMV-vasteiden ja CMV IgG -serologisen statuksen vdlilld on esitetty oheisessa

taulukossa, Taulukko 3.

Taulukko 3. Yhtépitévyys QuantiFERON-CMV- ja CMV IgG-serologiatestien vililla terveilla tutkittavilla

CMV-serologia
Positiivinen  Negatiivinen Yhteensd
Reaktiivinen 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Ei-reaktiivinen 16 149 165 (53,2%)
Yhteens& 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)

29 QuantiFERON-CMYV ELISA Pakkausseloste 02/2018



Testin kynnysarvot

Suositeltu kliininen testiarvo talle testille on 0,2 IU/ml CMV-antigeeniputkessa (nolla-arvo

vahennettynd), vaikka eri kynnyksié voidaan validoida eri kliinisiin ympd@ristaihin.

Kliiniset tutkimukset

Koska sytomegalovirusinfektion vahvistamisesta tai poissulkemisesta ei ole olemassa tarkkaa
standardia, QF-CMV-sensitiivisyyttd ja spesifisyyttd ei voida kdytdnndssd arvioida. QF-CMV-
testin sensitiivisyyttd ja spesifisyytta likimadrdistettiin arvioimalla yhtépitavyytta terveilla

potilailla mitatun QF-CMV-vasteen ja CMV Ig -serologisen statuksen valilla.

QF-CMV-estin spesifisyys likimaardistettiin arvioimalla virheellisten positiivisten maaraé (QF-
CMV-+estin reaktiivinen vaste) terveilld potilailla, joilla ei ole todettu aiempaa CMV-altistusta
(CMV IgG -seronegatiiviset potilaat). Sensitiivisyys likimaardistettiin arvioimalla QF-CMV-
vastetta terveilld potilailla, joiden kohdalla oli todisteita aiemmasta CMV-altistuksesta
(CMV IgG -seropositiiviset henkildt). QF-CMV hyddyntdaa suurta CMV-spesifisten epitooppien
ma&drad eri CMV-proteiineista ja tarjoaa ndin laajan kattavuuden potilasryhmastd, joilla on
erilaisia  HLA-uokan | haplotyyppeja (noin 98 % potilasryhmastd). Koska CMV-
serologiatestattujen HLA-haplotyyppeija ei ollut tiedossa, pienen prosentin seropositiivisista

henkilsisté odotetaan jaévan ilman vastetta QF-CMV-verindyteputkissa.
Spesifisyys

Tutkimuksessa, jossa tarkasteltiin terveiltd tutkittavilta otettua 591 naytettd, QF-CMV-testissa
ei ilmennyt virheellisia positiivisia tuloksia tutkittavilla, jotka oli todettu CMV IgG -
seropositiivisiksi tarkasteltaessa 248/248 naytettd, jotka oli todettu ei-reaktiivisiksi QF-CMV
ELISA destissd ja negatiivisiksi CMV IgG -serologiatestissd. Tastd syystd QF-CMV-estissé

saatujen tulosten ja CMV IgG -serologiatestissa saatujen tulosten yhdenmukaisuus oli 100 %.
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Kaikissa muissa spesifisyysarvioissa, jotka tehtiin elinsiirtopotilailla (1-8), hematopoieettisen
kantasolusiirron saaneilla potilailla (9,10) ja HIV-potilailla (11), yhtenevdisyys QF-CMV-
testilla ja CMV IgG -testilla saatujen tulosten vdlilla oli myds 100 %.

Herkkyys

Tutkimuksessa, jossa tarkasteltiin 343 naytetta, jotka oli otettu CMV IgG -seropositiivisiksi
todetuilta terveiltd tutkittavilta, tarkasteltaessa yhtenevdisyytta QF-CMV-testissa ja CMV IgG -
serologiatestissd saatujen vasteiden vdlilla tuloksena oli 80,5 %, 276/343 naytteesta
osoiftautui  QF-CMV-estissa  reaktiiviseksi ja  CMV IgG -serologiatestissd  positiiviseksi.
Havaittu eroavaisuus saattaa johtua védrdstd positiivisesta CMV-serologiasta tai siitd, ettd

potilailla ei havaittu vastetta HLAtyypeille.

Sensitiivisyyden yhtapitdvyyden arviointi tehtiin elinsiirtopotilailla (1-8), hematopoieettisen
kantasolusiirron  saaneilla pofilailla (9, 10) ja HIV-positiivisilla  potilailla (11). Havaittu
eroavaisuus saattaa johtua vadrdsta positiivisesta CMV-serologiasta, tai siitd, ettd henkilsilla
ei havaittu vastetta HLA-tyypeille tai reaktiivisten T-solujen puuttumisesta nailla potilailla

heiddn immuunivajeensa vuoksi.
Kliinista kaytettavyytta valottavat tutkimukset

Sekd CMV IgG serologia eftd QF-CMV ilmoittavat  kayttétarkoituksensa  olevan  CMV-
immuniteetin havaitseminen. Kudossiirroissa CMV-serologia on laajalti kaytetty ennen siirtoa
kartoitettaessa potilaan CMV-komplikaatioiden riskia siirron jdlkeen, mutta sen arvo on
rajallinen kudossiirtojen jalkeen. QF-CMV:lla voidaan testata myds kudossiirtojen saajat
arvioitaessa  CMV-immuunitasoa potilailla, jotka ovat vaarassa saada oireellisen CMV-

infektion ja/tai taudin immuunivajeensa vuoksi (12-15).

QuantiFERON-CMV:n teho on osoitettu useissa eri ikdluokkia koskevissa kliinisissa
tutkimuksissa (1-11, 15, 16).
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Laajassa tutkimuksessa, jossa tarkasteltin 108 elinsiirtopotilasta (4), havaittiin, ettd niiden
potilaiden, joiden kohdalla QF-CMV-tulos oli reaktiivinen anti-CMV-profylaksian paatteeksi,
mydhemmin esiintyneiden CMV-tapausten maara oli merkittavasti pienempi (3,3 % tai 1/30;
kaytettcessa kynnysarvoa 0,2 IU/ml) verrattuna henkilihin, joiden QF-CMV-tulos oli ei-
reaktiivinen (21,8 % tai 17/78, p = 0,044) (Kuva 5).

®
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Kuva 5. Myshemmin ilmenneiden CMV-tautien méérd potilailla, joiden QuantiFERON-CMV-tulos oli reaktiivinen vs. ei-
reaktiiviset QuantiFERON-CMV-tulokset profylaksian pédtteeksi. Taustatiedot teoksessa Kumar et al. (4).
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Lisdksi CMV-seronegatiiviselta luovuttajalta eli (D+/R-) siirteen saaneilla potilailla, joiden QF-
CMV+esti oli reaktiivinen profylaksian pdaatteeksi, jaivat ilman CMV-autia useammin ja
pidempaan. Tama osoittaq, ettd QF-CMV soveltuu myds niiden potilaiden tunnistamiseen,

jotka ovat vaarassa saada CMV-audin my8hemmin.

Taméa tutkimus osoitti myds, ettd siirranndispotilaiden ryhméssé suurimmassa CMV-taudin
riskiryhmdssé (D+/R-) reaktiiviseen tulokseen koska tahansa profylaksian jélkeen liittyi

suurempi mahdollisuus olla saamatta CMV-tautia.

Tutkimuksessa, joka kattoi 37 elinsiirtopotilasta (6), arvio CMV-spesifisista  CD8*
T-soluvasteista QF-CMV:lla mydtavaikutti spontaaniin virusten poistumisen ennustamiseen
verrattuna CMV-taudin efenemiseen ja CMV-virusten mydhdisempddn esiintymiseen veressd.
Tassa tutkimuksessa 24/26 potilaalla (92,3 %), joiden QF-CMV-ulos oli reaktiivinen
(kaytettcessa kynnysarvoa [FNwy > 0,2 IU/ml), CMV-virukset poistuivat, ja vain 5/11

(45,5 %) potilaista, joiden QF-CMV-tulos oli ei-reaktiivinen, saivat saman tuloksen.

Tutkimus, jossa 67 keuhkosiirrepotilaalla arvioitiin - CMV-virustartuntojen maé&réa  siirteen
idlkeen (7), havaittiin et 18/25 (72 %) CMV-virustartuntaa edelsi ei-reaktiivinen QF-CMV-
tulos vs. 4/16 (25 %) tapausta, joita edelsi reaktiivinen QF-CMV-vaste (Fisherin eksakti testi,
p = 0,0046, Kuva 6).
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Kuva 6. Tilastollinen CMV-spesifinen CD8* T -soluvasteen analyysi QuantiFERON-CMV:n tunnistamana ja CMV-
viruskannan kehitys (Fisherin eksakti testi, p = 0,0046). Taustatiedot teoksessa Weseslindtner et al (7).

Laajassa monikeskustutkimuksessa, jonka otanta oli 127 CMV-seropositiivisilta luovuttaijilta
elinsiioja  saanutta  CMV-seronegatiivista elinsiirtopotilasta (8), joista  kaikki  saivat
viruksentorjuntahoitoa, potilailla, joiden QF-CMV-ulos oli  reaktiivinen  (kayttamalla
0,1 IU/ml:n testikynnysarvoa) jokaisessa aikapisteessé CMV-viruksentorjuntahoidon jalkeen,
myShemmin esiintyneiden tautien maard oli merkittavasti pienempi 12 kuukautta siirteen
jdlkeen (6,4 %) verrattuna niihin, joiden QF-CMV-tulos oli ei-reaktiivinen (22,2 %) tai
md&adrittelematon (58,3 %, p < 0,001). Luokiteltaessa madrittamattomia vasteita, jotka myds
katsoftiin “ei-reaktiivisiksi”, mydhemmin esiintyneiden CMV-tapausten mé&éard oli 6,4 % vs.
26,8 %, p =0,024. Positiiviset ja negatiiviset ennakoivat QF-CMV-arvot, jotka suojasivat
CMV-audilta, olivat 0,90 (95 % CI 0,74-0,98) ja 0,27 (95 % ClI 0,18-0,37). Tama
tutkimus osoitti, ettd QF-CMV saattaa olla hyddyllinen ennustettaessa potilaan alhaista,

keskimd@draista tai suurta riskic saada CMV-tauti profylaksian jalkeen.
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Ennakoivassa tutkimuksessa otanta oli 55 elinsiirtopotilasta (8), jossa suhde ennen siirrettd
saatujen QF-CMV-tulosten ja siirteen jdlkeen todettujen CMV-tapausten vélilla analysoitiin,
todettiin, ettd suurempi CMV-esiintyvyys havaittiin CMV-seropositiivisilla potilailla, joiden
ennen siitoa antama QF-CMV-vaste (7/14 tai 50 %) oli eireaktiivinen (kdytettGessd
kynnysarvoa 0,2 IU/ml) verrattuna niihin CMV-seropositiivisiin potilaisiin, joiden QF-CMV-
vaste ennen siirtoa oli reaktiivinen (4/30 tai 13,3 %, p = 0,021).

Tutkimuksessa havaittiin, eftd potilaat, joilla ennen siirrettd QF-CMV-vaste oli ei-reaktiivinen
ja jotka olivat saaneet elimen CMV-seropositiiviselta luovuttajalta, oli kymmenkertainen riski
saada CMV-auti verrattuna potilaisiin, joiden QF-CMV-vaste oli ennen siirtoa reaktiivinen
(mukautettu TAI 10,49, 95 % Cl 1,88-58,46). Nain ollen ennen siirtoa tehty QF-CMV-testi
saattaa olla hyddyllinen ennustettaessa riskia saada CMV-auti siirron jdlkeen, mika

mahdollistaa CMV-infektion hallinnan elinsiirron jalkeen.

Monia muita tutkimuksia CMV-spesifisen CD8* T -soluvasteen tunnistamisesta QF-CMV:lla
elinsiirtopotilaiden ryhmassa on tehty (2, 3, 5, 9, 10, 15, 16) tai niitd ollaan tekemdssa eri

puolilla maailmaa.
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Kansainvdliset ohjeet elinsiirtopotilaiden sytomegaloviruksen hoidosta

CMV-spesifisen immuunivalvonnan merkitys on tunnistettu, ja aiheesta on annettu julkaisu
Updated International Consensus Guidelines on the Management of Cytomegalovirus in
Solid  Organ Transplantation  (Pdivitetyt  kansainvaliset  ohjeet  elinsiirfopotilaiden
sytomegaloviruksen hoidosta) (12). Néma kansainvéliset ohjeet, jotka ovat CMV- ja
elinsiirtoasiantuntijaryhmén Infectious Diseases Section of The Transplantation Society -
yhdistyksen valvonnan alaisuudessa laatimat, edustavat asiantuntijamielipiteiden pohijalta
laadittuja yhteisid ohjeita CMV-valvonnassa diagnostiikka, immunologia, ehkaisy ja hoito

mukaan lukien.

Ohieissa todetaan, ettd “immuniteetin valvonta CMV-spesifisen T-soluvasteen osalta saattaa
ennustaa  CMV-riskiryhmét elinsiirron jalkeen, jo se saattaa olla hy&dyllinen tydkalu

profylaksian ja ennakoivan hoidon kohdalla” (12).
Lisgksi ohjeissa annetaan suosituksia immuunivasteen testauksesta, johon kuuluu:

e kyky arvioida elinsiirtopotilaan CD4* ja CD8* T -solujen madréa ja toimintaa
e kyky mitata IFN+y-arvoa

® yksinkertainen suorittaa, edullinen ja toistettava

® nopea vastaus.

e Naytteiden lghettéminen erikoislaboratorioihin on helppoa.

QF-CMV vastaa kéyténnéssa kaikkia ohjeissa madriteltyja kriteereitd, ja se on ainoa
standardoitu immuniteetin valvontatesti, joka pystyy tunnistamaan IFN-y:n, joka viittaa
erityisesti CMV:hen.
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Testin suoritusarvot

QF-CMV ELISA -estissa kaytetddn ihmisen rekombinanttigammainterferonistandardia (IFN-y
standardi),  jonka  madrittely on  tehty  referenssi  IFN-y-valmistetta  vasten
(NIH Ref: Gxg01-902-535). Testingytteitd koskevat tulokset on raportoitu kansainvédlising
yksikaina (International Units, IU) suhteessa testisarjan mukana toimitetusta sekundaarisesta

standardista valmistetun testilivoksen avulla laadittuun standardisuoraan.

Heterofiilisten vasta-aineiden (esim. neutraloivien vasta-aineiden) esiintymisen seerumissa tai
plasmassa tiedetadn ftietyilld  yksildilla aiheuttavan  hgirisitd  immunomadrityksessa.
Heterofiilisten vasta-aineiden vaikutus QF-CMV ELISA -testissé voidaan minimoida lisaéamalla
vihredan  laimennuslivokseen  normaclia  hiiriseerumia  ja  kayttamalla  F(ab’)2 -

monoklonaalista vasta-ainevalmistetta IFN-y-vasta-aineena, jolla levyn kuopat padllystetécn.

QF-CMV ELISAtestin tunnistusraja on 0,065 1U/ml, eiké testi ole osoittanut merkkejé suurten
annosten  (protsooni)  vaikutuksesta  IFN-y-pitoisuuteen 10 000 IU/millilitraan  asti.
Tutkimuksissa on osoitettu, ettt QF-CMV ELISA -vasta-aineet eivat reagoi ristiin testattujen
sytokiinien kanssa (kuten IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 ja IL12).

QF-CMV ELISA:n lineaarisuus on todistettu asettamalla ELISA-levylle sattumanvaraisesti viisi
toisintoa 11 plasmapoolista, joiden IFNy-pitoisuus tunnetaan. Lineaarisessa regressiolinjassa
on 1,002 = 0,011 pudotus, ja korrelaatiokerroin on 0,99 (kuva 7).
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Kuva 7. QF-CMV ELISAn lineaarisuusprofiili médriteltiin testaamalla viisi plasmandytetté 11 joukosta, joiden IFN-
pitoisuus oli tiedossa.

QF-CMV ELISA -estin toistettavuus arvioitiin testaamalla 20 plasmandytettd, joiden IFN-y-
pitoisuus vaihteli (kolme naytettd, kolme laboratoriota, kolme ei-perdkkaista paivaa ja kolme
tekijad). Jokainen néyte testattiin 27 kertaa yhdeksdssé riippumattomassa testiajossa. Erds
ndytteistd oli nollakontrolli, ja sen laskennallinen IFN+y -pitoisuus oli 0,08 (9?5 % Cl 0,07-
0,09) IU/ml. Muiden 19 plasmanéaytteen pitoisuudet olivat vélilla 0,33 (95 %:n Cl 0,31-
0,34) - 7,7 IU/ml (95 %:n Cl 7,48-7,92).

Ergkohtaisessa tai sisdisessd toistettavuudessa  arvioitiin  jokaisen testiplasman %CV-
keskiarvoksi, joka sisdlsi IFN-y:n, jokaiselta levyerdlta (n = 9) valilla 4,1-9,1 %CV. Eréan
keskiarvo %CV (£ 95 % Cl) oli 6,6 + 0,6 %. Nolla IFN-y-plasman keskiarvo oli 14,1 %CV.

Kokonais- tai madritysten valinen toistettavuus madriteltiin vertaamalla 27 laskettua IFN-y-
pitoisuutta jokaisesta plasmandytteesta vdlilla 6,6-12,3 %CV. Kokonaiskeskiarvo %CV
(£95%Cl) oli 8,7 %=0,7%. Nolla IFN+-plasman keskiarvo oli 26,1 %CV. Tats
vaihtelutasoa voidaan odottaa, koska laskettu IFN+y-pitoisuus on pieni ja vaihtelu alhaisen

arvion ympdrillé on suurempi kuin suuremmissa pitoisuuksissa.
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Teknisid tietoja
Madrittamattomat tulokset

Maérittelemattdmat tulokset saattavat liittyd testattavan henkilén immuniteettistatukseen, mutta

se voi johtua myds teknisista tekijdista:

® inkubointi 37 °C:ssa on tapahtunut mydhemmin kuin 16 tuntia ndytteenotosta
® Verindytteen sdilyttdminen suositusalueen (22 + 5 °C) ulkopuolella
e Veringyteputkien sekoittaminen on riittdmé&ténta

e ELISAlevyd ei ole pesty kyllin huolellisesti.

Jos verindytteen oftamisessa tai kdsittelyssa epdillaén teknisia ongelmia, tee koko QF-CMV-
testi uudestaan uusilla néytteilld. Stimuloitujen plasmojen ELISA4estin toistaminen voidaan
tehdd aina, jos epdillaan toimenpidepoikkeamaa ELISAtestissd. Madrittamaton  tulos
(alhaisesta mitogeeniarvosta) ei todenndkdisesti muutu toiston jdlkeen, ellei ELISA-estin

aikana tapahtunut virhettd.
Hyytyneet plasmandytteet

Jos plasmandytteita kauan sdilytettdessd syntyy fibriinihyytymid, néytteet on lingottava

hyytyneen aineksen saostamiseksi ja plasman pipetoinnin helpottamiseksi.
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Ongelmien ratkaisu

Témé& ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja

on myds seuraavassa osoifteessa olevissa teknisissa tiedoissa: www.QuantiFERON.com.

Katso yhteystiedot takakannesta.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Standardien lukemien alhainen optinen tiheys

a)

b)

<)

d)

o)

Epémé&drdinen vérin kehittyminen

a)

b)

<)

Standardin laimennusvirhe
Pipetointivirhe
Inkubointilampétila on liian

matala

Inkubointiaika on liian lyhyt

On kaytetty virheellista levyn
lukulaitteen suodatinta

Reagenssit ovat liian kylmia
Sarjan/komponenttien

viimeinen kayttopaivamaara
on umpeutunut

Levy ei ole tdysin pesty

ELISAkuoppien
ristikontaminaatio

Sarja/komponentit ovat
vanhentuneet

Varmista, ettd standardisarjan livokset valmistetaan oikein QF-CMV
ELISA -pakkausselosteen mukaisesti.

Varmista, ettd pipetit on kalibroitu ja niitd kdytetdan valmistajan ohjeiden
mukaan.

ELISAestin inkubointi on suoritettava huoneenlémpétilassa (22 + 5 °C).

Konjugaatin, standardit ja naytteet sisaltavan levyn inkubointiajan on oltava
120 + 5 minuuttia. Entsyymi-substraattilivosta inkuboidaan levyssa
30 minuutin ajan.

Levy on luettava 450 nm:n suodattimella, ja referenssisuodattimen on oltava

620-650 nm.

Kaikki reagenssit lukuun ottamatta konjugaatti 100x -iiviste -reagenssia on
tuotava huoneenldmpddn ennen festin aloittamista. Se vie noin 1 tunnin.

Varmista, eftd sarja kéytetddn ennen viimeista kdyttdpdivad. Varmista, ettd
standardi ja konjugaatti 100x -iiviste kaytetdén 3 kuukauden kuluessa
uudelleenlivotuspéivémadrdstd.

Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa vahintaan 6 kertaa. Kaytettavan
pesimen mukaan saatetaan tarvita enemman kuin é pesujaksoa. Jokaisen
pesujakson vilissd on suoritettava véhintaén 5 sekunnin livotusjakso.

Pipetoinnissa ja ndytteen sekoituksessa on oltava huolellinen riskin
vahentdmiseksi minimiin.

Varmista, ettd sarja kéytetddn ennen viimeisté kéyttopdivad. Varmista, ettd
standardi ja konjugaatti 100x iiviste kdytetdén 3 kuukauden kuluessa
uvudelleenlivotuspaivamadrdsta.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

d) Entsyymisubstraattilivos on Heitd substraatti pois, jos sinistd vérid on havaittavissa. Varmista, ettd
kontaminoitunut. kaytdssa olevat reagenssisdilict ovat puhtaat.

e) Plasma on sekoittunut Varmista, eftd plasmandytteet kerataan huolellisesti ylla olevasta geelistd
sentrifugiputkissa ennen ilman pipetin yl3s ja alas suuntautuvaa liikettd, ja huolehdi siitd, ettd et koske
keraé@mista geelin pinnalla olevaan materiaaliin.

Korkea tausta
a) Levy ei ole féysin pesty Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa véhintaén 6 kertaa. Kaytettévén
pesimen mukaan saatetaan farvita enemmén kuin 6 pesujaksoa. Jokaisen

pesujakson vélissa on suoritettava véhintaén 5 sekunnin livotusjakso.

b) Inkubointilédmpétila on liian  ELISA-estin inkubointi on suoritettava huoneenlémpétilassa (22 = 5 °C).

korkea
c) Sarja/komponentit ovat Varmista, eftd sarja kéytetddn ennen viimeista kayttopdivad. Varmista, ettd
vanhentuneet standardi ja konjugaatti 100x -iiviste kaytetddn 3 kuukauden kuluessa
uvudelleenlivotuspaivamadrdsta.
d) Entsyymisubstraattilivos on Heitd substraatti pois, jos sinistd vérid on havaittavissa. Varmista, ettd
kontaminoitunut. kaytsssa olevat reagenssisdilict ovat puhtaat.

Epdlineaarinen standardisuora ja rinnakkaisotoksen vaihtelu

a) Levy ei ole féysin pesty Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa véhintaén 6 kertaa. Kaytettévan
pesimen mukaan saatetaan farvita enemmén kuin 6 pesujaksoa. Jokaisen
pesujakson vélissa on suoritettava véhintaén 5 sekunnin livotusjakso.

b) Standardin livotusvirhe Varmista, ettd standardisarjan laimennukset on tehty oikein tGman
pakkausselosteen ohjeiden mukaan.

c) Huono sekoitus Sekoita reagenssit huolellisesti kaantelemalla putkia tai pydrayttamalla niita
kevyesti ennen niiden lisaamistd levylle.

d) Epdjohdonmukainen Néytteen ja standardin lisGéminen on suoritettava yhtdjaksoisesti. Kaikki
pipetointitekniikka tai reagenssit on valmistettava ennen festin aloittamista.
keskeytys testin
suorituksessa

Tuotetiedot ja tekniset oppaat ovat saatavilla veloituksetta QIAGEN-yhtilta jalleenmyyijdn

valityksellé tai vierailemalla osoitteessa www.QuantiFERON.com.
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Merkinnat

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:
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Diagnostinen in vitro -ladkintdlaite
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Lampatilarajoitus
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Katso kayttéohjeet

Valmistaja

Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisdssd
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tukemme sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroomme 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd
johonkin  QIAGENin teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa

www.giagen.com).
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ELISA-testimenetelmd lyhyesti

Vaihe 1: Veren inkubointi

1. Ota potilaalta verindyte ja ravista putkia vélitémasti niiden tayton
jalkeen kymmenen (10) kertaa juuri sen verran, ettd putken koko
sisGipinta on veren peitossa niin, ettd putken seingmillé olevat

antigeenit pddsevat liukenemaan vereen.

2. Inkuboi putkia pystyasennossa 37 °C £ 1 °C:n lampétilassa 16—
24 tuntia.

3. Inkuboinnin jélkeen putkia lingotaan 15 minuuttia 2 000 —
3 000 RCF (g) plasman erottamiseksi punasoluista.

4. Kun linkous on tehty, varo pipetin ylos ja alas suuntautuvaa liiketta
tai plasman sekoittumista milldén tavoin ennen sen talteenottoa. Varo

aina rikkomasta geelin pinnalla olevaa materiaalia.

Vaihe 2: IFN-y ELISA

1. Anna ELISAkomponenttien Conjugate 100x Concentrate
(konjugaatti 100x iivistettd lukuun oftamatta) tasaantua

huoneenlampéon vahintaan 60 minuuttia.

2. Sekoita standardi ja 8,0 IU/ml tislattua tai deionisoitua vetta.

Valmista neljé (4) laimennettua standardia.

AN

V.

1:@
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3. Sekoita kylméakuivattu konjugaatti 100x iiviste seka tislattu tai

deionisoitu vesi.

4. Valmista kayttdpitoinen livos konjugaattia vihredén ////

laimennuslivokseen ja lisaa sita 50 pl kaikkiin kuoppiin.

5. Lisaa 50 pl testiplasmandytettd ja 50 pl standardia asianomaisiin ////
kuoppiin. Sekoita kayttamalla ravistelijaa. [_l I_l L L

6. Inkuboi 120 minuuttia huoneenlampétilassa.

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

8. Lisad 100 pl entsyymisubstraattilivosta kuoppiin. Sekoita kayttamalla ////

ravistelijaa. [_I I_l L

9. Inkuboi 30 minuuttia huoneenlampétilassa. /D
0:30

10.Lisaa 50 pl entsyyminpysaytyslivosta kuoppiin. Sekoita kayttamalla ////

ravistelijaa. [_l L
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11.Lue tulos 450 nm:n suodattimella ja 620-650 nm:n

referenssisuodattimella.

12.Analysoi tulokset.
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Kasikirjan muutoshistoria

Asiakirja Muutokset Paivéimadra

L1075110R5 Lisatty rikkingisia pulloja koskevia turvallisuustietoja Helmikuu 2018
Paivitykset taulukkoon 2, QF-CMV-tulosten tulkinta, sivu 25.

L1075110-RS Paivitetty GHS-tietoja, sivu 11 Helmikuu 2018
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Tama sivu on tarkoituksella jatetty tyhjdksi.
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Tama sivu on tarkoituksella jatetty tyhjdksi.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoff® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™ (Quest
International, Inc.).

QuantiFERON-CMV ELISA -testin rajoitettu lisenssisopimus
Tamdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuotetta saa kéyttad ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja témén késikirjan mukaisesti sekd ainoastaan paneelin siséltémien osien kanssa.
QIAGEN ei myénn& immateriaaliomaisuutensa lisenssid tarkoitukseen kéyttad tai liittéd tamén paneelin sisaltémié osia muiden osien kanssa, jotka eivét sisélly tahan
paneeliin lukuun oftamatta osia, jotka kuvataan tuotteen mukana toimitetuissa protokollissa, tdssd kasikirjassa ja muissa protokollissa, jotka ovat saatavana osoitteessa
www.giagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttgjien toisille QIAGENkéyttjille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseisté materiaalia.
QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

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

3. Téma paneeli ja sen osat on lisensoitu kertakéyttédn, ja niiden uudelleenkéyttd, ke inen tai edell ynti ovat kiellettyjé.

4. QIAGEN kiista& nimenomaisesti kaikki kayttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole téssé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Paneelin ostaja tai kdyttéja suostuu siihen, ettei héin suorita tai anna muiden suormaa toimenpiteitd, jotka vowswa? johtaa edelld mainittuihin kiellettyihin tapahtumiin
tai edesauttaa niiden syntymistd. QIAGEN saattaa vedota t&mén rajoitetun | pimuksen kieltoihin i QIAGEN peru kulkkl tutkinta- |u oikeuskulut

asianajajan palkkiot mukaan lukien, jotka aiheutuvat témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sen henkisté i koskevien oik \
paneelin ja/tai sen osien osalta.

Katso pdivitetyt kéyttéoikeusehdot osoitteesta www.giagen.com.
Feb-18 © 2018 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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