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Sihtotstarve

QuantiFERON Monitor (QFM) analuus on in vitro diagnostiline test, mis
on mdeldud rakulise immuunfunktsiooni tuvastamiseks plasma gamma-
interferooni (IFN-y) abil, analltsides enstim-immuunsorptsioonimeetodil
(ELISA) kaasasundinud ja omandatud immuunvastuse stimulantidega
inkubeeritud hepariniseeritud taisverd. Analuusi kasutatakse rakulise
immuunvastuse tuvastamiseks soliidorganite transplantatsiooni labi teinud
immuunsupresseeritud isikutel.

QFM on mdeldud kasutamiseks koos riskianaliusiga ja muude meditsiiniliste
ja diagnostiliste hindamistega.

Testi ulevaade ja selgitus

Immuunpuudulikkust iseloomustab efektiivse immuunvastuse moodustamise
vOime vahenemine. Immuunvastuse hairumine vai puudumine voib olla tingitud
primaarsest vdi omandatud (sekundaarsest) immuunpuudulikkusest (1).

Primaarne immuunpuudulikkus on geneetiliselt edasi kanduv ja seda
iseloomustab omandatud véi kaasasundinud immuunsuse kindlate
komponentide puudulikkus (1). Enamasti on immuunpuudulikkus aga
omandatud (sekundaarne) ja seda voivad tekitada patogeenid, ravimid
(nt elundi siirdamise jarel kasutatav immunosupressiivne ravi), haigussei-
sundid (nt vahk, sh leukeemia ja lumfoom) vdi keskkonnas leiduvad
saasteained (1).

Immuunpuudulikkuse molekulaarsed ilmingud on vaga mitmekesised; siiski on
just rakulisel immuunsusel vétmeroll paljude kliiniliste nahtude tekkes. Hetkel
séltub immuunpuudulikkuse sundroomide diagnostika ja ravi sundroomi
pdhjusest (2, 3).

Naiteks soliidorganite transplantatsiooni (SOT) labinud ja immunosupressante
saavate isikute rakulise immuunsuse jalgimises on tavaparane spetsiifiline
ravi. Uuritava immuunvastust méddetakse uldiselt ravimite farmakoloogiliste
kontsentratsioonide jalgimise abil ja siiriku kliinilisel/patoloogilisel hinda-

misel (2, 3).

Mitmesugused T-rakkude funktsioonide testid méddavad rakulist immuunsust
mitogeenide (nt fUtohemaglutiniin (PHA)), Phytolacca Americana mitogeenid
ja konkavaiin A (ConA) suhtes; kuid need méddavad vaid T-rakkude funktsio-
naalset vdimekust, kusjuures T-rakud on vaid uks rakkude alamhulk, mis on
seotud rakulise immuunsusega. On jarjest iimsem, et kaasasundinud
immuunmehhanismid on suunatud suurel maaral peremeesorganismi kaitsele,
kas toimides Uksi voi tdhustades T-rakkude spetsiifilisi vastuseid. Seetbttu
annavad kaasasundinud immuunsust esitavate rakkude (loomulikud
tapjarakud [NK]) ja omandatud immuunsust esitavate rakkude (T-rakud)
funktsionaalsed vastused Uheskoos taielikuma Ulevaate rakulisest immuun-
susest (2, 3).
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QFM on in vitro diagnostiline test, mis kasutab kombinatsiooni stimulantidest
(LyoSphere™ pelletitena), mis stimuleerivad spetsiifiliselt erinevaid rakutiitipe,
mis maaravad nii kaasasundinud kui omandatud immuunsuse. Isiku immuun-
susteemi funktsionaalset olekut hinnatakse, mdotes vastust kaasasundinud ja
omandatud immuunsuse stimulatsioonile, milleks kasutatakse vastavalt Toll
Like retseptorite (TLR) ja T-rakkude retseptorite (TCR) agoniste. Interferoon-
gamma (IFN-y) tuvastamine ELISA-meetodil annab rakulise immuunsuse
funktsiooni kohta nii kvalitatiivse kui kvantitatiivse tulemuse.

Analuusi pohimotted

QFM-anallusis kasutatakse liofiliseeritud stimulante (QFM LyoSpheres™),
mis lisatakse hepariniseeritud taisverele. Vereproove inkubeeritakse
16—24 tundi. Seejarel eraldatakse verest plasma ning uuritakse, kas

selles leidub IFN-y, mis moodustus vastusena stimulantidele.

QFM-anallus viiakse labi etapiviisiliselt. Esiteks kogutakse taisveri QFM-
verevotukatsutisse. Seejarel lisatakse katsutisse QFM LyoSphere, mida
seejarel inkubeeritakse niipea kui voimalik ja 8 tunni jooksul alates proovi
votmisest temperatuuril 37 °C. 16- kuni 24-tunnise inkubatsiooniperioodi jarel
katsutid tsentrifuugitakse, plasma eemaldatakse ja IFN-y (Uhikuks rahvus-
vahelist Ghikut milliliitris: RU/ml) hulk md6detakse ELISA-meetodil ning
tulemust vorreldakse mitmesuguste oodatavate vaartustega, andes ulevaate
uuritava immuunvastusest.

QFM on analtus, mis annab immuunfunktsiooni kohta nii kvalitatiivse kui
kvantitatiivse tulemuse. QFM-i tulemused ei pruugi immunosupressiooni
kvantitatiivselt naidata.

IFN-y hulk plasmaproovides vdib sageli Uletada enamiku ELISA-analtusi
riiderite Ulempiiri, isegi siis, kui isikute immunosupressioon on méddukas.
Soovitatav on plasmaproovid lahjendada vahekorras 1:10 ja/v6i 1:100 lahustis
Green Diluent ja analuusida ELISA-meetodil koos lahjendamata plasmaga.

Markus. QFM-anallusi lavi vdib varieeruda soltuvalt isiku
immunosupressiooni maarast ja siiriku omadustest.

QFM-i tulemuste tdlgendamise kokkuvdte on toodud pakendi infolehe jaotises
» 1 ulemuste télgendamine” Ik 23.
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Analluusimiseks kuluv aeg

QFM-anallusi tegemiseks kuluva aja kohta on umbkaudne hinnang antud
allpool. Naidatud on ka testimiseks kuluvat aega, kui proove on mitu.

Verekatsutite inkubeerimine temperatuuril 37 °C: 16 kuni 24 tundi

EnsuUm-immunosorptsiooni analuus:
umbes 3 tundi Uhe ELISA plaadi kohta
(kuni 88 proovi)

< 1 tund t66aega
Lisaks 10—15 minutit iga lisaplaadi kohta

Komponendid ja sailitamine

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalooginr 0650-0701
Preparaatide arv 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 viaali
QuantiFERON Monitor LyoSpheres infoleht 1

QuantiFERON Monitor verevotukatsuteid

Katalooginr 0650-0101
Preparaatide arv 100
QuantiFERON Monitor verekogumiskatsutid 100 katsutit

(valge kork, valge réngas)

QuantiFERON Monitor-verevotukatsutite infoleht 1
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Komplekti QuantiFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA Kahest plaadist

komponendid koosnev ELISA
komplekt
Katalooginr 0650-0201
Mikroplaadiribad, 12 x 8 slvendiga 2 komplekti
(kaetud anti-humaanse IFN-y monoklonaalse 12 x 8 suvendiga
antikehaga (hiir)) mikroplaadiriba
IFN-y Standard, lyophilized 1 viaal
(IFN-y standardkontsentratsioonis, liiofiliseeritud; (8 RU/ml parast
sisaldab rekombinantset humaanset IFN--, veise rekonstitueerimist)

kaseiini, 0,01% mass/maht timerosaali)

Green Diluent 1 x 30 ml viaal
(Roheline lahjendi; sisaldab veise kaseiini, tavalist
hiireseerumit, 0,01% mass/maht timerosaali)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1 x 0,3 ml, parast
(Konjugaadikontsentraat (100-kordne), lUofiliseeritud; rekonstitueerimist
anti-humaanne (hiir) IFN-y HRP, sisaldab 0,01%

mass/maht timerosaali)

Wash Buffer 20x Concentrate 1 %100 ml
(Pesupuhvri kontsentraat (20-kordne kontsentraat);
pH 7,2; sisaldab 0,05 mahu% ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution 1 %30 ml
(EnstUmsubstraadi lahus; sisaldab H2O», 3,3, 5,5’
tetrametuulbensidiini)

Enzyme Stopping Solution 1x15 ml
(Enstuumi deaktiveerimislahus; sisaldab 0,5 M H2SO4)*
QuantiFERON Monitor ELISA infoleht 1

* Sisaldab vaavelhapet. Ettevaatusabindude kohta vt Ik 11.
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Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid
37 °C inkubaator*; CO- pole ndutav
Kalibreeritud muutuva mahuga pipettide jaoks*

Kalibreeritud mitme kanaliga pipetidt (50—100 ul, Ghekordse otsaga)
Mikroplaadi raputit

Deioniseeritud voi destilleeritud vesi, 2 liitrit

Mikroplaatide pesuseade (soovitatavalt automaatne)
Mikroplaadilugejat 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltriga
Gradueeritud silinder (mddtesilinder)

Ebemevabad imavad lapid

Sailitamine ja kasitsemine

Verevotukatsutid

Sailitage QFM-i verevdtukatsuteid temperatuuril vahemikus 4-25 °C. QFM-i
verevotukatsutid peavad verega taitmise ja segamise ajal olema temperatuuril
vahemikus 17-25 °C.

LyoSpheres
Sailitage komplekti QFM LyoSpheres temperatuuril vahemikus 2—-8 °C.

Ensuim-immunosorptsiooni analliiisikomplekti reaktiivid
Sailitage ELISA komplekti reaktiive temperatuuril 2—-8 °C.
Kaitske ensuumsubstraadi lahust alati otsese paikesevalguse eest.

Rekonstitueeritud ja kasutamata ELISA reaktiivid

Juhiseid ELISA reaktiivide segamiseks vt jaotisest ,2. etapp — IFN-y enstim-
immunosorptsiooni analtus” [k 17.

Rekonstitueeritud reaktiivikomplekt sailib temperatuuril 2—-8 °C 3 kuud.
Markige ules reaktiivikomplekti rekonstitueerimise kuupaev.

Ulejaanud kontsentraati (100-kordne) tuleb pérast rekonstitueerimist
sailitada temperatuuril 2—8 °C ning see tuleb ara kasutada 3 kuu
jooksul.

Markige ules konjugaadi rekonstitueerimise kuupaev.

* Veenduge, et seadmed on kontrollitud ja vastavalt tootja soovitustele kalibreeritud.

8 QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA infolent 03/2018



Kasutusvalmis konjugaat tuleb ara tarvitada 6 tunni jooksul parast

valmistamist (vt tabel 1).
Kasutusvalmis pesupuhver sailib toatemperatuuril (22 £ 5°C) kuni

2 nadalat.
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Hoiatused ja ettevaatusabinoud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas

Kemikaalidega tootamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Uhekordselt
kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge vastava
ohutuskaardiga (SDS). Need on saadaval mugavas ja kompaktses PDF-
vormingus veebiaadressil www.qgiagen.com/safety. Seal saate vaadata koiki
QIAGEN-i komplekti ja selle osade ohutuskaarte ning need valja printida.

Hoiatused

QFM on analltus, mis annab immuunfunktsiooni kohta nii kvalitatiivse
kui kvantitatiivse tulemuse. QFM-i tulemused ei pruugi immuno-
supressiooni kvantitatiivselt naidata.

QFM-analuusi tulemusi tuleb kasutada, arvestades patsiendi immuun-
susteemi seisundi hindamisel kliinilist pilti, haiguste anamneesi ja muid
kliinilisi naitajaid.

QFM-anallusi lavi voib varieeruda séltuvalt isiku immunosupressiooni
maarast ja siiriku omadustest.

|
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Ettevaatusabinoud
Kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas.

selt nakkusohtlikku. Jalgige asjakohaseid vere ja veretoodete
kasitsemise juhiseid. Vere ja veretoodetega kokku puutunud
proovid ja materjalid tuleb kdrvaldada kooskolas foderaalsete,
riiklike ja kohalike nduetega.

c ETTEVAATUST! Kasitsege inimverd ja plasmat kui potentsiaal-

QuantiFERON Monitor ELISA analuusikomplekti komponentidele kehtivad
jargmised ohu- ja hoiatuslaused.

Ohulaused

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
] (QuantiFERON ensiiiimi deaktiveerimislahus)

Sisaldab: sulfuric acid. Hoiatus! Véib sédvitada metalle. Péhjustab
nahaarritust. Péhjustab tugevat silmade arritust. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/ kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON ensiiiimsubstraadi lahus)

Hoiatus! Pdhjustab keskmist naha arritust. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/ kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON roheline lahjendi)

Sisaldab: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Sisaldab: tartrazine. Hoiatus! Vdib pdhjustada
allergilist nahareaktsiooni. Kanda kaitsekindaid/ kaitserdivastust/
kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON pesupuhver, 20-kordne kontsentraat)

Sisaldab: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-
2H-isothiazol-3-one (3:1). Ohtlik veeorganismidele, pikaajaline toime.
Valtida sattumist keskkonda.
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Lisateave
Ohutuskaardid: www.qiagen.com/safety

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA infolehel kirjeldatud meetoditest
ja juhistest kdrvalekaldumine vdib tingida valede tulemuste saamise.
Lugege juhised enne analuusi kasutamist tahelepanelikult l1abi.

NB! Enne kasutamist vaadake viaalid tle. Arge kasutage konjugaadi,
IFN-y standardi vdi QFM LyoSphere viaali, millel on marke kahjustustest
vdi mille kummikork on rikutud. Arge kasutage purunenud viaale.
Rakendage vajalikud meetmed viaalide ohutuks havitamiseks. Soovitus.
Konjugaadi, IFN-y standardi véi QFM LyoSphere viaalide avamiseks
kasutage viaalide avajat, et minimeerida risk vigastada end metallkorgi
aarisega.

Arge kasutage ELISA komplekti, kui mdni reaktiivipudel on enne
kasutamist kahjustatud voi lekib.

Arge segage ega kasutage erinevatest QFM ELISA komplektipartiidest
parit mikroplaadiribasid, IFN-y standardkomplekti, rohelist lahjendit ega
100-kordset konjugaadikontsentraati. Muid erinevatest komplektidest
parit reaktiive (pesupuhvri kontsentraati (20-kordne kontsentratsioon),
ensuumsubstraadi lahust ja enstiumi deaktiveerimislahust) vaib
kasutada eeldusel, et nende reaktiivide sailivusaeg pole uletatud ja partii
uksikasjad on ules kirjutatud.

Kdrvaldage Ulejaanud reaktiivid ja bioloogilised proovid kohalike ja
riiklike ohutus- ja keskkonnaalaste maaruste kohaselt.

Arge kasutage QFM-i verevétukatsuteid, katsuteid QFM LyoSpheres,
ega QFM ELISA parast aegumiskuupaeva.

Veenduge, et laboriseadmed on kasutamise jaoks kalibreeritud ja
valideeritud.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Proovide votmine ja kasitsemine

QFM-anallusi tohib teha vaid taisverest, mis on voetud kas liitiumhepariiniga
verevotukatsutisse voi otse QFM-i verevdtukatsutisse; Uhe testi jaoks on vaja
1 ml taisverd. Verevotukatsutid tuleb margistada ja lisada ka verevotu aeg.

NB! Nii QFM-i vereproovide stimulatsioon (st QFM LyoSphere pelletite
lisamine 1 ml verele) kui nende inkubeerimine temperatuuril 37 °C peab
toimuma 8 tunni jooksul alates vere vétmisest.

Hoidke vereproove enne inkubeerimist toatemperatuuril (22 £ 5 °C).

Optimaalsete tulemuste saamiseks tuleb kinni pidada jargmistest
juhistest.

1.

Sildistage katsutid vastavalt nouetele.

Veenduge, et igale QFM-i verevtukatsutile on korralikult margitud
isikuandmed ja verevdtmise aeg.

Votke igalt patsiendilt otse QFM-i verevotukatsutisse 1 ml veeniverd.
Seda protseduuri tohib sooritada vaid koolitatud veenipunkteerija.

Oluline markus: katsutite temperatuur peab verevétmise ajal olema
vahemikus 17-25 °C.

QFM-katsuteid voib kasutada kuni 810 meetri kdrgusel merepinnast.

Kuna veri voolab 1 ml katsutitesse suhteliselt aeglaselt, jatke katsuti parast
nailise taituvustaseme saavutamist veel 2—3 sekundiks ndela otsa. Sellega
on tagatud vajaliku verekoguse saamine.

QFM-i verevétukatsuti kiljel olev must margistus tahistab 1 ml taitu-
vustaset. QFM-i verevdtukatsutid on valmistatud nii, et need vdtavad
verd 1 ml £ 10% ja toimivad selles ulatuses optimaalselt. Kui vere tase
on modnes katsutis valjaspool indikaatorjoone vahemikku, tuleb vétta
uus vereproov.

Kui verevotmisel kasutatakse liblikndela, tuleb tuhja katsuti abil veenduda,
et toru oleks enne QFM-i verevotukatsutite kasutamist verega taidetud.

QFM-i verevodtukatsutite kasutamisel kdrgemal kui 810 meetrit voi kui
veremaht on vaike, vdivad kasutajad verd vétta sustlaga ja kanda 1 ml
verd kohe igasse QFM-i verevotukatsutisse. Et seda oleks turvaline ja
mugav teha, tuleb sustlandel nduetekohaselt eemaldada, vétta kdigilt
QFM-i verevodtukatsutitelt korgid ara ning viia sustlaga katsutisse 1 ml
verd (kuni katsutisildi kiljel oleva musta tahise keskkohani). Pange
katsutikork kindlalt peale ja segage, nagu allpool kirjeldatud.

Zguti kasutamisel laske zZgutt lahti kohe, kui ndel on veeni sisestatud,
valtimaks réhumuutusi, mis vdivad veremahtu mdjutada.

Alternatiivselt voib verd vétta Uhte Uldisesse verevdtukatsutisse, milles
sisalduv antikoagulant on liitiumhepariin ja millest veri viiakse seejarel
QFM-i verevdtukatsutitesse. Antikoagulandina kasutage ainult liitium-
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hepariini, kuna muud antikoagulandid véivad analuusitulemusi moonutada.
Taitke verevotukatsuti (miinimumkogus 3 ml) ja segage hepariini lahusta-
miseks ettevaatlikult (p&orates katsutit mitu korda tagurpidi). Sailitage verd
toatemperatuuril (22 £ 5 °C), enne kui viite selle stimuatsiooniks QFM
LyoSphere pelletitega QFM-i verevdtukatsutitesse. Veenduge, et veri

on vahetult enne teise katsutisse viimist pdhjalikult segatud (kergelt
loksutades). Viige 1 ml verd QFM-i verevdtukatsutisse. Vere viimine
katsutitesse peab toimuma vajalike ohutusabinbude rakendamisel,
eemaldades QFM-i verevdtukatsuti korgi ja lisades sinna 1 ml verd (kuni
musta margistuseni katsuti etiketil). Pange katsutikorgid kindlalt peale ja
segage, nagu jargnevas osas kirjeldatud.

3. Poorake kohe parast katsutite taitmist katsutit paar korda 6rnalt ringi,
et hepariin lahustuks.
NB! Liiga energiline raputamine vdib geeli lagundada ja pdhjustada valesid
tulemusi.

4. Vahetult enne kasutamist laske QFM LyoSpheres pelletitel seista
toatemperatuuril (22 * 5 °C).

5. Aseptikareegleid jargides lisage QFM LyoSphere 1 ml verele.
Eemaldage verevdtukatsutilt kork.
Koputage QFM LyoSphere viaali érnalt vastu tugevat pinda, et QFM

LyoSphere viaali pdhja vajuks. Avage QFM LyoSphere viaal, eemaldades
kdigepealt metallaarise ja seejarel kummikorgi.

Puistake QFM LyoSphere pelleteid ettevaatlikult 1 ml vereproovi,
joondades klaasviaali serva QFM-i verevdtukatsuti servaga ja seejarel
kallutage viaali 6rnalt, nii et QFM LyoSphere QFM-i verevétukatsutisse
voolaks (vt joonis 1).

NB! Kui QFM LyoSphere kukub QFM-i verevétukatsutist mdodda, havitage
see ja avage uus QFM LyoSphere viaal.

NB! Arge jatke QFM LyoSphere viaali pikemaks ajaks avatuks. QFM
LyoSphere tuleb verele lisada kohe, kui viaali avate.

Kui QFM LyoSphere pelleteid lisatakse QFM-i verevdtukatsutisse kogutud
verele, veenduge, et igale katsutile asetataks selle kork tagasi.
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Joonis 1. QFM LyoSphere pelletite lisamine. B QFM-i verevotukatsuti ja QFM LyoSphere
pelletite viaal. B Eemaldage QFM-i verevotukatsuti kork ja eemaldage QFM LyoSphere

viaalilt metallaaris ja kummikork. |8 Lisage QFM LyoSphere pelletid kohe verele, joondades
klaasviaali serva kogumiskatsuti servaga. E Jargmiseks pddrake viaali 6rnalt, et LyoSphere
kogumiskatsutisse satuks. E Asetage QFM-i verevétukatsutile kork ja raputage 5-10 korda.

6. Asetage QFM-i verevotukatsutile kork ja raputage seda 5-10 korda
piisavalt tugevasti, et QFM LyoSphere pelletid taielikult lahustuksid.
Kui QFM LyoSphere pelletid kinnituvad katsuti sisekuljele, lahustuvad
need, kui need katsuti pooramisel verega kokku puutuvad.

Kui QFM LyoSphere pelletid on lisatud, veenduge, et te samasse
katsutisse kogemata teist viaali LyoSphere pelleteid ei lisa.

Markus. Kuna QFM LyoSphere pelletid on valged, ei ole see parast
lahustumist veres enam nahtav.

NB! Liiga energiline raputamine vdib geeli lagundada ja p&hjustada
valesid tulemusi.

7. Parast QFM LyoSphere pelletite lisamist tuleb QFM-i verevotukatsutid
voimalikult kiiresti ja 8 tunni jooksul alates vere votmisest asetada
inkubaatorisse temperatuuril 37 * 1 °C.
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Kasutusjuhised
1. etapp — vere inkubeerimine ja plasma eraldamine

Kaasasolevad materjalid
B QFMe-i verevdtukatsutid (vt ,Komponendid ja sailitamine” Ik 6)

Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid
B Vit Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid” Ik 8

Protseduur

1. Inkubeerige 1 ml verd ja QFM LyoSphere pelleteid sisaldavaid QF M-i
verevotukatsuteid PUSTIASENDIS temperatuuril 37 1 °C 16 kuni
24 tundi.

Markus. Inkubaator ei vaja CO2 ega niisutamist.

Parast inkubeerimist voib QFM-i verevbtukatsuteid enne tsentrifuugimist
hoida temperatuuril 4-27 °C kuni 3 66paeva.

2. Parast inkubeerimist voib plasma eraldada, tsentrifuugides QFM-i
verevotukatsuteid 15 minutit kiirusel 2000 kuni 3000 x g (RCF,
suhteline tsentrifugaaljoud). Moodustuv hiilivis eraldab rakud
plasmast. Kui plasma ei eraldu, tsentrifuugige katsuteid uuesti.

Plasmat on vbimalik eraldada ka tsentrifuugimata, kuid seejuures peab
toimima aarmise ettevaatusega, et plasma vétmisel rakke mitte kaasa
haarata.

3. Kasutage plasmaproovi votmiseks alati pipetti.

NB! plasmaproove ei tohi parast tsentrifuugimist ja enne plasma eral-
damist mingil juhul Ules voi alla pipeteerida ega segada. Toimige suure
ettevaatusega, et materjal hulvise pinnaga ei seguneks.

Plasmaproovid vaib tsentrifuugitud QFM verevétukatsutitest kanda otse
QFM ELISA ensuum-immunosorptsiooni anallusiplaadile; sama kehtib
ka ensUUm-immunosorptsiooni ELISA analllUsiautomaatide kasutamise
korral.

Plasmaproove vdib sailitada kuni 28 paeva temperatuuril 2—8 °C vai
temperatuuril =20 °C parast plasma eraldamist ka pikema aja jooksul.
Saadud plasmaproovid tuleb enne hoiustamist korgiga sulgeda.

Plasma eraldamisel puudke saada vahemalt 150 ul plasmat, mis vajadusel
vBimaldaks korduvtestimist.

IFN-y hulk plasmaproovides vdib sageli Uletada enamiku ELISA-analtdsi
riiderite Ulempiiri, isegi siis, kui isikute immunosupressioon on méddukas.
Soovitatav on plasmaproovid lahjendada vahekorras 1:10 ja/vdi 1:100
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lahustis Green Diluent ja analuusida ELISA-meetodil koos lahjendamata
plasmaga (vt ,2. etapp — IFN-y ensUUm-immunosorptsiooni analuus”).

2. etapp — IFN-y ensuiim-immunosorptsiooni anallius

Kaasasolevad materjalid

B QuantiFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA (vt ,Komponendid ja sailitamine”
lk 6)

Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid
BVt ,Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid” |k 8

Valmistamine

IFN-y hulk plasmaproovides voib sageli Uletada enamiku ELISA-analtdsi
riiderite Ulempiiri, isegi siis, kui isikute immunosupressioon on méddukas.
Soovitatav on plasmaproovid lahjendada vahekorras 1:10 ja/vdi 1:100 lahustis
Green Diluent ja anallusida ELISA-meetodil koos lahjendamata plasmaga.

Olukorras, kus patsiendil voib esineda tugev immunosupressioon, vdib vaid
lahjendamata plasmaproovi valmistamine ja analtusimine olla piisav, et saada
kvantitatiivset tulemust.

Markus. Tulemusi, mis jddvad QFM ELISA analtusivahemikku (st kuni

10 RU/ml), tuleks kasutada tulemuste télgendamisel. Juhul, kui lahjendamata
plasma anallusitulemus jaab valjapoole QFM ELISA vahemikku, tuleks
analuusitulemuseks anda madalaima lahjendusega proovi analtusitulemus,
mis jaab QFM ELISA anallusivahemikku (arvestada tuleks ka
lahjendustegurit).

Protseduur

1. Koik plasmaproovid ja reaktiivid, valja arvatud 100-kordne konju-
gaadikontsentraat, peavad olema enne kasutamist saavutanud
toatemperatuuri (22 * 5 °C). Kavandage selleks vahemalt 60 minutit.

2. Votke kasutamata ribad mikroplaadi raamist valja, pange
kilepakendisse tagasi ja sailitage kuni kasutamiseni kulmikus.

Varuge QFM-standarditele vahemalt Uks riba ja analuusitavatele
patsientidele piisav arv ribasid. Hoidke raam ja kaas parast kasutamist
ulejaanud ribade jaoks alles.
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3. Rekonstitueerige liiofiliseeritud IFN-y Standard viaal viaali etiketile
margitud koguse desioniseeritud voi destilleeritud veega. Segage
viaali sisu ettevaatlikult (et tekiks voimalikult vahe vahtu) ning
veenduge, et sisu oleks taielikult lahustunud. Standardi rekon-
stitueerimine ettenihtud mahuni annab tulemuseks 8,0 RU/ml
kontsentratsiooniga lahuse.

NB! Viaali IFN-y Standard rekonstitutsioonimaht on erinevatel partiidel
erinev. Veendumaks, et kasutate 6iges koguses desioniseeritud voi
destilleeritud vett, vaadake standardlahuse viaali etiketti.

Kasutage rekonstitueeritud standardkomplekti IFN-y ja rohelist lahjendit
(GD) lahuste valmistamiseks vahekorras 1:2 ja jargnevalt vahekorras 1:4
(vt joon 2). S1 (standard 1) sisaldab 4,0 RU/ml, S2 (standard 2) sisaldab
1,0 RU/ml, S3 (standard 3) sisaldab 0,25 RU/ml ja S4 (standard 4)
sisaldab 0 RU/ml (ainult GD). Standardeid tuleb testida kahekordselt.
Valmistage igaks ensuum-immunosorptsiooni anallusi seansiks ette
standardkomplekti uus lahus.

Soovituslik kahekordne menetlus
Pange 4 katsutile sildid ,S1”, ,S2”, ,S3”, ,S4”.

Valage katsutitesse S1, S2, S3 ja S4 150 pl GD-i.

o o

Valage katsutisse S1 150 pl standardlahust ja segage korralikult.

o o

Valage katsutist S1 50 ul katsutisse S2 ja segage korralikult.
e. Valage katsutist S2 50 pl katsutisse S3 ja segage korralikult.
f. Roheline lahjendi (GD) uksi on nullstandard (S4).

<
S — —
3
150 yl 50 pl 50 pl
—_— —_— e
Standardkomplekti  Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
rekonstitueerimine 4,0 RU/ml 1,0 RU/ml 0,25 RU/ml 0 RU/ml

(roheline lahjendi)

Joonis 2. Standardkovera ettevalmistamine.

|
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4. Rekonstitueerige luofiliseeritud 100-kordne konjugaadikontsentraat
0,3 ml deioniseeritud voi destilleeritud veega. Segage pudeli sisu
ettevaatlikult (et tekiks voimalikult vahe vahtu) ning veenduge, et
konjugaat oleks taielikult lahustunud.

Kasutusvalmis konjugaadi valmistamiseks lahjendatakse vajalik kogus
rekonstitueeritud 100x konjugaadikontsentraati rohelises lahjendis (tabel 1
Konjugaadi ettevalmistamine). Paigutage Ulejaanud 100-kordne konjugaadi-
kontsentraat kohe parast kasutust uuesti temperatuurile 2—8 °C. Kasutage
ainult rohelist lahjendit.

Tabel 1. Konjugaadi ettevalmistamine

Ribade arv 100-kordse konjugaadikontsentraadi Rohelise lahjendi
kogus kogus
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 ul 2,5ml
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 i 5,5 ml
12 60 pl 6,0 mi

5. Verekatsutitest eraldatud ja seejarel kiilmutatud voi hoiule pandud
plasmaproove tuleb enne ELISA automaati panemist hoolikalt
loksutada.

NB! Kui plasmaproovid pannakse automaati otse tsentrifuugitud
QFM-katsutitest, tuleb hoiduda plasmat loksutamast. Toimige suure
ettevaatusega, et materjal huuvise pinnaga ei seguneks.
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6. Soovitus: lahjendage plasmaproove vahekorras 1:10.
Lisage katsutile, millel on patsiendi andmed, 90 pl lahustit Green
Diluent (GD) ja markige etiketile ,1:10”.

Seejarel lisage 10 pl segatud plasmaproovi (tapsemalt segatud
plasmaproovide ja otse tsentrifuugitud QFM-katsutitest voetud
plasma kohta vt punkt 5).

Segage hoolikalt pipetiga, valtides vahu teket.

7. Soovitus: plasmaproovide lahjendus vahekorras 1:100.
Valmistage lahjendus vahekorras 1:10 (vt punkt 6 Ulalpool).

Lisage katsutile, millel on patsiendi andmed, 90 pl lahustit Green
Diluent ja markige etiketile ,,1:100".

Lisage 10 pl lahust lahjendusest 1:10.
Segage hoolikalt pipetiga, valtides vahu teket.

Soovitus: testige paralleelselt ja just selles jarjekorras jargmisi
proove:

lahjendamata, 1:10, 1:100

AnalUusitarkvara QFM Analysis Software toetab ka jargmisi patsiendi
proovikombinatsioone:

lahjendamata
1:10
1:100
1:10, 1:100
lahjendamata, 1:10
8. Tilgutage mitmekanalilise pipetiga igasse ELISA slivendisse 50 pl

valmis konjugaati.

9. Tilgutage mitmekanalilise pipetiga vastavatesse mikrolohukestesse
50 ul analliusitavat plasmaproovi. Seejarel lisage igasse mikro-
lohukesse 50 pl standardeid 1-4. Analuusige standardlahuseid
duplikaatidena.

10. Katke koik plaadid kaanega ja segage konjugaati ja plasmaproove/
standardeid korralikult 1 minuti valtel mikroplaatide raputis. Valtige
pritsimist.

11. Inkubeerige toatemperatuuril (22 £ 5 °C) 120 * 5 minutit.
Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.
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12. Lahjendage inkubeerimise ajal 1 osa 20-kordset pesupuhvri-
kontsentraati 19 osa deioniseeritud voi destilleeritud veega ja
segage korralikult labi. Analliisiga on kaasas piisav kogus
20-kordset pesupuhvrikontsentraati, millest piisab 2 liitri
kasutusvalmis pesupuhvri valmistamiseks.

Peske stuivendeid mikroplaatide pesuris vahemalt 6 korda 400 pl
kasutusvalmis pesupuhvriga. Soovitatav on kasutada automaatset
pesemisseadet.

Korralik pesemine on analuusi tulemuste seisukohast vaga tahtis. Kon-
trollige iga pesutsukli korral, et kdik suvendid oleksid kuni pesupuhvriga
taielikult kaetud. Soovitus: parimate tulemuste saamiseks leotage
mikrolohukesi iga tsukli jarel vahemalt 5 sekundit.

Vaéimaliku nakkusohtliku materjali eemaldamiseks lisage heitveemahutile
tavaparast laboris kasutatavat desinfektante ja jargige vastavaid eeskirju.

13. Koputage plaate vaheste ebemetega paberratiku peal, et eemaldada
nendesse jaanud pesupuhvri jaagid. Tilgutage igasse mikro-
lohukesse 100 pl enstiimsubstraadi lahust, katke koik plaadid
kaanega ja segage plaadid raputis.

14. Inkubeerige toatemperatuuril (22 * 5 °C) 30 minutit.

Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.

15. Parast inkubeerimist tilgutage igasse mikrolohukesse 50 pl ensuitiimi
desaktiveerimislahust Enzyme Stopping Solution ja segage plaadid
raputis.

Ensuumi desaktiveerimislahus Enzyme Stopping Solution tuleb viia
suvenditesse samas jarjekorras ja umbes samas tempos kui lahust
Enzyme Substrate Solution (vt punkt 13).

16. Mootke optilist tihedust (OT) 5 minuti jooksul parast desaktivaatori
lisamist mikroplaatide lugejaga ja kasutage selleks 450 nm filtrit ning
620-650 nm referentsfiltrit. OT-vaartusi on hiljem vaja tulemuste
arvutamiseks.
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Arvutused ja analuusi tolgendamine

QuantiFERON Monitor analUusitarkvara kasutatakse algandmete
anallusimiseks ja tulemuste arvutamiseks. See on saadaval veebisaidil
www.QuantiFERON.com. Veenduge, et kasutate QuantiFERON Monitor
analuusitarkvara uusimat versiooni.

Tarkvara teeb anallusi kvaliteedikontrolli, koostab standardkdvera ja valjastab
iga analUusitud katseisiku kohta tulemuse, mida kirjeldatakse Uksikasjalikumalt
teemas , Tulemuste tdlgendamine”.

Kui lahjendatud plasma anallts annab QFM ELISA-meetodil tulemuse, mis
jaab analtlsivahemiku tlempiiri juurde (st > 10 RU/ml), annab analiilisi-
tarkvara QuantiFERON Monitor Analysis Software madalaima lahjenduse
tulemuse, mis annab tulemuse QFM ELISA analtusivahemikus, arvestades
ka lahjendustegurit.

QuantiFERON Monitor analuusitarkvara kasutamise alternatiivina on tulemusi
vOimalik kindlaks teha ka jargmise meetodi abil.

Standardkovera moodustamine

(Kui ei kasutata QuantiFERON Monitor analliusitarkvara)
Leidke iga plaadi standardkomplekti korduste keskmised OT-vaartused.

Konstrueerige log)-loge) standardkdver, kandes (y-teljele) OT keskmise
vaartuse loge) ja (x-teljele) standardite IFN-y kontsentratsiooni (RU/ml) loge),
jattes arvutustest valja nullstandardi. Arvutage regressioonianaltidsi kaudu
standardkdvera parim kontuur.

Leidke standardkovera abil koikide analudsitud plasmaproovide IFN-y
kontsentratsioon (RU/ml), kasutades iga proovi OT-vaartust.

Nendeks arvutusteks voib kasutada mikroplaatide lugemisseadmetele
pakutavaid tarkvarapakette ja standardseid arvutustabeleid voi statistika-
programme (nt Microsoft® Excel®). Soovitatav on selliseid tarkvarapakette
kasutada regressioonianallusi tegemiseks, standardite variatsioonikoefitsiendi
(%VK) ja standardkdvera korrelatsioonikoefitsiendi (r) leidmiseks.

Kui lahjendamata plasmaga saadakse tulemus, mis jaab QFM ELISA
analuusivahemikust kdrgemale, vdetakse esitatud tulemus madalaimast
lahjendusest, mis annab tulemuse, mis jaab QFM ELISA anallusivahemikku
(arvestades lahjendustegurit).
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Analuusi kvaliteedikontroll

Analuusi tulemuste tapsus soltub korrektse standardkdvera moodustamisest.
Seetdttu tuleb enne proovide analldsitulemuste tdlgendamist kontrollida
standarditest tuletatud tulemusi.

Ensuum-immunosorptsiooni analuusi tulemused on valiidsed, kui on taidetud
jargmised tingimused.

B Standardi 1 keskmine OT-vaartus peab olema = 0,600.

B Standardi 1 ja standardi 2 korduvate OT-vaartuste protsendis peab %VK
olema < 15%.

B Standardi 3 ja standardi 4 korduvad OT-vaartused ei tohi halbida
keskmisest vaartusest ronkem kui 0,040 OT-Uhikut.

B Standardite keskmiste ekstinktsioonivaartuste pdhjal arvutatud
korrelatsioonikoefitsient (r) peab olema = 0,98.

QuantiFERON Monitor analtusitarkvara arvutab ja esitab need kvaliteed-
ikontrolli parameetrid.

Kui nimetatud kriteeriumid pole taidetud, on analtuusipartii kehtetu ja seda
tuleb korrata.

Nullstandardi (rohelise lahjendi) keskmine OT-vaartus peab olema < 0,150.
Kui keskmine OT-vaartus on > 0,150, tuleks kontrollida, kuidas toimub plaatide
pesemine.

Tulemuste tolgendamine

QFM-i tulemusi télgendatakse séltuvalt IFN-y vastusest kaasasundinud
ja omandatud immuunsuse stimulantidele. QFM-analtus annab immuun-
funktsiooni kohta nii kvalitatiivse kui kvantitatiivse tulemuse. QFM-i
tulemused ei pruugi immunosupressiooni kvantitatiivselt naidata.

NB! Isiku immuunsusteemi hindamisel tuleb IFN-y mé6detud tulemust hinnata
koos Kliinilise pildi, haiguste anamneesi ja muude diagnostiliste meetmete
foonil (tabel 2). QFM-anallusi lavi voib varieeruda séltuvalt isiku immuno-
supressiooni maarast ja siiriku omadustest.
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Tabel 2. Tulemuste télgendamine

QFM-i tulemus IFN-y  Klassifikatsioon Todlgendus

(RU/mI)

<15 Madal Isikul on madal IFN-y-vastus
kaasasundinud ja omandatud
immuunsuse stimulantidele

15-1000 Moddukas Isikul on méédukas IFN-y-
vastus kaasasundinud ja
omandatud immuunsuse
stimulantidele

> 1000 Kdrge Isikul on tugev IFN-y-vastus
kaasasundinud ja omandatud
immuunsuse stimulantidele

Kui lahjendatud plasmaproovi méddetud IFN-y tulemus on vahem kui
0,1 RU/ml:

B veenduge, et vereproovile lisati QFM LyoSphere pelletid ja katsutit
inkubeeriti vastavalt kaesolevas infolehes olevatele juhistele.

B Veenduge, et IFN-y tulemus vastab isiku kliinilisele hetkeolukorrale.

Kui peate vdimalikuks, et verevotmisel vdi vereproovide kasitsemisel vdis
tekkida tehnilisi probleeme, tuleb tervet QFM-anallusi uue vereprooviga
korrata. Kui tekib kahtlus, et testimisprotseduuri pole sooritatud vastavalt
kaesolevas infolehes olevatele juhistele, korrake stimuleeritud plasmaproovide
analtuusimist ELISA-meetodil (vt tapsemalt jaotist testi kvaliteedikontrolli
kohta).

Arstil voib tekkida soov testi korrata, kui testi tulemused ei vasta isiku
kliinilisele hetkeolukorrale.

Piirangud

QFM-testi tulemusi tuleb vaadelda koos iga patsiendi kliinilise anamneesi,
tema aktuaalse tervisliku seisundi ja muude diagnostiliste uuringutega.
Laborid véivad analuusile sisse seada oma vahemikud.

Laborid vdivad teha ka valiseid kontrollanaluluse, kasutades paralleelselt
patsientide proovidega tervetelt isikutelt voetud proove.

Ebausaldusvaarsed voi ebatapsed tulemused vbidakse saada jargmistel
pdhjustel.

B Ebadige antikoagulant — kasutada vaid liitiumhepariini, kuna teised
antikoagulandid méjutavad anallusitulemusi.
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B Kodrvalekalded infolehel kirjeldatud protseduurist.

B Tsirkuleeriva IFN-y Ulikbrge kontsentratsioon vai heterofiilsete antikehade
esinemine.

B Vereproovi votmise ja temperatuuril 37 °C inkubeerimise vahe on pikem
kui 8 tundi.

B QFMe-i katsutites on liiga palju vai liiga vahe verd, st valjaspool vahemikku
0,9 kuni 1,1 ml.

Sooritusnaitajad

Kliinilised uuringud

Kaks Kiliinilist uuringut viidi labi, et vorrelda nailiselt tervete isikute (n = 114)

ja siirikuga patsientide (n = 30) vastust. Siiriku retsipientidest 18 olid varases
siirdamisjargses kohordis (Early Post-Tx, 3 kuud parast siirdamist) ja 12 olid
hilises siirdamisjargses voi stabiilses kohordis (Late Post-Tx, > 12 kuud parast
siirdamist).

M Proove vdeti igalt isikult grupis Early Post-Tx (3 kuud siirdamisest,
n = 64 proovi) kuni 5 ajahetkel.

B Proove vdeti igalt isikult grupis Late Post-Tx (hiline siirdamisjargne
periood, n = 12 proovi) 1 ajahetkel

B Proove voeti igalt isikult nailiselt tervete isikute grupis (n = 114)
1 ajahetkel

Vastused QFM-le jaid nii grupis Early Post-Tx (varane siirdamisjargne periood)
kui Late Post-Tx (hiline siirdamisjargne periood) madalasse ja méddukasse
vahemikku. Grupis Early Post-Tx oli suurem protsent (93,8%) madala
vahemiku vastuseid ja madalam protsent (6,3%) mddduka vahemiku
vastuseid, samas kui Late Post-Tx grupis oli 25% vastustest madalas
vahemikus ja 66,7% mdddukas vahemikus (tabel 3). Grupis Early Post-Tx ei
jdanud Ukski vastus kdrgesse vahemikku, samas kui vaid 1 (8,3%) grupi Late
Post-Tx vastustest jai kdrgesse vahemikku. QFM-i vastused nailiselt tervete
inimeste kohordis jaid peamiselt méddukasse (83,3%) ja kbrgesse vahemikku
(15,8%) (tabel 3).
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Tabel 3. QFM-i vastuste vahemik nailiselt tervetel isikutel vorrelduna

vastusega siirikute retsipientidel

IFN-y Tulemuste Varane Hiline Nailiselt Tulemuse
(RU/ml) kategooria siirdamis- siirdamis- terve %*  d kokku
jargne %* jargne %* 959, CI
95% CI 95% CI n
n n
<15 Madal 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  Mddbdukas 6,3% 66,7% 83,3% 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n=95
> 1000 Kdrge 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,6-354 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Proove 64 12 114 190
kokku

* Protsendid naitavad proovide proportsiooni igas doonorikohordis, mis jadvad vastavasse

vastusevahemikku.
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Eeldatavad vaartused

IFN-y vastuste jaotus QFM-analuusi puhul varases siirdamisjargses perioodis
olevatel patsientidel (kuni 3 kuud parast siirdamist) maarati 64 proovi pohjal,
mis voeti 18 siiriku retsipiendilt, kasutades meetodit QFM ELISA (joonis 3).

Proovide arv
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Joonis 3. QFM IFN-y vastuste jaotus varases siirdamisperioodis patsientidel (n = 64;
mediaanvaartus = 1,5 RU/ml).

IFN-y vastuste jaotus QFM-anallusi puhul hilises siirdamisjargses perioodis
olevatel patsientidel (> 12 kuud parast siirdamist) maarati 12 proovi péhjal
kasutades meetodit QFM ELISA (joonis 4).
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Proovide arv
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Joonis 4. QFM IFN-y vastuste jaotus hilises siirdamisperioodis patsientidel (n = 12;
mediaanvaartus = 98,8 RU/ml).

IFN-y vastuste jaotus analuisi QuantiFERON Monitor puhul néiliselt tervetel
isikutel maarati 114 proovi pdhjal, kasutades QFM ELISA meetodit (joonis 5).
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Joonis 5. QFM IFN-y vastuste jaotus nailiselt tervetel isikutel (n = 114;
mediaanvaartus = 400,5 RU/ml).
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QFM vastused soliidorganite transplantatsiooni patsientidel

QFM hinnati soliidorganite transplantatsiooni labinud patsientidega tehtud
vaatlevas labildikeuuringus (4). Uuringusse kaasati: 212 tervet uuritavat,
mille alamgrupiks oli 30 uuritavaga vanuse ja soo poolest samasuguste
parameetritega kontrollgrupp, 30 siirdamiseelset patsienti, 18 varases
siirdamisperioodis olevat patsienti (66 proovi; keskmine siirdamisjargne
periood 21 paeva) ja 11 hilises siirdamisjargses perioodis olevat patsienti
(keskmine siirdamisjargne aeg 2290 paeva). Keskmine IFN-y toodang oli
tervetest isikutest koosnevas kontrollgrupis 555,2 RU/ml ja vanuse ja soo
poolest Uhildatud grupis 614,6 RU/ml. Keskmine IFN-y toodang oli marki-
misvaarselt madalam nii siirdamiseelses (IFN-y = 89,3 RU/ml) kui ka varases
siirdamisjargses (IFN-y = 3,76 RU/ml) grupis olevatel patsientidel, vérrelduna
S00 ja vanuse poolest Ghildatud grupiga (p < 0,001). Taheldati immuun-
funktsiooni taastumist hilises siirdamisjargses perioodis olevatel patsientidel
(keskmine IFN-y = 256,1 RU/ml) ja naidati, et see on markimisvaarselt kdrgem
kui varases siirdamisjargses perioodis olevatel patsientidel (p < 0,05). See
uuring naitab, et QFM-i vdib kasutada rakulise immuunvastuse hindamiseks
soliidorganite transplantatsiooni labi teinud immuunsupresseeritud isikutel.

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA infoleht 03/2018 29



Analliusi sooritusnaitajad

QFM ELISA on lineaarne. Teadaoleva IFN-y kontsentratsioniga 11 plasma-
proovi 5 paralleelproovi paigutati juhuslikus jarjestuses ELISA-plaadile.
Lineaarsel regressioonisirgel on kalle 1,002 + 0,011 ja korrelatsiooni-
kordaja 0,99 (joonis 6).

QFM ELISA tuvastuspiir on 0,065 RU/ml ja analliUs ei naita IFN-y kuni
10 000 RU/mI kontsentratsiooni juures mingeid ulisuure kontsentratsiooniga
seotud negatiivseid tulemusi.

11= $
10+

IFN-y méératletud tase (RU/ml)

| | || L] | ]
01 2 3 45678 911
IFN-y eeldatav tase (RU/mlI)

Joonis 6. QFM ensiiiim-immunosorptsiooni analiiiisi lineaarsusprofiil, mis maaratleti

teadaoleva IFN-y kontsentratsiooniga 11 plasmaproovi 5 paralleelproovi analiilisimise
teel.

QFM-analltusi korratavust (etapp 1) maarati 20 tervelt uuritavalt véetud
vereproovide alusel. Hinnati kolme erinevat operaatorit, QFM LyoSphere
partiid ja varustuse komplekti. IFN-y vastuse kontsentratsioonide keskmine
variatsioonikoefitsient QFM ELISA-meetodil oli kdigis kolmes QFM
LyoSpheres pelletite partiis ja ka muudes testitavates parameetrites 22,22%
(95% CI: 17,20-27,25).

QFM-analuusi korratavust (etapp 1) hinnati, mddtes tulemuste varieeruvust
sama doonori vere 5-6 korduval stimuleerimisel QFM LyoSphere pelletitega
14 uuritaval. Keskmine variatsioonikoefitsient oli 14 testitud uuritaval 14,7%
(95% Cl: 10,2-19,2). Uksikisikute %CV oli vaiksem kui 30%.

QFM ELISA-meetodi korratavust (etapp 2) hinnati 20 erineva IFN-y kontsen-
tratsiooniga plasmaproovi analuusimisel 3-kaupa, 3 laboris 3 jarjestikusel
paeval ja 3 operaatori poolt. Seega anallusiti igat proovi 27 korda 9 eraldi
analliisipartiis. Uks proov oli kontroll-lahus ja selle arvutatud IFN-y kontsen-
tratsioon oli 0,08 RU/ml (95% CI: 0,07-0,09). Ulejaanud 19 plasmaproovi
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kontsentratsioonid olid vahemikus 0,33 (95% Cl: 0,31-0,34) kuni 7,7 RU/ml
(95% ClI: 7,48-7,92).

AnalUusipartii voi analluusisisest ebatapsust hinnati iga plaadipartii IFN-y
sisaldava anallUsitava plasmaproovi keskmise %VK leidmise teel (n = 9) ja
selle ebatapsuse vahemik %VK oli 4,1-9,1%. Analuusipartii keskmine %VK
(£95% CI) oli 6,6% +0,6%. IFN-y nullplasmaproovi keskmine %VK oli 14,1%.

Kogu- v6i analuusidevaheline ebatapsus maaratleti iga plasmaproovi

27 arvutatud IFN-y kontsentratsiooni vordlemise teel. Ebatapsuse vahemik
%VK oli 6,6-12,3%. Uldine keskmine %VK (x95% CI) oli 8,7% +0,7%. IFN-y
nullplasmaproovi %VK oli 26,1%. Selline varieerumistase oli eeldatav, kuna
IFN-y arvutatud kontsentratsioon on madal ja madala kontsentratsiooni
varieeruvus on suurem kui kdrgemate kontsentratsioonide puhul.

Tehniline teave

Plasmaproovide hiilibimine

Kui plasmaproovide pikemaajalisel sailitamisel tekib nendes fibriinide
haubimine, tuleb proove tsentrifuugida, kuni tekib sete; see hdlbustab
plasma pipeteerimist.
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Torkeotsingujuhend

See torkeotsingujuhend voib aidata tekkivaid probleeme lahendada.
Lisateavet leiate ka tehnilisest teabest veebisaidil: www.QuantiFERON.com.
Kontaktteabe leiate tagakaanelt.

ELISA analuusi torkeotsing

Mittespetsiifiline varvireaktsioon
Voimalik pdhjus Lahendus

a) Plaadid pole piisavalt Peske plaati vahemalt 6 korda, kasutades iga
puhtad suvendi kohta 400 ul pesupuhvrit. Soltuvalt
kasutatavast pesuseadmest voib osutuda
vajalikuks Ule 6 pesutsukli. lga pesutsukli
vahele tuleb jatta vahemalt 5 sekundi pikkune

leotusaeg.

b) ELISA suvendite Proovide hoolikas pipeteerimine ja segamine
ristsaastumine minimeerib saastumisohu.

c) Komplekt/ Kontrollige, et komplekti sailivusaeg poleks
komponendid mdoodas. Tagage, et standard ja 100-kordne
on aegunud konjugatsioonikontsentraat on ara kasutatud

3 kuu jooksul parast rekonstitueerimist.

d) Ensuumsubstraadi Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see
lahus on saastunud kérvaldada. Kontrollige, et kasutatavad

reaktiivimahutid oleksid puhtad.

e) Plasmat on enne plasmaproove ei tohi parast tsentrifuugimist ja
eraldamist QFM- enne plasma eraldamist mingil juhul Ules voi

katsutites loksutatud alla pipeteerida ega segada. Toimige suure
ettevaatusega, et materjal hulvise pinnaga
ei seguneks.

Standardite halvad optilise tiheduse naidud

Voimalik pohjus Lahendus
a) Viga standardi Veenduge, et standardkomplekti lahused
lahjendamisel valmistataks digesti vastavalt selle infolehe
juhistele.
b) Pipeteerimisviga Veenduge, et pipetid oleks kalibreeritud ja
neid kasutataks vastavalt tootja juhistele.
c) Inkubeerimis- Enstdm-immunosorptsiooni anallusi
temperatuur on inkubeerimine tuleb teha toatemperatuuril
liga madal (1727 °C).
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ELISA analuusi torkeotsing

d) Inkubeerimisaeg Inkubeerige konjugaadi, standardlahuste ja
on liiga luhike proovidega plaati 120 £ 5 minutit. Inkubeerige
lahust Enzyme Substrate Solution plaadil
30 minutit.
e) Kasutati valet Mikroplaati tuleb lugeda 450 nm filtri ja
plaadilugemisfiltrit 620—650 nm referentsfiltri abil.
f) Reaktiivid on liiga Kadik reaktiivid (valja arvatud 100-kordne
kulmad konjugaadikontsentraat) peavad enne analuusi

tegemist olema saavutanud toatemperatuuri.
See votab aega umbes 1 tund.

g) Komplekt/ Kontrollige, et komplekti sailivusaeg poleks
komponendid mdodas. Tagage, et standard ja 100-kordne
on aegunud konjugatsioonikontsentraat on ara kasutatud

3 kuu jooksul parast rekonstitueerimist.

Tausta tugev varvumus
Voimalik pdhjus Lahendus

a) Plaadid pole piisavalt Peske plaati vahemalt 6 korda, kasutades iga
puhtad suvendi kohta 400 ul pesupuhvrit. Séltuvalt
kasutatavast pesuseadmest voib osutuda
vajalikuks ule 6 pesutsukli. lga pesutsukli
vahele tuleb jatta vahemalt 5 sekundi pikkune

leotusaeg.

b) Inkubeerimis- EnsuUm-immunosorptsiooni analuusi
temperatuur on inkubeerimine tuleb teha toatemperatuuril
liga kérge (17-27 °C).

c) Komplekt/ Kontrollige, et komplekti sailivusaeg poleks
komponendid moodas. Tagage, et standard ja 100-kordne
on aegunud konjugatsioonikontsentraat on ara kasutatud

kolme kuu jooksul parast rekonstitueerimist.

d) EnstiUmsubstraadi Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see
lahus on saastunud kdrvaldada. Kontrollige, et kasutatavad

reaktiivimahutid oleksid puhtad.
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ELISA analuusi torkeotsing

Mittelineaarne standardkover ja kahekordsete testide vahelised halbed
Voimalik pdhjus Lahendus

a) Plaadid pole piisavalt Peske plaati vahemalt 6 korda, kasutades iga
puhtad suvendi kohta 400 ul pesupuhvrit. Soltuvalt
kasutatavast pesuseadmest voib osutuda
vajalikuks Ule 6 pesutsukli. lga pesutsukli
vahele tuleb jatta vahemalt 5 sekundi pikkune

leotusaeqg.

b) Viga standardi Veenduge, et standardi lahused valmistataks
lahjendamisel vastavalt selle infolehe juhistele digesti.

c) Reaktiivid ei ole labi Segage reaktiive enne suvenditesse jaotamist
segatud kergelt voi loksutage nende anumaid.

d) Ebauhtlane Proovide ja standardite jaotamine peab toimuma
pipeteerimine voi katkestusteta. Kdik reaktiivid peavad olema
katkestused testi enne testi alustamist kasutamiseks ette
labiviimisel valmistatud.

Tooteteave ja tehnilised juhendid on QIAGENist tasuta saadaval
edasimiiiijate kaudu voi veebisaidil www.QuantiFERON.com.

Viited
QFM materjalide taielik loend asub saidil Gnowee — QuantiFERON-i viiteteegis,
mis on saadaval veebiaadressil www.gnowee.net.
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www.giagen.com).
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Testi luhikirjeldus

1. etapp — vereproovi inkubeerimine

1. Votke veri QFM-i verevdtukatsutisse vai liitium-
hepariiniga verevotukatsutisse. Markige katsutitele
patsientide andmed ning vere vbtmise aeg, seejarel
transportige toatemperatuuril 8 tunni jooksu alates \
vere votmisest.

a. Kui veri véeti litiumhepariiniga verevotukatsu-
tisse, viige 1 ml verd QFM-i verevdtukatsutisse
ja markige katsutile patsiendi andmed ja
verevotu aeg.

2. Lisage igale QFM-i verevotukatsutile, milles on 1 ml
verd, 1 QFM LyoSphere viaali sisu ja lahustage
LyoSphere, seejares inkubeerige katsuteid niipea
kui vdimalik (8 tunni jooksul alates vere vdtmisest)
pustiasendis 16—24 tundi temperatuuril 37 °C.

3. Tsentrifuugige katsuteid parast inkubeerimist PPN
15 minutit 2000-3000 x g (RCF) juures, et plasma
ja punalibled eraldada.

4. Parast tsentrifuugimist ja enne plasma eraldamist ei
tohi seda mingil juhul Ules vai alla pipeteerida ega
segada. Olge hoolikas, et plasma ei seguneks huuvise
pinnaga.

I\
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2. etapp — IFN-+y ensiiim-immunosorptsiooni anallius
1. EnstUm-immunosorptsiooni analttsi komponentidel

(valja arvatud 100-kordne konjugaadikontsentraat)
tuleb lasta vahemalt 60 minutit toatemperatuuril
_

stabiliseeruda.

2. Rekonstitueerige standardkomplekt destilleeritud
vOi deioniseeritud veega 8,0 RU/mI-ni. Valmistage
4 standardlahust.

3. Rekonstitueerige Ilofiliseeritud 100-kordne konju-
gaadikontsentraat destilleeritud voi deioniseeritud
veega.

4. Valmistage rohelise lahjendiga konjugaat ja valage 2L LS

igasse suvendisse 50 pl. L/] L,J L,I l:]

5. Lisage vastavatesse mikrolohukestesse 50 pl o 5
testitavat plasmaproovi (lahjendamata, lahjendused // // y4 ///
vastavalt 1:10 ja 1:100) ja 50 pl standardlahuseid. L)L L
Segage raputis.

6. Inkubeerige 120 +5 minutit toatemperatuuril.

7. Peske suvendeid vahemalt 6 korda, kasutades iga
suvendi kohta 400 pl pesupuhuvrit.

8. Tilgutage igasse slivendisse 100 pl ensiilimsubstraadi /2 / /

lahust. Segage raputis. u U l:‘ L/I

9. Inkubeerige 30 minutit toatemperatuuril.

10. Tilgutage igasse suvendisse 50 pl deaktivaatorit. 2L LS

Segage raputis. U U lj u

11. MOoobtke tulemusi 450 nm filtri ja 620-650 nm
referentsfiltriga. )

12. Analuusige tulemusi.
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Markused

38 QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA infoleht 03/2018



Olulised muudatused

QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA infolehe selle valjaande olulised muudatused on esitatud kokkuvétvalt

jargmises tabelis.

Peatiikk Lehekiilg Muudatus(ed)

Ettevaatusabindud 11 Uus GHS teave

Ettevaatusabindud 12 Lisatud ohutusjuhised, mis on seotud aarisega
korkidega viaalidega.
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Kaubamaérgid: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN:i kontsern); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel® Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

QuantiFERON Monitor Kit piiratud litsentsileping

Selle toote kasutamine tdhendab, et toote ostja voi kasutaja ndustub jargmiste tingimustega.

1.

o~ DN

Toodet tohib kasutada ainult vastavalt tootega kaasas olevatele protokollidele ja sellele kdsiraamatule ning ainult koos komplektis sisalduvate
komponentidega. QIAGEN ei anna oma intellektuaalse omandi all litsentse komplekti komponentide kasutamiseks v&i ihendamiseks sellesse
komplekti mittekuuluvate komponentidega, valja arvatud toote protokollides, selles kasiraamatus ja veebisaidil www.qgiagen.com. Mdne neist
lisaprotokollidest on lisanud QIAGEN-i kasutajate jaoks teised QIAGEN-i kasutajad. QIAGEN pole neid protokolle pdhjalikult testinud ega
optimeerinud. QIAGEN ei garanteeri, et need ei riku kolmandate osapoolte 6igusi.

QIAGEN ei anna garantiid, et komplekt ja/vdi selle kasutus ei riku kolmandate osapoolte digusi, v.a selgesdnalised litsentsid.
Komplekt ja selle osad on litsentsitud Gihekordseks kasutuseks ning neid ei tohi taaskasutada, parandada ega edasi miua.
QIAGEN utleb lahti muudest valjendatud voi kaudsetest litsentsidest, v.a selgesdnalistest litsentsidest.

Komplekti ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis vdiks kaasa aidata véi viia llaltoodud keelatud
toiminguteni. QIAGEN vaib selle piiratud litsentsilepingu keelde joustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi kdik piiratud litsentsilepingu
voi komplekti ja/vdi selle komponentidega seotud mis tahes intellektuaalse omandi diguste joustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud,
sh advokaaditasud.

Uuendatud litsentsitingimused leiate veebilehelt www.giagen.com.
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