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Sihtotstarve

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) on in vitro analiis, milles kasutatakse peptiidisegu
inimese  tsitomegaloviiruse  (cytomegalovirus, CMV) proteiinide simuleerimiseks, et
stimuleerida hepariniseeritud téisvere rakke. Ensiim-immunosorptsiooni analiiisiga (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA) tuvastatakse gamma-interferoon (interferon-gamma,
IFNy) ja selle abil méadetakse in vitro reaktsiooni sellistele peptiidantigeenidele, mis on
seotud tsitomegaloviirusnakkuse immuunkontrolliga. Selle immuunfunktsiooni kadumist vaib
seostada tsitomegaloviirusnakkuse véljaarenemisega. QF-CMV on ette ndhtud patsiendi

tsitomegaloviiruse vastase immuunsustaseme dlgimiseks.

QF-CMV pole ette ndhtud tsitomegaloviirusnakkuse diagnoosimiseks ja seda ei tohi

kasutada selle nakkuse vélistamiseks.

Ulevaade ja selgitus

Tsitomegaloviirus  on  herpesviirus, millega on nakatunud 50-85%  tdiskasvanud
elanikkonnast. See on sageli esinev immunosupressiooni tagajarjel tekkiv tUsistus, eriti parast
elundisiirdamist, ja véib mérkimisvadrselt méjutada siiratud elundiga isikute haigestumust ja
suremust. Tanapdeval kasutataval immuunsupressiivsel ravil, mille abil takistatakse siiratud
organi aratdukereaktsiooni, on kahjustav mdju T-limfotsiitidele ja rakuvahendatud
immuunreaktsioonidele  (cellmediated immune, CMI), mille tulemusena t6useb
siirdamisjérgne vastuvatlikkus viirusnakkustele. T-rakufunktsiooni tahtsust tsitomegaloviiruse
paljunemise pdrssimisel toetab ka fakt, et CD8* CMV-spetsiifilised tsitotoksilised T-
lomfotstitdid (cytotoxic T-lymphocytes, CTL-id) vaivad kaitsta viirusega seotud patogeneesi
eest. Immuunsupressiivsete patsientide CD8+ CMV-spetsiifiliste CTL-ide arvu ja IFN-y tootmise
pohjal saab prognoosida tsitomegaloviiruse valjaarenemise riski. IFN-y tootmine vaib olla

funktsionaalne surrogaat CMV-spetsiifiliste CTL-ide tuvastamiseks.
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QF-CMV on tsitomegaloviiruse proteiine simuleerivate peptiidantigeenide suhtes ilmnevate
CMl-reaktsioonide analiis. CMV peptiidid on loodud m&jutama CD8* T-rakke, sh A1, A2,
A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60
ja Cwé (A30, B13) HLA klassi| haplotiipe, mis hdlmavad > 98% elanikkonnast.
Tsitomegaloviirusega nakatunud isikutel on tavaliselt veres CD8* limfotsiiite, mis need
antigeenid &ra tunnevad. Sellise identifitseerimisprotsessi kdigus toodab ja vallandab
organism tsitokiini gamma-interferooni (IFN-y). Selle analiiisi aluseks on IFN-y tuvastamine ja

edasine kvantifitseerimine.

Protseduuri pohimétted

QF-CMV  analits viiakse labi  kahes etapis. Esmalt kogutakse igasse QF-CMV

verekogumiskatsutisse (kontroll-lahus, CMV antigeen ja mitogeen) tdisveri.

Mitogeeni katsutit kasutatakse QF-CMV  analisis positiivse kontrollina. See vaib olla
naidustatud eriti siis, kui patsiendi immuunsisteemi seisund on kisitav. Mitogeeniga katsutit

vaib kasutada ka selleks, et kontrollida vereproovi nduetekohast késitsemist ja inkubeerimist.

Katsutid tuleb inkubeerida vaimalikult kiiresti temperatuuril 37 °C (kuni 16 tunni jooksul
pdrast verevdtmist). Pdrast 16-24-tunnist inkubatsiooniaega katsutid  tsentrifuugitakse.
Seejdrel eraldatakse verest plasma ning madratakse QF-CMV ELISA testi abil kindlaks IFN-y
hulk (RU/ml).

IFNsy hulk CMV antigeeni ja mitogeeni katsutite plasmaproovides vaib sageli iletada
enamiku ensiUm-immunosorptsiooni analiisi riiderite  Glempiiri, isegi siis, kui isikute
immunosupressioon on mdddukas. Kvalitatiivsete tulemuste saamiseks kasutage tédtlemata
plasma kohta arvutatud védrtusi. Kvantitatiivsete tulemuste jaoks, mille puhul on néutavad
tegelikud RU/ml vadrtused, tuleb plasmaproovid lahjendada rohelise lahjendiga vahekorras

1/10 ja analiisida ensiim-immunosorptsiooni analiisi abil koos téétlemata plasmaga.
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Mérkus. Proovide puhul, mis j@édvad QF-CMV ensiiim-immunosorptsiooni analiiiisi vahemikku
(st kuni 10 RU/ml), tuleb kasutada téétlemata plasma prooviga saadud tulemust. Selliste IFN-
y kontsentratsioonide puhul véivad lahjendusastmega 1/10 plasmaproovide abil saadud

vadrtused olla ebatdpsed.

Analits loetakse IFN-y-vastusele reaktiivseks siis, kui CMV antigeeni katsuti ngit on tunduvalt
kérgem IFN-y kontrollvaartusest RU/ml. Mitogeenstimuleeritud plasmaprooviga kontrollitakse
iga analiisitava proovi  IFNw-positiivsust.  Vahene reakisioon mitogeenile néitab
indeterminantset tulemust, kui vereproov ei reageeri ka CMV antigeenidele. Selline muster
véib ilmneda ebapiisava arvu limfotsiitide, nende pdrsitud tegevuse, proovide vale
késitsemise, mitogeenikatsuti vale tditmise/segamise korral v&i patsiendi limfotsiitide
vdimetuse korral toota IFN+y, nt patsientide puhul, kellele on &sja tehtud elundisiirdamine.
Kontrollproov kohandub tausta vai mittespetsiifilise IFN-y-ga vereproovis. Kontrollkatsuti IFN-y
tase lahutatakse CMV antigeenikatsuti ja mitogeenikatsuti IFN-y tasemest (selle infolehe
teemast ,Tulemuste tdlgendamine”, Ik 24 leiate ilevaate QF-CMV tulemuste tdlgendamise

kohta).
Analiusimiseks kuluv aeg

Allpool on prognoositav aeg, mis kulub QF-CMV analiisi tegemisele; ndidatud on ka

mitmest proovist koosneva seeria analtisimisele kuluv aeg.

Verekatsutite inkubeerimine temperatuuril 16 kuni 24 tundi

37 °C:

Enstim-immunosorptsiooni analiis: Ligikaudu 3 tundi Ghe ELISA analiisi
plaadile

Alla 1 tunni t66d

Lisaks 10-15 minutit iga lisaplaadi kohta
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Kaasasolevad materjalid

Komplekti sisu

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)

Katalooginr 0192-0301
Preparaatide arv !
QuantiFERON Nil Control (QuantiFERON kontroll-lahuse katsuti) (hall kork) 1 katsuti
QuantiFERON CMV Anfigen (QuantiFERON CMV antigeeni katsuti) (sinine kork) 1 katsuti
QuantiFERON Mitogen Control (QuantiFERON mitogeeni kontrollkatsuti) (lilla kork) 1 katsuti
QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (QF-CMV-verevatukatsutite infoleht) 1
QuantiFERON-CMYV ELISA Kahest plaadist koosnev ELISA komplekt
Katalooginr 0350-0201
Mikroplaadiribad (12 x 8 siivendiga), kaetud anti-humaanse IFN-y 2 komplekti 12 x 8 siivendiga
monoklonaalse antikehaga (hiir) mikroplaadiriba
Human IFN-y Standard, lyophilized (Humaanne IFN-y ) 1 viaal
standardkontsentratsioonis, liofiliseeritud; sisaldab rekombinantset (8 RU/ml pérast rekonstitueerimist)
humaanset IFN-y, veise kaseiini, 0,01% mass/maht timerosaali)

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

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (Konjugaadikontsentraat

(100-kordne), liiofiliseeritud) (anti-humaanne (hiir) IFN-y HRP, 1x0,3ml

sisaldab 0,01% mass/maht timerosaali)

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

Enzyme Substrate Solution (Ensiiimsubstraadi lahus)(sisaldab H.Oz, 1 % 30 ml

3,3', 5,5’ tetrametiiilbensidiini) m

Enzyme Stopping Solution (Ensiiimi deaktiveerimislahus) (sisaldab 1% 15 ml

0,5 M HySO4)*
QF-CMV ELISA Package Insert (QF-CMV ELISA pakendi infoleht)

1

* Sisaldab vaévelhapet. Ettevaatusabindude kohta vt k 9.
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Vaijalikud materjalid, mida kaasas pole

Kemikaalidega téatamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid kindaid ja
kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge toote tarnija pakutava vastava ohutuskaardiga (safety
data sheets, SDS).

e 37 °C inkubaator; CO2 pole néutav

e Kalibreeritud eri suurusega pipetid (10-1000 pl, Ghekordse otsaga)
e Kalibreeritud, mitme kanaliga pipetid (50-100 pl, Ghekordse otsagal
® Mikroplaadi raputi

e Deioniseeritud voi destilleeritud vesi, 2 liitrit

e Mikroplaatide pesuseade (soovitatavalt automaatne)

e Mikroplaadilugeja 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltriga

Hoiatused ja ettevaatusabindud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas

Kemikaalidega tétamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid kindaid ja
kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge vastava ohutuskaardiga (SDS). Need on saadaval
mugavas ja kompakises PDFvormingus veebiaadressil www.giagen.com/safety. Seal saate

vaadata kaiki QIAGEN®i komplekti ja selle osade ohutuskaarte ning need vélja printida.

|
ETTEVAATUST! Kasitsege inimverd kui potentsiaalselt nakkusohtlikku. Jargige asjakohaseid

A vere kdsitsemise juhiseid.
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QuantiFERON-CMV ELISA analiisikomplekti komponentidele kehtivad jargmised ohu- ja

hoiatuslaused.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Sisaldab: sulfuric acid. Hoiatus! V&ib séévitada metalle. P3hjustab
@ nahadrritust. Pahjustab tugevat silmade érritust. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/ kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantFERON Enzyme Substrate Solution

Hoiatus! Pahjustab keskmist naha &rritust. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/ kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantiFERON Green Diluent

Sisaldab: trinaatrium-5-hiidroksi-1-(4-sulfofeniiiil)-4-(4-
sulfofeniiilaso)pirasool-3-karboksilaati. Sisaldab: tartrazine. Hoiatus!
V&ib péhjustada allergilist nahareaktsiooni. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/ kaitseprille/ kaitsemaski.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Sisaldab: ProClin 300. Ohtlik veeorganismidele, pikaajaline toime.
Véltida sattumist keskkonda.
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Ohutusteave

Lisateave

® QF-CMV infolehe juhiste eiramine véib pdhjustada valesid tulemusi. Lugege juhised enne

analiisi kasutamist téhelepanelikult labi.

e Arge kasutage komplekti, kui méni reaktiivipudel on enne kasutamist kahjustatud vai

lekib.

e NB! Enne kasutamist vaadake viaalid ile. Arge kasutage konjugaadi vai IFN-y
standardviaale, millel on mérke kahjustustest voi mille kummikork on rikutud. Arge
kasutage purunenud viaale. Rakendage vajalikud meetmed viaalide ohutuks
havitamiseks. Soovitus: kasutage konjugaadi véi IFN-y standardviaalde avamiseks

avamistddriista, et vahendada vigastusohtu metallist korgi t6ttu.

e Arge segage erinevatest QF-CMV komplektipartiidest périt mikroplaadiribasid,
humaanset IFN-y standardkomplektis, rohelist lahjendit ega 100-kordset
konjugaadikontsentraati. Muid erinevatest komplektidest périt reaktiive (pesupuhvri
kontsentraati (20-kordne kontsentratsioon), ensiimsubstraadi lahust ja ensGimi
deaktiveerimislahust) vaib kasutada eeldusel, et nende reaktiivide sailivusaeg pole

Uletatud ja partii Gksikasjad on Ules kirjutatud.

e Karvaldage Ulejadnud reaktiivid ja bioloogilised proovid kohalike ja riiklike magruste

kohaselt.

e Arge kasutage QF-CMV verevétukatsuteid ega QF-CMV ensiiim-immunosorptsiooni

analiisikomplekte pérast aegumiskuupdeva.

® Veenduge, et laboriseadmed, nt mikroplaatide pesuseadmed ja plaadilugejad oleksid
kalibreeritud/tunnistatud kasutuskalblikuks.
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Reaktiivide hoiustamine ja tarnimine

Verevatukatsutid

e Sailitage QF-CMV-verevatukatsuteid temperatuuril 4-25 °C.

e QF-CMV-verevatukatsutite temperatuur peab verevétmise ajal olema vahemikus
17-25 °C.

e QF-CMV-verevétukatsutite kélblikkusaeg on kuni 15 kuud alates tootmiskuupéevast,

sdilitustemperatuuril 4-25 °C.

EnsGUm-immunosorptsiooni analtisikomplekti reaktiivid

e Sagilitage komplekti temperatuuril 2-8 °C.

e Kaitske ensiimsubstraadi lahust alati ofsese paikesevalguse eest.

Rekonstitueeritud ja kasutamata reaktiivid

Reaktiivide rekonstitueerimise kohta leiate teavet teemast ,2. etapp — humaanse IFN+y
QuantiFERON-CMV ensiiim-immunosorptsiooni analits” (juhised 3 ja 5k 17 ja 19).

e Rekonstitueeritud humaanse IFN-y standard sailib temperatuuril 2-8 °C 3 kuud.
Markige Ules humaanse IFN+y standardi rekonstitueerimise kuupdev.

e Ulejaanud kontsentraati (100-kordne) tuleb pérast rekonstitueerimist sailitada

temperatuuril 2-8 °C ning see tuleb dra kasutada 3 kuu jooksul.
Markige Ules konjugaadi rekonstitueerimise kuupdev.
e Kasutusvalmis konjugaat tuleb dra tarvitada 6 tunni jooksul pérast valmistamist.

e Kasutusvalmis pesupuhver sailib toatemperatuuril (22 +5 °C) kuni 2 né&dalat.
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Proovide v&tmine ja kdsitsemine

QF-CMV sisaldab jargmisi verevatukatsuteid:

e Kontroll-lahuse katsuti (hall kork)

e CMV antigeeni katsuti (sinine kork)

® Mitogeeni kontrollkatsuti (lilla kork)

Antigeenid katavad kuivatatud kihina verevatukatsutite siseseina, seetdttu tuleb vereproovid

hoolikalt katsuti sisuga segada. Katsutid tuleb toimetada vaimalikult kiiresti inkubaatorisse

temperatuuril 37 °C (kuni 16 tunni jooksul pdrast vere votmist).

Optimaalsete tulemuste saamiseks tuleb kinni pidada jargmistest juhistest.

1.

Vétke igalt patsiendilt otse igasse QF-CMV verevatukatsutisse 1 ml veeniverd. Selle

protseduuri peab lébi viima ainult vastava valjadppega veenivere vétja (flebotomist).
QF-CMV-verevétukatsuteid saab kasutada kérgusel 0-810 m Ump.

Kui QF-CMV-verevatukatsuteid kasutatakse kdrgemal kui 810 m Gmp vai kui veri voolab
liiga aeglaselt, vdib verevatmiseks kasutada ka sistalt ning viia sellega igasse

3 katsutisse 1 ml verd. Et seda oleks turvaline ja mugav teha, tuleb sistlandel
nduetekohaselt eemaldada, vétta kaigilt kolmelt QF-CMV-verevatukatsutilt korgid dra ning
viia sistlaga igasse katsutisse 1 ml verd (kuni musta margistuseni katsuti kiiljel). Pange
katsutikorgid kindlalt peale ja segage, nagu jérgnevas osas kirjeldatud. Kuna veri voolab
1 ml katsutitesse suhteliselt aeglaselt, jétke katsuti pdrast ndilise taituvustaseme
saavutamist veel 2-3 sekundiks ndela otsa. Sellega on tagatud vajaliku verekoguse

saamine.
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Katsuti killjel olev must mérgistus tahistab 1 ml taituvustaset. QF-CMV-verevatukatsutid on
nahtud ette 0,8-1,2 ml vere jaoks. Kui vere tase ei ole mdnes katsutis indikaatortghise

lahedal, tuleb votta uus vereproov.

Kui verevdtmisel kasutatakse liblikndela, tuleb tihja katsuti abil veenduda, et toru oleks

enne QF-CMV-verevatukatsutite kasutamist verega taidetud.

Alternatiivselt vib verd votta iihte iildisesse verevotukatsutisse, milles sisalduv
antikoagulant on liitiumhepariin ja mis viiakse seejdrel QF-CMV-verevatukatsutitesse.
Antikoagulandina kasutage ainult liitiumhepariini, kuna muud antikoagulandid véivad
analisitulemusi moonutada. Taitke verevotukatsuti (miinimumkogus 5 ml) ja segage
hepariini lahustamiseks ettevaatlikult (pdérates katsutit mitu korda tagurpidi). Selle
protseduuri peab lébi viima ainult vastava valjadppega veenivere vétja (flebotomist).
Verd tuleb sailitada toatemperatuuril (22 +5 °C) enne selle viimist QF-CMV-
verevatukatsutisse inkubeerimiseks, mis tuleb |&bi viia hiliemalt 16 tunni jooksul pérast

verevotmist.

2. Segage QF-CMV-verevdtukatsutite sisu kohe pdrast verevatmist, raputades katsuteid
kimme (10) korda piisava tugevusega nii, et kogu katsuti sisepind oleks verega kaetud ja

katsuti seintel olev antigeen lahustunud.
Katsutite temperatuur peab verevétmise ajal olema vahemikus 17-25 °C.
Liiga energiline raputamine vaib geeli lagundada ja pdhjustada valesid tulemusi.

Kui verd on vdetud liitiumhepariiniga katsutisse, tuleb proove enne QF-CMV-
verevatukatsutisse viimist htlaselt segada. Veenduge, et veri on vahetult enne teise
katsutisse viimist pohjalikult segatud (kergelt loksutades). Jagage 1 ml alikvooti (ks iga
QF-CMV-verevatukatsuti kohta) vastavasse lisanditeta, CMV-antigeeniga véi mitogeeniga
katsutisse. Turvalisuse tagamiseks tuleks seda teha aseptiliselt, eemaldades kaigilt kolmelt
QF-CMV-verevatukatsutilt korgid ning viia sistlaga igasse katsutisse 1 ml verd (kuni musta
margistuseni katsuti kiljel). Pange katsutikorgid kindlalt peale ja segage vastavalt

eespool kirjeldatule.
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3. Sildistage katsutid vastavalt nduetele.
Kontrollige, kas iga katsuti (lisanditeta, CMV-antigeeniga, mitogeeniga katsuti) on sildi
v3i muude vahendite abil tuvastatav.

4. Katsutid tuleb toimetada vaimalikult kiiresti inkubaatorisse temperatuuril 37 £1 °C (kuni
16 tunni jooksul parast verevdtmist). Hoidke katsuteid enne inkubeerimist

toatemperatuuril (22 £5 °C). Arge sdilitage vereproove kilmikus ega jadkapis.
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Protseduur

1. etapp — vere inkubeerimine ja plasma eraldamine

1. Inkubeerige katsuteid PUSTASENDIS temperatuuril 37 +1 °C 16-24 tundi. Inkubaator ei

vaja CO2 ega niisutamist.

NB! Kui katsuteid ei inkubeerita vahetult parast verevatmist, segage verd enne

inkubeerimist uuesti, pddrates katsutit 10 korda tagurpidi.

Parast inkubeerimist vaib verevatukatsuteid enne tsentrifuugimist hoida temperatuuril
4-27 °C kuni 3 d6paeva.

2. Parast katsutite inkubeerimist temperatuuril 37 °C tsentrifuugige neid 15 minutit 2000~
3000 g (RCF) juures. Moodustuv hiiivis eraldab rakud plasmast. Kui seda ei juhtu, tuleb

katsuteid uuesti tsentrifuugida.
Plasmat on vaimalik eraldada ka tsentrifuugimata, kuid seejuures peab toimima Gérmise
eftevaatusega, et plasma vétmisel rakke mitte kaasa haarata.

3. plasmaproove ei tohi pdrast tsentrifuugimist ja enne plasma eraldamist mingil juhul Gles
vdi alla pipeteerida ega segada. Toimige suure ettevaatusega, et materjal hiivise
pinnaga ei seguneks.

NB! Kasutage plasmaproovi vétmiseks alati pipetti.
Plasmaproovid vaib tsentrifuugitud verevatukatsutitest kanda otse QF-CMV ensiim-

immunosorptsiooni analiisiplaadile; sama kehtib ka ensiim-immunosorptsiooni

analiiisiautomaatide kasutamise korral.

Plasmaproove vaib sdilitada tsentrifuugitud QF-CMV-verevétukatsutites kuni 28 péeva
temperatuuril 2-8 °C vdi temperatuuril =20 °C (soovitatavalt alla -70°C) parast plasma

eraldamist ka pikema aja jooksul.

Piisava analiisiproovi saamiseks eraldage plasmat vahemalt 150 pl.
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2. etapp — humaanse IFN-y QuantiFERON-CMV ensiim-

immunosorptsiooni analtis

Teavet enstUm-immunosorptsiooni analiisi jaoks vajalike materjalide kohta vt jaotisest

.Komplekii sisu”, lk 8 ja jaotisest ,Vajalikud materjalid, mida kaasas pole”, Ik 9.

1.

K&ik plasmaproovid ja reaktiivid, valja arvatud 100-kordne konjugaadikontsentraat,
peavad olema enne kasutamist saavutanud toatemperatuuri (22 +5 °C). Kavandage

selleks véhemalt 60 minutit.

. Vétke kasutamata enstiim-immunosorptsiooni analiisi plaadi ribad raamist vélja, pange

kilepakendisse tagasi ja sailitage kuni kasutamiseni kilmikus.

Varuge QF-CMV ensiitm-immunosorptsiooni analiisi standarditele véhemalt ks riba ja
analiisitavatele patsientidele piisav arv ribasid. Hoidke raam ja kaas pérast kasutamist

ilejaanud ribade jaoks alles.

Rekonstitueerige humaanse IFN-y standard viaali etiketile mérgitud koguse deioniseeritud
voi destilleeritud veega. Segage pudeli sisu ettevaatlikult (et tekiks véimalikult vahe vahtu)
ja veenduge, et sisu oleks taielikult lahustunud. IFN-y standardi rekonstitueerimine dige

mahuni annab tulemuseks 8,0 RU/ml kontsentratsiooniga lahuse.

Mérkus. Humaanse IFN-y standardi (standardkomplekti) rekonstitueerimise maht on

partiist sdltuvalt erinev.

Rekonstitueeritud standardit kasutades valmistage ette neljast [FN-y kontsentratsioonist
koosnev rohelise lahjendi (RL) seeria (Joonis 1, jérgmine leht). S1 (standard 1) sisaldab
4,0 RU/ml, S2 (standard 2) sisaldab 1,0 RU/ml, S3 (standard 3) sisaldab 0,25 RU/ml
ia S4 (standard 4) sisaldab 0 RU/ml (ainult RL). Standardeid tuleb testida vahemalt
kahekordselt. Valmistage igaks enstiim-immunosorptsiooni analiisi seansiks ette

standardkomplekti uus lahus.
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Kahekordse menetluse naide

Kahekordse menetluse néide
A Sildistage neli katsutit: S1, S2, S3, S4
B Valage katsutitesse S1, S2, S3, S4 150 pl RL.
C Valage katsutisse ST 150 pl standardlahust ja segage korralikult.
D Valage katsutist ST 50 pl katsutisse S2 ja segage korralikult.
E Valage katsutist S2 50 pl katsutisse S3 ja segage korralikult.
F Ainult RL on nullstandard (S4).
=
150 pl 50 pl
—> e
Rekonstitueeritud Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
reaktiivikomplekt 4,0 RU/ml 1,0 RU/ml 0,25 RU/ml O RU/ml

(roheline lahjendi)

Joonis 1. Standardkavera valmistamine lahjendusseeria abil.

4. Rekonstitueerige liofiliseeritud 100-kordne konjugaadikontsentraat 0,3 ml deioniseeritud
vdi destilleeritud veega. Segage pudeli sisu ettevaatlikult (et tekiks vaimalikult véhe vahtu)

ning veenduge, et konjugaat oleks taielikult lahustunud.

Kasutusvalmis konjugaadi valmistamiseks lahjendatakse vajalik kogus rekonstitueeritud

100x konjugaadikontsentraati rohelises lahjendis (vt tabel Tabel 1, jargmine leht).
Segage korralikult, kuid ettevaatlikult, et véltida vahu teket.

Paigutage ilejaanud 100-kordne konjugaadikontsentraat kohe pérast kasutust uuesti

temperatuurile 2-8 °C.

Kasutage ainult rohelist lahjendit.
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Tabel 1. Kasutusvalmis konjugaadi valmistamine

Ribade arv 100-kordse konjugaadikontsentraadi kogus Rohelise lahjendi kogus
2 10 pl 1,0 ml
3 15 4l 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
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. Katsutitest eraldatud ja seejérel kilmutatud véi kauem kui 24 tunniks hoiule pandud

plasmaproove tuleb enne ELISA automaati panemist hoolikalt loksutada.

NB! Kui plasmaproovid pannakse automaati otse tsentrifuugitud QF-CMV-

verevdtukatsutitest, tuleb hoiduda plasmat loksutamast. Toimige suure ettevaatusega, et

materjal hivise pinnaga ei seguneks.

6. Kui on vaja kvantitatiivseid tulemusi, lahjendage ka CMV ja mitogeeni plasmaproovid

rohelise lahjendiga vahekorras 1:10 (10 pl plasmat segatud 90 pl RL-ga). Kontroll-

plasmaproovi ei tohi lahjendada.

Soovitatay on paralleelselt analiisida j@rgmisi proove:

kontroll, CMV antigeen, mitogeen, CMV antigeen (1/10), mitogeen (1/10)

Analiisitarkvara QuantiFERON-CMV Analysis Software toetab ka jargmisi patsiendi

proovikombinatsioone:

kontroll, CMV antigeen, mitogeen
kontroll, CMV antigeen (1/10), mitogeen (1/10)

kontroll, CMV antigeen, mitogeen, CMV antigeen (1/10)

kontroll, CMV antigeen (1/10), mitogeen
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7. Tilgutage mitmekanalilise pipetiga igasse ELISA sivendisse 50 pl valmis konjugaati.

Lisage vastavatesse mikrolohukestesse 50 pl plasmaproovi. Lapuks lisage igasse

mikrolohukestesse 50 pl standardeid 1-4. Standardeid tuleb festida véhemalt kahekordselt.

9. Katke ensiim-immunosorptsiooni analiisi plaat kaanega ja segage konjugaati ja
plasmaproove/standardeid korralikult 1 minuti véltel mikroplaatide raputis kiirusel 500~
1000 p/min. Vdltige pritsimist.

10.Katke ensiim-immunosorptsiooni analiisi plaat kaanega ja inkubeerige neid
120 + 5 minutit toatemperatuuril (22 £5 °C).

Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest. Karvalekaldumine

ettendhtud temperatuurivahemikust véib pdhjustada valesid tulemusi.

11.Valmistage inkubeerimise ajal kasutusvalmis pesupuhver. Lahjendage ks osa 20-kordset
pesupuhvrikontsentraati 19 osa deioniseeritud vai destilleeritud veega ja segage
korralikult labi. Analitsiga on kaasas piisav kogus 20-kordset pesupuhvrikontsentraati,

millest piisab 2 liitri kasutusvalmis pesupuhvri valmistamiseks.

12.Kui enstim-immunosorptsiooni analiisi plaatide inkubeerimine on 16ppenud, peske
mikrolohukesi véhemalt kuus korda 400 pl kasutusvalmis pesupuhvriga. Soovitatav on

kasutada automaatset pesemisseadet.

NB! Korralik pesemine on analiisi tulemuste seisukohast vaga tahtis. Kontrollige iga
pesutsikli korral, et kdik sivendid oleksid kuni Glemise servani pesupuhvriga taielikult
kaetud. Soovitatav on jatta iga pesutsikli vahele véhemalt 5 sekundi pikkuse leotusaja.
Kasutatud pesuvee kogumisndusse tuleb lisada laborites kasutatavat
desinfitseerimisvahendit. Lisaks sellele jérgige teie laboris kehtivaid potentsiaalselt
nakkava materjali dekontamineerimise eeskirju.

13.Koputage plaate ebemevaba paberréatiku peal, et eemaldada nendesse jaanud
pesupuhvri jadgid. Tilgutage igasse mikrolohukesse 100 pl ensiimsubstraadi lahust,
katke plaat kaanega ja segage korralikult 1 minuti véltel mikroplaatide raputis kiirusel
500-1000 p/min.

14.Katke kdik plaadid kaanega ja inkubeerige neid 30 minutit toatemperatuuril (22 +5 °C).

Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.
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15.30-minutise inkubeerimise jdrel tilgutage igasse mikrolohukesse 50 pl Enzyme Stopping
Solutionit (enstimi deaktiveerimislahus) samas jarjekorras, milles lisasite substraadi ja
segage korralikult mikroplaatide raputis kiirusel 500-1000 p/min.

16.Madtke iga mikrolohukese optilist tihedust (OT) 5 minuti jooksul parast deaktivaatori
lisamist mikroplaatide lugejaga ja kasutage selleks 450 nm filtrit ning 620-650 nm

referentsfiltrit. OT-vaartusi on hiliem vaja tulemuste arvutamiseks.
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Arvutused ja analiisi t6lgendamine

Tarkvara QuantiFERON-CMV Analysis Software |&hteandmete analitsimiseks ja tulemuste
arvutamiseks on saadaval QIAGEN-i veebisaidil www.QuantiFERON.com. Veenduge, et

kasutate QF-CMV analiiiisitarkvara uusimat versiooni.

Tarkvara teeb analiisi  kvaliteedikontrolli, koostab standardkdvera ja véljastab iga
analisitud  katseisiku  kohta tulemuse, mida kirjeldatakse Uksikasjalikumalt teemas
JTulemuste t3lgendamine”, |k 24. Tarkvara annab lahjenduse madalaima tulemuse, mis

annab tulemuse QF-CMV ELISA analiisivahemikus, arvestades ka lahjendustegurit.

QF-CMV analiisimise tarkvara kasutamise alternatiivina on véimalik tulemusi kindlaks teha

ka jargmise meetodi abil.

Standardkévera moodustamine (kui QF-CMV analiisitarkvara ei
kasutata)

Leidke igal plaadil standardkomplekti korduste keskmised OT-vaartused.
Konstrueerige logie-logie) standardkdver, kandes (y-teljele)] OT keskmise vaartuse logg ja (x-
teliele) standardite IFN-y kontsentratsiooni (RU/ml) loge, jéttes arvutustest vélia nullstandardi.

Arvutage regressioonianaliisi kaudu standardkdvera parim kontuur.

Leidke standardkdvera abil kaikide analiisitud plasmaproovide IFN-+y kontsentratsioon

(RU/ml), kasutades iga proovi OT-védrtust.
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Nendeks arvutusteks v3ib  kasutada mikroplaatide lugemisseadmetele  pakutavaid
tarkvarapakette ja standardseid arvutustabeleid voi statistikaprogramme  (nt Microsoft®
Excel®). Soovitatav on selliseid tarkvarapakette kasutada regressioonianalisi tegemiseks,
standardite variatsioonikoefitsiendi (%VK) ja standardkévera korrelatsioonikoefitsiendi (r)

leidmiseks.

Esitatud tulemus tuleb vétta madalaimast lahjendusest, mis annab tulemuse QF-CMV ELISA

analiisivahemikus, arvestades ka lahjendustegurit (kui see on asjakohane).
Analiisi kvaliteedikontroll

Analiisi tulemuste tapsus sdltub korrektse standardkdvera moodustamisest. Seetdttu tuleb

enne proovide analiisitulemuste tdlgendamist kontrollida standarditest tuletatud tulemusi.

EnsGUm-immunosorptsiooni analiisi tulemused on valiidsed, kui on tdidetud jargmised

tingimused.

e Standardi 1 keskmine OT-vddrtus peab olema > 0,600.
e Standardi 1 ja standardi 2 korduvate OT-vadrtuste protsendis peab %VK olema < 15%.

e Standardi 3 ja standardi 4 korduvad OT-vadrtused ei tohi halbida konkreetsest
keskmisest vadartusest rohkem kui 0,040 OT-ihikut.

e Standardite keskmiste ekstinktsioonivadrtuste pdhjal arvutatud korrelatsioonikoefitsient (r)
peab olema > 0,98.

QF-CMV  analiisitarkvara  arvutab  ja  esitab  need  kvaliteedikontrolli  parameetrid.

Kui nimetatud kriteeriumid pole tdgidetud, on analiiisipartii kehtetu ja seda tuleb korrata.

Nullstandardi (rohelise lahjendi) keskmine OT-vadrtus peab olema < 0,150. Kui keskmine

OT-vaartus on > 0,150, tuleks kontrollida, kuidas toimub plaatide pesemine.
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Tulemuste t6lgendamine

QuantiFERON-CMV tulemusi saab télgendada jargmiste kriteeriumide alusel, vt Tabel 2.

Tabel 2. QuantiFERON-CMV tulemuste t3lgendamine

Mitogeeniga
miinus
Lisgnditeto CMV miinus kontroll |isgndireiq QF-CMV
(RU/ml) (RU/ml) (RU/ml)* tulemus Aruanne/t5lgendus
> 0,20 ja>25% . " CMYV vastane immuunsus on
. . . Suvaline Reaktiivne!
lisanditeta vadrtusest tuvastatud
<8,0 < 0,20 VOI > 0,20 ja >0,5 Mittereaktivne ~ CMV vastast immuunsust El tuvastatud
<ﬂ%5% lisanditeta <05 Mad 0 CMV reaktiivsuse tulemused on
vadrtusest ¢ aaramaty madratlematud
> 8,08 Suvaline Suvaline Madramatu* G zeltoas e o

madratlematud

* Mitogeeniga positiivse kontrolli vastused (ménel juhul ka CMV antigeenide omad) vaivad tavaliselt olla véljaspool
mikroplaatide lugeja vahemikku. See ei majuta analiisitulemusi.

t Neil juhtudel, kui tsitomegaloviiruse nakkust ei oletata, vaib algsete plasmaproovide uus kahekordne testimine QF-
CMV ELISA testiga esialgseid reaktiivseid tulemusi kinnitada. Kui testi kordamisel on ihe véi malema proovi tulemus
positiivne, tuleb festi Gldtulemus hinnata reaktiivseks.

 Vaimalike pahjuste kohta leiate teavet teemast , Térkeotsingujuhend” (lk 39).

Kliinilistes uuringutes (1) on osutunud kliiniliselt oluliseks m&&ramatu tulemus parenhimatoosse elundi siirdamise
patsientide seas, kus doonor on CMV suhtes reaktiivne, kuid mitogeeni kontroll oli alla 0,5 RU/ml. Selliste
patsientide puhul on kérgeim CMV-risk.

§ Kliinilistes uuringutes oli alla 0,25% katseisikutel lisanditeta vadrtuse IFN-y fase > 8,0 RU/ml.

Mérkus. Méddetud IFN-ytaseme tulemusi tuleb kasutada, arvestades CMV-antigeenide
immuunreaktsiooni hindamisel kliinilist pilti, haiguste anamneesi ja muid diagnostilisi
uuringuid. QF-CMV pole ette ndhtud tsitomegaloviirusnakkuse diagnoosimiseks ja seda ei

tohi kasutada selle nakkuse valistamiseks.
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Piirangud

QuantiFERON-CMV  analiisi tulemusi tuleb vaadelda koos iga isiku epidemioloogilise

ajaloo, tema tegeliku tervisliku seisundi ja muude diagnostiliste uuringutega.
Ebausaldusvaarsed vai maaramatud tulemused vdidakse saada jargmistel pdhjustel.

e Karvalekaldumine QuantiFERON-CMV ELISA infolehel kirjeldatud protseduurist.
® |FN-y ilemé&drane tase kontrollkatsutis.

® Vereproovi vdtmise ja temperatuuril 37 °C inkubeerimise vahe on pikem kui 16 tundi

Eeldatavad vaartused

Eeldatavad IFNyy vadrtused QuantiFERON-CMV analiisi  kasutades saadi  tervetelt
analiisitavatelt isikutelt véetud 591 proovi uuringuga. 343 proovi tulemus oli CMV IgG
analiisi tulemusel seropositiivne ja 248 proovi tulemus oli seronegatiivne. CMV seroloogia
olek oli QF-CMV testimise ajal teadmata. CMV-seronegatiivsete analiusitud isikute
248 testitud  proovist olid QFCMV ELSA analitsi tulemusel 100% (248/248)
mittereaktiivsed, andes CMV antigeeni katsutis IFN-y tulemuse < 0,2 RU/ml (kontrollvadrtus
on lahutatud). Joonis 2 on ndidatud 343 CMV seropositiivse kaitseisiku IFN-y tulemuste

jaotuvus CMV antigeeni katsuti puhul (kontrollvadrtus on lahutatud).
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Joonis 2. QF-CMV IFN-y tulemuste jaotuvus (kontrollvédrtus on lahutatud) seropositiivsetes tervetes analiisitud isikutes
(n = 343).

Mitogeenile reageerimise IFN-y jaotuvus (kontrollvddrtus on lahutatud) médrati kindlaks
tervetelt taiskasvanud analiisitud isikutelt véetud 733 prooviga, kasutades QF-CMV ELISA
analiisi, olenemata CMV IgG seroloogiast Joonis 3). Mitogeeni tulemus (kontrollvéartus on
lahutatud) alla 0,5 RU/ml naitab analiisi nurjumist véi seda, et analiisitud isiku
immuunsisteem on  ohustatud  seisundis. Tervetest analiUsitavatest sattus  sellesse

kategooriasse ainult 2/733-st tulemusest.

QuantiFERON-CMV ELISA Pakendi infoleht 02/2018 26



Proovide arv

700 637
525
350
175
o 2 2 9 5 7 12 9 13 11 10 16
0 PQ}O‘ S Q(qu(bqo\ o\q P qq,\qq 09 qq//@
Q Qv NV YTy 6 A
IFN-y (RU/mI)

Joonis 3. Mitogeeni IFN-y tulemuste jaotuvus (kontrollvédrtus on lahutatud) tervetes analiisitud isikutes (n = 733).

Kontroll-lahuseta katsutitele reageerimise IFN-y jaotuvus mé&arati kindlaks tervetelt analtusitud
isikutelt véetud 1020 prooviga, kasutades QF-CMV ELISA analiisi, olenemata CMV IgG

seroloogiast (Joonis 4).
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Joonis 4. Kontroll-lahuseta IFN-y vastuste jaotuvus tervetes analiiisitud isikutes (n = 1020) véljendatuna protsendina
elanikkonnast.
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Sooritusnditajad
Kliiniline toimivus

Analiisi lavivaartus varasema CMV-ga kokkupuute tuvastamiseks QF-CMV abil saadi grupi
tervete tdiskasvanute (n = 223) testimise tulemuste analitsi pdhjal, mille kdigus QF-CMV
tulemusi vérreldi CMV seroloogiliste tulemustega. ROC-analiiisiga tehti kindlaks, et analtsi
lavivaartus 0,04 RU/ml (pdrast kontrollvédrtuse lahutamist) tagas QF-CMV  analiisi
optimaalsed positiivsed ja negatiivsed prognoosimisvadrtused (ala kdvera all = 0,9679
[95%Cl: 0,9442-0,9915, p<0,0001]) ja nditas seega lavi, milleni see analiis taitis tervete

analiisitavate seas sihtotstarvet kdige t3husamalt.

QF-CMV analijisi toimivust vorreldi SeraQuest™ CMV IgG seroloogiaanaliisiga (Quest
Infernational). QF-CMV analiis kattus tervete taiskasvanute puhul 95% (294/310 isikust)
ulatuses CMV IgG seroloogiaanaliisi tulemustega, kusjuures Ukski 149-st seronegatiivsest
doonorist ei olnud reaktiivne QF-CMV-le. 161-st seropositiivsest doonorist olid QF-CMV-le
reaktiivsed 145. Uldine positiivne Ghildumine oli 90%, negatiivse Ghildumise védrtus aga
100%. QF-CMV vastuste ja CMV IgC seroloogia oleku tulemuste kattumine tervete

analiisitavate puhul on esitatud Tabel 3.

Tabel 3. QuantiFERON-CMV ja CMV IgG seroloogiaanaliitsi tulemuste kattumine tervete analiisitavate puhul

CMV seroloogia
Positiivne Negatiivne Kokku
Reakfiivne 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Mittereaktiivne 16 149 165 (53,2%)
Kokku 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)
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Analiisi lavivadrtus

Selle analiiusi soovitatav kliiniline lavivadrtus CMV antigeeni katsuti puhul on 0,2 RU/ml
(kontrollvaartus on lahutatud), kuigi erinevate kliiniliste tingimuste korral véivad valiidseks

osutuda erinevad lavivadrtused.
Kliinilised vuringud

Kuna ildtunnustatud  standard  tsitomegaloviirusnakkuse  diagnoosi  kinnitamiseks  vai
vélistamiseks puudub, ei saa QF-CMV tundlikkuse ja spetsiifilisuse analiisi praktiliselt
hinnata. QF-CMV ligikaudne spetsiifilisus ja tundlikkus m&arati tervete analiisitavate isikute

QF-CMV vastuste ja CMV IgG seroloogia oleku tulemuste kattumise hindamise teel.

QF-CMYV ligikaudne spetsiifilisus leiti valepositiivsete tulemuste madra hindamise teel (QF-
CMV reaktiivne vastus) tervete doonorite proovides, kellel puudus varasem kokkupuude
CMV-ga (CMV IgG seronegatiivsed isikud). Ligikaudne tundlikkus méadrati tervete doonorite
proovide QF-CMV-le reageerimise hindamise teel, kellel oli varasemaid kokkupuuteid CMV-
ga (CMV IgC seropositiivsed isikud). QF-CMV kasutab suurt arvu erinevate CMV proteiinide
CMV-spetsiifilisi epitoope, vdimaldades ulatuslikku kliinilist rakendust suurele hulgale erineva
HLA klassi | haplotiipidega elanikkonnale (ligikaudu 98% elanikkonnast). Kuna CMV
seroloogiaga analiiisitud isikute HLA haplotiibid polnud teada, eeldati, et véike protsent

seropositiivsete isikute proovidest ei reageeri QF-CMV-verevétukatsutitele.
Spetsiifilisus

Tervetelt analtisitavatelt isikutelt véetud 591 proovi uuringuga ei avastanud CMV IgG
seronegatiivsete isikute kohta Uhtki valepositiivset QF-CMV tulemust, kusjuures 248 proovi
248-st olid QF-CMV ELISA analiisi tulemusel mittereaktiivsed ja CMV IgG seroloogiatesti
tulemusel negatiivsed. Seega nditasid QF-CMV analiisi ja CMV IgG seroloogiatestiga
saadud tulemused 100% kokkulangevust.
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Kaigis muudes spetsiifilisuse analiiisides, mis viidi I&bi parenhimatoosse elundi siirdamise
(1-8), hematopoeetilise tivirakusiirdamise (9,10) labi teinud ja Hlviirusega (11) patsientide

seas, oli QF-CMV ja CMV IgG seroloogia kokkulangevuse tase olnud jarjepidevalt 100%.
Tundlikkus

Tervetelt analiisitavatelt isikutelt véetud 343 proovi uuringuga CMV IgG seropositiivsete
isikute kohta selgus, et QF-CMV analiisi ja CMV IgG seroloogiatesti tulemuste
kokkulangevuse tase oli 80,5%, 276 proovi 343-st olid QF-CMV analiisi tulemusel
reaktiivsed ja CMV IgG seroloogiatesti tulemusel positiivsed. Ebaksla vaib olla tingitud

valepositiivsest CMV-seroloogiast vai reaktiivsete HLA tiipide puudumisest testitud isikutel.

Tundlikkuse hindamisel parenhimatoosse elundi siirdamise 1abi teinud patsientidel (1-8),
hematopoeetilise tivirakusiirdamise patsientidel (9, 10) ja Hlviirusega nakatunud
patsientidel (11) leiti pisut madalam Ghilduvuse tase, mis v&ib olla tingitud valepositiivsest
CMV-seroloogiast, reaktiivsete HLA tiipide puudumisest testitud isikutel v3i reaktiivsete T-

rakkude puudumisest nendel patsientidel immuunreaktsiooni pdrsituse téttu.
Kliinilist kasulikkust esiletéstvad uuringud

Nii CMV IgC seroloogia kui ka QF-CMV sihtotstarve on CMV suhtes immuunsuse tuvastamise
véimaldamine. Elundite siirdamisel kasutatakse CMV seroloogiat laialdaselt enne siirdamist,
et kindlaks teha CMV-ga seotud komplikatsioonide riski parast patsiendile elundi siirdamist,
kuid siirdamisjargselt on sel vaid piiratud vaartus. QF-CMV-d véib kasutada  ka
elundisiirdamispatsientide puhul, et hinnata nende CMV vastase immuunsuse taset ja riski
simptomaatilise CMV-nakkuse ja/vdi -haiguse vdljakujunemiseks immuunreaktsiooni

pdrsituse tottu (12-15).

Mitmed avaldatud kliinilised uuringud  erinevate  siirdamispatsiendirihmade seas on
tdestanud QuantiFERON-CMYV kasulikkust (1-11, 15, 16).
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Ulatuslikus uuringus 108 parenhimatoosse elundi siirdamise labi teinud patsiendi (4) seas
oli QF-CMV reaktiivse tulemusega patsientidel pérast CMV vastase profilaktika |&bimist
markimisvaarselt madalam hiliem avaldunud haigestumuse tase (3,3% ehk 1 30-st, analtisi
lavivaartus 0,2 RU/ml) vérreldes nendega, kellel oli QF-CMV analiisis mittereaktiivne
tulemus (21,8% ehk 17 78-st, p = 0,044) (Joonis 5).
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Joonis 5. Hiliem avaldunud haiguse CMV reaktiivsete ja mittereaktiivsete QuantiFERON-CMV tulemustega patsientide
puhul pérast profilaktika I3ppu. Andmed véetud Kumar et al. (4).
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Veelgi enam — CMV-seronegatiivsed patsiendid, kes said elundi CMV-positiivselt doonorilt
(D+R-) ja QF-CMV tulemus oli pérast profilaktikat reaktiivne, ei nakatunud CMV-sse
sagedamini ja pikema aja véltel, mis naitab, et QF-CMV abil saab tuvastada isikuid, kelle

puhul on risk hiliem avalduva CMV véljakujunemiseks.

Selle uuringuga tasteti ka esile, et kdrgeima CMV-riskiga siirdamispatsientide rihma (D+/R-)
puhul oli reaktiivne tulemus pérast profilaktikat seotud suurema téendosusega mitte
nakatuda CMV-sse.

37 parenhimatoosse elundi siirdamise labi teinud patsiendi (6) seas tehtud uuringus aitas
QF-CMV  analiisi CMV-spetsiifiliste CD8* T-raku vastuste analiis prognoosida CMV
vireemia suurenemise jdrgset spontaanset viiruse kadumist organismist vdi CMV
valjakujunemist. Selles uvuringus kadus 241 QF-CMV reaktiivse tulemusega (analisi IFN-y
lavivaartus > 0,2 RU/ml) patsiendil 26-st (92,3%) CMV-viirus organismist spontaanselt ja
ainult 51 QF-CMV  mittereaktiivse tulemusega patsiendil 11-st (45,5%) kadus viirus

spontaanselt.

Uuringus, kus osales 67 kopsusiirdamispatsienti ja kus analiusiti siirdamisjargseid CMV
vireemia episoode (7), leiti, et 181 25st (72%) CMV vireemia episoodist eelnes
mittereaktivne QF-CMV tulemus ja 4- 16-st (25%) episoodist eelnes reaktiivne QF-CMV
tulemus (Fisheri tappisanalits, p = 0,0046, Joonis 6).
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HCMYV DNAemia episoodid
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Joonis 6. QuantiFERON-CMV-ga tuvastatud CMV-spetsiifiliste CD8* T-raku vastuste ja CMV vireemia véljakujunemise
statistiline analtius (Fisheri tappisanalits, p = 0,0046). Andmed vdetud Weseslindtner et al (7).

Ulatuslikus laboratooriumidevahelises perspektiivses uuringus, milles osales 127 doonori
CMV-seropositiivseid, retsipiendi CM seronegatiivseid parenhiimatoosse elundi siirdamise
patsienti (8), kes labisid kaik viirusevastase profilaktika, oli QF-CMV reaktiivse tulemusega
patsientide seas (analiisi lavivaartus 0,1 RU/ml) 12 kuu jooksul pérast siirdamist ja CMV-
vastase profilaktika labimist markimisvadrselt vaiksem hiljem avaldunud haiguse avaldumise
protsent vorreldes nendega, kelle QF-CMV tulemus oli mittereaktiivne ja mé&dramatu
(vastavalt 6,4% ja 22,2% ja 58,3%, p <0,001). Kui liigitada mdadramatud tulemused
samuti mittereaktiivsete hulka, oli hilisema CMV avaldumise protsent 6,4% ja 26,8%,
p =0,024. QF-CMV positiivsed ja negatiivsed vadrtused, mille pdhjal sai prognoosida
kaitset CMV viiruse vastu, olid 0,90 (95% Cl 0,74-0,98) ja 0,27 (95% CI 0,18-0,37).
Selles uuringus leiti, et QF-CMV abil véib olla véimalik prognoosida, kas patsientidel on

profilaktikajérgselt vaike, keskmine vai suur CMV véljakujunemise risk.
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55 parenhiimatoosse elundi siirdamise labi teinud patsiendi perspektiivses uuringus (8),
milles analGusiti ~ siirdamiseelsete  QF-CMV  tulemuste ja  siirdamisjgrgsete  CMV
replikatsiooniepisoodide vahelist seost, leiti, et siirdamisjargselt esines CMV replikatsiooni
rohkem CMV-seropositiivsetel patsientidel, kellel oli siirdamiseelses QF-CMV  analiisis
(analiisi lavivaartus 0,2 RU/ml) mittereaktiivne tulemus (7 14-st vai 50%), varreldes nende
CMV-seropositiivsete patsientidega, kelle siirdamiseelne QF-CMV tulemus oli reaktiivne
(4 30t v3i 13,3%, p = 0,021).

Selles uuringus leiti, et siirdamiseelse QF-CMV analiisi  mittereaktiivse  tulemusega
patsientidel, kes said elundi CMV-seropositiivselt doonorilt, oli kimme korda suurem CMV
replikatsiooni risk vérreldes siirdamiseelse QF-CMV analiisi  reaktiivse tulemusega
patsientidega (korrigeeritud OR 10,49, 95% CI 1,88-58,46). Seega véib siirdamiseelne
QF-CMV analits olla kasulik siirdamisjérgse CMV  replikatsiooni riski prognoosimisel ja
seega vdimaldab parenhimatoosse elundi  siirdamise jargse CMV-nakkuse ohu

individuaalset kasitlemist.

Ule maailma on lébi viidud v&i parajasti viiakse labi teisigi vuringuid (2,3, 5, 9, 10,
15, 16) QF-CMV analiisign  CMV-spetsiifiliste  CD8* T-raku vastuste tuvastamiseks

siirdamispatsientide rthmades.

QuantiFERON-CMV ELISA Pakendi infoleht 02/2018 34



Rahvusvahelised kokkuleppelised juhised tsitomegaloviiruse
ohjamiseks parenhimatoossete elundite siirdamisel

Véljoandes ,Updated International Consensus Guidelines on the Management of
Cytomegalovirus in Solid Organ Transplantation” (12) on réhutatud CMV-spetsiifilise
immuunsuse jdlgimise tahtsust. Need rahvusvahelised juhised on vélja t66tanud CMV ja
parenhimatoossete elundite siirdamise ekspertide komisjon, heaks kiitnud siirdamisthenduse
Transplantation  Society nakkushaiguste haru, ja need hdlmavad tdendusmaterjali ja
ekspertide arvamusel pdhinevaid konsensuslikke juhiseid CMV ohjamiseks, sh jargmist:

diagnostika, immunoloogia, ennetamine ja ravi.

Neis juhistes leiti, et CMV-spetsiifiliste T-raku vastuste immuunreaktsiooni jdlgimine vaib
aidata prognoosida individuaalselt siirdamisjargse CMV-sse nakatumise riski ning olla

kasulik profilaktika ja ennetava ravi suunamisel (12).

Juhistes kirjeldatakse ka ideaalse immuunsuse jalgimise analiisi omadusi, mis hédlmavad

jargmist:

e véimaldab hinnata siirdamispatsiendi CD4+ ja CD8* T-rakkude kogust ja funkisiooni;
e voimaldab médta IFN-y;

e lihtne labi viia, kulusadstlik ja korratayv;

e kiire labiviimistsikkel;

e vdimaldab proove kiiresti ldhetada spetsiaalsetesse laboratooriumidesse.

QF-CMV  vastab peaaegu kdigile neis juhistes seatud kriteeriumidele ja on ainus

standarditud immuunsuse jdlgimise analiis, mis suudab tuvastada CMV-spetsiifilist IFN-y.
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Analiisi sooritusnditajad

QF-CMV ELISA kasutab rekombinantset humaanset IFNy standardit, mida on analiisitud
IFN-y vérdluspreparaadi (NIH viide: Gxg01-902-535) suhtes. Analiisitavate proovide
tulemused esitatakse rahvusvahelikes Ghikutes (RU) vérrelduna standardkéveraga, mis on

valmistatud komplektiga kuuluva sekundaarse standardi lahuse testimise teel.

Kinnitust on leidnud, et ménede isikute seerumis véi plasmas olevad heterofiilsed (nt inimese
hiirevastased) antikehad pdhjustavad immunoloogiliste analiiiside hairingut. Heterofiilsete
antikehade m&ju QF-CMV ELISA analitsis véhendatakse tavalise hiireseerumi lisamisega
rohelisse lahjendisse ja Flab’)2 monoklonaalse antikeha fragmentide kasutamisega, sest IFN-

y haaravad mikroplaadi sivenditesse kinnitunud antikeha.

QF-CMV ELISA tuvastuspiir on 0,065 RU/ml ja analiis ei ndita IFN-y kuni 10 000 RU/ml
kontsentratsiooni juures mingeid Ulisuure kontsentratsiooniga seotud negatiivseid tulemusi.
Kinnitust on leidnud, et QF-CMV ELISA antikehad ei ristreageeri Ghegi testitud tsitokiiniga
(sh IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 ja IL12).

QF-CMV ELISA on lineaarne. Teadaoleva IFN-y kontsentratsioniga 11 plasmaproovi
5 paralleelproovi paigutati juhuslikus jarjestuses ELISA-plaadile. Lineaarsel regressioonisirgel
on kalle 1,002 + 0,011 ja korrelatsioonikordaja 0,99 (joonis 7).
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Joonis 7. QF-CMV ensiiim-immunosorptsiooni analiisi (ELISA) lineaarsusprofiil, mis méadratleti teadaoleva IFNy
kontsentratsiooniga 11 plasmaproovi viie paralleelproovi analiiisimise feel.

QF-CMV  ELISA-meetodi  korratavust  hinnati 20 erineva  IFN«y  kontsentratsiooniga
plasmaproovi analiisimisel 3-kaupa, 3 laboris 3 arjestikusel pdeval ja 3 operaatori poolt.
Seega analiisiti igat proovi 27 korda iheksas eraldi analiisipartiis. Uks proov oli kontroll-
lahus ja selle arvutatud IFN-y kontsentratsioon oli 0,08 (95% Cl 0,07-0,09) RU/ml.
Ulejaanud 19 plasmaproovi kontsentratsioonide vahemik oli 0,33 (95% Cl 0,31-0,34) kuni
7.7 RU/ml (95% Cl 7,48-7,92).

Analiisipartii voi  analiisisisest ebatdpsust hinnati iga  plaadipartii  IFN-y sisaldava
analitsitava plasmaproovi keskmise %VK leidmise teel (n = 9) ja selle vahemik %VK oli 4,1-
9,1%. Analiisipartii keskmine %VK (£95% Cl) oli 6,6% +0,6%. IFN-y nullplasmaproovi
keskmine %VK oli 14,1.

Kogu- v3i analiisidevaheline ebatépsus madratleti iga plasmaproovi 27 arvutatud IFN-y
kontsentratsiooni vérdlemise teel ja selle %VK vahemik oli 6,6-12,3. Uldine keskmine %VK
(£95% Cl) 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.
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Tehniline teave

Madramatud tulemused

Maéramatud tulemused véivad olla seotud analiisitava isiku immuunsisteemi seisundiga,

kuid ka mitmesuguste tehniliste teguritega:

® verevdtu ja temperatuuril 37 °C inkubeerimise vahe on pikem kui 16 tundi;
® vereproove hoiti vdljaspool soovitatud temperatuurivahemikku (22 +5 °C);
e Verevatukatsuteid ei segatud piisavalt

e ELISA plaadid olid puudulikult pestud

Kui teil on kahtlusi, et vereproovide vatmisel voi kasitsemisel vaib olla esinenud tehnilisi
probleeme, korrake kogu QF-CMV analiisi uute vereproovidega. Kui ensiim-
immunosorptsiooni analiisi  puhul kahtlustatakse  protseduurilisi  kérvalekaldeid, vaib
stimuleeritud plasmaproovide analiisi ensiim-immunosorptsiooni analiisiga korrata. Kui
ensiim-immunosorptsiooni analiisimisel pole vigu tehtud, siis madramatud tulemused

(madalate mitogeenivadrtuste pdhjal) analiisi kordamisel tdendoliselt ei muutu.
Plasmaproovide hitbimine

Kui plasmaproovide pikemaaijalisel sailitamisel tekib nendes fibriinide hiibimine, tuleb

proove tsentrifuugida, kuni tekib sete; see halbustab plasma pipeteerimist.
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Térkeotsingujuhend

See tarkeotsingujuhend véib aidata tekkivaid probleeme lahendada. Llisateavet leiate ka

tehnilisest teabest veebisaidil www.QuantiFERON.com. Kontaktteabe leiate tagakaanelt.

Kommentaarid ja ettepanekud

Standardite halvad optilise tiheduse néidud

a)

b

<)

d

g)

Viga standardi
lahjendamisel

Pipeteerimisviga
Inkubeerimistemperatuur on
liga madal

Inkubeerimisaeg on liiga
lGhike

Kasutati valet
plaadilugemisfiltrit

Reaktiivid on liiga kilmad

Komplekt/komponendid on
aegunud

Mittespetsiifiline varvireaktsioon

Veenduge, et standardkomplekti lahused valmistataks digesti vastavalt

QF-CMV ELISA infolehe juhistele.

Veenduge, et pipetid oleks kalibreeritud ja neid kasutataks vastavalt tootja
juhistele.

ELISA inkubeerimine tuleb abi viia toatemperatuuril (22 £5 °C).

Konjugaadi, standardite ja proovidega plaadi inkubeerimine peab kestma
120 +5 minutit. Enstiimsubstraadi lahust inkubeeritakse plaadil 30 minutit.

Mikroplaati tuleb lugeda 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltri abil.

Kaik reaktiivid (vélja arvatud 100-kordne konjugaadikontsentraat) peavad
enne analiiisi tegemist olema saavutanud toatemperatuuri. See vétab aega
umbes 1 tund.

Kontrollige, et komplekti s@ilivusaeg poleks méédas. Tagage, et standard ja
100+kordne konjugatsioonikontsentraat on &ra kasutatud 3 kuu jooksul pérast
rekonstitueerimist.

a) Plaadid pole piisavalt Peske plaati véhemalt 6 korda, kasutades iga mikrolohukese kohta 400 pl
puhtad pesupuhvrit. Saltuvalt kasutatavast pesuseadmest vaib osutuda vajalikuks tle
6 pesutsikli. Iga pesutsikli vahele tuleb jatta vahemalt 5 sekundi pikkune
leotusaeg.
b) ELISA sivendite Proovide hoolikas pipeteerimine ja segamine minimeerib saastumisohu.
ristsaastumine
c) Komplekt/komponendid on  Kontrollige, et komplekti sailivusaeg poleks méédas. Tagage, et standard ja
aegunud 100-kordne konjugatsioonikontsentraat on Gra kasutatud 3 kuu jooksul parast
rekonstitueerimist.
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Kommentaarid ja ettepanekud

d

Ensiiimsubstraadi lahus on
saastunud

Plasmat on enne eraldamist
tsentrifuugikatsutites
loksutatud

Tausta tugev varvumus

a)

b

<)

d

Mittelineaarne standardkaver ja kahekordsete testide vahelised hélbed

a)

b

c)

d

Plaadid pole piisavalt
puhtad

Inkubeerimistemperatuur on
liiga karge

Komplekt/komponendid on
aegunud

Ensiimsubstraadi lahus on
saastunud

Plaadid pole piisavalt
puhtad

Viga standardi
lahjendamisel

Reaktiivid ei ole labi
segatud

Ebaihtlane pipeteerimine
vai katkestused testi
labiviimisel

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see kérvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

Plasma tuleb eraldada ettevaatlikult hiivise pealt hiivist alt vai pealt
pipeteerimata, hoolitsedes selle eest, et plasma ja hiivis ei seguneks.

Peske plaati véihemalt 6 korda, kasutades iga mikrolohukese kohta 400 pl
pesupuhvrit. Séltuvalt kasutatavast pesuseadmest vaib osutuda vajalikuks ile
6 pesutsiikli. Iga pesutsiikli vahele tuleb jatta véhemalt 5 sekundi pikkune

leotusaeg.

ELISA inkubeerimine tuleb labi viia toatemperatuuril (22 +5 °C).

Kontrollige, et komplekti s@ilivusaeg poleks méédas. Tagage, et standard ja
100-kordne konjugatsioonikontsentraat on dra kasutatud 3 kuu jooksul pérast

rekonstitueerimist.

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see kérvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

Peske plaati véhemalt 6 korda, kasutades iga mikrolohukese kohta 400 pl
pesupuhvrit. Séltuvalt kasutatavast pesuseadmest vaib osutuda vajalikuks ile
6 pesutsikli. Iga pesutsikli vahele tuleb jatta véhemalt 5 sekundi pikkune

leotusaeg.

Veenduge, et standardkomplekti lahused valmistataks digesti vastavalt selle

infolehe juhistele.

Segage reaktiive enne sivenditesse jaotamist kergelt vai loksutage nende

anumaid.

Proovide ja standardite jaotamine peab toimuma katkestusteta. Kaik reaktiivid
peavad olema enne testi alustamist kasutamiseks ette valmistatud.

Tooteteave ja tehnilised juhendid on QIAGEN:st tasuta saadaval edasimitjate kaudu vai

veebisaidil www.QuantiFERON.com.
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Kontaktteave

Tehnilise toe ja lisateabe saamiseks kilastage meie tehnilise toe keskust veebiaadressil
www.giagen.com/Support, helistage numbril 00800-22-44-6000 v&i vétke ihendust mdne
QIAGEN-i tehnilise toe osakonnaga vai kohaliku miigiesindajoga (vt tagakaant vai

kilastage veebilehte www.qgiagen.com).
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EnsGUm-immunosorptsiooni analtsi lhikirjeldus

1. etapp — Vere inkubeerimine

1. Vétke patsiendi veri verevatukatsutitesse ja raputage neid kohe (N
N ===
parast nende taitmist kimme (10) korda piisava tugevusega, et v\\/\ N

katsuti kogu sisepind oleks verega kaetud ja katsuti seintel olevad

antigeenid lahustuksid.

2. Inkubeerige katsuteid pustasendis temperatuuril 37 +1 °C 16-24 tundi.

3. Tsentrifuugige katsuteid pérast inkubeerimist 15 minutit 2000-3000
RCF (g) juures, et plasma ja punalibled eraldada. % &

4. Pérast tsentrifuugimist ja enne plasma eraldamist ei tohi seda mingil /
juhul Gles vai alla pipeteerida ega segada. Olge hoolikas, et plasma

ei seguneks hiivise pinnaga.

2. etapp — IFN-y ELISA

1. Enstim-immunosorptsiooni analiisi komponentidel (vélja arvatud KD
1:00

100-kordne konjugaadikontsentraat] tuleb lasta vahemalt 60 minutit

toatemperatuuril stabiliseeruda.

2. Rekonstitueerige standardkomplekt destilleeritud vai deioniseeritud /
veega 8,0 RU/ml-ni. Valmistage neli (4) standardlahust. @
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3. Rekonstitueerige liofiliseeritud 100-kordne konjugaadikontsentraat

destilleeritud vai deioniseeritud veega.

4. Valmistage rohelise lahjendiga konjugaat ja valage igasse

sivendisse 50 pl.

5. Lisage igasse mikrolohukesse 50 pl plasmaproovi ja 50 i

standardeid. Segage raputis.

6. Inkubeerige 120 minutit toatemperatuuril.

7. Peske sivendeid véhemalt 6 korda, kasutades iga sivendi kohta

400 pl pesupuhvrit.

8. Tilgutage igasse mikrolohukesse 100 pl enstiimsubstraadi lahust.

Segage raputis.

9. Inkubeerige 30 minutit toatemperatuuril.

10.Tilgutage igasse mikrolohukesse 50 pl deaktivaatorit. Segage

raputis.

g
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11.Ma6tke tulemusi 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltriga. \a‘
J

12.Analiisige tulemusi.
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Kasiraamatu redaktsiooniajalugu

Dokument Muudatused Kuupdev
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Uuendused lisatud tabelile 2, QF-CMV tulemuste t3lgendamine, lk 24.

L1075110-R5 Uuendused lisatud GHS teabele, Ik 10. Veebruar 2018
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See leht on teadlikult tihjaks jGetud.
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See leht on teadlikult tihjaks jGetud.
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Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoff® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™ (Quest
International, Inc.).

QuantiFERON-CMV ELISA piiratud litsentsileping

Selle toote kasutamine tédhendab, et toote osfja v3i kasutaja ndustub jargmiste tingimustega.

1. Toodet tohib kasutada ainult vastavalt tootega kaasas olevatele protokollidele ja sellele késiraamatule ning ainult koos paneelis sisalduvate komponentidega.
QIAGEN ei anna oma intellektuaalse omandi all litsentse paneeli komponentide kasutamiseks vai thendamiseks sellesse paneeli mittekuuluvate komponentidega, vélja
arvatud toote protokollides, selles késiraamatus ja veebisaidil www.qiagen.com kirjeldatud juhtudel. M&ne neist lisaprotokollidest on lisanud QIAGEN-i kasutajate jaoks
teised QIAGEN:-i kasutajad. QIAGEN pole neid protokolle pshijalikult testinud ega optimeerinud. QIAGEN ei garanteeri, et need ei riku kolmandate osapoolte Gigusi.

2. QIAGEN ei anna garantiid, et paneel ja/v&i selle kasutus ei riku kolmandate osapoolte Gigusi, v.a selgesdnalised litsentsid.

3. Paneel ja selle osad on litsentsitud ihekordseks kasutuseks ning neid ei tohi korduskasutada, parandada ega edasi miia.

4. QIAGEN itleb lahti muudest ofsestest vai kaudsetest litsentsidest, v.a selgesdnalistest litsentsidest.

5. Paneeli ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis véiks kaasa aidata vai viia Glaltoodud keelatud toiminguteni. QIAGEN
vaib selle piiratud litsentsilepingu keelde jsustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi kdik piiratud litsentsilepingu v3i paneeli ja/véi selle komponentidega seotud
mis tahes intellektuaalse omandi iguste jGustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud, sh advokaaditasud.

bilehel

Uuendatud i d leiate ve

© 18. veebruar 2018, QIAGEN. Kaik digused kaitstud.

www.giagen.com.
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