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Predvidena uporaba

Ispitivanje QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) je in vitro dijagnosticki test koji se
izvodi s pomocu koktela peptida koji simuliraju proteine ESAT-6 i CFP-10 radi stimuliranja
stanica heparinizirane pune krvi. Otkrivanje interferona gama-y (IFN-y) enzimski vezanim
imunosorbent ispitivanjem (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) upotrebljava se
za identifikaciju in vitro odgovora na one peptidne antigene koji su povezani s infekcijom

bakterijom Mycobacterium tuberculosis.
QFT-Plus je neizravni test na infekciju (uklju€ujuéi bolest) bakterijom M. tuberculosis te je

namijenjen uporabi uz procjenu rizika, radiografiju i ostale medicinske i dijagnosticke

procjene.
Predvideni korisnik

Ovaj komplet namijenjen je za profesionalnu uporabu.

Predvideno je da ispitivanje QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) upotrebljava obu¢eno

osoblje u laboratorijskom okruzenju.
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Opis i nacelo
Informacije o patogenu

Tuberkuloza je zarazna bolest koju uzrokuje infekcija kompleksom organizama
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii M. caprae),
a koji se tipi¢no Sire na nove domacine kapljicnim putem s pacijenata oboljelih od plu¢ne
tuberkuloze. Novozarazena osoba moze se razboljeti od tuberkuloze u roku od nekoliko
tjiedana ili mjeseci, ali vecina zarazenih osoba ostane zdrava. U nekih osoba postoji latentna
tuberkulozna infekcija (Latent Tuberculosis Infection, LTBI), nezarazno asimptomatsko
stanje, koje se nakon nekoliko mjeseci ili godina moze razviti u tuberkulozu. Glavna svrha
dijagnosticiranja latentne tuberkulozne infekcije (Latent Tuberculosis Infection, LTBI) je
razmatranje lijeCenja u svrhu sprje€avanja tuberkuloze. Tijekom viSe od 100 godina jedini
dostupan nacin dijagnosticiranja latentne tuberkulozne infekcije (Latent Tuberculosis
Infection, LTBI) bio je tuberkulinski kozni test (Tuberculin Skin Test, TST) (4). Kozna
osjetljivost na tuberkulin razvija se 2 do 10 tjedana nakon infekcije. Medutim, neke zarazene
osobe, uklju€ujuéi oboljele od brojnih stanja koja ometaju imunoloske funkcije, ali i one bez
takvih stanja, ne reagiraju na tuberkulin. Nasuprot tome, neke osobe za koje nije vjerojatno
da su zarazene bakterijom M. tuberculosis pokazuju znakove osjetljivosti na tuberkulin i
imaju pozitivne rezultate tuberkulinskog koznog testa (Tuberculin Skin Test, TST) nakon
cijeplienja cjepivom Bacille Calmette-Guérin (BCG), zaraze drugim mikobakterijama, a ne

kompleksom bakterija M. tuberculosis ili zbog drugih neodredenih Eimbenika.

Valja razlikovati latentnu tuberkuloznu infekciju (Latent Tuberculosis Infection, LTBI) od
tuberkuloze, bolesti koja se mora prijaviti, a koja obi¢no zahvacéa plu¢a i donji diSni sustav,
ali moze zahvatiti i druge organske sustave. Tuberkuloza se dijagnosticira na temelju
povijesnih, fizickih, radioloskih i mikobakterioloskih nalaza.
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SaZetak i objasnjenje

Test QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) Cetvrta je generacija tehnologije testiranja
QuantiFERON-TB koja procjenjuje stani€no posredovan odgovor putem kvantitativnog
mjerenja IFN-y u uzorku pune krvi. QFT-Plus je kvalitativan test za mjerenje stanicama
posredovanih imunoloskih (Cell-Mediated Immune, CMI) odgovora na peptidne antigene koji
simuliraju proteine mikobakterija. Ti proteini, ESAT-6 i CFP-10, ne postoje ni u jednom BCG
soju ni u vecini netuberkuloznih mikobakterija, osim u M. kansasii, M. szulgai i M. marinum
(1). Osobe zarazene kompleksom organizama M. tuberculosis obi¢no u krvi imaju limfocite
koji prepoznaju te i druge mikobakterijske antigene. U tom postupku prepoznavanja stvara
se i otpusta citokin, IFN-y. Glavna je svrha testa otkrivanje i nakon toga kvantifikacija IFN-y.

Tuberkulinski kozni testovi i IGRA testovi korisni su, ali nedovoljni za dijagnosticiranje
infekcije kompleksom M. tuberculosis u bolesnih pacijenata — pozitivan rezultat moze pomoci
pri dijagnozi tuberkuloze; medutim, infekcije drugim mikobakterijama (npr. M. kansasii)
takoder mogu uzrokovati pozitivne rezultate. Za potvrdu ili isklju€ivanje tuberkuloze potrebne
su dodatne medicinske i dijagnosticke procjene.

Antigeni koji se upotrebljavaju u testu QFT-Plus su koktel peptida koji simuliraju proteine
ESAT-6 i CFP-10. Brojna istrazivanja pokazala su da ovi peptidni antigeni stimuliraju
odgovore IFN-y u T stanicama osoba zarazenih bakterijom M. tuberculosis, ali nacelno ne u
nezarazenih osoba i osoba cijepljenih BCG-om koje ne boluju od bolesti ili nemaju rizik od
latentne tuberkulozne infekcije (Latent Tuberculosis Infection, LTBI) (1,2,6,9). Medutim,
lijeCenja ili stanja koja naruSavaju imunoloske funkcije potencijalno mogu smanijiti odgovore
IFN-y. Pacijenti zarazeni odredenim drugim mikobakterijskim infekcijama takoder mogu
reagirati na ESAT-6 i CFP-10 jer su geni koji kodiraju te proteine prisutni u bakterijama
M. kansasii, M. szulgai i M. marinum (1,3,7).

Testna populacija za testiranje QFT-Plus su pacijenti s klini¢ki potvrdenom aktivnom

tuberkulozom i pacijenti s rizikom od infekcije tuberkulozom ili latentne tuberkulozne infekcije
(Latent Tuberculosis Infection, LTBI). Ne primjenjuju se dobna, spolna ili druga ograni¢enja.
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Pri infekciji bakterijom Mycobacterium tuberculosis (MTB) CD4* T stanice imaju klju¢nu
ulogu u imunoloskoj kontroli zahvaljujuéi izlu€ivanju citokina IFN-y. Sada postoje dokazi o
tome da CD8* T stanice sudjeluju u obrani domacina od MTB-a proizvodeci IFN-y i druge
topive faktore koji aktiviraju makrofage u svrhu suzbijanja rasta MTB-a, uni$tavaju zarazene
stanice ili izravno liziraju unutarstaniéni MTB. CD8* stanice specificne za MTB koje
proizvode IFN-y otkrivene su kod ispitanika s latentnom tuberkuloznom infekcijom (Latent
Tuberculosis Infection, LTBI) i aktivnom tuberkulozom (TB). Osim toga, opisano je da se
CD8* T limfociti specificni za ESAT-6 i CFP-10 ¢eS¢e pronalaze u ispitanika s aktivnom
tuberkulozom (TB) u odnosu na one s latentnom tuberkuloznom infekcijom (Latent
Tuberculosis Infection, LTBI) te ih se mozZe dovesti u vezu s nedavnom izlozenosS¢u bakteriji
MTB (8,10 — 12). K tome, CD8" T stanice specificne za MTB koje proizvode IFN-y otkrivene
su i u ispitanika s aktivnom tuberkulozom (TB) uz koinfekciju virusom HIV (13, 14) te u male
djece oboljele od tuberkuloze (TB) (15).

Test QFT-Plus ima dvije razliCite epruvete s TB antigenom: TB Antigen Tube 1 (TB1) i TB
Antigen Tube 2 (TB2). Obje epruvete sadrzavaju peptidne antigene iz skupine antigena
povezanih s kompleksom bakterija MTB, ESAT-6 i CFP-10. | epruveta TB1 i epruveta TB2
sadrzavaju peptide iz ESAT-6 i CFP-10 koji su namijenjeni izazivanju stanicama
posredovanih imunoloskih (Cell-Mediated Immune, CMI) odgovora CD4* pomoc¢nih
T limfocita. Epruveta TB2 sadrzava dodatni skup peptida ¢iji je cilj induciranje stanicama
posredovanih imunoloskih (Cell-Mediated Immune, CMI) odgovora CD8* citotoksi¢nih
T limfocita.

Faktori rizika od infekcije bakterijom M. tuberculosis ukljuuju povijesne, medicinske ili
epidemioloske prediktore tuberkuloze ili izlozenosti tuberkulozi. Pogledajte najnoviju
smjernicu SZ0-a https://lwww.who.int/publications/i/item/who-consolidated-
guidelines-on-tuberculosis-module-1-prevention-tuberculosis-preventive-treatment
za detaljne preporuke o dijagnosticiranju infekcije bakterijom M. tuberculosis (uklju€ujuéi i
bolest) te odabir osoba za testiranje (16). Test QFT-Plus testiran je na nekim skupinama
pacijenata koje su indicirane za probir na infekciju tuberkulozom (TB) prema vazeéim
smjernicama SZO-a (16), ukljuCujuci: osobe koje su bile pozitivne na virus humane
imunodeficijencije (Human Immunodeficiency Virus, HIV), kontakte osoba koje su nedavno
oboljele od tuberkuloze (TB) i stanovnike u vrlo bliskim okruzenjima koji su bili izlozeni
odraslim osobama s visokim rizikom od tuberkuloze (TB) (5).
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Nacela ispitivanja

Test QFT-Plus kvalitativno je ispitivanje u kojem se upotrebljavaju specijalizirane epruvete
za uzimanje krvi koje sadrze peptidne antigene koji simuliraju proteine M. tuberculosis i koje
se upotrebljavaju za uzimanje pune krvi. Krv se inkubira u epruvetama od 16 do 24 sata,
nakon €ega se izdvaja plazma i testira na prisutnost IFN-y proizvedenog kao odgovor na
peptidne antigene.

Najprije se puna krv prikuplja u svaku od epruveta QFT-Plus Blood Collection Tubes, $to
ukljuCuje epruvetu Nil, epruvetu TB1, epruvetu TB2 i epruvetu Mitogen. Umijesto toga, krv
se moze prikupiti u jednu epruvetu za uzimanje krvi koja sadrzava litij-heparin ili
natrij-heparin kao antikoagulans, a zatim prenijeti u epruvete QFT-Plus Blood Collection
Tubes.

Epruvete QFT-Plus Blood Collection Tubes trebaju se protresti kako bi se antigen izmijeSao
s krvi te ih treba $to prije i u roku od 16 sati od prikupljanja inkubirati na temperaturi od 37 °C
+ 1 °C. Nakon inkubacije u trajanju od 16 do 24 sata epruvete se centrifugiraju, plazma se
obraduje te se ELISA testom mijeri koli¢ina IFN-y (IlU/ml). U testu QFT-Plus ELISA
upotrebljava se rekombinantni humani IFN-y standard, koji je ispitan u odnosu na referentni
IFN-y pripravak (NIH ref.: Gxg01-902-535). Rezultati testnih uzoraka izrazavaju se u
medunarodnim jedinicama po mililitru (IU/ml) u odnosu na standardnu krivulju pripremljenu

testiranjem razrjedivanja standarda isporu¢enog s kompletom.

Heterofilna (npr. humana anti-misja) protutijela u serumu ili plazmi odredenih osoba mogu
uzrokovati smetnje u imunoispitivanjima. Djelovanje heterofilnih protutijela u testu QFT-Plus
ELISA umanjeno je dodavanjem obiénog misjeg seruma u Green Diluent i uporabom
fragmenata F(ab’)2 monoklonskog protutijela kao protutijela za hvatanje IFN-y koje je

naneseno u jazice na mikrotitar plo¢icama.
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Smatra se da je ispitivanje QFT-Plus pozitivho na IFN-y odgovor kada vrijednost za bilo koju
epruvetu s TB antigenom znacajno premasuje Nil vrijednost IFN-y izrazenu u IU/ml. Uzorak
plazme iz Mitogen epruvete sluZi kao pozitivha kontrola IFN-y svakog testiranog ispitka. Slab
odgovor na Mitogen (< 0,51U/ml) smatra se neodredenim rezultatom ako uzorak krvi
pokazuje i negativan odgovor na TB antigene. Taj obrazac moze nastati u slucaju
nedovoljnog broja limfocita, smanjene aktivnosti limfocita zbog nepravilnog postupanja s
ispitkom, punjenja/mijeSanja Mitogen epruvete ili nemoguénosti limfocita pacijenta da stvore
IFN-y. Do poviSenih razina IFN-y u Nil uzorku moze doc¢i u slu€aju prisutnosti heterofilnih
protutijela ili intrinzicnog lu€enja IFN-y. Nil epruveta prilagodava se za pozadinu
(npr. poviSene razine cirkulirajuceg IFN-y ili prisutnost heterofilnih protutijela). Razina IFN-y
u Nil epruveti oduzima se od razine IFN-y za epruvete s TB antigenom i Mitogen epruvetu.
Mijerni raspon testa QFT-Plus ELISA iznosi do 10 IU/ml.
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Ukljueni materijali

Sadrzaj kompleta

ELISA komponente Komplet s 2 plocice Referentni

- laboratorijski
Kataloski br. 622120 paket

622822

Microplate strips (Mikrotitar stripovi) 2 kompleta mikrotitar 20 kompleta
(12 x 8 jazica) oblozeni misjim stripova s 12 x 8 mikrotitar stripova s
antihumanim IFN-y monoklonskim jazica 12 x 8 jazica
protutijelom
IFN-y Standard (IFN-y standard), 1 x bocica 10 x bocica

liofiliziran (sadrzava rekombinantni
humani IFN-y, govedi kazein, 0,01 % w/v
timerosala)

Green Diluent (Zeleni diluens) (sadrzava
govedi kazein, obi¢ni serum misa,
0,01 % w/v timerosala)

Conjugate 100x Concentrate

(100x koncentrirani konjugat), liofiliziran
(misji antihumani IFN-y HRP, sadrzava
0,01 % timerosala)

Wash Buffer 20x Concentrate

(20x koncentrirani pufer za ispiranje)
(pH 7,2, sadrzava 0,05 % v/v sredstva
ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Otopina
enzimskog supstrata) (sadrzava H20z,
3,3',5,5'-tetrametilbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzimska
otopina za zaustavljanje reakcije)
(sadrzava 0,5 M H2S04)

Upute za uporabu kompleta
QuantiFERON TB-Gold Plus ELISA Kit

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA

(kada se rekonstituira)

(8 IU/ml kada se
rekonstituira)

(8 IU/ml kada se
rekonstituira)

1x30ml 10 x 30 ml
10 x 0,3 ml
1x0,3ml (kada se

rekonstituira)

1x 100 ml 10 x 100 ml

1 x 30 ml 10 x 30 ml

1x15ml 10 x 15 ml
1 1

1"



Dijelovi kompleta
Kontrole i kalibratori

U testu QF T-Plus ELISA upotrebljava se rekombinantni humani IFN-y standard, koji je ispitan
u odnosu na referentni IFN-y pripravak (NIH ref.: Gxg01-902-535).

Platforma i softver

Softver za analizu QFT-Plus Analysis Software opcionalan je za uporabu i mozZe se
upotrebljavati za analizu neobradenih podataka i izraCunavanje rezultata. Dostupan je za

preuzimanje na www.qiagen.com.
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Dodatni reagensi

epruvete QuantiFERON-TB Gold Plus Blood Collection Tubes

deionizirana ili destilirana voda, 2 litre

Potrosni materijal

poklopac plocice za plo€icu s 96 jazica

opcionalno: mikroepruvete od 1 ml s ¢epovima u nosacima s formatom od 96 jazica ili
neobloZene mikroplocCice s plasti¢nim brtvama za pohranu plazme (22 pacijenta / nosac
ili ploc¢ica)

spremnici za reagense

Oprema*

inkubator za temperaturu od 37 °C £ 1 °C (sa ili bez CO2)

kalibrirane pipete s varijabilnim volumenom za doziranje od 10 pl do 1000 ul, s
jednokratnim vr§cima

kalibrirane viSekanalne pipete za doziranje 50 pl i 100 ul s jednokratnim vrScima
tresilica za mikrotitar plocice brzine od 500 i 1000 o/min

uredaj za ispiranje mikrotitar plocica (radi sigurnosti prilikom rukovanja uzorcima
plazme preporucuje se automatizirani uredaj za ispiranje plocica)

¢ita¢ mikrotitar ploc€ica s filtrom od 450 nm i referentnim filtrom od 620 nm do 650 nm
vorteks mijeSalica varijabilne brzine

centrifuga koja moze centrifugirati epruvete za uzimanje krvi pri najmanje 3000 RCF (g)

menzura, 1 litra ili 2 litre

* Prije uporabe provjerite jesu li instrumenti provjereni i kalibrirani prema preporukama proizvodaca.
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Upozorenja i mjere opreza

Imajte na umu da Cete ozbiljne Stetne dogadaje koji su nastali u vezi s uredajem, ovisno o

lokalnim propisima koje je potrebno prouciti, mozda morati prijaviti proizvodacu i/ili njegovu

ovlastenom predstavniku i regulatornom tijelu koje je nadlezno za korisnika i/ili pacijenta.

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu.

Sigurnosne informacije

Kad radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za

jednokratnu uporabu i zastitne naocale. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im

sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS). Oni su dostupni na mrezi u

prakticnom i kompaktnom PDF formatu na web-adresi www.giagen.com/safety. Ondje

mozete pronaci, pregledati i ispisati SDS za svaki komplet i komponentu kompleta QIAGEN.

14

Ispitci i uzorci potencijalno su zarazni. Odlazite otpad od uzoraka i ispitivanja u skladu s
lokalnim sigurnosnim postupcima.

Negativan rezultat testa QF T-Plus ne isklju€uje moguénost infekcije bakterijom M.
tuberculosis ili tuberkuloze: uzrok lazno negativnih rezultata moze biti stadij infekcije
(npr. ispitak primljen prije nastupanja stani¢nog imunog odgovora), neispravno
rukovanje epruvetama za uzimanje krvi nakon venepunkcije, neispravno provodenje
ispitivanja ili druge pojedinacne imunoloSke varijable, uklju€ujuci one povezane s
komorbidnim stanjima. Proizvodnja heterofilnih protutijela ili nespecificnog IFN-y
uzrokovana drugim upalnim stanjima moZe prikriti specificne odgovore na peptide
ESAT-6 ili CFP-10.

Pozitivan rezultat testa QFT-Plus ne bi trebao biti jedina ili definitivna osnova za
utvrdivanje infekcije bakterijom M. tuberculosis. Neispravno provodenje ispitivanja

moze prouzroCiti lazno pozitivne rezultate testa QFT-Plus.
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® Nakon pozitivnog rezultata testa QFT-Plus potrebno je provesti daljnju medicinsku
procjenu za aktivnu tuberkulozu (npr. bris na acidorezistentne bacile i uzgoj kulture,
rendgenska snimka pluca itd.).

® lako ni u jednom BCG soju niti u vec¢ini poznatih netuberkuloznih mikobakterija nema
ESAT-6 i CFP-10, postoji moguénost da je uzrok pozitivnog testa QFT-Plus infekcija
bakterijama M. kansasii, M. szulgai ili M. marinum. U slu€aju sumnje na takve infekcije
potrebno je provesti alternativne testove.

® Lazno negativni rezultat testa QFT-Plus moze biti uzrokovan neispravnim uzimanjem
uzorka krvi ili nepravilnim rukovanjem ispitkom, Sto utje€e na funkciju limfocita.
Pogledajte odjeljak ,Protokol: izvodenje ELISA testa” na stranici 20 za ispravno
rukovanije ispitcima krvi. Kasnjenje u inkubaciji moze uzrokovati lazno negativne ili
neodredene rezultate, a drugi tehnicki parametri mogu utjecati na sposobnost
otkrivanja znacajnog odgovora IFN-y.

Informacije za slu¢aj nuzde

CHEMTREC
Izvan SAD-a i Kanade +1 703-527-3887
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Mjere opreza

OPREZ S ljudskom krvlju postupajte kao s potencijalno infektivnom.

Pridrzavajte se odgovarajucih smjernica o postupanju s krvlju.
Uzorke i materijale koji dolaze u kontakt s krvlju ili krvnim

proizvodima zbrinite sukladno drzavnim i lokalnim propisima.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Sadrzava: sumpornu kiselinu. Upozorenje! MozZe imati korozivno djelovanje
i na metale. Uzrokuje nadrazivanje koze. Uzrokuje ozbiljno nadraZivanje ociju.
i £ ; - ; o - o 2 o h
Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu za lice.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Upozorenje! Uzrokuje blago nadrazivanje koze. Nosite zastitne rukavice /
zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu za lice.

QuantiFERON Green Diluent

Sadrzava: tartrazin. Upozorenje! Moze izazvati alergijsku reakciju na kozi.
Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu za lice.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima. Izbjegavati ispustanje u
okolis.
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Dodatne informacije

Sigurnosno-tehnicki listovi: www.qiagen.com/safety

e Timerosal se upotrebljava kao konzervans u nekim reagensima QFT-Plus. Moze biti
otrovan ako ga se proguta, udahne ili u dodiru s kozom.

o Odstupanja od Uputa za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) mogu dati
pogresne rezultate. Prije upotrebe pazljivo procitajte upute.

® Nemojte upotrebljavati komplet ako bilo koja boc&ica reagensa pokazuje znakove
ostecenja ili curenja prije upotrebe.

® Vazno: pregledajte bocice prije upotrebe. Nemojte upotrebljavati bocice za konjugat ili
IFN-y standard ako bocice pokazuju znakove oStec¢enja ili ako je gumena brtva
oste¢ena. Nemoijte rukovati razbijenim boc¢icama. Poduzmite odgovarajuce mjere
opreza i odlozite bocice na siguran nacin. PreporuCuje se da bocice za konjugat ili
IFN-y standard otvarate s pomocu alata za skidanje osigurac¢a na bocicama radi
smanjenja opasnosti od ozljeda uzrokovanih poklopcem s metalnim osiguracem.

® Nemojte mijesati ili upotrebljavati mikrotitar stripove, IFN-y standard, diluens Green
Diluent ili 100x koncentrirani konjugat iz razlicitih serija kompleta QFT-Plus. Ostali
reagensi (20x koncentrirani pufer za ispiranje, otopina enzimskog supstrata i enzimska
otopina za zaustavljanje odgovora) iz drugih kompleta mogu se mijenjati, pod uvjetom
da reagensi ne prekoracuju datum isteka roka trajanja i da se podaci o seriji zabiljeze.

o (QOdlozite neupotrijebljene reagense i bioloSke uzorke u skladu s lokalnim i drzavnim
propisima.
Nemojte upotrebljavati komplet QFT-Plus ELISA kit nakon datuma isteka roka trajanja.
Uvijek se morate pridrzavati pravilnih laboratorijskih postupaka.
Pobrinite se da je laboratorijska oprema kao $to su uredaji za pranje plocica i Citaci

kalibrirana / odobrena za uporabu.
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Pohrana i rukovanje reagensima

Potrebno je paziti na rokove trajanja i uvjete pohrane ispisane na kutiji i naljepnicama svih

komponenata. Nemojte upotrebljavati komponente kojima je istekao rok ili koje su bile

nepravilno pohranjene.

Stabilnost tijekom uporabe

Cuvaite komplet ELISA na temperaturi od 2 — 8 °C.

Otopinu enzimskog supstrata uvijek zastitite od izravne sunceve svjetlosti.

Rekonstituirani i neupotrijebljeni reagensi

18

Upute o rekonstituiranju reagensa potrazite u odjeljku ,Protokol: izvodenje ELISA testa”
na stranici 20.

Rekonstituirani standard iz kompleta moze se Cuvati do 3 mjeseca ako je pohranjen na
temperaturi od 2 — 8 °C.

Zabiljezite datum rekonstitucije standarda iz kompleta.
Rekonstitutirani 100x koncentrirani konjugat mora se i dalje ¢uvati na temperaturi od
2 — 8 °C i potrositi u roku od 3 mjeseca.

Zabiljezite datum rekonstitucije konjugata.

Konjugat jakosti za upotrebu mora se potrosSiti u roku od 6 sati nakon pripreme.
Pufer za ispiranje jakosti za upotrebu moze se ¢uvati na sobnoj temperaturi do
2 tjedna.

Mikrotitar stripovi namijenjeni su iskljucivo za jednokratnu uporabu. Neiskoristeni

stripovi mogu se ukloniti s okvira plo€ice i pohraniti za budu¢u uporabu.

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA



Pohrana i rukovanje ispitcima

Pogledajte Upute za uporabu epruveta QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) Blood
Collection Tubes (1123668) za pojedinosti o tijeku rada za uzimanje krvi za test QF T-Plus.
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Protokol: izvodenje ELISA testa

Vazne tocCke prije zapocinjanja
Postavljanje (vrijeme potrebno za izvodenje ispitivanja)

@ Da bi dobio valjane rezultate ispitivanja QFT-Plus, rukovatelj treba izvrsiti odredene
zadatke unutar zadanog vremena. Preporucuje se da rukovatelj prije uporabe
ispitivanja pomno isplanira svaku fazu ispitivanja kako bi si ostavio dovoljno vremena
da provede svaku fazu. U nastavku se navodi procijenjeno potrebno vrijeme;
naznaceno je i vrijeme testiranja veéeg broja uzoraka metodom skupne obrade.

O priblizno 3 sata za jednu ELISA plocicu
O < 1satrada

O dodajte 10 do 15 minuta za svaku dodatnu plocicu

IFN-y ELISA

® Pogledajte odjeljak ,Sadrzaj kompleta” na stranici 11 i odjeljak ,Materijali koji su
potrebni, ali nisu isporu€eni” na stranici 13 za materijale potrebne za izvodenje
ELISA testa.

Postupak

1. Svi uzorci plazme i reagensi, osim 100x koncentriranog konjugata, prije uporabe
moraju posti¢i sobnu temperaturu (22 °C + 5 °C). Ostavite najmanje 60 minuta za
postizanje toplinske ravnoteze.

2. Uklonite nepotrebne stripove ELISA plocice s okvira, vratite ih u vrecicu od folije i

pohranite ih do uporabe u hladnjaku.
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3. Pripremite najmanje 1 strip za standarde QFT-Plus i dovoljan broj stripova za broj
ispitanika koji se testiraju (pogledajte sliku 2 za preporu¢en format plo€ice). Nakon
uporabe sacuvajte okvir i poklopac za uporabu s preostalim stripovima.

3a. Rekonstituirajte IFN-y standard koli€inom deionizirane ili destilirane vode koja je
naznacena na naljepnici bocice. Pazljivo promijeSajte kako biste stvaranje pjene
sveli na najmanju mogucéu mijeru i provjerite je li cijeli sadrzaj bocice potpuno
otopljen. Rekonstitucijom IFN-y standarda na to¢an volumen dobivamo otopinu
koncentracije 8,0 IU/ml.

3b. S pomodéu rekonstituiranog standarda pripremite niz razrjedivanja od 4
koncentracije IFN-y (pogledajte sliku 1.).

3c. Trebala bi se generirati standardna krivulja sa sljede¢im koncentracijama IFN-y:

S1 (Standard 1) sadrzava 4,0 1U/ml

S2 (Standard 2) sadrzava 1,0 [U/ml

S3 (Standard 3) sadrzava 0,25 [U/ml

S4 (Standard 4) sadrzava 0 IU/ml (samo Green Diluent [GD]).

3d. Standardi se moraju ispitati barem u duplikatu.
3e. Pripremite svjeze razrijedene otopine standarda iz kompleta za svaki
postupak ELISA.

Postupak

Oznacite 4 epruvete: S1, S2, S3, S4

Dodajte 150 pl GD-a u S1, S2, S3, S4

Dodajte 150 pl standarda iz kompleta u S1 i dobro promije$aijte
Prenesite 50 pl iz S1 u S2 i dobro promijesajte

Prenesite 50 pl iz S2 u S3 i dobro promijesajte

m m o O @ >

Samo GD sluzi kao nulti standard (S4)

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
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(0

A -
150 pl 50 pl 50 pl
— — —
Rekonstituirano Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Standard iz 4,0 IU/ml 1,0 lU/ml 0,25 IU/ml 0 IU/ml
kompleta (Green Diluent)

Slika 1. Pripremanje niza razrjedivanja standardne krivulje.

. Rekonstituirajte liofilizirani 100x koncentrirani konjugat s 0,3 ml deionizirane ili

destilirane vode. Pazljivo promijeSajte kako biste stvaranje pjene sveli na najmanju

mogucu mjeru i provjerite je li cijeli sadrZaj bo€ice potpuno otopljen.

4a. Konjugat jakosti za upotrebu priprema se tako da se potrebna koli¢ina
rekonstituiranog 100x koncentriranog konjugata razrijedi u diluensu Green Diluent
(tablica 1.).

4b. Konjugat jakosti za upotrebu treba se potroSiti u roku od 6 sati nakon pripreme.

4c. Neupotrijebljeni 100x koncentrirani konjugat odmah nakon upotrebe vratite na

temperaturu od 2 °C do 8 °C.
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Tablica 1. Priprema konjugata (jakosti za upotrebu)

Broj stripova Volumen konjugata Koli¢ina diluensa Green
(koncentriran 100x) Diluent
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0ml
5 25 pl 2,5ml
6 30l 3,0 ml
7 35l 3,5ml
8 40 pl 4,0ml
9 45 i 4,5ml
10 50 ul 50ml
11 55 ul 5,5ml
12 60 ul 6,0 ml
5. Kad je rije€ o uzorcima plazme izdvojenima iz epruveta za uzimanje krvi i zatim

pohranjenima (u hladnjak ili zamrzivac), prije dodavanja u ELISA jaZicu dobro
promijeSajte pohranjeni uzorak. Uzorci plazme mogu se €uvati u centrifugiranim
epruvetama QFT-Plus Blood Collection Tubes do 28 dana na temperaturi od 2 — 8 °C,
a uzorci izdvojene plazme mogu se ¢uvati do 28 dana na temperaturi od 2 — 8 °C.
Uzorci izdvojene plazme mogu se Cuvati i na temperaturi ispod —20 °C (po mogucnosti
nizoj od —70 °C) na dulje vrijeme.

Uzorci plazme mogu se prenijeti/upotrijebiti izravno iz centrifugiranih epruveta za
uzimanje krvi radi mjerenja na plocici QF T-Plus ELISA.

Vazno: ako se uzorci plazme planiraju izravno prenijeti iz centrifugiranih epruveta
QFT-Plus Blood Collection Tubes, potrebno je izbjegavati bilo kakvo mijeSanje plazme.

Uvijek pazite da ne poremetite materijal na povrsini gela.

. Dodaijte 50 ul svjeze pripremljenog konjugata jakosti za upotrebu u svaku jazicu ELISA

plocice.
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. Dodajte 50 pl testnih uzoraka plazme u odgovarajuce jazice (pogledajte preporuceni

raspored na ELISA plocici na slici 2.).

8. Konacno, dodajte 50 pl svakog standarda od 1 do 4 u odgovarajuée jaZice na ploc€ici
(pogledajte preporuceni raspored na ELISA plocici na slici 2.). Standarde treba ispitati
najmanje u duplikatu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 1N 3N 5N 7N 9N 13N 15N 17N 19N 21N

B 1TB1 3TB1 5TB1 77181 9TB1 13 TB1 15 TB1 17 TB1 19 TB1 21 TB1

Cc | 1182 | 3TB2 | 5TB2 | 7TB2 | 9TB2 13TB2 | 15TB2 | 17782 | 19782 | 21782

D 1M 3M 5M ™ 9M 13M 15M 17M 19M 21M

E | 2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N

F 2TB1 4TB1 6 TB1 8TB1 10 TB1 11 TB1 12TB1 14TB1 16 TB1 18 TB1 20 TB1 22TB1

G | 2TB2 | 4TB2 | 6TB2 | 8TB2 | 10TB2 | 11TB2 | 12TB2 | 14TB2 | 167TB2 | 18TB2 | 207B2 | 22TB2

H 2M 4M 6M 8M 10M 1M 12M 14 M 16M 18 M 20M 22M

Slika 2. Preporuéeni raspored ELISA ploéice. S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3),
S4 (Standard 4). 1N (Uzorak 1. Nil kontrolni uzorak plazme), 1 TB1 (Uzorak 1. TB1 plazma), 1 TB2
(Uzorak 1. TB2 plazma), 1M (Uzorak 1. Mitogen plazma).

9.

10.

1.
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Prekrijte ELISA plocicu i dobro promijeSajte konjugat i uzorke plazme / standarde u
tresilici za mikrotitar plo€ice u trajanju od 1 minute na 500 do 1000 o/min. Izbjegavajte
prskanje.

Prekrijte ELISA plocicu i inkubirajte je na sobnoj temperaturi (22 °C £ 5 °C) u trajanju
od 120 £ 5 minuta. Za vrijeme inkubacije ELISA plo€ica se ne bi trebala izlagati izravnoj
suncevoj svjetlosti. Odstupanje od navedenog temperaturnog raspona moze rezultirati
pogresnim rezultatima.

Za vrijeme inkubacije ELISA plocice pripremite pufer za ispiranje jakosti za upotrebu.
Razrijedite jedan dio 20x koncentriranog pufera za ispiranje s 19 dijelova deionizirane
ili destilirane vode i dobro promije$ajte. U kompletu se nalazi dovoljno 20x
koncentriranog pufera za ispiranje da bi se dobile 2 litre pufera za ispiranje jakosti za
upotrebu.
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12.

13.

14.

15.

16.

Nakon zavrSetka inkubacije ELISA ploc€ice isperite jaZice ELISA plocice s 400 pl pufera
za ispiranje jakosti za upotrebu. Provedite korak ispiranja najmanje 6 puta.
Automatizirani uredaj za ispiranje plo€ica preporucuje se iz sigurnosnih razloga prilikom
rukovanja uzorcima plazme.

Temeljito ispiranje vrlo je vazno za uginak ispitivanja. Pazite da pri svakom ciklusu
ispiranja sve jazice budu do vrha potpuno napunjene puferom za ispiranje.
Preporu€ujemo da izmedu svakog ciklusa ispiranja ostavite najmanje 5 sekundi za

namakanje.

U sabirni spremnik za otpadnu tekucinu treba dodati standardni dezinficijens koji se
upotrebljava u laboratorijima. Pridrzavajte se propisanih uputa za dekontaminaciju

potencijalno infektivnih materijala.

Lupkanjem istresite ELISA plo¢icu okrenutu prema dolje na upijaju¢em rucniku (koji ne
otpusta vlakna) kako biste uklonili ostatak pufera za ispiranje. Dodajte 100 ul otopine
enzimskog supstrata u svaku jazicu ploc€ice, prekrijte ploCicu i dobro promijeSajte s
pomocu tresilice za mikrotitar plo¢ice 1 minutu na 500 — 1000 o/min.

Prekrijte ELISA ploc€icu i inkubirajte je na sobnoj temperaturi (22 °C + 5 °C) u trajanju
od 30 minuta. Za vrijeme inkubacije ELISA ploCica se ne bi trebala izlagati izravnoj

suncevoj svjetlosti.

Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta dodajte 50 pl enzimske otopine za
zaustavljanje reakcije u svaku jazicu na plocici istim redoslijedom kojim ste dodavali
supstrat i dobro promijeSajte na 500 do 1000 o/min s pomocu tresilice za mikrotitar
plocice.

Izmjerite opticku gustocu (Optical Density, OD) jazica ELISA plocice u roku od 5 minuta
od zaustavljanja reakcije s pomocu ¢itaca mikrotitar plo€ica opremljenog filtrom od

450 nm i referentnim filtrom od 620 nm do 650 nm. Izraunavanje rezultata izvodi se s

pomocu vrijednosti OD-a.
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Rezultati (izraCuni)

Za analizu neobradenih podataka i izracunavanje rezultata moze se upotrijebiti softver za
analizu QFT-Plus Analysis Software. Dostupan je na www.giagen.com. Obvezno

upotrebljavajte najnoviju inacicu softvera za analizu QFT-Plus Analysis Software.

Softver provodi procjenu kontrole kvalitete ispitivanja, generira standardnu krivulju i daje
rezultat testa za svakog ispitanika, kao $to je opisano u odjeljku ,Tumacenje rezultata” na
stranici 30. Softver prijavljuje sve koncentracije vece od 10 IU/ml kao ,> 10” jer te vrijednosti

prelaze potvrdeni linearni raspon testa ELISA.

Kao alternativa upotrebi softvera za analizu QFT-Plus Analysis Software, rezultati se mogu

utvrditi i na temelju metode navedene u nastavku.
Generiranje standardne krivulje i vrijednosti uzoraka
Ako se ne upotrebljava softver za analizu QFT-Plus Analysis Software

Odredivanje standardne krivulje i odredivanje vrijednosti IU/ml uzorka zahtijevaju program
zarad s proraunskim tablicama kao $to je Microsoft® Excel® ako se ne upotrebljava softver

za analizu QFT-Plus Analysis Software.

Uporaba programa za rad s proracunskim tablicama

1. Utvrdite srednje vrijednosti OD-a replikata standarda iz kompleta na svakoj plocici.

2. lzradite standardnu krivulju loge)—log() grafickim prikazom loge) srednje vrijednosti
OD-a (y os) u odnosu na loge) IFN-y koncentracije standarda u IU/ml (x o0s), izostavivsi
nulti standard iz izracuna. Izracunajte liniju najboljeg oblika standardne krivulje

regresijskom analizom.
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3. Upotrebljavajte standardnu krivulju za utvrdivanje IFN-y koncentracije (IU/ml) za svaki

testni uzorak plazme s pomocu vrijednosti OD-a svakog uzorka.

4. Za te izraune mogu se upotrijebiti softverski paketi koji su dostupni uz ¢itace mikrotitar
ploc€ica, kao i standardne proracunske tablice ili programi za statistiku (kao npr.
Microsoft Excel). Preporu¢ujemo primjenu tih paketa za izra¢unavanje regresijske
analize, koeficijenta varijacije standarda (Coefficient of Variation, % CV), kao i

koeficijenta korelacije (r) za standardnu krivulju.

Izradun uzorka

Ako su za standarde dobivena sliede¢a ocitanja opticke gustoce (Optical Density, OD),

izracuni u kojima se upotrebljava log(e) slijede ona u tablici 2.

Tablica 2. Standardna krivulja

Standard 1U/ml Vrijednosti Srednja % CV Log(e) IU/ml Log(e) -
OD-aaib vrijednost OD srednja
vrijednost
(0D)
1,089,
Standard 1 4 1136 1,113 3,0 1,386 0,107
0,357,
Standard 2 1 0395 0,376 71 0,000 -0,978
0,114,
Standard 3 0,25 0,125 NP -1,386 -2,079
0,136
0,034,
Standard 4 0 0,037 0,036 NP NP NP

Jednadzba krivulje je y = 0,7885(X) — 0,9837, pri ¢emu je ,m” = 0,7885, a ,c” = —-0,9837. Te se vrijednosti
upotrebljavaju u jednadzbi X = (Y — c)/m kako bi se dobila vrijednost X. Na temelju standardne krivulje izracunati
koeficijent korelacije (r) = 1,000. NP: nije primjenjivo.

Valjanost ispitivanja odreduje se s pomocu kriterija navedenih pod ,Kontrola kvalitete testa”

na stranici 28.

Standardna krivulja (tablica 2.) upotrebljava se za pretvaranje odgovora OD-a antigena u

medunarodne jedinice (IU/ml).
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Tablica 3. Izra¢un uzorka

Antigen Vrijednost OD Log) OD X e* (IU/ml) Antigen — Nil (IU/ml)
vrijednost

Nil 0,037 -3,297 —2,934 0,05 -

TB1 1,161 0,149 1,437 4,21 4,16

TB2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

Mitogen 1,783 0,578 1,981 7,25 7,20

Vrijednosti IFN-y (u IU/ml) za TB1, TB2 i Mitogen ispravljene su za pozadinu oduzimanjem
vrijednosti |U/ml dobivene za odgovarajucu kontrolu Nil. Te se ispravljene vrijednosti

upotrebljavaju za tumacenje rezultata testa.

Kontrola kvalitete testa

Tocnost rezultata testa ovisi o formiranju to¢ne standardne krivulje. Stoga se rezultati

izvedeni iz standarda moraju preispitati prije tumacenja rezultata uzorka testa.

Test ELISA valjan je ako su ispunjeni sljedeci kriteriji:

Srednja vrijednost OD-a Standarda 1 mora biti = 0,600.
% CV za vrijednosti replikata za Standard 1 i Standard 2 mora biti < 15 %.
Replicirane vrijednosti OD-a Standarda 3 i Standarda 4 ne smiju odstupati od srednjih
vrijednosti za viSe od 0,040 OD jedinica.
o Koeficijent korelacije (r) dobiven iz srednjih vrijednosti apsorbancije standarda mora
biti = 0,98.
Ako ovi kriteriji nisu ispunjeni, analiza nije valjana i mora se ponoviti.
Srednja vrijednost OD-a nultog standarda (Green Diluent) trebala bi biti < 0,150. Ako je

srednja vrijednost OD-a > 0,150, preporucuje se kontrola postupka ispiranja plocica.
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Softver za analizu QFT-Plus Analysis Software izracunava i izvjeS¢uje o tim parametrima za
kontrolu kvalitete.

Svaki bi laboratorij trebao odrediti odgovaraju¢e vrste kontrolnih materijala i ucestalost
testiranja u skladu s lokalnim, drzavnim ili drugim primjenjivim akreditacijskim
organizacijama. Potrebno je razmotriti vanjsku procjenu kvalitete i alternativne postupke
validacije.

Napomena: plazme u koje je dodan rekombinantni IFN-y pokazale su smanjenja

koncentracije do 50 % kada su se cCuvale na temperaturi od 2-8°C te —20 °C.
Rekombinantni IFN-y ne preporu€uje se za utvrdivanje kontrolnih standarda.
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Tumacenje rezultata

Rezultati testa QFT-Plus tumace se na temelju sljedecih kriterija (tablica 4.).

Vazno: za postavljanje dijagnoze odnosno isklju¢ivanje tuberkuloze i procjenu vjerojatnosti
LTBI potrebna je kombinacija epidemioloskih, povijesnih, medicinskih i dijagnostickih nalaza
koji se moraju uzeti u obzir pri tumacenju rezultata testa QFT-Plus. Pogledajte opcenite
smjernice za dijagnosticiranje i lijeCenje tuberkuloze (TB) i latentne tuberkulozne infekcije
(Latent Tuberculosis Infection, LTBI):

(https://lwww.cdc.gov/tb/publications/guidelines/default.htm).

Tablica 4. Tumacenje rezultata testa QFT-Plus

Nil (IU/ml) TB1 minus TB2minus  Mitogen Rezultat lzvjesée/tumacenje

Nil (IU/ml) Nil (IU/ml) minus Nil testa
(IU/ml)* QFT-Plus

<8,0 20,35i Svejedno
225% koliko
vrijednosti Nil Svejedno Vjerojatna infekcija

Kolik Pozitivan® bakterijom
Svejedno >0,35i Oliko M. tuberculosis
koliko 225%
vrijednosti Nil
<0,351li <0,351li > 0,50 Negativan Infekcija bakterijom
>0,35i >0,35i M. tuberculosis NIJE
<25% <25% vjerojatna
vrijednosti Nil | vrijednosti Nil
<0,351li <0,351li <0,50
20,35i 20,35i Vjerojatnost infekcije
<25% <25% + | bakterijom
Neodreden :
vrijednosti Nil | vrijednosti Nil M. tuberculosis ne
moze se utvrditi
> 8,08 Svejedno koliko

Odgovori na Mitogen pozitivhu kontrolu (i povremeno TB antigen) mogu biti izvan raspona ¢itaca mikrotitar plocica.
To ne utjeCe na rezultate testa. Softver QFT-Plus vrijednosti > 10 1U/ml prijavljuje kao > 10 1U/ml.

T Ako se ne sumnja na infekciju bakterijom M. tuberculosis, prvobitno pozitivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim
testiranjem izvornih uzoraka plazme u duplikatu s pomocu testa QFT-Plus ELISA. Ako je ponovno testiranje
jednog ili dvaju replikata pozitivno, rezultat testa trebao bi se smatrati pozitivnim.

Pogledajte ,Vodi¢ za rjeSavanje problema” na stranici 66 za moguce uzroke.

U klini¢kim je ispitivanjima manje od 0,25 % ispitanika imalo razine IFN-y u vrijednosti od > 8,0 IU/ml za

vrijednost Nil.

o+
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Magnituda izmjerene razine IFN-y ne mozZe se dovesti u uzajamnu vezu sa stadijem ili

stupnjem infekcije, razinom imunog odgovora ili vjerojatno$¢u napredovanja u aktivnu

bolest. Pozitivan odgovor na tuberkulozu (TB) u osoba negativnih na Mitogen je rijedak, ali
je zabiljezen u pacijenata oboljelih od tuberkuloze (TB). Ovo ukazuje na to da je IFN-y

odgovor na TB antigene veci od onog na mitogen, $to je moguce jer razina mitogena ne

stimulira maksimalno limfocite na proizvodnju IFN-y.

X A Ne TB1 — Nil i/ili TB2 — Nil
Tumacenje 20,35 IU/ml
¢ Da
Ne TB1 — Nil i/ili TB2 — Nil
225 % Nil IU/ml vrijednosti*
i ¢ Da
Mitogen — Nil < 0,50 IU/ml | Da 2 '

POtVI‘da : Osi?inN" >I8,<0 U/ml m —» Neodreden +— Nil < 8,0 1U/mi

Ne ¢ ¢ Da
Negativan Pozitivan

Slika 3. Tumagéenje testa QFT-Plus. *Da bi vrijednost TB1 minus Nil ili TB2 minus Nil bila valjana, = 25 %
Nil IU/ml vrijednosti mora biti iz iste epruvete kao i izvorni rezultat = 0,35 1U/ml.
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Ogranicenja

Rezultati testiranja QFT-Plus moraju se upotrebljavati u kombinaciji s epidemioloSkom
anamnezom svake osobe, njezinim trenutaCnim zdravstvenim stanjem i drugim

dijagnosti¢kim pretragama.

Osobe s Nil vrijednostima vec¢ima od 8 IU/ml klasificiraju se kao ,Neodredeni” jer 25 % visi

odgovor na TB antigene moze biti izvan raspona mjerenja ispitivanja.

® Prediktivna vrijednost pozitivnog rezultata testa QFT-Plus pri dijagnosticiranju infekcije
bakterijom M. tuberculosis ovisi o vjerojatnosti infekcije koja se procjenjuje na temelju
povijesnih, epidemiolo$kih, dijagnosti¢kih i drugih nalaza.

® Za postavljanje dijagnoze latentne tuberkulozne infekcije (Latent Tuberculosis Infection,
LTBI) potrebno je isklju¢ivanje tuberkuloze medicinskom procjenom, uklju¢ujuéi
procjenu trenuta¢nih medicinskih i dijagnostic¢kih testova za bolest kako je navedeno.

® Negativan rezultat potrebno je razmotriti uzimajuci u obzir medicinske podatke i
podatke iz povijesti bolesti osobe koji se odnose na vjerojatnost infekcije bakterijom
M. tuberculosis i potencijalni rizik od progresije tuberkuloze, pogotovo za osobe s

naruSenom funkcijom imunosnog sustava.
Do nepouzdanih ili neodredenih rezultata moze doci iz sljedec¢ih razloga:

odstupanja od postupka opisanog u ovim Uputama za uporabu
neispravnog transporta/rukovanja ispitkom krvi

povisenih razina cirkuliraju¢eg IFN-y ili prisutnosti heterofilnih protutijela

premasivanja potvrdenih vremena za krv od uzimanja ispitka krvi do inkubacije.

Pogledajte Upute za uporabu za epruvete QFT-Plus Blood Collection Tubes (1123668).

32 Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA



Radne znacajke
KliniCka ispitivanja

Budu¢i da nema utvrdenog standardnog testa za potvrdivanje ili isklju€ivanje dijagnoze
latentne tuberkulozne infekcije (Latent Tuberculosis Infection, LTBI), procjena osjetljivosti i
specificnosti za test QFT-Plus ne moze se prakti¢no ocijeniti. Specificnost testa QFT-Plus
priblizno je utvrdena procjenom stopa lazno pozitivnih rezultata u osoba s niskim rizikom
(bez poznatih faktora rizika) za tuberkuloznu infekciju. Osjetljivost je priblizno utvrdena
procjenom skupina ispitanika u studiji kod kojih je na temelju kulture potvrdena aktivna
tuberkuloza (TB). Osim toga, radni uc¢inak ispitivanja procijenjen je za pozitivnu i negativnu
stopu u populaciji zdravih ispitanika s identificiranim faktorima rizika za infekciju

tuberkulozom (mjeSovito rizi€na populacija).
SpecifiCnost

Provedena je multicentricna studija u kojoj je procijenjena klinicka specificnost testa
QFT-Plus, a uklju€ivala je 733 ispitanika u studiji za koje se smatralo da imaju nizak rizik od
infekcije bakterijom M. tuberculosis ili da nemaju faktore rizika za izloZzenost infekciji ili
bolesti. Demografski podaci i faktori rizika za izlozenost tuberkulozi utvrdeni su s pomocu
standardizirane ankete u vrijeme testiranja. Studija je provedena na €etiri nezavisne lokacije,
uklju€ujuéi jednu u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, dvije u Japanu i jednu u Australiji. Test
QFT-Plus usporeden je s testom QuantiFERON-TB Gold-In-Tube (QFT). Sazetak klini¢kih
podataka o radnom ucinku specifi¢nosti, stratificiran prema lokaciji i regiji studije, naveden
je u tablici 5. Rezultati radnog uc€inka temeljeni su na ukupnom broju valjanih testova. Nije

bilo neodredenih rezultata.
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Tablica 5. Specificnost testa QFT-Plus u niskoriziénoj populaciji

Pozitivan Negativan Neodreden Specificnost (95-postotni Cl)

Lokacija Br. QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus

Sjedinjene

Americke

Drzave

(br. 1) 212 2 4 210 208 0 0 99,06 % 98,11 %

USA-4 (210/212) (208/212)
(96,63 —99,74) (95,25 —99,26)

Japan

(br. 2) 106 1 2 105 104 0 0 99,06 % 98,11 %

JPN-3 (105/106) (104/106)
(94,85 -99,83) (93,38 —99,48)

(br. 3) 216 3 5 213 211 0 0 98,61 % 97,69 %

JPN-1 (213/216) (211/216)
(96,00 —99,53) (94,70 —99,01)

Ukupno u 322 4 7 318 315 0 0 98,76 % 97,83 %

Japanu (318/322) (315/322)
(96,85 -99,52) (95,6 —98,9)

Australija

(br. 4) 199 8 9 191 190 0 0 95,98 % 95,48 %

AU-3 (191/199) (190/199)

(92,27 -97,95) (91,63 — 97,60)

Specificnost testa QFT-Plus iznosila je 98,11 % u SAD-u, 97,83 % u Japanu i 95,48 % u
Australiji. Ukupna specifi¢nost testa QFT-Plus iznosila je 97,27 % (713/733). Specificnost
testa QFT iznosila je 99,06 % u SAD-u, 98,76 % u Japanu i 95,98 % u Australiji. Ukupna
specificnost testa QFT iznosila je 98,09 % (719/733).
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Prikazana je raSClamba rezultata prema vrsti epruvete s TB antigenom i njihovim

kombinacijama kao primjer o¢ekivanih rezultata u niskorizi€noj populaciji (tablica 6.).

Tablica 6. Rezultati studije specifi¢nosti testa QFT-Plus prema epruveti s TB antigenom

Tumacenje temeljeno
na vrijednosti Nil za TB

Antigen QFT-Plus Dosljedno pozitivan TB1 i
TB1 TB2 (pozitivan prema TB2 (alternativna analiza)t

IU/mlu TB1 ilili TB2)*

Pozitivan 10 18 20 8

Negativan 723 715 713 725

Neodreden 0 0 0 0

Specificnost (95-postotni _ (9771’?37;33) _

ch (95,8 - 98,2)

) ) 98,6% 97,5% 98,9%
S;‘;’;’;r']‘iegf;""”os“ OG5 (723733)  (715/733) - (725/733)
P (97,5-99,3) (96,2-98,4) (97,9 - 99,5)

* Tumacenje na temelju TB antigena — vrijednost Nil = 0,35 IU/ml u obje (TB1 i TB2) ili bilo kojoj TB epruveti kako bi
odgovarala kriterijima tumacenja testa QFT-Plus (TB1 ili TB2) da bi se utvrdio kao pozitivan.

T Alternativna analiza navedena je samo u svrhu informiranja.

Kod ispitanika s niskim rizikom od infekcije tuberkulozom (TB) ukupno 20/733 ispitanika
imalo je pozitivan rezultat. Od navedenih je samo 8 ispitanika imalo vrijednost od
> 0,35 IU/ml u epruveti TB1 i u epruveti TB2. Usporedba ispitivanja QFT s ispitivanjem
QFT-Plus provedena je u niskorizi¢noj kohorti studije i pokazala je ukupnu podudarnost od
97,5 % (715/733) i negativno postotno slaganje od 98,3 % (707/719).

Osjetljivost
Definitivni standardni test za LTBI ne postoji, ali odgovaraju¢a je zamjena mikrobioloSka

kultura bakterije M. tuberculosis zbog toga $to je infekcija tuberkulozom (TB) neophodan
prethodnik bolesti.
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Provedena je multicentricna studija u kojoj je procijenjena klinicka osjetljivost testa
QFT-Plus, a ukljuCivala je 434 ispitanika u studiji koji su imali znakove i simptome aktivne
bolesti M. tuberculosis potvrdene kulturom i/ili PCR-om, a nisu bili na lije¢enju tuberkuloze
(TB) ili im je lije€enje trajalo <14 dana prije uzimanja krvi. Studija je provedena na
7 nezavisnih lokacija, uklju€ujui tri lokacije u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, tri lokacije
u Japanu i jednu lokaciju u Australiji. Test QFT-Plus usporeden je s testom
QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFT). SaZetak podataka o radnom ucinku klinicke
osjetljivosti, stratificiran prema lokaciji studije i drzavi, naveden je u tablici 7. Rezultati radnog
ucinka temeljeni su na ukupnom broju valjanih testova. UCestalost neodredenih rezultata za
testove QFT i QFT-Plus iznosila je 2,3 % (10/434) odnosno 2,5 % (11/434).
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Tablica 7. Sazetak radnog uc¢inka studije klinicke osjetljivosti prema lokaciji, zemlji i sveukupno

Pozitivan Negativan Neodreden Osjetljivost (95-postotni Cl)

Lokacija Br. QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus
Sjedinjene
Americke
Drzave
(br. 1) 15 13 13 2 2 0 0 86,67 % 86,67 %
USA-5 (13/15) (13/15)

(62,12 - 96,26) (62,12 — 96,26)
(br.2) 33 29 29 4 4 0 0 87,88 % 87,88 %
USA-1 (29/33) (29/33)

(72,67 —95,18) (72,67 —95,18)
(br. 3) 5 5 5 0 0 0 0 100,0 % 100,0 %
USA-4 (5/5) (5/5)

(56,55 - 100,0) (56,55 — 100,0)
Ukupno u 53 47 47 6 6 0 0 88,7 % 88,7 %
Sjedinjenim (47/53) (47/53)
Americkim (77,4 -94,7) (77,4 -947)
Drzavama
Japan
(br. 4) 98,63 % 95,71 %
JPN—Z 76 72 67 1 3 3 6 (72/73) (67/70)

(92,64 —99,76) (88,14 — 98,53)
(br. 5) 99 97 98 2 1 0 0 97,98 % 98,99 %
JPN-3 (97/99) (98/99)

(92,93-99,44) (94,50 — 99,82)

Tablica se nastavlja na sljedecoj stranici
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Tablica se nastavlja s prethodne stranice
Tablica 7. Sazetak radnog ucinka studije klinicke osjetljivosti prema lokaciji, zemlji i sveukupno
(nastavak)

Pozitivan Negativan Neodreden Osjetljivost (95-postotni Cl)
Lokacija Br. QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus QFT QFT-Plus
(br. 6) 177 159 157 12 15 6 5 92,98 % 91,28 %
JPN-1 (159/171) (157/172)
(88,14 —95,94) (86,11 —94,64)
Ukupnou 352 328 322 15 19 9 11 95,63 % 94,43 %
Japanu (328/343) (322/341)
(92,91 -97,33) (91,5-96,4)
Australija
(br. 7) 29 27 29 1 0 1 0 96,43 % 100,0 %
AU-2 (27/28) (29/29)

(82,29-99,37) (88,30 — 100,0)

Analiza u gore prikazanoj tablici ne uklju¢uje neodredene rezultate.

Osijetljivost testa QFT-Plus iznosila je 88,7 % u SAD-u, 94,43 % u Japanu i 100,0 % u
Australiji. Ukupna osjetljivost testa QFT-Plus iznosila je 94,09 % (398/423). Osijetljivost testa
QFT iznosila je 88,7 % u SAD-u, 95,63 % u Japanu i 96,43 % u Australiji. Ukupna osjetljivost
testa QFT iznosila je 94,81 % (402/424).

Prikazana je ras¢lamba rezultata prema vrsti epruvete s TB antigenom i kombinacijama

epruveta kao primjer o¢ekivanih rezultata u populaciji s potvrdenom infekcijom tuberkulozom
(TN) (tablica 8.).
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Tablica 8. Rezultati ispitivanja osjetljivosti testa QFT-Plus prema epruveti s TB antigenom

Tumacenje temeljeno na
vrijednosti Nil za TB Antigen u

QFT-Plus (pozitivan

1U/ml TB1 TB2 prema TB1 i/ili TB2)
Pozitivan 388 397 398
Negativan 32 26 25
Neodreden 14 1" 11
Osjetljivost* (95-postotni Cl) 94 %

- - (398/423)

(91,4 - 96,0)

Stopa pozitivnosti* (95-postotni Cl) 92.4 % 93.9 %

(388/420) (397/423) -

(89,4 — 94,6) (91,1 -95,8)

* Iskljuujuéi neodredene vrijednosti.

Usporedba ispitivanja QFT s ispitivanjem QFT-Plus procijenjena je u kohorti potvrdene

aktivne tuberkuloze (TB) (kohorte studije osjetljivosti) i pokazala je ukupnu podudarnost od
95,9 % i pozitivno postotno slaganje od 97,3 % (391/402).

Tablica 9. Omjeri vjerojatnosti testa QFT-Plus

Lokacija* Osjetljivost Specificnost LR+ LR-
Australija 100,00 % 95,48 % 22,11 0,00
Japan 94,43 % 97,83 % 43,44 0,06
Sjedinjene 88,68 % 98,11 % 47,00 0,12

Americke Drzave

* Ukupno
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Radni u€inak kod ispitanika s identificiranim faktorima rizika za infekciju MTB-om
(mjeSovito rizi€ni pojedinci)

Kohorta od 601 pojedinca s mijeSanim faktorima rizika od infekcije tuberkulozom (TB)
(npr. pozitivnost na HIV, povijest lijeCenja aktivne ili latentne tuberkuloze (TB), izlozenost
aktivnom slucaju tuberkuloze (TB), status zdravstvenog djelatnika (Healthcare Worker,
HCW)) procijenjena je testom QFT i testom QFT-Plus. Faktori rizika identificirani su s
pomocu standardizirane ankete i pojedinci nisu pokazali nikakve simptome povezane s
aktivnom tuberkulozom (TB) u vrijeme sudjelovanja u studiji. Demografski podaci i faktori
rizika prijavljeni su u tablici 10. U ovoj populaciji, 68/601 (11,3 %) ispitanika imalo je pozitivan
rezultat na testu QFT-Plus, s pozitivnim postotnim slaganjem (Positive Percent Agreement,
PPA) i negativnim postotnim slaganjem (Negative Percent Agreement, NPA) od 98,44 %
odnosno 99,07 % (tablica 11.). U ovoj kohorti od 68 ispitanika pozitivnih na testu QFT-Plus,
ukupno 62 ispitanika bila su pozitivna primjenom epruvete TB1 i epruvete TB2, 2 ispitanika
bila su pozitivna primjenom samo epruvete TB1, a 4 ispitanika bila su pozitivha primjenom

samo epruvete TB2. Nisu uoceni neodredeni rezultati (0/601).
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Tablica 10. Demografski podaci i faktori povezani s rizikom od infekcije tuberkulozom (TB) u mije$anoj

kohorti
Ukupno ispitanika (601) Broj Postotak
Muski 539 89,7 %
Spol y )
Zenski 62 10,3 %
56 (godine) Raspon 18-70
ob (godine i —
9 Srednja 467
vrijednost
N Da 15 2,5%
Cijepljeni BCG-om
Ne 586 97,5 %
e ) Da 12 2,0 %
HIV-pozitivni ili pozitivni na viruse HTLV na testu
Ne 589 98 %
S prethodnom dijagnozom aktivne Da 1 1.8 %
tuberkuloze (TB) Ne 590 98,2 %
S prethodno pozi_tivnin_1 tuberkulinskim koznim Da 47 7.8 %
testom (Tuberculin Skin Test, TST) / Mantoux 0
testom za tuberkulozu (TB) Ne 554 922%
Prethodno lijedeni za aktivnu ili latentnu Da 35 58 %
tuberkulozu (TB) Ne 566 94,2 %
Zivjeli, radili ili volontirali (> 1 mjesec ) u zatvoru ~ Da 373 62,1 %
ili kaznionici Ne 228 379 %
Zivjeli, radili ili volontirali (> 1 mjesec ) u sklonistu Da 525 87,4 %
za beskuénike Ne 76 12,6 %
. : Da 8 1,3 %
Zdravstveni djelatnik/ca
Ne 593 98,7 %
Bliski kontakt s osobom koja ima aktivnu bolest Da 9 1.5 %
tuberkulozu ili za koju se sumnja da ima aktivnu ’
Ne 592 98,5 %

bolest tuberkulozu
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Tablica 11. Sazetak radnog ucinka testa QFT-Plus u odnosu na test QFT kod ispitanika
s poznatim faktorima rizika od infekcije latentnom tuberkulozom (TB)

QFT
Pozitivan (+) Negativan (-) Ukupno
Pozitivan (+) 63 5% 68
QFT-Plus Negativan (-) 1* 532 533
Ukupno 64 537 601

*Svih 6 nepodudarnih uzoraka imalo je razine IFN-y u epruvetama s TB antigenom koje su bile blizu
grani¢ne vrijednosti ispitivanja.

Pozitivno postotno slaganje (Positive Percent Agreement, PPA) i negativno postotno slaganje
(Negative Percent Agreement, NPA) izmedu rezultata testova QFT i QFT-Plus bila su sljedeca:

® Pozitivno postotno slaganje (Positive Percent Agreement, PPA): 98,44 % (63/64),
95-postotni CI (91,67, 99,72)

® Negativno postotno slaganje (Negative Percent Agreement, NPA): 99,07 % (532/537),
95-postotni Cl (97,84, 99,60)

U tablici 12. u nastavku prikazuje se radni ucinak testa QFT-Plus u usporedbi s testom QFT
test kod ispitanika u studiji cijepljenih BCG-om.

Tablica 12. Radni uc¢inak testa QFT-Plus u usporedbi s testom QFT kod ispitanika iz studije
cijepljenih BCG-om (kombinirani podaci ispitanika u studiji za osjetljivost, specificnost i LTBI)

QFT
Pozitivan  Negativan (-) Ukupno
*)
Pozitivan (+) 66 5 71
QFT-Plus Negativan (-) &) 268 271
Ukupno 69 273 342*

* Dva ispitanika u studiji za osjetljivost isklju¢ena su iz analize zbog neodredenih rezultata

® PPA =956 % (66/69), 95-postotni CI (87,98, 98,51)
NPA = 98,2 % (268/273), 95-postotni Cl (95,79, 99,22)
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Ocekivane vrijednosti
Uocene distribucije odgovora — stratificiran rizik

Brojni IFN-y odgovori na TB1, TB2 i kontrolne epruvete uo&eni su u klinickim ispitivanjima i
stratificirani prema riziku od infekcije bakterijom M. tuberculosis (slika 4 do slika 7). MjeSovito
riziCna skupina sastoji se od ispitanika koji predstavljaju opc¢u testnu populaciju, uklju€ujuci
ispitanike s i bez faktora rizika za izlozenost tuberkulozi i one kod kojih aktivna tuberkuloza
nije vjerojatna (tj. LTBI).
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Slika 4. Distribucija vrijednosti Nil. A Distribucija vrijednosti Nil u niskorizi¢noj populaciji (n = 744).
B Distribucija vrijednosti Nil u mjeSovito rizi€noj populaciji (n = 601). C Distribucija vrijednosti Nil u
populaciji kod koje je infekcija bakterijom M. tuberculosis potvrdena na temelju kulture (n = 416).
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Slika 5. Distribucija vrijednosti TB1 i TB2 (Nil vrijednost oduzeta). A Distribucija vrijednosti TB1 i

TB2 (vrijednost Nil oduzeta) u niskorizi€noj populaciji (n = 744). B Distribucija vrijednosti TB1 i TB2

(vrijednost Nil oduzeta) u mjeSovito rizinoj populaciji (n = 601). C Distribucija vrijednosti TB1 i TB2

(vrijednost Nil oduzeta) u populaciji kod koje je infekcija bakterijom M. tuberculosis potvrdena na temelju

kulture (n = 416).
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Slika 6. Distribucija vrijednosti Mitogen (vrijednost Nil oduzeta). A Distribucija vrijednosti Mitogen

(vrijednost Nil oduzeta) u niskorizi€noj populaciji (n = 744). B Distribucija vrijednosti Mitogen (vrijednost Nil

oduzeta) u mjesovito rizinoj populaciji (n = 601). C Distribucija vrijednosti Mitogen (vrijednost Nil oduzeta)

u populaciji kod koje je infekcija bakterijom M. tuberculosis potvrdena na temelju kulture (n = 415).
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Slika 7. Uocena razlika izmedu vrijednosti TB1 i TB2 (Nil vrijednost oduzeta), stratificirano prema
riziku. UkljuCuje podatke iz kohorte studije s mijeSanim rizikom kako bi se prikazale razlike izmedu
kohorta s niskim rizikom, aktivnim rizikom i mijeSanim rizikom. Ova analiza podataka ukljucivala je
kohortu s mijeSanim rizikom s poznatim faktorima rizika. Stoga je n = 733 u kohorti niskog rizika, n = 588
u kohorti mijeSanog rizika i n = 357 u kohorti s aktivnom tuberkulozom (TB). Kvantitativna razlika u [lU/ml

za svakog ispitanika dobivena je oduzimanjem vrijednosti TB1 od vrijednosti TB2.

SaZetak sigurnosti i radnog uc€inka

SazZetak sigurnosti i radnog ucinka mozete pronaci na web-mjestu baze podataka
EUDAMED.
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Radne znacajke ispitivanja
AnalitiCke radne znacajke
Grani¢na vrijednost ispitivanja

Grani¢na vrijednost ispitivanja QF T-Plus utvrdena je na temelju podataka 216 ispitanika bez
identificiranih faktora rizika za izlozenost tuberkulozi (TB), koji su bili cijepljeni BCG-om i za
koje se pretpostavljalo da nemaju infekciju, te na temelju podataka 118 ispitanika kod kojih
je infekcija bakterijom M. tuberculosis potvrdena na temelju kulture. Podaci o osjetljivosti i
specifi¢nosti kombinirani su i analizirani analizom krivulje operativnih karakteristika
(Receiver Operator Characteristic, ROC). Podaci o osjetljivosti i specificnosti analizirani
analizom krivulje operativnih karakteristika (Receiver Operator Characteristic, ROC)

pokazali su da optimalna grani¢na vrijednost testa ELISA iznosi 0,35 IU/ml (pogledajte
sliku 8).

ROC krivulja
1,00

==

0,751

Osjetljivost
o
8

o

N

(3]
1

0,00 T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

1 — Specifiénost

Slika 8. ROC krivulja za odgovore na ESAT-6 i CFP-10.
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Tablica 13. Vrijednosti osjetljivosti i specifi¢nosti za test ELISA pri razli¢itim grani¢nim
vrijednostima

Granicna % osjetljivosti  95-postotni CI % specificnosti  95-postotni CI  Osjetljivost +

vrijednost specificnost

IU/ml IFN+y
od 84,97 % do od 92,87 % do

0,20 91,53 95,86 % 96,31 98,40 % 187,84
od 84,97 % do od 93,47 % do

0,23 91,53 95,86 % 96,77 98,69 % 188,30
od 83,93 % do od 93,47 % do

0,26 90,68 95,25 % 96,77 98,69 % 187,45
od 83,93 % do od 94,08 % do

0,28 90,68 95,25 % 97,24 98,98 % 187,92
od 82,91 % do od 94,08 % do

0,30 89,83 94,63 % 97,24 98,98 % 187,07
od 81,90 % do od 94,08 % do

0,31 88,98 94,00 % 97,24 98,98 % 186,22
od 81,90 % do od 94,71 % do

0,33 88,98 94,00 % 97,70 99,25 % 186,68
od 81,90 % do od 95,35 % do

0,35 88,98 94,00 % 98,16 99,50 % 187,14
od 80,90 % do od 95,35 % do

0,39 88,14 93,36 % 98,16 99,50 % 186,3
od 79,90 % do od 95,35 % do

0,42 87,29 92,71 % 98,16 99,50 % 185,45
od 78,92 % do od 95,35 % do

0,43 86,44 92,05 % 98,16 99,50 % 184,6
od 78,92 % do od 96,01 % do

0,45 86,44 92,05 % 98,62 99,71 % 185,06

Tablica se nastavlja na sljedecoj stranici
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Tablica se nastavlja s prethodne stranice
Tablica 13. Vrijednosti osjetljivosti i specificnosti za test ELISA pri razli¢itim graniénim

vrijednostima

% specifiénosti

95-postotni CI

Osjetljivost +
specificnost

Grani¢éna % osjetljivosti 95-postotni Cl
vrijednost
1U/ml IFN-y

od 77,94 % do
0,47 85,59 91,38 %

od 76,97 % do
0,48 84,75 90,70 %

od 76,00 % do
0,50 83,90 90,02 %

Linearnost

99,08

99,08

99,08

od 96,71 % do
99,89 %

od 96,71 % do
99,89 %

od 96,71 % do
99,89 %

184,67

183,83

182,98

Linearnost testa QFT-Plus ELISA dokazana je nasumicnim postavljanjem 5 replikata iz

11 poolova plazme poznatih IFN-y koncentracija na plocici ELISA. Linija linearne regresije
ima nagib od 1,002 + 0,011 i koeficijent korelacije od 0,99 (slika 9.).

Utvrdena razina IFN-y (IU/ml)

114

T LJ L) L

012 3 4

LJ L] L) L]
5 6 78 9% 10N
Ocekivana razina IFN-y (IlU/ml)

Slika 9. llustracija regresijske analize studije linearnosti — visoka srednja vrijednost

poola = -0,24 +0,9964+Oc¢ekivano.
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Obnovljivost

Provedena je multicentricna studija obnovljivosti kojom se procjenjivao radni ucinak testa
QFT-Plus medu lokacijama studija s vise rukovatelja. Ovo je bila prospektivha studija
provedena na tri vanjske lokacije za testiranje i jednoj lokaciji za uzimanje krvi. U studiju su
bila uklju¢ena ukupno 32 pozitivna i 34 negativna ispitanika (utvrdeno testom QFT).
Ispitanike u studiji Cinili su zdravstveni djelatnici u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama.
Ispitanici u studiji predstavljali su skupine s mjesovitim rizikom od izloZzenosti tuberkulozi (TB)
zbog svog zanimanja ili kao zdravstveni radnici rodeni u inozemstvu koji potje€u s lokacije
sa stopom tuberkuloze (TB) ve¢om od 50/100.000.

Tri epruvete za uzimanje krvi s litij-heparinom dobivene su od svakog ispitanika u studiji na
lokaciji za uzimanije krvi. Epruvete za uzimanje krvi s litil-heparinom tada su prebacene na
svaku od tri lokacije za testiranje gdje su alikvotirane u dva skupa epruveta QF T-Plus Blood
Collection Tubes (QFT-Plus TB1, TB2, Mitogen i Nil) pa potom testirane u skladu s
postupkom ispitivanja QFT-Plus. Na svakoj lokaciji najmanje dva rukovatelja nezavisno su
obradila dva testa po ispitaniku u studiji. Nijednome rukovatelju nisu otkriveni rezultati koje

su dobili drugi rukovatelji niti rezultat testa QFT ispitanika u studiji.

Na sve tri lokacije za testiranje generirano je Sest rezultata po svakom od 66 ispitanika u
studiji, Sto je rezultiralo dobivanjem ukupno 396 podatkovnih to¢aka. Sazetak rezultata

obnovljivosti prikazan je u tablici 14.

Tablica 14. Sazetak rezultata studije obnovljivosti — % slaganja kvalitativnih rezultata izmedu
razli€itih rukovatelja unutar lokacije; N = 66 uzoraka pacijenata

Lokacija 1 — 2 rukovatelja Lokacija 2 — 2 rukovatelja Lokacija 3 — 3 rukovatelja

64/66 = 96,97 % 64/66 = 96,97 % 59/66 = 89,39 %

Slaganje kvalitativnih rezultata za Slaganije kvalitativnih rezultata za Slaganje kvalitativnih rezultata za
skup epruveta 1 i skup epruveta 2 skup epruveta 1 i skup epruveta 2 skup epruveta 1 i skup epruveta 2
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Kvalitativno postotno slaganje na svim lokacijama studije iznosi 94,7 % (375/396). U ovom
izracunu ukupan broj rezultata testa koji se slazu (375) ukljuCuje one slu€ajeve u kojima
postoji slaganje svih 6 rezultata, slaganje 5 od 6 rezultata, slaganje 4 od 6 rezultata i slaganje
3 od 6 rezultata zajedno.

Ponovljivost medu serijama

Provedena je studija kako bi se utvrdila varijabilnost epruveta QFT-Plus Blood Collection Tubes
medu serijama u odnosu na epruvete QFT. Testirano je ukupno 30 ispitanika (15 potvrdeno
pozitivnih na tuberkulozu (TB) i 15 potvrdeno negativnih na tuberkulozu (TB), kako je utvrdeno
testom QFT). Tri odvojene serije svake od epruveta QFT-Plus TB1, TB2 i QFT TB Blood
Collection Tubes bile su uklju¢ene u ovu studiju. Testirana su tri replikata po davatelju po seriji
epruvete za uzimanje krvi. Nil i Mitogen epruvete testirane su s po jednim replikatom.

Krv svakog ispitanika prikupljena je u epruvete za uzimanje krvi s litiji-heparinom, a zatim je
1 ml krvi prebacen u svaku od epruveta QFT-Plus i QFT Blood Collection Tubes pa potom
testiran u skladu s postupkom ispitivanja. Za svaku skupinu pozitivnih i negativnih uzoraka
ukupna varijanca rezultata epruvete QFT-Plus tube ne smije biti znacajno vec¢a od ukupne
varijance rezultata epruvete QFT. To je utvrdeno iz p-vrijednosti dobivene Leveneovim
testom homogenosti varijance (Homogeneity of Variance, HOV). Ako p-vrijednost nije bila
znacajna (p > 0,05) i/ili je varijacija epruveta QFT-Plus TB bila manja od one za epruvetu
QFT TB, tada je postojala varijanca izmedu epruveta QFT-Plus i QFT TB.

Tablica 15. Usporedba varijanci izmedu epruveta QFT-Plus i QFT TB Blood Collection Tubes
primjenom Leveneovog HOV testa

Vrsta uzorka Razlika Ucinak Zavisna P-vrijednost Znacajno
varijabla
Pozitivan TB2 u odnosu Sub_Type Zaostalo 0,0378 Da
na QFT
Pozitivan TB2 u odnosu Sub_Type Zaostalo 0,0540 Ne
na QFT
Negativan TB2 u odnosu Sub_Type Zaostalo 0,1025 Ne
na QFT
Negativan TB2 u odnosu Sub_Type Zaostalo 0,6344 Ne
na QFT
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Varijacija izmedu epruveta QFT-Plus i QFT TB Blood Collection Tubes nije bila zna¢ajna, uz
iznimku epruvete QFT-Plus TB2 kada je testirana s pozitivnim ispitanicima. Kada je
analizirana procjena standardne devijacije, varijacija uo¢ena kod epruvete QFT-Plus TB2
bila je manja (0,06089) nego kod epruvete QFT TB (0,07641), kao Sto je prikazano u
tablici 16. Stoga varijanca epruveta QFT-Plus TB1 i TB2 Blood Collection Tubes nije bila

veca od one za epruvetu QFT TB Blood Collection Tube.

Tablica 16. Standardna devijacija za preostalu koli¢inu i 95-postotni interval pouzdanosti za
pozitivne ispitanike

Vrsta uzorka  Vrsta Procijenjena standardna devijacija 95 % LCL 95 % UCL
isp.

Pozitivan QFT 0,07641 0,06826 0,08680

Pozitivan TB1 0,06275 0,05605 0,07127

Pozitivan TB2 0,06089 0,05439 0,06917

Ponovljivost unutar serije

Provedena je studija za procjenu obnovljivosti epruveta QFT-Plus Blood Collection Tubes
unutar serije usporedbom koncentracije IFN-y iz replikata krvi u epruvetama QFT-Plus TB

Blood Collection Tubes.

Sest alikvota jednog uzorka krvi istih ispitanika s potvrdenom infekcijom tuberkulozom (TB)
obradeno je u 6 ponovljenih epruveta za uzimanje krvi iz jedne serije svake od epruveta
QFT-Plus (TB1iTB2). Testiranje je provedeno na 13 ispitanika. % CV je izracunat za svakog
davatelja i za sve davatelje da bi se dobila srednja vrijednost za % CV kao §to je prikazano
u tablici 17.
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Tablica 17. % CV za srednju vrijednost, standardnu devijaciju, minimalnu vrijednost, medijan i
maksimalnu vrijednost u svakoj epruveti QFT-Plus TB Blood Collection Tube kod ispitanika
pozitivnih na tuberkulozu (TB)

Epruveta Kolic¢ina Srednja Standardna  Minimalna Medijan Maksimalna
QFT-Plus uzorka vrijednost devijacija vrijednost vrijednost
Tube (%CV)

TB1 13 13,31 6,88 4,17 12,87 29,56

TB2 13 13,04 7,48 4,86 10,75 29,44

Rezultati su pokazali da je srednja vrijednost za % CV za TB1 i TB2 iznosila ~13 %, ¢ime je

ispunjavala kriterije prihvatljivosti od < 30 % i pokazala ponovljivost unutar serije.

Granica slijepe probe (Limit of Blank, LoB)

Granica slijepe probe (Limit of Blank, LoB) procijenjena je za ispitivanje QFT-Plus. Po dva
replikata 14 pojedina¢nih normalnih uzoraka humane plazme (kao slijepe probe) testirana
su s pomocu 2 serije testa QFT-Plus ELISA, a testiranje su provela 3 rukovatelja u 3 dana
testiranja, jedan rukovatelj po danu testiranja za ukupno 84 replikata iz svake serije kompleta
ELISA.

Vrijednosti LoB (IU/ml) za 2 serije kompleta ELISA izraCunate su odvojeno kako je prikazano
u tablici 18.

Tablica 18. Vrijednosti LoB (IU/ml) za 2 serije kompleta QFT-Plus ELISA Kit

Komplet QFT-Plus ELISA Kit Procijenjena vrijednost LoB (IU/ml)
Komplet 1 0,030
Komplet 2 0,040

Veca vrijednost LoB, 0,040 IU/ml, u obje serije kompleta QFT-Plus ELISA kit, prijavljena je

kao konacna vrijednost LoB.
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Granica detekcije (Limit of Detection, LoD)

Granica detekcije (Limit of Detection, LoD) procijenjena je za ispitivanje QFT-Plus. Pool
humane plazme negativne na tuberkulozu (TB) generiran je kombiniranjem 14 pojedinacnih
uzoraka plazme. Svaki od 3 rukovatelja pripremio je referentnu standardnu otopinu IFN-y
vrijednosti 1,0 IU/ml razrijedenu u puferu. Napravljen je niz razrjedivanja od 8 koncentracija.
Studija se provodila 3 dana, a provodila su je 3 naizmjeni¢na rukovatelja s pomocu 2 serije
kompleta QFT-Plus ELISA kit. Svaki dan testiranja 5 replikata svake koncentracije unutar
svakog seta niza serijskih razrjedivanja testirano je da bi se dobilo ukupno 45 replikata za
svako razrjedivanje koncentracije IFN-y za svaku seriju kompleta QFT-Plus ELISA kit.

Vrijednost LoD za svaku testiranu seriju kompleta QFT-Plus ELISA kit izracunata je odvojeno
kako je prikazano u tablici 19.
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Tablica 19. Procijenjene vrijednosti LoD (IU/ml) za 2 serije kompleta QFT-Plus ELISA Kit

Komplet QFT-Plus  Vjerojatnost Procijenjena Donja granica Gornja granica
ELISA Kit koncentracija 95-postotne 95-postotne
(IU/ml) pouzdanosti za pouzdanosti za
procjenu procjenu
Komplet 1 0,95 0,063 0,060 0,067
Komplet 2 0,95 0,065 0,060 0,073

Vecéa vrijednost LoD izraGunata u obje serije kompleta QFT-Plus ELISA kit od 0,065 IU/ml

prijavljena je kao konaéna vrijednost LoD.

Interferirajuce tvari

Provedena je studija kako bi se utvrdili ucinci potencijalnih interferiraju¢ih tvari na radni
ucinak testa QFT-Plus ELISA prilikom otkrivanja IFN-y. . Interferirajuce tvari uklju¢ene u ovo
testiranje bile su sljedece: trigliceridi (ukupni), hemoglobin, protein (ukupni serum), bilirubin
(konjugirani), bilirubin (nekonjugirani), abakavir sulfat, ciklosporin i prednizolon. Pet poolova
plazme poznatih koncentracija IFN-y pripremljeno je primjenom razli€itih koncentracija
interferirajucih tvari. Razina IFN-y u osnovnom poolu prethodno je pripremljena s pomocéu
unaprijed odredene koli¢ine prisutnog IFN-y (priblizno 0,21, 0,45 i 1,4 IU/ml). Taj je pool
potom upotrijebljen za pripremu poolova s interferiraju¢im tvarima. Testirane koncentracije
interferirajucih tvari iznosile su 0 mg/dL, 5 mg/dL, 10 mg/dL, 15 mg/dL i 20 mg/dL. Ciljne
koncentracije interferiraju¢ih tvari temeljile su se na referentnim intervalima, patoloSkim
vrijednostima, terapijskim rasponima i toksi¢nim rasponima ili na preporuci dobavljaca ili
opcenitim kliniCkim razinama. Po Sest replikata testirano je za svaku razinu koncentracije

interferirajuce tvari u uzorku.

Za svaku koncentraciju uzorka proveden je T-test na dva uzorka, usporedujuci razliku
srednje vrijednosti log10 (IU/ml) primarne razine interferiraju¢e tvari i kontrole (ij. razine bez
interferirajuce tvari) kako je prikazano u tablicama 20. i 21. Prijavljene su i procijenjena
razlika srednjeg odgovora, zajedno s odgovarajuéim granicama dvostrane 95-postotne

pouzdanosti i p-vrijednosti.
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Tablica 20. Log10 IU/ml: Tablica sazetka T-testa za razlike u srednjim vrijednostima izmedu
kontrolne i primarne razine interferirajuce tvari za svaku interferirajucu tvar i razinu
koncentracije IFN«y

Interferiraju¢a Razina Koncentracija  Varijance Razlika Donji Gornji P- Usp-
tvar interfe- uzorka (IU/ml) srednje 95- 95- vrijed- jeSno
rirajuce vrijednosti  pos- pos- nost
tvari totni totni
Cl Cl
Trigliceridi Visoka 1,4 Jednako 0,019 -0,040 0,077 0,491 Da
0,45 Jednako 0,004 —-0,022 0,030 0,732 Da
0,21 Jednako 0,006 —-0,035 0,047 0,759 Da
Hemaoglobin Visoka 1,4 Jednako -0,005 -0,42 0,032 0,784 Da
0,45 Jednako -0,000 —-0,023 0,023 0,981 Da
0,21 Jednako 0,000 -0,034 0,035 0,980 Da
Protein Visoka 1,4 Jednako 0,004 —-0,034 0,042 0,836 Da
0,45 Jednako 0,001 -0,38 0,040 0,962 Da
0,21 Jednako -0,008 —-0,076 0,060 0,809 Da
K_qnjugirani Visoka 1,4 Jednako -0,011 -0,057 0,034 0,589 Da
pilirubin 0,45 Jednako -0,002 —-0,058 0,053 0,923 Da
0,21 Jednako —-0,014 0,074 0,046 0,625 Da
Ngkonjugirani Visoka 1,4 Jednako -0,008 -0,041 0,026 0,614 Da
bilirubin 0,45 Jednako —0,000 —0,042 0,041 0,982 Da
0,21 Jednako —-0,000 —-0,048 0,048 0,989 Da
Abakavir Visoka 1,4 Jednako 0,008 -0,025 0,041 0,601 Da
0,45 Jednako 0,012 -0,019 0,044 0,412 Da
0,21 Jednako -0,006 -0,052 0,040 0,770 Da
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Tablica se nastavlja s prethodne stranice

Tablica 20. Log10 IU/ml: Tablica sazetka T-testa za razlike u srednjim vrijednostima izmedu
kontrolne i primarne razine interferirajuce tvari za svaku interferirajucu tvar i razinu
koncentracije IFN-y

Interferiraju¢  Razina Koncentracija  Varijance Razlika Doniji Gornji  P- Usp-
a tvar interfe- uzorka (IU/ml) srednje 95- 95- vrije- jesno
rirajuce vrijednosti pos- pos- dnost
tvari totni totni
Cl Cl
Ciklosporin Visoka 1,4 Jednako 0,014 -0,020 0,047 0,383 Da
0,45 Jednako 0,005 —-0,035 0,045 0,773 Da
0,21 Jednako 0,024 —-0,008 0,056 0,131 Da
Prednizolon Visoka 1,4 Jednako 0,017 -0,017 0,050 0,293 Da
0,45 Jednako 0,000 —-0,036 0,036 0,979 Da
0,21 Jednako 0,015 -0,035 0,065 0,524 Da
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Tablica 21. Log10 IU/ml: Tablica sazetka T-testa za razlike u srednjim vrijednostima izmedu
kontrolne i visoke razine interferirajuce tvari za svaku interferirajucu tvar i razinu koncentracije
IFNy

Interferirajuéa Razina Koncentracija Varijance Razlika Doniji Gornji  P- Usp-
tvar interfe- uzorka (IU/ml) srednje 95-pos-  95- vrije- jesno
rirajuce vrijednosti totni CI  pos- dnost
tvari totni
Cl
Trigliceridi Visoka 1,4 Jednako 0,053 —-0,004 0,110 0,063 Da
0,45 Jednako 0,039 -0,021 0,058 : 0,00 Da
0,21 Jednako 0,034 -0,002 0,071 0,061 Da
Hemaoglobin Visoka 1,4 Jednako -0,001 —0,042 0,040 0,967 Da
0,45 Jednako 0,016 -0,007 0,040 0,152 Da
0,21 Jednako 0,014 -0,030 0,059 0,489 Da
Protein Visoka 1,4 Jednako -0,030 -0,071 0,011 0,136 Da
0,45 Jednako 0,000 -0,046 0,046 0,992 Da
0,21 Jednako 0,045 -0,103 0,012 0,109 Da
K_qnjugirani Visoka 1,4 Jednako 0,001 —-0,046 0,048 0,961 Da
pilirubin 0,45 Jednako 0,012 -0,043 0,067 0,639 Da
0,21 Jednako 0,015 -0,044 0,074 0,586 Da
Ngkonjugirani Visoka 1,4 Jednako 0,015 -0,011 0,042 0,231 Da
bilirubin 0,45 Jednako 0,015 -0,023 0,052 0,411 Da
0,21 Jednako 0,012 -0,033 0,057 0,566 Da
Abakavir Visoka 1,4 Jednako 0,013 -0,015 0,040 0,322 Da
0,45 Jednako 0,015 -0,014 0,044 0,283 Da
0,21 Jednako 0,008 -0,034 0,060 0,677 Da

Tablica se nastavlja na sljedecoj stranici
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Tablica se nastavlja s prethodne stranice

Tablica 21. Log10 IU/ml: Tablica sazetka T-testa za razlike u srednjim vrijednostima izmedu

kontrolne i visoke razine interferirajuce tvari za svaku interferirajucu tvar i razinu koncentracije

IFN-y
Interferirajuéa Razina Koncentracija Varijance Razlika Donji 95- Gornji  P- Usp-
tvar interfe- uzorka (IU/ml) srednje postotni 95- vrije- jesno
rirajuce vrijednosti  Cl pos- dnost
tvari totni
(¢]]
Ciklosporin Visoka 1,4 Jednako 0,002 -0,019 0,024 0,816 Da
0,45 Jednako 0,007 —0,030 0,043 0,682 Da
0,21 Jednako 0,015 -0,007 0,038 0,155 Da
Prednizolon Visoka 1,4 Jednako 0,007 -0,016 0,030 0,518 Da
0,45 Jednako —0,001 —-0,034 0,033 0,964 Da
0,21 Jednako 0,021 -0,025 0,068 0,334 Da

Rezultat nije pokazao znacajne razlike izmedu primarne razine interferirajuce tvari i kontrole

(razine bez interferirajuce tvari) kao ni za visoku razinu interferirajuce tvari, osim za razinu

koncentracije triglicerida od 0,45 IU/ml. Utvrdeno je da je razlika srednje vrijednosti unutar

+/-2 raspona standardne devijacije. To pokazuje da je razlika unutar o¢ekivane varijabilnosti

ispitivanja i da trigliceridi nisu imali interferiraju¢i u¢inak na test QF T-Plus ELISA.
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Odlaganje u otpad

Pridrzavajte se odgovarajucéih smjernica o postupanju s krvlju. Uzorke i materijale koji dolaze

u kontakt s krvlju ili krvnim proizvodima zbrinite sukladno drzavnim i lokalnim propisima.
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VodiC€ za rjeSavanje problema

Ovaj vodi¢ za rjeSavanje problema moze biti koristan pri rjeSavanju bilo kojih problema koji
mogu nastati. Za tehniCku pomo¢ i viSe informacija posjetite na$ Centar za tehni¢ku podrsku

na www.qiagen.com/Support (za kontaktne podatke posjetite stranicu www.qiagen.com).

Komentari i prijedlozi

Rjesavanje problema na ELISA testu

Nespecificna boja reakcije

a) Nepotpuno ispiranje  Plocicu isperite najmanje 6 puta s 400 ul pufera za ispiranje
plocice po jazici. Ovisno o primijenjenom uredaju za ispiranje, moze
biti potrebno i vise od 6 ciklusa ispiranja. Preporucuje se
izmedu ciklusa pricekati najmanje 5 sekundi radi
namakanja.

b) Unakrsna Pazljivo pipetirajte i mijeSajte uzorak da biste smanijili rizik.
kontaminacija ELISA
jazica

c) Vijek trajanja Pobrinite se da se komplet upotrijebi prije isteka roka
kompleta/komponenti trajanja. Rekonstituirani standard i 100x koncentrirani
istekao konjugat svakako potroSite u roku od tri mjeseca od datuma

rekonstitucije.

d) Otopina enzimskog Bacite supstrat ako je poprimio plavkastu boju. Pobrinite se
supstrata da se za reagense upotrebljavaju samo Cisti spremnici.
kontaminirana

e) Mijesanje plazme u Nakon centrifugiranja izbjegavajte pipetiranje prema gore i
epruvetama prema dolje ili bilo kakvo mijeSanje plazme prije izdvajanja.
QFT-Plus Blood Uvijek pazite da ne poremetite materijal na povrsini gela.
Collection Tubes prije
izdvajanja
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Komentari i prijedlozi

Niska oc€itanja opticke gusto¢e za standarde

a) Pogreska pri
razrjedivanju
standarda

b) Pogresno pipetiranje

c) Temperatura
inkubacije preniska

d) Vrijeme inkubacije
prekratko

e) Upotrijebljen
pogresan filtar za
¢itac plocica

f) Reagensisu
prehladni

g) Vijek trajanja
kompleta/komponenti
je istekao

Jaka obojenost pozadine

a) Nepotpuno ispiranje
plocice

b) Temperatura
inkubacije previsoka

Razrjedivanja standarda iz kompleta pripremajte to¢no
prema ovoj Uputi za uporabu.

Provjerite jesu li pipete kalibrirane i upotrijebljene to¢no
prema uputama proizvodaca.

Inkubaciju za ELISA test treba provoditi na sobnoj
temperaturi (22 °C £ 5 °C).

Inkubacija plocice s konjugatom, standardima i uzorcima
treba trajati 120 + 5 minuta. Otopina enzimskog supstrata
treba se inkubirati na plocici 30 minuta.

Plocicu treba ¢&itati na 450 nm s referentnim filtrom izmedu
620 nm i 650 nm.

Svi reagensi, osim 100x koncentriranog konjugata, moraju
posti¢i sobnu temperaturu prije poc€etka ispitivanja. To traje
oko 1 sat.

Pobrinite se da upotrijebite komplet prije isteka roka trajanja.
Rekonstituirani standard i 100x koncentrirani konjugat
svakako potroSite u roku od 3 mjeseca nakon datuma
rekonstitucije.

Plocicu isperite najmanje 6 puta s 400 pl pufera za ispiranje
po jazici. Mozda ¢e biti potrebno vise od 6 ciklusa ispiranja.
Preporucuje se izmedu ciklusa pri¢ekati najmanje 5 sekundi
radi namakanja.

Inkubaciju za ELISA test treba provoditi na sobnoj
temperaturi (22 °C £ 5 °C).

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
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Komentari i prijedlozi

c) Vijek trajanja
kompleta/komponenti
istekao

d) Otopina enzimskog
supstrata
kontaminirana

Pobrinite se da upotrijebite komplet unutar roka trajanja.
Rekonstituirani standard i 100x koncentrirani konjugat
svakako potroSite u roku od tri mjeseca od datuma
rekonstitucije.

Bacite supstrat ako je poprimio plavkastu boju. Pobrinite se
da se za reagense upotrebljavaju samo Cisti spremnici.

Nelinearna standardna krivulja i odstupanja izmedu duplikata

a) Nepotpuno ispiranje
plocice

b) Pogreska pri
razrjedivanju
standarda

c) Nedovoljno mijeSanje
d) Nedosljedna tehnika
pipetiranja ili prekid

tijekom pripremanja
ispitivanja

68

Plocicu isperite najmanje 6 puta s 400 pl pufera za ispiranje
po jazici. MozZda ¢e biti potrebno viSe od 6 ciklusa ispiranja.
Preporucuje se izmedu ciklusa pri¢ekati najmanje 5 sekundi
radi namakanja.

Pobrinite se da se razrjedivanja standarda pripremaju toéno
prema ovoj Uputi za uporabu.
Prije nego s§to ih dodate na ploCicu, dobro promijeSajte

reagense okretanjem ili laganim kruznim muckanjem.

Uzorke i standarde treba dodavati kontinuirano. Svi reagensi
trebaju biti pripremljeni prije pocetka ispitivanja.
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Simboli

U uputama za uporabu ili na ambalazi i naljepnicama prikazuju se sljedec¢i simboli:

Simbol

Definicija simbola

<

z

>

"

c €0197

EC | REP |
IVD

LOT

GTIN

~rEEERE

Sadrzava reagensa dovoljno za <N> reakcija

Upotrijebiti do

Ovaj proizvod ispunjava zahtjeve Uredbe Europske unije
2017/746 o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim proizvodima.

Ovlasteni zastupnik u Europskoj zajednici / Europskoj uniji
In vitro dijagnosti¢ki medicinski proizvod

Katalo$ki broj

Broj serije

Broj materijala (tj. oznaka komponente)

Komponente

SadrZzava

Broj

Globalni broj trgovacke jedinice

R se odnosi na reviziju uputa za uporabu, a n je broj revizije

Ogranicenje temperature
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Definicija simbola

70

@
E‘a
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>

An in vitro diagnostic
test using a peptide
cocktail simulating
ESAT-6 and CFP-10
proteins to stimulate
cells in heparinized
whole blood.

SIS

UDI

Proizvodac

Procitajte upute za uporabu

Zastitite od svjetlosti

Upozorenje/oprez ili Oprez, procitajte prate¢e dokumente

In vitro dijagnosticki test koji se izvodi s pomocu koktela
peptida koji simuliraju proteine ESAT-6 i CFP-10 radi
stimuliranja stanica heparinizirane pune krvi

Sadrzi bioloSki materijal Zivotinjskog porijekla

Sadrzi bioloSki materijal ljudskog porijekla

Jedinstveni identifikator proizvoda
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Simbol Definicija simbola

|turtrqzine | Sadrzava tartrazin

|su|furic acid | Sadrzava sumpornu kiselinu

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
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Dodatak A: Tehnicki podaci

Neodredeni rezultati

Neodredeni su rezultati neuobi€ajeni i mogu biti povezani s imunosnim statusom testirane
osobe (5), a mogu biti povezani i s brojnim tehni¢kim €imbenicima (npr. neodgovarajuce
rukovanje/pohrana epruveta za uzimanje krvi, nepotpuno ispiranje ELISA plocice) u slu¢aju

nepridrzavanja prethodno navedenih uputa za uporabu.

Ako se sumnja na tehniCki problem pri pohrani reagensa, uzimanju krvi ili rukovanju
uzorcima krvi, treba ponoviti cijeli test QFT-Plus s novim ispitcima krvi. ELISA test sa
stimuliranim uzorcima plazme moze se ponoviti ako se sumnja u neodgovarajucée ispiranje
ili druga odstupanja od propisane ELISA metode testiranja. Lije¢nik po potrebi moze odlugiti

uzeti novi ispitak krvi ili provesti druge postupke.

ZgruSani uzorci plazme

Ako pri duljem pohranjivanju uzoraka plazme nastanu ugrusci fibrina, centrifugirajte uzorke

kako bi se zgruSani materijal natalozio i plazma lakSe pipetirala.
Uzorci lipemicne plazme

Potrebno je paziti prilikom pipetiranja lipemi€nih uzoraka jer masne naslage mogu blokirati

vréke pipeta.
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Dodatak B: Skraceni testni postupak ELISA

1. ELISA komponente, osim 100x koncentriranog konjugata, L
1:00

ostavite da se stabiliziraju na sobnoj temperaturi najmanje
60 minuta.

2. Rekonstituirajte standard iz kompleta destiliranom ili
deioniziranom vodom na 8,0 IU/ml. Pripremite Cetiri (4)
standardna razrjedivanja. /

3. Rekonstituirajte 100x koncentrirani konjugat osusen u

zamrznutom stanju s pomocu destilirane ili deionizirane vode.

4. Pripremite konjugat jakosti za upotrebu s pomocu diluensa
Green Diluent i dodajte 50 pl u svaku jazicu.

5. Dodajte 50 pl testnog uzorka plazme i 50 yl standarda u ////

odgovarajuce jazice. Izmijesajte tresilicom. l—l l—l l—l l—l

6. Inkubirajte 120 minuta na sobnoj temperaturi.

7. Isperite jazice najmanje 6 puta s 400 pl pufera za ispiranje po

jazici.
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11.

12.
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. Dodajte 100 pl otopine enzimskog supstrata u svaku jaZicu. ////

IzmijeSajte tresilicom. |_| |_| |_| l_l

. Inkubirajte 30 minuta na sobnoj temperaturi. /D
0:30

10.

Dodaijte 50 ul enzimske otopine za zaustavljanje reakcije u svaku ////
LI

jazicu. IzmijeSaijte tresilicom.

Ocitajte rezultate na 450 nm s referentnim filirom od 620 do ?“
650 nm. =

Analizirajte rezultate. i _
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Informacije za narucivanje

Proizvod

Sadrzaj

Kat. br.

QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) ELISA Kit

QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) Reference Lab
Pack

Related products

QuantiFERON-TB Gold Plus
Blood Collection Tubes

QuantiFERON-TB Gold Plus
Blood Collection Tubes
Dispenser Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus
Single Patient Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus
High Altitude Blood Collection
Tubes

QuantiFERON-TB Gold Plus
High Altitude Blood Collection
Tubes Dispenser Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus
High Altitude Single Patient
Pack

Komplet ELISA s
2 plocice

Komplet ELISA s
20 plocice

200 epruveta (50 od
kojih svaka sadrzava
Nil, TB1, TB2 i Mitogen)

100 epruveta (25 od
kojih svaka sadrzava
Nil, TB1, TB2 i Mitogen)

40 epruveta (1 od kojih
svaka sadrzava Nil,
TB1, TB2 i Mitogen po
pakiranju), pakiranje od
10 komada

200 epruveta (50 od
kojih svaka sadrzava
Nil, TB1, TB2 i Mitogen)

100 epruveta (50 od
kojih svaka sadrzava
Nil, TB1, TB2 i Mitogen)

40 epruveta (1 od kojih
svaka sadrzava Nil,
TB1, TB2 i Mitogen po
pakiranju), pakiranje od
10 komada

Upute za uporabu QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
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622423

622222
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Azurirane informacije o licenciranju i izjave o odricanju odgovornosti specifi¢ne za proizvod
pogledajte u odgovaraju¢im uputama za uporabu za komplet tvrtke QIAGEN. Upute za
uporabu za komplete tvrtke QIAGEN dostupne su na www.qgiagen.com ili ih mozete zatraziti
od Tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN ili svojeg lokalnog distributera.
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Povijest revizija dokumenta

Datum

Izmjene

R2, lipanj 2021.

R3, listopad 2021.

R4, ozujak 2023.

Uklju€ene informacije o pakiranju za jednog pacijenta

Revidirane tablice 10. i 11. radi razlikovanja podataka testa
QFT-GIT u odnosu na podatke testa QFT-Plus

Azurirani odjeljak Opis i nacelo radi dodavanja informacija o
populaciji za testiranje i mjernom rasponu

Dodana tablica 9. radi dodavanja podataka o omjeru
vjerojatnosti testa QF T-Plus

Kataloski broj vracen na izvorne kataloske brojeve

Dodana izjava o jednokratnoj uporabi za mikrotitar stripove u
sadrzaju kompleta

Ispravci oblikovanja
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Ova stranica namjerno je ostavljena praznom
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Ugovor o ograniéenoj licenciji za QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA Kit
Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sljedece uvjete:

1.

o s 0N

Proizvod se moZe upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporuceni s proizvodom i ovim uputama za uporabu i namijenjen je samo za uporabu s
komponentama koje su sadrzane na panelu. Tvrtka QIAGEN ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasnistvo za uporabu ili ugradivanje komponenata
ovog panela s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom panelu, osim kako je opisano u protokolima koji su isporuceni s proizvodom, koji se nalaze u
ovim uputama za uporabu i drugim protokolima dostupnima na stranici www.giagen.com. Neke od tih dodatnih protokola ustupili su korisnici tvrtke QIAGEN
drugim korisnicima tvrtke QIAGEN. Tvrtka QIAGEN nije temeljito ispitala niti optimizirala te protokole. QIAGEN ne daje na njih nikakva jamstva niti jaméi da ne
krse prava trecih strana.

Osim izri¢ito navedenih licencija, QIAGEN ne jam¢i da ovaj panel i/ili njegova uporaba ne krsi prava trecih strana.
Ovaj panel i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati.
QIAGEN se odri¢e svih drugih licencija, izri¢itih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

Kupac i korisnik ovog panela potvrduju da nece dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do krenja gore navedenih odredbi ili
omoguciti njihovo kréenje. QIAGEN moZe provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potrazivati sve sudske
troSkove i troSkove postupka istraZivanja, uklju€ujuci troskove odvjetnika, za svaku radnju s ciliem provedbe ovog Ugovora o ograni¢enoj licenciji ili bilo kojeg
svojeg prava intelektualnog vlasnistva povezanog s panelom i/ili njegovim komponentama.

AZzurirane uvjete licencije potraZite na www.giagen.com.

Z

astitni znakovi: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (grupa QIAGEN) Proclin®. Registrirani nazivi, zastitni znakovi itd. upotrijebljeni u ovom dokumentu,

¢ak i ako nisu posebno oznageni kao takvi, ne smiju se smatrati zakonski nezasticenima.

0:

3/2023 11123669 1123669HR © 2023 QIAGEN, sva prava pridrzana.
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