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Predvidena uporaba

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) jest in vitro ispitivanje koje se izvodi s pomocu
koktela peptida koji simuliraju proteine humanog citomegalovirusa (CMV) radi stimuliranja
stanica heparinizirane pune krvi. Otkrivanje interferona gama (IFN-y) enzimski povezanim
imunosorbentnim ispitivanjem (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) upotrebljava
se za kvantifikaciju in vitro reakcija na te peptidne antigene koji su povezani s imunoloskim
nadzorom infekcije CMV-om. Gubitak te funkcije imunoloSkog sustava moze se povezati
s razvojem CMV bolesti. Test QF-CMV namijenjen je za pracenje razine pacijentova
imuniteta na anti-CMV.

QF-CMV nije test za utvrdivanje infekcije CMV-om i ne bi se trebao upotrebljavati za
isklju¢ivanje infekcije CMV-om.

Sazetak i objasnjenje

CMV je herpesvirus koji pogada 50 — 85 % odrasle populacije. Rije€ je o Cestoj komplikaciji
imunosupresijske terapije, osobito nakon transplantacije, koja moze znac¢ajno utjecati na
morbiditet i mortalitet primatelja transplantacije. Trenutatne imunosupresijske terapije koje
se upotrebljavaju za sprjeavanje odbacivanja transplantiranog organa imaju Stetne ucinke
na T-limfocite i stanicama posredovane imunoloske (cell-mediated immune, CMI) reakcije
koje rezultiraju pove¢anom osjetljivoS¢éu na posttransplantacijske virusne infekcije. Vaznost
funkcije T-stanica u suzbijanju replikacije CMV-a takoder je naglaSena Cinjenicom da
citotoksiéni T-limfociti (CTL) CD8* specificni za CMV mogu zastititi od patogeneze
povezane s virusom. Broj CTL-ova CD8* specificnih za CMV u imunosuprimiranih
pacijenata i proizvodnja IFN-y mogu pomo¢i u predvidanju rizika od razvoja CMV bolesti.
Proizvodnja IFN-y moze biti funkcionalni surogat za identifikaciju CTL-ova specificnih za
CMV.
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QF-CMV je ispitivanje za CMI reakcije na peptidne antigene koji simuliraju proteine CMV-a.
CMV peptidi usmjereni su na T-stanice CD8*, ukljuCujuci haplotipove A1, A2, A3, A11,
A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 i Cw6 (A30,
B13) klase | prema sustavu humanih leukocitnih antigena (HLA), koji obuhvacaju > 98 %
ljudske populacije. Osobe zarazene CMV-om obi¢no imaju limfocite CD8* u krvi koji
prepoznaju te antigene. U tom postupku prepoznavanja stvara se i otpusta citokin, IFN-y.
Glavna je svrha testa otkrivanje i nakon toga kvantifikacija IFN-y.

Nacelo postupka

Test QF-CMV provodi se u dvije faze. Najprije se puna krv prikuplja u svaku epruvetu za
uzimanje krvi QF-CMV, Sto ukljuuje epruvetu za kontrolu Nil, epruvetu CMV Antigen
i epruvetu Mitogen.

Epruveta Mitogen upotrebljava se u QF-CMV testu kao pozitivha kontrola. To moze biti od
posebne vaznosti ako je imunoloSki status osobe nejasan. Epruveta Mitogen moze
posluziti i kao kontrola pravilnog postupanja s uzorkom krvi i pravilne inkubacije.

Epruvete treba inkubirati Sto prije, a svakako u roku od 16 sati nakon uzimanja krvi, na
temperaturi od 37 °C. Nakon inkubacije u trajanju od 16 do 24 sata epruvete se
centrifugiraju, a potom se oduzima plazma i utvrduje se koli¢ina IFN-y u (IU/ml) metodom
QF-CMV ELISA.

Koli€¢ina IFN-y u uzorcima plazme iz epruveta CMV Antigen i Mitogen €esto moze biti iznad
gornjih granica vecine Citaca ELISA, ¢ak i kada su osobe umjereno imunosuprimirane.
Za kvalitativne rezultate upotrijebite vrijednosti izraCunate za nultu kontrolnu plazmu.
Za kvantitativne rezultate, gdje su potrebne stvarne vrijednosti IU/ml, uzorci plazme trebaju
se razrijediti u omjeru 1/10 u diluensu Green Diluent i ispitati ispitivanjem ELISA zajedno
s nultom kontrolnom plazmom.
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Napomena: za uzorke koji se nalaze unutar raspona QF-CMV ELISA (tj. do 10 IU/ml)
treba upotrijebiti rezultate dobivene s pomocu uzorka nulte kontrolne plazme. Za takve
koncentracije |IFN-y vrijednosti dobivene razrjedivanjem uzoraka plazme u omjeru
1/10 mogu biti neto¢ne.

Test se smatra reaktivnim za IFN-y reakciju kada epruveta CMV Antigen ocitava vrijednosti
koje se nalaze znatno iznad Nil vrijednosti IFN-y izrazene u IU/ml. Mitogenom stimuliran
uzorak plazme sluzi kao pozitivna kontrola IFN-y svakog testiranog ispitka. Neznatna
reakcija na Mitogen ukazuje na nejasan rezultat kada uzorak krvi takoder ima negativhu
reakciju na CMV antigene. Takav rezultat moZe nastati u sluaju nedovoljnog broja
limfocita, smanjene aktivnosti limfocita zbog nepravilnog postupanja s ispitkom,
nepravilnog punjenja/mijeSanja epruvete Mitogen ili ako limfociti pacijenta nisu u stanju
stvarati IFN-y, kao $to je slu€aj s pacijentima koji su nedavno bili podvrgnuti transplantaciji.
Nil uzorak prilagodava se za pozadinski ili nespecifiéni IFN-y u uzorcima krvi. Razina IFN-y
Nil epruvete oduzima se od razine IFN-y za epruvete CMV Antigen i Mitogen (za pregled
nacina tumacenja rezultata za QF-CMV pogledajte ,Tumacenje rezultata” na stranici 24.
ovih uputa u pakiranju).

Vrijeme potrebno za izvodenije ispitivanja

U nastavku se navodi procijenjeno vrijeme provodenja ispitivanja QF-CMV; naznaceno je
i vrijeme testiranja ve¢eg broja uzoraka metodom skupne obrade:

Inkubacija epruveta s uzorcima krvi na
temperaturi od 37 °C: 16 — 24 sata

ELISA: Pribl. 3 sata za jednu plo€icu ELISA
Manje od 1 sata rada

Dodajte 10 — 15 minuta za svaku dodatnu
plocicu
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Isporuceni materijali

Sadrzaj kompleta

Blood Collection Tubes (pakiranje za jednog pacijenta)

Kataloski br. 0192-0301

Broj priprema 1
QuantiFERON Nil Control (Nil kontrola QuantiFERON) (sivi ¢ep) 1 epruveta
Quar)ti'FERON CMV Antigen (CMV antigen QuantiFERON) 1 epruveta

(plavi ¢ep)

Q_ua_rr}FE_R:ON Mitogen Control (Mitogen kontrola QuantiFERON) 1 epruveta
(ljubicasti ¢ep)

QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert 1
QuantiFERON-CMV ELISA Komplet ELISA s 2 plocice
Kataloski br. 0350-0201
Microplate strips (Mikrotitar trake) (12 x 8 jaZica) oblozene 2 kompleta mikrotitar traka s 12 x 8 jazica
anti-humanim misjim IFN-y monoklonskim protutijelom

Human IFN-y Standard, lyophilized (Humani IFN-y standard, 1 x boica

liofiliziran) (sadrzava rekombinantni humani IFN-y, govedi kazein,

0,01 % wiv timerosala) (8 IU/ml nakon rekonstitucije)

Green Diluent (Zeleni diluens) (sadrzava govedi kazein,

obi¢ni serum misa, 0,01 % w/v timerosala) 1x 30 mi

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (100x koncentrirani
konjugat, liofiliziran) (anti-humani misji IFN-y-HRP, sadrzava 1x0,3ml
0,01 % w/v timerosala)

Wash Buffer 20x Concentrate (20x koncentrirani pufer za

ispiranje) (pH 7,2, sadrzava 0,05 % v/v sredstva ProClin® 300) 1x100 mi
Enzyme Substrate Solution (Otopina enzimskog supstrata) 1x30ml
(sadrzava H20z, 3,3',5,5' tetrametilbenzindin)

Enzyme Stopping Solution (Enzimska otopina za zaustavljanje 1x 15 ml
reakcije) (sadrzava 0,5 M H2SO4)*

QF-CMV ELISA Package Insert 1

* Sadrzava sumpornu kiselinu. Pogledajte stranicu 9 za mjere opreza.
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za
jednokratnu uporabu i zastitne naocale. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im
sigurnosno-tehnickim listovima (STL) dostupnima kod dobavlja¢a proizvoda.

® |nkubator za 37 °C; COznije potreban

® Kalibrirane pipete s varijabilnim volumenom za doziranje od 10 pl do 1000 pl,
s jednokratnim vrhovima

® Kalibrirane visekanalne pipete za doziranje 50 pl i 100 pl s jednokratnim vrhovima

® Tresilica za mikrotitar plocice

® Deionizirana ili destilirana voda, 2 litre

® Uredaj za ispiranje mikrotitar plocica (po moguénosti automatiziran)

e (Cita& mikrotitar plogica s filtrom od 450 nm i referentnim filtrom od 620 nm do 650 nm

® Poklopac plocice

Upozorenja i mjere opreza

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za
jednokratnu uporabu i zastitne naocCale. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im
sigurnosno-tehnickim listovima (STL-ovima). Oni su dostupni na mrezi u prakticnom
i kompaktnom PDF formatu na web-mjestu www.giagen.com/safety, gdje mozete
pronadi, pregledati i ispisati sigurnosno-tehnicki list (STL) za svaki komplet i komponentu
kompleta QIAGEN®,
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OPREZ S ljudskom krvlju postupajte kao s potencijalno infektivnom. Pridrzavajte
i se odgovarajucih smjernica o postupanju s krvlju.

Sliedec¢e izjave o opasnosti i mjerama opreza odnose se na komponente kompleta
QuantiFERON-CMV ELISA.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Sadrzava: sumpornu kiselinu. Upozorenje! Moze nagrizati metale.
NadraZuje kozu. Uzrokuje jako nadraZivanje oka. Nositi zastitne

rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oc€i / zastitu za lice.
QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Upozorenje! Uzrokuje blago nadrazivanje koze. Nositi zastitne

rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oc€i / zastitu za lice.
QuantiFERON Green Diluent

Sadrzava: trinatrij 5 hidroksi-1-(4-sulfofenil)-4-(4-
sulfofenilazo)pirazol-3-karboksilat. Sadrzava: tartrazin. Upozorenje!
Moze izazvati alergijsku reakciju na kozZi. Nositi za$titne rukavice /
zastitno odijelo / zastitu za o¢i / zastitu za lice.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Sadrzava: ProClin 300. Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim
u€incima. Izbjegavati ispustanje u okolis.
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Sigurnosne informacije

Dodatne informacije

NepridrZzavanje uputa u pakiranju proizvoda QF-CMV Package Insert moze dovesti do
netocnih rezultata. Prije upotrebe pazljivo procitajte upute.

Nemojte upotrebljavati komplet ako bilo koja bocica 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 oStecenja ili ako je gumena brtva
oStecena. Nemojte rukovati razbijenim bocicama. Poduzmite odgovarajuée mijere
opreza i odlozite bocice na siguran nacin.

Preporuka: s pomocéu alata za skidanje osigurata na bocicama otvorite boclice za
konjugat ili IFN-y standard radi smanjenja rizika od ozljeda uzrokovanih poklopcem
s metalnim osiguracem.

Nemojte mijeSati ili upotrebljavati mikrotitar trake, humani IFN-y standard, diluens
Green Diluent ili 100x koncentrirani konjugat iz razliCitih serija kompleta QF-CMV.
Ostali reagensi (20x koncentrirani pufer za ispiranje, otopina enzimskog supstrata
i enzimska otopina za zaustavljanje reakcije) iz drugih kompleta mogu se mijenjati,
pod uvjetom da ne prekoracuju datum isteka valjanosti i da se podaci o seriji zabiljeze.

Odlozite neupotrijebljene reagense i bioloSke uzorke u skladu s lokalnim i drzavnim
propisima.

Nemojte upotrebljavati epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes ili
komplete QF-CMV ELISA nakon datuma isteka valjanosti.

Provjerite je li laboratorijska oprema, kao Sto su uredaji za ispiranje i ¢itaci ploc€ica,
kalibrirana/potvrdena za upotrebu.
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Pohrana i rukovanje reagensima

Epruvete za uzimanje krvi

Epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes Cuvajte na temperaturi od
4 do 25 °C.

U vrijeme punjenja krvlju epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes
moraju biti na temperaturi od 17 do 25 °C.

Vijek trajanja epruveta za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes iznosi najviSe
15 mjeseci od datuma proizvodnje ako su pohranjene na temperaturama od 4 do 25 °C.

Reagensi kompleta ELISA

Komplet ¢uvajte na temperaturi od 2 do 8 °C.

Otopinu enzimskog supstrata uvijek zastitite od izravne sun€eve svjetlosti.

Rekonstituirani i neupotrijebljeni reagensi

Upute o rekonstituiranju reagensa potrazite pod ,Faza 2: QuantiFERON-CMV ELISA za

humani IFN-y” (koraci 3. i 5. na stranicama 17.1 19.).

Rekonstituirani humani IFN-y standard moze se Cuvati do 3 mjeseca ako se pohrani na
temperaturi od 2 do 8 °C. Zabiljezite datum na koji je humani IFN-y standard
rekonstituiran.

Nakon rekonstitucije neupotrijebljeni 100x koncentrirani konjugat mora se i dalje Cuvati
na temperaturi od 2 do 8 °C i potroSiti u roku od 3 mjeseca.

Zabiljezite datum rekonstitucije konjugata.
Konjugat spreman za upotrebu mora se potroSiti u roku od 6 sati nakon pripreme.

Pufer za ispiranje koji je spreman za upotrebu moze se Cuvati na sobnoj temperaturi
(22 °C £ 5 °C) do 2 tjedna.
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Uzimanje ispitaka i rukovanje

U testu QF-CMV upotrebljavaju se sljedece epruvete za uzimanje krvi:

Nil kontrola (sivi Cep)
CMV Antigen (plavi ¢ep)

Mitogen kontrola (ljubi€asti ep)

Antigeni su osuSeni na unutarnjoj stijenki epruveta za uzimanje krvi, stoga se uzorci
u epruveti moraju dobro promijeSati s krvlju. Epruvete zatim treba Sto prije, ali najkasnije
u roku od 16 sati nakon uzimanja krvi, staviti u inkubator na temperaturu od 37 °C.

Optimalni rezultati postizu se pridrzavanjem sljedecih uputa:

Uzmite od svakog ispitanika 1 ml venske krvi izravno u svaku epruvetu za uzimanje krvi
QF-CMV Blood Collection Tubes. Taj bi postupak trebao provoditi tehni€ar osposobljen
za vadenje krvi.

Epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes mogu se upotrebljavati na
nadmorskoj visini do 810 metara.

Ako se epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes upotrebljavaju na
nadmorskim visinama ve¢ima od 810 metara ili ako je izvadena mala koli€ina krvi, za
uzimanje krvi mozZe se upotrijebiti i Strcaljka. U tom slu€aju u sve tri epruvete treba
odmah staviti po 1 ml krvi. 1z sigurnosnih razloga, to je najbolje izvesti tako da uklonite
iglu sa Strcaljke, pridrzavajuci se odgovarajucih sigurnosnih mjera, uklonite ¢epove s
triju epruveta za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes i dodate 1 ml krvi
u svaku (do crne oznake s bo¢ne strane naljepnice na epruveti). Nakon toga epruvete
treba dobro zalepiti i promijeSati, kao Sto je opisano u nastavku. Buduci da se epruvete
od 1 ml relativho polako pune krvlju, epruvetu ostavite jo§ 2 — 3 sekunde na igli nakon
Sto se Cini da je puna. Tako ¢éete osigurati uzimanje potrebne koli€ine.
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Crna oznaka s bo¢ne strane epruveta oznacava razinu punjenja od 1 ml. Epruvete za
uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes validirane su za razine punjenja od
0,8do 1,2 ml. Ako razina krvi u bilo kojoj epruveti nije blizu crte, preporuCuje se
uzimanje drugog uzorka krvi.

Ako za uzimanje krvi upotrebljavate leptirastu iglu, najprije treba upotrijebiti praznu
epruvetu kako bi se osiguralo da je napunjena krvlju prije upotrebe epruveta za
uzimanije krvi QF-CMV Blood Collection Tubes.

lli krv moZete izvaditi u jednu generi¢ku epruvetu za uzimanje krvi koja sadrZava
litj-heparin kao antikoagulans, a zatim je prenijeti u epruvete za uzimanje Kkrvi
QF-CMV Blood Collection Tubes. Upotrebljavajte samo litij-heparin  kao krvni
antikoagulans jer ostali antikoagulansi mogu utjecati na rezultate ispitivanja. Napunite
epruvetu za uzimanje krvi (s najmanje 5 ml krvi) i blago promijesajte nekoliko je puta
preokrecuéi da bi se heparin otopio. Taj bi postupak trebao provoditi tehnic¢ar
osposobljen za vadenje krvi. Prije prijenosa u epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood
Collection Tubes radi inkubacije, $to se mora uciniti u roku od 16 sati od vadenja krvi,
krv treba drzati na sobnoj temperaturi (22 °C £ 5 °C).

2. Odmah nakon punjenja epruveta za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes
protresite ih 10 puta, onoliko snazno koliko je potrebno da se cijela unutarnja povrsina
epruvete obloZi krvlju, odnosno da se otope antigeni na stijenkama epruvete.

Epruvete treba drzati na temperaturama od 17 do 25 °C za vrijeme punjenja krvlju.
Prejako protresanje uzrokovati remecenje gela i dovesti do pogresnih rezultata.

Ako je krv prikupliena u epruvetu koja sadrzava litij-heparin, uzorci se moraju
ravnomjerno izmijeSati prije pretakanja u epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood
Collection Tubes. Pazite da se krv dobro izmijeSa tako Sto Cete lagano okrenuti
epruvetu neposredno prije pretakanja. Rasporedite 1 ml alikvota (jedan po epruveti za
uzimanje krvi QF-CMV) u odgovaraju¢u epruvetu Nil, CMV Antigen i Mitogen. To bi
trebalo obaviti asepti€no, uz pridrzavanje odgovarajucih sigurnosnih mjera, uklanjanjem
Cepova s triju epruveta za uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes i dodavanjem
1 ml krvi u svaku (do crne oznake s bo¢ne strane naljepnice na epruveti). Nakon toga
epruvete treba dobro zacepiti i promijesati, kao Sto je ranije opisano.

3. Oznacite epruvete na odgovarajuci nacin.

Pazite da se svaka epruveta (Nil, CMV Antigen, Mitogen) moze identificirati s pomoc¢u
svoje naljepnice ili na neki drugi nacin.
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4. Nakon punjenja, protresanja i oznacivanja epruvete se moraju $to prije prenijeti
u inkubator temperature 37 °C + 1 °C, i to u roku od 16 sati od uzimanja uzoraka.
Prije inkubacije epruvete drZite na sobnoj temperaturi (22 °C £ 5 °C). Uzorke krvi
nemojte stavljati u hladnjak ili zamrzavati.
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Postupak

Faza 1: Inkubacija krvi i prikupljanje plazme

1. Epruvete inkubirajte u USPRAVNOM poloZaju na temperaturi od 37 °C £ 1 °C u trajanju
od 16 do 24 sata. Za inkubator nije potreban COz niti ovlaZivanje.

Vazno: ako krv nije inkubirana odmah nakon prikupljanja, potrebno je ponovno
promijeSati epruvete tako da ih se preokrene 10 puta prije inkubacije.

Nakon inkubacije epruvete za uzimanje krvi mogu se drzati na temperaturama od 4 °C
do 27 °C najviSe 3 dana prije izvodenja centrifugiranja.

2. Nakon inkubacije epruveta na 37 °C epruvete se centrifugiraju 15 minuta na 2000 do
3000 RCF (g) radi lakseg prikupljanja plazme. Cep od gela odvojit ¢e stanice od
plazme. Ako se to ne dogodi, epruvete treba ponovno centrifugirati.

Plazma se moze prikupljati i bez centrifugiranja, ali potreban je dodatan oprez da bi se
plazma uklonila bez poremecaja stanica.

3. Nakon centrifugiranja izbjegavajte pipetiranje prema gore i prema dolje ili bilo kakvo
mijeSanje plazme prije izdvajanja. Uvijek pazite da ne poremetite materijal na povrSini
gela.

Vazno: uzorci plazme trebali bi se uzimati samo pipetom.

Uzorci plazme mogu se umetnuti izravno iz centrifugiranih epruveta za uzimanje krvi
u plo€icu QF-CMV ELISA, uklju€ujuéi i situacije kada se upotrebljavaju automatske
ELISA radne stanice.

Uzorci plazme mogu se pohranjivati u centrifugiranim epruvetama za uzimanje krvi
QF-CMV Blood Collection Tubes do najviSe 28 dana na temperaturama od 2 do 8 °C |li,
ako se uzimaju na ispod —20 °C (po moguénosti na manje od —70 °C), na dulje vrijeme.

Da biste dobili odgovarajuce testne uzorke, prikupite najmanje 150 pl plazme.
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Faza 2: QuantiFERON-CMV ELISA za humani IFN-y

Pogledajte ,Sadrzaj kompleta” na stranici 8. i ,Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni”
na stranici 9. za materijale koji su potrebni za izvodenje testa ELISA.

1.

Svi uzorci plazme i reagensi, osim 100x koncentriranog konjugata, prije upotrebe
moraju biti sobne temperature (22 °C + 5 °C). Ostavite najmanje 60 minuta za
postizanje toplinske ravnoteze.

Uklonite nepotrebne trake ploc¢ice ELISA s okvira, vratite ih u foliju i pohranite ih do
upotrebe u hladnjaku.

Pripremite najmanje jednu traku za QF-CMV ELISA standarde i dovoljan broj traka za
pacijente koji se testiraju. Nakon uporabe sacuvajte okvir i poklopac za uporabu
s preostalim trakama.

Rekonstituirajte humani IFN-y standard koli¢inom deionizirane ili destilirane vode koja je
naznacena na etiketi bocice. Pazljivo promijeSajte kako biste minimizirali stvaranje
pjene i uvjerite se da je sadrzaj potpuno rastopljen. Rekonstitucijom IFN-y standarda na
to€an volumen dobivamo otopinu koncentracije 8,0 IU/ml.

Napomena: volumen humanog IFN-y standarda (standard iz kompleta) potreban za
rekonstituciju nije isti za svaku seriju.

Upotrijebite rekonstituirani standard za pripravljanje serije razrjedivanja do Cetiriju
koncentracija IFN-y u diluensu (Green Diluent, GD) (Slika 1, slijedeca stranica). S1
(Standard 1) sadrzava 4,0 IU/ml, S2 (Standard 2) sadrzava 1,0 IU/ml, S3 (Standard 3)
sadrzava 0,25 IU/ml i S4 (Standard 4) sadrzava 0 IU/ml (samo GD). Standarde treba
ispitati najmanje u duplikatu. Pripremite svjeZe razrijedene otopine standarda iz
kompleta za svaki postupak ELISA.
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Primjer postupka za duplikate standarda

Primjer postupka za duplikate standarda
A Oznacite Cetiri epruvete: S1, S2, S3, S4
B Dodajte 150 ul GD-a u S1, S2, S3, S4
C Dodajte 150 pl standarda iz kompleta u S1 i dobro promijesajte
D Prenesite 50 pl iz S1 u S2 i dobro promijesajte
E Prenesite 50 pl iz S2 u S3 i dobro promijesajte
F Samo GD sluzi kao nulti standard (S4)
= &
150 pl 50 pl 50 pl
— e —_—
Rekonstituirano: Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
standard iz 4,0 IU/ml 1,0 1U/ml 0,2 1U/ml 0 1U/ml
kompleta (Green Diluent)

Slika 1. Pripremanje standardne krivulje serijskim razrjedivanjem.

4. Rekonstituirajte liofilizirani 100x koncentrirani konjugat s 0,3 ml deionizirane ili
destilirane vode. Njezno izmijeSajte kako biste sveli stvaranje pjene na najmanju
mogucu mjeru i uvjerite se da je konjugat potpuno otopljen.

Konjugat spreman za upotrebu priprema se tako da se potrebna koli¢ina
rekonstituiranog 100x koncentriranog konjugata razrijedi diluensom Green Diluent
(pogledajte Tablica 1 na sljedecoj stranici).

PromijeSajte temeljito, ali njezno kako ne bi doslo do stvaranja pjene.

Neupotrijebljeni 100x koncentrirani konjugat odmah nakon upotrebe vratite na
temperaturu od 2 — 8 °C.

Upotrebljavajte samo diluens Green Diluent.
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Tablica 1. Pripremanje konjugata spremnog za upotrebu

Broj traka Koli¢ina 100x koncentriranog konjugata Koli¢ina diluensa Green Diluent
2 10 pl 1,0 mi
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0ml
5] 25 yl 2,5 ml
6 30 ul 3,0ml
7 35 pl 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5ml
10 50 pl 5,0ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. U slu€aju uzoraka plazme koji su odvojeni iz epruveta za uzimanje krvi i potom
zamrznuti ili pohranjeni na dulje od 24 sata prije ispitivanja, dobro promijesajte prije
dodavanja u jazicu testa ELISA.

Vazno: ako se uzorci plazme planiraju dodati izravno iz centrifugiranih epruveta za
uzimanje krvi QF-CMV Blood Collection Tubes, potrebno je izbjegavati bilo kakvo
mijeSanje plazme. Uvijek pazite da ne poremetite materijal na povrsini gela.

6. Ako su potrebni kvantitativni rezultati, razrijedite CMV i Mitogen plazme u omjeru 1/10
u diluensu Green Diluent (10 ul plazme + 90 pl GD-a). Nil plazmu ne treba razrjedivati.

Preporucuje se paralelno ispitivanje sljedecih uzoraka:
Nil, CMV Antigen, Mitogen, CMV Antigen (1/10), Mitogen (1/10)

Medutim, softver za analizu QuantiFERON-CMV Analysis Software podrzava i sliedece
opcije pacijentovih uzoraka:

Nil, CMV Antigen, Mitogen

Nil, CMV Antigen (1/10), Mitogen (1/10)

Nil, CMV Antigen, Mitogen, CMV Antigen (1/10)
Nil, CMV Antigen (1/10), Mitogen
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7.

10.

11.

12.

13.

Visekanalnom pipetom dodajte 50 pl svjeZe pripremljenog konjugata spremnog za
upotrebu u odgovarajuce jazZice testa ELISA.

Dodajte 50 pl testnih uzoraka plazme u odgovarajuce jazice. Na kraju dodajte po 50 pl
standarda 1 do 4 u odgovarajuce jazice. Standarde treba ispitati najmanje u duplikatu.

Prekrijte ploCicu ELISA i dobro izmijeSajte uzorke/standarde konjugata i plazme
u tresilici za mikrotitar plocice u trajanju od 1 minute na 500 do 1000 o/min. Izbjegavajte
prskanje.

Plocicu ELISA prekrijte poklopcem i inkubirajte na sobnoj temperaturi (22 °C + 5 °C)
u trajanju od 120 + 5 minuta.

Za vrijeme inkubacije ploCice se ne bi trebale izlagati izravnoj sun€evoj svjetlosti.
Odstupanje od navedenog temperaturnog raspona moze rezultirati pogresnim
rezultatima.

Za vrijeme inkubacije pripremite pufer za ispiranje spreman za upotrebu. Razrijedite
jedan dio 20x koncentriranog pufera za ispiranje s 19 dijelova deionizirane ili destilirane
vode i dobro promijeSajte.

U kompletu se nalazi dovoljno 20x koncentriranog pufera za ispiranje da bi se dobile
2 litre pufera za ispiranje spremnog za upotrebu.

Nakon zavrSetka inkubacije ploCice ELISA isperite jazice s 400 pl pufera za ispiranje
spremnog za upotrebu u najmanje Sest ciklusa. Preporu€ujemo upotrebu automatskog
uredaja za ispiranje mikrotitar plocica.

Vazno: temeljito ispiranje vrlo je vazno za ucinak 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 plocice okrenute prema dolje na upijaju¢em ruéniku koji ne ispusta
dlaCice kako biste uklonili ostatak pufera za ispiranje. Dodajte 100 pl otopine
enzimskog supstrata u svaku jazicu, prekrijte ploCicu i dobro promijesajte s pomocu
tresilice za mikrotitar ploCice 1 minutu na 500 do 1000 o/min.
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14.

15.

16

Svaku plocicu prekrijte poklopcem i inkubirajte na sobnoj temperaturi (22 °C + 5 °C)
u trajanju od 30 minuta. Za vrijeme inkubacije ploCice se ne bi trebale izlagati izravnoj
suncevoj svjetlosti.

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

. Izmjerite opti¢ku gustocu (Optical Density, OD) svake jazice u roku od 5 minuta nakon

zaustavljanja reakcije s pomocu ¢itata mikrotitar ploc¢ica opremljenog filtrom od 450 nm
i referentnim filtrom od 620 nm do 650 nm. IzraCunavanje rezultata izvodi se s pomoc¢u
vrijednosti OD-a.

21
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|lzraCunavanje i tumacenje testa

Softver za analizu QuantiFERON-CMV Analysis Software, koji sluzi za analizu
neobradenih podataka i izraun rezultata, mozete nabaviti od tvrtke QIAGEN na
web-mjestu www.QuantiFERON.com. Pazite da upotrebljavate najnoviju verziju softvera
za analizu QF-CMV Analysis Software.

Softver provodi procjenu kontrole kvalitete ispitivanja, generira standardnu krivulju i daje
rezultat za svakog testiranog ispitanika, kao $to je objasnjeno pod ,Tumacenje rezultata”
na stranici 24. Softver izvjeS¢uje o najnizoj razini razrjedivanja koja daje rezultat u rasponu
QF-CMV ELISA testa, uzimajuci u obzir faktor razrjedivanja.

Kao alternativa softveru za analizu QF-CMV Analysis Software, rezultati se mogu utvrditi i
na temelju sljedeée metode.

Izrada standardne krivulje (ako se ne upotrebljava softver za analizu
QF-CMV Analysis Software)

Utvrdite srednje vrijednosti OD-a replika standarda iz kompleta na svakoj plo€ici.

Izradite standardnu krivulju loge)—loge) grafiCkim prikazom loge) srednje vrijednosti OD-a
(os y) u odnosu na loge) IFN-y koncentracije standarda u 1U/ml (os x), izostavivsi nulti
standard iz izraGuna. IzraCunajte pravac najbolje aproksimacije za standardnu krivulju
regresijskom analizom.

Upotrebljavajte standardnu krivulju za utvrdivanje koncentracije IFN-y (IU/ml) za svaki
testni uzorak plazme s pomoéu vrijednosti OD-a svakog uzorka.
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Za te izracune mogu se upotrijebiti softverski paketi koji su dostupni uz &itace mikrotitar
plogica, kao i standardne proracunske tablice ili programi za statistiku (kao npr. Microsoft®
Excel®). Preporuéujemo primjenu tih paketa za izraunavanje regresijske analize,
koeficijenta varijacije standarda (Coefficient of Variation, %CV), kao i koeficijenta korelacije
(r) za standardnu krivulju.

Rezultat iz izvjeS¢a treba uzeti od najnize razine razrjedivanja koja daje rezultat u rasponu
QF-CMV ELISA testa; pripazite da se faktor razrijedivanja uzme u obzir ako je to
primjenjivo.

Kontrola kvalitete testa

Toc€nost rezultata testa ovisi o formiranju toéne standardne krivulje. Stoga se rezultati
izvedeni iz standarda moraju preispitati prije tumacenja rezultata testnog uzorka.

Test ELISA valjan je ako su ispunjeni sljede¢i kriteriji:

® Srednja vrijednost OD-a Standarda 1 mora biti = 0,600.
®  %CV repliciranih vrijednosti OD-a Standarda 1 i Standarda 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.

® Koeficijent korelacije (r) dobiven iz srednjih vrijednosti apsorbancije standarda mora biti
>0,98.

Softver za analizu QF-CMV Analysis Software izraGunava i izvje$cuje o tim parametrima za
kontrolu kvalitete. Ako ovi kriteriji nisu ispunjeni, analiza nije valjana i mora se ponoviti.

Srednja vrijednost OD-a nultog standarda (diluens 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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Tumacenje rezultata

Rezultati testa QuantiFERON-CMV tumace se prema kriterijima navedenima u Tablica 2.

Tablica 2. Tumacenje rezultata testa QuantiFERON-CMV

Nil Mitogen minus Rezultata za
(lU/ml)  CMV minus Nil (IU/ml)  Nil (IU/ml)* QF-CMV lzvjeSéeltumacenje
20,201 225 % Nil Svejedno koliko  Reaktivno® Otkriven imunitet na anti-CMV
<80 20,5 Nereaktivno NIJE otkriven imunitet na anti-CMV
’ <0,20ILI 20,20 i <25 %
Nil <05 Neodredenot Rezultati su neodredeni za reakciju na
CMV
> 8,08 Svejedno koliko Svejedno koliko Neodredeno* E:AZ\L/lltatl Sl nzelisgien 2 zaliel i

* Reakcije na Mitogen pozitivnu kontrolu (i povremeno na CMV antigene) ¢esto su izvan raspona cita¢a mikrotitar
plocica. To ne utjee na rezultate testa.

T Ako se ne sumnja na infekciju citomegalovirusom, prvobitno reaktivni rezultati mogu se potvrditi ponovnim
testiranjem izvornih uzoraka plazme u duplikatu s pomocu testa QF-CMV ELISA. Ako je ponovno testiranje
jedne ili dviju replika pozitivho, osoba bi se trebala smatrati reaktivnom na test.

* Pogledajte ,Vodi¢ za riedavanje problema ” (stranica 39) za moguce uzroke.

U klini¢kim se ispitivanjima (1) neodreden rezultat medu pacijentima koji su podvrgnuti transplantaciji ¢vrstog
organa, pri ¢emu je davatelj reaktivan na CMV, ali je Mitogen kontrola iznosila manje od 0,5 IU/ml, pokazao kao
klini¢ki relevantan. Ti pacijenti imaju najveci rizik od razvoja CMV bolesti.

§ U klinickim je ispitivanjima manje od 0,25 % ispitanika imalo razine IFN-y u vrijednosti > 8,0 IU/ml za Nil vrijednost.

Napomena: izmjerena razina IFN-y trebala bi se upotrebljavati u kombinaciji s klinickom
prezentacijom, povijesti bolesti i drugim dijagnostickim procjenama pri utvrdivanju
imunoloske reakcije na CMV antigene. QF-CMV nije test za utvrdivanje infekcije CMV-om
i ne bi se trebao upotrebljavati za iskljuCivanje infekcije CMV-om.
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Ogranicenja

Rezultate testa QuantiFERON-CMV treba promatrati u kombinaciji s epidemioloSkom
anamnezom svakog ispitanika, njegovim trenutaCnim zdravstvenim stanjem i drugim
dijagnosti¢kim pretragama.

Nepouzdani ili neodredeni rezultati mogu se pojaviti iz sljedecih razloga:

® odstupanja od postupka opisanog u prilozenim uputama u pakiranju proizvoda
QuantiFERON-CMV ELISA Package Insert

® prekomjerne razine IFN-y u kontrolnoj epruveti

® prekoracenja roka od 16 sati izmedu uzimanja ispitka krvi i inkubacije na temperaturi od
37 °C.

Ocekivane vrijednosti

Ocekivane vrijednosti IFN-y za QuantiFERON-CMV dobivene su testiranjem 591 uzorka
koji su dobiveni od zdravih ispitanika. Za 343 uzorka utvrdeno je da su seropozitivni, a za
248 uzoraka utvrdeno je da su seronegativni na CMV IgG. Serolo$ki status za CMV bio je
nepoznat u vrijeme izvodenja testa QF-CMV. Od 248 uzoraka od CMV seronegativnih
ispitanika 100 % (248/248) testiranih uzoraka bilo je nereaktivno prema QF-CMV ELISA
testu i proizvelo je IFN-y reakcije od < 0,2 IU/ml za CMV Antigen epruvetu (minus Nil).
Prikazana je distribucija IFN-y reakcija za CMV Antigen epruvetu (minus Nil) kod 343 CMV
seropozitivna ispitanika (Slika 2).
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Broj uzoraka
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Slika 2. Distribucija QF-CMV IFN-y reakcija (minus Nil) u seropozitivnih zdravih ispitanika (n = 343).

Distribucija IFN-y reakcija na Mitogen (minus Nil) utvrdena je na 733 uzorka zdravih
odraslih ispitanika s pomoéu QF-CMV ELISA testa, bez obzira na CMV IgG serologiju
(Slika 3). Mitogen rezultat (minus Nil) od manje od 0,5 IU/ml oznacava neispravnost testa ili
da se ispitanik nalazi u imunokompromitiranom stanju. U zdrave populacije, samo 2/733
rezultata pripalo je u tu kategoriju.
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Broj uzoraka
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Slika 3. Distribucija Mitogen-IFN-y reakcija (minus Nil) u zdravih ispitanika (n = 733).

Distribucija IFN-y reakcija na Nil epruvete utvrdena je na 1020 uzoraka plazme zdravih
ispitanika s pomoc¢u QF-CMV ELISA testa, bez obzira na CMV IgG serologiju (Slika 4).
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Slika 4. Distribucija Nil IFN-y reakcija u zdravih ispitanika (n = 1020) izrazena kao postotak populacije.
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Radne znacajke

KliniCke radne znacajke

Grani¢na vrijednost testa za utvrdivanje prethodne izloZzenosti CMV-u metodom QF-CMV
utvrdena je na temelju analize rezultata dobivenih od skupine zdravih ispitanika (n = 223),
pri Eemu su rezultati za QF-CMV usporedeni s CMV IgG seroloskim rezultatima. Analizom
operativne znacajke prijemnika (Receiver Operating Characteristic, ROC) utvrdeno je da je
grani¢na vrijednost testa od 0,04 IU/ml (nakon oduzimanja Nil) dala optimalne pozitivhe
i negativne prediktivne vrijednosti za QF-CMV (podrucje ispod krivulje = 0,9679 [95 %
Cl: 0,9442 do 0,9915, p < 0,0001]) te predstavlja grani¢nu vrijednost pri kojoj je ovo
ispitivanje najucinkovitije u upotrebi za zdravu populaciju.

Ucinkovitost ispitivanja QF-CMV usporedena je sa seroloSkim testom SeraQuest™ CMV
IgG (Quest International). Ispitivanje QF-CMV pokazalo je 95 %-tno (294/310 osoba)
slaganje s CMV IgG seroloSkim testom u zdravih ispitanika, pri ¢emu nijedan od
149 seronegativnih davatelja nije pokazao reakciju s ispitivanjem QF-CMV. Ukupno 145 od
161 seropozitivnog davatelja pokazalo je reakciju na QF-CMV. Cjelokupno pozitivho
slaganje iznosilo je 90 % s vrijednoS$c¢u negativnog slaganja od 100 %. Razina slaganja
u zdravih ispitanika izmedu reakcija na QF-CMV i seroloskog statusa za CMV IgG
prikazana je u Tablica 3.

Tablica 3. Slaganje izmedu ispitivanja QuantiFERON-CMV i seroloSkog testa na CMV IgG u zdravih ispitanika

CMV serologija
Pozitivho Negativno Ukupno
Reaktivno 145 0 145 (46,8 %)
QuantiFERON-CMV Nereaktivno 16 149 165 (53,2 %)
Ukupno 161 (51,9 %) 149 (48,1 %) 310 (100 %)
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Granic¢na vrijednost ispitivanja

Preporu¢ena grani¢na vrijednost klinickog testiranja za ovo ispitivanje iznosi 0,2 1U/ml
u CMV Antigen epruveti (minus Nil), premda se za razli¢ite klinicke postavke mogu utvrditi
razli¢ite grani¢ne vrijednosti.

KliniCka ispitivanja

Buduéi da nema utvrdenog standarda za potvrdivanje ili isklju€ivanje dijagnoze
citomegalovirusne infekcije, procjena osjetljivosti i specificnosti za QF-CMV ne mozZe se
prakticno ocijeniti. Priblizna vrijednost specifiCnosti i osjetljivosti za QF-CMV utvrdena je
procjenom razine slaganja izmedu reakcija na QF-CMV i seroloSkog statusa za CMV IgG
zdravih ispitanika.

Specificnost za QF-CMV priblizno je utvrdena procjenom broja lazno pozitivnih rezultata
(reakcija na QF-CMV) u uzorcima zdravih davatelja koji nisu bili ranije izlozeni CMV-u
(CMV IgG seronegativne osobe). Osjetljivost je priblizno utvrdena procjenom reaktivnosti
na QF-CMV u uzorcima zdravih davatelja koji su ranije bili izlozeni CMV-u (CMV IgG
seropozitivne osobe). QF-CMV upotrebljava velik broj epitopa specificnih za CMV od
razli¢itih CMV proteina i tako omogucéuje Siroku pokrivenost populacije s razli¢itim
haplotipovima klase | prema sustavu HLA (priblizno 98 % populacije). Budu¢i da su
haplotipovi HLA ispitanika testiranih na CMV serologiju bili nepoznati, ocekivalo se da mali
postotak seropozitivnih osoba nece reagirati na epruvete za uzimanje krvi QF-CMV Blood
Collection Tubes.

Specificnost

U ispitivanju provedenom na 591 uzorku dobivenom od zdravih ispitanika nisu otkriveni
lazno pozitivni rezultati za QF-CMV u osoba za koje je utvrdeno da su seronegativne za
CMV IgG uz 248/248 uzoraka za koje je utvrdeno da nisu reaktivni prema QF-CMV ELISA
testu i da su negativni prema CMV IgG seroloskom testu. Stoga su rezultati dobiveni
ispitivanjem QF-CMV i seroloSkim testom na CMV IgG pokazali 100%-tnu podudarnost.
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U svim drugim procjenama specificnosti provedenima na primateljima ¢&vrstih organa
(1 — 8), primateljima hematopoetskih mati¢nih stanica (9, 10) i pacijentima zarazenima
virusom HIV-a (11) podudarnost izmedu QF-CMV-a i CMV IgG serologije takoder je
iznosila 100 %.

Osjetljivost

U ispitivanju provedenom na 343 uzorka dobivena od zdravih ispitanika koji su CMV IgG
seropozitivni, razina slaganja izmedu reakcija na QF-CMV i seroloSkih rezultata za CMV
IgG iznosila je 80,5 % uz 276/343 uzorka za koje je testiranjem utvrdena reaktivnost na
QF-CMV i koji su bili pozitivni na seroloSkom testu na CMV IgG. UoCena nepodudarnost
moze biti posljedica lazno pozitivne CMV serologije ili odsutnosti reaktivnin HLA tipova
u testiranih osoba.

Razine slaganja u procjenama osjetljivosti provedenima na primateljima &vrstih organa
(1 — 8), primateljima hematopoetskih mati¢nih stanica (9, 10) i pacijentima zarazenima
virusom HIV-a (11) bile su nize, §to je mozda uzrokovano lazno pozitivnom CMV
serologijom, nedostatkom reaktivnih HLA tipova medu testiranim osobama ili nedostatkom
reaktivnih T-stanica u tih pacijenata koji je uzrokovan imunosupresijom.

Ispitivanja koja isti€u klinicku korisnost

Namjena seroloSkog testa na CMV IgG, kao i ispitivanja QF-CMV, opisana je kao
omogucivanje otkrivanja imunosti na CMV. U slu€aju transplantacije, CMV serologija
upotrebljava se u velikoj mjeri prije transplantacije da bi se utvrdio rizik u primatelja od
komplikacija CMV-a nakon transplantacije, ali ima ograni¢enu vrijednost nakon
transplantacije. Alternativno, QF-CMV moze se upotrebljavati za primatelje transplantacije
da bi se procijenila razina imunosti na CMV u pacijenata u kojih postoji rizik od razvoja
simptomatske infekcije CMV-om i/ili bolesti zbog imunosupresije (12 — 15).

Brojna objavljena klini¢ka ispitivanja razli¢itih skupina podvrgnutih transplantaciji potvrdila
su korisnost testa QuantiFERON-CMV (1 — 11, 15, 16).
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U velikom ispitivanju na 108 primatelja ¢vrstih organa (4) pacijenti s reaktivnim rezultatom
za QF-CMV pri dovrSetku anti-CMV profilakse imali su znacajno manji broj kasnijih pojava
CMV bolesti (3,3 % ili 1/30; uz primjenu grani¢ne vrijednosti od 0,2 IU/ml) u usporedbi
s pacijentima koji su imali nereaktivan rezultat za QF-CMV (21,8% ili 17/78, p = 0,044)
(Slika 5).

®

Incidencija naknadne CMV bolesti (%)
25 22,9

20
15

10
53

T
Nereaktivni (n = 70) Reaktivni (n = 38)

p =0,038
CMI reakcije nakon profilakse (IFN)y (1U/ml)
Granicna vrijednost od 0,1 [U/ml

|

Incidencija naknadne CMV bolesti (%)

25
21,8

20

5 33

Nereaktivni (n = 78) Reaktivni (n = 30)

p = 0,044
CMI reakcije nakon profilakse (IFN)y (IU/ml)
Grani¢na vrijednost od 0,2 IU/ml

Slika 5. Broj kasnijih pojava CMV bolesti u pacijenata s QuantiFERON-CMV reaktivnim rezultatom u odnosu
na QuantiFERON-CMV nereaktivni rezultat nakon profilakse. Podaci preuzeti iz Kumar et al. (4).
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Osim toga, CMV seronegativni primatelji organa od CMV pozitivnog davatelja (D+P-)
s reaktivnim rezultatom ispitivanja QF-CMV po dovrSetku profilakse ¢e$¢e i duze nisu imali
CMV bolest, 8to znaci da se QF-CMV mozZe upotrebljavati za prepoznavanje rizika od
kasnijeg razvoja CMV bolesti.

Ovim je ispitivanjem takoder istaknuto da je u ovoj skupini pacijenata podvrgnutih
transplantaciji s najveéim rizikom od razvoja CMV bolesti (D+/P-) reaktivni rezultat bilo
kada nakon profilakse bio povezan s vecom vjerojatnos¢u da ne dobiju ponovno CMV
bolest.

U ispitivanju 37 primatelja €vrstih organa (6), procjena reakcija T-stanica CD8" specifi¢nih
za CMV s pomocu ispitivanja QF-CMV pomogla je u predvidanju spontanog nestanka
virusa u usporedbi s napretkom CMV bolesti, uz povec¢anje CMV viremije. U tom je
ispitivanju u 24/26 pacijenata (92,3 %) s reaktivnim rezultatom za QF-CMV (s grani€nom
vrijednoS¢u testa za IFN-y od = 0,2 IU/ml) CMV spontano nestao, dok je samo
5/11 (45,5%) pacijenata s nereaktivnim rezultatom za QF-CMV imalo isti ishod.

Ispitivanjem provedenim na 67 primatelja transplantata pluca, u kojem su procjenjivane
epizode CMV viremije nakon transplantacije (7), uoCeno je da je 18/25 (72 %) epizoda
CMV viremije prethodio nereaktivan rezultat za QF-CMV, za razliku od 4/16 (25 %) epizoda
kojima je prethodio reaktivni odgovor na QF-CMV (Fisherov egzakini test, p = 0,0046;
Slika 6).
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Slika 6. Statisticka analiza reakcija T-stanica CD8"* specifi¢nih za CMV koje su otkrivene ispitivanjem
QuantiFERON-CMV i razvoja CMV viremije (Fisherov egzaktni test, p = 0,0046). Podaci preuzeti iz
Weseslindtner et al. (7).

U velikom multicentricnom prospektivnom ispitivanju koje je provedeno na 127 CMV
seronegativnih primatelja ¢vrstih organa od CMV seropozitivnih davatelja (8), od kojih su
svi primili antivirusnu profilaksu, pacijenti s reaktivnim rezultatom za QF-CMV (s grani¢nom
vrijednoScu testa od 0,1 IU/ml) u bilo kojem trenutku nakon dovrSetka anti-CMV profilakse
imali su zna€ajno manji broj kasnijih pojava bolesti 12 mjeseci nakon transplantacije
(6,4 %), u usporedbi s onima koji su imali nereaktivni rezultat za QF-CMV (22,2 %)
i neodreden rezultat (58,3 %, p < 0,001). Prilikom klasifikacije neodredenih rezultata kao
,hereaktivnih” incidencija naknadne CMV bolesti bila je 6,4 % u odnosu na 26,8 %,
p = 0,024. Pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti ispitivanja QF-CMV za zastitu od
CMV bolesti iznosile su 0,90 (95 % CI 0,74 — 0,98) te 0,27 (95 % CI 0,18 — 0,37). Tim je
ispitivanjem utvrdeno da QF-CMV moze biti koristan za predvidanje niske, srednje ili visoke
razine rizika u pacijenata od razvoja CMV bolesti nakon profilakse.
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U prospektivhom ispitivanju provedenom na 55 primatelja ¢vrstih organa (8) u kojem se
analizirao odnos izmedu rezultata za QF-CMV prije transplantacije i epizoda CMV
replikacije nakon transplantacije, utvrdena je veca ucestalost CMV replikacije nakon
transplantacije u CMV seropozitivnih primatelja s nereaktivnim rezultatom za QF-CMV prije
transplantacije (7/14 ili 50 %) (uz primjenu grani¢ne vrijednosti testa 0,2 IU/ml), u usporedbi
s CMV seropozitivnim primateljima koji su imali reaktivan rezultat za QF-CMV prije
transplantacije (4/30 ili 13,3 %, p = 0,021).

Ovim je ispitivanjem otkriveno da su primatelji s nereaktivnom reakcijom na QF-CMV prije
transplantacije koji su primili organ od CMV seropozitivhog davatelja imali deset puta veci
rizik od replikacije CMV-a u usporedbi s primateljima s reaktivnom reakcijom na QF-CMV
prije transplantacije (prilagodeni OR 10,49, 95 % CI 1,88 — 58,46). Stoga ispitivanje
QF-CMV prije transplantacije moze biti korisno u predvidanju rizika od replikacije CMV-a
nakon transplantacije i tako omoguditi individualizaciju lije¢enja CMV infekcije nakon
transplantacije ¢vrstih organa.

Niz drugih ispitivanja koja su se bavila otkrivanjem reakcija T-stanica CD8* specifi¢nih za
CMV s pomocu ispitivanja QF-CMV u skupini primatelja organa dovrseno je (2, 3, 5, 9, 10,
15, 16) ili se trenutacno provodi diljem svijeta.
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Medunarodne smjernice o postupanju s citomegalovirusom pri
transplantaciji ¢vrstih organa

Znacaj pra¢enja CMV specificne imunosti prepoznat je i objavljen u dokumentu
Updated International Consensus Guidelines on the Management of Cytomegalovirus in
Solid Organ Transplantation (Azurirane medunarodne smjernice o postupanju
s citomegalovirusom pri transplantaciji ¢vrstih organa) (12). Ove medunarodne smijernice,
koje je razvio panel struénjaka za CMV i transplantaciju ¢vrstih organa, a sazvao ga je
Odjel za zarazne bolesti Drustva za transplantaciju, predstavljaju smjernice o lije€enju
CMV-a temeljene na dokazima i miSljenjima struénjaka, ukljuCujuci dijagnostiku,
imunologiju, prevenciju i lijeenje.

Zaklju€ak je tih smjernica da se ,imunoloskim pra¢enjem T-stani€nih reakcija specifiénih za
CMV moze predvidjeti u kojih osoba postoji rizik od CMV bolesti nakon transplantacije i da
ono moze biti korisno u usmjeravanju profilakse i preventivnih terapija” (12).

Nadalje, smjernice pruzaju i preporuke za atribute idealnog ispitivanja za pracenje
imuniteta, Sto uklju€uje sljedece:

® moguénost procjene koli¢ine i funkcije T-stanica CD4 * i CD8 * primatelja transplantata
® moguénost mjerenja IFN-y

® jednostavno izvodenje, povoljno i ponovljivo

® brzo vrijeme provodenja

® moguénost jednostavnog slanja ispitaka u specijalizirane laboratorije.

QF-CMV ispunjava gotovo sve kriterije koji su navedeni u ovim smjernicama i predstavlja
jedino standardizirano ispitivanje za pracenje imuniteta koje moze otkriti IFN-y, specifican
za CMV.
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Radne znacajke ispitivanja

U ispitivanju QF-CMV ELISA upotrebljava se standard za rekombinantni humani IFN-y,
koji je ispitan u odnosu na referentni pripravak za IFN-y (NIH ref.: Gxg01-902-535).
Rezultati testnih uzoraka izrazavaju se u internacionalnim jedinicama (International Units,
IU) uodnosu na standardnu krivulju pripremlienu testiranjem razrijedene otopine
sekundarnog 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 ispitivanju
QF-CMV ELISA umanjeno je dodavanjem obi¢nog miSjeg seruma u diluens Green Diluent
i upotrebom fragmenata F(ab’)2 monoklonskog protutijela kao protutijela za hvatanje IFN-y
koje je naneseno na jazZice na mikrotitar plo€icama.

Granica detekcije ispitivanja QF-CMV ELISA iznosi 0,065 IU/ml i nema dokaza za
prozonski (,hook”) ucinak visoke razine izlaganja s koncentracijama za IFN-y do
10.000 IU/ml. Utvrdeno je da protutijela u ispitivanju QF-CMV ELISA ne reagiraju ni
s jednim od testiranih citokina, uklju¢ujuci IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 i IL12.

Linearnost ispitivanja QF-CMV ELISA dokazana je nasumi¢nim postavljanjem pet replika
11 skupnih uzoraka plazme poznatih koncentracija IFN-y na plo¢icu ELISA. Pravac
linearne regresije ima nagib od 1,002 + 0,011 i koeficijent korelacije od 0,99 (Slika 7).
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Utvrdena razina IFN-y
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Slika 7. Profil linearnosti ispitivanja QF-CMV ELISA koji je utvrden testiranjem pet replika 11 uzoraka plazme
poznatih koncentracija IFN-y.

Obnovljivost ispitivanja QF-CMV ELISA procijenjena je testiranjem 20 uzoraka plazme
s razliCitim koncentracijama IFN-y u replikama po tri uzorka, u tri laboratorija, na tri
nasumi¢na dana, koje su testirala tri razliita operatora. Tako je svaki uzorak testiran
27 puta, u devet neovisnih ispitivanja. Jedan je uzorak bio Nil kontrola s izraunatom
koncentracijom IFN-y od 0,08 (95 % CI 0,07 — 0,09) IU/ml. Od preostalih 19 uzoraka
plazme raspon koncentracija bio je 0,33 (95 %-tni Cl 0,31 — 0,34) do 7,7 IU/ml (95 %
Cl 7,48 —7,92).

Nepreciznost unutar analize ili unutar ispitivanja procijenjena je odredivanjem prosjeka
%CV-a za svaku testnu plazmu koja sadrZzava IFN-y iz analize svake plo€ice (n = 9)
s rasponom od 4,1 do 9,1 %CV. Prosjek tijekom rada %CV (x 95 % CI) bio je
6,6 % £ 0,6 %. Nulti IFN-y u plazmi u prosjeku je iznosio 14,1 %CV.

Ukupna nepreciznost ili nepreciznost izmedu ispitivanja utvrdena je usporedbom
27 izraCunatih koncentracija IFN-y za svaki uzorak plazme i imala je raspon od 6,6 do
12,3 %CV. Opdi prosjek %CV (+ 95% CI) bio je 8,7 % + 0,7 %. Nulti IFN-y u plazmi dao je
vrijednost 26,1 %CV. Ova se razina varijacije treba ocCekivati jer je izraCunata koncentracija
IFN-y niska i varijacija za niske procjene koncentracije bit ¢e veéa nego za viSe
koncentracije.
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TehniCki podaci

Neodredeni rezultati

Neodredeni rezultati mogu biti povezani sa statusom imuniteta testiranog pojedinca,
a mogu biti uzrokovani brojnim tehni¢kim €imbenicima:

® razdoblje izmedu uzimanja uzorka krvi i inkubacije na temperaturi od 37 °C dulje od
16 sati

® pohrana uzoraka krvi izvan preporu¢enog temperaturnog raspona (22 °C = 5 °C)
® nedovoljno mijeSanje epruveta za uzimanje krvi

® nepotpuno oprana plo€ica ELISA.

Ako se sumnja na tehnicki problem prilikom uzimanja krvi ili rukovanja uzorcima, ponovite
cijeli test QF-CMV s novim ispitcima krvi. ELISA test sa stimuliranim uzorcima plazme
moze se ponoviti ako se sumnja u odstupanja od propisane ELISA metode testiranja.
Neodredeni rezultati (iz niskih Mitogen vrijednosti) ne¢e se mijenjati ponavljanjem testa,
osim ako je doSlo do pogreske prilikom provedbe ELISA testa.

ZgrusSani uzorci plazme

Ako pri duljem pohranjivanju uzoraka plazme nastanu ugrusci fibrina, centrifugirajte uzorke
kako bi se zgruSani materijal natalozio i plazma lakSe pipetirala.
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VodiC za rjeSavanje problema

Ovaj vodi¢ za rjeSavanje problema mozZe biti koristan pri rjeSavanju bilo kojeg moguceg
problema. Za viSe informacija pogledajte i tehnicke podatke na stranici:

www.QuantiFERON.com. Informacije za kontakt potrazite na poledini.

Komentari i prijedlozi

Niska ocitanja opticke gustoce za standarde

a) Pogreska pri razriedivanju Razrjedivanje standarda iz kompleta provodite toéno prema prilozenim
standarda uputama u pakiranju proizvoda QF-CMV ELISA Package Insert.
b) Pogreska u pipetiranju Provjerite jesu li pipete kalibrirane i upotrijebljene to€no prema uputama
proizvodaca.
c) Preniska temperatura Inkubaciju za test ELISA treba provoditi na sobnoj temperaturi (22 °C + 5 °C).
inkubacije
d) Prekratko vrijeme inkubacije  Inkubacija plo€ice s konjugatom, standardima i uzorcima treba trajati
120 + 5 minuta. Otopina enzimskog supstrata inkubira se na plocici
30 minuta.
e) Upotrijebljen je pogresan Plogicu treba oéitavati na 450 nm s referentnim filtrom izmedu 620 i 650 nm.
filtar za cita¢ plocica
f) Reagensi su prehladni Svi reagensi, osim 100x koncentriranog konjugata, moraju posti¢i sobnu
temperaturu prije poc€etka ispitivanja. To traje oko 1 sat.
g) Vijek trajanja Pobrinite se da upotrijebite komplet prije isteka roka trajanja. Rekonstituirani

kompleta/komponenti
je istekao

Nespecifi¢na boja reakcije

standard i 100x koncentrirani konjugat svakako potrosite u roku od 3 mjeseca
od datuma rekonstitucije.

a) Nepotpuno ispiranje plo¢ice  Plocicu operite najmanje Sest puta s 400 pl pufera za ispiranje po jazici.
Ovisno o primijenjenom uredaju za ispiranje, moze biti potrebno i viSe od Sest
ciklusa pranja. Preporu€uje se izmedu ciklusa pri¢ekati najmanje 5 sekundi
radi namakanja.
b) Unakrsna kontaminacija Pazljivo pipetirajte i mijeSajte uzorak da biste smanijili rizik.
jazica za test ELISA

c) Vijek trajanja Pobrinite se da upotrijebite komplet prije isteka roka trajanja. Rekonstituirani
kompleta/komponenti standard i 100x koncentrirani konjugat svakako potrosite u roku od 3 mjeseca
je istekao od datuma rekonstitucije.
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Komentari i prijedlozi

Otopina enzimskog
supstrata je kontaminirana

MijeSanje plazme
u epruvetama za
centrifugiranje prije
prikupljanja

Jaka obojenost pozadine

a)

d)

Nepotpuno ispiranje plocice

Temperatura inkubacije
previsoka

Vijek trajanja
kompleta/komponenti
je istekao

Otopina enzimskog
supstrata je kontaminirana

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

Osigurajte da se uzorci plazme pazljivo prikupljaju iznad gela bez pipetiranja
gore i dolje, pazeci da ne poremetite materijal na povrsini gela.

Plocicu operite najmanje Sest puta s 400 pl pufera za ispiranje po jazici.
Ovisno o primijenjenom uredaju za ispiranje, moze biti potrebno i viSe od Sest
ciklusa pranja. Preporucuje se izmedu ciklusa pricekati najmanje 5 sekundi
radi namakanja.

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

Pobrinite se da upotrijebite komplet prije isteka roka trajanja. Rekonstituirani
standard i 100x koncentrirani konjugat svakako potrosite u roku od 3 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

Pogreska pri razrjedivanju
standarda

Nedovoljno mijeSanje

Nedosljedna tehnika
pipetiranja ili prekid tijekom
pripremanija ispitivanja

Plocicu operite najmanje Sest puta s 400 pl pufera za ispiranje po jazici.
Ovisno o primijenjenom uredaju za ispiranje, moze biti potrebno i viSe od Sest
ciklusa pranja. Preporu€uje se izmedu ciklusa pri¢ekati najmanje 5 sekundi
radi namakanja.

Razrjedivanje standarda iz kompleta provodite toéno prema ovim uputama
u pakiranju.

Prije nego $to ih dodate na plogicu, dobro promijesajte reagense okretanjem
ili laganim kruznim muckanjem.

Uzorke i standarde treba dodavati kontinuirano. Svi reagensi trebaju biti
pripremljeni prije po€etka ispitivanja.

Informacije o proizvodu i tehni€ke priru¢nike mozete dobiti besplatno od tvrtke QIAGEN,
putem svoga distributera ili na web-mjestu www.QuantiFERON.com.
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Simboli

Na ambalazi i naljepnicama mogu se pojaviti sljedeéi simboli:

Definicija simbola

Sadrzava dovoljno reagensa za <N> reakcija

@
:
< :[ T
=3
A
z
v

Upotrijebiti do

Oznaka CE

I
m

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

Kataloski broj

Broj serije

Broj materijala

Globalni broj trgovacke jedinice

Ograni¢enje temperature

Za jednokratnu uporabu

e EEEE

\A
/%

Cuvajte podalje od sungeve svjetlosti

Pogledajte upute za uporabu

Proizvodaé

E:

EC | REP | Ovlasteni predstavnik u Europskoj zajednici
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Podaci za kontakt

Za tehniCku pomoc¢ i viSe informacija posjetite na8 Centar za tehniCku podrSku na
www.giagen.com/Support, nazovite broj 00800-22-44-6000 ili se obratite jednom od
tehni¢kih odjela tvrtke QIAGEN ili lokalnim distributerima (pogledajte poledinu ili posjetite

web-mjesto www.qgiagen.com).
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Skraceni testni postupak ELISA

Faza 1: Inkubacija krvi

1. Uzmite krv od pacijenta u epruvete za uzimanje Kkrvi
i promijeSajte je tako da protresete uzorke deset (10) puta
onoliko jako koliko je potrebno kako bi se cijela unutarnja
povrsina epruveta prekrila krvlju i kako bi se rastopili antigeni na
stijenkama epruvete.

2. Epruvete inkubirajte u uspravnom polozaju na 37 °C £+ 1 °C
u trajanju od 16 do 24 sata.

3. Poslije inkubacije centrifugirajte epruvete 15 minuta pri

2000 — 3000 RCF (g) da biste odvajili plazmu od crvenih krvnih f ‘;\
stanica. el

4. Nakon centrifugiranja nemojte pipetirati prema gore ili prema /

dolje niti bilo kako mijeSati plazmu prije izdvajanja. Uvijek pazite
da ne poremetite materijal na povrsini gela.

Faza 2: IFN-y ELISA

1. ELISA komponente, osim 100x koncentriranog konjugata, L
ostavite da se stabiliziraju na sobnoj temperaturi najmanje 1:00

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

Rekonstituirajte  liofilizirani  100x  koncentrirani  konjugat
s pomocu destilirane ili deionizirane vode.

Pripremite konjugat spreman za upotrebu s pomocu diluensa
Green Diluent i dodajte 50 pl u svaku jaZicu.

Dodajte 50 pl testnog uzorka plazme i 50 pl standarda
u odgovarajuce jazice. IzmijeSajte tresilicom.

Inkubirajte 120 minuta na sobnoj temperaturi.

Isperite jazice najmanje 6 puta s 400 ul pufera za ispiranje po
jazici.

Dodajte 100 pl otopine enzimskog supstrata u svaku jaZicu.
IzmijeSajte tresilicom.

Inkubirajte 30 minuta na sobnoj temperaturi.
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10. Dodajte 50 ul enzimske otopine za zaustavljanje reakcije ////
LT E

u svaku jazicu. IzmijeSajte tresilicom.

11. Ocitajte rezultate na 450 nm s referentnim filtrom od 620 do

650 nm.

12. Analizirajte rezultate.
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Povijest revizija priruCcnika

Dokument

Izmjene

Datum

L1075110-R06

Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuc¢eni, dodani poklopci za
plo€icu, stranica 9.

Listopad 2019.
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Ova stranica namjerno je ostavljena praznom
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Ova stranica namjerno je ostavljena praznom
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Zastitni znakovi: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN grupa); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

Ugovor o ograni¢enoj licenciji za QuantiFERON-CMV ELISA

Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sliedece uvjete:

1. Proizvod se moze upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporugeni s proizvodom i ovim priruénikom i namijenjen je samo za uporabu s
komponentama koje su sadrzane na panelu. Tvrtka QIAGEN ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasni$tvo za uporabu ili ugradivanje komponenata
ovog panela s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom panelu, osim kako je opisano u protokolima koji su isporu¢eni s proizvodom, koji se nalaze u
ovom priruéniku i drugim protokolima dostupnima na web-mjestu www.giagen.com. Neke od tih dodatnih protokola korisnici proizvoda tvrtke QIAGEN omogucili su
drugim korisnicima proizvoda tvrtke QIAGEN. Tvrtka QIAGEN nije temeljito ispitala niti optimizirala te protokole. Tvrtka QIAGEN za njih ne daje nikakva jamstva niti
jaméi da ne kr$e prava trecih strana.

2. Osim izricito navedenih licencija, tvrtka QIAGEN ne jam¢i da ovaj panel i/ili njegova uporaba ne krsi prava trecih strana.

3. Ovaj panel i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati.

4. Tvrtka QIAGEN odrice se svih drugih licencija, izri¢itih ili impliciranih, osim onih koje su izrigito navedene.

5. Kupac i korisnik ovog panela potvrduju da neé¢e poduzeti niti dopustiti drugim osobama da poduzmu korake koji bi mogli dovesti do krSenja gore navedenih
odredbi ili omoguciti njihovo krsenje. Tvrtka QIAGEN mozZe provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potrazivati

sve sudske troskove i troskove postupka istraZivanja, ukljucuju¢i 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.

Za azurirane uvjete licencije pogledajte web-mjesto www.qgiagen.com.
© 2019 QIAGEN, sva prava pridrzana.
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