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Alkalmazasi terulet

A QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) olyan in vitro assay, amely human
citomegalovirus (CMV) fehérjéket szimulalé peptidkeverékkel stimuldlja a sejteket
heparinizalt teljes vérben. A gamma-interferon (IFN-y) enzimkététt immunszorbens
assay-vel (ELISA) végzett kimutatasa a CMV-fertézés altal kivaltott immunvélasz, azaz
a peptidantigénekre adott in vitro valaszok mennyiségi kiértékelésére szolgal. Ennek az
immunvalasznak a hianya CMV-megbetegedés kialakulasat jelezheti. A QF-CMV a beteg
CMV elleni immunitasanak vizsgalatara szolgal.

A QF-CMV nem a CMV-fertézés megallapitasara szolgald teszt, és nem szabad
a CMV-fert6zés kizarasara hasznaini.

Osszefoglalé és magyarazat

A CMV olyan herpeszvirus, amely a felnétt lakossag 50-85%-at megfertézi. A féként
transzplantaciot kovetéen alkalmazott immunszuppresszié gyakori szévédménye, és
jelentésen hozzajarulhat a transzplantaltak morbiditasahoz és mortalitasahoz.
A transzplantatum kilbk6désének megakadalyozéséara jelenleg alkalmazott
immunszuppressziés eljarasok hatranyosan hatnak a T-limfocitakra és a sejtmedialt
(cell-mediated immune response, CMI) immunvalaszra, ezzel fokozva a transzplantaltak
virusfert6zések iranti fogékonysagat. A T-sejteknek a CMV replikaciojat gatlé hatasat az
teszi kilondsen fontossa, hogy a CD8* CMV-specifikus citotoxikus T-limfocitak (CTL)
védelmet nyujthatnak a virusos koérfejlédés ellen. Az immunszuppresszion atesett betegek
CD8* CMV-specifikus CTL-jeinek és IFN-y-termel6désének mennyiségi elemzése alkalmas
lehet a CMV-fert6zés kialakulasi kockazatanak el6jelzésére. Az IFN-y-termel6dés
vizsgalata helyettesitheti a CMV-specifikus CTL-ek azonositasat.
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A QF-CMV a CMV-fehérjéket szimulalé peptidantigénekre adott CMI-valaszt vizsgalo
assay. A CMV-peptidek kifejezetten a CD8* T-sejteket célozzak meg, beleértve az A1, A2,
A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 és
Cw6 (A30, B13) HLA I. osztalyu haplotipusokat, lefedve a népesség tébb mint 98%-at.
A CMV-fertézottek vére rendszerint tartalmaz olyan CD8" limfocitakat, amelyek ezeket az
antigéneket felismerik. Az antigének felismerése IFN-y citokin termelédésével és
kivalasztasaval jar. Jelen teszt alapja az IFN-y kimutatasa, majd mennyiségi
meghatarozasa.

Az eljaras elve

A QF-CMV teszt két fazisu. El6szor teljes vért kell levenni a QF-CMV mindharom vérvételi
csOvébe: a nullkontrolicsébe, a CMV-antigéncsébe és a mitogéncsdbe.

A mitogéncs6 a QF-CMV teszt pozitiv kontrolljaként szolgal. Ennek kilénésen akkor lehet
jelentésége, ha a beteg immunstatusza bizonytalan. A mitogéncsé tovabba a helyes
vérkezelés és inkubalas kontrolljara is alkalmas.

A csbveket a lehetd leghamarabb, de legkés6bb a vérvételtdl szamitott 16 6ran belll
inkubalni kell 37 °C-on. A 16-24 odras inkubalast a csévek centrifugéldsa és a plazma
eltavolitasa koveti, ezutan torténik az IFN-y (lU/ml) mennyiségének mérése
a QF-CMV ELISA teszttel.

A CMV-antigén- és mitogéncsébdl szarmazé plazmamintak IFN-y-tartalma még az
enyhébb immunszuppressziot kapott alanyok esetén is gyakran meghaladja a legtobb
ELISA olvasdé mérési tartomanyanak felsé hatarértékét. Ha kvalitativ eredményekre van
sziikség, hasznadlja a higitatlan plazmara szamitott értékeket. A konkrét IU/ml értékeket
ad6é kvantitativ eredményekhez a plazmamintakat 1/10 aranyban higitani kell zold
higitéval, és a higitatlan plazmaval egyditt kell vizsgalni 8ket az ELISA teszttel.
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Megjegyzés: A QF-CMV ELISA teszt mérési tartomanyan beliili (tehat legfeljebb 10 1U/ml
Az ilyen IFN-y-koncentraciok esetén az 1/10 higitasu plazmamintakra kapott eredmények
pontatlanok lehetnek.

A teszt akkor tekinthet6 reaktivnak az IFN-y-vélasz szempontjabdl, ha a CMV-antigéncsé
altal mért érték jelentésen meghaladja a nullkontroll IFN-y IU/ml értékét. A mitogénstimulalt
plazmaminta minden egyes vizsgalt minta esetén az IFN-y pozitiv kontrolljaként szolgal.
A gyenge mitogénreakci6 nem eldonthet6 eredményt jelent, ha a vérminta
CMV-antigénekre adott valasza nem reaktiv. llyen eredményt akkor kaphatunk, ha
elégtelen a limfocitak szama, helytelen mintakezelés miatt gyenge a limfocitatevékenység,
hibasan toltotték vagy keverték a mitogéncsovet, illetve ha a beteg limfocitai nem tudnak
IFN-y-t el6allitani, példaul nemrégiben transzplantalt betegek esetén. A nullminta a vérben
jelenlévd hattéreérték, illetve nem specifikus IFN-y-érték kompenzalasara szolgal. A nullcsé
IFN-y-szintjét ki kell vonni a CMV-antigéncs6 és a mitogéncs6 IFN-y-értékébdl (a QF-CMV
eredményének értelmezését a jelen kézikdnyv 23.oldalan talalhaté ,Az eredmények
értelmezése” cimi rész ismerteti).

Az assay elvégzéséhez szikséges id6

A QF-CMV assay elvégzéséhez sziikséges becsilt id6, valamint a tébb minta egyideji
teszteléséhez sziikséges idd alabb lathato:

A vért tartalmaz6 csévek inkubalasa

37 °C-on: 16—24 ¢6ra

ELISA: Egy ELISA-lemez esetén kb. 3 6ra
1 munkadranal kevesebb

Minden tovabbi lemezre Ujabb 10-15 percet
kell szamolni
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Szallitott anyagok

A kit tartalma

Vérvételi csovek (egy beteg szamara)

Katalégusszam 0192-0301
Elvégezhet6 preparalasok szama 1
QuantiFERON nullkontroll (szlrke kupak) 1 csé
QuantiFERON CMV antigén (kék kupak) 1 csé
QuantiFERON mitogénkontroll (lila kupak) 1 csé

QF-CMV vérvételi csdvek terméktajékoztatoja

QuantiFERON-CMV ELISA

Katalégusszam

2 lemezes ELISA kit
0350-0201

Mikrolemezcsikok (12 x 8 cella) egér antihuman IFN-y
monoklondlis antitesttel bevonva

Human IFN-y standard, liofilizalt; (tartalma: rekombinans human
IFN-y, szarvasmarha-kazein, 0,01% [m/V] tiomerzal)

Green Diluent (Z6ld higitd) (tartalma: szarvasmarha kazein,
normal egérszérum, 0,01% [m/V] tiomerzal)

Konjugatum 100x koncentratum, liofilizalt (egér antihuman
IFN-y-HRP, 0,01% [m/V] tiomerzalt tartalmaz)

Wash Buffer 20x Concentrate (Mosépuffer 20x koncentratum)
(pH 7,2; 0,05% [V/V] ProClin® 300-at tartaimaz)

Enzimszubsztratoldat (tartalma: H20z, 3,3’, 5,5’ tetrametil-
benzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzimleallité oldat) (tartalma: 0,5 M
H2S04)*

QF-CMV ELISA terméktajékoztatd

2 készlet 12 x 8 cellas mikrolemezcsik

1 db lGiveg
(8 IU/ml feloldas utan)

1x30ml

1%x0,3ml

1 %100 ml

1 %30 ml

1x15ml

* Kénsavat tartalmaz. Az évintézkedéseket lasd a 9. oldalon.
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SzUkséges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelelé laboratoriumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos keszty(it és védészemuveget. Tovabbi informacidkat a megfelel6 biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheet, SDS) tartalmaznak, amelyek az adott termék gyartéjatol
szerezhet6k be.

® 37 °C-os inkubator; CO2 nem sziikséges

® Kalibralt, valtoztathato térfogatu pipettak 10—1000 pl kdzti mennyiségekhez, eldobhatd
véggel

® Kalibralt, tobbcsatornas pipettak 50 és 100 ul-hez, eldobhatd véggel

® Mikrolemezrazé gép

® |oncserélt vagy desztillalt viz, 2 liter

® Mikrolemezmosé (automatikus mosoé ajanlott)

® 450 nm-es sz(ir6jd mikrolemezolvasé 620-650 nm-es referenciaszirével

® | emezfedél

Figyelmeztetések és Ovintézkedések

In vitro diagnosztikai hasznalatra

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfelelé laboratoriumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos kesztyiit és véd6szemuiveget. A tovabbi tudnivalokat a megfelel6 biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheets, SDS) tartalmazzak. Ezek online elérheték kényelmes és
kompakt PDF formatumban a www.giagen.com/safety oldalon, ahol minden QIAGEN® kit
és a azok 6sszetevbinek SDS-e megtalalhatd, megtekinthetd és kinyomtathato.
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FIGYELEM Az emberi vér kezelése fert6zésveszéllyel jar. Be kell tartani
i a vonatkozo vérmintakezelési el6irasokat.

A QuantiFERON-CMV ELISA kit Osszetevéire az alabbi H (figyelmeztetd) és
P (6vintézkedésre vonatkozd) mondatok vonatkoznak.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Kénsavat tartalmaz. Vigyazat! Fémekre korroziv hatasu lehet.
Bérirritald hatdsu. Sulyos szemirritaciot okoz. Véddkeszty/

védoéruha/szemvédd/arcvédé hasznalata kotelezd.
QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Vigyazat! Enyhén bérirritalo hatasu. Véddkesztyl/védéruha/
szemvédd/arcvédd hasznalata kotelezd.
QuantiFERON Green Diluent

Trinatrium 5-hidroxi-1-(4-szulfofenil)-4-(4-szulfofenilazo)pirazol-3-
karboxilatot tartalmaz. Tartrazint tartalmaz. Vigyazat! Allergias
bérreakciot valthat ki. Védékesztyl/védbruha/szemvédd/arcvédd
hasznalata kételezé.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

hosszan tart karosodast okoz. Ne hagyja, hogy kijusson
a kérnyezetbe.
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Biztonsagi informacidk

Tovabbi informaciok

A QF-CMV terméktajékoztatotdl vald barminemi eltérés hibas eredményt okozhat.
Hasznalat el6tt figyelmesen olvassa el az utasitdsokat.

Sérlltnek tiné vagy szivargd reagenspalackot tartalmazo kitet nem szabad hasznaini.

Fontos: Hasznalat el6tt vizsgalja meg az livegeket. Ne hasznalja a konjugatumot vagy
IFN-y standardot tartalmazé lvegeket, ha azokon sérilés jeleit latja, vagy ha a gumi
zaroelemuk sériilt. Ne fogja meg a torétt Gvegeket. Tegye meg a megfeleld biztonsagi
ovintézkedéseket az livegek biztonsagos hulladékkezeléséhez.

Javaslat: A konjugatumot és IFN-y standardot tartalmazoé (vegek felbontasahoz
hasznaljon kupaknyitét a perforalt fémkupak okozta sérilések kockazatanak
minimalizalasa érdekében.

Nem engedélyezett a kilonb6z6 QF-CMV  tételszamu  kitekbe tartozo
mikrolemezcsikok, human IFN-y standardok, zold higitdk, illetve konjugadtum 100x%
koncentratumok vegyes felhasznalasa, illetve Osszekeverése. A tObbi reagens
(@ mosopuffer 20x koncentratum, enzimszubsztratoldat és enzimleallitd oldat)
kiilonbdzd kitekbdl vegyesen is hasznalhaté a reagensek lejarati idején belil, ha
a sarzsszamokat feljegyzik.

A fel nem hasznalt reagensek és bioldgiai mintak hulladékkezelését a helyi tagallami és
unios eléirasok szerint kell végezni.

A QF-CMV vérvételi csdveket és QF-CMV ELISA kiteket nem szabad felhasznalni
a lejarati id6n tul.

Gondoskodjon a laboratériumi berendezések, példaul a lemezmosdk és -olvasok
kalibralasardl és validalasarol.
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A reagensek tarolasa és kezelése

Vérvételi csovek

® A QF-CMV vérvételi csdveket 4—25 °C kozott kell tarolni.
® A vérvételkor a QF-CMV vérvételi csovek hémérsékletének 17-25 °C kozott kell lennie.

® A QF-CMV vérvételi csdvek eltarthatésagi ideje 4-25 °C kozotti tarolas esetén
a gyartastol szamitott maximum 15 hénap.

Az ELISA kit reagensei
® Tarolas 2-8 °C kdzott.

® Az enzimszubsztratoldatot mindig napfénytél védett helyen kell tartani.

Feloldott és maradék reagensek

A reagensek feloldasi utmutatéjaért lasd ,2. fazis: QuantiFERON-CMV ELISA human IFN-y
teszt” (3. és 5. Iépés a 16. és 18. oldalon).

® A feloldott human IFN-y standard 2-8 °C kozétt tarolva legfeljebb 3 hénapig tarolhato.
Jegyezze fel a human IFN-y standard feloldasanak datumat.

® A maradék feloldott konjugatum 100x koncentratumot vissza kell hiteni 2-8 °C-os
tarolasi hdmérsékletre, és 3 hdnapon beliil fel kell hasznaini.

Jegyezze fel a konjugatum feloldasasanak datumat.
® A készre higitott konjugatumot elkészitése utan 6 6ran bellil fel kell hasznalni.

® A készre higitott mosépuffer szobahémérsékleten (22 + 5 °C) legfelijebb 2 hétig
tarolhaté.
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Mintavétel és mintakezelés

A QF-CMV teszt az alabbi vérvételi csdveket alkalmazza:

Nullkontroll (sziirke kupak)
CMV antigén (kék kupak)
Mitogénkontroll (lila kupak)

Az antigének a vérvételi csévek belsd falan, szaritva talalhatok, ezért fontos, hogy
a csovek tartalma teljesen 6sszekeveredjen a vérrel. A csOveket a leheté leghamarabb,
de legkés6bb a vérvételtdl szamitott 16 6ran beliil 37 °C-os inkubatorba kell helyezni.

Az optimalis eredmények érdekében az alabbi eljarast kell kdvetni:

1.

Vegyen le alanyonként 1 ml vénas vért kdzvetlenil az egyes QF-CMV vérvételi
csodvekbe. Ezt az eljarast vérvételre kiképzett személynek kell végeznie.

A QF-CMV vérvételi csoveket 810 meéteres tengerszint feletti magassagig lehet
hasznalni.

Ha a QF-CMV vérvételi csdvek hasznalata 810 méter feletti magassagon torténik,
illetve ha nem lehet elegendé vért levenni, fecskenddvel is lehet végezni a vérvételt;
ekkor a levett vérb6l 1 ml-t azonnal &t kell helyezni a harom csé mindegyikébe.
Biztonsagi okokbdl ennek legjobb mddja, ha elészor eltavolita a fecskendd tijét,
leveszi a harom QF-CMV vérvételi cs6é kupakjat, majd betdlt a csévekbe 1-1 ml vért
(a cs6 oldalan talalhato fekete jelzésig). A csévek kupakjat gondosan vissza kell zarni,
majd az alabbi médon keverést kell végezni. Mivel az 1 ml-es csévek a vért viszonylag
lassan veszik fel, a cs6 latszolagos telitédése utan még 2-3 masodpercig tartsa
a csovet a tlin, hogy biztosan meglegyen a megfelelé mennyiség.

Az 1 ml-es toltési mennyiséget a csé oldalan feltintetett fekete jelzés mutatja.
A QF-CMV vérvételi csdvek névleges térfogattartomanya 0,8-1,2 ml. Ha barmely
cs6ben a vér nem kozeliti meg a jelzést, Uj vérmintat kell venni.
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Ha a vérvétel szarnyas tlvel torténik, akkor a QF-CMV vérvételi csévek megtoltése
el6tt egy hajlékony csé el6tdltése szikséges, hogy a levett vér mennyisége biztosan
elegendé legyen.

A masik lehet6ség, hogy a vért egy A&ltalanos, antikoagulansként litium-heparint
tartalmazo vérvételi csébe veszik le, és innen toltik at a QF-CMV vérvételi csdvekbe.
Csak litium-heparin hasznalhat6 a vérben antikoagulansként, mivel mas antikoagulansok
zavart okoznak az assay-ben. Toltsén fel egy vérvételi csévet (minimum 5 ml
mennyiséggel), és a csd tdbbszori atforditasaval oszlassa el benne a heparint. Ezt az
eljarast vérvételre kiképzett személynek kell végeznie. A vért szobah&mérsékleten
(22 £ 5 °C-on) kell tarolni addig, amig a QF-CMV vérvételi csdvekbe nem toltik
inkubalasra; az inkubalast feltétleniil meg kell kezdeni a vérvételt koveté 16 éran belll.

2. Kozvetlenil a QF-CMV vérvételi csovek megtoltése utan razza meg a csoOveket
10 alkalommal elég er6sen ahhoz, hogy a csovek teljes belsé felszinére jusson vér,
és igy leoldja a cséfalon talalhaté antigéneket.

A vérvételi csoveknek feltdltéskor 17-25 °C kozotti hémérsékletiinek kell lennidk.

A tulsagosan erGs razas a gél felszakadasat okozhatja, és helytelen eredményekhez
vezethet.

Ha a vérvétel litum-heparinos cs6be tértént, a mintat a QF-CMV vérvételi csévekbe
attoltés el6tt egyenletesen fel kell keverni. Kozvetlenul az attoltés elétt ovatos
atforditasokkal gondoskodjon rdla, hogy a csOvekben a vér alaposan fel legyen
keverve. Toltson (QF-CMV vérvételi csbvenként egy-egy) pontosan 1 ml-es
mennyiséget a megfelelé null-, CMV-antigén és mitogéncsébe. Ehhez aszeptikus
technikat kell alkalmazni, a megfelelé biztonsagi eljarasokat betartva. Tavolitsa el
mindharom QF-CMV vérvételi csé kupakjat, majd t6ltsén mindegyikbe 1 ml vért (a cs6
oldalan talalhato fekete jelzésig). A csbévek kupakjat gondosan vissza kell zarni, majd
a fenti médon fel kell keverni tartalmukat.

3. Feliratozza a csdveket a tartalmuknak megfelel6en.

Gondoskodjon réla, hogy az egyes csoévek (null, CMV-antigén, mitogén) a cimkéjik
alapjan vagy mas modon azonosithaték legyenek.

4. A feltoltést, felrazast és cimkézést kdvetben a csdveket a leheté leghamarabb, de
legkésébb a vérvételt6l szamitott 16 6ran belil 37 + 1 °C-os inkubatorba kell helyezni.
Az inkubalasig a csOveket szobahémérsékleten (22 + 5 °C-on) kell tartani.
A vérmintakat nem szabad hiteni vagy fagyasztani.
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Eljaras

. fazis: A vér inkubalasa és a plazma elvalasztasa

A csoveket ALLITVA, 37 £ 1 °C hdmérsékleten kell inkubalni 16—24 éran keresztil.
Inkubélaskor sem CO2, sem parasitas nem szukséges.

Fontos: Ha a vért nem azonnal a levételt kdvetden inkubdljak, a cséveket az inkubalas
elétt 10-szer atforditva Ujra kell keverni.

Inkubalas utan és centrifugalas el6tt a vérvételi csovek 4-27 °C kozott legfeljebb
3 napig tarolhatok.

A 37 °C-on torténé inkubalas utan a csoveket a plazma elvalasztasa céljabol
2000-3000 RCF (g) fordulatszamon 15 percig kell centrifugalni. A szeparator gél
elkuléniti a sejteket a plazmatél. Ha ez nem térténik meg, a csdveket ujra kell
centrifugalni.

A plazma centrifugalas nélkil is elvalaszthatd, de ilyenkor fokozottan tgyelni kell arra,
hogy kdzben a vérsejtek ne keveredjenek fel.

A centrifugalas és az elvalasztas kozott el kell keriilni a plazma felkeverését a pipetta
fel-le mozgatasaval vagy barmilyen mas moédon. A teljes eljaras soran meg kell 6rizni
a gélfellilet sértetlenségét.

Fontos: A plazmat csak pipettaval szabad elvalasztani.

A plazmamintak kézvetlenll attdltheték a centrifugalt vérvételi csévekbél a QF-CMV
ELISA lemezre, automatikus ELISA munkaallomas hasznalata esetén is.

A plazmamintak a centrifugalt QF-CMV vérvételi csévekben 2-8 °C kozott legfeljebb
28 napig, elvalasztva —20 °C alatt (lehet6ség szerint —70 °C alatt) hosszu ideig
tarolhatok.

Megfelel6 tesztmintat legalabb 150 pl plazma elvalasztasaval lehet nyerni.
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2. fazis: QuantiFERON-CMV ELISA human IFN-y teszt

Az ELISA elvégzéséhez sziikséges anyagokhoz lasd: ,A kit tartalma” (8. oldal) és
~SzUkséges, de nem biztositott anyagok” (9. oldal).

1.

Felhasznalas el6tt minden plazmamintat és a konjugatum 100x% koncentratum
kivételével minden reagenst szobahémérsékletre (22 + 5 °C-ra) kell hozni. Legalabb
60 percet kell hagyni a hékiegyenlitédésre.

Vegye ki a keretb6l a nem szikséges ELISA lemezcsikokat, ezeket zarja vissza
a foliatasakba, majd felhasznalasig helyezze vissza a hiitétt taroldba.

Legaldbb egy csikkal szdmoljon a QF-CMV ELISA standardokhoz, plusz a vizsgalt
betegek szamanak megfelel§ szamu csikkal. Hasznalat utan a tobbi csik szamara
Orizze meg a keretet és a fedelet.

Oldja fel a Human IFN-y standardot az Uveg cimkéjén feltiintetett mennyiségi
ioncserélt vagy desztillalt vizzel. Ovatosan, minimalis habképzédéssel keverje fel
a standardot, amig teljesen fel nem oldédik. Az IFN-y standard megadott térfogatra
torténd feloldasa 8,0 1U/ml koncentracioju oldatot képez.

Megjegyzés: A (kitben Iévd) human IFN-y standard feloldasi térfogata tételenként eltér.

A feloldott standard alkalmazasaval készitsen z6ld higitéval (Green Diluent, GD) négy
IFN-y-koncentraciobol allé  higitasi sorozatot (1. abra, kovetkez6 oldal). Az
S1 (1. standard) koncentracidja 4,0 IU/ml, az S2 (2. standard) koncentracioja 1,0 1U/ml,
az S3 (3. standard) koncentracidja 0,25 IU/ml, az S4 (4. standard) koncentracidja pedig
0 IU/ml (csak GD). A standardokat legalabb két parhuzamossal kell tesztelni. Minden
ELISA munkamenethez friss higitast kell késziteni a kitben l1évé standardbal.
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Példa a két parhuzamossal mért standardoknal alkalmazott eljarasra

Példa a két parhuzamossal mért standardoknal alkalmazott eljarasra
A Cimkézzen fel négy csovet: S1, S2, S3, S4
B Toltsén 150 pl GD-t az S1, S2, S3 és S4 csébe
(o} Toltsdn 150 pl-t a kitben 1évé standardbol az S1 cs6be, és alaposan keverje 6ssze
D Toltson at 50 pl-t az S1-b6l az S2 csdébe, és alaposan keverje dssze
E Toltson at 50 pl-t az S2-b6l az S3 csdébe, és alaposan keverje dssze
F A GD szolgal magaban nullstandardként (S4)
= &
150 pl 50 pl 50 pl
— e —_—
Feloldassal 1. standard 2. standard 3. standard 4. standard
el6készitett 4,0 IU/ml 1,0 1U/ml 0,2 1U/ml 0 1U/ml
Standardkit (z6ld higito)

1. abra. A standard gorbe elkészitése higitasi sorozattal.

4. Oldja fel a liofilizalt konjugatum 100x koncentratumot 0,3 ml ioncserélt vagy desztillalt
vizzel. Ovatosan, minimalis habképzédéssel keverje fel a konjugatumot, amig teljesen
fel nem oldodik.

A konjugatum készre higitasahoz higitsa fel a kivant mennyiség( feloldott konjugatum
100% koncentratumot z6ld higitéval (lasd 1. tablazat, kdvetkezd oldal).

Keverje fel alaposan, de 6évatosan, hogy ne habosodjon fel.
Az esetleg megmaradd konjugatum 100x koncentratumot azonnal vissza kell hiteni
2-8 °C-ra.

Csak z0ld higitot hasznaljon.

17 QuantiFERON-CMV ELISA kézikényv 2019/10



-

. tablazat. A konjugatum készre higitasa

Csikok szama Konjugatum 100x koncentratum mennyisége Z06ld higité mennyisége
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. A vérvételi csOvekbdl elvalasztott, majd lefagyasztott vagy az assay el6tt 24 dranal

hosszabb ideig tarolt plazmamintakat az ELISA lyukakba toltés el6tt alaposan fel kell
keverni.

Fontos: A kozvetlenil a centrifugalt QF-CMV vérvételi csovekbdl attoltott
plazmamintak esetén el kell keriini a plazma felkeveredését. Mindig lgyeljen arra,
hogy a gél felszinén Iévé anyag ne sériljon.
Ha kvantitativ eredményekre van sziikség, a CMV- és mitogéncsében [évé plazmat
1/10 aranyban higitsa zo6ld higitéval (10 ul plazma + 90 pl GD). A nullplazmat nem kell
higitani.
Az alabbi mintakat parhuzamosan ajanlott tesztelni:

Nullminta, CMV-antigén, mitogén, CMV-antigén (1/10), mitogén (1/10)
A QuantiFERON-CMV elemz@szoftver azonban az alabbi mintabeallitasokat is
tdmogatja:

Nullminta, CMV-antigén, mitogén

Nullminta, CMV-antigén (1/10), mitogén (1/10)

Nullminta, CMV-antigén, mitogén, CMV-antigén (1/10)

Nullminta, CMV-antigén (1/10), mitogén
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

Tobbcsatornas pipetta segitségével mérjen be 50 pl frissen készre higitott
konjugatumot a megfelelé ELISA cellakba.

Meérjen be 50 pl vizsgalandé plazmamintat a megfelelé cellakba. Véguil mérjen be 50 pl-t
1-t6l 4-ig az Osszes standardbdl a megfeleld cellakba. A standardokat legalabb két
parhuzamossal kell tesztelni.

Fedje le az ELISA lemezt, és keverje 0Ossze alaposan a konjugatumot és
a plazmamintakat/standardokat mikrolemezrazéval 1 percen at 500 és 1000 rpm
kozott. Kertilje a mintak kifréccsenését.

Fedje le az ELISA lemezt, és inkubalja szobah&mérsékleten (22 + 5 °C-on)
120 5 percen at.

A lemezeket inkubalas alatt nem érheti kozvetlen napfény. A megadott hémérséklet-
tartomanytol valo eltérés hibas eredményekhez vezethet.

Az inkubalas alatt higitsa készre a mosépuffert. Ehhez higitson egy rész mosoépuffer
20x koncentratumot 19 rész ioncserélt vagy desztillalt vizzel, és keverje fel alaposan.

A kit 2 liter készre higitott mosodpuffer elkészitéséhez elegendd mosopuffer
20x% koncentratumot tartalmaz.

Az ELISA lemez inkubalasanak befejezése utan mossa a cellakat 400 pl készre higitott
mosopufferrel legalabb hat cikluson keresztul. Automatikus lemezmosé hasznalata
ajanlott.

Fontos: Az assay megfelelé miikédéséhez nagyon fontos az alapos mosas. Ugyeljen
arra, hogy minden cella szindltig telitédjon a mosépufferrel minden mosasi ciklusban.
Ajanlott egy legalabb 5 masodperces aztatasi id6t hagyni az egyes ciklusok kdzo6tt.

A szennyviztartadlyba normal laboratériumi fertStlenitészert kell télteni, és
a potencidlisan fert6z6 anyagot a szabalyos eljarasok szerint fertétleniteni kell.

A maradék mosopuffer eltavolitasahoz a lemezeket leforditva nedvszivo, szalmentes
kendére kell Gtdgetni. Mérjen be 100 pl enzimszubsztratoldatot minden cellaba, fedje le
a lemezt, és végezzen alapos keverést mikrolemezrazéval 1 percen keresztul, 500 és
1000 rpm kozott.

Fedje le az 6sszes lemezt, és inkubalja 8ket szobah6mérsékleten (22 + 5 °C-on)
30 percen &t. A lemezeket inkubalas alatt nem érheti kdzvetlen napfény.
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15. A 30 perces inkubdlast kdvetden adjon 50 pl enzimledllitd oldatot mindegyik cellahoz
ugyanabban a sorrendben, mint amilyenben a szubsztratot hozzaadta, és végezzen
alapos keverést mikrolemezrazéval, 500 és 1000 rpm kdz6tt.

16. A reakci6 ledllitasat kdveté 5 percen belul mérje meg az 6sszes lyukban az optikai
denzitas (OD) értékét egy 450 nm-es sz(réji és 620-650 nm-es referenciaszirdji
mikrolemezolvaséval. A teszteredményeket az OD-értékekbdl lehet kiszamolni.
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Szamitasok és a teszt értelmezése

A nyers adatok elemzésére és az eredmények kiszamitasara szolgalé QuantiFERON-CMV
elemzdszoftver letdlthetd a QIAGEN webhelyérdl: www.QuantiFERON.com. Ugyeljen ra,
hogy mindig a QF-CMV elemzdszoftver legfrissebb verzidjat hasznalja.

A szoftver ,Az eredmények értelmezése” cimi fejezetben (23. oldal) leirtak szerint elvégzi
az assay mindseégi felllvizsgalatat, létrehozza a standard goérbét, és kiszamitja az egyes
alanyok teszteredményét. A szoftver a QF-CMV ELISA teszt mérési tartomanyaba es6
eredményt ado legkisebb higitast leletezi a higitasi arany figyelembevételével.

A QF-CMV elemz8szoftver alkalmazasa helyett az eredmények az alabbi moddon is
megallapithatok.

Standard gorbe I|étrehozasa (ha nem hasznaljak a QF-CMV
elemzbszoftvert)

Hatarozza meg minden lemeznél a kitben talalhaté standardok parhuzamosainak atlag OD
értékét.

Szerkesszen egy loge—loge) standard gorbét, amely az atlag OD loge) értékét abrazolja
(y tengely) a standardok IU/ml-ben kifejezett IFN-y-koncentracidja loge) értékének
fuggvényében (x tengely), kihagyva a szamitasbdl a nullstandardot. Szamitsa ki
regresszidanalizissel a standardgorbe legjobban illeszked6 vonalat.

Allapitsa meg a standard gérbe segitségével az egyes vizsgalt plazmamintak
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Ezeket a szamitasokat a mikrolemez-olvaséhoz tartoz6 szoftvercsomagokkal, valamint
hagyomanyos tablazatkezel$ vagy statisztikai szoftverekkel (példaul Microsoft® Excel®) is
el lehet végezni. Ajanlatos ezeket a csomagokat hasznalni a regressziéanalizis, valamint
a standardokra vonatkozo6 variacids koefficiens (%CV) és a standard gorbe korrelacios
egyutthatdjanak (r) kiszamitasahoz.

A leletezett eredmény alapjaul a QF-CMV ELISA teszt mérési tartomanyaba esé
eredményt adé legalacsonyabb higitast kell felhasznalni, és sziikség esetén lgyelni kell
a higitasi arany figyelembevételére.

A teszt min6ség-ellenérzése

A teszteredmények pontossaga a standard gorbe pontossagatdl fligg. Ezért
a mintaeredmények értelmezését megelézéen ellendrizni kell a standardokbdl szdrmazé
eredményeket.

Az ELISA teszt érvényességének feltételei:

® Az 1. standardra vonatkozé OD atlagnak = 0,600 értékiinek kell lennie.

® Az 1. és 2. standard parhuzamosainak OD értékéhez tartoz6 %CV < 15% lehet.

® A 3. és 4. standard parhuzamosainak OD értéke nem mutathat 0,040 optikai denzitasi
egységnél nagyobb szorast az atlagértéktdl.

® A standardok atlagos abszorpcids értékébdl szamitott korrelacids egyutthaténak (r)
2 0,98 értékinek kell lennie.

A QF-CMV elemzészoftver kiszamitja ezeket a minéség-ellenérzési paramétereket, és
jelentést készit réluk. Ha a fenti kdvetelmények nem teljeslinek, akkor a teszt érvénytelen,
és meg kell ismételni.

A nullstandardhoz (z6ld higitd) tartozé atlag OD-érték < 0,150 lehet. Ha az atlag OD érték
> 0,150, akkor a lemezmosasi munkafolyamatot felll kell vizsgalni.

QuantiFERON-CMV ELISA kézikényv 2019/10 22



Az eredmeények értelmezese

A QuantiFERON-CMV eredményeinek értelmezését a 2. tabladzat szerepld kritériumok
hatarozzak meg.

2. tablazat. A QuantiFERON-CMV eredmények értelmezése

Nullérté CMV minusz nullminta Mitogen minusz  QF-CMV
k (IU/ml) (IU/ml) nullérték (IlU/ml)* eredmény Jelentés/értelmezés

20,20 és legalabb

a nullértek 25%-a Barmilyen Reaktiv CMV elleni immunitas észlelhet6
<8,0 < 0,20 VAGY 2 0,20 és 20,5 Nem reaktiv CMV elleni immunitas NEM észlelheté
I;lé:_);f/ztit’)nalrullertek <05 Nem Az eredmények alapjan a CMV-reakcio
o-ana ’ eldénthet6* jelenléte nem allapithaté meg
> 8,08 Barmilyen Barmilyen Nem Az eredmények alapjan a CMV-reakcid

eldénthets* jelenléte nem allapithaté meg

* A mitogén pozitiv kontrollra kapott értékek gyakran (és a CMV antigénnél idénként) meghaladhatjak
a mikrolemez-olvasé mérési tartomanyat. Ez a teszteredményeket nem befolyasolja.

T Ha nem all fenn citomegalovirus fertézés gyanuja, az el6sz6r kapott pozitiv eredményeket meg lehet erésiteni
az eredeti plazmamintak két parhuzamosanak a QF-CMV ELISA teszttel végzett ismételt vizsgalataval.
A vizsgalt személyt akkor lehet reaktivnak tekinteni, ha az ismételt teszteléskor legalabb az egyik parhuzamos
pozitiv.

Klinikai vizsgalatok (1) soran a szolid szervtranszplantaltaknal klinikailag relevansnak mutatkozott a nem
eldonthet6 eredmény, amelyben a donor CMV-reaktiv, de a mitogénkontroll 0,5 IU/ml alatt van. Ezeknél
a betegeknél a legnagyobb a CMV kialakulasanak kockazata.

§ A Kklinikai vizsgalatokban az alanyoknak kevesebb mint 0,25%-anal volt a nullérték > 8,0 [U/ml IFN-y.

Megjegyzés: A mért IFN-y szintet a klinikai tlnetekkel, koérel6zménnyel és mas
diagnosztikai értékelésekkel egyitt kell hasznalni a CMV-antigénekre adott immunvalasz
felméréséhez. A QF-CMV nem a CMV-ferté6zés megallapitasara szolgalo teszt, és nem
szabad a CMV-fert6zés kizarasara hasznaini.
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Korlatozasok

A QuantiFERON-CMV teszt eredményeit az alanyok epidemiolégiai kortdrténetét, aktualis
egészségi allapotat és az egyéb diagnosztikai értékeléseket figyelembe véve Kkell
felhasznalni.

Megbizhatatlan vagy nem eldéntheté eredményt okozhatnak a kévetkezdk:

® A QuantiFERON-CMV ELISA terméktajékoztaté altal ismertetett eljarastol valo eltérés
® Tul magas IFN-y-érték a kontrollcsében

® 16 6ranal hosszabb id6 a vérvétel és a 37 °C-os inkubalas kdzott.

Varhato értékek

A QuantiFERON-CMV  alkalmazasaval varhatd  IFN-y-értékek  meghatarozasa
591 egészséges alanytdl szarmazd minta vizsgalataval tértént. 343 minta lett a CMV IgG-re
szeropozitiv, és 248 minta lett szeronegativ. A CMV-szerolégiai allapot a QF-CMV-tesztelés
idépontjdban ismeretlen volt. A CMV-szeronegativ alanyok 248 mintjabdol a vizsgalt
mintak 100%-a (248/248) nem reaktiv volt a QF-CMV ELISA teszttel vizsgalva, azaz az
IFN-y-valaszok értéke < 0,2 IU/ml volt a CMV-antigéncs6ben (a nullértéket kivonva).
A 343 CMV-szeropozitiv alany CMV-antigéncs6ben mért IFN-y-valaszainak eloszlasa
(nullértékkel kisebbitve) a 2. abra lathato.
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2. dbra. A QF-CMV IFN-y-valaszok eloszlasa (nullértéket kivonva) szeropozitiv egészséges alanyokban
(n =343).

A mitogénre adott IFN-y-valaszok eloszlasat (nullértéket kivonva) 733 egészséges felndtt
alany mintaja alapjan allapitottdk meg a QF-CMV ELISA haszndlataval, a CMV IgG
szeroldgia figyelmen kivil hagyaséaval (3. abra). A 0,5 IU/ml alatti mitogéneredmény
(nullértékkel kisebbitve) sikertelen tesztre vagy karosodott immunrendszer( alanyra utal.
Az egészséges népességben 733 eredménybdl csak 2 esett ebbe a kategdriaba.
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3. dbra. A mitogénre adott IFN-y-valaszok eloszlasa (nullértéket kivonva) egészséges alanyokban (n = 733).

A nullcsévekben mért IFN-y-vélaszok eloszlasat 1020 egészséges alany plazmamintaja

alapjan allapitottak meg a QF-CMV ELISA hasznalataval, a CMV IgG szeroldgia figyelmen
kivil hagyasaval (4. abra).

Populacié (%)

50 50,69

40

30 25,59

20 16,37

10
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4. abra. A null IFN-y-valaszok eloszlasa egészséges alanyokban (n = 1020), a populacié szazalékaban
kifejezve.
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Teljesitmenyjellemz6k

Klinikai teljesitmény

A korabbi CMV-expozici6 QF-CMV tesztnél alkalmazhatd kimutatési klszdbértékének
meghatarozasdhoz egy egészséges alanyokbdl &ll6 csoport (n = 223) eredményeit
elemezték ugy, hogy a QF-CMV eredményeket Osszevetették a CMV IgG szeroldgiai
eredményekkel. Az ROC-elemzés kimutatta, hogy a tesztnél a 0,04 IU/ml kiszdbérték
(a nullérték kivonasa utan) optimalis pozitiv és negativ érték-elSjelzést adott a QF-CMV
vonatkozasaban (gorbe alatti terllet = 0,9679 [95%-0s Cl: 0,9442-0,9915, p < 0,0001]),
ezaltal olyan kiszdbértéket képvisel, amely mellett egészséges populaciéban az assay
a leghatékonyabban felelt meg tervezett felhasznalasanak.

A QF-CMV assay teljesitményét a SeraQuest™ CMV IgG-szeroldgiai teszttel
(Quest International) vetették dssze. A QF-CMV assay 95%-0s (294/310 egyén) egyezést
mutatott a CMV 1gG szerologiai teszttel egészséges alanyoknal, és a 149 szeronegativ
donor kozil egy sem mutatott reaktiv eredményt a QF-CMV assay-vel. A 161 szeropozitiv
donor kozil 145 mutatott reaktiv QF-CMV-valaszt. Az Gsszesitett pozitiv egyezés 90%,
mig a negativ egyezési érték 100% volt. A 3. tablazat a QF-CMV-valaszok és a CMV
IgG-szerologiai allapota kdzotti egyezések mértékét tartalmazza egészséges alanyokra.

3. tablazat. Egyezés a QuantiFERON-CMV és a CMV IgG szeroldgiai teszt kozott egészséges alanyokban

CMV-szeroldgia
Pozitiv Negativ Osszesen
Reaktiv 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Nem reaktiv 16 149 165 (53,2%)
Osszesen 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)
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Az assay kuszobértéke

A jelen assay ajanlott klinikai kiiszébértéke 0,2 1U/ml a CMV-antigéncsében (nullértéket
kivonva), de kulonféle klinikai kdrnyezetekben ettél eltéré kiiszobérték is validalhato.

Klinikai vizsgalatok

Mivel a citomegalovirus-fertézés diagnézisanak megerésitésére vagy kizarasara nincs
altalanosan elfogadott moddszer, a QF-CMV szenzitivitdsdnak és specificitasanak
meghatarozaséra nincs gyakorlati eljaras. A QF-CMV specificitasanak és szenzitivitdsanak
értékelésére ezért egészséges alanyoknal a QF-CMV-valaszok és a CMV IgG szerolégiai
allapot kozotti egyezés mértéke szolgalt.

A QF-CMV specificitasanak értékelésére az alpozitiv eredmények (reaktiv
QF-CMV-valaszok) aranyanak értékelése szolgalt korabbi ismert CMV-expozicid nélkili
egészséges donoroknal (CMV IgG szeronegativ egyének). A szenzitivitas értékelésére
korabban ismerten CMV-expozicion atesett (CMV IgG szeropozitiv) egyének egészséges
donormintdiban a QF-CMV-reakciokészség értékelése szolgalt. A QF-CMV kiilénb6zé
CMV-fehérjékbdl nagyszamu CMV-specifikus epitdpot hasznal, ezaltal a populacié széles
kori lefedettségét biztositja a kilénféle HLA 1. osztalyu haplotipusok esetében (a populacié
kb. 98%-at lefedi). Mivel a CMV szeroldgiai vizsgalatban részt vevé alanyok HLA
haplotipusa nem ismeretes, a szeropozitiv mintak egy kis szazalékanal varhaté volt, hogy
nem reagalnak majd a QF-CMV vérvételi csOvekre.

Specificitas

Egy egészséges alanyoktol vett, 591 mintat feldlel§ vizsgalatban CMV IgG-re
szeronegativként tesztelt egyének esetében nem észleltek alpozitiv QF-CMV-eredményt.
A mintak kozul a teszt soran 248/248 bizonyult nem reaktivnak a QF-CMV ELISA teszttel
és negativnak a CMV IgG szeroldgiai teszttel. Ezaltal a QF-CMV- és a CMV IgG-szerologiai
teszttel kapott eredmények 100%-os konkordanciat mutattak.
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A szolid szervtranszplantaltak (1-8.), a haemopoeticus Gssejttranszplantaltak (9, 10) és
a HIV-fert6zottek (11) esetében végzett 6sszes tdbbi specificitasi értékelésnél a QF-CMV
és CMV IgG szeroldgia kdzotti egyezés szintén 100% volt.

Erzékenység

CMV IgG-re szeropozitivnak tesztelt egészséges alanyoktdl szarmazé 343 minta alapjan
végzett vizsgalatban a QF-CMV-valaszok és a CMV IgG szerolégiai eredmények kozotti
egyezés mértéke 80,5% volt. A 343-bdl 276 minta volt reaktiv a QF-CMV teszttel és pozitiv
a CMV IgG szerologiai teszttel. Az észlelt disszonancia oka a hamis pozitiv
CMV-szeroldgia, illetve a valaszképes HLA-tipusok hianya lehet a tesztelt egyénekben.

A szolid szervtranszplantéltak (1-8.), a haemopoeticus Gssejttranszplantaltak (9, 10) és
a HIV-fert6zottek (11) esetében végzett szenzitivitasi vizsgalatoknal az egyezés mértéke
alacsonyabb volt. Ennek oka az alpozitiv CMV-szeroldgia, a reakcioképes HLA-tipusok
hianya a tesztelt egyénekben, illetve a reaktiv T-sejtek immunszuppresszié miatti hianya
lehet.

A klinikai hasznossagot kiemeld tanulmanyok

Alkalmazasi terllete szerint mind a CMV IgG szeroldgiai teszt, mind a QF-CMV teszt
a CMV-immunitas kimutatasara szolgal. Transzplantacié alkalmaval a CMV-szerologiat
széles korben alkalmazzak atlltetés el6tt a poszttranszplantaciés CMV-komplikaciok
kockazatanak felmérésére, de az atiiltetést kovetéen kevés haszna van. A QF-CMV
alternativaként szolgalhat a transzplantaltak esetén a CMV-immunitas szintjének
felmérésében olyan betegek esetén, akik immunszuppresszié miatt ki vannak téve
a tunetekkel jar6 CMV-fert6zésnek és/vagy -megbetegedésnek (12—15.).

A QuantiFERON-CMV hasznossagat szamos publikalt klinikai vizsgalat igazolta
a transzplantaltak kilénféle csoportjaira vonatkozéan (1-11., 15, 16).
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Egy széles kor(, 108 szolid szervtranszplantalton végzett vizsgalat (4) eredménye szerint
a CMV elleni profilaxis elvégzésekor reaktiv QF-CMV eredményl betegek korében
jelentésen alacsonyabb a késébbi CMV-megbetegedések ardnya (3,3% vagy 1/30;
0,2 IU/ml kiszobértékkel), mint a nem reaktiv QF-CMV eredményl betegeknél (21,8%
vagy 17/78, p = 0,044) (5. abra).

®

Kés6bbi CMV betegségek bekdvetkezési aranya (%)
25 22,9

20
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53

Nem reaktiv (n = 70) Reaktiv (n = 38)

p = 0,038
Profilaxis vége CMI (IFN-y, IU/ml)
0,1 IU/ml cut-off pont

0 ‘ T

Késobbi CMV betegségek bekdvetkezési aranya (%)
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5 33

Nem reaktiv (n = 78) Reaktiv (n = 30)

p = 0,044
Profilaxis vége CMI (IFN-y, 1U/ml)
0,2 IU/ml cut-off pont

5. abra. A profilaxis végeztével a QuantiFERON-CMYV teszttel reaktiv és a QuantiFERON-CMV teszttel nem
reaktiv betegek késébbi CMV megbetegedési hanyadanak 6sszevetése. Kumar és mtsai. altal k6zolt adatok
alapjan (4).
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Tovabba azon CMV-szeronegativ, de CMV-pozitiv donortdl szarmazoé szervet kapé (D+/B-)
szervatiltetett betegek gyakrabban és hosszabb ideig kertilték el a CMV-megbetegedést,
akiknek a profilaxis végeztével a QF-CMV-eredménye reaktiv volt. Ez azt jelzi, hogy
a QF-CMV segitségével azonositani lehet azokat, akiknél fennall a késébbi
CMV-megbetegedés kockazata.

Ez a vizsgélat arra is ramutatott, hogy ebben a szervatiltetett betegeket tartalmazé
csoportban, amelyben a betegek esetében a CMV-betegség (D+/R-) kialakulasa
a legmagasabb volt, a profilaxist kdvetéen barmikor kapott reaktiv eredmény azt jelentette,
hogy nagyobb eséllyel kertilik el a CMV-betegséget.

Egy 37 szervétiltetetten (6) végzett vizsgalat szerint a CMV-specifikus CD8*
T-sejt-valaszainak QF-CMV-vel végzett vizsgalata a CMV-virémia ndvekedését kdvetben
segitett elérejelezni a spontan virusiritést a CMV betegség kialakulasaval szemben.
Ebben a vizsgalatban 24/26 (92,3%) QF-CMV szerint ,reaktiv’ paciens (IFN-y 2 0,2 1U/ml
kiiszébérték mellett) spontan uritette a CMV virust, mig ugyanez mindéssze 5/11 (45,5%)
QF-CMYV szerint ,nem reaktiv” paciens esetén tortént meg.

Egy 67 tudéatiltetettre kiterjedd, poszttranszplantaciés CMV-virémias epizédokat (7)
értékeld vizsgalat szerint a CMV-virémias epizodok 18/25 (72%) részét nem reaktiv
QF-CMV-eredmény el6zte meg, ugyanakkor 4/16 (25%) aranyban el6zte meg reaktiv
QF-CMV-eredmeény (Fisher-féle egzakt teszt, p = 0,0046, 6. abra).
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HCMV DNAemia epizédok szazalékos
aranya > 1000 kopia/ml virusterheléssel (%)
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6. abra. A QuantiFERON-CMV altal kimutatott CMV-specifikus CD8* T-sejt-valaszok és a CMV-virémia
kialakulasanak statisztikai elemzése (Fisher-féle egzakt teszt, p = 0,0046). Weseslindtner és mtsai. (7) altal
ko6zolt adatok alapjan.

Egy széles korli, 127 CMV-szeronegativ, de CMV-szeropozitiv donortél szarmazo6 szolid
szerv atlltetésben részesiilt betegen végzett, tobb kézpontu prospektiv vizsgalatban (8),
ahol minden beteg antiviralis profilaxisban részesiilt, kimutattak, hogy a CMV elleni
profilaxis befejezése utan tetszéleges id6pontban elvégzett QF-CMV teszt szerint
(0,1 1U/ml kiszobértéek mellett) reaktiv eredménnyel rendelkezd betegek esetében
jelentésen kisebb aranyban fordult el6 késébbi megbetegedés az atiltetést kdvetd
12 hénap alatt (6,4%), mint a nem reaktiv (22,2%) és a nem elddnthet6 (58,3%, p < 0,001)
QF-CMV-eredménnyel rendelkezd betegeknél. Ha a hatarozatlan eredményt is ,nem
reaktiv’ eredménynek vessziik, akkor a késébbi CMV betegségek bekdvetkezési aranyai:
6,4% vs. 26,8%, p = 0,024 esetén. A QF-CMV eredmény CMV-betegség elleni védelemre
vonatkozd pozitiv és negativ prediktiv értéke 0,90 (95%-os Cl: 0,74-0,98) és 0,27
(95%-0s CI: 0,18-0,37) volt. A vizsgalati eredmények szerint a profilaxis utani QF-CMV
teszt alkalmas annak el6rejelzésére, hogy a beteg kis, kdzepes vagy nagy kockazatnak
van kitéve a késébbi CMV-megbetegedés szempontjabdl.
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Egy 55 szolid szervtranszplantalton végzett, a transzplantacié el6tti QF-CMV-eredmény és
az atiltetést kovetd CMV-replikacios esetek kozotti Osszefliggést elemzé prospektiv
vizsgalat (8) megallapitotta, hogy gyakrabban fordult el6 transzplantacié utani
CMV-replikacio azoknal a CMV-szeropozitiv transzplantaltaknal, akiknél az atiltetés el6tti
QF-CMV-eredmény (0,2 IU/ml kuszobértékkel) nem reaktiv volt (7/14 vagy 50%), mint
azoknal a CMV-szeropozitiv transzplantaltaknal, akiknél az atlltetés elétti
QF-CMV-eredmény reaktiv volt (4/30 vagy 13,3%, p = 0,021).

Ez a vizsgalat megallapitotta, hogy a CMV-replikacio kockazata tizszerese volt azon
atultetés el6tt nem reaktiv QF-CMV-eredményl implantaltaknal, akik CMV-szeropozitiv
donortél kaptak szervet azokhoz az implantaltakhoz képest, akiknek atiltetés el6tti
QF-CMV-valasza reaktiv volt (korrigalt OR 10,49, 95%-o0s CI| 1,88-58,46). Ezaltal egy
atultetés el6tt végzett QF-CMV assay hasznos lehet az atiiltetés utdni CMV-replikacio
kockazatanak elérejelzésében, és ily moédon lehetévé teheti a CMV-fertézés szervatiltetést
kévetd egyéni kezelését.

Szamos mas, mar elvégzett (2, 3, 5, 9, 10, 15, 16) vagy jelenleg folyamatban |évé vizsgalat
iranyul vilagszerte a transzplantaltak koérében végzett QF-CMV altal kimutatott
CMV-specifikus CD8* T-sejt-valaszok értékelésére.
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Szolid szervtranszplantaltak citomegalovirusos eseteinek
kezelésére vonatkozo kdzos nemzetkdzi iranyelvek

A CMV-specifikus immunvizsgalat fontossagat az Updated International Consensus
Guidelines on the Management of Cytomegalovirus in Solid Organ Transplantation (Szolid
szervtranszplantaltak citomegalovirusos eseteinek kezelésére vonatkozo atdolgozott kézos
nemzetkdzi iranyelvek) ciml kiadvanyban ismerték el és publikaltak (12). Ezek
a The Transplantation Society (transzplantacids tarsasag) The Infectious Diseases Section
(fert6z8 betegségek szekcioja) altal Osszeadllitott szakértSi testllet altal létrehozott,
a CMV-re és a szervatiltetésre vonatkozdé nemzetkdzi iranyelvek bizonyitékokon és
szakérGi véleményeken alapuld kdzds iranyelvekkel szolgalnak a CMV-intézkedésekkel
kapcsolatosan: diagnozis, immunoldgia, megel6zés és kezelés.

Az iranyelvek leszbégezik, hogy ,a CMV-specifikus T-sejt-valaszok immunvizsgalata
alkalmas a szervatiltetést koveté CMV-kockazat eldrejelzésére, és alkalmas lehet
a profilaxis és a megel6z§ terapiak iranyanak kijelolésére” (12).

Emellett az iranyelvek az idedlis immunvizsgélati assay tulajdonsagaira vonatkozé
ajanlasokat is tartalmaznak, amelyek szerint az ilyen teszt:

® Képesség a transzplantalt személy CD4* és CD8* T-sejtieinek mennyiségének és
funkcidjanak felmérésére

® Képes mérni az IFN-y értékét

® [Egyszerlen elvégezhetd, kodltséghatékony és reprodukalhaté

® ROvid id6n belll elvégezhet6

® | ehet6vé teszi a mintak egyszerl szallitasat specializalt referencialaboratériumokba

A QF-CMV lényegében az iranyelvekben meghatarozott 6sszes kdvetelménynek megfelel,
és az egyetlen standardizalt, IFN-y kimutatasara alkalmas, CMV-specifikus
immunvizsgalati assay.
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Az assay teljesitmeényjellemzéi

A QF-CMV ELISA rekombinans human IFN-y standardot hasznal, amelyet referencia [FN-y
készitményhez képest vizsgaltak (NIH ref.: Gxg01-902-535). A tesztmintak eredményeinek
leletezése nemzetkdzi egységben (IU) torténik, a kithez biztositott masodlagos standard
higitasanak tesztelésével készitett standard gérbéhez képest.

Bizonyos egyének szérumaban vagy plazmajaban talalhaté heterofil (pl. human
egérellenes) antitestekrdl ismert, hogy befolyasoljak az immunoldgiai assay-ket. A heterofil
antitestek QF-CMV ELISA tesztre gyakorolt hatasat a zd6ld higitbhoz adott normal
egérszérum és a mikrolemezek cellait bevond, IFN-y-befogd antitestként alkalmazott
F(ab')2 monoklonalis antitest-fragmentumok minimalizaljak.

A QF-CMV ELISA kimutatasi hatara 0,065 IU/ml, és semmi sem utal kioltasi effektusra,
még akar 10 000 IU/ml IFN-y-koncentracio mellett sem. A QF-CMV ELISA antitestekrol
kimutattak, hogy nem Iépnek Kkeresztreakcidba a vizsgalt citokinekkel, beleértve
a kovetkezoket: IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 és IL12.

plazmapool 6t parhuzamosat helyezték véletlenszerlien az ELISA lemezre. A linearis
regresszidés egyenes meredeksége 1,002 + 0,011, korrelaciés egyitthatéja 0,99 volt
(7. abra).
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IFN-y meghatarozott szintje
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7. abra. A QF-CMV ELISA linearitasi profilja 11 ismert IFN-y-koncentraciéju plazmaminta 6t parhuzamosanak
tesztelése alapjan.

A QF-CMV ELISA teszt reprodukalhatéosagat 20 kulénb6z6 IFN-y-koncentracioju
plazmaminta alapjan értékelték; a mérés harom parhuzamossal, harom laboratériumban,
harom nem egymast kdveté napon, harom kezel6vel tértént. Ennek megfeleléen minden
mintat kilenc fliggetlen assay-futtatasban, 0sszesen 27 alkalommal teszteltek. Az egyik
minta 0,08 (95%-os Cl: 0,07-0,09) IU/ml szamitott IFN-y-koncentraciéju nullkontroll volt.
A masik 19 plazmaminta koncentraciojanak értéktartomanya 0,33 (95%-os Cl: 0,31-0,34)
és 7,7 IU/ml (95%-os Cl: 7,48-7,92) k6z6tt volt.

A futtatason bellli és az assay-n belili pontatlansag kozelité értékét az egyes lemezek
futtatésa esetén (n = 9) az IFN-y-tartalmu tesztplazmak %-os CV-értékeinek atlagolasaval
kaptak meg; az értékek a 4,1-9,1% CV tartomanyba estek. A futtatason bellli atlagos %CV
(£ 95%-o0s ClI) értéke 6,6 + 0,6% volt. A nulla IFN-y-tartalmu plazma atlaga 14,1 %CV volt.

Az Osszesitett és az assay-k kozotti pontatlansagot plazmamintanként a 27 kildnféle
szamitott IFN-y-koncentracio 6sszevetésével hataroztak meg; az értékek a 6,6-12,3 %CV
tartomanyba estek. Az Osszesitett atlagos %CV (x 95%-os Cl) értéke 8,7 + 0,7% volt.
A nulla IFN-y-tartalmu plazma 26,1 %CV értéket adott. Ez egy varhat6 szint(i ingadozas,
mert a szamitott IFN-y-koncentracié alacsony értékl, és az alacsony értékl becslilt
koncentracidk ingadozasa mindig nagyobb, mint a magasabb koncentracioké.
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Technikai tudnivalok

Nem eldonthetdé eredmények

A nem elddnthetd eredményt a tesztalany immunallapota vagy szamos technikai tényez4 is
okozhatja:

® 16 6ranal hosszabb idd a vérvétel és a 37 °C-os inkubalas kdzott
® A vér eldirt tartomanyon (22 £ 5 °C) kiviil es6 hémérsékleten tarolasa
® A vérvételi csévek nem megfelel6 keverése

® Az ELISA lemez nem megfelel6 mosasa

A vérmintak levételekor vagy kezelésekor elkdvetett technikai hibak gyanuja esetén a teljes
QF-CMYV tesztet meg kell ismételni Uj vérmintakkal. Az el6irt ELISA-eljarastdl valo barmely
eltérés gyanuja esetén a stimulalt plazmak ELISA tesztelése megismételhetd. Az alacsony
mitogénértékbdl eredd nem eldéntheté eredmények valésziniileg a teszt megismétiésekor
sem szlinnek meg, csak akkor, ha az ELISA futtatasakor hiba tortént.

Alvadt plazmamintak

A plazmamintak hosszl idén at vald tarolasakor fibrinalvadékok kialakulasa esetén
centrifugalja a mintat a vérrdgok Ulepitéséhez és a plazma pipettazasanak
megkonnyitéséhez.
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Hibaelharitasi utmutato

Ez a hibaelharitasi utmutaté barmely felmerild hiba esetén segithet a megoldasban.
Részletesebb uUtmutaté taldlhatdé a www.QuantiFERON.com oldalon a Technical
Information (Technikai tudnivalék) menlpontban. Az elérhetéségek a hatsé boriton
talalhatok.

Megjegyzések és javaslatok

Alacsony optikai denzitasi értékek a standardoknal

a) Standardhigitasi hiba Ellenérizze, hogy a QF-CMV ELISA kézikdnyvben foglaltak szerint tortént-e
a készletben 1év6 standard higitasa.
b) Pipettazasi hiba A pipettdkat mindig a gyart6i utasitasok betartasaval kell kalibralni és
alkalmazni.
c) Tul alacsony inkubacios Az ELISA inkubalasat szobahémérsékleten (22 + 5 °C) kell végezni.
hémérséklet
d) Tul révid inkubacios id6é A konjugatumot, a standardokat és a mintdkat tartalmazé lemezt

120 + 5 percen at kell inkubalni. Az enzimszubsztratoldatot 30 percen at kell
a lemezen inkubalni.

e) Nem megfelel6 sziré A lemezbeolvasasnak 450 nm-en kell térténnie 620-650 nm-es szlirével.
a lemez leolvasasanal

f)  Tul hideg reagensek A konjugatum 100%  koncentratum  kivételével minden reagenst
szobahdmeérsékletre kell hozni az assay megkezdését megel6zéen. Ehhez
korilbelll 1 6ra szikséges.

g) A kit vagy osszetevdi lejartak  Ugyelien ra, hogy a kitet a lejarati idén beliil hasznalja fel. A feloldott
standardot és konjugatum 100x koncentratumot a feloldas datumat kdvetd
3 honapon bellil fel kell hasznalni.

Nem specifikus szin kialakulasa

a) A lemez nem megfeleld A lemezt legaldbb hat alkalommal kell mosni, cellanként 400 pl
mosasa mosopufferrel. Az alkalmazott moséberendezéstdl fliggéen hatnal tobb
mosasi ciklusra is szikség lehet. Ajanlott legalabb 5 masodperces aztatasi

id6ét hagyni az egyes ciklusok kozott.

b) Az ELISA lemez tesztlyukai A kockazat minimalizalasa érdekében Ulgyelijen a mintak pipettazasakor és
kozotti keresztszennyez6dés keverésekor.

c) Akitvagy dsszetevéi lejartak  Ugyelien ra, hogy a kitet a lejarati idén beliil hasznalja fel. A feloldott
standardot és konjugatum 100x koncentratumot a feloldas datumat kovetd
3 hénapon bell fel kell hasznalni.
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Megjegyzések és javaslatok

d) Az enzimszubsztratoldat Kékes elszinez6dés esetén a szubsztratot artalmatlanitani kell. Ugyeljen
szennyezett a reagenstartalyok tisztasagara.

e) Elvalasztas elott felkeveredik A plazmamintakat mindig 6vatosan kell levalasztani a gél felettrdl, fel-le
a plazma a centrifugalt pipettazas nélkil, végig gondosan megdrizve a gélfellilet sértetlenségét.
csovekben

Magas hattérérték

a) A lemez nem megfeleld A lemezt legaldbb hat alkalommal kell mosni, cellanként 400 pl
mosasa mosopufferrel. Az alkalmazott moséberendezéstdl fliggéen hatnal tobb
mosasi ciklusra is szukség lehet. Ajanlott legalabb 5 masodperces aztatasi

id6ét hagyni az egyes ciklusok kozott.

b) Tul magas inkubacios Az ELISA inkubalasat szobahémérsékleten (22 + 5 °C) kell végezni.
hémérséklet

c) A kit vagy 6sszetevéi lejartak  Ugyelien ra, hogy a kitet a lejarati idén beliil hasznalja fel. A feloldott
standardot és konjugatum 100x koncentratumot a feloldas datumat kovetd
3 hénapon belll fel kell hasznalni.

d) Az enzimszubsztratoldat Kékes elszinez6dés esetén a szubsztratot artalmatlanitani kell. Ugyelien
szennyezett a reagenstartalyok tisztasagara.

Nem lineéris standard gorbe és a parhuzamosok kozti variabilitas

a) A lemez nem megfeleld A lemezt legaldabb hat alkalommal kell mosni, cellanként 400 pl
mosasa mosopufferrel. Az alkalmazott mosdberendezéstél fliggéen hatnal tébb
mosasi ciklusra is szlkség lehet. Ajanlott legalabb 5 masodperces aztatasi

idét hagyni az egyes ciklusok koézott.

b) Standardhigitasi hiba Ugyeljen ra, hogy a jelen terméktajékoztatéban foglaltak szerint térténjen
a kit standardjanak higitasa.

c) Elégtelen keverés A reagenseket a lemezre mérésik el6tt alaposan fel kell keverni atforditassal
vagy dvatos vortexeléssel.

d) Nem egyenletes pipettdzds A mintdk és a standardok bemérését folyamatosan kell végezni. Minden
vagy az assay reagenst el6 kell késziteni az assay megkezdése el6tt.
eldkészitésének
megszakitasa

A termékekre vonatkozo tajékoztatdk és technikai utmutatdék ingyenesen beszerezhetdk
a QIAGEN vallalattdl, a teriletileg illetékes forgalmazotdl, illetve a www.QuantiFERON.com
weboldalrol.
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Szimbolumok

A csomagolason és a cimkéken a koévetkez6 szimbélumok szerepelhetnek:

[
N
3
=3
o
c
3

Szimbé6lum meghatarozasa

I
m

e EEEE

) \\./,;
/%

E:

EC | REP |

<N> reakciéhoz elegendd reagenst tartalmaz

Lejarati datum

CE-jeldlés

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz

Katalogusszam

Tételszam

Anyagszam

Globalis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

Hémérsékleti korlatozas

Tilos Gjrafelhasznalni

Napfénytdl védve tartando

Olvassa el a hasznalati Gtmutato6t

Gyarto

Hivatalos képvisel6 az Eurdpai K6zosségben
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Kapcsolatfelvételi adatok

Miszaki segitségnyujtasért és tovabbi informacidkért tekintse meg miiszaki tAmogatasunk
weblapjat a www.qiagen.com/Support cimen, hivja a 00800-22-44-6000 telefonszamot,
vagy fordulion a QIAGEN valamelyik miszaki szervizosztalyahoz vagy a terlletileg
illetékes forgalmazéhoz (lasd a hatsoé boritdon vagy a www.qgiagen.com webhelyen).
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Roviditett ELISA teszteljaras

1. fazis: A vér inkubalasa

1. Vegye le a betegtdl a vért a vérvételi csdvekbe, és razza fel
a csOveket tiz (10) alkalommal kell6 erdvel ahhoz, hogy a
csovek telijes belsé felszinére jusson vér, és igy leoldja a
cséfalon talalhat6 antigéneket.

2. A csoveket allé helyzetben inkubalja 37 £ 1 °C-on 16-24 6ran
keresztil.

3. Inkubdlds utan centrifugalja a csOveket 15 percig

2000-3000 RCF (g) fordulatszdmon, hogy a plazma és f&

a vorosveértestek elvaljanak.
4. A centrifugalas és az elvalasztas kozott keriini kell a plazma /
felkeverését a pipetta fel-le mozgatasaval vagy barmilyen mas

modon. A teljes eljaras soran meg kell &rizni a gélfeliilet
sértetlenségét.

2. fazis: IFN-y ELISA

1. Legalabb 60 percen keresztil engedje, hogy az ELISA L
Osszetev6i a konjugatum 100x koncentratum kivételével 1-:00

felvegyék a szobah6mérsékletet.
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2. Oldja fel a készletben 1évé standardot 8,0 IU/ml mennyiségre
desztillalt vagy ioncserélt vizzel. Készitsen négy (4) higitast
a standardbal.

3. Rehidratalja a liofilizalt konjugatum 100x koncentratumot
desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

4. Higitsa készre a konjugatumot a zdld higitéval, majd mérjen
beléle 50 yl mennyiséget minden tesztlyukba.

5. Mérjen 50 pl plazmamintat és 50 pl standardot a megfeleld
cellakba. Keverje fel razégéppel.

6. Inkubalja 120 percig szobah&mérsékleten.

7. Mossa a tesztlyukakat legaldbb 6 alkalommal, tesztlyukanként
400 pl mosopufferrel.

8. Toltson 100 pl enzimszubsztratoldatot a lyukakba. Keverje fel
razogéppel.

9. Inkubalja 30 percig szobahémérsékleten.
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10. Toltsdbn 50 pl enzimledllité oldatot a lyukakba. Keverje fel
razégeéppel.

11.Olvassa be az eredményeket 450 nm-en 620-650 nm-es
referenciaszirével.

g

H' N
N\
12. Elemezze az eredményeket. [
L
=
[ BEEEEEEEER, \
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A kézikonyv atdolgozasi el6zményei

Dokumentum Médositasok Datum
L1075110-R06 Sziikséges, de nem biztositott anyagok, lemezfedelek hozzaadva, 2019. oktéber
9. oldal
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Ezt az oldalt szandékosan hagytuk Uresen
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Ezt az oldalt szandékosan hagytuk Uresen
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Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Csoport); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

A QuantiFERON-CMV ELISA korlatozott licencszerzédése
A termék hasznalataval a termék vasarloja vagy felhasznaloja elfogadja a kovetkezo feltételeket:

1. Aterméket kizardlag a hozza tartozé protokollok és a jelen kézikonyv szerint, valamint a panelhez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képezd termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a panelhez tartozé 6sszetevéket a termékhez mellékelt protokollokban, a jelen
kézikényvben és a www.giagen.com webhelyen elérhetd tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a panelhez tartoz6 dsszetevokbe beépitsék vagy
azokkal egyiitt hasznaljak. E kiegészité protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaloi bocsatottak rendelkezésre a QIAGEN felhasznaloi szamara. A QIAGEN nem
végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal jotallast ezekért a protokollokért, és nem garantalja azt sem,
hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

2. Azitt leirt licenceken kiviil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a panel és/vagy ennek hasznalata nem sérti harmadik felek jogait.
3. Apanel és dsszetevoinek licence csak egyszeri hasznalatra jogosit; Ujrafelnasznalésa, felljitasa vagy Ujraértékesitése tilos.
4. A QIAGEN egyértelmiien elutasit minden mas (kifejezett vagy hallgatolagosan beleértett) licencet, amelyet kiilén nem nyilvanitott ki.

5. A panel vasarldja és felhasznaloja elfogadja, hogy semmilyen olyan Iépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan lépés megtételét, amely
a fentiekben el6irtak megszegéséhez vezet vagy azt elésegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon
keresztiili érvényesitésére és a korlatozott licencre vonatkozo jelen szerzédés vagy a panellel és/vagy 6sszetevéivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog
érvényesitése céljabol inditott peres eljarassal kapcsolatban felmeriilé 6sszes vizsgalati és perkoltség kovetelésére, beleértve az ligyvédi koltségeket is.

A frissitett licencfeltételekért lasd: www.qgiagen.com.

© 2019 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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