2018 m.kovas

QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA
pakuotes informacinis lapelis \/ 2% 96

IFN-y gryno kraujo testas reakcijai j jgimto ir jgyto imuniteto

stimuliatorius nustatyti
1 versija

Skirtas ,in vitro® diagnostikai
€3
0650-0201

u QIAGEN, 19300 Germantown Road

Germantown, MD 20874, JAV

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden, VOKIETIJA
1079024LT leid. 03

QIAGEN®

[:E] www.QuantiFERON.com

www.QuantiFERON.com






Turinys

Numatytoji paskirtis

Tyrimo santrauka ir paaiskinimas
Tyrimo principai
Tyrimo trukmé

Komponentai ir laikymo saglygos
Batinos, bet nepateikiamos priemonés
Sandéliavimas

Perspéjimai ir atsargumo priemonés
|spéjimai
Atsargumo priemonés

Méginiy paémimas ir apdorojimas

Naudojimo instrukcija

Skaiciavimas ir rezultaty aiSkinimas
Standarto kreivés sudarymas
Testo kokybés patikrinimas
Rezultaty aiskinimas

Apribojimai

Efektyvumo charakteristikos
Klinikinés studijos
Tyrimo atlikimo charakteristikos

Techniné informacija
Sukreseéje plazmos meginiai

Trikéiy Salinimo vadovas

Literatuira

Simboliai

Kontaktiné informacija

Trumpas testo procediiros aprasas

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA pakuotés informacinis lapelis 03/2018

0 00 o O o A~ M

10

11
13
16
22
22
23
23
24
25
25
30
31
31
32
34
35
35
36



Numatytoji paskirtis

QuantiFERON stebéjimo tyrimas (QFM) — tai ,.in vitro® diagnostikos testas,
skirtas Igsteliniam imunitetui nustatyti, iSmatuojant gama interferono (IFN-y)
kiekj plazmoje imunofermentinés analizés (ELISA) metodu po gryno
heparinizuoto kraujo inkubavimo jgimto ir jgyto imuniteto stimuliatoriais.
Tyrimas skirtas Igstelinei imuninei reakcijai nustatyti organizmuose zmoniy,
kuriems buvo persodinti vientisi organai ir kuriy imunitetas slopinamas.

QFM turi bati naudojamas kartu atliekant rizikos jvertinimg ir kitus medicininius
bei diagnostinius tyrimus.

Tyrimo santrauka ir paaiskinimas

Imunodeficitas apibldinamas kaip sumazéjes pajégumas efektyviai sukelli
imunine reakcijg. Tokia susilpnéjusi ar neegzistuojanti reakcija gali kilti dél
pirminio ar jgyto (antrinio) imunodeficito (1).

Pirminis imunodeficitas yra genetiSkai paveldimas. Jis apibtdinamas skirtingy
jgytos ar jgimtos imuninés sistemos komponenty trikumu (1). Nepaisant to,
dazZniausiai imunodeficitas yra jgyjamas (antrinis) ir jj gali paskatinti pato-
geninés medZziagos, vaistai (pavyzdziui, imunitetg slopinantis gydymas po
organy persodinimo), ligos (pavyzdziui, vézZys: leukemija ir limfoma) arba
aplinkos tersalai (1).

Imunodeficito molekuliné bazé yra jvairi, taCiau stebimuose klinikiniuose
atvejuose lgstelinis imunitetas vaidina svarbiausig skatinamajj vaidmen;.
Siuo metu imunodeficito sindromy diagnostika ir valdymas priklauso nuo
juos sukélusiy veiksniy (2, 3).

PavyzdZziui, specifinis valdymas stebint Igstelinio imunodeficito bakle tiriamy
asmeny, kuriems buvo atliktas vientisy organy persodinimas (VOP) ir kurie
gauna imunine sistemg slopinanciy vaisty, yra norma. Tiriamo asmens
imuniné reakcija paprastai matuojama, stebint vaisty lygj ir mediciniskai /
patologiSkai vertinant persodinto organo funkcionavimg (2, 3).

Keli T Igsteliy veikimo testai matuoja Igstelinio imuniteto reakcijg j mitogenus,
pvz., fitohemagliutining (PHA), iS fitolakos augalo iSgaunamus mitogenus ir
konkavaling A (ConA), taCiau jie matuoja tik T Igsteliy funkcinj pajégumg ir

tai yra tik vienas lgsteliy, dalyvaujanciy Igsteliniame imunitete, pogrupis.
Atsiranda vis daugiau jrodymy, kad jgimto imuniteto mechanizmai daro didele
jtakg organizmo apsaugai veikdami vieni arba stiprindami specifines T Igsteliy
reakcijas. Todél funkcinés jgimty (baltyjy kraujo kaneliy) ir jgyty (T Igsteliy)
imuninés sistemos lgsteliy reakcijos kartu sukuria visapusiskesne Igstelinio
imuniteto analize (2, 3).

QFM — tai ,in vitro® diagnostikos testas, naudojantis stimuliatoriy derinj
(LyoSphere™ granulés pavidalu), kuris specialiai stimuliuoja skirtingy tipy
|lgsteles, dalyvaujancias ir jgimtoje, ir jgytoje imuninéje sistemoje. Tiriamojo
funkciné imuniteto bisena vertinama matuojant jgimtos ir jgytos imuninés
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sistemos reakcijg | stimuliacijg, atitinkamai naudojant transmembraniniy
atpazinimo receptoriy (TLR) ir T Igsteliy receptoriy (TCR) agonistus. Gama
interferono (IFN-y) nustatymas ELISA metodu pateikia ir kokybinj, ir kiekybinj
Igstelinio imuniteto funkcijos jvertinima.

Tyrimo principai

QFM tyrime naudojami liofilizuoti stimuliatoriai (QFM LyoSpheres™), kuriy
pridedama j gryng heparinizuotg kraujg. Kraujo surinkimo inkubavimas trunka
nuo 16 iki 24 valandy. Tada paimama plazma ir patikrinama, ar joje yra IFN-y,
kuris susidaré reakcijos j stimuliatorius metu.

QFM testas atliekamas etapais. Pirmiausia j QFM kraujo surinkimo megintuvél;
surenkamas kraujas. Tada j mégintuvélj jdedama QFM LyoSphere granulé ir
jis kaip jmanoma greiciau (per 8 val. nuo surinkimo) inkubuojamas, esant

37 °C temperatirai. Po 16—24 val. inkubavimo laikotarpio mégintuvéliai
centrifuguojami, atskiriama plazma, naudojant ELISA metodg iSmatuojamas
IFN-y kiekis (pateikiama tarptautiniais vienetais viename mililitre — [U/ml) ir jis
palyginamas su jvairiomis numatytomis reikSmemis, kurios apibudina tiriamojo
imuninés sistemos reakcijg.

QFM - tai tyrimas, kuris pateikia tiek kokybinj, tiek kiekybinj imuniteto funkcijos
jvertinimg. QFM rezultatai gali tiesiogiai nejvertinti imuninés sistemos
slopinimo lygio.

IFN-y kiekis plazmos meéginiuose daznai gali virSyti daugelio ELISA skaitytuvy
ribas, net jei asmeny imunitetas yra tik Siek tiek slopinamas. Rekomenduo-
jama plazmos meéginius Zaliame skiediklyje atskiesti santykiu 1 su 10 ir (arba)
1 su 100 ir istirti juos ELISA metodu kartu su neskiesta plazma.

Pastaba: QFM tyrimo slenkstis gali priklausyti nuo tiriamojo imuniteto slopinimo
lygio ir atskiry organo persodinimo parametry.

Zr. $ios pakuotés informacinio lapelio 23 psl. esantj skyriy ,Rezultaty
aiSkinimas® ir suzinokite, kaip interpretuojami QFM rezultatai.

Tyrimo trukme

Toliau rasite informacijg apie apytiksliai nustatytg QFM tyrimo trukme. Taip pat
nurodoma, kiek laiko reikia méginiy paketui testuoti.

Kraujo mégintuvéliy inkubavimas 37 °C temperatiroje: nuo 16 iki 24 val.

ELISA: apytiksliai 3 val. vienai ELISA plokstelei
(daugiausia 88 méginiai)

< 1 val. darbo
plius 10—-15 min. kiekvienai papildomai plokstelei
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Komponentai ir laikymo salygos

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalogo Nr. 0650-0701
Paruosimy skaicius 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 buteliuky
QuantiFERON Monitor LyoSpheres pakuotés 1

informacinis lapelis

QuantiFERON Monitor kraujo surinkimo mégintuvéliai

Katalogo Nr. 0650-0101
Paruosimy skaicius 100
QuantiFERON Monitor kraujo surinkimo mégintuvéliai 100 mégintu
(baltas dangtelis, baltas Ziedas) véliy
QuantiFERON Monitor kraujo surinkimo meégintuvéliy 1

pakuotés informacinis lapelis

6 QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA pakuotés informacinis lapelis 03/2018



QuantiFERON Monitor 2 ploksteliy komplekto ELISA 2 ploksteliy

komponentai komplektas
ELISA
Katalogo Nr. 0650-0201
Mikroplokstelés juostelés, 12 x 8 duobutés 2 rinkiniai
(padengtos ne Zmogaus IFN-y monokloniniu antikinu Mikroplokstelés
(peliy)) juostelés
(12 x 8)
IFN-y Standard, lyophilized (IFN-y standartas, liofilizuotas) 1 buteliukas
(sudétyje yra rekombinantinio Zmogaus IFN-y, galvijy (8 1U/ml
kazeino, 0,01 % w/v timerosalio) po atkdrimo)
Green Diluent (Zalias skiediklis) 1 %30 ml
(sudétyje yra galvijy kazeino, normalaus peliy serumo, buteliukas
0,01 % w/v timerosalio)
Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1%x0,3ml
(Konjugatas 100x koncentratas, liofilizuotas) po atkdrimo
(ne Zzmogaus IFN-y (peliy) HRP; sudétyje yra 0,01 % w/v
timerosalio)
Wash Buffer 20x Concentrate 1 %100 ml

(Plovimo buferis 20x koncentratas)
(pH 7,2; sudétyje yra 0,05 % v/v ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Fermento substrato tirpalas) 1 % 30 ml
(sudétyje yra H202, 3,3’, 5,5 tetrametilbenzidino)

Enzyme Stopping Solution (Fermento stabdymo tirpalas) 1x15 ml
(sudétyje yra 0,5 M H2SO4)*

QuantiFERON Monitor ELISA pakuotés informacinis 1
lapelis

* Sudetyje yra sieros rugsties. Atsargumo priemones Zr. 11 psl.
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Butinos, bet nepateikiamos priemonés
37 °C inkubatorius®; CO2 nebdtinas
Kalibruotos reguliuojamojo tdrio pipetés*

Kalibruota daugiakanalé pipetét tariui nustatyti (nuo 50 pl iki 100 pl)
su vienkartiniais Svirkstais
Mikroploksteliy kratytuvast

Dejonizuotas arba distiliuotas vanduo (2 litrai)

Mikroploksteliy plovimo aparatas (rekomenduojamas automatizuotas
plovimo aparatas)

Skaitymo jrenginys mikroplokstelémst su 450 nm filtru ir 620-650 nm
referencijos filtru

Graduotas cilindras (matavimo cilindras)
Nepukuotas, sugeriantis ranksluostis

Sandéliavimas

Kraujo surinkimo mégintuvéliai

QFM kraujo surinkimo mégintuvélius laikykite 4—-25 °C temperatiroje.
Kraujo surinkimo ir maiSymo metu QFM kraujo surinkimo mégintuvéliai
turi bati 17-25 °C temperatiros.

LyoSpheres
QFM LyoSpheres granules laikykite 2—8 °C temperatiroje.

ELISA komplekto reagentai
ELISA komplekto reagentus laikykite Saldytuve, 2—8 °C temperatiroje.
Fermento substrato tirpalg visada saugokite nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

*  Isitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Atkurti ir nepanaudoti ELISA reagentai
Nurodymus, kaip atkurti ELISA reagentus, zr. ,2 etapas. IFN-y ELISA®, 17 psil.

Sandéliuojant 2-8 °C temperatiroje, atkurtas komplekto standartas gali
bati laikomas iki 3 ménesiy.

UZraSykite komplekto standarto atkdrimo data.

Nepanaudotas konjugatas (100x koncentratas) po atkarimo turi bati vél
sandéliuojamas 2—-8 °C temperatiroje ir sunaudojamas per 3 ménesius.

UZrasSykite konjugato atktrimo datg.

Naudoti paruo$tas konjugatas turi bati sunaudojamas per 6 valandas po
paruoSimo (zr. 1 lentele).

Naudoti paruostg plovimo buferj kambario temperatiroje (22 £ 5 °C)
galima laikyti ne ilgiau nei dvi savaites.
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Perspéjimai ir atsargumo priemonés

Skirtas ,,in vitro*“ diagnostikai

Dirbdami su chemikalais, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
muvekite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS).

Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF formatu internete
www.qgiagen.com/safety — Cia galite rasti, perziaréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.

Ispéjimai

QFM — tai tyrimas, kuris pateikia tiek kokybinj, tiek kiekybinj imuniteto
funkcijos jvertinimg. QFM rezultatai gali tiesiogiai nejvertinti imuninés
sistemos slopinimo lygio.

Nustatant paciento imuniteto biseng, QFM tyrimo rezultatai turéty bati
naudojami, kartu atsizvelgiant j klinikinius simptomus, medicinine
istorijg ir kitus klinikinius rodiklius.

QFM tyrimo slenkstis gali priklausyti nuo tiriamojo imuniteto slopinimo
lygio ir atskiry organo persodinimo parametry.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Atsargumo priemonés

Skirtas tik ,in vitro“ diagnostikai.

laikykite potencialiai uzkre¢iamais. Laikykités atitinkamy
kraujo ir kraujo produkty apdorojimo rekomendacijy. Su
krauju ar kraujo produktais susijusius méginius ir medziagas
iSmeskite atsizvelgdami j Salies ir vietinius reikalavimus.

c ISPEJIMAS: Zzmogaus kraujo ir plazmos méginius visada

QuantiFERON Monitor ELISA komponentams taikomos toliau iSvardytos
pavojingumo ir atsargumo frazes.

Pavojingumo frazés

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
] (QuantiFERON fermento stabdymo tirpalas)

Sudétyje yra: sulfuric acid. Atsargiai! Gali ésdinti metalus. Dirgina oda.
Sukelia smarky akiy dirginimg. Mavéti apsaugines pirstines/ dévéti
apsauginius drabuzius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON fermento substrato tirpalas)

Atsargiai! Nestipriai dirgina odg. Mavéti apsaugines pirstines/ dévéti
apsauginius drabuzius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON 2zalias skiediklis)

Sudeétyje yra: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulpho-
phenylazo)pyrazole-3-carboxylate. Sudétyje yra: tartrazine. Atsargiai!
Gali sukelti alergine odos reakcijg. Maveti apsaugines pirstines/ dévéti
apsauginius drabuzius/ naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON plovimo buferis (20x koncentratas)

Sudétyje yra: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and
2-Methyl-2H-isothiazol-3-one (3:1). Kenksminga vandens organizmams,
sukelia ilgalaikius pakitimus. Saugoti, kad nepatekty j aplinka.
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Daugiau informacijos
Saugos duomeny lapuose: www.giagen.com/safety

Nukrypimai nuo QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA pakuotés
informaciniame lapelyje apra8ytos instrukcijos gali lemti klaidingus
rezultatus. PrieS naudojimg atidziai perskaitykite instrukcijas.

Svarbu: prie$ naudojimg patikrinkite buteliukus. Nenaudokite, jei ant
Conjugate, IFN-y Standard arba QFM LyoSphere buteliuko arba guminio
sandariklio matomi pazeidimo pozymiai. Nenaudokite pazeisty
buteliuky. Saugiai iSmeskite buteliukus, laikydamiesi tinkamy atsargumo
priemoniy. Rekomendacija: kad nesusizalotuméte | metalinio Conjugate,
IFN-y Standard arba QFM LyoSphere dangtelio krasta, atidarydami
buteliukus naudokite specialy atidarytuva.

Nenaudokite ELISA komplekto, jei kuris nors reagento buteliukas yra
pazeistas ar iStekéjes.

Nenaudokite ir nemaisSykite mikroploksteliy juosteliy, IFN-y standarto,
zalio skiediklio ar konjugato (100x koncentrato), paimty i$ skirtingy
QFM ELISA komplekty siunty. Kitus reagentus (plovimo buferj (20x
koncentratg), fermento substrato tirpalg, fermento stabdymo tirpalg)
galima imti i§ skirtingy komplekty, jei reagenty galiojimo laikas yra
tinkamas ir jraSoma partijos informacija.

Nepanaudotus reagentus ir biologinius meéginius iSmeskite laikydamiesi
vietiniy ir Salies asmeninés saugos ir aplinkosaugos jstatymuy.

Nenaudokite QFM kraujo surinkimo mégintuvéliy, QFM LyoSpheres
buteliuky ar QFM ELISA pakuociy, pasibaigus jy galiojimo laikui.

Jsitikinkite, kad laboratorijos jranga buvo sukalibruota / patikrinta
tinkamai naudoti.
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Meéginiy paémimas ir apdorojimas

QFM tyrimas turi bati atliekamas tik naudojant gryng kraujg, kuris buvo
surinktas j li¢io heparino kraujo surinkimo mégintuvélj arba tiesiai j QFM kraujo
surinkimo mégintuveélj. Vienam testui reikia 1 ml gryno kraujo. Kraujo surinkimo
mégintuvéliai turi bati tinkamai pazyméti, nurodant kraujo surinkimo laika.

Svarbu: QFM kraujo meéginiy stimuliacija (t. y. QFM LyoSphere granulés
jdéjimas j 1 ml kraujo alikvotg) ir jy vélesné inkubacija, esant 37 °C
temperatdrai, turi bati atliekama per 8 val. nuo kraujo surinkimo.

PrieS inkubavima kraujo méginius laikykite kambario temperataroje
(225 °C).

Optimalis rezultatai yra pasiekiami laikantis Siy procedury:

1. Pazymékite mégintuvélius tinkamomis etiketémis.

Pasirtpinkite, kad kiekvienas QFM kraujo surinkimo mégintuvélis baty
tinkamai pazymétas ir nurodyta informacija apie tiriamajj ir kraujo
surinkimo laika.

2. IS kiekvieno tiriamojo paimkite po 1 ml veninio kraujo tiesiai j QFM
kraujo surinkimo mégintuvélj. Sig procediira turéty atlikti kvalifi-
kuotas flebotomijos specialistas.

Svarbi pastaba: kraujo surinkimo metu mégintuvéliai turi bati 17-25 °C
temperatdros.

QFM kraujo surinkimo meégintuvélius galima naudoti iki 810 metry aukstyje
virs jaros lygio.

1 ml mégintuvéliai kraujg jtraukia palyginti létai, todél, kai atrodys, kad
pasiektas reikiamas uzpildymo lygis, mégintuvélj reikia palikti ant adatos
dar 2—-3 sekundes. Taip tikrai bus surinktas reikiamas kiekis.

Juoda Zzymé ant QFM kraujo surinkimo mégintuvélio Soninés etiketés rodo
1 ml uzpildymo tarj. QFM kraujo surinkimo mégintuveliai skirti paimti

1 ml £ 10 % ir optimaliai veikti Siame diapazone. Jei kraujo lygis nepatenka
] linija pazymeétg intervalg, reikia imti naujg kraujo mégin;.

Jei kraujui surinkti naudojama ,drugelio® tipo adata, prie§ naudodami QFM
kraujo surinkimo mégintuveélius papildomu kraujo surinkimo mégintuveliu
patikrinkite, ar jungiamasis vamzdelis uzpildytas krauju.

Jei QFM kraujo surinkimo mégintuvéliai naudojami didesniame nei

810 metry aukstyje arba surenkama per mazai kraujo, surinkite kraujg
SvirkStu ir iS karto perpilkite 1 ml kraujo j QFM kraujo surinkimo
meégintuvélj. Saugumo sumetimais reikéty nuimti Svirksto adatg. Taciau
imkités atitinkamy atsargumo priemoniy. Nuimkite QFM kraujo surinkimo
mégintuveélio dangtelj ir pripildykite 1 ml kraujo (iki juodos Zymos, esancios
ant Soninés mégintuvelio etiketés, vidurio). Uzdenkite dangtelj ir maiSykite,
kaip nurodyta toliau.
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Jei naudojate turniketg, jddre j veng adatg atlaisvinkite jj, kad nepakisty
spaudimas ir kraujo Kiekis.

Kraujg taip pat galima surinkti naudojant jprastg kraujo surinkimo mégin-
tuvélj, pripildyta liCio heparino, kuris veikia kaip antikoaguliantas, tada
perpilti jj ] QFM kraujo surinkimo mégintuvelj. Kaip kraujo antikoaguliantg
naudokite tik li¢io heparing, nes kiti antikoaguliantai trukdo tyrimui.
UZpildykite kraujo surinkimo mégintuvélj (min. 3 ml tario) ir atsargiai
sumaisykite pavartydami jj kelis kartus, kad heparinas istirpty. Laikykite
kraujg kambario temperattroje (22 £ 5 °C) prie$ perpildami jj j QFM kraujo
surinkimo mégintuvélius, kuriuose jis bus stimuliuojamas, naudojant QFM
LyoSphere. Prie$ pat kraujo paskirstymg, atidZiai sumaiSykite kraujo
méginius atsargiai juos pavartydami. Perpilkite 1 ml kraujo alikvoto j QFM
kraujo surinkimo meégintuvélj. Perpylimg atlikite steriliai, laikydamiesi
atitinkamy atsargumo priemoniy. Nuimkite QFM kraujo surinkimo megin-
tuvélio dangtel; ir papildykite 1 ml kraujo (iki juodos Zymos, esancios ant
Soninés megintuvélio etiketés, vidurio). Uzdenkite mégintuvéliy dangtelius
ir maisykite, kaip nurodyta toliau.

Pripilde mégintuveélius kelis kartus juos atsargiai pavartykite, kad
iStirpty heparinas.

Svarbu: per stipriai pakracius gali bati suardytas gelis ir taip iSkreipti
rezultatai.

PrieS pat naudojima palikite QFM LyoSpheres pastovéti kambario
temperatiiroje (22 £ 5 °C).

Steriliai jdékite vieng QFM LyoSphere granule j 1 ml kraujo.
Atidarykite kraujo surinkimo mégintuvél;.

Atsargiai pastuksenkite QFM LyoSphere buteliukg j kietg pavirsiy, kad
QFM LyoSphere granulé atsirasty ant buteliuko dugno. Atidarykite QFM
LyoSphere buteliukg, pirmiausia nuimdami metalinj dangtelj, o tada —
guminj kaistj.

Atsargiai jdékite QFM LyoSphere granule j 1 ml kraujo méginj, priglaus-
dami stiklinio buteliuko krastg prie QFM kraujo surinkimo meégintuvélio
krasto ir atsargiai paversdami buteliukg, kad QFM LyoSphere granulé
jkristy j QFM kraujo surinkimo mégintuvélj (zr. 1 pav.).

Svarbu: jei QFM LyoSphere granulé nepataikys jkristi j QFM kraujo
surinkimo mégintuvelj, iSmeskite jg ir atidarykite kitg QFM LyoSphere
buteliuka.

Svarbu: nepalikite QFM LyoSphere buteliuko atidaryto ilgg laikg. QFM
LyoSphere granule reikéty jdéti j kraujg i$ karto atidarius buteliuka.

Jei QFM LyoSpheres granulés dedamos j kraujg, kuris buvo surinktas
j QFM kraujo surinkimo mégintuvélius, pasiripinkite, kad mégintuvéliy
dangteliai buty uzdeéti ant tinkamy méginiy.
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1 pav. QFM LyoSphere granulés jdéjimas. ﬂ QFM kraujo surinkimo mégintuvélis ir QFM
LyoSphere buteliukas. B Nuimkite QFM kraujo surinkimo mégintuvélio dangtelj ir QFM

LyoSphere buteliuko metalinj dangtelj bei guminj kaistj. |8 Nedelsdami jdékite QFM
LyoSphere granule j krauja, suliesdami stiklinio buteliuko ir surinkimo mégintuvélio krastus.

Tada atsargiai apverskite buteliuka, kad LyoSphere granulé patekty j surinkimo
megintuvél;. E Uzdarykite QFM kraujo surinkimo megintuvélj ir papurtykite jj 5—10 karty.

6. Uzdarykite QFM kraujo surinkimo meégintuvélj ir papurtykite jj
5-10 karty pakankamai stipriai, kad QFM LyoSphere granulé visisSkai
istirpty.
Jei QFM LyoSphere granulé prilimpa prie meégintuvélio vidinio pavirSiaus,
ja galima istirpdyti apvertus mégintuvélj, kad granulé blty padengta krauju.
|déje QFM LyoSphere granule uzdarykite megintuvélj, kad j tg patj megin-
tuvelj netyCia nebity jdéta dar viena LyoSphere granulé.

Pastaba: QFM LyoSphere granulé yra balta, todél iStirpusios jos kraujyje
nesimatys.
Svarbu: per stipriai pakracCius gali bati suardytas gelis ir taip iSkreipti
rezultatai.

7. |déjus ir istirpdzius QFM LyoSphere granules, QFM kraujo surinkimo

mégintuvéliai turi bati kuo grei€iau (ne véliau kaip per 8 valandas nuo
kraujo surinkimo) perkelti j inkubatoriy (37 * 1 °C).
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Naudojimo instrukcija
1 etapas. Kraujo méginio inkubavimas ir plazmos paémimas

Pateikiamos priemonés

B QFM kraujo surinkimo meégintuvéliai (Zr. ,Komponentai ir laikymo
salygos®, 6 psl.)

Butinos, bet nepateikiamos priemonés
m Zr. Batinos, bet nepateikiamos priemonés®, 8 psl.

Procedura

1. Inkubuokite QFM kraujo surinkimo mégintuvélius, kuriuose yra 1 ml
kraujo alikvoto su QFM LyoSphere granule, VERTIKALIOJE padétyje
16-24 val., esant 37 * 1 °C temperatirai.

Pastaba: CO; arba drékinimas inkubuojant néra reikalingas.

Po inkubavimo ir prie$ atliekant centrifugavimg QFM kraujo surinkimo
mégintuvélius galima laikyti 4—27 °C temperataroje ne ilgiau nei 3 dienas.

2. Atlikus inkubacija, 15 min. centrifuguojant QFM kraujo surinkimo
mégintuvélius 2 000-3 000 x g (RCF) galingumu, paimama plazma.
Susidarant gelio kamsg¢iui lIastelés atsiskiria nuo plazmos. Jei tai
nejvyksta, dar kartg centrifuguokite mégintuvélius.

Plazmg galima paimti ir be centrifugavimo, taCiau tai reikia daryti labai
atsargiai, kad paimant plazmos nebuty sujudintos Igstelés.

3. Plazmos méginj visada imkite naudodami pipete.

Svarbu: po centrifugavimo ir prie$ plazmos paémimg kiekvienu atveju
venkite meginius traukyti pipete aukStyn ir zemyn arba plazmg sumaisyti.
Visuomet dirbkite kruopsciai, kad nesujudintuméte medzZiagos prie gelio
pavirSiaus.

Plazmos meéginiai i$ centrifuguoty QFM kraujo paémimo megintuvéliy gali
bati perkelti tiesiai ] QFM ELISA plokstele. Tai galioja ir tais atvejais, kai
yra naudojami ELISA automatai.

Plazmos méginiai 2—8 °C temperattroje gali bati laikomi iki 28 dieny; arba
paémus plazmg jg galima laikyti dar ilgiau —20 °C temperatdroje. Paimty
plazmos méginiy alikvotus pries padedant saugoti batina sandariai
uzdaryti.

Jei imate plazmos méginius, paimkite bent 150 pl plazmos, jei reikéty
atlikti papildomy testy.

IFN-y kiekis plazmos méginiuose daznai gali virSyti daugelio ELISA skaity-
tuvy ribas, net jei asmeny imunitetas yra tik Siek tiek slopinamas.
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Rekomenduojama plazmos meginius Zaliame skiediklyje atskiesti santykiu
1:10 ir (arba) 1:100 ir istirti juos ELISA metodu kartu su neskiesta plazma
(2r. ,2 etapas. IFN-y ELISA®).

2 etapas. IFN-y ELISA

Pateikiamos priemonés

B QuantiFERON Monitor 2 ploksteliy komplektas ELISA (Zr. ,Komponentai ir
laikymo saglygos*, 6 psl.)

Butinos, bet nepateikiamos priemonés
B Zr. Bitinos, bet nepateikiamos priemonés®, 8 psl.

Paruosimas

IFN-y kiekis plazmoje dazZnai gali virSyti daugelio ELISA skaitytuvy ribas, net jei
asmeny imunitetas yra tik Siek tiek slopinamas. Rekomenduojama plazmos
meéginius Zaliame skiediklyje atskiesti santykiu 1:10 ir (arba) 1:100 ir istirti juos
ELISA metodu kartu su neskiesta plazma.

Kai paciento imunitetas yra labai nuslopintas, gali pakakti paruosti ir istirti tik
neskiestos plazmos méginj, kad bty gautas kiekybinis rezultatas.

Pastaba: méginio rezultatai, patenkantys j QFM ELISA diapazong (t. y. dau-
giausia 10 IU/ml), turéty bati naudojami rezultatams aiskinti. Maziausias
atskiedimo koeficientas, pagal kurj sugeneruojamas j QFM ELISA diapazong
patenkantis rezultatas, turi bati naudojamas kaip pateiktas rezultatas
(atsizvelgiant j atskiedimo koeficientg), jei neskiestos plazmos rodiklis virSija
QFM ELISA diapazong.

Procedura

1. Visi plazmos méginiai ir reagentai, iSskyrus konjugato 100x koncen-
trata, prieS naudojima turi pasiekti kambario temperatirg (22 = 5 °C).
Temperatirai iSlyginti skirkite ne maziau nei 60 minucéiy.

2. Nereikalingas juosteles iSimkite iS mikroplokstelés rémelio, jdékite
jas atgal j folijos pakuote ir iki naudojimo laikykite Saldytuve.
Maziausiai vieng juostele paskirkite QFM standartams ir paimkite dar
pakankamg juosteliy skaiCiy tiriamiems pacientams. Po naudojimo rémel;
ir dangtelj palikite kitam kartui su likusiomis juostelémis.
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3. Atkurkite liofilizuota IFN-y standarta su ant buteliuko etiketés
nurodytu dejonizuoto arba distiliuoto vandens kiekiu. Atsargiai
maisykite buteliuko turinj (vengdami puty susidarymo) ir jsitikinkite,
kad turinys visai iStirpes. Atkurus standartg iki nurodyto tirio,
gaunamas tirpalas, kurio koncentracija yra 8,0 IU/ml.

Svarbu: atkurto IFN-y standarto tdris partijose bus skirtingas. Reikiamg
dejonizuoto arba distiliuoto vandens kiek] rasite ant buteliuko etiketés.

Atkurtg komplekto standartg naudokite norédami paruosti 1:2 skiedimo,
tada 1:4 skiedimo serijg i§ IFN-y Zaliame skiediklyje (ZS) (zr. 2 pav.).
S1 (1 standarto) sudétyje yra 4,0 1U/ml, S2 (2 standarto) sudétyje yra
1,0 IU/ml, S3 (3 standarto) sudétyje yra 0,25 IU/ml, o S4 (4 standarto)
sudétyje yra 0 1U/ml (tik ZS). Standartai turéty bati istirti du kartus.
Kiekvienam ELISA seansui paruoskite naujus komplekto standarto
skiedinius.

Rekomenduojama procedira dvigubam standartui
UzZraSykite ant 4 mégintuvéliy: S1, S2, S3, S4.
Jpilkite 150 ul ZS j S1, S2, S3, ir S4.
|pilkite 150 pl komplekto standarto j S1 ir kruopSciai sumaisykite.

o o

o o

Perkelkite 50 ul i§ S1 | S2 ir kruop$cCiai sumaisykite.

@

Perkelkite 50 ul i§ S2 j S3 ir kruopSd&iai sumaisykite.
f. Tik zalias skiediklis (ZS) veikia kaip nulinis standartas (S4).

e
s — —
53
150 pl 50 pl 50 pl
e — o
Atkurtas 1 standartas 2 standartas 3 standartas 4 standartas

komplekto 4,0 IU/ml 1,0 IU/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml
standartas Zalias skiediklis

2 pav. Standarto kreivés paruosimas.

4. Atkurkite liofilizuotg konjugato 100x koncentratg su 0,3 ml dejoni-
zuoto arba distiliuoto vandens. Atsargiai sumaisykite buteliuko turinj
(vengdami puty susidarymo) ir jsitikinkite, kad konjugatas visiSkai
iStirpo.

Naudoti tinkamg konjugatg pagaminsite skiesdami reikiamg atkurto
konjugato 100x koncentrato kiekj Zaliu skiedikliu (1 lentelé. Konjugato
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paruosSimas). Nesunaudotg konjugato 100x koncentratg nedelsiant
grazinkite j 2—8 °C temperatlrg. Skiesdami naudokite tik zalig skiedikl].

1 lentelé. Konjugato paruosimas

Juosteliy skaiéius Konjugato Zalio skiediklio
100x koncentrato kiekis
kiekis
2 10 pl 1,0 mi
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 mi
5 25 i 2,5 mil
6 30 pl 3,0 ml
7 35 pl 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 ul 45 mil
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Jei naudojate plazmos méginius, paimtus i$ kraujo surinkimo
mégintuvéliy ir tada laikomus arba uzsaldomus, pries pridédami
i ELISA duobutes juos sumaisykite.

Svarbu: jei plazmos méginiai dedami tiesiai i$ centrifuguoty QFM
meégintuveéliy, plazmos maisyti nereikéty. Visuomet dirbkite kruopsciai,
kad nesujudintuméte medziagos prie gelio pavirSiaus.

6. Rekomenduojama: praskiesti plazmos méginius santykiu 1:10.
Jpilkite 90 pl Zalio skiediklio (ZS) j mégintuvélj, ant kurio nurodyta
paciento informacija ir santykis ,1:10.
Tada jpilkite 10 pl sumaisyty plazmos méginiy (informacijos apie
sumaisytus plazmos meginius ir méginius, kurie buvo jpilti tiesiai
IS centrifuguoty QFM meégintuvéliy zr. 5 veiksme).
Gerai sumaiSykite naudodami pipete stengdamiesi, kad
nesusidaryty putos.
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7. Rekomenduojama: praskiesti plazmos méginius santykiu 1:100.
Paruosti santykiu 1:10 praskiestg méginj (zr. anksciau aprasytg
6 veiksmg).
Jpilkite 90 pl Zalio skiediklio j mégintuvélj, ant kurio nurodyta
paciento informacija ir santykis ,,1:100"

|pilkite 10 pl méginio, praskiesto santykiu 1:10.

Gerai sumaiSykite naudodami pipete stengdamiesi, kad
nesusidaryty putos.
Rekomenduojama: palyginkite Siuos méginius lygiagreciai tokia
tvarka:

neskiestas, 1:10, 1:100

QFM analizés programiné jranga taip pat palaiko ir Sias tiriamojo méginiy
parinktis:

neskiestas
1:10
1:100
1:10, 1:100
neskiestas, 1:10
8. ] atitinkamas ELISA duobutes daugiakanale pipete jpilkite po 50 pl
Svieziai naudoti paruosto konjugato.

9. ] atitinkamas ELISA duobutes daugiakanale pipete jpilkite po 50 pl
plazmos méginio. Tada jpilkite po 50 pl kiekvieno standartinio misinio
nuo 1 iki 4. Standartinius miSinius tirkite du kartus.

10. Kiekvieng plokstele uzdenkite dangteliu ir kruopséiai maisykite
konjugatg ir plazmos meéginius / standartus 1 minute naudodami
mikroploksteliy kratytuva. Stenkités, kad netiksty.

11. Inkubuokite kambario temperatiiroje (22 £ 5 °C) 120 £ 5 minuciy.
Inkubavimo metu ploksteles saugokite nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

12. Inkubacijos metu praskieskite 1 dalj plovimo buferio 20x koncentrato
su 19 daliy dejonizuoto ar distiliuoto vandens ir kruops¢iai
iSmaisykite. IS pateikto plovimo buferio 20x koncentrato galima
pagaminti 2 litrus naudoti tinkamo plovimo buferio.

Duobutes plaukite mikroploksteliy plovimo aparate maZziausiai 6 kartus
naudodami 400 pl tinkamo plovimo buferio. Rekomenduojame naudotis
mikroploksteliy plovimo automatu.

Siekiant tiksliy tyrimo rezultaty labai svarbu kruop$¢iai iSplauti. Kiekvieno
plovimo ciklo metu patikrinkite, ar visos duobutés yra visiSkai uzpildytos
plovimo buferiu. Rekomenduojama: norint gauti geriausig rezultatg, tarp
plovimo cikly duobutes pamirkyti bent 5 sekundes.
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| atliekamy skyscCiy talpyklg jpilkite laboratorijose jprastai naudojamos
dezinfekcinés priemonés ir laikykités nustatyty taisykliy, kaip potencialiai
infekuojanCig medziagg padaryti nekenksminga.

13. Pastuksenkite plokstele duobutémis j apacig ant nepikuoto rank-
Sluoscio, kad buty pasalintas likes plovimo buferis. Tada j kiekvieng
duobute jpilkite 100 ul fermento substrato tirpalo, kiekvieng plokstele
uzdenkite dangteliu ir maiSykite mikroploksteliy kratytuve.

14. Inkubuokite kambario temperatiroje (22 £ 5 °C) 30 minu¢iy.
Inkubavimo metu ploksteles saugokite nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

15. Po inkubavimo j kiekvieng duobute jpilkite 50 pyl fermento stabdymo
tirpalo ir kruopscéiai sumaisykite mikroploksteliy kratytuve.
Fermento stabdymo tirpalg j duobutes reikéty jpilti ta pacia eilés tvarka

ir mazdaug tuo paciu tempu, kaip ir jpilant fermento substrato tirpalg
13 veiksme.

16. Pamatuokite optinj tankj (OT) per 5 minutes nuo reakcijos sustab-
dymo. Naudokite mikroploksteléms skirtg skaitymo jrenginj, kuriame
yra 450 nm filtras ir nuo 620 iki 650 nm referencijos filtras. OT
reikSmés yra reikalingos skai€iuojant rezultatus.
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Skaiciavimas ir rezultaty aiskinimas

QuantiFERON Monitor analizés programine jranga naudojama neapdorotiems
duomenims analizuoti ir rezultatams skaiciuoti. Programine jrangg galite gauti
www.QuantiFERON.com. Bitinai naudokite naujausig QuantiFERON Monitor
analizés programines jrangos versijg.

Naudojant programine jrangg atliekamas tyrimo kokybés kontrolés vertinimas,
sudaroma standarto kreivé ir pateikiamas kiekvieno tyrimo rezultatas pagal
skyriuje ,Rezultaty aiSkinimas® pateiktg metods.

Jei neskiesta plazma virsija virSutine QFM ELISA diapazono ribg

(t. y. >10 1U/ml), QuantiFERON Monitor analizés programiné jranga pateikia
maziausig atskiedimo koeficientg, pagal kurj, atsizvelgiant j atskiedimo
koeficientg, sugeneruojamas | QFM ELISA diapazong patenkantis rezultatas.

UZuot naudojus QuantiFERON Monitor analizés programineg jrangg, rezultatai
gali bati nustatomi ir pagal toliau paaiskintg metoda.

Standarto kreivés sudarymas

(Kai nenaudojama QuantiFERON Monitor analizés programiné jranga)

Nustatykite komplekto standarto pakartojimy vidutines OT reikdmes ant
kiekvienos plokstelés.

Sudarykite loge)-loge) standarto kreive: pazymékite vidutinés OT reik8mes
logee) (y asis) ir standarto IFN-y koncentracijos loge) (x asis), bet j Siuos
skaiCiavimus nejtraukite nulinio standarto. Pasitelke regresijos analize,
apskaiciuokite linijg su labiausiai standarto kreivei tinkanc¢ia forma.

Standarto kreive panaudokite IFN-y koncentracijai (IU/ml) nustatyti kiekvienam
tiriamam plazmos meéginiui, naudodami kiekvieno méginio OT reikSme.

Siems skai¢iavimams gali biti panaudoti programinés jrangos paketai,
gaunami su mikroploksteliy skaitytuvais, taip pat standartinés skaiCiuoklés
arba statistikos programos (pvz., Microsoft® Excel®). Tokiais programinés
jrangos paketais rekomenduojame naudotis atliekant regresijos analize,
skaiCiuojant standarty variacijos koeficientg (%VK) bei koreliacijos
koeficientg (r) standarto kreivei.

Jei neskiesta plazma virSija virSutine QFM ELISA diapazono ribg, pateiktas
rezultatas turi bati vertinamas nuo maziausio atskiedimo koeficiento, pagal
kurj, atsizvelgiant j atskiedimo koeficientg, sugeneruojamas | QFM ELISA
diapazong patenkantis rezultatas.
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Testo kokybés patikrinimas

Testo rezultaty teisingumas priklauso nuo teisingos standarto kreivés suda-
rymo. Todél, prieS pradedant aiskinti testo rezultatus, turi bati patikrinti iS
standarty iSvesti rezultatai.

ELISA galioja, kai:
B 1 standarto vidutiné OT reikSmé privalo bati = 0,600.
B 1ir 2 standarto replikuoty OT reik8miy %VK turi bati < 15 %.

B 3 ir 4 standarto replikuotos OT reikSmés nuo atitinkamy vidutiniy reikSmiy
turi nukrypti ne daugiau kaip 0,040 OT vienety.

M IS standarty vidutiniy absorbavimo reikSmiy apskaiciuotas koreliacijos
koeficientas (r) turi bati = 0,98.

QuantiFERON Monitor analizés programine jranga skaiciuoja ir pateikia Siuos
kokybés kontrolés parametrus.

Jeigu Sie kriterijai neiSpildomi, testas negalioja ir turi bati pakartotas.

Nulinio standarto (Zalio skiediklio) vidutiné OT reikSmé turi bati < 0,150. Jeigu
vidutiné OT reikSmé yra > 0,150, rekomenduojama patikrinti ploksteliy plovimo
procesa.

Rezultaty aiskinimas

QFM rezultatai aiSkinami, atsizvelgiant j IFN-y reakcijg j jgimto ir jgyto imuni-
teto stimuliatorius. QFM — tai tyrimas, pateikiantis tiek kokybinj, tiek kiekybinj
imuniteto funkcijos jvertinimg. QFM rezultatai gali tiesiogiai nejvertinti imuninés
sistemos slopinimo lygio.

Svarbu: nustatant tiriamojo imuninés sistemos buseng, iSmatuotas IFN-y lygis
turety bati naudojamas, kartu atsizvelgiant j klinikinius simptomus, medicinine
istorijg ir kitus diagnostinius vertinimus (2 lentelé). QFM testo slenkstis gali
priklausyti nuo tiriamojo imuniteto slopinimo lygio ir atskiry organo persodinimo
parametry.
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2 lentelé. Rezultaty aiSkinimas

QFM rezultatas IFN-y Kategorija Aiskinimas
(IU/ml)
<15 Silpna Tiriamojo IFN-y reakcija

j igimto ir jgyto imuniteto
stimuliatorius yra silpna

15—-1 000 VidutiniSka Tiriamojo IFN-y reakcija
] igimto ir jgyto imuniteto
stimuliatorius yra vidutiniska

>1 000 Stipri Tiriamojo IFN-y reakcija
] igimto ir jgyto imuniteto
stimuliatorius yra stipri

Jei iSmatuoto neskiestos plazmos méginio IFN-y lygis yra maziau nei
0,1 IU/ml:

B patikrinkite, ar QFM LyoSphere granulé buvo jdéta j kraujo meégin;,
o0 mégintuvélis buvo inkubuotas, kaip apraSyta pakuotés informaciniame
lapelyje;

W patikrinkite, ar IFN-y rezultatas atitinka dabartine tiriamojo klinikine
bdseng.

Esant jtarimui, kad paimant kraujg arba dirbant su kraujo meginiais buvo
techniniy problemy, visas QFM testas turéty bati pakartotas su nauju kraujo
meéginiu. Jei jtariama, kad pradinio testo metu buvo nukrypta nuo pakuotés
informaciniame lapelyje aprasytos proceddros, pakartokite stimuliuoty plazmos
méginiy ELISA testg (i8samios informacijos Zr. skyriuje ,Testo kokybés
patikrinimas®).

Gydytojas gali noréti pakartoti testg, jei rezultatai nesuderinami su dabartiné
tiriamojo klinikine busena.

Apribojimai
QFM testo rezultatai turi bati naudojami, atsizvelgiant j kiekvieno asmens

klinikine istorijg, esamg medicinine bakle ir kitus diagnostinius vertinimus.
Laboratorijos gali nustatyti savo tyrimo diapazono ribas.

Laboratorijos taip pat gali lygiagrec€iai istirti iSorinj kontrolinj méginj, surinktg
iS sveiko tiriamojo.
Nepatikimy ar netiksliy rezultaty priezastys

B Netinkamas kraujo antikoaguliantas (naudokite tik li¢io heparing, nes kiti
antikoaguliantai trukdo tyrimui).
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Nesilaikoma informaciniame lapelyje apraSytos proceduros.

Yra ypac€ aukstos cirkuliuojancio IFN-y koncentracijos arba yra heterofiliniy
antikdny.

B ligesnis nei 8 val. kraujo méginio laikymas iki inkubavimo 37 °C
temperatdroje.

B QFM kraujo mégintuvéliai pripildomi per mazai arba per daug (nepatenka
j 0,9-1,1 ml diapazong).

Efektyvumo charakteristikos

Klinikinés studijos

(n = 114) ir pacienty, kuriems buvo persodinti organai (n = 30), reakcijas.
18 pacienty, kuriems buvo persodinti organai, buvo tiriami ankstyvuoju
laikotarpiu po persodinimo (3 mén. po persodinimo), o 12 — vélyvuoju
laikotarpiu po persodinimo (> 12 mén. po persodinimo arba stabilioji grupe).

B Ankstyvojo laikotarpio po persodinimo grupéje méginiai i$ kiekvieno
asmens buvo surinkti daugiausia 5 kartus (3 mén. po persodinimo,
n = 64 meéginiai).

M Vélyvojo laikotarpio po persodinimo grupéje méginiai i$ kiekvieno asmens
buvo surinkti 1 kartg (n = 12 méginiy).

B Sveiky pacienty grupeje méginiai i$ kiekvieno asmens buvo surinkti
1 kartg (n = 114 méginiy).

Reakcijos ] QFM svyravo nuo mazy iki vidutiniy tiek ankstyvojo, tiek vélyvojo
laikotarpio po persodinimo méginiy grupéje. Ankstyvojo laikotarpio po perso-
dinimo grupéje buvo didesnis silpny reakcijy procentas (93,8 %) ir mazesnis
vidutiniy reakcijy procentas (6,3 %), palyginti su velyvojo laikotarpio po
persodinimo grupés reakcijomis, kuriy 25 % buvo silpnos ir 66,7 % vidutinio
stiprumo (3 lentelé). Ankstyvojo laikotarpio po persodinimo grupéje nebuvo
stipriy reakcijy ir tik 1 (8,3 %) tokia reakcija buvo vélyvojo laikotarpio po
persodinimo grupéje. QFM reakcijos sveiky asmeny grupéje daugiausia
buvo vidutinio stiprumo (83,3 %) ir stiprios (15,8 %) (3 lentelé).
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3 lentelé. QFM reakcijy diapazonas sveiky tiriamuyjy ir asmeny, kuriems
buvo persodinti organai, grupése

IFN-y Rezultaty  Ankstyv. Vélyv. Sveiki %* IS viso
(1U/ml) kategorija po perso- po perso- g5 CI
dinimo %* dinimo %* n
95 % CI 95 % ClI
n n
<15 Silpna 93,8 % 25,0 % 0,9 % 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4.,8
n =60 n=3 n=1
15-1 000 VidutiniSka 6,3 % 66,7 % 83,3 % 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=8 n =95
> 1000 Stipri 0,0 % 8,3 % 15,8 % 19
0-5,7 1,5-354 10,2-23,6
n=0 n=-1 n=18
IS viso 64 12 114 190
meéginiy

* Procentai rodo kiekvienos donory grupés méginiy proporcija, patenkancig j konkrety
reakcijy diapazona.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Tikétinos reikSmes

IFN-y reakcijy j QFM pasiskirstymas ankstyvojo laikotarpio po persodinimo
pacienty grupéje (iki 3 mén. po persodinimo) buvo nustatytas, naudojant QFM

ELISA metoda, i$ 64 méginiy, surinkty i§ 18 pacienty, kuriems buvo persodinti
organai (3 pav.).

Méginiy skaicius

40 -

35
Sk} =
200 — 15
10 + 7
3 3 :
0 T 1 I 1 | E—
5 ) 9 9 Q Q
Q O o N ghe £
Q' 7 f / / -7
IFN-y (IU/ml)

3 pav. QFM IFN-y reakcijy pasiskirstymas ankstyvojo laikotarpio po persodinimo
pacienty grupéje (n = 64; mediana = 1,5 IU/ml).

IFN-y reakcijy j QFM pasiskirstymas velyvojo laikotarpio po persodinimo
pacienty grupéje (> 12 mén. po persodinimo) buvo nustatytas, naudojant
QFM ELISA metoda, i5 12 méginiy (4 pav.).
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Meéginiy skai€ius
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4 pav. QFM IFN-y reakcijy pasiskirstymas vélyvojo laikotarpio po persodinimo
pacienty grupéje (n = 12; mediana = 98,8 IU/ml).

IFN-y reakcijy j QuantiFERON Monitor pasiskirstymas sveiky tiiamuyjy grupéje
buvo nustatytas, naudojant QFM ELISA metoda, iS 114 méginiy (5 pav.).

Meéginiy skai€ius
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5 pav. QFM IFN-y reakcijy pasiskirstymas sveiky tiriamyjy grupéje (n = 114;
mediana = 400,5 IU/ml).
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Pacienty su persodintais vientisais organais QFM reakcijos

QFM buvo vertinamas atliekant stebint pacientus su persodintais vientisais
organais ir atliekant skerspjvio analizés tyrimg (4). Tyrimo imtis: 212 sveiky
tiiamuyjy, tarp kuriy buvo 30 pagal amziy ir lytj atrinkty asmeny kontroliné
grupe, 30 persodinimo laukiancCiy pacienty, 18 ankstyvojo laikotarpio po
persodinimo pacienty (66 méginiy; vidutinis laikas po persodinimo = 21 d.)

ir 11 velyvojo laikotarpio po persodinimo pacienty (vidutinis laikas po perso-
dinimo = 2290 d.). Vidutinis IFN-y buvo 555,2 IU/ml tarp sveiky kontrolinés
grupés pacienty ir 614,6 IlU/ml tarp kontrolinés grupés pagal amziy ir lytj
asmeny. Vidutinis IFN-y buvo gerokai mazesnis persodinimo laukianciy

(IFN-y = 89,3 IU/ml) ir ankstyvojo laikotarpio po persodinimo (IFN-y = 3,76 1U/ml)
pacienty grupése, palyginti su kontrolinés grupés pagal amziy ir lytj asmenimis
(p < 0,001). Buvo stebimas imuniteto funkcijos atkirimas vélyvojo laikotarpio
po persodinimo pacienty grupéje (vidutinis IFN-y = 256,1 [U/ml), ir jis buvo
gerokai didesnis nei ankstyvojo laikotarpio po persodinimo pacienty grupéje

(p < 0,05). Sis tyrimas rodo, kad QFM galima naudoti Igstelinei imuninei
reakcijai vertinti zmoniy, kuriems buvo persodinti vientisi organai ir kuriy
imunitetas slopinamas, organizmuose.
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Tyrimo atlikimo charakteristikos

QFM ELISA testo linijiSkumas jrodytas, Zinomos IFN-y koncentracijos
11 plazmos telkiniy 5 pakartojimus padejus atsitiktine tvarka ELISA
ploksteléje. Tiesiné regresine linija turi 1,002 + 0,011 nuozulny kilimg ir
0,99 koreliacijos koeficientg (6 pav.).

QFM ELISA testo aptikimo riba yra 0,065 IU/ml ir nepateikiama jokiy prozono
efekto jrodymuy, kai IFN-y koncentracijai yra iki 10 000 1U/ml.

11= $
10+ .
9

Nustatytas IFN-y (IU/ml) lygis

| ] L] L) L] L) L] | L] .}

012345678 9 1011
Tikétinas IFN-y (IU/ml) lygis

6 pav. QFM ELISA tiesinis profilis nustatytas iStyrus 11 zinomos IFN-y koncentracijos
plazmos méginiy (5 dublikatus).

QFM tyrimo atgaminamumas (1 etapas) buvo nustatytas, naudojant 20 sveiky
tiiamyjy kraujo méginius. Buvo vertinami trys skirtingi operatoriai, QFM
LyoSphere partijos ir jrangos rinkiniai. Vidutinis IFN-y reakcijos lygio pokyciy
koeficientas, nustatytas naudojant QFM ELISA metodg visose trijose QFM
LyoSpheres partijose ir visomis trimis titomis sglygomis, buvo 22,22 %

(95 % CI: 17,20-27,25).

QFM tyrimo atkartojamumas (1 etapas) buvo vertinamas matuojant

5-6 pakartotiniy QFM LyoSphere kraujo stimuliacijy kintamumga to paties
donoro 14 tiriamyjy organizmuose. Vidutinis kintamumo koeficientas tarp tirty
14 tiriamyjy buvo 14,7 % (95 % CI: 10,2-19,2). Atskiry tiriamuyjy %VK buvo
maziau nei 30 %.

QFM ELISA testo atgaminamumas (2 etapas) buvo apskaiciuotas tiriant

20 plazmos méginiy, esant jvairioms IFN-y 3 pakartojimy koncentracijoms,

3 operatoriams tyrimg atliekant 3 laboratorijose per 3 ne paeiliui einancias
dienas. Taigi kiekvienas meéginys buvo tirtas 27 kartus vykdant 9 nepriklau-
somus tyrimo seansus. Vienas méginys buvo nuliné kontrolé, o apskaiciuota
IFN-y koncentracija buvo 0,08 IU/ml (95 % CI: 0,07-0,09). Likusiy 19 plazmos
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méginiy koncentracija buvo nuo 0,33 (95 % CI: 0,31-0,34) iki 7,7 IU/ml
(95 % CI: 7,48-7,92).

Tyrimo arba vidinis tyrimo netikslumas apskaiCiuotas iSvedus %VK vidurkj
kiekvienam plazmos méginiui su IFN-y (méginj imant i$ kiekvienos plokstelés
(n =9), o netikslumo %VK svyravo nuo 4,1 iki 9,1. Vykdymo %VK vidurkis

(£ 95 % CI) buvo 6,6 £ 0,6 %. Nulinio mégintuvélio IFN-y plazmos vidurkis
buvo 14,1 %VK.

Bendras netikslumas tarp tyrimy buvo nustatytas palyginus 27 apskaiciuotas
kiekvieno plazmos meéginio IFN-y koncentracijas. Netikslumas tarp tyrimy buvo
nuo 6,6 iki 12,3 %VK. Bendras %VK vidurkis (x 95 % CI) buvo 8,7 + 0,7 %.
Nulinio mégintuvélio IFN-y plazmos rezultatas buvo 26,1 %VK. Sis svyravimo
lygmuo yra tikétinas, nes apskaiciuota IFN-y koncentracija yra maza ir del to
svyravimai bus didesni, nei esant didesnei koncentracijai.

Techniné informacija

Sukreseéje plazmos meéginiai

Jeigu plazmos meginius laikant ilgesnj laikg susidaro fibrino kresuliy, méginius
reikia centrifuguoti iki nuosédy susidarymo; tai palengvina plazmos lasinimg
pipete.
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Trik¢€iy salinimo vadovas

Sis trik&iy Salinimo vadovas gali padéti $alinant atsiradusias triktis.
Norédami gauti daugiau informacijos Zr. technine informacija, pateiktg
www.QuantiFERON.com. Norédami susisiekti Zr. galinj vir3elj.

ELISA trikéiy Salinimas

Nespecifinés spalvos atsiradimas
Galima priezastis Sprendimas

a) Nepakankamai Svariai  Plokstele plaukite maziausiai 6 kartus po 400 pl
iSplautos plokstelés plovimo buferio j duobute. Atsizvelgiant |
naudojamg plovimo aparatg, gali prireikti
daugiau nei 6 plovimo cikly. Rekomenduojama
tarp plovimo cikly bent 5 sekundes pamirkyti.

b) Kryzminis ELISA Norédami sumazinti rizikg iki minimumo, pipete
duobudiy uzterSimas lasinkite ir maiSykite meéginj atsargiai.

c) Pasibaiges komplekto / Patikrinkite, ar nepasibaiges komplekto
komplekto sudétiniy galiojimo laikas. Patikrinkite, ar standartas ir
daliy galiojimo laikas konjugato 100x koncentratas buvo naudoti

3 menesiy laikotarpiu nuo atkarimo.

d) Fermento substrato ISmeskite substratg, jeigu nusidazo mélynai.

tirpalas yra uzterstas Jsitikinkite, kad naudojamos Svarios reagenty
talpyklos.

e) Plazmos maiSymas Po centrifugavimo ir prie§ plazmos paémimg

QFM mégintuveliuose  kiekvienu atveju venkite méginius traukyti pipete

prieS paimant plazmos aukstyn ir Zemyn arba plazmg sumaisyti.

meégin;j Visuomet dirbkite kruopsciai, kad nesujudin-
tuméte medziagos prie gelio pavirSiaus.

Zema standarty optinio tankio reikSmeé

Galima priezastis Sprendimas
a) Standarto skiedinio Komplekto standarto skiedinius paruoskite
ruoSimo klaida tiksliai laikydamiesi pakuotés informaciniame
lapelyje pateikty nurodymuy.
b) Klaida naudojantis Patikrinkite, ar pipetés yra kalibruotos ir
pipete naudojamos tiksliai pagal gamintojo nurodymus.

c) Per zema inkubacijos  ELISA inkubacija turéty vykti kambario
temperatara temperataroje (17-27 °C).
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ELISA trikéiy Salinimas

d) Per trumpas Inkubuokite plokstele su konjugatu, standartais
inkubacijos laikas ir meéginiais 120 £ 5 min. Inkubuokite fermento
substrato tirpalg ant plokstelés 30 minuciy.

e) Naudojamas Plokstelés rezultatai turéty bati skaitomi prie
netinkamas ploksteliy 450 nm naudojant 620-650 nm referencijos
skaitytuvo filtras filtrg.

f) Per Salti reagentai Visi reagentai (iSskyrus konjugato 100x
koncentratg) prie$ pradedant tyrimg turi bati
kambario temperaturos. Jg pasiekti trunka apie
vieng valanda.

g) Pasibaiges komplekto / Patikrinkite, ar nepasibaiges komplekto
komplekto sudétiniy galiojimo laikas. Patikrinkite, ar standartas ir
daliy galiojimo laikas konjugato 100x koncentratas buvo naudoti

3 meénesiy laikotarpiu nuo atkdrimo.

Didelis fonas
Galima priezastis Sprendimas

a) Nepakankamai Svariai  Plokstele plaukite maziausiai 6 kartus po 400 ul
iSplautos plokstelés plovimo buferio j duobute. Atsizvelgiant j
naudojamg plovimo aparatg, gali prireikti
daugiau nei 6 plovimo cikly. Rekomenduojama
tarp plovimo cikly bent 5 sekundes pamirkyti.

b) Per auk$ta inkubacijos ELISA inkubacija turéty vykti kambario
temperatira temperaturoje (17-27 °C).

c) Pasibaiges komplekto / Patikrinkite, ar nepasibaiges komplekto
komplekto sudétiniy galiojimo laikas. Patikrinkite, ar standartas ir
daliy galiojimo laikas konjugato 100x koncentratas buvo naudoti trijy

meénesiy laikotarpyje nuo atkdrimo.

d) Fermento substrato ISmeskite substratg, jeigu nusidazo meélynai.
tirpalas yra uzterstas Jsitikinkite, kad naudojamos Svarios reagenty
talpyklos.

Nelinijiné standarto kreivé ir dvigubas kintamumas
Galima priezastis Sprendimas

a) Nepakankamai Svariai  Plokstele plaukite maziausiai 6 kartus po 400 ul
iSplautos plokstelés plovimo buferio j duobute. Atsizvelgiant j
naudojamg plovimo aparata, gali prireikti
daugiau nei 6 plovimo cikly. Rekomenduojama
tarp plovimo cikly bent 5 sekundes pamirkyti.
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ELISA trikéiy Salinimas

b) Standarto skiedinio Standarto skiedinius paruoS$kite tiksliai
ruosSimo klaida laikydamiesi pakuotés informaciniame lapelyje
pateikty nurodymuy.
c) Nepakankamas Prie$ pildami duobutes kruopsciai sumaisykite
iSmaiSymas reagentus apversdami arba lengvai
pasukiodami.
d) Netolygus laSinimas Meéginiy ir standarty pylimas turety vykti
pipete arba pertrau- nenutriakstamai. Visi reagentai turi bati paruosti
kimas pasirengimo prie$ pradedant tyrima.
tyrimo metu

Produkto informacija ir technines nuorodas gausite nemokamai is
QIAGEN, per platintojg arba apsilanke www.QuantiFERON.com.
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Simboliai

; 2 x 96 Pakanka 2 x 96 meginiy paruoSimui

H Teisétas gamintojas

C€ CE-IVD Zyméjimo simbolis
D

A%

Skirtas ,in vitro“ diagnostikai

Partijos kodas
Katalogo numeris
BH

®

Tinka iki datos

2
A

Temperatiros apribojimai

Skaitykite naudojimo instrukcijas

Nenaudoti pakartotinai

Qo
e . -
:,.I\ Saugoti nuo saulés Sviesos
| EC | REP | Jgaliotasis atstovas Europos Bendrijoje

Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, skambinkite
nemokamu tel. 00800-22-44-6000, apsilankykite misy Techninés pagalbos
centre adresu www.giagen.com/Support arba kreipkités j vieng i$§ masy
QIAGEN Techninio aptarnavimo skyriy (Zr. virdelj arba apsilankykite
www.giagen.com).

|
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Trumpas testo proceduiros aprasas

1 etapas. Kraujo méginio inkubavimas

1. Surinkite paciento kraujg j QFM kraujo surinkimo
meégintuvélj arba li€io heparino kraujo surinkimo
mégintuvélj. Ant mégintuvéliy etikeCiy nurodykite
informacijg apie pacientg ir kraujo surinkimo laika, \
tada per 8 val. nuo surinkimo nugabenkite j labo-
ratorijg, esant kambario temperatdrai.

a. Jei kraujas buvo surinktas j li¢io heparino kraujo
surinkimo mégintuvélj, perpilkite 1 ml kraujo
alikvoto j QFM kraujo surinkimo megintuveélj ir
pazymekite mégintuveliy etiketéje informacija
apie pacientg bei kraujo surinkimo laikg.

2. ] kiekvieng QFM kraujo surinkimo meégintuvélj, kuriame
yra 1 ml kraujo, jdékite 1 QFM LyoSphere granule,
iStirpdykite jg ir kaip jmanoma greiiau megintuvélius
inkubuokite (per 8 val. nuo kraujo surinkimo)
vertikalioje padétyje 16—24 val., esant 37 °C.

3. Po inkubavimo esant 2 000-3 000 x g (RCF) PPN
meégintuvélius 15 minuciy centrifuguokite, kad plazma P ‘.\Q
atsiskirty nuo raudonuyjy kraujo Igsteliy. i

4. Po centrifugavimo ir prie§ plazmos paémimg kiekvienu
atveju venkite meéginius traukyti pipete aukstyn ir
Zemyn arba plazmg sumaisyti. Visuomet dirbkite
kruopsciai, kad nesujudintuméte medziagos prie
gelio pavirSiaus.
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2 etapas. IFN-y ELISA
1. ELISA komponentus, nejskaitant konjugato 100x
koncentrato, palikite maziausiai 60 minuciy pastovéti,
kad susilyginty su kambario temperattra.
2. Komplekto standartg atkurkite naudodami 8,0 1U/ml
distiliuoto arba dejonizuoto vandens. Pagaminkite /
4 standarto skiedinius. ==

3. Naudodami distiliuotg arba dejonizuotg vanden;
atkurkite liofilizuotg konjugato 100x koncentratg.

4. Pagaminkite darbui reikiamo stiprumo konjugata su Y oy
Zaliu skiedikliu ir j visas duobutes jpilkite po 50 pl. U l_’] L’I u

5. ] atitinkamas duobutes jpilkite po 50 pl tiriamo .
plazmos meéginio (neskiesto, 1:10 ir 1:100 skiedinius, V4 // ?
atsizvelgiant j tai, koks naudojamas) ir 50 ul standar-
tinio miSinio. ISmaiSykite naudodami kratytuva.

MMM
6. 120 + 5 minugiy inkubuokite kambario temperatroje.

7. Duobutes plaukite maziausiai 6 kartus jpildami po
400 pl plovimo buferio j duobute.

8. ] kiekvieng duobute jpilkite po 100 ul fermento ///” Y 4
substrato tirpalo. ISmaisykite naudodami kratytuva. u ’ u U
9. 30 minugiy inkubuokite kambario temperatiroje.
10. | kiekvieng duobute jpilkite po 50 ul fermento Yy vy
stabdymo tirpalo. ISmaiSykite naudodami kratytuva. L’I L’] U u

11. Matuokite rezultatus prie 450 nm naudodami
620—650 nm referencijos filtrg.

12. Analizuokite rezultatus.

________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Pastabos
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Svarbis Pakeitimai

Svarbis $ios QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA pakuotés informacinio lapelio leidimo pakeitimai apibendrinti

Sioje lenteléje:

Skyrius Puslapis Pakeitimas (-ai)

Atsargumo priemonés 11 Nauja GHS informacija

Atsargumo priemonés 12 Pridéti saugos nurodymai, susije su buteliukais,
uzdengtais metaliniais dangteliais.
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Prekiy Zenklai: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN grupé); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

QuantiFERON Monitor komplekto ribotoji licenciné sutartis

Sio produkto naudojimas reigkia pirkéjo ar naudotojo sutikimg su Siomis sglygomis:

1.

o M DN

Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su Siuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais.
QIAGEN nesuteikia jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j §j rinkinj
nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose,
esangiuose www.qgiagen.com. QIAGEN vartotojams pateikiami keli papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruopégiai patikrino ir
optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepazeidzia tre€iyjy Saliy teisiy.

I18skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad Sis komplektas ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisiy.
Komplektui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.
QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreik$ty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiskiai nurodytas licencijas.

Komplekto pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmuy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus
draudziamus veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo
ir teismo i$laidas, jskaitant iSlaidas advokatams, pateikusi ieSkinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su Siuo komplektu ir
(arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo intelekting nuosavybe.

Naujausios licencijos salygos pateiktos adresu www.giagen.com.

© 2014 QIAGEN. Visos teisés saugomos.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@qgiagen.com

Germany = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@giagen.com

Italy = techservice-it@qgiagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qgiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

QIAGEN

UK = techservice-uk@giagen.com

www.QuantiFERON.com



