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Sihtotstarve

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) on in vitro analiis, milles kasutatakse peptiidisegu
inimese  tsitomegaloviiruse  (cytomegalovirus, CMV) proteiinide  simuleerimiseks, et
stimuleerida hepariniseeritud tdisvere rakke. Ensiim-immunosorptsiooni analiisiga (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA) tuvastatakse gamma-interferoon (interferon-gamma,
IFN-y) ja selle abil mdddetakse in vitro reakisiooni sellistele peptiidantigeenidele, mis on
seotud tsitomegaloviirusnakkuse immuunkontrolliga. Selle immuunfunktsiooni kadumist véib
seostada tsitomegaloviirusnakkuse vdljaarenemisega. QF-CMV on efte ndhtud patsiendi

tsitomegaloviiruse vastase immuunsustaseme jalgimiseks.

QF-CMV pole efte ndahtud tsitomegaloviirusnakkuse diagnoosimiseks ja seda ei tohi

kasutada selle nakkuse valistamiseks.

Ulevaade ja selgitus

Tsitomegaloviirus  on  herpesviirus, millega on nakatunud 50-85%  tdiskasvanud
elanikkonnast. See on sageli esinev immunosupressiooni tagaiérjel tekkiv tisistus, eriti pdrast
elundisiirdamist, ja v&ib markimisvaarselt mdjutada siiratud elundiga isikute haigestumust ja
suremust. Tanapdeval kasutataval immuunsupressiivsel ravil, mille abil takistatakse siiratud
organi aratdukereaktsiooni, on kahjustav mdju  T-limfotsiitidele ja rakuvahendatud
immuunreaktsioonidele  (cell-mediated  immune, CMI), mille tulemusena téuseb
siirdamisjcérgne vastuvatlikkus viirusnakkustele. T-rakufunktsiooni téhtsust tsitomegaloviiruse
paljunemise pdrssimisel toetab ka fakt, et CD8+* CMV-spetsiifilised tsitotoksilised
Tlomfotsiidid ~ (CTlid)  véivad  kaitsta  viirusega  seotud  patogeneesi  eest.
Immuunsupressiivsete patsientide CD8* CMV-spetsiifiliste CTLide arvu ja IFN+y tootmise
pohjal saab prognoosida tsitomegaloviiruse véljaarenemise riski. IFN-y tootmine véib olla

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

edasine kvantifitseerimine.

Protseduuri pdhimate

QF-CMV analiiis viiakse 1abi kahes etapis. Esmalt kogutakse igasse verevétukatsutisse
QF-CMYV Blood Collection Tube (kontrolHahus, CMV antigeen ja mitogeen) t&isveri.

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

vib kasutada ka selleks, et kontrollida vereproovi nduetekohast kasitsemist ja inkubeerimist.

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

IFN«y hulk CMV antigeeni ja mitogeeni katsutite plasmaproovides vdib sageli iletada
enamiku ensGUm-immunosorptsiooni analttsi riiderite  Glempiiri, isegi siis, kui isikute
immunosupressioon on m&ddukas. Kvalitatiivsete tulemuste saamiseks kasutage tédtlemata
plasma kohta arvutatud vaartusi. Kvantitatiivsete tulemuste jaoks, mille puhul on ndutavad
tegelikud RU/ml vaartused, tuleb plasmaproovid lahjendada rohelise lahjendiga vahekorras

1/10 ja analiisida ensGim-immunosorptsiooni analitsi abil koos t6étlemata plasmaga.
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Mérkus. Proovide puhul, mis jéévad QF-CMV ELISA ensiiim-immunosorptsiooni analijisi
vahemikku (st kuni 10 RU/ml), tuleb kasutada téétlemata plasmaprooviga saadud tulemust.
Selliste IFN-y kontsentratsioonide puhul vaivad lahjendusastmega 1/10 plasmaproovide abil

saadud véaartused olla ebatdpsed.

Analiis loetakse IFN-y vastusele reaktiivseks siis, kui CMV antigeeni katsuti ngit on tunduvalt
kérgem IFN-y kontrollvaartusest RU/ml. Mitogeenstimuleeritud plasmaprooviga kontrollitakse
iga analiisitava proovi IFN-y positiivsust. Véhene reaktsioon mitogeenile nditab
indeterminantset tulemust, kui vereproov ei reageeri ka CMV antigeenidele. Selline muster
véib ilmneda ebapiisava arvu limfotsiiitide, nende parsitud tegevuse, proovide vale
kdsitsemise, mitogeenikatsuti vale taitmise/segamise korral voi patsiendi limfotsiitide
vdimetuse korral toota IFN+y, nt patsientide puhul, kellele on &sja tehtud elundisiirdamine.
Kontrollproov kohandub tausta vai mittespetsiifilise [FN-y -ga vereproovis. Kontrollkatsuti IFN-y
tase lahutatakse CMV antigeenikatsuti ja mitogeenikatsuti IFN-y tasemest (selle infolehe

teemast ,Tulemuste tdlgendamine”, lk 24 leiate Ulevaate QF-CMV tulemuste tdlgendamise

kohta).

Analiisimiseks kuluv aeg

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

mitmest proovist koosneva seeria analiiisimisele kuluv aeg.

Verekatsutite inkubeerimine
temperatuuril 37 °C: 16-24 tundi

ELISA: Ligikaudu 3 tundi Ghe ELISA analitsi plaadile
Alla 1 tunni t66d

Lisaks 10-15 minutit iga lisaplaadi kohta
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Kaasasolevad materjalid

Komplekti sisu

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack) (Verevatukatsutid
(he patsiendi pakend))

Katalooginr 0192-0301

Preparaatide arv 1

QuantiFERON Nil Control (QuantiFERON kontroll-lahuse katsuti) .

1 katsuti

(hall kork)

QuantifFERON CMV Antigen (QuantiFERON CMV antigeeni .
o\ (s 1 katsuti

katsuti) (sinine kork)

QuantiFERON Mitogen Control (QuantiFERON mitogeeni 1 katsufi

kontrollkatsuti) (lilla kork)

QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert
(QF-CMV-verevatukatsutite infoleht)

QuantiFERON-CMV ELISA

Katalooginr

Kahest plaadist koosnev ELISA komplekt

0350-0201

Mikroplaadiribad (12 x 8 sivendiga), kaetud mitteinimpéritolu
IFN-y monoklonaalse antikehaga (hiir)

Human IFN-y Standard, liiofiliseeritud; sisaldab rekombinantset
inimese IFN-y-i, veise kaseiini, 0,01% mass/maht timerosaali)
Green Diluent (Roheline lahjendi) (sisaldab veise kaseiini,

tavalist hiireseerumit, 0,01% mass/maht timerosaali)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (Konjugaadikontsentraat
(100-kordne), liofiliseeritud) (mitteinimpéritolu (hiir) IFN-y-HRP,
sisaldab 0,01% mass/maht timerosaali)

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

Enzyme Substrate Solution (Ensiiimsubstraadi lahus)
(sisaldab H2O,, 3,3’, 5,5’ tetrametiilbensidiini)

Enzyme Stopping Solution (Ensiimi deaktiveerimislahus)

(sisaldab 0,5 M H2SO4)*
QF-CMV ELISA Package Insert (QF-CMV ELISA pakendi infoleht)

2 komplekti 12 x 8 sivendiga mikroplaadiriba

1 x viaal

(8 RU/ml pérast rekonstitueerimist)

1 x30ml

1x%x0,3ml

1 x 100 ml

1 x 30 ml

1x15ml

1

* Sisaldab védvelhapet. Vaata lehekiilge 9 eftevaatusabindude jaoks.
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Vaijalikud, kuid mitte kaasas olevad materjalid

Kemikaalidega todtamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid
kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge toote tarnija poolt pakutava vastava
ohutuskaardiga (Safety Data Sheets, SDSs).

® 37 °C inkubaator; COz pole ndutav

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

® Deioniseeritud voi destilleeritud vesi, 2 liitrit

® Mikroplaatide pesuseade (soovitatavalt automaatne)

® Mikroplaadilugeja 450 nm filtri ja 620-650 nm referentsfiltriga

® Plaadi kaas

Hoiatused ja ettevaatusabindud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas

Kemikaalidega tootamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid
kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge ohutuskaartidega (Safety Data Sheet,
SDS). Need on saadaval mugavas ja kompakises PDF-vormingus veebiaadressil
www.giagen.com/safety, kus saate vaadata iga QIAGEN®i komplekti ja selle osade

ohutuskaarte ning need vdlja printida.
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ETIEVAATUST!  Kgsitsege  inimverd  kui  potentsiaalselt  nakkusohtlikku.  Jérgige
@ asjakohaseid vere kasitsemise juhiseid.

QuantiFERON-CMV ELISA analiisikomplekti komponentidele kehtivad jargmised ohu- ja

hoiatuslaused.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Sisaldab vaavelhapet. Hoiatus! Vaib séévitada metalle.
Pshjustab nahadrritust. Pahjustab t3sist silmadrritust.
Kandke kaitsekindaid/kaitserdivastust/kaitseprille/kaitsemaski.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Hoiatus! Pahjustab kerget nahadrritust. Kandke
kaitsekindaid/kaitserdivastust/kaitseprille/kaitsemaski.

QuantiFERON Green Diluent

Sisaldab trinaatrium-5-hiidroksi-1-(4-sulfofeniil)-4-(4-
sulfofeniilaso)pirasool-3-karboksilaati. Sisaldab: tartasiini.
Hoiatus! Vaib pdhjustada allergilist nahareaktsiooni.

Kandke kaitsekindaid/kaitserdivastust/kaitseprille/kaitsemaski.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Sisaldab jargmist: ProClin 300. Pikaajalise kahjuliku majuga
veeorganismidele. Véltida keskkonda sattumist.
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Ohutusteave

Lisateave

Infolehe QF-CMV Package Insert juhiste eiramine vaib pdhjustada valesid tulemusi.

Lugege juhised enne analisi kasutamist tahelepanelikult labi.

Arge kasutage komplekti, kui mani reaktiivipudel on enne kasutamist kahjustatud voi

lekib.

NB! Enne kasutamist vaadake viaalid ile. Arge kasutage konjugaadi v&i IFN-y standard
viaali, millel on marke kahjustustest véi mille kummikork on rikutud. Arge kasutage
purunenud viaale. Rakendage vajalikud meetmed viaalide ohutuks hévitamiseks.
Soovitus: Konjugaadi vi IFN-y standard viaalide avamiseks kasutage viaalide avaijat, et

minimeerida risk vigastada end metallkorgi Garisega.

Arge segage erinevatest QF-CMV komplektipartiidest péarit mikroplaadiribasid, Human
IFN-y Standard, rohelist lahjendit ega 100-kordset konjugaadikontsentraati. Muid
erinevatest komplektidest pdrit  reaktiive  (pesupuhvri  kontsentraati  (20-kordne
kontsentratsioon), ensiimsubstraadi lahust ja ensiimi deaktiveerimislahust) vaib
kasutada eeldusel, et nende reaktiivide sailivusaeg pole Uletatud ja partii Uksikasjad on

iles kirjutatud.

Karvaldage ilejaanud reaktiivid ja bioloogilised proovid kohalike ja riiklike madruste
kohaselt.

Arge kasutage verevétukatsuteid QF-CMV Blood Collection Tube ega komplekte
QF-CMV ELISA pérast aegumiskuupéeva.

Veenduge, et laboriseadmed, nt mikroplaatide pesuseadmed ja plaadilugejad oleksid
kalibreeritud/tunnistatud kasutuskalblikuks.
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Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine

Verevotukatsutid

Sailitage verevdtukatsuteid QF-CMYV Blood Collection Tube temperatuuril 4-25 °C.

Verevatukatsutite QF-CMV Blood Collection Tube temperatuur peab verevtmise ajal

olema vahemikus 17-25 °C.

Verevatukatsutite QF-CMV Blood Collection Tube kalblikkusaeg on kuni 15 kuud alates

tootmiskuupdevast, sailitustemperatuuril 4-25 °C.

Enstim-immunosorptsiooni analiisikomplekti reaktiivid

Sailitage komplekti temperatuuril 2-8 °C.

Kaitske enstiimsubstraadi lahust alati otsese paikesevalguse eest.

Rekonstitueeritud ja kasutamata reaktiivid

Reaktiivide rekonstitueerimise juhised leiate 2. etapp — QuantiFERON-CMV ELISA inimese
IFN-y madramiseks” (sammud 3 ja 5 lehekilgedel 17 ja 19).

Rekonstitueeritud reaktiiv Human IFN-y Standard sailib temperatuuril 2-8 °C kuni 3 kuud.

Markige Ules reaktiivi Human IFN-y Standard rekonstitueerimise kuupdev.

Ulejaanud  kontsentraati  (100kordne) tuleb  pdrast  rekonstitueerimist  sailitada

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

Kasutusvalmis pesupuhver sailib toatemperatuuril (22 +5 °C) kuni 2 nadalat.
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Proovide vdtmine ja kdsitsemine

QF-CMV sisaldab jargmisi verevétukatsuteid:

Kontroll-lahuse katsuti (hall kork)
CMYV antigeeni katsuti (sinine kork)

Mitogeeni kontrollkatsuti (lilla kork)

Antigeenid katavad kuivatatud kihina verevatukatsutite siseseina, seetdttu tuleb vereproovid

hoolikalt katsuti sisuga segada. Katsutid tuleb toimetada véimalikult kiiresti inkubaatorisse

temperatuuril 37 °C (kuni 16 tunni jooksul parast verevatmist).

Optimaalsete tulemuste saamiseks tuleb kinni pidada jargmistest juhistest.

1.

Vétke igalt patsiendilt ofse igasse verevdtukatsutisse QF-CMV Blood Collection Tube 1 ml
veeniverd. Seda protseduuri vaib teostada ainult vastava véljadppe saanud veenivere
vétja (flebotomist).

Verevdtukatsuteid QF-CMV Blood Collection Tube saab kasutada kargusel 0-810 m imp.
Kui verevdtukatsuteid QF-CMV  Blood Collection Tube kasutatakse kérgemal  kui

810 m Ump vai kui veri voolab liiga aeglaselt, v3ib verevatmiseks kasutada ka sustalt
ning viia sellega igasse 3 katsutisse 1 ml verd. Et seda oleks turvaline ja mugav teha,
tuleb sustlandel nduetekohaselt eemaldada, vétta kaigilt kolmelt verevatukatsutilt
QF-CMYV Blood Collection Tube korgid &ra ning viia sistlaga igasse katsutisse 1 ml verd
(kuni musta margistuseni katsuti kiliel). Pange katsutikorgid kindlalt peale ja segage,
nagu allpool kirjeldatud. Kuna veri voolab 1 ml katsutitesse suhteliselt aeglaselt,
jatke katsuti pérast nailise taituvustaseme saavutamist veel 2-3 sekundiks néela otsa.

Sellega on tagatud vajaliku verekoguse saamine.
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Katsuti  killiel olev must margistus tdhistab 1 ml taituvustaset. Verevétukatsutid
QF-CMV Blood Collection Tube on néhtud ette 0,8-1,2 ml vere jaoks. Kui vere tase ei

ole mdnes katsutis indikaatortahise lahedal, tuleb vétta uus vereproov.

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

enne verevatukatsutite QF-CMV Blood Collection Tube kasutamist verega taidetud.

Alternatiivselt voib verd véotta ihte ildisesse verevotukatsutisse, milles  sisalduv
antikoagulant  on  liitiumhepariin  ja  mis viiakse seejérel verevdtukatsutitesse
QF-CMYV Blood Collection Tube. Antikoagulandina kasutage ainult liitiumhepariini, kuna
muud antikoagulandid  vivad analiisitulemusi  moonutada.  Taitke verevatukatsuti
(miinimumkogus 5 ml) ja segage hepariini lahustamiseks ettevaatlikult (pdérates katsutit
mitu korda tagurpidi). Seda protseduuri vaib teostada ainult vastava véljadppe saanud
veenivere vtja (flebotomist). Verd tuleb sdilitada toatemperatuuril (22 +5 °C) enne selle
viimist verevotukatsutisse QF-CMV Blood Collection Tube inkubeerimiseks, mis tuleb labi

viia hiliemalt 16 tunni jooksul pdrast verevétmist.

2. Segage verevdtukatsutite QF-CMV Blood Collection Tube sisu kohe pdrast verevatmist,
raputades katsuteid kimme (10) korda piisava tugevusega nii, et kogu katsuti sisepind

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

Kui verd on vdetud liitiumhepariiniga katsutisse, tuleb proove enne verevdtukatsutisse
QF-CMV Blood Collection Tube viimist Ghtlaselt segada. Veenduge, et veri on vahetult
enne teise katsutisse viimist pdhjalikult segatud (kergelt loksutades). Jagage 1 ml alikvooti
(Uks iga verevdtukatsuti QF-CMV Blood Collection Tube kohta) vastavasse lisanditeta,
CMV-antigeeniga véi mitogeeniga katsutisse. Turvalisuse tagamiseks tuleks seda teha
aseptiliselt, eemaldades kaigilt kolmelt QF-CMV-verevatukatsutilt korgid ning viia sistlaga
igasse katsutisse 1 ml verd (kuni musta margistuseni katsuti kiljel). Pange katsutikorgid

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

4. Katsutid tuleb toimetada vdimalikult kiiresti inkubaatorisse temperatuuril 37 =1 °C
(kuni 16 tunni jooksul pdrast verevotmist). Hoidke katsuteid enne inkubeerimist

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

1. etapp — vere inkubeerimine ja plasma eraldamine

1. Inkubeerige katsuteid PUSTASENDIS temperatuuril 37 +1 °C 16-24 tundi. Inkubaator ei
vaja CO2ega niisutamist.

NB! Kui katsuteid ei inkubeerita vahetult pdrast verevotmist, segage verd enne
inkubeerimist uuesti, péorates katsutit 10 korda tagurpidi.

Parast inkubeerimist véib verevdtukatsuteid enne tsentrifuugimist hoida temperatuuril
4-27 °C kuni 3 86pdeva.

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

Plasmat on vaimalik eraldada ka tsentrifuugimata, kuid seejuures peab toimima Garmise
eftevaatusega, et plasma votmisel rakke mitte kaasa haarata.

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

NB! Kasutage plasmaproovi votmiseks alati pipetti.

Plasmaproovid v3ib tsentrifuugitud verevatukatsutitest kanda otse QF-CMV ELISA ensiim-
immunosorptsiooni  analiisiplaadile; sama  kehtib  ka  ensiim-immunosorptsiooni

analiiisiautomaatide kasutamise korral.

Plasmaproove vaib sdilitada tsentrifuugitud verevétukatsutites QF-CMV Blood Collection Tube
kuni 28 pdeva temperatuuril 2-8 °C vdi temperatuuril =20 °C (soovitatavalt alla

-70 °C) pérast plasma eraldamist ka pikema aja jooksul.

Piisava analiisiproovi saamiseks eraldage plasmat vahemalt 150 pl.
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2.

etapp — QuantiFERON-CMV ELISA inimese IFN-y maaramiseks

Teavet ELISA tegemiseks vajalike materjalide kohta vt jaotisest ,Komplekti sisu”, lk 8 ja

.Vajalikud, kuid mitte kaasas olevad materjalid”, lk 9.

1.

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

selleks véhemalt 60 minutit.

. Votke kasutamata ensiim-immunosorptsiooni  analitsi plaadi ribad raamist vilja,

pange kilepakendisse tagasi ja sailitage kuni kasutamiseni kilmikus.

Varuge QF-CMV ELISA ensiim-immunosorptsiooni analiiUsi standarditele véhemalt iks
riba ja analiUsitavatele patsientidele piisav arv ribasid. Hoidke raam ja kaas pérast

kasutamist Glejadanud ribade jaoks alles.

. Rekonstitueerige reaktiivi Human [FN«y Standard viaali etiketile margitud koguse

deioniseeritud v3i destilleeritud veega. Segage pudeli sisu ettevaatlikult (et tekiks
véimalikult véhe vahtu) ja veenduge, et sisu oleks taielikult lahustunud. IFN-y standardi

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

Mérkus. Reaktiivi Human IFN-y Standard (standardkomplekti) rekonstitueerimise maht on

partiist sdltuvalt erinev.

Rekonstitueeritud standardit kasutades valmistage ette neljast IFN-y kontsentratsioonist
koosnev rohelise lahjendi (RL) seeria (joonis 1, jargmine leht]. S1 (standard 1) sisaldab
4,0 RU/ml, S2 (standard 2) sisaldab 1,0 RU/ml, S3 (standard 3) sisaldab 0,25 RU/ml
ia S4 (standard 4) sisaldab O RU/ml (ainult RL). Standardeid tuleb testida véhemalt
kahekordselt. Valmistage igaks ELISA seansiks ette standardkomplekti uus lahus.
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Kahekordse menetluse naide

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

Joonis 1. Standardkévera valmistamine lahjendusseeria abil.

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

ja veenduge, et konjugaat oleks taielikult lahustunud.

Kasutusvalmis konjugaadi valmistamiseks lahjendatakse vajalik kogus rekonstitueeritud

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

Paigutage Ulejaanud 100-kordne konjugaadikontsentraat kohe pdrast kasutust uuesti

temperatuurile 2-8 °C.

Kasutage ainult rohelist lahjendit.
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Tabel 1. Kasutusvalmis konjugaadi valmistamine

Ribade arv 100-kordse konjugaadikontsentraadi kogus Rohelise lahjendi kogus
2 10 pl 1,0 ml
8 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 yl 2,5 ml
6 30l 3,0 ml
7 35l 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
1 55yl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml
5. Verevétukatsutitest eraldatud ja seejdrel kilmutatud véi kavem kui 24 tunniks hoiule

pandud plasmaproove tuleb enne ELISA automaati panemist hoolikalt loksutada.

NB! Kui plasmaproovid pannakse automaati otse tsentrifuugitud verevétukatsutitest
QF-CMV Blood Collection Tube, tuleb hoiduda plasmat loksutamast. Toimige suure

eftevaatusega, et materjal hiivise pinnaga ei seguneks.

6. Kui on vaja kvantitatiivseid tulemusi, lahjendage ka CMV ja mitogeeni plasmaproovid
rohelise lahjendiga vahekorras 1:10 (10 pl plasmat segatud 90 pl RLga).
Kontroll-plasmaproovi ei tohi lahjendada.

Soovitatav on paralleelselt analitsida jargmisi proove:
kontroll, CMV antigeen, mitogeen, CMV antigeen (1/10), mitogeen (1/10)
Analiisitarkvara QuantiFERON-CMV  Analysis Software toetab ka jérgmisi patsiendi
proovikombinatsioone:
kontroll, CMV antigeen, mitogeen
kontroll, CMV antigeen (1/10), mitogeen (1/10)
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10.

11

12.

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

Llisage vastavatesse mikrolohukestesse 50 pl plasmaproovi. L3puks lisage igasse
mikrolohukestesse 50 pl standardeid 1-4. Standardeid tuleb testida véhemalt
kahekordselt.

Katke enstim-immunosorptsiooni analisi plaat kaanega ja segage konjugaati ja
plasmaproove/standardeid korralikult 1 minuti véltel mikroplaatide raputis kiirusel
500-1000 p/min. Véltige pritsimist.

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

Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese pdikesekiirguse eest. Kdrvalekaldumine

ettendhtud temperatuurivahemikust vaib pdhjustada valesid tulemusi.

.Valmistage inkubeerimise ajal kasutusvalmis pesupuhver. Lahjendage ks osa 20-kordset

pesupuhvrikontsentraati 19 osa deioniseeritud v&i destilleeritud veega ja segage
korralikult l&bi.

Analiisiga on kaasas piisav kogus kontsentraati Wash Buffer 20x Concentrate, millest

piisab 2 liitri kasutusvalmis pesupuhvri valmistamiseks.

Kui ensiim-immunosorptsiooni analiisi plaatide inkubeerimine on |3ppenud, peske
mikrolohukesi véhemalt kuus korda 400 pl kasutusvalmis pesupuhvriga. Soovitatav on

kasutada automaatset pesemisseadet.

NB! Korralik pesemine on analiisi tulemuste seisukohast vaga tahtis. Kontrollige iga
pesutsikli korral, et kdik stvendid oleksid kuni Glemise servani pesupuhvriga taielikult

kaetud. Soovitatav on jétta iga pesutsikli vahele vahemalt 5 sekundi pikkuse leotusaja.

Kasutatud ~ pesuvee  kogumisndusse  tuleb  lisada  laborites  kasutatavat
desinfitseerimisvahendit. Lisaks sellele jargige teie laboris kehtivaid potentsiaalselt

nakkava materjali dekontamineerimise eeskirju.
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13.Koputage plaate ebemevaba paberrdtiku peal, et eemaldada nendesse ja&nud
pesupuhvri jadgid. Tilgutage igasse mikrolohukesse 100 pl ensiimsubstraadi lahust,

katke plaat jo segage korralikult 1 minuti valtel mikroplaatide raputis kiirusel

500-1000 p/min.
14.Katke kdik plaadid ja inkubeerige neid 30 minutit toatemperatuuril (22 5 °C).

Inkubeerimise ajal tuleb plaate kaitsta otsese paikesekiirguse eest.

15.30-minutise inkubeerimise jarel tilgutage igasse mikrolohukesse 50 pl Enzyme Stopping
Solutionit (ensiimi deaktiveerimislahus) samas jdrjekorras, milles lisasite substraadi ja

segage korralikult mikroplaatide raputis kiirusel 500-1000 p/min.

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

referentsfiltrit. OT-vadrtusi on hiljem vaja tulemuste arvutamiseks.

21 QuantiFERON-CMYV ELISA infoleht 10/2019



Arvutused ja analiisi télgendamine

Tarkvara QuantiFERON-CMV Analysis Software lahteandmete analiisimiseks ja tulemuste
arvutamiseks on saadaval QIAGEN-i veebisaidil www.QuantiFERON.com. Veenduge, et
kasutate tarkvara QuantiFERON-CMV Analysis Software uusimat versiooni.

Tarkvara teeb analitsi  kvaliteedikontrolli, koostab standardkdvera ja valjastab iga
analiisitud katseisiku kohta tulemuse, mida kirjeldatakse iksikasjalikumalt teemas , Tulemuste
tdlgendamine”, |k 24. Tarkvara annab lahjenduse madalaima tulemuse, mis annab tulemuse
QF-CMV ELISA analigsivahemikus, arvestades ka lahjendustegurit.

Tarkvara  QuantiFERON-CMV  Analysis Software kasutamise alternatiivina on  véimalik

tulemusi kindlaks teha ka jargmise meetodi abil.

Standardkévera moodustamine (kui tarkvara QuantiFERON-CMV

Analysis Software ei kasutata)
Leidke igal plaadil standardkomplekti korduste keskmised OT-vadrtused.

Konstrueerige logi-logi) standardkéver, kandes (y-teliele) OT keskmise vaartuse logy) ja
(x-teliele) standardite IFN-y kontsentratsiooni (RU/ml) log), jdttes arvutustest vdlja

nullstandardi. Arvutage standardkdvera parima sobivuse joon regressioonanaliisi abil.

Leidke standardkdvera abil k&ikide analiisitud plasmaproovide IFN-y kontsentratsioon

(RU/ml), kasutades iga proovi OT-vadrtust.

Nendeks arvutusteks voib  kasutada  mikroplaatide  lugemisseadmetele  pakutavaid
tarkvarapakette ja standardseid arvutustabeleid v3i statistikaprogramme (nt Microsoft®
Excel®). Soovitatav on selliseid tarkvarapakette kasutada regressioonianaliisi tegemiseks,
standardite variatsioonikoefitsiendi (%VK) ja standardkdvera korrelatsioonikoefitsiendi (r)

leidmiseks.
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Esitatud tulemus tuleb vatta madalaimast lahjendusest, mis annab tulemuse QF-CMV ELISA

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

Analitsi kvaliteedikontroll

Analitsi tulemuste tapsus sdltub korrektse standardkdvera moodustamisest. Seetdttu tuleb

enne proovide analiusitulemuste t3lgendamist kontrollida standarditest tuletatud tulemusi.

EnsGim-immunosorptsiooni analitsi tulemused on valiidsed, kui on tdidetud jargmised

tingimused.

® Standardi 1 keskmine OT-vddrtus peab olema > 0,600.

® Standardi 1 ja standardi 2 korduvate OT-vadrtuste protsendis peab %VK olema < 15%.

® Standardi 3 ja standardi 4 korduvad OT-vé&drtused ei tohi hélbida konkreetsest
keskmisest vadartusest rohkem kui 0,040 OT-ihikut.

® Standardite keskmiste ekstinktsioonivédrtuste pdhjal arvutatud korrelatsioonikoefitsient (r)

peab olema > 0,98.

Tarkvara QuantiFERON-CMV Analysis Software arvutab ja esitab need kvaliteedikontrolli
parameetrid. Kui nimetatud kriteeriumid pole taidetud, on analiisipartii kehtetu ja seda tuleb

korrata.

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

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

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

Tabel 2. QuantiFERON-CMYV tulemuste t3lgendamine

Nil CMV miinus kontroll Mitogen miinus ~ QF-CMV

(RU/ml)  (RU/ml) Nil (RU/ml)* tulemus Aruanne/t3lgendus
faz,rtzucieff 2 25% Nil Suvaline Reaktiivne! CMYV vastane immuunsus on tuvastatud

<80 <0,20 VOI 2 0,20 ja >0,5 Mittereaktivne ~ CMV vastast immuunsust El tuvastatud
<..2.5% lisanditeta <05 M i CMV reaktiivsuse tulemused on
VRS ! aaramaty madratlematud

> 8,08 Suvaline Suvaline Madaramatu* CMV reakiivsuse fulemused on

mddratlematud

* Mitogeeniga positiivse kontrolli vastused (mdnel juhul ka CMV antigeenide omad) vaivad tavaliselt olla véljaspool
mikroplaatide lugeja vahemikku. See ei m&juta analisitulemusi.

T Neil juhtudel, kui tsitomegaloviiruse nakkust ei oletata, vaib algsete plasmaproovide uus kahekordne testimine
QF-CMV ELISA testiga esialgseid reaktiivseid tulemusi kinnitada. Kui testi kordamisel on iihe v&i mélema proovi
tulemus positiivne, tuleb testi Gldtulemus hinnata reaktiivseks.

* Vaimalikke pdhiusi vt jaotisest , Térkeotsingujuhend” (Ik 40).

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

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

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

tohi kasutada selle nakkuse valistamiseks.
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Piirangud

QuantiFERON-CMV  analiisi tulemusi tuleb vaadelda koos iga isiku epidemioloogilise

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

® Koarvalekaldumine infolehel QuantiFERON-CMV  ELISA  Package Insert kirjeldatud

protseduurist
® liigne IFN- tase juhttorus

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

Eeldatavad vaartused

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

jaotuvus CMV antigeeni katsuti puhul (kontrollvédrtus on lahutatud).

25 QuantiFERON-CMYV ELISA infoleht 10/2019



Proovide arv

100 95

80
67

60

42
40

22
20 16 20 20 = 19 46

8 ¢

0
Qf\\, ?9 PR PR RP R PRRL QO
L ‘VO \,\‘%ﬂ‘,bﬁb‘ y‘*‘@)b‘b,b‘,\ﬂ o 7
Q\

IFNy (RU/ml)

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

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

kategooriasse ainult 2/733-st tulemusest.
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Joonis 3. Mitogeeni IFN-y tulemuste jaotuvus (kontrollvédrtus on lahutatud) tervetes analiisitud isikutes (n = 733).

Kontroll-lahuseta katsutitele reageerimise IFN-y jaotuvus m&arati kindlaks tervetelt analiisitud

isikutelt véetud 1020 plasmaprooviga, kasutades QF-CMV ELISA analiisi, olenemata
CMYV IgG seroloogiast (Joonis 4).
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Joonis 4. Kontroll-lahuseta IFN-y vastuste jaotuvus tervetes analiiisitud isikutes (n = 1020) véliendatuna protsendina
elanikkonnast.
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Toimivusnditajad

Kliiniline toimivus

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

analiisitavate seas sihtotstarvet kdige t3husamalt.

QF-CMV analitsi toimivust varreldi SeraQuest™ CMV IgG seroloogiaanalitsiga (Quest
International). QF-CMV analiis kattus tervete tdiskasvanute puhul 95% (294/310 isikust)
ulatuses CMV IgG seroloogiaanalitsi tulemustega, kusjuures Ukski 149-st seronegatiivsest
doonorist ei olnud reaktiivne QF-CMV-le. 161t seropositiivsest doonorist olid QF-CMV-le
reaktiivsed 145. Uldine positiivne shildumine oli 90%, negatiivse hildumise vadrtus aga
100%. QF-CMV vastuste ja CMV IgC seroloogia oleku tulemuste kattumine tervete

analiisitavate puhul on esitatud Tabel 3.

Tabel 3. QuantiFERON-CMV ja CMV IgG seroloogiaanaliiisi tulemuste kattumine tervete analiiusitavate puhul

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

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

osutuda erinevad lavivddrtused.
Kliinilised uuringud

Kuna Uldtunnustatud  standard  tsitomegaloviirusnakkuse  diagnoosi  kinnitamiseks  vai
vélistamiseks puudub, ei saa QF-CMV tundlikkuse ja spetsiifilisuse analiusi praktiliselt
hinnata. QF-CMV ligikaudne spetsiifilisus ja tundlikkus madrati tervete analiisitavate isikute

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

QF-CMV ligikaudne spetsiifilisus leiti valepositiivsete tulemuste mé&dra hindamise teel
(QF-CMV reaktiivne vastus) tervete doonorite proovides, kellel puudus varasem kokkupuude
CMV-ga (CMV IgG seronegatiivsed isikud). Ligikaudne tundlikkus médrati tervete doonorite
proovide QF-CMV-le reageerimise hindamise teel, kellel oli varasemaid kokkupuuteid
CMVga (CMV IgC seropositiivsed isikud). QF-CMV kasutab suurt arvu erinevate CMV
proteiinide CMV-spetsiifilisi epitoope, véimaldades ulatuslikku kliinilist rakendust suurele
hulgale erineva HLA klassi | haplotiipidega elanikkonnale (ligikaudu 98% elanikkonnast).
Kuna CMV seroloogiaga analiisitud isikute HLA haplotitbid polnud teada, eeldati,
et vdike protsent seropositiivsete isikute proovidest ei reageeri verevdtukatsutitele

QF-CMV Blood Collection Tube.

29 QuantiFERON-CMYV ELISA infoleht 10/2019



Spetsiifilisus

Tervetelt analiisitavatelt isikutelt vdetud 591 proovi uuringuga ei avastanud CMV IgG
seronegdtiivsete isikute kohta Ghtki valepositiivset QF-CMV tulemust, kusjuures 248 proovi
248-st olid QF-CMV ELISA analiisi tulemusel mittereaktiivsed ja CMV IgG seroloogiatesti
tulemusel negatiivsed. Seega nditasid QF-CMV analitsi ja CMV IgG  seroloogiatestiga
saadud tulemused 100% kokkulangevust.

Kaigis muudes spetsiifilisuse analiisides, mis viidi l&bi parenhimatoosse elundi siirdamise
(1-8), hematopoeetilise tivirakusiirdamise (9,10) labi teinud ja Hlviirusega (11) patsientide

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

Tundlikkus

Tervetelt analiisitavatelt isikutelt véetud 343 proovi uuringuga CMV IgG seropositiivsete
isikute kohta selgus, et QF-CMV analitsi ja CMV IgG seroloogiatesti tulemuste
kokkulangevuse tase oli 80,5%, 276 proovi 343-st olid QF-CMV analiisi tulemusel
reaktiivsed ja CMV IgG seroloogiatesti tulemusel positiivsed. Taheldatud ebakala vaib olla
tingitud valepositiivsest CMV seroloogiast vi reaktiivsete HLA tiipide puudumisest testitud

isikutel.

Tundlikkuse hindamisel parenhimatoosse elundi siirdamise l&bi teinud patsientidel (1-8),
hematopoeetilise  tivirakusiirdamise patsientidel (9, 10) ja Hlviirusega nakatunud
patsientidel (11) leiti pisut madalam Ghilduvuse tase, mis vaib olla tingitud valepositiivsest
CMV:-seroloogiast, reaktiivsete HLA tiUpide puudumisest testitud isikutel vdi reaktiivsete

T-rakkude puudumisest nendel patsientidel immuunreakisiooni péarsituse tttu.
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Kliinilist kasulikkust esile toovad uuringud

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

pdrsituse tottu (12-15).

Mitmed avaldatud Kkliinilised uuringud erinevate  siirdamispatsiendirihmade seas on
tdestanud QuantiFERON-CMV kasulikkust (1-11, 15, 16).

Ulatuslikus uuringus 108 parenhimatoosse elundi siirdamise labi teinud patsiendi (4) seas oli
QF-CMV reaktiivse tulemusega patsientidel pdarast CMV vastase profilaktika |&bimist
mérkimisvadrselt madalam hiliem avaldunud haigestumuse tase (3,3% ehk 1 30-st, analiisi
lavivaartus 0,2 RU/ml) vérreldes nendega, kellel oli QF-CMV analiisis mittereaktiivne
tulemus (21,8% ehk 17 78-st, p = 0,044) (Joonis 5).
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Joonis 5. Hiliem avaldunud haiguse CMV reaktiivsete ja mittereaktiivsete QuantiFERON-CMV tulemustega patsientide
puhul pérast profilaktika 15ppu. Andmed vaetud Kumar et al. (4).

Veelgi enam — CMV-seronegatiivsed patsiendid, kes said elundi CMV-positiivselt doonorilt
(D+R-) ja QF-CMV tulemus oli parast profilaktikat reaktiivne, ei nakatunud CMV-sse
sagedamini ja pikema aja véltel, mis naitab, et QF-CMV abil saab tuvastada isikuid, kelle

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

37 parenhimatoosse elundi siirdamise 18bi teinud patsiendi (6) seas tehtud uuringus aitas
QF-CMV  analiisi CMV-spetsiifiliste CD8* T-raku vastuste analiis prognoosida CMV
vireemia suurenemise jargset sponfaanset viiruse kadumist organismist véi CMV
véljakujunemist. Selles uuringus kadus 24-1 26-st QF-CMV reaktiivse tulemusega patsiendist
(92,3%) (kasutades IFN-y lavivadartust > 0,2 RU/ml) CMV-viirus organismist spontaanselt ja
ainult 51 11-st QF-CMV mittereaktiivse tulemusega patsiendist (45,5%) kadus viirus

spontaanselt.

Uuringus, kus osales 67 kopsusiirdamispatsienti ja kus analiisiti siirdamisjérgseid CMV
vireemia episoode (7), leiti, et 18] 25st (72%) CMV vireemia episoodist eelnes
mittereaktiivne QF-CMV tulemus ja 4 16-st (25%) episoodist eelnes reaktiivne QF-CMV
tulemus (Fisheri tappisanaliis, p = 0,0046, vt Joonis 6).
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Joonis 6. QuantiFERON-CMV-ga tuvastatud CMV-spetsiifiliste CD8* T-raku vastuste ja CMV vireemia véljakujunemise
statistiline analiits (Fisheri téppisanaliiis, p = 0,0046). Andmed véetud Weseslindtner et al (7).

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

patsientidel on profilaktikajargselt véike, keskmine véi suur CMV véljakujunemise risk.
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55 parenhimatoosse elundi siirdamise lébi teinud patsiendi perspektiivses uuringus (8),
milles analiisiti  siirdamiseelsete  QF-CMV  tulemuste  ja  siirdamisjgrgsete  CMV
replikatsiooniepisoodide vahelist seost, leiti, et siirdamisjargselt esines CMV replikatsiooni
rohkem CMV-seropositiivsetel patsientidel, kellel oli siirdamiseelses QF-CMV  analisis
(analiisi lavivaartus 0,2 RU/ml) mittereaktiivne tulemus (7 14-st véi 50%), vérreldes nende
CMV-seropositiivsete patsientidega, kelle siirdamiseelne QF-CMV  tulemus oli reaktiivne

(4 30-st v&i 13,3%, p = 0,021).

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

individuaalset kasitlemist.

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

siirdamispatsientide rihmades.
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Rahvusvahelised kokkuleppelised juhised tsitomegaloviiruse
ohjamiseks parenhimatoossete elundite siirdamisel

Véljoandes ,Updated International Consensus Guidelines on the Management of
Cytomegalovirus in Solid Organ Transplantation” (Rahvusvahelised kokkuleppelised juhised
tsitomegaloviiruse ohjamiseks parenhimatoossete elundite siirdamisel) (12) on rdhutatud
CMV-spetsiifilise immuunsuse jdlgimise tahtsust. Need rahvusvahelised juhised on vélja
t68tanud CMV ja parenhimatoossete elundite siirdamise ekspertide komisjon, heaks kiitnud
siirdamisthenduse Transplantation Society nakkushaiguste haru, jo need hdlmavad
tdendusmaterjali ja ekspertide arvamusel pdhinevaid konsensuslikke juhiseid CMV

ohjamiseks, sh jargmist: diagnostika, immunoloogia, ennetamine ja ravi.

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

kasulik profilaktika ja ennetava ravi suunamisel (12).

Juhistes kirjeldatakse ka ideaalse immuunsuse jalgimise analiisi omadusi, mis halmavad

jargmist:

® véimaldab hinnata siirdamispatsiendi CD4+ ja CD8* T-rakkude kogust ja funktsiooni;
® vdimaldab mosdta IFN-y;

® lihtne labi viia, kulusadastlik ja korratay;

® Liire labiviimistsikkel;

® vdimaldab proove kiiresti lahetada spetsiaalsetesse laboratooriumidesse.

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

immuunsuse jalgimise analiis, mis suudab tuvastada CMV-spetsiifilist IFN-y.
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Anal(isi toimivusnditajad

QF-CMV ELISA kasutab rekombinantset inimese IFN-y standardit, mida on analGusitud IFN-y
vérdluspreparaadi (NIH viide: Gxg01-902-535) suhtes. AnaliUsitavate proovide tulemused
esitatakse rahvusvahelikes Ghikutes (RU) vérrelduna standardkdveraga, mis on valmistatud

komplektiga kuuluva sekundaarse standardi lahuse testimise teel.

Kinnitust on leidnud, et mdnede isikute seerumis véi plasmas olevad heterofiilsed (nt inimese
hiirevastased) antikehad péhjustavad immunoloogiliste analiiiside hdiringut. Heterofiilsete
antikehade m&ju QF-CMV ELISA analiitsis véhendatakse tavalise hiireseerumi lisamisega
rohelisse lahjendisse ja F(ab’)2 monoklonaalse antikeha fragmentide kasutamisega, sest

IFN-y haaravad mikroplaadi sivenditesse kinnitunud antikeha.

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

QF-CMV ELISA on lineaarne. Teadaoleva IFN«y kontsentratsioniga 11 plasmaproovi
5 paralleelproovi paigutati juhuslikus jérjestuses ELISA-plaadile. Lineaarsel regressioonisirgel
on kalle 1,002 + 0,011 ja korrelatsioonikordaja 0,99 (Joonis 7).
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Joonis 7. QF-CMV ELISA ensiiim-immunosorptsiooni analiiisi lineaarsusprofiil, mis méératleti teadaoleva IFN-y
kontsentratsiooniga 11 plasmaproovi viie paralleelproovi analiisimise teel.

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

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

Kogu- vdi analiisisisene ebatdpsus madratleti iga plasmaproovi 27 arvutatud IFN-y
kontsentratsiooni vardlemise teel ja selle %VK vahemik oli 6,6-12,3. Uldine keskmine %VK
(£95% Cl) oli 8,7% +0,7%. IFN-y nullplasmaproovi %VK oli 26,1. Selline varieerumistase oli
eeldatav, kuna IFN+y arvutatud kontsentratsioon on madal ja madala kontsentratsiooni

varieeruvus on suurem kui kdrgemate kontsentratsioonide puhul.
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Tehniline teave

Madramatud tulemused

Mééramatud tulemused vdivad olla seotud analiisitava isiku immuunsisteemi seisundiga,

kuid ka mitmesuguste tehniliste teguritega:

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

® ELISA plaadid olid puudulikult pestud.

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

(madalate mitogeenivadrtuste pdhijal) analitsi kordamisel tdendoliselt ei muutu.

Plasmaproovide hitbimine

Kui plasmaproovide pikemaaijalisel sailitamisel tekib nendes fibriinide hiibimine, tuleb

proove tsentrifuugida, kuni tekib sete; see hélbustab plasma pipeteerimist.
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Torkeotsingujuhend

See tarkeotsingu juhend vaib olla abiks tekkinud probleemide lahendamisel. Lisateavet leiate

ka tehnilisest teabest veebisaidil www.QuantiFERON.com. Kontakiteabe leiate tagakaanelt.

Kommentaarid ja ettepanekud

Standardite halvad optilise tiheduse néidud

a) Viga standardi lahjendamisel
b) Pipeteerimisviga
c) Inkubeerimistemperatuur on

liiga madal

d) Inkubeerimisaeg on liiga

lihike

e) Kasutati valet
plaadilugemisfiltrit

f)  Reaktiivid on liiga kilmad

g) Komplekt/komponendid on
aegunud
Mittespetsiifiline vérvireaktsioon

a) Plaadid pole piisavalt puhtad

b) ELISA sivendite

ristsaastamine

c) Komplekt/komponendid on
aegunud

Veenduge, et standardkomplekti lahused valmistataks Sigesti vastavalt infolehe
QF-CMV ELISA Package Insert juhistele.

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

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

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

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

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

Kontrollige, et komplekti séilivusaeg poleks mésdas. Tagage, et standard ja
100-kordne konjugatsioonikontsentraat on éra kasutatud 3 kuu jooksul pérast
rekonstitueerimist.

Peske plaati véhemalt 6 korda, kasutades iga mikrolohukese kohta 400 pl
pesupuhvrit. Saltuvalt kasutatavast pesuseadmest véib osutuda vajalikuks Gle
6 pesutsikli. Iga pesutsikli vahele tuleb jétta véhemalt 5 sekundi pikkune
leotusaeg.

Proovide hoolikas pipeteerimine ja segamine minimeerib saastumisohu.
Kontrollige, et komplekti silivusaeg poleks mésdas. Tagage, et standard ja

100-kordne konjugatsioonikontsentraat on éra kasutatud 3 kuu jooksul pérast
rekonstitueerimist.
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Kommentaarid ja ettepanekud

d

e

Ensiiimsubstraadi lahus on
saastunud

Plasmat on enne eraldamist
tsentrifuugikatsutites
loksutatud

Tausta tugev varvumus

a)

b)

d

Plaadid pole piisavalt puhtad

Inkubeerimistemperatuur on
liiga kérge

Komplekt/komponendid on
aegunud

Ensiiimsubstraadi lahus on
saastunud

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see k&rvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

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

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

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

Kontrollige, et komplekti séilivusaeg poleks mésdas. Tagage, et standard ja
100-kordne konjugatsioonikontsentraat on éra kasutatud 3 kuu jooksul parast
rekonstitueerimist.

Kui substraat muutub sinakaks, tuleb see k&rvaldada. Kontrollige, et
kasutatavad reaktiivimahutid oleksid puhtad.

Mittelineaarne standardkver ja kahekordsete testide vahelised halbed

a)

b)

d

Tooteteave ja tehnilised juhendid on QIAGEN:ist tasuta saadaval edasimiijate kaudu vai

Plaadid pole piisavalt puhtad  Peske plaati vahemalt 6 korda, kasutades iga mikrolohukese kohta 400 pl

Viga standardi lahjendamisel

Reaktiivid ei ole lébi segatud

Ebaihtlane pipeteerimine vai

katkestused analiiisi
labiviimisel

pesupuhvrit. Saltuvalt kasutatavast pesuseadmest véib osutuda vajalikuks ile
6 pesutsikli. Iga pesutsikli vahele tuleb jatta vahemalt 5 sekundi pikkune
leotusaeg.

Veenduge, et komplekti standardi lahused valmistataks Gigesti vastavalt selle
infolehe juhistele.

Segage reaktiive enne sivenditesse jaotamist kergelt vdi loksutage nende
anumaid.

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

veebisaidil www.QuantiFERON.com.
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Kontakiteave

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

kilastage veebilehte www.qiagen.com).
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EnsGUm-immunosorptsiooni analiusi

luhikirjeldus

1. etapp — Vere inkubeerimine

1. Vétke patsiendi veri verevétukatsutitesse ja raputage neid kohe
parast nende tditmist kimme (10) korda piisava tugevusega, et
katsuti kogu sisepind oleks verega kaetud ja katsuti seintel olevad

antigeenid lahustuksid.

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

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

4. Parast tsentrifuugimist ja enne plasma eraldamist ei tohi seda
mingil juhul Gles v3i alla pipeteerida ega segada. Toimige suure

eftevaatusega, et materjal hiiGvise pinnaga ei seguneks.

2. etapp — IFN-y ELISA

1. Ensiim-immunosorptsiooni analiisi komponentidel (vélja arvatud
100-kordne  konjugaadikontsentraat) tuleb lasta  vdhemalt

60 minutit foatemperatuuril stabiliseeruda.
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Rekonstitueerige standardkomplekt destilleeritud vai deioniseeritud

veega 8,0 RU/mkni. Valmistage neli (4) standardlahust.

. Rekonstitueerige liofiliseeritud 100-kordne konjugaadikontsentraat

destilleeritud vai deioniseeritud veega.

. Valmistage rohelise lahjendiga konjugaat ja valage igasse

mikrolohukesse 50 pl.

Llisage igasse mikrolohukesse 50 pl plasmaproovi ja 50 pl

standardeid. Segage raputis.

Inkubeerige 120 minutit toatemperatuuril.

Peske sivendeid viéhemalt 6 korda, kasutades iga siivendi kohta

400 pl pesupuhvrit.

Tilgutage igasse sivendisse 100 pl ensiimsubstraadi lahust.

Segage raputis.

Inkubeerige 30 minutit toatemperatuuril.
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10.Tilgutage igasse sivendisse 50 pl enstiimi deaktiveerimislahust.
Segage raputis.

g

11.Maatke tulemusi 450 nm filtri jo 620-650 nm referentsfiltriga. @

12. Analiisige tulemusi.
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Ké&siraamatu redaktsiooniajalugu

Dokument Muudatused Kuupéiev
L1075110-R06 Vaijalikud, kuid mitte kaasas olevad materjalid, lisatud plaadi Oktoober 2019
kaaned, k 9
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See leht on teadlikult tihjaks jGetud.
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See leht on teadlikult tihjaks jGetud.
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Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoff® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™

(Quest International, Inc.).

QuantiFERON-CMV ELISA piiratud litsentsileping

Selle toote kasutamine téhendab, et toote ostja véi kasutaja ndustub jGrgmiste tingimustega.

1. Toodet tohib kasutada ainult tootega kaasas olevate protokollide ja selle késiraamatu kohaselt ning ainult koos paneelis sisalduvate komponentidega. QIAGEN ei

anna oma intellektuaalse omandi all litsentse paneeli komponentide kasutamiseks v&i ihendamiseks sellesse paneeli mittekuuluvate komponentidega, vélja arvatud

toote protokollides, selles késiraamatus ja veebisaidil www.qiagen.com kirjeldatud juhtudel. M&ned kdnealused lisaprotokollid on tagatud QIAGEN-i kasutajatelt

QIAGEN:i kasutajatele. QIAGEN pole neid protokolle pahjalikult analiisinud ega optimeerinud. QIAGEN ei garanteeri, et need ei riku kolmandate osapoolte digusi.

kolmand I
I

2. QIAGEN ei anna garantiid, et paneel ja/v&i selle kasutus ei riku Sigusi, v.a sdnaselged litsentsid.

3. Paneel ja selle osad on litsentsitud Ghekordseks kasutuseks ning neid ei tohi korduskasutada, parandada ega edasi mijia.
4. QIAGEN itleb lahti muudest otsestest vai kaud: li idest, v.a

5. Paneeli ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis véiks kaasa aidata vai viia ilaltoodud keelatud toiminguteni.
QIAGEN vaib selle piiratud litsentsilepingu keelde jGustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi kdik piiratud litsentsilepingu v&i paneeli ja/vai selle komponentidega
seotud mis tahes intellektuaalse omandi diguste jdustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud, sh advokaaditasud.

Uuendatud litsentsitingimusi vt www.qiagen.com.
© 2019, QIAGEN. Kaik digused kaitstud.
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