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Przeznaczenie

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) to test in vitro, w ktérym wykorzystywany jest koktajl
peptydowy imitujgcy biatka ludzkiego cytomegalowirusa (cytomegalovirus, CMV) w celu
stymulacji komérek w heparynizowanej krwi petnej. Wykrywanie interferonu gamma (IFN-y)
za pomocg testu immunoenzymatycznego (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
stuzy do ilosciowego oznaczenia odpowiedzi na antygeny peptydowe w warunkach in vitro.
Odpowiedzi te sg powigzane z kontrolg zakazenia wirusem CMV przez uktad
odpornosciowy. Utrata tej funkcji odpornosciowej moze wigzac¢ sie z rozwojem choroby
wywotanej przez CMV. Test QF-CMV jest przeznaczony do monitorowania poziomu
odpowiedzi immunologicznej pacjenta przeciwko wirusowi CMV.

Test QF-CMV nie jest przeznaczony do wykrywania zakazenia wirusem CMV i nie
powinien by¢ wykorzystywany do wykluczenia zakazenia wirusem CMV.

Podsumowanie i objasnienie

Wirus CMV to herpeswirus, ktérym zakazone jest okoto 50-85% populacji oséb dorostych.
Zakazenie jest czestym powiktaniem leczenia immunosupresyjnego, szczegdlnie po
przeszczepach, i moze znaczaco przyczyni¢ sie do zachorowalnosci i umieralnosci wsréd
biorcow narzadéw. Obecnie dostepne terapie immunosupresyjne stosowane w celu
zapobiegania odrzuceniu przeszczepionego narzgdu majg szkodliwy wptyw na limfocyty T
i odpowiedz odpornosciowg komoérkowg (Cell-Mediated Immune, CMI), co prowadzi do
zwiekszenia podatnosci na zakazenia wirusowe po przeszczepach. Znaczenie komoérek T
w supresji replikacji CMV zwieksza takze fakt zapewniania przez CMV-specyficzne
cytotoksyczne limfocyty T (ang. Cytotoxic T-lymphocytes, CTL) CD8* ochrony przed
patogenezg zakazenia wirusem. Oznaczenie ilosciowe komoérek CTL CD8* CMV-swoistych
oraz wydzielania IFN-y u pacjentéw leczonych immunosupresyjnie moze stuzyé do
prognozowania ryzyka rozwoju CMV. Test wydzielania IFN-y moze by¢ stosowany
zamiennie z identyfikacjg komoérek CTL CMV-swoistych.
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QF-CMV to test odpowiedzi CMI na antygeny peptydowe imitujgce biatka wirusa CMV.
Peptydy wirusa CMV sg wytworzone w taki sposéb, aby atakowaé komérki T CD8*, w tym
haplotypy HLA klasy I: A1, A2, A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44,
B51, B52, B57, B58, B60 i Cw6 (A30, B13), ktére wystepujg u >98% ludzkiej populaciji.
Osoby zarazone CMV na ogoét wykazujg obecnosé limfocytow CD8* we krwi w zwigzku
z reakcjg na antygeny. Ten proces rozpoznawania wigze sie z produkcjg i wydzielaniem
cytokiny — IFN-y. Wykrycie, a nastepnie ilosciowe oznaczenie IFN-y jest istotg niniejszego
testu.

Zasady procedury

Test QF-CMV jest wykonywany w dwoch etapach. W pierwszym etapie krew petna jest
pobierana do kazdej probdwki do pobierania krwi QF-CMV, w tym do probéwki z kontrolg
ujemna, probéwki z antygenem CMV oraz probéwki z mitogenem.

Probéwka z mitogenem stuzy w tescie QF-CMV jako kontrola pozytywna. Wykorzystanie
w tescie takiej kontroli jest szczegdlnie uzasadnione w przypadku, gdy nie ma pewnosci co
do stanu uktadu odpornosciowego badanej osoby. Probéwka z mitogenem moze stuzyé
réwniez jako kontrola prawidlowego postepowania z krwig i prawidtowego przebiegu
inkubacji.

Probowki powinny by¢ jak najszybciej poddane inkubacji w temperaturze 37°C,
maksymalnie w ciggu 16 godzin od pobrania prébek. Po uptynieciu 16—24-godzinnego
okresu inkubacji nalezy zwirowac probowki, zebra¢ osocze i wykona¢ pomiar ilosci IFN-y
(IU/ml) za pomoca testu QF-CMV ELISA.

llos¢ IFN-y otrzymana dla prébek osocza znajdujgcych sie w probdwkach z antygenem
CMV oraz z mitogenem moze czesto przekracza¢ goérne granice wiekszosci czytnikow
ELISA, takze wtedy, gdy stan immunosupresji badanej osoby jest umiarkowany. W celu
uzyskania wynikow jakosciowych nalezy uzy¢ wartosci obliczonych dla czystego osocza.
W celu uzyskania wynikéw ilosciowych, gdy wymagane s3 rzeczywiste wartosci wyrazone
w IU/ml, prébki osocza nalezy rozcienczy¢ w stosunku 1/10 za pomocag zielonego
rozcienczalnika i wykonac test ELISA wraz z czystym osoczem.
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Uwaga: W przypadku prébek, ktdrych wartosci znajdujg sie w zakresie testu QF-CMV
ELISA (tj. do 10 1U/ml), nalezy korzysta¢ z wyniku uzyskanego dla prébki czystego osocza.
W przypadku takich stezen IFN-y wartosci uzyskane dla probek osocza rozcienczonych
w stosunku 1/10 moga by¢ niedoktadne.

Uznaje sie, ze odczyt IFN-y w probdwce z antygenem CMV istotnie wyzszy niz odczyt
IFN-y (IU/ml) w probéwce z kontrolg ujemng, oznacza reaktywng odpowiedz na antygeny
wirusa. Stymulowana mitogenem probka osocza stuzy jako kontrola pozytywna IFN-y dla
wszystkich testowanych prébek. Jesli dla probki otrzymano niereaktywng odpowiedz na
antygeny wirusa CMV i jednoczesnie stabg odpowiedZz na mitogen, wynik prébki jest
nieokreslony. Taka sytuacja moze wystgpi¢é w przypadku niewystarczajgcej ilosci
limfocytéw, zmniejszonej aktywnosci limfocytow spowodowanej nieprawidtowym
postepowaniem z probka, nieprawidtowego napetnienia/mieszania probowki z mitogenem
lub niezdolnosci do produkcji IFN-y przez limfocyty pacjenta, co wystepuje na przyktad
u pacjentéw po niedawno przebytej operacji przeszczepu. Prébka zerowa jest korygowana
z uwzglednieniem tta i ogdlnej zawartosci IFNy zawartego w probkach krwi. Poziom IFN-y
w probéwce z probkg zerowg jest odejmowany od poziomu IFN-y w probéwkach
z antygenem CMV i z mitogenem (instrukcje na temat sposobu interpretacji wynikow
QF-CMV zawiera sekcja ,Interpretacja wynikdw” na stronie 24 niniejszej ulotki
informacyjnej).

Czas potrzebny na wykonanie testu

Ponizej przedstawiono szacunkowy czas wymagany do przeprowadzenia testu QF-CMV;
przedstawiono réwniez czas testowania wielu prébek podzielonych na partie:

Inkubacja probowek z krwig
w temperaturze 37°C: 16—24 godz.

Test ELISA: Okoto 3 godziny na jedng ptytke ELISA
Mniej niz 1 godzina pracy
Dodatkowo 10—15 minut na kazdg
dodatkowg ptytke
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Dostarczane materiaty

Zawartosc¢ zestawu

Probéwki do pobierania krwi (pakiet dla jednego pacjenta)
Nr katalogowy 0192-0301

Liczba przygotowan 1

QuantiFERON Nil Control (Probéwka QuantiFERON z kontrolg

ujemng) (szara zatyczka) 1 probéwka
QuantiFERON CMV Antigen (Probéwka QuantiFERON T
z antygenem wirusa CMV) (niebieska zatyczka) P
QuantiFERON Mitogen Control (Probéwka QuantiFERON .
. ) 1 probowka
z mitogenem) (fioletowa zatyczka)
QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert
(Ulotka dotgczona do opakowania probéwek do pobierania 1
krwi QF-CMV)
QuantiFERON-CMV ELISA Zestaw ELISA zawierajacy 2 plytki
Nr katalogowy 0350-0201
Paski mikroptytkowe (12 x 8 studzienek) optaszczone mysim 2 zestawy paskow mikroptytkowych po
przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko 12 x 8 studzienek
ludzkiemu IFN-y
Ludzki wzorzec IFN-y, liofilizowany (zawiera rekombinowany 1 x fiolka

ludzki IFN-y, kazeine bydleca, tiomersal w stezeniu masowo-

objetosciowym 0,01%) (8 1U/ml po rekonstytucii)

Zielony rozcienczalnik (zawiera kazeing bydleca, prawidtowg
surowice mysig, tiomersal w stgzeniu masowo-objetosciowym 1x30ml
0,01%)

100x stgzony koncentrat koniugatu, liofilizowany
(mysie przeciwciata skierowane przeciwko ludzkiemu IFN-y

sprzezone z peroksydazg chrzanowg (HRP), zawiera tiomersal 1 25e
o stezeniu masowym 0,01%)
20x stezony koncentrat buforu ptuczacego (pH 7,2, 1% 100 ml
zawiera ProClin® 300 o stezeniu objeto$ciowym 0,05%)
Roztwoér substratu enzymatycznego (zawiera H20z, 3,3',5,5'

- 1x30ml
tetrametylobenzoindyne)
Roztwor powstrzymujacy dziatanie enzymu (zawiera 1% 15 ml
0,5 M H2S04)*
Ulotka dotgczona do opakowania testu QF-CMV ELISA 1

* Zawiera kwas siarkowy. Srodki ostroznosci opisano na stronie 9.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze stosowa¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie¢ z odpowiednimi kartami charakterystyki dostepnymi
u producentéw poszczegoélnych produktdw.

® |nkubator ustawiony na temperature 37°C; atmosfera COz2 nie jest wymagana

® Skalibrowane pipety o zmiennej objetosci, przeznaczone do dozowania obj. 10-1000 pl,
z jednorazowymi koncéwkami

® Skalibrowane pipety wielokanatowe umozliwiajgce dozowanie obj. 50 ul i 100 pl,
z jednorazowymi koncowkami

® Wytrzgsarka do mikroptytek

® Woda dejonizowana lub destylowana, 2 litry

® Pluczka mikroptytek (zalecana ptuczka automatyczna)

® Czytnik mikroptytkowy wyposazony w filtr 450 nm oraz filtr referencyjny 620—650 nm
® Wieczko ptytki

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze stosowa¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy sie zapoznaé z odpowiednimi kartami charakterystyki. Sg one dostepne
online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem www.qiagen.com/safety.
Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlaé i drukowac karty charakterystyki dla
wszystkich zestawdw i sktadnikow zestawdw firmy QIAGEN®.
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PRZESTROGA | udzka krew nalezy traktowac jak materiat potencjalnie zakazny. Nalezy
i przestrzega¢ odpowiednich wytycznych dotyczacych postepowania
z krwia.

Do elementéw testu QuantiFERON-CMV ELISA majg zastosowanie nastepujgce zwroty
wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce srodki ostroznosci.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Zawiera: kwas siarkowy. Ostrzezenie! Moze powodowac korozje
metali. Dziata draznigco na skoére. Powoduje powazne podraznienie

oczu. Stosowac rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrone
oczu / ochrone twarzy.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Ostrzezenie! Powoduje tagodne podraznienie skory. Stosowac

rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrong oczu / ochrone
twarzy.

QuantiFERON Green Diluent
Zawiera: 5-hydroksy-1-(4-sulfofenylo)-4-(4-sulfofenyloazo)pirazolo-
3-karboksylan trisodu. Zawiera: tartrazyne. Ostrzezenie! Moze

powodowac reakcje alergiczng skory. Stosowac rekawice
ochronne / odziez ochronng / ochrone oczu / ochrone twarzy.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Zawiera: ProClin 300. Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki. Unika¢ uwalniania do srodowiska.
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Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Dodatkowe informacje

Postepowanie w inny sposob niz okreslony w ulotce dotgczonej do opakowania testu
QF-CMV moze spowodowac otrzymanie btednych wynikéw. Przed uzyciem nalezy
doktadnie przeczyta¢ instrukcje.

Nie korzysta¢ z zestawu, jesli przed uzyciem ktérakolwiek z butelek z odczynnikiem
nosi Slady uszkodzen lub wycieka z niej ptyn.

Wazne: Przed uzyciem sprawdzi¢ fiolki. Nie uzywac¢ fiolek zawierajgcych koniugat lub
wzorzec IFN-y, jesli widoczne sg oznaki uszkodzenia lub jesli doszto do naruszenia
gumowej plomby. Nie uzywac¢ peknietych fiolek. Aby w bezpieczny sposob zutylizowaé
fiolki, nalezy postepowac zgodnie z odpowiednimi srodkami ostroznosci.

Zalecenie: Aby ograniczy¢ do minimum ryzyko urazu spowodowanego przez metalowy
kapsel, przy otwieraniu fiolek z koniugatem lub wzorcem IFN-y nalezy uzywaé
narzedzia do zdejmowania kapsli.

Nie tgczy¢ i nie uzywaé paskéw mikroptytkowych, wzorca ludzkiego IFN-y, zielonego
rozcienczalnika lub 100x stezonego koncentratu koniugatu z réznych partii zestawéw
QF-CMV. Pozostate odczynniki (20x stezony koncentrat buforu ptuczgcego, roztwor
substratu enzymu i roztwér zatrzymujgcy reakcje enzymatyczng) mozna wymieniac
miedzy zestawami pod warunkiem, Zze nie uplyneta ich data waznosci i zapisano
szczegotowe informacje dla danej partii.

Niezuzyte odczynniki i probki biologiczne nalezy zutylizowaé zgodnie z lokalnymi,
regionalnymi i krajowymi przepisami.

Nie uzywa¢ proboéwek do pobierania krwi QF-CMV ani zestawow QF-CMV ELISA po
uptynieciu ich daty waznosci.

Upewni¢ sie, ze wyposazenie laboratoryjne, takie jak ptuczki do ptytek i czytniki, zostato
skalibrowane/zatwierdzone do uzycia.
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Przechowywanie odczynnikow i sposob
postepowania z nimi

Probéwki do pobierania krwi

® Probdéwki do pobierania krwi QF-CMV nalezy przechowywa¢ w temperaturze 4—25°C.

® Probdéwki do pobierania krwi QF-CMV w momencie napetniania ich krwig powinny mieé
temperature 17-25°C.

® Dopuszczalny okres magazynowania probéwek do pobierania krwi QF-CMV wynosi
maksymalnie 15 miesiecy od daty produkcji, w przypadku przechowywania ich
w temperaturze 4-25°C.

Odczynniki zestawu ELISA

® Zestaw nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C.

® Nalezy zawsze chroni¢ roztwor substratu enzymu przed bezposrednim sSwiattem
stonecznym.

Zrekonstytuowane i niezuzyte odczynniki

Instrukcje na temat rekonstytuowania odczynnikdéw, patrz Etap 2: Test
QuantiFERON-CMV ELISA dla ludzkiego IFN-y ,(kroki 3 i 5 na stronach 17 i 19).

® Zrekonstruowany ludzki wzorzec IFN-y mozna przechowywa¢ do 3 miesiecy
w temperaturze 2—8°C. Nalezy zwrdci¢ uwage na date, w ktérej odtworzono test IFN-y.

® Po zrekonstytuowaniu niezuzyty 100x stezony koncentrat koniugatu nalezy
przechowywac w temperaturze 2—8°C i zuzy¢ w ciggu 3 miesiecy.

Nalezy zapisa¢ date rekonstytucji koniugatu.
® Koniugat w stezeniu roboczym nalezy wykorzystaé w ciggu 6 godzin od jego
przygotowania.

® Bufor do plukania w stezeniu roboczym mozna przechowywaé w temperaturze
pokojowej (22°C +5°C) przez maksymalnie 2 tygodnie.
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Pobranie probek i postepowanie z probkami

W zestawie QF-CMV znajduja sie nastepujgce probowki do pobierania krwi:

® Probdéwka z kontrolg ujemng (szara zatyczka)
® Probdéwka z antygenem wirusa CMV (niebieska zatyczka)

® Probéwka z mitogenem (fioletowa zatyczka)

Na wewnetrznej stronie probéwek do pobierania krwi znajdujg sie liofilizowane antygeny,
ztego wzgledu kluczowe jest doktadne wymieszanie zawartosci probowki z krwig.
Probowki powinny jak najszybciej zostaé poddane inkubacji w temperaturze 37°C,
maksymalnie w ciggu 16 godzin od pobrania probek.

Aby uzyska¢ optymalne wyniki nalezy postepowaé zgodnie z nastepujaca procedura:

1. Od kazdego pacjenta nalezy pobra¢ 1 ml krwi bezposrednio do kazdej probéwki do
pobierania krwi QF-CMV poprzez wkiucie dozylne. Ta procedura powinna byé¢
wykonywana przez przeszkolonego flebotomiste.

Proboéwek do pobierania krwi QF-CMV mozna uzywaé na wysokosci do 810 metrow
(2650 stop).

W przypadku uzywania probéwek do pobierania krwi QF-CMV na wysokosciach
powyzej 810 metréw lub w przypadku pobrania zbyt matej objetosci krwi, mozna jg
pobra¢ strzykawkg i natychmiast przenies¢ po 1 ml do wszystkich trzech proboéwek. Ze
wzgledoéw bezpieczenstwa czynnosé¢ te najlepiej jest wykonaé w nastepujgcy sposob:
zdjg¢ igte strzykawki i, przestrzegajgc odpowiednich procedur bezpieczenstwa, zdjgé
zatyczki z trzech probéwek QF-CMV, a nastepnie przela¢ po 1 ml krwi do kazdej z nich
(do czarnego znacznika po bocznej stronie etykiety). Szczelnie zamkna¢ probowki
zatyczkami i wymiesza¢ ich zawartoS¢ w opisany ponizej sposéb. Probowki
o pojemnosci 1 ml stosunkowo wolno napetniajg sie krwig, z tego wzgledu po
zakohczeniu napetniania probowki nalezy pozostawi¢ probéwke na igle przez
2-3 sekundy, aby upewnic¢ sie, ze pobrano odpowiednig objetosé krwi.
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Czarny znacznik umieszczony z boku proboéwek wskazuje objeto$¢ napetnienia réwng
1 ml. Probéwki do pobierania krwi QF-CMV zostaty zwalidowane dla objetosci
z zakresu 0,8-1,2 ml. Jesli poziom krwi w ktorejkolwiek probowce nie jest blisko
znacznika, nalezy pobra¢ nowg prébke krwi.

W przypadku wykorzystania igty motylkowej do pobrania krwi nalezy uzy¢ probowki
wstepnej, aby przed pobraniem krwi do probéwek QF-CMV upewnic¢ sig, ze rurka jest
wypetniona krwig.

Mozna réwniez pobraé krew do jednej, ogodlnej probdéwki do pobierania krwi
zawierajgcej heparyne litowg jako antykoagulant, a nastepnie przenie$c¢ jg do probowek
do pobierania krwi QF-CMV. Jako antykoagulantu krwi nalezy uzywacC wytgcznie
heparyny litowej, gdyz inne antykoagulanty zakidcajg wyniki testu. Napetni¢ probéwke
do pobierania krwi (minimalna objetos¢ 5 ml) i delikatnie wymieszac¢ jej zawartosc,
obracajgc probdwke kilka razy, aby rozpusci¢ heparyne. Ta procedura powinna byé
wykonywana przez przeszkolonego flebotomiste. Przed przeniesieniem krwi do
proboéwek do pobierania krwi QF-CMV w celu inkubacji nalezy utrzymywac ja
w temperaturze pokojowej (22°C +5°C). Inkubacje nalezy rozpocza¢ w ciggu 16 godzin
od pobrania krwi.

2. Natychmiast po napetnieniu probéwek do pobierania krwi QF-CMV nalezy potrzasnagé
probowkami 10 razy, na tyle silnie, aby cata wewnetrzna powierzchnia byta pokryta
krwig. Umozliwia to rozpuszczenie antygenow, ktére znajdujg sie na sciankach
probowek.

Podczas napetniania krwig probéwki powinny mie¢ temperature 17-25°C.

Zbyt intensywne potrzgsanie moze uszkodzi¢ zel i doprowadzi¢ do otrzymania
nieprawidtowych wynikéw.

W przypadku pobrania krwi do probéwki z heparyng litowg nalezy réwnomiernie
rozmieszaé probki przed rozdzieleniem ich do probéwek do pobierania krwi QF-CMV.
Upewni¢ sie, ze krew zostata réwnomiernie wymieszana, delikatnie obracajgc
probowke przed rozdzieleniem probek. Wia¢ porcje krwi o objetosci 1 ml (po jednej na
kazdg probéwke do pobierania krwi QF-CMV) do odpowiednich probéwek z kontrolg
ujemng, antygenem CMV i mitogenem. Te czynnos$¢ nalezy wykonaé w sposob
aseptyczny, przestrzegajagc odpowiednich procedur bezpieczenstwa, zdejmujac
zatyczki z trzech probéwek do pobierania krwi QF-CMV, a nastepnie dodajgc po 1 mi
krwi do kazdej probdowki (do poziomu czarnego znacznika z boku etykiety). Dobrze
zamkng¢ probowki zatyczkami i wymieszac ich zawarto$¢ w opisany powyzej sposoéb.
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3. Odpowiednio oznakowaé probowki.

UpewnicC sig, ze kazdg probowke (z kontrolg ujemng, antygenem CMV i mitogenem)
mozna zidentyfikowac na podstawie etykiety lub w inny sposéb.

4. Po napetnieniu, wstrzgsnieciu i oznaczeniu probéwek nalezy mozliwie jak najszybciej
przenies¢ je do inkubatora ustawionego na temperature 37°C +1°C, maksymalnie
w ciggu 16 godz. od pobrania krwi. Przed inkubacjg nalezy przechowywaé probowki
w temperaturze pokojowej (22°C +5°C). Nie chtodzi¢ i nie zamrazac¢ prébek krwi.
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Procedura

Etap 1: Inkubacja krwi i zbieranie osocza

1. Inkubowaé probéwki w pozycji PIONOWEJ w temperaturze 37°C £1°C przez
16—24 godz. Inkubator nie wymaga CO2 ani nawilzania.

Wazne: Jesli krew nie zostanie poddana inkubacji niezwtocznie po pobraniu, przed
inkubacjg nalezy ponownie wymiesza¢ zawarto$¢ probowki, odwracajgc probéwke
10 razy.

Po inkubacji, a przed zwirowaniem, probowki do pobierania krwi mozna przechowywac
w temperaturze 4-27°C przez maksymalnie 3 dni.

2. Po inkubacji probéwek w temperaturze 37°C probki sg wirowane przez 15 minut przy
2000-3000 RCF (g), aby utatwi¢ zebranie osocza. Czop zelowy oddzieli komérki od
osocza. Jesli tak sie nie stanie, probéwki nalezy ponownie odwirowac.

Mozliwe jest zebranie osocza bez uprzedniego odwirowania probéwek, jednak w takim
przypadku nalezy zachowac¢ szczegdlng ostroznosc¢, aby podczas zbierania osocza nie
naruszy¢ komoérek.

3. Po odwirowaniu i przed zebraniem osocza nalezy unikaé pipetowania w gére i w dét
i mieszania osocza w jakikolwiek sposéb. Przez caly czas nalezy uwazaé, aby nie
naruszy¢ materiatu, ktéry znajduje sie na powierzchni zelu.

Wazne: Prébki osocza nalezy zbiera¢ wytgcznie za pomocg pipety.

Probki osocza mozna przenie$s¢ bezposrednio z probdéwek z odwirowang krwig na
ptytke ELISA testu QF-CMV, takze w przypadku korzystania z automatycznych staciji
roboczych ELISA.

Probki osocza mozna przechowywa¢ w probowkach do pobierania krwi poddanych
wirowaniu przez maksymalnie 28 dni w temperaturze 2-8°C lub, w przypadku
zebranego osocza, w temperaturze ponizej -20°C (najlepiej nizszej niz -70°C) przez
dtuzszy czas.

W celu zapewnienia odpowiedniej objetosci préobek badanych nalezy zebra¢ co
najmniej 150 pl osocza.
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Etap 2: Test QuantiFERON-CMV ELISA dla ludzkiego IFN-y

Odnie$ sie do ,Zawartos¢ zestawu”, strona 8 i ,Materialty wymagane, ale niedostarczane”,
strona 9, materiaty potrzebne do wykonania testu ELISA.

1.

Przed uzyciem wszystkie probki osocza i odczynniki, z wyjatkiem 100x stezonego
koncentratu koniugatu, muszg osiagng¢ temperature pokojowg (22°C + 5°C). W tym
celu nalezy odczekaé co najmniej 60 minut.

Wyja¢ z ramki zbedne paski ptytki ELISA, zamkng¢ w torebce foliowej i wiozy¢ do
lodoéwki w celu przechowywania ich do momentu, gdy ponownie bedg potrzebne.

Pozostawi¢ co najmniej jeden pasek dla wzorca QF-CMV ELISA oraz liczbe paskéw
odpowiednig do liczby badanych pacjentéw. Po uzyciu nalezy zachowa¢ ramke
i pokrywe do ponownego uzycia z pozostatymi paskami.

Zrekonstytuowa¢ wzorzec ludzkiego IFN-y, dodajgc objetos¢ wody dejonizowanej lub
destylowanej okreslong na etykiecie fiolki. Delikatnie wymiesza¢ zawartos¢ fiolki, aby
zminimalizowaé spienianie i zapewni¢ catkowite rozpuszczenie odczynnika.
Zrekonstytuowanie wzorca IFN-y odpowiednig objetoscig spowoduje otrzymanie
roztworu w stezeniu 8,0 1U/ml.

Uwaga: Objetosé rekonstytucji wzorca ludzkiego IFN-y (wzorca zestawu) rézni sie
miedzy partiami.

Korzystajgc ze zrekonstytuowanego wzorca, przygotowac serie rozcienczen o czterech
stezeniach IFN-y za pomocg zielonego rozcienczalnika (Green Diluent, GD) (Rysunek 1
na kolejnej stronie). S1 (wzorzec 1) ma stezenie 4,0 lU/ml, S2 (wzorzec 2) ma stezenie
1,0 IU/ml, S3 (wzorzec 3) ma stezenie 0,25 IU/ml, a S4 (wzorzec 4) ma stezenie
0 IU/ml (sam GD). Wzorce nalezy oznaczy¢ w przynajmniej dwoch powtorzeniach. Dla
kazdej sesji testu ELISA nalezy przygotowywa¢ s$Swieze rozcienczenia wzorca
dotgczonego do zestawu.

Ulotka informacyjna QuantiFERON-CMV ELISA 10/2019



Przyktadowa procedura przygotowania dwoch powtérzen wzorcow

Przyktadowa procedura przygotowania dwoch powtérzen wzorcow
A Oznaczy¢ cztery probdéwki: S1, S2, S3, S4
B Doda¢ po 150 pl GD do probéwek S1, S2, S3, S4
(o} Doda¢ 150 pl wzorca zestawu do probéwki S1 i doktadnie wymieszac
D Przenies$¢ 50 pl roztworu z probéwki S1 do probéwki S2 i doktadnie wymieszac
E Przenies$¢ 50 pl roztworu z probéwki S2 do probowki S3 i doktadnie wymieszac
F Sam GD stuzy jako wzorzec zerowy (S4)
= &
150 pl 50 pl 50 pl
—> e —>
Zrekonstytuowany Wzorzec 1 Wzorzec 2 Wzorzec 3 Wzorzec 4
wzorzec dotgczony 4,0 IU/ml 1,0 IlU/ml 0,2 IU/ml 0 IU/ml
do zestawu (Zielony

rozcienczalnik)

Rysunek 1. Przygotowanie krzywej wzorcowej metoda seryjnych rozcienczen.

4. Zrekonstytuowac liofilizowany 100x stezony koncentrat koniugatu, dodajgc 0,3 ml
dejonizowanej lub destylowanej wody. Delikatnie wymieszaé zawarto$¢ fiolki, aby
zminimalizowaé spienianie i zapewni¢ catkowite rozpuszczenie koniugatu.

Stezenie robocze koniugatu jest przygotowywane poprzez rozcienczenie zielonym
rozcienczalnikiem wymaganej ilosci zrekonstytuowanego 100x stezonego koncentratu
koniugatu (patrz Tabela 1 na kolejnej stronie).

Wymiesza¢ doktadnie, ale delikatnie, aby unikng¢ spieniania.

Niezuzyty 100x stezony koncentrat koniugatu nalezy przenies¢ do temperatury 2—-8°C
niezwtocznie po uzyciu.

Uzywac¢ wytgcznie zielonego rozcienczalnika.
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Tabela 1. Przygotowywanie stezenia roboczego koniugatu

Liczba paskéw  Objetos¢ 100x stezonego koncentratu koniugatu Objetos¢ zielonego rozcienczalnika
2 10 pl 1,0 ml
3 15 ul 1,5ml
4 20 pl 2,0ml
5 25 pl 2,5ml
6 30 ul 3,0ml
7 35 ul 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl. 6,0 ml
5. W przypadku prébek osocza pobranych z probéwek na pobrang krew i nastepnie

zamrozonych lub przechowywanych przed przeprowadzeniem testu przez wiecej niz
24 godziny nalezy je doktadnie wymiesza¢ przed dodaniem do studzienki ELISA.

Wazne: W przypadku dodawania prébek osocza bezposrednio z odwirowanych
probdwek do pobierania krwi QF-CMV nalezy unika¢ mieszania osocza. Zawsze nalezy
uwazac, aby nie naruszy¢ materiatu, ktdry znajduje sie na powierzchni zelu.

Jesli wymagane sg wyniki ilosciowe, rozcienczy¢ osocza znajdujgce sie¢ w probéwce
z CMV i mitogenem w stosunku 1/10, uzywajgc zielonego rozcienczalnika (10 pl
osocza + 90 pl GD). Nie nalezy rozciencza¢ osocza, ktére znajduje sie w probdwce
z kontrolg ujemna.

Zaleca sie réwnolegte testowanie nastepujgcych probek:

prébka w probdéwce z kontrolg ujemng, z antygenem CMV, z mitogenem,
antygenem CMV (1/10), mitogenem (1/10)
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10.

11.

12.

Oprogramowanie do analizy QuantiFERON-CMV obstuguje réwniez nastgpujace
warianty prébek pacjentow:

prébka w probdéwce z kontrolg ujemng, z antygenem CMV, z mitogenem,
probka w probdwce z kontrolg ujemng, z antygenem CMV (1/10), z mitogenem (1/10),

prébka w probéwce z kontrolg ujemng, z antygenem CMV, z mitogenem,

antygenem CMV (1/10),

prébka w probéwce z kontrolg ujemng, z antygenem CMV (1/10), z mitogenem.
Uzywajac pipety wielokanatowej, doda¢ po 50 ul Swiezo przygotowanego koniugatu
w stezeniu roboczym do odpowiednich studzienek na ptytce ELISA.
Dodac¢ po 50 pl badanych probek osocza do odpowiednich studzienek. Na koricu dodaé
po 50 pl wzorcow od 1 do 4 do odpowiednich studzienek. Wzorce nalezy oznaczy¢
w przynajmniej dwoch powtdrzeniach.
Przykry¢ ptytke ELISA i dokladnie mieszaC¢ roztwér koniugatu z prébkami
osocza/wzorcami na wytrzgsarce do mikroptytek przez 1 minute przy od 500 do
1000 obr./min. Unika¢ rozbryzgiwania.
Przykry¢ ptytke ELISA i inkubowa¢ jg w temperaturze pokojowej (22°C +5°C) przez
120 min +5 min.

Podczas inkubacji nie nalezy narazaé pitytek na bezposrednie dziatanie $wiatta
stonecznego. Odchylenie od okreslonego zakresu temperatury moze spowodowaé
otrzymanie nieprawidtowych wynikéw.

Podczas inkubacji nalezy przygotowa¢ stezenie robocze buforu do plukania.
Rozcienczyé¢ jedng objetosé 20x stezonego buforu ptuczacego, dodajgc 19 objetosci
dejonizowanej lub destylowanej wody, a nastepnie doktadnie wymieszac.

Dostarczona objetos¢ 20x stezonego koncentratu buforu ptuczgcego wystarcza do
przygotowania 2 litréw buforu ptuczgcego w stezeniu roboczym.

Po zakonczeniu inkubacji ptytki ELISA przeptuka¢ studzienki, uzywajgc 400 pl buforu
do piukania w stezeniu roboczym, wykonujgc co najmniej sze$¢ cykli ptukania.
Zalecane jest uzywanie ptuczki automatyczne;j.

Wazne: Doktadne przeptukanie ma bardzo duzy wplyw na skuteczno$¢ oznaczenia.
Podczas kazdego cyklu ptukania nalezy upewniaé sie, czy studzienki sg catkowicie
wypetnione buforem do ptukania. Miedzy cyklami zalecane jest pozostawienie roztworu
w dotkach ptytki na co najmniej 5 sekund.
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13.

14.

15.

16.

Do zbiornika na scieki nalezy dodaé¢ standardowy laboratoryjny srodek dezynfekujacy.
Nalezy przestrzegaé obowigzujgcych procedur w zakresie odkazania potencjalnie
zakaznego materiatu.

Potozy¢ ptytki skierowane goérng cze$cia w dét na papierowym reczniku
niepozostawiajgcym ktaczkéw, aby usuna¢ resztki buforu do ptukania. Dodaé¢ po 100 pl
roztworu substratu enzymu do kazdej studzienki, przykry¢ ptytke pokrywka i doktadnie
mieszac na wytrzgsarce do mikroptytek przez 1 minute przy 500-1000 obr./min.

Przykry¢ wszystkie ptytki i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej (22°C +5°C) przez
30 minut. Podczas inkubacji nie nalezy narazac¢ plytek na bezposrednie dziatanie
Swiatta stonecznego.

Po 30-minutowej inkubacji dodaé po 50 pl roztworu zatrzymujgcego reakcje
enzymatyczng do kazdej studzienki, w takiej samej kolejnosci, w jakiej dodawano
substrat, a nastepnie miesza¢ na wytrzgsarce do mikroptytek przy 500—-1000 obr./min.

W ciggu 5 minut od zatrzymania reakcji przeprowadzi¢ pomiar gestosci optycznej
poszczegolnych studzienek za pomocg czytnika mikroptytkowego wyposazonego w filtr
450 nm oraz filtr referencyjny 620—650 nm. Wartosci OD sg uzywane do obliczenia
wynikow.

21
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Obliczenia i interpretacja wynikow testu

Oprogramowanie do analizy QuantiFERON-CMV stuzgce do analizy danych pierwotnych
i obliczania wynikébw jest dostepne w witrynie firmy QIAGEN pod adresem
www.QuantiFERON.com. Nalezy upewni¢ sie, ze uzywana jest najnowsza wersja
oprogramowania do analizy QF-CMV.

Oprogramowanie przeprowadza kontrole jakosci oznaczenia, tworzy krzywg wzorcowg
i generuje wyniki testéw dla poszczegdlnych pacjentow w sposéb opisany w sekgcji
.Interpretacja wynikéw” na stronie 24. Oprogramowanie raportuje najnizsze rozcienczenie,
dla ktérego, po uwzglednieniu wspotczynnika rozcienczenia, zostat wygenerowany wynik
mieszczacy sie w zakresie testu ELISA QF-CMV.

Zamiast korzystania z oprogramowania do analizy QF-CMV wyniki mozna réwniez uzyskac
nastepujgcg metoda.

Utworzenie krzywej wzorcowej (jesli nie jest uzywane
oprogramowanie analityczne QF-CMV)

Okresli¢ srednie wartosci OD dla powtdrzen wzorca zestawu znajdujgcych sie na kazdej
ptytce.

Wyznaczy¢ krzywg wzorcowg loge)-loge), sporzadzajgc wykres funkcji loge) Sredniej
gestosci optycznej (0$ y) wzgledem loge) stezenia wzorcow IFN-y wyrazonego w [U/ml
(0$ x), pomijajgc wzorzec zerowy w obliczeniach. Oblicz linie najlepszego dopasowania do
krzywej standardowej za pomocg analizy regres;ji.

Na podstawie krzywej wzorcowej okresli¢ stezenie IFN-y (IU/ml) dla kazdej badanej prébki
osocza, korzystajac z wartosci OD kazdej z probek.
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Obliczenia te mozna wykona¢ za pomoca pakietéw oprogramowania dostepnych
z czytnikami do mikroptytek oraz standardowych arkuszy kalkulacyjnych Ilub
oprogramowania statystycznego (np. Microsoft® Excel®). Zaleca sie korzystanie z tych
pakietow do wyznaczenia parametrow analizy regresji, wspoétczynnika zmiennosci
(Coefficient of Variation, %CV) dla wzorcow oraz wspotczynnika korelacji (r) krzywej
WZOrcowe;j.

Nalezy raportowa¢ wynik najnizszego rozcienczenia, dla ktérego zostat wygenerowany
wynik mieszczacy sie w zakresie testu ELISA QF-CMV. Nalezy upewni¢ sig, ze tam gdzie
byto to konieczne, uwzgledniono wspotczynnik rozcienczenia.

Kontrola jakosci testu

Doktadnos¢ wynikow testu zalezy od utworzenia doktadnej krzywej wzorcowej. W zwigzku
z tym przed interpretacjg wynikow probek badanych nalezy sprawdzi¢ wyniki otrzymane
dla prébek wzorcowych.

Aby test ELISA byt wazny:

® Srednia warto$é OD wzorca 1 musi by¢ 20,600.

® %CV wartosci OD uzyskanych dla powtorzen wzorca 1 i 2 musi by¢ <15%;

® Wartosci OD uzyskane dla powtdrzen wzorca 3 i 4 nie mogg réznic¢ sie od ich Sredniej
o wiecej niz 0,040 jednostki gestosci optycznej;

® Wspodtczynnik korelacji (r) obliczony na podstawie $rednich wartosci absorbanc;ji
wzorcow musi by¢ 20,98.

Oprogramowanie do analizy QF-CMV oblicza i raportuje te parametry kontroli jakosci.
Jesli nie sg spetnione powyzsze kryteria, test nie jest wazny i nalezy go powtorzyc.

Srednia warto$é OD dla wzorca zerowego (zielony rozciefczalnik) powinna byé <0,150.
Jesli srednia wartos¢ OD jest >0,150, nalezy sprawdzi¢, czy procedura ptukania ptytki
zostata wykonana poprawnie.
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Interpretacja wynikow

Wyniki testu QuantiFERON-CMV sg interpretowane zgodnie z kryteriami, ktére
przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Interpretacja wynikéw testu QuantiFERON-CMV

Wynik dla probki Wynik dla prébki
Wynik dla z CMV minus wynik Mitogen minus
prébki Nil dla kontroli ujemnej wynik dla probki  Wynik testu

(IU/ml) (IU/mI) Nil (IU/ml)* QF-CMV Raport/interpretacja

20,20 i 225% proébki Nil Dowolna Reaktywnyt Wykryta odporno$¢ na wirusa CMV
50 %05 Niereaktywny g:\livakryto odpornosci na wirusa
- <0,20 LUB 20,20

i <25% kontroli ujemnej s —_ )

<05 Nieokreslony?* Wyn_lkl Odp’OWIedZI na wirusa CMV
sg nieokreslone

>8,08 Dowolna Dowolna Nieokreslony* Wyniki odpowiedzi na wirusa CMV

s3 nieokreslone

* Wyniki odpowiedzi na kontrole pozytywng zawierajgca mitogen (i czasem na prébke z antygenami wirusa CMV)
moga czesto wykraczaé poza zakres odczytu czytnika mikroptytek. Nie ma to wptywu na wyniki testu.

-+

Jesli zakazenie cytomegalowirusem nie jest podejrzewane, a uzyskano wstepne wyniki dodatnie, mozna je
potwierdzi¢, ponownie badajgc oryginalne prébki osocza w dwdch powtérzeniach za pomoca testu QF-CMV
ELISA. Jesli wynik jednego lub obu powtérzen jest pozytywny, nalezy uznaé¢, ze probka pacjenta jest reaktywna.

+

Patrz sekcja ,Rozwigzywanie probleméw” (strona 41) dla mozliwych przyczyn.

W badaniach klinicznych (1) wykazano, ze wyniki nieokreslone raportowane wsrdd pacjentdéw po przeszczepie
narzadow litych, gdy dawca byt CMV-reaktywny, ale dla kontroli dodatniej, mitogenu, uzyskano warto$¢ nizsza
niz 0,5 IU/ml, byly istotne klinicznie. Tacy pacjenci sg obarczeni najwyzszym ryzykiem rozwoju cytomegalii.

P

W badaniach klinicznych u mniej niz 0,25% pacjentéw zaraportowano stgzenie IFN-y>8,0 1U/ml dla wartosci prébki
Nil.

Uwaga: Podczas oceny odpowiedzi uktadu immunologicznego na antygeny wirusa CMV
ze zmierzonego stezenia IFN-y nalezy korzysta¢ w kontekscie stanu klinicznego, historii
medycznej oraz wynikdw innych badan diagnostycznych pacjenta. Test QF-CMV nie jest
przeznaczony do wykrywania zakazenia wirusem CMV i nie powinien by¢ wykorzystywany
do wykluczenia zakazenia wirusem CMV.
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Ograniczenia

Z wynikow testow QuantiFERON-CMV nalezy korzysta¢ w kontekscie historii
epidemiologicznej, obecnego stanu klinicznego oraz wynikédw innych badan
diagnostycznych pacjenta.

Niepewne lub nieokreslone wyniki mogg wystepowac¢ ze wzgledu na:

® (Qdstepstwem od procedury opisanej w ulotce dotgczonej do opakowania testu
QuantiFERON-CMV ELISA

® Nadmierne poziomy IFN-y w probdwce kontrolnej

® wynoszacy wiecej niz 16 godzin odstep czasowy pomiedzy pobraniem probki krwi
a inkubacjg w temperaturze 37°C.

Wartosci oczekiwane

Oczekiwane wartosci IFN-y uzyskano badajgc 591 prébek pobranych od zdrowych oséb za
pomocyg testu QuantiFERON-CMV. Dla 343 probek uzyskano wynik seropozytywny na
obecno$¢ przeciwciat anty-CMV 1gG, a dla 248 prébek wynik seronegatywny. Status
serologiczny wzgledem wirusa CMV byt nieznany w momencie wykonywania testu
QF-CMV. Wsrdéd 248 probek pobranych od pacjentéw CMV-seronegatywnych, dla 100%
(248/248) testowanych probek uzyskano wynik niereaktywny w tescie QF-CMV ELISA,
dajgc odpowiedz IFN-y w probéwce z antygenem CMV na poziomie <0,2 IU/ml (po odjeciu
kontroli negatywnej). Rozktad odpowiedzi IFN-y na probéwke z antygenem CMV
(po odjeciu probki zerowej) dla 343 pacjentow seropozytywnych wzgledem CMV
przedstawia Rysunek 2.
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Rysunek 2. Rozktad odpowiedzi QF-CMV IFN-y (po odjeciu kontroli ujemnej) u zdrowych seropozytywnych
pacjentow (n=343).

Rozktad odpowiedzi IFN-y na mitogen (po odjeciu kontroli ujemnej) okreslono za pomoca
733 probek pobranych od zdrowych dorostych oséb, uzywajgc testu QF-CMV ELISA,
niezaleznie od wyniku badania serologicznego na obecnos¢ przeciwciat anty-CMV 1gG
(Rysunek 3). Wynik zawarto$ci mitogenu (po odjeciu probki zerowej) na poziomie ponizej
0,5 IU/ml wskazuje na btad testu lub obnizong odpornos¢ badanej osoby. U zdrowej
populacji jedynie 2 z 733 wynikéw zaliczono do tej kategorii.
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Rysunek 3. Rozktad odpowiedzi IFN-y na mitogen (po odjeciu kontroli ujemnej) u zdrowych oséb (n = 733).

Rozktad odpowiedzi IFN-y w probéwce z kontrolg ujemng okreslono za pomocg 1020 probek
osocza pobranych od zdrowych osob, uzywajgc testu QF-CMV ELISA, niezaleznie od wyniku
badania serologicznego na obecnos$¢ przeciwciat anty-CMV 1gG (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Rozktad odpowiedzi IFN-y dla Nil w probéwce z kontrolg ujemna u zdrowych oséb (n = 1020)
wyrazony jako odsetek populacji.
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Parametry skutecznosci

Skutecznos¢ kliniczna

Prog wykrywalnosci testu QF-CMV wczesniejszej ekspozycji na wirusa CMV ustalono na
podstawie analizy wynikéw otrzymanych dla grupy zdrowych osdb (n = 223), w ktérej
poréwnano wyniki uzyskane za pomocg testu QF-CMV z wynikami badan serologicznych
na obecnos¢ przeciwciat anty-CMV IgG. Za pomocg analizy ROC okreslono, ze prég testu
rowny 0,04 1U/ml (po odjeciu kontroli negatywnej) zapewniat optymalne pozytywne
i negatywne wartosci predykcyjne dla testu QF-CMV (obszar pod krzywa = 0,9679
[95% CI: 0,9442-0,9915, p<0,0001]) i z tego wzgledu odzwierciedlat prég, przy ktérym test
byt najbardziej skuteczny u zdrowej populaciji.

Wydajnos¢ testu QF-CMV poréwnano z testem serologicznym na obecnos$¢ przeciwciat
anty-CMV 1gG SeraQuest™ (Quest International). Test QF-CMV byt zgodny
z porownawczym testem serologicznym na obecnos¢ przeciwciat anty-CMV I1gG
wykonywanym u zdrowych os6b na poziomie 95% (u 294 sposréd 310 oséb). Dla zadnego
ze 149 seronegatywnych dawcéw nie otrzymano wyniku reaktywnego w tescie QF-CMV.
Dla 145 sposréd 161 seropozytywnych dawcow otrzymano odpowiedz reaktywng w tescie
QF-CMV. Ogodlna zgodnos¢ pozytywnych wynikéw wynosita 90%, natomiast zgodnosé
negatywnych wynikdw 100%. Poziom zgodnosci odpowiedzi w tescie QF-CMV oraz
statusu serologicznego 1gG wirusa CMV u zdrowych oso6b przedstawia Tabela 3.

Tabela 3. Zgodnos¢ pomigdzy testem QuantiFERON-CMV a testem serologicznym na obecnos¢ przeciwciat
anty-CMV IgG u zdrowych oséb

Badanie serologiczne CMV
Pozytywny Negatywny tacznie
Reaktywny 145 0 145 (46,8%)
QuantiFERON-CMV Niereaktywny 16 149 165 (53,2%)
tacznie 161 (51,9%) 149 (48,1%) 310 (100%)
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Prég testu

Zalecany prog tego testu w zastosowaniach klinicznych wynosi 0,2 1U/ml dla proboéwki
z antygenem CMV (po odjeciu kontroli ujemnej), jednak w réznych srodowiskach
klinicznych mozna zwalidowac rézne wartosci progéw.

Badania kliniczne

W zwigzku z brakiem standardowej metody potwierdzajgcej lub wykluczajgcej zakazenie
cytomegalowirusem nie mozna oceni¢ czuto$ci i swoistosci diagnostycznej testu QF-CMV
w praktyce. Swoistos¢ i czutos¢ diagnostyczng testu QF-CMV oszacowano poprzez ocene
poziomu zgodnosci miedzy odpowiedzig uzyskang w tescie QF-CMV oraz statusem
serologicznym okreslonym w badaniu na obecnos$¢ przeciwciat anty-CMV IgG u zdrowych
oséb.

Swoistos¢ testu QF-CMV oszacowano, oceniajgc wskaznik wynikow falszywie
pozytywnych (reaktywna odpowiedz w tescie QF-CMV) w probkach pobranych od
zdrowych dawcéw bez historii ekspozycji na wirusa CMV (oséb CMV-seronegatywnych).
Czuto$¢ oszacowano, oceniajgc odpowiedz uzyskang w tescie QF-CMV dla probek
pobranych od zdrowych dawcow z zarejestrowang wczesniejszg ekspozycjg na wirusa
CMV (os6b CMV-seropozytywnych). Test QF-CMV wykorzystuje duzg liczbe epitopow
swoistych dla wirusa CMV, pochodzgcych z réznych biatek wirusa CMV. W zwigzku z tym
uwzglednia szerokie spektrum zréznicowanych haplotypow HLA klasy | wystepujgcych
w populacji (okoto 98% populacji). W zwigzku z tym, Zze nie byly znane haplotypy HLA
pacjentéw, u ktérych wykonywane byty badania serologiczne na obecnosé wirusa CMV,
oczekiwano, ze niewielki odsetek prébek pobranych od oséb seropozytywnych nie bedzie
dawac¢ odpowiedzi w probéwkach do pobierania krwi QF-CMV.
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Swoistosé

W badaniu obejmujgcym 591 prébek pobranych od zdrowych oséb nie zarejestrowano
fatszywie pozytywnych wynikéw testu QF-CMV u os6b CMV-seronegatywnych. Dla
248 z 248 badanych prébek uzyskano wynik niereaktywny w tescie QF-CMV ELISA
i negatywny w tescie serologicznym na obecnos$¢ przeciwciat anty-CMV IgG. W zwigzku
z tym uzyskano 100% zgodnosé wynikdw uzyskanych w tescie QF-CMV oraz tescie
serologicznym CMV IgG.

We wszystkich pozostatych ocenach swoistosci przeprowadzonych u biorcéw narzadéw
litych (1-8), biorcow hematopoetycznych komérek macierzystych (9,10) oraz pacjentow
zarazonych wirusem HIV (11) poziom zgodnosci wynikéw testu QF-CMV z wynikami
badania na obecnos$¢ przeciwciat anty-CMV IgG réwniez wynosit 100%.

Czutosé

W badaniu przeprowadzonym na 343 probkach pobranych od zdrowych osoéb, u ktérych
wykonano badanie serologiczne na obecnos¢ przeciwciat anty-CMV 1gG i uzyskano wynik
seropozytywny poziom zgodnosci odpowiedzi w tescie QF-CMV z wynikami badania
serologicznego CMV IgG wyniést 80,5%, gdzie dla 276 z 343 przetestowanych probek
uzyskano wynik reaktywny w tescie QF-CMV i pozytywny w badaniu serologicznym.
Obserwowana rozbiezno$¢ moze wynika¢ z fatszywie pozytywnych wynikéw badan
serologicznych na obecnos¢ CMV lub braku odpowiednich typéw HLA u badanych oséb.

Wykazano, ze poziomy zgodnosci w ocenach czutosci przeprowadzonych u biorcéw
narzadow litych (1-8), biorcéw hematopoetycznych komoérek macierzystych (9, 10) oraz
pacjentow zakazonych wirusem HIV (11) sa nizsze, co moze wynika¢ z fatszywie
pozytywnych wynikow badania serologicznego, braku reaktywnych typéw HLA u badanych
0s6b albo braku reaktywnych komorek T u takich pacjentéw z powodu immunosupres;ji.
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Badania podkreslajgce przydatnos¢ kliniczng

Celem badania serologicznego na obecno$¢ przeciwciat anty-CMV 1gG, jak i testu
QF-CMV jest wykrycie odpornosci na wirusa CMV. W przypadku przeszczepoéw badanie
serologiczne CMV jest powszechnie wykonywane przed przeszczepem w celu okreslenia
ryzyka powiktan spowodowanych wirusem CMV wystepujgcych po przeszczepie u biorcy.
Badanie to jednak ma ograniczong warto$¢ w okresie po przeszczepie. Mozliwe jest
rowniez wykonywanie testu QF-CMV u biorcéw przeszczepdéw w celu oceny poziomu
odpornosci na wirusa CMV u pacjentéw obarczonych ryzykiem rozwoju objawowego
zakazenia i/lub CMV w zwigzku z leczeniem immunosupresyjnym (12—15).

Szereg opublikowanych badan klinicznych dotyczgcych réznych grup oséb po
przeszczepie wykazat uzytecznos¢ testu QuantiFERON-CMV (1-11, 15, 16).

W ramach duzego badania, w ktorym brato udziat 108 biorcow narzadow litych (4),
u pacjentdw z reaktywnym wynikiem testu QF-CMV po zakonczeniu leczenia
profilaktycznego przeciwko wirusowi CMV wystepowat znacznie nizszy odsetek rozwoju
CMV (3,3% lub 1/30 przy zastosowaniu progu 0,2 1U/ml) w poréwnaniu do pacjentéw, dla
ktérych uzyskano niereaktywny wynik w tescie QF-CMV (21,8% lub 17/78 p = 0,044)
(Rysunek 5).
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Rysunek 5. Poréwnanie ryzyka péznego rozwoju CMV u pacjentéw z reaktywnym wynikiem w tescie
QuantiFERON-CMV w stosunku do pacjentéow z niereaktywnym wynikiem w tescie QuantiFERON-CMV
po zakonczeniu leczenia profilaktycznego. Dane bazowe pochodzace z publikacji Kumara i wsp. (4).
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Ponadto u CMV-seronegatywnych biorcow przeszczepianych narzadéw, ktorzy otrzymali
narzad od CMV-pozytywnego dawcy (D+R-), dla ktérego prébki uzyskano wynik reaktywny
w tescie QF-CMV, po zakonczeniu leczenia profilaktycznego w wiekszej liczbie
przypadkow nie stwierdzano obecnosci wirusa CMV przez dtuzszy okres, co wskazuje na
to, ze test QF-CMV mozna stosowac¢ do identyfikacji osdb zagrozonych p6znym rozwojem
CMV.

To badanie pokazato takze, ze w tej kohorcie pacjentéw po przeszczepie odznaczajgcej
sie najwyzszym ryzykiem rozwoju choroby CMV (D+/R-) reaktywnemu wynikowi
w dowolnym momencie po zakonczeniu profilaktyki towarzyszyta wyzsza szansa dalszego
braku zachorowania na CMV.

W badaniu 37 pacjentow po przeszczepach narzgdow litych (6) ocena specyficznych dla
wirusa CMV reakcji komoérek T CD8* za pomoca testu QF-CMV pomogta w przewidywaniu
spontanicznego usuniecia wirusa w odniesieniu do postepéw choroby CMV w wyniku
wzrostu wiremii CMV. W tym badaniu w przypadku 24 z 26 pacjentéw (92,3%)
z reaktywnym wynikiem testu QF-CMV (stosujgc prog testowy IFN-y 20,2 [U/ml) wystapito
spontaniczne usuniecie wirusa CMV, natomiast u pacjentéw z niereaktywnym wynikiem
testu QF-CMV taki sam wynik wystapit jedynie u 5 z 11 pacjentéw (45,5%).

W ramach badania 67 biorcow pluc dokonano oceny wystgpien wiremii CMV po
przeszczepie (7). Zaobserwowano, ze 18 sposrod 25 (72%) wystgpien wiremii CMV byto
poprzedzonych niereaktywnym wynikiem testu QF-CMV, natomiast 4 sposréd
16 wystgpien (25%) byto poprzedzone reaktywnym wynikiem testu QF-CMV (doktadny test
Fishera, p = 0,0046, patrz Rysunek 6).
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Rysunek 6. Analiza statystyczna odpowiedzi komérek T CD8* CMV swoistych wykrywanych przez test
QuantiFERON-CMV i rozwoju wiremii CMV (doktadny test Fishera, p = 0,0046). Dane bazowe pochodzace
z publikacji Weseslindtnera i wsp. (7).

W ramach duzego wieloosrodkowego badania prospektywnego przebadano 127 dawcéw
CMV-seropozytywnych, CMV-seronegatywnych biorcéw narzgdoéw litych (8), zapewniajac
kazdemu z nich profilaktyczne leczenie antywirusowe. U pacjentow z reaktywnym
wynikiem testu QF-CMV (stosujac prog testu 0,1 IU/ml) w dowolnym punkcie czasowym po
zakonczeniu leczenia profilaktycznego przeciwko wirusowi CMV wykazano istotnie nizszg
czestos¢ wystepowania pdznego ataku choroby w ciggu 12 miesiecy od przeszczepu
(6,4%) w poréwnaniu z osobami, dla ktérych otrzymano niereaktywny wynik w tescie
QF-CMV  (22,2%) i wynik nieokreslony (58,3%, p < 0,001). Przy klasyfikacji
niekonkluzywnych wynikéw jako niereaktywnych czesto$¢ wystepowania choroby CMV
wyniosta odpowiednio 6,4% i 26,8% przy p = 0,024. Predykcyjne wartosci pozytywne
i negatywne testu QF-CMV pod wzgledem ochrony przed cytomegalig wyniosty
odpowiednio 0,90 (przy przedziale ufnosci 95%: 0,74-0,98) oraz 0,27 (przy przedziale
ufnosci 95%: 0,18-0,37). W ramach tego badania dowiedziono, ze test QF-CMV moze by¢
skuteczny w prognozowaniu ryzyka rozwoju choroby CMV po leczeniu profilaktycznym.
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W prospektywnym badaniu 55 biorcéw narzaddéw litych (8), w ramach ktérego zbadano
zwigzek pomiedzy wynikami testu QF-CMV przed przeszczepem i replikacjg wirusa CMV
po przeszczepie, odkryto, ze replikacja CMV po przeszczepie czesciej wystepuje u biorcow
CMV-seropozytywnych, dla ktérych przed przeszczepem uzyskano wynik niereaktywny
(przy zastosowaniu wartosci progowej testu 0,2 IU/ml) w tescie QF-CMV (7 z 14 biorcow,
50%) niz u biorcow CMV-seropozytywnych, dla ktorych przed przeszczepem uzyskano
wynik niereaktywny QF-CMV (4 z 30, 13,3%, p = 0,021).

Badanie dowiodto, ze biorcy z przedtransplantacyjng niereaktywng odpowiedzig w tescie
QF-CMV, ktérym przeszczepiono narzad pochodzacy od CMV-seropozytywnego dawcy,
odznaczajg sie dziesieciokrotnie wiekszym ryzykiem replikacji CMV niz biorcy
z przedtransplantacyjnym reaktywnym wynikiem testu QF-CMV (skorygowany
wspétczynnik szans wynoszgcy 10,49, przy przedziale ufnosci 95%: 1,88-58,46).
Dowiedziono takze, ze test QF-CMV przed przeszczepem moze by¢ uzyteczny
w przewidywaniu ryzyka replikacji CMV po przeszczepie, umozliwiajac w ten sposob
indywidualne podejscie do zarzadzania infekcjg CMV po przeszczepie narzadow litych.

Na catym swiecie ukonczono takze szereg badan (2, 3, 5, 9, 10, 15, 16) lub trwajg prace
nad wykrywaniem odpowiedzi komérek T CD8* CMV swoistych za pomoca testu QF-CMV
W grupie biorcoéw organow.
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Wypracowane miedzynarodowe wytyczne w zakresie zarzgdzania
cytomegalowirusem w przypadku przeszczepow narzgdow litych

Znaczenie monitorowania CMV-swoistej odpowiedzi immunologicznej zostato uznane
i opisane w artykule Updated International Consensus Guidelines on the Management of
Cytomegalovirus in Solid Organ Transplantation (Miedzynarodowe wytyczne w zakresie
leczenia zakazenia cytomegalowirusem w przypadku przeszczep6éw narzgdow litych) (12).
Te miedzynarodowe wytyczne opracowane przez panel specjalistbw w dziedzinie wirusa
CMV i przeszczepdw organow litych, powotany przez organizacje The Infectious Diseases
Section of The Transplantation Society (Sekcja Choréb Zakaznych Towarzystwa
Transplantacyjnego), odzwierciedlajg powstate w oparciu o opinie specjalistow wytyczne
w zakresie zarzgdzania wirusem CMV, w tym: diagnostyke, immunologie, profilaktyke
i leczenie.

Wytyczne sg zakonczone wnioskiem: ,monitorowanie reakcji immunologiczne;j
CMV-specyficznych komérek T moze prowadzi¢ do okreslenia ryzyka wystgpienia choroby
CMV po przeszczepie i znalezé zastosowanie w formutowaniu profilaktyki i terapii
wyprzedzajgcych” (12).

Ponadto wytyczne zawierajg zalecenia dotyczace cech idealnego oznaczenia
monitorujgcego dziatanie uktadu immunologicznego, do ktérych nalezy:

® Mozliwos¢ oceny ilosci i funkcji komoérek T CD4* i CD8* biorcy przeszczepu

® Mozliwo$¢ pomiaru stezenia IFN-y

® }atwos¢ wykonania, niski koszt oraz powtarzalnos¢

® Krotki czas wykonania;

® Mozliwos¢ tatwej wysytki prébek do specjalistycznych laboratoriow referencyjnych.

Test QF-CMV spetnia wszystkie kryteria okreslone w tych wytycznych i stanowi jedyny
znormalizowany test monitorujgcy dziatanie uktadu immunologicznego za pomocg ktérego
mozna wykrywac IFN-y swoisty dla wirusa CMV.
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Parametry skutecznosci oznaczenia

W tescie QF-CMV ELISA wykorzystywany jest wzorzec rekombinowanego ludzkiego IFN-y,
ktory oceniano w odniesieniu do referencyjnego preparatu IFN-y (nr ref. NIH:
Gxg01-902-535). Wyniki probek testowych sg podawane w jednostkach
miedzynarodowych (International Units, IU) w odniesieniu do krzywej wzorcowej
przygotowanej poprzez przetestowanie rozcienczen drugorzedowego  wzorca
dostarczonego razem z zestawem.

Znany jest zakiécajgcy wplyw na testy immunologiczne przeciwciat heterofilnych
(np. ludzkich przeciwciat anty-mysich), ktére wystepujg w surowicy lub osoczu niektérych
0sob. Wplyw przeciwciat heterofilnych na test QF-CMV ELISA mozna zminimalizowac,
dodajgc prawidtowg surowice mysig do zielonego rozcienczalnika i wykorzystujgc
fragmenty F(ab’)2 przeciwciata monoklonalnego jako przeciwciato wychwytujgce IFNy,
ktérymi optaszczone sa studzienki mikroptytki.

Prog wykrywalnosci testu QFT-Plus ELISA wynosi 0,065 IU/ml. Nie wykazano
wystepowania efektu haka przy wysokiej dawce (efekt prozony) przy stezeniu IFN-y do
10 000 IU/ml. Wykazano, ze przeciwciata wykorzystywane w tescie QF-CMV ELISA nie
reagujg krzyzowo z badanymi cytokinami, w tym z IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10i IL12.

Liniowos¢ testu QF-CMV ELISA wykazano poprzez losowe naniesienie na ptytke ELISA
pie¢ powtdérzen 11 pul osocza o znanym stezeniu IFN-y. Prosta regresji liniowej ma
nachylenie réwne 1,002 +0,011 i wspotczynnik korelacji wynoszacy 0,99 (Rysunek 7).
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Ustalony poziom IFN-y
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Rysunek 7. Profil liniowosci testu QF-CMV ELISA okreslono na podstawie przebadania pigciu powtérzen
11 probek osocza o znanych stezeniach IFNy.

Powtarzalnos$¢ testu QF-CMV ELISA oszacowano, testujac 20 probek osocza o réznym
stezeniu IFN-y. Kazdy test zostat przeprowadzony trzykrotnie, w trzech réznych
laboratoriach, podczas trzy dni nienastepujgcych po sobie, przez trzech réznych
operatorow. W ten sposéb kazda probka zostata przetestowana 27 razy w ramach
dziewieciu niezaleznych testéw. Jedna probka stanowita kontrole ujemng o obliczonym
stezeniu IFN-y wynoszacym 0,08 (przy przedziale ufnosci 95%: 0,07-0,09) IU/ml. Wsrdd
19 pozostatych prébek osocza stezenie wahato sie od 0,33 (95% CI 0,31-0,34) do
7,7 1U/ml (95% CI 7,48-7,92).

Niedoktadno$¢ wewnatrz serii lub wewnatrz testu oszacowano poprzez wyznaczenie
Sredniego wspotczynnika zmiennosci wyrazonego w % (%CV) dla kazdej serii ptytek
(n =9) z badanymi osoczami zawierajgcych IFN-y. Poziom niedoktadnosci wahat si¢ od
4,1 do 9,1 %CV. Sredni %CV wewnatrz serii (+95% CI) wyniést 6,6 +0,6%. Zerowy IFN-y
srednia warto$¢ CV w osoczu wynosita 14,1%.
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Niedoktadno$¢ catkowita Ilub pomiedzy oznaczeniami okreslono, poréwnujgc
27 obliczonych stezen IFN-y dla kazdej probki osocza. Wspétczynnik zmiennosci wahat sie
od 6,6% do 12,3% CV. Catkowity sredni %CV (+95% CI) wyniést 8,7+0,7%. Zerowa
wartos¢ osocza IFN-y wykazata wspotczynnik CV 26,1%. Oczekiwano takiego poziomu
zmiennosci, poniewaz obliczone stezenie IFN-y jest niskie i wahania wokét niskiej wartosci
szacunkowej sg wieksze niz w przypadku wysokiego stezenia.
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Informacje techniczne

Wyniki nieokreslone

Wyniki nieokreslone mogg by¢ zwigzane ze stanem immunologicznym badanej osoby,
ale mogg by¢ takze spowodowane szeregiem czynnikéw technicznych:

® Przekroczenie 16 godzin miedzy pobraniem krwi a inkubacjg w temperaturze 37°C;

® przechowywanie krwi w temperaturze wykraczajgcej poza zalecany zakres
(22°C £5°C);

® niewystarczajgce wymieszanie zawartosci probowek z pobrang krwig;

® niedoktadne przeptukanie ptytki ELISA.

W przypadku podejrzenia probleméw technicznych dotyczacych pobrania lub
postepowania z prébkami nalezy powtdrzyé caty test QF-CMV, uzywajgc nowych prébek
krwi. Powtorzenie testu ELISA osocza po stymulacji mozna wykona¢ w przypadku
podejrzenia odchylenia od procedury testu ELISA. Wyniki nieokreslone (z niskimi
wartosciami dla probki z mitogenem) nie ulegng zmianie podczas powtorzenia testu, chyba
ze popetniono btad podczas testu ELISA.

Skrzepniete probki osocza

Jesli przy dtugotrwatym przechowywaniu probek osocza dojdzie do wytrgcenia skrzepow
fibryny, nalezy odwirowac probki, aby straci¢ skrzep i umozliwi¢ pipetowanie osocza.
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Rozwigzywanie problemow

Ta cze$¢ instrukcji moze by¢ przydatna w przypadku wystgpienia problemoéw. Wiecej
informacji zamieszczono w sekcji Informacje techniczne, dostepnej pod adresem

www.QuantiFERON.com. Informacje kontaktowe znajdujg sie na tylnej stronie oktadki.

Komentarze i wskazowki

Niska gestos¢ optyczna odczytéw wzorcow

a) Btad rozcienczania wzorca Sprawdzi¢, czy rozcienczenia zestawu standardowego zostaty przygotowane
zgodnie z ulotkg informacyjng QF-CMV ELISA.
b) Btad pipetowania Upewni¢ sie, ze pipety sg skalibrowane i uzywane zgodnie z zaleceniami
producenta.
c) Zbyt niska temperatura Inkubacja pftytki ELISA powinna przebiega¢ w temperaturze pokojowej
inkubaciji (22°C £5°C).
d) Zbyt krotki czas inkubaciji Inkubacja ptytki z koniugatem, wzorcami i prébkami powinna trwa¢ 120 min
+5 min. Inkubacja roztworu substratu enzymu na ptytce trwa 30 minut.
e) Nieprawidtowy filtr czytnika Pomiar za pomoca ptytki powinien by¢ przeprowadzany przy filtrze 450 nm
plytek oraz filtrze referencyjnym 620-650 nm.
f)  Zbyt niska temperatura Przed rozpoczeciem oznaczenia wszystkie odczynniki, z wyjatkiem 100x
odczynnikéw stezonego koncentratu koniugatu, musza osiggna¢ temperature pokojowa.
Zajmuje to okoto 1 godziny.
g) Przeterminowany Upewni¢ sie, ze nie uptyneta data waznosci uzywanego zestawu. Upewni¢

zestaw/sktadniki

Rozwaj niespecyficznej barwy

sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100-krotnie stezony koncentrat koniugatu
zostang zuzyte w ciggu 3 miesiecy od daty zrekonstytuowania.

a) Niedoktadne przeptukanie Przeptukaé plytke co najmniej sze$¢ razy, uzywajgc 400 pl buforu do
plytki ptukania na jedng studzienke. W zaleznosci od wykorzystywanej ptuczki
moze by¢ konieczne wykonanie wigcej niz sze$¢ cykli ptukania. Miedzy
cyklami ptukania nalezy pozostawi¢ roztwér w dotkach ptytki na co najmniej
5 sekund.
b) Zanieczyszczenie krzyzowe  Aby zminimalizowac¢ ryzyko, nalezy uwaza¢ podczas pipetowania i mieszania
studzienek ELISA prébek.
c) Przeterminowany Upewni¢ sie, ze nie uplyneta data waznosci uzywanego zestawu. Upewni¢
zestaw/sktadniki sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100-krotnie stezony koncentrat koniugatu
zostang zuzyte w ciggu 3 miesiecy od daty zrekonstytuowania.
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Komentarze i wskazowki

d) Zanieczyszczony roztwor W przypadku niebieskiego koloru substratu wyla¢ substrat. Upewni¢ sie,
substratu enzymu ze wykorzystywane zbiorniki na odczynniki sg czyste.
e) Wymieszanie osocza Upewni¢ sie, ze probki osocza sg ostroznie pobierane z powierzchni zelu

w odwirowanych
probéwkach przed
pobraniem

Duzy szum tta

(bez pobierania probki i ponownego wpuszczania jej do probéwki), uwazajgc
aby nie naruszy¢ materiatu na powierzchni zelu.

a) Niedoktadne przeptukanie Przeptuka¢ plytke co najmniej sze$¢ razy, uzywajgc 400 pl buforu do
plytki ptukania na jedng studzienke. W zaleznosci od wykorzystywanej ptuczki
moze by¢ konieczne wykonanie wigcej niz sze$¢ cykli ptukania. Miedzy
cyklami ptukania nalezy pozostawi¢ roztwér w dotkach plytki na co najmniej
5 sekund.
b) Zbyt wysoka temperatura Inkubacja ptytki do testu ELISA powinna przebiegaé w temperaturze
inkubacji pokojowej (22°C +5°C).
c) Przeterminowany Upewni¢ sie, ze nie uplyneta data waznosci uzywanego zestawu. Upewnic
zestaw/sktadniki sie, ze zrekonstytuowany wzorzec i 100-krotnie stezony koncentrat koniugatu
zostang zuzyte w ciggu 3 miesiecy od daty zrekonstytuowania.
d) Zanieczyszczony roztwor W przypadku niebieskiego koloru substratu wyla¢ substrat. Upewni¢ sieg,

substratu enzymu

ze wykorzystywane zbiorniki na odczynniki sg czyste.

Nieliniowa krzywa wzorcowa i ré6znice miedzy wynikami powtérzen

a) Niedoktadne przeptukanie Przeptuka¢ plytke co najmniej sze$¢ razy, uzywajgc 400 pl buforu do
plytki ptukania na jedng studzienke. W zaleznosci od wykorzystywanej ptuczki
moze by¢ konieczne wykonanie wigcej niz sze$¢ cykli ptukania. Miedzy
cyklami ptukania nalezy pozostawi¢ roztwér w dotkach plytki na co najmniej

5 sekund.

b) Btad rozciehczania wzorca Upewni¢ sig, ze rozcienczenia wzorca dotgczonego do zestawu
przygotowano zgodnie z niniejszg ulotkg informacyjng dotgczong do
opakowania.

c) Stabe wymieszanie Doktadnie wymiesza¢ odczynniki poprzez odwracanie fiolek lub tagodne
wytrzgsanie przed dodaniem ich na plytke.

d) Niespdjna technika Dodawanie prébki i wzorca powinno byé wykonywane w sposoéb ciagty.

pipetowania lub przerwa
podczas przeprowadzania
oznaczenia

Wszystkie odczynniki nalezy przygotowac przed rozpoczeciem oznaczenia.

Informacje na temat produktow i wytyczne techniczne mozna otrzymac bezptatnie od firmy
QIAGEN za posrednictwem dystrybutora lub odwiedzajgc strone www.QuantiFERON.com.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac¢ sie na opakowaniu i etykietach:

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakcji

»
:[-<

3
T
=

A

z

v

Termin waznosci

Znak CE

I
m

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Globalny numer jednostki handlowej

Ograniczenie temperatury

Nie uzywa¢ ponownie

e EEEE

\A
/%

Chroni¢ przed $wiattem stonecznym

Zapoznac sig z instrukcjg obstugi.

Producent

E:

EC | REP | Upowazniony przedstawiciel na terytorium Wspolnoty Europejskiej
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Dane kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzi¢
witryne  naszego centrum  pomocy technicznej dostepng pod  adresem
www.qgiagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowac
sie z jednym z dziatdéw serwisu technicznego firmy QIAGEN Iub lokalnych dystrybutorow
(patrz tylna okfadka lub strona www.qgiagen.com).
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Skrocony opis procedury testowej ELISA

Etap 1: Inkubacja krwi

1. Pobra¢ krew pacjenta do probowek do pobierania krwi
i potrzasng¢ nimi dziesie¢ (10) razy, na tyle silnie, aby cata
wewnetrzna powierzchnia byta pokryta krwig. Umozliwia to
rozpuszczenie antygenow, ktére znajdujg sie na s$ciankach
probowek.

2. Inkubowaé probowki w pozycji pionowej w temperaturze
37°C £1°C przez okres 16—24 godz.

3. Po inkubacji wirowa¢ probowki przez 15 minut przy
2000-3000 RCF (g) w celu oddzielenia osocza od czerwonych f ;\
S0

krwinek.

4. Po odwirowaniu i przed zebraniem osocza nalezy unikaé /
pipetowania w gore i w dot oraz mieszania osocza. Przez caty
czas nalezy uwazac, aby nie naruszy¢ materiatu, ktéry znajduje
sie na powierzchni zelu.

Etap 2: IFN-y ELISA

1. Pozwoli¢, aby sktadniki testu ELISA, z wyjgtkiem koncentratu L
koniugatu 100x%, osiggnely temperature pokojowg. Co najmniej 1:00
60 minut.
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. Z wykorzystaniem wody destylowanej lub dejonizowanej
przeprowadzi¢ rekonstytuowanie zestawu standardowego do
stezenia 8,0 IU/ml. Przygotowac cztery (4) rozcienczenia
wzorca.

. Zrekonstytuowaé liofilizowany 100x stezony koncentrat
koniugatu, uzywajgc destylowanej lub dejonizowanej wody.

Przygotowacé stezenie robocze koniugatu za pomoca zielonego
rozcienczalnika i dodac po 50 pl roztworu do kazdej studzienki.

Doda¢ po 50 pl badanych prébek osocza i po 50 pl rozcienczeh
wzorca do odpowiednich studzienek. Wymieszaé na
wytrzgsarce.

Inkubowaé przez 120 minut w temperaturze pokojowe;.

Przeptuka¢ studzienki co najmniej 6 razy, uzywajac po 400 pl
buforu ptuczacego na kazdg studzienke.

Dola¢ 100 pl roztworu substratu enzymu do studzienek.
Wymieszaé na wytrzgsarce.

Inkubowacé przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.
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10. Dolaé¢ 50 pl roztworu powstrzymujacego dziatanie enzymu do / / / /
LT E

studzienek. Wymieszaé na wytrzgsarce.

11. Odczyta¢ wyniki przy filtrze 450 nm z filtrem referencyjnym

620-650 nm. H' \
12. Przeprowadzi¢ analize wynikow. { 7 J
| .~
.f:L_ o L\\
[ PGS \
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Historia zmian w instrukcji obstugi

Dokument

Zmiany

Data

L1075110-R06

Materiaty wymagane, ale niedostarczone, dodano pokrywki ptytek,

strona 9

Pazdziernik 2019
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Strona celowo pozostawiona pusta

Ulotka informacyjna QuantiFERON-CMV ELISA 10/2019

52



Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

Umowa ograniczonej licencji dla zestawu QuantiFERON-CMV ELISA
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Ten produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotaczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licenciji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkow opisanych w protokotach dotaczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
protokotach dostepnych w witrynie www.qiagen.com. Niektore dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikow rozwigzan QIAGEN z myslg
o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw stron trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

3. Zestaw oraz jego sktadniki s3 na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
sprzedawacé.

4. Firma QIAGEN podkresla, ze nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzujg sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnos$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej
Umowy ograniczonej licenciji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztow wszelkich postgpowan i kosztéw sadowych, w tym
wyr n prawnikdw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiern Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do
zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostepne w witrynie www.qiagen.com.
© 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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