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Kaytotarkoitus

QuantiFERON Monitor -testi (QFM) on in vitro -diagnostinen testi, joka on
tarkoitettu tunnistamaan soluvdlitteinen immuunivaste havaitsemalla gamma-
interferoni (IFN-y) plasmassa entsyymivdlitteisellé immunosorbenttimaarityksella
(ELISA), kun heparinisoitua kokoverta on inkuboitu luonnollisen ja opitun
immuunivasteen stimulanttien kanssa. Testilla testataan soluvalitteista immuuni-
vastetta immuunivaijeisilla elinsiirtopotilailla.

QFM on tarkoitettu kaytettavaksi yhdessa riskin arvioinnin ja muiden
l&akinnallisten ja diagnostisten arviointien kanssa.

Tiivistelmé ja testin kuvaus

Immuunivajavuustilalle on ominaista heikentynyt kyky muodostaa immuunivaste.
Heikentynyt tai puuttuva vaste voi johtua primaarisesta tai hankitusta (sekun-
daarisesta) immuunivajavuustilasta (1).

Primaariset immuunivajavuustilat ovat perinnéllisia, ja niille on ominaista opitun
tai luonnollisen immuunijarjestelman tiettyjen komponenttien puutteellinen
toiminta (1). Useimmat immuunivajavuustilat ovat kuitenkin hankittuja (sekun-
daarisia), ja niiden laukaisevia tekij6itd saattavat olla esimerkiksi patogeeniset
aineet, ladkkeet (kuten elinsiirron jalkeen annettava immunosuppressioladkitys),
sairaudet (kuten sydpd, esim. leukemia ja lymfoomal) tai ympdaristdssa esiintyvét
kontaminantit (1).

Vaikka immuunivajavuustilan molekyylitausta on kirjava, soluvdlitteinen immu-
niteetti on merkittévassd roolissa todettujen kliinisten tilojen ilmenemisessa.
Immuunivajavuustilan diagnosointi ja hallinta maaraytyvat télla hetkella tilan
aiheuttajan mukaan (2, 3).

Ad hoc -hallintaa kaytetdan tavanomaisesti esimerkiksi solutason immuuni-
vajavuustilan seurantaan henkiléillg, joille on tehty elinsiirto (SOT) ja jotka
saavat immunosuppressioladkitystd. Immuunivastetta mitataan yleensa
seuraamalla potilaan ladkepitoisuuksia ja suorittamalla siirrénndisen toimintaa
koskevia kliinisié/patologisia arviointeja (2, 3).

Lukuisilla T-solun toimintatesteillé mitataan soluvdlitteistd immuniteettia mitogee-
neille, joita ovat esimerkiksi phytohemagglutinin (PHA), pokeweed mitogen ja
concanavalin A (ConA). Nailla testeilld mitataan kuitenkin T-solujen toimintaa,
ja ne ovat osa soluvdlitteiseen immuniteettiin vaikuttavista soluista. On kdynyt
yha selvemmdksi, ettd luonnollisen immuunijdrjestelman mekanismit vaikuttavat
merkittavasti elimistén omaan puolustukseen joko yksin tai vahvistamalla tiettyja
T-soluvasteita. Tasta syysta luonnollisen (luonnolliset tappajasolut [NK]) ja opitun
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(T-solut) immuunijarjestelman immuunisolujen toiminnalliset vasteet mahdollis-
tavat soluvdlitteisen immuniteetin kattavamman analyysin (2, 3).

QFM on diagnostinen in vitro -festi, jossa kdytetadn useiden stimulanttien
yhdistelmaa (LyoSphere™-pelletin muodossa), joka stimuloi erityisesti tiettyja
solutyyppejd, jotka ovat osa sekd luonnollista ettd opittua immuunijarjestelmaa.
Henkilén immuunijarjestelmén toiminnallista tilaa arvioidaan mittaamalla vaste
luonnollisen ja opitun immuunijarjestelmén stimulointiin sek& TLR:n (Toll Like
Receptor) ettad TCR:n (T-cell receptor) agonistien osalta. Gammainterferonin
(IFN-y) tunnistaminen ELISA-testilla mahdollistaa soluvdlitteisen immuunitoiminnan
sekd kvalitatiivisen ettd kvantitatiivisen mittauksen.

Testin periaatteet

QFM-testi perustuu lyofilisoituihin stimulantteihin (QFM LyoSpheres™), joita
lisataan heparinisoituun kokovereen. Verta inkuboidaan 16-24 tunnin ajan,
minkd jdlkeen plasma kerétadn ja siitd testataan stimulanteille vasteena tuotettu
IFN-y-m&ara.

QFM¢esti on monivaiheinen. Kokoveri kerataan ensin QFM-verindyteputkeen.
Seuraavaksi QFM LyoSphere lisataén putkeen, joka siirretdan tamén jalkeen
inkuboitavaksi 37 °C:n lampétilaan mahdollisimman pian, kuitenkin 8 tunnin
kuluessa veringytteen oftamisesta. 16-24 tunnin inkubointijakson jalkeen putket
lingotaan, plasma erotetaan ja IFN-y (IlU/ml) mitataan ELISA-menetelmdlla ja
tulosta verrataan odotettuihin arvoihin henkilén immuunivasteen arvioimiseksi.

QFM on testi, joka mahdollistaa immuunitoiminnan sekd kvalitatiivisen ettd
kvantitatiivisen mittauksen. QFM:-testin tulokset eivat ilmaise suoraan immuno-
suppression tasoa.

Plasmandytteiden IFN-y-m&aré voi usein olla ylarajan ylépuolella useimmissa
ELISA-lukijoissa, vaikka potilaan immunosuppressio olisikin vain kohtalainen.
Plasmandytteitd on suositeltavaa laimentaa suhteessa 1/10 ja/tai 1/100
vihredlla laimennuslivoksella, ja madritys on tehtéva ELISAtestilla kayttaen
my&s laimentamatonta plasmaa.

Huomautus: QFM-testin kynnys voi vaihdella riippuen henkilén immuno-
suppression tasosta ja elinsiirtoon liittyvista seikoista.

Katso t@méan pakkausselosteen kohdasta “Tulosten tulkinta” sivulta 24 ohjeita
QFM-testin tulosten tulkintaan.
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Testin suorittamiseen vaadittava aika

Alla on esitetty arvio QFM-estin suorittamiseen vaadittavasta ajasta. Aika-arviot
on annettu myds useiden naytteiden testaamiseen erissd.

Verinayteputkien inkubaatio 37 °C:ssa: 16-24 tuntia

ELISA: Noin 3 tuntia yhdelle ELISA-levylle
(enintadn 88 naytettd)

< 1 tyotunti
Kutakin levyd kohti lisataan 10-15 minuuttia

Komponentit ja séilytys

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Luettelonumero 0650-0701
Preparaatioiden madrd 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 pulloa
QuantifFERON Monitor LyoSpheres -pakkausseloste 1

QuantiFERON Monitor -verindyteputket

Luettelonumero 0650-0101
Preparaatioiden madrd 100
QuantiFERON Monitor -veringyteputket 100 putkea

(valkoinen korkki, valkoinen rengas)

QuantiFERON Monitor -verindyteputkien pakkausseloste 1
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QuantiFERON Monitor 2 ELISA-levyn sarja -testin 2 ELISA-levyn sarja
komponentit

Luettelonumero 0650-0201
Mikrolevyliuskat, 12 x 8 kuoppaa 2 sarjaa
(padllystetty hiiren monoklonaalisella anti-ihmis-IFN-y- 12 x 8 kuopan
vasta-aineella) mikrolevyliuskoja
IFN-y Standard, lyophilized 1 x pullo
(lyofilisoitu ihmisen gammainterferonistandardi; (8 IU/ml
sisaltaa ihmisen rekombinanttigammainterferonia vudelleenlivotettuna)

(IFN-y), lehman kaseiinia, 0,01 % w/v timerosaalia)

Green Diluent 1 x 30 ml pullo
(vihred laimennuslivos; sisaltaa lehman kaseiinia,
normaalia hiiriseerumia, 0,01 % w/v timerosaaliq)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1 x0,3 ml
(konjugaatti 100x tiiviste, lyofilisoitu; hiiren anti-hmis-  uudelleenlivotettuna
IFN-y HRP, sisaltaa 0,01 % w/v timerosaalia)

Woash Buffer 20x Concentrate 1 x 100 ml
(pesupuskuri 20z tiiviste; pH 7,2; sisaltaa 0,05 % v/v
ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution 1 x 30 ml
(entsyymisubstraattilivos; sisaltaa H.O-, 3,3, 5,5
tetrametyylibentsidiinid)

Enzyme Stopping Solution 1 x15ml
(entsyyminpyséytyslivos; sisaltaa 0,5 M H2SO4)*
QuantiFERON Monitor ELISA -pakkausseloste 1

* Sisaltaa rikkihappoa. Katso varotoimet sivulta 11.

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA -pakkausseloste  03/2018 7



Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu toimitukseen)
37 °C:n inkubaattori*, CO; ei tarvita
Kalibroituja tilavuudeltaan vaihtelevia pipetteja*

Kalibroituja monikanavaisia pipettejat, joilla voidaan annostella 50 pl
ja 100 pl, kertakayttoiset karjet.
Levyn ravistelijat

Deionisoitua tai tislattua vettda, 2 litraa
Levyn pesin (suosittelemme automaattista pesintd)

Mikrolevyn lukulaitet, johon on kiinnitetty 450 nm:n suodatin ja
620-650 nm:n referenssisuodatin.

Asteikolla varustettu sylinteri (mittasylinteri)

Nukkaamattomia imukykyisié liinoja
Sailytys ja késittely

Verindyteputket

QFM-verindyteputkia on sdilytettava 4-25 °C:n lampétilassa. QFM-verindyte-
putkien lampéatilan on oltava 17-25 °C veren tayton ja sekoituksen aikana.

LyoSpheres
QFM LyoSphere -pellettejc on sailytettava 2-8 °C:n lampétilassa.

ELISA-reagenssisarjat
ELISA-reagenssisarjoja on sdilytettava 2-8 °C:n lampétilassa.

Suojaa entsyymisubstraattilivos suoralta auringonvalolta.

* Varmista, ettd valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Kaytdvalmiit ja kéytetyt ELISA-reagenssit
Katso ELISA-reagenssien kayttokuntoon saattamista koskevat ohjeet kohdasta
“Vaihe 2 — IFN-+y ELISA”, sivulta 17.

Uudelleenlivotettua standardisarjaa voidaan sailyttad enintéan kolme
kuukautta, jos sdilytys tapahtuu 2-8 °C:n lampétilassa.

Merkitse standardisarjan vudelleenlivotuspaivamaara muistiin.

Uudelleenlivotuksen jalkeen kayttdmaton konjugaatti 100x tiiviste
on sailytettava 2-8 °C:n lampétilassa ja kaytettava kolmen kuukauden
kuluessa.

Merkitse konjugaatin uudelleenlivotuspaiva muistiin.

Kayttopitoinen konjugaatti on kaytettava kuuden tunnin kuluessa sen
valmistuksesta (katso taulukko 1).
Kayttévahvuinen pesupuskuri voidaan varastoida huoneenlédmpséén
(22 £ 5 °C) enintaan 2 viikoksi.

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Varoitukset ja huomautukset

In vitro -diagnostiikkaan

Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista labora-
toriotakkia, kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisatietoa saa tuotekohtaisista
kayttéturvatiedotteista. Ne ovat saatavilla katevassa ja kompaktissa PDF-muo-
dossa osoitteessa www.qgiagen.com/safety, jossa voidaan tarkastella ja tulostaa
kaikkien QIAGEN-sarjan ja sarjakomponentin kayttoturvallisuustiedotteet.

Varoitukset

QFM on testi, joka mahdollistaa immuunitoiminnan seka kvalitatiivisen
ettd kvantitatiivisen mittauksen. QFM-testin tulokset eivét ilmaise suoraan
immunosuppression tasoa.

QFM-estin tuloksia on kaytettava yhdessa kliinisen tilanteen, aikai-
sempien sairauksien ja muiden kliinisten indikaattoreiden arvioinnin
kanssa arvioitaessa potilaan immunologista tilaa.

QFM-testin kynnys voi vaihdella riippuen henkilén immunosuppression
tasosta ja elinsiirtoon liittyvistd seikoista.
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Varotoimet

Vain in vitro -diagnostiikkaan.

A

HUOMIO: Késittele ihmisverta ja -plasmaa mahdollisesti infektoi-
tuneena. Noudata asianmukaisia verta ja verituotteita koskevia
kassittelyohjeita. Havitd veren tai verituotteiden kanssa kosketuksissa
olleet néiytteet ja materiaalit kansallisten, alueellisten ja paikallisten
sdddssten mukaisesti.

Seuraavat varoitukset ja varotoimet koskevat QuantiFERON Monitor ELISA
-komponentteja.

Varoitus

g

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
(QuantiFERON-entsyyminpysciytysliuos)

Sisaltaa: sulfuric acid. Varoitus! Voi sydvyttad metalleja. Arsyttad ihoa.
Arsyttad voimakkaasti silmia. Kayta suojakdsineitd/ suojavaatetusta/
silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON-entsyymisubstraattilivos)

Varoitus! Arsyttad ihoa lievasti. Kayta suojakésineitd/ suojavaatetusta/
silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON vihred laimennuslivos)

Sisaltaa: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Sisaltaa: tartrazine. Varoitus! Voi aiheuttaa
allergisen ihoreaktion. Kayta suojakasineitd/ suojavaatetusta/
silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON pesupuskuri 20x-tiiviste)

Sisaltaa: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-

2H-isothiazol-3-one (3:1). Haitallista vesielisille, pitkaaikaisia
haittavaikutuksia. Valtettava padstamista ympdristdon.

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA -pakkausseloste  03/2018
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Lisatietoja
Kayttdturvatiedotteet www.giagen.com/safety

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA -pakkausselosteen ohjeista poikke-
aminen saattaa tuottaa virheellisia tuloksia. Lue ohjeet huolellisesti ennen
kayttoa.

Tarkead: Tarkista pullot ennen kayttod. Ala kayta konjugaatti-, IFN-y
Standard- tai QFM LyoSphere -pulloja, joissa on havaittavissa vaurioita
tai joiden kumitiiviste ndyttad vaurioituneelta. Alg kasittele rikkoutuneita
pulloja. Havita pullot turvallisesti asianmukaisia varotoimia noudattaen.
Suositus: avaa konjugaatti-, IFN-y Standard- ja QFM LyoSphere -pullot
pullopihdeillg, jotta voit valttaa korkin metallisuojuksen mahdollisesti
aiheuttamat vahingot.

Ala kayta ELISA-sarjaa, jos missaén reagenssipullossa on merkkeja
vaurioista tai vuodosta ennen kayttdd.

Ala sekoita tai kaytd eri QFM ELISA-sarjaeristd perdisin olevia
mikrolevyliuskoja, gammainterferonistandardia (IFN-y), vihreaa
laimennuslivosta tai konjugaatti 100x tiivistetta. Muita eri sarjaerista
perdisin olevia reagensseja (pesupuskuri 20x konsentraatti, entsyymi-
substraattilivos ja entsyyminpyséytyslivos) voidaan kayttaa yhdessa
edellyttGen, ettd reagenssien viimeinen kayttdpdivamaara ei ole
umpeutunut ja ettd erdn tiedot on merkitty muistiin.

Havita kayttamattomat reagenssit ja biologiset naytteet paikallisten ja
kansallisten turvallisuus- ja ymparistémaardaysten mukaisesti.

QFM-veringyteputkia, QFM LyoSphere -pellettejd tai QFM ELISA -sarjaa
ei saa kayttaa viimeisen kayttopaivamaaran jalkeen.

Varmista, ettd laboratoriolaitteisto on kalibroitu/tarkastettu kéyttéa varten.
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Néytteen ottaminen ja késittely

QFM-estissa on kaytettdva ainoastaan kokoverta, joka on kerétty joko
litiumhepariiniputkeen tai suoraan QFM-verindyteputkeen; yhta testia kohti
tarvitaan 1 ml kokoverta. Verindyteputkiin on merkittava tarvittavat tiedot
naytteenottoaika mukaan lukien.

Tarkedd: sekd QFM-verindytteiden stimulointi (eli QFM LyoSphere -pelletin
lisaéminen 1 ml:aan verta) etta naytteille suoritettava inkubointi 37 °C:n
lédmpétilassa on tehtdva 8 tunnin kuluessa verindytteen ottamisesta.

Pida verindytteitd huoneenlampétilassa ennen inkubointia (22 + 5 °C).

Seuraavia foimenpideohjeita on noudatettava optimaalisten tulosten
saavuttamiseksi:

1.

Putket on merkittava asianmukaisesti.

Varmista, ettd jokaiseen QFM-verinéyteputkeen on kiinnitetty henkilén
tarvittavat tiedot ja ndytteenottoaika.

Ota jokaiselta potilaalta 1 ml verta laskimopunktiolla suoraan QFM-
verindiyteputkeen. Témd toimenpide on annettava flebotomiaan erikoistuneen
pétevén henkildn suoritettavaksi.

Tarked ilmoitus: putkien lampétilan pitdisi olla taytén aikana 17-25 °C.

QFM-verindyteputkia voidaan kayttaa korkeintaan 810 metrin korkeudella
merenpinnasta.

Koska veren ottaminen 1 ml:n putkella kay suhteellisen hitaasti, pida putkea
neulalla 2-3 sekuntia, kun putki ndyttéa olevan téynnd. Nain varmistat, eftd
putkeen saadaan oikea m&ara verta.

QFM-verinayteputken sivulla oleva musta merkki osoittaa 1 ml:n taytto-
m&dran. QFM-verindyteputkien tGyttémadrd optimaalisen toiminnan
takaamiseksi on 1 ml + 10 %. Jos verimaara missa tahansa putkessa ei ole
sallitun alueen sisapuolella, on ofettava uusi verindyte.

Jos ndytteen oftoon kéytetédn siipineulaa, on kdytettéva “tyhjennysputkea”
sen varmistamiseksi, ettd putki on taytetty verelld ennen QFM-veringyte-
putkien kayttda.

Jos QFM-verindyteputkia kaytetdan yli 810 metrin korkeudessa tai jos ofettu
verindyte on liian pieni, kaytdaja voi ottaa verta ruiskulla ja siirtaa sita
valittdmasti 1 ml:n QFM-verindyteputkeen. Turvallisuussyistd t@ma on paras
tehda irrottamalla ruiskun neula noudattaen asianmukaisia varotoimia,
irrottamalla QFM-veringyteputken korkki ja liséamalla 1 ml verta nayte-
putkeen (putken sivulla olevan mustan merkin tasolle). Laita korkki tiukasti
takaisin paikalleen ja sekoita alla kuvatulla tavalla.
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Jos kaytetaan kiristyssidettda, se on |dysattava heti, kun neula viedadn
suoneen, jotta mahdolliset painevaihtelut eivat vaikuta veritilavuuteen.

Verindyte voidaan ottaa vaihtoehtoisesti myds geneerisella veringyte-
putkella, joka sisaltaa antikoagulanttina litiumhepariinia, ja siirtad veri sitten
QFM-verindyteputkeen. Kayta veren hyytymisen estoaineena ainoastaan
litiumhepariinia, silld muut antikoagulantit aiheuttavat testissé hairisita.
Tayta verinaytteen kerdysputki (vahimmaistilavuus 3 ml) ja sekoita varovasti
kaantelemalla putkea useita kertoja, jotta hepariini liukenee. Verindytettd on
sailytettéva huoneenldmpétilassa (22 + 5 °C) ennen sen siirtdmistd QFM-
verindyteputkeen stimuloitavaksi QFM LyoSphere -pelletilla. Varmista juuri
ennen siirfoa varovasti kddantelemalld, etta veri on sekoittunut hyvin.
Annostele 1 ml alikvoottia QFM-verinayteputkeen. Annostelu on suoritettava
aseptisesti ja asianmukaisia turvatoimenpiteitd noudattaen. Poista korkki
QFM-verinayteputkesta ja lisaa putkeen 1 ml verta (putken etiketin sivulla
olevaan mustaan merkkiin saakka). Kiinnita putkien korkit kunnolla ja
sekoita alla annettujen ohjeiden mukaan.

K&dintele putkia vélittomasti téyton jdlkeen useita kertoja, jotta hepariini
liukenee.

Tarkedd: liian voimakas sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin
vaurioitumisen ja johtaa poikkeaviin tuloksiin.

Anna QFM LyoSphere -pullojen lémpétilan tasaantua huoneenlémpdsn
(22 + 5 °C) juuri ennen kéyttda.

Liséié aseptisesti yksi QFM LyoSphere 1 ml:aan verta.
Irrota verindyteputken korkki.

Napauta QFM LyoSphere -pullon kovaa pintaa kevyesti, jotta voit
varmistaa, ettd QFM LyoSphere -pelletti on pullon pohjaosassa. Avaa
seuraavaksi QFM LyoSphere -pullo irrottamalla ensin metallisuojus ja sen
jalkeen kumitulppa.

Pudota QFM LyoSphere -pelletti varovasti 1 ml:aan verta kohdistamalla
lasipullon suu QFM-verinéyteputken suuhun ja kéantamélla pulloa varovasti
QFM LyoSphere -pelletin siirtamiseksi QFM-verindyteputkeen (katso kuva 1).

Tarkedd: jos QFM LyoSphere -pelletti putoaa QFM-verindyteputken
ulkopuolelle, havita se ja avaa uusi QFM LyoSphere -pullo.

Tarkeda: Al jGtd QFM LyoSphere -pulloa auki pitkéksi aikaa. QFM
LyoSphere -pullon sisélté on lisattéva verindytteeseen valittomasti pullon
avaamisen jalkeen.
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Jos QFM LyoSphere -pelletti lisataan verinaytteeseen, joka on otettu QFM-
verindyteputkea kayttaen, varmista, ettd putkien korkit asetetaan takaisin
paikoilleen oikeisiin nayteputkiin.

A B g

(4
"

Kuva 1. QFM LyoSphere -pelletin liscicminen. H QFM-verinayteputki ja QFM LyoSphere -pullo.
E Irrota QFM-verindyteputken korkki ja irrota QFM LyoSphere -pullon metallisuojus ja
kumitulppa. E Lisad QFM LyoSphere valittémasti verindytteeseen kohdistamalla lasipullon suu
verindyteputken suuhun. E Kallista pulloa varovasti LyoSphere-pelletin siirtamiseksi putkeen.

Aseto QFM-verinayteputken korkki takaisin paikalleen ja kaanna putki ylésalaisin
5-10 kertaa.

6. Aseta QFM-verindyteputken korkki takaisin paikalleen ja kédénné putki
ylésalaisin 5-10 kertaa ja varmista, ettt QFM LyoSphere -pelletti on liuennut
kokonaan.

Jos QFM LyoSphere -pelletti on tarttunut putken sisdpintaan, se voidaan
livottaa vereen putkea kadntelemalla.

Varmista, ettd asetat putken korkin takaisin paikalleen valittémasti QFM
LyoSphere -pelletin lisaéamisen jalkeen, jotta samaan putkeen ei vahingossa
lisata toista LyoSphere-pellettia.

Huomautus: koska QFM LyoSphere -pelletti on valkoinen, se ei erotu verestd
liukemisen jalkeen.

Tarkedd: liian voimakas sekoittaminen saattaa aiheuttaa geelin
vaurioitumisen ja johtaa poikkeaviin tuloksiin.

7. Kun QFM LyoSphere -pelletti on liscitty ja se on livennut, QFM-verindyteputket
on siirrettéivé 37 + 1 °C:n lémpétilaan inkubaattoriin mahdollisimman pian,
kuitenkin 8 tunnin kuluessa verinéiytteen ottamisesta.
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Kayttdohjeet
Vaihe 1 — veren inkubointi ja plasman kerdéminen

Toimitetut materiaalit

B QFM-verinayteputket (katso kohta “Komponentit ja s@ilytys”, sivulla 6)

Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu toimitukseen)

B Katso kohta “Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)”,
sivulla 8

Toimenpide

1. Inkuboi QFM-veringyteputkia, joissa on 1 ml verta ja QFM LyoSphere
-pelletti PYSTYASENNOSSA 37 + 1 °C:n lémpétilassa 16-24 tunnin ajan.

Huomautus: inkubaattorissa ei tarvita hiilidioksidia (CO2) tai kostutusta.

Kun inkubointi on suoritettu, QFM-verindyteputkia voidaan sailyttaa
enintddn kolme vuorokautta 4-27 °C:n lampétilassa ennen linkousta.

2. Plasman talteenottoa (inkuboinnin jélkeen) edistetécn linkoamalla QFM-
verindyteputkia 15 minuutin ajan 2 000-3 000 g:n (RCF) voimalla.
Geelitulppa erottelee solut plasmasta. Jos néin ei tapahdu, linkoa putket
uvudelleen.

Plasman talteenotto on mahdollista ilman linkoamista, mutta tallin plasman
keradmisessa on oltava erityisen huolellinen, etteivat solut rikkoudu.

3. Plasmandytteitd voidaan kerétd ainoastaan pipetin avulla.

Tarkedd: Kun linkous on tehty, varo pipetin ylés ja alas suuntautuvaa liikettd
tai plasman sekoittumista millaén tavoin ennen sen talteenottoa. Varo aina
rikkomasta geelin pinnalla olevaa materiaalia.

Plasmandytteet voidaan ladata suoraan lingotuista QFM-verinayteputkista
QFM ELISA -levylle myds silloin, kun kéytetdén automatisoituja ELISA-
fyoasemia.

Plasmandytteitd voidaan sailyttad enintdan 28 vuorokautta 2-8 °C:n lam-
potilassa, tai keraamisen jalkeen pitkia aikoja alle -20 °C:n lampétilassa.
Kerdttyjen plasmanéytteiden alikvootit on suljettava ennen sailytykseen
siirtamista.

Plasmanéytteitd otettaessa plasmaa on ofettava vahintaan 150 pl, jotta testi
voidaan suorittaa tarvittaessa uudelleen.
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Plasmanaytteiden IFN-y-maéré voi usein olla ylarajan ylapuolella
useimmissa ELISA-ukijoissa, vaikka potilaan immunosuppressio olisikin vain
kohtalainen. Plasmanaytteita on suositeltavaa laimentaa suhteessa 1/10
ja/tai 1/100 vihredlla laimennuslivoksella, ja maaritys on tehtava ELISA-
testilla kayttden myos laimentamatonta plasmaa (katso Vaihe 2 — IFN-y

ELISA).
Vaihe 2 — IFN-y ELISA

Toimitetut materiaalit

B QuantiFERON Monitor 2 ELISA -levyn sarja (katso kohta “Komponentit ja
sailytys”, sivulla 6)

Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu toimitukseen)

B Katso kohta “Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)”,
sivulla 8

Valmistaminen

Plasmanaytteiden IFN-y-maaré voi usein olla ylérajan ylapuolella useimmissa
ELISA-lukijoissa, vaikka potilaan immunosuppressio olisikin vain vahdinen.
Plasmandytteitd on suositeltavaa laimentaa suhteessa 1/10 ja/tai 1/100
vihredlla laimennuslivoksella, ja madritys on tehtava ELISAtestilla kayttaen
my&s laimentamatonta plasmaa.

Tilanteissa, joissa potilaan immunosuppressio voi olla huomattava, kvanti-
taviitiseen tulokseen saattaa riittad laimentamattoman plasmanéytteen
valmistaminen ja testaus.

Huomautus: Tulosten tulkinnassa on kaytettava testituloksia, jotka ovat QFM
ELISA -testin sallitulla alueella (eli enintaén 10 IU/ml). Raportoitavana tuloksena
on kaytettévé miedointa livosta, jolla saadaan tulos, joka on QFM ELISA -testin
sallitulla alueella (laimennussuhde huomioituna), jos laimentamaton plasma on
QFM ELISA -estin sallitun alueen ylépuolella.
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Toimenpide

1.

18

Kaikki plasmandytteet ja reagenssit, paitsi konjugaatti 100x tiiviste, on tuotava
huoneenlédmpétilaan (22 + 5 °C) ennen kéytdd. Tasaantumiselle on jétettéva
aikaa véhintdén 60 minuuttia.

Irrota ylimddrdiset liuskat mikrolevykehyksestd, sulje ne takaisin foliopussiin ja
vie jGékaappiin mydhempéd tarvetta varten.

Varaa ainakin yksi liuska QFM-standardeille ja riittavasti liuskoja testattaville
naytteille. Palauta kehys ja kansi kéyton jalkeen jdliella olevien liuskojen
kayttosn.

Saata lyofilisoitu IFN-y-standardi kéyttdkuntoon laimentamalla sité
standardipulloon merkityllé méérélla deionisoitua tai tislattua vettd. Véhennd
vaahtoaminen minimiin ja varmista téydellinen liukeneminen sekoittamalla
varovasti. llmoitetun madran sekoittaminen standardiin saa aikaan livoksen,
jonka pitoisuus on 8,0 1U/ml.

Tarkedd: IFN-y-standardin uudelleenlivotustilavuus vaihtelee eréin mukaan.
Tarkista standardipullosta kaytettavan deionisoidun tai tislatun veden oikea
maard.

Kayta laimennettua standardisarjaa IFN-y 1/2-livotussarjan ja sitten
1/4-livotussarjan muodostamiseen vihredlla laimennuslivoksella (GD, katso
kuva 2). S1 (standardi 1) sisaltaa 4,0 IU/ml, S2 (standardi 2) sisaltaa

1,0 1U/ml, S3 (standardi 3) sisaltaa 0,25 IU/ml ja S4 (standardi 4) sisaltaa
0 IU/ml (vain vihreda laimennuslivosta). Standardit on testattava kahtena
otoksena. Valmistele kutakin ELISA-estid varten standardisarjasta vasta
laimennetut livokset.
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Toistotestisarjan suositeltu toimintatapa

a. Merkitse 4 putkea merkinnsin “S1”, “S2", “S3”, “S4".

b. Lisatagn 150 pl vihredd laimennuslivosta putkeen S1, S2, S3 ja S4.

c. Lisataan 150 pl standardisarjaa putkeen S1 ja sekoitetaan huolellisesti.
d. Siirretdan 50 pl putkesta S1 putkeen S2 ja sekoitetaan huolellisesti.

e. Siirretaan 50 pl putkesta S2 putkeen S3 ja sekoitetaan huolellisesti.

f. Pelkka vihrea laimennuslivos (GD) toimii nollastandardina (S4).

<
fom—rA) R
150 yl 50 pl 50 pl
— —- —-
Uudelleenlivotettu ~ Standardi 1 Standardi 2 Standardi 3 Standardi 4
standardisarja 4,0 IU/ml 1,0 1U/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml

(vihrea
laimennuslivos)

Kuva 2. Standardisuoran valmistelu.

4. Sekoita lyofilisoitua konjugaatti 100x -tiivistettci 0,3 millilitraan deionisoitua tai

tislattua vettd. Sekoitetaan varovasti vaahtoamisen minimoimiseksi ja
konjugaatin téydellisen liukenemisen varmistamiseksi.

Konjugaatin tydskentelyvoimakkuus valmistetaan laimentamalla riittéva
madra kayttdvalmiiksi saatettua konjugaatti 100x iivistettd vihreddan
laimennuslivokseen (taulukko 1: Konjugaatin valmistaminen). Palauta
kayttamaton Conjugate 100x Concentrate (konjugaatti 100x tiiviste)
valittomasti kayton jalkeen 2-8 °C:n lampdtilaan. Kayté vain vihrega
laimennuslivosta.
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Taulukko 1. Konjugaatin valmistaminen

Liuskojen madréa Konjugaatti 100x Vihredn laimennuslivoksen
tiivisteen madra maard
2 10 1,0 ml
3 15 4l 1,5 ml
4 20 l 2,0 ml
5 25 yl 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 4,0 ml
9 45 4,5 ml
10 50yl 5,0 ml
11 55 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Verindyteputkista kootut plasmanéytteet, jotka on kokoamisen jélkeen
varastoitu tai pakastettu, on sekoitettava ennen kuin ne liscitdén ELISA-
kuoppaan.

Tarkedd: Jos plasmandytteet lisataan suoraan lingotuista QFM-putkista,
plasman sekoittumista on valtettéva. Varo aina rikkomasta geelin pinnalla
olevaa materiaalia.

6. Suositus: laimenna plasmandéytteitd suhteessa 1:10.

Lisaad Q0 pl vihreaa laimennuslivosta (GD) putkeen, johon on merkitty
potilaan tiedot ja “1:10".

Liséa seuraavaksi 10 pl sekoitettuja plasmanaytteita (katso
vaiheesta 5 yksityiskohtaiset tiedot koskien sekoitettujen plasma-
ndytteiden eroja suoraan lingotuista QFM-putkista lisattaviin
naytteisiin).

Sekoita huolellisesti pipetin avulla, mutta varo vaahtoamista.
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7. Suositus: laimenna plasmandytteitd suhteessa 1:100.
Valmista 1:10-livos (katso vaihe 6 edelld).

Lisaa 90 pl vihread laimennuslivosta (GD) putkeen, johon on merkitty
potilaan tiedot ja “1:100".

Lisaa 10 pl 1:10-livoksesta.
Sekoita huolellisesti pipetin avulla, mutta varo vaahtoamista.
Suositus: testaa seuraavat ndytteet rinnakkain téssé jdrjestyksessa:
Laimentamaton, 1:10, 1:100
QFM-analyysiohjelmisto tukee kuitenkin myds seuraavia potilasndytteitd:
Laimentamaton
1:10
1:100
1:10, 1:100
Laimentamaton, 1:10
8. Lisad 50 pl tuoretta kéytdpitoista konjugaattia vaadittuihin ELISA-kuoppiin

monikanavaisen pipetin avulla.

9. Lisaa 50 pl testiplasmaa asianmukaisiin kaivoihin kéytémdalla monikana-
vapipettia. Liséé 50 pl standardeista 1-4. Suorita testit kahtena otoksena.

10. Peitd kukin levy kannella ja sekoita konjugaattia seké plasmandytteits/
standardeja huolellisesti 1 minuutin ajan kéyttémélla mikrolevyn ravistelijaa.
Vélta laikyttamistd.

11. Inkuboi huoneenlémpétilassa (22 + 5 °C) 120 + 5 minuutin ajan.

Levyt eivat saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana.

12. Laimenna inkuboinnin aikana 1 osa pesupuskurin 20x konsentraattia
19 osaan deionisoitua tai tislattua vettd ja sekoita huolellisesti. Pesupuskuri
20x konsentraattia on toimitettu riittéivéi médrd, jotta voidaan valmistaa kaksi
litraa kéytopitoista pesupuskuria.

Pese kuoppia 400 pl:lla kéyttopitoista pesupuskuria vahintaan kuuden
jakson ajan levyn pesimessd. Suosittelemme automaattista levyn pesintd.

Huolellinen peseminen on erittdin tarkedd testin onnistumisen kannalta.
Varmista, eftd jokainen kuoppa téytetéicn kokonaan pesupuskurilla kunkin
pesujakson aikana. Suositus: livota kuoppia vahintaén 5 sekunnin ajan
jokaisen jakson valilléd parhaan mahdollisen pesutuloksen takaamiseksi.

Lisaa jatevesisailiodn laboratoriodesinfiointiainetta, ja noudata vakiintuneita
kaytantoja koskien mahdollisesti infektoivan materiaalin dekontaminaatiota.
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13.

14.

15.

16.

22

Taputa levyjd alaspdin kadnnettying imukykyisen, vihénukkaisen liinan pédlla
pesupuskurijédmien poistamiseksi. Lisdé 100 pl entsyymisubstraattilivosta
kuhunkin kuoppaan, peité jokainen levy kannella ja sekoita huolellisesti
mikrolevyn ravistelijalla.

Inkuboi huoneenldmpétilassa (22 + 5 °C) 30 minuutin ajan.

Levyt eivat saa olla suorassa auringonvalossa inkuboinnin aikana.

Liséa 50 pl entsyyminpyséytyslivosta kuhunkin kuoppaan ja sekoita
huolellisesti mikrolevyn ravistelijalla.

Entsyyminpysdytyslivosta on lisattava kuoppiin samassa jarjestyksessa ja
arviolta samalla nopeudella kuin entsyymisubstraattilivosta vaiheessa 13.

Mittaa optinen tiheys (OD) 5 minuutin kuluessa reaktion pysdytyksesté
mikrolevyn lukulaitteella, johon on asennettu 450 nm:n suodatin ja 620~
650 nm:n referenssisuodatin. Optisen tiheyden arvoja kéytetddn tulosten
laskennassa.
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Laskennat ja testien tulkinta

QuantiFERON Monitor-analyysiohjelmistoa kdytetaén raakadatan analysointiin
ja tulosten laskentaan. Se on saatavilla osoitteesta www.QuantiFERON.com.
Varmista, ettd kéytéssa on QuantiFERON Monitor-analyysiohjelmiston uusin
versio.

Ohjelmisto suorittaa testin laadunvarmistusarvion, luo standardisuoran ja
antaa kunkin potilaan testituloksen Tulosten tulkinta -luvussa kuvatulla tavalla.

Jos laimentamaton plasma on QFM ELISA -estin sallitun alueen ylapuolella
(eli > 10 1U/ml), QuantiFERON Monitor -analyysiohjelmisto raportoi
miedoimman livoksen, jolla on saatu aikaan QFM ELISA -testin sallitulla
alueella oleva tulos ottaen huomioon laimennussuhteen.

Vaihtoehtona QuantiFERON Monitor-analyysiohjelmistolla tehtévélle analyysille
tulokset voidaan maddrittad seuraavan menetelmdan mukaisesti.

Standardisuoran laatiminen

(Jos QuantiFERON Monitor-analyysiohjelmistoa ei kéytetd)

Mé&aritetaan standardisarjojen toisintojen optisen tiheyden arvot kussakin
levyssa.

Laaditaan logerloge) standardisuora muodostamalla keskiarvoisen optisen
tiheyden (y-akseli) logie suhteessa standardien IFN-y konsentraatioon 1U/ml:ina
(x-akseli) logy) jattden nollastandardi pois naista laskelmista. Laske
standardisuora regressioanalyysilla.

Standardisuoraa kdytetdan madritettdessa IFN-y-konsentraatiopitoisuutta (IU/ml)
kussakin testiplasmandaytteessa kayttamalla apuna kunkin néytteen optisen
tiheyden arvoa.

N&ma laskelmat voidaan tehdd mikrolevyn lukulaitteiden mukana toimitettavilla
ohjelmistoilla tai esimerkiksi standarditaulukkolaskennalla tai tilastointiohjel-
mistolla (esim. Microsoft® Excel®). Suosituksena on, ettd nditd ohjelmistoja
kaytetaan regressioanalyysin, standardien variaatiokerrointen (%CV) ja
standardisuoran korrelaatiokertoimen (r) laskentaan.

Raportoitavana tuloksena on kaytettava miedointa livosta, jolla saadaan tulos,
joka on QFM ELISA -testin sallitulla alueella (laimennussuhde huomioituna), jos
laimentamaton plasma on QFM ELISA -testin sallitun alueen ylapuolella.
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Testin laadunvarmistus

Testin tarkkuus riippuu standardisuoran tarkkuudesta. Tasta syysta standardeista
saadut tulokset on tarkastettava ennen kuin testituloksia voidaan tulkita.

ELISAa koskee seuraava:
B Standardin 1 keskimaaraisen optisen tiheyden on oltava > 0,600.

B Standardin 1 ja 2 toistettujen optisten tiheyksien arvojen %CV on oltava
<15 %.

B Standardien 3 ja 4 rinnakkaisotosten optisten tiheyksien arvo ei saa
poiketa yli 0,040 optisen tiheyden yksikkéa niiden keskiarvosta.

B Keskimaardisistd imeytymisarvoista laskettujen korrelaatiokerrointen (r)
on oltava > 0,98.

QuantiFERON Monitor-analyysiohjelmisto laskee ja raportoi nama
laadunvalvontaparametrit.

Jos ylla mainitut kriteerit eivat tayty, ajo on virheellinen ja testi on tehtévé
vudelleen.

Nollastandardin (vihredn laimennuslivoksen) keskimaardisen optisen tiheyden
on oltava < 0,150. Jos keskimaardinen optisen tiheyden arvo on > 0,150
levyjen pesuprosessi on tarkastettava.

Tulosten tulkinta

QFM-estin tulosten tulkinnassa kdytetaéan IFN-y-vastetta luonnollisen ja opitun
immuunivasteen stimulanteille. QFM on testi, joka mahdollistaa immuuni-
toiminnan seka kvalitatiivisen ettd kvantitatiivisen mittauksen. QFM-testin
tulokset eivat ilmaise suoraan immunosuppression tasoa.

Tarkedd: Arvioitaessa potilaan immunologista tilaa mitattua IFN-y-tasoa on
kaytettava yhdessa potilaan kliinisen tilanteen, aikaisempien sairauksien ja
muiden diagnostisten arvioiden kanssa (taulukko 2). QFM-testin kynnys voi
vaihdella riippuen henkilén immunosuppression tasosta ja elinsiirtoon liittyvista
seikoista.
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Taulukko 2. Tulosten tulkinta

Tulkinta

QFM-tulos IFN-y Luokitus
(IU/ml)

<15 Heikko
15-1 000 Kohtalainen
> 1000 Voimakas

Henkildlla on heikko IFN-y-vaste
luonnollisen ja opitun immuunivasteen
stimulanteille.

Henkilolla on kohtalainen IFN-y-vaste
luonnollisen ja opitun immuunivasteen
stimulanteille.

Henkildlla on voimakas IFN-+y-vaste
luonnollisen ja opitun immuunivasteen
stimulanteille.

Jos laimentamattoman plasmanaytteen mitattu IFN-y-taso on alle 0,1 1U/ml:

B Varmista, ettd QFM LyoSphere on lisatty verindytteeseen ja ettd putki on
inkuboitu tassa pakkausselosteessa esitettyjen ohjeiden mukaisesti.

B Varmista, ettd IFN-y-tulos vastaa henkildn tamanhetkista kliinista tilaa.

Jos epdillaan teknisié ongelmia veringytteiden ottamisessa tai kasittelyssd, koko
QFM-testi on toistettava uudella verindytteella. Toista ELISAtestaus stimuloiduilla
plasmanaytteilld, jos alkuperdisen testin epdillaan suoritetun téssa pakkausse-
losteessa esitetyistd ohjeista poikkeavalla tavalla (katso tarkemmat tiedot testin
laadunvarmistusta kasittelevasta kohdastal).

Ladkari voi haluta suorittaa testin uudelleen, jos testitulokset eivéat vastaa

potilaan nykyista kliinista tilaa.
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Rajoitukset

QFM-estissa saatuja tuloksia on kaytettava yhdessa kunkin henkilon epidemio-
logisen historian, nykyisen ladketieteellisen tilan ja muiden diagnostisten
arviointien kanssa. Laboratoriot voivat halutessaan suorittaa liséksi omia
testejaan.

Laboratoriot voivat myds halutessaan suorittaa testin tutkittavan henkilon lisaksi
terveeltd koehenkildlta otetulla naytteelld.

Epdluotettavat tai epdtarkat tulokset voivat johtua seuraavasta:

B Vaara veren antikoagulantti — kéytd ainoastaan litiumhepariinia, koska
muut antikoagulantit eivét sovellu tdhan testaukseen.

B Prosessi poikkeaa taman pakkausselosteen ohjeista.

B Verenkierrossa on liian suuria maaria gammainterferonia (IFN+y) tai
kehossa on heterofiilisia vasta-aineita.

B Verindytteen ottamisesta on kulunut yli 8 tuntia ennen inkubointia 37 °C:n
lampdtilassa.

B QFM-veriputkien tayttaminen 0,9-1,1 ml:n alueen ulkopuoliseen arvoon.
Suoritusarvot

Kliiniset tutkimukset

Kaksi kliinista tutkimusta suoritettiin terveiksi arvioitujen henkildiden (n = 114)
vasteiden arvioimiseksi verrattuna elinsiirtopotilaisiin (n = 30). Elinsiirtopotilaista
18:lle oli tehty elinsiirto askettain (elinsiirrosta enintéan 3 kuukautta) ja 12 oli
saanut elinsiirron aikaisemmin (elinsiirrosta yli 12 kuukautta).

B Naytteet kerdattiin enintaén 5 ajankohtana kultakin yksilélté enintéan kolme
kuukautta sitten operoitujen potilaiden ryhmassa (elinsiirrosta enintaén
3 kuukautta, n = 64 naytettd).

B Naytteet kerdattiin 1 kerran kultakin yksilélta yli 12 kuukautta sitten
operoitujen potilaiden ryhmdssa (elinsiirrosta yli 12 kuukautta,
n = 12 ndytettq).

B Naytteet kerattiin 1 kerran kultakin yksilélta terveeksi arvioitujen
henkildiden ryhmdssa (n = 114 naytettd).

QFM-vasteet vaihtelivat heikosta kohtalaiseen seka enintédn kolme kuukautta
sitten operoitujen potilaiden ettd yli 12 kuukautta sitten operoitujen potilaiden
kohdalla. Enintaén kolme kuukautta sitten operoitujen potilaiden ryhméssa
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heikko vaste todettiin 93,8 prosentilla potilaista ja kohtalainen vaste

6,3 prosentilla. Yli 12 kuukautta sitten operoitujen potilaiden ryhmdssa luvut
olivat pienemmadt; heikko vaste todettiin 25 prosentilla potilaista ja kohtalainen
vaste 66,7 prosentilla (taulukko 3). Enintaan kolme kuukautta sitten elinsiirron
saaneiden potilaiden ryhméssa ei havaittu voimakasta vastetta, ja yli

12 kuukautta sitten elinsiirron saaneiden potilaiden ryhméssa voimakas vaste
havaittiin ainoastaan yhdella potilaalla (8,3 %). QFM-vaste terveiksi arvioitujen
henkildiden ryhmassé oli useimmissa tapauksissa kohtalainen (83,3 %) tai
voimakas (15,8 %) (taulukko 3).

Taulukko 3. QFM-vaste terveeksi arvioiduilla henkilsillé verrattuna
elinsiirtopotilaisiin

IFN-y Vaste Elinsiirrosta Elinsiirrosta  Terveeksi Luvut
(IU/ml) enintdan  yli 12 kk arvioidut  yhteensd
3 kk (%*) (%*) henkilot (%*)
95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
n n n
<15 Heikko 93,8 % 25,0 % 0,9 % 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n =60 n=3 n=1
15-1 000 Kohtalainen 6,3 % 66,7 % 83,3 % 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n=295
> 1 000 Voimakas 0,0 % 8,3 % 15,8 % 19
0-5,7 1,5-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Naytteitd 64 12 114 190
yhteensd

* Prosenttiluvut viittaavat ryhman kyseisella vastealueella oleviin naytteisiin.
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Odotusarvot

IFN-y-vasteet enintaan kolme kuukautta sitten elinsiirron saaneiden potilaiden
ryhmdssa madritettiin 64 ndytteen perusteella, jotka kerattiin 18 elinsiirron
saaneelta potilaalta ja testattiin QFM ELISA -testia kayttaen (kuva 3).

Naytemadrd
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Kuva 3. QFM IFN-y -vasteet enintédn kolme kuukautta sitten elinsiirron saaneiden
potilaiden ryhmdssé (n = 64; mediaani = 1,5 IU/ml).

QFM IFN-y -vasteet yli 12 kuukautta sitten elinsiirron saaneiden potilaiden

ryhmdassa madritettiin 12 ndytteen perusteella, jotka testattin QFM ELISA
testia kayttaen (kuva 4).
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Kuva 4. QFM IFN-y -vasteet yli 12 kuukautta sitten elinsiirron saaneiden potilaiden ryhméissé
(n = 12; mediaani = 98,8 IU/ml).

IFN-y -vasteet QuantiFERON Monitor -testissa terveeksi arvioitujen henkildiden
ryhmdassa madritettiin 114 naytteen perusteella, jotka testattin QFM ELISA -testia
kayttaen (kuva 5).
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Kuva 5. QFM IFN-y -vasteet terveeksi arvioitujen henkildiden ryhméissé (n = 114;
mediaani = 400,5 1U/ml).
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QFM-vasteet elinsiirtopotilailla

QFM-vastetta arvioitiin elinsiirtopotilaita tarkastelevassa havainnoivassa
poikittaistutkimuksessa (4). Tutkimuksessa oli mukana seuraavat ryhmat:

212 tervettd henkil6a, joiden alaryhména oli 30 iké- ja sukupuolivakioitua
kontrollihenkil6d, 30 elinsiirtoa odottavaa potilasta, 18 enintaan kolme
kuukautta siten elinsiirron saanutta potilasta (66 naytettd; mediaaniaika
elinsiirrosta = 21 padivad) ja 11 yli 12 kuukautta sitten elinsiirron saanutta
potilasta (mediaaniaika elinsiirrosta = 2 290 paivad). Keskimaarainen IFN-y-
tuotanto oli 555,2 1U/ml terveilla henkil6illé ja 614,6 1U/ml iké- ja
sukupuolivakioidulla kontrollihenkildlla. Keskimadaraisen IFN-y-tuotannon
havaittiin olevan merkittévasti heikompi sekd elinsiirfoa odottavien

(IFN-y = 89,3 IU/ml) ettd enintdan kolme kuukautta sitten elinsiirron saaneiden
potilaiden ryhmdassa (IFN-y = 3,76 1U/ml) verrattuna iké- ja sukupuolivakioituihin
kontrollihenkildihin (p < 0,001). Immuunitoiminnan palautumista havaittiin yli
12 kuukautta sitten elinsiirron saaneiden potilaiden ryhméssa (keskimaardinen
IFN-y = 256,1 1U/ml), ja sen todettiin olevan merkittavésti suurempaa heidén
keskuudessaan kuin enintaan kolme kuukautta sitten elinsiirron saaneiden
potilaiden ryhmdssa (p < 0,05). Tutkimuksen tulokset viittaavat siihen, ettd
QFM soveltuu soluvdlitteisen immuunivasteen arviointiin immuunivajeisilla
elinsiirtopotilailla.
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Testin suoritusarvot

QFM ELISAn lineaarisuus on todistettu asettamalla ELISA-levylle sattuman-
varaisesti 5 toisintoa 11 plasmapoolista, joiden IFN-y-pitoisuus tunnetaan.

Lineaarisessa regressiolinjassa on 1,002 + 0,011 pudotus, ja korrelaatiokerroin
on 0,99 (kuva 6).

QFM ELISA-testin tunnistusraja on 0,065 IU/ml, eikd testi ole osoittanut

merkkejd suurten annosten (protsooni) vaikutuksesta IFN-y-pitoisuuteen
10 000 IU/millilitraan asti.

1= $
10+

Médritetty IFN-y-taso (IU/ml)

012345678 9 1011

Odotettava IFN-y-taso (IU/ml)

Kuva 6. QFM ELISAn lineaarisuusprofiili médriteltiin testaamalla 5 plasmandytettd 11 joukosta,
joiden IFN-y-pitoisuus oli tiedossa.

QFM-testin toistettavuus (vaihe 1) madritettiin 20 terveelta tutkimushenkildlta
otettuja verindytteita kayttéen. Kolme eri testaajaa, QFM LyoSphere -ergé
ja laitesarjaa arvioitiin. IFN-y-vasteiden keskimadrdinen variaatiokerroin
maadritettiin QFM ELISA -testilla kaikissa kolmessa QFM LyoSphere -erdssd,
joiden kaikkien kohdalla tulos oli 22,22 % (95 % CI: 17,20-27,25).

QFMdestin toistettavuus (vaihde 1) arvioitiin mittaamalla 5-6 toistetun QFM
LyoSphere -stimuloinnin vaihtelu samalla luovuttajalla 14 henkildn joukossa.
Keskimaarainen variaatiokerroin 14 testatulla henkilélla oli 14,7 % (95 % CI:
10,2-19,2). Yksittaisten tutkimushenkildiden %CV oli alle 30 %.

QFM ELISA -estin (vaihe 2) toistettavuus arvioitiin testaamalla 20 plasma-
ndytettd, joiden IFN-y-pitoisuus vaihteli (kolme néytettd, kolme laboratoriota,
kolme ei-perakkaistd paivad ja kolme tekijad). Jokainen néyte testattiin

27 kertaa 9 riippumattomassa testiajossa. Yksi naytteista oli nollakontrolli,
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ja sen laskennallinen IFN-y-pitoisuus oli 0,08 1U/ml (95 % CI 0,07-0,09).
Muiden 19 plasmanaytteen pitoisuudet olivat valilla 0,33 (95 % Cl:
0,31-0,34) - 7,7 IU/ml (95 % Cl 7,48-7,92).

Erckohtainen tai testinsisdinen epdtarkkuus arvioitiin maarittamalla jokaisen
IFN-y:a sisaltavan testiplasman % CV -keskiarvo kultakin levyerdlta (n = 9).
Tulokseksi saatu epatarkkuus vaihteli valilla 4,1-9,1 % CV. Eran keskiarvo %CV
(£ 95 % Cl) oli 6,6 £ 0,6 %. Nolla-IFN-y-plasman keskiarvo oli 14,1 % CV.

Kokonais- tai testienvdlinen epdtarkkuus madritettiin vertaamalla 27:64 laskettua
IFN-y-pitoisuutta jokaisesta plasmanaytteestd. Testienvalinen epatarkkuus oli
6,6-12,3 % CV. Kokonaiskeskiarvo %CV (x 95 % Cl) oli 8,7 + 0,7 %. Nolla
IFN-y -plasman keskiarvo oli 26,1 % CV. Téata vaihtelutasoa voidaan odottaa,
koska laskettu IFN-y-pitoisuus on alhainen ja vaihtelu alhaisen arvion ymparilla
on suurempi kuin suuremmissa pitoisuuksissa.

Teknisid tietoja

Hyytyneet plasmandytteet

Jos plasmanaytteitd kauan sdilytettdessa syntyy fibriinihyytymia, naytteet
on lingottava hyytyneen aineksen saostamiseksi ja plasman pipetoinnin
helpottamiseksi.
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa
ongelmissa. Lisdtietoja on myds seuraavassa osoitteessa olevissa teknisissé
tiedoissa: www.QuantiFERON.com. Katso yhteystiedot takakannesta.

ELISAn ongelmien ratkaisu

Epdmadrdinen vérin kehittyminen

Mahdollinen syy

a) Levy ei ole taysin pesty

b) ELISA-kuoppien

ristikontaminaatio

c) Sarja/komponentit
ovat vanhentuneet

d) Entsyymisubstraattilivos
on likaantunut

e) Plasma on sekoittunut
lingon QFM-putkissa

ennen kerddmistd

Ratkaisu

Pese levy pesupuskurilla 400 pl / kuoppa
vahintaan 6 kertaa. Kaytettévan pesimen
mukaan saatetaan tarvita enemman kuin

6 pesujaksoa. Jokaisen pesujakson valissé on
suoritettava vahintaan 5 sekunnin livotusjakso.

Pipetoinnissa ja ndytteen sekoituksessa on oltava
huolellinen riskin vahentamiseksi minimiin.

Varmista, ettd sarja kdytetadn ennen viimeistd
kayttdpdivad. Varmista, ettd standardi ja
konjugaatti 100x tiiviste kaytetdan 3 kuukauden
kuluessa uvudelleenlivotuspaivamaarasta.

Heita substraatti pois, jos sinistd véria on
havaittavissa. Varmista, ettd kdytdssa olevat
reagenssisdiliét ovat puhtaat.

Kun linkous on tehty, varo pipetin ylés ja alas
suuntautuvaa liikettd tai plasman sekoittumista
milléan tavoin ennen sen talteenottoa. Varo aina
rikkomasta geelin pinnalla olevaa materiaalia.

Standardien lukemien alhainen optinen tiheys

Mahdollinen syy

a) Standardin
laimennusvirhe

b) Pipetointivirhe

c) Inkubointilampétila
on liian alhainen

Ratkaisu

Varmista, ettd standardisarjan laimennukset on
tehty oikein tdman pakkausselosteen ohjeiden
mukaan.

Varmista, ettd pipetit on kalibroitu ja niita
kaytetddn valmistajan ohjeiden mukaan.

ELISAn inkubointi on tehtava
huoneenlampétilassa (17-27 °C).
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ELISAn ongelmien ratkaisu

d) Inkubointiaika on liian  Inkuboi levyd ja konjugaattia, standardia ja
lyhyt ndytteitd 120 = 5 minuuttia. Inkuboi entsyymi-
substraattilivosta levyssa 30 minuutin ajan.

e) On kaytetty virheellisté  Levy on luettava 450 nm:n suodattimella, ja

levyn lukulaitteen referenssisuodattimen on oltava 620-650 nm.
suodatinta

f) Reagenssit ovat liian Kaikki reagenssit lukuun ottamatta konjugaatti
kylmia 100x tiiviste -reagenssia on tuotava

huoneenldmpddn ennen testin aloittamista.
Téhan menee aikaan noin yksi tunti.

g) Sarjan/komponenttien  Varmista, ettd sarja kdytetdan ennen viimeistd

viimeinen kayttopaivad. Varmista, ettd standardi ja
kayttopaivamaara konjugaatti 100x tiiviste kéytetaan 3 kuukauden
on umpeutunut kuluessa vudelleenlivotuspdivamadrasta.

Korkea tausta

Mahdollinen syy Ratkaisu

a) Levy ei ole taysin pesty  Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa
vahintaan 6 kertaa. Kaytettévan pesimen
mukaan saatetaan tarvita enemman kuin
6 pesujaksoa. Jokaisen pesujakson valissa on
suoritettava vahintaan 5 sekunnin livotusjakso.

b) Inkubointilampétila ELISAn inkubointi on tehtava huoneenlém-
on liian korkea potilassa (17-27 °C).

c) Sarja/komponentit Varmista, ettd sarja kdytetddn ennen viimeistd
ovat vanhentuneet kayttopdivad. Varmista, ettd standardi ja

konjugaatti 100x tiiviste kaytetaan kolmen
kuukauden kuluessa vudelleenlivotuspéi-
vamaarasta.

d) Entsyymisubstraattilivos Heita substraatti pois, jos sinista varid on
on likaantunut havaittavissa. Varmista, etta kaytdssa olevat
reagenssisdiliét ovat puhtaat.
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ELISAn ongelmien ratkaisu

Epdlineaarinen standardisuora ja rinnakkaisotoksen vaihtelu

Mahdollinen syy Ratkaisu
a) Levy ei ole taysin pesty  Pese levy pesupuskurilla 400 pl/kuoppa

vahintaan 6 kertaa. Kaytettévan pesimen
mukaan saatetaan tarvita enemman kuin
6 pesujaksoa. Jokaisen pesujakson valissa on
suoritettava vahintaan 5 sekunnin livotusjakso.

b) Standardin livotusvirhe ~ Varmista, ettd standardien laimennukset on
tehty oikein tdman pakkausselosteen ohjeiden
mukaan.

c) Huono sekoitus Sekoita reagenssit huolellisesti kaantelemalla
putkia tai pyorayttamalla niita kevyesti ennen
niiden lisaamista levylle.

d) Epajohdonmukainen Naytteen ja standardin lisdédminen on
pipetointitekniikka suoritettava yhtajaksoisesti. Kaikki reagenssit
tai keskeytys testin on valmistettava ennen testin aloittamista.

suorituksessa

Tuotetiedot ja tekniset oppaat ovat saatavilla veloituksetta QIAGEN-yhtislté
iélleenmyyidn vélityksellé tai vierailemalla osoitteessa www.QuantiFERON.com.

Kirjallisuusviitteet

Taydellinen luettelo QFM-viitteistd on QuantiFERON-viitekirjastossa (Gnowee),
joka on saatavilla osoitteessa www.gnowee.net.

1. Abbas, A K., Lichtman, A.H., and Pillai, S. (2012) Cellular and Molecular Immunology.
7" ed. Philadelphia: Elsevier/Sanders.

2. Ferndndez-Ruiz, M., Kumar, D., and Humar, A. (2014) Clinical immune-monitoring
strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Trans|. Inmunol.
3,el2.

3. Sood, S. and Testro, A.G. (2014) Immune monitoring post liver transplant. World J.
Transplant. 4, 30.

4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in
a transplant population. Transpl. J. 97, €50.
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Symbolit

Wz « 96 Riittava 2 x 96 -naytteen valmisteluihin

H Laillinen valmistaja

c CE-IVD-merkitty symboli

IVD In vitro -diagnostiikkaan

Erakoodi
Luettelonumero
[Til

®

2
A

Viimeinen kayttépaivamaara

Lampétilarajoitus

Katso kayttoohjeet

Ei saa kayttad vudelleen

|
\.

v

\Y
/1

Sailytettava auringonvalolta suojattuna

")

m
R

| REP | Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisdssa

Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, soita ilmaisnumeroomme
00800-22-44-6000, kay teknisen tukemme sivuilla osoitteessa
www.qgiagen.com/contact tai ota yhteytta johonkin QIAGENIn teknisen
palvelun osastoon (ks. takakansi tai kéy osoitteessa www.qgiagen.com).
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Testimenetelma lyhyesti

Vaihe 1 — veren inkubointi

1. Ota potilaalta verindyte joko QFM-verindyteputkeen tai
litiumhepariiniputkeen. Merkitse putkeen potilaan tiedot ‘
ja ndytteenottoaika ja toimita putki laboratorioon \ ﬁ.ﬁ\
huoneenldmpoisend 8 tunnin kuluessa ndytteen
oftamisesta.

a. Jos veringyte otettiin litiumhepariiniputkeen, siirra
1 ml verta QFM-verinayteputkeen ja merkitse
putkeen potilaan tiedot ja ndytteenottoaika.

2. Lisaa yksi QFM LyoSphere -pelletti kuhunkin QFM-
verindyteputkeen, jossa on 1 ml verta, livota LyoSphere
ja inkuboi putkia mahdollisimman nopeasti (8 tunnin
kuluessa naytteen ottamisesta) pystyasennossa
16-24 tunnin ajan 37 °C:n lampétilassa.

3. Linkoa putkia inkuboinnin jalkeen 15 minuutin ajan ole
2 000-3 000 g:n (RCF) voimalla plasman erottamiseksi &N
punasoluista. T

4. Kun linkous on tehty, varo pipetin ylés ja alas
suuntautuvaa likettd tai plasman sekoittumista millaan
tavoin ennen sen talteenottoa. Varo aina rikkomasta
geelin pinnalla olevaa materiaalia.
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Vaihe 2 — IFN-y ELISA

1.

10.

11.

12.

38

. Sekoita kylmédkuivattu konjugaatti 100x tiiviste sekd

. Inkuboi huoneenlampétilassa 120 + 5 minuuttia.

. Lisaa 100 pl entsyymisubstraattilivosta kuoppiin.

. Inkuboi huoneenlampétilassa 30 minuuttia.

Anna ELISA-komponenttien Conjugate 100x
Concentrate (konjugaatti 100x tiivistettd) lukuun
ottamatta tasaantua huoneenldmpédn véhintddn

=

60 minuuttia.

. Livota standardisarja vudelleen 8,0 1U/ml:n

vahvuuteen tislatulla tai deionisoidulla vedella.
Valmista 4 standardilivosta.

tislattu tai deionisoitu vesi.

. Valmista kayttépitoinen livos konjugaattia vihreaan 2LL S

laimennuslivokseen ja lisaa sita 50 pl kaikkiin 0N’
kuoppiin. L

. Lisaa 50 pl testiplasmandytetta (laimentamaton, 1:10

ja 1:100 tarpeen mukaan) ja 50 pl standardeja ///// 4
asianmukaisiin kuoppiin. Sekoita kayttamalla L)L) L L

ravistelijaa.

Pese kuopat pesupuskurilla 400 pl/kuoppa vahintaan
kuusi kertaa.

Sekoita kayttamalla ravistelijaa.

Lisaa 50 pl entsyyminpysaytyslivosta kaikkiin kuoppiin.
Sekoita kayttamalla ravistelijaa.

Lue tulokset 450 nm:n suodattimella ja 620-650 nm:n
referenssisuodattimella.

Analysoi tulokset.
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Huomautukset
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Merkittavat muutokset

Téman painoksen merkittdvat muutokset QuantiFERON Monitor® (QFM®)  ELISA -pakkausselosteeseen on esitetty

lyhyesti alla olevassa taulukossa:

Luku Sivu Muutokset

Varotoimet 11 Uudet GHS-iedot

Varotoimet 12 Lisatty turvallisuusohje metallisuojuksisten pullojen
késittelyyn.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN-ryhma); LyoSphere™, LyoSpheres™ (Biolyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

QuantiFERON Monitor Kit -testin rajoitettu lisenssisopimus.

Témdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéyttéjcn suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1.

I S

Tuotetta saa kéyttdd ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja témdn kéyttdoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéyttaa
vain sarjan sisdltdmic komponentteja. QIAGEN ei my&nné lisenssié mihinkddn aineettomaan omaisuuteensa, eikd témén sarjan oheisia
komponentteja saa kaytad tai liittda muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly tahén sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa,
tassa kayttdoppaassa ja lisamateriaalissa mainitaan. Ne ovat saatavilla osoitteesta www.giagen.com. Osa lisdmateriaalista on QIAGEN-
kayttajien toisille QIAGEN-kaytdijille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseistd materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta
liséimateriaalille eikd takaa, ettei se loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.

QIAGEN ei takaa kuin nimenomaisissa lisensseissadn, ettd tama sarja jo/tai sen kayttaja(t) eivat loukkaa kolmannen tahon oikeuksia.
Tama sarja ja sen komponentit on lisensioitu kertakéyttéén, eika niitd saa kéyttaa vudelleen, kunnostaa tai myyda eteenpdin.
QIAGEN sanoutuu irti muista suorista ja epdsuorista lisensseistd.

Sarjan ostaja ja kéyttdja suostuvat siihen, ettd he eivét ryhdy tai anna kenellekéén toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa
tai edistad mitdan ylla kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi panna vireille t&mén rajoitetun lisenssisopimuksen purkamisen missé tahansa
tuomioistuimessa, ja vaatii korvattavaksi kaikki valmistelu- ja oikeuskulut mukaan lukien asianajopalkkiot, jos t&mén lisenssisopimuksen tai
mink&dn sen immateriaalioikeuksia koskevaa saa koskien tété sarjaa ja/tai sen komponentteja rikotaan.

Paivitetyt lisenssiehdot saa osoitteesta www.qgiagen.com.
© 2014 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetaan.
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