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1. POUZITI

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) je diagnosticky test in vitro, ktery ke stimulaci buntk v
heparinizované plné krvi pouziva smés peptidt simulujicich ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4). K identifikaci in
vitro odezvy na tyto peptidové antigeny, které jsou spojovany s infekci Mycobacterium tuberculosis, se vyuZziva
detekce interferonu-y (IFN-y) enzymovou imunoanalyzou (ELISA).

Test QFT je nepfimy test k hodnoceni infekce M. tuberculosis (véetné onemocnéni) a je uren pro pouziti
spole¢né s hodnocenim rizika radiodiagnostikou a dal$imi klinickymi a diagnostickymi vySetienimi.

2. SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

Tuberkuloza je pienosné onemocnéni zplisobené infekci komplexem mikroorganismi M. tuberculosis (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum), ktera se obvykle $ifi na nové hostitele kapénkovym pienosem od
pacientd s tuberkul6zou respirac¢niho Ustroji. Nove infikovany jedinec mize onemocnét tuberkulézou béhem
tydnd aZ mésicl, ale u vétSiny infikovanych osob klinické onemocnéni nepropukne. Latentni infekce
tuberkulézou (LTBI) je nepfenosné asymptomatické onemocnéni, které u nékterych jedinci perzistuje a muze se
rozvinout do onemocnéni tuberkul6zou o nékolik mésict ¢i let pozdéji. Hlavnim tcelem stanoveni diagnostiky
LTBI je zhodnotit moZnosti 1é¢by pii prevenci klinického onemocnéni tuberkulézou. Do nedavné doby byl
jedinym zptsobem diagnostiky LTBI tuberkulinovy kozni test (tuberculin skin test — TST). KoZni senzitivita
vici tuberkulinu se objevuje 2 az 10 tydnl po infekci. Nekteti infikovani jedinci, napfiklad pacienti s fadou
onemocnéni postihujicich imunitni funkce, ale i jinak zdravi lidé, nemusi na tuberkulin zareagovat. Naopak
nékteré osoby, u nichz je velmi nepravdépodobna infekce M. tuberculosis, maji senzitivitu vici tuberkulinu a
maji pozitivni vysledky testu TST po vakcinaci kalmetizaéni vakcinou Bacillus Calmette-Guérin (BCG), infekci
mykobakteriemi jinymi nez M. tuberculosis komplex nebo z jinych, neznamych piicin.

LTBI je nutné odlisit od onemocnéni tuberkuldézou, coz je onemocnéni podléhajici povinnému hlaseni, které
obvykle postihuje plice a dolni dychaci cesty, a¢koliv mlize postihovat i jiné organové systémy. Onemocnéni
tuberkuldzou se diagnostikuje na zakladé anamnestickych idaji a vySetfeni fyzikalniho, radiodiagnostického,
histologického a mykobakteriologického.

Test QFT hodnoti odezvu buiikami zprostfedkované imunity (Cell Mediated Immunity — CMI) na peptidové
antigeny, které simuluji mykobakterialni proteiny. Tyto proteiny, ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4), chyb&ji ve
vSech kmenech BCG a ve vétSiné netuberkuléznich mykobakterii s vyjimkou M. kansasii, M. szulgai a M.
marinum.* Osoby infikované mikroorganismem M. tuberculosis komplex maji obvykle ve své krvi lymfocyty,
které tyto a dalSi mykobakteridlni antigeny rozpoznaji. Soucasti tohoto procesu rozpoznani je tvorba a sekrece
cytokinu IFN-y. Detekce a nésledna kvantifikace IFN-y je z&kladem tohoto testu.

Antigeny pouzité v testu QFT jsou peptidova smés napodobujici proteiny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4). Rada
studii prokazala, Zze tyto peptidové antigeny stimuluji odezvu IFN-y v T-buiikach osob infikovanych M.
tuberculosis, obvykle nikoliv u neinfikovanych osob nebo osob vakcinovanych BCG bez onemocnéni nebo
rizika LTBI."* Na druhé strang odezvu IFN-y mohou potencilné snizit léky &i onemocnéni, které porusuji
funkci imunitniho systému. Va¢i antigenim ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) mohou také reagovat pacienti s
nékterymi jinymi mykobakteridlnimi infekcemi, nebot’ geny kodujici tyto proteiny jsou obsazeny v M. kansasii,
M. szulgai a M. marinum.>® Test QFT umoZiiuje testovani LTBI a soucasné je uzite¢nou pomickou pfi
diagnostice infekce M. tuberculosis komplex u klinicky nemocnych osob. Pozitivni vysledek testu podporuje
diagnozu tuberkulézniho onemocnéni, pozitivni vysledek v§ak mohou vykazovat i jiné mykobakteridlni infekce
(napt. M. kansasii). Proto pro potvrzeni ¢i vyloueni onemocnéni tuberkuldzou je nutné provést dalsi klinicka a
diagnosticka vysetfeni.



Princip metody

Systém QFT vyuziva specializované krevni zkumavky, které se pouZiji k odbéru plné krve. Ve zkumavkéch se
provadi inkubace krve po dobu 16-24 hodin, po které se odebere plazma a vySetfi na pfitomnost IFN-y
vzniklého v reakci na peptidové antigeny.

Test QFT se provadi ve dvou krocich. Nejprve se odebere plna krev do kazdé z odbérovych krevnich zkumavek
QFT, které tvofi zkumavka s nulovou kontrolou, zkumavka s antigenem TB a nepovinnd zkumavka s
mitogenem.

Zkumavku s mitogenem lze v testu QFT pouZit jako pozitivni kontrolu. To muze byt obzvlasté vhodné v
situacich, kdy mame pochybnosti o imunitnim stavu vySetfovaného pacienta. Zkumavka s mitogenem muze také
slouZit jako kontrola spravné provedené manipulace a inkubace krevniho vzorku.

Zkumavky se musi inkubovat pfi teploté 37°C co nejdiive, nejpozdé&ji viak do 16 hodin od odbéru. Po 16 az 24
hodinach inkubace se zkumavky zcentrifuguji, plazma se odstrani a metodou ELISA se vySetii mnoZstvi
ptitomného IFN-y (1U/ml).

Vysledek testu je pozitivni v pfipad¢, ze reakce IFN-y ve zkumavce TB antigenu je vyznamné vyS$si nez hodnota
IFN-y IU/ml v nulové kontrole. Pokud pouzijete mitogenem stimulovany plazmaticky vzorek, Ize jej pouzit jako
pozitivni kontrolu IFN-y pro kady vySetteny vzorek. Nizka reaktivita na mitogen (<0,5 IU/ml) ukazuje
nevypoveédni vysledek v piipadé, ze krevni vzorek ma také negativni reakci na antigeny TB. Tento stav se
objevuje pii nedostateéném poctu lymfocytl, ve snizené aktivité lymfocytt v dusledku nespravné manipulace se
vzorkem, nespravnému plnéni/michani zkumavky s mitogenem, nebo nedostate¢nou schopnosti lymfocytd
daného pacienta vytvafet IEN-y. Nulowy vzorek koriguje vliv heterofilnich protilatek ” a nespecificky IFN-y v
krevnich vzorcich. Koncentrace IFN-y ve zkumavce s nulovou kontrolou se odéta od koncentrace IFN -y ve
zkumavce s TB antigenem a zkumavce s mitogenem (je-li pouzita).

Doba poti‘ebna k provedeni testu

Doba potiebna k provedeni testu QFT je uvedena v dalSim textu, je uvedena také doba soucasného vysetfeni
vetsiho poctu vzorkl ve skupinach:

Inkubace zkumavek s krvi pfi teploté 37°C: 16 aZ 24 hodin
ELISA: Pfiblizn€. 3 hodiny pro jednu desticku ELISA
(28 az 44 osab)

e <1 hodina prace
e Pro kazdou dalsi desticku ptidejte 10 az 15 minut



3. CINIDLA A SKLADOVANI

Zkumavky pro odbér krve s antisenem tuberkuléozy a kontrolou

Katalogové ¢islo T0590-0301

1. Nulova kontrola (Sedy kryt) 100 zkumavek

2. TB Antigen (Cerveny kryt) 100 zkumavek

3. Mitogenova kontrola (fialovy kryt) 100 zkumavek
POZNAMKA: Zkumavky jsou takeé k dispozici v jinych konfiguracich:

Kat & T0590-0201: 100 x nulovych kontrol, 100 zkumavek s TB antigenem.
Kat. & T0593-0201: 100 x zkumavky s mitogenovou kontrolou.

Zkumavky pro vysokou nadmorskou vysku (viz oddil 5)
Kat. ¢ T0590-0501: (vysoka nadmorska vyska) 100 x nulova kontrola, 100 x TB antigen.
Kat. ¢ T0590-0505: (vysoka nadmorska vyska) 100 x nulova kontrola, 100 x TB

antigen & 100 x mitogen.
Kat. & T0593-0501 (vysoka nadmorska vyska) 100 x zkumavek s mitogenovou kontrolou.

Soucasti setu ELISA

Soucasti setu ELISA Katalogové ¢islo: 0594-0201 | Katalogové ¢islo: 0594-0501
Souprava se 2 destickami Baleni pro referencni

laboratoi‘e

Stripy pro mikrotitraéni desticku s mysi

monoklonalni protilatkou proti lidskému 2 X 96 jamek 20 x 96 jamek

IFN-y

Standard lidského IFN-y,

lyofilizovany(obsahuje rekombinantni lidsky 1 x lahvicka 10 x lahvicka

IEN-y, hovezi kasein, 0,01 % w/v (8 1U/mI po rekonstituci) (8 1U/mI po rekonstituci)

Thiomersal)

Zeleny pufr (Diluent) (obsahuje hoveézi

kasein, normalni mysi sérum, 0,01% w/v 1x30ml 10 x 30 ml

Thiomersal)

Konjugat, 100x koncentrat lyofilizovany
(mysi protilatka proti lidskému IFN-y HRP, 1 x 0,3 ml (po rekonstituci) 10 x 0,3 ml (po rekonstituci)
obsahuje 0,01% w/v Thiomersal)

20x koncentrat promyvaciho pufru (pH 7,2,

obsahuje 0,01 % w/v Thiomersal) 1 x 100 ml 10 x 100 ml
Roztok s enzymovym substratem (obsahuje
H,0,, 3,3’,5,5’ Tetramethylbenzidin) 1x30ml 10x 30 mi

Enzymaticky zastavovaci roztok (obsahuje
0,5M H,S0,) 1xI15ml 10 x 15 ml




Potiebné materialy (které nejsou soucasti dodavky)

Inkubétor 37°C, CO, neni nutny.

Kalibrované pipety s nastavovacim objemem pro aplikaci 10 pl az 1000 pl s jednorazovymi $pickami.
Kalibrovana vicekanalova pipeta k aplikaci 50 pl a 100 ul s jednorazovymi $pickami.

Tiepacka mikrotitracnich desticek.

Demineralizovana nebo destilované voda — 2 I.

Promyvacka mikrotitracnich desti¢ek (doporucuje se automatickd promyvacka).

Ctecka mikrotitraénich desti¢ek vybavena filtrem 450nm a referenénim filtrem 620nm az 650nm.



Pokyny k skladovani

Zkumavky pro odber krve

e  Skladujte zkumavky pro odbér krve pfi teploté 4°C az 25°C.

Cinidla soupravy

e  Skladujte soupravu pii teploté 2°C az 8°C.
e  Vzdy chraiite roztok enzymového substratu pted pfimym slune¢nim svétlem.

Rekonstituovand a nepouZita cinidla

Pokyny o zptisobu rekonstituce ¢inidel viz oddil 6 (strana 11).

e Rekonstituovany standard soupravy lze uchovavat po dobu 3 mésict pii teploté 2°C az 8°C.
0 Zaznamenejte datum rekonstituce standardu soupravy.
e Po rekonstituci je nutné nepouzity 100x koncentrat konjugatu ulozit na misto skladovani s teplotou 2°C az
8°C a je nutné jej také pouzit do 3 mésicu.
0 Zaznamenejte si datum rekonstituce konjugatu.
e Konjugat o pracovni koncentraci je nutné pouzit béhem 6 hodin od piipravy.
e  Promyvaci pufr o pracovni koncentraci Ize skladovat pii pokojové teploté po dobu az 2 tydna.



4. VAROVANI A UPOZORNENI

Varovani

Negativni vysledek testu QFT nevylu¢uje moZnost infekce M. tuberculosis nebo onemocnéni
tuberkul6zou: fale$né negativni vysledky mohou byt zpisobeny stadiem infekce (napft.
vzorek ziskany pred rozvojem odezvy bunéfné imunity), soubéZnymi chorobami, které
ovlivituji imunitni stav organismu, nespravnou manipulaci se zkumavkami pro odbér krve
po odbéru krve, nespravné provedeni metody nebo jiné imunologické proménné faktory.

Pozitivni vysledek testu QFT nesmi byt jedinym nebo zakladnim divodem pro stanoveni
diagnézy infekce M. tuberculosis. P¥i nespravném provedeni metody se mohou objevit
faleSné pozitivni vysledky.

Pozitivni vysledek testu QFT musi byt provizen dal§im Kklinickym vySetfenim a
diagnostickym hodnocenim k diagnostice aktivni tuberkulézy (napf¥. stér a kultivace AFB,
rentgen hrudnich organu).

Ackoliv antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) chybéji u v§ech kmeni BCG a u vétsiny
znamych netuberkuléznich mykobakterii, je mozné, Ze pozitivni vysledek testu QFT miizZe
byt zpusobem infekci M. kansasii, M. szulgai nebo M. marinum. V pripadé podezreni na tyto
infekce je nutné provést alternativni testy.




Upozornéni

K diagnostickému pouziti in vitro.

Nebezpeéné: Roztok enzymového substratu obsahuje 3,3',5,5' tetramethylbenzidin, ktery je skodlivy pfi
poziti, inhalaci nebo kontaktu s kuzi. Drazdi kizi a o¢i. Mutagen. Pouzivejte ochranu oci, rukavice a
manipulujte jako s potencialnim karcinogenem.

Skodlivé: Enzymaticky zastavovaci roztok obsahuje H,SO,, ktera je $kodliva pii poziti, oénim kontaktu,
kontaktu s k@zi a inhalaci. Pouzivejte ochranu oci, rukavice a obvykly laboratorni ochranny odév. V
pfipadé, ze se zastavovaci roztok dostane do kontaktu s kiizi nebo o€ima, vyplachnéte velkym mnozstvim

vody a vyhledejte 1ékatskou pomoc.

Skodlivé: Standard IFN-y a 100x koncent&t konjugatu mohou po poZiti vyvolavat zaZivaci potize a
mohou zpusobit podrazdéni kiize. Pouzivejte rukavice a obvykly laboratorni ochranny odév.

S lidskou krvi zachazejte jako s potencialné infek¢nim materialem. Dodrzujte pfislusna doporuéeni pro
manipulaci s krvi.

U nékterych cinidel se jako konzervacni prisada pouZiva Thiomersal. Tato latka pfi poziti, inhalaci
nebo kontaktu s ktizi mize mit toxické ucinky.

Zeleny pufr (Diluent) obsahuje normalni mys$i sérum a kasein, které mohou spoustét alergické reakce,
zabraiite kontaktu s kuzi.

NedodrZeni pokynti uvedenych v piibalovém letaku mize vést k chybnym vysledkim. Pred pouZitim si
pecliveé pro¢téte pokyny.

Soupravu nepouzivejte, pokud je jakakoli lahvi¢ka s ¢inidlem poSkozena, nebo netésni pired pouZitim.
Nemichejte nebo nepouzivejte ¢inidla ELISA z jinych SarZi souprav QFT.

Nepouzita ¢inidla a biologické vzorky likvidujte v souladu s mistnimi, statnimi a federalnimi predpisy.
Nepouzivejte zkumavky k odbéru krve nebo soupravu ELISA po uplynuti doby pouZitelnosti.

Zkontrolujte, Ze laboratorni zarizeni, jako napriklad mycky ploten a c¢tecky, je rFadné
kalibrovano/validovano pro pouziti.



5. ODBER VZORKU A MANIPULACE S NiM

Souprava QFT pouziva nasledujici zkumavky pro odbér vzorku:

1. Nulova kontrola (Sedy kryt s bilym krouzkem) (pouziti do vySek 810 m n.m.).

N

TB Antigen (Cerveny kryt s bilym krouzkem) (pouZiti do vySek 810 m n.m.).

3. Mitogenova kontrola — volitelné (fialovy kryt s bilym krouzkem) (pouziti do vySek 810 m n.m.).

4. Nulova kontrola (3edy kryt se Zlutym krouzkem) (pouziti ve vySkéach od 1.020 po 1.875 m n.m.).

o

TB Antigen (Cerveny kryt se Zlutym krouzkem) (pouZziti ve vySkéach od 1.020 po 1.875 m n.m.).

6. Mitogenova kontrola — volitelné (fialovy kryt se Zlutym krouzkem) (pouZziti ve vyskach od 1.020
po 1.875 mn.m.).

Antigeny jsou pfischlé na vnitini sténu zkumavek pro odbér krve, proto je nezbytné obsah zkumavek dikladné
promichat s krvi. Zkumavky je nutné vlozit co nejdiive do inkubatoru s teplotou 37°C, nejpozdéji do 16
hodin od odbéru krve.

Pro dosazeni optimalnich vysledkt je nutné dodrzet nasledujici kroky:

1. U kazdého vysetiovaného pacienta odeberte 1 ml krve venepunkei ptimo do jednotlivych zkumavek
pro odbér krve soupravy QFT. Tento vykon musi provadét zdravotnik vyskoleny v odbérech krve.

V nadmoiskych vyskach do 810 metri pouZijte standardni zkumavky pro odbér krve QFT. V
nadmoiskych vySkach nad 1020 metrd je nutné pouzivat zkumavky pro odbér krve ve vysoké
nadmoiské vysce (High Altitude — HA) soupravy QFT.

Pokud pouzivate zkumavky QFT pro odbér krve mimo tyto nadmorske vysky, nebo pokud se
vyskytne pri odbéru maly tok krve, miiZete krev natihnout strikackou a 1 ml krve vidy dodat
rucné do kazdé ze tri zkumavek. Z bezpecnostnich divodii k tomu nejlépe odstrante jehlu
strikacky — dodrzujte pri tom odpovidajici bezpecnostni postupy, odstrarite kryty tri zkumavek
OFT a dopliite 1 ml krve do kazdé (po cernou rysku na strané stitku zkumavky). Zkumavky zase
peclivé uzaviete a promichejte jak popsdano nize.

Vzhledem k tomu, ze do zkumavek se 1 ml krve natahuje pomérné¢ pomalu, ponechte
zkumavku na jehle dalSi 2-3 sekundy poté, co je zkumavka naplnéna tak, abyste zajistili
natazeni spravného objemu.

Cernd znacka na strané zkumavky oznacuje plnici objem 1 ml. Zkumavky pro odbér krve
soupravy QFT jsou validovany pro objemy v rozpéti od 0,8 do 1,2 ml. Pokud neni krev ve
kterékoli ze zkumavek v blizkosti uvedené znacky, doporucuje se odebrat krev do nové
zkumavky.

Pokud pfi odbéru krve pouzivate “jehlu s kiidélkem” predplitte hadicku tak, aby byla vyplnéna
krvi jesté pred nasazenim zkumavek soupravy QFT.

2. Zkumavky bezprostiedné po napInéni desetkrat (10x) akorat tak siln¢ protrepejte, aby krev
smocila veskery vnitini povrch zkumavek a doslo tak k solubilizaci antigenti na sténach
zkumavky.

V dobé¢ odbéru krve by mély byt zkumavky temperovany na teplotu 17-25°C.

Nadmérné protiepani mtze vést k poskozeni gelu a nasledn¢ k aberantnim vysledkm.

3. Oznacte zkumavky spravné.

4. Zkumavky je nutné ulozit do inkubatoru o teploté 37°C + 1°C co nejdiive, nejpozdéji do 16 hodin od
odbéru. Pred inkubaci skladujte zkumavky v pokojové teplote (22°C £ 5°C). Vzorky krve nechlad’te
ani nezmrazujte.



6. POKYNY K POUZITI

Prvni krok — Inkubace krve a odbér plazmy

Dodavané materialy

Zkumavky pro odbér krve QFT (viz oddil 3).

Potitebny materidal (ktery neni soucasti dodavky)

Viz oddil 3.

Postup

1. Pokud se krev neinkubuje bezprostfedné po odbéru, je nutné promichat obsah zkumavek oto¢enim
desetkrat bezprostiedné pied inkubaci.

2. Inkubujte zkumavky ve VZPRIMENE POZICI pfi teploté 37°C po dobu 16-24 hodin. Inkubator
nemusi mit CO, nebo zvlh¢ovani.

3. Po inkubaci pfi teploté 37°C je mozné uchovavat zkumavky pro odbér krve pied dalsi centrifugaci po
dobu az 3 dnil pfi teploté 2°C az 27°C.

4. Po inkubaci zkumavek pfi teploté¢ 37°C se odbér plazmy provadi snadnéji po centrifugaci zkumavek po
dobu 15 minut pfi rychlosti 2000 az 3000 RCF (g). Gelova zatka oddéli buiiky od plazmy. Pokud k
tomu nedojde, je nutné zkumavky centrifugovat jesté jednou pii vyssi rychlosti.

e Plazmu lze odebirat i bez centrifugace, avsak je nutné plazmu odebirat bez naruseni bunék.

5. Je dilezZité, abyste po centrifugaci zabranili opakované aspiraci pipetou a aby v Zadném
pripadé nedoslo jiz k promichadni plazmy, pied tim, neZ odeberete vzorek plazmy. VZdy
dbejte na to, aby nedoslo k naruseni materialu na povrchu gelu.

e  Vzorky plazmy by méli byt odebirany pouze pipetou.

o Vzorky plasmy se daji nasadit pfimo z centrifugovanych odbérovych zkumavek na
plotnu QFT ELISA, a to také v ptipadé, ze se pouzivaji automatické pracovni stanice
ELISA.

e Vzorky plazmy Ize skladovat po dobu az 28 dnt pii teploté¢ 2°C az 8°C nebo, po
odbéru plazmy, po delsi dobu pfi teplote pod -20°C.
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Krok dvé — ELISA lidského IFN-y

Dodavané materialy

Souprava ELISA QFT (viz oddil 3).

Potiebné materialy (které nejsou soucdasti dodavky)

Viz oddil 3.

Postup

1. Vsechny plazmatické vzorky a ¢inidla s vyjimku 100x koncentratu konjugétu je nutné nechat temperovat
pfed pouzitim na pokojovou teplotu (22°C + 5°C). Nechte tyto materialy dosdhnout této teploty nejméné 60
minut.

2. Z ramecku odstraiite stripy, které nejsou zapotiebi, opet uzaviete plastovy obal a vratte do lednicky k
ulozZeni az do doby dalSiho pouziti.

Pfipravte nejméné jeden strip standardu QFT a dostateny pocet stripti pro vySetfované pacienty (viz
Obrazky 2A & 2B pro dvouzkumavkové a tfizkumavkové formaty). Po pouziti uchovejte ramecek a kryt
pro pouZiti se zbyvajicimi stripy.

3. Rekonstituujte lyofilizovany standard soupravy (Kit Standard) s takovym mnozstvim demineralizované
nebo destilované vody, které je uvedené na oznaceni lahvicky se standardem. Setrné promichejte, aby se
minimalizovala tvorba pény a zkontrolujte Ze doSlo k uplnému rozpusténi. Po rekonstituci standardu na
stanoveny objem vznikne roztok s koncentraci 8,0 1U/ml.

vvvvv

Rekonstituovany Kit Standard pouzijte k sérii fedéni 1 : 4 IFN-y v zeleném pufru (Green Diluent — GD) —
viz Obrazek 1. S1 (Standard 1) obsahuje 4 1U/ml, S2 (Standard 2) obsahuje 1 IU/ml, S3 (Standard 3)
obsahuje 0,25 IU/ml a S4 (Standard 4) obsahuje 0 IU/ml (samotny GD). Testovani standardi se provadi

nejméné v duplikatu.

DOPORUCENY POSTUP PRO DUPLIKATY DOPORUCENY POSTUP PRO
STANDARDU TRIPLIKATOVY STANDARD
a. Oznalte 4 zkumavky ,S1“, ,S2“ S3% a. Oznalte 4 zkumavky ,S1%, ,S2“ | S3*
JS4. .54,

. Ptidejte 150 pl GD do S1, S2, S3, S4.
Ptidejte 150 pl Kit Standardu do S1
a dtkladn€ promichejte.

. Pteneste 50 pl z S1 do S2
a dtkladn€ promichejte.

Pteneste 50 pl z S2 do S3
a dikladné promichejte.

Samotny GD je jako nulovy standard (S4).

. Pfidejte 150 pl GD do S1.

d. Ptidejte 150 pl Kit Standardu do S1

. standard (S4).

Ptidejte 210 pl GD do S2, S3, S4.

a dikladn¢ promichejte.
Pieneste 70 pl z S1 do S2
a dukladné promichejte.
Pteneste 70 pl z S2 do S3
a dukladné promichejte.

Samotny GD se pouzivd jako nulovy
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OBRAZEK 1. Ptiprava standardni kiivky

150 pL 50 nebo 70 50 nebo 70
S1 S2 S3 S4
L N\ \_/
(Kit Standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 lU/mL 4,0 lU/mL 1,0 IU/mL 0,25 IU/mL 0 1U/mL

(POUZE GD)

e Pro kazdé stanoveni ELISA ptipravte Cerstvé fedéni Kit Standardu.

Rekonstituujte lyofilizovany 100x koncentrat konjugatu s 0,3 ml demineralizované nebo destilované vody.
Setrné promichejte, abyste zamezili tvorbé pény a zkontrolujte, Ze doslo k uplnému rozpusténi konjugatu.

Konjugat o pracovni koncentraci se pfipravi rozpusténim koncentrovaného mnozstvi rekonstituovaného
konjugatu v 100x koncentraci v zeleném pufru, jak je uvedeno v Tabulce 1 — Piiprava konjugatu.

TABULKA 1. Priprava konjugatu

5 OBJEM KONCE OBJEM

POCET ) .
) 100x KONCENTROVANEHO ZELENEHO PUFRU
STRIPU )
KONJUGATU

2 10 pl 1,0ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 pl 2,0ml

5 25 pl 2,5 ml

6 30 l 3,0ml

7 35 pl 3,5 ml

8 40 pl 4,0 mi

9 45 pl 4,5 ml

10 50 pl 5,0 ml

11 55 pl 5,5 ml

12 60 pl 6,0 ml

¢ Diikladné, ale Setrné promichejte tak, aby nedoslo k zpénéni.

¢ Nepouzity 100x koncentrovany konjugat vrat'te do skladovaciho prostoru s teplotou 2°C az 8°C
okamzité po pouziti.

e Pouzivejte pouze zeleny pufr.

Vzorky plazmy odebrané z odbérovych zkumavek a ndsledné zmrazené nebo skladované déle nez 24 hodin
pfed provedenim testu je nutné pied aplikaci do jamek ELISA dikladné promichat.

e Pokud se vzorky plazmy aplikuji pfimo ze zcentrifugovanych zkumavek QFT, neni promichani plazmy
vhodné.

Vicekanalovou pipetou pfidejte do pozadovanych mikrotitracnich jamek ELISA 50 pl ¢erstvé pfipraveného
konjugatu o pracovni koncentraci.
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7.

10.

Do piislusnych mikrotitracnich jamek pfidejte vicekanalovou pipetou 50 pl testovanych vzorkt plazmy
(doporucené rozlozeni desticek viz Obrazky 2A & 2B). Nakonec pridejte 50 pl kazdého ze standardii 1-4.

OBRAZEK 2A. Doporuéené rozloZeni vzorki pro zkumavky s nulovou kontrolou a TB antigenem
(44 testu na mikrotitra¢ni desti¢ku)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN [5N | 9N [13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
1A |[5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A

3N | 7N | 1IN | 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N | 8N [ 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Vzorek 1. Plazma s nulovou kontrolou); 1A (Vzorek 1. Plazma s TB antigenem).

I o mm g o w>

OBRAZEK 2B. Doporuéeni rozloZeni vzorkii pro zkumavky s nulovou kontrolou, TB antigenem &
mitogenem
(28 testii na mikrotitracni desti¢ku)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN | 1A | 1M Sl S1 13N | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M
2N | 2A | 2M S2 S2 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N | 3A | 3M S3 S3 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 | S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

SN |5A |[5M |9N [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
6N | 6A |6M | 10N | 10A | 10M [ 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
/N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 11M| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M
8N |8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Vzorek 1. Plazma s nulovou kontrolou); 1A (Vzorek 1. Plazma s TB antigenem);
1M (Vzorek 1. Plazma s mitogenovou kontrolou).

I ® T m O O w>

Smichejte konjugat a vzorky plazmy/standardy, dikladné je promichejte na tfepacce mikrotitraénich
desticek po dobu 1 minuty.

Kazdou desticku prikryjte vickem a inkubujte pfi pokojové teploté (22°C £ 5°C) po dobu 120 £+ 5 minut.

o Béhem inkubace nesmi byt desticky vystaveny pfimému slunecnimu svétlu.

Béhem inkubace nafedte jednu cast 20nasobného koncentratu promyvaciho pufru s 19 castmi
demineralizované nebo destilované vody a dikladné promichejte. MnoZstvi 20x koncentratu promyvaciho

pufru postacuje na pfipravu 2 L promyvaciho pufru o pracovni koncentraci.

Promyjte mikrotitraéni jamky s 400ul promyvaciho pufru o pracovni koncentraci v nejméné 6 cyklech.
Doporucuje se pouziti automatické promyvacky mikrotitracnich desticek.

e Diikladné promyti je pro vysledek testu velmi diilezité. Ujistéte se, Ze kazd4 mikrotitracni jamka je
zcela vyplnéna promyvacim pufrem v kazdém promyvacim cyklu aZz k okraji. Mezi kazdym
cyklem se doporucuje doba luhovani nejméné 5 sekund.

e Do nadoby na odstranénou tekutinu je nutné piidat standardni laboratorni dezinfekéni
prostiredek a dodrZovat zavedené postupy pro dekontaminaci potencialné infekéniho materialu.
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11. Vyklepnéte desti€ky dnem vzhiiru do savého materialu k odstranéni zbytk promyvaciho pufru. Do kazdé
mikrotitracni jamky pfidejte 100 pl roztoku enzymového substratu a dukladné promichejte na tfepacce
mikrotitracnich desticek.

12. Vsechny destic¢ky ptikryjte vickem a inkubujte v pokojové teploté (22°C + 5°C) po dobu 30 minut.

o Desti¢ky nesmi byt béhem inkubace vystaveny piisobeni piimého slunecniho svétla.

13. Po 30 minutach inkubace ptidejte do kazdé mikrotitraéni jamky 50 ul enzymového zastavovaciho roztoku a
promichejte.

e Enzymovy zastavovaci roztok je nutné pridavat do mikrotitrac¢nich jamek ve stejném poradi a
priblizné stejnou rychlosti, jako byl pridavan substrat v kroku 11.

14. V kazdé jamce zméite absorbanci (A) do 5 minut od zastaveni reakce za pouziti ¢tecky mikrotitra¢nich

desticek vybavené filtrem 450 nm a referencnim filtrem 620 nm az 650 nm. K vypoctu vysledki se
pouzivaji naméfené hodnoty absorbance.

7. VYPOCTY A INTERPRETACE TESTU

Spole¢nost Cellestis dodava analytické software QFT, ktery lze pouzit k analyze primarnich dat a vypoétu
vysledki. (zkontrolujte, Ze pouzivate aktualni verzi software)

Tento software provadi kontrolu kvality testu, vypocte standardni kiivku a stanovi vysledek testu u kazdého
pacienta tak, jak je podrobngji uvedeno v oddile Interpretace vysledku.

Jako alternativu k pouziti analytického software QFT lze stanovit vysledky nasledujicim postupem:

Tvorba standardni krivky

(v pFipadé, Ze se nepouZivd analyticky software QFT)

Stanovte primérnou hodnotu absorbance replikati standardi na kazdé desticce.

Sestavte standardni logaritmickou k¥ivku 10ge)-10ge vynesenim logaritmu primémé hodnoty A (osa y) v
zavislosti na logaritmu log e, koncentrace IFN-y v standardech IU/ml (osa x), nulovy standard z téchto vypocti
vynechejte. Za pouziti regresni analyzy vypoctéte linii nejvhodngjsi pro stanoveni standardni kiivky.

Standardni kiivku pouZivejte ke stanoveni koncentrace IFN-y (IU/ml) pro kazdy z testovanych vzorku plazmy s
pouzitim hodnoty absorbance kazdého vzorku.

Vypocty lze provadét za pouziti softwarovych balicki dodavanych s c¢teCkami mikrotitracnich desticek,
standardniho tabulkového procesoru nebo statistického software (napf. Microsoft Excel). Doporucujeme
pouzivat tyto softwarové balicky k vypoctu regresni analyzy, koeficientu variace (% CV) pro standardy a
korela¢niho koeficientu (r) standardni kiivky.
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Kontrola kvality testu

Presnost vysledki testu zavisi na tvorbé piesné standardni kfivky. Proto je nutné vysledky standardi zhodnotit
pfed interpretaci samotnych vysledkt testovanych vzorkd.

Pro validitu testu ELISA jsou nutné nasledujici podminky:
e  Primérna hodnota A pro Standard 1 musi byt > 0,600.

e Vypoctené % CV pro replikované hodnoty absorbance pro Standard 1 a Standard 2 musi byt<
15 %.

¢ Replikované hodnoty A pro Standard 3 a Standard 4 se nesmi liSit o vice nez 0,040 jednotek
absorbance od priméru.

e Korelacni koeficient (r) vypocteny z hodnot primérné absorbance standardid musi byt > 0,98.
Analyticky software QFT vypo¢éte a zobrazi tyto parametry kontroly kvality.
Pokud nejsou splnéna vyse uvedena kriteria, provedené stanoveni neni validni a je nutné je opakovat.

e Primérna hodnota A pro nulovy standard (zeleny pufr) musi byt < 0,150. Pokud je priamérna

hodnota A > 0,150, je nutné zkontrolovat postup promyvani mikrotitra¢nich desti¢ek.
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Interpretace vysledka

Vysledky testu QFT je nutné interpretovat podle nasledujicich kriterii:

POZNAMKA: Stanoveni nebo vylouéeni diagnézy onemocnéni tuberkuléozy a zhodnoceni
pravdépodobnosti LTBI vyZaduje kombinaci epidemiologickych, anamnestickych, Kklinickych a
diagnostickych nalezii, které je nutné zohlednit p¥i interpretaci vysledki testu QFT IT.

ZKUMAVKY S NULOVOU KONTROLOU & TB ANTIGEN

Nulova TB Antigen minus nulova QFT
kontrola kontrola Vysledek Hla3eni/Interpretace
[1U/mI] [1U/mI] Y
<035 Infekce M. tuberculosis NENI
; Negativni :
g | Z0ac Zso‘;ﬁrlé?;noty nulové g pravdépodobn
> 0,35 a> 25 % hodnoty nulové Pozitivni Infekce M. tuberculosis
kontroly pravdépodobna
2 PRI L 13 Vysledky maji nevypoveédni
>8,0 Jakykoli vysledek Nevypovédni reaktivitu k TB-Antigenu

1 U pacientfl, kde neni podezfeni na infekci M. tuberculosis, je mozné prvni pozitivni vysledky konfirmovat opakovanim
testu pivodniho vzorku plazmy v poloviénim fedéni (duplikat) v testu QFT ELISA. Pokud opakované testovani jednoho
nebo vice replikati ukazuje pozitivni vysledek, je nutné u daného pacienta povazovat vysledek za pozitivni.

2V Kklinickych studiich m&lo koncentraci IFN-y > 8,0 IU/ml v nulové kontrole méné ne 0,25 % pacient.

% Mozné pii¢iny viz oddil Odstraiiovani problémi.

Vyse naméfené koncentrace IFN-y nelze korelovat se stadiem nebo stupném infekce, stupném imunitni odezvy
nebo pravdépodobnosti progrese do aktivniho onemocnéni.
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OBRAZEK 3.

Schéma interpretace p¥i pouZiti zkumavek s nulovou kontrolou a & TB ANTIGENEM

INTERPRETACE

VALIDACE

Ne

NELZE HODNOTIT

TB Antigen — Nil
20,35 IlU/mL

Ano

TB Antigen — Nil 225 %
oproti hodnoté Nil lU/mL

Ano

A

Nil < 8,0 IU/mL

Ano

\ 4

POZITIVNI
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PRI POUZITi ZKUMAVEK S NULOVOU KONTROLOU, TB ANTIGENEM A MITOGENEM

Nulovd  TB Antigen minus nulova Mitogen minus

kontrola kontrola nulova kontrola V'Qslz-(lll—ek Hla3eni/Interpretace
[1U/ml] [1U/mI] [u/miy: Y
<03 = 03 Infekce M. tuberculosis NENI
> 0,35 a <25 % hodnoty > 05 Negativni prévdépodobné
nulové kontroly -
5 —
< 8,0 = 035a 2,25 o hodnoty Jakykoli vysledek Pozitivni® Infekce M. Euberculgsw e
nulové kontroly pravdépodobna
<0,35 <05
> 0,35 a <25 % hodnoty .3 Vysledky maji nevypovédni
nulové kontroly <05 Nevypovédni reaktivitu k TB Antigenu
>8,0* Jakykoli vysledek Jakykoli vysledek

! Odezva na pozitivni kontrolu s Mitogenem (a né¢kdy I TB antigen) miiZe byt b&Zné mimo rozpéti &tedky mikrotitragnich
desti¢ek. To nijak neovlivituje vysledky testu.

2 U pacienti, kde neni podezieni na infekci M. tuberculosis, je mozné prvni pozitivni vysledky konfirmovat opakovanim
testu piivodniho vzorku plazmy v poloviénim fedéni (duplikat) v metodé QFT ELISA. Pokud opakované testovani jednoho
nebo vice replikati ukazuje pozitivni vysledek, je nutné u daného pacienta povazovat vysledek za pozitivni.

% Mozné piiciny viz oddil Odstraiiovani problémi.

*V klinickych studiich m&lo koncentraci IFN-y > 8,0 TU/ml v nulové kontrole mén& nez 0,25 % pacientii.

Vyse naméfené koncentrace IFN-y nelze korelovat se stadiem nebo stupném infekce, stupném imunitni odezvy
nebo pravdépodobnosti progrese do aktivniho onemocnéni.
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OBRAZEK 4. Schéma interpretace vysledkii p¥i pouZiti zkumavek nulové kontroly, TB ANTIGENU &
MITOGENU

TB Antigen — Nil
= 0,35 IU/mL

INTERPRETACE

Ano

TB Antigen — Nil 2 25%
oproti hodnoté Nil IU/mL

N2 Ano
Mitogen — Nil < 0,50 1U/mL, .
pfipadné& Nil > 8,0 IU/mL NELZE Nil < 8,0 IU/mL
HODNOTIT
[N
Ne Ano
A\ 4 A\ 4

NEGATIVNI POZITIVNI
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8. OMEZENI METODY

Vysledku testu QFT je nutné pouZit spoleéné s epidemiologickymi (daji, aktudlnim zdravotnim stavem a
dalsimi diagnostickymi vySetienimi daného pacienta.

Osoby s hodnotou nulové kontroly vétsi nez 8 IU/ml se hodnoti jako ,,nevypovédni”, nebot reakce na TB
antigen o 25 % v¢tsi mize byt mimo méfitelné hodnoty metody.

Nespolehlivé vysledky mohou nastat v dusledku:
e  Odchylkou od postupu uvedeného v piibalovych informacich,

e Nadmérnou koncentraci cirkulujiciho IFN-y nebo ptitomnosti heterofilnich protilatek,
e Piekro¢enim 16hodinového intervalu od odbéru vzorku krve do inkubace pii teploté 37°C.

9. FUNKCNI CHARAKTERISTIKY
Klinické studie

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje jednoznaény standard pro diagnostiku latentni tuberkuldzni infekce (LTBI),
odhad senzitivity a specifi¢nosti pro test QFT nelze prakticky hodnotit. Specifi¢nost testu QFT byla pfiblizné
stanovena hodnocenim falesné pozitivnich vysledki osob s nizkym rizikem (bez znamych rizikovych faktori)
tuberkuldzni infekce. Citlivost byla pfiblizné stanovena vySetfenim skupin pacienti s kultivaéné potvrzenym
aktivnim onemocnénim TBC.

Specifi¢nost

V jedné studii provedené v USA, které se zucastnilo 866 dobrovolniki, byla odebrana krev pro vysetfeni v testu
QFT v okamziku aplikace TST. Demografické informace a rizikové faktory TBC byly stanoveny za pouziti
standardniho dotazniku v dobé¢ testovani. Z 432 dobrovolnikd bez znamych rizikovych faktora infekce M.
tuberculosis byly u 391 k dispozici vysledky testu QFT a TST. Zadny z pacientt nedostal vakcinu BCG. Druhé
studie specifi¢nosti byla provedena s testem QFT u osob s nizkym rizikem v Japonsku, z nichz ptiblizné 90 % v
minulosti dostivalo vakcinu BCG. Vysledky obou studii specifi¢nosti jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Specifi¢nost testu QFT: Vysledky osob bez zndmych rizik infekce M. tuberculosis.

o Pocet
BCG  Celke ) Podet QFT ¢ TST TST*
Pocet QFT pozitivnich . Aty i
STUDIE Status % m e il I potet Specifiéno = pozitivnic Specifi¢no
vakcinova testova ; poce st(95%  h/poet st (95%
, ych validnich .
nych no testit Cl) testovany Cl)
: ch
USA
. . 99,2 % 98,5 %
0 1 1
gr:)e;publlkova 0% 391 1 3/390 (98-100) 6/391 (97-99)
15 Cono 98,8 % ] ]
Japonsko 90 % 168 6 21162 (95-100)
7/559 99,1 %
CELKEM - 559 (1.3 %) 5/ 552 (98-100) - -

*(pti pouziti hrani¢ni hodnoty 10 mm TST u osob, které nebyly vakcinovany BCG.)
*Jako hrani¢ni hodnota TST bylo pouzito 10 mm. Odhadovana specificnost TST je 99,1 % pii pouziti hrani¢ni
hodnoty 15 mm.

Sensitivita pro aktivni TBC

(Osoby s podezienim na TBC v USA, Australii a Japonsku, ktefi....)

Vysetfeni ke stanoveni citlivosti testu QFT bylo provadéno u osob s podezienim na TBC v Australii a Japonsku,
u nichZ byla nasledné potvrzena infekce M. tuberculosis kultivaci. Na rozdil od tuberkul6zni infekce (LTBI),
kde neni jednoznacny standard, v pfipadé onemocnéni je vhodnym kriteriem mikrobiologicka kultivace M.
tuberculosis, nebot’ nemocni pacienti jsou infikovani podle definice. Pted odbérem krve pro test QFT byli
pacienti 1é¢eni méné nez § dni.
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(vysledky z téchto ti skupin M. Tuberculosis)
Tabulka 3 pfinasi shrnuti nalez od dvou skupin pacientt s pozitivni kultivaci M. tuberculosis. Celkova citlivost
testu QFT u aktivniho onemocnéni TBC bylo 89 % (157/177).

Tabulka 3. QFT: Pacienti s kultivaéné potvrzenou infekci M. tuberculosis.

Pocet QFT
pozitivnich / QFT Senzitivita
SIS pocet validnich (95% CI)
testi
s - - 15 93 0/0
Japonsti pacienti s TBC 86 /92 (86-97 %)
- 89 %
Austrélie 24 [ 27 (70-97 %)
81 %
USA 47158 (68-90 %)
89 %
CELKEM 157 /177 (83-93 %)

Diagnostika a LTBI
Na podporu funkénich vysledka testu QFT u riznych populaci s rizikem LTBI byla publikovéna fada studii.
Zakladni zji$téni nékolika vybranych studii jsou zobrazena v tabulce 4.

Tabulka 4. Vybrané publikované studie testu QFT v populacich s rizikem LTBI.

Celkovy pocet

STUDIE Vysledky a zjisténi

vySetienych

Prostiedi s velmi vysokym vyskytem TBC. 40 % pozitivnich vysledkt QFT
Indickd HCW 726 a 41 % pozitivnich vysledkd TST na 10 mm. Vysoka konkordance s TST bez
(Pai et al 2005)*’ vlivu BCG na obou stranach. Oba testy vztazeny k rizikovym faktorim véku
a délky prace ve zdravotnictvi.

Celkova prevalence LTBI podle testu QFT bylo 4,6 % (27/590) u HIV*
pozitivnich osob. Pozitivni vysledky byly spojeny s rizikem TBC. U dvou
590 pacientt s pozitivnim testem QFT do3lo do 1 roku k progresi do aktivni
TBC. Nevypovédni reakce (n=20. 3,4 %) byly vyznamné spojeny s poctem
CD4 <100/ pl.

Dénska HIV
(Brock et al 2006)°

Déti s podezienim na TBC nebo anamnézou kontaktu s osobou nemocnou
TBC podstoupily vysetteni QFT a TST. Test QFT byl pozitivni u 10,5 % a
TST byl pozitivni pfi 10 mm u 9,5 %. Shoda mezi testy byla celkem 95,2 %
a u osob nevakcinovanych BCG 100 %.

Hospitalizované déti

(Dogra et al 2006)* 105

Byly vySetteny blizké kontakty 15 riznych nemocnych osob. Vakcinaci
BCG v anamnéze mélo 51 %, 27 % z nich se narodilo v cizing. Celkem 70 %
Némecké kontakty 309 osob vakcinovanych BCG a 18 % nevakcinovanych mélo pozitivni vysledek
(Diel et al 2006)* TST (5 mm), pozitivni vysledek QFT mélo pozitivnich 9 % vakcinovanych
BCG a 11 % nevakcinovanych. Vysledek testu QFT byl spojen s rizikem
TBC. TST byl spojen pouze s vakcinaci BCG.

Mnohem vétsi pocet publikaci popisuje vysledky méné citlivé verze testu QuantiFERON®-TB Gold s tekutym
antigenem (predchidce testu QFT) a testu QFT. Tyto studie hodnoti kontakty pacientt s aktivni TBC 911,19.25
deti®*® 2> % HIV pozitivnich osob® > %, zdravotnikia™ ?* *2, osob s potladenou imunitou® * 2 23 27.30.31
0sob s podezfenim na TBC"® 1% 3 0sob s nizkym rizikem™.

a dale

Opakovatelnost a vliv TST na néasledné testovani QFT
Jako soucast americké studie specifi¢nosti byla podskupina dobrovolnikti opakované testovana za 4 az 5 tydnQ

po Gvodnim testu QFT test a TST. Vysledky testd QFT byly k dispozici v obou ¢asovych intervalech u 260
dobrovolniki a stupent shody byl 99,6 % (259/260). Ptedchozi test TST neindukoval pozitivni reakci testu QFT.
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10. TECHNICKE INFORMACE
Nevypovédni vysledky

Nevypovédni vysledky by se mély vyskytovat vzacné a mohou byt projevem imunitniho stavu vySetfovaného
pacienta, ale mohou také byt zptisobeny fadou technickych faktori:

Prekroéeny ¢asovy interval 16 hodin od odbéru krve do inkubace pfi teploté 37°C
Skladovani krve mimo doporuéené teplotni rozmezi (22°C + 5°C)

Nedostate¢né promichani krve v odbérovych zkumavkach

Neuplné promyti mikrotitracnich desticek ELISA

Pokud mate podezieni na technicky problém pii odbéru nebo zpracovani vzorki krve, zopakujte cely test QFT s
novym vzorkem krve. Opakovani testu ELISA u stimulované plazmy lze provést v piipadé podezieni na
nedostate¢né promyti nebo jinou technickou zavadu pii provadéni testu ELISA. Nevypovédni vysledky, které
mohou byt zpuisobeny nizkou hodnotou mitogenu nebo vysokou hodnotou nulové kontroly, se nebudou pfi
opakovani testu ménit v pfipadé, ze nedoslo k chybé pfi provadéni testu. Nevypoveédni vysledky je nutné jako
takové oznacdit. Lékati se potom mohou rozhodnout o odbéru nového vzorku, nebo provadeéni dalsich vykont
podle potieby.

Vzorky srazené plazmy

Pokud se pti dlouhodobém skladovani vzorki plazmy vytvofi fibrinova zatka, vzorky centrifugujte tak, aby
doslo k sedimentaci srazeného materidlu a snadnéj$imu pipetovani plazmy.
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Odstrainovani problémi testu ELISA

Nespecifické zbarveni

MOZNA PRICINA

RESENI

Neuplné promyti mikrotitra¢ni desticky.

Promyjte desticku nejméné 6x promyvacim pufrem o objemu 400
pl/na jamku. V zavislosti na pouzité promyvacce miZze byt zapotiebi
vice nez 6 promyvacich cyklt. Mezi cykly je nutné dodrZet dobu
louhovéni nejméné 5 sekund.

Zkiizena kontaminace jamek ELISA.

Pfi pipetovani a michani vzorkt postupujte opatrné, abyste toto riziko
snizili.

Uplynuti doby pouzitelnosti setu/soucastek.

Zajistéte pouziti soupravy pied uplynutim doby pouzitelnosti. Zajistéte
pouZiti rekonstituovaného standardu a 100x koncentratu konjugatu do
tii mésicti ode dne rekonstituce.

Roztok s enzymovym substratem je
kontaminovany.

Modie zbarveny substrat zlikvidujte. Zajistéte pouziti istych
zasobnikd na Cinidla.

Promichéni plazmy v odbérovych
zkumavkach pied pipetovanim

Zkontrolujte, ze vzorky plazmy jsou opatrn¢ odebrany z prostoru nad
gelem bez opakované aspirace pipetou a bez naruseni materialu na
povrchu gelu.

Nizké hodnoty absorbance u standardii

MOZNA PRICINA

RESENI

Chyba fedéni standardt.

Zajistéte spravnou piipravu fedéni standardi podle pfibalovych
informaci.

Chyba pipetovani.

Zajistéte kalibraci pipet a pouziti podle pokynl vyrobce.

Ptilis nizka inkubacni teplota.

Inkubace testu ELISA musi probihat pii pokojové teploté 17°C az
27°C.

Prilis kratka inkubacni doba.

Inkubace desticky s konjugatem, standardy a vzorky ma trvat 120 + 5
minut. Roztok s enzymovym substratem se inkubuje na mikrotitra¢ni
desti¢ce po dobu 30 minut.

Pouziti nespravného filtru ctecky desticek.

Desticky je nutné odecitat pti vinové délce 450 nm s referenénim
filtrem v rozmezi 620 az 650 nm.

Cinidla jsou pfili§ chladna.

Vsechna ¢inidla s vyjimkou 100x koncentratu konjugatu je nutné
temperovat na pokojovou teplotu pied zahajenim testu. To trva
ptiblizné jednu hodinu.

Uplynula doba pouZzitelnosti
soupravy/soucastek.

Zajistéte pouziti soupravy pied uplynutim doby pouzitelnosti. Zajistéte
pouziti rekonstituovaného standardu a 100x koncentratu konjugatu do
tfi mésict ode dne rekonstituce.
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Vysoka absorbance pozadi

MOZNA PRICINA

RESENI

Neuplné promyti desticek.

Promyjte desticku nejméné 6x promyvacim pufrem o objemu 400
pl/na jamku. V zavislosti na pouzité promyvacce miZze byt zapotiebi
vice nez 6 promyvacich cykli. Mezi cykly je nutné dodrzet dobu
louhovani nejméné 5 sekund.

Prilis vysoka inkubacni teplota.

Inkubace testu ELISA musi probihat pfi pokojové teploté 17°C az
27°C.

Uplynula doba pouZitelnosti
soupravy/soucastek.

Zajistéte pouziti soupravy pred uplynutim doby pouzitelnosti. Zajistéte
pouZiti rekonstituovaného standardu a 100x koncentratu konjugatu do
tii mésicti ode dne rekonstituce.

Roztok s enzymovym substratem je
kontaminovany.

Modfe zbarveny substrat zlikvidujte. Zajistéte pouziti Cistych
z4sobnikt na ¢inidla.

Nelinearni standardni kiivka a variabilita duplikati

MOZNA PRICINA

RESENI

Neuplné promyti desticek.

Promyjte desti¢ku nejméné 6x promyvacim pufrem o objemu 400 pl/na
jamku. V zavislosti na pouzité promyvacéce miiZe byt zapotiebi vice nez
6 promyvacich cykla. Mezi cykly je nutné dodrZet dobu louhovani
nejméne 5 sekund.

Chyba fedéni standardt.

Zajistéte spravnou piipravu fedéni standardi podle pfibalovych
informaci.

Nedostatecné promichani.

Michejte ¢inidla ditkladné obracenim nebo Setrnym promichanim pted
pridanim na mikrotitracni desticku.

Nekonzistentni technika pipetovani nebo
preruseni béhem sestavovani soupravy.

Pridavani vzorkul a standardt musi probihat kontinualnim zptisobem.
Pred zahajenim testu museji byt vSechna ¢inidla pfipravena.

Video o provedeni testu a FeSeni vétSiny technickych problémt naleznete na CD-ROM ,,Informace o vyrobku a
technicka priruc¢ka®, kterou mizete ziskat zdarma od spolecnosti Cellestis nebo vaseho distributora.
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12. TECHNICKA PODPORA

Technickou podporu ziskate na nasledujicich kontaktnich telefonickych ¢islech:

Cellestis International Pty Ltd: Telefon: +61 3 8527 3500

Fax: +61 3 9568 6623
Email: techsupport@cellestis.com

Cellestis GmbH: Telefon: +49 6151 428 59 - 0
(Evropa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

Email: techsupport@cellestis.com

Internet: www.cellestis.com

Dalsi zemé:

Zemé Bezplatné volani
Australie 9001 5776
Rakousko 0800 8020034
Belgie 0800 75351
Francie 0800911164
Némecko 0800 182 7452
Irsko 1800 550 417
Nizozemsko 0800 022 5340
Novy Zéland 0800 44240
Svycarsko 0800 561 802
Spojené kralovstvi 0800 680 0630
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13. ZKRACENY POSTUP TESTU

KROK 1 - INKUBACE KRVE

Odeberte krev pacienta do odbérovych zkumavek
a takto ziskany vzorek promichejte akorat tak
silnym protiepanim (desetkrat - 10x) tak, aby
krev smocila veskery vnitini povrch zkumavky a
doslo k solubilizaci antigeni na sténach
zkumavky.

Zkumavky inkubujte ve svislé poloze pii teploté
37°C po dobu 16 az 24 hodin.

Po skonceni inkubace zkumavky zcentrifugujte
po dobu 5 az 15 minut pii 2000 az 3000 g RCF
(g) k oddéleni plazmy a erytrocytu.

Po centrifugaci, odeberte vzorky plazmy pipetou.
Zabraiite opakované aspiraci pipetou a promichani
plazmy, pied tim, neZ odeberete vzorek plazmy.
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KROK 2 — ELISA IFN-y

Ponechte jednotlivé slozky soupravy ELISA
temperovat na pokojovou teplotu po dobu nejméné
60 minut, s vyjimkou 100x koncentrovaného
konjugétu.

Rekonstituujte standard na 8,0 IU/ml destilovanou
nebo demineralizovanou vodou. Ptipravte ¢tyfi (4)
standardni fedéni.

Rekonstituujte lyofilizovany 100x koncentrat
konjugétu v destilované nebo demineralizované
vode.

Pfipravte konjugat o pracovni koncentraci se
zelenym pufrem a do v3ech jamek aplikujte 50 pl.

Do pfislusnych mikrotitraénich jamek aplikujte
50 pl vzorku testované plazmy a 50 pl standardu.
Promichejte za pouziti tfepacky.

Inkubujte pii pokojové teplot¢ po dobu 120
minut.

o
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10.

11.

12.

Mikrotitracni jamky promyjte nejméné 6x
promyvacim pufrem o objemu 400 pl/jamku.

Do mikrotitraénich jamek aplikujte 100 pl
enzymatického substratového roztoku.
Promichejte za pouziti tfepacky.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

Do vSech mikrotitracnich jamek pfidejte 50 pl
zastavovaciho roztoku. Promichejte za pouziti
ttepacky.

Vysledky odecitejte pfi vinové délce 450 nm s
referenénim filtrem o vlnové délce 620 az 650
nm.

Proved’te analyzu vysledkd.
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14. VYZNAMNE ZMENY

Vyznamné zmény v tomto vydani (05990301G — Cervenec 2011) ptibalové informace QFT jsou shrnuty v

nasledujici tabulce:

Oddil Strana Zména
5. Odbéra manipulace se 9 Doplnéni o postup protiepani zkumavek
vzorkem P postup p P )
6. Navod k pouZiti 10 Bz?lnenl o informace k manipulaci se zkumavkami s odebranou
6. Navod k pouziti 12 Doplnéni o informace k manipulaci se vzorky plazmy.
10. Technické informace 23 P.rldano Pr(’)mlcham plasmy v centrifugac¢nich zkumavkach pied
pipetovanim’.
12. Technicka podpora 26 Nova emailova adresa pro Technickou podporu.
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Vyrobeno pro:
Cellestis Limited (Australia) a Cellestis GmbH (Europe)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Telefon (Aust) +61 3 8527 3500, (Europe) +49 6151 428 59-0
E-mail: guantiferon@cellestis.com
Internet: www.cellestis.com

Cislo dokumentu 05990301G
Cervenec 2011
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MDSS GmbH
Schiffgraben 41

30175 Hannover, Némecko
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