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1. UCEL POUZITIA

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) je test na diagnostiku-vitro, ktory obsahuje peptidovy koktail, ktory
simuluje proteiny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) a stufe bunky v heparinizovanej krvi. Dokaz interfewy
(IFN-y) na zéklade met6dy ELISA (Enzyme-Linked ImmunosotbAssay) sliZi na rozpoznanie reaknH
vitro na peptinantigénytoré su pritomné pri infekcMycobacterium tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold IT je nepriamy test na dokaz infekdile tuberculosigvratane aktivneho ochorenia).
Vysledky testu sa maju posudzéwasuvislosti s posudenim rizika, s rontgenovyngetyeniami a s ostatnymi
medicinskymi a diagnostickymi vySetreniami.

2. ZHRNUTIE A VYSVETLENIE TESTU

Tuberkuléza (Tb) je infalna choroba, ktori spdsobuje infekcia organizmu tpedaictvom komplexuM.
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanyminfikovanie osobami, ktoré trpia na tuberkul6zu
dychacich ciest sa uskdtaije spravidla kvapfkovou infekciou. Pri novo infikovanych pacientoch 6ze
ochorenie tuberkuldzy vyskytiiio niekdkych tyzdiov, alebo mesiacov, ale prid&ine infikovanych oséb sa
nevyskytuju ziadne potiaze. U niektorych perzistug@entnd infekcia tuberkulézy (LTBI), neinfaié,
asymptomatické ochorenie, ktoré mbze preptkan po niekbkych mesiacoch alebo rokoch. Hlavny Itie
rozpoznania LTBI pozostava vtom, aby sa do Uvabglos oSetrenie zacélom prevencie prepuknutia
tuberkul6zy. ESte donedavna bol tuberkulinovy kofest (tuberculin skin test, TST) jedinou metédau n
diagnostikovanie LTBI. Senzitivita koze na tubefkulznika 2 az 10 tyiwbv po infekcii. AvSak niektori
infikovani nereaguju na tuberkulin, napr. pacientioruchou reakcie imunity v désledku inej choroalg aj
pacienti bez takychto portdch. Naopak, niektoré gsétoré s vékou pravdepodobndsu netrpia na infekciu
M. tuberculosis po zagkovani pomocou Bacillus Calmette-Guérin (BCG), pfekcii inymi mykobaktériami
ako je komplexM. tuberculosisalebo na zéklade inych neznamych faktorov vykazitjivost’ na tuberkulin a
dosahuju pozitivny vysledok kozného testu na tuldénk

LTBI sa musi rozliSovaod ochorenia tuberkul6zy, ktoré podlieha povinnér@seniu a ktory napada spravidla
prica a dolné dychacie cesty; zasiahnuté vSak moéZuapiné systémy organov. Ochorenie tuberkul6zy sa
diagnostikuje na zaklade vysledkov historickych, zigkych, radiologickych, histologickych

a mykobakteriologickych vySetreni.

Test QuantiFERORITB Gold IT meria imunologické reakcie sprostred&ng& bunkami (CMI) na peptinové
antigény, ktoré simuluju mykobakterialne proteimieto proteiny (ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4)) chybag
vSetkych kmé&och BCG a vo vé&ine netuberkul6znych mykobaktériach s vynimkbukansasii, M. szulgaa

M. marinum® U 0s6b, ktoré st infikované organizmami komplékutuberculosis(M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanun), st vo vSeobecnosti v krvi pritomné lymfocytypié rozpoznaju tieto a iné mykobakterialne
organizmy. Pri tomto procese rozpoznavania sa pagdua uvdiuje cytokin IFNy. Dékaz a néasledna
kvantifikacia IFNy tvoria zaklad tohto testu.

Antigény pouZité v teste QuantiFERGNB Gold IT st koktailom peptidov, ktory simulujeqieiny ESAT-6,
CFP-10 a TB7.7(p4). Mnoho Studii preukazalo, zéotigeptinové antigény stimuluju reakciu IFNv T-
bunkach osbb infikovanychl. tuberculosisale nie v T-bunkach neinfikovanych oséb alebobogtkovanych
pomocou BCG bez ochorenia tuberkul6zy alebo békzarizTBI.*? AvSak reakcia IFN- moZe by potenciéalne
znizena na zaklade lekarskeho oSetrenia aleboktedeachordb, ktoré negativne vplyvaja na funkonumity.
Pacienti s ufitymi inymi mykobakterialnymi infekciami m6zu tieeagovd na ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4),
pretoZze gény, na ktorych sa nachadzaju tieto prgteil pritomné aj Wi. kansasii, M. szulgaa M. marinum
123 Test QuantiFERORITB Gold IT je preto cenou pomdckou pri diagnostidmoi infekcie komplexonM.
tuberculosisu chorého pacienta. Pozitivny vysledok testu pogipodiagnostikovanie tuberkulézy, méze vSak
byt vyvolany aj inymi mykobaktériami (napM. kansasii. Pre potvrdenie, resp. vyiénie tuberkulozy su
potrebnédalSie medicinske a diagnostické vySetrenia.



Princip testu

Systém QuantiFERCONTB Gold IT obsahuje $pecialne skiimavky na odbet; kio ktorych sa vykonava odber
vzoriek krvi. Nasledna inkubacia vzoriek krvi v shévkach trva 16 az 24 hodin. Potom sa odoberiarzaz
vySetri sa na pritomnt$FN-y, ktory sa vytvoril pripadne v reakcii na peptidaréigény.

Test QuantiFERORFTB Gold IT pozostava z dvoch krokov. V 1. krokuveaorky krvi odobert do rozinych
skimaviek QuantiFERONTB Gold. K tomu patri nulova kontrolna skimavkijmavka na TB-antigén a ako
opcia skiimavka na mitogén.

Skumavka na mitogén sa moze pri teste QuantiFERDBI Gold IT pou#i’ ako pozitivna kontrola. M6Ze to
byt zvla® vhodné, ak je stav imunity pacienta otazny. Mittmé& skimavka sa mdZze paizj ako kontrola
spravneho zaobchadzania so vzorkou krvi a na spriénkubaciu.

Skumavka by sa mala pkalmoznostto najskér, bezpodmietiee vSak do 16 hodin po odbere vzorky krvi
inkubova’ pri 37 °C. Po 16 az 24 hodinach inkabej doby sa davaju skiimavky do centrifagy. Potom sa
odoberie plazma a stanovi sa mnozstvo {FM4E/ml) pomocou metddy ELISA.

Test sa povazuje za pozitivny pre reakciu Nrha skimavke TB-antigénu, ak je tato hodnota sigaitne nad
hodnotou nulovej kontroly (IFN-v IE/ml). Pri pouziti mitogénovej skiimavky sltzorka plazmy stimulovana
mitogénom ako pozitivna kontrola IFNpre kazd( testovan( vzorku. Nepatrna reakcia rtagém (< 0,5
IE/ml) sa povaZuje za nerozhodny vysledok, ak vaduii vykazuje tiez negativnu reakciu na Th-antigé
Takato vzorka mdze vznikdpri nedostattnom pate lymfocytov, pri znizenej aktivite lymfocytov \ddledku
neodbornej manipulacie so vzorkou, pri neodbornapiiani alebo miesani mitogénovej skiimavky, alebo
vtedy, ak lymfocyty pacienta nie si v stave prodakolFN-y. Nulova vzorka obsahuje korekturu pre
neSpecifické reakcie pozadia, pre heteforilné gfekptilatok ’, ako aj neSpecificky IFN-vo vzorke krvi.
Hodnota IFNy nulovej skimavky sa odpftava z hodnoty IFN- skimavky Th-Antigénov a mitogénovej
skumavky (pokié sa pouZije).

Trvanie testu

Dalej najdete Gdaje dadom odhadovanej doby testu QuantiFEROMB Gold IT, ako aj otadom potrebného
¢asu pri testovani viacerych vzoriek v moduse batch.

Inkubacia skiimaviek so vzorkami pri 37 °C: 164-hddin
ELISA: cca. 3 hodiny na jednu dosku ELISA
. <1 hod. pracovnyas
. plus 10 — 15 min. nd&alSiu dosku



3. REAGENCIE A SKLADOVANIE

Skumavka na odber krvi na vySetrenie tuberkul6zy sskiimavka s kontrolnym

N o o0 M WD

antigénom

Obj. ¢. : 0590 0301

Nulova kontrolna skiimavka (sivy uzaver) 100 shauimk
Skumavka s TB-antigénonigrveny uzaver) 100 skumaviek
Mitogénova kontrolna skiimavka (fialovy uzaver) O0Xkimaviek

UPOZORNENIE: Skumavky je mozné objedia nasledujucom zloZeni:

100 nulovych kontrolnych skiimaviek + 100 skimasi€k-antigénomdbj. ¢.:. 0590 0201
100 mitogénovych kontrolnych skimavi@kj( ¢.: 0593 020)

Obj. ¢.: 05900210: (pre vié vySky) 100 nulovych kontrolnych skimaviek, kOfhaviek s Th-
antigénom

Obj. ¢.: 05900505: (pre vié vySky) 100 nulovych kontrolnych skimaviek, kOfhaviek s Th-
antigénom a 100- mitogénovych kontrolnych skimaviek

Obj. ¢.: T0593 0502: (pre V&é vySky) 100 mitogénovych kontrolnych skimaviek

Sucasti ELISA

Obj. ¢.: 0594 0201

Mikrotitrovacie pasiky 24 x 8 priehlbin
Human-IFNy-Standard, lyofilizované Tdsteka
Zeleny roztok na riedenie 1x30ml
Koncentrat konjugatu (100-nasobne koncentrovaggfilizovany 1x0,3ml
Koncentrat na umyvanie (20-nasobne koncentrovany) 1x 100 mi
Roztok substratu enzymu 1x30ml

Zastavovaci roztok enzymu 1x15ml



Potrebné, avSak nedodané materialy

« 37°C inkubator; nie je potrebny ziaden €0

» Kalibrované pipety s variabilnym objemom (fidbdo 1000ul) s jednorazovymi Sgkami

» Kalibrovana viackanalova pipeta na odovzdavanigl%0100ul s jednorazovymi Spkami
» Vytriasadlo pre mikrotitrovacie dosky

» Deionizovana alebo destilovana voda (2 litre)

e Umyvaika pre mikrotitrovacie dosky (prednostne automatiaz)

« (Citatka pre mikrotitrovacie dosky filtrom 450 nm a refamym filtrom 620 az 650 nm

Skladovanie

Skdmavka na odber krvi

e Skumavku na odber krvi skladujte pri 4 — 25 °C.
«  Zivotnog’ skimaviek QuantiFERONTB Gold je 15 mesiacov od datumu vyroby (skladdegni 4 — 25
°C).

S(rasti supravy ELISA

e Supravu skladujte pri 2 — 8 °C.

» Chréite roztok so substratom enzymu vzdy pred priamymsym ziarenim.

«  Zivotnog’ stpravy ELISA QuantiFERONTB Gold IT je 3 mesiace od datumu vyroby (skladueapri 2 —
8°C).

Rekonstituované a nepotrebné reagencie

Pokyny offadom rekonstituovania reagencii stpravy najdetepitéle 6 viasti ,Priprava reagencii®.

» Rekonstituovany Standard sUpravy ma zivofrms skladovani medzi 2 a 8 °C tri mesiace.
0 Zaznamenajte si datum rekonstitacie Standarduasipr
e Po rekonstitlcii sa musi nepotrebny koncentrat XL0@skladni znova pri 2-8 °C atiez sa musi
spotrebovéa do troch mesiacov.
0 Zaznamenajte si datum rekonstiticie konjugéatu.
» Konjugat pripraveny na spotrebu sa musi pddi 6 hodin po jeho priprave.
» Umyvaci prostriedok pripraveny na pouzitie ma pbidvej teplote zivotna'sdo dvoch tyzéov.



4. BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VYSTRAZNE UPOZORNENIA

Bezp&nostné opatrenia

« Negativny vysledok v teste QuantiFER®NB Gold IT nevyléuje moznos infekcie M.
tuberculosisalebo ochorenia tuberkul6zy; chybné negativne dkslem6zu by podmienend
fazou infekcie (napr. ak bola vzorka odobrata prgdojom celularnej imunologickej reakcig
poruchami funkcie imunity, inymi ochoreniami, neodhou manipulaciou so skimavkami po
odbere krvi, nespravnym vykonanim testu alebo inymeinologickymi premennymi.

«  Pozitivny vysledok testu QuantiFERGNB Gold IT by nemal b jedinym podkladom pre¢
posudenie infekcieM. tuberculosis nespravnou realizaciou testu méze tdbjs chybnym
pozitivnym vysledkom.

« Pozitivny vysledok testu QuantiFERGNB Gold IT by mal by konfrontovany sdalSimi
medicinskymi a diagnostickymi vySetreniami; len sakda zisti, ¢i je pritomné aktivne ochoren|e
tuberkuldzy (napr. sterom AFB a kultlrou, ako ajtg&novym vySetrenim thoraxu).

e ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) nie su sice obsiahnutén@ioch BCG a vo wv&ine znamych
netuberkuléznych mykobaktériach, avdak pozitivnglegok testu QuantiFERGNIB Gold IT
méze vyplyvd aj z infekcieM. kansasii, M. szulgaalebo M. marinum Ak sa predpokladaji
takéto infekcie, je potrebné vykahalternativne testovacie metody.

Vystrazné upozornenia

Len na diagnostické pouZzitie in vitro.

Upozornenie: Roztok substratu enzymuobsahuje 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin, ktory je erg@&ny pri
prehltnuti, vdychnuti a pri kontakte s kozou. Didgdkozku a ¢i. Pésobi mutagénne. Noste ochranné
okuliare alaboratérne rukavice a manipulujte sttymroztokom ako s potencialne karcinogénnym
roztokom.

Upozornenie: Roztok na zastavenie enzymuobsahuje kSO, ktora je nebezgméa pri prehltnuti,
vdychnuti, pri kontakte séami a s pokozkou. Noste ochranné okuliare, labanatdukavice a bezny
laboratorny ochranny odev. Po nahodnom kontakteavaegacieho roztoku s pokozkou alebocami ich
vyplachnite vékym mnoZstvom vody a v¥hdajte lekara.

Upozornenie: IFN-y Standard a 100-nasobne koncentrovany koncentrat kgugatu mozu pri prehltnuti
spbsoli potiaze a pri kontakte s koZou mdzu vyvolaitacie. Noste laboratérne rukavice a bezny
laboratérny ochranny odev.

PovaZzujte Pudské vzorky krvi vzdy ako potenciadlne infekné! Dodrziavajte platné predpisy tddom
manipulacie s krvou.

Niektoré reagencie obsahuju ako konzémjaprostriedokthimerosal. Thimerosal mdze pri prehltnuti,
vdychnuti a pri kontakte s pokozkou posutoixicky.

Zeleny roztok na riedenie obsahuje normélne mySacie sérum a kazein; tietstantie mézu vyvota
alergické reakcie. Zahiige preto kontaktu s pokozkou.

Odchylky od popisanej metddy a inStrukcii v prilvalm letdku mdzu ntaza nasledok chybné vysledky.
Prosime, pred pouzitim si dokladne @tajte navod na testovanie.

Nepouzivajte slpravu, ak je jedna, alebo viaceias fs reagenciami pred pouzitim poSkodena alebo
netesna.

So siéag’ami tohto balenia nepouZivajte Ziadne reagencieSELz inych $arzi QuantiFERCONTB Gold

IT.

Nepouzité reagencie a biologické vzorky likvidyped’a miestnych a narodnych predpisov.

Po datume spotreby sa nesmu skimavky na odbea ltasti sipravy ELISA viac pouZi



5. ODBER A MANIPULACIA SO VZORKOU
Odber krvi

Test QuantiFERORITB Gold IT obsahuje nasledujtice skimavky na oétber

1. Nulova kontrolna skiimavka (sivy uzaver s bielymzkam) (pre vySky do nadmorskej vysky do
810 metrov nad morom)

2. Skumavka so Specifickym TB-antigénordefveny uzaver s bielym krazkom) (pre vysky do
nadmorskej vySky do 810 metrov nad morom)

3. Mitogénova kontrolnd skimavka (fialovy uzaver dyoie krazkom) (opcia) (pre vysSky do
nadmorskej vySky do 810 metrov nad morom)

4. Nulova kontrolnd skimavka (sivy uzaver so Zltymzkam) (pre nadmorské vysky medzi 1.020 a
1.875 metrov)

5. Tb-antigén {erveny uzaver so zltym krazkom) (pre nadmorské yygkedzi 1.020 a 1.875
metrov)

6. Mitogénova kontrolna skimavka — opcia (fialovy uzéso zItym krazkom) (pre nadmorské vysky
medzi 1.020 a 1.875 metrov)

Antigény sa nachadzaji vo vysuSenej forme v powehoprave vnatornej steny skiimavky na odber iRweto
sa musia vzorky krvi dékladne premié&saobsahom skimavky. Skiamavky sa potarmajskér, najpozdejSie
do 16 hodin od odberu vzorky krvi, umiestnia douinétora (37°C).

Optimalne vysledky sa dosiahnu pri dodrzani naglexch pokynov:

1. Od kazdého pacienta odoberte po 1 ml venéznejdovkaZdej skimavky QuantiFERGNB Gold
IT.

« Do nadmorskej vysky 810 m by sa mali pouZiskiimavky na odber krvi QuantiFERGN
Standard. V nadmorskych vySkach od 1020 m by sa poaiZziva Specialne skimavky na
odber krvi QuantiFERORIpre vé'ké nadmorské vysky.

Pri pouZivani skimaviek na odber krvi QuantiFEROMiImo menovanych rozsahov
nadmorskych vysSok, alebo pri nizSich objemoch adker sa mdze krv odobtaj pomocou
strieka’ky; potom sa do kazdej z troch skimaviek naplnilpol krvi. Z bezp@ostnych
doévodov sa za tymtocélom najlepSie odstraje ihla zo striekéky; dodrziavajte pritom
bezné bezpaostné opatrenia. Odstiife uzaver z troch skiimaviek QFT-Gold IT a do Kazde
skiimavky dajte po 1 ml krvi (az pernu znaku na boku etikety). Potom znovu néisa
uzaver a premieSajte tak, ako je popisané nizSie.

» KedZe 1 ml skimavky relativne pomaly naberaju krv, gubmjte skimavku po domnelom
dosiahnuti stavu naplnenia eSte 2-3 sekundy naTlolé&/am zarti, Ze sa odoberie dostate@
mnoZzstvo Krvi.

Cierne ozndenie na boku skimavky je linia naplnenia 1 ml. Sk, na odber krvi
QuantiFERON-TB Gold boli validované na objemy od 0,8 do s AR.sa pri odbere krvi
nedosiahne tato indikaa ciara, odporia sa zobrad novl vzorku krvi.

»  Pri pouziti inly Butterfly na odber krvi je potreBmpomocou prazdnej skimavky zabeifie
aby sa spojenie hatiou naplnilo skér, ako sa osadia skiimavky QuantiBERTB Gold.

2. PremieSajte skimavksilnym pretriasanim poas 5 sekind #lebo 10x pretrepte). Presvtel sa, ze
celavnuitorna stena skiimavkyje pokryta krvou.
» Dokladné premieSanie je dolezité, aby sa obsah akkyniplne premieSal so vzorkou krvi.

»  Pri pretrepavani je potrebnéakéava’ urita tvorbu peny. Tato nema vplyv na testovanieea ni
je dévodom na znepokojenie.



Skamavku oznge Stitkom s popisom.

Skumavky sa potom musi@ najskor, najneskér vSak do 16 hodin od odberukyzikrvi, umiestni do
inkubatora (37°C). Pred inkubaciou skladujte skikyayi izbovej teplote (22 °C + 5 °C). Vzorky krvi
neskladujte v chladtke alebo v mrazike!



6. NAVOD NA POUZITIE

1. Krok: Inkubécia vzorky krvi a odobratie plazmy

Dodané materialy

Skamavky na odber krvi QuantiFERGNB Gold IT (pozri kapitola 3).

Potrebné, ale nedodané materialy

Pozri kapitola 3.

Postup

1. Ak sa vzorky krvi neinkubuji okamzite po odbere smwsaskimavky bezprostredne pred
inkubé&ciou znovu premiesa’, resp. pretrepa’ tak, ako je to popisané v kapitole 5.

2. Inkubujte skiimavky STOJATEJ POLOHE 16 az 24 hodin pri teplote 37 °C. Nie je tu potgebn
CO, alebo zvitovanie.

3. Skumavky na odber krvi sa mézu pred centrifUgovaskladova do 3 dni pri teplote 2 — 27 °C.

4. Po inkubécii skimaviek pri 37 °C sa tieto kvi@dhSiemu odberu plazmy centrifiguji 5 — 15 minut pri
1500 — 22009 (RCF). Vytvaranim Stepov sa oddeligkipwd plazmy. Ak sa tak nestane, musia sa
skumavky centrifiGgovwaznova pri vyssej rychlosti.

* Plazma sa mdze odolsraj bez centrifigovania, avSak pritom je potrebastypova opatrne,
aby pri odbere plazmy nedoslo k rozvireniu buniek.

5. Vzorky plazmy sa méZu priamo zo skimaviek na odtbérpresunti do dosky QuantiFERCNTB
Gold ELISA, hlavne pri pouziti automatu ELISA.

6. Alternativne sa mézu vzorky plazmy usklatipied ELISA bd’ priamo v centrifGdgovanych
skimavkach, alebo sa daju do nadoby na uschovmglarapr. >15Ql do priehlbin alebo do
mikrénovych skimaviek v stojane v 96-kovom formdte.uskladiovani vzoriek je potrebné dosky
zaknyt, aby sa prediSlo pretriasavaniu a stratam pri royani.

* Vzorky plazmy sa m0zu pri teplote 2 — 8 °C skladow& do 4 tyzdov; pri teplote
skladovania pod -20 °C (prednostne menej ako -j(e€@ozné eSte dihSie skladovanie.



2. Krok: Human-IEN-y ELISA

Dodané materialy

Suprava QuantiFERONTB Gold ELISA (pozri kapitola 3).

Potrebné, aviak nedodané materialy

Pozri kapitola 3.

1.

2.

Postup

VSetky vzorky plazmy a reagencie s vynimkou 100ebagho koncentratu konjugatu musia pred pouZzitim
dosiahnti izbovu teplotu (22 £ 5 °C). Naplanujte si na tonimalne 60 minut.

Vyberte nepouzité pasy zramu, viozte ichtsmpd foliového obalu a uskladnite ich az do pouZitia
v chladnike.

Pre testovaného pacienta naplanujte minimalne jep@sik QuantiFERORTB Gold Standards a
dostatény paiet pasikov (pozri obrazky 2A a 2B pre pouzitie 8xe3 skimaviek). Po pouziti odlozte rdm
a kryt pre ostavajlce pasiky.

Rekonstituujte lyofylizovan( Standardnd sUpravu aateom deionizovanej alebo destilovanej vody, ktoré
je uvedené StandardndjBtiky. Opatrne premieSajtédStiku (minimalizicia tvorby peny) a presviel

sa, Ze obsah sa Uplne rozpustil. Rekonstiticiadatdn na uvedeny objem vytvori roztok s koncendréci
8,0 IE/ml.

UPOZORNENIE: Rekonstitény objem Standardu stpravy sa liSi ptadSarze!

Pouzite rekonstituovanu Standardnd suUpravu na wysdrie roztoku 1:4 IFN-v zelenom roztoku na
riedenie GV) — pozri obrazok 1. S1 (Standard 1) obsahuje #llE$2 (Standard 2) obsahuje 1 IE/ml, S3
(Standard 3) obsahuje 0,25 IE/ml a S4 (Standardb$phuje 0 IE/ml (len GV). Standardy by sa mali
testovd minimélne dva krét.

ODPORUCANY POSTUP ODPORUCANY POSTUP
PRE DVOJITE STANDARDY PRE TROJITE STANDARDY

a. Oznate 4 skimavky ako ,S1”, ,S2", ,S3 a. Oznate 4 skimavky ako ,S1”, ,S2”, ,S3
a,s4". a,s4".
b. Dajte150ul GV do S1, S2, S3, S4. b. Dajte150ul GV do S1.
c. Dajte150 plStandardu supravy do S1 c. Dajte210ul GV do S2, S3, S4.
a dokladne to premiesajte. d. Dajte150 plstandardu stpravy do S1
d. Prenest®0 plz S1 do S2 a dokladne to premieSajte.
a dokladne to premiesajte. e. Prenest&0 plz S1do S2
e. Prenest&0 plz S2 do S3 a dokladne to premieSajte.
a dokladne to premiesajte. f. Prenest&0 plz S2 do S3
f. ,Len GV" plati ako nulovy Standard (S4 a doékladne to premieSaijte.

g. ,Len GV” plati ako nulovy Standard (S4).
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Obrazok 1. Zostavenie Standardnej krivky

150l 50 oder 70yl 50 oder 70pl
S1 S2 S3 S4
L 4 N \_/
(Standard stpravy) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 IE/ml 4,0 IE/ml 1,0 IE/mI 0,25 IE/ml 0,IE/ml

(len GV)
» Pre kazdu relaciu ELISA vyrobte nové riedenie Stadd sUpravy.
Rekonstituujte lyofilizovany 100-nasobny koncentkanjugatu s 0,3 ml deionizovanej alebo destiloyane

vody. Opatrne premieSajtdaStcku (minimalizacia tvorby peny) a preswtel sa, Zze obsah sa Uplne
rozpustil.

Konjugat pripraveny na pouZzitie sa vyrobi tak, deetrebné mnozstvo rekonstituovaného 100-nasobného

koncentratu konjugétu zriedi v zelenom roztokuiedenie tak, ako to zobrazuje tdka 1 (Priprava
konjugatu).

TABULKA 1. Priprava konjugatu

Mnozstvo na 100-nasobny Mnozstvo
Pocet pasikov koncentrat konjugatu zeleného roztoku na
riedenie
2 oul 1,0 ml
3 154l 1,5 ml
4 20l 2,0ml
5 25pl 2,5ml
6 3oul 3,0 ml
7 35ul 3,5 mi
8 40l 4,0 ml
9 45l 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55l 5,5 ml
12 60l 6,0 ml

» DO6kladne, ale starostlivo premieSajte; pritom zaterdvorbe peny.
» Nepotrebny 100-nasobny koncentrat konjugatu okanpotpouziti uskladnite pri 2-8 °C.
» Na riedenie pouzivajte iba zeleny roztok na rieeleni

Pred testom je potrebné zamigptazmu, aby sa IFN+ozdelil rovhomerne vo vzorke.

Dajte po 50ul ¢erstvo pripraveného konjugatu pripraveného na pieugomocou viackanalovej pipety do
prislusnych priehlbiniek ELISA.

Dajte po 50 pl vzoriek plazmy pomocou viackanaloygpety do prislusnych priehlbiniek (pozri
odpor&any plan obsadenia dosky, nasledujuce obrazky 2B)aNa zaver pridajte po 50 pl Standardov 1
az 4.
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Obrazok 2A. Odporaéané obsadenie dosky pre skimavky nulovej kontroly aB-antigénov
(44 testov na dosku)

Rad 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

I MmOl Ol m >

4A | BA | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

+ S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43(Standard 4).
* 1N (vzorka 1, plazma nulovej kontroly); 1A (vzorkaplazma Th-antigén).

Obrazok 2B. Odportéané obsadenie dosky pre skiimavky nulovej kontrolyTb-antigénu a mitogénu
(28 testov na dosku)

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

IN | 1A | 1M S1 | 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 | 11IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27/M

T O MmOl Olw >

8N [8A |[8M | 12N | 12A | 12M| 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

10.

+ S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standar®43(Standard 4).
* 1N (vzorka 1, plazma nulovej kontroly); 1A (vzorkaplazma Th-antigén);
1M (vzorka 1, kontrolna plazma mitogén).

MieSajte konjugat a vzorky plazmy/Standardy dék&admminitu vo vytriasadle pre mikrotitrovacie dosky
Zakryte kazdu dosku krytom a inkubujte dosky 12Bminut pri izbovej teplote (22 £5° C).

» Patas inkubacie je potrebné dosky chtgmied priamym singym Ziarenim.

Posas inkubacie zriéte jeden diel 20-nasobného koncentratu umyvacietwstiiedku s 19 dielmi
deionizovanej alebo destilovanej vody a dokladnk pmemieSajte. V rozsahu dodavky sa nachadza
dostaténé mnozstvo 20-nasobného koncentratu umyvaciehstrpgdku na vyrobu 2 litrov umyvacieho

prostriedku pripraveného na pouZzitie.

Umyte priehlbiny _minimélne 6 kraso 400 pl umyvacieho prostriedku pripraveného na pouZzitie.
Odpor&ame pouzi automatickd umywsku pre mikrotitrovacie dosky.

» Dolezité umytie je viEmi dblezité pre testovanie. Pri kazdom cykle umyaaskontrolujte, aby boli
vSetky priehlbinynaplnené Uplne az po okraj umyvacim prostriedkomMedzi jednotlivymi cyklami
umyvania sa odpota dodrz& minimalne 5 sekind na natizhie.

* Vzbernej nadrzi pre odpadovl kvapalinu by sa mathadzé& bezny laboratérny dezinféky
prostriedok. Okrem toho dodrziavajte pokyny VaSalooratoria platné pre dekontaminéciu potencialne
infikovaného materialu.
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11. Aby ste odstranili zvySkovy umyvaci materiajklopkajte dosky s priehlbinami nadol na papierovd
utierku. Do kaZdej priehlbiny potom dajte 1Q0 roztoku substratu enzymu a premieSajte dosky vo
vytriasadle.

12. Zakryte kazdu dosku krytom a inkubujte ich 3@dhpri izbovej teplote (22 + 5° C).

» Patas inkubacie je potrebné dosky chrgmied priamym slngym Ziarenim.

13. Po 30-minudtovej inkubacii dajte do kazdej plibaty 50 pl zastavovacieho roztoku enzymu a premieSajte.

» Zastavovaci roztok enzymu by sa mal do priehlbivagia tom istom slede a zhruba v rovnakom tempe,
ako to boli pri substrate v kroku 1.

14. Zmerajte optickd hustotu kazdej priehlbiny dmisitt po pridani zastavovacieho roztoku pomotitatky

pre mikrotitrovacie dosky s pouzitim jedného fil#80-nm a jedného refer&mého filtra 620 az 650 nm.
Hodnoty optickej hustoty su potrebné pre Wgtovysledkov.

7. VYPOCTY A INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Cellestis ma pre Vas k dispozicii softvér QuantiEBR-TB Gold IT na analyzu hrubych dat a vyeo
vysledkov.

Softvér vykonava kontrolné posudenie kvality vzgrigstavi Standardni krivku a poskytne pre kazdého

-----

Ako alternativa pre pouZitie softvéru analyzy QiEBRON®-TB Gold IT sa daju vysledky zistiaj poda
nizSie popisanej metédy:

Zostavenie Standardnej krivky

(pri nepouZivanisoftvéru QuantiFERON-TB Gold IT)

Zistite priemernd hodnotu optickej hustoty opakdv&andardu supravy na kazdej doske.

Zostavte Standardn( krivku lggloge) na zaklade grafického zobrazenia dpgriemernej hodnoty optickej
hustoty (os y) a lag koncentracie Standardu IFNv IE/ml (os x), prgom nulovy Standard sa pri tomto vyje
vynechéava. Vypéitajte liniu najlepSej vhodnej formy pre Standar#tnuku na zaklade regresnej analyzy.

Pouzite Standardnu krivku na zistenie koncentridiey (IE/ml) pre kazdu testovanu vzorku plazmy s pdozit
hodnoty optickej hustoty kaZdej vzorky.

Pre vypdget sa m6zu pougisoftvérové baliky, ktoré si pondkané precky mikrotitrovacich dosiek, ako aj
Standardné programy Spreadsheet alebo Statistiokggmy (ako napr. Microsoft Excel). Odpoaine pouzitie
takychto softvérovych balikov na vyt regresnej analyzy, vatizeho koeficientu (% VK) Standardov, ako aj
korelainych koeficientov (r) pre Standardnua krivku.
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Kontrola kvality

Spravnos vysledkov zavisi od zostavenia spravnej Standgrédneky. Preto je potrebné overivysledky
odvodené od Standardov skér, ako sa budutsmmierpretové vysledky testu.

Metdda ELISA je platnd, ak su splnené vSetky niaSiedené kritéria:

» Priemern& hodnota optickej hustoty musi by od Standardu 1= 0,600.
* VK v % replikovanych hodnét optickej hustoty Standardu 1 a Standardu 2 musi by < 15%.

* Replikované hodnoty optickej hustoty Standardu 3 &tandardu 4 sa nesmu od prisluSnej
priemernej hodnoty odchyPovat’ viac ako o 0,040 jednotiek optickej hustoty.

» Korelaény koeficient (r) vypogitany z priemernych hodn6t extinkcie Standardov musbyt’ > 0,98.

Softvér analyzy QuantiFERONTB Gold IT vypasita tieto kontrolné parametre kvality.

Ak nebudU splnené tieto kritéria, je test neplamjiusi sa zopakov;

» Priemerna hodnota optickej hustoty nulového Standadtu (zeleny roztok na riedenie) by mala by
< 0,150. Ak je priemernd hodnota optickej hustoty> 0,150, odpor&a sa vykona kontrolu
metédy po umyti dosiek.
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Interpretacia vysledkov

Vysledky testu QuantiFERONTB Gold IT sa interpretuji pdd nasledujucich kritérii:

UPOZORNENIE: Diagndza, resp. vyldenie ochorenia tuberkul6zy, ako aj posudenie pravg®dobnosti
LTBI si vyZaduje kombinaciu epidemiologickych, hisbrickych, medicinskych a diagnostickych
vysledkov; tieto sa musia zohadnit’ pri interpretacii vysledkov testu QuantiFERON®-TB Gold IT.

SKUMAVIEK NULOVEJ KONTROLY A SKUMAVIEK NA TB-

Co Vysledok
[I_E/urﬁ] TB'am'?I%r}rm]' nus nula QuantiFERON®-TB Sprava / interpretacia
Gold IT
<0,35 . .
35 5 < 55% Todrom Tiove negativny InfekciaM. tubercuI05|s’
= 0 y NIE JE pravdepodobna
<80 kontroly
> 0,35 &> 25% hodnoty nulovej ozitivav? InfekciaM. tuberculosis
kontroly P y pravdepodobna
) b Vysledky pre reakciu Th-
> 8,0 r'ubovd’na nerozhodny antigénu nerozhodné

1V pripadoch, v ktorych sa nepredpoklada infekiela tuberculosis sa mézu na zétku potvrdi’ pozitivne vysledky
opatovnym dvojitym testovanim originalnych vzoripkazmy v QuantiFERORTB Gold ELISA. Ak je vysledkom
opakovaného testu pri prvej alebo druhej vzorketpow vysledok, tak je potrebné vysledok testu mm@ ako pozitivny.
2y klinickych Studiach vykazalo menej ako 0,25 #astnikov pri nulovej kontrole koncentraciu IBN~ 8,0 IE/m.

% Mozné préiny pozri kapitolu Odstiigovanie problémov.

Z vySky nameranej koncentracie IRNsa nedaju vyvodiziadne zavery diadom Stadia alebo st infekcie,
miera reaktivity imunity alebo pravdepodobtigpsogresie pri aktivnom ochoreni.
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Obrazok 3.

VYVOJOVY DIAGRAM NA INTERPRETACIU ]
(PRI POUZITI SKUMAVKY NULOVEJ KONTROLY A Th-ANTIGE ~ NU

TB Antigén — Nula
>0,35 IU/ml

INTERPRETACIA

Ano

TB Antigén — Nula = 25%
Z Nulovej hodnoty U/ml

Ano
Nie
4_[ Nula < 8,0 IU/ml 1
OVERENIE
Ano

POZITIVNY
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PRI

POUZITI
MITOGENOVEJ SKUMAVKY

SKUMAVKY

NULOVEJ

KONTROLY,

Th-ANTIGENU

S R Vysledok
[Ig/urlnal] TB-antl?IeEr}nrqr:]l nus nula '\::Eﬁfﬁg /n:rmuls QuantiFERON®-Th Sprava / interpretacia
— Gold IT
<035 =05 negativny InfekciaM. tuberculosis
2035a< E(E)):{?rgl(;dmty nulo >05 NIE JE pravdepodobna
5 - -
<8.0 > 0,35 &> 25% hodnoty nulovg rubovdna pozitl’vnyz InfekciaM. tubercul95|s
kontroly pravdepodobna
< 0,35 <05
0 , . L,
> 0,35 a < 25% hodnoty nulo <05 nerozhodn)’lg \Vysledky pre reakciu :rlant|gen
kontroly nerozhodné
> 8,0 Tubovd’na Tubovd’na

! Reakcia pozitivnej kontroly mitogénu (a pripadne Tdj-antigénu) jecasto mimo rozsahu meranistacky pre

mikrotitrovacie dosky. To vSak nemé Ziaden vplywssledky testu.

2V pripadoch, v ktorych sa nepredpoklada infekiela tuberculosis sa mdZu na Zatku potvrdi’ pozitivne vysledky
opatovnym dvojitym testovanim originalnych vzoripkazmy v QuantiFERORTB Gold ELISA. Ak je vysledkom
opakovaného testu pri prvej alebo druhej vzorketpowy vysledok, tak je potrebné vysledok testu ati’ ako pozitivny.

3 Mozné préiny pozri kapitolu Odstigovanie problémov.
4v klinickych Studiach vykazalo menej ako 0,25 #astnikov pri nulovej kontrole koncentraciu IBN~ 8,0 IE/m.

Z vySky nameranej koncentracie IRNsa nedaju vyvodiZiadne zavery diadom Stadia alebo st infekcie,
miera reaktivity imunity alebo pravdepodobtigsogresie pri aktivnom ochoreni.

17



Obrazok 4: VYVOJOVY DIAGRAM NA INTERPRETACIU
NULOVEJ KONTROLY, Th-ANTIGENU A MITOGENOVEJ SKUMAVK Y)

(PRI POUZITI SKUMAVKY

INTERPRETACIA

Nie

Mitogén — Nula < 0,50 1U/ml Ano Nie

alalebo

Nula > 8,0 IU/ml

A 4

Nie

OVERENIE

NEGATIVNY

TB Antigén — Nula
= 0,35 IU/ml

Ano

TB Antigén — Nula = 25%
Z Nulovej hodnoty IU/ml

Ano

Nula < 8,0 IU/ml }

Ano

A 4

POZITIVNY
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8. HRANICE METODY

Vysledky testu QuantiFERONTB Gold IT sa musia posudzava kombinécii s epidemiologickou histériou
kazdého pacienta, jehotaisného zdravotného stavu a ostatnych diagnostioky&dtreni.

Vysledky s nulovou hodnotou nad 8 IE/ml je potrebyéodnoti’ ako “nerozhodné”, pretoze reakcia na Th-
antigén zvysena o 25% mdézethyimo rozsahu merania vzorky.

Nespdahlivé a nerozhodné vysledky mézuthmasledujlcu péinu:
» odchylky od metddy popisanej v pribalovom letaku

e extrémne vysoka koncentracia cirkulujucej IMdiebo pritomnasheterofilnych protilatok
» prekraienie lehoty 16 hodin medzi odberom krvi a inkubgeie37 °C

9. CHARAKTERISTICKE ZNAKY

Klinicke Stadie

Ked’ze pre latentnt infekciu tuberkulézy (LTBI) neewist ziaden definitivny Standard, neda sa prakticky
vyhodnoti’ odhad citlivosti a $pecifickosti testu QuantiFERGRB Gold IT . Specifickos QuantiFERON-TB
Gold IT bola priblizne zistend evaluaciou miery bhych pozitivnych vysledkov u oséb s nizkym rizikom
(napr. bez znamych rizikovych faktorov) infekciebéukul6zy. Citlivog bola priblizne zistena na zaklade
evaluacie skupiny pacientov s aktivnym ochorenioetiulozy, ktora bola potvrdena kultarou.

Specifickog’

V istej americkej Studii s 866:astnikmi bola pri realizacii TST odobrana vzorkai kra test QuantiFERON
TB Gold IT. Demografické Udaje a rizikové faktonberkuldzy boli zistené pomocou Standardnej ankégse
testovania. Zo 432 dastnikov bez znamych rizikovych faktorov infekdi tuberculosisboli na zaver k
dispozicii vysledky QuantiFERONTB Gold IT a TST pre 391 os6b. Ziadna z tychtolosébola dkovana
pomocou BCGDalsia Studia Specifickosti s testom QuantiFERONB Gold IT bola vykonana v Japonsku, na
ktorom sa podigali (¢astnici s nizkym rizikom; zhruba 90 % tychto osd@tolza@kovanych pomocou BCG.
Vysledky obidvoch Studii Specifickosti su uvederalw’ke 2.

TABULKA 2. Specifickog’ testu QuantiFERON®-TB Gold IT: Vysledky G&astnikov bez znamych
rizikovych faktorov infekcie M. tuberculosis

< « Pocet S .

Status BCG: Pocet[ Pocet . pozitivnych S},) ccifickos chet Speciﬁckost’
o N estovanycl nerozhodnych ; t QTF-G pozitivnych N
STUDIA o ossb | visledkov | LEG/ aTST/ | ot

ockovanye vQIE-G | POSCP I (9505 Cresy | poce testov ©5% €I
USA , . . 99,2% . 98,5%
(nezverejnené) 0% 391 ! 3/390 (97,6-99,8) 6/391 (96,5-99,4)
Japonsko oo o 98,4% __ B
(nezverejnené) 0% 190 4 3/186 (95-99,6)
CELKOM 581 (5()/,3‘;‘)‘) 6/576 99,0% -- --

* pri stanoveni hranice testu TST 10 mm. Pri pduianiénej hodnoty 15 mm je odhadovana Specifi¢kbST 99,1%.
** Cl = interval dévernosti
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Citlivost’ na aktivne Tb

Na zistenie citlivosti testu QuantiFERGNB Gold IT boli testované osoby z Austrdlie a Jagl@ s
podozrenim na Tb, ktorych infekch. tuberculosis bola nasledne potvrdena kultdrou. Pre latentfiékaiu

tuberkul6zy (LTBI) sice neexistuju ziadne definitévStandardy, avSak mikrobiologicka kultdva tuberculosis
je primeranou nahradou, pretoZze cHuoudia st na zaklade definicie infikovani. Pacieoti bred odberom krvi
na test QuantiFERONTB Gold IT o$etrovani menej ako 8 dni.

V tabu’ke 3 st uvedené vysledky dvoch skupin pacientar| kbali pozitivnu kultiruM. tuberculosisCelkova
citlivost testu QuantiFERORTB Gold IT pre aktivne ochorenie Th bola 89 % 648/

TABULKA 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Osoby s potvrdenou kultirou infekcie M. tuberculosis

Ochorenie Pocet pozitivaych I
STUDIA potvrdené na QTF-Gold / pocet Cidlivost QTF-G
. . (95% CI*)
zaklade platnych testov
Japonski pacienti s Tb , 89%
Stadia validacie Kaultira 24/21 (72-96%)
P 70%
Australski pulmonal 7/10 o
. , (40-89%)
pacienti s Th Kultara 100°
S.27: S 12 0
Studia validacie extra-pulmonal 17/17 (82—100‘%))
89%
48/54
CELKOM / (78-95%)

* Cl = interval dovernosti

Diagno6za LTBI
Bola zverejneny cely rad $tadii, ktoré dokladujkeny QuantiFEROR-TB Gold IT pri rozlénych rizikovych
populaciach LTBI. NajdbélezitejSie Gdaje su uvedengbu’ke 4.

TABULKA 4. Vybrané zverejnené Studie ohadom pouZitia QuantiFERON®-TB Gold IT u rizikovej
populécie LTBI

o Paset .
STUDIA estovanych o Vysledky

Prostredie s Jini vysokou mierou Th. 40% pozitivnych na QFT-Goldrésp.
41% pozitivnych na TST pri hramiej hodnote 10 mm. Vysoka konkordancia|
s TST, zZiaden efekt BCG na testy. Obidva testy yespa rizikovymi

faktormi ,vek" a ,doba zamestnania v zdravotnictve"

Celkova prevalentngsLTBI bola v QFT-Gold IT 4,6 % (27/590) pri HIV-

Medicinsky personal
v Indii 726
(Paiet al2005¥°

HIV-pozitivni v pozitivnych. Pozitivne vysledky boli v savislostiigikami Th. U dvoch

Dansku 590 pacientov pozitivnych na QFT-Gold IT sa v priebgudného roka rozvinula

(Brocket d 2006)° Th.. Nerozhodné vysledky (n=20, 3,4 %) boli spéjetiislom CD4 <100 /
uL.

Deti s podozrenim na Tbh alebo s predpokladanymakibamin s Tbboli
testované pomocou QFT-Gold IT a TST. 10,5% pozfithma QFT-Gold IT
resp. 9,5% pozitivnych na TST pri hramej hodnote 10 mm. Zhoda medzi
testami celkom 95,2 % resp. 100 % pri nékavanych pomocou BCG.
Testované boli blizke kontaktné osoby v 15 kaglch indexovych pripadoch.

Nemocnéne
oSetrované deti 105
(Dograet al 2006)?

Nemci s kontaktom s 51 % bolo gkovanych pomocou BCG, 27 % sa narodilo v cudzinéo70
Tb 309 ockovanych pomocou BCG a 18 % rkovanych bolo pozitivnych na TST (5
(Diel et al2006)™ mm) a 9 % resp. 11 % bolo pozitivnych na QFT-GaIdQFT-Gold IT bol v

spojeni iba s rizikom Th. TST bolo v suvislosti batkovanim BCG.

Vykon menej citlivej verzie tekutého antigénu QUBRERON®-TB Gold (test predchadzajlici QuantiFERBN
TB Gold IT) a testu QuantiFERCNTB Gold IT je popisany v mnohydfialSich publikaciach. Tieto Stadie
obsahuji aj pouzitie testu u kontakinych oséb siepami s aktivnou Th'19% detf0%2% Hv-

pozitivnyct=?° zdravotnickeho persondfif®*2 oséb s potkenou imunito&*?22327303  ako aj o0sdb s

podozrenim na T*%'8a 0s6b s nizkym rizikotn
Opakovatd’nost’ a efekt TST na neskorSie testy QuantiFERON®-TB Gal IT

V ramci Studie Specifickosti bola skimana podskapitastnikov 4 az 5 tyiwv po pévodnom teste. 260
Géastnikov malo teda k dispozicii vysledky z test@QsantiFERON-TB Gold IT a z testu TST z dvoch

20



¢asovych obdobi; zhoda bola 99,6 % (259/260). Piatidjuci TST nemal za nasledok zvySenie pozitivnych
vysledkov v teste s QuantiFERGNB Gold IT.

10. TECHNICKE INFORMACIE

Nerozhodné vysledky

Nerozhodné vysledky by sa mali vyskytéaiedka a mdzu byspdsobené nasledujicimi faktormi:

» prekratenie lehoty 16 hodin medzi odberom krvi a inkub#xie37°C

» skladovanie vzoriek krvi mimo odpafd@ného rozsahu teplét (22 + 5°C)
* nedostaténé premieSanie skamaviek na odber krvi

* nedostaténé umytie dosky ELISA

Ak sa predpokladaji technické problémy pri odbeme &lebo v manipulacii s vzorkami krvi, mal by saly

test QuantiFERORITB Gold IT zopakové s novymi vzorkami krvi. Test stimulovanych vzorigkazmy
ELISA sa mdZe opakovaak sa predpokladd nedostaté umytie alebo ina odchylka od predpisanej metédy
testovania ELISA. Nerozhodné vysledky, ktoré mé¥plywat’ z nizkych hodndt mitogénu alebo nulovych
hodnét, sa nesmu pri zopakovani testu zmeeda Ze doSlo pri teste ELISA k nejakej chyberddbodné
vysledky by sa mali ako také posttigfalej. Lekdr mdze pripadne odobraovl vzorku krvi, alebo pda
potreby mdze vykortaostatné vySetrenia.

Zrazené vzorky plazmy

Ak sa pri dlhsom skladovani vzoriek plazmy objafitainové zrazeniny, je potrebné vzorky centrifgbaz
do tvorby sedimentu;lahti to pipetovanie plazmy.
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Odstraiovanie problému pod’a metddy ELISA

NeSpecificka reakcia farieb

MOZNA PRi CINA

RIESENIE

Nedostaténé umytie dosiek

Dosku umy minimalne 6x so 400 pl umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Potla pouzitej umyvéky mdze by potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umymia sa
odporia dodrzé vzdy po 5 sekind na natizie.

Krizova kontaminacia priehlbin ELISA

Dokladné pipetovanie a mieSanie vzoriek minimabaugiko.

Suprava/séasti stupravy po dobe spotreby

Skontrolujte gi eSte neuplynul datum spotreby sipravy. Predteesh,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatowsjp do 3
mesiacov.

Roztok substratu enzymu je kontaminovany

Pri modrom sfarbeni substrat zlikvidujte. Presteda, Ze boli pouZite
Cisté zasobniky reagencii.

Nizke hodnoty optickej hustoty pri Standardoch

MOZNA PRi CINA

RIESENIE

Chyby pri Standardnom riedeni

Vyrobte roztoky Standardu sUpravy presneljpgabkynov
v pribalovom letaku.

Chyba pipetovania

Skontrolujte ¢i su pipety kalibrované a pouzivané presnel’pod
pokynov vyrobcu.

Inkubana teplota prilis§ nizka

Inkubécia pre metddu ELISA by sa mala uskntt pri izbovej teplote
(17-27 °C).

Inkubana doba prilis kratka

Inkubana doba dosky s konjugatom, Standardmi a vzorkgmdla
byt 120 £ 5 minGt. Roztok substratu enzymu sa na dodgkéuje 30
minut.

Chybny filter dosky

Doska by sa mala t#iava’ pri 450 nm s referémym filtrom 620-650
nm.

Reagencie prili§ studené

VSetky reagencie (s vynimkou 100-nasobného konatnkonjugéatu)
musia dosiahnupred testovanim izbovu teplotu. Toto trva cca. 60
minut.

Suprava/séasti stupravy po dobe spotreby

Skontrolujte ¢i eSte neuplynul datum spotreby stpravy. Predteesh,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatowsjp do 3
mesiacov.
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Silné sfarbenie pozadia

MOZNA PRi CINA

RIESENIE

Nedostaténé umytie dosiek

Dosku umy minimalne 6x so 400 pl umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Potla pouzitej umyvéky mdze by potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umynia sa
odpora dodrzé vzdy po 5 sekdnd na natizie.

Inkuba:na teplota prilis vysoka

Inkubécia pre metddu ELISA by sa mala uskatt pri izbovej teplote
(17-27 °C).

Suprava/séasti stupravy po dobe spotreby

Skontrolujte gi eSte neuplynul datum spotreby sipravy. Predteesh,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatowsjp do 3
mesiacov.

Roztok substratu enzymu je kontaminovany

Pri modrom sfarbeni substrét zlikvidujte. Presteda, ze boli pouzité
Cisté zasobniky reagencii.

Nelinearna Standardna krivka a odchylky medzi obidivdvojnasobnymi vzorkami

MOZNA PRI CINA

RIESENIE

Nedostaténé umytie dosiek

Dosku umy minimalne 6x so 400 ul umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Podla pouzitej umyvéky mdze by potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umywia sa odporia
dodrza vzdy po 5 sekind na nattsie.

Chyby pri Standardnom riedeni

Vyrobte roztoky Standardu sUpravy presneljpgabkynov
v pribalovom letaku.

Nedostaténé mieSanie

Reagencie dokladne premieSajte viacnasobnym pemimtalebo
pretrepanim skor, ako ich budete dispenZa@priehlbin.

Nerovnomerna technika pipetovania alebo
prerusenie pri testovani

Dispenzovanie vzoriek a Standardov by sa malo valahplynulo.
VSetky reagencie sa musia pred testovanim priptaiq aby boli
pripravené na pouzitie.

Video, ktoré demonstruje metddu testovania, akieagnie vésiny technickych problémov najdete na CD-
ROM s informéaciami o produkte a s technickymi nawadCD-ROM dostanete priamo v spdimsti Cellestis,
alebo od Vasho dodaviése
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12. TECHNICKA SLUZBA ZAKAZNIKOM

NizZSie sU uvedené adresy naSej technickej sluzkegzrdkom:

Cellestis International Pty Ltd: Tel,: +61 3 953900

Fax: +61 3 9571 3544
E-Mail: quantiferon@cellestis.com
Websitewww.cellestis.com

Cellestis GmbH: Tel,: +49 6151 428 59-0
(Eurépa) Fax: +49 6151 428 59-110

E-Mail: europe@cellestis.com
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13. TESTOVACIA METODA (SKRATENA FORMA)

1. KROK: INKUBOVANIE VZORKY KRVI

1. Vzorku krvi pacienta odoberte pomocou
skumaviek na odber krvi a doékladne ich premieSajte
silnym pretrepanim pofas 5 sekdnd (alebo 10x
pretrepd). Cela vnutorna stena skimavkymusi by
pokryta krvou.

2. Skumavky inkubujte stojacej polohe 16 — 24
hodin pri 37 °C.

3. Po inkubécii skamavky centrifagujte 5-15 minat
pri 1500 — 2200 g (RCF), aby sa oddelila plazma od
¢ervenych krviniek.

4, Po centrifigovani odoberte z kazdej skimavky
vzorku plazmy na kvantifikaciu IFN-.

2N

/
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2. KROK: ELISA IFNy

Skasti ELISA (okrem 100-nasobného
koncentratu konjugatu) nechajte stabilizbva
minimalne 60 minat pri izbovej teplote.

Rekombinantny Human-IFN-Standard
rekonstituujte pomocou deionizovanej alebo
destilovanej vody na 8,0 IE/ ml. Vyrobte 4
Standardné roztoky.

Lyofilizovany 100-nasobny koncentrat
konjugétu rekonstituujte pomocou destilovanej
alebo deionizovanej vody.

Vyrobte konjugat so zelenym roztokom na ////

riedenie a do priehlbin dajte po fD

Do zodpovedajicich priehlbin dajte po 50 pl ////

vzoriek plazmy a 50 pl Standardov. ZmieSajte vo

vytriasadle.

Inkubujte 120 minut pri izbovej teplote.




10.

11.

12.

Priehlbiny vymyte minimalne 6 x 400 pl E
umyvacim roztokom na priehlbinu.

Do vSetkych priehlbin dajte po 100 pl roztoku I_[ I_l u I_l

substratu enzymu.

Inkubujte 30 minat pri izbovej teplote.

vytriasadla.

Vysledky pri 450 nm zmerajte s refesaym
filtrom 620-650 nm.

Do vSetkych priehlbin dajte po 50 ul / / / /
zastavovacieho roztoku. ZmieSajte pomocou I_[ I_l I_l I_i
I

Vysledky analyzuijte.
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