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1. UCEL POUZITIA

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) je test na diagnostiku in-vitro, ktory obsahuje peptidovy koktail, ktory
simuluje proteiny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) a simuluje bunky v heparinizovanej krvi. Dékaz interferénu y
(IFN-y) na zéklade metédy ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) slUzZi na rozpoznanie reakcii in-vitro na
peptinantigény, ktoré sa pritomné pri infekcii Mycobacterium tuberculosis.

QFT je nepriamy test na ddkaz infekcie M. tuberculosis (vratane aktivneho ochorenia). Vysledky testu sa maju
posudzovat’ v slvislosti s posidenim rizika, srdntgenovymi vySetreniami a s ostatnymi  medicinskymi
a diagnostickymi vySetreniami.

2. ZHRNUTIE AVYSVETLENIE TESTU

Tuberkul6za (Tb) je infekénd choroba, ktora spdsobuje infekcia organizmu prostrednictvom komplexu M.
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum). Infikovanie osobami, ktoré trpia na tuberkul6zu dychacich
ciest sa uskuto¢niuje spravidla kvapockovou infekciou. Pri novo infikovanych pacientoch sa mdze ochorenie
tuberkul6zy vyskytnat’ do niekolkych tyZzdiov, alebo mesiacov, ale pri vacsine infikovanych oséb sa nevyskytuju
Ziadne potiaze. U niektorych perzistuje latentna infekcia tuberkuldézy (LTBI), neinfekéné, asymptomatické
ochorenie, ktoré méze prepuknit’ az po niekolkych mesiacoch alebo rokoch. Hlavny ciel rozpoznania LTBI
pozostava v tom, aby sa do ivahy vzalo oSetrenie za ucelom prevencie prepuknutia tuberkulozy. Este donedavna
bol tuberkulinovy kozny test (tuberculin skin test, TST) jedinou metédou na diagnostikovanie LTBI. Senzitivita
koze na tuberkulin vznika 2 az 10 tyzdiov po infekcii. AvSak niektori infikovani nereagujui na tuberkulin, napr.
pacienti s poruchou reakcie imunity v désledku inej choroby, ale aj pacienti bez takychto portch. Naopak, niektoré
osoby, ktoré s velkou pravdepodobnost'ou netrpia na infekciu M. tuberculosis, po zaockovani pomocou Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), po infekcii ingymi mykobaktériami ako je komplex M. tuberculosis, alebo na zaklade inych
neznamych faktorov vykazuju citlivost’ na tuberkulin a dosahujd pozitivny vysledok koZného testu na tuberkulin.

LTBI sa musi rozliSovat’ od ochorenia tuberkulozy, ktoré podliecha povinnému hlaseniu a ktory napada spravidla
plica a dolné dychacie cesty; zasiahnuté vSak mézu byt aj iné systémy organov. Ochorenie tuberkul6zy sa
diagnostikuje  na  zéklade  vysledkov  historickych,  fyzickych,  rédiologickych,  histologickych
a mykobakteriologickych vy3etreni.

Test QFT meria imunologické reakcie sprostredkované bunkami (CMI) na peptinové antigény, ktoré simuluju
mykobakterilne proteiny. Tieto proteiny (ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4)) chybaju vo vetkych kmetioch BCG a vo
vi&ine netuberkuloznych mykobaktériach s vynimkou M. kansasii, M. szulgai a M. marinum.! U osdb, ktoré s(
infikované organizmami komplexu M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), st vo vSeobecnosti v
krvi pritomné lymfocyty, ktoré rozpoznaju tieto a iné mykobakteridlne organizmy. Pri tomto procese rozpoznavania
sa produkuje a uvolfiuje cytokin IFN-y . D6kaz a naslednd kvantifikacia IFN-y tvoria zaklad tohto testu.

Antigény pouzité v teste QFT s koktailom peptidov, ktory simuluje proteiny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4).
Mnoho Stidii preukazalo, Ze tieto peptinové antigény simuluji reakciu IFN-y- v T-bunkach oséb infikovanych M.
tuberculosis, ale nie v T-bunkach neinfikovanych os6b alebo 0s6b ofkovanych pomocou BCG bez ochorenia
tuberkul6zy alebo bez rizika LTBI."* Avsak reakcia IFN-y mdZe byt potencialne znizena na zaklade lekarskeho
oSetrenia alebo na zéklade chordb, ktoré negativne vplyvajli na funkciu imunity. Pacienti s urditymi inymi
mykobakteridlnymi infekciami mozu tiez reagovat’ na ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4), pretoZe gény, na ktorych sa
nachadzaju tieto proteiny, st pritomné aj v M. kansasii, M. szulgai a M. marinum “#. Test QFT je preto cenou
poméckou pri diagnostikovani infekcie komplexom M. tuberculosis u chorého pacienta. Pozitivny vysledok testu
podporuje diagnostikovanie tuberkul6zy, mdze v8ak byt vyvolany aj inymi mykobaktériami (napr. M. kansasii).
Pre potvrdenie, resp. vylugenie tuberkuldzy st potrebné d’alsie medicinske a diagnostické vySetrenia.



Princip testu

Systém QFT obsahuje Specidlne skimavky na odber krvi, do ktorych sa vykonava odber vzoriek krvi. Nasledna
inkubécia vzoriek krvi v skimavkéch trva 16 az 24 hodin. Potom sa odoberie plazma a vySetri sa na pritomnost’

IFN-y, ktory sa vytvoril pripadne v reakcii na peptidové antigény.

Test QFT pozostava z dvoch krokov. V 1. kroku sa vzorky krvi odobera do rozli¢nych skamaviek QFT. K tomu
patri nulova kontrolna skimavka, skimavka na TB-antigén a ako opcia skiimavka na mitogén.

Skumavka na mitogén sa mdze pri teste QFT pouzZit’ ako pozitivna kontrola. M6Ze to byt’ zvlast’ vhodné, ak je stav
imunity pacienta otdzny. Mitogénova skiimavka sa mdze pouzit' aj ako kontrola spravneho zaobchédzania so
vzorkou krvi a na spravnu inkubéciu.

Skumavka by sa mala podl’a moznosti ¢o najskor, bezpodmienecne vS8ak do 16 hodin po odbere vzorky krvi
inkubovat pri 37 °C. Po 16 az 24 hodinach inkubac¢nej doby sa davaju skiimavky do centrifiigy. Potom sa odoberie
plazma a stanovi sa mnoZzstvo IFN-y (v IE/ml) pomocou met6dy ELISA.

Test sa povazZuje za pozitivny pre reakciu IFN-y na skimavke TB-antigénu, ak je tato hodnota signifikantne nad
hodnotou nulovej kontroly (IFN-y v IE/ml). Pri poaiti mitogénovej skimav ky slizi vzorka plazmy stimulovana
mitogénom ako pozitivna kontrola IFN-y pre kaZdu testovani vzorku. Nepatrna reakcia na mitogén (< 0,5 IE/ml) sa
povazuje za nerozhodny vysledok, ak vozrka krvi vykazuije tieZ negativnu reakciu na Tbh-antigény.

ion auf die Th-Antigene aufweist. Takato vzorka méze vzniknat pri nedostatoénom poéte lymfocytov, pri znizenej
aktivite lymfocytov v dosledku neodbornej manipulacie so vzorkou, pri neodbornom napifiani alebo miesani
mitogénovej skimavky, alebo vtedy, ak lymfocyty pacienta nie su v stave produkovat IFN-y. Nulovd vzorka
obsahuje korekttru pre nedpecifické reakcie pozadia, pre heteforilné efekty protilatok ’, ako aj ne$pecificky IFN-y
vo vzorke krvi. Hodnota IFN-y nulovej skmavky sa odpocitava z hodnoty IFN -y skimavky Tb -Antigénov a
mitogénovej skimavky (pokial’ sa pouzje).

Casova narocénost’ testu

Dalej najdete udaje ohl'adom odhadovanej doby testu QFT, ako aj ohl'adom potrebného &asu pri testovani viacerych
vzoriek v moduse batch.

Inkubécia skimaviek so vzorkami pri 37 °C: 16 — 24 hodin
ELISA: cca. 3 hodiny na jednu dosku ELISA
o <1 hod. pracovny ¢as
o plus 10 — 15 min. na d’alSiu dosku



3. REAGENCIE A SKLADOVANIE

Skumavka na odber krvi na vysetrenie tuberkuldzy a skimavka s kontrolnym antigénom

Obj.¢.: T0590-0301

1. Nulova kontrolna skiimavka (sivy uzaver) 100 skimaviek
2. Skimavka s TB-antigénom (erveny uzaver) 100 skumaviek
3. Mitogénova kontrolna skimavka (fialovy uzaver) 100 skamaviek

UPOZORNENIE:

Skumavky je mozné objednat’ aj v nasledujiicom zlozeni:

100 nulovych kontrolnych skimaviek + 100 skimaviek s Th-antigénom
(Obj. &.: T0590-0201)

100 mitogénovych kontrolnych skimaviek
(Obj.¢.: T0593-0201)

Obj.c.: T0590-0501: (pre velke vysky) 100 nulovych kontrolnych skumaviek, 100 skumaviek s Th-

antigénom

Obj.¢.: T0590-0505: (pre velké vysky) 100 nulovych kontrolnych skimaviek, 100 skumaviek s Tb-

antigénom a 100- mitogénovych kontrolnych skimaviek
Obj.c.: T0593-0501: (pre velké vysky) 100 mitogénovych kontrolnych skumaviek

Sucasti ELLISA

Sucasti ELISA

Obj.&. 0594-0201

Obj.¢. 0594-0501

Suprava s 2 doskami

Reference Lab Pack
(Balenie pre referen¢né
laboratoria)

Miktotitrovacie pasiky s povrchovou
Upravou anti-humannej IFN-y
monoklonalnej protilatky (mys)

2 dosky a 96 priehlbin

20 dosiek a 96 priehlbin

Huménny IFN-y Standard,
lyophilizedovany

(obsahuje rekombinantny humanny IFN-,
hovéadzi kazein, 0,01 % thimerosal)

1 flasticka
(8 IE/mI po rekonétitucii)

10 frasticiek
(8 IE/mI po rekonétitucii) )

Zeleny roztok na riedenie (obsahuje
hovadzi kazein, normalny mySacie sérum,
0,01 % thimerosal)

1x30ml

10 x 30 ml

Koncentrat konjugatu (100 nasobne
koncentrovany), lyofilizovany (anti-
humanny IFN-y (myS) HRP; obsahuje
0,01% thimerosal)

1 x 0.3ml (po rekonstitdcii)

10 x 0,3 ml (po rekonstitticii)

Koncentrat na umyvanie (20 nasobne

koncentrovany) (pH 7,2;0bsahuje 0,01 % 1x 100 mi 10 x 100 ml
thimerosal)

Roztok substratu enzymu (obsahuje H,0,,

3,3’,5,5” tetrametylbenzidin) 1x30ml 10 x 30 mi
Zastavovaci roztok enzymu (obsahuje 0,5M

H,SO,) 1xI15ml 10xI15ml




Potrebné, avsak nedodané materialy

37 °C inkubétor; nie je potrebny Ziaden COs.

Kalibrované pipety s variabilnym objemom (10 pl do 1000 pl) s jednorazovymi $pi¢kami
Kalibrovana viackanalova pipeta na odovzdavanie 50 pl a 100 pl s jednorazovymi $pickami
Vytriasadlo pre mikrotitrovacie dosky

Deionizovana alebo destilovana voda (2 litre)

Umyvacka pre mikrotitrovacie dosky (prednostne automatizovana)

Citacka pre mikrotitrovacie dosky filtrom 450 nm a referenénym filtrom 620 aZ 650 nm

Skladovanie

Skdmavka na odber Kkrvi

e  Skamavku na odber krvi skladujte pri 4 — 25 °C.

SUprava reagencii

e  Supravu skladujte pri 2 - 8 °C.
e  Chraite roztok so substratom enzymu vzdy pred priamym slne¢nym Zziarenim.

Rekonstituované a nepotrebné reagencie

Pokyny ohl'adom rekonstituovania reagencii sipravy najdete v kapitole 6 v &asti ,,Priprava reagencii“.

e  Rekonstituovany Standard sipravy ma zivotnost’ pri skladovani medzi 2 a 8 1C tri mesiace.
0  Zaznamenajte si datum rekonstitdcie Standardu supravy.
e  Po rekonstiticii sa musi nepotrebny koncentrat (100x) uskladnit’ znova pri 2-8 °C a tiez sa musi spotrebovat’ do
troch mesiacov.
0 Zaznamenajte si datum rekonstitdcie konjugatu.
e Konjugat pripraveny na spotrebu sa musi pouzit’ do 6 hodin po jeho priprave.
e Umyvaci prostriedok pripraveny na pouzitiec ma pri izbovej teplote zivotnost’ do dvoch tyzdiov.



4. BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VYSTRAZNE UPOZORNENIA

Bezpecnostné opatrenia

e Negativny vysledok v teste QFT nevylu¢uje moznost’ infekcie M. tuberculosis alebo ochorenia
tuberkuldzy; chybné negativne vysledky moézu byt podmienené fazou infekcie (napr. ak bola
vzorka odobrata pred vyvojom celularnej imunologickej reakcie), poruchami funkcie imunity,
inymi ochoreniami, neodbornou manipulaciou so skimavkami po odbere krvi, nespravnym
vykonanim testu alebo inymi imunologickymi premennymi.

e Pozitivny vysledok testu QFT by nemal byt jedingym podkladom pre postdenie infekcie M.
tuberculosis; nespravnou realizaciou testu méze dojst’ k chybnym pozitivnym vysledkom.

e Pozitivny vysledok testu QFT by mal byt konfrontovany s dal$imi medicinskymi a
diagnostickymi vySetreniami; len tak sa da zistit, ¢i je pritomné aktivne ochorenie tuberkulozy
(napr. sterom AFB a kulturou, ako aj réntgenovym vySetrenim thoraxu).

e ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) nie st sice obsiahnuté v kmenoch BCG a vo viés§ine znamych
netuberkul6znych mykobaktériach, avSak pozitivny vysledok testu QFT méze vyplyvat aj z
infekcie M. kansasii, M. szulgai alebo M. marinum. Ak sa predpokladaju takéto infekcie, je
potrebné vykonat’ alternativne testovacie metody.

Vystrazné upozornenia

Len na diagnostické pouZzitie in vitro.

Upozornenie: Roztok substrdtu enzymu obsahuje 3,3',5,5-tetrametylbenzidin, ktory je nebezpeény pri
prehltnuti, vdychnuti a pri kontakte s koZou. Drazdi pokozku a o¢i. P6sobi mutagénne. Noste ochranné okuliare
a laboratérne rukavice a manipulujte s tymto roztokom ako s potencialne karcinogénnym roztokom.
Upozornenie: Roztok na zastavenie enzymu obsahuje H,SO,, ktora je nebezpecna pri prehltnuti, vdychnuti,
pri kontakte s ofami a s pokozkou. Noste ochranné okuliare, laboratorne rukavice a bezny laboratorny
ochranny odev. Po ndhodnom kontakte zastavovacieho roztoku s pokozkou alebo sogami ich vyplachnite
velkym mnozstvom vody a vyhl'adajte lekara.

Upozornenie: IFN-y Sandard a 100 -nasobne koncentrovany koncentrat konjugatu mézu pri prehltnuti
sposobit’ potiaZe a pri kontakte s koZou mozu vyvolat’ iriticie. Noste laboratorne rukavice a bezny laboratorny
ochranny odev.

PovaZujte Pudské vzorky krvi vidy ake potencidlne infek¢éné! Dodrziavajte platné predpisy ohladom
manipulacie s krvou.

Niektoré reagencie obsahuju ako konzervaény prostriedok thimerosal. Thimerosal mézZe pri prehltnuti,
vdychnuti a pri kontakte s pokozkou pdsobit’ toxicky.

Zeleny roztok na riedenie obsahuje normélne mySacie sérum a kazein; tieto substancie mézu vyvolat
alergické reakcie. Zabraiite preto kontaktu s pokoZzkou.

Odchylky od popisanej metody a inStrukcii v pribalovom letdku mézu mat’ za nasledok chybné vysledky.
Prosime, pred pouzitim si dokladne precitajte navod na testovanie.

NepouZzivajte sipravu, ak je jedna, alebo viacero flias s reagenciami pred pouZitim po3kodena alebo netesna.

So sucastami tohto balenia nepouZzivajte Ziadne reagencie ELISA z inych Sarzi QFT.

NepouZité reagencie a biologické vzorky likvidujte podl’a miestnych a narodnych predpisov.

Po datume spotreby sa nesmu skimavky na odber krvi a sti¢asti stipravy ELISA viac pouzit'.

Pred pouzitim zabezpecte, aby boli vSetky laboratorne pristroje, ako napr. umyvacka dosiek a Citacka
mikrotitracnych dosiek kalibrované, resp. validované.



5. ODBER A MANIPULACIA SO VZORKOU
Odber Krvi

Test QFT obsahuje nasledujlce skimavky na odber krvi:

1. Nulovéa kontrola (sivy uzaver s bielym krizkom) (pre vysky do 810 metrov nad morom)

2. Antigény Specifické pre Tb (Eerveny uzaver s bielym krdzkom) (pre vySky do 810 metrov nad
morom)

3. Mitogénova kontrolna skimavka - opcia (fialovy uzaver s bielym krizkom) (pre vysky do 810 metrov
nad morom)

4. Nulova kontrola (sivy uzaver so zltym krazkom) (pre vySky medzi 1.020 a 1.875 metrov)

5. Antigén Tb (Eerveny uzaver so Zltym krazkom) (pre vySky medzi 1.020 a 1.875 metrov)

6. Mitogénova kontrolna skimavka - opcia (fialovy uzaver so zZltym krizkom) (pre vySky medzi 1.020

a 1.875 metrov)

Antigény sa nachadzaju vo vysuSenej forme v povrchovej Uprave vnatornej steny skimavky na odber krvi. Preto sa
musia vzorky krvi dokladne premiesat’ s obsahom skimavky. Skumavky sa potom ¢o najskor, najpozdejsie do 16
hodin od odberu vzorky krvi, umiestnia do inkubéatora (37 °C).

Optimélne vysledky sa dosiahnu pri dodrZani nasledujlcich pokynov:

1.

3.

Od kazdého pacienta odoberte po 1 ml vendznej krvi do kazdej skimavky QFT. Odber krvi smie
vykonavat iba zaskoleny medicinsky personal (flebotomista).

Do nadmorskej vysky 810 m by sa mali pouzivat’ skimavky na odber krvi QTF Standard. Vo
vySkach od 1 020 m do 1875 m by sa mali pouzivat’ $pecialne skimavky QTF pre velké vysky.

Pri pouZivani skimaviek na odber krvi QTF mimo menovanych rozsahov nadmorskych vysok,
alebo pri nizsich objemoch odberu krvi sa moze krv odobrat’ aj pomocou striekacky,; potom sa do
kazdej z troch skimaviek napIni po 1 ml krvi. Z bezpecnostnych dovodov sa za tymto ucelom
najlepsie odstranuje ihla zo striekacky; dodrZiavajte pritom beziné bezpecnostné opatrenia.
Odstrdrite uzdver z troch skimaviek QTF a do kaZzdej skimavky dajte po 1 ml krvi (az po ciernu
znacku na boku etikety). Potom znovu nasad'te uzdaver a premieSajte tak, ako je popisané nizsie.

Kedze 1 ml skimavky relativne pomaly naberaju krv, ponechajte skimavku po domnelom
dosiahnuti stavu naplnenia eSte 2-3 sekundy na ihle. To Vam zaruéi, Ze sa odoberie dostatoéné
mnozstvo krvi.

Cierne oznacenie na boku skimavky je linia naplnenia 1 ml. Skdmavky na odber krvi QTF boli
validované na objemy od 0,8 do s 1,2. Ak sa pri odbere krvi nedosiahne tato indikacna ciara,
odporiica sa zobrat novit vzorku krvi.

Pri pouziti ihly Butterfly na odber krvi je potrebné pomocou prazdnej skimavky zabezpecit', aby
sa spojenie hadi¢kou naplnilo skor, ako sa osadia skiimavky QTF.

Bezprostredne po naplneni skimaviek krvou tieto 10 krat pretrepte dostatocne silne, aby sa zabezpecilo, ze
vnatornd strana skimavky bude kompletne pokryta krvou, aby sa mohli uvolnit antigény z povrchovej
Upravy steny skimavky.

Pri odbere krvi by mali mat’ skimavky teplotu 17.- 25°C.

Prili$ silné pretrepavanie moze narusit’ gélovu vrstvu a spdsobit’ chybné vysledky..

Popiste skamavku.

4. Skumavky sa potom musia ¢o najskor, najneskér viak do 16 hodin od odberu vzorky krvi umiestnit’ do
inkubatora (37°C £ 1°C). Skladujte skimavky az do inkubacie pri izbovej teplote (22 °C £ 5 °C). Vzorky krvi
neskladujte v chladnic¢ke alebo v mraznicke!



6. NAVOD NA POUZITIE

1. Krok: Inkubécia vzorky krvi a odobratie plazmy

Dodané materialy

Skamavky na odber krvi QFT (pozri kapitola 3).

Potrebné, ale nedodané materialy

Pozri kapitola 3.

Postup

1. Ak sa vzorky krvi neinkubuji okamzite po odbere , musia sa skiimavky bezprostredne pred inkubaciou
znovu premiesat’ tak, Ze sa 10 krat otocia.

2. Inkubujte skimavky V STOJATEJ POLOHE 16 az 24 hodin pri teplote 37 °C. Nie je tu potrebny CO,
alebo zvlh¢ovanie.

3. Skumavky na odber krvi sa mbézu pred centrifigovanim skladovat’ do 3 dni pri teplote 4 - 27 °C.
4. Po inkubécii skimaviek pri 37 °C sa tieto kvoli 'ah§iemu odberu plazmy centrifugujt 5 — 15 mindt pri
2000 — 3000g (RCF). Vytvaranim Stepov sa oddelia bunky od plazmy. Ak sa tak nestane, musia sa

skamavky centrifagovat’ znova pri vy$sej rychlosti.

e Plazma sa moéze odobrat’ aj bez centrifigovania, avSak pritom je potrebné postupovat’ opatrne,
aby pri odbere plazmy nedoslo k rozvireniu buniek.

5. Prosim, zabraiite za kaZzdych okolnosti tomu, aby sa vzorky po centrifugovani a po odbere vzorky
plazmy nepipetovali, alebo aby sa mieSala plazma. Postupujte starostlivo, aby sa material na
gélovom povrchu neporusil.

e Na odber vzorky plazmy pouzivajte vzdy pipetu!

e Vzorky plazmy mozu byt prevedené priami z centrifugovanych skiumaviek na odber krvi do
dosky QFT ELISA; to plati aj pri pouziti automatov ELISA.

e  Vzorky plazmy mézu byt skladované pri teplote 2-8 °C aZ do 28 dni; po odobrani plazmy aj
dIhSie pri teplote -20°C.



2. Krok: Human-1EN-y ELISA

Dodané materialy

Suprava ELISA QTF (pozri kapitola 3).

Potrebné, avSak nedodané materialy

Pozri kapitola 3.

1.

Postup

VSetky vzorky plazmy a reagencie s vynimkou 100-nasobného koncentratu konjugatu musia pred pouZzitim
dosiahnut’” izbovu teplotu (22 +/- 5 °C). Naplanujte si na to minimalne 60 minut.

Vyberte nepouZité pasy z ramu, vlozte ich spét’ do foliového obalu a uskladnite ich aZz do pouZzitia v chladnicke.
Pre testovaného pacienta naplanujte minimalne jeden pésik QTF Standards a dostatoény pocet pasikov (pozri
obrazky 2A a 2B pre pouZzitie 2 resp. 3 skimaviek). Po pouZiti odloZte ram a kryt pre ostavajlce pasiky.
Rekonéstituujte lyofylizovan( Standardnu sipravu mnozstvom deionizovanej alebo destilovanej vody, ktoré je
uvedené Standardnej flasticky. Opatrne premiesajte flasticku (minimalizacia tvorby peny) a presvedéte sa, Ze
obsah sa Uplne rozpustil. Rekonstitucia Standardu na uvedeny objem vytvori roztok s koncentraciou 8,0 IE/ml.

UPOZORNENIE: Rekonstitucny objem Standardu supravy sa lisSi podla SarZe!

Pouzite rekonstituovanu Standardnd slpravu na vyrobu série roztoku 1:4 IFN-y v zelenom roztoku na riedenie
(GV) - pozri obrazok 1. S1 (Standard 1) obsahuje 4 1E/ml, S2 (Standard 2) obsahuje 1 1E/ml, S3 (Standard 3)
obsahuje 0,25 IE/ml a S4 (Standard 4) obsahuje 0 IE/mI (len GV). Standardy by sa mali testovat’ minimalne
dva krét.

ODPORUCANY POSTUP ODPORUCANY POSTUP
PRE DVOJITE STANDARDY PRE TROJITE STANDARDY

a. Oznacte 4 skamavky ako ,,S1”, ,,S2”, ,,S3” a. Oznaéte 4 skimavky ako ,S17,
a,S4”. #5927, ,,53” und ,,S4”.
b. Dajte 150 pl GV do S1, S2, S3, S4. b. Dajte 150 pl GV do S1.
¢. Dajte 150 pl Standardu stpravy do S1 c. Dajte 210 ul GV do S2, S3, S4.
a dokladne to premiesajte. . Dajte 150 pl $tandardu stpravy do S1
d. Preneste 50 ul z S1 do S2 a dokladne to premieSajte.
a dokladne to premiesajte. e. Preneste 70 pl z S1 do S2
e. Preneste 50 ul z S2 do S3 a dokladne to premieSajte.
a dokladne to premieSajte. f. Preneste 70 pl z S2 do S3
f. ,,Len GV” plati ako nulovy Standard (S4). a dokladne to premiesajte.

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

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

(len GV)

e Pre kazdu relaciu ELISA vyrobte nové riedenie Standardu stpravy.

Rekonéstituujte lyofilizovany 100-ndsobny koncentrat konjugéatu s 0,3 ml deionizovanej alebo destilovanej
vody. Opatrne premiesajte flasticku (minimalizacia tvorby peny) a presvedcCte sa, Ze obsah sa tUplne rozpustil.

Konjugat pripraveny na pouZitie sa vyrobi tak, Ze sa potrebné mnoZzstvo rekonstituovaného 100-nasobného

koncentratu konjugatu zriedi v zelenom roztoku na riedenie tak, ako to zobrazuje tabulka 1 (Priprava
konjugétu).

TABULKA 1. Priprava konjugatu

Mnozstvo na 100-nasobny MnoZstvo
Podet pasikov koncentrat konjugatu zeleného roztoku na

riedenie
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35 ul 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 55 ml
12 60 pl 6,0 ml

e Dokladne, ale starostlivo premieSajte; pritom zabrarite tvorbe peny.
¢ Nepotrebny 100-ndsobny koncentrat konjugatu okamzite po pouziti uskladnite pri 2-8 °C.
¢ Na riedenie pouzivajte iba zeleny roztok na riedenie.

Vzorky plazmy, ktoré boli odobrané zo skimaviek a ktoré boli pred testom hlboko zmrazené alebo skladované
dlhie ako 24 hodin, sa musia pred vloZenim do zariadenia ELISA dokladne premiesat’.

e Ak sa vzorky plazmy pridavaji priamo z centrifigovanych skimaviek QTF, je potrebné zabranit’ mieSaniu
vzoriek plazmy.
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Dajte po 50 ul erstvo pripraveného konjugatu pripraveného na pouzitie pomocou viackandlovej pipety do
prislusnych priehlbiniek ELISA.

Dajte po 50 pl vzoriek plazmy pomocou viackandlovej pipety do prislusnych priehlbiniek (pozri odporucany
plan obsadenia dosky, nasledujlce obrazky 2A a 2B). Na zaver pridajte po 50 pl Standardov 1 az 4.

Obrazok 2A. Odporicéané obsadenie dosky pre skiimavky nulovej kontroly a TB-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

Il O m gl ol w >

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 (vzorka 1, plazma nulovej kontroly); 1A (vzorka 1, plazma Th-antigén).

Obrézok 2B. Odporu¢ané obsadenie dosky pre skiimavky nulovej kontroly, Th-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 S8 S8 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 | 1IM | 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M

I o m m O O w>

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

10.

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
¢ 1IN (vzorka 1, plazma nulovej kontroly); 1A (vzorka 1, plazma Th-antigén);
1M (vzorka 1, kontrolna plazma mitogén).

Mie3ajte konjugat a vzorky plazmy/standardy dokladne 1 minGtu vo vytriasadle pre mikrotitrovacie dosky.
Zakryte kazdu dosku krytom a inkubujte dosky 120 +/- 5 minUt pri izbovej teplote (22 +/- 5° C).

e Pocas inkubécie je potrebné dosky chranit’ pred priamym slne¢nym Ziarenim.

PocGas inkubacie zried'te jeden diel 20-nasobného koncentradtu umyvacieho prostriedku s 19 dielmi
deionizovanej alebo destilovanej vody a dokladne ich premieSajte. V rozsahu dodavky sa nachadza dostatoéné
mnozstvo 20-ndsobného koncentratu umyvacieho prostriedku na vyrobu 2 litrov umyvacieho prostriedku

pripraveného na pouzitie.

Umyte priehlbiny minimalne 6 krat so 400 pl umyvacieho prostriedku pripraveného na pouZzitie. Odporti¢ame
pouzit’ automatick umyvacku pre mikrotitrovacie dosky.

o Dolezité umytie je vel'mi dolezité pre testovanie. Pri kazdom cykle umyvania skontrolujte, aby boli vietky
priehlbiny naplnené Gplne az po okraj umyvacim prostriedkom. Medzi jednotlivymi cyklami umyvania
sa odporuca dodrzat’ minimalne 5 sekiind na namacanie.
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e V zbernej nadrzi pre odpadovi kvapalinu by sa mal nachadzat’ bezny laboratorny dezinfekény prostriedok.
Okrem toho dodrziavajte pokyny Vasho laboratoria platné pre dekontaminaciu potencialne infikovaného
materialu.

11. Aby ste odstranili zvySkovy umyvaci material, vyklopkajte dosky s priehlbinami nadol na papierovu utierku.
Do kazdej priehlbiny potom dajte 100 ul roztoku substratu enzymu a premieSajte dosky vo vytriasadle.

12. Zakryte kazdu dosku krytom a inkubujte ich 30 minut pri izbovej teplote (22 +/- 5° C).
e Pocas inkubécie je potrebné dosky chranit’ pred priamym slneénym Ziarenim.
13. Po 30-mindtovej inkubécii dajte do kazdej priehlbiny 50 ul zastavovacieho roztoku enzymu a premiesSajte.

e Zastavovaci roztok enzymu by sa mal do priehlbin davat’ v tom istom slede a zhruba v rovnakom tempe, ako
to boli pri substréate v kroku 1.

14. Zmerajte opticka hustotu kazdej priehlbiny do 5 minut po pridani zastavovacieho roztoku pomocou citacky pre

mikrotitrovacie dosky s pouzitim jedného filtra 450-nm a jedného referenéného filtra 620 az 650 nm. Hodnoty
optickej hustoty st potrebné pre vypocet vysledkov.

7. VYPOCTY A INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Cellestis ma pre Vas k dispozicii softvér QFT na analyzu hrubych dat a vypodet vysledkov. (Overte si, ¢&i
pouZivate najnovsiu verziu softvéru!)

Softvér vykonava kontrolné posudenie kvality vzorky, zostavi Standardni krivku a poskytne pre kazdého
testovaného pacienta vysledok na zéklade niZSie popisanej metddy interpretécie.

Ako alternativa pre pouZitie softvéru analyzy QFT sa daju vysledky zistit’ aj podl'a nizsie popisanej metody:

Zostavenie Standardnej krivky

(pri_nepouzivani softvéru QFT)

Zistite priemernu hodnotu optickej hustoty dvojitych ur€eni Standardu supravy na kazdej doske.

Zostavte Standardnu krivku loge)-10g¢) na zaklade grafického zobrazenia log, priemernej hodnoty optickej hustoty
(os y) a logy koncentracie Standardu IFN-y v IE/ml (os x), priCom nulovy Standard sa pri tomto vypocte vynechava.
Vypocitajte liniu najlepsej vhodnej formy pre standardnu krivku na zaklade regresnej analyzy.

Pouzite Standardnl krivku na zistenie koncentracie IFN-y (IE/ml) pre kazdu testovani vzorku plazmy s pouzitim
hodnoty optickej hustoty kazdej vzorky.

Pre vypocet sa mézu pouzit’ softvérové baliky, ktoré st pontkané pre Citacky mikrotitrovacich dosiek, ako aj
Standardné programy Spreadsheet alebo Statistické programy (ako napr. Microsoft Excel). Odpora¢ame pouZitie
takychto softvérovych balikov na vypocet regresnej analyzy, variatného koeficientu (% VK) Standardov, ako aj
korela¢nych koeficientov (r) pre Standardnu krivku.
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Kontrola kvality

Spravnost’ vysledkov zavisi od zostavenia spravnej $tandardnej krivky. Preto je potrebné overit’ vysledky odvodené
od Standardov skor, ako sa budi smiet interpretovat’ vysledky testu.

Metdda ELISA je platna, ak st splnené vsetky nizSie uvedené kritéria:

e Priemerna hodnota optickej hustoty musi byt’ od $tandardu 1 > 0,600.
e VK v % replikovanych hodnét optickej hustoty Standardu 1 a Standardu 2 musi byt <15% .

¢ Replikované hodnoty optickej hustoty Standardu 3 a Standardu 4 sa nesmu od prislusnej priemernej
hodnoty odchyl’ovat’ viac ako o0 0,040 jednotiek optickej hustoty.

e Korelacny koeficient (r) vypoc¢itany z priemernych hodnot extinkcie Standardov musi byt > 0,98.

Softvér analyzy QFT vypodita tieto kontrolné parametre kvality.

e Priemerna hodnota optickej hustoty nulového Standardu (zeleny roztok na riedenie) by mala byt <
0,150. Ak je priemerna hodnota optickej hustoty > 0,150, odporica sa vykonat’ kontrolu metédy po
umyti dosiek.
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Interpretacia vysledkov

Vysledky testu QFT sa interpretujt podla nasledujucich kritérii:

UPOZORNENIE: Diagnéza, resp. vylicenie ochorenia tuberkulézy, ako aj posudenie pravdepodobnosti
LTBI si vyZzaduje kombinaciu epidemiologickych, historickych, medicinskych a diagnostickych vysledkov;
tieto sa musia zohPadnit’ pri interpretacii vysledkov testu QFT .

TB-antigén minus nula

[IE/mI] Vysledok QFT Sprava / interpretacia
<0,35 . Infekcia M. tuberculosis
> 0,35 a < 25% hodnoty nulovej negativny NIE JE pravdepodobna
=80 kontroly
> 0,35 a > 25% hodnoty nulove;j ozitivny? Infekcia M. tuberculosis
kontroly P y pravdepodobna

2 , o s -3 Vysledky pre reakciu Th-

>8,0 T'ubovol'na nerozhodny antigénu nerozhodné

1V pripadoch, v ktorych sa nepredpoklada infekcia M. tuberculosis, sa mézu na zadiatku potvrdit pozitivne vysledky

opatovnym dvojitym tetovanim originalnych vzoriek plazmy v QTF ELISA. Ak je vysledkom opakovaného testu pri prvej alebo
druhej vzorke pozitivny vysledok, tak je potrebné vysledok testu hodnotit’ ako pozitivny.

2y klinickych Stadiach vykéazalo menej ako 0,25 % Gcastnikov pri nulovej kontrole koncentraciu IFN-y > 8,0 IE/ml.
® Mozné pri¢iny pozri kapitolu Odstratiovanie problémov.

Z vysSky nameranej koncentracie IFN-y sa nedaju vyvodit' Ziadne zavery ohl'adom $tadia alebo stupiia infekcie,
miera reaktivity imunity alebo pravdepodobnost’ progresie pri aktivnom ochoreni.
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Obrazok 3. VYVOJOVY DIAGRAM NA INTERPRETACIU (PRI POUZITI SKUMAVKY
NULOVEJ KONTROLY A Tb-ANTIGENU

TB-antigén — nulova
kontrola
> 0,35 IE/mI

INTERPRETACIA

TB-antigén — nulova
kontrola = 25% hodnoty
nulovej kontroly v IE/ml

Ano
Nie
) Nulovéa kontrola <
VALIDACIA
Ja
v

POZITIVNA
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Nula

TB-antigén minus nula

Mitogén minus

[HEWI] [IE/mI] nula [1E/ mI]' Vysledok QFT Sprava / interpretéacia
<035 i 205 negativny Infekcia M. tuberculosis
>0,35a< ZE(‘;/;tf:gii;my nulovej >05 NIE JE pravdepodobna
V) 1 1 1
<80 > 0,35 a > 25% hodnoty nulove;j Pubovolna pozitivny? Infekcia M. tubercqlosw
kontroly pravdepodobnéa
<0,35 <05
5 - . . —
> 0,35 a < 25% hodnoty nulovej <05 nerozhodny? \/ysledky pre reakciu Tb antigénu
kontroly nerozhodné
> 8,0 Pubovolna Pubovolna

! Reakcia pozitivnej kontroly mitogénu (a pripadne aj Th-antigénu) je asto mimo rozsahu merania &italky pre mikrotitrovacie
dosky. To vSak nema Ziaden vplyv na vysledky testu.
2V pripadoch, v ktorych sa nepredpoklada infekcia M. tuberculosis, sa mézu na zadiatku potvrdit pozitivne vysledky
opatovnym dvojitym tetovanim originalnych vzoriek plazmy v QTF ELISA. Ak je vysledkom opakovaného testu pri prvej alebo
druhej vzorke pozitivny vysledok, tak je potrebné vysledok testu hodnotit’ ako pozitivny.
¥ Mozné pri¢iny pozri kapitolu Odstrafiovanie problémov.

*V Klinickych 3tadiach vykazalo menej ako 0,25 % ugastnikov pri nulovej kontrole koncentréciu IFN-y > 8,0 IE/ml.

Z vysSky nameranej koncentracie IFN-y sa nedaju vyvodit' Ziadne zavery ohl'adom $tadia alebo stupiia infekcie,
miera reaktivity imunity alebo pravdepodobnost’ progresie pri aktivnom ochoreni.
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Obrazok 4: VYVOJOVY DIAGRAM NA INTERPRETACIU (PRI POUZITI SKUMAVKY NULOVEJ
KONTROLY, Tb-ANTIGENU A MITOGENOVEJ SKUMAVKY)

TB-antigén — nulova
kontrola
20,35 IE/ml

INTERPRETACIA

ANo

TB-antigén — nulova
kontrola = 25% hodnoty
nulovej kontroly v IE/ml

Nie A

N . Nie A
Mitogén — nulova kontrola < Nulova kontrol
0,50 IE/ml a/alebo . ulova kontrola
’ NEROZHODNY

nulova kontrola > 8,0 IE/ml - <8,0 IE/mI 1
A
Nie Ja

4 v

NEGATIVNY POZITIVNY
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8. HRANICE METODY

Vysledky testu QFT sa musia posudzovat’ v kombindcii s epidemiologickou histériou kazdého pacienta, jeho
sucasného zdravotného stavu a ostatnych diagnostickych vySetreni.

Vysledky s nulovou hodnotou nad 8 IE/ml je potrebné vyhodnotit’ ako “nerozhodné”, pretoZe reakcia na Tb-antigén
zvySena o 25% moze byt mimo rozsahu merania vzorky.

Nespol'ahlivé a nerozhodné vysledky m6zu mat nasledujicu pri€inu:
e odchylky od metddy popisanej v pribalovom letadku

e extrémne vysokd koncentracia cirkulujdcej IFN-y alebo pritomnost’ heterofilnych protilatok
e prekrocenie lehoty 16 hodin medzi odberom krvi a inkubacie pri 37 °C

9. CHARAKTERISTICKE ZNAKY

Klinické studie

Kedze pre latentnu infekciu tuberkulozy (LTBI) neexistuje Ziaden definitivny Standard, nedd sa prakticky
vyhodnotit' odhad citlivosti a $pecifickosti testu QFT. Specifickost QFT bola priblizne zistena evaluaciou miery
chybnych pozitivnych vysledkov u os6b s nizkym rizikom (napr. bez znamych rizikovych faktorov) infekcie
tuberkulézy. Citlivost’ bola priblizne zistena na zaklade evaluacie skupiny pacientov s aktivnym ochorenim
tuberkulézy, ktora bola potvrdena kultdrou.

Specifickost’

V istej americkej $tadii s 866 tcastnikmi bola pri realizacii TST odobrana vzorka krvi na test QFT. Demografické
Udaje a rizikové faktory tuberkul6zy boli zistené pomocou Standardnej ankety v Gase testovania. Zo 432 G¢astnikov
bez zndmych rizikovych faktorov infekcie M. tuberculosis boli na z&ver k dispozicii vysledky QFT a TST pre 391
0s0b. Ziadna z tychto osb nebola otkovand pomocou BCG. Dalsia tudia $pecifickosti s testom QFT bola
vykonana v Japonsku, na ktorom sa podiel'ali U¢astnici s nizkym rizikom; zhruba 90 % tychto os6b bolo
zaoCkovanych pomocou BCG. Vysledky obidvoch §tidii $pecifickosti st uvedené v tabulke 2.

TABULKA 2. Specifickost’ testu QF T: Vysledky t¢astnikov bez znamych rizikovych faktorov infekcie M.
tuberculosis

Pocet Pocet
BCG- . pozitivnyc QFT THT THT*
STUDIA Status Tesrflpva chglf h QFT Specificko  pozitivny | Specificko
(o¢kova celkovo | nerozhodné Pocet st (95%  ch/Pocet | st’(95%
ni v %) platnych Cl) testovany Cl)
testov ch
USA 0 99,2% 98,5%
(nezverejnené) 0% 391 ! 31390 (98-100) 6/391 (97-99)
0,
Japonsko 8 ~00% | 168 6 21162 (82181(?0) i i
7/559 99,1%
CELKOM - 559 (1,3%) 5/552 (98-100) - -

(*za zéklad bola zobrana hrani¢na hodnota THT 10 mm TST pri neockovanych BGC). Pri pouziti hrani¢nej hodnoty
15 mm je odhadovana Specifickost’ THT 99,1%.
** Cl = interval dovernosti
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Citlivost’ na aktivne Tb

Na zistenie citlivosti testu QFT boli testované osoby z USA, Australie a Japonska s podozrenim na Th, ktorych
infekcia M. tuberculosis bola nasledne potvrdena kultirou. Pre latentnd infekciu tubrekulézy (LTBI) sice neexistuji
Ziadne definitivne Standardy, avSak mikrobiologicka kultira M. tuberculosis je primeranou nahradou, pretoze chori
T'udia su na zaklade definicie infikovani. Pacienti boli pred odberom Kkrvi na test QFT oSetrovani menej ako 8 dni.

V tabulke 3 st uvedené vysledky troch skupin pacientov, ktori mali pozitivnu kultaru M. tuberculosis. Celkova
citlivost’ testu QFT pre aktivne ochorenie Tb bola 89 % (157/177).

TABULKA 3. QFT: Osoby s potvrdenou kulturou infecie M. tuberculosis.
o Pocet pozitivnych
STUDIA QTF / Pocet

QFT senzitivita

0 *

platnych testov (95% CI%)
tentl B 93%

TB-pacienti v Japonsku 86 /92 (86.07%)
! 89%

Australien 24127 (70.97%)
81%

USA 47158 (68.90%)
89%

CELKOM 157 /177 (83.93%)

* Cl = interval dovernosti
Diagnéza LTBI
Bola zverejneny cely rad Stadii, ktoré dokladuju vykon QFT pri rozliénych rizikovych pouplaciach LTBI.
NajdolezitejSie Udaje st uvedené v tabul’ke 4.

TABUL’KA 4. Vybrané zverejnené Stidie ohl’adom pouzitia QFT u rizikovej populacie LTBI

o Pocet ,
STUDIA estovanych 0s0 Vysledky

Prostredie s vel'mi vysokou mierou Tb. 40% pozitivnych na QFT resp. 41%
pozitivnych na TST pri hrani¢nej hodnote 10 mm. Vysoka konkordancia

s TST, Ziaden efekt BCG na testy. Obidva testy v spojeni s rizikovymi
faktormi ,,vek" a ,,doba zamestnania v zdravotnictve®.

Celkova prevalentnost’ LTBI bola QFT 4,6 % (27/590) pri HIV-pozitivnych.
Pozitivne vysledky boli v stvislosti s rizikami Th. U dvoch pacientov
pozitivnych na QTF sa v priebehu jedného roka rozvinula Th.. Nerozhodné
vysledky (n=20, 3,4 %) boli spojené s &islom CD4 <100 / pL.

Deti s podozrenim na Tb alebo s predpokladanym kontaktom s Thboli
testované pomocou QFT a TST. 10,5% pozitivnych na QTF resp. 9,5%
pozitivnych na TST pri hrani¢nej hodnote 10 mm. Zhoda medzi testami
celkom 95,2 % resp. 100 % pri nezaockovanych pomocou BCG.

Testované boli blizke kontaktné osoby v 15 rozliénych indexovych pripadoch.

Medicinsky personal
v Indii 726
(Pai et al 2005)*

HIV-pozitivni v
Dansku 590
(Brock et al 2006)°

Nemocni¢ne
oSetrované deti 105
(Dogra et al 2006) 2

Nemci s kontaktom s 51 % bolo ockovanych pomocou BCG, 27 % sa narodilo v cudzine. 70 %
Tb 309 ockovanych pomocou BCG a 18 % neockovanych bolo pozitivnych na TST (5
(Diel et al 2006) ™ mm) a 9 % resp. 11 % bolo pozitivnych na QFT. QFT bol v spojeni iba s

rizikom Th. TST bolo v slvislosti iba s o¢kovanim BCG.

Vykon menej citlivej verzie tekutého antigénu QuantiFERON®-TB Gold (test predchéadzajici QFT) a testu QFT je
popisany v mnohych d’alsich publikaciach. Tieto $tadie obsahuju aj pouZitie testu u kontaktnych o0sob s pacientmi s
aktivnou Th?'19% deti®1%%*2>%8 "HIV-pozitivnych®>?, zdravotnickeho personalu™®?°%, vizioy®*#22327:%031 " ako

aj 0s6b s podozrenim na Th"#%8 3 0s6b s nizkym rizikom.*.

Opakovatel’nost’ a efekt TST na neSkorsie testy QF T

V ramci $tudie Specifickosti bola skiimana podskupina ucastnikov 4 az 5 tyzdinov po povodnom teste QTF a TST.
260 ucastnikov malo teda k dispozicii vysledky z testu s QFT a z testu TST z dvoch ¢asovych obdobi; zhoda bola
99,6 % (259/260). Predchadzajlci TST nemal za nasledok zvySenie pozitivnych vysledkov v teste s QFT.
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10. TECHNICKE INFORMACIE

Nerozhodné vysledky

Nerozhodné vysledky by sa mali vyskytovat’ zriedka a moézu byt’ spdsobené nasledujucimi faktormi:

e prekrocenie lehoty 16 hodin medzi odberom krvi a inkubacie pri 37 °C

e skladovanie vzoriek krvi mimo odporu¢aného rozsahu teplot (22 +/- 5 °C)

e nedostato¢né premiesanie skimaviek na odber krvi

e nedostato¢né umytie dosky ELISA

Ak sa predpokladaju technické problémy pri odbere krvi alebo v manipulacii s vzorkami krvi, mal by sa cely test
QFT zopakovat’ s novymi vzorkami krvi. Test stimulovanych vzoriek plazmy ELISA sa mdze opakovat, ak sa
predpokladd nedostatoéné umytie alebo ind odchylka od predpisanej metddy testovania ELISA. Nerozhodné
vysledky, ktoré mozu vyplyvat’ z nizkych hodnét mitogénu alebo nulovych hodnét, sa nesmu pri zopakovani testu
zmenit, leda Ze doslo pri teste ELISA k nejakej chybe. Nerozhodné vysledky by sa mali ako také postupit’ d’ale;j.
Lekér méze pripadne odobrat’ novu vzorku krvi, alebo podl'a potreby méze vykonat’ ostatné vysetrenia.

Zrazené vzorky plazmy

Ak sa pri dlhSom skladovani vzoriek plazmy objavia fibrinové zrazeniny, je potrebné vzorky centrifigovat’ az do
tvorby sedimentu; ulah¢i to pipetovanie plazmy.
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Odstranovanie problému podl’a metody ELISA

NeSpecificka reakcia farieb

MOZNA PRICINA

RIESENIE

Nedostatocné umytie dosiek

Dosku umyt minimalne 6x so 400 ul umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Podl'a pouzitej umyvacky moze byt potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umyvania sa
odporuca dodrzat’ vzdy po 5 sekund na namdacanie.

Krizova kontamindcia priehlbin ELISA

Dokladné pipetovanie a mieSanie vzoriek minimalizuje riziko.

Suprava/sucasti stipravy po dobe spotreby

Skontrolujte, ¢i este neuplynul datum spotreby supravy. Presvedéte sa,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatu sa pouziju do 3
mesiacov.

Roztok substratu enzymu je kontaminovany

Pri modrom sfarbeni substrat zlikvidujte. Presvedéte sa, Ze boli pouzité
Cisté zasobniky reagencii.

MieSanie plazmy v centrifigovych
skiimavkach pred odobratim plazmy.

Zabezpecéte, aby sa plazma odoberala starostlivo nad gélovou vrstvou
(bez napipetovania a odpipetovania a bez toho, aby sa poSkodil povrch
gélového materialu).

NiZSia hodnota optickej hustoty pri Standardoch

MOZNA PRICINA

RIESENIE

Chyby pri Standardnom riedeni

Vyrobte roztoky Standardu siipravy presne podl'a pokynov
v pribalovom letaku.

Chyba pipetovania

Skontrolujte, ¢i st pipety kalibrované a pouzivané presne podla
pokynov vyrobcu.

Inkubacna teplota prilis nizka

Inkubécia pre metédu ELISA by sa mala uskuto¢nit’ pri izbovej teplote
(17-27 °C).

Inkubacna doba prilis kratka

Inkubac¢na doba dosky s konjugatom, Standardmi a vzorkami by mala
byt 120 +/- 5 mindt. Roztok substratu enzymu sa na doske inkubuje 30
minat.

Chybny filter dosky

Doska by sa mala nacitavat’ pri 450 nm s referen¢nym filtrom 620-650
nm.

Reagencie prilis studené

VSetky reagencie (s vynimkou 100-nasobného koncentratu konjugatu)
musia dosiahnut’ pred testovanim izbovu teplotu. Toto trva cca. 60
minut.

Stprava/sucasti supravy po dobe spotreby

Skontrolujte, ¢i eSte neuplynul datum spotreby supravy. Presvedcte sa,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatu sa pouZiji do 3
mesiacov.
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Silné sfarbenie pozadia

MOZNA PRICINA

RIESENIE

Nedostatocné umytie dosiek

Dosku umyt minimalne 6x so 400 ul umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Podl'a pouZitej umyvacky moze byt potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umyvania sa
odporuca dodrzat’ vzdy po 5 sekind na namacanie.

Inkubacna teplota prili§ vysoka

Inkubécia pre metédu ELISA by sa mala uskuto¢nit’ pri izbovej teplote
(17-27 °C).

Suprava/sucasti supravy po dobe spotreby

Skontrolujte, ¢i este neuplynul datum spotreby supravy. Presvedéte sa,
Ze Standard a 100-nasobny koncentrat konjugatu sa pouziju do 3
mesiacov.

Roztok substratu enzymu je kontaminovany

Pri modrom sfarbeni substrat zlikvidujte. Presvedéte sa, Ze boli pouZité
Cisté zasobniky reagencii.

Nelinearna Standardné krivka a odchylky medzi obidvomi dvojndsobnymi vzorkami

MOZNA PRICINA

RIESENIE

Nedostatocné umytie dosiek

Dosku umyt’ minimélne 6x so 400 ul umyvacieho prostriedku na
priehlbinu. Podl'a pouzitej umyvacky méze byt potrebnych aj viac ako
6 cyklov umyvania. Medzi jednotlivymi cyklami umyvania sa odportaca
dodrzat’ vzdy po 5 sekiind na namacanie.

Chyby pri Standardnom riedeni

Vyrobte roztoky Standardu sipravy presne podla pokynov
v pribalovom letaku.

Nedostato¢né mieSanie

Reagencie dokladne premieSajte viacnasobnym prevratenim alebo
pretrepanim skor, ako ich budete dispenzovat’ do priehlbin.

Nerovnomerna technika pipetovania alebo
prerusenie pri testovani

Dispenzovanie vzoriek a Standardov by sa malo vykonavat’ plynulo.
Vsetky reagencie sa musia pred testovanim pripravit’ tak, aby boli
pripravené na pouZzitie.

Video, ktoré demonstruje metodu testovania, ako aj rieSenie vacsiny technickych problémov najdete na CD-ROM s
informéciami o produkte a s technickymi ndvodmi. CD-ROM dostanete priamo v spoloénosti Cellestis, alebo od

Vasho dodavatel’a.
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12. TECHNICKA SLUZBA ZAKAZNIKOM

NiZSie su uvedené adresy naSej technickej sluzby zakaznikom:

Cellestis International Pty Ltd: Tel.: +61 3 8527 3500

Fax: +61 3 9568 6623
E-Mail: techsupport@cellestis.com

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

E-Mail: techsupport@cellestis.com

Website: www.cellestis.com

Ostatné Staty:

Stat Bezplatné telefonne Cislo
Austrélia 9001 5776
Rakusko 0800 8020034
Belgicko 0800 75351
Franclizsko 0800911164
Nemecko 0800 182 7452
irsko 1800 550 417
Holandsko 0800 022 5340
Novy Zéland 0800 44240
Svajéiarsko 0800 561 802
Velka Britania 0800 680 0630
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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 dokladne ich premieSajte 10
(desat’) krat dostato¢ne silnym pretrepanim, aby ste
zabezpelili, Ze bude cela vnutorna stena skimavky
pokrytd krvou, aby sa uvolnili antigény z povrchovej
Upravy steny..

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

3. Po inkubécii skimavky centrifigujte 5-15 minut
pri 2000 — 3000 g (RCF), aby sa oddelila plazma
od ¢ervenych krviniek.

4, Po centrifigovani odoberte plazmu pipetou.

Dbajte bezpodmienecne na to, aby pred odberom
plazmy nedoSlo k napipetovaniu, k odpipetovaniu
alebo k premieSaniu plazmy.
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2. KROK: ELISA IFN-y

Sucasti  ELISA  (okrem  100-nasobného
koncentratu  konjugatu) nechajte stabilizovat
minimalne 60 mindt pri izbovej teplote.

Rekombinantny Human-1FN-y-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 50 pl.

Do zodpovedajucich priehlbin dajte po 50 ul
vzoriek plazmy a 50 pl Standardov. Zmie3ajte vo
vytriasadle.

Inkubujte 120 mindt pri izbovej teplote.

C3
C3
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10.

11.

12.

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

Do vsetkych priehlbin dajte po 100 pl roztoku
substratu enzymu.

Inkubujte 30 minut pri izbovej teplote.

Do vSetkych prienlbin dajte po 50 ul
zastavovacieho roztoku. ZmieSajte pomocou
vytriasadla.

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

Vysledky analyzujte.
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14. DOLEZITE ZMENY

Dolezité zmeny, ktoré boli vykonané v predloZzenom vydani (05990301G — jul 2011) pribalového letaka QFT, su

zhrnuté v nasledujucej tabulke:

Kapitola

Strana

Zmeny (zmeny)

5. Odber vzorky a manipulacia

9

Zmena metody pretrepavania

6. Navod na pouZitie 10 Zmeny pokynu k manipulécii so skimavkami s vzorkami krvi

6. Navod na pouZitie 12 Zmeny pokynu k manipulécii so vzorkami plazmy

10. Technické informacie 23 Doplnok: ,,MieSanie plazmy v centrifige pred odberom plazmy*
12. Technické sluzba zdkaznikom 26 Nova e-mailova adresa Technickej sluzby zdkaznikom
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Cellestis Limited (Australien) und Cellestis GmbH (Eur6pa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
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