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1. POUZITI

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) je diagnosticky test vitro, ktery ke stimulaci butk v heparinizované
piné krvi pouziva sis peptidi simulujicich ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4). K ideiktifci in vitro odezvy na
tyto peptidové antigeny, které jsou spojovany shkof Mycobacterium tuberculosisse vyuziva detekce
interferonuy (IFN-y) enzymovou imunoanalyzou (ELISA).

Test QuantiFERORITB Gold IT je nepimy test k hodnoceni infekdd. tuberculosigveetrs onemocsni) a je
uréen pro pouziti spot@é s hodnocenim rizika radiodiagnostikou a dalSininikkymi a diagnostickymi
vySetenimi.

2. SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

Tuberkuléza je fenosné onemoéni zpisobené infekci komplexem mikroorganismvl. tuberculosis(M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanymktera se obvykle 8i na nové hostitele kapénkovynieposem od
pacient s tuberkulézou respitaiho Ustroji. No¥ infikovany jedinec mize onemocét tuberkulézou Bhem
tydni az nesicl, ale u ¥tSiny infikovanych osob klinické onemoam nepropukne. Latentni infekce
tuberkulézou (LTBI) je nefenosné asymptomatické oneméein které u skterych jediné perzistuje a rive se
rozvinout do onemoemi tuberkuldzou o &kolik mésiai ¢i let pozdji. Hlavnim (&elem stanoveni diagnostiky
LTBI je zhodnotit moznosti by pri prevenci klinického onemoéni tuberkulézou. Do nedavné doby byl
jedinym zpisobem diagnostiky LTBI tuberkulinovy kozni testh@uculin skin test — TST). Kozni senzitivita
vici tuberkulinu se objevuje 2 aZz 10 tydpo infekci. Nektefi infikovani jedinci, nafiklad pacienti sfadou
onemocgni postihujicich imunitni funkce, ale i jinak zdfdidé, nemusi na tuberkulin zareagovat. Naopak
nékteré osoby, u nichz je velmi neprapoddobna infekceM. tuberculosis maji senzitivitu uci tuberkulinu a
maji pozitivni vysledky testu TST po vakcinaci kalima:ni vakcinou Bacillus Calmette-Guérin (BCG), infekci
mykobakteriemi jinymi ne#. tuberculosikomplex nebo z jinych, neznamyckidgn.

LTBI je nutné odliSit od onemo¢ni tuberkul6zou, coz je onemagn podléhajici povinnému hlaSeni, které
obvykle postihuje plice a dolni dychaci cestkadiv mize postihovat i jiné orgdnové systémy. Onendaén
tuberkulézou se diagnostikuje na zakahamnestickych Gdaja vySeteni fyzikalniho, radiodiagnostického,
histologického a mykobakteriologického.

Test QuantiFERORFTB Gold IT hodnoti odezvu lilkami zprostedkované imunity (Cell Mediated Immunity
— CMI) na peptidové antigeny, které simuluji mykkteaialni proteiny. Tyto proteiny, ESAT-6, CFP-10 a
TB7.7(p4), chykji ve vS8ech kmenech BCG a v&tsirgé netuberkuléznich mykobakterii s vyjimkddi kansasii,
M. szulgaia M. marinum* Osoby infikované mikroorganismeM. tuberculosiskomplex maji obvykle ve své
krvi lymfocyty, které tyto a dalSi mykobakterialantigeny rozpoznaji. Séasti tohoto procesu rozpoznani je
tvorba a sekrece cytokinu IFN-Detekce a nasledna kvantifikace IFlje zakladem tohoto testu.

Antigeny pouZité v testu QuantiFERGNB Gold IT jsou peptidova sés napodobujici proteiny ESAT-6,
CFP-10 a TB7.7(p4)Rada studii prokazala, Ze tyto peptidové antigeimustiji odezvu IFNy v T-buikach
osob infikovanychM. tuberculosispbvykle nikoliv u neinfikovanych osob nebo osob siakvanych BCG bez
onemockni nebo rizika LTBEE®? Na druhé strahodezvu IFNy mohou potenciathsnizit lékyci onemocini,
které porusuji funkci imunitniho systému.td¥ antigerim ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) mohou také reagovat
pacienti s gkterymi jinymi mykobakterialnimi infekcemi, nebbgeny kddujici tyto proteiny jsou obsazeniyly
kansasii, M. szulgaa M. marinum*?*Test QuantiFERORFTB Gold IT umouje testovani LTBI a s@asr je
uzitetnou ponfickou @i diagnostice infekceM. tuberculosiskomplex u klinicky nemocnych osob. Pozitivni
vysledek testu podporuje diagnézu tuberkuléznihenorcréni, pozitivni vysledek vSak mohou vykazovat i jiné
mykobakterialni infekce (ndpM. kansasii. Proto pro potvrzenii vylou¢eni onemoc#ni tuberkulézou je nutné
provést dalsi klinicka a diagnosticka vyset.



Princip metody

Systém QuantiFERONTB Gold IT vyuziva specializované krevni zkumavkgeré se pouZiji k odiou plné
krve. Ve zkumavkach se provadi inkubace krve paudb®24 hodin, po které se odebere plazma a kiyset
piitomnost IFNy vzniklého v reakci na peptidové antigeny.

Test QuantiFERORTB Gold IT se provadi ve dvou krocich. Nejprve aaebere plna krev do kazdé z
odbsrovych krevnich zkumavek QuantiFER®NB Gold, které tvéi zkumavka s nulovou kontrolou,
zkumavka s antigenem TB a nepovinna zkumavka syeritem.

Zkumavku s mitogenem Ize v testu QuantiFEROMB Gold IT pouzit jako pozitivni kontrolu. To ie byt
obzvlas¢ vhodné v situacich, kdy mame pochybnosti o imimtstavu vySébvaného pacienta. Zkumavka s
mitogenem rize také slouzit jako kontrola spraprovedené manipulace a inkubace krevniho vzorku.

Zkumavky se musi inkubovatifgeplog 37°C co nejtive, nejpozdji vS8ak do 16 hodin od odbu. Po 16 az 24
hodinach inkubace se zkumavky zcentrifuguji, plazseaodstrani a metodou ELISA se vyBetnoZstvi
piitomného IFNy (1U/ml).

Vysledek testu je pozitivni vifpads, Ze reakce IFNrve zkumavce TB antigenu je vyznaénwySSi nez hodnota
IFN-y IU/ml v nulové kontrole. Pokud pouzijete mitogenstimulovany plazmaticky vzorek, Ize jej pouzitgak
pozitivni kontrolu IFNy pro kazdy vySéeny vzorek. Nizk& reaktivita na mitogen (<0,5 1U/mikazuje
nevypo¥dni vysledek v fipac, Ze krevni vzorek méa také negativni reakci nagenly TB. Tento stav se
objevuje i nedostaténém pdétu lymfocytl, ve snizené aktivitlymfocyti v disledku nespravné manipulace se
vzorkem, nespravnému gimi/michani zkumavky s mitogenem, nebo nedotate schopnosti lymfocit
daného pacienta vytigt IFN-y. Nulovy vzorek koriguje vliv heterofilnich protték’ a nespecificky IFNg v
krevnich vzorcich. Koncentrace IFNve zkumavce s nulovou kontrolou se &itke od koncentrace IFN-ve
zkumavce s TB antigenem a zkumavce s mitogenepd@izita).

Doba potiebnd k provedeni testu

Doba potebnéa k provedeni testu QuantiFER®RB Gold IT je uvedena v dal$im textu, je uvedesiéétdoba
souwasného vyseéeni wtsiho p@tu vzorki ve skupinach:

Inkubace zkumavek s krviigeplog 37°C: 16 az 24 hodin

ELISA: Fiblizné. 3 hodiny pro jednu desgku ELISA
(28 az 44 osob)
» <1 hodina prace
» Pro kazdou dalSi desku pridejte 10 az 15 minut



3. CINIDLA A SKLADOVANI

Zkumavky pro odbér krve s antigenem tuberkulézy a kontrolou

Katalogoveé ¢islo 0590 0301

1. Nulova kontrola (Sedy kryt) 100 zkumavek

2. TB Antigen gerveny kryt) 100 zkumavek

3. Mitogenova kontrola (fialovy kryt) 100 zkumavek
POZNAMKA: Zkumavky jsou také k dispozici v jingohfiguracich:

Kat ¢ 0590 0201 100 x nulovych kontrol, 100 zkumavek s TB angge
Kat. ¢. 0593 0201100 x zkumavky s mitogenovou kontrolou.

Zkumavky pro vysokou nadmarskou vysku (viz oddil 5)
Kat. ¢ 0590 0501:(vysoka nadmiské vySka) 100 x nulové kontrola, 100 x TB antigen.
Kat. ¢ 0590 0505(vysoka nadmeka vyska) 100 x nulova kontrola, 100 x TB

antigen & 100 x mitogen.
Kat. ¢. T0593 050X vysoka nadmeka vySka) 100 x zkumavek s mitogenovou kontrolou.

Sowasti setu ELISA

Katalogoveé ¢islo 0594 0201

1. Stripy pro mikrotitr&ni destéku 24 x 8 jamek
2. Standard lidského IFN; lyofilizovany 1 x lahvika
3. Zeleny pufr (Diluent) 1x30ml

4. Konjugat, 100x koncentrat lyofilizovany 1x(8

5. 20x koncentrat promyvaciho pufru 1x2100 mi
6. Roztok s enzymovym substratem 1x30ml

7. Enzymaticky zastavovaci roztok 1x15mi

Potirebné materialy (které nejsou sofasti dodavky)

Inkubétor 37°C, C@neni nutny.

Kalibrované pipety s nastavovacim objemem pro aplikOpul az 1000ul s jednorazovymi Spkami.
Kalibrovana vicekanalova pipeta k aplikacijiGa 100ul s jednorazovymi Sgkami.

Trepaka mikrotitranich destiek.

Demineralizovana nebo destilovana voda — 2 I.

Promyvaka mikrotitratnich destiek (doporduje se automaticka promytka).

Ctecka mikrotitraénich destiek vybavena filtrem 450nm a refet@im filtrem 620nm az 650nm.



Pokyny k skladovani

Zkumavky pro odis krve

»  Skladujte zkumavky pro odbkrve i teploi 4°C az 25°C.
« Doba pouzitelnosti zkumavek pro datkrve soupravy QuantiFERCNTB Gold je 15 misiai ode dne
vyroby, jsou-li skladovanyipteplog 4°C to 25°C.

Cinidla soupravy

»  Skladujte soupravuipteplot 2°C az 8°C.

e Vzdy chraite roztok enzymového substratie@ pimym slunénim s\stlem.

« Doba pouZitelnosti soupravy ELISA QuantiFERDRB Gold IT je 3 roky ode dne vyroby, pokud je
skladovana i teplot 2°C az 8°C.

Rekonstituovana a nepouzitididla

Pokyny o zfisobu rekonstituc&inidel viz oddil 6 (strana 11).

» Rekonstituovany standard soupravy Ize uchovavatgiw 3 nésiai pii teplot 2°C az 8°C.
0 Zaznamenejte datum rekonstituce standardu soupravy.
» Po rekonstituci je nutné nepouzity 100x koncerkoatjugatu uloZit na misto skladovani s teplotou 2Z2C
8°C a je nutné jej také pouzit do 3sfol.
0 Zaznamenejte si datum rekonstituce konjugatu.
* Konjugat o pracovni koncentraci je nutné pouzfidm 6 hodin odifipravy.
» Promyvaci pufr o pracovni koncentraci Ize sklad@iapokojové teplat po dobu az 2 tydn



4. VAROVANI A UPOZORN ENi

Varovani

Negativni vysledek testu QuantiFER®NB Gold IT nevyl#uje moZnost infekc#. tuberculosis
nebo onemoaini tuberkul6zou: fale¥nnegativni vysledky mohou byt &gobeny stadiem infek

(nap. vzorek ziskany ifed rozvojem odezvy bétiné imunity), soutZznymi chorobami, kter
ovlivaiji imunitni stav organismu, nespravnou manipulseizkumavkami pro odb krve po
odbiru krve, nespravné provedeni metody nebo jiné ifugické prongnné faktory.

Pozitivni vysledek testu QuantiFERGNB Gold IT nesmi byt jedinym nebo zakladnifivddem
pro stanoveni diagnézy infekdd. tuberculosis Pfi nespravném provedeni metody se mo
objevit faleS# pozitivni vysledky.

Pozitivni vysledek testu QuantFERGNB Gold IT musi byt provazen dalsim klinicky
vySetenim a diagnostickym hodnocenim k diagnostice aktivberkul6zy (nap sg€r a kultivace
AFB, rentgen hrudnich orgéh

Ackoliv antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4) ckijfu vS8ech kmetn BCG a u ¥tSiny znamych
netuberkuléznich mykobakterii, je mozné, Ze poaitiwysledek testu QuantiFERGN'B Gold IT
muaze byt zfisobem infekciM. kansasii, M. szulganeboM. marinum V piipad podeeni na
tyto infekce je nutné provést alternativni testy.

lou
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Upozornéni
K diagnostickému pouziti in vitro.
Nebezpéné: Roztok enzymového substratwbsahuje3,3',5,5' tetramethylbenzidin, ktery je Skodlivii p
poziti, inhalaci nebo kontaktu sid. Drazdi Kz a ai. Mutagen. PouzZivejte ochranwiprukavice a
manipulujte jako s potencidlnim karcinogenem.
Skodlivé: Enzymaticky zastavovaci roztokobsahuje 550, ktera je Skodliva i poZiti, anim kontaktu,
kontaktu s KZi a inhalaci. Pouzivejte ochrandioorukavice a obvykly laboratorni ochrannyéed V
piipack, Ze se zastavovaci roztok dostane do kontaktizsrlebo ¢ima, vyplachite velkym mnoZzstvim
vody a vyhledejte Iékakou pomoc.

Skodlivé: Standard IFN-y a 100x koncentrat konjugatumohou po poZiti vyvolavat zaZivaci potize a
mohou zfiisobit podrazéni kize. Pouzivejte rukavice a obvykly laboratorni oohsaodsv.

S lidskou krvi zachazejte jako s potencidléinfekénim materidlem. Dodrzujte gisluSna doporteni pro
manipulaci s krvi.

U nekterych¢inidel se jako konzervai prisada pouzivadhiomersal. Tato latka pi poZiti, inhalaci nebo
kontaktu s kZi miZze mit toxické dinky.

Zeleny pufr (Diluent) obsahuje normalni mysi sérum a kasein, které maipoustt alergické reakce,
zabraite kontaktu s #Zi.

Nedodrzeni pokyi uvedenych v fibalovém letaku rive vést k chybnym vysledkn. Pred pouZzitim si
pesliveé proctéte pokyny.

Soupravu nepouzivejte, pokud je jakékoli lgkei s¢inidlem poSkozena, nebo &ehi gred pouzitim.
Nemichejte nebo nepouzivejtimidla ELISA z jinych $arZi souprav QuantiFER®NB Gold.
Nepouzit&inidla a biologické vzorky likvidujte v souladu dstmimi, statnimi a federalnimtedpisy.

Nepouzivejte zkumavky k odhu krve nebo soupravu ELISA po uplynuti doby poelaibsti.



5. ODBER VZORKU A MANIPULACE S NiM

Souprava QuantiFERONTB Gold IT pouZiva nasledujici zkumavky pro édkzorku:

1. Nulova kontrola (Sedy kryt s bilym krouZkem) (pdugio vySek 810 m n.m.).
2. TB Antigen €erveny kryt s bilym krouzkem) (pouZiti do vySek 8hh.m.).
3. Mitogenova kontrola — volitelné (fialovy kryt s fith krouzkem) (pouziti do vySek 810 m n.m.).

4. Nulové kontrola (Sedy kryt se Zlutym krouzkem) (pitiuve vySkach od 1.020 po 1.875 m n.m.).

5. TB Antigen gerveny kryt se Zlutym krouzkem) (pouziti ve vySkachl1.020 po 1.875 m n.m.).

6. Mitogenova kontrola — volitelné (fialovy kryt seufym krouzkem) (pouziti ve vyskach od 1.020
po 1.875 m n.m.).

Antigeny jsou pischlé na vnitni s€nu zkumavek pro odi krve, proto je nezbytné obsah zkumavéklddns
promichat s krvi. Zkumavky je nutné vlozit co riéyé¢ do inkubatoru s teplotou 32, nejpozdji do 16
hodin od odbru krve.

Pro dosazeni optimalnich vyslédje nutné dodrzet nasledujici kroky:

1. U kazdého vySeépvaného pacienta odeberte 1 ml krve venepunkeoigpdo jednotlivych zkumavek
pro odkr krve soupravy QuantiFERCNTB Gold IT.
* V nadmdskych vySkach do 810 métrpouzijte standardni zkumavky pro @&dbkrve
QuantiFERON. V nadmdskych vyskach nad 1020 métie nutné pouzivat zkumavky pro
odbsr krve ve vysoké nadniiské vysce (High Altitude — HA) soupravy QuantiFERDN

Pokud pouzivate zkumavky pro edkrve QuantiFERON® mimo tyto nadriské vySky, nebo
pokud se vyskytneipdberu maly tok krve, mivete krev natdhnout/étackou a 1 ml krve vzdy
dodat rwné do kazdé zeitzkumavek. Z bezfrostnich dvodi k tomu nejlépe odstiige jehlu
stiikacky — dodrzujte $f tom odpovidajici bezpbostni postupy, odstiige kryty ¥ zkumavek
QFT-Gold IT a dopite 1 ml krve do kazdé (p&ernou rysku na stransStitku zkumavky).
Zkumavky zase /¢ uzavete a promichejte jak popsano nize.

* Vzhledem k tomu, Ze do zkumavek se 1 ml krve na&alpongrné pomalu, ponechte
zkumavku na jehle dalSi 2-3 sekundy poté, co jemduka naplana tak, abyste zajistili
natazeni spravného objemu.

Cerna znaka na strad zkumavky ozraje plnici objem 1 ml. Zkumavky pro @dikrve
soupravy QuantiFERONTB Gold jsou validovany pro objemy v retpod 0,8 do 1,2 ml.
Pokud neni krev ve kterékoli ze zkumavek v blizkestiené znky, doporduje se odebrat
krev do nové zkumavky.

e Pokud gi odbéru krve pouzivate “jehlu stklélkem” predphite hadéku tak, aby byla vyplkna
krvi je$& pred nasazenim zkumavek soupravy QuantiFEROR Gold.

2. Promichejte zkumavkgikladnym protiepanimpo dobu 5 sekund(nebo 10krét) tak, aby se krev
rozprostelapo celém vni¥nim povrchu zkumavky.

» Dukladné promichani je zagebi k Uplné integraci obsahu zkumavky do krve.

« Béhem procesu prigpani pedpokladame zméni krve, které neovlije vysledky testu a
neni teba se jim zabyvat.

3. Oznate zkumavky spravh

4. Zkumavky je nutné ulozit do inkubétoru o tepl87°C co nejtive, nejpozdji do 16 hodin od odru.
Vzorky krve nechldte ani nezmrazuijte.



6. POKYNY K POUZITI

Prvni krok — Inkubace krve a odbér plazmy

Dodavané materialy

Zkumavky pro odbr krve QuantiFEROR-TB Gold IT (viz oddil 3).

Poti‘ebny material (ktery neni safasti dodavky)

Viz oddil 3.

Postup

1. Pokud se krev neinkubuje bezptesirt po odlkéru, je nutnéezprosttedné pied inkubaci zopakovat
promichani zkumavek zpisobem uvedenym v oddile 5.

2. Inkubuijte zkumavky v&ZPRIMENE POZICI pii teplot 37°C po dobu 16-24 hodin. Inkubator
nemusi mit C@nebo zviktovani.

3. Poinkubaci fi teplog 37°C je mozné uchovavat zkumavky pro édkrve gred dalSi centrifugaci po
dobu az 3 dinpii teplot 2°C az 27°C.

4. Po inkubaci zkumavekipteplot 37°C se odér plazmy provadi snadji po centrifugaci zkumavek po
dobu 15 minut $ rychlosti 2000 az 3000 RCF (g). Gelova zatkadidalnky od plazmy. Pokud k
tomu nedojde, je nutné zkumavky centrifugovatggstinou @i vySsi rychlosti.

* Plazmu Ize odebirat i bez centrifugace, avSak feénplazmu odebirat bez naruSenidun

5. Plazmatické vzorky Ize plnitifpmo ze zkumavek pro odbkrve na mikrotitrani desttku
QuantiFERON-TB Gold ELISA, a to obzvlastpii pouZiti automatické pracovni stanice ELISA.

6. Alternativns Ize vzorky plazmy fed imunoenzymatickym stanovenim skladovat bu
centrifugovanych zkumavkach nebo po &ubdo nddob na uchovéani plazmy. K&fad odeberte >150
ul plazmy do jamek mikrotitini destéky nebo mikrotitrénich zkumavek ve stojanu ve formatu 96
jamek a uzatete, aby nedoslo k rozliti nebo odeai vzorki béhem jejich skladovani.

» Vzorky plazmy Ize skladovat po dobu az 4 t§diii teplot 2°C az 8°C nebo delSi dobii p
teplo€ pod -20°C (pokud mozndigteplo& nizsi nez -70°C).



Krok dv & — ELISA lidského IFN-y

Dodéavané materiély

Souprava ELISA QuantiFERONTB Gold (viz oddil 3).

Poti‘ebné materialy (které nejsou sééisti dodavky)

Viz oddil 3.

Postup

1. VSechny plazmatické vzorky @nidla s vyjimku 100x koncentratu konjugéatu je réitnechat temperovat
pied pouzitim na pokojovou teplotu (22°C + 5°C). Neectyto materialy dosahnout této teploty nejméa
minut.

2. Z rameku odstrate stripy, které nejsou zagebi, ogt uzawete plastovy obal a wte do ledniky k
uloZeni az do doby dalSiho pouziti.

Pripravte nejméa jeden strip standardu QuantiFER®NB Gold a dostatay paset stripi pro vySetované
pacienty (viz Obrazky 2A & 2B pro dvouzkumavkovéiezkumavkové formaty). Po pouziti uchovejte
rameek a kryt pro pouziti se zbyvajicimi stripy.

3. Rekonstituujte lyofilizovany standard soupravy (lStandard) s takovym mnoZzstvim demineralizované
nebo destilované vody, které je uvedené na gemidahvicky se standardem. Setrpromicheijte, aby se
minimalizovala tvorba gy a zkontrolujte Ze doSlo k Uplnému rozgugt Po rekonstituci standardu na
stanoveny objem vznikne roztok s koncentraci 8/miU

Poznamka: Rekonstiténi objem standardu (Kit Standard) se u jednotlivysarzi lisi.

Rekonstituovany Kit Standard pouzijte k séeidéni 1 : 4 IFNy v zeleném pufru (Green Diluent — GD) —
viz Obrazek 1. S1 (Standard 1) obsahuje 4 IU/al,(Standard 2) obsahuje 1 IU/ml, S3 (Standard 3)
obsahuje 0,25 IU/ml a S4 (Standard 4) obsahuje/Mll\;samotny GD). Testovani standarsk provadi
nejmérk v duplikatu

DOPORWENY POSTUPPRODUPLIKATY DOPORWENY POSTUPPRO
STANDARDU TRIPLIKATOVY STANDARD

a. Oznate 4 zkumavky ,S1% ,S2% ,S3“ a. Oznate 4 zkumavky ,S1% ,S2% ,S3°
24" w34
b. Pridejte 150 GD do S1, S2, S3, S4. b. Pridejte 150l GD do S1.
c. Pridejte150pul Kit Standardu do S1 c. Pridejte210 plGD do S2, S3, S4.
a dikladne promichejte. d. Pridejte 150 plKit Standardu do S1
d. Prenesteb0 plz S1 do S2 a dikladng promichejte.
a dikladne promichejte. e. Pteneste70 plz S1 do S2
e. Prenestés0 plz S2 do S3 a dikladns promichejte.
a dikladre promichejte. f. Pfeneste&7O plz S2 do S3
f.  Samotny GDje jako nulovy standard (S4 a dikladns promichejte.
g. Samotny GD se pouZivad jako nulovy
standard (S4).
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OBRAZEK 1. Priprava standardni k¥ivky

150 L

(Kit Standard)
8,0 IU/mL

50 nebo 70 50 nebo 70

m@@@

S1 S2 S3
L Y Y
Standard 1 Standard 2 Standard 3
4,0 IU/mL 1,0 IU/mL 0,25 IU/mL

» Pro kazdé stanoveni ELISAipravtecerstvéredni Kit Standardu.

S4

Standard 4
0 IU/mL
(POUZE GD)

Rekonstituujte lyofilizovany 100x koncentrat konfg s 0,3 ml demineralizované nebo destilované vody
Setrré promichejte, abyste zamezili tvérpény a zkontrolujte, Ze doSlo k Uplnému rozgagkonjugatu.

Konjugat o pracovni koncentraci ségoavi rozpustnim koncentrovaného mnozstvi rekonstituovaného
konjugatu v 100x koncentraci v zeleném pufru, gkiyedeno v Tabulce 1 <iprava konjugatu.

TABULKA 1. Priprava konjugatu

. OBJEM KONCE OBJEM

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

2 wou 1,0 ml

3 15ul 1,5ml

4 20l 2,0ml

5 25ul 2,5ml

6 30u 3,0 ml

7 35ul 3,5ml

8 400l 4,0 ml

9 45l 4,5 ml

10 50l 5,0 ml

11 55ul 55ml

12 60 pl 6,0 ml

 Dukladrg, ale Setrtéy promichejte tak, aby nedoslo képpni.

» Nepouzity 100x koncentrovany konjugat tteado skladovaciho prostoru s teplotou 2°C az &&nzit

po pouziti.

» Pouzivejte pouze zeleny pufr.

Pred vlastnim testem je nutné vzorky plazmy promich&t aby doSlo k rovno#mné distribuci IFNy v

celém vzorku.

Vicekanalovou pipetouifilejte do pozadovanych mikrotitmaich jamek ELISA 5Qul cerstw pripraveného
konjugatu o pracovni koncentraci.

Do prislusnych mikrotitranich jamek pidejte vicekanalovou pipetou 50 pl testovanych kizgslazmy
(doporwené rozlozeni desgk viz Obrazky 2A & 2B). Nakonedigejte 50 pl kazdého ze standéartt4.
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10.

OBRAZEK 2A. Doporuéené rozloZeni vzork pro zkumavky s nulovou kontrolou a TB antigenem
(44 testi na mikrotitra éni desticku)

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 m >

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

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
e 1IN (Vzorek 1. Plazma s nulovou kontrolou); 1A (Vebrl. Plazma s TB antigenem).

OBRAZEK 2B. Doporuéeni rozlozeni vzorki pro zkumavky s nulovou kontrolou, TB antigenem &
mitogenem
(28 testi na mikrotitra ¢ni destiéku)

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

5N |5A |5M |9N | 9A | O9M | 17N | 17A | 17M| 25N | 25A | 25M

6N | 6A |6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M

7N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 11IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M

I ® MmOl Ol ®m >

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

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
e 1IN (Vzorek 1. Plazma s nulovou kontrolou); 1A (Vebrl. Plazma s TB antigenem);
1M (Vzorek 1. Plazma s mitogenovou kontrolou).

Smichejte konjugat a vzorky plazmy/standardyikladré je promichejte natrépace mikrotitr&nich
destEek po dobu 1 minuty.

Kazdou destiku prikryjte vickem a inkubujte  pokojové teplot (22°C + 5°C) po dobu 120 + 5 minut.

» Be¢hem inkubace nesmi byt de&ty vystaveny pimému slun&nimu swtlu.

Béhem inkubace radte jednu c¢ast 20nasobného koncentratu promyvaciho pufru s c¢4€tmi
demineralizované nebo destilované vodyaliladns promichejte. Mnozstvi 20x koncentratu promyvaciho

pufru postauje na pipravu 2 L promyvaciho pufru o pracovni koncentraci

Promyjte mikrotitr&ni jamky s400ul promyvaciho pufru o pracovni koncentraci v_nejténcyklech
Doporutuje se pouziti automatické promyks mikrotitracnich destiek.

» Dikladné promyti je pro vysledek testu velnileFité. Ujiséte se, Zze kazda mikrotittai jamka je zcela
vyplnéna promyvacim pufrem v kazdém promyvacim cyklu abkkaji. Mezi kazdym cyklem se
doporiuje doba luhovani nejmé&r sekund.

» Do nadoby na odstranou tekutinu je nutnéftlat standardni laboratorni dezindek prostedek a
dodrzovat zavedené postupy pro dekontaminaci pigtesianfekéniho materialu.
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11. Vyklepréte destiky dnem vzliru do savého materidlu k odstéan zbytki promyvaciho pufru. Do kazdé
mikrotitraéni jamky gidejte 100l roztoku enzymového substratu akthdnt promichejte naiepace
mikrotitraénich destiek.

12. VSechny destky piikryjte vickem a inkubujte v pokojové teptof22°C + 5°C) po dobu 30 minut.
» Destitky nesmi byt Bhem inkubace vystavenyigobeni pimého slunéniho sétla.

13. Po 30 minutach inkubacédejte do kazdé mikrotittmi jamky 50ul enzymového zastavovaciho roztoku a
promichejte.

» Enzymovy zastavovaci roztok je nutnédgvat do mikrotitrénich jamek ve stejném padi a piblizng
stejnou rychlosti, jako bylfgavan substrat v kroku 11.

14. V kazdé jamce z¥ite absorbanci (A) do 5 minut od zastaveni reakcpam#iti ¢tecky mikrotitratnich
desttek vybavené filtrem 450 nm a refetafm filtrem 620 nm az 650 nm. K vypin vysledk se
pouzivaji narsfené hodnoty absorbance.

7. VYPOCTY A INTERPRETACE TESTU

Spolenost Cellestis dodava analytické software Quant®ERTB Gold IT, ktery Ize pouZit k analyze
primarnich dat a vypiu vysledK.

Tento software provadi kontrolu kvality testu, vyeostandardniiivku a stanovi vysledek testu u kazdého
pacienta tak, jak je podrolinuvedeno v oddile Interpretace vyslédk

Jako alternativu k pouziti analytického software a@iFERON-TB Gold IT Ize stanovit vysledky
nasledujicim postupem:

Tvorba standardni k¥ivky

(v pfipad?, Ze se nepouziva analyticky software QuantiFERGRB Gold IT)

Stanovte pimérnou hodnotu absorbance replik&tandard na kazdé desite.

Sestavte standardni logaritmickotivku logeyloge vynesenim logaritmu pmérné hodnoty A (osa y) v
zavislosti na logaritmu lqg koncentrace IFN+ v standardech 1U/ml (osa x), nulovy standardchto vypati
vynechejte. Za pouziti regresni analyzy v§gste linii nejvhodrjsi pro stanoveni standardriivky.

Standardni kvku pouZivejte ke stanoveni koncentrace NNU/ml) pro kazdy z testovanych vzdrlplazmy s
pouzitim hodnoty absorbance kazdého vzorku.

Vypocty lze provadt za pouziti softwarovych bakt dodavanych stteckami mikrotitratnich destiek,
standardniho tabulkového procesoru nebo statistackeoftware (nap Microsoft Excel). Doportujeme
pouzivat tyto softwarové baky k vypaitu regresni analyzy, koeficientu variace (% CV) ptandardy a
korelainiho koeficientu (r) standardnfiiky.
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Kontrola kvality testu

Presnost vysledktestu zavisi na tvotbpresné standardnitikky. Proto je nutné vysledky standérdhodnotit
pied interpretaci samotnych vyslédiestovanych vzoik

Pro validitu testu ELISA jsou nutné nasledujici pdiaky:

Priamérna hodnota A pro Standard 1 musi byt= 0,600.

Vypoétené % CV pro replikované hodnoty absorbance pro $tndard 1 a Standard 2 musi byt<
15 %.

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

Korelaéni koeficient (r) vypoéteny z hodnot piimérné absorbance standardé musi byt >0,98.

Analyticky software QuantiFERONTB Gold vypaite a zobrazi tyto parametry kontroly kvality.

Pokud nejsou sp#ma vySe uvedena kriteria, provedené stanovenivadidini a je nutné je opakovat.

Pramérna hodnota A pro nulovy standard (zeleny pufr) mu$ byt < 0,150. Pokud je pfimérna

hodnota A > 0,150, je nutné zkontrolovat postup promyvani mikrditra énich destiéek.

14



Interpretace vysledki

Vysledky testu QuantiFERONTB Gold IT je nutné interpretovat podle nasledigickriterif:

POZNAMKA : Stanoveni nebo vylodeni diagnézy onemocéni tuberkulézy a zhodnoceni
pravdépodobnosti LTBI vyzaduje kombinaci epidemiologickyd, anamnestickych, Kklinickych a

diagnostickych nalefi, které je nutné zohlednit i interpretaci vysledki testu QuantiFERON®-TB Gold
IT.

ZKUMAVKY S NULOVOU KONTROLOU & TB ANTIGEN

Nulova TB Antigen minus nulova g ®
kontrola kontrola Quantl['lzjiﬁl\l -TB Hla3eni/Interpretace
[IU/mlI] [IU/ml]
<0,35 . .
Neaativni Infekce M. tuberculosiSIENI
> 0,35 a < 25 % hodnoty nulové 9 pravdspodobna
<380 kontroly
> 0,35 a> 25 % hodnoty nulové Pozitivnit Infekce M. tuberculosis
kontroly pravceépodobné
>80 Jakykoli vysledek Nevypovedni® Vﬁ’;;iﬂ\'ji};umka%‘i’g’tﬁ’goﬁﬂ'

1 U pacient, kde neni podéeni na infekciM. tuberculosisje mozné prvni pozitivni vysledky konfirmovat opatanim
testu fivodniho vzorku plazmy v polosmim fredsni (duplikét) v testu QuantiFERGNTB Gold ELISA. Pokud opakované
testovani jednoho nebo vice replikatkazuje pozitivni vysledek, je nutné u daného guatei povazovat vysledek za
pozitivni.

2V klinickych studiich nslo koncentraci IFNt > 8,0 1U/ml v nulové kontrole mémez 0,25 % pacieit

3 Mozné giciny viz oddil Odstraovani problén.

VySe namdiené koncentrace IFMnelze korelovat se stadiem nebo stuprinfekce, stupdm imunitni odezvy
nebo pravdpodobnosti progrese do aktivhiho onenimin
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OBRAZEK 3. Schéma interpretace i pouziti zkumavek s nulovou kontrolou a & TB ANTIGENEM

TB Antigen — Nil
> 0,35 IU/mL

INTERPRETACE

Ano

TB Antigen — Nil =2 25 %
oproti hodnoté Nil lU/mL

Ano
Ne
Nil < 8,0 IlU/mL
oo e }
VALIDACE
Ano
v

POZITIVNI




PRI POUZITI ZKUMAVEK S NULOVOU KONTROLOU, TB ANTIGENE M A MITOGENEM

Nulovd  TB Antigen minus nulova Mitogen minus

QuantiFERON®-TB

kontrola kontrola nulova kontrola [IU/mi] HlaSeni/Interpretace
[1U/ml] [1U/ml] [IU/mi] *
<0.35 = 05 Infekce M. tuberculosiNENI
Neaativhi Ltu ulosi
> 0,35 a <’ 25 % hOdnoty > 05 ega vnl pravcépodobné
nulové kontroly '
5 -
< 8.0 > 0,35a ’25 % hodnoty Jakykoli vysledek Pozitivni2 Infekce M. tuberculpsuse
nulové kontroly pravdspodobna
< 0,35 <05
> 0,35 a < 25 % hodnoty . 3 Vysledky maji nevyposdni
nulové kontroly <05 Nevypowdni reaktivitu k TB Antigenu
> 8,0 Jakykoli vysledek Jakykoli vysledek

! Odezva na pozitivni kontrolu s Mitogenem kay | TB antigen) mZe byt EZné mimo rozgti stecky mikrotitrasnich
destiek. To nijak neovliiuje vysledky testu.

2 U pacient, kde neni podéeni na infekciM. tuberculosisje mozné prvni pozitivni vysledky konfirmovat opanim
testu fivodniho vzorku plazmy v polosmim fedni (duplikat) v metod QuantiFERON-TB Gold ELISA. Pokud
opakované testovani jednoho nebo vice reglikitazuje pozitivni vysledek, je nutné u danéhogratei povazovat vysledek
za pozitivni.

% Mozné piciny viz oddil Odstraovani problér.

*V Klinickych studiich ntlo koncentraci IFN¢ > 8,0 1U/ml v nulové kontrole mémez 0,25 % paciednt

VySe nandiené koncentrace IFMnelze korelovat se stddiem nebo stiprinfekce, stupém imunitni odezvy
nebo pravépodobnosti progrese do aktivhiho onenimin
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OBRAZEK 4. Schéma interpretace vysledk p¥i pouziti zkumavek nulové kontroly, TB ANTIGENU &

MITOGENU

INTERPRETACE

Mitogen — Nil < 0,50 1U/mL,
pfipadné Nil > 8,0 lU/mL

Ne

A 4

NEGATIVNI

TB Antigen — Nil
= 0,35 IU/mL

Ano

TB Antigen — Nil = 25%
oproti hodnoté Nil lU/mL

NELZE
HODNOTIT

VALIDACE

Ne J Ano

Nil < 8,0 IU/mL }

Ano
A 4

POZITIVNI
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8. OMEZENI METODY

Vysledku testu QuantiFERONTB Gold IT je nutné pouZit spales s epidemiologickymi Gdaji, aktualnim
zdravotnim stavem a dalSimi diagnostickymi vigetmi daného pacienta.

Osoby s hodnotou nulové kontrolgtsi nez 8 IU/ml se hodnoti jako ,nevygmini”, neba reakce na TB
antigen o 25 % &Si miZze byt mimo nifitelné hodnoty metody.

Nespolehlivé vysledky mohou nastatistedku:
e Odchylkou od postupu uvedenéhotibalovych informacich,

» Nadngrnou koncentraci cirkulujiciho IFMnebo gitomnosti heterofilnich protilatek,
»  Prekraienim 16hodinového intervalu od adb vzorku krve do inkubaceigeplog 37°C.

9. FUNKCNIi CHARAKTERISTIKY
Klinické studie

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje jednommastandard pro diagnostiku latentni tuberkulonfékce (LTBI),
odhad senzitivity a spedifiosti pro test QuantiFERCONTB Gold IT nelze prakticky hodnotit. Spegifiost
testu QuantiFERORITB Gold IT byla fiblizng stanovena hodnocenim falégrozitivnich vysledk osob s
nizkym rizikem (bez znamych rizikovych fakirtuberkul6zni infekce. Citlivost bylariblizné stanovena
vySetenim skupin paciefits kultivatné potvrzenym aktivnim onemoé&nim TBC.

Specificnost

V jedné studii provedené v USA, které s¢asinilo 866 dobrovolnik byla odebrana krev pro vygeni v testu
QuantiFERON-TB Gold IT v okamziku aplikace TST. Demografickédrmace a rizikové faktory TBC byly
stanoveny za pouziti standardniho dotazniku & destovani. Z 432 dobrovolnikbez znamych rizikovych
faktori infekceM. tuberculosisyly u 391 k dispozici vysledky testu QuantiFERGNB Gold IT a TST.
Zadny z pacieritnedostal vakcinu BCG. Druha studie spénifisti byla provedena s testem
QuantiFERON-TB Gold IT u osob s nizkym rizikem v Japonskujchii fiblizng 90 % v minulosti dostavalo
vakcinu BCG. Vysledky obou studii spegifosti jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Specifinost testu QuantiFERON®-TB Gold IT: Vysledky osob bez znamych rizik infeke M.
tuberculosis

Podet.
= Pozitivnich - Poget. -
Status BCG Celkem 'POcevt. ’ vysledki Specifiénost Pozitivni Specifiénost
Sl 0 vySetenych "€VYpowdnich QFT-G/potet b TST/potet =
vakcinovanych | V' Y GFT-G =P (95% CI) > 1 /PO (95% Cl)
validnich vySettenych
testi
USA
. . 99,2 % 98,5 %
0 ; ,
(nepublikovana 0% 391 1 3/390 (97.6-99.8) 6/391 (96,5-99,4)
studie)
Japonsko o
(nepublikovand  ~90 % 190 4 3/186 98,4 % - ;
. (95-99,6)
studie)
5/584 o
CELKEM 581 (0.9%) 6/576 99,0 % - -

*Jako hranini hodnota TST bylo pouzito 10 mm. Odhadovana §igaecist TST je 99,1 %ippouziti hrantni
hodnoty 15 mm.

Sensitivita pro aktivni TBC

Vyseteni ke stanoveni citlivosti testu QuantiFERGNB Gold IT bylo provadno u osob s podéznim na
TBC v Australii a Japonsku, u nichz byla naskegotvrzena infekc/. tuberculosiskultivaci. Na rozdil od
tuberkulézni infekce (LTBI), kde neni jednozng standard, vifjpads onemocani je vhodnym kriteriem
mikrobiologicka kultivaceM. tuberculosisnebd nemocni pacienti jsou infikovani podle definicéed®
odbirem krve pro test QuantiFERGN'B Gold IT byli pacienti léeni mért neZ 8 dni.
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Tabulka 3 pinasi shrnuti nalézod dvou skupin pacieins pozitivni kultivaciM. tuberculosisCelkova citlivost
testu QuantiFERORITB Gold IT u aktivniho onemoeéni TBC bylo 89 % (48/54).

Tabulka 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Pacienti s kultiva&éné potvrzenou infekciM. tuberculosis

Onemocreni Poget pozitivnich Citlivost QFT-Gold

(95% Cl)

STUDIE potvrzeno na vysledki QFT-Gold /
zakladé pocet validnich testi

Japonska validai studie . 89 %
pacienti s TBC Kultivace 24l21 (7296 %)
0,
Australska Plicni 7110 70 %
SIosie . (40-89 %)
validasni studie Kultivace 100 %
pacienti s TBC Mimoplicni 171717 (82-100 %)
89 %

CELKEM 48 /54 (78-95 %)

Diagnostika a LTBI
Na podporu funénich vysledk testu QuantiFERORNTB Gold IT u iznych populaci s rizikem LTBI byla
publikovanarada studii. Zakladni zji&i nekolika vybranych studii jsou zobrazena v tabulce 4.

Tabulka 4. Vybrané publikované studie testu QuantiERON®-TB Gold IT v populacich s rizikem LTBI.

Celkovy pocet

STUDIE Vysledky a zjistni

vySetrenych

Prostedi s velmi vysokym vyskytem TBC. 40 % pozitivnigtsledii QFT-
Indicka HCW 796 Gold IT a 41 % pozitivnich vysledkTST na 10 mm. VVysoka konkordance
(Paiet al2005§" TST bez vlivu BCG na obou stranach. Oba testy ertpXk rizikovym

faktorim véku a délky prace ve zdravotnictvi.

Celkové prevalence LTBI podle testu QFT-Gold ITd#l6 % (27/590) u
Danska HIV HIV* pozi_tivnl'ch osp_b. Pozitivm’ vysledky byly spojes]yizikem TBC. U_
(Brocket al 2006§ 590 dvou pacient s pozitivnim testem QFT-Gold IT doslo do 1 rokprkgresi

do aktivni TBC. Nevypoddni reakce (n=20. 3,4 %) byly vyzna#énspojeny
s paitem CD4 <100 / pl.

Déti s poderenim na TBC nebo anamnézou kontaktu s osobou nemocn
TBC podstoupily vySéeni QFT-Gold IT a TST. Test QFT-Gold IT byl

pozitivni u 10,5 % a TST byl pozitivntiglO mm u 9,5 %. Shoda mezi test)
byla celkem 95,2 % a u osob nevakcinovanych BCG%00

Hospitalizované &i

(Dograet al 2006} 105

Byly vySeteny blizké kontakty 15iznych nemocnych osob. Vakcinaci
BCG v anamnéze #o 51 %, 27 % z nich se narodilo v cigirCelkem 70 %
Némecké kontakty 309 osob vakcinovanych BCG a 18 % nevakcinovanyetompozitivni vysledek
(Diel et al2006}* TST (5 mm), pozitivni vysledek QFT-Gold ITéo pozitivnich 9 %
vakcinovanych BCG a 11 % nevakcinovanych. Vyslessku QFT-Gold IT
byl spojen s rizikem TBC. TST byl spojen pouze kciaaci BCG.

Mnohem tsi paset publikaci popisuje vysledky ménitlivé verze testu QuantiFERGNIB Gold s tekutym
antigenem (fedchidce testu QuantiFERONTB Gold IT) a testu QuantiFERONTB Gold IT. Tyto studie
hodnoti kontakty paciefits aktivni TBC 1% 22 gti®1% 25 28 1|/ pozitivnich osob > %° zdravotnik®® 2 32
osob s potlgenou imunitod * 2% 2% 27393 dale osob s podenim na TBC & 83 osob s nizkym riziketn

Opakovatelnost a vliv TST na nasledné testovann@eBERON’-TB Gold
Jako soudast americké studie spe¢ifiosti byla podskupina dobrovoliilopakovag testovana za 4 az 5 tyiin
po Gvodnim testu QuantiFERGNB Gold IT test a TST. Vysledky tésQuantiFERON-TB Gold IT byly k

dispozici v obowasovych intervalech u 260 dobrovoliik stupé shody byl 99,6 % (259/260)r€dchozi test
TST neindukoval pozitivni reakci testu QuantiFERGNB Gold IT.
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10. TECHNICKE INFORMACE
Nevypowdni vysledky

Nevypowdni vysledky by se #hy vyskytovat vzacé a mohou byt projevem imunitniho stavu vy8eaného
pacienta, ale mohou také bytigpbenyadou technickych faktér

» Prekraienycasovy interval 16 hodin od o#tu krve do inkubaceipteplot 37°C
» Skladovéani krve mimo dopotané teplotni rozmezi (2€ + 5°C)

* Nedostaténé promichani krve v odlovych zkumavkéach

e NeuUplné promyti mikrotitrénich destiek ELISA

Pokud mate podéeni na technicky problémfipodbéru nebo zpracovéni vzoikkrve, zopakujte cely test
QuantiFERON-TB Gold IT s novym vzorkem krve. Opakovani testl$A u stimulované plazmy Ize provést
v piipad podezeni na nedostateé promyti nebo jinou technickou zavadii provadni testu ELISA.
Nevypowdni vysledky, které mohou byt &gobeny nizkou hodnotou mitogenu nebo vysokou hadnotlové
kontroly, se nebudouipopakovani testu smit v pripack, Ze nedosSlo k chybpti provadni testu. Nevyposdni
vysledky je nutné jako takové ozfiia Lékai se potom mohou rozhodnout o @&db nového vzorku, nebo
provadni dalSich vykof podle poteby.

Vzorky srazené plazmy

Pokud se i dlouhodobém skladovani vzdrlplazmy vytvdi fibrinova zatka, vzorky centrifugujte tak, aby
doslo k sedimentaci srazeného materidlu a sfjidmu pipetovani plazmy.
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Odstratiovani problémi testu ELISA

Nespecifické zbarveni

MOZNA P RiCINA

RESENI

NeUpIné promyti mikrotitréni destéky.

Promyijte destiku nejmég 6x promyvacim pufrem o objemu 400
pl/na jamku. V zavislosti na pouzité promyea mize byt zapdebi
vice nez 6 promyvacich cyklMezi cykly je nutné dodrzet dobu
louhovani nejméh5 sekund.

Zktizena kontaminace jamek ELISA.

Pri pipetovani a michani vzailpostupuijte opatih abyste toto riziko
snizili.

Uplynuti doby pouzitelnosti setu/stastek.

Zajistéte pouziti soupravyipd uplynutim doby pouzitelnosti. Zajitt
pouziti rekonstituovaného standardu a 100x konéanionjugéatu do
tiéi mésiol ode dne rekonstituce.

Roztok s enzymovym substratem je
kontaminovany.

Modte zbarveny substrat zlikvidujte. Zaji# pouziticistych
zasobnik nacinidla.

Nizké hodnoty absorbance u standard

MOZNA P RiCINA

RESENI

Chybaredni standard.

Zajisttte spravnou fipravuredéni standard podle gibalovych
informaci.

Chyba pipetovani.

Zajiste kalibraci pipet a pouziti podle pokyymyrobce.

Prilis nizka inkubani teplota.

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

Prilis kratka inkubani doba.

Inkubace destky s konjugatem, standardy a vzorky mé trvat 120 +
minut. Roztok s enzymovym substratem se inkubujmikaotitratni
desttce po dobu 30 minut.

Pouziti nespravného filtrétecky destéek.

Destitky je nutné odétat i vinové délce 450 nm s refergrim
filtrem v rozmezi 620 az 650 nm.

Cinidla jsou gilis chladna.

VSechn&inidla s vyjimkou 100x koncentratu konjugétu je méit
temperovat na pokojovou teplotiggd zahajenim testu. To trva
priblizn¢ jednu hodinu.

Uplynula doba pouZitelnosti
soupravy/sotastek.

Zajistéte pouziti soupravyied uplynutim doby pouzitelnosti. Zajt
pouziti rekonstituovaného standardu a 100x konéanionjugéatu do
tif mésiail ode dne rekonstituce.
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Vysoka absorbance pozadi

MOZNA P RiCINA RESENI

Promyijte destiku nejmég 6x promyvacim pufrem o objemu 400
pl/na jamku. V zavislosti na pouzité promyea mize byt zapdebi
vice nez 6 promyvacich cyklMezi cykly je nutné dodrZet dobu
louhovani nejméh5 sekund.

NeUpIné promyti destek.

Inkubace testu ELISA musi probihat pokojové teplot 17°C az

PriliS vysoka inkubani teplota. 27°C.

Zajistéte pouziti soupravyied uplynutim doby pouzitelnosti. Zajtt

Uplynula doba pouzitelnosti pouziti rekonstituovaného standardu a 100x konéanionjugéatu do

soupravy/sotastek. tif mésiail ode dne rekonstituce.
Roztok s enzymovym substratem je Modte zbarveny substréat zlikvidujte. Zafigt pouziticistych
kontaminovany. zasobnik nacinidla.
Nelinearni standardni/fvka a variabilita duplikéag
MOZNA PRICINA RESENI

Promyjte destiku nejmég 6x promyvacim pufrem o objemu 400 pl/na
jamku. V zavislosti na pouzité promyiee mize byt zapdebi vice neZ
6 promyvacich cykl. Mezi cykly je nutné dodrzet dobu louhovani
nejmért 5 sekund.

NeUpIné promyti destek.

Zajistéte spravnou fipravuredEni standard podle gibalovych

Chybaredini standardl. ; ;
informaci.

Michejtecinidla dikladrg obracenim nebo Setrnym promichanitadp

Nedostaténé promichani. ptidanim na mikrotitréni destéku.

Nekonzistentni technika pipetovani nebo Pridavani vzork a standantl musi probihat kontinuélnim égobem.
preruSeni Bhem sestavovani soupravy. Pred zahajenim testu museji byt vSectiméla pfipravena.

Video o provedeni testuraSeni ¥tSiny technickych problétnnaleznete na CD-ROM ,Informace o vyrobku a
technickéa pirucka“, kterou ntizete ziskat zdarma od spaesti Cellestis nebo vaseho distributora.
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12. TECHNICKA PODPORA

Technickou podporu ziskate na nasledujicich kontakttelefonickyckislech:

Cellestis International Pty Ltd: Telefon: +61 37253500

Fax: +61 3 9571 3544
Email: quantiferon@cellestis.com
Internet: www.cellestis.com

Cellestis GmbH: Telefon: +49 6151 42859 -0
(Evropa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

Email: europe@cellestis.com
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13. ZKRACENY POSTUP TESTU

KROK 1 — INKUBACE KRVE

Odeberte krev pacienta do zkumavek pro&odb
krve a promichejtedikladnym protiepanim
zkumavek po dobu 5 sekund (nebo 10kratiak,
aby doSlo k pokryti veSkerého vnittniho
povrchu zkumavky krvi.

Zkumavky inkubujte vesvislé poloze pi teplog
37°C po dobu 16 az 24 hodin.

Po skoweni inkubace zkumavky zcentrifugujte
po dobu 5 aZz 15 minutfip2000 az 3000 g RCF <=
(9) k odctleni plazmy a erytrocyt = ,:Q

Po centrifugaci odeberte z kazdé zkumavky
vzorek plazmy ke kvantifikaci koncentrace IFN-
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KROK 2 — ELISA IFNy

Ponechte jednotlivé slozky soupravy ELISA
temperovat na pokojovou teplotu po dobu nejinén : Al
60 minut, s vyjimkou 100x koncentrovaného S

konjugatu.

Rekonstituujte standard na 8,0 1U/ml destilovanou
nebo demineralizovanou vodouigtavte étyti (4)
standardnfedni.

Rekonstituujte  lyofilizovany 100x koncentrat @

konjugatu v destilované nebo demineralizované
VoK.

Pripravte konjugat o pracovni koncentraci se / /
zelenym pufrem a do vSech jamek aplikujteub0 U I—l Ll

A\

Do prislusnych mikrotitranich jamek aplikujte ////
50 pl vzork testované plazmy a 50 pl standard U l_l u I_l

Promichejte za pouzitfepaky.

Inkubujte @i pokojové teplot po dobu 120
minut.
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10.

11.

12.

Mikrotitraéni jamky promyjte nejmén 6x
promyvacim pufrem o objemu 400 pl/jamku.

Do mikrotitratnich jamek aplikujte 100 pl ////
enzymatického substratového roztoku. U I—l u I_l
Promichejte za pouzittdpaky.

Inkubujte [ pokojové teplat po dobu 30 minut.

Do vSech mikrotitrénich jamek fidejte 50 ul ////
zastavovaciho roztoku. Promichejte za pouziti U I—l Ll I_i
tiepaky.

Vysledky odgitejte @i vinové délce 450 nm s '11
referednim filtrem o vinové délce 620 az 650 :
nm.

Provel'te analyzu vysledk
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