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Ugel pouzitia

Test QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) je in vitro diagnosticky test, v ramci ktorého
sa pouziva zmes peptidov simulujucich proteiny ESAT-6 a CFP-10 na stimulaciu buniek
v heparinizovanej celej krvi. Detekcia interferonu-y (IFN-y) pomocou enzymatickej
imunosorbencnej analyzy (ELISA) sa pouziva na identifikaciu in vitro reakcii na tie peptidové
antigény, ktoré suvisia s infekciou Mycobacterium tuberculosis.

QFT-Plus je nepriamy test infekcie M. tuberculosis (vratane suvisiaceho ochorenia) a tento
test sa pouziva spolu s hodnotenim rizika, radiografiou a dalS§imi zdravotnickymi
a diagnostickymi hodnoteniami.

Suhrnné informacie o teste a jeho objasnenie

Tuberkul6za je nakazliva choroba, ktora spdsobuju komplexné organizmy M. tuberculosis
(MTB) (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) a ktora sa typicky $iri na novych hostitelov
prostrednictvom vzduchom prenasanych kvapdckovych jadier od pacientov s respira¢nou
tuberkulézou. Ochorenie u novych pacientov sa méze prejavit v rozsahu tyzdriov az
mesiacov, stav vacsiny infikovanych jednotlivcov vSak ostava dobry. Latentna infekcia
tuberkuldzy (Latent tuberculosis infection, LTBI), t.j. nendkazlivy asymptomaticky stav,
u niektorych pretrvava, a u takychto jednotlivcov sa samotné ochorenie méze rozvinut az
o niekofko mesiacov alebo rokov. Hlavnym ucelom diagnostiky LTBI je zvaZenie moznosti
zdravotnickej lie€by na zabranenie ochoreniu tuberkul6zou. AZ donedavna bol jedinou
dostupnou metddou na diagnostiku LTBI tuberkulinovy kozZny test (Tuberculin Skin Test,
TST). Kozna reakcia na tuberkulin sa vyvinie do 2 az 10 tyzdfiov po infikovani. Niektori
infikovani jednotlivci vratane osdb s réznymi stavmi potlacajucimi imunitné funkcie a oséb
bez takychto stavov v8ak nereagovali na tuberkulin. Naopak niektori jednotlivci bez
predpokladu infekcie M. tuberculosis vykazovali citlivost’ na tuberkulin a su¢asne vykazovali
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pozitivne vysledky TST po vakcinacii bacilom Calmette-Guérin (BCG), mykobaktericku

infekciu (ind nez komplex M. tuberculosis) alebo neurcité iné faktory.

LTBI je nevyhnutné odlisit od samotného tuberkulézneho ochorenia, t. j. stavu, ktory obvykle
zasahuje pluca a dolny dychaci trakt, méze vSak zasiahnut aj dalSie organy. Na diagnostiku
tuberkulézneho ochorenia sa vyuzivaju poznatky anamnézy, ako aj fyzické, radiologické,

histologické a mykobakteriologické nalezy.

QFT-Plus je test bunkami sprostredkovanych imunitnych (cell-mediated immune — CMI)
reakcii na peptidové antigény, ktoré simuluji mykobakterialne proteiny. Tieto proteiny
(ESAT-6 a CFP-10) sa nenachadzaju v ziadnych retazcoch BCG a nenachadzaju sa vo
vacsine netuberkuléznych mykobaktérii okrem M. kansasii, M. szulgai a M. marinum (1).
Jednotlivci infikovani komplexnymi organizmami MTB spravidla maju v krvi lymfocyty, ktoré
rozpoznavaju tieto ainé mykobakteridlne antigény. Proces rozpoznavania zahffia
generovanie a vylu€ovanie cytokinu IFN-y. Zaklad tohto testu tvori detekcia a nasledna

kvantifikacia IFN-y.

Antigény pouzivané v ramci QFT-Plus su zmesou peptidov simulujucich proteiny ESAT-6
a CFP-10. Na zaklade mnohych Studii sa zistilo, Ze tieto peptidové antigény simuluju reakcie
IFN-y v bunkach T u jednotlivcov infikovanych baktériou M. tuberculosis — to vSak vo
vSeobecnosti neplati u neinfikovanych o0s6b alebo uosbéb s vakcinaciou BCG bez
samotného ochorenia alebo rizika LTBI (1 — 32). Zdravotnicka liecba alebo stavy, ktoré
zhorsuju funkcie imunitného systému, vS§ak mézu potencidlne obmedzovat reakcie na IFN-y.
Pacienti s niektorymi inymi mykobakterialnymi infekciami taktiez mézu reagovat na ESAT-6
a CFP-10, pretoze gény koédujuce tieto proteiny sa nachadzaju v kmefioch M. kansasii,
M. szulgai a M. marinum (1, 23). Test QFT-Plus sluzi na testovanie LTBI a predstavuje aj
uzito€nu pomoécku na diagnostiku komplexnej infekcie M. tuberculosis u chorych pacientov.
Pozitivny vysledok predstavuje ur€ity dbékaz diagnostiky tuberkul6zneho ochorenia,
pozitivne vysledky vS§ak mézu byt spdsobené aj infekciami v désledku inych mykobaktérii
(napr. M. kansasii). Na potvrdenie alebo vylu€enie tuberkulé6zneho ochorenia sa vyzaduju
dalSie zdravotnicke a diagnostické hodnotenia.
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Test QFT-Plus vyuZiva dve rozne skumavky s antigénom TB: TB Antigen Tube 1 (TB1)a TB
Antigen Tube 2 (TB2). Obe skumavky obsahuju peptidové antigény z prislusnych antigénov
ESAT-6 a CFP-10 Specifickych pre organizmy komplexu MTB. Zatial ¢o skiumavka TB1
obsahuje peptidy z proteinov ESAT-6 a CFP-10, ktorych ucelom je vyvolat reakcie CMI od
pomocnych CD4* T-lymfocytov, skimavka TB2 obsahuje dalSiu skupinu peptidov, ktorych
ucelom je vyvolat reakcie CMI od CD8* cytotoxickych T-lymfocytov. V priebehu infekcie MTB
zohravaju CD4* T-bunky klu€ovu ulohu v ramci imunologickej kontroly prostrednictvom ich
vylu€ovania cytokinu IFN-y. Ziskané dbkazy teraz prisudzuju délezitd ulohu aj CD8* T-
bunkam, ktoré sa zucastriuju obrany jedinca vocéi infekcii MTB tvorbou IFN-y ainych
rozpustnych faktorov, ktoré aktivuju makrofagy, aby sa zabranilo rastu MTB, zabili sa
infikované bunky alebo sa priamo rozkladala intracelularna MTB (33 — 35). V pripade
pacientov s LTBI a s aktivhou formou ochorenia TB sa zistili CD8* bunky Specifické pre
MTB, pricom sa €asto nasli aj CD8* bunky vytvarajuce IFN-y (36 — 38). Okrem toho sa
uvadza, ze CD8* T-lymfocyty Specifické pre ESAT-6 a CFP-10 sa castejSie deteguju
u pacientov s aktivnou formou ochorenia TB v porovnani s pacientmi s LTBI, ¢o mbze
suvisiet s nedavnou expoziciou vo¢i MTB (39 —41). CD8* T-bunky Specifické pre MTB
a produkujuce IFN-y boli tiez detegované u pacientov s aktivnou formou ochorenia TB so
subeznou infekciou HIV (42, 43) a u malych deti s ochorenim TB (44).

Principy testu

Test QFT-Plus vyuziva Specializované skimavky na odber krvi, ktoré sa pouzivaju na odber
celej krvi. Inkubacia krvi sa vykonava v skiumavkach po dobu 16 az 24 hodin. Po ukon&eni
inkubacie sa odoberie plazma a plazma sa testuje na pritomnost’ IFN-y vytvoreného ako
reakcia na peptidové antigény.

Test QFT-Plus sa vykonava v dvoch etapach (fazach). Najskér sa odoberie celd krv do
kazdej zo skimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi (ide o skimavku Nil,
skumavku TB1, skimavku TB2 a skumavku Mitogen). Krv je alternativne mozné odobrat’ aj
pomocou beznej skumavky na odber krvi s obsahom litium-heparinu alebo heparinu
sodného (antikoagulant). Nasledne krv preneste do skumaviek QFT-Plus.
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Skumavka Mitogen sa v ramci testu QFT-Plus pouziva ako pozitivna kontrola. To méze byt
délezité najma v pripadoch, kedy nastanu pochybnosti tykajuce sa stavu imunitného systému
jednotlivca. Skimavka Mitogen sluzi aj ako kontrola spravnej manipulacie s krvou a inkubacie.

Skumavky QFT-Plus sa pretrepu, aby sa antigén mohol zmieSat' s krvou, a je potrebné ich ¢o
najskor inkubovat pri teplote 37 °C, najneskér vSak do 16 hodin od odberu. Po uplynuti inkubacnej
doby 16 az 24 hodin sa skumavky odstredia, plazma sa odoberie a pomocou testu ELISA sa
odmeria mnozstvo IFN-y (IU/ml). Test QFT-Plus ELISA pouziva rekombinantny ludsky IFN-y
Standard, ktory bol testovany voéi referenénému IFN-y pripravku (Ref. NIH: Gxg01-902-535).
Vysledky testovanej vzorky sa uvadzaju v medzinarodnych jednotkach na ml (IU/ml) vo vztahu ku
krivke Standardu vytvorenej testovanim riedeni Standardu, ktory je su€astou supravy.

Je zname, Ze heterofilné protilatky (napriklad ludské protilatky vo&i mySim protilatkam,
HAMA) v sére alebo plazme niektorych jednotlivcov mozu skresfovat vysledky
imunologickych testov. Efekt heterofiinych protilatok v ramci testu QF-Plus ELISA je
minimalizovany pridanim normdlneho mySieho séra do zeleného riedidla a pouZitim
fragmentov monoklonalnej protilatky F(ab’)2 ako protilatky na zachytavanie IFN-y, ktora je
nanesena na mikrotitratnu dosticku.

Analyza QFT-Plus sa povazuje za pozitivnu vzhladom na reakciu IFN-y vtedy, ked su vysledky
z ktorejkolvek skimavky s antigénom TB vyrazne vysSie, nez je hodnota Nil IFN-y v [U/ml.
Plazmova vzorka zo skumavky Mitogen sluzi ako pozitivna kontrola IFN-y pre kazdu testovanu
vzorku. Slaba reakcia na Mitogen (< 0,5 IU/ml) indikuje neurcity vysledok v pripade, ak krvna
vzorka taktiez vykazuje negativnu reakciu na antigény TB. K takémuto spravaniu moéze
dochadzat v pripade nedostatoéného poctu lymfocytov, zniZzenej aktivity lymfocytov
v dbsledku nespravnej manipulacie so vzorkami, nespravneho plnenia/mieSania skumavky
Mitogen alebo neschopnosti lymfocytov pacienta generovat IFN-y. ZvySené urovne IFN-y vo
vzorke Nil sa mdzu vyskytnut za pritomnosti heterofilnych protilatok alebo v désledku vnitornej
sekrécie IFN-y. Skimavka Nil slizi na Upravu pozadia (napr. vzhfadom na nadmernu cirkulaciu
IFN-y alebo pritomnost heterofilnych protilatok). Uroveri IFN-y v skimavke Nil sa odgita od
urovne IFN-y v skimavkach s antigénom TB a v skimavke Mitogen.
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Cas potrebny na vykonanie analyzy

Odhad ¢&asu potrebného na vykonanie analyzy QFT-Plus ELISA je uvedeny niZSie —

sucastou tychto informacii je aj €as potrebny na testovanie viacerych vzoriek v davke:

Inkubacia krvnych skimaviek
pri teplote 37 °C: 16 az 24 hodin

ELISA: Priblizne 3 hodiny na jednu dosticku ELISA
(22 jednotlivcov)

Praca < 1 hod.

Pre kazdu dalSiu dosticku pridajte 10 az 15 minut
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Sucasti a skladovanie

Skamavky na 200 Balenie pre Suprava Skamavky Balenie HA Suprava
odber krvi* skumaviek jedného davkovaca HA 200 pre jedného davkovaca

pacienta pacienta HA
Katalogové cislo 622526 622222 622423 623526 623222 623423
Pocet 50 10 25 50 10 25

testov/balenie

QuantiFERON Nil 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
Nil Tube (sivé viecko,
biely prstenec)

QuantiFERON TB1  TB1 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
Tube (zelené viecko,
biely prstenec)

QuantiFERON TB2 TB2 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skumaviek
Tube (ZIté viecko,
biely prstenec)

QuantiFERON Mitogen 50 skimaviek 10 skimaviek 25 skimaviek
Mitogen Tube

(purpuroveé viecko,

biely prstenec)

QuantiFERON Nil Nil HA 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
HA Tube

(sivé viecko,

Zlty prstenec)

QuantiFERON TB1 TB1 HA 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
HA Tube

(zelené viecko,

Zlty prstenec)

QuantiFERON TB2 TB2 HA 50 skumaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
HA Tube (ZIté viecko,
Zlty prstenec)

QuantiFERON Mitogen 50 skimaviek 10 skumaviek 25 skimaviek
Mitogen HA Tube HA

(purpuroveé viecko,

Zlty prstenec)

Pribalovy letak k 1 1 1 1 1 1
skumavkam QF T-

Plus Blood Collection

Tubes na odber krvi

* V&etky konfiguracie produktu nemusia byt dostupné v kazdej krajine. Dal$ie informacie o moznosti objednania
jednotlivych konfiguracii najdete na stranke starostlivosti o zakaznikov spolo¢nosti QIAGEN (podrobné informacie
najdete na stranke www.giagen.com).
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Suéasti testu ELISAT

Katalégové ¢islo

Suprava ELISA
s 2 dostickami

622120

Referenéna
laboratérna suprava

622822

Microplate Strips (Mikrotitracné prazky)
(12 x 8 kaliskov) s mySacou antihumannou
monoklonalnou protilatkou IFN-y

IFN-y Standard (Standard IFN-y), lyofilizovany
(obsahuje rekombinantny fudsky IFN-y, hovadzi
kazein, Thimerosal 0,01 % obj. hm.)

Green Diluent (Zelené riedidlo) (obsahuje hovadzi
kazein, Standardné my$acie sérum, Thimerosal
0,01 % obj. hm.)

Conjugate 100x Concentrate (Konjugat

s koncentraciou 100x), lyofilizovany (mysacie
antihumanne IFN-y HRP, obsahuje Thimerosal
0,01 % obj. hm.)

Wash Buffer 20x Concentrate (Premyvaci roztok
s koncentraciou 20x) (pH 7,2, obsahuje
ProClin® 300 — 0,05 % obj. hm.)

Enzyme Substrate Solution (Enzymaticky
substratovy roztok) (obsahuje H202, 3,3’,
5,5'-tetrametylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzymaticky timiaci
roztok) (obsahuje 0,5 M H2S04)

Pribalovy letak k testu QFT-Plus ELISA

2 mikrotitracné pruzky
x 96 kaliskov

1 liekovka (8 IU/ml
po zriedeni)

1 %30 ml

1 % 0,3 ml (po zriedeni)

1% 100 ml

1x30ml

1x15ml

1

20 mikrotitraénych
pruzkov x 96 kaliSkov

10 liekoviek (8 1U/ml
po zriedeni)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml (po zriedeni)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10 x 15 ml

T Preventivne opatrenia a vyhlasenia o rizikach najdete na strane 15.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

® Inkubator 37 °C +1 °C*. COz sa nevyzaduje.

e Kalibrované pipety* s variabilnym objemom na aplikaciu 10 yl az 1 000 pl

s jednorazovymi hrotmi

e Kalibrované multikanalové pipety* s moznostou aplikacie objemu 50 ul a 100 pl

s jednorazovymi hrotmi
® Veko dosticky
® Trepacka mikrotitracnych dostiCiek*
® Deionizovana alebo destilovana voda, 2 litre
o Umyvacka mikrotitratnych dostiCiek (odporu¢ame pouzivat automatickd umyvacku)

e Citagka mikrotitradnych doétigiek* s filtrom 450 nm a referenénym filtrom s filtragnym
rozsahom 620 nm az 650 nm

* Overte, Ci boli zariadenia skontrolované a kalibrované podla odporucani vyrobcu.
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Skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi

Skumavky na odber Krvi

Skumavky na odber krvi skladujte pri teplote 4 °C az 25 °C.

Cinidla supravy

Cinidla stpravy skladujte pri teplote 2 °C az 8 °C.

Enzymaticky substratovy roztok vzdy chrarite pred priamym sinenym svetlom.

Zriedené a nepouzivané Cinidla

Pokyny na pripravu (riedenie) ¢inidiel najdete na strane 27.

Zriedeny Standard zo supravy je mozné uchovavat po dobu 3 mesiacov pri teplote
2 az8°C.
Zaznamenajte si datum zriedenia Standardu supravy.

Nepouzity konjugat s koncentraciou 100x je po zriedeni potrebné uchovavat pri teplote

2 az 8 °C a spotrebovat do 3 mesiacov.
Zaznamenaijte si datum zriedenia konjugatu.
Konjugat s pozadovanou koncentraciou je potrebné spotrebovat do 6 hodin od pripravy.

Premyvaci roztok s pozadovanou koncentraciou mdzete uchovavat pri izbovej teplote
maximalne 2 tyzdne.
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Varovania a preventivne opatrenia

Iba na diagnostické pouzitie in vitro.

Varovania

Negativny vysledok QFT-Plus nevyluCuje moznost infekcie M. tuberculosis alebo
tuberkulézneho ochorenia: faloSne negativne vysledky mézu byt spdsobené fazou
infekcie (napriklad ziskanie vzorky pred rozvojom bunkovej imunitnej reakcie), stavmi
komorbidity ovplyviiujucimi imunitné funkcie, nespravnou manipulaciou so skimavkami
na odber krvi po venepunkcii, nespravnym vykonanim analyzy alebo inymi
imunologickymi faktormi.

Pozitivny vysledok QFT-Plus nesmie byt jedinym a definitivnym zakladom stanovenia
infekcie M. tuberculosis. Nespravne vykonanie analyzy moze viest k faloSne pozitivnym

vysledkom.

Pozitivny vysledok QFT-Plus je potrebné overit pomocou dalSieho zdravotnickeho
a diagnostického hodnotenia tuberkul6zneho ochorenia (napriklad vyter a kultura AFB,
hrudny RTG).

Aj ked nie su organizmy ESAT-6 a CFP-10 pritomné vo v8etkych retazcoch BCG a vo
vacsine znamych netuberkul6znych mykobakteérii, je mozné, ze pozitivny vysledok QFT-
Plus méze byt spdsobeny infekciou M. kansasii, M. szulgai alebo M. marinum. V pripade
podozreni na tieto infekcie je potrebné vykonat alternativne testy.
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Preventivne opatrenia

Pocgas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice
aochranné okuliare. Dalie informacie najdete v prislusnych kartach bezpeénostnych
udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii online v praktickom a kompaktnom formate
PDF na adrese www.qiagen.com/safety. Na tejto adrese mdzete vyhladat, zobrazit
a vytlagit kartu bezpeg&nostnych Gdajov (KBU) pre kazdu supravu QIAGEN a jej sugasti.

UPOZORNENIE: S ludskou krvou a plazmou
manipulujte ako s potencidlne infekénym

materidlom. Dodrziavajte prislusné pokyny na

manipulaciu s krvou akrvnymi produktmi.
VsSetky vzorky a materialy, ktoré prisli do styku
s krvou alebo krvnymi produktmi, zlikvidujte
vsulade splathymi federalnymi, Statnymi

a miestnymi predpismi.

Na pouzivanie sucasti supravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA sa vztahuju

nasledujuce bezpec€nostné vyhlasenia a preventivne opatrenia.

Bezpec€nostné vyhlasenia

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

L

Obsahuje: kyselina sirova. Pozor! M6ze byt korozivna pre kovy. Spdsobuje
podrazdenie pokozky. Spdsobuje zavazné podrazdenie oci. Noste

ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Pozor! Spbsobuje mierne podrazdenie pokozky. Noste ochranné
rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.
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QuantiFERON Green Diluent

Obsahuje: 5-hydroxy-1-(4-sulfofenyl)-4-(4-sulfofenylazo)pyrazol-3-
karboxylat trisodny. Obsahuje: tartrazin. Pozor! MézZe vyvolat' alergicku
koznu reakciu. Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Obsahuje: zmes 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-
3-6nu (v pomere 3:1). Skodlivy pre vodné organizmy, s dihodobymi

ucinkami. Zabrarite uvolneniu do Zivotného prostredia.

Preventivne opatrenia

Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi. Noste ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo viasmi):
VSetky kontaminované Casti odevu okamzite vyzlecte. Pokozku oplachnite vodou/sprchou.
PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko minat oplachujte vodou. Ak pouZivate kontaktné
SoSovky a ak je to mozné, odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani. Po expozicii alebo
podozreni z nej: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost. Okamzite volajte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara. Ak sa prejavi podrazdenie
pokozky alebo sa vytvoria vyrazky: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
Kontaminovany odev vyzleCte a pred dalSim pouzitim vyperte. Uchovavajte uzamknuté.
Obsah/obal zlikvidujte v schvalenom zariadeni na zber a likvidaciu odpadov.
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Dal$ie informacie

Karty bezpe¢nostnych udajov: www.giagen.com/safety

Odchylky od postupov uvadzanych v pribalovom letaku k analyze QuantiFERON-TB
Gold Plus (QFT-Plus) ELISA mézu viest k chybnym vysledkom. Pred zacatim si
dokladne precitajte prislusné pokyny.

Supravu nepouzivajte, ak niektora z flias s Cinidlami pred pouzitim vykazuje znaky
poskodenia alebo uUnikov.

Dolezité: Pred pouzitim skontrolujte liekovky. Nepouzivajte liekovky konjugatu alebo
Standardu IFN-y, ktoré vykazuju znamky poskodenia alebo poskodenie gumového
tesnenia. Nepracujte s poskodenymi liekovkami. Liekovky bezpec&ne zlikvidujte v sulade
s prislusnymi bezpeénostnymi opatreniami. Odporaéania: Na otvaranie liekoviek
konjugatu alebo Standardu IFN-y pouZite nastroj na odpdjanie stlacenych spojov, ¢im
zniZite riziko zranenia spdsobeného kovovym stlaenym vekom.

NemieSajte ani spolu nepouzivajte mikrotitracné pruzky , Standard IFN-y, zelené riedidlo
alebo konjugat s koncentraciou 100x z réznych davok stprav QFT-Plus. Dal$ie ginidla
(premyvaci roztok s koncentraciou 20x, enzymaticky substratovy roztok a enzymaticky
timiaci roztok) je mozné zamienat medzi jednotlivymi supravami za predpokladu, Ze
neuplynul datum exspiracie Cinidiel a s zaznamenané podrobné informacie o Sarzi.
Nepouzité cCinidla a biologické vzorky zlikvidujte v sulade s miestnymi, Statnymi
a federalnymi nariadeniami.

Nepouzivajte skimavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi ani supravu

ELISA po uplynuti datumu exspiracie.
Vzdy dodrziavajte spravne laboratérne postupy.

Overte, ¢i su laboratérne zariadenia kalibrované a schvalené na pouzivanie.
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Odber vzoriek a manipulacia s nimi

V ramci analyzy QFT Plus sa pouzivaju nasledujuce odberové skimavky:

1. Skumavky Quantiferon Nil Tube (sivé viecko s bielym prstencom)
Skdmavky QuantiFERON TB1 Tube (zelené viecko s bielym prstencom)
Skumavky QuantiFERON TB2 Tube (ZIté viecko s bielym prstencom)
Skumavky QuantiFERON Mitogen Tube (purpurové vie€ko s bielym prstencom)
Skumavky QuantiFERON HA Nil Tube (sivé vieCko so zltym prstencom)
Skumavky QuantiFERON HA TB1 Tube (sivé vieCko so Zltym prstencom)
Skdmavky QuantiFERON HA TB2 Tube (ZIté viecko so ZItym prstencom)

©® N o o ~ 0 DN

Skumavky QuantiFERON HA  Mitogen Tube (purpurové vieCko so
Zltym prstencom)

Antigény su na vnutornej stene skumaviek na odber vzoriek, preto je dolezité, aby ste obsah
skumaviek riadne premiesali s krvou. Ak odoberate krv priamo do skumaviek QF T-Plus, tieto
skimavky sa musia uchovavat a prepravovat pri izbovej teplote (22 °C 15 °C) a ¢o najskor
preniest do inkubatora s teplotou 37 °C, najneskér vSak do 16 hodin od odberu. Krv sa méze
na ucely uchovavania alternativne odobrat’ do jednej litium-heparinovej skimavky alebo do
skumavky s heparinom sodnym a nasledne preniest do skumaviek QFT-Plus a inkubovat.
Vzorky krvi odobraté do litium-heparinovych skumaviek alebo skumaviek s heparinom
sodnym sa mézu skladovat' pri izbovej teplote (17 — 25 °C) az 16 hodin a nasledne preniest
do skumaviek QFT-Plus. Vzorky krvi v litium-heparinovych skimavkach alebo
v skimavkéach s heparinom sodnym sa mdzu takisto skladovat pri teplote 2 — 8 °C az 48
hodin a néasledne preniest do skumaviek QFT-Plus. Pozrite si €ast ,Odber krvi do litium-
heparinovej skumavky alebo skimavky s heparinom sodnym a nasledny prenos do
skumaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi“.
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Priamy odber krvi do skiimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi

1. Skumavky spravnym spbsobom oznacte.

Dbajte na to, aby bolo po odstraneni vieCok mozné kazdu skumavku (Nil, TB1,

TB2 a Mitogen) identifikovat podla Stitka alebo iného atributu.
Odporu¢ame zaznamenat ¢as a datum odberu krvi.

. Kazdému pacientovi odoberte 1 ml krvi formou venepunkcie priamo do skimaviek QFT-
Plus Blood Collection Tubes na odber krvi. Tento postup ma vykonavat vyskoleny
flebotomista.

Dolezita poznamka: V ¢ase plnenia krvou ma byt teplota skimaviek 17 — 25 °C.

Standardné skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi sa méZu
pouzivat v nadmorskej vySke do 810 m. Skumavky High Altitude QFT-Plus Blood
Collection Tubes na odber krvi (skimavky na pouzitie vo vysokej nadmorskej vyske) sa

mézu pouzivat v nadmorskej vyske od 1 020 m do 1 875 m.

KedZe do skumaviek s objemom 1 ml sa krv odobera relativne pomaly, ponechajte
skumavku pripojenu k ihle priblizne 2 — 3 sekundy po dokonceni odberu. Tym sa

zabezpedi odber spravneho objemu.

o Cierna znagka na boénej strane skiimaviek oznaéuje schvaleny objem plnenia
0,8-1,2ml. Ak je hladina krvi v ktorejkolvek skimavke mimo rozsahu
vyznatenom znacCkou, je nutné ziskat novu vzorku krvi. Nedostatoéné
naplnenie alebo preplnenie skimaviek mimo rozsahu 0,8 az 1,2 ml moze viest
k chybnym vysledkom.

e Ak sa na odber krvi pouziva ihla s kridelkami, je potrebné pouzit
,odvzduShovaciu®“ skimavku na zabezpecenie naplnenia hadi¢ky krvou pred
tym, nez pouzijete skimavky QFT-Plus.

e Ak sa budu skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi
pouzivat v nadmorskej vySke nad 810 metrov alebo ak bude odobraty maly
objem krvi, pouZivatelia mdzZzu vykonat odber krvi pomocou striekacky
a okamzite preniest 1 ml krvi do kazdej zo 4 skimaviek. Z bezpecnostnych

dovodov sa tento postup najlepSie vykonava tak, Ze odpojite ihlu striekacky
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(s prihliadnutim na prislusné bezpecnostné pokyny), odpojite vieCka zo 4
skumaviek QFT-Plus a pridate do kazdej z nich 1 ml krvi (az po stred Ciernej
znacky na bo¢nej strane Stitka skimavky). Skimavky riadne uzavrite vieCkami
a podla pokynov uvadzanych nizSie riadne premieSajte ich obsah. Dbajte na
to, aby bolo po odstraneni vieCok mozné kazdu skumavku (Nil, TB1,
TB2 a Mitogen) identifikovat podla Stitka alebo iného atributu.

3. lhned po naplneni skumaviek riadne pretrepte ich obsah desatkrat (10x), ¢o postacuje

na to, aby sa cely vnutorny povrch skimavky pokryl krvou. Antigény sa tak rozpustia na
stenach skiumavky.
Dolezita poznamka: V ¢ase trepania ma byt teplota skimaviek 17 — 25 °C. Nadmerne

silné trepanie méze viest k rozkladu gélu a k abnormalnym vysledkom.

. Po oznaceni, naplneni a pretrepani je skumavky potrebné €o najskor preniest do

inkubatora s teplotou 37 °C +1 °C, najneskdr vS§ak do 16 hodin od odberu. Pred za¢atim
inkubacie uchovavajte a prenasajte skiumavky pri izbovej teplote (22 °C 5 °C). Ak sa
skumavky QFT-Plus neinkubuju pri teplote 37 °C ihned po odbere krvi a pretrepani, 10-
krat ich prevratte, aby sa ich obsah zmiesal, a nasledne inkubuijte pri teplote 37 °C.

. Skumavky QFT-Plus inkubujte vo VZPRIAMENEJ polohe pri teplote 37 °C £1 °C po

dobu 16 az 24 hodin. Inkubator nevyzaduje pouzitie CO2 ani zvihCovanie.

Odber krvi do litium-heparinovej skiimavky alebo skiumavky s heparinom sodnym

a nasledny prenos do skumaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi

1. Krv je mozné odobrat’ aj pomocou skiimavky na odber krvi s obsahom litium-heparinu

alebo heparinu sodného (antikoagulant). Nasledne krv preneste do skimaviek QFT-
Plus Blood Collection Tubes na odber krvi. Litium-heparin alebo heparin sodny
pouzivajte ako vyluény krvny antikoagulant, pretoZe iné antikoagulanty rusia priebeh
testu. Skimavky spravnym spésobom oznacte.

Odporu¢ame oznadit skimavku Stitkom, na ktorom bude uvedeny datum a ¢as
odberu krvi.

Délezité: V Case odberu krvi maju mat skimavky QFT-Plus na odber krvi izbovu teplotu
(17 -25°C).
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2. Naplnite litium-heparinovl skimavku alebo skiimavku s heparinom sodnym na odber
krvi (minimalny objem 5 ml) a opatrnym mieSanim formou preklapania skimavky
rozpustte heparin. Tento postup ma vykonavat vyskoleny flebotomista.

3. Cas skladovania arozsah teplét pre litium-heparinové skimavky alebo skimavky
s heparinom sodnym pred prenesenim a inkubaciou v skimavkach QFT-Plus Blood

Collection Tubes na odber krvi (pozrite si obrazky 1 az 3 — Moznosti odberu krvi).

Moznost' 1 - Skladovanie litium-heparinovych skumaviek alebo skumaviek
s heparinom sodnym pri izbovej teplote a manipulacia s nimi Krv odobrata do litium-
heparinovych skiumaviek alebo skimaviek s heparinom sodnym sa musi udrziavat' pri
izbovej teplote (22 °C 5 °C) najviac 16 hodin od odberu krvi a nasledne preniest do

skimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi a inkubovat.

Moznost' 2 - Skladovanie litium-heparinovych skumaviek alebo skumaviek

s heparinom sodnym v chladni¢ke
Dolezité: Kroky a — d pre dany postup sa musia vykonavat v poradi za sebou.

a. Krvodobrata do litium-heparinovej skiimavky alebo do skimavky s heparinom sodnym
sa moze skladovat pri izbovej teplote (17 — 25 °C) az 3 hodiny po odobrati krvi.

b. Krv odobratd do litium-heparinovej skiumavky alebo skumavky s heparinom
sodnym sa mdze skladovat v chladnicke (2 — 8 °C) az 48 hodin.

c. Litium-heparinova skimavka alebo skumavka s heparinom sodnym sa po
skladovani v chladni¢ke musi ekvilibrovat na izbovu teplotu (17 — 25 °C)

a nasledne preniest do skumaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi.

d. Skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi s alikvétnym objemom

krvi sa musia do inkubatora s teplotou 37 °C ulozit do 2 hodin od odberu krvi.

Ak nebudete skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi ihned po
preneseni krvi do skumaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi aich
pretrepani inkubovat pri teplote 37 °C, pred samotnou inkubaciou pri teplote 37 °C je
potrebné premiesat obsah skimaviek preklopenim 10-krat. Celkovy ¢as od odberu krvi
do inkubacie v skimavkach QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi nesmie
presiahnut 53 hodin.
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4. Prenos vzorky krvi z litium-heparinovej skimavky alebo zo skiimavky s heparinom

sodnym do skimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi:

a. Kazdu skumavku QFT-Plus Blood Collection Tube na odber krvi nalezite oznacte

Stitkom.

Dbaijte na to, aby bolo po odstraneni vie€ok mozné kazdu skamavku (Nil, TB1, TB2
a Mitogen) identifikovat' podla Stitka alebo iného atribatu. Zaznamenany datum
a Cas odberu krvi z litium-heparinovej skumavky alebo skumavky s heparinom
sodnym odporu¢ame prepisat na skimavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na
odber krvi.

b. Obsah skumaviek sa pred rozdelenim do skumaviek QFT Plus Blood Collection

Tubes na odber krvi musi rovnomerne premieSat’ ich opatrnym preklopenim.

c. Rozdelenie krvi do skumaviek treba vykonavat asepticky so zabezpelenim
vhodnych bezpenych postupov formou odpojenia vie€ok zo 4 skumaviek QFT-
Plus Blood Collection Tubes na odber krvi a pridania 1 ml krvi do kazdej z nich.
Riadne uzavrite skumavky vieCkami a podfa pokynov uvadzanych nizSie
premiesajte ich obsah. Dbajte na to, aby bolo po odstraneni vie€ok mozné kazdu

skumavku (Nil, TB1, TB2 a Mitogen) identifikovat podla §titka alebo iného atributu.

5. Obsah skumaviek premieSajte. lhned po naplneni skumaviek QFT-Plus Blood

Collection Tubes na odber krvi riadne pretrepte ich obsah desatkrat (10x), ¢o postacuje
na to, aby sa cely vnutorny povrch skimavky pokryl krvou. Antigény sa tak rozpustia na

stenach skumavky.

Nadmerne silné trepanie méze viest k rozkladu gélu a k abnormalnym vysledkom.

. Pooznaceni, naplneni a pretrepani sa musia skiumavky do 2 hodin preniest do inkubatora

s teplotou 37 °C +1 °C. Ak nebudete skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na
odber krvi ihned po odbere krvi a pretrepani inkubovat pri teplote 37 °C, pred samotnou
inkubdciou pri teplote 37 °C je potrebné premieSat obsah skumaviek preklopenim 10-krat
(10x). (Pozrite si obrazky 1 — 3 s moznostami odberu krvi na dal$ej strane.)

. Skimavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi inkubujte vo VZPRIAMENEJ

polohe pri teplote 37 °C 1 °C po dobu 16 az 24 hodin. Inkubator nevyzaduje pouzitie

COz2 ani zvlhéovanie.

22

Pribalovy leték k testu QuantiFERON®™ Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA  04/2019



Odoberte krv do skumaviek QFT Plus Blood Collection Tubes na odber krvi
a skladujte ich pri izbovej teplote.

Skladb / \,‘ Inkubuijte

| pri izbovej [ PremieSajte | pri teplote

Odoberte Pretrepte

krv skuamavky tenlot \ obsah 37°C
\ Y eplte N, A e
1 ml do kazdej Premiesajte Max. 16 hodin Premiesajte 16 — 24 hodin
zo skumaviek obsah 10-krat obsah
QFT-Plus (10x) skumaviek ich
preklopenim

Obrazok 1. Moznost’ odberu krvi: Odoberte krv priamo do skiimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na
odber krvi a skladujte ich pri izbovej teplote.

Celkovy ¢as od odberu krvi do skimaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi do inkubacie pri teplote
37 °C nesmie presiahnut 16 hodin.

Odoberte krv do litium-heparinovej skimavky alebo skumavky s heparinom sodnym
a skladujte ju pri izbovej teplote.

Preneste Inkubuijte

iesaj Skladujte .

Odoberte F:'e"é'essj pri izb 0{/ o Premieajte krv do Pretrepte pri
krv € obsa o obsah skumaviek skamavky teplote
skamavky toplote QFT-Plus 37°C

2 5 ml krvi do litium- Rozpustite Izbova teplota po Premiesajte 1 ml do kazdej Premiesajte 16 — 24 hodin
heparinovej heparin dobu 16 hodin obsah skumaviek 20 skumaviek obsah 10-krat
skumavky alebo preklopenim ich preklopenim QFT-Plus (10x)
skumavky skumaviek

s heparinom sodnym

Obrazok 2. Moznost’ odberu krvi: Odoberte krv do litium-heparinovej skimavky alebo skumavky

s heparinom sodnym a skladujte ju pri izbovej teplote.

Celkovy €as od odberu krvi do litium-heparinovej skimavky alebo skimavky s heparinom sodnym do inkubacie pri
teplote 37 °C nesmie presiahnut 16 hodin.
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Odoberte krv do litium-heparinovej skimavky alebo skiimavky s heparinom sodnym
a skladujte pri teplote 2 — 8 °C.

Odobert
e krv

Skladuijt
e pri
izbovej

Skladuijt
e pri
teplote

Vykonajte
ekvilibraci
una

Premie
Sajte
obsah

Preneste
krv do
kumavky,

Pretrept
e

skimav

25 mlkrvi do Rozpustite az 3 hodiny az 48 hodin

Vykonaijte Premiesajte 1 ml do kazdej Premiesajte 16 — 24 hodin
litium-heparinovej heparin ekvilibraciu na obsah zo skumaviek obsah 10-krat
skumavky alebo preklopenim izbovu teplotu skumaviek ich QFT-Plus (10x)
skumavky skimaviek preklopenim
s heparinom
sodnym

Obrazok 3. Moznost’ odberu krvi: Odoberte krv do litium-heparinovej skimavky alebo skiimavky
s heparinom sodnym a skladujte ju pri teplote 2 — 8 °C.

Celkovy ¢as od odberu krvi do litium-heparinovej skimavky alebo skimavky s heparinom sodnym do inkubécie pri
teplote 37 °C nesmie presiahnut 53 hodin.
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Pokyny na pouzitie
Faza 1 — inkubacia krvi a odber plazmy

Dodavané materialy

e Skumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes na odber krvi (pozrite si ¢ast 3).

PoZadované materidly, ktoré sa nedodavaju

® Pozrite si ¢ast 3.

Postup

1. Ak krv neinkubujete ihned’ po odbere, bezprostredne pred samotnou inkubaciou
je potrebné premiesat’ obsah skumaviek preklopenim 10-krat.

2. Skumavky inkubujte vo VZPRIAMENEJ polohe pri teplote 37 °C +1 °C po dobu
16 — 24 hodin. Inkubator nevyzaduje pouzitie CO2 ani zvlhéovanie.

3. Po inkubacii pri teplote 37 °C je mozné uchovavat’ skimavky na odber krvi pri
teplote od 4 °C do 27 °C po dobu max. 3 dni pred odstredovanim.

4. Po dokonceni inkubacie skimaviek pri teplote 37 °C sa odber plazmy vykonava
odstredovanim skiimaviek po dobu 15 minut s otackami 2 000 az 3 000 RCF (g).
Gélova zatka oddeli bunky od plazmy. Ak k tomu neddjde, skiimavky je potrebné
znova odstredit’.

Plazmu je mozné odobrat’ bez odstredovania, ale na odstranenie plazmy bez

poskodenia buniek sa vyZaduje vacSia pozornost.
5. Plazmové vzorky je potrebné odoberat’ iba pomocou pipety.

Délezitda poznamka: Po dokonceni odstredovania a pred odobratim plazmy plazmu
nepipetujte nahor a nadol ani ju Ziadnym spésobom nemieSajte. Neustédle davajte

pozor, aby ste nenarusili material na gélovom povrchu.
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Plazmoveé vzorky je mozné preniest priamo z odstredenych skimaviek na odber krvi na
dosticky QFT-Plus ELISA aj vtedy, ked sa pouzivaju automatizované pracovné stanice
ELISA.

Plazmové vzorky je mozné uchovavat po dobu 28 dni pri teplote 2 °C az 8 °C.
Po odbere je mozné ich dlhodobo uchovavat pri teplote nizSej nez —20 °C.

Na dosiahnutie pozadovanych testovacich vzoriek odoberte najmenej 150 pl plazmy.

Faza 2 — IFN--y ELISA

Dodavané materialy

® Suprava QFT-Plus ELISA (pozrite si €ast 3)

Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

® Pozrite si ¢ast 3.

Postup

1. Je potrebné, aby vSetky plazmové vzorky a €inidla (okrem konjugatu

s koncentraciou 100x) pred pouzitim nadobudli izbovu teplotu (22 £5 °C).
Ekvilibracia ma trvat’ najmenej 60 minut.

. Odstrante z ramu nepotrebné priuzky, uzavrite foliové vrecko a vratte ho do

chladni¢ky az do okamihu potreby.

Vykonajte test najmenej 1 prizka so Standardmi QFT-Plus a dostato€ného poctu
pruzkov vzhladom na pocet testovanych pacientov (pozrite si Obrazok 5). Po dokonéeni

si ponechajte ram na pouzitie s dalSimi pruzkami.

. Zried'te Standard IFN-y s deionizovanou alebo destilovanou vodou s objemom

vyznacenym na Stitku liekovky. Jemne obsah premiesajte, aby sa nezacala tvorit’
pena, a zabezpecte uUplné rozpustenie. Zriedenim Standardu na uvedeny objem
ziskate roztok s koncentraciou 8,0 IU/ml.
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Dolezita poznamka: Objem riedenia $tandardu stpravy sa bude medzi jednotlivymi
davkami odliSovat.

Pomocou zriedeného $tandardu supravy vytvorte riedenie 1 v 2 nasledované sériou
riedenia 1 v 4 IFN-y v zelenom riedidle (GD) (pozrite si Obrazok 4). S1 (Standard 1)
obsahuje 4,0 IU/ml, S2 (Standard 2) obsahuje 1,0 IU/ml, S3 (Standard 3) obsahuje
0,25 IU/ml a S4 ($tandard 4) obsahuje 0 IU/ml (iba GD). Standardy sa musia

analyzovat' prinajmensom duplicitne. Pripravte si Cerstvé zriedené roztoky Standardu

sUpravy na kazdu analyticku relaciu ELISA.

Odporuacany postup pre duplicitné standardy

Oznacte 4 skumavky $titkom ,S1%, ,S2%, ,S3%, ,S4“.

Pridajte 150 pl GD do S1, S2, S3, S4.

Pridajte 150 pl Standardu supravy do S1 a zmes riadne premiesajte.
Preneste 50 pl zo S1 do S2 a zmes riadne premiesajte.

Preneste 50 pl zo S2 do S3 a zmes riadne premiesajte.

Samotné GD sluzi ako nulovy Standard (S4).

150 pl
50 pl 50 pl

[0 J

Rekonstituova  Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4

ny tandard 4,0 1,0 0,25 0
Zo supravy U/ml 1U/ml IU/ml 1U/ml
(riedidlo Green
Diluent)

Obrazok 4. Priprava krivky Standardu.
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4. Zried'te lyofilizovany konjugat s koncentraciou 100x s 0,3 ml deionizovanej alebo
destilovanej vody. Jemne obsah premiesajte, aby sa minimalizovala tvorba peny,
a zabezpecte Uplné rozpustenie konjugatu.

Konjugat s pozadovanou (pracovnou) koncentraciou sa pripravuje zriedenim
poZadovaného objemu rekonstituovaného konjugéatu s koncentraciou 100x v zelenom
riedidle (Tabulka 1. Priprava konjugatu). Nepouzity konjugat s koncentraciou 100x
ihned po pouziti vratte do skladovacieho priestoru s teplotou 2 az 8 °C. Pouzivajte iba
zelené riedidlo.

Tabuflka 1. Priprava konjugatu

Pocet pruzkov Objem konjugatu s koncentraciou 100x Objem zeleného riedidla
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5ml
6 30 3,0ml
7 35yl 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. V pripade plazmovych vzoriek odobratych zo skumaviek na odber krvi

a nasledne skladovanych (v chladni¢ke alebo mraznicke) tieto vzorky riadne
premiesajte pred tym, nez ich pridate do kaliSka ELISA.
Délezitd poznamka: Ak chcete pridat plazmové vzorky priamo z odstredenych

skumaviek QFT-Plus, plazma sa nesmie mieSat. Neustale davajte pozor, aby ste
nenarusili material na gélovom povrchu.

6. Pomocou multikanalovej pipety pridajte 50 pl Eerstvo pripraveného konjugatu
s pozadovanou koncentraciou do prislusnych kaliSkov ELISA.
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7. Pomocou multikanalovej pipety pridajte 50 pl testovacich plazmovych vzoriek

do prislusnych kaliSkov (odporucané rozlozenie dosticky uvadza Obrazok 5).

Nakoniec pridajte 50 pl Standardov 1 az 4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A 1N 3N 5N 7N 9N S1 S1 13N 15N 17N 19N 21N
B 1TB1 3TB1 5TB1 7TB1 9TB1 S2 S2 13TB1 15TB1 17TB1 19TB1 21 TB1
C 1TB2 3TB2 5TB2 7TB2 9TB2 S3 S3 13TB2 15TB2 17TB2 19TB2 21TB2
D 1M 3M 5M 7™ 9M S4 S4 13 M 15 M 17 M 19 M 21 M
E 2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
F 2TB1 4TB1 6TB1 8TB1 10TB1 11TB1 12TB1 14TB1 16 TB1 18 TB1 20TB1 22 TB1
G 2TB2 4TB2 6TB2 8TB2 10TB2 11TB2 12TB2 14TB2 16TB2 18TB2 20TB2 22TB2
H 2M 4M 6 M 8 M 10M 1M 12M 14 M 16 M 18 M 20M 22M

Obrazok 5. Odporuéané usporiadanie vzoriek (22 testov na dosticku)
S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4)

1 N (vzorka 1. plazma Nil), 1 TB1 (vzorka 1. plazma TB1), 1 TB2 (vzorka 1. plazma TB2), 1 M (vzorka 1. plazma
Mitogen)

8. Zakryte kazdu dostiCku a pomocou trepacky mikrotitracnych dostic¢iek dokladne

10.

premiesajte konjugat a plazmové vzorky/Standardy (1 minatu). Davajte pozor, aby

ste nerozliali obsah.

Dosticky pocas inkubacie nesmu byt vystavené priamemu slne€nému Ziareniu.

. Zakryte kazdu dostiCku ainkubujte pri izbovej teplote (22 °C *5 °C) po dobu
120 5 minat.

Pocas inkubacie zried'te jeden diel premyvacieho roztoku s koncentraciou 20x

s 19 dielmi deionizovanej alebo destilovanej vody a zmes riadne premiesajte.

K dispozicii je dostatok premyvacieho roztoku s koncentraciou 20x Concentrate

na pripravu 2 litrov premyvacieho roztoku s pozadovanou koncentraciou.

Preplachnite kalisky 400 pyl premyvacieho roztoku s pozadovanou koncentraciou

(najmenej 6 cyklov). Odpori¢ame pouzivat automatizovani umyvacku dosticiek.
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11.

12.

13.

14.

Dékladné preplachnutie je velmi dblezité z hfadiska ucinnosti testu. Dbajte na uplné
naplnenie kazdého kaliSska premyvacim roztokom (az po vrch kaliska) v kazdom
premyvacom cykle. Medzi jednotlivymi cyklami odporiu¢ame dodrzat najmenej 5-

sekundovu dobu namocenia.

Do odpadovej nadoby je vhodné pridat’ Standardny laboratérny dezinfekény prostriedok
a v pripade dekontaminacie potencialne infekéného materialu je potrebné postupovat’

podla stanovenych proceddr.

Vyklepanim dostic¢iek na absorpénu utierku nezanechavajucu vlakna odstrarite
zvyskovy premyvaci roztok. Do kazdého kaliSka pridajte 100 yl enzymatického
substratového roztoku, zakryte kazdu dosticku a premieSajte ich pomocou
trepacky mikrotitraénych dosticiek.

Zakryte kazdu dosti¢ku a inkubujte pri izbovej teplote (22 °C £5 °C) po dobu

30 minat.

Dosticky pocas inkubacie nesmu byt vystavené priamemu slne€nému ziareniu.

Po dokonceni 30-minutovej inkubacie pridajte do kazdého kaliska 50 pl

enzymatického timiaceho roztoku a riadne ho premiesajte.

Enzymaticky timiaci roztok je potrebné pridavat do kaliSkov v rovnakom poradi

a priblizne rovnako rychlo ako substrat v kroku 11.

Odmerajte opticki hustotu (Optical Density — OD) kazdého kaliSka do 5 minut od
zastavenia reakcie pomocou ¢itacky mikrotitracnych dostiCiek vybavenej filtrom
s filtraénym rozsahom 450 nm a referenénym filtrom s filtraénym rozsahom

620 az 650 nm. Hodnoty OD sa pouzivaju na vypocet vysledkov.
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Vypocty a interpretacia testu

Na analyzu nespracovanych Udajov a na vypocet vysledkov mozno pouzit analyticky softvér
QFT Plus Analysis Software. Je k dispozicii na stranke www.QuantiFERON.com. Vzdy
overte, ¢i pouzivate najnovsiu verziu analytického softvéru QFT-Plus Analysis Software.

Tento softvér sluzi na hodnotenie kontroly kvality testu, generovanie krivky Standardu
a poskytuje vysledok testu kazdého pacienta v sulade s informaciami uvadzanymi v Casti
Interpretacia vysledkov.

Okrem pouzitia analytického softvéru QFT-Plus Analysis Software je mozné vysledky
stanovit' aj pomocou nasledovnej metddy.

Generovanie krivky Standardu

(Ak sa nepouziva analyticky softvér QF T-Plus Analysis Software.)

Stanovte stredné hodnoty OD replikatov Standardu supravy na kazdej dosticke.

Vytvorte logaritmicku (loge)—loge)) krivku Standardu zakreslenim hodnoty logie) priemeru OD
(os y) voci hodnote loge) koncentracie IFN-y Standardov v IU/ml (os x) a z tychto vypoctov
vynechajte nulovy &tandard. Pomocou regresnej analyzy vypocitajte Ciaru najlepSieho
umiestnenia (prispdsobenia) krivky Standardu.

Pomocou krivky Standardu stanovte koncentraciu IFN-y (IU/ml) kazdej z testovanych
plazmovych vzoriek a pouzite hodnotu OD kazdej vzorky.

Tieto vypolty je mozné vykonavat pomocou softvérovych balikov dostupnych spolu
s CitaCkami mikrotitraCnych dostiiek a Standardného tabulkového alebo Statistického
softvéru (napriklad Microsoft® Excel®). Tieto baliky odporu¢ame pouzivat na vypocet
regresnej analyzy, koeficientu variacie (coefficient of variation, %CV) Standardov
a koeficientu korelacie (r) krivky $tandardu.
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Kontrola kvality testu

Spravnost vysledkov testu zavisi od generovania spravne;j krivky $tandardu. Z tohto dévodu
je vysledky odvodené od Standardov potrebné preskumat’ pred tym, nez budete méct
interpretovat vysledky testovacej vzorky.

Zabezpecenie platnosti analyzy ELISA:

e Stredna hodnota OD Standardu 1 musi byt = 0,600.

® %CV hodnét OD replikatu Standardu 1 a Standardu 2 musi byt < 15 %.

® Hodnoty OD replikatu Standardov 3 a 4 sa nesmu odliSovat o viac nez 0,040 jednotky
optickej hustoty od ich strednej hodnoty.

e Koeficient korelacie (r) vypocitany zo strednych hodnét absorbancie Standardov musi
byt = 0,98.

Analyticky softvér QFT-Plus Analysis Software pocita a vykazuje tieto parametre kontroly

kvality.

Ak vySSie uvedené kritéria nie su splnené, cyklus testovania je neplatny a je potrebné ho

zopakovat'.

Stredna hodnota OD nulového $tandardu (zelené riedidlo) ma byt < 0,150. Ak je stredna
hodnota OD > 0,150, je potrebné preskiumat postup premyvania dosticky.

Interpretacia vysledkov

Vysledky QFT-Plus sa interpretuju pomocou nasledovnych kritérii (Tabulka 2):

Doélezita poznamka: Diagnostika alebo vyluc€enie tuberkulézneho ochorenia a hodnotenie
pravdepodobnosti LTBI vyzaduju pouzit kombinaciu epidemiologickych, historickych,
zdravotnickych a diagnostickych nalezov, na ktoré je potrebné prihliadat pocas
interpretacie vysledkov QFT-Plus.
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Tabulka 2. Interpretacia vysledkov QFT-Plus

Nil (IU/ml) TB1 minus Nil TB2 minus Nil Mitogen minus Vysledok Spravalinterpretacia
(IU/ml) (IU/ml) Nil (1U/ml)* QFT-Plus
20,35a225% Akakolvek hodnota
hodnoty Nil Akakolvek Pogitivnyt  Infekeia M. tubercuiosis je
ozitivny .
Akakolvek >035a225% hodnota pravdepodobna.
hodnota hodnoty Nil
<8,0 < 0,35 alebo <0,35alebo 20,35 20,5 Negativny Infekcia M. tuberculosis je
20,35a<25% a <25 % hodnoty Nil NEPRAVDEPODOBNA.
hodnoty Nil
< 0,35 alebo < 0,35 alebo 20,35 <05 Neurgity* Pravdepodobnost infekcie
20,35a<25% a <25 % hodnoty Nil M. tuberculosis nemozno
hodnoty Nil stanovit'.
> 8,08 Akékolvek hodnota Neurgity* Pravdepodobnost’ infekcie
M. tuberculosis nemozno
stanovit'.

* Reakcie na pozitivnu kontrolu Mitogen (a niekedy aj na antigény TB) sa m6zu beZne nachadzat mimo rozsahu ¢itacky
mikrotitraénych dosticiek. Nema to v8ak ziadny vplyv na vysledky. Hodnoty > 10 ml oznacuje softvér QFT-Plus ako
>10 [U/ml.

TV pripadoch, kedy nie je podozrenie na infekciu M. tuberculosis, je mozné uvodné pozitivne vysledky overit
opatovnym testovanim pévodnych plazmovych vzoriek (duplicitne) v QFT-Plus ELISA. Ak je opakované testovanie
jedného alebo obidvoch replikatov pozitivne, jednotlivca je potrebné povazovat za pozitivneho na test.

* Mozné priciny najdete v Casti ,RieSenie problémov*.
§ V ramci klinickych $tadii malo menej nez 0,25 % pacientov hodnoty IFN-y > 8,0 IU/ml (vzhfadom na hodnotu Nil).

Magnitddu nameranej urovne IFN-y nie je mozné korelovat' s fazou alebo stupriom infekcie,
urovne imunitnej reakcie ani pravdepodobnostou prechodu do aktivneho Stadia ochorenia.
Pozitivna reakcia na TB u osbb s negativnou reakciou na Mitogen je zriedkava, bola vSak
pozorovana u pacientov s ochorenim TB. To indikuje, Ze reakcia IFN-y na antigén TB je
vyraznejSia nez reakcia na Mitogen. Je to mozné, kedze uroven Mitogen nestimuluje

v maximalnej miere tvorbu IFN-y lymfocytmi.
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Interpretdcia

Overenie

Nie

Nie

TB1 - Nil a/alebo TB2 -
Nil 2 0,35 IU/ml

‘ Ano

TB1 - Nil a/alebo TB2 — Nil
2 25 % hodnoty Nil
v IU/ml*

1 Ano

Mitogen — Nil < 0,50 IU/ml|
alalebo Nil > 8,0 IlU/ml

Neurcity

Nie

Nil = 8,0 IU/ml

-

Negativny

l Ano

Pozitivny

* Aby bolo mozné povazovat hodnoty TB1 minus Nil alebo TB2 minus Nil za platné, hodnota = 25 % Nil v IU/ml musi
byt z rovnakej skumavky ako pévodny vysledok = 0,35 [U/ml.

Obrazok 6. Schéma interpretacie vysledkov testu QFT-Plus
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Obmedzenia

Vysledky testovania QFT-Plus sa musia pouzivat spolu s epidemiologickou anamnézou,

aktualnym zdravotnym stavom a d'alSimi diagnostickymi hodnoteniami kazdého pacienta.

Jednotlivci s hodnotami Nil vySSimi nez 8,0 IlU/ml su zaradeni do kategdrie ,neurcity”,
pretoZze miera reakcie na antigény TB 25 % alebo vySSia mdze spadat mimo rozsahu
merania analyzy.

Nespolahlivé alebo neurcité vysledky mézu byt vysledkom:

® Nedodrzania postupov uvadzanych v tomto pribalovom letaku
® Nadmernej cirkulacie IFNy alebo pritomnosti heterofilnych protilatok

e Uplynutia viac nez 16 hodin od odberu krvi do inkubacie pri teplote 37 °C. Toto neplati
pri pouzivani pracovného postupu litum-heparinovej skimavky alebo skumavky
s heparinom sodnym pri teplote 2 — 8 °C.
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Vykonnostné charakteristiky
Klinické studie

KedZe k dispozicii nie je Zziadny Standardny test tykajuci sa latentnej tuberkuléznej infekcie
(LTBI), odhad citlivosti a Specificity tykajucej sa testu QFT-Plus nie je mozné prakticky
zhodnotit. Specificita QFT-Plus bola odhadnutd formou hodnotenia miery falo$ne
pozitivnych vysledkov uo0sOb s nizkym rizikom (Ziadne zname rizikové faktory)
tuberkuléznej infekcie. Citlivost bola odhadnuta formou hodnotenia skupin pacientov

s kultivaéne potvrdenym ochorenim TB.
Specificita
Bola uskuto¢nena Studia na hodnotenie Specificity QF T-Plus u 409 subjektov. Demografické

informacie a rizikové faktory expozicie voci TB boli stanovené pomocou Standardizovaného
prieskumu pocas testovania.

Na zaklade suhrnu nalezov v ramci 2 skupin pacientov s nizkym rizikom (bez znamych
rizikovych faktorov) tuberkuldznej infekcie bola preukdzana celkova Specificita testu QFT-
Plus na drovni 97,6 % (399/409) (Tabulka 3 a Tabulka 4).

Tabulka 3. Vysledky studie tykajuce sa $pecificity QFT-Plus podla centra studie

Stadia Pozitivny Negativny Neurg&ity Specificita (95 % Cl)
Japonsko 4 203 0 98 % (95— 100 %)
Australia 6 196 0 97 % (94 — 99 %)
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Tabulka 4. Vysledky studie tykajtce sa Specificity QFT-Plus podl'a skiimavky s antigénom TB

Studia TB1 TB2 QFT-Plus

Pozitivny 5 10 10

Negativny 404 399 399

Neurgity 0 0 0

Specificita (95 % Cl) 98,8 % (97,2 — 99,6) 97,6 % (95,6 — 98,8) 97,6 % (95,6 — 98,8)

Citlivost vzhladom na aktivhu TB

Aj ked neexistuje Ziadny definitivny Standardny test latentnej infekcie LTBI, vhodnou
nahradou je mikrobiologicka kultura M. tuberculosis, pretoze pacienti s tymto ochorenim su
podla zauzivanej definicie infikovani. Vykonané boli testy oséb s podozrenim na TB v ramci
4 centier konania S$tudie v Australii a Japonsku, u ktorych bola nasledne kultivacne
potvrdena infekcia M. tuberculosis. U&elom tychto testov bolo hodnotenie citlivosti testu
QFT-Plus (Tabulka 5 a Tabulka 6). Pred odberom krvi na testovanie QFT-Plus pacienti
absolvovali max. 14-dfovu lie€bu.

Na zaklade suhrnu nalezov v ramci 4 skupin pacientov pozitivnych na kultdru M. tuberculosis
bola preukdzana celkova citlivost testu QFT-Plus na aktivnu formu ochorenia TB na drovni
95,3 % (164/172). Z tychto 4 skupin bolo 159 pacientov pozitivnych na zaklade vysledkov zo
skumaviek TB1 a TB2, 1 pacient bol pozitivny len na zaklade vysledku zo skumavky TB1
a 4 pacienti boli pozitivni len na zaklade vysledku zo skumavky TB2. Celkom bolo neurcitych
1,1 % (2/174) vysledkov. Pomocou vysledku skimavky TB2 sa podarilo spravne identifikovat
1 pacienta s kultivacne potvrdenou infekciou, ktory by bol len na zaklade vysledku zo skimavky
TB1 oznaceny za neurcitého (nizka hodnota Mitogeén) (pozrite si Tabulka 5 a Tabulka 6).

Tabulka 5. Vysledky studie tykajuce sa citlivosti QFT-Plus podla centra studie

Miesta konania stadie Pozitivny Negativhy  Neurcity Citlivost’ QFT-Plus*
(95 % ClI)

Centrum $tudie v Japonsku 1 36 7 0 84 % (69 — 93)

Centrum $tudie v Japonsku 2 53 1 2 98 % (90 — 100)

Centrum $tudie v Japonsku 3 54 0 0 100% (93 — 100)

Centrum studie v Australii 21 0 0 100% (84 — 100)
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* Citlivost je stanovena na zaklade celkového poctu platnych testov okrem testov s neurcitymi vysledkami.

Tabulka 6. Vysledky Stadie tykajuce sa citlivosti QFT-Plus podl'a skimavky s antigénom TB

TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitivny 160 163 164
Negativny 11 ¢l 8
Neur¢ity 3 2 2
Citlivost™ (95 % CI) 93,6 % (88,8 —96,7) 94,8 % (90,3 — 97,6) 95,3 % (90,9 — 97,9)

* Citlivost je stanovena na zaklade celkového poctu platnych testov okrem testov s neurcitymi vysledkami.

Zaznamenana distribucia reakcii — s rozptylom rizika

Pocas klinickych $tadii bol zaznamenany rozsah reakcii IFNY na antigény TB1, TB2
a kontrolné skumavky. Tieto reakcie boli nasledne rozdelené podla rizika infekcie
M. tuberculosis (obrazky 7 — 9). Skupinu so zmieSanym rizikom tvorili pacienti, ktorych bolo
mozné vramci testovania povazovat za vSeobecnu populaciu. Zahrnuti boli pacienti
s rizikovymi faktormi expozicie vo&i TB a bez nich a tiez pacienti, u ktorych bola aktivna

forma TB nepravdepodobna (t. j. pacienti s LTBI).

Pocet pacientov

400 -
300 4[]
200 -
100 -
:'Q' '9'0'0 0 0’0l O
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o 02 AP AP P P4 PP a7

IFN-y (IU/ml)
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Pocet pacientov
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Obrazok 7. Distribucia hodnét Nil. A. Distribucia hodnét Nil u populacie s nizkym rizikom (n = 409). B. Distriblcia
hodnét Nil u populacie so zmieSanym rizikom (n = 194). C. Distribicia hodnét Nil u populacie s kultivaéne potvrdenou
infekciou M. tuberculosis (n = 174).
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Obrazok 8. Distribucia hodnét TB1 a TB2 (po odpocitani hodnét Nil). A. Distribicia hodnét TB1 a TB2
(po odpocitani hodnét Nil) u populécie s nizkym rizikom (n = 409). B. Distribucia hodnét TB1 a TB2 (po odpocitani
hodnét Nil) u populacie so zmieSanym rizikom (n = 194). C. Distribucia hodnét TB1 a TB2 (po odpocitani hodnét Nil)
u populacie s kultivacne potvrdenou infekciou M. tuberculosis (n = 174).
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Obrazok 9. Distribucia hodnét Mitogen (po odpocitani hodnét Nil). A. Distribdcia hodnét Mitogen (po odpoditani
hodnét Nil) u populacie s nizkym rizikom (n = 409). B. Distribucia hodnét Mitogen (po odpogitani hodnét Nil)

u populacie so zmie$anym rizikom (n = 194). C. Distribucia hodnét Mitogen (po odpocitani hodnét Nil) u populacie
s kultivacne potvrdenou infekciou M. tuberculosis (n = 169).
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Obrazok 10. Zaznamenany rozdiel medzi hodnotami TB1 a TB2 (po odpocitani hodnét Nil) — rozptyl podla
rizika. Populacia s nizkym rizikom (n =409), populacia so zmieSanym rizikom (n = 189) a populacia s kultivatne
potvrdenou infekciou M. tuberculosis (n = 141). Hodnoty TB1 boli odpocitané od hodnét TB2. Pacienti s hodnotami
TB1 alebo TB2 > 10,0 IU/ml boli zo $tudie vyluceni, pretoze nespadali do linearneho rozsahu tejto analyzy.

Charakteristiky ucinnosti testu

Uskutoénila sa Studia linearnosti, v ramci ktorej bolo ndhodnym spdsobom umiestnenych
5 replikatov z 11 skupin plazmovych vzoriek so zndmou koncentraciou IFN-y na dosti¢ku
ELISA abolo dokazané, Ze analyza QFT-Plus ELISA je linearna. Ciara linearnej regresie

ma strmost 1,002 +0,011 a koeficient korelacie s hodnotou 0,99 (Obrazok 11).
Limit detekcie analyzy QFT-Plus ELISA je 0,065 IU/ml a neuvadza sa ziadny vyskyt
hakového efektu vysokej davky (prozénovy efekt) pri koncentraciach IFN-y do 10 000 IU/ml.

1149
104

Stanovena hladina IFN-y (1U/ml)

L) T L L) L L4 L4 L) L L L L)
€1 2 3 45 6 7 8 9101
Qéakévané hladinay (IU/ml)

Obrazok 11. Profil linearnosti analyzy QFT-Plus ELISA
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Vnutroanalyticka a medzianalyticka nepresnost (%CV) analyzy QFTPlus ELISA bola
odhadnuta formou testovania 20 plazmovych vzoriek s premenlivymi koncentraciami IFN-y
s 3 replikatmi v 3 réznych laboratériach v priebehu 3 po sebe nenasledujucich dni a 3 réznymi
operatormi. To znamena, ze kazda vzorka bola testovana 27-krat vramci 9 nezavislych
analytickych cyklov. Jedna vzorka bola nulova kontrola (Nil) s vypocitanou koncentraciou IFN-
vy 0,08 IU/ml (95 % CI: 0,07 —0,09). V ramci zvySnych 19 plazmovych vzoriek bol rozsah
koncentracii od 0,33 (95 % CI: 0,31 —0,34) do 7,7 IU/ml (95 % CI: 7,48 — 7,92).

Nepresnost’ v ramci cyklu (vnutroanalytickd nepresnost) bola odhadnutd formou vypoctu
priemeru hodnét %CV pre kazdu testovanu plazmu obsahujucu IFN-y z kazdého cyklu
spracovania dosticky (n = 9). Rozsah nepresnosti bol 4,1 az 9,1 % CV. Priemerna hodnota
kovariancie v ramci cyklu (95 % CI) bola 6,6 % 10,6 %. Priemerna hodnota %CV v plazme
bez obsahu IFN-Y bola 14,1.

Celkova alebo medzianalytickda nepresnost bola stanovena formou porovnania
27 vypocitanych koncentracii IFN-y pre kazdu testovanu plazmovu vzorku. Rozsah
medzianalytickej nepresnosti bol 6,6 az 12,3 %CV. Celkova priemerna hodnota %CV
(95 % CI) bola 8,7 % 0,7 %. Hodnota %CV v plazme bez obsahu IFN-y bola 26,1. Tuto
uroven variability je potrebné predpokladat, pretoZze vypocitana koncentracia IFN-y je nizka

a nizky predpoklad koncentracie bude vysSi nez v pripade vy$Sich koncentracii.

UskutoCnila sa Studia zamerana na stanovenie reprodukovatelnosti testu QFT-Plus
s pouzitim vzoriek krvi od 102 pacientov so zmieSanymi rizikovymi faktormi pre infekciu
M. tuberculosis. V ramci Studie sa hodnotili traja rézni operatori arbézne laboratérne
podmienky.

Pre kazdého pacienta sa vykonali 3 diagnostické stanovenia a celkovo sa pre vSetkych
pacientov vykonalo 306 diagnostickych stanoveni. Diagnosticka reprodukovatelnost vo
vSeobecnosti dosiahla hodnotu 99 % (95 % CI: 97,2 — 99,7), pricom zhodny diagnosticky
vysledok sa dosiahol v 303 z 306 stanoveni. Cell odchylku spésobili vysledky 3 pacientov,
ktoré boli blizko hrani¢nej hodnoty.
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Diagnostika LTBI

Bolo publikovanych mnozstvo Studii, ktoré demonstruju ucinnost testu QFT, predchodcu
QFT-Plus, urdéznych populacii s rizikom infekcie MTB. Zakladné poznatky niektorych
vybratych Studii uvadza Tabulka 7.

Tabulka 7. Vybraté publikované studie o QFT

Populacia/stav Vystupy a zistenia Celkovy pocet
publikovanych stadii

Pediatria Potvrdena Gcinnost u deti vratane deti mladSich nez 152
5 rokov (45 — 46), vysSia presnost nez v pripade testu
ELISpot IGRA (8). Vysledky doteraz najvacsej
realizovanej Studie, ktora porovnavala testovanie QF T
a TST u deti z Vietnamu, Filipin a Mexika, podporuju
preferenéné pouzivanie testu QFT namiesto TST na
testovanie deti narodenych v cudzine na latentnu
infekciu LTBI (46). Studia s obmedzenym kontaktom
preukazuje u deti lepSiu prediktivnu hodnotu ako TST
(47) a 8-nasobne vyssie riziko prechodu do ochorenia
TB do dvoch rokov u pacientovi s konverziou QFT
v porovnani s pacientmi bez konverzie (48). U deti,
ktoré boli o¢kované BCG, je pritomny vysoky vyskyt
nesuhlasnych QFT negativnych/TST pozitivnych
vysledkov (46, 49), nebol v8ak pozorovany Ziaden
vplyv na reakciu na Mitogen u deti vo veku do
5 rokov (49) a pocet neurcitych vysledkov v ramci
bezného skriningu deti imigrantov je nizky (46).

Tehotenstvo V podmienkach nizkeho rizika infekcie je test QF T 6
rovnako efektivny v kazdom trimestri tehotenstva
a dosahuje porovnatelné vysledky ako u netehotnych
Zien. Je ovela viac Specificky, minimalne rovnako
citlivy ako TST a moze byt lepSim prediktorom
progresie ochorenia nez TST (50). V podmienkach
vysokého rizika infekcie bol test QFT pocas
tehotenstva stabilnej$i a presnejSie odhadoval vyskyt
LTBI v porovnani s TST, i ked autori uvadzaju, ze
tehotenstvo ovplyvriuje oba testy, QFT aj TST (51).

Tabulka pokracuje na dalSej strane
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Tabulka 7. Vybraté publikované studie o QFT (pokracovanie)

Populacia/stav Vystupy a zistenia Celkovy pocet
publikovanych studii

HIV/AIDS Testy IGRA aj TST su ovplyvnené infekciou HIV. 101
Dékazy naznacuju, ze pri interpretacii vysledkov, pri
ktorych je pocet CD4+ < 200, je potrebné postupovat
velmi uvazene (52). Bolo preukazané, ze test QFT bol
ovplyvneny menej nez testy ELISpot IGRA
a TST (53 — 55). Kedze v pripade testu IGRA staci len
jedna navsteva pacienta, je v danom pripade vyhodnejsi
nez test TST, pretoZe pacienti v sledovanej populacii
nespolupracuju a neradi sa opatovne vracaju na
vysSetrenie. (53).

Imunosupresivne Test QFT je menej ovplyvneny imunosupresivnymi 112
terapie terapiami ako TST a lepSie koreluje s rizikovymi faktormi

TB (23, 27). QFT ma vysoku citlivost u pacientov

s reumatickym ochorenim (23, 56, 57) a vy$Siu

Specificitu nez TST, ¢im sa minimalizuju faloSne

pozitivne vysledky a znizuje sa pocet pripadov

naslednej nepotrebnej liecby, ktora by inak bola

predpisana na zaklade vysledkov testov

TST (23, 57, 58).

Pracovnici v oblasti Bolo preukazané, Ze tento test je viac $pecificky 111
zdravotnictva a generuje menej faloSne pozitivnych vysledkov ako
TST, pric¢om je zarover cenovo vyhodnej$i nez test
TST (59 — 62). Variabilita v okoli prahovej hodnoty je
v pripade sériového testovania oakavana, a to
v dosledku dichotomickej hrani¢nej hodnoty a vnutornej
variability samotného biologického testu (63). Studie
preukazali v pripade sériového testovania pracovnikov
v oblasti zdravotnictva s nizkym rizikom infekcie vy$sie
urovne konverzie/reverzie ako v pripade testu
TST (64, 65). Americké centrum US CDC potvrdzuje, ze
benevolentné kritérium definovania konverzie IGRA
moze mat za nasledok vyssi pocet konverzii nez
v pripade prisnejSich kvantitativnych kritérii testu TST.
Pri sprave fenoménu konverzie/reverzie sa ukazali byt
ucinné stratégie opakovaného testovania (65 — 68).

Kontakt s TB Vyssie PPV a NPV ako v pripade testu TST (47), sta¢i 89
len jedna navsteva, ¢o je vyhodnejSie pre pacientov,
ktori maju problém prist znova na dalSie vySetrenie (63),
lepSia korelacia v pripade kontaktu s ochorenim (69), ¢o
je Specificky zrejmé v pripade oséb ockovanych BCG
a populacii krajin, kde sa o¢kuje BCG (70, 71).

Transplantacia Bolo preukazané, Ze tento test je minimalne rovnako 23
efektivny ako TST, je vS8ak menej ovplyvneny ochorenim
organov v kone¢nom $tadiu nez test TST (22).

Tabulka pokracuje na dal$ej strane
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Tabulka 7. Vybraté publikované studie o QFT (pokracovanie)

Populacia/stav Vystupy a zistenia Celkovy pocet
publikovanych stadii

Diabetes Odporujuce si dékazy z malého poctu publikacii 9
s obmedzenym podtom pacientov. Studia z oblasti
s nizkym rizikom infekcie zistila, Ze citlivost testu QFT
nie je u pacientov s TB ovplyvnena diabetom (72).
Studia z Tanzanie, realizovana v podmienkach
vysokého rizika infekcie, ktora naznacuje negativny
vplyv diabetu na vytvaranie IFN-y, nebrala do uvahy
mozny vplyv inych infekcii, ako je napr. HIV, alebo
vplyv cudzopasnych organizmov (73). Vo vietnamskych
Studiach, ktorych sa zG¢astnilo 838 diabetikov (na
zaklade vlastného vyhlasenia) s podozrenim na TB
v désledku abnormalnych vysledkov RTG snimky
hrudnika alebo s kultivaéne potvrdenou aktivnou
formou TB (n = 128), bola pozitivita testu QFT rovna
alebo vysSia, nez su hrani¢né body 10 a 15 mm
testu TST (74).

Ochorenie obli¢iek v Pozitivne vysledky testu QFT lepSie koreluju 45
kone¢nom S$tadiu s rizikovymi faktormi pre TB ako v pripade testu
TST a menej suvisia s ockovanim BCG (75).

Imigranti Stadie preukazuju, Ze test QFT na rozdiel od testu 29
TST nie je ovplyvneny o¢kovanim BCG ani vekom (74).
Je preukazané, Ze test QF T predstavuje cenovo
najefektivnejSiu metddu testovania (76). V pripade
podmienok s nizkym rizikom infekcie je vacsina infekcii
TB detegovana u os6b narodenych v cudzine alebo po
reaktivacii latentnej TB po prichode do novej
krajiny (77). Vysledky doteraz najvacsej realizovanej
Studie, ktora porovnavala testovanie QFT a TST u deti
imigrantov, podporuju pouzivanie testu QFT namiesto
TST na testovanie deti narodenych v cudzine na
latentnu infekciu TB (46).
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Technické informacie
Neurcité vysledky

Neurcité vysledky su neobvyklé a mbéZu suvisiet' s imunithym stavom testovaného jedinca.
Suvisiet vSak mézu aj s mnohymi technickymi faktormi, ak sa nepostupuje podla pokynov

uvedenych vysSie.

Ak predpokladate, Ze po€as skladovania Cinidiel, odberu krvi alebo manipulécie s krvnymi
vzorkami doSlo k technickym problémom, zopakujte cely test QFT-Plus s novymi vzorkami krvi.
Opakovanie testovania stimulovanej plazmy pomocou analyzy ELISA je mozné vykonat
v pripade, ak predpokladate nedostatocné premyvanie alebo akukolvek proceduralnu odchylku
od testu ELISA. Zmena neurcitych vysledkov spdsobenych nizkymi hodnotami Mitogen alebo
vysokymi hodnotami Nil poCas opakovania sa nepredpoklada, ak sa v ramci testovania ELISA
nevyskytne Ziadna chyba. Neurcité vysledky je potrebné interpretovat’ vyluéne ako neurcité.

Lekari sa m6zu rozhodnut opakovat odber vzorky alebo vykonat' iny postup.

Zrazené plazmové vzorky

Ak v pripade dlhodobého uchovavania plazmovych vzoriek ddjde k vytvoreniu fibrinovych
zrazenin, odstredenim vzoriek oddelite zrazeny material a zjednoduSite prenos

plazmy pipetou.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov mdze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek problémov,
ktoré mozu nastat. DalSie informacie najdete aj v technickych informéaciach na stranke

www.QuantiFERON.com. Kontaktné informacie najdete na zadnej strane.

Riesenie problémov s analyzou ELISA

Vytvorenie nespecifickej farby
Mozna pri¢ina RieSenie

a) NeduplIné preplachnutie dosticky  Dosti¢ku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl premyvacieho
roztoku na jeden kali$ok. V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa moze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi cyklami
odporu¢ame dodrzat’ najmenej 5-sekundovu dobu namodenia.

b) Krizova kontaminacia Pocas pipetovania a mieSania vzorky postupujte opatrne, aby ste
kaliskov ELISA minimalizovali riziko.

c) Uplynul datum exspiracie Dbaijte na pouzitie supravy pred uplynutim datumu exspiracie. Dbajte na
supravy/komponentov pouzitie zriedeného $tandardu a konjugatu s koncentraciou 100x do

troch mesiacov od datumu riedenia.

d) Overte, ¢i enzymaticky Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat zlikvidujte. PouZivajte vylu¢ne
substratovy roztok nie je Cisté nadoby na ¢inidla.
kontaminovany

e) MieSanie plazmy v skimavkach Po dokonéeni odstredovania a pred odobratim plazmy plazmu
QFT-Plus pred jej odberom nepipetujte nahor a nadol ani ju Ziadnym spésobom nemiesajte.
Neustale davajte pozor, aby ste nenarusili material na gélovom
povrchu.
Nizke hodnoty optickej hustoty Standardov
Mozna pri¢ina RieSenie

a) Chyba riedenia Standardu Dbaijte na to, aby ste pripravovali roztoky $tandardu supravy v sulade
s informaciami v tomto pribalovom letaku.

b) Chyba pipetovania Pipety musia byt kalibrované a je potrebné ich pouzivat v sulade
s pokynmi vyrobcu.

c) Prili$ nizka teplota inkubacie Inkubécia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej teplote (22 +5 °C).

d) Prili§ kratka doba inkubacie Inkubacia dosti¢ky s konjugatom, Standardmi a vzorkami ma trvat
120 +5 minut. Enzymaticky substratovy roztok sa inkubuje na doske
30 minut.
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Riesenie problémov s analyzou ELISA

e) Pouzity nespravny filter na
¢itacku dosticiek

f)  Cinidla su prili§ studené

g) Uplynul datum exspiracie

supravy/komponentov
Vysoké hodnoty na pozadi
Mozna pri¢ina

a) Neuplné premytie dosticky

b)  Prili§ vysoka teplota inkubacie

c)  Uplynul datum exspiracie
supravy/komponentov

d)  Overte, ¢ enzymaticky
substratovy roztok nie je
kontaminovany

Dosticka sa méa nagitat pri vinovej dizke 450 nm s referenénym filtrom
s filtraénym rozsahom 620 az 650 nm.

Nez zac€nete s analyzou, musia vSetky ¢inidla s konjugatu
s koncentraciou 100x nadobudnut izbovu teplotu. Trva to priblizne
jednu hodinu.

Dbaijte na pouzitie stipravy pred uplynutim datumu exspiracie. Dbajte na
pouzitie zriedeného $tandardu a konjugatu s koncentraciou 100x do
3 mesiacov od datumu zriedenia.

RieSenie

Dostic¢ku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl premyvacieho
roztoku na jeden kaliSok. V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa mbze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi cyklami
odporu¢ame dodrzat’ najmenej 5-sekundovu dobu namodenia.

Inkubacia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej teplote (22 +5 °C).
Dbaijte na pouzitie supravy pred uplynutim datumu exspiracie. Dbajte
na pouzitie zriedeného Standardu a konjugatu s koncentraciou 100x do

3 mesiacov od datumu zriedenia.

Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat zlikvidujte. Pouzivajte vyluéne
Cisté nadoby na ¢inidla.

Nelinearna krivka standardu a variabilita duplikatu

Mozna pri¢ina

a) NeupIné premytie dosticky

b)  Chyba riedenia $tandardu

c) Nedostato¢né premieSanie

d) Nekonzistentny postup
pipetovania alebo prerusenie
pocas realizacie (pripravy)
analyzy

Riesenie

Dosticku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl premyvacieho
roztoku na jeden kaliSok. V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa méze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi
cyklami odporu¢ame dodrzat najmenej 5-sekundovd dobu namocenia.

Dbaijte na to, aby ste roztoky Standardu pripravovali v sulade
s informaciami v tomto pribalovom letaku.

Cinidla treba pred pridanim na dosti¢ku riadne premiesat preklapanim
alebo jemnym premiesanim.

Pridavanie vzoriek a Standardov treba vykonavat kontinualne. VSetky
¢inidla je potrebné pripravit pred zacatim analyzy.

Bezplatné informacie o produkte a technické prirucky ziskate od spolo¢nosti QIAGEN

alebo od svojho distributora, pripadne navstivte stranku www.QuantiFERON.com.
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Symboly

Nasledujuce symboly sa m6zu objavit’ na baleni a Stitkoch:

Symbol

Definicia symbolu

2x96

~E <

L

GTIN

= lgaEls

Ve
v

)/)

:

A
=)

Postacuje na pripravu 2 x 96 vzoriek

Vyrobca

Symbol CE-IVD

Na diagnostické pouzitie in vitro

Cislo sarze

Katalégové €islo

Identifikator GTIN (Global Trade Iltem Number)

Datum pouzitelnosti

Teplotné obmedzenia

Preditajte si navod na pouzitie

Nepouzivat opakovane

Chrarite pred sine¢nym svetlom

Cislo materialu

R oznacuje reviziu navodu na pouzitie a n je Cislo revizie
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Kontaktné informacie

Technickl pomoc a dalSie informacie ziskate na bezplathom telefénnom gisle
00800 22 44 6000. Mbzete tiez navstivit naSe centrum technickej podpory na stranke
www.qiagen.com/contact alebo kontaktovat niektoré z oddeleni technickej podpory

spolo¢nosti QIAGEN (pozrite si zadnu stranu alebo navstivte stranku www.giagen.com).
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Skrateny postup testu
Faza 1 — inkubacia krvi

1. Odoberte krv do skumaviek na odber krvi a pretrepte ich obsah

74
)

desatkrat (10x), ¢o postacuje na to, aby sa cely vnutorny povrch
skumavky pokryl krvou. Antigény sa tak rozpustia na stenach

skumavky.

@

2. Skumavky inkubujte vo vzpriamenej polohe pri teplote 37 °C £1 °C po
dobu 16 az 24 hodin.

3. Po dokongeni inkubacie odstredujte skumavky 15 minut pri otdkach

2 000 az 3 000 x g RCF (g), aby sa oddelila plazma a ¢ervené krvinky.

N
5

4. Po dokonCeni odstredovania apred odobratim plazmy plazmu
nepipetujte nahor a nadol ani ju Ziadnym spdsobom nemiesajte. Neustale

(:I\

davajte pozor, aby ste nenarusili material na gélovom povrchu.

Faza 2 — IFN-y ELISA

1. Vykonajte ekvilibraciu komponentov ELISA s vynimkou konjugatu
s koncentraciou 100x na izbovi teplotu (22 °C 5 °C) po dobu

najmenej 60 minut.

2. Zriedte Standard supravy na8,0IU/ml s destilovanou alebo
deionizovanou vodou. Pripravte si Styri (4) roztoky Standardu.

mNy g

3. Mrazom vysuSeny konjugdt s koncentraciou 100x zriedte

destilovanou alebo deionizovanou vodou.
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&

Pripravte si konjugat poZadovanej koncentracie v zelenom riedidle ////

a pridajte 50 pl do vSetkych kaliSkov. |_| u U I_]
5. Pridajte 50 pl testovanych plazmovych vzoriek a 50 ul Standardov do

prislusnych kaliSkov. Obsah premiesajte pomocou trepacky.
6. Inkubujte 120 £5 minut pri izbovej teplote.
7. KaliSky preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 ul premyvacieho [‘_‘@

roztoku na jeden kaliSok.

8. Do kaliSkov pridajte 100 yl enzymatického substratového roztoku. / / //
Obsah premiesajte pomocou trepacky. I—I U l—l I—I

. Inkubujte 30 minut pri izbovej teplote.

10.Do vsetkych kalisSkov pridajte 50 pl enzymatického timiaceho roztoku. / / / /
Obsah premiesajte pomocou trepacky. L] U LJ LJ

©

11. Nagitajte vysledky pri vinovej dizke 450 nm s pouzitim referenéného

filtra s filtraénym vykonom 620 az 650 nm.

12. Analyzujte vysledky.
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Vyznamné zmeny

Cast’ Strana Zmeny

Roézne Roézne Pridané pokyny tykajuce sa pouzitia litium-
heparinovej skimavky alebo skimavky s heparinom
sodnym

Rbézne Rbézne Pridané pokyny tykajuce sa pracovného postupu

odberu krvi pri teplote 2 — 8 °C

Rozne Ro6zne Vie€ko dosti¢ky sa v tejto verzii vyzaduje, aj ked nie je
sucastou balenia.

Historia revizii prirucky

Dokument Zmeny
R6 Zmeny tykajuce sa litium-heparinovej skimavky a skimavky s heparinom sodnym
04/2019

Nové pracovné pokyny k pracovnému postupu odberu krvi pri teplote 2 — 8 °C
Viec¢ka dosticiek odstranené z dosticiek QF
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Ochranné znamky: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (skupina QIAGEN), Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

(o] ali ¢na zmluva na pouzivanie analyzy QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA

Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujticeho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1. Produkt sa méze pouzivat vyluéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a tymto pribalovym letdkom a moéze sa pouzivat vyluéne
s komponentmi obsiahnutymi v suprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu duSevného vlastnictva
na pouzivanie alebo spajanie komponentov tohto panela s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria su€ast tejto stpravy, s vynimkou ustanoveni
uvadzanych v protokoloch dodavanych spolu s produktom a v tomto pribalovom letaku.

2. Iné nez vyslovne uvedené licencie — spoloénost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tento panel a/alebo jeho pouZitie neporusi prava tretich stran.

3. Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouZitie a nesmu sa opatovne pouZivat, obnovovat ani predavat, ak spolo¢nost
QIAGEN neuvédza inak.

4. Spoloénost QIAGEN sa $pecificky zrieka v$etkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.

5. Kupujici a pouZivatel tejto stipravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
ginnostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolocnost QIAGEN méZe uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej
licenénej zmluve pred akymkolvek siidom a bude poZadovat vietky naklady na vySetrovanie a siidne konania (vratane nakladov na pravne zastupovanie) pri
kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit' ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného viastnictva suvisiacich so stpravou a/alebo jej
komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky néjdete na adrese www.qgiagen.com.

© 2019 QIAGEN. V8etky prava vyhradené.
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www.QuantiFERON.com

Azia a oblast Tichomoria | techservice-ap@giagen.com
Eurdpa | techserviceQF T-eu@giagen.com
Stredny Vychod a Afrika | techserviceQF T-eu@giagen.com

Latinska Amerika (okrem Brazilie a Mexika) | techservice-latam@giagen.com
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