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Ugel pouziti

Analyza QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) je diagnosticky test in vitro s pouZitim
smési peptidd simulujici bilkoviny ESAT-6 a CFP-10 ke stimulaci bunék v heparinizované
plné krvi. Detekce interferon-y (IFN-y) pomoci analyzy ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) se pouziva ke zji§téni in vitro reakci na tyto peptidové antigeny, které

souvisi s infekci Mycobacterium tuberculosis.

QFT-Plus je nepfimy test infekce bacilem M. tuberculosis (v€etné onemocnéni) a je uréen
pro pouziti ve spojeni s posouzenim rizik, radiografii a dalSimi zdravotnimi a diagnostickymi

hodnocenimi.

Souhrn a princip testu

Tuberkul6za je nakazlivé onemocnéni zplsobené infekci mikroorganizmy M. tuberculosis
(MTB) (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), které se typicky pfenasi na nové hostitele
vzduchem v podobé kapének Sifenych od pacientd s tuberkulézou plic. Nové nakazeny
jedinec mGze onemocnét tuberkul6zou v dobé od nékolika tydnl az po nékolik mésicl, ale
stav vétSiny nakazenych osob zUstava dobry. Latentni tuberkul6za (LTBI) je nenakazlivy
asymptomaticky stav, ktery pretrvava u nékterych osob, unichz se onemocnéni
tuberkulézou mize rozvinout o nékolik mésici nebo let pozdéji. Hlavnim ucelem
diagnostikovani LTBI je zvazit [éEbu pro prevenci rozvoje tuberkulézy. Az do nedavné doby
byl tuberkulinovy kozni test (Tuberculin Skin Test, TST) jedinou dostupnou moznosti pro
diagnostiku LTBI. Kozni reakce na tuberkulin se rozvine 2az 10 tydnG po infekci.
u nékterych infikovanych osob, véetné téch se Sirokou Skalou zdravotnich stavu, které
narusuji funkci imunitniho systému, ale také bez téchto stav(, vS§ak nedochazi k reakci na
tuberkulin. Naopak nékteré osoby, unichz je nepravdépodobné, Ze jsou infikovani
M. tuberculosis, vykazuiji citlivost na tuberkulin a maji pozitivni vysledky TST po oCkovani
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bacilem Calmette-Guérin (BCG), infekci jinou mykobakterii nez komplexem mikroorganizmu

M. tuberculosis, nebo u nich nejsou stanoveny jiné faktory.

LTBI musi byt odliSena od aktivni tuberkulézy, coz je zaznamenatelny stav, ktery obvykle
zasahuje plice a dolni cesty dychaci, ale postiZzeny mohou byt i jiné organové soustavy.
Tuberkuléza je diagnostikovana na =zakladé anamnézy, fyzickych, radiologickych,
histologickych a mykobakteriologickych nalezu.

QFT-Plus je test bun&&né imunitni odpovédi (Cell-Mediated Immune, CMI) na peptidové
antigeny, které simuluji mykobakterialni bilkoviny. Tyto bilkoviny, ESAT-6 a CFP-10, chybi
uvSech kment BCG a vétSiny netuberkuléznich mykobakterii s vyjimkou M. kansasii,
M. szulgai a M. marinum (1). Krev osob infikovanych komplexem MTB obvykle obsahuje
lymfocyty, které tyto a jiné mykobakterialni antigeny rozpoznaji. Tento proces rozpoznani
zahrnuje vytvofeni a sekreci cytokinu, IFN-y. Detekce a nasledna kvantifikace IFN-y tvofi
zaklad tohoto testu.

Antigeny pouzité vtestu QFT-Plus jsou smési peptidd simulujici bilkoviny ESAT-6
a CFP-10. V ¢etnych studiich se ukazalo, Ze tyto peptidové antigeny stimuluji odpovédi
IFN-y T-bunék ziskanych od osob infikovanych M. tuberculosis, ale obecné nikoli od
neinfikovanych osob nebo osob o¢kovanych BCG bez onemocnéni nebo rizika LTBI (1-32).
Nicméné lécby ¢i stavy, které narusuji funkci imunitniho systému, mdzou potencialné omezit
odpovédi IFN-y. u pacientu s nékterymi dalSimi mykobakterialnimi infekcemi se také mohou
vyskytnout reakce na ESAT-6 a CFP-10, protoze geny téchto bilkovin se vyskytuji
u M. kansasii, M. szulgai a M. marinum (1, 23). Test QFT-Plus je testem na LTBI a je také
uziteCnym pomocnikem pfi diagnostice infekce komplexem M. tuberculosis u nemocnych
pacientt. Pozitivni vysledky slouzi jako pomoc pfi diagnostice tuberkulézy, avSak
k pozitivnim vysledkdm muZe vést také infekce jinymi mykobaktériemi (napf. M. kansasii).
Pro potvrzeni nebo vylou€eni onemocnéni tuberkul6zou jsou nutna dalSi |ékafska
a diagnosticka hodnoceni.
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QFT-Plus obsahuje dvé odliSné zkumavky s antigenem TBC: zkumavku TBC
Antigen 1 (TB1) a zkumavku TBC Antigen 2 (TB2). Obé zkumavky obsahuji peptidové
antigeny z antigent spojené s komplexem MTB, ESAT-6 a CFP-10. Zatimco zkumavka TB1
obsahuje peptidy z ESAT-6 a CFP-10, které jsou navrzeny ke zji§téni bunéénych imunitnich
odpovédi (CMI) z CD4* T-pomocnych lymfocytl, zkumavka TB2 obsahuje dodate¢nou sadu
peptidi zaméfenou na indukci CMI odpovédi z CD8* cytotoxickych T-lymfocyta. V pfirozené
historii MTB infekce hraji CD4* T-bunky dlleZitou uUlohu v imunologické kontrole
prostfednictvim jejich sekrece cytokinu IFN-y. Nyni existuji dikazy, Zze se CD8* T-buriky
UCastni zakladni obrany prfed infekci MTB produkci IFN-y a dalSich rozpustnych faktord,
které aktivuji makrofagy k potlaceni rlstu MTB, niceni infikovanych bunék nebo pfimym
rozkladem MTB uvnitf bunék (33-35). CD8" buriky specifické pro MTB byly detekovany
u subjektt s LTBI a s aktivni TBC, kde Ize ¢asto nalézt buriky CD8* produkujici IFN-y (36—
38). Kromé toho bylo popséno, Ze CD8* T-lymfocyty specifické pro ESAT-6 a CFP-10 byly
Castéji detekovany u subjektll s aktivni TBC v porovnani s LTBI amohou souviset
s nedavnou expozici MTB (39—41). Dale CD8* T-bunky specifické pro MTB produkujici IFN-y
byly také detekovany u subjektl s aktivni TBC se soubé&znou infekci HIV (42, 43) a u malych
déti s onemocnénim TBC (44).

Princip analyzy

Analyza QFT-Plus vyuZivé specidlni zkumavky na odbér krve, které se pouZivaji k odbéru
plné krve. Inkubace krve probiha ve zkumavkach po dobu 16 az 24 hodin. Po této dobé se
odebere plazma, ktera je testovana na pfitomnost IFN-y v reakci na peptidové antigeny.

Test QFT-Plus se provadi ve dvou fazich. Nejprve se odebere pIna krev do kazdé zkumavky
QFT-Plus Blood Collection Tubes, mezi které patfi zkumavka Nil, zkumavka TB1, TB2
a zkumavka Mitogen. Krev muze byt také odebrana do jedné bézné odbérové zkumavky
obsahujici heparin lithny nebo heparin sodny jako antikoagulant a poté pfenesena do
zkumavek QFT-Plus.
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Zkumavka Mitogen se pouziva pfi testu QFT-Plus jako pozitivni kontrola. To mize byt
dllezité obzvlasté v pripadech, kdy existuji pochybnosti o stavu imunitniho systému osoby.
Zkumavka Mitogen také slouzi jako kontrola pro spravné zachazeni s krvi a inkubaci.

Zkumavky QFT-Plus se protfepaji, aby doSlo ke smiseni protilatky s krvi a je nutné je co
nejdfive inkubovat pfi teploté 37 °C (do 16 hodin od odbéru). Po uplynuti 16 az 24 hodin
inkubace se zkumavky odstfedi, odstrani plazma a zméfi se mnozstvi IFN-y (IU/ml) pomoci
analyzy ELISA. Analyza QFT-Plus ELISA vyuziva rekombinantni lidsky IFN-y standard, jenz
byl srovnan s referenénim pripravkem IFN-y (ref. NIH: Gxg01-902-535). Vysledky testu
vzorku jsou uvedeny v mezinarodnich jednotkach 1U na ml (IU/ml) podle standardni kfivky

pfipravené testovanim fedéni standardu dodaného spolu se soupravou.

Je znamo, ze heterofilni (napf. lidské protimysi) protilatky v séru nebo plazmé urcitych
jedincu zpUsobuiji interferenci s imunitnimi analyzami. Vliv heterofilnich protilatek je v testu
QFT-Plus ELISA minimalizovan pfidanim normainiho mySiho séra do zeleného Fediciho
roztoku a pouzitim monoklonalnich fragmentd protilatek F(ab’)2 jako protilatky k zachyceni
IFN-y, kterou je potaZzena mikrotitracni desticka.

Analyza QFT-Plus je povazovana za pozitivni na odpovéd IFN-y, pokud je hodnota kterékoliv
zkumavky TBC Antigen vyznamné vysS$i nez hodnota Nil IFN-y IU/ml. Vzorek plazmy ze
zkumavky Mitogen slouzi jako pozitivni kontrola IFN-y pro kazdy testovany vzorek. Nizka
odezva na mitogen (< 0,5 IU/ml) oznaCuje nejednoznacny vysledek, pokud ma vzorek krve
také negativni odezvu na antigeny TBC. K této situaci mize dochazet pfi nedostatku
lymfocytd, snizené aktivité lymfocytd v disledku nespravného zachazeni se vzorkem,
nespravného plnéni/miseni zkumavky Mitogen nebo neschopnosti lymfocytli pacienta
vytvaret IFN-y. PFi pfitomnosti heterofilnich protilatek nebo vlastniho sekretu IFN-y se mohou
ve vzorku Nil objevit zvySené hladiny IFN-y. Zkumavka Nil upravuje pozadi (napf. zvySené
hladiny IFN-y v krevnim ob&hu nebo pfitomnost heterofilnich protilatek). Hladina IFN-y ze
zkumavky Nil je odeétena od hladiny IFN-y ze zkumavek TBC Antigen a Mitogen.
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Cas potfebny k provedeni analyzy

Odhadovany &as potfebny k provedeni analyzy QFT-Plus ELISA je uveden nize; &as

potfebny k testovani vice vzorkl v davkovém zpracovani je také uveden:
Inkubace zkumavek s krvi pfi 37 °C: 16 az 24 hodin

ELISA: Cca. 3 hodiny pro jednu desticku ELISA
(22 osob)
<1 hodina prace

Pro kazdou dalSi desti¢ku pfidejte 10 az 15 minut
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Komponenty a skladovani

Zkumavky pro
odbér krve*

Katalogové
Cislo

Pocet
testt/baleni

200 Balenipro  Davkovaci
zkumavek  jednoho baleni
pacienta

622526 622222 622423

50 10 25

200
zkumavek
HA (pro
vysoké
nadmorské
vysky)
623526

50

Baleni HA
pro jednoho
pacienta
(pro vysoké
nadmorské
vysky)
623222

10

Davkovaci
baleni HA

(pro vysoké
nadmorské

vysky)
623423

25

QuantiFERON
Nil Tube

(Sedy uzaveér,

bily krouzek)
QuantiFERON
TB1 Tube (zeleny
uzaveér, bily
krouzek)

QuantiFERON
TB2 Tube (zluty
uzaver, bily
krouzek)

QuantiFERON
Mitogen Tube
(fialovy uzaver,
bily krouzek)

QuantiFERON Nil
HA Tube

(Sedy uzaver,
Zluty krouzek)
QuantiFERON
TB1 HA Tube
(zeleny uzaver,
Zluty krouzek)

QuantiFERON
TB2 HA Tube
(Zluty uzaver,
Zluty krouzek)
QuantiFERON
Mitogen HA Tube
(fialovy uzaveér,
Zluty krouzek)
Pribalovy letak
QFT-Plus Blood
Collection Tubes

TB1

TB2

Mitogen

Nil HA

TB1HA

TB2 HA

Mitogen
HA

50 zkumavek 10 zkumavek 25 zkumavek

50 zkumavek 10 zkumavek 25 zkumavek

50 zkumavek 10 zkumavek 25 zkumavek

50 zkumavek 10 zkumavek 25 zkumavek

50 zkumavek

50 zkumavek

50 zkumavek

50 zkumavek

10 zkumavek

10 zkumavek

10 zkumavek

10 zkumavek

25 zkumavek

25 zkumavek

25 zkumavek

25 zkumavek

*

Ne vS8echny konfigurace vyrobkl jsou k dispozici ve vSech zemich. DalSi informace o dostupnych konfiguracich pro

objednavku ziskate na oddéleni péce o zakazniky spolecnosti QIAGEN (podrobnosti na strankach www.giagen.com).
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Pfibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) ELISA  04/2019




Sougéasti analyzy ELISA'

Katalogové ¢islo

Souprava ELISA se 2
destickami

622120

Referenéni laboratorni baleni

622822

0,01 % hm.)

% hm.)

ProClin® 300)

Tetramethylbenzidin)

Microplate Strips (Stripy s mikrotitraénimi
destickami) (12 x 8 jamek) pokryté mysi
monoklonalni protilatkou proti lidskému IFN-y

IFN-y Standard (Standardni IFN-y), lyofylizovany
(obsahuje rekombinantni lidsky IFN-y, bovinni
kasein, Thimerosal 0,01 % hm.)

Green Diluent (Zeleny fedici roztok) (obsahuje
bovinni kasein, normalni mysi sérum, Thimerosal

Conjugate 100x Concentrate (Konjugat 100x
koncentrat), lyofilizovany (mysi protilatkou proti
lidskému IFN-y HRP, obsahuje Thimerosal 0,01

Wash Buffer 20x Concentrate (20x koncentrat
promyvaciho ¢inidla) (pH 7,2; obsahuje 0,05 % obj.

Enzyme Substrate Solution (Roztok enzymového
substratu) (obsahuje H202, 3,3’, 5,5’

Enzyme Stopping Solution (Zastavovaci roztok
enzym() (obsahuje 0,5M H2S04)

Pribalovy letdk QFT-Plus ELISA

2 x stripy s mikrotitraénimi
destickami s 96 jamkami

1 x lahvi¢ka (8 IU/ml po
rekonstituci)

1x30ml

1 x 0,3 ml (po rekonstituci)

1 %100 ml

1 %30 ml

1x15ml

1

20 x stripy s mikrotitraénimi
destickami s 96 jamkami

10 x lahvicka (8 1U/ml
po rekonstituci)

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml (po rekonstituci)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10 x 15 ml

TViz strana 15, kde naleznete bezpec&nostni opatieni a véty o nebezpe&nosti.

Pfibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

® Inkubator 37 °C £ 1 °C*. CO2 neni nutné.

e Kalibrované pipety* s proménnym objemem pro davkovani 10 pl az 1000 pl s jednorazovymi
Spickami

® Kalibrovana vicekanalova pipeta® pro davkovani 50 pyl a 100 pl s jednordzovymi
Spickami

® Vicko desticky

® Trepacka mikrotitracnich destic¢ek*

® Deionizovana nebo destilovana voda, 2 litry

® Promyvacka mikrotitracnich desti¢ek (doporucuje se automatizovana promyvacka).

e Ctecka mikrotitracnich desticek* s filtrem 450 nm a referenénim filtrem 620 nm aZ 650 nm

* Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuéeni vyrobce.
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Uchovavani a nakladani se vzorkem

Zkumavky pro odbér krve

Zkumavky pro odbér krve skladujte pfi teploté 4 °C az 25 °C.

Cinidla soupravy

Cinidla soupravy skladujte pfi teplot& 2 °C aZ 8 °C.

Roztok enzymového substratu vzdy chrarite pfed pfimym slunecnim svétlem.

Rekonstituovana a nepouzita Cinidla

Pokyny ke zplsobu rekonstituce ¢inidel naleznete na strané 26.

Rekonstituovany standard soupravy muze byt uchovan az po dobu 3 mésicl, pokud
je skladovan pfi teploté 2 az 8 °C.

Poznacte si datum, kdy byl standard soupravy rekonstituovan.

Po rekonstituci musi byt nespotfebovany konjugat 100x koncentrat vracen do skladovaci
teploty 2 °C az 8 °C a musi byt spotfebovan do 3 mésicu.

Poznacte si datum, kdy byl konjugat rekonstituovan.

Pracovni roztok konjugatu musi byt pouzit do 6 hodin od pfipravy.

Pracovni promyvaci pufr mize byt uchovan pfi pokojové teploté po dobu az 2 tydnu.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pouze pro diagnostiku in vitro.

Varovani

Negativni vysledek QFT-Plus nevyluCuje moznost infekce M. tuberculosis nebo
onemocnéni tuberkul6zou: fale$né negativni vysledky mohou byt zptsobeny stadiem
infekce (napf. vzorek ziskany pred rozvojem buné&cné imunitni reakce), komorbidnim
stavem, ktery ovliviiuje funkce imunitniho systému, nespravnou manipulaci se
zkumavkami na odbér krve po odbéru ze zily, nespravnym provedenim analyzy nebo
jinymi imunologickymi promé&nnymi.

Pozitivni vysledek QFT-Plus by nemél byt jedinym nebo definitivnim zakladem pro
stanoveni infekce M. tuberculosis. Nespravné provedeni analyzy mize zpUsobit faleSné
pozitivni vysledky.

Pozitivni vysledek QFT-Plus by mél byt ovéfen dalSimi Iékarskymi hodnocenimi
a diagnostickymi hodnocenimi aktivni tuberkulézy (napf. stér a kultivace AFB, rtg
hrudniku).

Zatimco ESAT-6 a CFP-10 u vSech kmenl BCG a u vétsiny znamych netuberkul6znich
mykobakterii chybi, je mozné, Ze pozitivni vysledek QFT-Plus muze byt zpusoben
v dusledku infekce M. kansasii, M. szulgai nebo M. marinum. Pokud existuje podezieni
na takové infekce, je nutné provést alternativni testy.

14
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Bezpecénostni opatfeni

Pfi  manipulaci

s chemikdliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni

pracovni odév,

bezpecénostnich listech (Safety Data Sheets, SDS). Jsou k dispozici také online v PDF

formatu na strankach www.qiagen.com/safety, kde muzete najit, precist a vytisknout

bezpecnosti listy vSech souprav a soucasti souprav QIAGEN.

A

UPOZORNENI: Slidskou krvi aplazmou
zachazejte jako s potencialné infekéni. Dodrzujte
prisluSsné pokyny pro zachazeni s krvi a krevnimi
produkty. Vzorky amateridly, které byly
v kontaktu skrvi nebo krevnimi produkty,
likvidujte vsouladu s federalnimi, statnimi

a mistnimi predpisy.

Na komponenty soupravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA se vztahuji

nasledujici pokyny pro bezpe€né zachazeni a véty o nebezpecénosti.

Véty o nebezpecénosti

L

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblic¢ejovy Stit.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

Obsahuje: kyselinu sirovou. Varovani! Muze zplsobovat korozi kov(.

Zpusobuje podrazdéni kGize. Zpusobuje vazné podrazdéni oci. Pouzivejte

Varovani! Zplsobuje mirné podrazdéni kaze. PouzZivejte ochranné

Pfibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019
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QuantiFERON Green Diluent

Obsahuje: 5-hydroxy-1-(4-sulfofenyl)-4-(4-sulfofenylazo)pyrazol-3-karboxylat
sodny. Obsahuje: tartrazin. Varovani! MGze vyvolat alergickou kozni reakci.
Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblicejovy &tit.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Obsahuje: Smés 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-onu a 2-methyl-2H-
isothiazol-3-onu  (3:1). Skodlivy pro Zivot ve vodnim prostfedi

s dlouhodobymi nepfiznivymi u¢inky. Zabrarite uvolnéni do prostredi.

Pokyny pro bezpeéné zachazeni

Pfed pouzitim ziskejte zvlastni pokyny. Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/obliejovy &tit. PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Okamzité
odstrante/sviéknéte veskeré kontaminované obleceni. Oplachnéte pokozku vodou/sprchou.
PRI ZASAZENI OCIi: Opatrné oplachujte vodou po dobu nékolika minut. Pokud zasaZena
osoba pouziva kontaktni ¢ocky, vyjméte je (pokud je to mozné). Pokracujte v oplachovani.
Pokud dojde k zasazeni nebo duvodné obavé, ze doslo k zasazeni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc. lhned kontaktujte TOXIKOLOGICKE STREDISKO nebo lékare. V pfipadé, Ze dojde
k podrazdéni pokozky nebo vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc. Sundejte kontaminovany
odév apfed opétovnym pouzitim jej vyperte. Uchovavejte v uzaméeném prostoru.

Obsah/nadobu likvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Dalsi informace
Bezpecnostni listy: www.qgiagen.com/safety

® Odchylky od informaci uvedenych v pfibalovem letaku QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) ELISA mohou zpUsobit chybné vysledky. Pfed pouzitim si prosim peclivé
prectéte pokyny.
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® Nepouzivejte soupravu, pokud jakakoliv Iahev s &inidlem vykazuje pfed pouZzitim znamky
poskozeni nebo netésnosti.

o Dulezité: Pfed pouzitim zkontrolujte lahvicky. Nepouzivejte konjugované lahvicky ani
lahviéky standardniho IFN-y, pokud vykazuji znamky poskozeni nebo pokud doslo
k porudeni  pryzového té&snéni. Nemanipulujte s poSkozenymi lahvickami.
S pouzitim nalezitych bezpecénostnich opatfeni lahvicky bezpecné zlikvidujte.
Doporuceni: K otevieni konjugovanych lahvicek nebo lahviéek standardniho IFN-y
pouzijte dekrimpovaci klesticky, ¢imz se minimalizuje riziko zranéni kovovym zvinénym
vickem.

® Nepouzivejte spoleéné stripy mikrotitratnich destiCek, standardni IFN-y Standard,
zeleSny Fedici rozok nebo konjugat 100x koncentrat z riznych Sarzi souprav QFT-Plus..
Ostatni €inidla (20% koncentrat promyvaciho €inidla, roztok enzymového subsbtratu
a zastavovaci roztok enzymi) mohou byt pouzivana zrlznych Sarzi souprav za
predpokladu, ze u Cinidel nevyprSela doba pouzitelnosti a ze jsou zaznamenany

informace o dané Sarzi.

® Zlikvidujte nepouzita Ccinidla a biologické vzorky v souladu s mistnimi, statnimi
a federalnimi pfedpisy.

® Nepouzivejte zkumavky na odbér krve QFT-Plus Blood Collection Tubes ani soupravu

ELISA po vyprseni doby pouzitelnosti.
® Vzdy je nutno dodrzovat spravné laboratorni postupy.

o Ujistéte se, ze laboratorni vybaveni bylo kalibrovano/validovano pro pouziti.
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Odbér vzorku a manipulace

QFT-Plus vyuzZiva nasledujici zkumavky na odbér krve:
1. Zkumavky QuantiFERON Nil (Sedy uzaveér s bilym krouzkem)
2. Zkumavky QuantiFERON TB1 (zeleny uzavér s bilym krouzkem)
3.  Zkumavky QuantiFERON TB2 (zluty uzavér s bilym krouzkem)
4.  Zkumavky QuantiFERON Mitogen (fialovy uzavér s bilym krouzkem)
5.  Zkumavky QuantiFERON HA Nil (Sedy uzavér se zlutym krouzkem)
6. Zkumavky QuantiFERON HA TB1 (zeleny uzavér se Zlutym krouzkem)
7. Zkumavky QuantiFERON HA TB2 (zluty uzavér se zlutym krouzkem)
8. Zkumavky QuantiFERON HA Mitogen (fialovy uzavér se Zlutym krouzkem)

Antigeny byly vysuSeny na vnitfni st&né zkumavek na odbér krve, proto je nezbytné, aby byl
obsah zkumavek dikladné promisen s krvi. Pokud je krev nabirana pfimo do zkumavek
QFT-Plus, musi byt zkumavky QFT-Plus uchovany a prepravovany pfi pokojové teploté
(22 °C £ 5 °C) a co nejdfive preneseny do inkubatoru o teploté 37 °C, a to do 16 hodin po
odbéru. Krev mliZze byt pfipadné odebrana do jednorazové zkumavky s heparinem lithnym
nebo heparinem sodnym pro uskladnéni pfed pfenosem do zkumavky QFT-Plus a inkubaci.
Vzorky krve odebrané do zkumavky s heparinem lithnym nebo heparinem sodnym lze
skladovat az po dobu 16 hodin pfi pokojové teploté (17—25 °C), po kterych nasleduje prenos
do zkumavek QFT-Plus. Vzorky krve ve zkumavkach s heparinem lithnym nebo heparinem
sodnym mohou byt rovnéz pfed pfenosem do zkumavek QFT-Plus skladovany pfi teploté
2-8 °C po dobu az 48 hodin. Viz ¢ast ,Odbér krve do jedné zkumavky s heparinem lithnym
nebo heparinem sodnym, a poté pfenos do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes.®
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Primy odbér do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes

1. Oznacte zkumavky pfislusnym zplsobem.
Ujistéte se, Ze je mozné kazdou zkumavku (Nil, TB1, TB2 a Mitogen) po odstranéni
vi¢ka identifikovat Stitkem nebo jinymi prostfedky.
Doporuduje se zaznamenat si €as a datum odbéru krve.

2. Od kazdého pacienta odeberte 1 ml krve ze Zily pfimo do kazdé ze zkumavek QFT-Plus

Blood Collection Tubes. Tento postup musi provadét pracovnik vyskoleny ve flebotomii.
Dillezita poznamka: Zkumavky by v dobé pInéni krvi mély mit teplotu od 17 do 25 °C.

Standardni zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes je mozné pouzit az do
nadmofrské vysky 810 metr( nad mofem. Zkumavky na odbér krve High Altitude QF T-Plus
Blood Collection Tubes (HA) pro velkou nadmofskou vysku je mozné pouzit od

nadmofrské vysky 1020 metr( az do nadmorské vysky 1875 metrd.

Vzhledem k tomu, Ze krev do zkumavek o objemu 1 ml vtéka relativné pomalu, udrzujte
zkumavku na jehle po dobu 2-3 sekund po zjevném naplnéni zkumavky. Tim se zajisti

odbér spravného objemu krve.

o Cerna znadka na boéni strané zkumavek oznaduje schvaleny rozsah objemu
0,8-1,2 ml. Jestlize je hladina krve v kterékoliv zkumavce mimo rozsah znacky, je
nutné odebrat novy vzorek krve. Nedostate¢né naplnéni nebo pfeplnéni zkumavek

mimo poZadovany rozsah 0,8—1,2 m muize vést k chybnym vysledkdm.

e Jestlize se k odbéru krve pouziva motylkova jehla, je nutné pred pouzitim
zkumavek na odbér krve QFT-Plus pouzit ,odvzduSfovaci“ zkumavku
k zajisténi, Ze bude hadic¢ka naplnéna krvi.

o Jestlize pouzivate zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes ve vySce vyssi
nez 810 metrll nad mofem nebo pokud je odebran maly objem krve, mohou
uzivatelé odebrat krev pomoci stfikacky a ihned pfenést 1 ml krve do kazdé
ze 4 zkumavek. Z bezpecnostnich divodu je nejvhodnéjsi odstranit jehlu ze
stfikaCky, zajistit nalezité bezpelnostni postupy, odstranit vicka ze
4 zkumavek QFT-Plus a pfidat 1 ml krve do kazdé z nich (po stfed cerné

znacky na boéni strané Stitku kazdé zkumavky). Opét nasadte pevné vicka

Pfibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019 19



a promichejte dle niZze uvedeného popisu. Ujistéte se, Ze je mozné kazdou
zkumavku (Nil, TB1, TB2 a Mitogen) po odstranéni vicka identifikovat Stitkem

nebo jinymi prostredky.

3. lhned po naplnéni desetkrat (10) dobfe protfepejte zkumavky tak, aby doslo ke smoceni

celé vnitini stény zkumavek krvi. Tim se rozpusti antigeny na sténach zkumavky.

Dilezita poznamka: Zkumavky maiji pfi protfepavani mit teplotu od 17 °C do 25 °C.
PFili§ silné tfepani muze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym vysledkim.

. Po oznaceni &titkem, naplnéni a protfepani musi byt zkumavky co nejdfive pfeneseny

do inkubatoru pfi teploté 37 °C+1°C (do 16 hodin od odbéru). Pfed inkubaci
uchovavejte a prenasejte zkumavky pfi pokojové teploté (22 °C 15 °C). Nebudou-li
zkumavky QFT-Plus inkubovany pfi teploté 37 °C ihned po odbéru krve a protfepani,
zkumavky pred inkubaci pfi teploté 37 °C 10krat otocte, aby se promichaly.

. Zkumavky QFT-Plus inkubujte ve VZPRIMENE poloze pfi teploté 37 °C + 1 °C po dobu

16 az 24 hodin. Inkubator nevyzaduje CO2 ani zvihCovani.

Odbér krve do jedné zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym, a poté pfenos do
zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes

1. Krev mlze byt také odebrana do jedné odbérové zkumavky obsahujici heparin lithny

nebo sodny jako antikoagulant a poté pfenesena do zkumavek QFT-Plus Blood
Collection Tubes. Jako antikoagulant pouzivejte pouze heparin lithny nebo sodny,
protoZe ostatni antikoagulanty mohou naru$ovat pribéh analyzy. Oznacte zkumavky
prislusnym zpusobem.

Doporuduje se zkumavku oznadit Stitkem s €asem a datem odbéru krve.

Dilezité: Zkumavky na odbér krve maji mit v dobé odbéru krve pokojovou teplotu
(17-25 °C).

. Naplrite zkumavku na odbér krve s heparinem lithnym nebo sodnym (minimaini objem 5 ml)

ajemné promichejte tak, Ze zkumavku nékolikrat prevratite dnem vzhlru, aby doslo

k rozpusténi heparinu. Tento postup musi provadét pracovnik vyskoleny ve flebotomii.
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3. Doba vydrze a teplota pro zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym pfed pfenosem
a inkubaci ve zkumavkach QFT-Plus Blood Collection Tubes (viz obrazky 1-3 Moznosti
odbéru krve).

Moznost 1 — Zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym, pfi pokojové teploté, skladovani
a manipulace Krev odebrana do zkumavky s obsahem heparinu lithného nebo sodného smi
byt pfed pfenosem do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes a naslednou inkubaci

uchovavana pfi pokojové teploté (22 °C + 5 °C) maximalné po dobu 16 hodin od odbéru.

Moznost 2 — Zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym, chlazené, skladovani

a manipulace

Dulezité: Kroky postupu a—d musi byt dodrzovany v daném poradi.

a. Krev odebrand do zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym mulze byt
uchovavana pfi pokojové teploté (17—-25 °C) az po dobu 3 hodin po odbéru krve.

b. Krev odebrana do zkumavky s heparinem lithnym nebo sodnym muze byt chlazena
v chladni¢ce (2—-8 °C) az po dobu 48 hodin.

c. Po chlazeni musi byt zkumavka s heparinem lithnym nebo sodnym pred prenosem do
zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes zahfata na pokojovou teplotu (17-25 °C).

d. Zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes s alikvotnimi podily maji byt ulozeny
do inkubatoru o teploté 37 °C do 2 hodin po pfenosu krve.

Pokud nebudou zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes inkubovany pfi teploté 37 °C

pfimo po pfenosu do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes a protfepani, zkumavky

pred inkubaci pfi teploté 37 °C 10krat otocte. Celkova doba od odbéru krve do inkubace ve

zkumavkach QFT-Plus Blood Collection Tubes nema prekrocit 53 hodin.

4. Prenos krevnich vzorkd ze zkumavky obsahujici heparin lithny nebo sodny do zkumavek
QFT-Plus Blood Collection Tubes:

a. Kazdou zkumavku QFT-Plus Blood Collection Tube fadné oznacte Stitkem.

Ujistéte se, ze je mozné kazdou zkumavku (Nil, TB1, TB2 a Mitogen) po odstranéni

vicka identifikovat Stitkem nebo jinymi prostfedky. Doporucuje se prenést
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zaznamenany €as a datum odbéru krve ze zkumavek obsahujicich heparin lithny

nebo sodny na zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes.

b. Vzorky musi byt pfed pfenesenim do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes

rovnomérné promichany jemnym prevracenim.

c. Pfenos je nutné provést asepticky, zajistit nalezité bezpe€nostni postupy, odstranit
vicka ze 4 zkumavek QF T-Plus Blood Collection Tubes a pfidat 1 ml krve do kazdé
z nich. Na zkumavky opét nasadte pevné vicka a promichejte dle nize uvedeného
popisu. Ujistéte se, ze je mozné kazdou zkumavku (Nil, TB1, TB2 a Mitogen) po
odstranéni vic¢ka identifikovat Stitkem nebo jinymi prostfedky.

5. Zkumavky promichejte. lhned po naplnéni zkumavky QFT-Plus Blood Collection
Tubes desetkrat (10) dobfe protfepejte tak, aby doSlo ke smoceni celé vnitfni stény
zkumavek krvi. Tim se rozpusti antigeny na sténach zkumavky.

PFili§ silné tfepani muze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym vysledkim.

6. Po oznaceni Stitkem, naplnéni a protfepani musi byt zkumavky pfeneseny do
inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C+1°C do 2 hodin od odbéru. Nebudou-li zkumavky
QFT-Plus Blood Collection Tubes inkubovany pfi teploté 37 °C hned po odbéru krve
a protfepani, pfed inkubaci pfi teploté 37 °C zkumavky 10krat (10x) prevratte. (Viz
moznosti odbéru krve na obrazcich 1-3 na dalSi strané).

7. Zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes inkubujte ve VZPRIMENE poloze pfi
teploté 37 °C + 1 °C po dobu 16 az 24 hodin. Inkubator nevyzaduje CO2 ani zvlhéovani.

Krev naberte do zkumavek QF T-Plus Blood Collection Tubes a uchovavejte pfi pokojové teploté.

f \ L l encunn. C t\ A( oo
Odeberte Protfepejte o L ( pé \ ¥ teplotd
\krev | pfi pokojové @——>{ promicheite .—,[ pfi tep

1 ml do kazdé 10krat protrepeijte Az 16 hodin Pro opétovné 16—-24 hodin
zkumavky QFT-Plus (10x) promichani otocte

Obrazek 1. Moznost odbéru krve: Krev naberte pfimo do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes
a uchovavejte pri pokojové teploté.

Celkova doba od odbéru krve do zkumavek QFT-Plus Blood Collection Tubes do inkubace pfi teploté 37 °C nesmi
prekrocit 16 hodin.
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Krev naberte do zkumavky obsahujici heparin lithny nebo sodny a uchovavejte pfi pokojové
teploté.

Preneste do
zkumavek
QFT-Plus

Inkubuijte pfi
teploté 37 °C
+1°C

Uchovavejte
pfi pokojové
teploté

Odeberte
krev

Opét
promichejte

Protrepejte
zkumavky

Promichejte

25 ml do zkumavky Otocte, aby se Pokojova teplota az Pro opétovné 1 ml do kazdé 10krat protfepejte (10x) 16-24 hodin
obsahujici heparin heparin rozpustil po dobu 16 hodin promichani otoéte zkumavky QFT-Plus
lithny nebo sodny

Obrazek 2. Moznost odbéru krve: Krev naberte do zkumavky obsahujici heparin lithny nebo sodny
a uchovavejte pri pokojové teploté.

Celkova doba od odbéru krve do zkumavky obsahujici heparin lithny nebo sodny do inkubace pfi teploté 37 °C nesmi
prekrocit 16 hodin.

Krev odeberte do zkumavek obsahujicich heparin lithny nebo sodny a uchovavejte pri
teploté 2-8 °C.

Uchova-
vejte pfi
pokojové
teploté

Protfepejte
zkumavky

Odeberte
krev

Promichejte vejte pri

25 ml do Ototte, aby se AZ 3 hodiny AZ 48 hodin Zahfejte na Pro opétovné 1 ml do kazdé 10krat 16-24 hodin
zkumavky heparin rozpustil pokojovou teplotu promichani  zkumavky QFT-Plus protfepejte (10x)
obsahujici heparin otocte

lithny nebo sodny

Obrazek 3. Moznost odbéru krve: Krev odeberte do zkumavky obsahujicich heparin lithny nebo sodny
a uchovaveijte pfi teploté 2-8 °C.

Celkova doba od odbéru krve do zkumavky obsahujici heparin lithny nebo sodny do inkubace pfi teploté 37 °C nesmi
prekrocit 53 hodin.
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Navod k pouziti

Faze 1 — Inkubace krve a sbér plazmy

Dodavané materialy

® Zkumavky QFT-Plus Blood Collection Tubes (viz ¢ast 3)

Potfebné materialy (nejsou soucasti dodavky)

e Vizcast3

Postup

. Jestlize krev brzy po odbéru nebude inkubovana, je nutné tésné pred inkubaci

zkumavky opét promichat tak, ze je 10krat prevratite.

. Zkumavky inkubujte ve VZPRIMENE poloze pfi teploté 37 °C = 1 °C po dobu 16 az

24 hodin. Inkubator nevyzaduje CO: ani zvlhéovani.

. Po inkubaci pri teploté 37 °C mohou byt zkumavky na odbér krve uchovany pired

odstredénim pfi teploté od 4 °C do 27 °C po dobu az 3 dnii.

. Po inkubaci zkumavek pfi teploté 37 °C usnadnite sbér plazmy tim, ze zkumavky

odstredite po dobu 15 minut pfi 2000 az 3000 x RCF (g). Gelova zatka oddéli
bunky od plazmy. Pokud k tomu nedojde, je nutné zkumavky opétovné odstredit.

Plazmu je mozné sbirat bez odstfedéni, avSak je nutné vénovat vétsi péci pfi
odstranovani plazmy, aniz by doSlo k rozvifeni bunék.

. Vzorky plazmy je mozné odebirat pouze pomoci pipety.

Diilezita poznamka: Po odstfedéni se pred odbérem plazmy vyhnéte pipetovani nahoru

a dolt nebo michani plazmy. Vzdy dbejte na to, abyste nenarusili material na povrchu gelu.
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Vzorky plazmy je mozné naplnit pfimo z odstfedénych zkumavek na odbér krve do
desticky QFT-Plus ELISA, v&etné pfipadl, kdy jsou pouzity automatizované pracovni
stanice ELISA.

Vzorky plazmy je mozné uchovat az po dobu 28 dni pfi teploté 2 az 8 °C nebo, pokud
je sebrana, pfi teploté nizsi nez —20 °C po delSi dobu.

Pro dostate¢ny objem vzorkl k testu odeberte alespori 150 pl plazmy.

Faze 2 — IFN--y ELISA

Dodavané materialy

® Souprava QFT-Plus ELISA (viz ¢ast 3)

Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

e Viz Cast 3.
Postup

1. VSechny vzorky plazmy a ¢inidla, kromé konjugatu 100x koncentratu, musi byt
pred pouzitim ohraty na pokojovou teplotu (22 °C %5 °C). Nechejte je temperovat
alespon po dobu 60 minut.

2. Z ramecku vyjméte stripy, které nejsou vyzadovany, opét zalepte folii, a vrat'te do
chladni¢ky do doby, kdy je budete potirebovat.

Ponechte alespori 1 strip pro QFT-Plus standardy a dostate¢ny pocet stripli pro pocet
testovanych pacientd (viz Obrazek 5). Po pouziti ramecek uchovejte pro pouziti se
zbyvajicimi stripy.

3. Rekonstituujte standardni IFN-y pomoci objemu deionizované nebo destilované
vody uvedeného na stitku lahvicky. Opatrné promichejte, aby nedoslo
k napénéni, a ujistéte se, ze dojde k dokonalému rozpusténi. Rekonstituci
standardu na uvedeny objem se ziska roztok o koncentraci 8,0 IU/ml.
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Dilezita poznamka: Rekonstitué¢ni objem standardu soupravy se bude mezi jednotlivymi
davkami lisit.

PouZijte rekonstituovany standard soupravy k vytvoreni série fedéni 1 ku 2 a nasledné
fedéni 1 ku 4 IFN-y se zelenym fedicim roztokem (Green Diluent, GD) (viz Obrazek 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 (Standard 4) obsahuje 0 IU/ml (samotny roztok GD).

Standardy musi byt otestovany alesponi v duplikatu. Pfipravte ¢erstva fedéni standardu

soupravy pro kazdou relaci analyzy ELISA.

Doporuceny postup pro duplikat standardd

Oznacte 4 zkumavky §titkem ,S1¢, ,S2%, ,S3%, ,S4*.

Pridejte 150 pl GD do zkumavek S1, S2, S3, S4.

PFidejte 150 pl standardu soupravy do zkumavky S1 a dikladné promichejte.
Preneste 50 pl ze zkumavky S1 do S2 a dukladné promichejte.

Preneste 50 ul ze zkumavky S2 do S3 a dukladné promichejte.

Samotny roztok (GD) slouzi jako nulovy standard (S4).

150 pl
—\ 50 pl 50 pl
—
= —
Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Rekonstituovany 4,0 1.0 0,25 0
standard 1U/ml 1U/ml 1U/ml 1U/ml
soupravy (zeleny fedici
roztok)

Obrazek 4. Priprava standardni kiivky
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4.

Rekonstituujte lyofylizovany konjugat 100x koncentrat pomoci 0,3 ml
deionizované nebo destilované vody. Opatrné promichejte, aby nedoslo
k napénéni a ujistéte se, ze dojde k dokonalému rozpusténi konjugatu.

Pracovni konjugat se pfipravuje zfedénim pozadovaného mnozstvi rekonstituovaného
konjugatu 100x koncentratu v zeleném fedicim roztoku (Tabulka 1. Pfiprava
konjugatu). Ihned po pouziti vratte pfipadny nespotfebovany konjugat 100x koncentrat
do skladovaci teploty 2 °C az 8 °C. Pouzijte pouze zeleny fedici roztok .

Tabulka 1. Pfiprava konjugatu

Pocet stripu Objem konjugatu 100% koncentratu Objem zeleného fediciho roztoku
2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 ul 2,0ml

5 25yl 2,5ml

6 30 ul 3,0ml

7 35 pl 3,5ml

8 40 pl 4,0ml

9 45 pl 4,5ml

10 50 pl 5,0 ml

11 55 pl 55ml

12 60 6,0 ml

5. Vzorky plazmy ziskané ze zkumavek na odbér krve, které byly nasledné ulozeny

(ochlazeny nebo zmrazeny), pred pfidanim do jamky analyzy ELISA dobie
promichejte.

Dulezitda poznamka: Jestlize maji byt vzorky plazmy pfidany pfimo z odstfedénych
zkumavek QFT-Plus, plazmu nepromichavejte. VZzdy dbejte na to, abyste nenarusili
material na povrchu gelu.

. Pridejte 50 yl Cerstvé pripraveného pracovniho konjugatu do pozadovanych

jamek ELISA pomoci vicekanalové pipety.
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~

. Pridejte 50 pl vzorkil plazmy pro test do prisluSnych jamek pomoci vicekanalové
pipety (viz doporu¢ené rozvrzeni desticky na Obrazek 5). Nakonec pridejte 50 pl
kazdého ze standardi 1 az 4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 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 21TB1
C 1TB2 3TB2 5TB2 77TB2 9TB2 S3 S3 13TB2 15TB2 17TB2 19TB2 21TB2
D 1™ 3M 5M 7™ 9IM S4 S4 13M 15M 17M  19M 21M
E 2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
F 2TB1 47TB1 6TB1 8TB1 10TB1 11TB1 12TB1 14TB1 16TB1 18TB1 20TB1 22TB1
G 2TB2 47TB2 6TB2 8TB2 10TB2 11TB2 12TB2 14TB2 16TB2 18TB2 20TB2 22TB2
H 2M 4M 6M 8M oM 1M1M  12M  14M 16M 18M 20M 22M
Obrazek 5. Doporucené rozvrzeni vzorkl (22 testi na jednu desticku)

S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4)

1N

8

10.

(vzorek 1. plazma Nil), 1 TB1 (vzorek 1. plazma TB1), 1 TB2 (vzorek 1. plazma TB2), 1 M (vzorek 1. plazma Mitogen)

. Zakryjte kazdou desticku a promichejte duakladné konjugat a vzorky
plazmy/standardy pomoci trepacky mikrotitracnich desticek po dobu 1 minuty.
Zabraiite strikani.

. Zakryjte kazdou desticku a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C +5 °C) po dobu

120 * 5 minut.

Desti¢ky by béhem inkubace nemély byt vystaveny pfimému slune¢nimu svétlu.
Béhem inkubace zired'te jeden dil 20x koncentratu promyvaciho €inidla 19 dily
deionizované nebo destilované vody a dikladné promichejte. K dispozici je
dostatek 20x koncentratu promyvaciho ¢éinidla k pripravé 2 litrG pracovniho
promyvaciho pufru.

Promyvejte jamky 400 ul pracovniho promyvaciho pufru alespon 6 cyklt. Doporucuje
se pouzit automatizovanou promyvacku desticek.
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Diikladné promyti je velmi dulezité pro vykon analyzy. Ujistéte se, Ze je kazda jamka pfi
kazdém promyvacim cyklu UpIné naplnéna promyvacim pufrem az po okraj. Doporucéuje
se ponechat jamky mezi kazdym cyklem namoceny alespon po dobu 5 sekund.

Do odpadniho zasobniku pridejte standardni laboratorni dezinfekéni prostfedek a je nutné
dodrzovat zavedené postupy pro dekontaminaci potencialné infekéniho materialu.

11. Poklepejte destickami ¢elem dolli na absorpéni utérku nepoustéjici vlas, abyste
odstranili zbytky pufru. Do kazdé jamky pridejte 100 pl roztoku enzymového
substratu, zakryjte kazdou desticku a dikladné promichejte pomoci tfepacky
mikrotitracnich desticek.

12. Zakryjte kazdou desti¢ku a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C + 5 °C) po dobu
30 minut.

Desticky by béhem inkubace nemély byt vystaveny pfimému slune¢nimu svétlu.

13. Po uplynuti 30 minut inkubace do kazdé jamky pridejte 50 yl zastavovaciho
roztoku enzymu a promichejte.

Zastavovaci roztok enzymu pfidejte do jamek ve stejném poradi a pfiblizné stejnou
rychlosti jako substrat v kroku 11.

14. Zméite optickou hustotu (Optical Density, OD) kazdé jamky béhem 5 minut od
zastaveni reakce pomoci c¢teCky mikrotitracnich desticek s filtrem 450 nm
a s referenénim filtrem 620 nm az 650 nm. Hodnoty OD budou pouzity k vypoctu

vysledku.
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Vypocty a interpretace testu

Pro analyzu nezpracovanych dat a vypocet vysledkl mize byt pouzit software pro analyzu
QFT Plus. Je k dispozici na strankach www.QuantiFERON.com. Ujistéte se, ze pouzivate
nejnoveéjsi verzi softwaru pro analyzu QFT-Plus.

Software provadi vyhodnoceni kontroly kvality analyzy, vytvafi standardni kfivku a poskytuje

vysledky testu pro kazdého pacienta, jak je uvedeno v ¢asti Interpretace vysledku.

Jako alternativa k pouziti softwaru pro analyzu QFT-Plus je mozné vysledky stanovit dle
nasledujici metody.

Vytvofeni standardni kfivky

(pokud neni pouzit software pro analyzu QFT-Plus)

Urcete stfedni hodnoty OD replikatli standardd soupravy na kazdé desti¢ce.

Vytvorte standardni kfivku logee)- log(e) pomoci grafického znazornéni logee) stfedni hodnoty
OD (osa y) oproti koncentraci log() standardti IFN-y v 1U/ml (osa x), s vynechanim nulového
standardu z téchto vypoétd. Vypoctéte ¢aru nejlepsiho vysledku pro standardni kfivku

pomoci regresni analyzy.

Pouzijte standardni kfivku ke stanoveni koncentrace IFN- y (IU/ml) pro kazdy testovany
vzorek plazmy s pouzitim hodnoty OD pro kazdy vzorek.

Tyto vypoéty je mozné provadét pomoci softwarovych bali¢kd, které jsou k dispozici se
¢teCkami mikrotitranich destiCek a standardniho tabulkového procesoru nebo statistického
softwaru (napfiklad Microsoft® Excel®). Doporuéuje se, aby byly tyto balitky pouZity
k vypoctu regresni analyzy, koeficientu variace (Coefficient of Variation, %CV) pro standardy
a korela¢niho koeficientu (r) standardni kfivky.
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Kontrola kvality testu

Presnost vysledkd testu zavisi na vytvofeni pfesné standardni kfivky. Proto musi byt

vysledky odvozené od standardud pred interpretaci vysledky testli vzork( proSetreny.
Aby byla analyza ELISA platna:

e Stfedni hodnota OD pro standard 1 musi byt > 0,600.
® %CV pro OD hodnoty replikatu standardu 1 a standardu 2 musi byt < 15 %.

® OD hodnoty replikatu pro standardy 3 a 4 se nesmi liSit o vice nez 0,040 jednotek optické
hustoty od jejich stfedni hodnoty.

o Korelaéni koeficient (r) vypoéteny ze stfednich hodnot absorbance téchto standardu
musi byt = 0,98.

Software pro analyzu QFT-Plus vypocita tyto parametry kontroly kvality a vytvofi zpravu.
Pokud vySe uvedena kritéria nejsou spinéna, bude cyklus testu neplatny a musi

byt zopakovan.

Stfedni hodnota OD pro nulovy standard (zeleny fedici roztok) musi byt < 0,150. Jestlize

je stfedni hodnota OD > 0,150, je nutné provéfit postup promyvani desticek.

Interpretace vysledkd
Vysledky testu QFT-Plus jsou interpretovany pomoci nasledujicich kritérii (Tabulka 2):

Dulezitd poznamka: Diagnostika nebo vylou€eni onemocnéni tuberkulézou a posouzeni
pravdépodobnosti LTBI vyzaduje pouziti kombinace epidemiologickych, historickych,
zdravotnich a diagnostickych nalezu, které musi byt vzaty v Gvahu pfi interpretaci vysledkd
QFT-Plus.
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Tabulka 2. Interpretace vysledki QFT-Plus

Nil TB1 minus Nil TB2 minus Nil Mitogen Vysledek ZpravalInterpretace
(IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) minus Nil QFT-Plus
(IU/mi)*
20,35a225% Jakakoliv
hodnoty Nil Jakskoliv Pozitivnit Infekce M. tuberculosis
Jakakoliv 20,35a225% je pravdépodobna
hodnoty Nil
<8,0 < 0,35 nebo < 0,35 nebo 20,5 Negativni Infekpe M. tuberculosis
20,35a<25% 20,35a<25% NENI pravdépodobna
hodnoty Nil hodnoty Nil
< 0,35 nebo < 0,35 nebo <0,5 Nejednoznaény* Pravdépodobnost
20,35a<25% 20,35a<25% infekce M. tuberculosis
hodnoty Nil hodnoty Nil neni mozné stanovit
> 8,08 Jakakoliv Nejednoznaény* Pravdépodobnost
infekce M. tuberculosis
neni mozné stanovit

* Odezvy na pozitivni kontrolu Mitogen (a ob&as na TBC Antigeny) mohou byt mimo rozsah ¢te¢ky mikrotitracnich
desti¢ek. To nema zadny dopad na vysledky testu. Hodnoty > 10 ml oznacuje software QFT-Plus jako > 10 1U/ml.

TV pfipadech, kdy neexistuje podezieni na infekci M. tuberculosis, mohou byt pivodné pozitivni vysledky ovéfeny
opakovanym testovanim plvodnich vzork( plazmy v duplikatu analyzou QFT-Plus ELISA. Pokud je opakované
testovani jednoho nebo obou replikatt pozitivni, musi byt test dané osoby povaZzovan za pozitivni.

*Mozné pFiginy viz &ast ,Reseni potizi“.
§$V klinickych studiich mélo méné nez 0,25 % subjektd hladiny IFN-y > 8,0 IU/ml u hodnoty Nil.

Magnituda méfené hladiny IFN-y se nemUGzZe korelovat se stadiem nebo stupném infekce,
urovni imunitni odpovédi nebo pravdépodobnosti progrese do aktivniho onemocnéni. Pozitivni
odezva TBC u osob, které jsou negativni na Mitogen je vzacna, ale dochazelo k ni u pacient
s aktivni TBC. To indikuje, Ze odezva IFN-y na TBC Antigen je vétSi nez na Mitogen, coz
je mozné, protoZe hladina Mitogenu nestimuluje maximainé produkci IFN-y lymfocyty.
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Interpretace

Validace

Ne

TB1 -Nil afnebo TB2 -Nil
20,35 IU/m

‘ Ano

Ne
TB1 -Nil a/nebo TB2 -Nil 2
25 % hodnoty Nil IU/ml*
1 Ano
Ano Ne
Mitogen — Nil < 0,50 1U/ml a o .
alnebo Nil >80 IUml |=| Nejednoznacny | Nil <8,0 1U/ml
Ne 1 l Ano
Negativni Pozitivni

* Aby byly platné vysledky TB1 minus Nil nebo TB2 minus Nil, musi byt hodnota mnozstvi = 25 % Nil IlU/ml ze stejné
zkumavky jako puvodni vysledek = 0,35 IU/ml.

Obrazek 6. Schématické znazornéni interpretace QFT-Plus
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Omezeni

Vysledky testd QFT-Plus musi byt pouzity spolecné s epidemiologii kazdého jedince,
souc¢asnym zdravotnim stavem a dal$imi diagnostickymi hodnocenimi.

Vysledky osob s hodnotami Nil vétSimi nez 8,0 IU/ml jsou klasifikovany jako ,nejednoznacné®,

protoZe o 25 % vysSi odezva na antigeny TBC m(ze byt mimo rozsah méfeni analyzy.

Nespolehlivé nebo nepriikazné vysledky se mohou objevit v disledku:

® Odchylky od postupu popsaného v tomto pfibalovém letaku.
® Nadmérné hladiny IFN-y v krevnim ob&hu nebo pfitomnost heterofilnich protilatek

® Uplynuti deli doby od odbéru vzorku krve do inkubace pfi 37 °C nez 16 hodin. Toto
neplati, pokud se pouziva pracovni postup se zkumavkou obsahujici heparin lithny
nebo sodny pfi teploté 2—-8 °C.
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Vykonostni charakteristiky

Klinické studie

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje zadny definitivni standardni test pro potvrzeni nebo
vylou€eni latentni tuberkulézy (LTBI), nelze prakticky vyhodnotit odhad citlivosti a specificity
pro QFT-Plus. Pfiblizna specificita testu QFT-Plus byla stanovena vyhodnocenim miry
faleSné pozitivnich vysledkd u osob s nizkym rizikem (bez znamych rizikovych faktoru)
nakaZeni tuberkulézou. PFiblizna citlivost byla stanovena vyhodnocenim skupin pacientd
nemocnych tuberkulézou, ktera byla potvrzena kultivaci.

Specificita

Byla provedena studie ke stanoveni specificity testu QFT-Plus u 409 subjektd.
Demografické informace a rizikové faktory expozice TBC byly stanoveny pomoci
standardizovaného dotazniku béhem testovani.

V souhrnu zji§téni u 2 skupin pacientll s nizkym rizikem (bez znamych rizikovych faktor()
infekce tuberkulézou, €inila celkova specificita QFT-Plus 97,6 % (399/409) (Tabulka 3
a Tabulka 4).

Tabulka 3. Vysledky studie specificity testu QFT-Plus podle pracovisté studie

Studie Pozitivni Negativni Nejednoznaény Specificita (95 % CI)
Japonsko 4 203 0 98 % (95-100 %)
Australie 6 196 0 97 % (94-99 %)
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Tabulka 4. Vysledky studie specificity testu QFT-Plus podle zkumavky TBC Antigen

Studie TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitivni 5 10 10

Negativni 404 399 399
Nejednoznacény 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 u aktivni TBC

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje zadny definitivni standardni test pro LTBI, je vhodnou
nahradou mikrobiologicka kultivace M. tuberculosis, protoze pacienti s aktivnim
onemocnénim jsou zjevné infikovani. K vyhodnoceni citlivosti QFT-Plus byly testovany
osoby s podezienim na TBC ve 4 pracovistich v Australii a Japonsku, u nichz byla nasledné
kultivaci potvrzena infekce M. tuberculosis (Tabulka 5 a Tabulka 6). Pacienti byli pfed
odbérem krve pro ucely testu QFT-Plus I1é€eni po dobu kratSi nez 14 dni.

Ve shrnuti vysledkl 4 skupin pacient(l s pozitivni kultivaci na M. tuberculosis byla stanovena
celkova citlivost testu QFT-Plus u aktivni TBC 95,3 % (164/172). Ve 4 skupinach bylo
159 pacientu pozitivnich podle zkumavek TB1 i TB2, 1 pacient byl pozitivni pouze dle
zkumavky TB1 a 4 pacienti byli pozitivni pouze dle TB2. Celkem 1,1 % (2/174) vysledk( bylo
nejednoznacnych. Vysledek TB2 spravné identifikoval 1 pacienta s potvrzenou kultivaci,
jehoz vysledek by byl jinak nejednoznacny (nizky Mitogen) dle samotného vysledku TB1
(viz Tabulka 5 a Tabulka 6).

Tabulka 5. Vysledky studie citlivosti testu QFT-Plus podle pracovisté studie

Pracovisté studie Pozitivni Negativni Nejednoznacny Citlivost* QFT-Plus
(95 % Cl)

Pracovi$té 1 36 7 0 84 % (69-93)

v Japonsku

Pracovisté 2 53 1 2 98 % (90-100)

v Japonsku

Pracovi$té 3 54 0 0 100 % (93-100)

v Japonsku

Australské pracovisté 21 0 0 100 % (84—-100)

* Citlivost je zaloZzena na celkovém poctu platnych testl, s vylouc¢enim nejednoznaénych vysledku.
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Tabulka 6. Vysledky studie citlivosti testu QFT-Plus podle zkumavky TBC antigen

Citlivost?(95 % Cl) 93,6% (88,8-96,7) 94,8 % (90,3-97,6)

TB1 TB2 QFT-Plus
Pozitivni 160 163 164
Negativni 11 9 8
Nejednoznacény 3 2 2

95,3 % (90,9-97,9)

* Citlivost je zaloZzena na celkovém poctu platnych testl, s vylouc¢enim nejednoznaénych vysledka.

Pozorované distribuce reakci — stratifikace dle rizika

Bé&hem klinickych hodnoceni byla pozorovana fada rdznych reakci testu IFN-Y na zkumavky

TB1, TB2 a kontrolni zkumavky a byly stratifikovany podle rizika infekce M. tuberculosis

(obrazky 7-9). Skupina se smiSenym rizikem se sklada ze zastupcul pacientl a subjektl ze

vSeobecné testované populace, véetné subjekt s rizikovymi faktory expozice TBC i bez nich

a u nichz nebyl pravdépodobny vyskyt aktivni TBC (tj. LTBI).

Pocet subjektu

400 A~
300 ]
200 A
100 -
0 T |—|| —1 T T T T T T T T T 1
D Q Q
LQ‘/Qr*bb/\ﬂ /q, /oy N /<0“ /Qy ;\q /‘b" /Q,«/\Q:I\Qﬂ
oY o? NY QY Y &Y oY 6 AN %‘Q)ﬂ
IFN-y (1U/ml)
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Pocet subjektl

200 A
150 []
100 ~
50
O N I [2 I ,g [ I I I I I Q T I I I 1
S S A RS
O~ O Ny QY BHY & ©F O A ‘b*o_)ﬂ
IFN-y (1U/ml)
Pocet subjektu
90 1M
60
30 A
O '\I QJIHQI%I'_'QI T T IQI T IQIQI
O S N PR A P RO
OV Y N AT AT & 6Y o7 AT 7Y 7

IFN-y (IU/ml)

Obrazek 7. Distribuce Nil. A. Distribuce hodnot Nil u populace s nizkym rizikem (n = 409). B. Distribuce hodnot Nil

u populace se smiSenym rizikem (n =194). C. Distribuce hodnot Nil u populace s kultivaci potvrzenou infekci M.
tuberculosis (n = 174).
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Obrazek 8. Distribuce TB1 a TB2 (bez nulové kontroly). A. Distribuce hodnot TB1 a TB2 (bez nulové kontroly)
u populace s nizkym rizikem (n = 409). B. Distribuce hodnot TB1 a TB2 (bez nulové kontroly) u populace se smiSenym
rizikem (n =194). C. Distribuce hodnot TB1 a TB2 (bez nulové kontroly) u populace s kultivaci potvrzenou infekci
M. tuberculosis (n = 174).
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Pocet subjektd
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Obrazek 9. Distribuce Mitogenu (bez nulové kontroly). A. Distribuce hodnot Mitogenu (bez nulové kontroly)
u populace s nizkym rizikem (n = 409). B. Distribuce hodnot Mitogenu (bez nulové kontroly) u populace se smisenym

rizikem (n = 194). C. Distribuce hodnot Mitogenu (bez nulové kontroly) u populace s kultivaci potvrzenou infekci M.
tuberculosis (n=169).
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Obrazek 10. Pozorovany rozdil mezi hodnotami TB1 a TB2 (bez nulové kontroly), stratifikovany podle rizika.
Populace s nizkym rizikem (n = 409), populace se smisenym rizikem (n = 189), a populace s kultivaci potvrzenou
infekci M. tuberculosis (n = 141). Hodnoty TB1 byly odecteny od hodnot TB2. Subjekty s hodnotami pro TB1 nebo TB2
> 10,0 IU/ml byly vylou€eny, protoZe byly mimo linearni rozmezi analyzy.

Funkcni vliastnosti analyzy

Linearita analyzy QFT-Plus ELISA se prokazala nahodnym umisténim 5 replikatl 11 smeési
plazmy se znamymi koncentracemi IFN-y na desticku ELISA. Linearni regresni ¢ara méla
sklon 1,002 + 0,011 a korelaéni koeficient 0,99 (Obrazek 11).

Mez detekce analyzy QFT-Plus ELISA je 0,065 IU/ml a nebyl prokazan zadny dukaz efektu
,high-dose hook® (prozona) u koncentraci IFN-y 10 000 IU/ml.

114
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Obrazek 11. Profil linearity analyzy QFT-Plus ELISA
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Nepfesnost mezi analyzami avramci analyz (% CV) u analyzy QFT-Plus ELISA byla
stanovena testovanim 20 vzorkl plazmy s rlznymi koncentracemi IFN-y ve 3 replikatech,
3 laboratofich, ve 3 dnech, které po sobé& nenasledovaly, a 3 rdznymi obsluhami. Kazdy
vzorek byl tedy testovan 27krat, v 9 nezavislych testovacich cyklech. Jednim ze vzorku byla
kontrola Nil, uniz byla vypoctena koncentrace IFN-y 0,08 IU/ml (95 % CI: 0,07-0,09).
u zbyvajicich 19 vzorkd plazmy byly koncentrace v rozsahu 0,33 (95 % CI: 0,31-0,34)
az 7,7 lU/ml (95 % Cl: 7,48-7,92).

Nepfesnost béhem jednoho cyklu analyzy nebo mezi jednotlivymi analyzami byla stanovena
dle primeéru hodnot %CV pro kazdy test plazmy obsahujici IFN-y z kazdého cyklu testu
desti€ky (n =9) avrozsahu od 4,1 do 9,1 % CV. Primérna hodnota kovariance v rdmci
cyklu testu (+ 95 % CI) Cinila 6,6 % * 0,6 %. Primérna nulova hodnota IFN-y plazmy Cinila
14,1 % CV.

Celkova nepfesnost nebo nepfesnost mezi analyzami byla stanovena porovnanim
27 vypocitanych koncentraci IFN-y pro kazdy testovany vzorek plazmy. Nepfesnost mezi
analyzami byla v rozsahu od 6,6 do 12,3 % CV. Celkova prdmérna hodnota % CV (+ 95 %
Cl) Cinila 8,7 % + 0,7 %. Hodnota plazmy s nulovou hodnotou IFN-y €inila 26,1 % CV. Tato
urovenn odchylky se dala oc€ekavat, protoZe vypocitand koncentrace IFN-y je nizka

a odchylka v okoli nizkého odhadu koncentrace bude vétsi nez pfi vyssich koncentracich.

Reprodukovatelnost testu QFT-Plus byla stanovena pomoci vzorku krve od 102 subjektl se
smiSenymi rizikovymi faktory infekce M. tuberculosis. Byli posuzovani tfi rdzni pracovnici

obsluhy a laboratorni podminky.

Pro kazdy subjekt a celkem pro vSech 306 subjektl byla stanovena celkem 3 diagnosticka
stanoveni. Celkové Cinila diagnosticka reprodukovatelnost 99 % (95 % Cl: 97,2-99,7),
pricemz diagnosticky vysledek byl shodny u 303 z 306 stanoveni. Vysledky 3 subjektu, které
se blizily mezni hodnoté, byly pfiCitany celkové odchylce.
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Diagnéza LTBI

Bylo publikovano mnozstvi studii, které prokazuji uc¢innost testu QFT, pfedchlidce testu

vybranych studii jsou uvedena v Tabulka 7.

Tabulka 7. Vybrané publikované studie o QFT

Populace/podminka Vysledky a zjisténi

Celkovy pocet publikovanych
studii

Pediatrické Prokazana ucinnost u déti, véetné déti mladsSich
5 let véku (45—46) s vy$$i presnosti nez
u kozniho testu ELISpot-based IGRA (8).
Do soucasné doby nejrozsahlejsi studie
porovnavajici QFT a TST u déti z Vietnamu,
Filipin a Mexika podporuje preferenci pouziti
testu QFT pfed tuberkulinovym koznim testem
(TST) pfi testovani déti narozenych v zahranici
na LTBI (46). Studie s omezenym kontaktem
ukazuje lep$i prediktivni hodnotu nez u TST
u déti (47) a 8nasobné vyssi predikci rizika
progrese k aktivni TBC béhem dvou let mezi
témi, ktefi presli na test QF T v porovnani
s témi, ktefi k pouziti tohoto testu nepresli (48).
Neshoda mezi vysledky negativnimi
u QFT/pozitivnimi u TST je vysoka u déti
ockovanych BCG (46, 49), avSak to nemélo
vliv na reakci na Mitogen u déti do véku
5 let (49) a nizké nejednoznacné vysledky
béhem rutinniho skriningu déti imigrantt (46).

Téhotenstvi V prostiedi nizké zatéze byla G¢innost testu
QFT stejné dobra u kazdého trimestru
téhotenstvi s porovnatelnymi vysledky
u netéhotnych Zen; test je mnohem vice
specificky, nejméné stejné tak citlivy a muze
predstavovat lepsi predikci progrese
onemocnéni nez je tomu u TST (50).

V prostiedi s vysokou zatézi byl test QF T

v prubéhu téhotenstvi stabilnéjsi a Iépe stanovil
prevalenci LTBI v porovnani s TST, i kdyz zavér
autoru byl, Ze téhotenstvi ma vliv na test QF T

i TST (51).

152

Tabulka pokracuje na dalSi strané

Pfibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold Plus (QF T®-Plus) ELISA 04/2019

43



Tabulka 7. Vybrané publikované studie o QFT (pokracovani)

Populace/podminka  Vysledky a zjisténi Celkovy pocet publikovanych
studii
HIV/AIDS Na test IGRA i TST ma vliv infekce HIV 101

a dukazy naznaduji, Ze je pfi interpretaci
vysledkl u pacientd s poctem CD4+ < 200 (52)
nutné postupovat s opatrnosti. Ukazalo se, ze
test QFT je ovlivnén méné nez ELISpot-based
IGRA a TST (53-55). Jedna navstéva s testem
IGRA prekonava problémy testu TST se
$patnymi vysledky v této populaci (53).

Imunosupresivni 1éEby  Test QFT je méné ovlivnén imunosupresivni 112
lé¢bou nez TST a lépe koreluje s rizikovymi
faktory TBC (23, 27). Test QF T ma vyssi
citlivost u pacientd s revmatickym
onemocnénim (23, 56, 57) a vys§i specificitu
nez TST, coz minimalizuje faleSné pozitivni
vysledky a snizuje riziko zbyte€né Iécby,
které by hrozilo u TST (23, 57, 58).

Pracovnici ve Ukazalo se, Ze je specifictéjsi s méné falesné 111

zdravotnictvi pozitivnimi vysledky nez TST a také nakladové
efektivnéjsi nez TST (59-62). PFi sériovém
testovani se ocekava variabilita v okoli prahové
hodnoty vzhledem k dichotomnimu meznimu
bodu a vlastni variability biologického testu (63).
Studie ukazaly vy$Si miru konverze/reverze nez
u TST pfi sériovém testovani pracovnikl ve
zdravotnictvi s nizkym rizikem (64, 65).
Americké centrum pro kontrolu a prevenci
nemoci (CDC) potvrzuje, Ze mirna kritéria
k definici konverze IGRA mize vytvofit vétsi
konverzi, nez je pozorovana u pfisnéjsich
kvantitativnich kritérii TST a ukazalo se, Zze
strategie opakovaného testovani jsou u¢inné
pfi zvladani jevu konverze/reverze (65-68).

Kontakty s osobami Vys§S8i PPV a NPV nez u TST (47); vyhoda 89
s TBC jediné navstévy pro ty, ktefi se pravdépodobné

jiz nedostavi (63), lepsi korelace vici

expozici (69), coz je obzvlasté vyznamné

u osob o¢kovanych BCG a populaci ze zemi,

kde probiha o¢kovani BCG (70, 71).

Transplantace Prokazalo se, Ze je alespon tak uc¢inny jako 23
TST, avSak je méné ovlivnén konec¢nou fazi
onemocnéni organu nez TST (22).

Tabulka pokracuje na dalSi strané
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Tabulka 7. Vybrané publikované studie o QFT (pokracovani)

Populace/podminka  Vysledky a zjisténi

Celkovy pocet publikovanych
studii

Diabetes Rozporuplny dukaz z malého poctu publikaci
s omezenym poctem subjektl. Pfi studii
z oblasti s nizkou zatézi se zjistilo, Ze citlivost
QFT neni snizena diabetem u pacientt
s TBC (72). Studie provadéna v Tanzanii,
v prostfedi s vysokou zatézi, ukazala negativni
vliv diabetu na produkci IFNy, nebrala vSak
v Uvahu negativné ovliviujici faktory jako
infekce HIV a napadeni cizopasniky (73).
Ve vietnamskych studiich u 838 diabetiku
s podezienim na TBC v dusledku abnormalnich
vysledkl CXR nebo s aktivni TBC potvrzenou
kultivaci (n = 128), pozitivita QFT byla stejna
nebo vys$si nez u meznich hodnot TST 10

a 15 mm (74).
Onemocnéni ledvin Pozitivni vysledky QFT koreluji s rizikovymi
v kone¢ném stadiu faktory pro TBC lépe nez TST a jsou méné

spojovany s BCG (75).

Migranti Studie prokéazaly, Ze test QFT neni ovlivnén
BCG a vékem, na rozdil od TST (74). Ukazalo
se, ze test QFT je nakladové nejefektivnéjsi
zpUsob (76). V prostredi s nizkou zatézi
pochazi vétsina zjisténych infekci TBC od
osob narozenych v ciziné a z reaktivace latentni
TBC po jejich pfijezdu (77). Do sou¢asné doby
nejrozsahlejsi studie porovnavajici QF T a TST
u déti imigrantt podporuje preferenci pouziti
testu QFT pred tuberkulinovym koznim testem
(TST) pfi testovani déti narozenych v zahranici
na latentni infekci TBC (46).

9
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Technické udaje
Nejednoznacné vysledky

Nejednoznacné vysledky jsou vzacné a mohou souviset se stavem imunity testovanych
osob, av§ak mohou se také vztahovat k mnozZstvi technickych faktord, pokud neni dodrzovan
vySe uvedeny navod k pouZiti.

Pokud existuje podezieni, Ze doslo k technickym problémdm pfi skladovani ¢inidel, odbéru
nebo manipulaci se vzorky krve, zopakujte cely test QFT-Plus s novym vzorkem krve.
Zopakovani testovani ELISA stimulované plazmy je mozné provést, pokud je podezfeni na
nedostate¢né promyti nebo jakoukoliv jinou odchylku od postupu pro test ELISA.
Nejednoznacéné vysledky testd v disledku nizkych hodnot mitogenu nebo vysokych hodnot
Nil by se nemély pfi opakovaném testovani zménit, pokud nedoslo k chybé pfi testovani
ELISA. Neur¢ité vysledky je nutné vykazovat tak, jak jsou. Lékafi si mohou zvolit opakovany

odbér vzorkl nebo provedeni jinych postupl dle potfeby.

Srazeni vzorku plazmy

Pokud se pfi dlouhodobém skladovani plazmy objevi ve vzorcich srazeniny fibrinu, odstrfedte
vzorky, aby se srazeny material usadil a napipetovani bylo snadné;si.
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomaoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.

DalSi informaci naleznete také v technickych

www.QuantiFERON.com. Kontaktni udaje naleznete na zadni strané.

Reseni potizi s analyzou ELISA

udajich uvedenych na strankach

Nespecifické zabarveni

Mozna pficina

a)

b)

d)

e)

Nedostatecné promyti desticky

KFizova kontaminace jamek
ELISA

Prosla doba pouzitelnosti
soupravy/komponent
Kontaminace roztoku

enzymového substratu

Miseni plazmy ve zkumavkach
QFT-Plus pred odbérem

Reseni

Promyijte desti¢ku alespon 6krat pomoci 400 ul promyvaciho pufru na
jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim ¢inidle muze byt zapotiebi
vice nez 6 promyvacich cykli. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alespori po dobu 5 sekund.

PFi pipetovani a miseni vzorku budte opatrni, aby se minimalizovalo riziko
kontaminace.

Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data pouzitelnosti. Ujistéte se,
Ze je rekonstituovany standard a konjugat 100% koncentrat pouzit
do tfi mésich od data rekonstituce.

Pokud se objevi modré zbarveni, roztok zlikvidujte. Ujistéte se,
Ze pouzivate Cisté nadoby na ¢inidla.

Po odstfedéni se pred odbérem plazmy vyhnéte pipetovani nahoru a dold
nebo michani plazmy. Vzdy dbejte na to, abyste nenarusili material na
povrchu gelu.

Nizké hodnoty optické hustoty pro standardy

Mozna pfigina

a)

b)
c)

d)

e)

Chyba fedéni standardu

Chyba pipetovani
P¥ili§ nizka teplota inkubace

P¥ili§ kratka doba inkubace

Nespravny filtr ¢tecky desticek

Reseni

Ujistéte se, Ze fedéni standardu soupravy jsou pfipravena spravné dle
pokyn( v tomto pfibalovém letaku.

Ujistéte se, Ze je zafizeni kalibrovano a pouzivano dle pokynl vyrobce.
Inkubaci pfi analyze ELISA provadéjte pfi pokojové teploté (22 + 5 °C).
Inkubace desti¢ky s konjugatem, standardy a vzorky musi trvat

120 +5 minut. Roztok enzymového substratu se inkubuje na desti¢ce po

dobu 30 minut.

Hodnoty desti¢ky musi byt nacteny s filtrem o vinové délce 450 nm
s referen¢nim filtrem od 620 do 650 nm.
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Reseni potizi s analyzou ELISA

f)  Prili§ chladna cinidla VSechna €inidla, s vyjimkou konjugatu 100x% koncentratu, musi byt pred
zahajenim analyzy temperovana na pokojovou teplotu. To muze trvat
priblizné jednu hodinu.

g) Prosla doba pouzitelnosti Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data pouzitelnosti. Ujistéte se,

soupravy/komponent Ze je rekonstituovany standard a konjugat 100x koncentrat pouzit
do 3 mésicu od data rekonstituce.

Vysoké pozadi

Mozna pficina Reseni

a) Nedostatecné promyti desticky Promyjte desticku alespori 6krat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim ¢inidle muZze byt zapotiebi
vice nez 6 promyvacich cykl(. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alespori po dobu 5 sekund.

b)  P¥ili§ vysoka teplota inkubace  Inkubaci pfi analyze ELISA provadeéjte pfi pokojové teploté (22 + 5 °C).

c)  Prosla doba pouzitelnosti Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data pouzitelnosti. Ujistéte se,

soupravy/komponent Ze je rekonstituovany standard a konjugat 100% koncentrat pouzit
do 3 mésicu od data rekonstituce.

d)  Kontaminace roztoku Pokud se objevi modré zbarveni, roztok zlikvidujte. Ujistéte se,
enzymového substratu Ze pouzivate Cisté nadoby na &inidla.

Nelinearni standardni kfivka a variabilita duplikatu

Mozna pfigina Reseni
a) Nedostate¢né promyti Promyijte desti¢ku alespori 6krat pomoci 400 ul promyvaciho pufru na
desticky jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim ¢inidle maze byt zapotfebi

vice nez 6 promyvacich cykli. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alespon po dobu 5 sekund.

b)  Chyba fedéni standardu Ujistéte se, Ze Ffedéni standardu jsou pfipravena spravné dle pokynt
v tomto pfibalovém letaku.

c) Nedostate¢né promichani Cinidla diikladné& promichejte tak, Ze pFed jejich pfidanim na destigku
zkumavku prevratite nebo lehce protfepete na tfepacce.

d)  Nejednotna technika PFidani vzorku a standardu provedte bez pferuseni procesu. VSechna
pipetovani nebo preruseni ¢inidla musi byt pfipravena pfed zahajenim analyzy.
bé&hem pfipravy analyzy
Informace o vyrobku atechnické pokyny jsou zdarma k dispozici u spole¢nosti
QIAGEN, prostrednictvim vaseho dodavatele nebo na strance

www.QuantiFERON.com.
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Symboly

Na obalu a zna€eni se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol

Definice symbolu

2x96
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Dostate¢né pro pfipravu 2 x 96 vzorkl

Zakonny vyrobce

Symbol CE-IVD

Pro diagnostiku in vitro

Cislo sarze

Katalogové ¢islo

Globalni ¢islo obchodni polozky

Datum pouzitelnosti

Teplotni omezeni

Viz navod k pouziti

Nepouzivejte opakované

Chrarite pred slune¢nim svétlem

Cislo materialu

R oznacuje revizi navodu k pouziti a n je &islo revize

[$)]
[ee]
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a dal$i informace volejte na bezplatnou linku 00800-22-44-6000,
navstivte nas technicky servis na adrese www.qiagen.com/contact nebo kontaktujte
oddéleni technické podpory QIAGEN (viz zadni strana nebo navstivie webové stranky

www.qiagen.com).
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Zkraceny postup testu

Faze 1 — inkubace krve

1. Odeberte krev pacienta do odbérovych zkumavek a poté %E;
desetkrat (10) dobfe protfepejte zkumavky tak, aby doslo ke \\ 5 )
smoceni celé vnitfni stény zkumavek krvi. Tim se rozpusti
antigeny na sténach zkumavky.

2. Zkumavky inkubuijte ve vzpfimené poloze pfi teploté 37 °C +1 °C E

po dobu 16 az 24 hodin.
3. Po inkubaci odstfedte zkumavky po dobu 15 minut pfi 2000 az ©
3000% g RCF (g), aby se oddélila plazma a Cervené krvinky. 2)

4. Po odstfedéni se pfed odbérem plazmy vyhnéte pipetovani
nahoru a dold nebo michani plazmy. Vzdy dbejte na to, abyste

C:J\

nenarusili material na povrchu gelu.

Faze 2 — IFN-y ELISA

1. Ponechte temperovat soudasti analyzy ELISA, s vyjimkou
konjugatu 100x koncentratu, na pokojovou teplotu (22 °C + 5 °C)

alespori po dobu 60 minut.

2. Rekonstituujte standard soupravy na 8,0 IlU/ml  pomoci /
deionizované nebo destilované vody. Pfipravte Ctyfi (4) standardni
fedéni. @

3. Rekonstituujte mrazem suseny konjugat 100x koncentrat pomoci

destilované nebo deionizované vody.
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10.

1.

12.

Pfipravte pracovni roztok konjugatu v zeleném Fedicim roztoku

a do vSech jamek pfidejte 50 pl.

Do pfislusnych jamek pfidejte 50 ul testovanych vzorkd plazmy
a 50 pl standardd. Promichejte pomoci tfepacky.

Inkubujte po dobu 120 + 5 minut pfi pokojoveé teploté.

Promyjte jamky alespon 6krat pomoci 400 yl promyvaciho pufru
na jamku.

Pridejte do
Promichejte pomoci tfepacky.

jamek 100 uyl roztoku enzymového substratu.

Inkubujte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

Pfidejte do
Promichejte pomoci tfepacky.

jamek 50 pul roztoku enzymového substratu.

Zjistéte vysledné hodnoty pfi 450 nm pomoci referenéniho
filtru 620 az 650 nm.

Provedte analyzu vysledk.
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Vyznamné zmeny

Cast Strana Zmény

RGzné RaGzné Pridany pokyny tykajici se pouziti zkumavky obsahujici
heparin lithny nebo sodny

Rizné Rizné Pridany pokyny tykajici se pracovniho postupu odbéru
krve pfi teploté 2-8 °C

RaGzné RaGzné Vicko desticky je nyni potfebny materialy, ktery neni
soucasti soupravy

Historie revizi prirucky

Dokument Zmény
R6 Zmeény tykajici se heparinu lithného/sodného
04/2019

Nové pracovni pokyny tykajici se pracovniho postupu odbéru krve pfi teploté 2—-8 °C
Vicka desticek odstranéna z destiek QF
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Ochranné znamky: QIAGEN®, QFT®, QuantiFERON® (skupina QIAGEN); Microsoft®, Excel® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Omezena licenéni smlouva pro QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se muiZze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a timto pfibalovym letakem a pro pouziti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych prav k dusevnimu viastnictvi k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou
obsazeny v tomto panelu, spoleéné s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadt popsanych v protokolech, které jsou
dodavany s vyrobkem, a tomto pfibalovém letaku.

Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tento panel a/nebo jeho pouZiti nenarusuje prava
tretich stran.

Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany jen k jednorazovému pouZiti a je zakazano je znovu pouZivat, renovovat nebo znovu prodavat, pokud neni
stanoveno jinak spolecnosti QIAGEN.

Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uZzivatel této sady souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakéazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN mUzZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat
kompenzaci za veSkeré naklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkil za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k duSevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi soucastmi.

Pro aktualizovand licen&ni ustanoveni viz www.qiagen.com.

© 2019 QIAGEN. V8echna prava vyhrazena.
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www.QuantiFERON.com

Asie a Pacifik | techservice-ap@giagen.com

Evropa | techserviceQF T-eu@giagen.com

Stredni vychod/Afrika | techserviceQF T-eu@giagen.com

Latinska Amerika (mimo Brazilii nebo Mexiko) | techservice-latam@gqiagen.com
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