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Ugel pouziti

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) je in-vitro analyza s pouZitim smési peptidu, ktera
simuluje bilkoviny lidského cytomegaloviru (cytomegalovirus, CMV) ke stimulaci bunék
v heparinizované pIné krvi. Detekce interferonu-gama (interferon-gamma, IFN-y) pomoci
enzymové imunoanalyzy (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) se pouziva ke
kvantifikaci in-vitro reakci na tyto peptidové antigeny, které souvisi s kontrolou imunitni
reakce na infekci CMV. Ztrata imunitni funkce maze souviset s rozvojem onemocnéni
cytomegalovirem (CMV). Test QF-CMV je ur€en k monitorovani urovné imunity pacienta
proti CMV.

QF-CMV neni test k ur€eni infekce CMV a nemél by byt pouzivan k vylou€eni moznosti
infekce CMV.

Shrnuti a vysvétleni

CMV je herpesvirus, kterym je infikovano 50-85 % dospélych osob v populaci. Je €astou
komplikaci pfi imunosupresivni |é¢bé, obzvlasté po transplantaci, a muze vyznamné
pfispivat k morbidité a mortalité u pfijemcu transplantovanych organd. Sou¢asné zpusoby
imunosupresivni 1éCby pouzivané k zabranéni odmitnuti transplantovaného organu maiji
zhoubny vliv na T-lymfocyty a buné&€nou imunitni (cell-mediated immune, CMI) odpovéd,
coz ma za nasledek zvy$enou nachylnost k virovym infekcim po transplantaci. Dulezitost
funkce T-bunék pfi potlacovani zmnozeni CMV je také zvyraznéna faktem, ze CD8* CMV
specifické cytotoxické T-lymfocyty (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) mohou chranit pred
patogenezi virové nakazy. Vypocet CD8* CMV specifickych CTL u patientd pod
imunosupresivy a tvorba IFN-y mGze byt prediktivni pfi vypoctu rizika vzniku onemocnéni
CMV. Tvorba IFN-y mdze byt funkéni nahrazkou pro identifikaci CMV specifickych CTL.
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QF-CMV je test pro odpovédi CMI na peptidové antigeny, které simuluji bilkoviny CMV.
Peptidy CMV jsou navrzeny pro cile CD8* T-bunék, v€etné A1, A2, A3, A11, A23, A24,
A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 a Cw6 (A30, B13)
haplotypy HLA tfidy | pokryvajici > 98 % lidské populace. Krev osob infikovanych virem
CMV obvykle obsahuje lymfocyty CD8*, které tyto antigeny rozpoznaji. Tento proces
rozpoznani zahrnuje vytvoreni a sekreci cytokinu, IFN-y. Detekce a nasledna kvantifikace

IFN-y tvofi zaklad tohoto testu.

Princip testu

Test QF-CMV se provadi ve dvou fazich. Nejprve se odebere plna krev do kazdé
zkumavky QF-CMV pro odbér krve, mezi které patfi zkumavka Nil Control, zkumavka CMV

Antigen, a zkumavka Mitogen.

Zkumavka Mitogen se pouziva pfi testu QF-CMV jako pozitivni kontrola. Toho Ize vyuzit
obzvlasté v pfipadech, kdy existuji pochybnosti o stavu imunitniho systému osoby.

Zkumavka Mitogen muze také slouzit jako kontrola pro spravné zachazeni s krvi a inkubaci.

Zkumavky je nutné co nejdfive inkubovat pfi teploté 37 °C (do 16 hodin od odbéru). Po
uplynuti 16-24 hodin inkubace se zkumavky odstfedi, odstrani plazma a zméfi se
mnozstvi IFN-y (IU/ml) pomoci testu QF-CMV ELISA.

Mnozstvi IFN-y ve vzorcich plazmy ze zkumavek CMV Antigen a Mitogen muize €asto byt
vy$§i nez horni limity vétSiny ¢teCek ELISA, i kdyZ je u vySetfovanych osob pouZita pouze
mirna imunosuprese. Pro kvalitativni vysledky pouzijte hodnoty vypoctené pro nefedénou
plazmu. Pro kvantitativni vysledky, pokud jsou zapotfebi skuteéné hodnoty IU/ml, je nutné
vzorky plazmy zfedit 1/10 v zeleném fedicim roztoku a testovat pomoci ELISA spole¢né

s nefedénou plazmou.
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Poznamka: Pro vzorky, které jsou vrozmezi testu QF-CMV ELISA (ij. do 10 IU/ml), je
nutné pouzit vysledek ziskany ze vzorku nefedéné plazmy. Pro takové koncentrace IFN-y

mohou byt hodnoty ziskané pomoci fedéni vzorkd plazmy 1/10 nepfesné.

Test je povazovan za reaktivni na odezvu IFN-y, pokud je hodnota zkumavky CMV Antigen
vyznamné vy3Si nez hodnota Nil IFN-y IlU/ml. Vzorky mitogenem stimulované plazmy slouzi
jako pozitivni kontrola IFN-y pro kazdy testovany vzorek. Nizka odezva na mitogen oznacuje
nejednoznacny vysledek, pokud ma vzorek krve také nereaktivni odezvu na antigeny CMV.
K této situaci muze dochazet pfi nedostatku lymfocytl, snizené aktivité lymfocyt v dusledku
nespravného zachazeni se vzorkem, nespravného pinéni/miseni zkumavky Mitogen nebo
neschopnosti lymfocytd pacienta vytvaret IFN-y — napfiklad u pacientd, ktefi v nedavné dobé
podstoupili transplantaci. Vzorkem Nil se provadi korekce pozadi neboli nespecifického IFN-y
v krevnich vzorcich. Hladina IFN-y zkumavky Nil se odecte od hladiny IFN-y pro zkumavku
CMV Antigen a zkumavku Mitogen (informace o interpretaci vysledkG QF-CMV viz
»interpretace vysledkd“ na strané 24 této pfibalové informace).

Cas potiebny k provedeni testu

Odhadovany ¢€as potfebny k provedeni testu QF-CMV je uveden nize; Cas potrebny

k testovani vice vzork( v davkovém zpracovani je také uveden:

Inkubace zkumavek s krvi pfi 37 °C: 16-24 hodin
ELISA: Cca. 3 hodiny pro jednu desticku ELISA
Méné nez 1 hodina prace

Pro kazdou dalsi destic¢ku pfidejte 10—
15 minut
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)

Katalogové ¢. 0192-0301
Pocet prep. 1
QuantiFERON Nil Control (Kontrola QuantiFERON 1 zkumavka
Nil)(S8edy uzaver)

QuantiFERON CMV Antigen (Antigen QuantiFERON 1 zkumavka
CMV)(modry uzaver)

QuantiFERON Mitogen Control (Kontrola QuantiFERON 1 zkumavka

Mitogen) (fialovy uzavér)

QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (Pfibalova
informace pro zkumavky QF-CMV pro odbér krve)

QuantiFERON-CMV ELISA

Katalogové €.

Souprava ELISA se 2 destickami
0350-0201

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

Human IFN-y Standard, lyophilized (Standard soupravy pro
lidsky IFN-y, lyofilizovany) (obsahuje rekombinantni lidsky IFN-y,
bovinni kasein, Thimerosal 0,01 % hm.)

Green Diluent (Zeleny fedici roztok) (obsahuje bovinni kasein,
normalni mysi sérum, Thimerosal 0,01 % hm.)

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

Wash Buffer 20x Concentrate (20x koncentrat promyvaciho
¢inidla) (pH 7,2, obsahuje 0,05 % obj. ProClin® 300)

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

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

QF-CMV ELISA Package Insert (Pfibalova informace QF-CMV
ELISA)

2 sady stript mikrotitranich desti¢ek
s 12 x 8 jamkami

1 x lahvicka
(8 IU/ml po rekonstituci)

1x30ml

1x0,3ml

1 %100 ml

1 x 30 ml

1x15ml

1

*

Obsahuje kyselinu sirovou. Bezpecénostni opatfeni viz strana 9.
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Dalsi potrebné materialy, které nejsou soucasti
soupravy

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
pouzitelné rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace si vyhledejte v pfislusnych
bezpecnostnich listech (safety data sheets, SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

® Inkubator 37 °C; CO2 neni vyzadovan.

e Kalibrované pipety s proménnym objemem pro vydej 10—1 000 ul s jednorazovymi
Spickami.

e Kalibrovana vicekanalova pipeta pro davkovani 50 a 100 ul s jednorazovymi $pickami.

® Trepacka mikrotitracnich desticek.

® Deionizovana nebo destilovana voda, 2 litry

® Promyvacka mikrotitranich desti¢ek (doporu€uje se automatizovana promyvacka).

e Ctetka mikrotitracnich destigek s filtrem 450 nm a referenénim filtrem 620 nm a2
650 nm

Upozornéni a bezpecCnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednorazové
bezpecnostnich listech (SDS). Bezpecnosti listy jsou k dispozici také on-line ve formatu
PDF na strankach www.giagen.com/safety, kde mulzete najit, precist a vytisknout

bezpecénosti listy véech souprav a soucéasti souprav QIAGEN®,
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UPOZORNEN S lidskou krvi zachazejte jako s potencialné infekéni. Dodrzujte pfislusné

A postupy pro zachazeni s krvi.

Na komponenty soupravy QuantiFERON-CMV ELISA se vztahuji nasledujici bezpecnostni
véty a bezpecnostni opatreni.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Obsahuje: kyselina sirova. Varovani! Mize byt korozivni pro kovy.
Drazdi kuzi. Zpusobuje vazné podrazdéni oci. Pouzivejte ochranné
rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy §tit.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kize. Pouzivejte ochranné
rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy Stit.
QuantiFERON Green Diluent
Obsahuje: 5-hydroxy-1-(4-sulfofenyl)-4-(4-sulfofenylazo)pyrazol-3-
karboxylat sodny. Obsahuje: tartrazin. Varovani! Mlze vyvolat

alergickou kozni reakci. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny
odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy Stit.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Obsahuje: ProClin 300. Skodlivy pro vodni organismy, s
dlouhodobymi ucinky. Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.
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Bezpec€nostni informace

DalSi informace

Odchylky od informaci uvedenych v pfibalové informaci QF-CMV mohou zpUsobit
chybné vysledky. Pfed pouzitim si prosim peclivé pfectéte pokyny.

Nepouzivejte soupravu, pokud jakdkoliv 1&hev s €inidlem vykazuje pfed pouzitim
znamky poskozeni nebo netésnosti.

Dulezité: Pred pouzitim zkontrolujte lahvicky. Nepouziveijte lahvicky s konjugatem
nebo standardnim IFN-y, pokud vykazuji znamky poskozeni nebo pokud doslo

k poruseni pryzového tésnéni. Nemanipulujte s poskozenymi lahvickami. S pouzitim
néalezitych bezpecnostnich opatfeni lahvicky bezpecné zlikvidujte.

Doporuceni: K otevieni lahvi¢ek s konjugatem nebo standardnim IFN-y pouzijte
odstranovac¢ kovovych vicek, aby bylo riziko zranéni kovovym ochrannym vickem co
nejmensi.

Nepouzivejte spole¢né stripy mikrotitracnich desti¢ek, standardni lidsky IFN-y, zeleny
fedici roztok nebo konjugat 100x koncentrat z riznych Sarzi souprav QF-CMV. Ostatni
¢inidla (promyvaci pufr 20x koncentrat, roztok enzymového substratu a zastavovaci
roztok enzym(l) mohou byt pouzivana z riznych Sarzi souprav za predpokladu, ze

u Cinidel nevyprsela doba pouzitelnosti a Zze jsou zaznamenany informace o dané Sarzi.
Zlikvidujte nepouzita Cinidla a biologické vzorky v souladu s mistnimi, statnimi

a federalnimi pfedpisy.

Nepouzivejte zkumavky QF-CMV pro odbér krve ani soupravy QF-CMV ELISA po
vyprSeni doby pouzitelnosti.

Ujistéte se, Ze laboratorni vybaveni, napfiklad promyvacky desti¢ek a ctecky,

byly kalibrovany/validovany pro pouziti.

11
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Zkumavky pro odbér krve

® Zkumavky QF-CMV pro odbér krve skladujte pfi teploté 4—-25 °C.
® Zkumavky QF-CMV pro odbér krve by v dobé pInéni krvi mély mit teplotu 17-25 °C.

® Doba skladovatelnosti zkumavek QF-CMV pro odbér krve je maximalné 15 mésicl od
data vyroby, pokud jsou skladovany pfi teploté 4-25 °C.

Cinidla soupravy ELISA
o Uchovavejte soupravu pfi teploté 2—8 °C.

® Roztok enzymového substratu vzdy chrante pfed pfimym slune¢nim svétlem.

Rekonstituovana a nepouzita Cinidla

Pokyny ke zplsobu rekonstituce &inidel naleznete v ¢asti ,Faze 2: QuantiFERON-CMV
ELISA pro lidsky IFN-y“ (kroky 3 a 5 na strankach 17 a 19).

® Rekonstituovany standard soupravy pro lidsky IFN-y mGze byt uchovan az po dobu
3 mésicl, pokud je skladovan pfi teploté 2—8 °C.
Poznacte si datum, kdy byl standard soupravy pro lidsky IFN-y rekonstituovan.

® Po rekonstituci musi byt nespotfebovany konjugat 100% koncentrat pfeveden zpét

na skladovaci teplotu 2-8 °C a musi byt spotfebovan do 3 mésic.
Poznacte si datum, kdy byl konjugat rekonstituovan.
® Pracovni roztok konjugatu musi byt pouZit do 6 hodin od pfipravy.

® Pracovni promyvaci pufr miiZze byt uchovan pfi pokojové teploté (22 °C +5 °C) po dobu
az 2 tydna.
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Odbér vzorku a manipulace

QF-CMV vyuziva nasledujici zkumavky pro odbér krve:

kontrola Nil (Sedy uzavér),
CMV Antigen (modry uzavér),

kontrola Mitogen (fialovy uzavér).

Antigeny jsou vysuSeny na vnitfni sténé zkumavek pro odbér krve, proto je nezbytné, aby

byl obsah zkumavek ddkladné promisen s krvi. Zkumavky musi byt co nejdfive pfeneseny
do inkubatoru pfi teploté 37 °C (do 16 hodin od odbéru).

Pro ziskani optimalnich vysledkd dodrzujte nasledujici postupy:

1.

Od kazdého pacienta odeberte 1 ml krve ze zily pfimo do kazdé ze zkumavek pro
odbér krve QF-CMV. Tento postup musi provadét pracovnik vyskoleny ve flebotomii.

Zkumavky QF-CMV pro odbér krve mohou byt pouzivany do nadmoiské vysky
810 metru.

Pokud jsou zkumavky QF-CMV pro odbér krve pouzity v nadmorské vysce nad 810 m
nebo v pfipadé nizkého objemu odebrané krve je mozné odebrat krev pomoci stfikacky

a 1 ml ihned prenést do kazdé ze tfi zkumavek. Z bezpe€nostnich diivodl je nejvhodnégjsi
odstranit jehlu ze stfikacky, zajistit nalezité bezpecnostni postupy, odstranit vicka ze t¥i
zkumavek QF-CMV pro odbér krve a pfidat 1 ml krve do kazdé z nich (po ¢ernou znacku
na boc¢ni strané Stitku kazdé zkumavky). Na zkumavky opét nasadte pevné vicka

a promichejte dle nize uvedeného popisu. Vzhledem k tomu, Ze krev do zkumavek

0 objemu 1 ml vtéka relativné pomalu, udrzujte zkumavku na jehle po dobu 2—3 sekund.

Jakmile se zda, Ze zkumavka je plna, ujistéte se, ze je ziskan spravny objem.

13
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Cerna znacka na boéni strané zkumavek oznaduje objem pInéni 1 ml. Zkumavky
QF-CMV pro odbér krve byly validovany pro objemy od 0,8 do 1,2 ml. Jestlize hladina

krve v kterékoliv zkumavce neni v blizkosti znacky, je nutné odebrat novy vzorek krve.

Jestlize se k odbéru krve pouziva motylkova jehla, je nutné pfed pouZzitim zkumavek
QF-CMYV pro odbér krve pouzit ,odvzduSiiovaci“ zkumavku k zajisténi, ze je hadicka

naplnéna krvi.

Krev mize byt také odebrana do jedné bézné odbérové zkumavky obsahujici heparin
lithny jako antikoagulant a poté pfenesena do zkumavek QF-CMV pro odbér krve. Jako
antikoagulant pouzivejte pouze heparin lithny, protoze ostatni antikoagulanty mohou
naru$ovat prabéh testu. Naplrite zkumavku pro odbér krve (minimalni objem 5 ml)

a jemné promichejte tak, ze zkumavku nékolikrat prevratite dnem vzhuru, aby doslo

k rozpusténi heparinu. Tento postup musi provadét pracovnik vySkoleny ve flebotomii.
Krev by méla byt uchovana pfi pokojové teploté (22 °C 15 °C), nez bude pfenesena do
zkumavek QF-CMV pro odbér krve k inkubaci, kterd musi byt zahajena do 16 hodin od
odbéru krve.

Ihned po naplnéni zkumavek QF-CMV pro odbér krve 10krat dobfe protfepejte
zkumavky tak, aby doslo ke smoceni celé vnitini stény zkumavek krvi a rozpusténi
antigend na jejich sténé.

Zkumavky by v dobé pInéni krvi mély byt uchovany pfi teploté 17-25 °C.

Prilis silné tfepani maze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym vysledkim.

Pokud byla krev odebrana do zkumavky s heparinem lithnym, je nutné vzorky pfed
prenesenim do zkumavky QF-CMV pro odbér krve rovhomérné promichat. Ujistéte se,
Ze je krev dukladné promichana jemnym obracenim zkumavky tésné pred davkovanim
krve. Rozdélte alikvotni podily o objemu 1 ml (jeden do kazdé zkumavky QF-CMV pro
odbér krve) do pfisludnych zkumavek Nil, CMV Antigen a Mitogen. Je nutné toto
provést asepticky, zajistit nalezité bezpec€nostni postupy, odstranit vicka ze tfi
zkumavek QF-CMV pro odbér krve a pfidat 1 ml krve do kazdé z nich (po ¢ernou
znacku na bo¢ni strané Stitku kazdé zkumavky). Na zkumavky opét nasadte pevné
vicka a promichejte dle vySe uvedeného popisu.
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3.

Oznadte zkumavky pfislusnym zplsobem.

Ujistéte se, Ze je mozné kazdou zkumavku (Nil, CMV Antigen, Mitogen) identifikovat
Stitkem nebo jinymi prostredky.

Po naplnéni, protfepani a oznageni Stitkem musi byt zkumavky co nejdfive pfeneseny
do inkubatoru pfi teploté 37 °C +1 °C (do 16 hodin od odbéru). Pfed inkubaci

uchovavejte zkumavky pfi pokojové teploté (22 °C +5 °C). Krevni vzorky nechladte
ani nezmrazujte.

15
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Postup

Faze 1: Inkubace krve a sbér plazmy

1. Zkumavky inkubuijte ve VZPRIMENE poloze pi teploté 37 °C +1 °C po dobu
16—24 hodin. Inkubator nevyzaduje CO2 ani zvih¢ovani.

Diulezité: Jestlize krev nebude inkubovana ihned po odbéru, pfed inkubaci zkumavky
opét promichejte tak, Ze je 10krat pfevratite.

Po inkubaci mohou byt zkumavky na odbér krve uchovany pfed odstfedénim pfi teploté
4-27 °C po dobu az 3 dnu.

2. Po inkubaci zkumavek pfi teploté 37 °C usnadnite sbér plazmy tim, Ze zkumavky
odstfedite po dobu 15 minut pfi 2 000—3 000 RCF (g). Gelova zatka oddéli buriky od
plazmy. Pokud k tomu nedojde, je nutné zkumavky opétovné odstiedit.

Plazmu je mozné sbirat bez odstfedéni, avSak je nutné vénovat vétsi péci pfi
odstrafiovani plazmy, aniz by doS$lo k rozvifeni bunék.

3. Po odstfedéni se pfed odbérem plazmy vyhnéte pipetovani nahoru a dolt nebo
michani plazmy. VZdy dbejte na to, abyste nenarusili material na povrchu gelu.
Diulezité: Vzorky plazmy je mozné odebirat pouze pomoci pipety.

Vzorky plazmy je mozné naplnit pfimo z odstfedénych zkumavek pro odbér krve do
desticky QF-CMV ELISA, v¢etné pfipadu, kdy jsou pouZzity automatizované pracovni
stanice ELISA.

Vzorky plazmy je mozné uchovat v odstfedénych zkumavkach QF-CMV pro odbér
krve az po dobu 28 dni pfi teploté 2—-8 °C nebo, pokud je sebrana, pfi teploté nizsi
nez —20 °C (nejlépe nizSi nez —70 °C) po delSi dobu.

Pro dostatecny objem vzorkul k testu odeberte alespon 150 yl plazmy.
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Faze 2: QuantiFERON-CMV ELISA pro lidsky IFN-y

Material potfebny k provedeni testu ELISA viz ¢ast ,Obsah soupravy“, strana 8 a ,Dalsi

potfebné materialy, které nejsou soucasti soupravy®, strana 9.

1.

V8echny vzorky plazmy a €inidla, kromé& konjugétu 100x koncentratu, musi byt pred
pouzitim ohfaty na pokojovou teplotu (22 °C +5 °C). Nechte vytemperovat alespon

60 minut.

Z ramecku desticky ELISA vyjméte stripy, které nejsou vyzadovany, opét zalepte folii,
a vratte do chladni¢ky do doby, kdy je budete potfebovat.

Ponechte alespon jeden strip pro standardy QF-CMV ELISA a dostate¢né mnozstvi
stripul pro pocet pacientd, které chcete testovat. Po pouziti rameéek uchovejte

a uzavrete pro pouziti se zbyvajicimi stripy.

Rekonstituujte standard soupravy pro lidsky IFN-y pomoci objemu deionizované nebo
destilované vody uvedeného na Stitku lahvicky. Opatrné promichejte, aby nedo$lo

k napénéni, a ujistéte se, Ze dojde k dokonalému rozpusténi. Rekonstituci standardu
IFN-y na uvedeny objem se ziska roztok o koncentraci 8,0 1U/ml.

Poznamka: Rekonstituéni objem standardu soupravy pro lidsky IFN-y se bude mezi
jednotlivymi davkami lisit.

Pomoci rekonstituovaného standardu pfipravte fadu fedéni Ctyf koncentraci IFN-y
v zeleném fedicim roztoku (Green Diluent, GD) (Obrazek 1, dalSi strana).

S1 (Standard 1) obsahuje 4,0 1U/ml, S2 (Standard 2) obsahuje 1,0 [U/ml,

S3 (Standard 3) obsahuje 0,25 IU/ml a S4 (Standard 4) obsahuje 0 IlU/ml (samotny
zeleny Fedici roztok GD). Standardy musi byt otestovany alespon v duplikatu.
Pfipravte Cerstva fedéni standardu soupravy pro kazdou relaci testu ELISA.

17
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Priklad postupu postup pro duplikat standardt

Priklad postupu postup pro duplikat standarda
A Oznacte Ctyfi zkumavky: S1, S2, S3, S4.
B Pridejte 150 pl GD do zkumavek S1, S2, S3, S4.
C Pridejte 150 pl standardu soupravy do zkumavky S1 a dukladné promichejte.
D Preneste 50 pl ze zkumavky S1 do S2 a dukladné promichejte.
E Preneste 50 pl ze zkumavky S2 do S3 a dikladné promichejte.
F Zeleny fedici roztok (GD) samotny slouzi jako nulovy standard (S4).
o=
——
150 pl 50 pl 50 pl
—> e >
Rekonstituovany  Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
standard soupravy 4.0 IU/ml 1,0 IU/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml

(Zeleny fedici roztok)

Obrazek 1. Priprava standardni kfivky sériovym fedénim.

4. Rekonstituujte lyofilizovany 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 (viz Tabulka 1, dal$i strana).
Dikladné avsak jemné promichejte, aby nedoslo k napénéni.

Ihned po pouziti pfevedte pfipadny nespotfebovany konjugat 100x koncentrat na
skladovaci teplotu 2-8 °C.

Pouzijte pouze zeleny Fedici roztok.

QuantiFERON-CMV ELISA Pribalova informace 02/2018

18



Tabulka 1. Pfiprava pracovniho konjugatu

Pocet stripu Objem konjugatu 100x koncentratu Objem zeleného fediciho roztoku
2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5 ml
6 30 ul 3,0 ml
7 35l 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Vzorky plazmy shromazdéné ze zkumavek na odbér krve, ktera byla nasledné
zmrazena nebo uchovana déle nez 24 hodin pfed provedenim testu, pfed pfidanim
do jamky testu ELISA dlikladné promichejte.
Dulezité: Jestlize maji byt vzorky plazmy pfidany pfimo z odstfedénych zkumavek
QF-CMV pro odbér krve, plazmu nepromichavejte. Vzdy dbejte na to, abyste nenarusili
material na povrchu gelu.
6. Jsou-li zapotfebi kvantitativni vysledky, zfedte také plazmy CMV a Mitogen 1/10
v zeleném fedicim roztoku (10 pl plazmy + 90 ul zeleného Fediciho roztoku). Plazma Nil
nesmi byt zfedéna.
DoporuCuje se paralelné otestovat nasledujici vzorky:
Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)
Analyzacni software QuantiFERON-CMV vSak také podporuje nasledujici moznosti pro
vzorky od pacient(:
Nil, Antigen CMV, Mitogen
Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)
Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10)
Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen
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7. Ptidejte 50 pl Cerstvé pripraveného pracovniho konjugatu do pozadovanych jamek
ELISA pomoci vicekanalové pipety.

8. Do prislusnych jamek pfidejte 50 pl testovanych vzorkd plazmy. Nakonec do
pFislusnych jamek pfidejte 50 ul kazdého ze standard( 1 az 4. Standardy musi byt
otestovany alespon v duplikatu.

9. Zakryjte desticku ELISA a promichejte diikladné konjugat a vzorky plazmy/standardy
pomoci tfepacky mikrotitracnich desti¢ek po dobu 1 minuty pfi otackach 500 az
1 000 ot/min. Zabrarite stfikani.

10. Zakryjte desti¢ku ELISA a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C 15 °C) po dobu
120 £5 minut.

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

Odchyleni od pfedepsaného rozmezi teplot miize vést k chybnym vysledkim.

11. B&hem inkubace pfipravte pracovni promyvaci pufr. Zfedte jeden dil promyvaciho
pufru 20x koncentratu 19 dily deionizované nebo destilované vody a dikladné
promichejte. K dispozici je dostatek promyvaciho pufru 20x koncentratu k pfipravé

2 litrd pracovniho promyvaciho pufru.

12. Po dokoné€eni inkubace desticky ELISA jamky promyjte 400 pl pracovniho promyvaciho
pufru alespon v Sesti cyklech. Doporucuje se pouzit automatizovanou promyvacku
desticek.

Dulezité: Dukladné promyti je velmi dulezité pro vykon testu. Ujistéte se, Ze je kazda
jamka pfi kazdém promyvacim cyklu UpIné naplnéna promyvacim pufrem az po okraj.
Doporucuje se ponechat jamky mezi kazdym cyklem namoceny alespori po dobu

5 sekund.

Do odpadniho zasobniku by mél byt pfidan standardni laboratorni dezinfekéni

prostfedek a je nutné dodrzovat zavedené postupy pro dekontaminaci potencialné
infekéniho materialu.
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13.

14.

15.

16.

Poklepejte destickami otvory smérem dol na absorpéni utérku nepoustéjici vias,
abyste odstranili zbytky pufru. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl roztoku enzymového
substratu, zakryjte desti¢ku vickem a dikladné promichejte pomoci tfepacky
mikrotitracnich desti¢ek po dobu 1 minuty pfi otackach 500 az 1 000 ot/min.

Zakryjte kazdou destiCku a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C 5 °C) po dobu

30 minut.

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

Po 30minutové inkubaci do kazdé jamky pfidejte 50 ul zastavovaciho roztoku enzymu
ve stejném poradi jako pfi pfidavani substratu a dikladné promichejte pomoci trepacky
mikrotitracnich desti¢ek pfi otackach 500 az 1 000 ot/min.

Zmeéfte optickou hustotu (Optical Density, OD) kazdé jamky béhem 5 minut od zastaveni

reakce pomoci ¢teCky mikrotitracnich desticek s filtrem 450 nm a s referenénim filtrem
620 nm az 650 nm. Hodnoty OD budou pouzity k vypoctu vysledku.

21
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Vypocty a interpretace testu

Analyzaéni software QuantiFERON-CMV pro analyzu nezpracovanych dat a vypocet
vysledkd je kdispozici u spole¢nosti QIAGEN na adrese www.QuantiFERON.com.
Ovérite, ze pouzivate nejnovejsi verzi softwaru pro analyzu QF-CMV.

Software provadi vyhodnoceni kontroly kvality testu, vytvari standardni kfivku a poskytuje
vysledky testu pro kazdého pacienta, jak je uvedeno v ¢asti ,Interpretace vysledki“ na
strané 24. Software vykazuje nejnizSi fedéni, které generuje vysledek v rozmezi testu QF-
CMV ELISA, a bere v uvahu faktor redéni.

Jako alternativa k pouziti analyza¢niho softwaru QF-CMV je mozné vysledky stanovit dle
nasledujici metody.

Vytvoreni standardni kfivky (pokud se nepouziva analyzacni
software QF-CMV)

Urcete stfedni hodnoty OD replikat standardd soupravy na kazdé desticce.

Vytvorte standardni kfivku loge)—loge) pomoci grafického znazornéni loge,) stfedni hodnoty
OD (osay) oproti koncentraci loge) standardd IFN-y v IU/ml (osa x), s vynechanim
nulového standardu z téchto vypoctl. 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.
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Tyto vypocty je mozné provadét pomoci softwarovych bali¢ku, které jsou k dispozici se
Cteckami mikrotitraCnich destiCek a standardniho tabulkového procesoru nebo statistického
softwaru (napfiklad Microsoft® Excel®). Doporu¢uje se, aby byly tyto baliéky pouzity
k vypoctu regresni analyzy, variaCniho koeficientu (coefficient of variation, %CV) pro

standardy a korela¢niho koeficientu (r) standardni kivky.

testu QF-CMV ELISA; zajistéte, Ze faktor Fedéni je vzat v ivahu tam, kde je to relevantni.
Kontrola kvality testu

Presnost vysledk( testu zavisi na vytvoreni presné standardni kfivky. Proto musi byt

vysledky odvozené od standardd pred interpretaci vysledky testd vzorkd proSetieny.
Aby byl test ELISA platny:

e  Stfedni hodnota OD pro standard 1 musi byt = 0,600.

e  %CV pro OD hodnoty replikatu standardu 1 a standardu 2 musi byt < 15 %.

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

o  Korelacni koeficient (r) vypocteny ze stfednich hodnot absorbance téchto standardd
musi byt = 0,98.

Software pro analyzu QF-CMV vypocita tyto parametry kontroly kvality a vytvori zpravu.
Pokud vySe uvedena kritéria nejsou splnéna, 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.
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Interpretace vysledku

Vysledky testu QuantiFERON-CMV jsou interpretovany pomoci kritérii uvedenych v Tabulka 2.

Tabulka 2. Interpretace vysledku testu QuantiFERON-CMV

Nil Mitogen minus Vysledek
(IlU/ml)  CMV minus Nil (IU/ml)  Nil (IU/ml)* QF-CMV ZpravalInterpretace
20,20a225% o —— Protilatky proti CMV detekovany
hodnoty Nil Jakykoliv Reaktivni
. Protilatky proti CMV NEBYLY
<8,0 20,5 Nereaktivni ;
<0,20NEBO 20,20 a iy
< 25 % hodnoty Nil W ; i Ené
. P ysledky jsou nejednoznaéné na
<0,5 Nejednoznadény odezvu CMV
>805  Jakykoliv Jakykoliv Nejednoznagnyt  VySledky jsou nejednoznacné na

odezvu CMV

*

Odezvy na pozitivni kontrolu Mitogen (a ob&as na antigeny CMV) mohou byt béZzné mimo rozsah étec¢ky
mikrotitracnich desti¢ek. To nema zadny dopad na vysledky testu.

-+

V pfipadech, kdy neexistuje podezieni na infekci cytomegalovirem, mohou byt plivodné reaktivni vysledky
potvrzeny opakovanym testovanim puvodnich vzorkl plazmy v duplikatu testem QF-CMV ELISA. Pokud je
opakované testovani jednoho nebo obou replikatl pozitivni, musi byt test dané osoby povaZovan za reaktivni.

+

Mozné pfiginy viz ¢ast ,Navod na feseni problémd*“ (strana 40).

V klinickych studiich (1) bylo prokézano, Ze nejednoznacény vysledek u pfijemct transplantatt solidnich organa,
kdy je darce reaktivni na CMV, ale kontrola Mitogen byla niz&i nez 0,5 IU/ml, je klinicky relevantni. U takovych
pacientu existuje nejvyssi riziko vzniku infekce CMV.

§ V klinickych studiich mélo méné nez 0,25 % subjektd hladiny IFN-y > 8,0 IU/ml u hodnoty Nil.

Poznamka: Namérena hladina IFN-y musi byt pfi stanovovani imunitni odpovédi pacienta
na antigeny CMV pouzita ve spojeni s klinickym obrazem, zdravotni anamnézou a dalSimi
diagnostickymi hodnocenimi. QF-CMV neni test k uréeni infekce CMV a nemél by byt

pouzivan k vylou¢eni moznosti infekce CMV.
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Omezeni

Vysledky testu QuantiFERON-CMV musi byt pouzity spoleéné s epidemiologickou
anamnézou kazdého pacienta, sou€asnym zdravotnim stavem a dalSimi diagnostickymi

hodnocenimi.
Nespolehlivé nebo nepriikazné vysledky se mohou objevit v disledku:

e odchylky od postupu popsaného v pfibalové informaci QuantiFERON-CMV ELISA,
e nadmérné hladiny IFN-y v kontrolni zkumavce,

o uplynuti delSi doby od odbéru vzorku krve do inkubace pfi 37 °C nez 16 hodin.

Ocekavané hodnoty

Ocekavané hodnoty IFN-y byly ziskany pomoci testu QuantiFERON-CMV pfi testovani
591 vzorkd od zdravych subjektd. 343 testovanych vzorkl bylo séropozitivnich a 248 bylo
séronegativnich na CMV IgG. V dobé testovani QF-CMV nebyl znam sérologicky stav
CMV. Ve skupiné 248 vzork( od subjektll séronegativnich na CMV bylo 100 % (248/248)
testovanych vzorkd nereaktivnich v testu QF-CMV ELISA s odpovédmi IFN-y < 0,2 IU/ml
na zkumavku CMV Antigen (minus Nil). Distribuce odpovédi IFN-y na zkumavku CMV
Antigen (minus Nil) u 343 séropozitivnich subjektt na CMV je na Obrazek 2.
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Pocet vzorkd
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Obrazek 2. Distribuce odpovédi IFN-y (minus Nil) v testu QF-CMV u séropozitivnich zdravych subjektu
(n =343).

Distribuce odpovédi IFN-y na zkumavku Mitogen (minus Nil) u 733 zdravych dospélych
subjektd pomoci testu QF-CMV ELISA bez ohledu na sérologii CMV IgG (Obrazek 3).
Vysledek Mitogen (minus Nil) mensi nez 0,5 IU/ml oznacduje bud selhani testu nebo
oznaduje, ze subjekt je ve stavu snizené imunity. U zdravé populace do této kategorie
spada pouze 2 ze 733 vysledka.
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Pocet vzorkd
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Obrazek 3. Distribuce odpovédi Mitogen—IFN-y (minus Nil) u zdravych subjekt (n = 733).

Distribuce odpovédi IFN-y na zkumavky Nil u 1020 vzorkd plazmy od zdravych subjektd
pomoci testu QF-CMV ELISA bez ohledu na sérologii CMV IgG (Obrazek 4).

Populace (%)
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Obrazek 4. Distribuce odpovédi Nil IFN-y u zdravych subjektti (n = 1020) vyjadiena jako procentni podil
populace.
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Charakteristiky funk€nich viastnosti
Klinicka uc€innost

Prahova hodnota testu pro detekci pfedchoziho vystaveni viru CMV pomoci testu QF-CMV
byla stanovena s pouZitim analyzy vysledk( od skupiny zdravych subjektl (n=223),
pficemz vysledky QF-CMV byly porovnany se sérologickymi vysledky CMV IgG. Analyzou
ROC bylo stanoveno, Ze prahova hodnota testu 0,04 1U/ml (po odeéteni hodnoty Nil)
poskytla optimalni pozitivni a negativni prediktivni hodnoty testu QF-CMV (plocha pod
kfivkou = 0,9679 [95%CI: 0,9442-0,9915, p < 0,0001]), a pfedstavovala tedy prahovou

hodnotu, pfi niz tento test nejucinnégji splfioval uréené pouziti u zdravé populace.

Uginnost testu QF-CMV byla porovnana se sérologickym testem SeraQuest™ CMV IgG
(Quest International). Test QF-CMV vykazal 95% (294/310 osob) shodu se sérologickym
testem CMV IgG u zdravych subjekt(, pficemz zadny ze 149 séronegativnich vzork{ darcu
nevykazoval dle testu QF-CMV Zadnou reaktivitu. 145 ze 161 séropozitivnich vzorkd darct
vykazalo v testu QF-CMV reaktivni odezvu. Celkova shoda pozitivnich vysledku byla 90 %
ahodnota negativni shody byla 100 %. Uroveli shody u zdravych subjektd mezi
odpovédmi QF-CMV a sérologickym stavem CMV IgG je v Tabulka 3.

Tabulka 3. Shoda mezi testem QuantiFERON-CMV a sérologickym testem CMV IgG u zdravych subjekti

Sérologie CMV
Pozitivni Negativni Celkem
Reaktivni 145 0 145 (46,8 %)
QuantiFERON-CMV Nereaktivni 16 149 165 (53,2 %)
Celkem 161 (51,9 %) 149 (48,1 %) 310 (100 %)
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Prahova hodnota testu

Doporu¢ena prahova hodnota klinického testu pro tuto analyzu je 0,2 IlU/ml u zkumavky
CMV Antigen (minus Nil), ackoliv pro rlzna klinicka prostfedi mohou byt validovany rdzné

prahové hodnoty.

Klinické studie

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje zadny definitivni standard pro potvrzeni nebo vylouceni
diagnozy infekce cytomegalovirem, nelze prakticky vyhodnotit odhad citlivosti a specificity
pro QF-CMV. P¥iblizna specificita a citlivost testu QF-CMV byla stanovena vyhodnocenim
urovné shody mezi odpovédmi QF-CMV a sérologickym stavem CMV IgG u zdravych

subjektu.

PFiblizna specificita testu QF-CMV byla stanovena vyhodnocenim miry fale$né pozitivnich
vysledkud (reaktivni odpovédi QF-CMV) u vzorkd zdravych darcd bez diikazu o pfedchozim
vystaveni CMV (CMV IgG séronegativni osoby). Pfiblizna citlivost byla stanovena
vyhodnocenim odpovédi QF-CMV u vzorkd zdravych darci s prokdzanym pfedchozim
vystavenim CMV (CMV IgG séropozitivni osoby). Test QF-CMV vyuziva velké mnozstvi
epitopt specifickych pro CMV z rGznych bilkovin CMV atak pokryva Siroké spektrum
populace s riznymi haplotypy HLA |. tfidy (asi 98 % populace). Vzhledem k tomu, ze
haplotypy HLA testovanych subjektd oproti sérologii CMV nebyly znamy, o¢ekavalo se, ze
malé procento sérologicky pozitivnich osob bude nereaktivni na zkumavky QF-CMV pro

odbér krve.
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Specificita

Ve studii 591 vzorkl od zdravych subjekttl nebyly detekovany zadné faleSné pozitivni
vysledky testu QF-CMV u jedincd séronegativnich na CMV IgG. 248 z 248 testovanych
vzorkl bylo nereaktivnich dle testu QF-CMV ELISA a negativnich dle sérologického testu
CMV 1gG. Vysledky ziskané pomoci testu QF-CMV a sérologického testu CMV IgG
vykazaly 100% shodu.

U v8ech ostatnich vyhodnoceni specificity provedenych u pfijemcu transplantovanych
solidnich organli (1-8), pfijemcl hematopoetickych kmenovych bunék (9,10) a pacientt
infikovanych HIV (11), byla shoda mezi testem QF-CMV a sérologickym testem CMV IgG
rovnéz 100 %.

Citlivost

Ve studii provadéné u 343 vzorkd od zdravych subjektd séropozitivnich na CMV IgG byla
uroven shody mezi odpovédmi testu QF-CMV a sérologickymi vysledky testu CMV IgG
80,5 %; 276 ze 343 vzorkd bylo reaktivnich v testu QF-CMV a pozitivnich v sérologickém
testu CMV IgG. Pozorovana neshoda muaze byt zplsobena pouzitim faleSné pozitivniho
sérologického testu CMV nebo absenci responzivnich typd HLA u testovanych jedincu.

Uroveri shody pfi vyhodnoceni citlivosti provedenych u pfijemc(i transplantovanych
solidnich organt (1-8), pfijemcud hematopoetickych kmenovych bunék (9, 10) a pacientl
infikovanych HIV (11) byla niz§i a mlze byt zplisobena pouZitim faleSné pozitivniho
sérologického testu CMV, absenci responzivnich typd HLA u testovanych jedinci nebo
absenci reaktivnich T-bunék u téchto pacientl v disledku jejich imunosuprese.
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Studie zduraznujici klinicky pfinos

Popis ur¢eného pouziti sérologického testu CMV IgG i testu QF-CMV uvadi jako moznost
detekci imunity vaci CMV. V prostfedi transplantaci je sérologie CMV Siroce vyuZzivana
pred transplantaci pro stanoveni rizika komplikaci souvisejicich s CMV u pfijemce po
transplantaci, avdak samotna mé po transplantaci omezenou hodnotu. Alternativné Ize QF-
CMV pouzit u pfijemcu transplantovanych organu k vyhodnoceni Urovné imunity vici CMV
u pacient(, ktefi jsou ohroZeni rozvojem symptomatické infekce CMV a/nebo onemocnéni

v disledku imunosuprese (12—15).

Mnozstvi publikovanych klinickych studii provadénych v rliznych kohortach transplantaci
ukazalo pfinos testu QuantiFERON-CMV (1-11, 15, 16).

V rozsahlé studii 108 pfijemcl transplantovanych solidnich organt (4), meéli pacienti
s reaktivnim vysledkem QF-CMV pfi dokonceni profylaktické 1é€by infekce CMV vyznamné
niz8i miru nasledného onemocnéni CMV (3,3 % nebo 1/30; pfi pouziti prahové hodnoty
0,2 IU/ml) v porovnani s témi, ktefi méli nereaktivni vysledek QF-CMV (21,8 % nebo 17/78,
p = 0,044) (Obrazek 5).
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Obrazek 5. Mira pozdniho nastupu onemocnéni CMV u pacient( s reaktivnim vysledkem testu QuantiFERON-
CMV versus nereaktivni vysledek testu QuantiFERON-CMV pii dokonéeni profylaktické 1é€by. Zakladni udaje
nalezeny v dokumentu autort Kumar et al. (4).
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Navic CMV séronegativni pfijemci transplantovanych organu, ktefi obdrzeli organ od CMV
pozitivniho darce (tj. D+/R—) a méli reaktivni vysledek testu QF-CMV po dokoné&eni
profylaktické 1éCby, zUstavali bez onemocnéni CMV ¢astéji a po delSi dobu, coz znamena,
Ze test QF-CMV muze byt pouzit pro identifikaci pacientli ohroZzenych pozdnim nastupem

onemocnéni CMV.

Tato studie také upozornila na to, ze v kohorté pacientl s transplantacemi s nejvy$Sim
rizikem vzniku onemocnéni CMV (D+/R-) byl reaktivni vysledek kdykoliv po profylaktické

IéEbé spojovan s vyssi Sanci, ze onemocnéni CMV nepropukne.

Ve studii 37 pacientl s transplantovanym solidnim organem (6) vyhodnoceni reakci CMV
specifickych CD8* T-bunék dle QF-CMV pomohlo pfi predikci spontanni virové clearance
v porovnani s progresi onemocnéni CMV po zvyseni virémie CMV. V této studii doslo u
24/26 pacienttd (92,3 %) s reaktivnim vysledkem testu QF-CMV (pfi pouZiti prahové
hodnoty testu IFN-y 20,2 IU/ml) ke spontanni clearanci viru CMV, zatimco pouze 5/11

(45,5 %) pacientd s nereaktivnim vysledkem testu QF-CMV mélo stejny vysledek.

Ve studii 67 pfijemct transplantatll plic vyhodnocujici epizody virémie CMV po
transplantaci (7) bylo zjisténo, ze 18/25 (72 %) epizodam virémie CMV predchazel
nereaktivni vysledek QF-CMV, oproti 4/16 (25 %) epizodam, kterym predchazela reaktivni
reakce na test QF-CMV (FisherQv pfesny test, p = 0,0046, Obrazek 6).
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Obrazek 6. Statisticka analyza reakci CMV specifickych CD8* T- bunék dle detekce pfi testu QuantiFERON-
CMV a rozvoj virémie CMV (Fishertiv pfesny test, p = 0,0046). Zakladni udaje nalezeny v dokumentu autord
Weseslindtner et al (7).

Rozsahla multicentricka prospektivni studie 127 CMV  séronegativnich  pfijemcu
transplantatd solidnich organi od CMV séropozitivnich darct (8), z nichZ vSichni dostavali
antivirovou profylaktickou Ié€bu ukazala, Ze pacienti s reaktivnim vysledkem QF-CMV
(s pouzitim prahové hodnoty testu 0,1 IU/ml) v jakémkoliv ¢asovém bodé po absolvovani
profylaktické lé¢by proti CMV méli vyznamné niz§i miru vyskytu pozdniho nastupu
onemocnéni 12 mésict po transplantaci (6,4 %) v porovnani s pacienty s nereaktivnim
vysledkem QF-CMV (22,2 %) a neprikaznym vysledkem (58,3 %, p < 0,001). P¥i klasifikaci
neprikaznych vysledku jako ,nereaktivnich® byla incidence nasledného onemocnéni CMV
6,4 % vs. 26,8 %, p = 0,024. Prediktivni hodnoty pozitivnich a negativnich vysledkud testu
QF-CMV pro ochranu pfed onemocnénim CMV byly 0,90 (95% CI 0,74-0,98) a 0,27 (95%
Cl 0,18-0,37). Tato studie zjistila, ze test QF-CMV mUze byt uziteCny k predikci, zda jsou
pacienti vystaveni malému, stfednimu, nebo vysokému riziku rozvoje onemocnéni CMV po
profylaktické 1&éCbé.
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V ramci prospektivni studie 55 pfijemcl transplantovaného solidniho organu (8), v niz byla
analyzovana souvislost mezi vysledky testd QF-CMV pfed transplantaci a epizod replikace
CMV po transplantaci, bylo zjisténo, ze vysSi incidence replikaci CMV po transplantaci byla
pozorovana u CMV séropozitivnich pfijemcl s nereaktivnim (s pouZitim prahové hodnoty
testu 0,2 IU/ml) vysledkem testu QF-CMV pfed transplantaci (7/14 nebo 50 %),
v porovnani s CMV séropozitivnimi pfijemci s reaktivnim vysledkem testu QF-CMV (4/30
nebo 13,3 %, p = 0,021).

Na zakladé této studie bylo zjisténo, Ze u pfijemcu, jejichz test QF-CMV pred transplantaci
byl nereaktivni a ktefi obdrzeli orgdn od CMV séropozitivniho darce, bylo desetkrat
zvysené riziko replikace CMV v porovnani s témi, jejichz vysledky testu QF-CMV byly pfed
transplantaci reaktivni (upraveny pomér pravdépodobnosti (Odds Ratio) 10,49; 95% CI
1,88-58,46). Proto muze byt test QF-CMV pred transplantaci uziteény pfi predikci rizika
replikace CMV po transplantaci atim umoznit individualizaci lé¢by infekce CMV po

transplantaci solidnich organu.

Bylo uskute¢néno nékolik dalSich studii zabyvajicich se detekci reakce CMV specifickych
CD8* T-bunék pomoci QF-CMV v kohorté pfijemcua transplantovanych organa (2, 3, 5, 9,

10, 15, 16) nebo v souc¢asné dobé na celém svété probihaiji.
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Mezinarodni konsenzus o Ié¢bé infekce cytomegalovirem
u pacientd s transplantovanymi solidnimi organy

Dulezitost monitoringu imunity vi&i CMV byla uznana a publikovana v Updated
International Consensus Guidelines on the Management of Cytomegalovirus in Solid
Organ Transplantation (Aktualizovany mezinarodni konsenzus o [|é¢bé infekce
cytomegalovirem u pacientl s transplantovanymi solidnimi organy) (12). Tyto mezinarodni
pokyny vytvofené komisi odborniki na CMV a transplantace solidnich organd, kterou
svolala ,The Infectious Diseases Section of The Transplantation Society”, pfedstavuje
konsenzus zaloZzeny na dukazech a odbornych nazorech olé¢bé CMV, vcetné:

diagnostiky, imunologie, prevence a léCby.

Zaveér téchto pokynu je, ze ,Monitorovani imunitni odpovédi CMV specifickych T-bunék
m(ze predikovat osoby s rizikem onemocnéni CMV po transplantaci a mize byt uzite¢né

pfi fizeni profylaxe a preventivni IéCby*“ (12).

Dale tyto pokyny také poskytly doporu€eni ohledné atributld idealniho testovani pro

monitoring imunity, které zahrnuiji:

» schopnost vyhodnotit mnozstvi a funkci CD4* a CD8" T-bunék pfijemce transplantace,
o schopnost zméfit IFN-y,

o jednoduchost provedeni, efektivhost nakladt a reprodukovatelnost,

« rychlou dobu zpracovani,

e snadné zaslani vzorkl do specializovanych referen¢nich laboratofi.

QF-CMV splriuje prakticky vSechna kritéria stanovena t&mito pokyny a predstavuje jediny
standardizovany test pro monitorovani imunity schopny detekovat IFN-y specificky pro
CMV.
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Funkcni viastnosti

Test QF-CMV ELISA vyuziva rekombinantni lidsky IFN-y standard, jenz byl srovnan
s referenénim pfipravkem IFN-y (ref. NIH: Gxg01-902-535). Vysledky testu vzorkd jsou
uvedeny v mezinarodnich jednotkach (International Units, 1U) podle standardni krivky
pfipravené testovanim fedéni sekundarniho standardu dodaného spolu se soupravou.

Je znamo, Ze heterofilni (napf. lidské protimysi) protilatky v séru nebo plazmé urcitych
jedinch zpUsobuiji interferenci s imunitnimi testy. Vliv heterofilnich protilatek je v testu QF-
CMV ELISA minimalizovan pfidanim normalniho mysiho séra do zeleného fediciho roztoku
a pouzitim monoklonalnich fragmentd protilatek F(ab’)2 jako protilatky k zachyceni IFN-y,
kterou jsou potaZzeny jamky mikrotitracnich desticek.

Detekéni mez testu QF-CMV ELISA ¢inila 0,065 IU/ml a nebyl prokazan zadny dikaz
efektu ,high-dose hook® (prozéna) u koncentraci IFN-y do 10 000 IU/ml. Ukazalo se, ze
protilatky QF-CMV ELISA nereaguji zkfizené s zadnymi testovanymi cytokiny vcetné IL2,
IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 a IL12.

Linearita testu QF-CMV ELISA se prokazala nahodnym umisténim péti replikatd 11 smési
plazmy se znamymi koncentracemi IFN-y na desti¢ku ELISA. Kfivka linearni regrese méla
sklon 1,002 £0,011 a korela¢ni koeficient 0,99 (obrazek 7).
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Obrazek 7. Profil linearity testu QF-CMV ELISA uréeny z testovani péti replikati 11 vzorkl plazmy o znamych
koncentracich IFN-y.

Reprodukovatelnost testu QF-CMV ELISA byla stanovena testovanim 20 vzork( plazmy
s riznymi koncentracemi IFN-y ve tfech replikatech, tfech laboratofich, ve tfech dnech, které
po sobé nenasledovaly, a s tfemi rliznymi obsluhami. Kazdy vzorek byl tedy testovan 27krat
v deviti nezavislych testovacich cyklech. Jednim ze vzork(l byla kontrola Nil, uniz byla
vypoétena koncentrace IFN-y 0,08 (95% CI 0,07-0,09) IU/ml. U zbyvajicich 19 vzork( plazmy
byly koncentrace v rozsahu 0,33 (95% CI 0,31-0,34) az 7,7 IU/ml (95% CI 7,48-7,92).

Nepresnost béhem jednoho cyklu nebo nepfesnost stanoveni v ramci zkousky byla stanovena
dle prdméru hodnot %CV pro kazdy test plazmy obsahujici IFN-y z kazdého cyklu testu
destiCky (n=9) a byla v rozsahu od 4,1 do 9,1 %CV. Prdmérna hodnota %CV v ramci cyklu
testu (295% Cl) €inila 6,6 0,6 %. Pramér plazmy s nulovou hodnotou IFN-y &inil 14,1 %CV.

Celkova nepfesnost nebo nepfesnost stanoveni mezi zkouSskami byla stanovena
porovnanim 27 vypocitanych koncentraci IFN-y pro kazdy vzorek plazmy a byl stanoven
rozsah od 6,6 do 12,3 %CV. Celkova pramérna hodnota %CV (x95% CI) ¢inila 8,7 %
10,7 %. Hodnota plazmy s nulovou hodnotou IFN-y €inila 26,1 %CV. Tato uroven odchylky
se dala oCekavat, protoZze vypocitana koncentrace IFN-y je nizka a odchylka v okoli

nizkého odhadu koncentrace bude vétsi nez pfi vy8Sich koncentracich.
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Technické udaje
Nejednoznacné vysledky

Nejednoznacné vysledky mohou souviset se stavem imunity testovanych osob, avSak
mohou se také vztahovat k mnozstvi technickych faktor(:

o uplynuti del$i doby od odbéru krve do inkubace pfi 37 °C nez 16 hodin,
o skladovani krve mimo doporuceny rozsah teplot (22 °C 5 °C).
e nedostate¢né promichani zkumavek s odebranou krvi,

« nedokonalé promyti desticky ELISA.

Pokud existuje podezieni, Ze doslo k technickym problémim pfi odbéru nebo manipulaci
se vzorky krve, zopakujte cely test QF-CMV s novymi vzorky krve. Zopakovani testovani
ELISA stimulované plazmy je mozné provést, pokud je podezfeni na jakoukoliv odchylku
od postupu pro test ELISA. Nejednoznacné vysledky (z nizkych hodnot mitogenu) by se

nemély pfi opakovaném testovani zménit, pokud nedoslo k chybé pfi testovani ELISA.
Srazeni vzorku plazmy

Pokud se pfi dlouhodobém skladovani plazmy objevi ve vzorcich srazeniny fibrinu,
odstredte vzorky, aby se srazeny material usadil a napipetovani bylo snadnégjsi.
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Navod na feSeni problému

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se

systémem. Vice informaci naleznete také v technickych udajich uvedenych na strankach

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

Komentare a navrhy

Nizké hodnoty optické hustoty pro standardy

a)

b)

c)

Chyba fedéni standardu

Chyba pipetovani

P¥ili§ nizka teplota inkubace

P¥ili§ kratka doba inkubace

Nespravny filtr ¢tecky
desti¢ek

P¥ili§ chladna €inidla

Prosla doba pouzitelnosti
soupravy/komponent

Nespecifické zabarveni

a)

Nedokonalé promyti
desticky

KFizova kontaminace jamek
ELISA

Prosla doba pouzitelnosti
soupravy/komponent

Kontaminace roztoku
enzymového substratu

Ujistéte se, Ze Ffedéni standardu soupravy jsou pfipravena spravné dle
pokyn0 v pfibalové informaci QF-CMV ELISA.

Ujistéte se, Ze je zafizeni kalibrovano a pouzivano dle pokyn( vyrobce.

Inkubace pfi testu ELISA by méla byt provadéna pfi pokojové teploté (22 °C
+5 °C).

Inkubace desti¢ky s konjugatem, standardy a vzorky musi trvat
120 +5 minut. Roztok enzymového substratu se inkubuje na destic¢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.

V8echna ¢inidla, s vyjimkou konjugatu 100 koncentratu, musi byt pred
zahdjenim testu temperovana na pokojovou teplotu. To muze trvat pfiblizné
1 hodinu.

Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data pouzitelnosti. Ujistéte se, Ze je
rekonstituovany standard a konjugat 100x koncentrat pouzit do 3 mésicti od
data rekonstituce.

Promyjte desticku alespori $estkrat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim ¢inidle muze byt zapotiebi vice
nez Sest promyvacich cykld. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alesporn 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 100x koncentrat pouzit do 3 mésicti od
data rekonstituce.

Pokud se objevi modré zbarveni, roztok zlikvidujte. Ujistéte se, Ze pouzivate
Cisté nadoby na €inidla.
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Komentare a navrhy

e)

Miseni plazmy
v centrifuga¢nich
zkumavkach pfed odbérem

Vyrazné pozadi

a)

d)

Nedokonalé promyti
desticky

P¥ili§ vysoka teplota
inkubace

Prosla doba pouzitelnosti

soupravy/komponent

Kontaminace roztoku
enzymového substratu

Ujistéte se, Ze jsou vzorky plazmy peclivé odebrany z horni ¢asti gelu, aniz
by byl obsah pipetovan nahoru a dolG. Dbejte na to, aby se nenarusil
material na povrchu gelu.

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

Inkubace pfi testu ELISA by méla byt provadéna pfi pokojové teploté
(22°C 5 °C).

Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data pouzitelnosti. Ujistéte se, Ze je
rekonstituovany standard a konjugat 100x koncentrat pouzit do 3 mésict od
data rekonstituce.

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

Nelinearni standardni kfivka a variabilita duplikatu

a)

Nedokonalé promyti
desticky

Chyba fedéni standardu

Nedostate¢né promichani

Nejednotna technika
pipetovani nebo preruseni
bé&hem pfipravy testu

Promyjte desticku alespori $estkrat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim ¢inidle muze byt zapotfebi vice
nez Sest promyvacich cykld. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alespori po dobu 5 sekund.

Ujistéte se, Ze fedéni standardu soupravy jsou pfipravena spravné dle
pokynU v této pfibalové informaci.

Cinidla dtikladné promichejte tak, Ze pted jejich pfidanim na desticku
zkumavku prevratite nebo lehce protfepete na tfepacce.

Pfidani vzorku a standardu by mélo byt provedeno bez preruseni procesu.
V8echna ¢inidla musi byt pfipravena pred zahajenim testu.

Informace o vyrobku a technické pokyny jsou zdarma k dispozici u spole¢nosti QIAGEN,

prostfednictvim vaseho dodavatele nebo na www.QuantiFERON.com.

41

QuantiFERON-CMV ELISA Pribalova informace  02/2018



Literatura

10.

Manuel, O., et al. (2013) Assessment of cytomegalovirus-specific cell-mediated immunity
for the prediction of cytomegalovirus disease in high-risk solid-organ transplant recipients:
a multicenter cohort study. Clin. Infect. Dis. 56, 817.

Walker, S., et al. (2007) Ex vivo monitoring of human cytomegalovirus-specific CD8* T-
cell responses using QuantiFERON-CMV. Transpl. Infect. Dis. 9, 165.

Westall, G.P., et al. (2008) Linking CMV serostatus to episodes of CMV reactivation
following lung transplantation by measuring CMV reactivation following lung transplantation
by measuring CMV-specific CD8* T cell immunity. Am. J. Transplant. 8, 1749.

Kumar, D., et al. (2009) Cell-mediated immunity to predict cytomegalovirus disease in
high-risk solid organ transplant recipients. Am. J. Transpl. 9, 1214.

Lachmanova, A.l., et al. (2010) QuantiFERON-CMYV test in prediction of
cytomegalovirus infection after kidney transplantation. Transpl. Proc. 42, 3574.

Lisboa, L.F., et al. (2012) Clinical utility of cytomegalovirus cell-mediated immunity in
transplant recipients with cytomegalovirus viremia. Transplant. 93, 195.

Weseslindtner, L., et al. (2012) Prospective analysis of human cytomegalovirus
DNAemia and specific CD8* T-cell responses in lung transplant recipients. Am. J.
Transplant. 12, 2172.

Cantisan, S., et al. (2013) Pre-transplant interferon-y secretion by CMV-specific CD8* T
cells informs the risk of CMV replication after transplantation. Am. J. Transplant. 13, 738.

Fleming, T., et al. (2010) Ex vivo monitoring of human cytomegalovirus-specific CD8*
T-cell responses using the QuantiFERON-CMV assay in allogeneic hematopoietic stem
cell transplant recipients attending an Irish Hospital. J. Med. Virol. 82, 433.

Clari, M.A,, et al. (2012) Performance of the QuantiFERON-cytomegalovirus (CMV)
assay for detection and estimation of the magnitude and functionality of the CMV-
specific interferon-producing CD8* T-cell response in allogeneic stem cell transplant
recipients. Clin. Vaccine Immunol. 19, 791.

QuantiFERON-CMV ELISA Pribalova informace 02/2018 42



11. Singh, K.P., et al. (2007) Human cytomegalovirus (CMV)-specific CD8* T-cell
responses are reduced in HIV-infected individuals with a history of CMV disease
despite CD4* T-cell recovery. Clin. Immunol. 124, 200.

12. Kotton, C.N., et al. (2013) Updated international consensus guidelines on the
management of cytomegalovirus in solid organ transplantation. Transplant. 96, 333.

13. Kotton, C.N. (2010) Management of cytomegalovirus infection in solid organ
transplantation. Nat. Rev. Nephrol. 6, 711.

14. Torre-Cisneros, J., et al. (2011). GESITRA-SEIMC/REIPI recommendations for the
management of cytomegalovirus infection in solid-organ transplant patients. Enferm.
Infecc. Microbiol. Clin. 29, 735.

15. Giulieri, S., Manuel, O. (2011) QuantiFERON-CMV assay for the assessment of
cytomegalovirus cell-mediated immunity. Expert. Rev. Mol. Diagn. 11, 17.

16.Crough, T., Khanna, R. (2009). Immunobiology of human cytomegalovirus: from bench
to bedside. Clin. Microbiol. Rev. 22, 76.

43 QuantiFERON-CMV ELISA Pribalova informace  02/2018



Symboly

Na obalu a znageni se mohou objevit nasledujici symboly:
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Obsahuje dostatek ¢inidel pro <N> reakci.

Pouzijte do

Oznaceni CE

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové ¢islo

Cislo 3arze

Q

Cislo materialu

GTIN Globalni &islo obchodni polozky
Teplotni omezeni

Nepouzivejte opakované

/[
o
\

\
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g

Chrarite pfed slune¢nim svétlem

Viz navod k pouziti

Vyrobce

EC | REP | Zplnomocnény zastupce pro Evropské spolecenstvi
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory na adrese
www.qiagen.com/Support volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte jedno z technickych
servisnich oddéleni QIAGEN nebo naSe mistni distributory (viz posledni stranka obalu

nebo navstivte www.qiagen.com).
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Zkraceny postup testu ELISA

Faze 1: Inkubace krve

1. Odeberte krev pacienta do odbérovych zkumavek a poté desetkrat
(10) dobre protfepejte zkumavky tak, aby doslo ke smoceni celé

vnitini stény zkumavek krvi a rozpusténi antigen(i na jejich sténé.

2. Zkumavky inkubujte ve vzpfimené poloze pfi teploté 37 °C £1 °C
po dobu 16 az 24 hodin.

3. Po inkubaci odstfedte zkumavky po dobu 15 minut pfi 2 000—
3 000 RCF (g), aby se oddélila plazma a Cervené krvinky.

4. Po odstfedéni se pred odbérem plazmy vyhnéte pipetovani nahoru
a dolt nebo michani plazmy. Vzdy dbejte na to, abyste nenarusili

material na povrchu gelu.

Faze 2: IFN-y ELISA

1. Ponechte temperovat soucasti testu ELISA, s vyjimkou konjugatu
100x koncentratu, na pokojovou teplotu alespori po dobu 60 minut.

2. Rekonstituujte standard soupravy na 8,0 IlU/ml pomoci deionizované
nebo destilované vody. Pfipravte Ctyfi (4) standardni fedéni.
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Rekonstituujte lyofilizovany konjugat 100x koncentrat pomoci
destilované nebo deionizované vody.

4. Pfipravte pracovni roztok konjugatu v zeleném fedicim roztoku a do
vSech jamek pfidejte 50 pl.
5. Do pfislusnych jamek pfidejte 50 pl testovanych vzorkd plazmy a ////
50 pl standarda. Promichejte pomoci tfepacky. [_I I_l l_] l_]
6. Inkubujte po dobu 120 minut pfi pokojové teploté.
7. Promyjte jamky alespon 6krat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
jamku.
8. Pf¥idejte do jamek 100 pl roztoku enzymového substratu. / / / /
Promichejte pomoci tfepacky. [_I I_l l_] l_]
9. Inkubujte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. @
0:30
10. Pfidejte do jamek 50 pl zastavovaciho roztoku enzymu. ////
Promichejte pomoci tfepacky. [_l I_l U U
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11. Zjistéte vysledné hodnoty pfi 450 nm pomoci referencniho filtru 620
az 650 nm.

12. Provedte analyzu vysledku.
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Historie revizi prirucky

Dokument

Zmény Datum

L1075110-R5

L1075110-R5

Doplnéni informaci o bezpecnosti tykajicich se poSkozenych lahvicek Unor 2018
Aktualizace tabulky 2, Interpretace vysledku testu QF-CMV, strana 24.

Aktualizace informaci o systému GHS, strana 10 Unor 2018
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Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

(o] ali ¢éni pro p QuantiFERON-CMV ELISA
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se miZze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouZiti pouze s komponenty dodanymi
v panelu. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny v tomto panelu,
spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v tomto panelu obsaZeny, s vyjimkou pfipadi popsanych v této pfiruce a dalsich protokolech dostupnych na
strankach www.qgiagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokoll byly poskytnuty uzivateli vyrobki spole¢nosti QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobki QIAGEN. Tyto
protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spolegnosti QIAGEN. Spolecnost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporuduji prava
tretich stran.

2. 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.

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
4. Spolecnost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uZivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muizZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkl 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 s panelem a/nebo jeho soucastmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

Unor 2018 © 2018 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.
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