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Ucel pouzitia

Test QuantiFERON Monitor (QFM) je diagnosticky test in vitro uréeny na
detekciu fungovania bunkami sprostredkovanych imunitnych reakcii meranim
urovni interferénu gama (IFN-y) v plazme pomocou enzymatickej imunosor-
bencnej analyzy (ELISA) po vykonani inkubacie heparinizovanej celej krvi so
stimulatormi vrodeného a adaptivneho imunitného systému. Tento test sa
pouziva na detekciu bunkami sprostredkovanych imunitnych reakcii v popu-
lacii prijemcov transplantovanych tuhych organov s imunosupresivnou
terapiou.

Test QFM sa ma pouzivat v sucinnosti s hodnotenim rizika a dalSimi
zdravotnickymi a diagnostickymi hodnoteniami.

Suhrnné informacie o teste a jeho objasnenie

Imunodeficiencia je charakterizovana zniZzenou schopnostou spustenia u€innej
imunitnej reakcie. Tato oslabena alebo nepritomna reakcia méze byt
spbsobena primarnou alebo ziskanou (sekundarnou) imunodeficienciou (1).

Primarne imunodeficiencie su geneticky zdedené a su charakterizované
nedostatoCnostou konkrétnych Casti adaptivheho alebo vrodeného imunitného
systému (1). VacsSina imunodeficiencii je v8ak ziskana (sekundarna) a moze
byt spésobena patogénmi, liekmi (napriklad imunosupresivnou terapiou
nasadenou po transplantacii organu), ochorenim (napriklad karcindmom —
leukémiou alebo lymfémom) alebo zneclistenym Zivotnym prostredim (1).

Molekularny zaklad imunodeficiencie sa méze liSit, avSak kluCovu rolu vo
vyvolavani mnozstva z pozorovanych klinickych prejavov hraje bunkova
imunita. Diagnoza a riadenie syndrémov imunodeficiencie v su¢asnosti zavisi
od pévodcu (2, 3).

Napriklad, v pripade pacientov, ktori podstupili transplantaciu tuhych organov
a ktori dostavaju lieky na potlaenie ich imunitného systému, sa Standardne
pouziva ad hoc riadenie a monitoruje sa stav bunkovej imunodeficiencie. Stav
imunitnej reakcie pacienta sa beZzne meria monitorovanim farmakologickych
hladin lieCiv a klinickym/patologickym hodnotenim fungovania
transplantovaného organu (2, 3).

Velké mnozstvo testov funkcie T-buniek meria bunkovu imunitu voc&i mito-
génom, ako su fytohemaglutinin (PHA), mitogén licidla amerického a konka-
navalin A (ConA). Tieto testy vS8ak meraju funkcionalitu T-buniek, ktore su len
podskupinou buniek tvoriacich bunkovu imunitu. Je ¢oraz viac zrejmé, Ze
mechanizmy vrodeného imunitného systému vyrazne prispievaju k celkovej
obranyschopnosti jedinca, a to bud samostatne, alebo zlepSovanim reakcii
T-buniek. Funkéné reakcie buniek vrodeného (prirodzené zabijaCe [NK])

a adaptivneho (T-bunky) imunitného systému spolu tvoria komplexnejSiu
analyzu bunkovej imunity (2, 3).

4 Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Test QFM je diagnosticky test in vitro, ktory vyuziva kombinaciu stimulatorov
(vo forme granuly LyoSphere™), ktoré $pecificky stimuluju rézne typy buniek
tvoriacich vrodeny a adaptivny imunitny systém. Funkény stav imunitného
systému pacienta sa urCuje meranim reakcie na stimulaciu vrodeného a
adaptivneho imunitného systému agonistami receptorov TLR a TCR. Detekcia
interferonu gama (IFN-y) pomocou analyzy ELISA poskytuje kvalitativne

i kvantitativne hodnotenie fungovania bunkami sprostredkovanych

imunitnych reakcii.

Principy testu

Test QFM vyuziva lyofilizované stimulatory (granuly QFM LyoSphere™), ktoré
sa pridavaju do heparinizovanej celej krvi. Inkubacia krvi sa vykonava po dobu
16 az 24 hodin. Po ukonceni inkubacie sa odoberie plazma a plazma sa
testuje na pritomnost’ IFN-y vytvoreného ako reakcia na stimulatory.

Test QFM sa vykonava v etapach. Najskér sa odoberie cela krv do skumavky
na odber krvi QFM. Potom sa do skumavky pridaju granuly QFM LyoSphere
a skumavka sa ¢o najskor inkubuje pri teplote 37 °C (najneskér vSak do

8 hodin od odberu). Po uplynuti inkubacnej doby 16 az 24 hodin sa skumavky
odstredia, plazma sa odoberie a pomocou testu ELISA sa odmeria mnozstvo
IFN-y (v medzinarodnych jednotkach na jeden mililiter, IlU/ml). Vysledky sa
nasledne porovnaju s rozsahom oCakavanych hodnét a charakterizuje sa tak
imunitna reakcia pacienta.

QFM je test, ktory poskytuje kvalitativne i kvantitativne hodnotenie fungovania
imunitného systému. Vysledky testu QFM nemusia priamo kvantifikovat
uroven potlaCenia imunity.

Mnozstvo IFN-y v plazmovych vzorkach méze Casto presahovat horné limitné
hodnoty vacsiny CitaCiek ELISA, a to aj v pripade, ak jednotlivci podstupuju
stredne intenzivnu imunosupresivnu terapiu. Odporucame, aby ste plazmové
vzorky zriedili v zelenom riedidle v pomere 1:10 respektive 1:100 a analyzovali
ich pomocou testu ELISA spolu s nezriedenou plazmou.

Poznamka: Prahova hodnota testu QFM sa méze liSit' v zavislosti od urovne
potlaCenia imunity a individualnych podmienok transplantacie u jednotlivych
pacientov.

Precitajte si Cast’ ,Interpretacia vysledkov® na strane 23 tohto pribalového
letaka, v ktorej najdete informacie o spdsobe interpretacie vysledkov testu
QFM.

Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018 5



Cas potrebny na vykonanie testu

Odhad €asu potrebného na vykonanie testu QFM je uvedeny niZSie. Su€astou
tychto informacii je aj Cas potrebny na testovanie viacerych vzoriek v davkach.

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

ELISA: Priblizne 3 hodiny/jedna dosticka ELISA
(az 88 vzoriek)

Praca < 1 hod.
Pre kazdu dalSiu dosticku pridajte 10 az 15 minut

Sucasti a skladovanie

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalégové €islo 0650-0701
Pocet priprav 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 liekoviek
Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

Skumavky na odber krvi QuantiFERON Monitor

Katalégové €islo 0650-0101
Pocet priprav 100
Skumavky na odber krvi QuantiFERON Monitor 100 skumaviek
(biele viec€ko, biely prstenec)

Pribalovy letak k skimavkam na odber krvi QuantiFERON 1
Monitor
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Sucasti supravy QuantiFERON Monitor ELISA
s 2 dostickami

Suprava ELISA
s 2 dostiCkami

Katalégové €islo 0650-0201
Mikrotitracné pruzky, 12 x 8 kaliSkov 2 supravy
(s mySacou antihumannou monoklonalnou 12 mikrotitracnych
protilatkou IFN-y) pruzkov

s 8 kaliSkami
IFN-y Standard, lyophilized 1 liekovka
(Standard IFN-y, lyofylizovany; obsahuje (8 1U/ml po
rekombinantny ludsky IFN-y, hovadzi kazein, zriedeni)

Thimerosal 0,01 % obj. hm.)

Green Diluent
(Zelené riedidlo; obsahuje hovadzi kazein, Standardné
mySacie sérum, Thimerosal 0,01 % obj. hm.)

1 x 30 ml liekovka

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1 x 0,3 ml po
(Konjugat s koncentraciou 100%; mys$acie antihumanne zriedeni
IFN-y HRP, obsahuje Thimerosal 0,01 % obj. hm.)

Wash Buffer 20x Concentrate 1 %100 ml
(Premyvaci roztok s koncentraciou 20x;

(pH 7,2, obsahuje ProClin® 300 — 0,05 % obj. hm.)

Enzyme Substrate Solution 1 x 30 ml
(Enzymaticky substratovy roztok;

obsahuje H202, 3,3, 5,5’ tetrametylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution 1x15 ml
(Enzymaticky timiaci roztok; obsahuje 0,5 M H2SO4)*

Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor ELISA 1

* Obsahuje kyselinu sirovu. Informacie o preventivnych opatreniach najdete na strane 11.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju
Inkubator 37 °C*, CO2 sa nevyzaduje
Kalibrované pipety s variabilnym objemom*

Kalibrované multikanalové pipetyt s moznostou aplikacie objemu 50 ul
a 100 pl s jednorazovymi hrotmi
TrepaCka na mikrotitracné dostiCkyt

Deionizovana alebo destilovana voda, 2 litre

Umyvacka mikrotitracnych dostiCiek (odporu¢ame pouZzivat
automaticku umyvacku)

Citacka mikrotitradnycht dostigiek s filtrom 450 nm a referenénym
filtrom s filtraCnym rozsahom 620 az 650 nm

Odmerny valec
Absorpcné utierky nezanechavajuce vlakna

Skladovanie a manipulacia

Skumavky na odber krvi

Skumavky na odber krvi QFM skladujte pri teplote 4 az 25 °C. V Case plnenia
krvou a mieSania ma byt teplota skiumaviek na odber krvi QFM 17 — 25 °C.

LyoSpheres
Granuly QFM LyoSpheres skladujte pri teplote 2 az 8 °C.

Cinidla supravy ELISA
Cinidla supravy ELISA skladujte pri teplote 2 az 8 °C.
Enzymaticky substratovy roztok vzdy chrarite pred priamym slneCnym svetlom.

* Qverte, €i boli zariadenia skontrolované a kalibrované podfa odporucani vyrobcu.

|
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Zriedené a nepouzivané ¢inidla ELISA

Pokyny na pripravu (riedenie) Cinidiel ELISA najdete v Casti ,Faza 2 — analyza
ELISA IFN-y* na strane 17.

Zriedeny Standard zo supravy je mozné uchovavat po dobu 3 mesiacov
pri teplote 2 az 8 °C.

Zaznamenaijte si datum zriedenia Standardu supravy.

Nepouzity konjugat s koncentraciou 100x je po zriedeni potrebné
uchovavat pri teplote 2 az 8 °C a spotrebovat ho do 3 mesiacov.

Zaznamenaijte si datum zriedenia konjugatu.

Konjugat s poZzadovanou koncentraciou je potrebné spotrebovat do

6 hodin od pripravy (pozrite tabulku 1).

Premyvaci roztok s pozadovanou koncentraciou mézete uchovavat pri
izbovej teplote (22 £5 °C) po dobu max. 2 tyzdne.

Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018 9



Varovania a preventivne opatrenia

Na diagnostické pouzitie in-vitro

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. Dal$ie informacie najdete v prislusnych kartach
bezpecnostnych udajov (SDS). Tieto materialy su k dispozicii online v prak-
tickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.qgiagen.com/safety.

Na tejto adrese mdzete vyhladat, zobrazit’ a vytlaCit’ kartu bezpeCnostnych
udajov (SDS) pre kazdu supravu QIAGEN a jej sucCasti.

Varovania

QFM je test, ktory poskytuje kvalitativne i kvantitativne hodnotenie
fungovania imunitného systému. Vysledky testu QFM nemusia priamo
kvantifikovat uroven potlacenia imunity.

Pri ur€ovani stavu imunitného systému pacienta sa maju vysledky
testu QFM pouzivat spolu s klinickym obrazom, anamnézou a dalSimi
klinickymi ukazovatelmi.

Prahova hodnota testu QFM sa méze liSit v zavislosti od urovne
potlaCenia imunity a individualnych podmienok transplantacie
u jednotlivych pacientov.
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Preventivne opatrenia

Iba na diagnostické pouzitie in-vitro.

s potencialne infekénym materialom. Dodrziavajte prislusné
pokyny na manipulaciu s krvou a krvnymi produktmi. VSetky
vzorky a materialy, ktoré prisli do styku s krvou alebo krvnymi
produktmi, zlikvidujte v sulade s plathnymi federalnymi,
statnymi a miestnymi predpismi.

c UPOZORNENIE: S Ffudskou krvou a plazmou manipulujte ako

Na pouzivanie sucasti supravy QuantiFERON Monitor ELISA sa vztahuju
nasledujuce bezpecnostné vyhlasenia a preventivne opatrenia.

Bezpecénostné vyhlasenia

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
A2 & (Enzymaticky timiaci roztok QuantiFERON)

Obsahuje: kyselina sirova. Pozor! Méze byt korozivna pre kovy. Drazdi
kozu. SpOsobuje vazne podrazdenie oc€i. Noste ochranné rukavice/
ochranny odev/ ochranné okuliare/ ochranu tvare.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(Enzymaticky substratovy roztok QuantiFERON)

Pozor! Vyvolava mierne podrazdenie pokozky. Noste ochranné rukavice/
ochranny odev/ ochranné okuliare/ ochranu tvare.

QuantiFERON Green Diluent
(Zelené riedidlo QuantiFERON)

Obsahuje: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Obsahuje: tartrazin. Pozor! Méze vyvolat
alergicku koznu reakciu. Noste ochranné rukavice/ ochranny odev/
ochranné okuliare/ ochranu tvare.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(Premyvaci roztok QuantiFERON, koncentracia 20x)

Obsahuje: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and
2-Methyl-2H -isothiazol-3-one (3:1). Skodlivy pre vodné organizmy, s
dihodobymi ucinkami. Zabrarite uvofneniu do Zivotného prostredia.

Pribalovy letak k testu QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018 11



Dalsie informacie
Karty bezpeénostnych udajov: www.giagen.com/safety

Odchylky od postupov uvadzanych v pribalovom letaku k analyze
QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA mo6zu viest k chybnym vysledkom.
Pred zacCatim si dékladne precitajte prislusné pokyny.

Dolezité: Pred pouzitim skontrolujte liekovky. Nepouzivajte liekovky
Conjugate (Konjugat), IFN-y Standard ani QFM LyoSphere, ak liekovky
alebo gumené tesnenie vykazuju znaky poskodenia. Nepracujte

s poskodenymi liekovkami. Liekovky bezpecne zlikvidujte v sulade

s prislusnymi bezpeénostnymi opatreniami. Odporucanie: Aby ste
minimalizovali riziko poranenia od kovovej poistky na vieCkach, pouzite
na otvorenie liekoviek Conjugate (Konjugat), IFN-y Standard alebo QFM
LyoSphere Specialny nastroj na otvaranie (de-crimper).

Supravu ELISA nepouZivajte, ak niektora z flia s €inidlami pred
pouzitim vykazuje znaky poskodenia alebo unikov.

NemieSajte ani spolu nepouzivajte mikrotitracné pruzky, standard IFN-y,
zelené riedidlo alebo konjugat s koncentraciou 100x z r6znych davok
suprav QFM ELISA. Dal$ie &inidla (premyvaci roztok s koncentraciou
20x%, enzymaticky substratovy roztok a enzymaticky timiaci roztok) je
mozné zamienat medzi jednotlivymi supravami za predpokladu, Ze
neuplynul datum exspiracie Cinidiel a su zaznamenané podrobné
informacie o Sarzi.

Nepouzité €inidla a biologické vzorky zlikvidujte v sulade s miestnymi

a narodnymi bezpecnostnymi nariadeniami a predpismi na ochranu
Zivotného prostredia.

Nepouzivajte skumavky na odber krvi QFM, granuly QFM LyoSphere
ani supravu QFM ELISA po uplynuti datumu exspiracie.

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

Test QFM by sa musi vykonavat’ len s pouzitim celej krvi odobratej bud’ do
litium-heparinovej skumavky na odber krvi, alebo priamo do skumavky na
odber krvi QFM. Na test je potrebny 1 ml celej krvi. Skumavky na odber krvi
sa musia prislusne oznacit a musi na nich byt uvedeny ¢as odobratia krvi.

Doélezité: Stimulacia krvnych vzoriek QFM (t. j. pridanie granul QFM
LyoSphere do alikvétneho objemu krvi 1 ml) a ich nasledna inkubacia pri
teplote 37 °C sa obe musia uskutoc¢nit do 8 hodin od odberu krvi.

Pred zagatim inkubacie uchovavajte krvné vzorky pri izbovej teplote
(22 £5 °C).

Na dosiahnutie optimalnych vysledkov je potrebné postupovat’ podla
nasledovnych postupov:

1. Skuamavky spravnym spésobom oznacte.

Uistite sa, ze kazda skumavka na odber krvi QFM je prislusne oznacena
a su na nej uvedené udaje o pacientovi a ¢as odberu krvi.

2. Kazdému pacientovi odoberte 1 ml krvi formou venepunkcie priamo
do skumavky na odber krvi QFM. Tento postup ma vykonavat’
vysSkoleny flebotomista.

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

Skumavky na odber krvi QFM sa mbzu pouzivat v nadmorskej vyske do
810 m.

KedZze do skumaviek s objemom 1 ml sa krv odobera relativnhe pomaly,
ponechajte skumavku pripojenu k ihle priblizne 2 — 3 sekundy po
dokoncCeni odberu. Tym sa zabezpecCi odber spravneho objemu.

Cierna znacka na boénej strane skimavky na odber krvi QFM oznaduje
objem plnenia 1 ml. Skumavky na odber krvi QFM su vyrobené na odber
krvi v objeme 1 ml £10 % a v ramci tohto rozsahu funguju optimalne. Ak je
hladina krvi mimo rozsah vyznaceny Ciarou, je nutné ziskat novu vzorku
Krvi.

Ak sa na odber krvi pouziva ihla s ,kridelkami®, je potrebné pouZit
,odvzdusnovaciu“ skumavku na odber krvi na zabezpecenie naplnenia
hadi¢ky krvou pred tym, nez pouzijete skumavky na odber krvi QFM.

Ak sa budu skumavky na odber krvi QFM pouzivat v nadmorskej vyske
nad 810 metrov alebo ak bude odobraty iba maly objem krvi, vykonajte
odber krvi pomocou striekaCky a okamzite preneste 1 ml krvi do skumavky
na odber krvi QFM. Z bezpeénostnych dévodov sa tento postup najlepSie
vykonava tak, ze odpojite ihlu striekacky (s prihliadnutim na prislusné
bezpecnostné pokyny), odpojite vieCko zo skumavky na odber krvi QFM

a pridate do nej 1 ml krvi (az po stred Ciernej zna¢ky na bocnej strane
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Stitka skumavky). Skumavku riadne uzavrite vieCkom a podfa pokynov
uvadzanych nizSie riadne premiesajte jej obsah.

Ak pouzivate Skrtidlo, povolte ho ihned po tom, ako ihla prenikne do zily,
aby ste zabranili neziaducim zmenam tlaku, ktoré by mohli ovplyvnit objem
Krvi.

Krv je alternativhe mozné odobrat aj pomocou beznej skimavky na odber
krvi s obsahom litium-heparinu (antikoagulant). Nasledne krv preneste do
skumavky na odber krvi QFM. Litium-heparin pouzivajte ako vylucny krvny
antikoagulant, pretoze iné antikoagulanty rusia priebeh testu. Naplnte
skumavku na odber krvi (minimalny objem 3 ml) a opatrnym mieSanim
formou preklapania skumavky rozpustte heparin. Krv je potrebné
uchovavat pri izbovej teplote (22 £5 °C) pred jej prenosom do skumaviek
na odber krvi QFM na stimulaciu granulami QFM LyoSphere. Dbajte na
riadne premieSanie krvi opatrnym preklapanim skumavky bezprostredne
pred prenosom. Preneste alikvétny objem 1 ml krvi do skumavky na odber
krvi QFM. Prenos vykonavajte asepticky so zabezpecenim vhodnych
bezpecnych postupov formou odpojenia vieCka zo skumavky na odber krvi
QFM a pridania 1 ml krvi (az po Ciernu znacku na boku Stitku skumavky).
Riadne uzavrite skumavky vieCkami a podfa pokynov uvadzanych nizSie
premieSajte ich obsah.

3. lhned’ po naplneni skimaviek skimavku opatrne niekolkokrat
prevrat'te, aby sa heparin rozpustil.

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

4. Tesne pred pouzitim nechajte granuly QFM LyoSphere, aby sa
prisposobili izbovej teplote (22 £5 °C).

5. Asepticky pridajte jednu granulu QFM LyoSphere do 1 ml krvi.
Otvorte skumavku na odber krvi.

Poklepte liekovku QFM LyoSphere jemne na pevny povrch, aby ste
zabezpedili, Ze sa granula QFM LyoSphere bude nachadzat na spodku
liekovky. Otvorte liekovku QFM LyoSphere tak, Ze najskér odstranite
kovovy uzaver a potom gumenu zatku.

Opatrne nechajte spadnut granulu QFM LyoSphere do 1 ml krvnej vzorky
tak, Ze okraj sklenej liekovky zarovnate s okrajom skumavky na odber krvi
QFM a potom opatrne preklopite liekovku, aby granula QFM LyoSphere
spadla do skumavky na odber krvi QFM (pozrite obrazok 1).

Dolezité: Ak granula QFM LyoSphere spadne mimo skumavku na odber
krvi QFM, zlikvidujte ju a otvorte novu liekovku QFM LyoSphere.

Doélezité: Liekovku QFM LyoSphere neponechavaijte otvorenu po dlhsiu
dobu. Granulu QFM LyoSphere je nutné pridat do krvi ihned po otvoreni
liekovky.
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Ak granuly QFM LyoSphere pridavate do krvi, ktora bolo odobrata do
skumavky na odber krvi QFM, vieCka skumaviek vratte spat na spravne
vzorky.

A B q

Il

Obrazok 1. Pridanie granuly QFM LyoSphere. ﬂ Skumavka na odber krvi QFM a liekovka
QFM LyoSphere. E Odstrante vieCko zo skumavky na odber krvi QFM a odstrarite kovovy
uzaver a gumenu zatku z liekovky QFM LyoSphere. |8 lhned pridajte granulu QFM
LyoSphere do krvi — zarovnajte okraj liekovky s okrajom skumavky na odber krvi. E Opatrne

preklopte liekovku, aby granula LyoSphere spadla do skimavky na odber krvi. E Uzavrite
skumavku na odber krvi QFM a 5 az 10-krat pretrepte jej obsah.

T
(4

6. Uzavrite skimavku na odber krvi QFM a 5 az 10-krat pretrepte jej
obsah, aby ste sa uistili, ze sa granula QFM LyoSphere uplne
rozpustila.

Ak sa granula QFM LyoSphere prichyti k vnutornému povrchu skumavky,
mozno ju rozpustit’ jej namacanim v krvi tym, Ze budete skumavku
prevracat.

Po pridani granuly QFM LyoSphere skumavku uzavrite, aby ste zabranili
nahodnému pridaniu druhej granuly QFM LyoSphere do tej istej skumavky.

Poznamka: KedZe je granula QFM LyoSphere biela, po jej rozpusteni ju
nebude v krvi vidiet.

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

7. Po pridani a rozpusteni granuly QFM LyoSphere je skimavky
na odber krvi QFM potrebné ¢o najskor preniest’ do inkubatora
s teplotou 37 *1 °C, najneskér vsak do 8 hodin od odberu.
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Pokyny na pouzitie
Faza 1 — inkubacia krvi a odber plazmy

Dodavané materialy

B Skumavky na odber krvi QFM (precitajte si Cast ,Sucasti a skladovanie*
na strane 6)

Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

M Preditajte si Cast’ ,Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju“ na
strane 8

Postup

1. Skumavky na odber krvi QFM obsahujuce alikvotny objem krvi 1 ml
s granulou QFM LyoSphere inkubujte vo VZPRIAMENEJ POLOHE pri
teplote 37 ¥1 °C po dobu 16 az 24 hodin.

Poznamka: Inkubator nevyZaduje pouZzitie CO- ani zvihéovanie.

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

2. Po dokonceni inkubacie skumaviek sa odber plazmy vykonava
odstred’'ovanim skumaviek na odber krvi QFM po dobu 15 minut
s otackami 2 000 az 3 000 x g (RCF). Gélova zatka oddeli bunky od
plazmy. Ak k tomu nedéjde, skumavky je potrebné znova odstredit’.

Plazmu je mozZné odobrat’ bez odstredovania, ale na odstranenie plazmy
bez poskodenia buniek sa vyZaduje vacsia pozornost.

3. Plazmové vzorky je potrebné odoberat’ iba pomocou pipety.

Délezité: Po dokon&eni odstredovania a pred odobratim plazmy plazmu
nepipetujte nahor a nadol ani ju Zziadnym spésobom nemieSajte. Neustale
davajte pozor, aby ste nenarusili material na gélovom povrchu.

Plazmové vzorky je mozné preniest priamo z odstredenych skumaviek na
odber krvi QFM na dosticky QFM ELISA aj vtedy, ked sa pouzivaju
automatizované pracovné stanice ELISA.

Plazmové vzorky je mozné uchovavat po dobu 28 dni pri teplote 2 az 8 °C.
Po odbere je mozné ich dlhodobo uchovavat pri teplote niz8ej nez —20 °C.
Alikvotne objemy odobratych plazmovych vzoriek je nutné pred
uskladnenim uzavriet.

Ak odoberate plazmové vzorky, odoberte minimalne 150 ul plazmy, aby
bolo v pripade potreby mozné zopakovat' testovanie.

Mnozstvo IFN-y v plazmovych vzorkach méze Casto presahovat horné
limitné hodnoty vacsiny CitaCiek ELISA, a to aj v pripade, ak jednotlivci
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podstupuju stredne intenzivnu imunosupresivnu terapiu. Odporu¢ame, aby
ste plazmové vzorky zriedili v zelenom riedidle v pomere 1:10 respektive
1:100 a analyzovali ich pomocou testu ELISA spolu s nezriedenou
plazmou (pozrite si Faza 2 — analyza ELISA IFN-y).

Faza 2 — analyza ELISA IFN-y

Dodavané materialy

B Sudprava QuantiFERON Monitor ELISA s 2 dostickami (precitajte si Cast’
»~oUCasti a skladovanie® na strane 6)

Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

B Preditajte si Cast' ,Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju” na
strane 8

Priprava

IFN-y v plazme mdze Casto presahovat horné limitné hodnoty vacsiny CitaCiek
ELISA, a to aj v pripade, ak jednotlivci podstupuju stredne intenzivnu
imunosupresivnu terapiu. Odporucanie: zriedte plazmové vzorky v zelenom
riedidle v pomere 1:10 respektive 1:100 a analyzujte ich pomocou testu ELISA
spolu s nezriedenou plazmou.

Ak pacient podstupuje velmi intenzivnu imunosupresivnu terapiu, méze na
ziskanie kvantitativneho vysledku postacovat priprava a testovanie samotnej
nezriedenej plazmovej vzorky.

Poznamka: Na interpretaciu vysledkov sa maju pouzivat vysledky vzoriek,
ktoré su v rozsahu testu QFM ELISA (t. j. do 10 IU/ml). Ak su hodnoty plazmy
nad rozsahom testu QFM ELISA, ako dosiahnuty vysledok sa pouZije
najmensi pomer riedenia, pri ktorom vysledok spada do rozsahu testu

QFM ELISA (so zohlfadnenim faktora riedenia).

Postup

1. Je potrebné, aby vSetky plazmové vzorky a €inidla (okrem konjugatu
s koncentraciou 100x) pred pouzitim nadobudli izbovu teplotu
(22 £5 °C). Ekvilibracia by mala trvat’ najmenej 60 minut.

2. Z mikrotitraéného ramu odstrante pruzky, ktoré nepotrebujete,
uzavrite féliové vrecko a vrat'te ho do chladni€ky na uskladnenie
az do doby nasledujuceho pouzitia.

Pouzite najmenej jeden pruzok pre Standardy testu QFM a dostatoCny
pocet pruzkov vzhladom na pocet testovanych pacientov. Po dokonceni
si ponechajte ram a vieCko na pouzitie s dalSimi prazkami.
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3. Zried'te lyofilizovany Standard IFN-y s deionizovanou alebo
destilovanou vodou s objemom vyznaéenym na stitku liekovky.
Jemne obsah premiesajte, aby sa nezacala tvorit’ pena a zabezpecte
uplné rozpustenie. Zriedenie standardu na uvedeny objem vedie
k ziskaniu roztoku s koncentraciou 8,0 IlU/ml.

Dolezité: Objem riedenia Standardu IFN-y sa bude medzi jednotlivymi
davkami liSit. Pozrite si §titok na liekovke Standardu, aby ste sa uistili,
Ze pouzijete spravny objem deionizovanej alebo destilovanej vody.

Pomocou zriedeného Standardu supravy vytvorte riedenie 1 v 2 nasledo-
vane sériou riedenia 1 v 4 IFN-y v zelenom riedidle (GD) (pozrite obra-
zok 2). S1 (Standard 1) obsahuje 4,0 IlU/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 (iba GD). Standardy je potrebné analyzovat duplicitne. Pripravte si
Cerstvé zriedené roztoky Standardu supravy na kazdu analyticku relaciu
ELISA.

Odporucany postup pre duplicitné standardy
Oznacte 4 skumavky ako ,S1%, ,S2¢ ,S3“ a ,S4°.
Pridajte 150 ul GD do S1, S2, S3 a S4.

o o

Pridajte 150 ul standardu supravy do S1 a zmes riadne premiesajte.

o o

Preneste 50 pl zo S1 do S2 a zmes riadne premiesSajte.

o

Preneste 50 ul zo S2 do S3 a zmes riadne premiesaijte.

f. Samotné zelené riedidlo (GD) sluZi ako nulovy Standard (S4).

<R
—-— - —
53
150 pl 50 pl 50 pl
— —_ —_
Zriedeny Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Standard 4,0 IU/ml 1,0 IU/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml

supravy (zeleny roztok
na riedenie)

Obrazok 2. Priprava krivky standardu.
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4. Zriedte lyofilizovany konjugat s koncentraciou 100x s 0,3 mi
deionizovanej alebo destilovanej vody. Jemne obsah premiesaijte,
aby sa minimalizovala tvorba peny a zabezpecte Uplné rozpustenie
konjugatu.

Konjugat s poZzadovanou (pracovnou) koncentraciou sa pripravuje
zriedenim pozadovaného objemu konjugatu s koncentraciou 100x

v zelenom riedidle (tabufka 1 — priprava konjugatu). Nepouzity konjugat
s koncentraciou 100x ihned po pouziti vratte do skladovacieho priestoru
s teplotou 2 az 8 °C. Pouzivajte iba zelené riedidlo.

Tabulka 1. Priprava konjugatu

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

5. V pripade plazmovych vzoriek odobratych zo skumaviek na odber
krvi a nasledne skladovanych alebo zmrazenych tieto vzorky riadne
premiesajte pred tym, nez ich pridate do kaliSka ELISA.

Dolezité: Ak pridavate plazmové vzorky priamo z odstredenych skumaviek
QFM, nesmiete plazmu mieSat. Neustale davajte pozor, aby ste nenarusili
material na gélovom povrchu.
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6. Odporucanie: Plazmové vzorky zried'te v pomere 1:10.
Do skumavky oznacCenej udajmi pacienta a pomerom ,1:10“ pridajte
90 pyl zeleného riedidla (GD).

Potom pridajte 10 ul premieSanych plazmovych vzoriek (pozrite si
krok 5, kde najdete podrobnosti o rozdieloch medzi premieSanymi
plazmovymi vzorkami a vzorkami pridavanymi priamo
z odstredenych skumaviek QFM).
Zmes dbkladne premiesSajte pipetou a snazte sa minimalizovat' vznik
peny.

7. Odporucanie: Plazmové vzorky zried'te v pomere 1:100.
Pripravte si roztok zriedeny v pomere 1:10 (pozrite si krok 6
uvedeny vyssie).
Do skumavky oznacenej udajmi pacienta a pomerom ,,1:100"
pridajte 90 ul zeleného riedidla.
Pridajte 10 pl roztoku zriedeného v pomere 1:10.

Zmes dokladne premieSajte pipetou a snazte sa minimalizovat' vznik
peny.
Odporucanie: Otestujte nasledujuce vzorky paralelne a v uvedenom
poradi:
nezriedena vzorka, 1:10, 1:100

Analyticky softvér QFM taktiez podporuje pouZitie nasledovnych typov
vzoriek pacientov:

nezriedena vzorka
1:10
1:100
1:10, 1:100
nezriedena vzorka, 1:10
8. Pomocou multikanalovej pipety pridajte 50 pl €erstvo pripraveného

konjugatu s pozadovanou koncentraciou do prislusnych kaliSkov
ELISA.

9. Pomocou multikanalovej pipety pridajte 50 pl testovacej plazmovej
vzorky do prislusnych kaliSkov. Potom pridajte 50 ul Standardov 1
az 4. Standardy analyzujte duplicitne.

10. Zakryte kazdu dosticku vekom a pomocou trepacky na mikrotitracné
dosti¢ky dokladne premiesajte konjugat a plazmové
vzorky/Standardy (1 minatu). Davajte pozor, aby ste nerozliali obsah.
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11. Vykonajte inkubaciu pri izbovej teplote (22 5 °C) po dobu
120 £5 minut.

Dosticky pocCas inkubacie nesmu byt vystavené priamemu slneCnému
Ziareniu.

12. Pocas inkubacie zried'te 1 diel premyvacieho roztoku s koncentraciou
20x s 19 dielmi deionizovanej alebo destilovanej vody a zmes riadne
premiesajte. K dispozicii je dostatok premyvacieho roztoku s koncen-
traciou 20x na pripravu 2 litrov premyvacieho roztoku s pozadovanou
koncentraciou.

Preplachnite kaliSky 400 ul premyvacieho roztoku s pozadovanou
koncentraciou (najmenej 6 cyklov v umyvacke mikrotitraCnych dosticiek).
Odporu¢ame pouzivat automatizovanu umyvacku dostiCiek.

Dékladné preplachnutie je velmi dblezité z hlfadiska u€innosti testu. Dbaijte
na uplné naplnenie kazdého kaliSka premyvacim roztokom v kazdom
premyvacom cykle. Odporucanie: NajlepSie vysledky dosiahnete, ak budu
kaliSky medzi jednotlivymi cyklami namocené po dobu aspon 5 sekund.

Do odpadovej nadoby pridajte Standardny laboratérny dezinfekény
prostriedok a v pripade dekontaminacie potencialne infekéného materialu
postupujte podfa stanovenych procedur.

13. Vyklepanim dosti¢iek na absorpénu utierku nezanechavajucu viakna
odstrante zvysSkovy premyvaci roztok. Do kazdého kaliSka pridajte
100 pl enzymatického substratového roztoku, zakryte kazdu dosticku
vekom a premiesajte ich pomocou trepacky na mikrotitracné
dosticky.

14. Vykonajte inkubaciu pri izbovej teplote (22 £5 °C) po dobu 30 minut.
Dosticky pocCas inkubacie nesmu byt vystavené priamemu sineCnému
Ziareniu.

15. Po dokoné€eni inkubacie pridajte do kazdého kaliSka 50 pl enzyma-
tického timiaceho roztoku a premiesajte ich pomocou trepac¢ky na
mikrotitracné dosticky.

Enzymaticky timiaci roztok je potrebné pridavat do kaliSkov v rovhakom

poradi a priblizne rovnako rychlo ako enzymaticky substratovy roztok
v kroku 13.

16. Odmeraijte opticku hustotu (OD) do 5 minut od zastavenia reakcie
pomocou c¢itacky mikrotitracnych dosticiek vybavenej filtrom
s filtranym rozsahom 450 nm a referenénym filtrom s filtracnym
rozsahom 620 az 650 nm. Hodnoty OD sa pouzivaju na vypoc¢et
vysledkov.
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Vypocty a interpretacia testu

Analyticky softvér QuantiFERON Monitor sa pouziva na analyzu nespra-
covanych udajov a na vypocet vysledkov. Je k dispozicii na lokalite
www.QuantiFERON.com. Vzdy overte, €i pouzivate najnovsiu verziu
analytického softvéru QuantiFERON Monitor.

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

Ak su hodnoty nezriedenej plazmy nad hornym rozsahom testu QFM ELISA
(t. j., > 10 IU/ml), analyticky softvér QuantiFERON Monitor uvedie najmensi
pomer riedenia, pri ktorom vysledok spada do rozsahu testu QFM ELISA,
pricom zohladni faktor riedenia.

Okrem pouzitia analytického softvéru QuantiFERON Monitor je mozné
vysledky stanovit’ aj pomocou nasledujucej metody.

Generovanie krivky standardu

(Ak sa nepouziva analyticky softvér QuantiFERON Monitor)

Stanovte stredné hodnoty OD replikatov Standardu supravy na kazdej
dosticke.

Vytvorte logaritmicku (loge)—loge)) krivku Standardu zakreslenim hodnoty logge)
priemeru OD (os y) voCi hodnote log) koncentracie IFN-y Standardov v [U/ml
(os x) a z tychto vypoctov vynechajte nulovy Standard. Pomocou regresnej
analyzy vypocitajte Ciaru najlepSieho umiestnenia (prispdsobenia) krivky
Standardu.

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

Tieto vypocty je mozné vykonavat pomocou softvérovych balikov dostupnych
spolu s CitaCkami mikrotitraCnych dostiCiek a Standardného tabufkoveho alebo
Statistického softvéru (napriklad Microsoft® Excel®). Odporu¢ame pouzivat
tieto baliky na vypocCet regresnej analyzy, koeficientu variacie (% CV)
Standardov a koeficientu korelacie (r) krivky Standardu.

Ak su hodnoty nezriedenej plazmy nad rozsahom testu QFM ELISA, ako
dosiahnuty vysledok sa pouzije najmensi pomer riedenia, pri ktorom vysledok
spada do rozsahu testu QFM ELISA (so zohlfadnenim faktora riedenia).
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Kontrola kvality testu

Spravnost vysledkov testu zavisi od generovania spravnej krivky Standardu.
Z tohto dévodu je vysledky odvodené od Standardov potrebné preskumat’
pred tym, nez budete méct interpretovat’ vysledky testovacej vzorky.

Zabezpecenie platnosti analyzy ELISA:
M Stredna hodnota OD Standardu 1 musi byt = 0,600.
B % CV hodndt OD replikatu Standardu 1 a Standardu 2 musi byt < 15 %.

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

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

Analyticky softvér QuantiFERON Monitor pocita a vykazuje tieto parametre
kontroly kvality.

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

Stredna hodnota OD nulového Standardu (zelené riedidlo) by mala byt
<0,150. Ak je stredna hodnota OD > 0,150, je potrebné preskumat postup
premyvania dosticky.

Interpretacia vysledkov

Vysledky testu QFM sa interpretuju v zavislosti od reakcie IFN-y na stimulatory
vrodeného a adaptivneho imunitného systému. Test QFM poskytuje kvali-
tativne i kvantitativne hodnotenie fungovania imunitného systému. Vysledky
testu QFM nemusia priamo kvantifikovat uroven potlacenia imunity.

Délezité: Pri urCovani stavu imunitného systému pacienta sa musi namerana
uroven IFN-y pouzivat spolu s klinickym obrazom, anamnézou a dalSimi
diagnostickymi hodnoteniami (tabulka 2). Prahova hodnota testu QFM sa
moze lisit' v zavislosti od urovne potlacenia imunity a individualnych
podmienok transplantacie u jednotlivych pacientov.
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Tabulka 2. Interpretacia vysledkov

Vysledok QFM IFN-y  Klasifikacia Interpretacia
(1U/ml)
<15 slaba Pacient vykazuje slabu reakciu
IFN-y na stimulatory vrodeného
a adaptivneho imunitného systému
15 -1 000 stredna Pacient vykazuje strednu reakciu
IFN-y na stimulatory vrodeného
a adaptivneho imunitného systému
> 1000 silna Pacient vykazuje silnu reakciu IFN-y
na stimulatory vrodeného a adap-
tivneho imunitného systému

Ak je namerana uroven IFN-y nezriedenej plazmovej vzorky nizSia nez
0,1 IU/ml:

B Skontrolujte, €i bola do krvnej vzorky pridana granula QFM LyoSphere
a Ci bola skumavka inkubovana podla pokynov uvedenych v tomto
pribalovom letaku.

M Uistite sa, ze namerana uroven IFN-y zodpoveda aktualnemu klinickému
stavu pacienta.

Ak predpokladate, Ze pocCas odberu krvi alebo manipulacie s krvnymi vzorkami
doslo k technickym problémom, zopakujte cely test QFM s novymi krvnymi
vzorkami. Ak predpokladate, Zze poCas pdvodného testovania neboli dodrzané
pokyny uvedené v tomto pribalovom letaku (podrobnosti najdete v Casti
Kontrola kvality testu), zopakujte testovanie stimulovanych plazmovych vzoriek
pomocou analyzy ELISA.

Lekar mozno bude chciet zopakovat test, ak vysledky nebudu zodpovedat
aktualnemu klinickému stavu pacienta.
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Obmedzenia

Vysledky testovania QFM sa musia pouzivat spolu s klinickou anamnézou,
aktualnym zdravotnym stavom a dalSimi diagnostickymi hodnoteniami
kazdého pacienta. Laboratoria si mézu zvolit' viastné rozsahy pre analyzu.

Laboratdria sa tiez mézu rozhodnut, Zze paralelne so vzorkami pacientov budu
spracovavat externu kontrolnu vzorku ziskanu od zdravej osoby.

Nespolahlivé alebo nepresné vysledky sa mézu vyskytnut ako nasledok:

B Pouzitia nespravneho krvného antikoagulantu — ako krvny antikoagulant
pouzivajte len litium-heparin, pretoZe iné antikoagulanty nezZiaduco
ovplyvAuju analyzu.

Nedodrzania postupov uvadzanych v tomto pribalovom letaku.

B Nadmernej cirkulacie IFN-y alebo pritomnosti heterofilnych protilatok.

Uplynutia viac nez 8 hodin medzi odberom krvnej vzorky a inkubaciou
pri teplote 37 °C.

B Nedostatocného naplnenia alebo preplnenia skumaviek na odber krvi
QFM mimo rozsah od 0,9 do 1,1 ml.

Charakteristiky ucinnosti

Klinické studie

Uskuto€nili sa dve klinické Studie na porovnanie reakcii zjavne zdravych

0s6b (n = 114) s reakciami prijemcov transplantovanych organov (n = 30).

Zo skupiny prijemcov transplantovanych organov bolo 18 z kohorty prijemcov,
u ktorych bola transplantacia vykonana nedavno (Nedavno po transplantacii,
do 3 mesiacov od transplantacie) a 12 bolo z kohorty prijemcov, u ktorych
bola transplantacia vykonana davno alebo z tzv. stabilnej kohorty (Davno po
transplantacii, viac nez 12 mesiacov od transplantacie).

M Od kazdej osoby zo skupiny Nedavno po transplantacii (kohorta
prijemcov, u ktorych bola transplantacia vykonana do 3 mesiacov, pocet
vzoriek n = 64) sa az v 5 réznych ¢asovych usekoch odobrali vzorky.

M Od kazdej osoby zo skupiny Davno po transplantacii (kohorta prijemcov,
u ktorych bola transplantacia vykonana davno, pocet vzoriek n = 12) sa
vzorky odobrali len raz.

M Od kazdej osoby v kohorte zjavne zdravych oséb (pocCet vzoriek n = 114)
sa vzorky odobrali len raz.

V pripade vzoriek z oboch skupin, Nedavno po transplantacii i Davno po
transplantacii, boli reakcie na QFM v rozsahu od slabej az po strednu reakciu.
Skupina Nedavno po transplantacii vykazovala vysSie percento (93,8 %)
reakcii v rozsahu slabej reakcie a nizSie percento reakcii (6,3 %) v rozsahu
strednej reakcie v porovnani s reakciami zo skupiny Davno po transplantacii,
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v ramci ktorej bolo 25 % reakcii v rozsahu slabej reakcie a 66,7 % v rozsahu
strednej reakcie (tabulka 3). Ziadne reakcie zo skupiny Nedavno po transplan-
tacii nespadali do rozsahu silnej reakcie, zatial€o len 1 reakcia (8,3 %) zo
vzoriek zo skupiny Davno po transplantacii spadala do rozsahu silnej reakcie.
Reakcie QFM v kohorte zjavne zdravych os6b spadali najma do rozsahu
strednej reakcie (83,3 %) a silnej reakcie (15,8 %) (tabulka 3).

Tabulka 3. Porovnanie rozsahu reakcii QFM u zjavne zdravych osob
a u prijemcov transplantovanych organov

IFN-y Kategéria Nedavno Davnopo Zjavne Celkové
(1U/ml) vysledkov po transplan-  zdravé vysledky
transplan- tacii %* osoby %*
tacii %™ 95%cClI 95%ClI
95 % ClI n n
n
<15 slaba 93,8 % 25,0 % 0,9 % 64
850-975 89-532 02-48
n =60 n=3 n=-1
15—-1000 stredna 6,3 % 66,7 % 83,3 % 107
25-15,0 39,1-86,2 754 - 89,1
n=4 n=8 n=95
>1 000 silna 0,0 % 8,3 % 15,8 % 19
0-57 1,56-354 10,2-23,6
n=0 n=-1 n=18
Celkovy 64 12 114 190
pocet
vzoriek

* Percenta oznacuju podiel vzoriek v ramci kazdej kohorty darcov vzoriek, ktoré spadaju

do prisluSného rozsahu reakcii.
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Predpokladané hodnoty

Distribucia reakcii IFN-y na QFM u pacientov, u ktorych bola transplantacia
vykonana nedavno (do 3 mesiacov od transplantacie) bola stanovena na

zaklade 64 vzoriek odobratych od 18 prijemcov pomocou testu QFM ELISA
(obrazok 3).

Pocet vzoriek
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Obrazok 3. Distribucia reakcii IFN-y na QFM u pacientov, u ktorych bola transplantacia
vykonana nedavno (n = 64; median = 1,5 IU/ml).

Distribucia reakcii IFN-y na QFM u pacientov, u ktorych bola transplantacia
vykonana davno (viac nez 12 mesiacov od transplantacie) bola stanovena
na zaklade 12 vzoriek pomocou testu QFM ELISA (obrazok 4).
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Pocéet vzoriek
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Obrazok 4. Distribucia reakcii IFN-y na QFM u pacientov, u ktorych bola transplantacia
vykonana davno (n = 12; median = 98,8 IU/ml).

Distribucia reakcii IFN-y na QuantiFERON Monitor u zjavne zdravych oséb
bola stanovena na zaklade 114 vzoriek pomocou testu QFM ELISA
(obrazok 5).

Podet vzoriek
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Obrazok 5. Distribucia reakcii IFN-y na QFM u zjavne zdravych oséb (n = 114;
median = 400,5 IU/ml).
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Reakcie QFM u pacientov s transplantaciou tuhych organov

Test QFM bol hodnoteny v ramci vyskumnej prierezovej Studie so zameranim
na pacientov s transplantaciou tuhych organov (4). Studia zahfiala: 212 zdra-
vych 0séb s kontrolnou podskupinou 30 oséb s rovnakym vekom a pohlavim,
30 pacientov pred transplantaciou, 18 pacientov, u ktorych bola transplantacia
vykonana nedavno (66 vzoriek; median ¢asu po transplantacii = 21 dni)

a 11 pacientov, u ktorych bola transplantacia vykonana davno (median ¢asu
po transplantacii = 2 290 dni). Stredna hodnota produkcie IFN-y bola

555,2 IU/ml u zdravej kontrolnej skupiny a 614,6 IU/ml u kontrolnej skupiny
0sOb s rovnakym vekom a pohlavim. Bolo preukazané, ze stredna hodnota
produkcie IFN-y bola vyrazne nizSia u pacientov pred transplantaciou

(IFN-y = 89,3 IU/ml) i pacientov, u ktorych bola transplantacia vykonana
nedavno (IFN-y = 3,76 1U/ml) v porovnani s pacientmi v kontrolnej skupine
0s0b s rovnakym vekom a pohlavim (p < 0,001). Bolo pozorované a preuka-
zané, Ze obnovenie fungovania imunitného systému u pacientov, u ktorych
bola transplantacia vykonana davno (stredna hodnota IFN-y = 256,1 IU/ml)
bolo ovela vyraznejSie v porovnani s pacientmi, u ktorych bola transplantacia
vykonana nedavno (p < 0,05). Tato Studia naznacuje, Ze test QFM mozno
pouzivat na hodnotenie fungovania bunkami sprostredkovanych imunitnych
reakcii v populacii prijemcov transplantovanych tuhych organov s imuno-
supresivnou terapiou.
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Charakteristiky u€innosti testu

Uskutocnila sa Studia linearnosti, v ramci ktorej bolo nahodnym spésobom
umiestnenych 5 replikatov z 11 skupin plazmovych vzoriek so znamou kon-
centraciou IFN-y na analyticku dostiCku ELISA a bolo dokazané, ze analyza
QFM ELISA je linearna. Ciara linearnej regresie ma strmost 1,002 +0,011

a koeficient korelacie s hodnotou 0,99 (obrazok 6).

Limit detekcie analyzy QFM ELISA je 0,065 IU/ml a neuvadza sa ziadny vyskyt
hakoveho efektu vysokej davky (prozénovy efekt) pri koncentraciach IFN-y do
10 000 IU/ml.

11= $

Stanovena hladina IFN-y (1U/ml)
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Obrazok 6. Profil linearnosti analyzy QFM ELISA stanoveny pomocou testovania
5 replikatov z 11 plazmovych vzoriek so znamou koncentraciou IFN-y.

Reprodukovatelnost testu QFM (faza 1) bola stanovena pomocou krvnych
vzoriek od 20 zdravych os6b. PocCas tohto stanovovania reprodukovatelnosti
sa pouzili traja r6zni operatori, Sarze granul QFM LyoSphere a supravy
analytickych zariadeni. Priemerny koeficient variacie urovni reakcii IFN-y
stanoveny pomocou testu QFM ELISA pre vSetky tri Sarze granul QFM
LyoSphere a vsetky tri uvedené podmienky bol 22,22 % (95 % CI:

17,20 — 27,25).

Opakovatelnost testu QFM (faza 1) bola hodnotena meranim variability 5 az
6 opakovanych stimulacii krvi pomocou granul QFM LyoSphere u rovnakého
darcu v ramci 14 pacientov. Priemerny koeficient variacie v ramci 14 testo-
vanych pacientov bol 14,7 % (95 % CI: 10,2 — 19,2). Hodnota % CV
jednotlivych pacientov bola nizSia nez 30 %.

Reprodukovatelnost testu QFM ELISA (faza 2) bola odhadnuta formou testo-
vania 20 plazmovych vzoriek s premenlivymi koncentraciami IFN-y s 3 repli-
katmi v 3 laboratériach v priebehu 3 po sebe nenasledujucich dni a 3 opera-
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tormi. To znamena, Ze kazda vzorka bola testovana 27-krat v ramci 9 neza-
vislych analytickych cyklov. Jedna vzorka bola nulova kontrola s vypocitanou
koncentraciou IFN-y 0,08 IU/ml (95 % CI: 0,07 — 0,09). V ramci zvySnych

19 plazmovych vzoriek bol rozsah koncentracii od 0,33 (95 % CI: 0,31 — 0,34)
do 7,7 IlU/ml (95 % ClI: 7,48 — 7,92).

Nepresnost v ramci cyklu (vnutroanalyticka nepresnost) bola odhadnuta
formou vypodctu priemeru hodnét % CV pre kazdu testovanu plazmu
obsahujucu IFN-y z kazdého cyklu spracovania dostiCky (n = 9). Rozsah
nepresnosti bol 4,1 az 9,1 % CV. Priemerna hodnota % CV v ramci cyklu
(95 % CI) bola 6,6 £0,6 %. Priemerna hodnota % CV v plazme bez obsahu
IFN-y bola 14,1.

Celkova alebo medzianalyticka nepresnost bola stanovena formou porovnania
27 vypocitanych koncentracii IFN-y pre kazdu plazmovu vzorku. Rozsah
medzianalytickej nepresnosti bol 6,6 az 12,3 % CV. Celkova priemerna
hodnota % CV (£95 % CI) bola 8,7 +0,7 %. Hodnota % CV v plazme bez
obsahu IFN-y bola 26,1. Tuto uroven variability je potrebné predpokladat,
pretoZze vypocitana koncentracia IFN-y je nizka a nizky predpoklad
koncentracie bude vy3Si nez v pripade vysSich koncentracii.

Technické informacie

Zrazené plazmové vzorky

Ak v pripade dlhodobého uchovavania plazmovych vzoriek déjde k vytvoreniu
fibrinovych zrazenin, odstredenim vzoriek oddelite zrazeny material
a zjednodusite prenos plazmy pipetou.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov méze byt uzitoCny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mézu nastat. DalSie informacie najdete aj
v technickych informaciach na webovej lokalite: www.QuantiFERON.com.
Kontaktné informacie najdete na zadnej strane.

RieSenie problémov s analyzou ELISA

Vytvorenie nesSpecifickej farby

Mozna pri€ina RieSenie

a) Neuplné preplachnutie Dosti¢ku preplachnite najmenej 6-krat so 400 ul

dostiCky premyvacieho roztoku na jeden kaliSok.

V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa moze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov.
Medzi jednotlivymi cyklami odporu€ame dodrzat
najmenej 5-sekundovu dobu namocenia.

b) Krizova kontaminacia  Poc€as pipetovania a mieSania vzorky postupuijte

kaliSkov ELISA opatrne, aby ste minimalizovali riziko.

c) Uplynul datum Dbajte na pouzitie supravy pred uplynutim
exspiracie supravy/ datumu exspiracie. Dbajte na pouzitie zriede-
komponentov ného Standardu a konjugatu s koncentraciou

100x do 3 mesiacov od datumu zriedenia.

d) Overte, Ci enzymaticky Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat
substratovy roztok nie  zlikvidujte. Pouzivajte vylu¢ne Cisté nadoby

je kontaminovany na Cinidla.

e) MieSanie plazmy Po dokoncCeni odstredovania a pred odobratim
v skimavkach QFM plazmy plazmu nepipetujte nahor a nadol ani
pred jej odberom ju ziadnym spésobom nemieSajte. Neustale

davajte pozor, aby ste nenarusili material na
gélovom povrchu.

Nizke hodnoty optickej hustoty Standardov

Mozna pri€ina RieSenie
a) Chyba riedenia Dbajte na to, aby ste pripravovali roztoky
Standardu Standardu supravy v sulade s informaciami
v tomto pribalovom letaku.
b) Chyba pipetovania Pipety musia byt kalibrované a je potrebné ich
pouzivat' v sulade s pokynmi vyrobcu.
c) Prili§ nizka teplota Inkubacia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej
inkubacie teplote (17 °C az 27 °C).
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RieSenie problémov s analyzou ELISA

d) Prili§ kratka doba Inkubujte dostiCku s konjugatom, Standardmi
inkubacie a vzorkami po dobu 120 +5 minut. Inkubujte
enzymaticky substratovy roztok na dosticke
po dobu 30 minut.

e) Nespravny pouzity Dosticka by sa mala nagitat' s vinovou dizkou
filter CitaCky dostiCky 450 nm s referenCnym filtrom s filtranym
rozsahom 620 az 650 nm.

f) Cinidla su prili$ Vsetky Cinidla s vynimkou konjugatu s koncen-
studené traciou 100x musia nadobudnut izbovu teplotu
pred tym, nez zaCnete s testom. Trva to
priblizne jednu hodinu.

g) Uplynul datum Dbajte na pouzitie supravy pred uplynutim
exspiracie supravy/ datumu exspiracie. Dbajte na pouzitie zriede-
komponentov ného Standardu a konjugatu s koncentraciou

100x do 3 mesiacov od datumu zriedenia.

Vysoké hodnoty na pozadi

Mozna pri€ina RieSenie

a) Neuplné preplachnutie DostiCku preplachnite najmenej 6-krat so 400 ul

dosticky premyvacieho roztoku na jeden kaliSok.

V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa méze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov.
Medzi jednotlivymi cyklami odporu¢ame dodrzat
najmenej 5-sekundovu dobu namocenia.

b) Prilis vysoka teplota Inkubacia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej
inkubacie teplote (17 az 27 °C).

c) Uplynul datum Dbajte na pouZitie supravy pred uplynutim
exspiracie supravy/ datumu exspiracie. Dbajte na pouzitie zriede-
komponentov ného Standardu a konjugatu s koncentraciou

100x do troch mesiacov od datumu riedenia.

d) Overte, Ci enzymaticky Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat
substratovy roztok nie  zlikvidujte. Pouzivajte vyluéne Cisté nadoby
je kontaminovany na Cinidla.
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RieSenie problémov s analyzou ELISA

Nelinearna krivka standardu a variabilita duplikatu

Mozna pri€ina RieSenie

a) Neuplné preplachnutie DostiCku preplachnite najmenej 6-krat so 400 ul

dosticky premyvacieho roztoku na jeden kaliSok.

V zavislosti od pouzivanej umyvacky sa méze
vyzadovat aj viac nez 6 premyvacich cyklov.
Medzi jednotlivymi cyklami odporu€¢ame dodrzat
najmenej 5-sekundovu dobu namocenia.

b) Chyba riedenia Dbajte na to, aby ste pripravovali roztoky
Standardu Standardu v sulade s informaciami v tomto
pribalovom letaku.

c) Nedostato¢né Cinidla riadne premiesajte preklapanim alebo
mieSanie jemnym premieSanim pred ich pridanim na

dosticku.

d) Nekonzistentny postup Pridavanie vzoriek a Standardov by ste mali
pipetovania alebo vykonavat kontinualne. VSetky Cinidla je
prerusenie pocas potrebné pripravit pred zacatim testu.
realizacie (pripravy)
analyzy

Bezplatné informacie o produkte a technické priru¢ky ziskate od
spoloénosti QIAGEN, svojho distributora alebo po navsteve lokality
www.QuantiFERON.com.

Referencna literatura

Komplexny zoznam referencii QFM ziskate na portali Gnowee v referencne;j
kniznici QuantiFERON na lokalite www.gnowee.net.
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Symboly

Wz X 96 PostaCuje na pripravu 2 x 96 vzoriek

H Vyrobca

C Symbol CE-IVD
IVD Na diagnostické pouzitie in-vitro
Cislo Sarze

Datum pouzitelnosti

2
A

Teplotné obmedzenia

Precitajte si navod na pouzitie

Nepouzivat opakovane

Katalogove Cislo
BH
®

Al
()

v

~
— 7 v v
:,.I\ Chranite pred slne¢nym svetlom
| EC | REP | Autorizované zastupenie v Europskom spoloéenstve

Kontaktné informacie

Technicku pomoc a dalSie informacie ziskate na bezplatnom telefonnom Cisle
00800 22 44 6000. Mbzete tiez navstivit naSe centrum technickej podpory na
adrese www.giagen.com/contact alebo sa obratit na niektoré z oddeleni
technickej podpory spoloénosti QIAGEN (pozrite zadnu stranu alebo navstivte
lokalitu www.giagen.com).

|
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Skrateny postup testu

Faza 1 — inkubacia krvi

1. Odoberte krv pacienta bud’ do skumavky na odber krvi
QFM, alebo do litium-heparinovej skimavky na odber
krvi. Oznacte skumavky udajmi pacienta a Casom
odberu krvi a potom ich pri teplote okolia do 8 hodin \
od odberu dopravte do laboratéria.

a. Ak bola krv odobrata do litium-heparinove;j
skumavky na odber krvi, preneste alikvotny
objem 1 ml krvi do skimavky na odber krvi QFM
a oznacte skumavku udajmi pacienta a Casom
odberu Krvi.

2. Pridajte 1 granulu QFM LyoSphere do kazdej
skumavky na odber krvi QFM obsahujucej 1 ml krvi,
rozpustte granulu LyoSphere a potom skumavky
¢o najskér inkubujte (do 8 hodin od odberu krvi)
vo vzpriamenej polohe po dobu 16 az 24 hodin pri
teplote 37 °C.

3. Po dokonceni inkubacie odstredujte skumavky PPN
15 minut pri otackach 2 000 az 3 000 x g (RCF), "
aby sa oddelila plazma a Cervené krvinky.

4. Po dokonceni odstredovania a pred odobratim plazmy
plazmu nepipetujte nahor a nadol ani ju Ziadnym
sposobom nemiesajte. Neustale davajte pozor, aby
ste nenarusili material na gélovom povrchu.
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Faza 2 — analyza ELISA IFNvy

1. Vykonaijte ekvilibraciu komponentov ELISA
s vynimkou konjugatu s koncentraciou 100x na izbovu
teplotu po dobu najmenej 60 minut.
2. Zriedte Standard supravy na 8,0 IU/ml s destilovanou
alebo deionizovanou vodou. Pripravte si 4 roztoky /
Standardu. Eoog
(]

3. Rozriedte mrazom vysuseny konjugat s koncentraciou
100x s destilovanou alebo deionizovanou vodou.

4. Pripravte si konjugat pozadovanej koncentracie
v zelenom riedidle a pridajte 50 pl do vSetkych
kaliSkov.

5. Pridajte 50 pl testovanych plazmovych vzoriek (podla
potreby — nezriedené, zriedené v pomere 1:10 alebo
1:100) a 50 pl Standardov do prislusnych kaliSkov.
Obsah premiesSajte pomocou trepacky.

6. Inkubujte 120 £5 minut pri izbovej teplote.

7. Dosticky preplachnite najmenej 6-krat so 400 ul
premyvacieho roztoku na jeden kaliSok.

8. Do kaliSkov pridajte 100 pl enzymatického
substratového roztoku. Obsah premie$ajte pomocou
trepacky.

9. Inkubujte 30 minut pri izbovej teplote.

10. Do v8etkych kaliSkov pridajte 50 pl enzymatického
timiaceho roztoku. Obsah premie$ajte pomocou
trepacky.

11. Naditajte vysledky pri vinovej dizke 450 nm s pouZitim
referenéného filtra s filtracnym vykonom 620 az
650 nm.

12. Analyzujte vysledky.
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Poznamky
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Vyznamné zmeny

Vyznamné zmeny v tomto vydani pribalového letaku k testu QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA su uvedené
v tabufke niZSie:

Cast’ Strana Zmeny

Preventivne opatrenia 11 Nové informacie GHS

Preventivne opatrenia 12

Pridané bezpec€nostné pokyny tykajuce sa liekoviek,
ktoré maju poistky na vieckach.
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Ochranné znamky: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (skupina QIAGEN); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Obmedzena licenéna zmluva vzt'ahujuca sa na stpravu QuantiFERON Monitor

Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujiceho alebo pouZzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1.

Produkt sa méze pouzivat vylu€ne v sulade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a touto priru€kou, a méze sa pouzivat vyluéne
s komponentmi obsiahnutymi v suprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu
dusevného vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto stpravy s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto
supravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v protokoloch dodavanych spolu s produktom, tejto priru¢ke a v dal$ich protokoloch, ktoré su
dostupné na adrese www.giagen.com. Niektoré z tychto protokolov boli poskytnuté pouzivatelmi produktov od spolo¢nosti QIAGEN pre
pouzivatelov produktov od spolo¢nosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli podrobne testované ani optimalizované spolo¢nostou QIAGEN.
Spolo€nost QIAGEN na ne neposkytuje ziadne zaruky a neruci za to, ze ich pouzitim neddjde k poruseniu prav tretich stran.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato suprava alebo jej pouzitie neporusi prava
tretich stran.

Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
Spolo¢nost QIAGEN sa Specificky zrieka vSetkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.

Kupujuci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest

k akymkolvek €innostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolo¢nost QIAGEN méze uplatiiovat prislusné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licenénej zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZzadovat vSetky naklady na vySetrovanie a sudne konania
(vratane nakladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo
prav duSevného vlastnictva suvisiacich so supravou alebo jej komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.
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Australia = techservice-au@giagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@giagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@qgiagen.com

Germany = techservice-de@gqiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@giagen.com

Italy = techservice-it@qgiagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qgiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com
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