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Zamyslané pouzitie

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

antigény, ktoré suvisia s infekciou Mycobacterium tuberculosis.
QFT-Plus je nepriamy test infekcie M. tuberculosis (vratane suvisiaceho ochorenia) a tento

test sa pouziva spolu s hodnotenim rizika, radiografiou a dalS$imi zdravotnickymi

a diagnostickymi hodnoteniami.

rvp r 4 )
Zamyslany pouzivatel
Tato suprava je ur€ena na profesionalne pouzitie.

Test QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) méze pouzivat Skoleny personal v

laboratérnom prostredi.
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Popis a princip
Informacie o patogéne

Tuberkul6za je nakazliva choroba, ktoru spésobuju komplexné organizmy M. tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettia M. caprae), ktora sa typicky
Siri na novych hostitelov prostrednictvom vzduchom prenasanych kvapoc&kovych jadier od
pacientov s plucnou tuberkulézou. Ochorenie unovych pacientov sa mobze prejavit
v rozsahu tyZzdnov az mesiacov, stav vacésiny infikovanych jednotlivcov v8ak ostava dobry.
Latentna infekcia tuberkulézy (LTBI), t. j. nenakazlivy asymptomaticky stav, u niektorych
pretrvava, a u takychto jednotlivcov sa samotné ochorenie méze rozvinut az o niekolko
mesiacov alebo rokov. Hlavnym uUc€elom diagnostiky LTBI je zvazenie moznosti
zdravotnickej lie€by na zabranenie ochoreniu tuberkulézou. Viac ako 100 rokov bol jedinou
dostupnou metddou na diagnostiku LTBI (4) tuberkulinovy kozny test (Tuberculin Skin Test,
TST). Kozna reakcia na tuberkulin sa vyvinie do 2 az 10 tyzdnov po infikovani. Niektori
infikovani jednotlivci vratane oséb s roznymi stavmi potlacajucimi imunitné funkcie a oséb
bez takychto stavov v8ak nereagovali na tuberkulin. Naopak niektori jednotlivci bez
predpokladu infekcie M. tuberculosis vykazovali citlivost na tuberkulin a si¢asne vykazovali
pozitivne vysledky TST po vakcinacii bacilom Calmette-Guérin (BCG), mykobaktericku

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

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

a mykobakteriologické nalezy.
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Suhrn a vysvetlenie

Test QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) je Stvrtou generaciou testovacej technoldgie
QuantiFERON-TB, ktora hodnoti reakciu sprostredkovani bunkami pomocou
kvantitativneho merania IFN-y v celej krvi. QFT-Plus je kvalitativny test, ktory meria bunkami
sprostredkované imunitné reakcie (Cell-Mediated Immune, CMI) na peptidové antigény,
ktoré simuluji mykobakteridlne proteiny. Tieto proteiny (ESAT-6 a CFP-10) sa
nenachadzaju v ziadnych retazcoch BCG a nenachadzaju sa vo vacsine netuberkuléznych
mykobaktérii okrem M. kansasii, M. szulgai a M. marinum (1). Jednotlivci infikovani
komplexnymi organizmami M. tuberculosis spravidla maju v krvi lymfocyty, ktoré
rozpoznavaju tieto ainé mykobakteridlne antigény. Proces rozpoznavania zahfna
generovanie a vyluCovanie cytokinu IFN-y. Zaklad tohto testu tvori detekcia a nasledna
kvantifikacia IFN-y.

Tuberkulinové kozné testy a testy IGRA su uzito¢né, ale nedostatoéné na diagnostiku
komplexnej infekcie M. tuberculosis u chorych pacientov — pozitivny vysledok mbze
podporovat diagnézu tuberkuldzy, ale pozitivne vysledky mézu spdsobit’ aj infekcie inymi
mykobaktériami (napr. M. kansasii). Na potvrdenie alebo vylu¢enie tuberkulézneho
ochorenia sa vyzaduju dalSie zdravotnicke a diagnostické hodnotenia.

Antigény pouzivané v ramci QFT-Plus su zmesou peptidov simulujucich proteiny ESAT-6
a CFP-10. Na zaklade mnohych $tudii sa zistilo, Ze tieto peptidové antigény simuluju reakcie
IFN-y v bunkach T u jednotlivcov infikovanych baktériou M. tuberculosis, to vSak vo
vSeobecnosti neplati u neinfikovanych oséb alebo uo0séb s vakcinaciou BCG bez
samotného ochorenia alebo rizika LTBI (1,2, 6,9). Zdravotnicka lieCba alebo stavy, ktoré
zhorSuju funkcie imunitného systému, vS8ak mézu potencialne obmedzovat reakcie na IFN-y.
Pacienti s niektorymi inymi mykobakterialnymi infekciami taktiez mézu reagovat na ESAT-6
a CFP-10, pretoze gény kodujuce tieto proteiny sa nachadzaju v kmenoch M. kansasii,
M. szulgai a M. marinum (1, 3,7).

Testovacou populaciou na testovanie QFT-Plus su pacienti s klinicky potvrdenou aktivhou

tuberkulézou a pacienti s rizikom infekcie tuberkulézou alebo latentnou infekciou tuberkulézy
(LTBI). Neplatia ziadne obmedzenia podla veku, pohlavia alebo iné obmedzenia.
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V priebehu infekcie Mycobacterium tuberculosis (MTB) zohravaju CD4* T-bunky klu¢ovu
ulohu v ramci imunologickej kontroly prostrednictvom ich vylu€ovania cytokinu IFN-y.
Ziskané dokazy teraz prisudzuju ddlezitu ulohu aj CD8* T-bunkam, ktoré sa zuc€astiuju
obrany jedinca voci infekcii MTB tvorbou IFN-y a inych rozpustnych faktorov, ktoré aktivuju
makrofagy, aby sa zabranilo rastu MTB, zabili sa infikované bunky alebo sa priamo
rozkladala intraceluldrna MTB. IFN-y produkujuce MTB Specifické CD8* bunky boli zistené
u pacientov s LTBI a aktivhou formou TB. Okrem toho sa uvadza, ze CD8* T-lymfocyty
Specifické pre ESAT-6 a CFP-10 sa CastejSie deteguju u pacientov s aktivnou formou
ochorenia TB v porovnani s pacientmi s LTBI, €o mdze suvisiet s nedavnou expoziciou voci
MTB (8,10 —12). CD8" T-bunky S$pecifické pre MTB a produkujuce IFN-y boli tiez
detegované u pacientov s aktivnou formou ochorenia TB so subeznou infekciou HIV (13, 14)
a u malych deti s ochorenim TB (15).

Test QFT- Plus vyuziva dve rozne skiumavky s antigénom TB: TB Antigen Tube 1 (TB1)a TB
Antigen Tube 2 (TB2). Obe skimavky obsahuju peptidové antigény z prislusnych antigénov
ESAT-6 a CFP-10 Specifickych pre organizmy komplexu MTB. Skumavky TB1 a TB2
obsahuju peptidy z proteinov ESAT-6 a CFP-10, ktorych ucelom je vyvolat reakcie CMI od
pomocnych CD4* T-lymfocytov TB2 obsahuje dalSiu skupinu peptidov, ktorych Gcelom je
vyvolat reakcie CMI od CD8" cytotoxickych T-lymfocytov.

Rizikové faktory pre infekciu M. tuberculosis zahffaju historické, zdravotné alebo
epidemiologické prediktory pre ochorenie tuberkul6zy alebo vystavenie sa tuberkuldze.
Precitajte si najnovSie odporuc¢anie WHO https://lwww.who.int/publications/i/item/who-
consolidated-guidelines-on-tuberculosis-module-1-prevention-tuberculosis-
preventive-treatment, v ktorom najdete odporu€ania tykajuce sa diagnostiky infekcie
M. tuberculosis (vratane ochorenia) a vybere osdb na testovanie (16). Test QFT- Plus bol
odskusany na niektorych skupinach pacientov indikovanych na skrining infekcie TB podla
aktualneho odporu¢ania WHO (16) vratane tychto oséb: osoby, ktoré mali pozitivny vysledok
testu na virus ludskej imunodeficiencie (Human Immunodeficiency Virus, HIV), kontakty
nedavnych pacientov chorych na TB a obyvatelia miest s vysokou mierou kolektivity, ktori
boli vystaveni dospelym osobam s vysokym rizikom TB (5).
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Principy testu

QFT-Plus je kvalitativny test, ktory pouziva Specializované skumavky na odber krvi, ktoré
obsahuju peptidové antigény, ktoré stimuluju proteiny M. tuberculosis, ktoré sa pouzivaju na
odber celej krvi. Inkubéacia krvi sa vykonava v skimavkach po dobu 16 az 24 hodin. Po
ukonCeni inkubacie sa odoberie plazma aplazma sa testuje na pritomnost IFN-y
vytvoreného ako reakcia na peptidové antigény.

Najskor sa odoberie cela krv do kazdej zo skumaviek QFT-Plus Blood Collection Tubes na
odber krvi (ide o skimavku Nil, skimavku TB1, skimavku TB2 a skimavku Mitogen). Krv je
mozné pripadne odobrat aj pomocou skimavky na odber krvi s obsahom litium-heparinu
alebo heparinu sodného (antikoagulant). Nasledne krv preneste do skumaviek QFT-Plus
Blood Collection Tubes na odber krvi.

Skdmavky QFT- Plus Blood Collection Tubes sa pretrepu, aby sa antigén mohol zmiesat' s
krvou, a je potrebné ich ¢o najskér inkubovat pri teplote 37 °C + 1 °C, najneskér vSak do
16 hodin od odberu. Po uplynuti inkubaénej doby 16 az 24 hodin sa skiumavky odstredia,
plazma sa spracuje a pomocou testu ELISA sa odmeria mnozstvo IFN-y (IU/ml). Test
QFT-Plus ELISA pouziva rekombinantny ludsky IFN-y Standard, ktory bol testovany voci
referenénému IFN-y pripravku (Ref. NIH: Gxg01-902-535). Vysledky testovanych vzoriek sa
uvadzaju v medzinarodnych jednotkdch na ml (IlU/ml) vo vztahu ku krivke Standardu

vytvorenej testovanim riedeni Standardu, ktory je su€astou supravy.

Je zname, Ze heterofilné protilatky (napriklad ludské protilatky voc&i mySim protilatkam)
v sére alebo plazme niektorych jednotlivcov mézu skresfovat vysledky imunologickych
testov. Efekt heterofilinych protilatok v ramci testu QFT-Plus ELISA je minimalizovany
pridanim normalneho mySieho séra do zeleného riedidla a pouzitim fragmentov
monoklonalnej protilatky F(ab’)2 ako protilatky na zachytavanie IFN-y ktora je nanesena do
jamiek mikrotitratnej dosticky.
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Analyza QFT-Plus sa povazuje za pozitivnu vzhladom na reakciu IFN-y vtedy, ked su
vysledky z ktorejkolvek skimavky s antigénom TB vyrazne vysSie, nez je hodnota Nil IFN-y
v [U/ml. Plazmova vzorka zo skimavky Mitogen slizi ako pozitivna kontrola IFN-y pre kazdu
testovanu vzorku. Slaba reakcia na Mitogen (< 0,5 1U/ml) indikuje neurcity vysledok
v pripade, ak krvna vzorka taktiez vykazuje negativnu reakciu na antigény TB. K takémuto
spravaniu méze dochadzat' v pripade nedostatoéného poctu lymfocytov, zniZzenej aktivity
lymfocytov v dosledku manipulacie so vzorkami, nespravneho plnenia/mieSania skiumavky
Mitogen alebo neschopnosti lymfocytov pacienta generovat IFN-y. ZvySené urovne IFN-y vo
vzorke Nil sa mdézu vyskytnut za pritomnosti heterofilnych protilatok alebo v doésledku
vnutornej sekrécie IFN-y. Skumavka Nil slizi na upravu pozadia (napr. vzhladom na
nadmernt cirkuléciu IFN-y alebo pritomnost heterofilnych protilatok). Uroveri IFN-y
v skumavke Nil sa odc¢ita od urovne IFN-y v skimavkach s antigénom TB a v skimavke
Mitogen. Meraci rozsah testov QFT-Plus ELISA je 10 1U/ml.
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Dodavané materialy

Obsah supravy

Sucasti testu ELISA Suprava s 2 Referenéna
Katalégové & dostickami laboratérna
622120 suprava
622822
Microplate Strips (Mikrotitracné prizky) 2 supravy 20 supravy

(12 x 8 kaliskov) s mySacou antihumannou

monoklonalnou protilatkou IFN-y

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

Green Diluent (Zelené riedidlo) (obsahuje
hovadzi kazein, $tandardné mysacie
sérum, Thimerosal 0,01 % obj. hm.)

Conjugate 100x Concentrate (Konjugat
s koncentraciou 100x), lyofilizovany
(mySacie antihumanne IFN-y HRP,
obsahuje Thimerosal 0,01 %)

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

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

Enzyme Stopping Solution (Enzymaticky
timiaci roztok; obsahuje 0,5 M H2SO4)

Navod na pouZitie stpravy QuantiFERON

TB-Gold Plus ELISA Kit

s mikrotitracnymi
pruzkami 12 x 8

1 x liekovka
(8 IU/ml
po zriedeni)

1 %30 ml

1x0,3ml
(po zriedeni)

1x100 ml

1 x 30 ml

1x15ml
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Sucasti supravy
Kontrolné a kalibracné roztoky

Test QFT-Plus ELISA pouziva rekombinantny ludsky IFN-y Standard, ktory bol testovany
voCi referen¢nému IFN-y pripravku (Ref. NIH: Gxg01-902-535).

Platforma a softver
Na analyzu nespracovanych udajov a na vypocet vysledkov mozno pouzit analyzaény

softvér QFT-Plus Analysis Software. Je dostupny na stiahnutie na stranke
www.giagen.com.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Doplnkové reagencie

Skumavky na odber krvi QuantiFERON- TB Gold Plus Blood Collection Tubes

Deionizovana alebo destilovana voda, 2 litre

Spotrebny material

Veko dosticky na 96-jamkovu dosticku

Volitel'né: 1 ml mikroskimavky s uzavermi v drziaku s 96-jamkovym formatom alebo
holé mikrodostiCky s plastovymi uzavermi na ulozenie plazmy (22 pacientov/drziak
alebo dosticku)

® Nadoby na reagencie
Zariadenie*
Inkubator s teplotou 37°C + 1°C (s alebo bez COz)
Kalibrované pipety s variabilnym objemom na aplikaciu 10 pl az 1 000 pl
s jednorazovymi Spi¢kami
e® Kalibrované multikanalové pipety s moznostou aplikacie objemu 50 pl a 100 pl
s jednorazovymi Spickami
Trepacka na mikrotitracné dosticky schopna dosiahnut rychlost 500 a 1 000 ot/min
Umyvacka mikrotitracnych dosticiek (pre bezpe€nost pri manipulacii so vzorkami
plazmy sa odporti¢a automatizovana umyvacka)
e Citatka mikrotitragnych dostigiek s filtrom 450 nm a referenénym filtrom s filtragnym

rozsahom 620 nm az 650 nm

Vortex s premenlivou rychlostou

Centrifuga schopna centrifigovania skumaviek na odber krvi pri minimalne 3 000 RFC (g)
Odmerny valec, 1 liter alebo 2 litre

*Pred pouzitim zabezpecte, aby sa pristroje skontrolovali a nakalibrovali podfa odportc¢ani vyrobcu.

Navod na pouzitie stipravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA
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Varovania a preventivne opatrenia

Vezmite na vedomie, Ze mdzete byt poZiadani, aby ste si nadtudovali miestne nariadenia
pre nahlasovanie vaznych incidentov, ktoré vznikli v suvislosti s poméckou. vyrobcovi
al/alebo jeho opravnenému zastupcovi a regulacnému organu, ku ktorému pouzivatel
alalebo pacient prinalezi.

Na diagnostické pouzitie in-vitro.
Bezpec€nostné informacie

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Dalsie informacie najdete v prislusnych kartach bezpe&nostnych
udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii on-line v praktickom a kompaktnom forméate
PDF na adrese www.qiagen.com/safety. Na tejto adrese mdzete vyhladat, zobrazit

a vytlagit kartu bezpe&nostnych udajov (KBU) pre kazdu stpravu QIAGEN a jej st&asti.

® Vzorky su potencialne infekéné. Odpad vzoriek a testov likvidujte podfa miestnych
bezpecnostnych postupov.

® Negativny vysledok QFT-Plus nevylu€uje moznost infekcie M. tuberculosis alebo
tuberkul6zneho ochorenia: faloSne negativne vysledky mézu byt spdsobené fazou
infekcie (napriklad ziskanie vzorky pred rozvojom bunkovej imunitnej reakcie),
nespravnou manipulaciou so skimavkami na odber krvi po venepunkcii, nespravnym
vykonanim analyzy alebo inymi indivudalnymi imunologickymi faktormi vratane tych,
ktoré suvisia s komorbiditami. Produkcia heterofilnych protilatok a neSpecifického IFN-y
pri inych zapalovych zdravotnych problémoch méze maskovat Specificku reakciu na
peptidy ESAT-6 alebo CFP-10.

® Pozitivny vysledok QFT-Plus nesmie byt jedinym a definitivnym zékladom stanovenia
infekcie M. tuberculosis. Nespravne vykonanie testu méze viest k faloSne reaktivnym
vysledkom QFT-Plus.
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® Pozitivny vysledok QFT-Plus je potrebné overit pomocou dalSieho zdravotnickeho
hodnotenia aktivneho tuberkul6zneho ochorenia (napriklad vyter a kultira Acid Fast
Bacilli, hrudny RTG).

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

® Falosne reaktivny vysledok QFT-Plus m6ze byt spbdsobeny nespravnym odberom
vzorky krvi alebo nespravnou manipulaciou so vzorkou, ¢o ovplyvni funkciu lymfocytov.
Precitajte si Cast' ,Protokol: Vykonanie testu ELISA” na strane 20, kde najdete
informacie o spravnej manipulécii so vzorkami krvi. Oneskorenie inkubacie moze
spOsobit faloSne negativne alebo neurcité vysledky a iné technické parametre mézu

ovplyvnit schopnost detegovat vyraznu odpoved na IFN-y.
Informacie v pripade vynimocného stavu

CHEMTREC
Mimo USA a Kanada +1 703 527 3887
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Preventivne opatrenia

UPOZORNENIE | S fudskou krvou manipulujte ako s potencialne infekénym

materialom.

Dodrziavajte prislusné pokyny na manipulaciu s krvou.
VSetky vzorky a materialy, ktoré prisli do styku s krvou
alebo krvnymi produktmi, zlikvidujte v sulade s platnymi

federalnymi, Statnymi a miestnymi predpismi.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Obsahuje: kyselina sirova. Varovanie! M6ze byt korozivna pre kovy.
S Spoésobuje podrazdenie pokozky. Spésobuje zavazné podrazdenie oéi.
£
Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Varovanie! Spdsobuje mierne podrazdenie pokozky. Noste ochranné
rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

QuantiFERON Green Diluent

Obsahuje: tartrazin. Varovanie! Méze vyvolat alergicku koznu reakciu. Noste
ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi tiginkami. Zabrarite uvolneniu do
Zivotného prostredia.
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Dal$ie informacie

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

® Thimerosal sa pouziva ako konzervant pri niektorych reagenciach QFT-Plus. Po poziti,
vdychnuti alebo po kontakte s pokozkou moze byt toxicky.

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

® Supravu nepouzivajte, ak niektora z flia$ s Cinidlami pred pouzitim vykazuje znaky
poskodenia alebo Unikov.

o Dolezité: Pred pouzitim skontrolujte liekovky. Nepouzivajte liekovky konjugatu alebo
Standardu IFN-y, ktoré vykazuju znamky poskodenia alebo poskodenie gumového
tesnenia. Nepracujte s poSkodenymi liekovkami. Liekovky bezpecne zlikvidujte
v stlade s prislusnymi bezpe&nostnymi opatreniami. Na otvaranie liekoviek konjugatu
alebo Standardu IFN-y sa odporuca pouzit nastroj na odpajanie stlacenych spojov, ¢im
znizite riziko zranenia spbésobeného kovovym stlatenym vekom.

® NemieSajte ani spolu nepouzivajte mikrotitracné pruzky, Standard IFN-y, zelené riedidlo
alebo konjugét s koncentraciou 100x z réznych davok stprav QFT-Plus. Dalsie &inidla
(premyvaci roztok s koncentraciou 20x, enzymaticky substratovy roztok a enzymaticky
timiaci roztok) je mozné zamiefiat medzi jednotlivymi sipravami za predpokladu, Ze
neuplynul datum exspiracie Cinidiel a s zaznamenané podrobné informacie o Sarzi.

® Nepouzité Cinidla a biologické vzorky zlikvidujte v sulade s miestnymi, Statnymi
a federalnymi nariadeniami.

Nepouzivajte supravu QFT-Plus ELISA Kit po uplynuti datumu exspiracie.
Vzdy dodrziavajte spravne laboratérne postupy.
Overte, Ci su laboratérne zariadenia (napriklad umyvacky dosticiek a Citacky)

kalibrované a schvalené na pouzivanie.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie a podmienkam skladovania vytlatenym

na Skatuli a Stitkoch vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirované alebo nespravne

skladované komponenty.

Stabilita pri pouzivani

Supravu ELISA skladujte pri teplote 2 — 8 °C.
Enzymaticky substratovy roztok vzdy chrarite pred priamym slnenym svetlom.

Zriedené a nepouzivané cCinidla

18

Pokyny na pripravu reagencii ELISA najdete v Casti ,,Protokol: Vykonanie testu ELISA®
na strane 20.

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

Zaznamenaijte si datum zriedenia Standardu supravy.
Konjugat s koncentraciou 100x je po zriedeni potrebné uchovavat tiez pri teplote
2 — 8 °C a spotrebovat ho do 3 mesiacov.

Zaznamenaijte si datum zriedenia konjugatu.

Konjugat s pozadovanou koncentraciou je potrebné spotrebovat do 6 hodin od
pripravy.

Premyvaci roztok s poZzadovanou koncentraciou mdzete uchovavat pri izbovej teplote
maximalne 2 tyzdne.

Pruzky mikrotitracnej dosti¢ky su len na jedno pouzitie. Nepouzité prizky je mozné
vybrat z dosti¢ky a uskladnit na dalSie pouzitie.
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Skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi

Precitajte si navod na pouzitie skimaviek na odber krvi QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) Blood Collection Tubes (1123668), ktorom najdete podrobnosti o pracovhom
postupe pri odbere krvi pre test QFT-Plus.
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Protokol: Vykonanie testu ELISA

Délezité body pred zacatim Cinnosti
Nastavenie (Cas potrebny na vykonanie testu)

® Na ziskanie platnych vysledkov testu QFT-Plus musi operator vykonat konkrétne ulohy
v ur¢enom Case. Pred pouzitim testu sa odporuca, aby operator dokladne naplanoval
kazdu fazu testu, aby mal dostato¢ny ¢as na vykonanie kazdej z nich. Potrebny ¢as je
uvedeny nizSie — sucastou tychto informacii je aj €as potrebny na testovanie viacerych

vzoriek v davkach.

O Priblizne 3 hodiny na jednu dosticku ELISA
O Préaca <1 hod.

O Pre kazdu dalSiu dosticku pridajte 10 az 15 minut
IFN-y ELISA

® Viac si precitajte na ,Obsah supravy”, strana 11 a ,Pozadované materialy, ktoré sa
nedodavaju”, strana 13, pre materialy potrebné na vykonanie testu ELISA.

Postup

1. Je potrebné, aby vSetky plazmové vzorky a ¢inidla (okrem konjugatu s koncentraciou
100x) pred pouzitim nadobudli izbovu teplotu (22 +5 °C). Ekvilibracia ma trvat najmene;j
60 mindut.

2. Odstrante z ramu nepotrebné pruzky platne ELISA, uzavrite foliové vrecko a vratte ho
do chladnicky.
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3. Nechajte minimalne 1 prazok pre Standardy QFT-Plus a dostatocny pocet pruzkov pre
niekolko testovanych pacientov (pozri obrazok 2 s odporu¢anym formatom dosticky).
Po dokonceni si ponechajte ram a vie¢ko na pouzitie s dalSimi prdzkami.
3a. Zriedte Standard IFN-y s deionizovanou alebo destilovanou vodou s objemom
vyznaenym na S8titku liekovky. Jemne zamieSajte, aby ste minimalizovali tvorbu
peny a zabezpecte uplné rozpustenie obsahu liekovky. Zriedenie Standardu IFN-y
na uvedeny objem vedie k ziskaniu roztoku s koncentraciou 8,0 1U/ml.

3b. Pomocou rekonstituovaného Standardu pripravte sériu riedeni 4 koncentracii
IFN-y v zelenom riedidle (pozri obrazok 1).

3c. Krivka Standardu sa musi vygenerovat s tymito koncentraciami IFN-y:

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

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

S3 (Standard 3) obsahuje 0,25 IU/ml

S4 (Standard 4) obsahuje 0 IU/ml (len zelené riedidlo [Green Diluent, GD]).

3d. Standardy sa musia testovat najmenej duplicitne.
3e. Pripravte si Cerstvé zriedené roztoky Standardu supravy na kazdu analyticku
relaciu ELISA.

Postup

Oznacte 4 skimavky: S1, S2, S3, S4

Pridajte 150 pl GD do S1, S2, S3, sS4

Pridajte 150 pl $tandardu supravy do S1 a zmes riadne premiesajte
Preneste 50 pl z S1 do S2 a zmes riadne premieSajte

Preneste 50 pl z S2 do S3 a zmes riadne premieSajte

m m oo O W >

Samotné GD sluzi ako nulovy Standard (S4)
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150 pl 50 pl 50 pl
— — —
Pripravené Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
pomocou vody 4,0 lU/ml 1,0 IU/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml
Standard zo (zelené riedidlo)

supravy
Obrazok 1. Priprava sérii riedeni pre krivku standardu.

Zriedte lyofilizovany konjugat s koncentraciou 100x s 0,3 ml deionizovanej alebo

destilovanej vody. Jemne zamieSajte, aby ste minimalizovali tvorbu peny a zabezpecte

uplné rozpustenie obsahu liekovky.

4a. Konjugat s pozadovanou (pracovnou) koncentraciou sa pripravuje zriedenim
pozadovaného objemu konjugatu s koncentraciou 100x v zelenom riedidle
(taburka 1).

4b. Konjugat s pozadovanou koncentraciou je potrebné spotrebovat do 6 hodin od
pripravy.

4c. Nepouzity konjugat s koncentraciou 100x ihned po pouziti vratte do

skladovacieho priestoru s teplotou 2 az 8 °C.
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Tabulka 1. Priprava konjugatu (s pozadovanou koncentraciou)

Pocet pruzkov Objem konjugatu Objem zeleného riedidla

(koncentracia 100x%)

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 3,0ml
7 35 pl 3,5ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 pl 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. V pripade plazmovych vzoriek odobratych zo skimaviek na odber krvi a nasledne
skladovanych (v chladni¢ke alebo mraznicke) skladované vzorky dékladne premieSajte
pred tym, nez ich pridate do kaliska ELISA. Plazmové vzorky je mozné uskladnit v
centrifigovanych skimavkach na odber krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes az na
28 dni pri teplote 2 - 8 °C a vzorky odobratej plazmy sa mézu uskladnit na 28 dni pri
teplote 2 - 8 °C. Vzorky odobratej plazmy sa mézu uskladnit’ aj pri teplote nizSej
ako —20 °C (pokial mozno niz$ej ako —70 °C) pocas dlhSieho obdobia.

Plazmové vzorky je mozné preniest/pouzit priamo z odstredenych skumaviek na
meranie na dostiCku QFT-Plus ELISA.

Dolezité: Ak chcete preniest plazmové vzorky priamo z odstredenych skimaviek na
odber krvi QFT-Plus Blood Collection Tubes, plazma sa nesmie mieSat. Neustale

davajte pozor, aby ste nenarusili material na gélovom povrchu.

6. Pridajte 50 pl Cerstvo pripraveného konjugatu s pozadovanou koncentraciou do
prislusnej dosticky ELISA.
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7. Pomocou multikanalovej pipety pridajte 50 pl testovanej vzorky plazmy do prislusnych
jamiek (pozri odportui¢ané rozloZzenie dosticky na obrazku 2).

8. Pomocou multikanalovej pipety nakoniec pridajte 50 pl kazdého Standardu 1 aZz 4 do
prislusnej jamky dostic¢ky (pozri odporu¢ané rozlozenie dosticky ELISA na obrazku 2).
Standardy je potrebné testovat najmenej duplicitne.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A 1N 3N 5N 7N 9N 13N 15N 17N 19N 21N
B | 1TB1 | 3TB1 5TB1 7TB1 9TB1 137TB1 15TB1 17 TB1 19TB1 | 217TB1
Cc 1TB2 | 3TB2 | 56TB2 | 7TB2 9TB2 137TB2 | 16TB2 | 17TB2 | 19TB2 | 21TB2
D 1™ 3M 5M ™ 9M 13M 15M 17M 19M 21M
E 2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18N 20N 22N
F 2TB1 | 4TB1 | 6 TB1 | 8TB1 10 TB1 11TB1 127B1 14 TB1 16 TB1 18TB1 | 20TB1 | 22TB1
G | 27TB2 | 4TB2 | 6TB2 | 8TB2 | 10TB2 | 11TB2 | 12TB2 | 14TB2 | 16 TB2 | 18 TB2 | 20TB2 | 22TB2
H 2M 4M 6M 8M 10M 1M1M 12M 14 M 16M 18M 20M 22M

Obrazok 2. Odporugané rozlozenie dosticky ELISA. S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3),
S4 (Standard 4). 1N (vzorka 1. kontrolna plazma Nil), 1 TB1 (vzorka 1. plazma TB1), 1 TB2 (vzorka 1.
plazma TB2), 1M (vzorka 1. plazma Mitogen).

9. Zakryte kazdu dosticku ELISA vekom a pomocou trepacky na mikrotitracné dosticky
doékladne premiesajte konjugat a plazmové vzorky/Standardy 1 minutu pri rychlosti
500 az 1 000 otacok/min. Davajte pozor, aby ste nerozliali obsah.

10. Zakryte dosticku ELISA a inkubujte pri izbovej teplote (22 °C + 5 °C) po dobu
120 £ 5 minut. DostiCka ELISA pocas inkubacie nesmie byt vystavena priamemu
slneénému ziareniu. Odchylka od Specifikovaného teplotného rozsahu méze viest k
chybnym vysledkom.

11. Pocas inkubacie dosticky ELISA pripravte premyvaci roztok s pozadovanou
koncentraciou. Zriedte jeden diel premyvacieho roztoku s koncentraciou 20x
s 19 dielmi deionizovanej alebo destilovanej vody a zmes riadne premiesajte.
K dispozicii je dostatok premyvacieho roztoku s koncentraciou 20x na pripravu 2 litrov
premyvacieho roztoku s pozadovanou koncentraciou.
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12.

13.

14.

15.

16.

Po skonc&eni inkubacie dosticky ELISA umyte jamky dosticky pomocou 400 pl
premyvacieho roztoku s pozadovanou koncentraciou. Vykonajte kroky premyvania
minimalne 6-krat. Z bezpecnostnych dévodov sa pri manipulacii so vzorkami plazmy

odporuca automatizovana umyvacka dosticiek.

Dékladné preplachnutie je velmi dblezité z hladiska ucinnosti testu. Dbajte na uplné
naplnenie kazdého kaliSka premyvacim roztokom (az po vrch kaliSka) v kazdom
premyvacom cykle. Medzi jednotlivymi cyklami odporu€ame dodrzat najmenej

5-sekundovu dobu namodenia.

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

podla stanovenych procedur.

Vyklepanim dostiCky ELISA na absorp&nu utierku (nezanechavajucu viakna) odstrarte
zvy$kovy premyvaci roztok. Do kazdej jamky dostiCky pridajte 100 pl enzymatického
substratového roztoku, dosticku zakryte a dékladne premiesajte na 1 minutu pri
rychlosti 500 — 1 000 otacok/min.

Zakryte dosticku ELISA a inkubujte pri izbovej teplote (22 °C + 5 °C) po dobu 30 minut.

Dosticka ELISA pocas inkubacie nesmie byt vystavena priamemu slne¢nému Ziareniu.

Po 30 minutach inkubécie pridajte 50 pl enzymatického timiaceho roztoku do kazdej
jamky dosti¢ky v rovnakom poradi, ako bol pridany substrat, a dékladne premieSajte pri
500 az 1 000 ot./min. Pouzite trepacku na mikrotitracné dosticky.

Odmerajte opticku hustotu (Optical Density — OD) jamiek dosticky ELISA do 5 minut od
zastavenia reakcie pomocou c&itacky mikrotitraénych dosti¢iek vybavenej filtrom
s filtracnym rozsahom 450 nm a referennym filtrom s filtracnym rozsahom 620 az

650 nm. Hodnoty OD sa pouzivaju na vypocet vysledkov.
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Vysledky (vypocty)

Na analyzu nespracovanych udajov a na vypocet vysledkov mozno pouzit analyzaény
softvér QFT-Plus Analysis Software. Je dostupny na stranke www.qiagen.com. Vzdy

overte, ¢i pouzivate najnovsiu verziu analyzacného softvéru QFT-Plus Analysis Software.

Tento softvér slizi na hodnotenie kontroly kvality testu, generovanie krivky Standardu
a poskytuje vysledok testu kazdého pacienta v sulade s informaciami uvadzanymi v
sinterpretacia vysledkov ” na strane 30. Softvér oznami v8etky koncentracie vacsie ako
10 IU/ml ako ,>10% pretoze tieto hodnoty nespadaju do validovaného linearneho rozsahu
dosticky ELISA.

Okrem pouzitia analytického softvéru QFT-Plus Analysis Software je mozné vysledky

stanovit’ aj pomocou nasledovnej metddy.
Generovanie krivky Standardu a hodnét vzoriek

Ak sa nepouziva analyticky softvér QFT- Plus Analysis Software

Ur€enie krivky Standardu a stanovenie hodn6t IU/ml vzorky vyZaduje program tabufkového
procesora, ako napriklad Microsoft® Excel®, ak sa nepouziva analyza¢ny softvér QFT-Plus

Analysis Software.

Pouzitie programu s tabulkovym procesorom

1. Stanovte stredné hodnoty OD replikatov Standardu supravy na kazdej dosticke.

2. Vytvorte logaritmicku krivku Standardu loge)—log() zakreslenim hodnoty log) priemeru
OD (os y) voci hodnote log) koncentracie IFN-y Standardov v IU/ml (os x) a z tychto
vypoctov vynechajte nulovy Standard. Pomocou regresnej analyzy vypocitajte Ciaru

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

4. Tieto vypocty je mozné vykonavat pomocou softvérovych balikov dostupnych spolu
s CitaCkami mikrotitracnych dostiCiek a Standardného tabulkového alebo Statistického
softvéru (napriklad Microsoft Excel). Tieto baliky odpord¢ame pouzivat na vypocet
regresnej analyzy, koeficientu variacie (Coefficient of Variation, %CV) Standardov

a koeficientu korelacie (r) krivky Standardu.

Vypocet vzorky

Ak sa tieto udaje OD ziskali pre Standardy, vypoéty pomocou — log(e) — by zodpovedali
udajom v tabulke 2.

Tabulka 2. Krivka Standardu

Standard 1U/ml Hodnoty  Stredna hodnota %CV Log(e) IU/ml Loge)
ODaab oD strednej
hodnoty
(OD)
Standard 1 4 1,089, 1,113 3,0 1,386 0,107
1,136
0,357,
Standard 2 1 0395 0,376 71 0,000 -0,978
& 0,114, nevztahuje
Standard 3 0,25 0136 0,125 sa -1,386 -2,079
& 0,034, nevztahuje nevztahuje nevztahuje
Standard 4 0 0037 0,036 & - -

Rovnica krivky je y = 0,7885(X) — 0.9837, kde ,m*“ = 0,7885 a ,c* = -0,9837. Tieto hodnoty sa pouzivaju v rovnici
X = (Y=c)/m na vyrieSenie X. Na zaklade krivky $tandardu je vypocitany koeficient korelacie (r) = 1 000. Nevztahuje
sa: nevztahuje sa.

Pomocou kritérii uvedenych v ,Kontrola kvality testu” na strane 28 sa urci platnost’ testu.

Krivka Standardu (tabulka 2) sa pouziva na premenu odpovedi OD antigénu na

medzinarodné jednotky (1U/ml).
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Tabul'ka 3. Vypocet vzorky

Antigén Hodnota OD Loge) hodnota X e* (IU/ml) Antigén —Nil (IlU/ml)
oD

Nil 0,037 -3,297 -2,934 0,05 -

TB1 1,161 0,149 1,437 4,21 4,16

TB2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

Mitogen 1,783 0,578 1,981 7,25 7,20

Hodnoty IFN-y (v IU/ml) pre TB1, TB2 a Mitogen sa skoriguju pre pozadie odpocitanim

hodnoty IU/ml ziskanej pre konkrétny kontrolny roztok Nil. Tieto skorigované hodnoty sa

pouZziju na interpretaciu vysledkov testu.

Kontrola kvality testu

Spravnost vysledkov testu zavisi od generovania spravne;j 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:

28

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

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

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

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

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

Stredna hodnota OD nulového Standardu (zelené riedidlo) ma byt < 0,150. Ak je

stredna hodnota OD > 0,150, je potrebné preskumat postup premyvania dosticky.
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Analyticky softvér QFT- Plus Analysis Software pocita a vykazuje tieto parametre kontroly
kvality.

Kazdé laboratérium musi ur€it vhodné typy kontrolnych latok a frekvenciu testovania v
sulade s miestnymi, Statnymi, federalnymi alebo inymi platnymi akreditacnymi in&titiciami.
Musia sa zohladnit’ externé hodnotenie kvality a alternativne validaéné postupy.

Poznamka: Vzorky plazmy, do ktorej sa pridal rekombinantny IFN-y vykazali znizenie

koncentracie az do 50 % pri skladovani pri teplote 2 — 8 °C a —20 °C. Rekombinantny IFN-y
sa neodporuc¢a na stanovenie Standardov kontrolnych roztokov.
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Interpretacia vysledkov

Vysledky testu QFT-Plus sa interpretuju podfa tychto kritérii (tabulka 4).

Dolezité: Diagnostika alebo vylu€enie tuberkulézneho ochorenia a hodnotenie
pravdepodobnosti LTBI vyzaduju pouzit kombinaciu epidemiologickych, historickych,
zdravotnickych a diagnostickych nalezov, na ktoré je potrebné prihliadat pocas interpretacie
vysledkov QFT-Plus. Pozri vSeobecné odporucanie k diagnostike a lieCbe ochorenia
TB a LTBI:

(https://www.cdc.gov/tb/publications/guidelines/default.htm).

Tabulka 4. Interpretacia vysledkov QFT- Plus

Nil (1U/ml) TB1 minus TB2 minus  Mitogen Vysledok  Spravalinterpretacia

Nil (1U/ml) Nil (1U/ml) minus Nil QFT- Plus
(IU/ml)*

<8,0 20,35a Akakolvek
225 % Nil hodnota Akakolvek Pozitivnyt | 'nfekcia M. tuberculosis je
Akakolvek | 20,35 hodnota Y" | pravdepodobna.
hodnota a =25 % Nil
<0,35alebo | <0,35alebo | 20,50 Negativny | Infekcia M. tuberculosis je
>0,35a >0,35a NEPRAVDEPODOBNA.
< 25 % Nil < 25 % Nil
<0,35alebo | <0,35alebo | <0,50
20,35a 20,35a Pravdepodobnost infekcie
<25 % Nil < 25 % Nil Neurdcity* M. tuberculosis nemozno

stanovit’
> 8,08 Akakolvek hodnota

* Reakcie na pozitivnu kontrolu Mitogen (a niekedy aj na antigény TB) sa mézu bezne nachadzat mimo rozsahu
¢Citacky mikrotitracnych dostic¢iek. Nema to v8ak Ziadny vplyv na vysledky. Hodnoty > 10 IU/ml oznacuje softvér
QFT-Plus ako >10 1U/ml.

TV pripadoch, kedy nie je podozrenie na infekciu M. tuberculosis, je mozné Gvodné pozitivne vysledky overit
opéatovnym testovanim pévodnych plazmovych vzoriek (duplicitne) v QFT-Plus ELISA. Ak je opakované testovanie
jedného alebo obidvoch replikatov pozitivne, povazuje sa vysledok testu za pozitivny.

* Mozné pri¢iny najdete v ,Sprievodca rieSenim problémov*, strana 66.

§ 'V ramci klinickych $tudii malo menej nez 0,25 % pacientov hodnoty IFN-y > 8,0 IU/ml (vzhfadom na hodnotu Nil).
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Magnitddu nameranej drovne IFN-y nie je mozné korelovat' s fazou alebo stupriom infekcie,

urovne imunitnej reakcie ani pravdepodobnostou prechodu do aktivneho $tadia ochorenia.

Pozitivna reakcia na TB u osbéb s negativnou reakciou na Mitogen je zriedkava, bola vSak
pozorovana u pacientov s ochorenim TB. To indikuje, ze reakcia IFN-y na antigény TB je
vyraznejSia nez reakcia na Mitogen. Je to mozné, kedZe uroven Mitogen nestimuluje

v maximalnej miere tvorbu IFN-y lymfocytmi.

Interpretacia

Nie

Nie

TB1 — Nil a/alebo TB2 — Nil
20,35 IU/ml

¢ Ano

!

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

¢ Ano

Overenie

Mitogen — Nil < 0,50 1U/ml
alalebo Nil > 8,0 IU/ml

Ano
—» Neurcity

Nie

Nil < 8,0 1U/ml

Ne &

Negativny

¢ Ano

Positivne
(Pozitivny)

Obrazok 3. Interpretacia testu QFT-Plus. * Aby bolo mozné povazovat hodnoty TB1 minus Nil alebo TB2
minus Nil za platné, hodnota = 25 % Nil v IlU/ml musi byt z rovnakej skimavky ako pévodny vysledok

> 0,35 |U/ml.
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Obmedzenia

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

aktualnym zdravotnym stavom a dal$imi diagnostickymi hodnoteniami kazdého pacienta.

Jednotlivci s hodnotami Nil vy§Simi nez 8 IU/ml su zaradeni do kategdrie ,neurcity”, pretoze

miera reakcie na antigény TB 25 % alebo vy3Sia méze spadat’ mimo rozsahu merania testu.

Prediktivna hodnota pozitivnheho vysledku testu QFT-Plus pri diagnostike infekcie
M. tuberculosis zavisi od pravdepodobnosti infekcie, ktora sa hodnoti podla
historickych, epidemiologickych, diagnostickych a inych zisteni.

Diagnostika LTBI vyzaduje, aby sa tuberkuléza vylucila na zaklade zdravotnickeho
hodnotenia vratane hodnotenia aktualnych zdravotnych a diagnostickych testov na
ochorenie podla indikacie.

Negativny vysledok sa musi zohladnit pri anamnéze pacienta a Udajoch z minulosti,
ktoré su relevantné pre pravdepodobnost infekcie M. tuberculosis a potencialneho
rizika progresie tuberkulézy, najma u jednotlivcov so znizenou funkciou imunitného

systému.

Nespolahlivé alebo neurcité vysledky mézu byt vysledkom:

32

odchylok od postupov uvadzanych v navode na pouzitie,

nespravnou prepravou/manipulaciou so vzorkou krvi,

zvySenymi hladinami cirkulacie IFNy alebo pritomnosti heterofilnych protilatok,
prekroCenia validovanych €asov pre krv pri odobrati vzorky po jej inkubaciu. Pozri navod
na pouZzitie skumaviek na odber krvi QF T-Plus Blood Collection Tubes (1123668).
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Charakteristiky u€innosti
Klinickeé Studie

KedZe na potvrdenie alebo vylu¢enie diagnézy LTBI neexistuje ziadny definitivny
Standardny test, predpoklad citlivosti a Specificity tykajucej sa QFT-Plus nie je mozné
prakticky zhodnotit. Specificita QFT-Plus bola odhadnuté formou hodnotenia miery falo$ne
pozitivnych vysledkov uo0sOb s nizkym rizikom (Ziadne zname rizikové faktory)
tuberkuldznej infekcie. Citlivost bola odhadnuta formou hodnotenia skupin pacientov v stadii
s kultivaéne potvrdenym ochorenim TB. Charakteristiky testu boli okrem toho hodnotené v
ramci pozitivity a negativity v populacii zdravych os6b so zistenymi rizikovymi faktormi pre

infekciu tuberkuldzy (populacia so zmieSanym rizikom).
Specificita

Multicentricka Studia hodnotiaca klinicku Specificitu testu QFT-Plus sa uskutoénila na 733
Ucastnikoch S$tudie, u ktorych existoval predpoklad, Ze maju bud nizke riziko infekcie
M. tuberculosis alebo Ziadne rizikové faktory expozicie infekcii alebo chorobe. Demografické
informacie a rizikové faktory expozicie voci TB boli stanovené pomocou Standardizovaného
prieskumu podas testovania. Studia sa uskutoénila v $tyroch réznych centrach vratane
jedného v Spojenych Statoch, dvoch v Japonsku a jedného v Australii. Test QFT-Plus sa
porovnal s testom QuantiFERON-TB Gold-In-Tube (QFT). Zhrnutie udajov charakteristik
klinickej $pecificity, ktoré su stratifikované podla centra Studie a regidnu, najdete v tabulke 5.
Vysledky charakteristik su zalozené na celkovom pocte platnych testov. Nevznikli ziadne

neurcité vysledky.
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Tabufka 5. Specificita testu QFT- Plus v nizkorizikovej populacii

Pozitivny Negative Neurcity Specificita (95 % Cl)
(Negativny)
Centrum N QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- Plus
Plus Plus Plus

Spojené

Staty

(€. 1) 212 2 4 210 208 0 0 99,06 % 98,11 %

USA-4 (210/212) (208/212)
(96,63 —99,74) (95,25 —99,26)

Japonsko

(€. 2) 106 1 2 105 104 0 0 99,06 % 98,11 %

JPN-3 (105/106) (104/106)
(94,85 -99,83) (93,38 —99,48)

(€. 3) 216 3 5 213 211 0 0 98,61 % 97,69 %

JPN-1 (213/216) (211/216)
(96,00 —99,53) (94,70 —99,01)

Japonsko 322 4 7 318 315 0 0 98,76 % 97,83 %

celkovo (318/322) (315/322)
(96,85 -99,52) (95,6 —98,9)

Australia

(¢. 4) 199 8 9 191 190 0 0 95,98 % 95,48 %

AU-3 (191/199) (190/199)

(92,27 - 97,95) (91,63 —97,60)

épecificita testu QFT-Plus bola 98,11 % v USA, 97,83 % v Japonsku a 95,48 % v Australii.
Celkova $pecificita testu QFT-Plus bola 97,27 % (713/733). Specificita testu QFT bola
99,06 % v USA, 98,76 % v Japonsku a 95,98 % v Australii. Celkova Specificita testu QFT
bola 98,09% (719/733).
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Analyza vysledkov podla typu skimavky s antigénom TB a ich kombinacii je uvedena ako
priklad o€akavanych vysledkov v nizkorizikovej populacii (tabulka 6).

Tabulka 6. Vysledky Studie tykajuce sa Specificity testu QFT- Plus podla skimavky
s antigénom TB

Interpretacia na zaklade
TB antigénu Nil

QFT-Plus Zhodne pozitivna TB1 a
IU/ml v TB1 TB2 (pozitivna podla TB2 (analyza alternativ)*
TB1 a/alebo TB2)*
Positivne (Pozitivny) 10 18 20 8
Negativny 723 715 713 725
Neurgity 0 0 0 0
. 97,3 %
Specificita (95 % ClI) - - (713/733) -
(95,8 - 98,2)
98,6 % 97,5 % 98,9 %
Negativita (95 % CI) (723/733) (715/733) - (725/733)
(97,5-99,3) (96,2-98,4) (97,9 — 99,5)

* Interpretacia na zaklade antigénu TB — hodnota Nil = 0,35 IU/ml v obidvoch (TB1 a TB2) v jednej skimavke TB
tak, aby splnili kritéria interpretacie pre test QFT- Plus (TB1 alebo TB2), ktory bude ureny ako pozitivny.

T Analyza alternativ sa uvadza len pre informaciu.

U pacientov s nizkym rizikom infekcie TB bolo pozitivnych celkovo 20/733 pacientov. Z nich
len 8 pacientov malo hodnotu >0.35 IU/ml v obidvoch skiimavkach TB1 a TB2. Porovnanie
testov QFT a QFT-Plus sa uskuto¢nilo na nizkorizikovej kohorte v rdmci Studie a vysledkom
bola celkovéa zhoda 97,5 % (715/733) a zhoda negativneho percenta bola 98,3 % (707/719).

Citlivost

Aj ked neexistuje Ziadny definitivny Standardny test latentnej infekcie LTBI, vhodnou
nahradou je mikrobiologicka kultura M. tuberculosis, pretoze infekcia TB je nevyhnutnym
prekurzorom ochorenia.
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Multicentricka $tddia hodnotiaca klinicku citlivost testu QFT-Plus sa uskutoénila na
434 GCastnikoch  Studie, ktori mali priznaky a symptémy aktivneho ochorenia
M. tuberculosis, ktoré sa potvrdilo kulturou a/alebo PCR testom a aktuélne ani <14 dni pred
odberom krvi nedostavali Ziadnu liebu TB. Studia sa uskuto¢nila v 7 nezavislych centrach
vratane troch centier v Spojenych $tatoch, troch centrach v Japonsku a jednom centre v
Australii. Test QFT-Plus sa porovnal s testom QuantiFERON-TB Gold-In-Tube (QFT). Sthrn
stratifikovanych udajov o charakteristikach klinickej citlivosti podla studie a krajiny najdete v
tabulke 7. Vysledky charakteristik su zalozené na celkovom pocte platnych testov.
Frekvencia neurcitych vysledkov pre test QFT a QFT-Plus bola 2,3 % (10/434) a 2,5 %
(11/434) v tomto poradi.
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Tabulka 7. Suhrn charakteristik studie klinickej citlivosti stratifikovany podla centra, krajiny a

celkovo
Positivne Negative Neurgity Citlivost' (95 % Cl)
(Pozitivny) (Negativny)
Centrum N QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- Plus
Plus Plus Plus
Spojené
Staty
(€. 1) 15 13 13 2 2 0 0 86,67 % 86,67 %
USA-5 (13/15) (13/15)
(62,12 - 96,26) (62,12 — 96,26)
(€.2) 33 29 29 4 4 0 0 87,88 % 87,88 %
USA-1 (29/33) (29/33)
(72,67 — 95,18) (72,67 —95,18)
(€. 3) 5 5 5 0 0 0 0 100,0 % 100,0 %
USA-4 (5/5) (5/5)
(56,55 — 100,0) (56,55 — 100,0)
Spojené 53 47 47 6 6 0 0 88,7 % 88,7 %
Staty (47/53) (47/53)
celkovo (77,4 —94,7) (77,4 -94,7)
Japonsko
(. 4) 98,63 % 95,71 %
JPN-2 76 72 67 1 3 3 6 (72/73) (67/70)
(92,64 —99,76) (88,14 —98,53)
(6. 5) 99 97 98 2 1 0 0 97,98 % 98,99 %
JPN-3 (97/99) (98/99)

(92,93 —99,44)

(94,50 — 99,82)

Tabulka pokra€uje na nasledujucej strane
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PokraCovanie tabulky z predchadzajucej strany
Tabulka 7. Suhrn charakteristik Stadie klinickej citlivosti stratifikovany podl'a centra, krajiny a
celkovo (pokra¢ovanie)

Positivne Negative Neurcity Citlivost’ (95 % CI)
(Pozitivny) (Negativny)
Centrum N QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- QFT QFT- Plus
Plus Plus Plus
(€. 6) 177 159 157 12 15 6 5 92,98 % 91,28 %
JPN-1 (159/171) (157/172)
(88,14 —95,94) (86,11 —94,64)
Japonsko 352 328 322 15 19 9 11 95,63 % 94,43%
celkovo (328/343) (322/341)
(92,91 -97,33) (91,5-96,4)
Australia
(€.7) 29 27 29 1 0 1 0 96,43% 100,0 %
AU-2 (27/28) (29/29)

(82,29 - 99,37) (88,30 — 100,0)

Analyza v tabulke vysSie neobsahuje neurcité vysledky.

Citlivost' testu QFT-Plus bola 88,7 % v USA, 94,43 % v Japonsku a 100,0 % v Australii.
Celkova citlivost testu QFT-Plus bola 94,09 % (398/423). Citlivost testu QFT bola 88,7 % v
USA, 95,63% v Japonsku a 96,43% v Australii. Celkova citlivost’ testu QFT bola 94,81%
(402/424).

Analyza vysledkov podla typu skiumavky s antigénom TB a kombinacii skumaviek je
zobrazena ako priklad o¢akavanych vysledkov v infikovanej populacii s potvrdenou TB
(tabulka 8).
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Tabul'ka 8. Vysledky Studie tykajuce sa citlivosti testu QFT- Plus podla skiimavky s antigénom
B

Interpretacia na zaklade TB

antigén—Nil v IlU/ml QFT-Plus (pozitivha
TB1 TB2 podla TB1 a/alebo
TB2)
Pozitivny 388 397 398
Negativny 32 26 25
Neurgity 14 11 11
Citlivost™ (95 % CI) 94 %
- - (398/423)
(91,4 — 96,0)
Pozitivita* (95 % CI) 92 4% 93.9%
(388/420) (397/423) -
(89,4 — 94,6) (91,1 -95,8)

* Okrem neurcitych hodnét.

Porovnanie testov QFT a QFT-Plus sa hodnotilo v kohorte s kultivaéne potvrdenou aktivnou
TB (kohorty Studie citlivosti) a vysledkom bola celkova zhoda 95,9 % a zhoda pozitivheho
percenta bola 97,3 % (391/402).

Tabul'ka 9. Pomery pravdepodobnosti testu QFT- Plus

Centrum* Citlivost’ Specificita LR+ LR-

Australia 100,00% 95,48% 22,11 0,00

Japonsko 94,43% 97,83% 43,44 0,06

Spojené staty 88,68% 98,11% 47,00 0,12
* Celkom
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Uginnost u pacientov so zistenymi rizikovymi faktormi infekcie MTB (jednotlivci so
zmieSanym rizikom)

Kohorta 601 jednotlivcov so zmieSanymi rizikovymi faktormi pre infekciu TB (napr. pozitivita
na HIV, anamnéza lieCby na aktivnu alebo latentnu TB, vystavenie aktivnej forme ochorenia
TB, stav HCW atd.) sa vyhodnotila pomocou testov QFT a QFT-Plus. Pomocou
Standardizovaného prieskumu sa stanovili rizikové faktory a jednotlivci nevykazovali Zziadny
priznaky suvisiace s aktivnou formou ochorenia TB v ¢ase naboru. Demografia a rizikové
faktory su uvedené v tabutke 10. V tejto populacii vySlo 68/601 (11,3 %) pacientov
pozitivnych pomocou testu QFT-Plus so zhodou pozitivneho percenta (Positive Percent
Agreement, PPA) a zhodou negativneho percenta (Negative Percent Agreement, NPA)
98,44 % a 99,07 % v tomto poradi (tabulka 11). V tejto kohorte 68 pozitivnych pacientov
diagnostikovanych pomocou testu QFT- Plus bolo celkovo 62 pacientov pozitivnych zo
skumaviek TB1 a TB2, 2 pacienti boli pozitivni len na zaklade vysledku zo skimavky TB1
a 4 pacienti boli pozitivni len na zaklade vysledku zo skimavky TB2. Neboli zistené ziadne

neurcité vysledky (0/601).
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Taburka 10. Demografia a faktory suvisiace s rizikom infekcie TB v zmieSanej kohorte

Pacienti celkovo (601) Cislo Percentualna
hodnota
. Muz 539 89,7%
Pohlavie N
Zena 62 10,3%
Vel (v rokoch) Rozsah 18-70
ek (v rokoc 5 —
Stredna 467
hodnota
N ) Ano 15 2,5%
Ockovani BCG i
Nie 586 97,5%
HIV pozitivni alebo testovany pozitivne na Ano 12 2,0%
virusy HTLV Nie 589 98%
L . Ano 11 1,8%
S predchadzajucou diagnézou TB .
Nie 590 98,2%
Mali pozitivny kozny test tuberkulinu Ano 47 7,8%
(TST)/Mantoux test na TB Nie 554 92,2%
Uz boli liegeni na aktivne alebo latentné Ano 35 5,8%
ochorenie TB Nie 566 94,2%
Zili, pracovali alebo vykonavali dobrovolnicku Ano 373 62,1%
¢innost (>1 mesiac) vo vazeni Nie 228 37,9%
Zili, pracovali alebo vykonavali dobrovolnicku Ano 525 87,4%
¢innost' (>1 mesiac) v Utulku pre bezdomovcov Nie 76 12,6%
’ . ’ Ano 8 1,3%
Pracovnik v oblasti zdravotnictva X
Nie 593 98,7%
Blizky kontakt osoby s potvrdenym alebo Ano 9 1,5%
podozrenim na aktivne ochorenie TB Nie 592 98,5%
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Tabulka 11. Suhrnné charakteristiky testu QFT- Plus v porovnani s testom QFT u pacientov so
znamymi rizikovymi faktormi pre latentnu infekciu TB

QFT
Pozitivny (+) Negativny (-) Celkom
Pozitivny (+) 63 5% 68
QFT- Plus Negativny (-) 1* 532 533
Celkom 64 537 601

*V8etkych 6 nezhodujucich sa vzoriek malo hladiny IFN-y skimaviek s antigénom na TB, ktoré sa
blizili k hrani¢nej hodnote testu.

Zhoda pozitivneho percenta (Positive Percent Agreement, PPA) a zhoda negativneho
percenta (Negative Percent Agreement, NPA) medzi vysledkami QFT a QFT- Plus bola

nasledovna:

e PPA: 98,44 % (63/64), 95 % Cl (91,67, 99,72)
e NPA: 99,07 % (532/537), 95 % CI (97,84, 99,60)

Tabulka 12 nizSie ilustruje charakteristiky testu QFT-Plus v porovnani s testom QFT u

pacientov v Studii ockovanych proti BCG.

Tabulka 12. Charakteristiky testu QFT- Plus v porovnani s testom QFT u pacientov v studii
ockovanych proti BCG (kombinované tidaje od pacientov zo studie o citlivosti, Specificite a LTBI)

QFT
Pozitivny (+) Negativny (-) Celkom
Pozitivny (+) 66 5 71
QFT- Plus Negativny (-) 3 268 271
Celkom 69 273 342*

* Dvaja pacienti zo Studie o citlivosti boli vyradeni z analyzy z dévodu neurc¢itych vysledkov

® PPA =956 % (66/69), 95 % CI (87,98, 98,51)
NPA = 98,2 % (268/273), 95 % CI (95,79, 99,22)
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Predpokladané hodnoty
Zaznamenana distribucia reakcii — s rozptylom rizika

Rézne reakcie IFN-y na TB1, TB2 a kontrolné skumavky boli sledované pocas klinickych
Studii a stratifikované podfla rizika infekcie M. tuberculosis (obrazok 4 az obrazok 7). Skupinu
so zmieSanym rizikom tvorili pacienti, ktorych bolo mozné v ramci testovania povazovat za
v§eobecnu populaciu. Zahrnuti boli pacienti s rizikovymi faktormi expozicie voci TB a bez
nich a tiez pacienti, u ktorych bola aktivna forma TB nepravdepodobna (t. j. pacienti s LTBI).

A
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Pocet pacientov
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Obrazok 4. Distribucia hodnét Nil. A Distribucia hodnét Nil u populacie s nizkym rizikom (n = 744).
B Distribucia hodnét Nil u populacie so zmieSanym rizikom (n=601). C Distribucia hodnét Nil
u populacie s kultivaéne potvrdenou infekciou M. tuberculosis (n = 416).
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Obrazok 5. Distribuicia hodnot TB1 a TB2 (po odpogcitani hodnét Nil). A Distribucia hodnét TB1 a TB2
(po odpocitani hodndt Nil) u populacie s nizkym rizikom (n =744). B Distribucia hodnét TB1 a TB2
(po odpocitani hodnét Nil) u populacie so zmieSanym rizikom (n = 601). C Distribucia hodnét TB1 a TB2

(po odpocitani hodndt Nil) u populacie s kultivacne potvrdenou infekciou M. tuberculosis (n = 416).
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Obrazok 6. Distribucia hodnét Mitogen (po odpocitani hodnét Nil). A Distribicia hodnét Mitogen
(po odpocitani hodnét Nil) upopulacie s nizkym rizikom (n=744). B Distribucia hodndt
Mitogen (po odpocitani hodnét Nil) u populacie so zmieSanym rizikom (n=601). C Distribucia
hodnét Mitogen  (po odpocitani hodnét Nil) u populacie s kultivacne potvrdenou infekciou

M. tuberculosis (n=415).
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Obrazok 7. Zaznamenany rozdiel medzi hodnotami TB1 a TB2 (po odpocitani hodnét Nil), rozptyl
podra rizika. Zahffia Udaje zo Studie s kohortou so zmieSanym rizikom, aby sa ukazali rozdiely medzi
kohortami s nizkym rizikom, aktivnym rizikom a zmieSanym rizikom. Tato analyza udajov zahfiala
kohortu so zmieSanym rizikom so znamymi rizikovymi faktormi. Preto z kohorty s nizkym rizikom
n = 733, z kohorty so zmieSanym rizikom n = 588 a z kohort s aktivnou formou ochorenia TB n = 357.

Kvantitativny rozdiel v IU/ml pre kazdého pacienta sa ziskal odpoc¢itanim hodnoty TB1 od hodnoty TB2.

Suhrn bezpecnosti a charakteristik

Suhrn bezpecnosti a charakteristik najdete na webovej stranke databazy EUDAMED.
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Charakteristiky u€innosti testu

Analytické charakteristiky

Hrani¢éna hodnota testu

Hrani¢na hodnota testu QFT-Plus sa stanovila pomocou uUdajov od 216 pacientov bez
identifikovanych rizikovych faktorov expozicie TB, ktori boli ockovani proti BCG a
predpoklada sa, Zze neboli infikovani, a od 118 pacientov s kultivacne potvrdenou infekciou
M. tuberculosis. Udaje a citlivosti a $pecificite sa spojili a zanalyzovali pomocou analyzy
krivky operaénej charakteristiky prijimaga (ROC). Udaje a citlivosti a $pecificite analyzované
pomocou analyzy ROC ukazali, ze optimalna hrani¢na hodnota testu ELISA bola 0,35 1U/ml
(pozri obrazok 8).

Krivka ROC
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Obrazok 8. Krivka ROC pre reakcie ESAT-6 a CFP-10.
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Tabul'ka 13. Hodnoty citlivosti a Specificity pre test ELISA s réznymi hraniénymi hodnotami

Hraniéna Citlivost’ % 95 % CI Specificita % 95 % CI Citlivost’ +

hodnota IU/ml Specificita

IFN-y
84,97 % az 92,87% az

0,20 91,53 95,86 % 96,31 98,40% 187,84
84,97 % az 93,47% az

0,23 91,53 95,86 % 96,77 98,69% 188,30
83,93% az 93,47% az

0,26 90,68 95,25% 96,77 98,69% 187,45
83,93% az 94,08% az

0,28 90,68 95,25% 97,24 98,98% 187,92
82,91% az 94,08% az

0,30 89,83 94,63% 97,24 98,98% 187,07
81,90% az 94,08% az

0,31 88,98 94,00% 97,24 98,98% 186,22
81,90% az 94,71% az

0,33 88,98 94,00% 97,70 99,25% 186,68
81,90% az 95,35% az

0,35 88,98 94,00% 98,16 99,50% 187,14
80,90% az 95,35% az

0,39 88,14 93,36% 98,16 99,50% 186,3
79,90% az 95,35% az

0,42 87,29 92,71% 98,16 99,50% 185,45
78,92% az 95,35% az

0,43 86,44 92,05% 98,16 99,50% 184,6
78,92% az 96,01% az

0,45 86,44 92,05% 98,62 99,71% 185,06

Tabulka pokraduje na nasledujlcej strane
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PokraCovanie tabulky z predchadzajucej strany

Tabulka 13. Hodnoty citlivosti a Specificity pre test ELISA s ro6znymi hraniénymi hodnotami

Hrani¢na Citlivost’ % 95 % CI Specificita % 95 % CI Citlivost’ +

hodnota IU/ml Specificita

IFN~y
77,94 % az 96,71 % az

0,47 85,59 91,38 % 99,08 99,89 % 184,67
76,97 % az 96,71 % az

0,48 84,75 90,70 % 99,08 99,89 % 183,83
76,00 % az 96,71 % az

0,50 83,90 90,02 % 99,08 99,89 % 182,98

Linearita

Uskutocnila sa Studia linearnosti, v ramci ktorej bolo nahodnym spdsobom umiestnenych

5 replikatov z 11 skupin plazmovych vzoriek so znamou koncentraciou IFN-y na dosticku

ELISA abolo dokazané, Ze analyza QFT-Plus ELISA je linearna. Ciara linearnej regresie

ma strmost’ 1,002 + 0,011 a koeficient korelacie s hodnotou 0,99 (obrazok 9).

114

Stanovena hladina IFN-y
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Ocakavana hladina IFN-y

Obrazok 9. Obrazok regresnej analyzy studie linearnosti — stredna hodnota vysokého poolu

=-0,24 +0,9964+0Oc¢akavana.
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Reprodukovatelnost’

Uskutocnila sa multilcentricka Studia reprodukovatelnosti na vyhodnotenie presnosti testu
QFT-Plus v centrach s viacerymi operatormi. Bola to prospektivna Studia vykonana v troch
externych testovacich centrach a jednom kolektivnom centre. Celkovo sa do nej zapojilo
32 pozitivnych a 34 negativnych (stanovenych pomocou testu QFT) pacientov. Pacienti v
ramci Studie pozostavali zo zdravych zdravotnikov v Spojenych Statoch. Pacienti v rdmci
Studie predstavovali skupiny so zmieSanym rizikom expozicie TB z dévodu ich povolania
alebo ako zdravotnici narodeni v zahrani¢i pochadzajuci z miest s mierou vyskytu TB vy$Sou
ako 50/100 000.

Od kazdého pacienta sa odobrali tri skimavky s obsahom litnej soli heparinu. Skimavky na
odber krvi s litnou solou heparinu sa potom prenesu do kazdého z troch testovacich centier,
kde sa alikvotuju do dvoch sad skumaviek QF T-Plus Blood Collection Tubes (QFT-Plus TB1,
TB2, Mitogen a Nil) a potom sa otestuju v sulade s testovacim postupom pre test QF T-Plus.
V kazdom centre vykonaju minimalne dvaja operatori dva testy pre kazdého pacienta $tudie
samostatne. Pre kazdého operatora boli vysledky ziskané od ostatnych operatorov

zaslepené a zaslepeny bol aj vysledok QFT testu pacienta Studie.

Ziskalo sa Sest vysledkov vygenerovanych vo vSetkych troch testovacich miestach na
kazdého zo 66 pacientov Studie, o znamena celkovo 396 datovych bodov. Suhrn vysledkov
so zhrnutim reprodukovatelnosti je uvedeny v tabulke 14.

Tabulka 14. Suhrn vysledkov Studie reprodukovatelnosti — v ramci zhody % na mieste
kvalitativnych vysledkov operatorov N = 66 vzoriek od pacientov

Centrum 1 — 2 operatori Centrum 2 - 2 operatori Centrum 3 — 3 operatori

64/66 = 96,97% 64/66 = 96,97% 59/66 = 89,39%

Zhoda kvalitativnych vysledkov Zhoda kvalitativnych vysledkov Zhoda kvalitativnych vysledkov sady
sady skumaviek 1 a sady sady skimaviek 1 a sady skimaviek 1 a sady skumaviek 2
skumaviek 2 skumaviek 2
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Kvalitativna percentudlna zhoda naprie¢ v8etkymi centrami Studie je 94,7 % (375/396).
V tomto vypocte zahffia celkovy pocet vysledkov testu v zhode (375) tie pripady, v ktorych
je zhoda v8etkych 6 vysledkov, zhoda 5 zo 6 vysledkov, zhoda 4 zo 6 vysledkov a zhoda 3
20 6 vysledkov v kombingcii.

Opakovatelnost' v ramci Sarze

UskutocCnila sa Stadia na ur€enie variability skiumaviek na odber krvi QFT-Plus Blood
Collection Tubes pri porovnani so skimavkami QFT. Celkovo sa testovalo 30 pacientov
(15 pozitivnych s potvrdenou TB a 15 potvrdenych TB negativnych stanovenych pomocou
testu QFT). Do Studie sa zahrnuli tri samostatné Sarze skiumaviek na odber krvi QFT-Plus
TB1, TB2 a QFT TB Blood Collection Tubes. Testovali sa tri replikaty na darcu na jednu
skumavku na odber krvi. Skimavky Nil a Mitogen sa testovali kazda s jednym replikatom.

Krv od kazdého pacienta bola odobrata do skumavky na odber krvi s litnou solou heparinu
a potom sa 1 ml krvi preniesol do kazdej zo skumaviek na odber krvi QF T- Plus a QFT Blood
Collection Tubes a otestoval sa v sulade s postupom testu. Pre kazdu skupinu s pozitivnhou
a negativnou vzorkou nesmie byt celkovy rozptyl vysledkov skumavky QFT-Plus tube
vyrazne vacsi ako celkovy rozptyl vysledkov skiumavky QFT. Toto sa ur€ilo z hodnoty p danej
Levenovym testom homogénnosti rozptylu (HOV). Ak hodnota p nebola vyrazne vysSia
(p >0,05) a/alebo rozptyl skimaviek QFT-Plus TB tubes bol mensi ako rozptyl skimavky
QFT TB, potom existoval rozptyl medzi skimavkami QFT-Plus a QFT TB.

Tabulka 15. Porovnanie rozptylov medzi skimavkami na odber krvi QFT- Plus a QFT TB Blood
Collection Tubes pomocou Levenovho testu HOV

Typ vzorky Rozdiel Efekt Zavislost’ P-hodnota Vyrazny
Pozitivny TB2vs. QFT Podtyp Zvyskovy 0,0378 Ano
Pozitivny TB2 vs. QFT Podtyp Zvyskovy 0,0540 Nie
Negativny TB2vs. QFT Podtyp Zvyskovy 0,1025 Nie
Negativny TB2vs. QFT Podtyp Zvyskovy 0,6344 Nie
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Kolisanie medzi skimavkami na odber krvi QFT-Plus a QFT TB Blood Collection Tubes
nebolo vyrazné s vynimkou skumavky QF T-Plus TB2 pri testovani pozitivnych pacientov. Po
analyzovani odhadu $tandardnej odchylky bola odchylka zistena v skimavke QF T-Plus TB2
mensia (0,06089) ako v skimavke QFT TB (0,07641), ako je to uvedené v tabulke 16. Preto
nebol rozptyl skimaviek QFT-Plus TB1 a TB2 Blood Collection Tubes vacsi ako rozptyl
skumavky QFT TB Blood Collection Tube.

Tabulka 16. Standardna odchylka pre zvy$ok a 95 % interval spolahlivosti pre pozitivnych
pacientov

Typ vzorky Podtyp Odhad standardnej odchylky 95 % LCL 95 % UCL
Pozitivny QFT 0,07641 0,06826 0,08680
Pozitivny TB1 0,06275 0,05605 0,07127
Pozitivny TB2 0,06089 0,05439 0,06917

Opakovatelnost v ramci Sarze

Uskutoénila sa Studia na vyhodnotenie reprodukovatelnosti skimaviek QFT-Plus Blood
Collection Tubes v ramci Sarzi porovnanim koncentracie IFN-y z replikatu skumaviek
QFT-Plus TB Blood Collection Tubes krvi.

Sest alikvot jednej vzorky krvi od rovnakych pacientov s potvrdenou infekciou TB sa spustilo
v 6 opakovacich skumavkach na odber krvi z jednej Sarze obidvoch skumaviek QFT-Plus
tubes (TB1 a TB2). Testovanie sa uskutoc¢nilo u 13 pacientov. Hodnota %CV sa vypocitala
pre kazdého darcu a u vSetkych darcov a vygenerovala sa stredna hodnota %CV, ako je
uvedené v tabulke 17.
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Tabulka 17. %CV pre strednu hodnotu, Standardnu odchylku, minimalnu, medianovu a
maximalnu hodnotu v kazdej skimavke QFT- Plus TB Blood Collection Tube u pacientov
pozitivnych na TB

Skumavka Velkost’ Stredny (% Standardna  Minimalny Median Maximalny
QFT- Plus vzorky CV) odchylka vek vek

Tube

TB1 13 13,31 6,88 4,17 12,87 29,56

TB2 13 13,04 7,48 4,86 10,75 29,44

Vysledky ukazali, Ze stredna hodnota %CV pre TB1 a TB2 bola ~13 %, ¢o spifia kritéria

prijatia < 30 % a dokazuje opakovatelnost v ramci Sarzi.
Limit slepého pokusu (Limit of blank, LoB)

Pre test QFT-Plus sa vyhodnotil limit slepého pokusu (LoB). Dva replikaty kazdej zo
14 jednotlivych Tudskych plazmovych vzoriek (ako slepé pokusy) testovali pomocou 2 Sarzi
testu QFT-Plus ELISA 3 operatori alebo 3 testovacie dni, jeden operator na jeden testovaci

den s pouzitim celkovo 84 replikatov z kazdej Sarze supravy ELISA.

Hodnoty LoB (IU/ml) pre 2 Sarze supravy ELISA sa vypocitali samostatne, ako to ukazuje
tabulka 18.

Tabulka 18. Hodnoty LoB (IU/ml) pre 2 Sarze supravy QFT-Plus ELISA Kit

Suprava QFT-Plus ELISA Kit Odhadovany LoB (IU/ml)
Suprava 1 0,030
Suprava 2 0,040

VysSia hodnota LoB 0,040 IU/ml v obidvoch SarzZiach supravy QFT-Plus ELISA Kit bola

hlasena ako kone¢na hodnota LoB.

56 Navod na pouzitie supravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA



Limit detekcie (Limit of detection, LoD)

Pre test QFT-Plus sa vyhodnotil limit detekcie (LoD). Pool TB negativnych vzoriek ludskej
plazmy sa vygeneroval skombinovanim 14 samostatnych vzoriek plazmy. Kazdy
z 3 operatorov pripravil Standardnu referenént zasobu IFN-y s hodnotou 1,0 1U/ml, ktory sa
zriedil v pufri. Uskutodnila sa séria riedeni 8 koncentracii. Stidia sa uskutoénila po¢as 3 dni,
zUCastnili sa na nej striedavo 3 operatori, ktori pouzili 2 Sarze supravy QFT- Plus ELISA Kit.
Pocas kazdého testovacieho dna sa otestovalo 5 replikatov z kazdej koncentracie v kazdej
sade sériového radu riedeni pri celkovo 45 replikatoch pre kazdé riedenie koncentracie IFNy
kazdu Sarzu supravy QFT-Plus ELISA Kit.

Hodnota LoD pre kazdu testovanu Sarzu supravy QFT-Plus ELISA Kit sa vypocitala
samostatne, ako to ukazuje tabulka 19.
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Tabulka 19. Odhadované hodnoty LoD (IU/ml) pre 2 Sarze supravy QFT- Plus ELISA Kit

Suprava QFT-Plus  Pravdepodobnost’ Odhadovana Dolny 95 % limit Horny 95 % limit

ELISA Kit koncentracia spolahlivosti pre spolahlivosti pre
(IU/ml) odhad odhad

Suprava 1 0,95 0,063 0,060 0,067

Suprava 2 0,95 0,065 0,060 0,073

VysSia hodnota LoD vypocitana v obidvoch Sarziach supravy QFT-Plus ELISA Kit, Cize
0,065 IU/ml bola hlasena ako kone¢na hodnota LoD.

Interferujuce latky

Uskutoc€nila sa Studia na stanovenie ucinkov potencionalnych interferujucich latok na
presnost’ detekcie IFN-y. QFT-Plus ELISA. Interferujuce latky pouzité pri testovani boli:
triglyceridy (celkové), hemoglobin, protein (celkové sérum), bilirubin (konjugovany), bilirubin
(nekonjugovany), abakavir sulfat, cyklosporin a prednizoléon. Pomocou réznych koncentracii
intererujucich latok sa pripravilo pat poolov plazmy so znamymi koncentraciami IFN-y .
Zakladna hladina IFN-y poolu sa predtym pripravila pomocou vopred uréeného mnozstva
pritomného IFN-y (priblizne 0,21, 0,45 a 1,4 IU/ml). Tento pool sa potom pouzil na pripravu
poolov interferujucich latok. Koncentracie testovanych interferujucich latok boli 0 mg/dl,
5 mg/dl, 10 mg/dl, 15 mg/dl a 20 mg/dl. Cielové koncentracie interferujucich latok boli
zalozené na referencnych intervaloch, patologickych hodnotach, terapeutickych rozsahoch
a toxickych rozsahoch alebo podla odporu€ania dodavatela alebo vSeobecnych klinickych
urovni. Pre kazdu hladinu koncentracie vzorky interferujucej latky sa testovalo Sest
replikatov.

Pre kazdu koncentraciu sa uskuto&nil dvojvzorkovy t-test, ktory porovnal rozdiel priemernej
hodnoty log10 (Ul/ml) primarnej hladiny interferujucej latky s kontrolou (t. j. hladina bez
interferujucej latky), ako je to uvedené v tabulke 20 a 21. Oznamil sa aj odhadovany rozdiel
v priemernej odpovedi spolu s prisluSnymi dvojstrannymi 95 % limitmi spolahlivosti
a p-hodnotou.
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Tabul'ka 20. Log10 IU/ml: Suhrnna tabulka T-testu s rozdielmi v priemernych hodnotach medzi
hladinou kontrolného roztoku a primarnej interferujucej latky pre kazdu interferujucu latku a
hladinu koncentracie IFN«y

Interferujuca Hladina Koncentracia Rozptyly Priemern Dolny Horny P- Pass
latka interferu- vzorky (1U/ml) y rozdiel Cl95 ClI95 hodnota (uspe-
jucej % % $né)
latky

Triglyceridy silna 1,4 Rovnaké 0,019 -0,040 0,077 0,491 Ano
0,45 Rovnaké 0,004 -0,022 0,030 0,732 Ano

0,21 Rovnaké 0,006 -0,035 0,047 0,759 Ano

Hemoglobin silna 1,4 Rovnaké  -0,005 -0,42 0,032 0,784 Ano
0,45 Rovnaké  -0,000 -0,023 0,023 0,981 Ano

0,21 Rovnaké 0,000 -0,034 0,035 0,980 Ano

Protein silna 1,4 Rovnaké 0,004 -0,034 0,042 0,836 Ano
0,45 Rovnaké 0,001 -0,38 0,040 0,962 Ano

0,21 Rovnaké  -0,008 -0,076 0,060 0,809 Ano

K_o_njugovany silna 1,4 Rovnaké -0,011 -0,057 0,034 0,589 Ano
pilirubin 0,45 Rovnaké  -0,002 -0,058 0,053 0,923 Ano
0,21 Rovnaké  -0,014 0,074 0,046 0,625 Ano

Nekonjugova  silna 1,4 Rovnaké  -0,008 -0,041 0,026 0,614 Ano
Y bilirubin 0,45 Rovnaké  -0,000 -0,042 0,041 0,982 Ano
0,21 Rovnaké  -0,000 -0,048 0,048 0,989 Ano

Abakavir silna 1,4 Rovnaké 0,008 -0,025 0,041 0,601 Ano
0,45 Rovnaké 0,012 -0,019 0,044 0,412 Ano

0,21 Rovnaké  -0,006 -0,052 0,040 0,770 Ano

Tabulka pokracuje na nasledujlcej strane
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PokraCovanie tabulky z predchadzajucej strany

Tabul'ka 20. Log10 IU/ml: Suhrnna tabulka T-testu s rozdielmi v priemernych hodnotach medzi
hladinou kontrolného roztoku a primarnej interferujucej latky pre kazdu interferujucu latku a
hladinu koncentracie IFN-y

Interferujica Hladina Koncentracia Rozptyly Priemerny Dolny Horny P- Pass
latka interferu-  vzorky rozdiel Cl 95 Cl 95 hodnota (Uspe-
jucej (IU/ml) % % $né)

latky
Cyklosporin silna 1,4 Rovnaké 0,014 -0,020 0,047 0,383 Ano
0,45 Rovnaké 0,005 -0,035 0,045 0,773 Ano
0,21 Rovnaké 0,024 -0,008 0,056 0,131 Ano
Prednizolén silna 1,4 Rovnaké 0,017 -0,017 0,050 0,293 Ano
0,45 Rovnaké 0,000 -0,036 0,036 0,979 Ano
0,21 Rovnaké 0,015 -0,035 0,065 0,524 Ano
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Tabul'ka 21. Log10 IU/ml: Suhrnna tabulka T-testu s rozdielmi v priemernych hodnotach medzi
hladinou kontrolného roztoku a vysokou hladinou interferujucej latky pre kazdu interferujicu
latku a hladinu koncentracie IFN+y

Interferujuca Hladina Koncentracia Rozptyly Priemerny Dolny Horny P- Pass
latka interferuj  vzorky rozdiel Cl95 % CI95% hodnota (uspe
ucej latky  (IU/ml) -$né)
Triglyceridy silna 1,4 Rovnaké 0,053 -0,004 0,110 0,063 Ano
0,45 Rovnaké 0,039 -0,021 0,058  <.001 Ano
0,21 Rovnaké 0,034 -0,002 0,071 0,061 Ano
Hemaoglobin silna 1,4 Rovnaké -0,001 -0,042 0,040 0,967 Ano
0,45 Rovnaké 0,016 -0,007 0,040 0,152 Ano
0,21 Rovnaké 0,014 -0,030 0,059 0,489 Ano
Protein silna 1.4 Rovnaké -0,030 -0,071 0,011 0,136 Ano
0,45 Rovnaké 0,000 -0,046 0,046 0,992 Ano
0,21 Rovnaké -0,045 -0,103 0,012 0,109 Ano
K_qnjugovany silna 1,4 Rovnaké 0,001 -0,046 0,048 0,961 Ano
plirubin 0,45 Rovnaké 0,012 -0,043 0,067 0,639 Ano
0,21 Rovnaké 0,015 -0,044 0,074 0,586 Ano
Nekonjugova  silna 1,4 Rovnaké 0,015 -0,011 0,042 0,231 Ano
ny bilirubin 0,45 Rovnaké 0,015 -0,023 0,052 0,411 Ano
0,21 Rovnaké 0,012 -0,033 0,057 0,566 Ano
Abakavir silna 1,4 Rovnaké 0,013 -0,015 0,040 0,322 Ano
0,45 Rovnaké 0,015 -0,014 0,044 0,283 Ano
0,21 Rovnaké 0,008 -0,034 0,050 0,677 Ano

Tabulka pokraduje na nasledujlcej strane
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PokraCovanie tabulky z predchadzajucej strany

Tabulka 21. Log10 IU/ml: Suhrnna tabulka T-testu s rozdielmi v priemernych hodnotach medzi
hladinou kontrolného roztoku a vysokou hladinou interferujucej latky pre kazdu interferujicu
latku a hladinu koncentracie IFN-y

Interferujuca Hladina Koncentracia Rozptyly Priemerny Dolny CI Horny P- Pass
latka interferu- vzorky rozdiel 95 % ClI95 hodnota (Uspe-
jucej latky  (IU/ml) % $né)
Cyklosporin silna 1,4 Rovnaké 0,002 -0,019 0,024 0,816 Ano
0,45 Rovnaké 0,007 -0,030 0,043 0682 Ano
0,21 Rovnaké 0,015 -0,007 0,038 0,155 Ano
Prednizolén silna 1,4 Rovnaké 0,007 -0,016 0,030 0,518 Ano
0,45 Rovnaké  -0,001 -0,034 0,033 0,964  Ano
0,21 Rovnaké 0,021 -0,025 0,068 0,334 Ano

Vysledky nevykazal ziadne vyrazné rozdiely medzi hladinou primarnej interferujucej latky a
kontrolného roztoku (hladina bez interferujucej latky) a pre vysoku hladinu interferujucej latky
okrem hladiny koncentracie triglyceridu 0,45 IU/ml. Priemerny rozdiel sa urcil v ramci
rozsahu $tandardnej odchylky +/- 2. Toto ukazuje, Ze rozdiel je v ramci o¢akavanej variability

testu a Ze triglyceridy nemaju interferujici uc¢inok na test QFT-Plus ELISA.
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Likvidacia

Dodrziavajte prisludné pokyny na manipulaciu s krvou. V8etky vzorky a materialy, ktoré prisli
do styku s krvou alebo krvnymi produktmi, zlikvidujte v sulade s platnymi federalnymi,

Statnymi a miestnymi predpismi.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov moze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek problémov,
ktoré mézu nastat. Technickl pomoc a viac informacii ziskate od nasho technického centra
podpory na adrese www.giagen.com/Support (kontaktné informacie najdete na stranke

www.giagen.com).

Komentare a navrhy

RieSenie problémov s analyzou ELISA

Vytvorenie neSpecifickej farby

a) Neuplné Dosticku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl
preplachnutie premyvacieho roztoku na jeden kaliSok. V zavislosti od
dosticky pouzivanej umyvacky sa moOze vyzadovat aj viac nez

6 premyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi  cyklami
odporu¢ame dodrzat najmenej 5-sekundovu  dobu
namocenia.

b) Krizova kontaminacia Pocas pipetovania a mieSania vzorky postupujte opatrne,

kaliskov ELISA aby ste minimalizovali riziko.

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

datumu riedenia.

d) Overte, Ci Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat zlikvidujte.
enzymaticky Pouzivajte vylu€ne Cisté nadoby na Cinidla.
substratovy roztok
nie je kontaminovany

e) Miesanie plazmy Po dokon&eni odstredovania a pred odobratim plazmu
v skimavkach na nepipetujte nahor anadol ani ju Ziadnym spbésobom
odber krvi QFT-Plus  nemie8ajte. Neustale davajte pozor, aby ste nenarusili
Blood Collection material na gélovom povrchu.

Tubes pred jej
odberom
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Komentare a navrhy

Nizke hodnoty optickej hustoty Standardov

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Chyba riedenia
Standardu

Chyba pipetovania

Prilis nizka teplota
inkubacie

Prilis kratka doba
inkubacie

Pouzity nespravny
filter na Citacku
dosticiek

Cinidla su prilis
studené

Uplynul datum
exspiracie supravy/
komponentov

Dbajte na to, aby ste pripravovali roztoky Standardu supravy
v sulade s informéaciami v tomto navode na pouzitie.

Pipety musia byt kalibrované a je potrebné ich pouzivat
v sulade s pokynmi vyrobcu.

Inkubacia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej teplote
(22°C £5°C).

Inkubacia dosticky s konjugatom, Standardmi a vzorkami
ma trvat’ 120 + 5 mindt. Enzymaticky substratovy roztok sa
musi inkubovat na dosticke 30 minut.

Dosticka sa ma naditat pri vinove] dizke 450 nm

s referencnym filtrom s filtraénym rozsahom 620 az 650 nm.

Nez zacnete s testom, musia vSetky Cinidla s vynimkou
konjugétu s koncentraciou 100x nadobudnut’ izbovu teplotu.
Trva to priblizne 1 hodinu.

Dbajte na pouzitie supravy pred uplynutim datumu

exspiracie. Dbajte na pouzitie zriedeného Standardu
a konjugatu s koncentraciou 100x do 3 mesiacov od
zriedenia.

Vysoké hodnoty na pozadi

a)

b)

Neuplné
preplachnutie
dosticky

Prilis vysoka teplota
inkubécie

Dosticku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl
premyvacieho roztoku na jeden kaliSok. Moze byt
potrebnych viac ako 6 umyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi
cyklami odporu€ame dodrzat najmenej 5-sekundovu dobu
namocenia.

Inkubacia ELISA sa musi vykonavat pri izbovej teplote
(22°C £5°C).
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Komentare a navrhy

c)

d)

Uplynul datum
exspiracie supravy/
komponentov

Overte, Ci
enzymaticky
substratovy roztok

nie je kontaminovany

Dbajte na pouzitie supravy pred uplynutim datumu
exspiracie. Dbajte na pouzitie zriedeného $tandardu
a konjugatu s koncentraciou 100% do troch mesiacov od
datumu riedenia.

Ak sa vytvori modré sfarbenie, substrat =zlikvidujte.
PouZivajte vylu€ne Cisté nadoby na Cinidla.

Nelinearna krivka Standardu a variabilita duplikatu

a)

b)

c)

d)

68

Neuplné
preplachnutie
dosticky

Chyba riedenia
Standardu

Nedostato¢né
mieSanie

Nekonzistentny
postup pipetovania
alebo prerusenie
pocas nastavenia
testu

Dosti¢ku preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl
premyvacieho roztoku na jeden kaliSok. Moze byt
potrebnych viac ako 6 umyvacich cyklov. Medzi jednotlivymi
cyklami odporu€¢ame dodrzat najmenej 5-sekundovu dobu
namocenia.

Dbajte na to, aby ste pripravovali roztoky Standardu v sulade
s informaciami v tomto navode na pouzitie.

Cinidla treba pred pridanim na doéticku riadne premiesat
preklapanim alebo jemnym premieSanim.

Pridavanie  vzoriek aS$tandardov treba vykonavat
kontinualne. VSetky Ccinidla je potrebné pripravit pred
zacatim testu.
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Symboly

Nasledujuce symboly su uvedené v navode na pouzitie alebo na baleni a Stitkoch:

Symbol

Definicia symbolu

<

z

>

"

c €O197

EC | REP |

IVD

LOT

GTIN

el

Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

Tento vyrobok spifia poZiadavky eurépskeho nariadenia
2017/746 pre zdravotnicka diagnosticka pomocka na pouzitie
v podmienkach in vitro.

Autorizované  zastupenie v Europskom  spolocenstve/
Eurdpskej unii

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouZitie v
podmienkach in vitro

Katalégoveé Cislo

Cislo 8arze

Cislo materidlu (t. j. oznagenie komponentu)
Komponenty

Obsahuje

Cislo

Identifikator GTIN (Global Trade ltem Number)

R oznacuje reviziu navodu na pouzitie a n je Cislo revizie

Teplotné obmedzenia
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Definicia symbolu

70

(/2]
<
E‘B
<3
e

=)

>

An in vitro diagnostic
test using a peptide
cocktail simulating
ESAT-6 and CFP-10
proteins to stimulate
cells in heparinized
whole blood.

SIS

UDI

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Chrante pred svetiom

Varovanie/upozornenie alebo upozornenia, precitajte si
sprievodné dokumenty

In vitro diagnosticky test, v ramci ktorého sa pouziva zmes
peptidov simulujucich proteiny ESAT-6 a CFP-10 na
stimulaciu buniek v heparinizovanej celej krvi

Obsahuje biologicky material zvieracieho pévodu

Obsahuje biologicky material ludského pdvodu

Unikatny identifikator pomocky
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Symbol Definicia symbolu

|tartrazine | Obsahuje tartrazin

T . Obsahuje kyseli irovu
|su|fur|c acid | sahuje kyselinu sirovu
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Priloha A: Technické informacie
Neurcité vysledky

Neurcité vysledky su neobvyklé a mézu suvisiet' s imunitnym stavom testovaného jedinca
(5). Suvisiet vSak moézu aj s mnohymi technickymi faktormi (napr. nevhodna
manipulacia/skladovanie skimaviek na odber krvi, netplné umytie dosticky ELISA), ak sa

nepostupuje podla pokynov uvedenych vyssie.

Ak predpokladate, ze poCas skladovania Cinidiel, odberu krvi alebo manipulacie s krvnymi
vzorkami doslo k technickym problémom, zopakujte cely test QFT-Plus novymi vzorkami
krvi. Opakovanie testovania stimulovanej plazmy pomocou analyzy ELISA je mozné vykonat
v pripade, ak predpokladate nedostatocné premyvanie alebo akukolvek proceduralnu
odchylku od testu ELISA. Lekari sa mézu rozhodnut’ opakovat odber vzorky alebo vykonat
iny postup.

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.
Vzorky lipemickej plazmy

Pri pipetovani vzoriek lipemickej plazmy postupujte opatrne, pretoZze mastné usadeniny

mo&zu upchat pipetovacie Spicky.
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Priloha B: Skrateny postup testu ELISA

1. Vykonajte ekvilibraciu komponentov ELISA s vynimkou L
1:00

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 Styri (4) roztoky Standardu. /

3. Rozriedte mrazom vysuSeny konjugat s koncentraciou @
100x% s destilovanou alebo deionizovanou vodou.

4. Pripravte si konjugat poZzadovanej koncentracie v zelenom

riedidle a pridajte 50 pl do vSetkych kaliSkov.

5. Pridajte 50 pl testovanych plazmovych vzoriek a 50 pl ////
L L

Standardov do prislusnych kaliSskov. Obsah premieSajte

pomocou trepacky.

6. Inkubujte 120 minut pri izbovej teplote.

7. KaliSky preplachnite najmenej 6-krat pomocou 400 pl
premyvacieho roztoku na jeden kaliSok.

Navod na pouzitie stipravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA 73



10.

1.

12.

74

. Do kaliskov pridajte 100 pl enzymatického substratového ////
LILEL

roztoku. Obsah premieS$ajte pomocou trepacky.

. Inkubuijte 30 minut pri izbovej teplote. @
0:30

Do vsetkych kaliSkov pridajte 50 ul enzymatického timiaceho ////
LI

roztoku. Obsah premiesajte pomocou trepacky.

Nagitajte vysledky pri vinovej dizke 450 nm s pouzitim !“
referencného filtra s filtraénym vykonom 620 az 650 nm -

Analyzujte vysledky. [ | i _
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Informacie o objednavani

High Altitude Single Patient
Pack

(1 vzdy pre Nil, TB1,
TB2 a Mitogen/balenie),
balenie po 10

Navod na pouzitie stipravy QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA

Produkt Obsah Kat. €.
QuantiFERON-TB Gold Plus Suprava s 2 dostiCkami 622120
(QFT-Plus) ELISA Kit ELISA
QuantiFERON-TB Gold Plus Suprava s 20 dostickami 622822
(QFT-Plus) Reference Lab ELISA
Pack
Related products
QuantiFERON-TB Gold Plus 200 skumaviek 622526
Blood Collection Tubes (50 vzdy pre Nil, TB1,

TB2 a Mitogen)
QuantiFERON-TB Gold Plus 100 skumaviek 622423
Blood Collection Tubes (25 vzdy pre Nil, TB1,
Dispenser Pack TB2 a Mitogen)
QuantiFERON-TB Gold Plus 40 skumaviek 622222
Single Patient Pack (1 vzdy pre Nil, TB1,

TB2 a Mitogen/balenie),

balenie po 10
QuantiFERON-TB Gold Plus 200 skumaviek 623526
High Altitude Blood Collection (50 vzdy pre Nil, TB1,
Tubes TB2 a Mitogen)
QuantiFERON-TB Gold Plus 100 skumaviek 623423
High Altitude Blood Collection (50 vzdy pre Nil, TB1,
Tubes Dispenser Pack TB2 a Mitogen)
QuantiFERON-TB Gold Plus 40 skumaviek 623222
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Aktualne licenéné informéacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo navode na pouzitie k suprave QIAGEN. Navod na pouzitie k supravam
QIAGEN n3jdete na lokalite www.qiagen.com alebo o ne mdzZete poziadat oddelenie
technickych sluzieb spolo€nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Historia uprav dokumentu

Datum

Zmeny

R2, jun 2021

R3, oktéber 2021

R4, marec 2023

Vratane informacii o baleni pre jedného pacienta

Revidované tabulky 10 a 11 na odliSenie udajov QFT-GIT vs.
QFT-Plus

Aktualizovana €ast Popis a princip s pridanymi informaciami o
testovacej populacii a meracom rozsahu

Pridana tabulka 9 s idajmi o pomere pravdepodobnosti testu
QFT-Plus

Otocené kataldgove cCislo spat na pévodné kataldgoveé Cisla
Pridané vyhlasenie o jednorazovom pouziti pre pruzky s
mikrotitracnymi dostiCkami v obsahu supravy

Opravy formatovania
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Tato strana je zamerne prazdna
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o]

a zmluva pre sup QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA Kit

Pouzitie tohto produktu predstavuje sthlas kupujiceho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1.

o s 0N

Produkt sa méZze pouzivat vyluéne v sulade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a tymto navodom na pouzitie a méze sa pouzivat vyluéne

s komponentmi obsiahnutymi v paneli. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného viastnictva na
pouzivanie alebo spajanie komponentov tohto panela s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sticast tohto panela s vynimkou ustanoveni uvadzanych

v protokoloch dodavanych spolu s produktom, tomto navode na pouZzitie v dalSich protokoloch, ktoré st dostupné na adrese www.giagen.com. Niektoré z
tychto protokolov boli poskytnuté pouZivatelmi produktov od spolo¢nosti QIAGEN pre pouzivatelov produktov od spolocnosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli
podrobne testované ani optimalizované spolo¢nostou QIAGEN. Spolo¢nost QIAGEN na ne neposkytuje Ziadne zaruky a neruéi 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 tento panel a/alebo jeho pouZitie neporusi prava tretich stran.
Tento panel a jeho komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmui sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
Spolo¢nost QIAGEN sa 3pecificky zrieka v3etkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.

Kupujuci a pouzivatel tohto panela sthlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
¢ginnostiam, ktoré su zakazané vy$sie, alebo k nim napomahat. Spolo¢nost QIAGEN méZe uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej licencnej
zmluve pred akymkolvek sidom a bude pozadovat vSetky néklady na vySetrovanie a stidne konania (vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri kazdom
takomto kroku s cielom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného vlastnictva suvisiacich s panelom a/alebo jeho
komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group) Proclin®. Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto
dokumente sa nesmu povazovat za zndmky nechranené podla zakona, i ked neboli ako také oznagené prislusnym symbolom.

03/2023 L1123669 1123669SK © 2023 QIAGEN, vsetky prava vyhradené.
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