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Ucel pouziti

Test QuantiFERON Monitor (QFM) je in vitro diagnosticky test urceny

k detekci bunééné imunitni funkce prostfednictvim méfeni interferonu gama
(IFN-y) v plazmé pomoci testu ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
po inkubaci heparinizované plné krve se stimulanty vrozené a adaptivni
imunitni odpovédi. Tento test se pouziva k detekci bunécné imunitni odpovédi
v populaci pacientt po transplantaci solidnich organa, kterym jsou podavana
imunosupresiva.

QFM je urCen pro pouziti ve spojeni s posouzenim rizik a dalSimi Iékafskymi
a diagnostickymi hodnocenimi.

Souhrn a princip testu

Imunodeficience je charakterizovana snizenou schopnosti u€inné nastolit
imunitni odpovéd. Tato snizena nebo chybéjici odpovéd muze byt zplsobena
primarni nebo ziskanou (sekundarni) imunodeficienci (1).

Primarni imunodeficience jsou geneticky vrozené a charakterizuji je deficience
riiznych komponentd adaptivniho nebo vrozeného imunitniho systému (1).
Nicméné vétSina imunodeficienci je ziskanych (sekundarnich) a Ize je navodit
patogennimi latkami, Iéky (napf. imunosupresiva po transplantaci organu),
onemocnénim (napf. rakovina, napf. leukémie a lymfom), nebo kontaminujicimi
latkami z prostiedi (1).

Molekularni zaklad imunodeficience je rizny; bunétna imunita vSak hraje
kli€¢ovou roli pfi zpusobovani mnoha pozorovanych klinickych projeva.

V soucasné dobé zavisi diagnostika a Ié€ba syndrom( imunodeficience na
pavodci (2, 3).

Napfiklad léCba ,ad hoc” je normou pfi sledovani stavu bunécné imuno-
deficience u pacientu, ktefi podstoupili transplantaci solidnich organt (SOT)

a dostavaji leky k potlaceni jejich imunitniho systému. Stav imunitni odpovédi
pacienta se obecné méri sledovanim farmakologickych hladin lékd a klinickym/
patologickym vyhodnocenim funkce $tépu (2, 3).

Pomoci mnozZstvi testl funkce T-lymfocytd se méfi bunécna imunita vaci mito-
genum, napfiklad fytohemaglutininu (PHA), pokeweed mitogenu a konkana-
valinu A (ConA); tyto testy vdak méfi pouze funkéni schopnost T-lymfocytl a ty
jsou podskupinou bunék zapojenych do bunééné imunity. Je ¢im dal tim vice
zfejme, Ze vrozeny imunitni mechanizmus pfispiva vekou mérou k obrany-
schopnosti, at' uz samostatné nebo zlepSenim odpovédi specifickych
T-lymfocytl. Proto funkéni odpovédi bunék vrozeného (NK buriky) a
adaptivniho (T-lymfocyty) imunitniho systému spolu vyZaduji komplexnéjsi
analyzu bunécéné imunity (2, 3).

QFM je diagnosticky test in vitro, ktery vyuziva kombinaci stimulantt (ve formé
pelet LyoSphere™), které specificky stimuluji rizné typy bunék zapojenych do
vrozenych i adaptivnich imunitnich systému. Funkéni stav imunitniho systému
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pacienta se vyhodnocuje méfenim odpovédi na stimulaci vrozeného a
adaptivniho imunitniho systému pomoci agonistd TLR receptoru (Toll Like
Receptor), respektive receptoru T-lymfocytl (TCR). Detekce interferonu gama
(IFN-y) pomoci testu ELISA poskytuje kvalitativni i kvantitativni méfeni funkce
bunécné imunity.

Princip testu

Test QFM vyuziva lyofilizované stimulanty (pelety QFM LyoSpheres™), které
se pfidavaji k heparinizované pIné krvi. Inkubace krve probiha po dobu 16 az
24 hodin. Po této dobé se odebere plazma, ktera je testovana na pfitomnost
IFN-y vytvofeného v reakci na stimulanty.

Test QFM se provadi ve vice fazich. Nejprve se odebere plna krev do
zkumavky na odbér krve QFM. Daéle jsou do zkumavky pfidany pelety QFM
LyoSphere. Poté se co nejdfive a do 8 hodin od odbéru provede inkubace pfi
teploté 37 °C. Po fazi inkubace trvajici 16 az 24 hodin se zkumavky odstfedi,
oddéli se plazma a zméfi se mnozstvi IFN-y (uvadi se v mezinarodnich
jednotkach na ml; IlU/ml) pomoci testu ELISA a porovna se s rozsahem
oCekavanych hodnot ke stanoveni imunitni odpovédi pacienta.

QFM je test, ktery poskytuje kvalitativni i kvantitativni méfeni funkce
imunitniho systému. Vysledky QFM nemusi pfimo kvantifikovat uroven
potlaeni funkce imunitniho systému.

Mnozstvi IFN-y ve vzorcich plazmy muze Casto byt vy8Si nez horni limity
vétSiny CteCek ELISA, i kdyz je u vySetfovanych osob pouzita pouze mirna
imunosuprese. Doporucuje se, aby vzorky plazmy byly zfedény v poméru
1:10, pfipadné 1:100 v zeleném fedicim roztoku (Green Diluent) a otestovany
pomoci testu ELISA spolu s nefedénou plazmou.

Poznamka: Prahova hodnota testu QFM se muaze liit podle urovné
imunosuprese pacienta a individualnich podminek transplantace.

Stru¢né informace o interpretaci vysledku testu QFM viz ,Interpretace
vysledkd“ na strané 23 tohoto pfibalového letaku.

Cas potiebny k provedeni testu

Odhadovany €as potiebny k provedeni testu QFM je uveden nize. Je zde také
uveden Cas potfebny k testovani vice vzorkl v jedné davce.

Inkubace zkumavek s krvi pfi 37 °C: 16 az 24 hodin

ELISA: Priblizné 3 hodiny pro jednu desti¢ku ELISA
(az 88 vzorku)

< 1 hodina prace
Pro kazdou dalSi desticku pfidejte 10 az 15 minut
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Komponenty a skladovani

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalogové €. 0650-0701
Pocet prep. 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 lahvicky
Pribalovy letak QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

Zkumavky pro odbér krve QuantiFERON Monitor

Katalogové €. 0650-0101
Pocet prep. 100
Zkumavky pro odbér krve QuantiFERON Monitor 100 zkumavek
(bily uzavér, bily krouzek)

Pribalovy letak pro zkumavky pro odbér krve 1
QuantiFERON Monitor
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Soucasti soupravy QuantiFERON Monitor ELISA Souprava

se 2 destickami ELISA se
2 destickami

Katalogové €. 0650-0201
Stripy s mikrodesti¢kami, 12 x 8 jamek 2 sady
(pokryté mysSi monoklonalni protilatkou proti lidskému stripl
IFN-y) mikrodesticek

s 12 x 8 jamkami
IFN-y Standard, lyophilized 1 x lahviCka
(Standardni IFN-y, lyofylizovany; obsahuje rekombinantni (8 1U/ml
lidsky IFN-y, bovinni kasein, Thimerosal 0,01% hm.) po rekonstituci)
Green Diluent 1 x 30 ml
(Zeleny fedici roztok, obsahuje bovinni kasein; normalni lahvi¢ka
mysSi sérum, Thimerosal 0,01% hm.)
Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1%x0,3ml
(Konjugat 100x koncentrat, lyofylizovany; mysSi po rekonstituci

protilatkou proti lidskému IFN-y HRP, obsahuje
Thimerosal 0,01% hm.)

Wash Buffer 20x Concentrate 1 %100 ml
(20x koncentrat promyvaciho cCinidla; pH 7,2, obsahuje
0,05 % obj. ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution 1 %30 ml
(Roztok enzymového substratu; obsahuje H20O2, 3,3’, 5,5’
Tetramethylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution 1x15 ml
(Zastavovaci roztok enzymu; obsahuje 0,5 M H2SO4)*
Pfibalovy letak QuantiFERON Monitor ELISA 1

* Obsahuje kyselinu sirovou. BezpeCnostni opatfeni viz strana 11.
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Potrebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky
Inkubator 37 °C*; CO2 neni vyzadovano.
Kalibrované pipety s proménnym objemem*
Kalibrované vicekanalové pipetyt pro vydej 50 ul a 100 pl
s jednorazovymi SpiCkami.
TrepaCka mikrodestiCekt.
Deionizovana nebo destilovana voda, 2 litry.

Promyvacka mikrodesti€ek (doporucuje se automatizovana
promyvacka).

Ctec¢ka mikrodesti¢ekt s filtrem 450 nm a referenénim filtrem 620 nm
az 650 nm.

Odmeérny valec
Savé utérky s nizkou vlaknivosti

Skladovani a manipulace

Zkumavky pro odbér krve

Uchovavejte zkumavky QFM na odbér krve pfi teploté 4 az 25 °C. Zkumavky
QFM na odbér krve by mély mit v dobé odbéru krve a promichavani teplotu
17-25 °C.

LyoSpheres
Pelety LyoSpheres QFM skladujte pfi teploté 2 az 8 °C.

Cinidla soupravy ELISA
Cinidla soupravy ELISA skladujte pfi teploté 2 az 8 °C.
Roztok enzymovéeho substratu vzdy chrarite pfed pfimym slunenim svétlem.

*  Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuéeni vyrobce.
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Rekonstituovana a nepouzita ¢inidla soupravy ELISA

Pokyny ke zpUsobu rekonstituce Cinidel ELISA viz ,Faze 2 — IFN-y
ELISA® strana 17.

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

Poznacte si datum, kdy byl standard soupravy rekonstituovan.

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

Poznacte si datum, kdy byl konjugat rekonstituovan.

Pracovni roztok konjugatu musi byt pouzit do 6 hodin od pfipravy
(viz tabulka 1).

Pracovni promyvaci pufr mize byt uchovan pfi pokojové teploté
(22 £ 5°C) po dobu az 2 tydnu.

Pfibalovy letak QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro.
Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,

uvedeny v pfislusnych bezpecnostnich listech (SDS). Bezpec€nosti listy jsou
k dispozici také online v PDF formatu na strankach www.giagen.com/safety,
kde muizete najit, precist a vytisknout bezpecnosti listy vSech souprav a
soucasti souprav QIAGEN.

Varovani

QFM je test, ktery poskytuje kvalitativni i kvantitativni méfeni funkce
imunitniho systému. Vysledky QFM nemusi pfimo kvantifikovat urover
potladeni funkce imunitniho systému.

Vysledky testu QFM pfi stanovovani stavu imunitniho systému
pacienta musi byt pouzity ve spojeni s klinickym vySetfenim, zdravotni
anamnézou a dalSimi klinickymi ukazateli.

Prahova hodnota testu QFM se muze liSit podle Urovné imunosuprese
pacienta a individualnich podminek transplantace.
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Bezpecnostni opatreni
Pouze pro diagnostiku in vitro.

s potencialné infekéni. Dodrzujte pfrislusné pokyny pro
zachazeni s krvi a krevnimi produkty. Vzorky a materialy,
které byly v kontaktu s krvi nebo krevnimi produkty, likvidujte
v souladu s federalnimi, statnimi a mistnimi predpisy.

C UPOZORNENI: S lidskou krvi a plazmou zachazejte jako

Na komponenty soupravy QuantiFERON Monitor ELISA se vztahuji
nasledujici bezpeénostni véty a bezpeénostni opatfeni.

Informace o rizicich

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
AL 3, (Zastavovaci roztok enzymt QuantiFERON)

Obsahuje: kyselina sirova. Varovani! Muze byt korozivni pro kovy. Drazdi
kazi. ZpUsobuje vazné podrazdéni oCi. Pouzivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy Stit.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(Roztok enzymového substratu QuantiFERON)

Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kuze. Pouzivejte ochranné
rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/ obliCejovy §tit.

QuantiFERON Green Diluent
(Zeleny redici roztok QuantiFERON)

Obsahuje: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Obsahuje: tartrazin. Varovani! Mize vyvolat
alergickou kozni reakci. PouZivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/
ochranné bryle/ obliCejovy §tit.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(Promyvaci ¢inidlo QuantiFERON 20x koncentrat)

Obsahuje: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and
2-Methyl-2H-isothiazol-3-one (3:1). Skodlivy pro vodni organismy, s
dlouhodobymi ucinky. Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostfedi.

Pfibalovy letak QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018 11



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

Odchylky od informaci uvedenych v pribalovém letaku QuantiFERON
Monitor (QFM) ELISA mohou zpusobit chybné vysledky. Pfed pouzitim
si peclivé prectéte pokyny.

Dulezité: Pfed pouzitim zkontrolujte lahviCky. Nepouzivejte lahviCky
s konjugatem, standardnim IFN-y nebo lahvi¢ky s peletami QFM
LyoSphere, pokud vykazuji znamky poskozeni nebo pokud doslo

k poruSeni pryzového tésnéni. Nemanipulujte s poSkozenymi
lahviCkami. S pouzitim nalezitych bezpecnostnich opatfeni lahvi¢ky
bezpecné zlikvidujte. Doporuceni: K otevreni lahviCek s konjugatem,
standardnim IFN-y nebo lahviCek s peletami QFM LyoSphere pouzijte
odstranovac¢ kovovych vicek, aby bylo riziko zranéni kovovym
ochrannym vi¢kem co nejmensi.

Nepouzivejte soupravu ELISA, pokud jakakoliv lahev s Cinidlem
vykazuje pfed pouzitim znamky poskozeni nebo netésnosti.

Nepouzivejte spolecné stripy mikrodesti¢ek, standardni IFN-y, zeleny
fedici roztok nebo konjugat 100x koncentrat z riznych Sarzi souprav
QFM ELISA. Ostatni €inidla (promyvaci pufr 20x koncentrat, roztok
enzymového substratu a zastavovaci roztok enzyma) mohou byt
pouzivana z riznych Sarzi souprav za predpokladu, Zze u €inidel
nevyprsela doba pouzitelnosti a Ze jsou zaznamenany informace

o dané Sarzi.

Zlikvidujte nepouzita Cinidla a biologické vzorky v souladu s mistnimi a
narodnimi bezpecnostnimi pfedpisy a pfedpisy o ochrané Zivotniho
prostfedi.

Nepouzivejte zkumavky na odbér krve QFM, pelety QFM LyoSpheres
ani QFM ELISA po vyprseni doby pouzitelnosti.

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

Test QFM se mulze provadét pouze s pouzitim plné krve odebrané do
zkumavky na odbér krve s obsahem heparinu lithného nebo pfimo do
zkumavky QFM na odbér krve; na jeden test je zapotiebi 1 ml pIné krve.
Zkumavky na odbér krve musi byt patficné oznaceny a musi obsahovat
Cas odbéru krve.

Dulezité: Stimulace vzorku krve QFM (tj. pfidani pelet QFM LyoSphere k 1 ml
alikvotniho podilu krve) a jejich nasledna inkubace pfi teploté 37 °C musi
probéhnout do 8 hodin od odbéru krve.

Pfed inkubaci uchovavejte vzorky krve pfi pokojoveé teploté (22 £ 5 °C).

Pro ziskani optimalnich vysledkl dodrzujte nasledujici postupy:

1.

Oznacte zkumavky prisluSnym zptsobem.

Ujistéte se, Ze je kazda zkumavka na odbér krve QFM nalezité oznacena
udaji pacienta a Casem odbéru krve.

Od kazdého pacienta odeberte 1 ml krve ze zily pfimo do kazdé ze
zkumavek na odbér krve QFM. Tento postup musi provadét pracovnik
vyskoleny ve flebotomii.

Dulezita poznamka: Zkumavky by v dobé plnéni krvi mély mit teplotu od
17 do 25 °C.

Zkumavky na odbér krve QFM je mozné pouzit az do nadmorské vysky
810 metri nad morem.

Vzhledem k tomu, Ze krev do zkumavek o objemu 1 ml vtéka relativné
pomalu, udrzujte zkumavku na jehle po dobu 2-3 sekund, dokud neni
zkumavka zjevné naplnéna. Tim se zajisti odbér spravného objemu krve.

Cerna znaéka na boéni stran& zkumavek na odbér krve QFM oznaduje
objem pInéni 1 ml. Zkumavky na odbér krve QFM jsou vyrobeny k odbéru
1 ml £ 10 % a k optimalni funkci v tomto rozmezi. Jestlize je hladina krve
mimo rozsah znacky, je nutné odebrat novy vzorek krve.

Jestlize se k odbéru krve pouziva motylkova jehla, je nutné pfed pouzitim
zkumavek na odbér krve QFM pouzit ,odvzdusniovaci“ zkumavku

k zajisténi, Zze je hadiCka naplnéna krvi.

Jestlize pouzivate zkumavky na odbér krve QFM v nadmofiské vySce vySSi
nez 810 metrd nad mofem nebo pokud je odebran maly objem krve,
odeberte krev pomoci stfikacky a ihned preneste 1 ml krve do zkumavky
na odbér krve QFM. Z bezpec€nostnich davodl je nejvhodnéjsi odstranit
jehlu ze stfikacCky, zajistit nalezité bezpecnostni postupy, odstranit vicko ze
zkumavky QFM a pfidat do ni 1 ml krve (po stfed €erné znacky na bocni
strané Stitku zkumavky). Na zkumavku opét nasadte pevné vicko a
promichejte dle niZze uvedeného popisu.
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Pokud pouzivate Skrtidlo, uvolnéte jej co nejdfive po zavedeni jehly do
zily, aby nedochazelo k odchylkam v tlaku, které by mohly ovlivnit objem
odebrané krve.

Krev muze byt také odebrana do bézné odbérové zkumavky obsahujici
heparin lithny jako antikoagulant a poté pfenesena do zkumavek QFM.
Jako antikoagulant pouZzivejte pouze heparin lithny, protoZe ostatni
antikoagulanty mohou narusovat pribéh testu. Naplfite zkumavku na
odbér krve (minimalni objem 3 ml) a jemné promichejte tak, ze zkumavku
nékolikrat prevratite dnem vzharu, aby doSlo k rozpusténi heparinu. Pfed
prenosem do zkumavek na odbér krve QFM pro stimulaci pomoci pelet
QFM LyoSphere uchovavejte krev pfi pokojove teploté (22 + 5 °C). Ujistéte
se, ze je krev dukladné promichana jemnym obracenim zkumavky tésné
pred davkovanim krve. Pfidejte 1 ml alikvotniho podilu krve do zkumavky
na odbér krve QFM. Provedte tento postup asepticky a pfi odstranéni
vi¢ka ze zkumavky na odbér krve QFM a pfidani 1 ml krve (stfed po ¢erné
znaCky na bocni strané Stitku zkumavky) zajistéte nalezité bezpecnostni
postupy. Na zkumavky opét nasadte pevné vi¢ka a promichejte dle nize
uvedeného popisu.

lhned po naplnéni zkumavky nékolikrat jemné prevrat'te, aby doslo

k rozpusténi heparinu.

Dulezité: P¥iliS silné tfepani muze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym
vysledkam.

Tésné pred pouzitim ponechte vyrovnat teplotu pelet QFM
LyoSpheres na pokojovou teplotu (22 £ 5 °C).

Aseptickym zpusobem pridejte jednu peletu QFM LyoSphere k 1 ml
krve.

Otevrete vicko zkumavky na odbér krve.

Lehce poklepejte lahvickou QFM LyoSphere o tvrdy povrch, aby se peleta
QFM LyoSphere dostala na dno lahvicky. Oteviete lahvicku QFM
LyoSphere tak, Ze nejprve odstranite kovové vicko a poté pryZzovou zatku.

Opatrné preneste peletu QFM LyoSphere do 1 ml vzorku krve tak, Ze
vyrovnate okraj sklenéné lahvic¢ky se zkumavkou na odbér krve QFM

a lahviCku opatrné obratite, aby se peleta QFM LyoSphere dostala do
zkumavky na odbér krve QFM (viz obrazek 1).

Dulezité: Jestlize dojde k vypadnuti pelety QFM LyoSphere mimo
zkumavku na odbér krve QFM, zlikvidujte ji a oteviete dalSi lahviCku
s peletou QFM LyoSphere.

Dulezité: Nenechavejte lahvicku s peletou QFM LyoSphere delSi dobu
otevienou. Peletu QFM LyoSphere je nutné pfidat ke krvi ihned po
otevreni lahviCky.

Pokud se pelety QFM LyoSpheres pfidavaji ke krvi, ktera byla odebrana
do zkumavky na odbér krve QFM, zajistéte, aby byla vicka vracena na
spravneé vzorky.
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Obrazek 1. Pridavani pelety QFM LyoSphere. B Zkumavka na odbér krve QFM a lahvi¢ka
s peletou QFM LyoSphere. B Odstrante vicko ze zkumavky na odbér krve QFM a z lahvicky

s peletou QFM LyoSphere odstrarite kovoveé vi¢ko a pryZovou zatku. |8 Ihned pfidejte peletu
QFM LyoSphere ke krvi tak. Ze vyrovnate okraj sklenéné lahvi¢ky s okrajem odbérové

zkumavky. E Poté lahviCku opatrné prevratte tak, aby se peleta LyoSphere dostala do
odbérové zkumavky. E Uzaviete zkumavku na odbér krve QFM a 5-10krat protfepejte.

6. Uzaviete zkumavku na odbér krve QFM a 5-10krat ji protrepte,
dostateéné silné na to, aby se peleta QFM LyoSphere uplné
rozpustila.

Jestlize se peleta QFM LyoSphere pfilepi k vnitinimu povrchu zkumavky,
muze byt rozpusténa pokrytim pelety LyoSphere krvi pfi otaceni
zkumavky.

Ujistéte se, Ze zkumavku po pfidani pelety QFM LyoSphere uzavfete, aby

se zabranilo ndhodnému pfidani druhé pelety LyoSphere do stejné
zkumavky.

Poznamka: Vzhledem k tomu, Ze je peleta QFM LyoSphere bila, nebude
jiz po rozpusténi v krvi viditelna.
Dulezité: P¥ilis silné tfepani maze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym
vysledkam.

7. Po pridani a rozpusténi pelety QFM LyoSphere musi byt zkumavky na
odbér krve QFM co nejdrive preneseny do inkubatoru pfri teploté
37 1 °C (do 8 hodin od odbéru).
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Navod k pouziti

Faze 1 — inkubace krve a sbér plazmy

Dodavané materialy

B Zkumavky na odbér krve QFM (viz ,Komponenty a skladovani®, strana 6)

Potfebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky
M Viz ,Potfebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky®, strana 8

Postup

1. Inkubujte zkumavky na odbér krve QFM obsahujici 1 ml alikvotniho
podilu krve s peletou QFM LyoSphere ve SVISLE poloze pfri teploté
37 £1 °C po dobu 16 az 24 hodin.

Poznamka: Inkubator nevyZaduje CO2 ani zvlhéovani.

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

2. Po inkubaci se odebrani plazmy usnadni odstfredénim zkumavek na
odbér krve QFM po dobu 15 minut pfi 2000 az 3000 x g (RCF). Gelova
zatka oddéli buriky od plazmy. Pokud k tomu nedojde, provedite
opétovné odstredéni zkumavek.

Plazmu je mozné sbirat bez odstfedéni, avSak je nutné vénovat vétsi peci
pfi odstranovani plazmy, aby nedoslo k rozvifeni bunék.

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

Vzorky plazmy je mozné naplnit pfimo z odstfedénych zkumavek na odbér
krve QFM do desticky QFM ELISA, v€etné pfipadd, kdy jsou pouzity
automatizované pracovni stanice ELISA.

Vzorky plazmy je mozné uchovat az po dobu 28 dni pfi teploté 2 az 8 °C
nebo, pokud je sebrana, pfi teploté niz8i nez —20 °C po delSi dobu.
Alikvotni podily vzork(l odebrané plazmy musi byt pfed uchovanim
uzavieny.

Pokud provadite odbér vzorkl plazmy, odeberte alespori 150 ul plazmy,
aby bylo mozné v pfipadé potfeby test zopakovat.

Mnozstvi IFN-y ve vzorcich plazmy muze Casto byt vy8Si nez horni limity
vétsiny CteCek ELISA, i kdyZ je u vySetfovanych osob pouzita pouze mirna
imunosuprese. DoporuCuje se, aby vzorky plazmy byly zfedény v poméru
1:10, pfipadné 1:100 v zeleném fedicim roztoku (Green Diluent)

a otestovany pomoci testu ELISA spolu s nefedénou plazmou

(viz Faze 2 — IFN-y ELISA).
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Faze 2 — IFN-y ELISA

Dodavané materialy

B QuantiFERON Monitor 2 Plate Kit ELISA (Souprava QuantiFERON
Monitor ELISA se 2 desti¢kami) (viz ,Komponenty a skladovani®, strana 6)

Potfebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky
W Viz ,Potfebné materialy, jeZ nejsou soucasti dodavky*, strana 8

Priprava

IFN-y v plazmé& muZze Casto byt vy8Si nez horni limity vétSiny ¢teCek ELISA, i
kdyz je u vySetfovanych osob pouZita pouze mirna imunosuprese. Doporucuje
se: zfedit vzorky plazmy v poméru 1:10, pfipadné 1:100 v zeleném fedicim
roztoku (Green Diluent) a otestovat pomoci testu ELISA spolu s nefedénou
plazmou.

V situacich, kdy mize byt u pacienta pouzita silna imunosuprese, muze byt
pfiprava a testovani pouze nezfedéného vzorku plazmy dostacujici pro ziskani
kvantitativniho vysledku.

Poznamka: Pro interpretaci vysledkd by mély byt pouzity vysledky vzorkd,
které jsou v ramci rozsahu testu QFM ELISA (tj. do 10 1U/ml). Pokud je
vysledek vzorku nezifedéné plazmy vy3Si nez rozsah testu QFM ELISA,
mélo by se pouzit jako hlaseny vysledek (bere v uvahu koeficient fedéni)
nejnizsi fedéni, které generuje vysledek v ramci rozsahu testu QFM ELISA.

Postup

1. VSechny vzorky plazmy a €inidla, kromé konjugatu 100x koncentratu,
musi byt pred pouzitim ohraty na pokojovou teplotu (22 £ 5 °C).
Ponechte teplotu vyrovnat alespon 60 minut.

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

Ponechte alespon jeden strip pro standardy QFM a dostatené mnozstvi
stripu pro pocet pacientu, které chcete testovat. Po pouziti ramecek
uchovejte a uzavfete pro pouziti se zbyvajicimi stripy.

3. Rekonstituujte lyofilizovany IFN-y Standard pomoci objemu
deionizované nebo destilované vody uvedeného na Stitku lahvi¢ky
standardu. Opatrné promichejte, aby nedoslo k napénéni a ujistéte
se, ze dojde k dokonalému rozpusténi. Rekonstituci standardu na
uvedeny objem se ziska roztok o koncentraci 8,0 IlU/ml.

Dulezité: Rekonstituéni objem standardu IFN -yse mezi jednotlivymi
davkami liSi. Pro zajisténi spravného objemu deionizované nebo
destilované vody se podivejte na stitek lahvicky standardu.
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Pouzijte rekonstituovany standard soupravy k vytvofeni série fedéni

1 ku 2 a nasledné fedéni 1 ku 4 IFN-y se zelenym fedicim roztokem (GD)
(viz obrazek 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 (samotny zeleny fedici roztok — GD).
Standardy musi byt otestovany v duplikatu. Pfipravte Cerstva fedéni
standardu soupravy pro kazdou relaci testu ELISA.

Doporucéeny postup pro duplikat standard

a. Oznacte 4 zkumavky ,S1%, ,S2% ,S3%, ,S4"
b. Pridejte 150 pl GD do zkumavek S1, S2, S3, a $4.
c. Pridejte 150 ul standardu soupravy do zkumavky S1 a ddkladné
promichejte.
d. Preneste 50 pl ze zkumavky S1 do zkumavky S2 a ddkladné
promichejte.
e. Preneste 50 pl ze zkumavky S2 do zkumavky S3 a dukladné
promichejte.
f. Zeleny fedici roztok (GD) samotny slouzi jako nulovy standard (S4).
S
— -
150 pl 50 pl 50 pl
—t — —
Rekonstituovany  Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
standard 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 IU/ml 0 IU/ml
soupravy (Zeleny fedici

roztok)

Obrazek 2. Priprava standardni kfivky.

4,

18

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

Pracovni konjugat se pfipravuje zfedénim poZzadovaného mnozstvi
rekonstituovaného konjugatu 100x koncentratu v zeleném Fedicim roztoku
dle hodnot v tabulce 1 — Pfiprava konjugatu). Ihned po pouziti vratte
pripadny nespotfebovany konjugat 100x koncentrat do skladovaci teploty
2 az 8 °C. Pouzijte pouze zeleny fedici roztok.
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Tabulka 1. Priprava konjugatu

Pocet stript Objem konjugatu Objem zeleného
100% koncentratu rediciho roztoku

2 10 pl 1,0 ml

3 15 pl 1,5 ml

4 20 pl 2,0 mi

5 25 i 2,5 ml

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. Vzorky plazmy ziskané ze zkumavek na odbér krve, které byly
nasledné ulozeny nebo zmrazeny, pred pridanim do jamky testu
ELISA dobre promichejte.

Dulezité: Jestlize maji byt vzorky plazmy pfidany pfimo z odstfedénych
zkumavek QFM, plazmu nepromichavejte. Vzdy dbejte na to, abyste
nenarusili material na povrchu gelu.

6. Doporucuje se: Zredit vzorky v poméru 1:10.

Pridejte 90 ul zeleného fediciho roztoku (GD) do zkumavky
oznacené udaiji pacienta a ,1:10"

Poté pridejte 10 pl vzork promichané plazmy (podrobnosti
o promichanych vzorcich plazmy oproti vzorkim pfidanym
pfimo odstfedénych zkumavek QFM viz krok 5).

Dukladné promichejte pipetou a minimalizujte napénéni.
7. Doporucuje se: Zredit vzorky plazmy v poméru 1:100.
Pfipravte fedéni v poméru 1:10 (viz krok 6 vySe).

Pridejte 90 ul zeleného fediciho roztoku do zkumavky oznacené
udaji pacienta a ,1:100"

Pfidejte 10 ul z fedéni 1:10.
Dukladné promichejte pipetou a minimalizujte napénéni.
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10.

11.

12.

13.

20

Doporucuje se: Otestovat nasledujici vzorky paralelné a v tomto
poradi:
Neziedéné, 1:10, 1:100

Analyzacni software QFM také podporuje nasledujici moznosti pro
vzorky od pacientu:

Nefedéné

1:10

1:100

1:10, 1:100
Neredéné, 1:10

Pridejte 50 pl Cerstvé pripraveného pracovniho konjugatu do
pozadovanych jamek ELISA pomoci vicekanalové pipety.

Pridejte 50 pl vzorku plazmy pro testovani do prislusnych jamek
pomoci vicekanalové pipety. Poté pridejte 50 ul kazdého ze
standardli 1 az 4. Standardy otestujte v duplikatech.

Zakryjte kazdou desticku vickem a promichejte dukladné konjugat
a vzorky plazmy/standardy pomoci trepac¢ky mikrodesticek po dobu
1 minuty. Zabrante strikani.

Proved'te inkubaci pri pokojové teploté (22 * 5 °C) po dobu
120 * 5 minut.

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

Béhem inkubace zred'te 1 €¢ast promyvaciho pufru 20x koncentratu
s 19 dily deionizované nebo destilované vody a dikladné
promichejte. Je k dispozici dostatek promyvaciho pufru 20x
koncentratu k pripraveé 2 litrii pracovniho promyvaciho pufru.

Promyvejte jamky 400 ul pracovniho promyvaciho pufru alespori 6 cykll
pomoci promyvaciho roztoku na mikrotitracni desticky. DoporucCuje se
pouzit automatizovanou promyvacku destiCek.

Dukladné promyti je velmi dllezité pro vykon testu. Ujistéte se, Ze je kazda
jamka pfi kazdém promyvacim cyklu aplné naplnéna promyvacim pufrem.
Doporucuje se: Pro dosazeni nejlepSich vysledkd jamky mezi kazdym
cyklem namocte alespor na 5 sekund.

Do odpadniho zasobniku pfidejte standardni laboratorni dezinfekéni
prostfedek a dodrzujte zavedené postupy pro dekontaminaci potencialné
infekéniho materialu.

Poklepejte destiCkami €elem doll na absorpéni utérku nepoustéjici
vlas, abyste odstranili zbytky pufru. Do kazdé jamky pridejte 100 pl
roztoku enzymového substratu, zakryjte kazdou desticku vickem a
dakladné promichejte pomoci trepacky mikrodesticek.

Pfibalovy letak QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA 03/2018



14. Proved'te inkubaci pri pokojové teploté (22 + 5 °C) po dobu 30 minut.

Desticky by béhem inkubace nemély byt vystaveny pfimému slunecnimu
svétlu.

15. Po inkubaci do kazdé jamky pridejte 50 ul roztoku zastavovaciho
roztoku enzymu a dikladné promichejte pomoci trepacky
mikrodesticek.

Zastavovaci roztok enzymU by mél byt pfidan do jamek ve stejném poradi
a pfiblizné stejnou rychlosti jako roztok enzymového substratu v kroku 13.

16. Zmérte optickou hustotu (OD) béhem 5 minut od zastaveni reakce
pomoci ¢tecky mikrodesticek s filtrem 450 nm a také s referenénim
filtrem 620 az 650 nm. Hodnoty OD budou pouzity k vypocétu
vysledka.

|
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Vypocty a interpretace testu

Pro analyzu nezpracovanych dat a vypocet vysledkl se pouziva
analyzacni software QuantiFERON Monitor. Je k dispozici na strankach
www.QuantiFERON.com. Ujistéte se prosim, Zze pouZivate nejnovéjsi verzi
softwaru pro analyzu QuantiFERON Monitor.

Software provadi vyhodnoceni kontroly kvality testu, vytvafi standardni kfivku
a poskytuje vysledky testu pro kazdého pacienta, jak je uvedeno v Casti
Interpretace vysledkau.

Jestlize je vysledek nezifedéné plazmy vysSi nez horni mez (tj. > 10 [U/ml)
fedéni, které generuje vysledek v ramci rozsahu testu QFM ELISA, pfi¢emz
bere v uvahu koeficient fedéni.

Jako alternativa k pouZiti analyza¢niho softwaru QuantiFERON Monitor je
mozné vysledky stanovit dle nasledujici metody.

Vytvoreni standardni krivky

(Pokud neni pouzit software pro analyzu QuantiFERON Monitor)
Urcete stfedni hodnoty OD replikatl standardu soupravy na kazdé desticce.

Vytvorte standardni kfivku loge)-loge) pomoci grafického znazornéni logge)
stfedni hodnoty OD (osy y) oproti koncentraci loge) IFN-y standardd v [U/ml
(osa x), s vynechanim nulového standardu z téchto vypoctl. Vypoctéte ¢aru
nejlepSiho vysledku pro standardni kfivku pomoci regresni analyzy.

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

Tyto vypodty je mozné provadét pomoci softwarovych bali¢kul, které jsou

k dispozici se ¢teCkami mikrodesticek a standardniho tabulkového procesoru
nebo statistického softwaru (napfiklad Microsoft® Excel®). Doporuéuje se, aby
byly tyto bali¢ky pouzity k vypoctu regresni analyzy, variacniho koeficientu
(%CV) pro standardy a korelacniho koeficientu (r) standardni kfivky.

v v

v ramci rozsahu testu QFM ELISA (bere v uvahu koeficient fedéni) pokud je
vysledek nezifedéné plazmy vysSi nez horni mez testu QFM ELISA.
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Kontrola kvality testu

Pfesnost vysledku testu zavisi na vytvoreni pfesné standardni kfivky. Proto
musi byt vysledky odvozené od standardu pred interpretaci vysledky test(
vzorkl proSetieny.

Aby byl test ELISA platny:
B Stfedni hodnota OD pro standard 1 musi byt = 0,600.

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

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

B Korelaéni koeficient (r) vypocteny ze stfednich hodnot absorbance téchto
standardl musi byt = 0,98.

Software pro analyzu QuantiFERON Monitor vypogita tyto parametry kontroly
kvality a vytvofi zpravu.

Pokud vySe uvedena kritéria nejsou splnéna, bude cyklus testu neplatny
a musi byt zopakovan.

Stfedni hodnota OD pro nulovy standard (zeleny fedici roztok) musi byt
<0,150. Jestlize je stfedni hodnota OD > 0,150, je nutné provéfit postup
promyvani destiek.

Interpretace vysledku

Vysledky QFM jsou interpretovany v zavislosti na odpovédi IFN-y na stimulanty
vrozené a adaptivni imunity. Test QFM poskytuje kvalitativni i kvantitativni
méreni imunitni funkce. Vysledky QFM nemusi pfimo kvantifikovat uroven
potlageni funkce imunitniho systému.

Dulezité: Pfi urCovani stavu imunitniho systému pacienta musi byt zmérena
hladina IFN-y pouzita ve spojeni s klinickou prezentaci, |ékafskou anamnézou
a dalSimi diagnostickymi hodnocenimi (tabulka 2). Prahova hodnota testu
QFM se muze lisit podle urovné imunosuprese pacienta a individualnich
podminek transplantace.
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Tabulka 2. Interpretace vysledku

Vysledek IFN-y (IU/ml) Klasifikace Interpretace
testu QFM
<15 Nizka Pacient ma nizkou odpovéd

IFN-y na stimulanty vrozené
a adaptivni imunity

15-1000 Stredni Pacient ma stfedni odpovéd
IFN-y na stimulanty vrozené
a adaptivni imunity

> 1000 Vysoka Pacient ma vysokou
odpovéd IFN-y na stimulanty
vrozené a adaptivni imunity

Jestlize je zméfena hladina IFN-y v nezfedénych vzorcich plazmy nizSi nez
0,1 IU/ml:

B Ujistéte se, Ze byla peleta QFM LyoSphere pfidana do vzorku krve a Ze
zkumavka byla inkubovana dle pokynua v tomto pfibalovém letaku.

B Ujistéte se, Ze vysledek IFN-y odpovida aktualnimu klinickému stavu
pacienta.

Pokud existuje podezieni, Ze doslo k technickym problémdm pfi odbéru nebo
manipulaci se vzorky krve, zopakujte cely test QFM s novym vzorkem krve.
Zopakujte testovani ELISA stimulovanych vzorkl plazmy, pokud existuje
podezieni, ze se postup puvodniho testu liSil od postupu popsaného v tomto
pfibalovém letaku (podrobnosti viz East Kontrola kvality testu).

Lékar si muze prat zopakovat test také v pfipadé€, Ze vysledky nejsou
v souladu s aktualnim klinickym stavem pacienta.

Omezeni

Vysledky testd QFM musi byt pouzity spole¢né s klinickou anamnézou
kazdého jedince, sou€asnym zdravotnim stavem a dalSimi diagnostickymi
hodnocenimi. Laboratofe mohou stanovit své vlastni rozsahy testu.

Laboratofe mohou také paralelné se vzorky pacienta otestovat externi
kontrolni vzorek odebrany od zdravého subjektu.

Nespolehlivé nebo nepresné vysledky se mohou objevit v dusledku:

B Nespravného antikoagulacniho prostfedku — pouzivejte pouze heparin
lithny, protozZe jiné antikoagulanty budou naru$ovat pribéh testu.

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

B Uplynuti delSi doby od odbéru vzorku krve do inkubace pfi 37 °C nez
8 hodin.

B Nedostatecné naplnéni nebo pfeplnéni zkumavek na krev QFM mimo
rozmezi 0,9 az 1,1 ml.

Charakteristiky funkénich vlastnosti

Klinické studie

Byly provedeny dvé klinické studie vyhodnoceni odpovédi zjevné zdravych
jedincli (n = 114) oproti pacientim po transplantaci (n=30). Z pacientl po
transplantaci bylo 18 v kohorté brzy po transplantaci (v€asné post-tx, do

3 mésicl po transplantaci) a 12 bylo v kohorté po delSi dobé po transplantaci
nebo stabilni fazi (pozdni post-tx, > 12 mésicl po transplantaci).

B Vzorky od kazdého jednotlivce v kohorté v€asné post-tx byly odebrany
az v 5 Casovych bodech (3 mésice po transplantaci, n = 64 vzork().

B Vzorky od kazdého jednotlivce v kohorté pozdni post-tx byly odebrany
1krat (kohorta pozdni posttransplantace, n = 12 vzorku).

M Vzorky od kazdého jednotlivce v kohorté zjevné zdravych osob byly
odebrany 1krat (n = 114).

Odpovédi na QFM byly v rozsahu od nizké po stfedni u vzorkd v€asné post-tx
a pozdni post-tx. Kohorta v€asné post-tx méla vyssi procento (93,8 %)
odpovédi v nizkém rozsahu a nizSi procento odpovédi (6,3 %) ve stfednim
rozsahu v porovnani s odpovédmi u vzorkl z kohorty pozdni post-tx, s 25 %
odpovédi v nizkém rozsahu a 66,7 % ve stfednim rozsahu (tabulka 3). Zadné
odpovédi u vzorku z kohorty v€asné post-tx nebyly v rozsahu vysoké
odpovédi, zatimco pouze 1 (8,3 %) odpovéd u vzorku z kohorty pozdni post-tx
byla v rozsahu vysoké odpovédi. Odpovédi QFM v kohorté zjevné zdravych
osob byly pfevazné ve stfednim rozsahu (83,3 %) a vysokém rozsahu

(15,8 %) (tabulka 3).
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Tabulka 3. Rozsah odpovédi QFM u zjevné zdravych subjektt
vs. u pacientu po transplantaci

IFN-y Kategorie Véasné Pozdni Zjevné Celkové
(IU/ml) vysledkii  post-tx %* post-tx %* zdravé vysledky
95% ClI 95% Cl  subjekty %
n n ”
95% CI
n
<15 Nizka 93,8% 25,0% 0,9% 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n =60 n=3 n=1
15-1000  Stfedni 6,3% 66,7% 83,3% 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=8 n =95
> 1000 Vysoka 0,0% 8,3% 15,8% 19
0-5,7 1,5-354  10,2-23,6
n=0 n=-1 n=18
Celkovy 64 12 114 190
pocet
vzorkU

* Procenta oznacuji podil vzorkl v kazdé kohorté darcu, jejichZ vysledky spadaji do urcitého
rozsahu odpovédi.
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Ocekavané hodnoty

Distribuce odpovédi IFN-y na test QFM u pacientl brzy po transplantaci
(az 3 mésice po transplantaci) byla stanovena z 64 vzork( odebranych od
18 pacientl po transplantaci s pouzitim testu QFM ELISA (obrazek 3).

Pocet vzorkd
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Obrazek 3. Distribuce odpovédi QFM IFN-y u pacientti brzy po transplantaci (n = 64;
median = 1,5 IU/ml).

Distribuce odpovédi IFN-y na test QFM u pacientt delSi dobu po transplantaci

(> 12 mésicu po transplantaci) byla stanovena z 12 vzorkd s pouzitim testu
QFM ELISA (obrazek 4).
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Obrazek 4. Distribuce odpovédi QFM IFN-y u pacientti delSi dobu po transplantaci
(n =12; median = 98,8 IU/ml).

Distribuce odpovédi IFN-y na test QuantiFERON Monitor u zjevné zdravych
subjektt byla stanovena ze 114 vzorkd s pouzitim testu QFM ELISA
(obrazek 5).
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Obrazek 5. Distribuce odpovédi QFM IFN-y u zjevné zdravych subjektd (n = 114;
median = 400,5 IU/ml).
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Odpovédi QFM u pacientd po transplantaci solidniho organu

Test QFM byl vyhodnocen v observaéni prevalenéni (cross-sectional) studii
pacientl po transplantaci solidnich organu (4). Studie zahrnovala:

212 zdravych subjektt s podskupinou 30 kontrolnich subjektd podle véku a
pohlavi, 30 pacientl pfed transplantaci, 18 pacientt brzy po transplantaci
(66 vzorkU; median doby po transplantaci = 21 dni), a 11 pacientl delSi dobu
po transplantaci (median doby po transplantaci = 2290 dni). Primérna
produkce IFN-y €inila 555,2 IU/ml u zdravych kontrolnich subjektu a

614,6 IU/ml u kontrolnich subjektd uspofadanych dle véku a pohlavi. Ukazalo
se, ze prumérna produkce IFN-y byla vyznamné nizsi u pacientl pfed
transplantaci (IFN-y = 89,3 IU/ml) a pacientu brzy po transplantaci

(IFN-y = 3,76 IU/ml) v porovnani s kontrolnimi osobami uspofadanymi dle
véku a pohlavi (p < 0,001). Vyznamné vétsi obnoveni imunitni funkce bylo
pozorovano a prokazano u pacientl delSi dobu po transplantaci (praimérna
hodnota IFN-y = 256,1 1U/ml) nez u pacientu brzy po transplantaci (p < 0,065).
Tato studie ukazuje, Ze se test QMF muze pouzit k posouzeni bunééné funkce
imunitniho systému v populaci pacientl po transplantaci solidnich organd,
kterym jsou podavana imunosupresiva.
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Funkcéni vlastnosti

Linearita testu QFM ELISA se prokazala nahodnym umisténim 5 replikatl
11 smési plazmy se znamymi koncentracemi IFN-y na destiCku ELISA.
Kfivka linearni regrese méla sklon 1,002 + 0,011 a korela¢ni koeficient 0,99
(obrazek 6).

Detekéni mez testu QFM ELISA ¢inila 0,065 1U/ml a nebyl prokazan zadny
dikaz efektu ,high-dose hook® (prozéna) u koncentraci IFN-y do 10 000 1U/ml.

11= $
10+ .
9

Stanovena hladina IFN-y (IU/ml)

| ] L] L) L] L) L] | L] .}

012345678 9 1011
Ocekavana hladina IFN-y (IU/ml)

Obrazek 6. Profil linearity testu QFM ELISA urceny z testovani 5 replikata 11 vzorku
plazmy o znamych koncentracich IFN-y.

Reprodukovatelnost testu QFM (faze 1) byla stanovena s pouzitim vzorku krve
od 20 zdravych subjektd. Bylo provedeno vyhodnoceni tfi riznych pracovniku
obsluhy, Sarzi pelet QFM LyoSphere a souprav vybaveni. Primérny variacni
koeficient hladin odpovédi IFN-y stanovenych pomoci testu QFM ELISA u
v8ech tfi Sarzi pelet QFM LyoSpheres a pfi vSech tfech testovanych
podminkach ¢inil 22,22 % (95% CI: 17,20-27,25).

Opakovatelnost testu QFM (faze 1) byla vyhodnocena méfenim variability
5—6 opakovani stimulace krve peletami QFM LyoSphere v rdamci stejného
darce u vSech 14 subjektd. Pramérny variaéni koeficient u 14 testovanych
subjektd €inil 14,7 % (95% CI: 10,2-19,2). %CV u jednotlivych subjektl byl
nizsi nez 30 %.

Reprodukovatelnost testu QFM ELISA (faze 2) byla stanovena testovanim
20 vzorkl plazmy s riznymi koncentracemi IFN-y ve 3 replikatech, 3 labora-
tofich, ve 3 dnech, které po sobé nenasledovaly, a s 3 riznymi obsluhami.
Kazdy vzorek byl tedy testovan 27krat, v 9 nezavislych testovacich cyklech.
Jednim ze vzorkl byla kontrola Nil, u niZ byla vypo¢tena koncentrace IFN-y
0,08 IU/ml (95% CI: 0,07-0,09). U zbyvajicich 19 vzork( plazmy byly
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koncentrace v rozsahu okolo 0,33 (95% CI: 0,31-0,34) az 7,7 IU/ml (95% CI:
7,48-7,92).

Nepresnost béhem jednoho cyklu testu nebo mezi jednotlivymi testy byla
stanovena dle priméru hodnot %CV pro kazdy test plazmy obsahujici IFN-y
z kazdého cyklu testu desti¢ky (n = 9) a v rozsahu od 4,1 do 9,1 %CV.
Primérna hodnota %CV v ramci cyklu testu (x 95% CI) €inila 6,6 + 0,6 %.
Primérna nulova hodnota IFN-y plazmy cCinila 14,1 %CV.

Celkova nepfesnost nebo nepfesnost mezi testy byla stanovena porovnanim
27 vypocitanych koncentraci IFN-y pro kazdy vzorek plazmy. Nepfesnost mezi
testy byla v rozsahu od 6,6 do 12,3 %CV. Celkova primérna hodnota %CV

(£ 95% ClI) Cinila 8,7 £ 0,7 %. Hodnota plazmy s nulovou hodnotou IFN-y Cinila
26,1 %CV. Tato uroven odchylky se dala oCekavat, protoze vypocCitana
koncentrace IFN-y je nizka a odchylka v okoli nizkého odhadu koncentrace
bude vétsi nez pfi vy$Sich koncentracich.

Technické udaje

Srazeni vzorkl plazmy

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

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci
se systémem. Vice informaci naleznete také v Technickych udajich uvedenych
na strankach: www.QuantiFERON.com. Kontaktni udaje naleznete na zadni
strané.

Reseni problému s testem ELISA

Nespecifické zabarveni

Mozn4 pficina Reseni
a) Nedokonalé promyti Promyjte destiCku alespori 6krat pomoci 400 pl
destiCky promyvaciho pufru na jamku. V zavislosti na

pouzitém promyvacim Cinidle muze byt
zapottebi vice nez 6 promyvacich cykld. Jamky
by se mély ponechat mezi kazdym cyklem
namoceny alespon po dobu 5 sekund.

b) Kfizova kontaminace Pfi pipetovani a miseni vzorku budte opatrni,

jamek ELISA aby se minimalizovalo riziko kontaminace.

c) Prosla doba pouzi- Ujistéte se, ze je souprava pouzita do data
telnosti soupravy/ pouzitelnosti. Ujistéte se, ze je rekonstituovany
komponent standard a konjugat 100x koncentrat pouzit do

3 mésicu od data rekonstituce.

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

e) Miseni plazmy ve Po odstfedéni se pfed odbérem plazmy vyhnéte
zkumavkach QFM pipetovani nahoru a dolt nebo michani plazmy.
pfed odbérem Vzdy dbejte na to, abyste nenarusili material na

povrchu gelu.

Nizké hodnoty optické hustoty pro standardy

Mozna pfi¢ina Reseni
a) Chyba fedéni Ujistéte se, Ze fedéni standardu soupravy jsou
standardu pripravena spravné dle pokynd v tomto
pribalovém letaku.
b) Chyba pipetovani Ujistéte se, ze je zarizeni kalibrovano a
pouzivano dle pokynu vyrobce.
c) P¥ilis nizka teplota Inkubace pfi testu ELISA by méla byt provadéna
inkubace pfi pokojové teploté (17 az 27 °C).
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Reseni problému s testem ELISA

d) P¥ilis kratka doba Inkubujte destiCky s konjugatem, standardy
inkubace a vzorky po dobu 120 + 5 minut. Roztok
enzymového substratu inkubujte na desticce
po dobu 30 minut.

e) Nespravny filtr teCky  Hodnoty desticky musi byt naéteny s filtrem o
destiCek vinové délce 450 nm s referencnim filtrem od
620 do 650 nm.

f) PFili§ chladna Cinidla VS8echna Cinidla, s vyjimkou konjugatu 100x
koncentratu, musi byt pfed zahajenim testu
temperovana na pokojovou teplotu. To mize
trvat pfiblizné jednu hodinu.

g) Prosla doba pouzi- Ujistéte se, ze je souprava pouzita do data
telnosti soupravy/ pouzitelnosti. Ujistéte se, ze je rekonstituovany
komponent standard a konjugat 100x koncentrat pouzit do

3 mésicu od data rekonstituce.

Vyrazné pozadi

MoZna pFigina Reseni
a) Nedokonalé promyti Promyjte destiCku alespori 6krat pomoci 400 pl
desticky promyvaciho pufru na jamku. V zavislosti na

pouzitém promyvacim €inidle mize byt
zapotfebi vice nez 6 promyvacich cykld. Jamky
by se mély ponechat mezi kazdym cyklem
namoceny alespon po dobu 5 sekund.

b) Pfilis vysoka teplota Inkubace pfi testu ELISA by méla byt provadéna

inkubace pfi pokojové teploté (17 az 27 °C).

c) Prosla doba pouZi- Ujistéte se, Ze je souprava pouzita do data
telnosti soupravy/ pouzitelnosti. Ujistéte se, ze je rekonstituovany
komponent standard a konjugat 100x koncentrat pouzit do

tfi mésiclu od data rekonstituce.

d) Kontaminace roztoku Pokud se objevi modré zbarveni, roztok
enzymoveho substratu  zlikvidujte. Ujistéte se, Ze pouzivate Cisté
nadoby na Cinidla.
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Reseni problému s testem ELISA

Nelinearni standardni krivka a variabilita duplikatu

MoZna pfigina Reseni
a) Nedokonalé promyti Promyjte destiCku alespori 6krat pomoci 400 pl
destiCky promyvaciho pufru na jamku. V zavislosti na

pouzitém promyvacim Cinidle mize byt
zapotfebi vice nez 6 promyvacich cykld. Jamky
by se mély ponechat mezi kazdym cyklem
namoceny alespor po dobu 5 sekund.

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

c) Nedostatecné Cinidla diikladné promichejte tak, Ze pfed jejich
promichani pfidanim na desti¢ku zkumavku prevratite nebo

lehce protfepete na tfepacce.

d) Nejednotna technika Pfidani vzorku a standardu by mélo byt

pipetovani nebo provedeno bez preruseni procesu. VSechna
preruseni béhem Cinidla musi byt pfipravena pfed zahajenim
pripravy testu testu.

Informace o vyrobku a technické pokyny jsou zdarma k dispozici u
spole€énosti QIAGEN, prostrednictvim vaseho dodavatele nebo na
www.QuantiFERON.com.
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Symboly

Wz X 96 Dostatecné pro pfipravu 2 x 96 vzork

H Vyrobce

C Symbol CE-IVD
IVD Pro diagnostiku in vitro
Kod Sarze

Datum pouZitelnosti

2
A

Teplotni omezeni

Viz navod k pouZziti

Nepouzivejte opakované

Katalogové Cislo
BH
®

Al
()

v

~
— + v v s v
:,.l\ Chranite pfed sluneCnim svétlem
| EC | REP | Zplnomocnény zastupce pro Evropské spolecenstvi

Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci prosim volejte na bezplatnou
linku 00800-22-44-6000, navstivte nas technicky servis na adrese
www.giagen.com/contact nebo kontaktujte oddéleni technické podpory
QIAGEN (viz zadni strana nebo navstivte webové stranky www.giagen.com).

|
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Zkraceny postup testu

Faze 1 — inkubace krve

1. Odeberte krev pacienta do zkumavky na odbér krve
QFM nebo do odbérové zkumavky s heparinem
lithnym. Oznacte zkumavky udaji pacienta a Casem
odbéru krve, poté odeslete do laboratofe pfi teploté \
okoli do 8 hodin od odbéru.

a. Jestlize byla krev odebrana do zkumavky
s heparinem lithnym, odeberte alikvotni podil
1 ml krve do zkumavky na odbér krve QFM
a oznacte zkumavku udaji pacienta a Casem
odbéru krve.

2. Pridejte 1 peletu QFM LyoSphere do kazdé zkumavky
na odbér krve QFM obsahujici 1 ml krve, rozpustte
peletu LyoSphere a poté zkumavky co mozna nejdfive
inkubujte (do 8 hodin od odbéru krve) ve svislé
poloze po dobu 16—-24 hodin pfi teploté 37 °C.

3. Po inkubaci odstfedte zkumavky po dobu 15 minut pfi PPN
2000 az 3000 x g (RCF), aby se oddélila plazma a ‘
cervené krvinky.

4. Po odstfedéni se pfed odbérem plazmy vyhnéte
pipetovani nahoru a dolt nebo michani plazmy. Vzdy

dbejte na to, abyste nenarusili material na povrchu
gelu.
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Faze 2 — IFN-y ELISA
1. Ponechte temperovat soucasti testu ELISA,
s vyjimkou konjugatu 100x koncentratu, na pokojovou
teplotu alespori po dobu 60 minut.
2. Rekonstituujte standard soupravy na 8,0 IlU/ml pomoci
deionizované nebo destilované vody. Pfipravte /
4 standardni fedéeni. =%

3. Rekonstituujte mrazem suSeny konjugat 100x
koncentrat pomoci destilované nebo deionizované

vody.

4. Pfipravte pracovni roztok konjugatu v zeleném LSS
fedicim roztoku a do vSech jamek pfidejte 50 pl. L’] L’] L’] .

5. Pridejte 50 pl vzorkl plazmy k testovani (nezfedény, /* Ve %55 /*

fedéni 1:10 a 1:100) a 50 ul standardud do pfislusnych M1n‘n”’
jamek. Promichejte pomoci tfepacky. U I—J U U

6. Inkubujte po dobu 120 + 5 minut pfi pokojové teploté.

7. Promyijte jamky alesporn 6krat pomoci 400 pl =
promyvaciho pufru na jamku. » @ ‘
8. Pridejte do jamek 100 pl roztoku enzymového LSS
substratu. Promichejte pomoci tfepacky. u ’ u U
9. Inkubuijte po dobu 30 minut pii pokojové teploté.
10. Pridejte do jamek 50 pl zastavovaciho roztoku Yy vy
enzymu. Promichejte pomoci tfepacky. L’I L’l U u
11. Zjistéte vysledné hodnoty pfi 450 nm pomoci
referencniho filtru 620 az 650 nm. s\

12. Provedte analyzu vysledka.
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Poznamky
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Vyznamné zmény

Vyznamné zmény vtomto vydani pfibalového letaku QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA jsou shrnuty
v tabulce dole:

Cast Strana Zména(y)

Bezpec€nostni opatfeni 11 Nové informace o systému GHS

Bezpecnostni opatfeni 12 Doplnéné bezpecnostni pokyny tykajici se lahvicek
s kovovymi ochrannymi vicky.

B
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Ochranné znamky: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (skupina QIAGEN); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Omezena licencéni smlouva pro soupravu QuantiFERON Monitor
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel produktu svdj souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouziti pouze
s komponenty dodanymi v soupravé. Spoleénost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zac¢lenéni
soucasti, které jsou obsaZeny v této soupravé, spole¢né s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadl
popsanych v této pfiru¢ce a dalSich protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokold byly
poskytnuty uZivateli vyrobkd QIAGEN pro jiné uZivatele vyrobkd QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany
spole¢nosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tfetich stran.

2. Spole€nost QIAGEN neposkytuje jiné nez vyslovné uvedené licence a neposkytuje Zadné zaruky, Zze dana souprava i jeji uzivani neporusuje
prava tretich stran.

3. Tato souprava a jeji sou¢asti jsou licencovany jen k jednorazovému pouziti a je zakazano je znovu pouzivat, renovovat nebo znovu prodavat.
4. Spole¢nost QIAGEN vyslovné odmita jakékoliv jiné licence, vyslovné nebo predpokladané, nez ty, které jsou zde vyslovné uvedeny.

5. Kupujici a uzivatel soupravy se zavazuje, Ze nepodnikne a ani jiné osobé& nedovoli podniknout jakékoliv kroky, které by mohly umoznit
kterykoliv ¢in zakazany vyse. Spole¢nost QIAGEN muze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZzené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatk(i za pravni zastupce v pfipadé
jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k duSevnimu vlastnictvi
v souvislosti se soupravou nebo jejimi sou¢astmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.giagen.com.
© 2014 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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