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Ugel pouziti

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) je metoda analyzy in-vitro vyuZivajici smés peptidd,
kterd simuluje bilkoviny lidského cytomegaloviru (cytomegalovirus, CMV), ke stimulaci
bunék v heparinizované plné krvi. Detekce interferonu gama (IFN-y) pomoci enzymové
vazaného imunosorbentniho testu (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) se
pouziva ke kvantifikaci in vitro reakci na tyto peptidové antigeny souvisejici s reakci
imunitniho systému na infekci virem CMV. Ztrata této imunitni funkce mulzZe souviset
s rozvojem onemocnéni cytomegalovirem (CMV). Test QF-CMV je uréen k monitorovani
urovné obranyschopnosti pacienta proti viru CMV.

Test QF-CMV neslouzi k urceni infekce CMV a nemél by byt pouzivan k vylouceni
moznosti infekce CMV.

Shrnuti a vysvétleni

CMV je herpesvirus, kterym je infikovano 50-85 % dospélych osob v populaci. Je Castou
komplikaci pfi imunosupresivni 1éCbé, obzvlasté po transplantaci, a mize vyznamné
pfispivat k morbidité a mortalité u pfijemcl transplantovanych organli. Sou¢asné zplisoby
imunosupresivni 1éCby pouzivané k zabranéni odmitnuti transplantovaného organu maji
zhoubny vliv na T-lymfocyty a buné&€nou imunitni (cell-mediated immune, CMI) odpovéd,
coz ma za nasledek zvySenou nachylnost k virovym infekcim po transplantaci. DileZitost
funkce T-bunék pfi potlacovani replikace viru CMV je také podepfena skutenosti, ze
CD8+ CMV specifické cytotoxické T-lymfocyty (CTL) mohou chranit pfed patogenezi virové
nakazy. Vypocet CD8+ CMV specifickych CTL u patientd pod imunosupresivy a tvorba
IFN-y mGze byt prediktivni pfi vypoétu rizika vzniku onemocnéni CMV. Tvorba IFN-y mize
byt funkéni nahrazkou pro identifikaci CMV specifickych CTL.
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QF-CMV je test, ktery analyzuje odpovédi CMI na peptidové antigeny, které simuluji
bilkoviny CMV. Peptidy CMV jsou uréeny k tomu, aby cilily na T bufiky CD8+, v&etné A1,
A2, A3, A11, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60
a Cwb (A30, B13) haplotypy HLA ftfidy | pokryvajici > 98 % lidské populace. Krev osob
infikovanych virem CMV obvykle obsahuje lymfocyty CD8+, které tyto antigeny
rozpoznavaji. Tento proces rozpoznavani zahrnuje vytvofeni a sekreci cytokinu, IFN-y.
Zakladem tohoto testu je pak detekce a nasledna kvantifikace IFN-y.

Princip postupu

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

Zkumavka Mitogen se pouziva pfi testu QF-CMV jako pozitivni kontrola. Toho Ize vyuzit
obzvlasté v pfipadech, kdy existuji pochybnosti o stavu imunitniho systému osoby.
Zkumavka Mitogen miZe také slouzit jako kontrola pro spravné zachazeni s krvi
a inkubaci.

Zkumavky je nutné co nejdfive inkubovat pfi teploté 37 °C (do 16 hodin od odbéru).
Po uplynuti 16—24 hodin inkubace se zkumavky odstfedi, odstrani se plazma a pomoci
testu QF-CMV ELISA se zméfi mnozstvi IFN-y (1U/ml).

MnozZstvi IFN-y ve vzorcich plazmy ze zkumavek CMV Antigen a Mitogen mlze ¢asto byt
vy$8i nez horni limity vétSiny CteCek ELISA, a to i pfipadé mirné imunosuprese
u vySetfovanych osob. Pro kvalitativni vysledky pouzijte hodnoty vypoctené pro nefedénou
plazmu. Pro kvantitativni vysledky, pokud jsou zapotfebi skute¢né hodnoty IU/ml, je nutné
vzorky plazmy zfedit 1/10 v zeleném fedicim roztoku a testovat pomoci ELISA spole¢né
s nefedénou plazmou.
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Poznamka: Pro vzorky, které jsou v rozmezi testu QF-CMV ELISA (. do 10 1U/ml),
je nutné pouzit vysledek ziskany ze vzorku nefedéné plazmy. Pro takové koncentrace
IFN-y mohou byt hodnoty ziskané pomoci fedéni vzorkd plazmy 1/10 nepfesné.

Test je povazovan za reaktivni na odezvu IFN-y, pokud je hodnota zkumavky CMV Antigen
vyznamné vySSi nez hodnota Nil IFN-y v IU/ml. Vzorky mitogenem stimulované plazmy
slouzi jako pozitivni kontrola IFN-y pro kazdy testovany vzorek. Nizka odezva na mitogen
oznacuje nejednoznacny vysledek, pokud ma vzorek krve také nereaktivni odezvu na
antigeny CMV. K této situaci mize dochazet pfi nedostatku lymfocyt(, snizené aktivité
lymfocytd v dlsledku nespravného zachazeni se vzorkem, nespravného plnéni/miseni
zkumavky Mitogen nebo neschopnosti lymfocytd pacienta vytvaret IFN-y — napfiklad
u pacientd, ktefi v nedavné dobé podstoupili transplantaci. Vzorkem Nil se provadi korekce
pozadi nebol nespecifického IFN-y v krevnich vzorcich. Hladina IFN-y zkumavky Nil se
odecte od hladiny IFN-y pro zkumavku CMV Antigen a zkumavku Mitogen (viz kapitola
JInterpretace vysledkd” na strané 23 této pfibalové informace, kde naleznete prehled
interpretace vysledkd QF-CMV).

Cas potfebny k provedeni testu

Odhadovany &as potfebny k provedeni testu QF-CMV je uveden nize; rovnéz je uveden
Cas potfebny k testovani vice vzorkd v davkovém zpracovani:

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

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

Obsah sady

Zkumavky pro odbér krve (baleni pro jednoho pacienta)
Katalogové €. 0192-0301

Pocet stanoveni 1

QuantiFERON Nil Control (Kontrola QuantiFERON Nil)

(3edy uzavér) 1 zkumavka
Quanti’FERfO'N CMV Antigen (Antigen QuantiFERON CMV) 1 zkumavka
(modry uzaveér)
anntiFERON Mitoger:n Control (Kontrola QuantiFERON 1 zkumavka
Mitogen) (fialovy uzaveér)
QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert 1
(Pfibalova informace pro zkumavky QF-CMV pro odbér krve)
Test QuantiFERON-CMV ELISA Souprava ELISA se 2 destickami
Katalogové €. 0350-0201
Stripy s mikrotitracnimi destickami (12 x 8 jamek) pokryté mysi 2 sady stripti mikrotitracnich
monoklonalni protilatkou proti lidskému IFN-y desti¢ek s 12 x 8 jamkami
Lidsky IFN-ystandard, lyofylizovany (obsahuje rekombinantni 1 x lahvi¢ka
lidsky IFN-y, bovinni kasein, Thimerosal 0,01 % hm./obj.) (8 IU/ml po rekonstituci)
Green Diluent (Zeleny Fedici roztok) (obsahuje bovinni kasein, 1%30ml
normalni mysi sérum, Thimerosal 0,01 % hm./obj.)
Lyofylizovany konjugovany 100x koncentrat (mysi protilatka proti 1%x03ml
lidskému IFN-y-HRP, obsahuje Thimerosal 0,01 % hm./obj.) ’
20x koncentrat promyvaciho pufru (pH 7,2; obsahuje 1% 100 ml
ProClin® 300 0,05 % obj.)
Roztok enzymového substratu (obsahujeH20z, 3,3',5,5"-
L 1 %30 ml

tetramethylbenzindin)
Zastavovaci roztok pro enzymatické testy; (obsahuje 0,5M

* 1x15ml
H2S04)
Pfibalova informace k testu QF-CMV ELISA 1

* Obsahuje kyselinu sirovou. Bezpe¢nostni upozornéni viz strana 9.
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

PFfi praci s chemikaliemi noste vzdy vhodny laboratorni odév, jednorazové rukavice
a ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych bezpecnostnich listech (BL),
které obdrzite od dodavatele vyrobku.

® |nkubator 37 °C; CO2 neni vyzadovan.

® Kalibrované pipety s proménnym objemem pro vydej 10—1 000 pl s jednorazovymi
Spickami.

® Kalibrovana vicekandlova pipeta pro davkovani 50 a 100 yl s jednorazovymi Spickami.

® Trepacka mikrotitracnich desticek

® Deionizovana nebo destilovana voda, 2 litry

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

® (Ctecka mikrodestiek s filtrem 450 nm a referenénim filtrem 620 nm az 650 nm.

® Vicko desticky

Varovani a bezpecCnostni opatreni

Pro diagnostické pouziti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi noste vzdy vhodny laboratorni odév, jednorazové rukavice
Ty jsou k dispozici online v praktickém a kompaktnim formatu PDF na webovych strankach
www.qgiagen.com/safety, kde mulzZete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kaZdou
soupravu a soucast soupravy QIAGEN®,
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UPOZORNENI S lidskou krvi zachazejte jako s potencialné infekéni. Dodrzujte
i prislusné postupy pro zachazeni s krvi.

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

Zastavovaci roztok pro enzymatické testy QuantiFERON Enzyme Stopping
Solution

Obsahuje: kyselinu sirovou. Varovani! Maze zplsobovat korozi
kovu. ZpUsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné podrazdéni
oci. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné
bryle / obli¢ejovy Stit.
QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Varovani! Zpudsobuje mirné podrazdéni kize. Pouzivejte ochranné
rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit.
QuantiFERON Green Diluent
Obsahuje: 5-hydroxy-1-(4-sulfofenyl)-4-(4-sulfofenylazo)pyrazol-3-
karboxylat sodny. Obsahuje: tartrazin. Varovani! Mize vyvolat

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

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Obsahuje: ProClin 300. Skodlivy pro vodni organismy
s dlouhodobymi ucinky. Zabrarite uvolnéni do prostfedi.
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Informace o bezpecnosti

Dalsi informace

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

Nepouzivejte soupravu, pokud jakakoliv lahev s ¢&inidlem vykazuje pfed pouzitim
znamky poskozeni nebo netésnosti.

Dulezité: Pred pouzitim zkontrolujte lahvicky. Nepouzivejte konjugované lahvicky ani
lahvicky standardu IFN-y, pokud vykazuji znamky poSkozeni nebo pokud doSlo
k poruseni pryzového tésnéni. Nemanipulujte s poskozenymi lahvickami. S pouzitim
nalezZitych bezpecnostnich opatfeni lahvicky bezpeéné zlikvidujte.

Doporuceni: K otevieni konjugovanych lahvi¢ek nebo lahvi€ek standardu IFN-ypouzijte
dekrimpovaci klesticky, ¢imz se minimalizuje riziko zranéni nalisovanym kovovym
vickem.

Nepouzivejte spolecné stripy mikrotitracnich desticek, lidsky IFN-ystandard, zeleny
fedici roztok nebo konjugovany 100x koncentrat z raznych Sarzi souprav QF-CMV.
Ostatni ¢inidla (20x koncentrat promyvaciho pufru, roztok enzymového substratu
a zastavovaci roztok pro enzymatické testy) mohou byt pouzivana z riznych Sarzi
souprav za predpokladu, Ze u cinidel nevyprSela doba pouzitelnosti a Ze jsou
zaznamenany informace o dané Sarzi.

Nepouzita cinidla a biologické vzorky likvidujte v souladu s mistnimi, statnimi
a federalnimi predpisy.

Zkumavky QF-CMV pro odbér krve ani soupravy QF-CMV ELISA nepouzivejte po
vypr$eni doby pouzitelnosti.

Ujistéte se, Ze laboratorni vybaveni, napfiklad promyvacky a &tecky destiCek, byly
kalibrovany/validovany pro pouziti.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

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

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

Reagencni Cinidla soupravy ELISA
® Soupravu uchovaveijte pfi teploté 2—8 °C.

® Roztok enzymového substratu vZzdy chrante pfed pfimym slunecnim svétlem.

Rekonstituovana a nepouzita ¢inidla

Pokyny ke zplsobu rekonstituce reagenc¢nich ¢inidel naleznete v oddilu ,Faze 2: Test
QuantiFERON-CMV ELISA pro lidsky IFN-y, (kroky 3 a 5 na stranach 16 a 18).

® Rekonstituovany lidsky IFN-y standard Ize uchovavat az 3 mésice, pokud je skladovan
pfi teploté 2—-8 °C. Poznamenejte si datum, kdy byl lidsky IFN-y standard rekonstituovan.

® Po rekonstituci musi byt nespotfebovany konjugovany 100x koncentrat znovu
uskladnén pfi teploté 2—8 °C a spotfebovan do 3 mésica.

Poznacte si datum, kdy byl konjugat rekonstituovan.
® Pracovni roztok konjugatu musi byt pouZit do 6 hodin od pfipravy.

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

Test QF-CMV vyuziva nasledujici zkumavky pro odbér krve:

Kontrola Nil (§edy uzaveér),
CMV Antigen (modry uzavér),

Kontrola Mitogen (fialovy uzavér).

Antigeny jsou vysuSeny na vnitfini sténé zkumavek pro odbér krve, proto je nezbytné,
aby byl obsah zkumavek dikladné promisen s krvi. Zkumavky musi byt co nejdfive
preneseny do inkubatoru pfi teploté 37 °C (do 16 hodin od odbéru).

Pro ziskani optimalnich vysledk( dodrzujte nasledujici postupy:

1.

Kazdému pacientovi odeberte 1 ml krve ze Zily pfimo do kazdé ze zkumavek pro odbér
krve testu QF-CMV. Tento postup musi provadét pracovnik vySkoleny ve flebotomii.

Zkumavky QF-CMV pro odbér krve mohou byt pouzivany do nadmorské vysky
810 metrd.

Pokud jsou zkumavky QF-CMV pro odbér krve pouzity v nadmorské vySce nad 810 m
nebo v pfipadé nizkého objemu odebrané krve je mozné odebrat krev pomoci stfikacky
a 1 ml ihned prenést do kazdé ze tfi zkumavek. Z bezpecnostnich divodu je
nejvhodnéjsi odstranit jehlu ze stfikacky, zajistit nalezité bezpelnostni postupy,
odstranit vicka ze tfi zkumavek QF-CMV pro odbér krve a pfidat 1 ml krve do kazdé
z nich (po €ernou znacku na boc¢ni strané Stitku kazdé zkumavky). Na zkumavky opét
nasadte pevné viCka a promichejte dle nize uvedeného popisu. Vzhledem k tomu, ze
krev do zkumavek o objemu 1 ml vtéka relativné pomalu, udrzujte zkumavku na jehle
po dobu 2-3 sekund. Jakmile se zd4, Ze zkumavka je pIna, ujistéte se, Ze je ziskan
spravny objem.

Cerna znacka na boéni strang& zkumavek oznaduje objem pinéni 1 ml. Zkumavky
QF-CMV pro odbér krve byly validovany pro objemy od 0,8 do 1,2 ml. Jestlize hladina
krve v kterékoliv zkumavce neni v blizkosti znacky, je nutné odebrat novy vzorek krve.
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Jestlize se k odbéru krve pouziva motylkova jehla, je nutné pfed pouZitim zkumavek
QF-CMV pro odbér krve pouzit ,odvzdusnovaci* zkumavku k zajisténi, Ze je hadicka
naplnéna krvi.

Krev mize byt také odebrana do jedné bézné odbérové zkumavky obsahujici heparin
lithny jako antikoagulant a poté pfenesena do zkumavek QF-CMV pro odbér krve. Jako
antikoagulant pouzivejte pouze heparin lithny, protoZe ostatni antikoagulanty mohou
naruSovat prabéh testu. Napliite zkumavku pro odbér krve (minimalni objem 5 ml)
a jemné promichejte tak, Zze zkumavku nékolikrat prevratite dnem vzhiru, aby doslo
k rozpusténi heparinu. Tento postup musi provadét pracovnik vySkoleny ve flebotomii.
Nez bude krev pfenesena do zkumavek QF-CMV pro odbér krve k inkubaci, ktera musi
byt zahajena do 16 hodin od odbéru, musi byt uchovana pfi pokojové teploté
(22 °C £5°C).

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

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

P¥ili§ silné trepani muze narusit gel a mohlo by vést k neplatnym vysledkim.

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

3. Oznacte zkumavky pfisluSnym zpisobem.

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

4. Po naplnéni, protfepani a oznaceni Stitkem musi byt zkumavky co nejdfive pfeneseny

do inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C +1 °C (do 16 hodin od odbéru). Pfed inkubaci

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

Faze 1: Inkubace krve a sbér plazmy

Zkumavky inkubujte ve SVISLE poloze pii teploté 37 °C +1 °C po dobu 16—24 hodin.
Inkubétor nevyZaduje COzani zvlihovani.

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

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

Po inkubaci zkumavek pfi teploté¢ 37 °C usnadnite sbér plazmy tim, Ze zkumavky
podrobite 15minutovému odstfedovani pfi 2 000-3 000 RCF (g). Gelova zatka oddéli
bufky od plazmy. Pokud k tomu nedojde, je nutné zkumavky odstfedit znovu.

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

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

Diulezité: Vzorky plazmy je mozné odebirat pouze pomoci pipety.

Vzorky plazmy je mozné naplnit pfimo z odstfedénych zkumavek pro odbér krve do
desticky QF-CMV ELISA, véetné pfipadd, kdy jsou pouzity automatizované pracovni
stanice ELISA.

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

Aby byl objem vzork( pro testovani dostatecny, je tfeba ziskat alespori 150 pl plazmy.
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Faze 2: Test QuantiFERON-CMV ELISA pro lidsky IFN-y

Materialy potfebné k provedeni testu ELISA viz ,Obsah sady, strana 8 a ,Potfebné
materialy, které nejsou soucasti dodavky“, strana 9.

1.

V8echny vzorky plazmy a Cinidla, kromé konjugatu 100x koncentratu, musi byt pfed
pouzitim ohfaty na pokojovou teplotu (22 °C x5 °C). Nechte temperovat alesponi
60 minut.

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

Ponechte alespor jeden strip pro standardy QF-CMV ELISA a dostatené mnozZstvi
stript pro pocet pacientd, které mate testovat. Po pouZiti ramecek uchovejte a uzavrete
pro pouziti se zbyvajicimi stripy.

Rekonstituujte standard soupravy pro lidsky IFN-y deionizovanou nebo destilovanou
vodou o objemu uvedeném na Stitku lahvicky. Opatrné promichejte, aby nedoSlo
k napénéni, a ujistéte se, Zze dojde k dokonalému rozpusténi. Rekonstituci standardu
IFN-y na spravny objem se ziska roztok o koncentraci 8,0 1U/ml.

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

Pomoci rekonstituovaného standardu pfipravte fadu fedéni pro Ctyfi koncentrace IFN-y
v zeleném fedicim roztoku (GD) (Obrazek 1 na nasledujici strané). S1 (standard 1)
obsahuje 4,0 1U/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 alespori v duplikatu. Pfipravte Cerstva fedéni standardu
soupravy pro kazdou relaci analyzy ELISA.
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Priklad postupu postup pro duplikat standardt

Priklad postupu postup pro duplikat standardt

Oznacte Ctyfi zkumavky: S1, S2, S3, S4

Do zkumavek S1, S2, S3 a S4 pfidejte 150 pl Fediciho roztoku GD

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

Preneste 50 pl ze zkumavky S2 do zkumavky S3 a dikladné promichejte

m m o O W »

Zeleny fedici roztok (GD) samotny slouzi jako nulovy standard (S4)

(0

150 pl 50 pl 50 pl

Rekonstituovano Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Standard 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,2 1U/ml 0 IU/ml
soupravy (zeleny redici

roztok)

Obrazek 1. Priprava standardni kfivky sériovym fedénim.

4. Lyofilizovany konjugovany 100x koncentrat rekonstituujte pomoci 0,3 ml deionizované
nebo destilované vody. Opatrné promichejte, aby nedo$lo k napénéni, a ujistéte se,
Ze dojde k dokonalému rozpusténi konjugatu.

Pracovni konjugat se pfipravuje zfedénim pozadovaného mnozstvi rekonstituovaného
konjugovaného 100x koncentratu v zeleném fedicim roztoku (viz Tabulka 1 na
nasledujici strang).

Dukladné av§ak jemné promichejte, aby nedoslo k napénéni.

Ihned po pouziti ulozte pfipadny nespotfebovany konjugovany 100% koncentrat pfi
teploté 2-8 °C.

Pouzijte pouze zeleny Fedici roztok.
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Tabulka 1. Pfiprava pracovniho konjugatu

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

5.

Vzorky plazmy shromazdéné ze zkumavek na odbér krve, které byly nasledné
zmrazeny nebo uchovavany déle nez 24 hodin pred provedenim testu, pfed pfidanim
do jamky testu ELISA dukladné promichejte.

Diulezité: Jestlize maji byt vzorky plazmy pfidany pfimo z odstfedénych zkumavek
QF-CMV pro odbér krve, plazmu v zadném pfipadé nepromichavejte. Vzdy dbejte na
to, abyste nenarusili material na povrchu gelu.

Jsou-li zapotfebi kvantitativni vysledky, zfedte také plazmy CMV a Mitogen 1/10
v zeleném fedicim roztoku (10 ul plazmy + 90 pl zeleného fediciho roztoku). Plazma Nil
nesmi byt fedéna.

Doporuduje se paralelné testovat nasledujici vzorky:
Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)

Analyzac¢ni software QuantiFERON-CMV vsak také podporuje nasledujici moznosti pro
vzorky pacientt:

Nil, Antigen CMV, Mitogen

Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen (1/10)

Nil, Antigen CMV, Mitogen, Antigen CMV (1/10)
Nil, Antigen CMV (1/10), Mitogen
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

Pomoci vicekanalové pipety pfidejte 50 pl Cerstvé pfipraveného pracovniho konjugatu
do potfebnych jamek testu ELISA.

Do pfislusnych jamek pfidejte 50 ul testovanych vzorkd plazmy. Nakonec do
pFislusnych jamek pfidejte 50 pl kazdého ze standardi 1 az 4. Standardy by mély byt
analyzovany alesponfi v duplikatu.

Zakryjte destiCku ELISA a promichejte dikladné konjugat a vzorky plazmy/standardy
pomoci tfepacky mikrotitracnich desticek po dobu 1 minuty pfi otackach 500 az
1 000 ot/min. Zabrarite stfikani.

Zakryjte destiCku ELISA a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C 5 °C) po dobu
120 £5 minut.

Desticky by bé&hem inkubace nemeély byt vystaveny pfimému slune¢nimu svétlu.
Odchyleni od predepsaného rozmezi teplot mlze vést k chybnym vysledkam.

Béhem inkubace pfipravte pracovni promyvaci pufr. Zfedte jeden dil promyvaciho pufru
20x% koncentratu 19 dily deionizované nebo destilované vody a dukladné promichejte.

K dispozici je dostatek 20x koncentratu promyvaciho ¢&inidla k pfipravé 2 litr(
pracovniho promyvaciho pufru.

Po dokonéeni inkubace desti¢ky ELISA jamky promyjte 400 ul pracovniho promyvaciho
pufru alesponi v Sesti cyklech. Doporu€uje se pouzit automatizovanou promyvacku
desticek.

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

Do odpadniho zasobniku by mél byt pfidan standardni laboratorni dezinfekéni
prostfedek a je nutné dodrZovat zavedené postupy pro dekontaminaci potencialné
infekéniho materialu.

Poklepejte na desticky orientované otvory smérem doll na savou utérku nepoustéjici
vlakna, abyste odstranili zbytky promyvaciho pufru. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl
roztoku enzymového substratu, zakryjte desticku vickem a dukladné promichejte
pomoci tfepacky mikrotitracnich desti¢ek po dobu 1 minuty pfi 500 az 1 000 ot/min.

Zakryjte kazdou destiCku a inkubujte pfi pokojové teploté (22 °C £+ 5 °C) po dobu
30 minut. Desticky by béhem inkubace nemély byt vystaveny pfimému sluneénimu
svetlu.
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15. Po 30minutové inkubaci do kazdé jamky pfidejte 50 pl zastavovaciho roztoku pro
enzymatické testy ve stejném poradi jako pfi pfidavani substratu a dikladné
promichejte pomoci tfepacky mikrotitracnich destic¢ek pfi 500 az 1 000 ot/min.

16. Zmérte optickou hustotu (OD) kazdé jamky béhem 5 minut od zastaveni reakce pomoci
Ctecky mikrodesticek s filtrem 450 nm a s referenénim filtrem 620 nm az 650 nm.
Hodnoty OD budou pouzity k vypoétu vysledka.
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Vypocty a interpretace testu

Analyzacni software QuantiFERON-CMV pro analyzu nezpracovanych dat a vypocet
vysledku Ize ziskat od spole¢nosti QIAGEN na adrese www.QuantiFERON.com. Ovéite,
ze pouzivate nejnoveé;jsi verzi softwaru pro analyzu QF-CMV.

Software provadi vyhodnoceni kontroly kvality analyzy, vytvafi standardni kfivku
a poskytuje vysledky testu pro kazdého pacienta, jak je uvedeno v oddilu ,Interpretace
vysledkd” na strané 23. Software vykazuje nejniz$i fedéni, které generuje vysledek
v rozmezi testu QF-CMV ELISA, a bere v Uvahu faktor fedéni.

Jako alternativa k pouziti analyzacniho softwaru QF-CMV je mozné vysledky stanovit
pomoci nasledujici metody.

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

Urcete stfedni hodnoty OD replikatt standardd soupravy na kazdé desticce.

Sestavte standardni kfivku loge)—loge) vynesenim hodnoty loge) stfednich hodnot OD
(naose y) proti hodnotam loge) standardni koncentrace IFN-y v IU/ml (na ose Xx),
s vynechanim nulového standard z vypocétd. Pomoci regresni analyzy vypocitejte linii
nejlepsi shody pro standardni kfivku.

Standardni kfivku pouzijte ke stanoveni koncentrace IFN-y (IU/ml) pro kazdy testovany
vzorek plazmy s pouzitim hodnoty OD kazdého vzorku.
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Tyto vypocty je mozné provadét pomoci softwarovych bali¢kd, které jsou k dispozici pro
¢teCky mikrotitracnich destiek, a standardniho tabulkového procesoru nebo statistického
softwaru (napfiklad Microsoft® Excel®). Doporucuje se, aby byly tyto balicky pouzity
k vypocCtu regresni analyzy, koeficientu variace (Coefficient of Variation, %CV) pro
standardy a korela¢niho koeficientu (r) standardni kfivky.

QF-CMV ELISA,; s tim, Ze kde je to relevantni, bude vzat v ivahu faktor fedéni.

Kontrola kvality testu

Presnost vysledk( testu zavisi na vytvofeni pfesné standardni kfivky. Proto musi byt
vysledky odvozené od standardud pred interpretaci vysledky testli vzork( proSetfeny.

Aby byla analyza ELISA platna:

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

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

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

Software pro analyzu QF-CMV vypocita 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 desticek.
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Interpretace vysledkU

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

Tabulka 2. Interpretace vysledkl testu QuantiFERON-CMV

Nil Mitogen minus Vysledek testu
(IU/ml) CMV minus Nil (IU/ml) Nil (IU/ml)* QF-CMV Vykazany vysledek/Interpretace
20,20 a 225 % hodnoty Nil Jakykoliv Reaktivnit Protilatky proti CMV detekovany
<80 20,5 Nereaktivni Zrct)tlll(atky proti CMV NEBYLY
<0,20 NEBO 20,20 etekovany
a <25 % hodnoty Nil ; : :
<05 Nejednoznagny* Vysledky]sou z hlved’lska odezvy
CMV nejednoznacné
>8,05  Jakykoliv Jakykoliv Nejednoznagnyt  ysiedky jsou z hlediska odezvy

CMV nejednoznacné

* Odezvy na pozitivni kontrolu Mitogen (a pfilezitostné na antigeny CMV) mohou byt béZné mimo rozsah ¢tecky
mikrotitranich desti¢ek. To nema zadny dopad na vysledky testu.

TV pfipadech, kdy neexistuje podezieni na infekci cytomegalovirem, mohou byt ptivodni reaktivni vysledky
potvrzeny opakovanym testovanim plvodnich vzork( plazmy testem QF-CMV ELISA v duplikatu. Pokud je
opakované testovani jednoho nebo obou replikatd pozitivni, musi byt test dané osoby povazovan za reaktivni.

* Mozné priginy jsou uvedeny v ,Reseni problémd” (na strané 38).

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

§ V Kklinickych studiich mélo méné nez 0,25 % subjektt u hodnoty Nil hladinu IFN-y >8,0 IU/ml.

Poznamka: Naméfena hladina IFN-y musi byt pfi stanovovani imunitni odpovédi pacienta
na antigeny CMV pouZita ve spojeni s jeho klinickym obrazem, zdravotni anamnézou
a dalSimi diagnostickymi hodnocenimi. Test QF-CMV neslouzi k uréeni infekce CMV
a nemél by byt pouzivan k vylou¢eni moznosti infekce CMV.
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Omezeni

Vysledky testu QuantiFERON-CMV musi byt pouZity spoleéné s epidemiologickou
anamnézou kazdého pacienta, jeho aktualnim zdravotnim stavem a dal8imi diagnostickymi
hodnocenimi.

Nespolehlivé nebo nepriikazné vysledky se mohou objevit v disledku:

® QOdchylky od postupu popsaného v pfibalové informaci testu QuantiFERON-CMV ELISA
® Nadmérné hladiny IFN-y v kontrolni zkumavce

® Uplynuti doby od odbéru vzorku krve do inkubace pfi 37 °C del$i nez 16 hodin.

Ocekavané hodnoty

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

Distribuce odpovédi IFN-y na zkumavku Mitogen (minus Nil) byla uréena ze
vzork(l 733 zdravych dospélych subjektl testovanych pomoci testu QF-CMV ELISA bez
ohledu na sérologii CMV IgG (Obrazek 3). Vysledek Mitogen (minus Nil) mendi nez
0,5 IU/ml oznacCuje bud selhani testu nebo snizenou imunitu subjektu. Ve skupiné zdravych
jedincu do této kategorie spadaly pouze 2 ze 733 vysledk.
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Obrazek 3. Distribuce odpovédi na zkumavku Mitogen—IFN-y (minus Nil) u zdravych subjekta (n = 733).

Distribuce odpovédi IFN-y na zkumavky Nil byla stanovena na zakladé 1020 vzorkd plazmy
odebranych zdravym subjektiim testovanym pomoci testu QF-CMV ELISA bez ohledu na
sérologii CMV IgG (Obrazek 4).

Populace (%)
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Obrazek 4. Distribuce odpovédi na zkumavku Nil IFN-y u zdravych subjektti (n = 1020) vyjadiena jako
procentni podil populace.
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Funkcni charakteristiky

Klinicka funkce

Prahova hodnota testu pro detekci pfedchozi expozice viru CMV pomoci testu QF-CMV
byla stanovena s pouzZitim analyzy vysledkd od skupiny zdravych subjektl (n = 223),
kde byly vysledky QF-CMV porovnany se sérologickymi vysledky CMV IgG. Analyzou ROC
bylo stanoveno, Ze prahova hodnota testu 0,04 IU/ml (po odecteni hodnoty Nil)
poskytla optimalni pozitivni a negativni prediktivni hodnoty testu QF-CMV (plocha pod
kfivkou = 0,9679 [95% CI: 0,9442-0,9915, p < 0,0001]), a pfedstavovala tedy prahovou
hodnotu, pfi niz tento test nejucinnégji slouzil svému uréenému u&elu u zdravé populace.

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

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

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

Doporuc¢ena prahova hodnota klinického testu pro tuto analyzu u zkumavky CMV Antigen
(minus Nil) je 0,2 IU/ml, s tim, Ze pro jina klinicka prostfedi mohou byt validovany jiné
prahové hodnoty.

Klinické studie

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje zadny definitivni standard pro potvrzeni nebo vylou€eni
diagndzy infekce cytomegalovirem, odhad citlivosti a specificity pro QF-CMV nelze
prakticky vyhodnotit. Specificita a citlivost testu QF-CMV byla stanovena pfiblizné
vyhodnocenim drovné shody mezi odpovédmi QF-CMV a sérologickym stavem CMV IgG
u zdravych subjektu.

Specificita testu QF-CMV byla pfiblizné stanovena vyhodnocenim miry faleSné pozitivnich
vysledkud (reaktivni odpovédi QF-CMV) u vzorkd zdravych darci bez prdkazu predchozi
expozice CMV (CMV IgG séronegativni osoby). Citlivost byla pfiblizné stanovena
vyhodnocenim odpovédi QF-CMV u vzorkd zdravych darcd s prokazanou predchozi
expozici CMV (CMV IgG séropozitivni osoby). Test QF-CMV vyuziva velké mnoZstvi
epitopl specifickych pro CMV z rdznych bilkovin CMV a tak pokryva Siroké spektrum
populace s raznymi haplotypy HLA I. tfidy (pfibliziné 98 % populace). Vzhledem k tomu, Ze
haplotypy HLA testovanych subjektt ve vztahu k sérologii CMV nebyly znamy, o¢ekavalo
se, ze malé procento sérologicky pozitivnich osob bude na zkumavky QF-CMV pro odbér
krve nereaktivni.

Specificita

Ve studii 591 vzorkl zdravych subjektll nebyly detekovany Zadné faleSné pozitivni
vysledky testu QF-CMV u CMV IgG séronegativnich jedincl. 248 z 248 testovanych vzorku
bylo dle testu QF-CMV ELISA nereaktivnich a dle sérologického testu CMV IgG
negativnich. Vysledky ziskané pomoci testu QF-CMV a sérologického testu CMV IgG
vykézaly 100% shodu.
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U vSech ostatnich vyhodnoceni specificity provedenych u pfijemct transplantovanych
solidnich organd (1-8), pfijemct hematopoetickych kmenovych bunék (9,10) a pacientd
infikovanych virem HIV (11), byla shoda mezi testem QF-CMV a sérologickym testem CMV
IgG rovnéz 100 %.

Citlivost

Ve studii provadéné na 343 vzorcich zdravych subjektl séropozitivnich na CMV IgG byla
uroven shody mezi odpovédmi testu QF-CMV a sérologickymi vysledky testu CMV IgG
80,5 %; 276 ze 343 vzorkl bylo v testu QF-CMV reaktivnich a v sérologickém testu CMV
IgG pozitivnich. Pozorovana nesrovnalost mize byt zpUsobena faleSné pozitivni sérologii
CMV nebo absenci responzivnich HLA typu u testovanych jedinc(.

Urovel shody pfi vyhodnoceni citlivosti provedenych u pFijemcli transplantovanych
solidnich organd (1-8), pfijemct hematopoetickych kmenovych bunék (9, 10) a pacientl
infikovanych virem HIV (11) byla nizSi a mohla byt zplisobena pouzitim faleSné pozitivniho
sérologického testu CMV, absenci responzivnich typd HLA u testovanych jedincd nebo
absenci reaktivnich T-bunék u téchto pacientd v disledku jejich imunosuprese.

Studie dokladajici klinickou vyuZzitelnost

Jak sérologie CMV IgG, tak test QF-CMV uvadi, ze zamySlenym pouzitim je moznost
detekce imunity proti CMV. Ve vztahu k transplantacim je sérologie CMV Siroce vyuzivana
pfed transplantaci pro stanoveni rizika komplikaci souvisejicich s CMV u pfijemce po
transplantaci, avSak po transplantaci je hodnota vlastniho testu omezena. Alternativné Ize
u pfijemcl transplantovanych organd pouzit test QF-CMV k vyhodnoceni Urovné imunity
vUucéi CMV u pacientd, ktefi jsou ohroZeni rozvojem symptomatické infekce CMV a/nebo
onemocnéni v dusledku imunosuprese (12—15).

Pfinos testu QuantiFERON-CMV v souvislosti s transplantaci prokdzala fada
publikovanych klinickych studii provadénych v rznych kohortach pacientt (1-11, 15, 16).
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V rozsahlé studii 108 pfijemcu transplantovanych solidnich organ (4), méli pacienti
s reaktivnim vysledkem QF-CMV pfi dokonéeni profylaktické Ié¢by infekce CMV vyznamné
niz8i miru nasledného onemocnéni CMV (3,3 % nebo 1/30; pfi pouZiti prahové hodnoty
0,2 IU/ml) v porovnani s témi, ktefi méli nereaktivni vysledek QF-CMV (21,8 % nebo 17/78,
p = 0,044) (obrazek 5).
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Obrazek 5. Mira onemocnéni CMV s pozdnim nastupem u pacientu s reaktivnim vysledkem testu
QuantiFERON-CMV oproti pacientiim s nereaktivnim vysledkem testu QuantiFERON-CMV pfi ukonéeni
profylaktické 1éEby. Zakladni udaje nalezeny v dokumentu autorti Kumar et al. (4).
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Navic CMV séronegativni pfijemci transplantovanych organd, ktefi obdrzeli organ od CMV
pozitivniho darce (. D+/R-) a méli reaktivni vysledek testu QF-CMV po ukonceni
profylaktické lé€by, zGstavali bez onemocnéni CMV ¢astéji a po delSi dobu, coz znamena,
Ze test QF-CMV muze byt pouzit pro identifikaci pacientd s rizikem onemocnéni CMV
s pozdnim nastupem.

Tato studie také upozornila na to, Ze v kohorté pacientl po transplantaci s nejvy$$im
rizikem rozvoje onemocnéni CMV (D+/R-) byl reaktivni vysledek kdykoliv po ukonéeni
profylaktické lIé¢by spojen s vySSi Sanci, Ze u nich onemocnéni CMV nepropukne.

Ve studii zahrnujici 37 pacientli po transplantaci solidnich organ( (6) pomohlo hodnoceni
CMV-specifickych CD8+ T-buné&&nych odpovédi pomoci testu QF-CMV pfedpovédét
spontanni virovou clearanci ve srovnani s progresi CMV onemocnéni po zvy$eni CMV
viremie. V této studii 24 z 26 pacientd (92,3 %) s reaktivnim vysledkem testu QF-CMV
(pfi pouziti testovaci prahové hodnoty IFN-y 20,2 [U/ml) virus CMV spontanné vyloucilo,
zatimco ve skupiné s nereaktivnim vysledkem QF-CMV mélo stejny vysledek pouze 5 z 11
(45,5 %) pacientd.

Studie provedena na 67 prijemcich transplantatu plice, ktera hodnotila epizody CMV
viremie po transplantaci (7), zjistila, ze 18/25 (72 %) epizodam CMV viremie predchazel
nereaktivni vysledek testu QF-CMV, oproti 4/16 (25 %) epizodam, kterym predchazela
reaktivni odpovéd QF-CMV (FisherQv exaktni test, p = 0,0046; Obrazek 6).
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Obrazek 6. Statisticka analyza reakci CD8+ CMV specifickych T- bunék dle detekce pfri testu QuantiFERON-
CMV a rozvoj virémie CMV (Fishertiv exaktni test, p = 0,0046). Zakladni udaje nalezeny v dokumentu autort
Weseslindtner et al (7).

Ve velké multicentrické prospektivni studii zahrnujici 127 CMV-séropozitivnich darcl
a CMV-séronegativnich pfijemcu - pacientli po transplantaci solidnich organt (8), z nichz
vsSichni dostavali antivirovou profylaxi, bylo prokazano, ze pacienti s reaktivnim vysledkem
QF-CMV (pfi pouziti testovaci prahové hodnoty 0,1 IU/ml) v jakémkoli ¢asovém bodé po
dokonceni profylaxe proti CMV méli vyznamné niz§i miru pozdniho onemocnéni 12 mésicu
po transplantaci (6,4 %) ve srovnani s pacienty s nereaktivnim vysledkem QF-CMV
(22,2 %) a nepriikaznym vysledkem (58,3 %, p <0,001). Pfi klasifikaci neprikaznych
vysledkd jako ,nereaktivnich® byla incidence néasledného onemocnéni CMV 6,4 % vs.
26,8 %, p = 0,024. Prediktivni hodnoty pozitivnich a negativnich vysledkt testu QF-CMV
pro ochranu pfed onemocnénim CMV byly 0,90 (95% CI 0,74-0,98), respektive 0,27 (95%
Cl 0,18-0,37). Tato studie zjistila, Zze test QF-CMV mUze byt uziteCny k predikci, zda jsou
pacienti vystaveni malému, stfednimu, nebo vysokému riziku rozvoje onemocnéni CMV po
profylaktické I&Cbé.
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V ramci prospektivni studie 55 pfijemcu transplantovaného solidniho organu (8), v niz byla
analyzovana souvislost mezi vysledky testll QF-CMV pred transplantaci a epizod replikace
CMV po transplantaci, bylo zjisté€no, ze vy38i incidence replikaci CMV po transplantaci byla
pozorovana u CMV séropozitivnich pfijemcd s nereaktivnim (s pouzitim prahové hodnoty
testu 0,2 IU/ml) vysledkem testu QF-CMV pfed transplantaci (7/14 nebo 50 %),
v porovnani s CMV séropozitivnimi pfijemci s reaktivnim vysledkem testu QF-CMV
(4/30 nebo 13,3 %, p = 0,021).

Tato studie zjistila, Ze pfFijemci s nereaktivni odpovédi QF-CMV pred transplantaci, ktefi
obdrzeli organ od CMV-séropozitivniho darce, méli desetkrat vyssi riziko replikace CMV ve
srovnani s pfijemci s reaktivni odpovédi QF-CMV pied transplantaci (upraveny OR 10,49,
95% CI 1,88-58,46). Proto mlze byt test QF-CMV pred transplantaci uziteény pfi predikci
rizika replikace CMV po transplantaci a tim umoznit individualizaci |é€by infekce CMV po
transplantaci solidnich organu.

Po celém svété byla dokoncena (2, 3, 5, 9, 10, 15, 16) nebo v sou¢asné dobé probiha fada
dalSich studii zabyvajicich se detekci CMV-specifickych CD8+ T-bunéfnych odpovédi
pomoci testu QF-CMV u skupiny pFijemct transplantatu.
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Mezinarodni konsenzus o IéCbé infekce cytomegalovirem u pacientu
s transplantovanymi solidnimi organy

Dilezitost monitoringu imunity specifiky zaméfeného na CMV byla uznana a publikovana
v Updated International Consensus Guidelines on the Management of Cytomegalovirus in
Solid Organ Transplantation (Aktualizovany mezinarodni konsenzus o |é¢bé infekce
cytomegalovirem u pacientl s transplantovanymi solidnimi organy) (12). Tyto mezinarodni
pokyny vytvorené komisi odbornikd na CMV a transplantace solidnich organd, kterou
svolala ,The Infectious Diseases Section of The Transplantation Society”, pfedstavuje
konsenzus zalozeny na dukazech a odbornych nazorech o [éébé CMV, vcetné:
diagnostiky, imunologie, prevence a lécby.

Zavér téchto pokynl zni, Ze ,Monitorovani imunitni odpovédi CMV specifickych T-bunék
mUlze predikovat osoby s rizikem onemocnéni CMV po transplantaci a muze byt uzite€né
pfi fizeni profylaxe a preventivni 1éCby” (12).

Dale tyto pokyny také poskytly doporuceni ohledné atributl idealniho testovani pro
monitoring imunity, které zahrnuiji:

® Schopnost posoudit mnozstvi a funkci CD4 * a CD8 * T bunék u pfijemce transplantatu
® Schopnost stanovit hladinu IFN-y

® Jednoduchost provedeni, efektivnost nakladu a reprodukovatelnost

® Rychlou dobu zpracovani

® Snadné zaslani vzorkl do specializovanych referenénich laboratofi

Test QF-CMV splnuje prakticky vSechna kritéria stanovena témito pokyny a predstavuje
jediny standardizovany test pro monitorovani imunity specificky pro CMV a schopny
detekovat IFN-y.
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Charakteristika funkCnich vlastnosti analyzy

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

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

Detekéni mez testu QF-CMV ELISA ¢ini 0,065 IU/ml a nebyl prokazan zadny efekt prozény
u koncentraci IFN-y do 10.000 IU/ml. Ukézalo se, Ze protilatky QF-CMV ELISA nereaguji
zkfizené s zadnymi testovanymi cytokiny v€etné IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 a IL12.

Linearita testu QF-CMV ELISA byla prokdzana nahodnym umisténim péti replikatd
11 smési plazmy se znamymi koncentracemi IFN-y na desticku ELISA. Kfivka linearni
regrese ma sklon 1,002 £0,011 a korelacni koeficient 0,99 (Obrazek 7).
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Stanovena hladina IFN-y
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Obrazek 7. Profil linearity testu QF-CMV ELISA uréeny z testovani péti replikati 11 vzorka plazmy o znamych
koncentracich IFNy.

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

Nepfesnost v ramci jednoho béhu testu nebo v ramci jedné analyzy byla odhadnuta jako
pramér variacniho koeficientu %CV pro kazdou testovanou plazmu obsahujici IFN-y
z kazdého testovaciho cyklu desticky (n = 9) a pohybovala se v rozsahu 4,1 az 9,1 %CV.
Priimérna hodnota %CV v ramci béhu testu (£95% CI) Cinila 6,6 £0,6 %. Nulova hodnota
IFN-y plazmy ¢€inila v prdméru 14,1 %CV.

Celkova nepresnost neboli nepfesnost mezi rlznymi analyzami byla stanovena
porovnanim 27 vypocitanych koncentraci IFN-y pro kazdy vzorek plazmy a pohybovala se
v rozsahu od 6,6 do 12,3 %CV. Celkova primérna hodnota %CV (x95% CI) &inila 8,7 %
10,7 %. Nulova hodnota IFN-y plazmy vykazovala variacni koeficient 26,1 %CV.
Tato uroven odchylky se dala olekavat, protoZe vypocitana koncentrace IFN-y je nizka
a odchylka v okoli nizkého odhadu koncentrace bude vétsi nez pfi vyssich koncentracich.
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Technickeé udaje

Nejednoznacné vysledky

Nejednoznacné vysledky mohou souviset se stavem imunity testovanych osob, avSak
mohou se také vztahovat k mnoZstvi technickych faktort:

Uplynuti doby od odbéru krve do inkubace pfi 37 °C delSi nez 16 hodin

® Uchovavani krve mimo doporucéeny rozsah teplot (22 °C +5 °C)

Nedostateéné promichani zkumavek s odebranou krvi

® Nedokonalé promyti desticky ELISA

Pokud existuje podezieni, ze doslo k technickym problém{m pfi odbéru nebo manipulaci
se vzorky krve, zopakujte cely test QF-CMV s novymi vzorky krve. Zopakovani testovani
ELISA stimulované plazmy je mozné provést, pokud je podezieni na jakoukoliv odchylku
od postupu pro test ELISA. Nejednoznacné vysledky (z nizkych hodnot mitogenu) by se
nemély pfi opakovaném testovani zménit, pokud nedoslo k chybé pfi testovani ELISA.

Srazeni vzorku plazmy

Pokud se pfi dlouhodobém skladovani objevi ve vzorcich plazmy srazeniny fibrinu,
odstfedte vzorky, aby se srazeny material usadil a napipetovani plazmy bylo snadnégjsi.
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Reseni problémd

Tento navod k feSeni problémd mize byt uziteCny pFi feSeni pFipadnych potiZi. Vice

informaci naleznete také v na strankach

technickych  udajich  uvedenych

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

Komentare a navrhy

Nizké hodnoty optické hustoty pro standardy

a) Chyba fedéni standardu Ujistéte se, Ze Fedéni standardu soupravy jsou pfipravena spravné dle
pokynt v pfibalovém letaku testu QF-CMV ELISA.

b) Chyba pipetovani Ujistéte se, Ze je zafizeni kalibrovano a pouzivano dle pokyn( vyrobce.

c) Prili§ nizka teplota inkubace  Inkubace pfi testu ELISA by méla byt provadéna pii pokojové teploté
(22 °C 5 °C).

d) Prili$§ kratka doba inkubace Inkubace desti¢ky s konjugatem, standardy a vzorky musi trvat 120 5 minut.
Roztok enzymového substratu se inkubuje na desti¢ce po dobu 30 minut.

e) Pouzit nespravny filtr ¢tecky  Hodnoty desticky musi byt naéteny s filtrem o vinové délce 450 nm

desticek s referen¢nim filtrem od 620 do 650 nm.

f)  Pilis studené reagencie V8echna reagenéni €inidla, s vyjimkou konjugovaného 100x koncentratu,
musi byt pfed zahajenim analyzy temperovana na pokojovou teplotu.
To muZe trvat pfiblizné 1 hodinu.

g) Prosla doba pouzitelnosti Souprava musi byt pouzita do uplynuti data pouzitelnosti. Dbejte, aby

soupravy/komponent

Nespecifické zabarveni

rekonstituovany standard a konjugovany 100x koncentrat byly pouzity do
3 mésicu od data rekonstituce.

a) Nedostate¢né promyti Promyjte desticku alespon Sestkrat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
desticky jamku. V zavislosti na pouZzitém promyvacim roztoku muze byt zapotrebi vice
nez Sest promyvacich cykld. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alesporn po dobu 5 sekund.
b) Zkfizena kontaminace jamek Pfi pipetovani a miseni vzorku budte opatrni, aby se minimalizovalo riziko
ELISA kontaminace.
c) Prosla doba pouzitelnosti Souprava musi byt pouZita do uplynuti data pouzitelnosti. Dbejte, aby
soupravy/komponent rekonstituovany standard a konjugovany 100x koncentrat byly pouzity do
3 mésicul od data rekonstituce.
d) Kontaminace roztoku Pokud se objevi modré zbarveni, roztok zlikvidujte. Ujistéte se, Ze pouzivate

enzymového substratu

Cisté nadoby na reagencie.
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Komentare a navrhy

e)

Miseni plazmy
v centrifuga¢nich

zkumavkach pfed odbérem

Vysoké pozadi

a)

d)

Nedostate¢né promyti
desticky

P¥ili§ vysoka teplota
inkubace

Prosla doba pouzitelnosti
soupravy/komponent

Kontaminace roztoku
enzymového substratu

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

Promyjte desticku alespon Sestkrat pomoci 400 pl promyvaciho pufru na
jamku. V zavislosti na pouzitém promyvacim roztoku mdze byt zapotrebi vice
nez Sest promyvacich cyklu. Jamky by se mély ponechat mezi kazdym
cyklem namoceny alespori po dobu 5 sekund.

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

Souprava musi byt pouzita do uplynuti data pouzitelnosti. Dbejte, aby
rekonstituovany standard a konjugovany 100x% koncentrat byly pouzity do
3 mésicu od data rekonstituce.

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

Nelinearni standardni kfivka a variabilita duplikatu

a)

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

Nedostate¢né promyti
desticky

Chyba fedéni standardu

Nedostate¢né promichani

Nejednotna technika
pipetovani nebo preruseni
béhem pfipravy testu

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

Ujistéte se, Ze Fedéni standardu soupravy jsou pfipravena spravné dle
pokyn( v této pfibalové informaci.

Reagenc¢ni cinidla dukladné promichejte tak, Ze pred jejich pfidanim na
desticku zkumavku prevratite nebo lehce protfepete na tfepacce.

PFidavani vzorkd a standard by mélo probihat nepferu$ované. VSechna
reagencni ¢inidla musi byt pfipravena pfed zahajenim analyzy.

prostfednictvim vaseho dodavatele nebo na strance www.QuantiFERON.com.
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Symboly
Na obalu a zna€eni se mohou objevit nasledujici symboly:

Definice symbolu

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

»
:[-<

3
T
=

A

z

v

Pouzijte do

Oznaceni CE

I
m

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové ¢islo

Cislo garze

Cislo materialu

Globalni ¢islo obchodni polozky (Global Trade Item Number)

Teplotni omezeni

Nepouzivejte opakované

e EEEE

\A
/%

Chrarite pred slune¢nim svétlem

Prostudujte si navod k pouZziti

Vyrobce

E:

EC | REP | Zplnomocnény zastupce pro Evropské spolecenstvi
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Kontaktni udaje

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory na internetové
adrese www.giagen.com/Support, volejte na telefonni Cislo 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni spole€nosti QIAGEN anebo nase mistni
distributory (viz zadni strana obalu nebo navstivte webové stranky www.qgiagen.com).
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Zkraceny postup testu ELISA

Faze 1: Inkubace krve

1. Odeberte krev pacienta do odbérovych zkumavek a poté
desetkrat (10) dobfe protfepejte zkumavky tak, aby doSlo ke
smoceni celé vnitfni stény zkumavek krvi a rozpusténi antigen(
na jejich sténé.

2. Zkumavky inkubujte ve svislé poloze pfi teploté 37 °C +1 °C po
dobu 16—24 hodin.

3. Po inkubaci zkumavky odstfedujte po dobu 15 minut pfi
2 000-3 000 RCF (g), aby se oddélila plazma a c&ervené Jﬁ&
krvinky. i

4. Po odstfedéni se pfed odbé&rem plazmy vyhnéte pipetovani /
nahoru a dolll nebo michani plazmy. VZzdy dbejte na to, abyste
nenarusili material na povrchu gelu.

Faze 2: IFN-y ELISA

1. Ponechte temperovat soucasti testu ELISA, s vyjimkou L
konjugovaného 100x koncentratu, na pokojovou teplotu 1-:00

alespon po dobu 60 minut.
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Provedte rekonstituci standardu soupravy na 8,0 I1U/ml
deionizovanou nebo destilovanou vodou. Pfipravte c&tyfi (4)
standardni fedéni.

Provedte rekonstituci lyofilizovaného konjugovaného 100x
koncentratu destilovanou nebo deionizovanou vodou.

Pfipravte pracovni roztok konjugatu v zeleném Fedicim roztoku
a do v8ech jamek pfidejte 50 pl.

Do pfislusnych jamek pfidejte 50 pl testovanych vzorkl plazmy
a 50 pl standard(l. Promichejte pomoci tfepacky.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 120 minut.

Promyjte jamky alespor 6krat pomoci 400 pl promyvaciho pufru
na jamku.

Pfidejte do jamek 100 pl roztoku enzymového substratu.
Promichejte pomoci tfepacky.

Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
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10. Pfidejte do jamek 50 pl zastavovaciho roztoku pro enzymatické
testy. Promichejte pomoci tfepacky.

11. Zjistéte vysledné hodnoty pfi 450 nm pomoci referenéniho filtru

620 az 650 nm. H \
12. Provedte analyzu vysledki. { 7 J
| .~
.f:L_ o L\\
[ PGS \
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Historie revizi prirucky

Dokument Zmény Datum

L1075110-R06 Potfebné materidly, které nejsou soucasti dodavky, pfidana vicka Rijen 2019
desticek, strana 9
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Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™
(Quest International, Inc.).

Smlouva o omezené licenci pro soupravu QuantiFERON-CMV ELISA
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kazdy kupuijici nebo uZivatel produktu sviij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se muze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouZiti pouze s komponenty dodanymi
v panelu. Spole¢nost QIAGEN neudéluje Zadnou licenci na své duSevni vlastnictvi k pouZiti nebo zaclenéni soucasti tohoto panelu spole¢né s jakymikoli
soucastmi, které nejsou jeho soucasti, s vyjimkou pFipadi popsanych v protokolech dodanych s produktem, v této pfirucce a v dal$ich protokolech dostupnych

na adrese www.giagen.com. Nékteré z téchto dalSich protokolii byly poskytnuty uZivateli QIAGEN dal$im uzivatelim QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spole¢nosti
QIAGEN duikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zéruku na to, Ze neporusuji prava tfetich stran.

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

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

5. Kupujici a uzivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muze prosazovat zakazy z tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyZzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vy3Setfovani a soudni vylohy véetné poplatkl za pravni zastupce v ptipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti s panelem a/nebo jeho soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky naleznete na adrese www.giagen.com.

© 2019 QIAGEN. Vsechna prava vyhrazena.
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