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1. VERWENDUNGSZWECK

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) ist ein Test zuin-vitro-Diagnostik, der einen Peptidcocktail enthalt, der
die Proteine ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) simuliantd Zellen in heparinisiertem Vollblut stimuliefer
Nachweis von Interferop-(IFN-y) durch die ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Adsislethode dient
der Erkennung voin-vitro-Reaktionen auf diese Peptidantigene, die bei difyaobacterium tuberculosis
Infektion vorliegen.

QuantiFERON-TB Gold IT ist ein indirekter Test zum Nachweisne&i M. tuberculosidnfektion
(einschlieBlich der aktiven Erkrankung). Die Tegédmisse  sollten im Zusammenhang mit der
Risikobeurteilung, Rontgenuntersuchungen und sgeistimedizinischen und diagnostischen Untersuchungen
betrachtet werden.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Tuberkulose (Tb) ist eine ansteckende Erkrankuiggddrch eine Infektion mit Organismen déstuberculosis
—Komplexes §. tuberculosis, M. bovis, M. african)merursacht wird. Die Ansteckung durch Personénad

Tb der Atemwege leiden, erfolgt in der Regel Uliae &répfcheninfektion. Bei neu infizierten Patiemtkann

die Th-Erkrankung innerhalb von Wochen oder Monaeftreten, aber bei den meisten Infizierten trékeine
Beschwerden auf. Bei einigen persistiert eine tatéruberkulose-Infektion (LTBI), eine nicht ansteokle,
asymptomatische Erkrankung, die erst nach Monatder @dahren zum Ausbruch kommen kann. Der
Hauptzweck der Erkennung der LTBI besteht daring éBehandlung zur Pravention des Ausbruchs der Tb-
Erkrankung in Betracht zu ziehen. Bis vor Kurzenr dar Tuberkulin-Hauttest (tuberculin skin test, T) Slie
einzige verfiigbare Methode zur Diagnose der LTBEe Kutane Sensitivitat fir Tuberkulin entsteht 2 &D
Wochen nach der Infektion. Jedoch reagieren eilmfigierte nicht auf Tuberkulin, darunter z.B. Fatien mit
einer gestorten Immunreaktion infolge anderer Erkuagen, aber auch Patienten ohne solche Stérungen.
Umgekehrt weisen jedoch einige Personen, die noifgr Wahrscheinlichkeit nicht an eindr tuberculosis
Infektion leiden, nach der Impfung mit Bacillus @atte-Guérin (BCG), nach Infektion mit anderen
Mykobakterien als dervl. tuberculosisomplex oder aufgrund unbekannter anderer Fakteies Tuberkulin-
Sensitivitat auf und erzielen ein positives Testbrags im Tuberkulin-Hauttest

LTBI muss von einer Th-Erkrankung unterschiedendear die meldepflichtig ist und in der Regel dienga

und die unteren Atemwege beféllt; es kdnnen jedagbh andere Organsysteme betroffen sein. Die Tb-
Erkrankung wird aufgrund historischer, physischadiologischer, histologischer und mykobakteriosatjier
Untersuchungsergebnisse diagnostiziert.

Der QuantiFEROR-TB Gold IT Test misst die zellvermittelten Immu@Nil)-Reaktionen auf Peptidantigene,
die mykobakterielle Proteine simulieren. Diese &ira (ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4)) fehlen in aBDG-
Stdmmen und in den meisten nicht-tuberkuldsen Mgktdyien mit Ausnahme vavl. kansasii, M. szulgaind
M. marinum’® Bei Personen, die mit Organismen #lestuberculosisKomplexes K. tuberculosis, M. bovis, M.
africanunj infiziert sind, liegen im Allgemeinen Lymphozyteim Blut vor, die diese und andere
mykobakterielle Antigene erkennen. Bei diesem Enkegsprozess wird das Zytokin IRNproduziert und
freigesetzt. Der Nachweis und die anschlieRendetizéerung von IFNy bildet die Grundlage dieses Tests.

Die im QuantiFERON-TB Gold IT Test verwendeten Antigene sind ein Rimutcktail, der die Proteine
ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) simuliert. ZahlreicBaudien haben gezeigt, dass diese Peptidantigene di
IFN-y-Reaktion in den T-Zellen vokl. tuberculosidnfizierten stimulieren, aber nicht die T-ZellenrnvNicht-
infizierten oder BCG-geimpften Personen ohne Thrditkung oder LTBI-Risikd:*? Jedoch kann die IFM-
Reaktion durch medizinische Behandlungen oder Bkknagen, die die Immunfunktion beeintrachtigen,
potenziell verringert werden. Patienten mit besttemmanderen mykobakteriellen Infektionen kdnnemédiks
auf ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) reagieren, daGkae, auf denen sich diese Proteine befinden, iaudh
kansasii, M. szulgaund M. marinum*? vorliegen. Der QuantiFERONTB Gold IT Test ist daher eine
wertvolle Hilfe bei der Diagnose einer Infektiontrdiem M. tuberculosisKomplex bei erkrankten Patienten.
Ein positives Testergebnis unterstutzt die Diagneiser Tbh-Erkrankung; jedoch kann es auch durctelend
Mykobakterien (z.BM. kansasii hervorgerufen werden. Fir die Bestatigung bzw Aasschluss einer Th-
Erkrankung sind weitere medizinische und diagnols@dJntersuchungen erforderlich.



Testprinzip

Das QuantiFERORITB Gold IT System beinhaltet spezielle Blutentnandrchen, in die die Vollblutproben
entnommen werden. Die anschlieRende InkubationBligproben im Réhrchen dauert 16 bis 24 Stunden.
Danach wird das Plasma entnommen und auf das gerlievon IFNy untersucht, das gegebenenfalls in
Reaktion auf die Peptidantigene gebildet wurde.

Der QuantiFEROR-TB Gold IT Test besteht aus zwei Schritten. InSthritt wird die Vollblutprobe in die
verschiedenen QuantFERGN'B Gold Blutentnahmerdhrchen entnommen. Hierzu oget  ein
Nullkontrollréhrchen, ein Th-Antigen-Réhrchen urid eptionales Mitogen-Rohrchen.

Das Mitogenrdhrchen kann beim QuantiFERORB Gold IT Test als positive Kontrolle verwendeenaen.
Dies kann besonders angezeigt sein, wenn der Intatussdes Patienten fraglich ist. Das Mitogenréénch
kann auch als Kontrolle fir den korrekten Umgangder Blutprobe und fiir die korrekte Inkubationgesetzt
werden.

Das Roéhrchen sollte so rasch wie moglich, unbededyich binnen 16 Stunden nach der Blutentnahnie, be
37°C inkubiert werden. Nach der 16- bis 24-stindiggubationszeit werden die R6hrchen zentrifugieenn
wird das Plasma entnommen und die N~Ntenge (in IE/ml) mit Hilfe der ELISA-Methode bestmt.

Der Test gilt als positiv fir die IFNHReaktion auf das Th-Antigenréhrchen, wenn diesertWignifikant tiber
dem Wert der Nullkontrolle (IFN-in IE/ml) liegt. Bei Verwendung des Mitogenréhrake dient die
mitogenstimulierte Plasmaprobe als IFNbositive Kontrolle fir jede getestete Probe. Ejseinge Reaktion
auf Mitogen (< 0,5 IE/ml) gilt als unschliissigeg&bnis, wenn die Blutprobe auch eine negative Reak

ion auf die Th-Antigene aufweist. Ein solches Mudtann bei ungentgender Lymphozytenzahl, verriegert
Lymphozytenaktivitat infolge unsachgemafier Probbkabdlung, unsachgemaem Befiillen oder Mischen des
Mitogenréhrchens entstehen oder dann, wenn die hpmyten des Patienten nicht in der Lage sind, YR
produzieren. Die Nullprobe umfasst eine Korrektiir unspezifische Hintergrundreaktionen, heterophile
Antikérpereffekté sowie unspezifisches IFMin der Blutprobe. Der IFN-Wert des Nullréhrchens wird vom
IFN-y-Wert des Th-Antigen-Réhrchens und des Mitogenidéms (sofern verwendet) abgezogen.

Zeitaufwand fir den Test

Nachstehend finden Sie Angaben zur geschatztenrDdese QuantiFERORNTB Gold IT Tests sowie zur
erforderlichen Zeit beim Testen mehrerer ProbeBatth-Modus.

Inkubation der Probenrthrchen bei 37 °C: 16 Sfshden
ELISA: ca. 3 Stunden pro ELISA-Platte
. < 1 Std. Arbeitszeit
. plus 10 — 15 Min. pro zusétzlicher Platte



3. REAGENZIEN UND AUFBEWAHRUNG

Tuberkulose- und Kontrollantigen-Blutentnahmeréhrchen

Best.-Nr. 0590 0301

Nullkontrollréhrchen (grauer Verschluss) 100 Riften
Tb-Antigen-R6hrchen (roter Verschluss) 100 Rékrc
Mitogen-Kontrollréhrchen (lila Verschluss) 10@Hchen

HINWEIS: Die Réhrchen sind auch wie folgt erhéttti

100 Nullkontrollréhrchen + 100 Th-Antigen-Roéhrch@est.-Nr. 0590 0201
100 Mitogen-KontrollréhrchenBest.-Nr. 0593 0201

Best.-Nr. 05900210:(fur grof3e Hohen) 100 Nullkohtdéhrchen, 100 Th-Antigen-Réhrchen
Best.-Nr. 05900505: (fur grof3e Hohen) 100 Nullkohtéhrchen, 100 Th-Antigen- und 100-
Mitogen-Kontrollréhrchen

Best.-Nr. T0593 0502: (fur grol3e H6hen) 100 Mite¢@mtrollrdhrchen

ELISA-Bestandteile

Best.-Nr. 0594 0201

Mikrotiterstreifen 24 x 8 Vertiefungen
Human-IFNy-Standard, lyophilisiert 1 Flaschchen
Griine Verdinnungslésung 1x30ml
Konjugatkonzentrat (100fach konzentriert), lyogsidit 1x0,3ml
Waschpufferkonzentrat (20fach konzentriert) 100 ml
Enzymsubstratldsung 1x30ml
Enzymstopplésung 1x15ml



Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materiali en

+  37°C Inkubator; kein C@erforderlich.

» Kalibrierte Pipetten mit variablem Volumen (fibbis 1000ul) mit Einwegspitzen

» Kalibrierte Mehrkanalpipette zur Abgabe von@Qind 100ul mit Einwegspitzen

» Schuttler fir Mikrotiterplatten

» Entionisiertes oder destilliertes Wasser (2 Liter)

e Waschgerat fur Mikrotiterplatten (vorzugsweise audtisiert)

e Lesegerat fur Mikrotiterplatten mit 450-nm-Filtemdi620 bis 650 nm-Referenzfilter

Lagerung

Blutentnahmerdhrchen

e Lagern Sie die Blutentnahmerdhrchen bei 4 - 25 °C.
« Die Haltbarkeit der QuantiFERONTB Gold Blutentnahmeréhrchen betrdagt 15 Monate ab
Herstellungsdatum (Lagerung bei 4 — 25 °C).

Kitreagenzien
e Lagern Sie das Kit bei 2 — 8 °C.
» Schitzen Sie die Enzymsubstratldsung stets voktdir&onneneinstrahlung.
« Die Haltbarkeit des QuantiFERGNIB Gold IT ELISA-Kits betragt 3 Jahre ab Herstatjsdatum
(Lagerung bei 2 - 8°C).

Rekonstituierte und nicht benétigte Reagenzien

Anweisungen zur Rekonstituierung der Kitreagenzferden Sie in Kapitel 6 unter ,Vorbereitung der
Reagenzien®.

» Der rekonstituierte Kitstandard ist bei Lagerungsolven 2 und 8 °C drei Monate lang haltbar.
0 Notieren Sie das Datum der Rekonstitution desdagitrds.
* Nach der Rekonstitution muss nicht benétigtes Kotra¢ (100x) wieder bei 2-8°C gelagert und ebesgfall
binnen drei Monaten aufgebraucht werden.
o Notieren Sie das Datum der Rekonstitution des Kaifu
» Das gebrauchsfertige Konjugat muss binnen 6 Stundeh Zubereitung verwendet werden.
» Der gebrauchsfertige Waschpuffer ist bei Zimmerteratur bis zu zwei Wochen lang haltbar.



4. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

VorsichtsmalRnahmen

« Ein negatives Ergebnis im QuantiFER®NB Gold IT Test schlieRt die Méglichkeit eint.
tuberculosisinfektion oder einer Th-Erkrankung nicht aus; ¢halsiegative Ergebnisse kdnngn
bedingt sein durch die Infektionsphase (z.B. wema Blutprobe vor der Entwicklung degr
zelluldaren Immunreaktion entnommen wurde), Stérangker Immunfunktion durch andefe
Erkrankungen, unsachgeméfe Handhabung der Rohmthem der Blutentnahme, unrichtige
Testdurchfiihrung oder sonstige immunologische \bgia

«  Ein positives Ergebnis im QuantiFER®NB Gold IT Test sollte nicht als alleinige Grungéafiir
die Beurteilung einer Infektion mi¥l. tuberculosisdienen; durch unrichtige Testdurchfiihrupg
kann es zu falsch-positiven Ergebnissen kommen.

«  Ein positives Ergebnis im QuantiFER®&NB Gold IT Test sollte durch weitere medizinisahe
diagnostische Untersuchungen abgeklart werdensauésst sich ermitteln, ob eine aktive Yb-
Erkrankung vorliegt (z.B. durch AFB-Abstrich und IKkur sowie Thorax-Rdntgenuntersuchung)

» Zwar sind ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) in BCG-Stédnmnd in den meisten bekannten night-
tuberkuldsen Mykobakterien nicht enthalten, jedo&Ann ein positives Ergebnis imn
QuantiFERON-TB Gold IT Test auch auf eine Infektion nit. kansasii, M. szulgabder M.
marinumzurickzufuhren sein. Werden solche Infektionen wetemn sind alternative Testmethod
einzusetzen.

(D

n

Warnhinweise

Nur zum diagnostischen Gebrauchr vitro.

Vorsicht: Die Enzymsubstratldsung enthalt 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin, das beim s¢blucken,
Einatmen und beim Hautkontakt gefahrlich ist. Réizut und Augen. Wirkt mutagen. Tragen Sie eine
Schutzbrille und Laborhandschuhe und behandeldi8se Lésung als potenziell karzinogen.

Vorsicht: Die Enzymstopplésungenthalt HSQ,, das beim Verschlucken, Einatmen, bei Augenkontakt
und Hautkontakt gefahrlich ist. Tragen Sie eine usdbrille, Laborhandschuhe und laboribliche
Schutzkleidung. Nach versehentlichem Haut- odegehltontakt mit der Stopplésung spilen Sie bitte mit
groRen Mengen Wasser nach und suchen Sie einemufrzt

Vorsicht: Der IFN-y Standard und das 100-fach konzentrierte Konjugatkazentrat kénnen bei
Verschlucken Beschwerden verursachen und bei Hatatkb Irritationen auslésen. Tragen Sie
Laborhandschuhe und labortubliche Schutzkleidung.

Betrachten Sie Humanblutproben stets als potenzielinfektios! Befolgen Sie die einschlagigen
Richtlinien fir den Umgang mit Blut.

Einige Reagenzien enthaltdmimerosal als Konservierungsmittel. Thimerosal kann beims¢atucken,
Einatmen und bei Hautkontakt toxisch wirken.

Die grine Verdunnungslésung enthalt normales Mausserum und Kasein; diese &woesh kdnnen
allergische Reaktionen auslosen. Hautkontakt isedau vermeiden.

Abweichungen von den in der Packungsbeilage bedmmen Verfahren und Instruktionen kdnnen zu
fehlerhaften Ergebnissen fuhren. Bitte lesen SieTdistanweisung vor Gebrauch sorgféaltig durch.
Verwenden Sie das Kit nicht, wenn eine oder mehR&agenzienflaschen vor Gebrauch beschadigt oder
undicht sind.

Verwenden Sie mit den Bestandteilen dieser Packukgine ELISA-Reagenzien anderer
QuantiFERON-TB Gold IT Kit-Chargen.

Entsorgen Sie nicht bendtigte Reagenzien und bigdbg Proben gemaR den 6rtlichen und nationalen
Vorschriften.

Nach dem Verfallsdatum dirfen die Blutenthnahmerddncund ELISA-Kitbestandteile nicht mehr verwendet
werden.



5. PROBENNAHME UND -HANDHABUNG
Blutentnahme

Der QuantiFEROR-TB Gold IT Test umfasst folgende Blutentnahmertikerc

1.

2.

o gk

Nullkontrolle (grauer Verschluss mit weiRem Rindlir(Héhen bis zu 810 Meter lber dem
Meeresspiegel)

Tb-spezifische Antigene (roter Verschluss mit weil3Ring) (fir Hohen bis zu 810 Meter Uber
dem Meeresspiegel)

Mitogen-Kontrolle — optional (lila Verschluss mieiBem Ring) (fur Hohen bis zu 810 Meter Gber
dem Meeresspiegel)

Nullkontrolle (grauer Verschluss mit gelbem Rinfijr (Hohen zwischen 1.020 und 1.875 Metern)
Th-Antigen (roter Verschluss mit gelbem Ring) (fisthen zwischen 1.020 und 1.875 Metern)
Mitogen-Kontrolle — optional (lila Verschlussmitlgem Ring) (fur Hohen zwischen 1.020 und
1.875 Metern)

Die Antigene befinden sich in getrockneter Form iaer Beschichtung der Innenwand der
Blutentnahmerdhrchen. Daher missen die Blutprolmgfatig mit dem Inhalt des Rdhrchens vermischt
werden. Die Rohrchen werden dann schnellstmdgbpéitestens 16 Stunden nach Blutentnahme, in einen
Inkubator (37 °C) uberfuhrt.

Optimale Ergebnisse werden bei Einhaltung folgerdwreisungen erzielt:

1. Nehmen Sie von jedem Patienten je 1 ml vendses iBljedes der QuantiFERGNIB Gold IT
Blutentnahmerdhrchen.

Bis zu einer Hohe von 810 m sollten die QuantiFERandard-Blutentnahmershrchen
benutzt werden. In Hoéhen ab 1.020 m sollten die zisflen QuantiFEROR
Blutentnahmerdhrchen fur groe Hohen verwendet everd

Bei Verwendung der QuantiFER®NBlutentnahmershrchen auRerhalb der genannten
Hohenbereiche oder bei niedrigen Probenvolumen kdas Blut auch mit einer Spritze
entnommen werden; dann wird in jedes der drei Riddmcje 1 ml Blut gegeben. Aus
Sicherheitsgriinden entfernt man hierzu am bestersdritzennadel; befolgen Sie hierzu bitte
die Ublichen VorsichtsmalBhahmen. Nehmen Sie descMass der drei QFT-Gold IT
Réhrchen ab und geben Sie in jedes Réhrchen 1 uml(Bb zur schwarzen Markierung am
seitichen Rand des Etiketts). Dann den Verschluggler anbringen und mischen wie
nachstehend beschrieben.

Da die 1-ml-Réhrchen das Blut relativ langsam alifnen, belassen Sie das Réhrchen nach
dem scheinbaren Erreichen des Fillstands bitte ra8hSekunden auf der Nadel. Dies
gewabhrleistet, dass die erforderliche Blutmenge@nimen wird.

Die schwarze Markierung seitlich am Rohrchen ist timl-Fiilllinie. Die QuantiFERORTB
Gold Blutentnahmerdhrchen wurden fir Volumina v Ifis 1,2 ml validiert. Wird bei der
Blutentnahme diese Indikatorlinie nicht erreichingiehlt es sich, eine neue Blutprobe zu
entnehmen.

Bei Verwendung einer Butterfly-Nadel zur Blutentnahist mit Hilfe eines Leerréhrchens
sicherzustellen, dass die Schlauchverbindung gesi)lbevor die QuantiFERONTB Gold
Roéhrchen aufgesetzt werden.

2. Mischen Sie die Réhrchen duréh Sekunden langes kraftiges Schittelfoder 10x Schutteln).
Vergewissern Sie sich, dass dgesamte Innenwand des Rohrchensnit Blut bedeckt ist.

Sorgfaltiges Mischen ist wichtig, um den Réhrchéaibvollstandig mit der Blutprobe zu
vermischen.

Beim Schutteln ist eine gewisse Schaumbildung waeen. Dies beeintrachtigt die
Testleistung nicht und ist kein Grund zur Beunruhig



3. Beschriften Sie die R6hrchen.

4. Die Rohrchen missen schnellstméglich, spategestoch 16 Stunden nach Blutentnahme, in einen
Inkubator (37°C) Uberfiihrt werden. Die Blutprobeichh im Kihlschrank oder Gefrierschrank
aufbewahren!



6. GEBRAUCHSANWEISUNG

1. Schritt: Inkubation der Blutprobe und Entnahme des Plasmas

Mitgelieferte Materialien

QuantiFERON-TB Gold IT Blutentnahmeréhrchen (siehe Kapitel 3).

Benoétigte, aber nicht mitgelieferte Materialien

siehe Kapitel 3.
Verfahren

1. Werden die Blutproben nicht sofort nach der Entralimrubiert, mussen dirhrchen unmittelbar
vor der Inkubation erneut gemischt bzw. geschitteltverden, wie in Kapitel 5 beschrieben.

2. Inkubieren Sie die R6hrche&@TEHEND 16 bis 24 Stunden lang bei 37 °C. Qfder Befeuchtung ist
hierbei nicht erforderlich.

3. Die Blutentnahmerdéhrchen kdnnen vor dem Zentrifitegiebis zu 3 Tage lang bei 2 - 27°C aufbewahrt
werden.

4. Nach der Inkubation der Réhrchen bei 37 °C werdesedzur leichteren Entnahme des Plasmas
5 — 15 Minuten lang bei 1500 — 2200g (RCF) zengidtt. Durch Pfropfenbildung scheiden sich die
Zellen vom Plasma ab. Geschieht dies nicht, mideeRohrchen bei htherer Geschwindigkeit erneut
zentrifugiert werden.

» Das Plasma kann auch ohne Zentrifugieren entnomwenden, jedoch ist hierbei sehr
vorsichtig vorzugehen, um bei der Plasmaentnahuote die Zellen aufzuwirbeln.

5. Die Plasmaproben kénnen direkt von den BlutentnaBihmehen in die QuantiFERCONTB Gold
ELISA-Platte Gberfuhrt werden, insbesondere beitésdung eines ELISA-Automaten.

6. Alternativ kdnnen die Plasmaproben vor dem ELIShagert werden, entweder direkt in den
zentrifugierten Réhrchen oder sie werden in Plagmfioewahrungsbehdlter gegeben (z.B. >ib0
in die Vertiefungen oder in Mikroréhrchen in ein&ténder im 96er-Format. Bei der Aufbewahrung
der Proben sind die Platten abzudecken, um Verseigén und Verdunstungsverlusten vorzubeugen.

» Die Plasmaproben kdnnen bei 2 — 8 °C bis zu 4 Wodheg aufbewahrt werden; bei einer
Lagertemperatur unter —20 °C (vorzugsweise wenmjer —70°C) ist eine noch langere
Lagerung méglich.



QuantiFERON-TB Gold ELISA-Kit (siche Kapitel 3).

2. Schritt: Human-IEN-y ELISA

Mitgelieferte Materialien

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materiadin

siehe Kapitel 3.

1. Alle Plasmaproben und Reagenzien mit Ausnahme @6g Konjugatkonzentrats missen vor Gebrauch

2.

Verfahren

Zimmertemperatur (22 + 5°C) erreichen. Planen &#iir mindestens 60 Minuten ein.

Nehmen Sie nicht bendtigte Streifen aus dem Rahgedren Sie sie in die Folienverpackung zuriick und
lagern Sie sie bis zum Gebrauch im Kiihlschrank.

Sehen Sie mindestens einen Streifen fir die QUBRGN®-TB Gold Standards und eine ausreichende
Zahl von Streifen fir die zu testenden Patienten(sizhe Abbildungen 2A und 2B fir die Verwendung

von 2 bzw. 3 Réhrchen). Bewahren Sie nach GebrdeohRahmen und den Deckel fiir die verbleibenden

Streifen auf.

Rekonstituieren Sie den lyophilisierten Kitstandanit der auf dem Etikett des Standardflaschchens
angegebenen Menge entionisierten oder destillieviassers. Mischen Sie das Flaschchen vorsichtig

(Minimierung der Schaumbildung) und vergewissem $ch, dass der Inhalt vollstédndig aufgeltsthse

Rekonstitution des Standards auf das angegebengnéal ergibt eine Losung mit einer Konzentration von

8,0 IE/ml.

Hinweis: Das Rekonstitutionsvolumen des Kitstandardt je nach Charge unterschiedlich!

Verwenden Sie den rekonstituierten Kitstandard tigrstellung einer 1:4-Verdinnungsserie von
IFN-y in griner VerdinnungslésungY) — siehe Abbildung 1. S1 (Standard 1) enthalEAnl, S2

(Standard 2) enthalt 1 IE/ml, S3 (Standard 3) dhtha5 IE/ml und S4 (Standard 4) enthalt O IE/mblr(
GV). Die Standards sollten mindestens dopgetestet werden.

EMPFOHLENES VERFAHREN EMPFOHLENES VERFAHREN
FUR DOPPELSTANDARDS FUR DREIFACHSTANDARDS

a.

Beschriften Sie 4 Rohrchen mit ,S1

»S2",,83” und ,S4”.

b. Geben Sid50ul GV in S1, S2, S3, S4.
c. Geben Sid50 ulKitstandard in S1

und mischen Sie sorgféaltig.

Ubertragen Si&0 plvon S1 in S2
und mischen Sie sorgfaltig.

Ubertragen Si&0 plvon S2 in S3
und mischen Sie sorgfaltig.

.,Nur GV" dient als Nullstandard (S4).

a.

Beschriften Sie 4 Rohrchen mit ,S1I

»32",,53" und ,S4".
Geben Sid50u GV in S1.
Geben Si10 uIGV in S2, S3, S4.

Geben Sid 50 plKitstandard in S1
und mischen Sie sorgféaltig.

Ubertragen Si&0 plvon S1in S2
und mischen Sie sorgfaltig.

Ubertragen Si&0 plvon S2 in S3
und mischen Sie sorgféltig.

.,Nur GV" dient als Nullstandard (S4).

10



Abbildung 1. Erstellung der Standardkurve

150 L 50 oder 70yl 50 oder 70pl
S1 S2 S3 S4
L 4 N\, \_/
(Kitstandard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 IE/ml 4,0 IE/ml 1,0 IE/mI 0,25 IE/mI 0,IE/ml

(nur GV)

 Stellen Sie fur jeden ELISA-Durchgang neue Verdingan des Kitstandards her.
Rekonstituieren Sie das lyophilisierte 100x Konjlsgazentrat mit 0,3 ml entionisiertem oder desttiem

Wasser. Mischen Sie das Flaschchen vorsichtig ¢hlarnung der Schaumbildung) und vergewissern Sie
sich, dass der Inhalt vollstandig aufgeldst ist.

Das gebrauchsfertige Konjugat wird hergestelltemdSie die erforderliche Menge des rekonstituierten

100x Konjugatkonzentrats in griiner Verdinnungslgsterdiinnen wie in Tabelle 1 (Vorbereitung des
Konjugats) gezeigt.

TABELLE 1. Vorbereitung des Konjugats

Menge an 100x Menge an
Anzahl der Streifen Konjugatkonzentrat gruner
Verdiinnungslésung
2 woul 1,0 ml
3 15ul 1,5 ml
4 20l 2,0 ml
5 25ul 25 ml
6 30ul 3,0 ml
7 35ul 3,5 ml
8 400l 4,0 ml
9 45l 45 ml
10 50l 50 mi
11 55 pl 55 ml
12 60l 6,0 ml

 Grundlich, aber sorgféaltig mischen; dabei Schaudiniy vermeiden.
 Nicht benétigtes 100x Konjugatkonzentrat sofortm&ebrauch wieder bei 2-8 °C aufbewahren.
e Zur Verdinnung nur die griine Verdiinnungslésung eaeden.

Vor dem Test ist das Plasma zu mischen, damitdashFNy gleichmaRig in der Probe verteilt.

Geben Sie je 50l des frisch zubereiteten gebrauchsfertigen Kortgigat Hilfe einer Mehrkanalpipette in
die jeweiligen ELISA-Vertiefungen.

Geben Sie je 50 pl der Plasmaproben mit einer Metalpipette in die entsprechenden Vertiefungen
(siehe empfohlener Plattenbelegungsplan, nachddeh&bbildungen 2A und 2B). Zuletzt geben Sie je 50
pl der Standards 1 bis 4 hinzu.
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Abbildung 2A. Empfohlene Plattenbelegung fur Nulllontroll- und Th-Antigenréhrchen
(44 Tests pro Platte)

Rehe |1 |2 |3 |4 |5 |6 | 7 | 8 | 9] 10] 11] 12
A |1N [5N [oN [13N] 17N S1 [ 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
B |[1A [5A |[9A [13A]17A s2 |25A | 29A | 33A | 37A | 41A
C [2N [6N |[120N| 14N | 18N S3 | 26N [ 30N | 34N [ 38N | 42N
D [2A |6A |10A| 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A
E |3N |[7N | 11N | 15N | 19N | 21N | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
F |3A [7A |11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
G [4N |8N [12N| 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
H [4A |[8A |12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
« 1N (Probe 1, Nullkontrollplasma); 1A (Probe 1, Ahtigenplasma).

Abbildung 2B. Empfohlene Plattenbelegung fur Nulllontroll-, Tb-Antigen- und Mitogenréhrchen
(28 Tests pro Platte)

Rehe | 1 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 ] 9 10] 11] 12
A [IN [1Aa [1m S1 |S1 |13N|13A [ 13M| 21N 21A [ 21Mm
B [2n [2a |2m S2 | S2 | 14N 14A | 14am| 22N | 22A | 22Mm
C |3N [3A |3Mm S3 | s3 | 15N | 15A | 15M| 23N | 23A | 23m
D |4N [4A |am S4 | S4 | 16N | 16A | 16M| 24N | 24A | 24Mm
E |[5N |5A |5M [9N |9A [oM | 17N | 17A | 17M| 25N | 25A | 25M
F |6N |6A |6M | 10N | 10A | 20M| 18N | 18A | 18M| 26N | 26A | 26M
G |[7N |7a [7m [1aN][ 12A | 22Mm] 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27Mm
H |8N [8A [8M |12N| 12A [ 12m| 20N | 20A | 20M| 28N | 28A | 28M

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
< 1N (Probe 1, Nullkontrollplasma); 1A (Probe 1, Thi#yenplasma);
1M (Probe 1, Mitogenkontrollplasma).

Mischen Sie Konjugat und Plasmaproben/Standardgfédtg 1 Minute lang im Schiittler fir
Mikrotiterplatten.

Decken Sie jede Platte mit einem Deckel ab undbiden Sie die Platten 120 £+ 5 Minuten lang bei
Zimmertemperatur (22 £ 5°C).

» Wahrend der Inkubation sind die Platten vor dire®enneneinstrahlung zu schitzen.
. Wahrend der Inkubation verdinnen Sie ein Teil 20as@hpufferkonzentrat mit 19 Teilen entionisierten
oder destillierten Wassers und mischen dies sdigfdm Lieferumfang befindet sich ausreichend 20x

Waschpufferkonzentrat zur Herstellung von 2 Litgetrauchsfertigem Waschpuffer.

Waschen Sie die Vertiefungen mindestens 6 Mual 400 pl gebrauchsfertigem Waschpuffer. Wir
empfehlen die Verwendung eines Waschautomaten fioliterplatten.

» Sorgfaltiges Waschen ist fir die Testleistung seibhtig. Prifen Sie bei jedem Waschzyklus, dass all
Vertiefungenvollstandig bis oben mit Waschpuffer gefilltsind Es empfiehlt sich, zwischen den
Waschzyklen jeweils eine Einweichzeit von mindestgrbekunden einzuhalten.

* In den Auffangbehalter fiur Abfallflissigkeit solltein laborubliches Desinfektionsmittel gegeben
werden. Befolgen Sie zudem die in Ihrem Labor gelem Anweisungen zur Dekontamination potenziell
infektibsen Materials.
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11. Klopfen Sie die Platten mit den Vertiefungenchaunten auf ein Papiertuch, um verbleibenden

Waschpuffer zu entfernen. Geben Sie dannd@nhzymsubstratlésung in jede Vertiefung und misc8e
die Platten in einem Schittler.

12. Decken Sie jede Platte mit einem Deckel abinkdbieren Sie sie 30 Minuten lang bei Zimmerterapar
(22 £5°C).

» Wahrend der Inkubation sind die Platten vor dire&enneneinstrahlung zu schiitzen.

13. Nach der 30-minutigen Inkubation geben SiegubOEnzymstopplésung in jede Vertiefung und mischen
dies.

» Die Enzymstoppldsung sollte in derselben Reiheefalgd etwa im gleichen Tempo in die Vertiefungen
eingebracht werden wie das Substrat in Schritt 11.

14. Messen Sie die optische Dichte (OD) jeder “&rtig innerhalb von 5 Minuten nach Zugabe der

Stopplésung mit Hilfe eines Lesegeréts fir Mikentilatten unter Verwendung eines 450-nm-Filters und
eines 620 bis 650 nm-Referenzfilters. Die OD-Warteden fir die Berechnung der Ergebnisse bendtigt.

7. BERECHNUNGEN UND INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Cellestis hélt fir Sie eine QuantiFER®NB Gold IT Analysesoftware fiir die Analyse der Raten und
Berechnung der Ergebnisse bereit.

Die Software fuhrt eine Qualitatskontrollbeurtedudes Assays durch, erstellt die Standardkurveliefiert
fir jeden getesteten Patienten ein Ergebnis auf @eundlage der nachstehend beschriebenen
Interpretationsmethode.

Als Alternative zur Verwendung der QuantiFER®WB Gold IT Analysesoftware kénnen die Ergebnisse
auch mit der nachstehend beschriebenen Methodé&etmierden:

Erstellung der Standardkurve

(bei Nichtverwendungler QuantiFERON™-TB Gold IT Software)

Ermitteln Sie die mittleren OD-Werte der Kitstandt@¥oppelbestimmungen auf jeder Platte.

Erstellen Sie eine lggloge) Standardkurve durch graphische Darstellung deg, ldgs mittleren OD-Wertes
(y-Achse) gegen den lpgder IFNy-Konzentration des Standards in IE/ml (x-Achse)paicder Nullstandard
bei dieser Berechnung ausgelassen wird. BerechieeatieSLinie mit der besten Passform fiir die Stadkiarve
durch Regressionsanalyse.

Verwenden Sie die Standardkurve zur Ermittlung dieN-y-Konzentration (IE/ml) fir jede getestete
Plasmaprobe unter Verwendung des OD-Wertes jeddrePr

Fir diese Berechnungen kénnen Software-Pakete welatewerden, die fur Mikrotiterplatten-Lesegeréate
angeboten werden, sowie Standard-Spreadsheet-—&latistik-Programme (wie z.B. Microsoft Excel). Wi
empfehlen die Verwendung solcher Software-Pakete dié Berechnung der Regressionsanalyse, des
Variationskoeffizienten (%VK) der Standards sowas éKorrelationskoeffizienten (r) fur die Standancieu
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Qualitatskontrolle

Die Richtigkeit der Testergebnisse hangt von detellung einer korrekten Standardkurve ab. Dahesseii
die von den Standards abgeleiteten Ergebnisse fyepetden, bevor die Testergebnisse interpretietden
durfen.

Der ELISA ist gliltig, wenn alle nachstehenden Kiéa erfillt sind:

» Der mittlere OD-Wert von Standard 1 muss= 0,600 liegen.
» Der VK in % der replizierten OD-Werte von Standard 1 und Standard 2 muss< 15% betragen.

» Die replizierten OD-Werte von Standard 3 und Standed 4 dirfen nicht mehr als 0,040 OD-
Einheiten vom jeweiligen Mittelwert abweichen.

» Der aus den mittleren Extinktionswerten der Standads errechnete Korrelationskoeffizient (r)
muss=> 0,98 betragen.

Die QuantiFEROR-TB Gold IT Analysesoftware errechnet diese Queskéntrollparameter.

Werden diese Kriterien nicht erfillt, ist der Tasgultig und muss wiederholt werd

» Der mittlere OD-Wert des Nullstandards (grine Verdinnungsldsung) sollte < 0,150 betragen.
Liegt der mittlere OD-Wert > 0,150, so empfiehlt es sich, das Verfahren flr da&aschen der
Platten zu Uberprifen.
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Interpretation der Ergebnisse

Die QuantiFEROR-TB Gold IT Testergebnisse sind nach folgendenefign zu interpretieren:

HINWEIS: Die Diagnose bzw. der Ausschluss einer Tb-Erkrankug sowie die Beurteilung der
Wabhrscheinlichkeit einer LTBI erfordert die Kombination der epidemiologischen, historischen,
medizinischen und diagnostischen Ergebnisse; diesemiissen bei der Interpretation der
QuantiFERON®-TB Gold IT Testergebnisse in Betracht gezogen weeah.

BEI VERWENDUNG VON NULLKONTROLL- UND Th-ANTIGENROHR CHEN

Null Tbh-Antigen minus Null QuantiFERON®-TB Bericht/Interpretation
[IE/mi] [IE/ml] Gold IT Ergebnis P
<035 negativ M. tuberculosidnfektion
<80 > 0,35und ;vze?(é’sdes Nullkontr}- NICHT wahrscheinlich
> 0,35 und> 25% des Nullkontr. ositiv: M. tuberculosidnfektion
Wertes P wahrscheinlich
I . Ergebnisse fir Tb-
>8,0 beliebig unschitissig Antigenreaktion unschlissig

1 In Féllen, in denen ein®. tuberculosisnfektion nicht vermutet wird, kénnen anfangliclsitive Ergebnisse durch
erneutes doppeltes Testen der Original-Plasmaprahe®@uantiFEROR-TB Gold ELISA bestatigt werden. Ergibt die
Testwiederholung bei der ersten oder zweiten Peabeositives Ergebnis, so ist das Testergebnipadiv zu bewerten.

2 In Klinischen Studien wiesen weniger als 0,25 ¥ TEIinehmer bei der Nullkontrolle eine IFNKonzentration von > 8,0

IE/ml auf.

3 Mégliche Ursachen siehe Kapitel Problembehebung.

Aus der Hohe der gemessenen f=Neonzentration lassen sich keine Rickschlusse asfStadium oder den

Grad der Infektion, das Ausmalf der Immunreaktiitigr die Wahrscheinlichkeit einer Progression &idiver
Erkrankung ziehen.
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Abbildung 3. FLUSSDIAGRAMM ZUR INTERPRETATION

(BEI VERWENDUNG DER NULL- UND Th-ANTIGEN-ROHRCHEN)

TB-Antigen —
Nullkontrolle
20,35 IE/ml

INTERPRETATION

Ja

TB-Antigen — Nullkontrolle
2> 25% des Wertes
der Nullkontrolle in IE/mI

Ja

Nullkontrolle < 8,0
IE/mlI

VALIDIERUNG

Ja

\ 4

POSITIV
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BEI VERWENDUNG VON NULLKONTROLLROHRCHEN, Th-ANTIGEN - UND
MITOGENROHRCHEN:

Null Tbh-Antigen minus Null Mitogen minus | QuantiFERON®-Tb Bericht/Interpretation
[1E/ mi] [1E/ml] Null [IE/ ml] * Gold IT Ergebnis P
<035 = 05 negativ M. tuberculosidnfektion
= 0,35 und < 25% des > 05 NICHT wahrscheinlich
Nullkontr.-Wertes -
<80 > 0,35 und> 25% des beliebi ositiv? M. tuberculosidnfektion
- Nullkontr.-Wertes 9 P wahrscheinlich
< 0,35 <05
> 0,35 und < 25% des <05 unschlissig Ergebnisse fiir Th-
Nullkontr.-Wertes ' Antigenreaktion unschlissig
> 8,0 beliebig beliebig

1

Die Reaktion der positiven Mitogenkontrolle (undlegentlich auch des Th-Antigens) liegt haufig ah8ibd des

Messbereichs des Lesegeréts fur Mikrotiterplatbées hat jedoch keinen Einfluss auf die Testergetmi

2 In Fallen, in denen ein®l. tuberculosidnfektion nicht vermutet wird, kénnen anfangliclositive Ergebnisse durch
erneutes doppeltes Testen der Original-Plasmaprahe®uantiFEROR-TB Gold ELISA bestatigt werden. Ergibt die
Testwiederholung bei der ersten oder zweiten Peabeositives Ergebnis, so ist das Testergebnipadiiv zu bewerten.

3 Mégliche Ursachen siehe Kapitel Problembehebung.
41n klinischen Studien wiesen weniger als 0,25 %Tinehmer bei der Nullkontrolle eine IFNKonzentration von > 8,0

IE/ml auf.

Aus der Hohe der gemessenen f=Nonzentration lassen sich keine Rickschlusse asfStadium oder den
Grad der Infektion, das Ausmalf der Immunreaktiitigr die Wahrscheinlichkeit einer Progression &idiver
Erkrankung ziehen.
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Abbildung 4: FLUSSDIAGRAMM  ZUR INTERPRETATION (BEI VERWENDUNG
NULLKONTROLLROHRCHEN, Tb-ANTIGEN- UND MITOGENROHRCH EN)

VON

TB-Antigen —
Nullkontrolle
20,35 IE/mI

INTERPRETATION

Ja

TB-Antigen — Nullkontrolle
2> 25% des Wertes der
Nullkontrolle in IE/ml

Nein Ja
Mitogen — Nullkontrolle < Ja Nein
0,50 IE/ml und/oder Nullkontrolle
Nullkontrolle > 8,0 IE/mI <8,0 IE/ml
Nein Ja
v v

NEGATIV POSITIV
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8. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Ergebnisse des QuantiFER®NB Gold IT Tests miissen in Kombination mit der damniologischen
Historie jedes einzelnen Patienten, seinem degeeitiGesundheitszustand und sonstiger diagnostischer
Untersuchungen betrachtet werden.

Ergebnisse mit einem Nullwert Gber 8 IE/ml sind ,alsschliissig” zu bewerten, da eine um 25 % erhdlte
Antigen-Reaktion auf3erhalb des Messbereichs desyAdiegen kann.

Unzuverlassige oder unschlissige Ergebnisse kéiofgande Ursachen haben:
» Abweichungen von dem in der Packungsbeilage bedwtmen Verfahren

» extrem hohe Konzentrationen an zirkulierendem {Fdtter Vorliegen heterophiler Antikérper
+ Uberschreitung der Frist von 16 Stunden zwischemeBtnahme und Inkubation bei 37 °C

9. LEISTUNGSMERKMALE

Klinische Studien

Da es fur die latente Tuberkuloseinfektion (LTBBiken definitiven Standard gibt, kann eine Schéaizder
Empfindlichkeit und Spezifitat des QuantiFER®BNB Gold IT Tests nicht praktisch ausgewertet wardgie
Spezifitat des QuantiFERONTB Gold IT wurde durch Evaluierung der Rate falpdsitiver Ergebnisse bei
Personen mit geringem Risiko (d.h. ohne bekanngk&aktoren) einer Tuberkulose-Infektion annéhernd
ermittelt. Die Empfindlichkeit wurde annéahernd etteit durch Evaluierung von Patientengruppen mitvak
Th-Erkrankung, die durch eine Kultur bestatigt waurd

Spezifitat

In einer US-Studie mit 866 Teilnehmern wurde ber @mrchfiihrung des TST eine Blutprobe fur den
QuantiFERON-TB Gold IT Test entnommen. Die demographischenakem und Tb-Risikofaktoren wurden
mit Hilfe einer Standardbefragung zum Zeitpunkt @ests ermittelt. Von den 432 Teilnehmern ohne beta
Risikofaktoren eineM. tuberculosignfektion lagen im Anschluss fiir 391 Personen Qig&RON®-TB Gold
IT- und TST-Ergebnisse vor. Keine dieser Personarewmit BCG geimpft. Eine zweite Spezifitatsstucii
dem QuantiFERORFTB Gold IT Test wurde in Japan anhand von Teilnehmmit geringem Risiko
durchgefihrt; etwa 90 % dieser Personen waren @ Beimpft. Die Ergebnisse beider Spezifitatsstudiad

in Tabelle 2 dargestellt.

TABELLE 2. Spezifitat des QuantiFERON-TB Gold IT Tests: Ergebnisse von Teilnehmern ohne
bekannte Risikofaktoren einerM. tuberculosis-Infektion.

Anzahl Anzahl Anzahl der Spezifitit Anzahl der P
BCG Status: | getestete | unschliissiger QET-G- des QFT-G TST- Spezifitat
STUDIE o) |8 15818 Positiven / ; Positiven / des TST*
/o Geimpfte |Personen| Ergebnisse im A A 050 .
FI.G Anzahl der 050/ CTF* Anzahl der (95% CI*¥)
Q giiltigen Tests (5% ) Tests
USA
99,2% 98,5%
rer- 0, q Q > Q >
glfrfl;f:hcht) 0% 391 1 3/390 (97,6-99.8) 6/391 (96,5-99.4)
Japan 0
(unver- ~90% 190 4 3/186 98,4% - -
Offentlicht) (95-99,6)
5/584 o
TOTAL 581 (0,9%) 6/576 99,0% -- --

* unter Zugrundelegung eines TST-Grenzwerts vomi0. Bei Verwendung eines Grenzwertes von 15 mnapetuie
geschatzte TST-Spezifitdt 99,1%.
** Cl = Konfidenzintervall
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Empfindlichkeit fur aktive Tb

Zur Ermittlung der Empfindlichkeit des QuantiFER®NB Gold IT Tests wurden Personen aus Australigh un
Japan mit Verdacht auf Tb getestet, ddveruberculosis-Infektion anschlieBend durch Kultur bestétigt deur
Es gibt zwar fur die latente TuberkuloseinfektiobTBI) keinen definitiven Standard, jedoch ist eine
mikrobiologische Kultur vorM. tuberculosisein angemessener Ersatz, da erkrankte PersoneDefiaition
infiziert sind. Die Patienten waren vor der Blutetime fiir den QuantiFERGNB Gold IT Test weniger als
8 Tage behandelt worden.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der zwei Gruppem M. tuberculosiskulturpositiven Patienten dargestellt.
Die Gesamtempfindlichkeit des QuantiFER®BINB Gold IT-Test fiir eine aktive Tb-Erkrankung hegr89%
(48/54).

TABELLE 3. QuantiFERON ®-TB Gold IT: Personen mit kulturbestatigter M. tuberculosis-Infektion.

Frkrank Anzahl der QFT- Empfindlichkeit des
STUDIE b i tf“z d‘mgh Gold-Positiven / QFT-Gold
estatigt dure Anzahl giiltiger Tests (95% CI*)
ische Th-Patient 89%
J\;apfciililesrcu;gsstud?clcn «/ Kultur 24/21 (72-96(; 0)
1 0,
To-Patcntent pulmonal 7/10 (407-%9%@
Validierungs Kultur 100°
- 0
studie extra-pulmonal 17/17 (82-100%)
89%
GESAMT 48/54 (78-95%)

*Cl = Konfidenzintervall

Diagnose der LTBI

Es wurden eine Reihe von Studien verdffentliche die Leistung des QuantiFERGNB Gold IT bei
verschiedenen LTBI-Risikopopulationen belegen. Wiehtigsten Daten einiger ausgewahlter Studien &ind
Tabelle 4 dargestellt.

TABELLE 4. Ausgewahlte verdffentlichte Studien zumEinsatz von QuantiFERON®-TB Gold IT bei
LTBI-Risikopopulationen

STUDIE Getestete Ergebnisse
Personend

Umfeld mit sehr hoher Th-Rate. 40% QFT-Gold IT-Hesibzw. 41% TST-
Positive bei Grenzwert 10 mm. Hohe Konkordanz 8T Tkein Effekt von
BCG auf die Tests. Beide Tests in Verbindung mit Riskimren “Alter” und
“Dauer der Beschaftigung im Gesundheitswesen”.

Die Gesamtpravalenz der LTBI betrug im QFT-Gold |5% (27/590) bei

Med. Personal in
Indien 726
(Paiet al 2005¥°

HIV-Positive in HIV-Positiven. Die positiven Ergebnisse standerzinmsammenhang mit Th-
Danemark 590 Risiken. Zwei QFT-Gold IT-positive Patienten entvélten innerhalb eines
(Brocket d 2006)° Jahres eine aktive Th. Unschlissige Ergebnissed(r8;2 %) waren eng mit

einer CD4-Zahl von <100uL verbunden.

Kinder mit Thb-Verdacht oder vorausgegangenem Tbt&ktnvurden mit
QFT-Gold IT und TST getestet. 10,5% QFT-Gold ITiBes bzw. 9,5%
TST-Positive bei Grenzwert 10mm. Ubereinstimmungseziaen den Tests
insgesamt 95,2% bzw. 100% bei Nicht-BCG-Geimpften.

Die nahen Kontaktpersonen von 15 verschiedenendallen wurden getestet.

Stationar betreute
Kinder 105
(Dograet al 2006)'?

Deutsche mit Th- 51% waren BCG-geimpft, 27 % im Ausland geboren. 7@¥BLG-
Kontakt 309 Geimpften und 18% der Nicht-Geimpften waren TSTHpo& mm) und 9%
(Diel et al2006)™ bzw. 11% waren QFT-Gold IT-positiv. QFT-Gold ITsthin Verbindung mit

dem Tb-Risiko. TST stand nur im Zusammenhang miBf&G-Impfung.

Die Leistung der weniger empfindlichen Fliissigaetie/ersion von QuantiFERONTB Gold (Vorlaufertest
von QuantiFEROR-TB Gold IT) und des QuantiFERCGNTB Gold IT-Tests sind in vielen weiteren
Veroffentlichungen beschrieben. Diese Studien useasauch den Einsatz des Tests bei Kontaktpersaren
Patienten mit aktiver TH"'%? Kinderf'%#%?% H|v-Positiverr>*, medizinischem Persoraf®
Immunsupprimierteti-?#232733%5gyjie Personen mit Th-Verda€tht®*®und solche mit geringem Risiko
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Wiederholbarkeit und Effekt des TST auf spatere QuatiFERON®-TB Gold IT Tests

Im Rahmen der US-Spezifitatsstudie wurde eine dntgape der Teilnehmer 4 bis 5 Wochen nach dem
urspriinglichen Test untersucht. Firr 260 Teilnehlagen somit Ergebnisse aus dem QuantiFERTR Gold

IT Test und TST-Test von zwei Testzeitpunkten wie Ubereinstimmung betrug 99,6% (259/260). Ein
vorausgegangener TST filhrte nicht zu vermehrteitipes Ergebnissen im QuantiFERGN'B Gold IT.

10. TECHNISCHE INFORMATIONEN

Unschlussige Ergebnisse

Unschlussige Ergebnisse sollten selten auftreteh kimnen durch folgende technische Faktoren vechtsa
werden:

+ Uberschreitung der Frist von 16 Stunden zwischeneBtnahme und Inkubation bei 37 °C
» Lagerung der Blutproben auf3erhalb des empfohleeemp€raturbereichs (225°C)

* ungeniigendes Mischen der Blutentnahmeréhrchen

» ungenigendes Waschen der ELISA-Platte

Werden technische Probleme bei der Blutentnahme iodéJmgang mit den Blutproben vermutet, sollte der
gesamte QuantiFERONTB Gold IT Test mit einer neuen Blutprobe wieddtlwerden. Der ELISA-Test der
stimulierten Plasmaproben kann wiederholt werdemnrw ungeniigendes Waschen oder eine sonstige
Abweichung von der vorbeschriebenen ELISA-Testm#¢heermutet wird. Unschlissige Ergebnisse, die auf
niedrige Mitogen- oder hohe Nullwerte zuriickzufiihreind, dirften sich bei der Testwiederholung nicht
verandern, es sei denn, es kam beim ELISA-TestirmneFehler. Unschliissige Ergebnisse sollten diheo
weitergegeben werden. Der Arzt kann dann gegebalierine neue Blutprobe entnehmen oder je naclaBed
sonstige Untersuchungen in Betracht ziehen.

Geronnene Plasmaproben

Falls bei langerer Lagerung der Plasmaproben FHjbrinnsel auftreten, sind die Proben bis zur
Sedimentbildung zu zentrifugieren; dies erleichtix$ Pipettieren des Plasmas.
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ELISA-Problembehebung

Unspezifische Farbreaktion

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungenligendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 pl Waschpuffer proti¢emg waschen.
Je nach verwendetem Waschgerat kbnnen auch mefr als
Waschzyklen nétig sein. Es empfiehlt sich, zwisctien Waschzykler
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Kreuzkontamination der ELISA-Vertiefunge

h Sorgfaltiges Pipettieren und Mischen der Proberimiart das Risiko.

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prufen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits nociit mibgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 10
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nachdretitution
verwendet werden.

Enzymsubstratlosung ist kontaminiert

Entsorgen Sie das Substrat bei blaulicher VerfagbMergewissern
Sie sich, dass saubere Reagenzienreservoirs vestwerdden.

Niedriger OD-Wert bei den Standards

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Fehler bei der Standardverdiinnung

Stellen Sie die Verdinnungen des Kitstandardsiganeah
Anweisungen in der Packungsbeilage her.

Pipettierfehler

Prifen Sie, dass die Pipetten genau nach Herstelletisung kalibriert
und verwendet werden.

Inkubationstemperatur zu niedrig

Die Inkubation fuir den ELISA sollte bei Zimmertematr (17-27°C)
erfolgen.

Inkubationszeit zu kurz

Die Inkubationszeit der Platte mit Konjugat, Stanadaund Proben
sollte 120 + 5 Minuten betragen. Die Enzymsubsisathg wird auf
der Platte 30 Minuten lang inkubiert.

Falscher Plattenfilter

Die Platte sollte bei 450 nm mit einem Refererafilton 620-650 nm
abgelesen werden.

Reagenzien zu kalt

Alle Reagenzien (mit Ausnahme des 100x Konjugatkabats)
mussen vor Testbeginn Zimmertemperatur erreichémabies dauert
ca. 60 Minuten.

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prufen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits nociit mibgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 10
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nachdretitution
verwendet werden.
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Starke Hintergrundféarbung

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungenlgendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 pl Waschpuffer proti¢emg waschen.
Je nach verwendetem Waschgerat kbnnen auch mefr als

Waschzyklen notig sein. Es empfiehlt sich, zwisctien Waschzykler
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Inkubationstemperatur zu hoch

Die Inkubation fiir den ELISA sollte bei Zimmertematr (17-27°C)
erfolgen.

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prufen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits nociit mibgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 10
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nachdretitution
verwendet werden.

Enzymsubstratlésung ist kontaminiert

Entsorgen Sie das Substrat bei blaulicher VerfagbMergewissern
Sie sich, dass saubere Reagenzienreservoirs vestwapdden.

Nicht-lineare Standardkurve und Abweichungen zveisaten beiden Doppelproben

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungenlgendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 ul Waschpuffer prati¢emg waschen.
Je nach verwendetem Waschgerat kbnnen auch mefr als
Waschzyklen nétig sein. Es empfiehlt sich, zwisctien Waschzyklen
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Fehler bei der Standardverdiinnung

Stellen Sie die Verdinnungen des Kitstandardsiganah
Anweisungen in der Packungsbeilage her.

Ungenlgendes Mischen

Mischen Sie die Reagenzien sorgféltig durch metigaalUmkehren
oder leichtes Vortexen, bevor Sie sie in die Véutigen dispensieren.

UngleichmaRige Pipettiertechnik oder
Unterbrechung beim Testaufbau

Das Dispensieren der Proben und der Standards &olittinuierlich
erfolgen. Alle Reagenzien missen vor Testbeginnagethsfertig
zubereitet werden.

Ein Video, das das Testverfahren demonstriert, saig Losung der meisten technischen Problemerfi&ie
auf der CD-ROM mit den Produktinformationen undht@schen Anleitungen. Sie erhalten die CD-ROM direk
bei Cellestis oder durch Ihren Lieferanten.
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12. TECHNISCHER KUNDENDIENST

Nachstehend die Adressen unseres Technischen Kdiedstes:

Cellestis International Pty Ltd: Tel.: +61 3 953900

Fax: +61 39571 3544
E-Mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Cellestis GmbH: Tel.: +49 6151 428 59-0
(Europa) Fax: +49 6151 428 59-110

E-Mail: europe@cellestis.com
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13. TESTVERFAHREN (KURZFORM)

1. SCHRITT: BLUTPROBE INKUBIEREN

1. Die  Patientenblutprobe  mit  Hilfe  der
Blutentnahmerdhrchen entnehmen und durdh
Sekunden langes kraftiges Schitteln (oder 10x
Schutteln) grindlich mischen. Dgesamte Innenwand
des Rohrchensmuss mit Blut bedeckt sein.

2. Die Rohrcherstehend16 - 24 Stunden b&7°C
inkubieren.

3. Nach der Inkubation die Réhrchen 5 - 15 Minuten
bei 1500 - 2200g (RCF) zentrifugieren, um das Pasm
von den roten Blutzellen zu trennen.

4, Nach dem Zentrifugieren aus jedem Réhrchen die
Plasmaprobe zur IFN-Quantifizierung entnehmen.

7N

/
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2. SCHRITT: DER IFNy-ELISA

Die ELISA-Bestandteile (aulRer dem 100fach

konzentrierten Konjugatkonzentrat) mindestens I':i-ii-i
60 Minuten lang bei Zimmertemperatur LS
stabilisieren lassen.

Den rekombinanten Human-IFNStandard mit

destilliertem oder entionisiertem Wasser auf 8,0

IE/ ml rekonstituieren. 4 Standardverdinnungen

herstellen.

Das lyophilisierte  100fach  konzentrierte
Konjugatkonzentrat mit destilliertem oder
entionisiertem Wasser rekonstituieren.

Das Konjugat mit griiner Verdiinnungsldsung ////
herstellen und je 5l in alle Vertiefungen geben. U I—l Ll U

Je 50 pl der Plasmaproben und 50 pl der ////
Standards in die entsprechenden Vertiefungen
geben. Im Schittler mischen. U I_l i_l I_l

120 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren. E . E E
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10.

11.

12.

Die Vertiefungen mindestens 6 x 400 pl
Waschpuffer pro Vertiefung waschen.

Je 100 ul Enzymsubstratiosung in alle
Vertiefungen geben.

30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren.

Je 50 ul Stopplésung in alle Vertiefungen geben.

Mit Hilfe des Schittlers mischen.

Ergebnisse bei 450 nm mit einem 620-650 nm-
Referenzfilter messen.

Ergebnisse analysieren.
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