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1. VERWENDUNGSZWECK

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT®) ist ein Test zur In-vitro-Diagnostik, der einen Peptidcocktail
enthélt, der die Proteine ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) simuliert und Zellen in heparinisiertem Vollblut
stimuliert. Der Nachweis von Interferon-y (IFN-y) durch die ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)-
Methode dient der Erkennung von In-vitro-Reaktionen auf diese Peptidantigene, die bei einer Mycobacterium
tuberculosis-Infektion vorliegen.

QFT ist ein indirekter Test zum Nachweis einer M. tuberculosis-Infektion (einschlieRlich der aktiven
Erkrankung). Die Testergebnisse sollten im Zusammenhang mit der Risikobeurteilung, R6ntgenuntersuchungen
und sonstigen medizinischen und diagnostischen Untersuchungen betrachtet werden.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Tuberkulose (Tb) ist eine ansteckende Erkrankung, die durch eine Infektion mit Organismen des M. tuberculosis
—Komplexes (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) verursacht wird. Die Ansteckung durch Personen, die an
Th der Atemwege leiden, erfolgt in der Regel (iber eine Tropfcheninfektion. Bei neu infizierten Patienten kann
die Th-Erkrankung innerhalb von Wochen oder Monaten auftreten, aber bei den meisten Infizierten treten keine
Beschwerden auf. Bei einigen persistiert eine latente Tuberkulose-Infektion (LTBI), eine nicht ansteckende,
asymptomatische Erkrankung, die erst nach Monaten oder Jahren zum Ausbruch kommen kann. Der
Hauptzweck der Erkennung der LTBI besteht darin, eine Behandlung zur Prévention des Ausbruchs der Th-
Erkrankung in Betracht zu ziehen. Bis vor Kurzem war der Tuberkulin-Hauttest (tuberculin skin test, TST) die
einzige verfligbare Methode zur Diagnose der LTBI. Die kutane Sensitivitat fir Tuberkulin entsteht 2 bis 10
Wochen nach der Infektion. Jedoch reagieren einige Infizierte nicht auf Tuberkulin, darunter z.B. Patienten mit
einer gestdrten Immunreaktion infolge anderer Erkrankungen, aber auch Patienten ohne solche Stérungen.
Umgekehrt weisen jedoch einige Personen, die mit grofRer Wahrscheinlichkeit nicht an einer M. tuberculosis-
Infektion leiden, nach der Impfung mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG), nach Infektion mit anderen
Mykobakterien als dem M. tuberculosis-Komplex oder aufgrund unbekannter anderer Faktoren eine Tuberkulin-
Sensitivitat auf und erzielen ein positives Testergebnis im Tuberkulin-Hauttest

LTBI muss von einer Th-Erkrankung unterschieden werden, die meldepflichtig ist und in der Regel die Lunge
und die unteren Atemwege beféllt; es konnen jedoch auch andere Organsysteme betroffen sein. Die Th-
Erkrankung wird aufgrund historischer, physischer, radiologischer, histologischer und mykobakteriologischer
Untersuchungsergebnisse diagnostiziert.

Der QFT Test misst die zellvermittelten Immun (CMI)-Reaktionen auf Peptidantigene, die mykobakterielle
Proteine simulieren. Diese Proteine (ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4)) fehlen in allen BCG-Stdmmen und in den
meisten nicht-tuberkuldsen Mykobakterien mit Ausnahme von M. kansasii, M. szulgai und M. marinum.! Bei
Personen, die mit Organismen des M. tuberculosis-Komplexes (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum)
infiziert sind, liegen im Allgemeinen Lymphozyten im Blut vor, die diese und andere mykobakterielle Antigene
erkennen. Bei diesem Erkennungsprozess wird das Zytokin IFN-y produziert und freigesetzt. Der Nachweis und
die anschliefende Quantifizierung von IFN-y bildet die Grundlage dieses Tests.

Die im QFT Test verwendeten Antigene sind ein Peptidcocktail, der die Proteine ESAT-6, CFP-10 und
TB7.7(p4) simuliert. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass diese Peptidantigene die IFN-y-Reaktion in den T-
Zellen von M. tuberculosis-Infizierten stimulieren, aber nicht die T-Zellen von Nicht-infizierten oder BCG-
geimpften Personen ohne Th-Erkrankung oder LTBI-Risiko."** Jedoch kann die IFN-y-Reaktion durch
medizinische Behandlungen oder Erkrankungen, die die Immunfunktion beeintréchtigen, potenziell verringert
werden. Patienten mit bestimmten anderen mykobakteriellen Infektionen kénnen ebenfalls auf ESAT-6, CFP-10
und TB7.7(p4) reagieren, da die Gene, auf denen sich diese Proteine befinden, auch in M. kansasii, M. szulgai
und M. marinum “# vorliegen. Der QFT Test ist daher eine wertvolle Hilfe bei der Diagnose einer Infektion mit
dem M. tuberculosis-Komplex bei erkrankten Patienten. Ein positives Testergebnis unterstitzt die Diagnose
einer Tb-Erkrankung; jedoch kann es auch durch andere Mykobakterien (z.B. M. kansasii) hervorgerufen
werden. Fur die Bestdtigung bzw. den Ausschluss einer Th-Erkrankung sind weitere medizinische und
diagnostische Untersuchungen erforderlich.



Testprinzip

Das QFT System beinhaltet spezielle Blutentnahmeréhrchen, in die die Vollblutproben enthommen werden.
Die anschlieBende Inkubation der Blutproben im Réhrchen dauert 16 bis 24 Stunden. Danach wird das Plasma
entnommen und auf das Vorliegen von IFN-y untersucht, das gegebenenfalls in Reaktion auf die Peptidantigene
gebildet wurde.

Der QFT Test besteht aus zwei Schritten. Im 1. Schritt wird die Vollblutprobe in die verschiedenen QFT
Blutentnahmerdhrchen entnommen. Hierzu gehéren ein Nullkontrollréhrchen, ein Th-Antigen-Réhrchen und ein
optionales Mitogen-Réhrchen.

Das Mitogenrdhrchen kann beim QFT Test als positive Kontrolle verwendet werden. Dies kann besonders
angezeigt sein, wenn der Immunstatus des Patienten fraglich ist. Das Mitogenréhrchen kann auch als Kontrolle
fiir den korrekten Umgang mit der Blutprobe und fiir die korrekte Inkubation eingesetzt werden.

Das Rohrchen sollte so rasch wie méglich, unbedingt jedoch binnen 16 Stunden nach der Blutentnahme, bei
37°C inkubiert werden. Nach der 16- bis 24-stiindigen Inkubationszeit werden die R6hrchen zentrifugiert. Dann
wird das Plasma entnommen und die IFN-y-Menge (in IE/ml) mit Hilfe der ELISA-Methode bestimmt.

Der Test gilt als positiv fir die IFN-y-Reaktion auf das Th-Antigenréhrchen, wenn dieser Wert signifikant iber
dem Wert der Nullkontrolle (IFN-y in IE/ml) liegt. Bei Verwendung des Mitogenréhrchens dient die
mitogenstimulierte Plasmaprobe als IFN-y-positive Kontrolle fiir jede getestete Probe. Eine geringe Reaktion
auf Mitogen (< 0,5 IE/ml) gilt als unschliissiges Ergebnis, wenn die Blutprobe auch eine negative Reak

ion auf die Th-Antigene aufweist. Ein solches Muster kann bei ungenugender Lymphozytenzahl, verringerter
Lymphozytenaktivitat infolge unsachgeméaRer Probenbehandlung, unsachgeméaRem Befiillen oder Mischen des
Mitogenréhrchens entstehen oder dann, wenn die Lymphozyten des Patienten nicht in der Lage sind, IFN-y zu
produzieren. Die Nullprobe umfasst eine Korrektur fiir unspezifische Hintergrundreaktionen, heterophile
Antikorpereffekte” sowie unspezifisches IFN-y in der Blutprobe. Der IFN-y-Wert des Nullréhrchens wird vom
IFN-y-Wert des Th-Antigen-Réhrchens und des Mitogenréhrchens (sofern verwendet) abgezogen.

Zeitaufwand fiir den Test

Nachstehend finden Sie Angaben zur geschétzten Dauer des QFT Tests sowie zur erforderlichen Zeit beim
Testen mehrerer Proben im Batch-Modus.

Inkubation der Probenréhrchen bei 37 °C: 16 - 24 Stunden
ELISA: ca. 3 Stunden pro ELISA-Platte
. < 1 Std. Arbeitszeit
. plus 10 — 15 Min. pro zusatzlicher Platte



3. REAGENZIEN UND AUFBEWAHRUNG

Tuberkulose- und Kontrollantigen-Blutentnahmerdhrchen

Best.-Nr. T0590-0301

Nullkontrollréhrchen (grauer VVerschluss) 100 Roéhrchen
Th-Antigen-R6hrchen (roter Verschluss) 100 Roéhrchen
Mitogen-Kontrollréhrchen (lila Verschluss) 100 Roéhrchen

HINWEIS: Die Réhrchen sind auch wie folgt erhaltlich:

100 Nullkontrollréhrchen + 100 Th-Antigen-R6hrchen (Best.-Nr. T 0590- 0201)
100 Mitogen-Kontrollrohrchen (Best.-Nr. T0593- 0201)

Best.-Nr. T0590-0501: (fur groRe H6hen) 100 Nullkontrollréhrchen, 100 Th-Antigen-
Roéhrchen

Best.-Nr. T0590-0505: (fuir grof’e Héhen) 100 Nullkontrollréhrchen, 100 Th-Antigen- und
100- Mitogen-Kontrollréhrchen

Best.-Nr.T0593- 0501: (fiir groRe Héhen) 100 Mitogen-Kontrollréhrchen



EL ISA-Bestandteile

ELISA-Bestandteile

Best.-Nr. 0594-0201

Best.-Nr. 0594-0501

Kit mit 2 Platten

Reference Lab Pack
(Packung fur Referenzlabors)

Mikrotiterstreifen, beschichtet mit
anti-human IFN-y monoklonalem
Antikorper (Maus)

2 Platten a 96 Vertiefungen

20 Platten a 96 Vertiefungen

Human IFN-y Standard, lyophilized
(enthalt rekombinantes Human-1FN-y,
Rinderkasein, 0,01 % Thimerosal)

1 Flaschchen
(8 IE/ml nach Rekonstitution)

10 Flaschchen
(8 IE/ml nach Rekonstitution)

Griine Verdinnungsldsung (enthalt
Rinderkasein, normales Maus-Serum,
0,01 % Thimerosal)

1x30ml

10 x 30 ml

Konjugatkonzentrat (100fach konzentriert),
lyophilisiert (anti-humanes IFN-y (Maus)
HRP; enthalt 0,01% Thimerosal)

1 x 0.3ml (nach Rekonstitution)

10 x 0,3 ml (nach Rekonstitution)

Waschpufferkonzentrat (20fach

konzentriert) (pH 7,2; enthalt 0,01 % 1x 100 ml 10 x 100 ml
Thimerosal)
Enzymsubstratldsung (enthélt H,0,,
3,3’,5,5” Tetramethylbenzidin) 1x30ml 10 x 30 ml
Enzymstopplésung (enthélt 0,5M H,SO,4)

1xI15ml 10 x 15 ml




Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

37 °C Inkubator; kein CO, erforderlich.

Kalibrierte Pipetten mit variablem Volumen (10 ul bis 1000 ul) mit Einwegspitzen
Kalibrierte Mehrkanalpipette zur Abgabe von 50 ul und 100 ul mit Einwegspitzen
Schdttler fir Mikrotiterplatten

Entionisiertes oder destilliertes Wasser (2 Liter)

Waschgerat fiir Mikrotiterplatten (vorzugsweise automatisiert)

Lesegerat fiir Mikrotiterplatten mit 450-nm-Filter und 620 bis 650 nm-Referenzfilter

Lagerung

Blutentnahmerdhrchen

e Lagern Sie die Blutentnahmerdhrchen bei 4 - 25 °C.

Kitreagenzien
e Lagern Sie das Kit bei 2 - 8 °C.
e Schitzen Sie die Enzymsubstratlésung stets vor direkter Sonneneinstrahlung.

Rekonstituierte und nicht bendtigte Reagenzien

Anweisungen zur Rekonstituierung der Kitreagenzien finden Sie in Kapitel 6 unter ,Vorbereitung der
Reagenzien“.

o Der rekonstituierte Kitstandard ist bei Lagerung zwischen 2 und 8 °C drei Monate lang haltbar.
o Notieren Sie das Datum der Rekonstitution des Kitstandards.
e Nach der Rekonstitution muss nicht bendétigtes Konzentrat (100x) wieder bei 2-8°C gelagert und ebenfalls
binnen drei Monaten aufgebraucht werden.
o Notieren Sie das Datum der Rekonstitution des Konjugats.
e Das gebrauchsfertige Konjugat muss binnen 6 Stunden nach Zubereitung verwendet werden.
e Der gebrauchsfertige Waschpuffer ist bei Zimmertemperatur bis zu zwei Wochen lang haltbar.



4. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

VorsichtsmalRnahmen

e Ein negatives Ergebnis im QFT Test schlielt die Mdglichkeit einer M. tuberculosis-Infektion oder
einer Thb-Erkrankung nicht aus; falsch-negative Ergebnisse kénnen
bedingt sein durch die Infektionsphase (z.B. wenn die Blutprobe vor der Entwicklung der
zelluldren Immunreaktion entnommen wurde), Stérungen der Immunfunktion durch andere
Erkrankungen, unsachgeméRe Handhabung der Rohrchen nach der Blutenthahme, unrichtige
Testdurchfiihrung oder sonstige immunologische Variablen.

e Ein positives Ergebnis im QFT Test sollte nicht als alleinige Grundlage fir die Beurteilung einer
Infektion mit M. tuberculosis dienen; durch unrichtige Testdurchfihrung kann es zu falsch-
positiven Ergebnissen kommen.

e Ein positives Ergebnis im QFT Test sollte durch weitere medizinische und diagnostische
Untersuchungen abgeklart werden; nur so lasst sich ermitteln, ob eine aktive Th-Erkrankung
vorliegt (z.B. durch AFB-Abstrich und Kultur sowie Thorax-Réntgenuntersuchung).

e  Zwar sind ESAT-6, CFP-10 und TB7.7(p4) in BCG-Stdmmen und in den meisten bekannten nicht-
tuberkulésen Mykobakterien nicht enthalten, jedoch kann ein positives Ergebnis im QFT Test
auch auf eine Infektion mit M. kansasii, M. szulgai oder M. marinum zurtickzufiihren sein. Werden
solche Infektionen vermutet, sind alternative Testmethoden einzusetzen.

Warnhinweise

Nur zum diagnostischen Gebrauch /n vitro.

Vorsicht: Die Enzymsubstratldsung enthélt 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin, das beim Verschlucken,
Einatmen und beim Hautkontakt gefahrlich ist. Reizt Haut und Augen. Wirkt mutagen. Tragen Sie eine
Schutzbrille und Laborhandschuhe und behandeln Sie diese Ldsung als potenziell karzinogen.

Vorsicht: Die Enzymstopplésung enthdlt H,SO,4, das beim Verschlucken, Einatmen, bei Augenkontakt
und Hautkontakt geféhrlich ist. Tragen Sie eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und laboribliche
Schutzkleidung. Nach versehentlichem Haut- oder Augenkontakt mit der Stoppldsung spilen Sie bitte mit
groRen Mengen Wasser nach und suchen Sie einen Arzt auf.

Vorsicht: Der IFN-y Standard und das 100-fach konzentrierte Konjugatkonzentrat konnen bei
Verschlucken Beschwerden verursachen und bei Hautkontakt Irritationen auslésen. Tragen Sie
Laborhandschuhe und laboribliche Schutzkleidung.

Betrachten Sie Humanblutproben stets als potenziell infektids! Befolgen Sie die einschldgigen
Richtlinien fiir den Umgang mit Blut.

Einige Reagenzien enthalten Thimerosal als Konservierungsmittel. Thimerosal kann beim Verschlucken,
Einatmen und bei Hautkontakt toxisch wirken.

Die griine Verdinnungslosung enthédlt normales Mausserum und Kasein; diese Substanzen k&nnen
allergische Reaktionen auslésen. Hautkontakt ist daher zu vermeiden.

Abweichungen von den in der Packungsbeilage beschriebenen Verfahren und Instruktionen kénnen zu
fehlerhaften Ergebnissen fihren. Bitte lesen Sie die Testanweisung vor Gebrauch sorgféltig durch.
Verwenden Sie das Kit nicht, wenn eine oder mehrere Reagenzienflaschen vor Gebrauch beschédigt oder
undicht sind.

Verwenden Sie mit den Bestandteilen dieser Packung keine ELISA-Reagenzien anderer QFT Kit-Chargen.
Entsorgen Sie nicht bendtigte Reagenzien und biologische Proben geméaRR den ortlichen und nationalen
Vorschriften.

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

Stellen Sie vor Gebrauch sicher, dass alle Laborgerdte wie Plattenwaschgerdt und Lesegerét flr
Mikrotiterplatten kalibriert bzw. validiert wurden.



5. PROBENNAHME UND -HANDHABUNG
Blutentnahme

Der QFT Test umfasst folgende Blutentnahmer&hrchen:

1. Nullkontrolle (grauer Verschluss mit weiem Ring) (fir Hohen bis zu 810 Meter (ber dem
Meeresspiegel)

2. Tb-spezifische Antigene (roter Verschluss mit weilem Ring) (fur Héhen bis zu 810 Meter Uber
dem Meeresspiegel)

3. Mitogen-Kontrolle — optional (lila Verschluss mit weiem Ring) (fur Hohen bis zu 810 Meter (iber

dem Meeresspiegel)

Nullkontrolle (grauer Verschluss mit gelbem Ring) (fiir H6hen zwischen 1.020 und 1.875 Metern)

Th-Antigen (roter Verschluss mit gelbem Ring) (fir Hohen zwischen 1.020 und 1.875 Metern)

Mitogen-Kontrolle — optional (lila Verschlussmit gelbem Ring) (fir Héhen zwischen 1.020 und

1.875 Metern)

ISR

Die Antigene befinden sich in getrockneter Form in der Beschichtung der Innenwand der
Blutentnahmeréhrchen. Daher missen die Blutproben sorgféltig mit dem Inhalt des Rohrchens vermischt
werden. Die Rohrchen werden dann schnellstmdglich, spétestens 16 Stunden nach Blutentnahme, in einen
Inkubator (37 °C) Uberflhrt.

Optimale Ergebnisse werden bei Einhaltung folgender Anweisungen erzielt:

1. Nehmen Sie von jedem Patienten je 1 ml vendses Blut in jedes der QFT Blutentnahmerdhrchen. Die
Blutabnahme darf nur durch geschultes medizinisches Personal (Phlebotomist/in) erfolgen.

e Bis zu einer Héhe von 810 m sollten die QFT Standard-Blutentnahmerdhrchen benutzt
werden. In Héhen ab 1.020 m sollten die speziellen QFT Blutentnahmerdhrchen fiir grofe
Hohen verwendet werden.

Bei Verwendung der QFT Blutentnahmerdhrchen auRerhalb der genannten Héhenbereiche
oder bei niedrigen Probenvolumen kann das Blut auch mit einer Spritze entnommen werden;
dann wird in jedes der drei Rohrchen je 1 ml Blut gegeben. Aus Sicherheitsgriinden entfernt
man hierzu am besten die Spritzennadel; befolgen Sie hierzu bitte die Ublichen
Vorsichtsmafinahmen. Nehmen Sie den Verschluss der drei QFT Rohrchen ab und geben Sie
in jedes Réhrchen 1 ml Blut (bis zur schwarzen Markierung am seitlichen Rand des Etiketts).
Dann den Verschluss wieder anbringen und mischen wie nachstehend beschrieben.

e Da die 1-ml-R6hrchen das Blut relativ langsam aufnehmen, belassen Sie das Réhrchen nach
dem scheinbaren Erreichen des Fillstands bitte noch 2-3 Sekunden auf der Nadel. Dies
gewdhrleistet, dass die erforderliche Blutmenge entnommen wird.

Die schwarze Markierung seitlich am Roéhrchen ist die 1-ml-Filllinie. Die QFT
Blutentnahmerdhrchen wurden fiir Volumina von 0,8 bis 1,2 ml validiert. Wird bei der
Blutentnahme diese Indikatorlinie nicht erreicht, empfiehlt es sich, eine neue Blutprobe zu
entnehmen.

o Bei Verwendung einer Butterfly-Nadel zur Blutentnahme ist mit Hilfe eines Leerréhrchens
sicherzustellen, dass die Schlauchverbindung gefillt ist, bevor die QFT Rohrchen aufgesetzt
werden.

2. Unmittelbar nach dem Beflllen der Réhrchen schitteln Sie diese bitte zehn Mal gerade fest genug, um
sicherzustellen, dass die Innenwand der Rohrchen ganz mit But bedeckt ist, damit sich die Antigene
aus der Wandbeschichtung lésen kdnnen.

e Bei der Blutentnahme sollten die Réhrchen eine Temperatur von 17-25°C aufweisen.

e  Zu heftiges Schiitteln kann den Gelpfropf zerstéren und zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.



Beschriften Sie die Rohrchen.

Die Rohrchen missen schnellstmdglich, spatestens jedoch 16 Stunden nach Blutentnahme, in einen
Inkubator (37°C + 1°C) uberfihrt werden. Lagern Sie die Réhrchen bis zur Inkubation bei

Zimmertemperatur (22 °C £ 5 °C). Die Blutproben nicht im Kiihlschrank oder Gefrierschrank
aufbewahren!



6. GEBRAUCHSANWEISUNG

1. Schritt: Inkubation der Blutprobe und Entnahme des Plasmas

Mitgelieferte Materialien

QFT Blutentnahmeréhrchen (siehe Kapitel 3).

Bendtigte, aber nicht mitgelieferte Materialien

siehe Kapitel 3.
Verfahren

1. Werden die Blutproben nicht sofort nach der Entnahme inkubiert, miissen die Réhrchen durch
10maliges Umkehren unmittelbar vor der Inkubation erneut gemischt werden.

2. Inkubieren Sie die Réhrchen STEHEND 16 bis 24 Stunden lang bei 37 °C. CO, oder Befeuchtung ist
hierbei nicht erforderlich.

3. Die Blutentnahmeréhrchen kénnen vor dem Zentrifugieren bis zu 3 Tage lang bei 4 - 27°C aufbewahrt
werden.

4. Nach der Inkubation der Réhrchen bei 37 °C werden diese zur leichteren Entnahme des Plasmas
5 — 15 Minuten lang bei 2000 — 3000g (RCF) zentrifugiert. Durch Pfropfenbildung scheiden sich die
Zellen vom Plasma ab. Geschieht dies nicht, miissen die Rohrchen bei héherer Geschwindigkeit erneut
zentrifugiert werden.

e Das Plasma kann auch ohne Zentrifugieren entnommen werden, jedoch ist hierbei sehr
vorsichtig vorzugehen, um bei der Plasmaentnahme nicht die Zellen aufzuwirbeln.

5. Nach dem Zentrifugieren und vor der Entnahme des Plasmas vermeiden Sie bitte unter allen
Umsténden, die Proben auf- und abzupipettieren oder das Plasma zu mischen. Gehen Sie mit
Sorgfalt vor, um das Material an der Geloberflache nicht zu stéren.

e  Zur Entnahme der Plasmaprobe bitte immer eine Pipette benutzen!

e Die Plasmaproben kénnen direkt von den zentrifugierten Blutentnahmeréhrchen in die QFT
ELISA-Platte tiberfuhrt werden; dies gilt auch bei Verwendung von ELISA-Automaten.

e Die Plasmaproben kénnen bei 2-8 ° C bis zu 28 Tage gelagert werden; nach der Entnahme des
Plasmas auch fur langere Zeit bei -20°C.
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2. Schritt: Human-1EN-y ELISA

Mitgelieferte Materialien

QFT ELISA-Kit (siehe Kapitel 3).

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

siehe Kapitel 3.

1.

2.

Verfahren

Alle Plasmaproben und Reagenzien mit Ausnahme des 100x Konjugatkonzentrats missen vor Gebrauch
Zimmertemperatur (22 + 5°C) erreichen. Planen Sie hierfiir mindestens 60 Minuten ein.

Nehmen Sie nicht benétigte Streifen aus dem Rahmen, geben Sie sie in die Folienverpackung zuriick und
lagern Sie sie bis zum Gebrauch im Kihlschrank.

Sehen Sie mindestens einen Streifen fur die QFT Standards und eine ausreichende Zahl von Streifen fiir die
zu testenden Patienten vor (siehe Abbildungen 2A und 2B fir die Verwendung von 2 bzw. 3 Réhrchen).
Bewahren Sie nach Gebrauch den Rahmen und den Deckel fir die verbleibenden Streifen auf.
Rekonstituieren Sie den lyophilisierten Kitstandard mit der auf dem Etikett des Standardfldschchens
angegebenen Menge entionisierten oder destillierten Wassers. Mischen Sie das Flaschchen vorsichtig
(Minimierung der Schaumbildung) und vergewissern Sie sich, dass der Inhalt vollstandig aufgeldst ist. Die
Rekonstitution des Standards auf das angegebene Volumen ergibt eine Lésung mit einer Konzentration von
8,0 IE/ml.

Hinweis: Das Rekonstitutionsvolumen des Kitstandards ist je nach Charge unterschiedlich!

Verwenden Sie den rekonstituierten Kitstandard zur Herstellung einer 1:4-Verdiinnungsserie von
IFN-y in griner Verdiinnungslésung (GV) — siehe Abbildung 1. S1 (Standard 1) enthalt 4 IE/ml, S2
(Standard 2) enthélt 1 IE/ml, S3 (Standard 3) enthalt 0,25 IE/ml und S4 (Standard 4) enthélt 0 IE/ml (nur
GV). Die Standards sollten mindestens doppelt getestet werden.

EMPFOHLENES VERFAHREN EMPFOHLENES VERFAHREN
FUR DOPPELSTANDARDS FUR DREIFACHSTANDARDS

a. Beschriften Sie 4 Roéhrchen mit ,,S17, a. Beschriften Sie 4 Roéhrchen mit ,,S17,
#5927, ,,83” und ,,S4”. #9527, ,53” und ,,S4”.
b. Geben Sie 150 pul GV in S1, S2, S3, S4. b. Geben Sie 150 pl GV in S1.
c. Geben Sie 150 pl Kitstandard in S1 c. Geben Sie 210 ul GV in S2, S3, S4.
und mischen Sie sorgfaltig. d. Geben Sie 150 pl Kitstandard in S1
d. Ubertragen Sie 50 pl von S1 in S2 und mischen Sie sorgfaltig.
und mischen Sie sorgfaltig. e. Ubertragen Sie 70 pl von S1in S2
e. Ubertragen Sie 50 pl von S2 in S3 und mischen Sie sorgfaltig.
und mischen Sie sorgfaltig. f.  Ubertragen Sie 70 pl von S2 in S3
f. ,,Nur GV” dient als Nullstandard (S4). und mischen Sie sorgfaltig.
g. ,.Nur GV” dient als Nullstandard (S4).
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Abbildung 1. Erstellung der Standardkurve

150 pL

m@@@

(Kitstandard) Standard 1
8,0 IE/ml 4,0 IE/mI

S1

50 oder 70 pl

50 oder 70 pl

S2 S3
/ —/
Standard 2 Standard 3
1,0 IE/mI 0,25 IE/ml

o Stellen Sie fur jeden ELISA-Durchgang neue Verdiinnungen des Kitstandards her.

S4

Standard 4
0,IE/ml
(nur GV)

Rekonstituieren Sie das lyophilisierte 100x Konjugatkonzentrat mit 0,3 ml entionisiertem oder destilliertem
Wasser. Mischen Sie das Flaschchen vorsichtig (Minimierung der Schaumbildung) und vergewissern Sie
sich, dass der Inhalt vollstdndig aufgeldst ist.

Das gebrauchsfertige Konjugat wird hergestellt, indem Sie die erforderliche Menge des rekonstituierten
100x Konjugatkonzentrats in griner Verdunnungsldsung verdinnen 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 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 pl 2,5 ml
6 30l 3,0 ml
7 35 pl 35 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 45 ml
10 50 pl 50 ml
11 55 ul 55 ml
12 60 pl 6,0 ml

e Grindlich, aber sorgfaltig mischen; dabei Schaumbildung vermeiden.

¢ Nicht benétigtes 100x Konjugatkonzentrat sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8 °C aufbewahren.

e Zur Verdiinnung nur die griine Verdiinnungsldsung verwenden.

Plasmaproben, die den Blutentnahmerdhrchen entnommen wurden und vor dem Test tiefgekihlt oder
langer als 24 Stunden gelagert wurden, missen vor dem Einbringen in die ELISA-Vertiefung sorgféltig

gemischt werden.

e Falls die Plasmaproben direkt aus den zentrifugierten QFT Réhrchen zugegeben werden, ist ein Mischen
der Plasmaproben zu vermedien.
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6. Geben Sie je 50 ul des frisch zubereiteten gebrauchsfertigen Konjugats mit Hilfe einer Mehrkanalpipette in
die jeweiligen ELISA-Vertiefungen.

7. Geben Sie je 50 pl der Plasmaproben mit einer Mehrkanalpipette in die entsprechenden Vertiefungen
(siehe empfohlener Plattenbelegungsplan, nachstehende Abbildungen 2A und 2B). Zuletzt geben Sie je 50
ul der Standards 1 bis 4 hinzu.

Abbildung 2A. Empfohlene Plattenbelegung fiir Nullkontroll- und Th-Antigenréhrchen
(44 Tests pro Platte)

Rehe |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 J10 |11 |12
A 1N |5N [oNn [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 | 22N [ 25N | 29N | 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

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Probe 1, Nullkontrollplasma); 1A (Probe 1, Tb-Antigenplasma).

Abbildung 2B. Empfohlene Plattenbelegung fiir Nullkontroll-, Th-Antigen- und Mitogenréhrchen
(28 Tests pro Platte)

Reihe | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN 1A | 1M Sl S1 13N | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M
B 2N | 2A | 2M S2 S2 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
c 3N |3A | 3M S3 S3 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
D 4N | 4A | 4M S4 | S4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M
E SN | 5A |[5M |O9N [9A |9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
F 6N | 6A | 6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
G /N | 7A | 7M | 1IN [ 11A | 1IM | 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M
H 8N |[8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

e S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4).
e 1N (Probe 1, Nullkontrollplasma); 1A (Probe 1, Th-Antigenplasma);
1M (Probe 1, Mitogenkontrollplasma).

8. Mischen Sie Konjugat und Plasmaproben/Standards sorgfaltig 1 Minute lang im Schittler fur
Mikrotiterplatten.

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

o Wahrend der Inkubation sind die Platten vor direkter Sonneneinstrahlung zu schiitzen.
10. Wahrend der Inkubation verdinnen Sie ein Teil 20x Waschpufferkonzentrat mit 19 Teilen entionisierten
oder destillierten Wassers und mischen dies sorgféltig. Im Lieferumfang befindet sich ausreichend 20x

Waschpufferkonzentrat zur Herstellung von 2 Litern gebrauchsfertigem Waschpuffer.

Waschen Sie die Vertiefungen mindestens 6 Mal mit 400 ul gebrauchsfertigem Waschpuffer. Wir
empfehlen die Verwendung eines Waschautomaten fiir Mikrotiterplatten.

o Sorgféltiges Waschen ist fur die Testleistung sehr wichtig. Prufen Sie bei jedem Waschzyklus, dass alle
Vertiefungen vollstdndig bis oben mit Waschpuffer gefullt sind. Es empfiehlt sich, zwischen den
Waschzyklen jeweils eine Einweichzeit von mindestens 5 Sekunden einzuhalten.
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e In den Auffangbehélter fur Abfallflissigkeit sollte ein laboribliches Desinfektionsmittel gegeben
werden. Befolgen Sie zudem die in IThrem Labor geltenden Anweisungen zur Dekontamination potenziell
infektidsen Materials.

11. Klopfen Sie die Platten mit den Vertiefungen nach unten auf ein Papiertuch, um verbleibenden
Waschpuffer zu entfernen. Geben Sie dann 100 pl Enzymsubstratlésung in jede Vertiefung und mischen Sie
die Platten in einem Schittler.

12. Decken Sie jede Platte mit einem Deckel ab und inkubieren Sie sie 30 Minuten lang bei Zimmertemperatur
(22 £ 5°C).

o Wahrend der Inkubation sind die Platten vor direkter Sonneneinstrahlung zu schiitzen.

13. Nach der 30-mindtigen Inkubation geben Sie 50 pl Enzymstoppldsung in jede Vertiefung und mischen
dies.

e Die Enzymstopplésung sollte in derselben Reihenfolge und etwa im gleichen Tempo in die Vertiefungen
eingebracht werden wie das Substrat in Schritt 11.

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

Stopplosung mit Hilfe eines Lesegerats fur Mikrotiterplatten unter Verwendung eines 450-nm-Filters und
eines 620 bis 650 nm-Referenzfilters. Die OD-Werte werden fir die Berechnung der Ergebnisse bendétigt.

7. BERECHNUNGEN UND INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Cellestis halt furr Sie eine QFT Analysesoftware fiir die Analyse der Rohdaten und Berechnung der Ergebnisse
bereit. (Vergewissern Sie sich, dsss Sie stets die neueste Version der Software benutzen!)

Die Software fiihrt eine Qualitatskontrollbeurteilung des Assays durch, erstellt die Standardkurve und liefert
fur jeden getesteten Patienten ein Ergebnis auf der Grundlage der nachstehend beschriebenen
Interpretationsmethode.

Als Alternative zur Verwendung der QFT Analysesoftware kdnnen die Ergebnisse auch mit der nachstehend
beschriebenen Methode ermittelt werden:

Erstellung der Standardkurve

(bei Nichtverwendung der QFT Software)

Ermitteln Sie die mittleren OD-Werte der Kitstandard-Doppelbestimmungen auf jeder Platte.

Erstellen Sie eine loge)-loge Standardkurve durch graphische Darstellung des logey des mittleren OD-Wertes
(y-Achse) gegen den log) der IFN-y-Konzentration des Standards in IE/ml (x-Achse), wobei der Nullstandard
bei dieser Berechnung ausgelassen wird. Berechnen Sie die Linie mit der besten Passform fir die Standardkurve
durch Regressionsanalyse.

Verwenden Sie die Standardkurve zur Ermittlung der IFN-y-Konzentration (IE/ml) fur jede getestete
Plasmaprobe unter Verwendung des OD-Wertes jeder Probe.

Fur diese Berechnungen konnen Software-Pakete verwendet werden, die fur Mikrotiterplatten-Lesegerate
angeboten werden, sowie Standard-Spreadsheet- oder —Statistik-Programme (wie z.B. Microsoft Excel). Wir
empfehlen die Verwendung solcher Software-Pakete fir die Berechnung der Regressionsanalyse, des
Variationskoeffizienten (%VK) der Standards sowie des Korrelationskoeffizienten (r) fur die Standardkurve.
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Qualitatskontrolle

Die Richtigkeit der Testergebnisse hdngt von der Erstellung einer korrekten Standardkurve ab. Daher miissen
die von den Standards abgeleiteten Ergebnisse gepriift werden, bevor die Testergebnisse interpretiert werden
dirfen.

Der ELISA ist gliltig, wenn alle nachstehenden Kriterien erfiillt sind:

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

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

e Der aus den mittleren Extinktionswerten der Standards errechnete Korrelationskoeffizient (r)
muss > 0,98 betragen.

Die QFT Analysesoftware errechnet diese Qualitatskontrollparameter.

\Werden diese Kriterien nicht erfillt, ist der Test ungiltig und muss wiederholt werden.

e Der mittlere OD-Wert des Nullstandards (griine Verdunnungslésung) sollte < 0,150 betragen.
Liegt der mittlere OD-Wert > 0,150, so empfiehlt es sich, das Verfahren fiir das Waschen der
Platten zu Uberprifen.
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Interpretation der Ergebnisse

Die QFT Testergebnisse sind nach folgenden Kriterien zu interpretieren:

HINWEIS: Die Diagnose bzw. der Ausschluss einer Th-Erkrankung sowie die Beurteilung der

Wahrscheinlichkeit einer LTBI
medizinischen und diagnostischen Ergebnisse;

Testergebnisse in Betracht gezogen werden.

erfordert die Kombination der epidemiologischen,
diese mdissen bei

der

BElI VERWENDUNG VON NULLKONTROLL- UND Th-ANTIGENROHRCHEN

historischen,
Interpretation der QFT

Null Tb-Antigen minus Null . . .
[I_E/ml] [IE/mI] QFT Ergebnis Bericht/Interpretation
<035 i M. tuberculosis-Infektion
> 0,35 und < 25% des Nullkontr.- negatv NICHT wahrscheinlich
<380 Wertes
> 0,35 und > 25% des Nullkontr.- ositiv? M. tuberculosis-Infektion
Wertes P wahrscheinlich
>8,0° beliebig unschliissig® Ergebnisse fur Tb-

Antigenreaktion unschlissig

1 In Féllen, in denen eine M. tuberculosis-Infektion nicht vermutet wird, kdnnen anfanglich positive Ergebnisse durch
erneutes doppeltes Testen der Original-Plasmaproben im QFT ELISA bestatigt werden. Ergibt die Testwiederholung bei der
ersten oder zweiten Probe ein positives Ergebnis, so ist das Testergebnis als positiv zu bewerten.
2 In Kklinischen Studien wiesen weniger als 0,25 % der Teilnehmer bei der Nullkontrolle eine IFN-y-Konzentration von > 8,0

IE/ml auf.

3 Mégliche Ursachen siehe Kapitel Problembehebung.

Aus der Hohe der gemessenen IFN-y-Konzentration lassen sich keine Riickschliisse auf das Stadium oder den
Grad der Infektion, das Ausmal der Immunreaktivitat oder die Wahrscheinlichkeit einer Progression bei aktiver
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/mI

INTERPRETATION

Ja

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

Ja
‘_{ NuIIkont:olleSS,O 1
IE/mlI
VALIDIERUNG
Ja

POSITIV
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BElI VERWENDUNG VON NULLKONTROLLROHRCHEN, Tb-ANTIGEN- UND
MITOGENROHRCHEN:

- i i i i - - -
Null Tb-Antigen minus Null Antl[leg/rrr]]wll]nus Null m(ﬁ [elré/mr:]r;]uls QFT Ergebnis Bericht/Interpretation
<035 2 0.5 negativ M. tuberculosis-Infektion
= ﬁfllskl(l)rr:(tifv%lse(ﬁe(sies > 0,5 NICHT wahrscheinlich
> 0,35 und > 25% des S L. M. tuberculosis-Infektion
= 80 Nullkontr.-Wertes beliebig positiv wahrscheinlich
<0,35 <05
> 0,35 und < 25% des <05 unschliissia® Ergebnisse fur Tb-
Nullkontr.-Wertes ' g Antigenreaktion unschlissig
> 8,0 beliebig beliebig

! Die Reaktion der positiven Mitogenkontrolle (und gelegentlich auch des Tb-Antigens) liegt haufig auBerhalb des

Messbereichs des Lesegerats fiir Mikrotiterplatten. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die Testergebnisse.

2 In Féllen, in denen eine M. tuberculosis-Infektion nicht vermutet wird, kénnen anfanglich positive Ergebnisse durch
erneutes doppeltes Testen der Original-Plasmaproben im QFT ELISA bestatigt werden. Ergibt die Testwiederholung bei der
ersten oder zweiten Probe ein positives Ergebnis, so ist das Testergebnis als positiv zu bewerten.

% Mégliche Ursachen siehe Kapitel Problembehebung.

*In klinischen Studien wiesen weniger als 0,25 % der Teilnehmer bei der Nullkontrolle eine IFN-y-Konzentration von > 8,0
IE/ml auf.

Aus der Hohe der gemessenen IFN-y-Konzentration lassen sich keine Riickschliisse auf das Stadium oder den
Grad der Infektion, das Ausmall der Immunreaktivitat oder die Wahrscheinlichkeit einer Progression bei aktiver
Erkrankung ziehen.
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Abbildung 4: FLUSSDIAGRAMM  ZUR INTERPRETATION (BEI VERWENDUNG
NULLKONTROLLROHRCHEN, Th-ANTIGEN- UND MITOGENROHRCHEN)

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/ml <8,0 IE/ml
1S
Nein Ja
A\ 4 A\ 4

NEGATIV POSITIV
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8. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Ergebnisse des QFT Tests missen in Kombination mit der epidemiologischen Historie jedes einzelnen
Patienten, seinem derzeitigen Gesundheitszustand und sonstiger diagnostischer Untersuchungen betrachtet
werden.

Ergebnisse mit einem Nullwert Gber 8 IE/ml sind als ,,unschliissig* zu bewerten, da eine um 25 % erhoéhte Th-
Antigen-Reaktion auBRerhalb des Messbereichs des Assays liegen kann.

Unzuverl&ssige oder unschliissige Ergebnisse kénnen folgende Ursachen haben:
e Abweichungen von dem in der Packungsbeilage beschriebenen Verfahren

e extrem hohe Konzentrationen an zirkulierendem IFN-y oder Vorliegen heterophiler Antikdrper
e Uberschreitung der Frist von 16 Stunden zwischen Blutentnahme und Inkubation bei 37 °C

9. LEISTUNGSMERKMALE

Klinische Studien

Da es fir die latente Tuberkuloseinfektion (LTBI) keinen definitiven Standard gibt, kann eine Schétzung der
Empfindlichkeit und Spezifitdt des QFT Tests nicht praktisch ausgewertet werden. Die Spezifitdt des QFT
wurde durch Evaluierung der Rate falsch-positiver Ergebnisse bei Personen mit geringem Risiko (d.h. ohne
bekannte Risikofaktoren) einer Tuberkulose-Infektion anndhernd ermittelt. Die Empfindlichkeit wurde
annahernd ermittelt durch Evaluierung von Patientengruppen mit aktiver Th-Erkrankung, die durch eine Kultur
bestatigt wurde.

Spezifitat

In einer US-Studie mit 866 Teilnehmern wurde bei der Durchfiihrung des TST eine Blutprobe flr den QFT Test
entnommen. Die demographischen Angaben und Th-Risikofaktoren wurden mit Hilfe einer Standardbefragung
zum Zeitpunkt des Tests ermittelt. VVon den 432 Teilnehmern ohne bekannte Risikofaktoren einer M.
tuberculosis-Infektion lagen im Anschluss fir 391 Personen QFT - und TST-Ergebnisse vor. Keine dieser
Personen waren mit BCG geimpft. Eine zweite Spezifitatsstudie mit dem QFT Test wurde in Japan anhand von
Teilnehmern mit geringem Risiko durchgefihrt; etwa 90 % dieser Personen waren mit BCG geimpft. Die
Ergebnisse beider Spezifitatsstudien sind in Tabelle 2 dargestellt.

TABELLE 2. Spezifitat des QFT Tests: Ergebnisse von Teilnehmern ohne bekannte Risikofaktoren einer
M. tuberculosis—Infektion.

Anzahl Anzahl
BCG- QFT THT
. Anzahl - QFT - THT*
STUDIE St_atus insgesamt QFT Positive Spezifitit Positive / Spezifitit
(Geimpfte | getestet unschliissi [ Anz. (95% CI) Anzahl (95% CI)
in %) g gultiger 0 der 0
Tests Getesteten
USA 0 99,2% 98,5%
(unveroffentlicht)y | 0% 391 1 31390 | (9g'100) | 67391 | (97-99)
15 _ano 98,8% i i
Japan 90% 168 6 21162 (95-100)
7/559 99,1%
GESAMT - 559 (1,3%) 5/552 (98-100) - -

(*unter Zugrundelegung THT-Grenzwerts von 10 mm TST bei Nicht-BGC-Geimpften). Bei Verwendung eines

Grenzwertes von 15 mm betragt die geschatzte THT-Spezifitat 99,1%.

** C| = Konfidenzintervall
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Empfindlichkeit flr aktive Tb

Zur Ermittlung der Empfindlichkeit des QFT Tests wurden Personen aus USA, Australien und Japan mit
Verdacht auf Th getestet, deren M. tuberculosis —Infektion anschliefend durch Kultur bestatigt wurde. Es gibt
zwar fur die latente Tuberkuloseinfektion (LTBI) keinen definitiven Standard, jedoch ist eine mikrobiologische
Kultur von M. tuberculosis ein angemessener Ersatz, da erkrankte Personen per Definition infiziert sind. Die
Patienten waren vor der Blutentnahme fiir den QFT Test weniger als 8 Tage behandelt worden.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der drei Gruppen von M. tuberculosis—kulturpositiven Patienten dargestellt. Die
Gesamtempfindlichkeit des QFT Test flr eine aktive Th-Erkrankung betrug 89% (157/177).

TABELLE 3. QFT: Personen mit kulturbestétigter M. tuberculosis- Infektion.

Anz. QFT T
STUDIE Positive / Anzahl | QFT Sensitivitat
Al (95% CI*)
gultiger Tests
i i 1 93%
TB-Patienten in Japan 86 /92 (86-97%)
i 89%
Australien 24127 (70-97%)
81%
USA 47 /58 (68-90%)
89%
GESAMT 157 /1177 (83-93%)

*Cl = Konfidenzintervall
Diagnose der LTBI

Es wurden eine Reihe von Studien veroffentlicht, die die Leistung des QFT bei verschiedenen LTBI-
Risikopopulationen belegen. Die wichtigsten Daten einiger ausgewahlter Studien sind in Tabelle 4 dargestellt.

TABELLE 4. Ausgewdhlte verdffentlichte Studien zum Einsatz des QFT bei L TBI-Risikopopulationen

Getestete

STUDIE Personend

Ergebnisse

Umfeld mit sehr hoher Th-Rate. 40% QFT Positive bzw. 41% TST-Positive
bei Grenzwert 10 mm. Hohe Konkordanz mit TST, kein Effekt von BCG auf
die Tests. Beide Tests in Verbindung mit Risikofaktoren “Alter” und “Dauer
der Beschéftigung im Gesundheitswesen”.

Die Gesamtpravalenz der LTBI betrug im QFT 4,6% (27/590) bei HIV-

Med. Personal in
Indien 726
(Pai et al 2005)*®

HIV-Positive in Positiven. Die positiven Ergebnisse standen im Zusammenhang mit Tb-
Déanemark 590 Risiken. Zwei QFT-positive Patienten entwickelten innerhalb eines Jahres eine
(Brock et al 2006)° aktive Th. Unschliissige Ergebnisse (n=20, 3,4 %) waren eng mit einer CD4-

Zahl von <100 / uL verbunden.

Kinder mit Th-Verdacht oder vorausgegangenem Th-Kontakt wurden mit QFT
und TST getestet. 10,5% QFT-Positive bzw. 9,5% TST-Positive bei
Grenzwert 10mm. Ubereinstimmung zwischen den Tests insgesamt 95,2%
bzw. 100% bei Nicht-BCG-Geimpften.

Die nahen Kontaktpersonen von 15 verschiedenen Indexféllen wurden getestet.

Stationar betreute
Kinder 105
(Dogra et al 2006) 12

Deutsche mit Th- 51% waren BCG-geimpft, 27 % im Ausland geboren. 70% der BCG-
Kontakt 309 Geimpften und 18% der Nicht-Geimpften waren TST-positiv (5 mm) und 9%
(Diel et al 2006) ** bzw. 11% waren QFT-positiv. QFT stand in Verbindung mit dem Tb-Risiko.

TST stand nur im Zusammenhang mit der BCG-Impfung.

Die Leistung der weniger empfindlichen Fliissigantigen-Version von QuantiFERON®-TB Gold (Vorlaufertest
des QFT) und des QFT Tests sind in vielen weiteren Verdffentlichungen beschrieben. Diese Studien umfassen
auch den Einsatz des Tests bei Kontaktpersonen von Patienten mit aktiver Th®**%  Kindern®0#%2 Hjy/-
Positiven?>?, medizinischem Personal®®*3 Immunsupprimierten®*?2#7303! go\ie Personen mit Th-

Verdacht”®*8 und solche mit geringem Risiko™.

Wiederholbarkeit und Effekt des TST auf spatere QFT Tests
Im Rahmen der US-Spezifitatsstudie wurde eine Untergruppe der Teilnehmer 4 bis 5 Wochen nach dem
urspriinglichen QFT und THT untersucht. Fiir 260 Teilnehmer lagen somit Ergebnisse aus dem QFT Test und

21



TST-Test von zwei Testzeitpunkten vor; die Ubereinstimmung betrug 99,6% (259/260). Ein vorausgegangener
TST fihrte nicht zu vermehrten positiven Ergebnissen im QFT.

10. TECHNISCHE INFORMATIONEN

Unschliissige Ergebnisse

Unschliissige Ergebnisse sollten selten auftreten und kénnen durch folgende technische Faktoren verursacht
werden:

Uberschreitung der Frist von 16 Stunden zwischen Blutentnahme und Inkubation bei 37 °C
Lagerung der Blutproben aulerhalb des empfohlenen Temperaturbereichs (22 + 5°C)
ungeniigendes Mischen der Blutentnahmeréhrchen

ungeniigendes Waschen der ELISA-Platte

Werden technische Probleme bei der Blutentnahme oder im Umgang mit den Blutproben vermutet, sollte der
gesamte QFT Test mit einer neuen Blutprobe wiederholt werden. Der ELISA-Test der stimulierten
Plasmaproben kann wiederholt werden, wenn ungeniigendes Waschen oder eine sonstige Abweichung von der
vorbeschriebenen ELISA-Testmethode vermutet wird. Unschlissige Ergebnisse, die auf niedrige Mitogen- oder
hohe Nullwerte zuriickzufiihren sind, dirften sich bei der Testwiederholung nicht verandern, es sei denn, es kam
beim ELISA-Test zu einem Fehler. Unschlissige Ergebnisse sollten als solche weitergegeben werden. Der Arzt
kann dann gegebenenfalls eine neue Blutprobe entnehmen oder je nach Bedarf sonstige Untersuchungen in
Betracht ziehen.

Geronnene Plasmaproben

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

Unspezifische Farbreaktion

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungeniigendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 pl Waschpuffer pro Vertiefung waschen.
Je nach verwendetem Waschgerét kénnen auch mehr als 6
Waschzyklen nétig sein. Es empfiehlt sich, zwischen den Waschzyklen
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Kreuzkontamination der ELISA-Vertiefungen

Sorgfaltiges Pipettieren und Mischen der Proben minimiert das Risiko.

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prifen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits noch nicht abgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 100x
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nach Rekonstitution
verwendet werden.

Enzymsubstratlésung ist kontaminiert

Entsorgen Sie das Substrat bei blaulicher Verfarbung. Vergewissern
Sie sich, dass saubere Reagenzienreservoirs verwendet werden.

Mischen des Plasmas in Zentrifugenréhrchen
vor dem Entnehmen des Plasmas.

Stellen Sie sicher, dass das Plasma oberhalb des Gelpfropfs sorgfaltig
entnommen wird (ohne Auf- und Abpipettieren und ohne das Material
auf der Geloberflache zu stéren).

Niedriger OD-Wert bei den Standards

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Fehler bei der Standardverdiinnung

Stellen Sie die Verdiinnungen des Kitstandards genau nach
Anweisungen in der Packungsbeilage her.

Pipettierfehler

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

Inkubationstemperatur zu niedrig

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

Inkubationszeit zu kurz

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

Falscher Plattenfilter

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

Reagenzien zu kalt

Alle Reagenzien (mit Ausnahme des 100x Konjugatkonzentrats)
missen vor Testbeginn Zimmertemperatur erreicht haben. Dies dauert
ca. 60 Minuten.

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prifen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits noch nicht abgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 100x
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nach Rekonstitution
verwendet werden.
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Starke Hintergrundfarbung

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungentgendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 pl Waschpuffer pro Vertiefung waschen.
Je nach verwendetem Waschgerét kénnen auch mehr als 6
Waschzyklen nétig sein. Es empfiehlt sich, zwischen den Waschzyklen
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Inkubationstemperatur zu hoch

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

Kit/Kitbestandteile abgelaufen

Prifen Sie, dass das Verfallsdatum des Kits noch nicht abgelaufen ist.
Vergewissern Sie sich, dass der Standard und das 100x
Konjugatkonzentrat innerhalb von 3 Monaten nach Rekonstitution
verwendet werden.

Enzymsubstratldsung ist kontaminiert

Entsorgen Sie das Substrat bei blaulicher Verfarbung. Vergewissern
Sie sich, dass saubere Reagenzienreservoirs verwendet werden.

Nicht-lineare Standardkurve und Abweichungen zwischen den beiden Doppelproben

MOGLICHE URSACHE

LOSUNG

Ungentgendes Waschen der Platten

Platte mindestens 6x mit 400 pl Waschpuffer pro Vertiefung waschen.
Je nach verwendetem Waschgerét kénnen auch mehr als 6
Waschzyklen nétig sein. Es empfiehlt sich, zwischen den Waschzyklen
jeweils 5 Sekunden Einweichzeit einzuhalten.

Fehler bei der Standardverdiinnung

Stellen Sie die Verdiinnungen des Kitstandards genau nach
Anweisungen in der Packungsbeilage her.

Ungentgendes Mischen

Mischen Sie die Reagenzien sorgfaltig durch mehrmaliges Umkehren
oder leichtes VVortexen, bevor Sie sie in die Vertiefungen dispensieren.

UngleichmaRige Pipettiertechnik oder
Unterbrechung beim Testaufbau

Das Dispensieren der Proben und der Standards sollte kontinuierlich
erfolgen. Alle Reagenzien miissen vor Testbeginn gebrauchsfertig
zubereitet werden.

Ein Video, das das Testverfahren demonstriert, sowie die Lésung der meisten technischen Probleme finden Sie
auf der CD-ROM mit den Produktinformationen und technischen Anleitungen. Sie erhalten die CD-ROM direkt

bei Cellestis oder durch Ihren Lieferanten.

24




11. BIBLIOGRAPHIE

Eine umfassende Liste der Literatur zu QFT finden Sie in gnowee ™, der QFT-Referenzbibliothek unter

Wwww.gnowee.net

1. Andersen, P., et al. Specific immune-based diagnosis of tuberculosis. Lancet 2000. 356; 1099-104.

2. Balcells, M.E., et al. A comparative study of two different methods for the detection of latent
tuberculosis in HIV-positive individuals in Chile. Int J Infect Dis. 2008. 12; 645-52.

3. Bartalesi, F., et al. QuantiFERON-TB Gold and TST are both useful for latent TB screening in
autoimmune diseases. Eur Respir J. 2009. 33; 586-93.

4. Bocchino, M., et al. Performance of two commercial blood IFN-gamma release assays for the detection
of Mycobacterium tuberculosis infection in patient candidates for anti-TNF-alpha treatment. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. 2008. 27; 907-13.

5. Brock, 1., et al. Latent tuberculosis in HIV positive, diagnosed by the M. tuberculosis specific interferon-
gamma test. Respir Res. 2006. 7; 56.

6. Chun, J.K., et al. The role of a whole blood interferon gamma assay for the detection of latent
tuberculosis infection in bacille Calmette-Guerin vaccinated children. Diagn Microbiol Infect Dis. 2008.
62; 389-94.

7. Connell, T.G,, et al. A three-way comparison of tuberculin skin testing, QuantiFERON-TB Gold and T-
SPOT.TB in children. PLoS ONE 2008. 3; e2624.

8. Detjen, A.K., et al. Interferon-gamma release assays improve the diagnosis of tuberculosis and
nontuberculous mycobacterial disease in children in a country with a low incidence of tuberculosis. Clin
Infect Dis. 2007. 45; 322-8.

9. Diel, R., et al. Comparative performance of tuberculin skin test, QuantiFERON-TB Gold In Tube assay,
and T-Spot.TB test in contact investigations for tuberculosis. Chest. 2009. 135; 1010-8.

10. Diel, R., et al. Predictive value of a whole-blood IFN-y assay for the development of active TB disease.
Am J Respir Crit Care Med. 2008. 177; 1164-70.

11.  Diel, R., et al. Tuberculosis contact investigation with a new, specific blood test in a low-incidence
population containing a high proportion of BCG-vaccinated persons. Respir Res. 2006. 7; 77.

12.  Dogra, S., et al. Comparison of a whole blood interferon-gamma assay with tuberculin skin testing for
the detection of tuberculosis infection in hospitalized children in rural India. J Infect. 2007. 54; 267-76.

13.  Drobniewski, F., et al. Rates of latent tuberculosis in health care staff in Russia. PLoS Med. 2007. 4;
e55.

14.  Gerogianni, 1., et al. Whole-blood interferon-gamma assay for the diagnosis of tuberculosis infection in
an unselected Greek population. Respirology. 2008. 13; 270-4.

15. Harada, N., et al. Comparison of the sensitivity and specificity of two whole blood interferon-gamma
assays for M. tuberculosis infection. J Infect. 2008. 56; 348-53.

16.  Higuchi, K., et al. Comparison of performance in two diagnostic methods for tuberculosis infection. Med
Microbiol Immunol. 2009. 198; 33-7.

17. Kang, Y.A,, et al. Discrepancy between the tuberculin skin test and the whole-blood interferon gamma
assay for the diagnosis of latent tuberculosis infection in an intermediate tuberculosis-burden country.
JAMA. 2005. 293; 2756-61.

18.  Katiyar, S. K.. et al. Use of the QuantiFERON-TB Gold In-Tube test to monitor treatment efficacy in
active pulmonary tuberculosis. Int J Tuberc Lung Dis. 2008. 12; 1146-52.

19.  Kipfer, B., et al. Tuberculosis in a Swiss army training camp: contact investigation using an Interferon
gamma release assay. Swiss Med Wkly. 2008. 138; 267-72.

20.  Luetkemeyer, A., et al. Comparison of an interferon-gamma release assay with tuberculin skin testing in
HIV-infected individuals. Am J Respir Crit Care Med. 2007. 175; 737-42.

21.  Mackensen, F., et al. QuantiFERON-TB Gold - A new test strengthening long-suspected tuberculous

involvement in serpiginous-like choroiditis. Am J Ophthalmol. 2008. 146; 761-6.

25


http://www.gnowee.net/�

22.  Manuel, O, et al. Comparison of QuantiFERON-TB Gold with tuberculin skin test for detecting latent
tuberculosis infection prior to liver transplantation. Am J Transplant. 2007. 7; 2797-801.

23. Matulis, G., et al. Detection of latent tuberculosis in immunosuppressed patients with autoimmune
diseases performance of a Mycobacterium tuberculosis antigen specific IFN-gamma assay. Ann Rheum
Dis. 2007. 67; 84-90.

24.  Mirtskhulava, V., et al. Prevalence and risk factors for latent tuberculosis infection among health care
workers in Georgia. Int J Tuberc Lung Dis. 2008. 12; 513-519.

25.  Nakaoka, H., et al. Risk for tuberculosis among children. Emerg Infect Dis. 2006. 12; 1383-8.

26.  Pai, M., et al. Mycobacterium tuberculosis infection in health care workers in rural India: comparison of
a whole-blood, interferon-g assay with tuberculin skin testing. JAMA. 2005. 293; 2746-55.

27.  Ponce de Leon, D., et al. Comparison of an interferon-gamma assay with tuberculin skin testing for
detection of tuberculosis (TB) infection in patients with rheumatoid arthritis in a TB-endemic population.
J Rheumatol. 2008. 35; 776-81.

28.  Richeldi, L., et al. Prior tuberculin skin testing does not boost QuantiFERON-TB results in paediatric
contacts. Eur Respir J. 2008. 32; 524-5.

29. Rothel, J.S. and Andersen, P. Diagnosis of latent Mycobacterium tuberculosis infection: is the demise
of the Mantoux test imminent? Expert Rev Anti Infect Ther. 2005. 3; 981-93.

30.  Schoepfer, A.M., et al. Comparison of interferon-gamma release assay versus tuberculin skin test for
tuberculosis screening in inflammatory bowel disease. Am J Gastroenterol. 2008. 103; 2799-806.

31.  Silverman, M.S,, et al. Use of an interferon-gamma based assay to assess bladder cancer patients treated
with intravesical BCG and exposed to tuberculosis. Clin Biochem. 2007. 40; 913-5.

32.  Stebler, A, et al. Whole-blood interferon-gamma release assay for baseline tuberculosis screening of

healthcare workers at a Swiss university hospital. Infect Control Hosp Epidemiol. 2008. 29, 681-3.

12. TECHNISCHER KUNDENDIENST

Nachstehend die Adressen unseres Technischen Kundendienstes:

Cellestis International Pty Ltd: Tel.: +61 3 8527 3500

Fax: +61 3 9568 6623
E-Mail: techsupport@cellestis.com

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

E-Mail: techsupport@cellestis.com

Website: www.cellestis.com

Andere Lander:

Land Gebuhrenfreie Rufnummer

Australien 9001 5776
Osterreich 0800 8020034
Belgien 0800 75351
Frankreich 0800911164
Deutschland 0800 182 7452
Irland 1800 550 417
Niederlande 0800 022 5340
Neuseeland 0800 44240
Schweiz 0800 561 802
GroRbritannien 0800 680 0630
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13. TESTVERFAHREN (KURZFORM)

1. SCHRITT: BLUTPROBE INKUBIEREN

1. Die Patientenblutprobe in die
Blutentnahmerdhrchen entnehmen und durch 10maliges
Schitteln gerade fest genug mischen, um
sicherzustellen, dass die gesamte Innenwand der
Roéhrchen mit Blut bedeckt ist, damit sich die Antigene
aus der Wandbeschichtung l6sen.

2. Die Réhrchen stehend 16 - 24 Stunden bei 37°C

inkubieren.

3. Nach der Inkubation die Réhrchen 5 - 15 Minuten

bei 2000 - 3000g (RCF) zentrifugieren, um das Plasma L
von den roten Blutzellen zu trennen. -

4. Nach dem Zentrifugieren entnehmen Sie mit der /
Pipette das Plasma. Bitte achten Sie vor der Entnahme

sorgféltig darauf, unter keinen Umstanden auf und ab zu

pipettieren oder das Plasma zu mischen.



2. SCHRITT: DER IFN-y-ELISA

Die ELISA-Bestandteile (auBer dem 100fach
konzentrierten Konjugatkonzentrat) mindestens
60 Minuten lang bei Zimmertemperatur
stabilisieren lassen.

Den rekombinanten Human-IFN-y-Standard 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 griner Verdinnungslésung
herstellen und je 50 ul in alle Vertiefungen geben.

Je 50 pl der Plasmaproben und 50 pl der
Standards in die entsprechenden Vertiefungen
geben. Im Schattler mischen.

120 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren.

C3
C3
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10.

11.

12.

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

Je 100 ul Enzymsubstratlosung in alle
Vertiefungen geben.

30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren.

Je 50 ul Stoppldsung in alle Vertiefunen geben.
Mit Hilfe des Schdttlers mischen.

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

Ergebnisse analysieren.
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14. WICHTIGE ANDERUNGEN

Die wichtigen Anderungen, die in der vorliegenden Ausgabe (05990301G — Juli 2011) der QFT Packungsbeilage
vorgenommen wurden, sind in der nachstehenden Tabelle zusammengefasst:

Kapitel Seite Anderung(en)
5. Probennahme und Handhabung 9 Anderung des Schiittelverfahresn
6. Gebrauchsanweisung 10 Anderung der Anweisung zur Handhabung der R6hrchen mit den
Blutproben
6. Gebrauchsanweisung 12 Anderung der Anweisung zur Handhabung der Plasmaproben
. . Zusatz: ,,Mischen des Plasmas in der Zentrifuge vor Entnahme des
10. Technische Informationen 23 Plasmas”
12. Technischer Kundendienst 26 Neue E-Mail-Adresse des Technischen Kundendiensts

30




Hergestellt fur:
Cellestis Limited (Australien) und Cellestis GmbH (Europa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australia
Tel. (Australien) +61 3 8527 3500, (Europa) +49 6151 428 59-0
E-Mail: quantiferon@cellestis.com
Website: www.cellestis.com

Dok.-Nr. 05990301G
Juli 2011

C

| EC | REP

Autorisierter Vertreter:

MDSS GmbH

Schiffgraben 41

30175 Hannover, Deutschland
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