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1. TILSIGTET ANVENDELSE

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) er ernn vitro-diagnostisk test, der anvender en peptid-cocksain
simulerer ESAT-6, CFP-10 og TB7.7(p4)-proteindrstimulering af celler i hepariniseret fuldbloddsning
af interferony (IFN-y) vha. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISAYerdes til at identificera vitro-
reaktioner pa de peptidantigener, der er associsdMycobacterium tuberculosisfektion.

QuantiFERON-TB Gold IT er en indirekte test fov. tuberculosisinfektion (inklusive sygdomsudbrud) og er
tilsigtet til brug sammen med risikovurdering, i@ghiafi og andre leegelige og diagnostiske vurderinge

2. OVERSIGT OVER OG FORKLARING AF TESTEN

Tuberkulose er en smitsom sygdom, der skyldes figlekmed organismer fril. tuberculosiskomplekset .
tuberculosis, M. bovis, M. africanynDe spreder sig typisk til nye veerter via lufthédrdbekerner fra patienter
med lungetuberkulose. En nyligt smittet person kavikle tuberkulgs sygdom inden for uger til méeeadnen
de fleste smittede forbliver raske. Latent tub&keinfektion (LTBI), en ikke-smitsom symptomigkstand,
kan vedvare hos nogle personer, som sa kan udvitierkulose maneder eller ar senere. Hovedformadet at
diagnosticere LTBI er at overveje medicinsk behemgdkil forebyggelse af tuberkulgs sygdom. Hidtdr
tuberkulin-hudtesten (TST) veeret den eneste metibdigagnosticering af LTBI. Kutan fglsomhed ovier
tuberkulin udvikles 2 til 10 uger efter smitte. ¢l® smittede, herunder personer med en lang raékkentde,
der h&ammer immunfunktionen, men ogsa personer didse tilstande, reagerer imidlertid ikke pa tulbdirk
Omvendt udviser nogle personer, som med stor saligbgd ikke er smittet mell. tuberculosis falsomhed
over for tuberkulin og har positive TST-resultagfter vaccination med bacillus Calmette-Guérin (BC&ter
smitte med andre mykobakterier evidtuberculosiskomplekset eller pga. andre uvisse faktorer.

Der bgr skelnes mellem LTBI og tuberkulose. Sidstrtee er en anmeldelsespligtig sygdom, der normalt
rammer lungerne og de nedre luftveje, men ogs&dame andre organsystemer. Tuberkulose diagnoesice
ud fra anamnetiske, fysiske, radiologiske, histidkg og mykobakteriologiske fund.

QuantiFERON-TB Gold IT-testen er en test for Cell Mediated Imme (CMI)-reaktioner pd peptidantigener,
der simulerer mykobakterieproteiner. Disse praein ESAT-6, CFP-10 og TB7.7(p4) - forekommer ikke
BCG-stammer eller i de fleste non-tuberkulgse myktdrier med undtagelse I kansasii, M. szulgaog M.
marinum! Personer smittet med organismer Ktatuberculosiskomplekset har normalt lymfocytter i blodet,
der genkender disse og andre mykobakterie-antigeddenne genkendelsesproces involverer dannelse og
udskillelse af cytokinet IFN- Pavisning og efterfalgende kvantificering af IfM+ grundlaget for denne test.

Antigenerne anvendt i QantiFERGNB Gold IT er en peptid-cocktail, der simulereof@inerne ESAT-6,
CFP-10 og TB7.7(p4). Det er pavist i talrige studat disse peptidantigener stimulerer If-xeaktioner i T-
celler hos personer, der er smittet mdd tuberculosis men generelt ikke hos ikke-smittede eller BCG-
vaccinerede personer uden sygdom eller risiko foBIL**? Dog kan medicinske behandlinger eller tilstande,
der haemmer immunfunktionen, potentielt reducere -yHiaktioner. Patienter med visse andre
mykobakterielle infektioner kan ogsa reagere pa ESBACFP-10 og TB7.7(p4), da de gener, der koder fo
disse proteiner, ogséa findesli kansasii, M. szulgasgg M. marinum?* QuantiFERON-TB Gold IT-testen er
bade en test for LTBI og et hjeelpemiddel til diagiimering af infektion medW. tuberculosiskompleks hos
syge patienter. Et positivt resultat understgttiimgnosen tuberkulgs sygdom. Infektioner med andre
mykobakterier (fxM. kansas) kan dog ogsa fere til et positivt resultat. Derer andre laegefaglige og
diagnostiske vurderinger pakraevet for at bekradite edelukke tuberkulgs sygdom.



Principper for analysen

QuantiFERON-TB Gold IT-systemet anvender seerlige blodtagniagsil udtagning af fuldblod. Blodet
inkuberes i rgrene i 16 til 24 timer, hvoreftergitea opsamles og testes for tilstedevaerelse afyléinet som
reaktion pa peptidantigenerne.

QuantiFERON-TB Gold IT-testen foretages i to trin. | farstentudtages fuldblod i hvert af QuantiFER®N
TB Gold-blodtagningsrarene, som omfatter et Nil-f@egativ kontrol), et TB-antigen-rgr og et mitogem.
Sidstnaevnte er valgfrit.

Mitogen-raret kan anvendes som positiv kontrol BBRiFERON-TB Gold IT-testen. Dette kan vaere saerligt
berettiget, hvis der er tvivl om personens immumsta Mitogen-rgret kan ogsa tjene som kontrolkiomrekt
handtering og inkubering af blodet.

Rgrene skal inkuberes ved 37°C hurtigst muligtraden for 16 timer efter blodprgvetagning. Eftertil@4
timers inkubation centrifugeres ragrene, plasman§sy og maengden af IFNdU/mL) méales med ELISA.

En test anses for positiv, hvis den har en {Fidaktion pa TB-antigen-raret, der ligger signifikaver Nil
IFN-y IU/mL-veerdien. Hvis den mitogen-stimulerede plapmsve anvendes, tjener den som en yFdbsitiv
kontrol for hver testet prave. En lav reaktionnpiogen (<0,5 IU/mL) indikerer et inkonklusivt rd&at, nar en
blodpreve ogsa har negativ reaktion pa TB-antigemerDette mgnster kan forekomme ved et utilstréigtke
antal lymfocytter, nedsat lymfocytaktivitet grundetorrekt prgvehandtering, ukorrekt fyldning/blamgliaf
mitogen-rgret eller manglende evne hos patientgm$okytter til at danne IFN-  Nil-praven korrigerer for
baggrund, heterofile antistofvirknindeeller non-specifik IFN¢ i blodprgver. IFNy-niveauet i Nil-raret
treekkes fra IFN-niveauet i TB-antigen-rgret og mitogen-rgret (fetisadant anvendes).

Pakraevet tidsforbrug til analysen

Det pakraevede tidsforbrug til udfgrelse af QuanRER®-TB Gold IT-analysen er ansliet nedenfor.
Tidsforbruget til analyse af flere praver som bactigeledes angivet.

Inkubation af blodtagningsrar ved 37°C: 16 tiltider

ELISA: Ca. 3 timer for én ELISA-plade
(28 til 44 personer)
» <1 times arbejde
» Yderligere 10 til 15 minutter for hver ekstra plade



3. REAGENSER OG OPBEVARING

Blodtagningsrgr med tuberkuloseantigen og kontrolle

Katalognummer 0590 0301

1. Nil-kontrol (negativ kontrol) (gra haette) 166y
2. TB-antigen (r@d haette) 100 rgr
3. Mitogen-kontrol (lilla heette) 100 rar

BEM/ERK: Andre rgrkombinationer kan ogsa fas:
Kat. nr. 0590-0201 100 Nil-kontrolrgr, 100 TB-antigen-r@r
Kat. nr. 0593 0201100 mitogen-kontrolrar
Rar til brug i stor hgjde (High Altitude) (se afsnt 5)

Kat. nr. 0590 0501: Hligh Altitude) 100 Nil-kontrolrgr, 100 TB-antigemsr

Kat. nr. 0590 0505:Kligh Altitude) 100 Nil-kontrolrgr, 100 TB-antigewirog 100
mitogen-kontrolrar

Kat. nr. T0593 0501High Altitude) 100 mitogen-kontrolrar

Komponenter til ELISA

Katalognummer 0594 0201

1. Mikroplade-strips 24 x 8 brgnde
2. Human IFNy-standard, frysetgrret 1 x haetteglas
3. Gran diluent 1 x 30mL

4. Konjugat 100X-koncentrat, frysetarret 1x0l3m

5. Vaskebuffer 20X-koncentrat 1 x 100mL

6. Enzym-substratoplgsning 1 x 30mL

/. Enzym-stopoplgsning 1x15mL

Pakreevede materialer (medfglger ikke)

37°C-varmeskab. CQOkke pakreevet.

Kalibrerede pipetter med variabel volumen til pipahg af 1QL til 2000uL med engangsspidser.
Kalibreret flerkanalspipette til pipettering afifi0og 10QuL med engangsspidser.
Mikropladeryster.

Demineraliseret eller destilleret vand, 2L.

Mikropladevaskemaskine (automatisk vaskemaskinefafds).

Mikropladeleeser monteret med 450nm filter og 62@hB60nm referencefilter.



Opbevaring

Blodtagningsrar

Opbevar blodtagningsrgrene ved 4°C til 25°C.
QuantiFERON-TB Gold-blodtagningsrarene er holdbare i 15 manefile fremstillingsdatoen ved
opbevaring ved 4°C til 25°C.

Kit-reagenser
Opbevar kittet ved 2°C til 8°C.
Enzym-substratoplgsningen skal beskyttes mod e@irsidys.
QuantiFERON-TB Gold IT-ELISA-kittet er holdbart i 3 &r fra frestillingsdatoen ved opbevaring ved 2°C
til 8°C.

Rekonstituterede og ubrugte reagenser

Se afsnit 6 vedrgrende anvisninger for rekonsiitgeaf reagenserne (side 11).

Den rekonstituerede kit-standard kan opbevarestil 8gnaneder ved 2°C til 8°C.
O Notér datoen for rekonstituering af kit-standarden.
Efter rekonstituering skal ubrugt konjugat 100X-kentrat igen opbevares ved 2°C til 8°C og anvendes
inden for 3 maneder.
O Notér datoen for rekonstituering af konjugatet.
Konjugat af brugsstyrke skal anvendes inden fomér efter tilberedning.

Vaskebuffer af brugsstyrke kan opbevares ved rumpéeatur i op til 2 uger.



4. ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDSREGLER

Advarsler

Et negativt QuantiFERONTB Gold IT-resultat udelukker ikke muligheden fdr tuberculosis-
infektion eller tuberkulose: falske negative restdt kan skyldes smittestadie (fx
blodprgvetagning far udvikling af cellulaer immurkgan), komorbide tilstande, som pavirker
immunfunktionerne, ukorrekt handtering af blodtagsrarene efter venepunktur, ukorrgkt
udfgrelse af analysen eller andre immunologisk&tber.

Et positivt QuantiFERORFTB Gold IT-resultat ber ikke udgere det enesteereliefinitive
grundlag for konstatering af smitte mbd tuberculosis Ukorrekt udfgrelse af analysen kan gjve
falske positive resultater.

Et positivt QuantiFERORFTB Gold IT-resultat bgr fglges af yderligere ladgelurdering og
diagnostisk evaluering i forhold til aktiv tuberkgke (fx AFB-udstrygning og -dyrkning, r@ntgen
af thorax).

Selvom ESAT-6, CFP-10 og TB7.7(p4) ikke findes i®@&tammer eller i de fleste kendte ngn-
tuberkulgse mykobakterier, er det muligt, at etifpasQuantiFERON-TB Gold IT-resultat kar
skyldes smitte medVl. kansasii, M. szulgakller M. marinum Ved mistanke om sadanfe
infektioner bgr der anvendes alternative test.




Forsigtighedsreqgler

Til /in vitrodiagnostisk brug.

Sundhedsskadelig: Enzym-substratoplgsning indeholder 3,3'5,5' tetramethylbenzidin, som er
sundhedsskadeligt ved indtagelse, indanding ogakomhed huden. Irriterer huden og gjnene. Mutagen.
Benyt gjenveern og handsker. Skal handteres sootattelt kreeftfremkaldende stof.

Sundhedsskadelig: Enzym-stopoplgsningndeholder HSQO,, som er sundhedsskadeligt ved indtagelse,
indanding og kontakt med gjnene eller huden. Bragenveern, handsker og almindelig
beskyttelsesbeklaedning. Hvis stopoplagsningen kanpd@dwuden eller i gjnene, skylles straks mediggel
meengder vand. Sgg derefter leege.

Sundhedsskadelig: IFNy-standard og konjugat 100X-koncentrat kan give ubehag ved indtagelse og
kan irritere huden. Brug handsker og almindeligekigtielsesbeklaedning.

Humant blod skal handteres som potentielt smittefdigt. Overhold alle relevante forskrifter for
handtering af blod.

Thimerosal anvendes som konserveringsmiddel i nogle reageissrkan veere giftigt ved indtagelse,
indanding eller kontakt med huden.

Grgn diluent indeholder normalt murint serum samt kasein, sam ¢ive allergiske reaktioner. Undgéa
kontakt med huden.

Afvigelse fra anvisningerne i indlaegssedlen karedajlagtige resultater. Laes anvisningerne grunigig
brug.

Undlad at benytte kittet, hvis en eller flere re@gfasker har tegn pa skader eller laeekager far.brug

Undlad at blande eller bruge ELISA-reagenser fdrabatches af QuantiFERGNB Gold-kittet.

Bortskaf ubrugte reagenser og biologiske prgveldkale og nationale regler.

Anvend ikke blodtagningsrgrene eller ELISA-kittéee udigbsdatoen.



5. PROGVETAGNING OG -BEHANDLING
Blodprgvetagning

QuantiFERON-TB Gold IT Test anvender fglgende blodtagningsrer:

1. Nil-kontrol (gra heettened hvid ring) (til hgjder op til 810 meter oveniy
2. TB-specifikke antigener (rgd haette med hvid ringhgjder op til 810 meter over havet)
3. Mitogen-kontrol — valgfri (lilla haette med hvid g (til hgjder op til 810 meter over havet)

4. Nil-kontrol (gra heette med gul ring) (til hgjder iheen 1.020 og 1.875 meter over havet)

5. Tb-antigen (rgd heette med gul ring) (til hgjderlamal 1.020 og 1.875 meter over havet)

6. Mitogen-kontrol — valgfri (lilla heette med gul ripgtil hgjder mellem 1.020 og 1.875 meter over
havet)

Antigenerne er coatet fast p& indersiden af blodtagrarene, sd det er yderst vigtigt, at indholdegrene
blandes grundigt med blodet. Rgrene overfgres$ 8reC-varmeskab hurtigst muligt og inden for 16 timéee

prgvetagning.

Nedenstdende procedure bar falges for at sikrenafstiresultater:

1. For hver person udtagdsml blod vha. venepunktur direkte ned i hvert al@iFERON-TB Gold
IT-blodtagningsrarene.

QuantiFERON standard-blodtagningsrgrene bgr benyttes ved hgjaét 810 m over havet.
De specielle QuantiFERCNblodtagningsrar bar benyttes ved hgjder over 10a0en havet.

N&r QuantiFEROR-blodtagningsrer anvendes uden for de naevnte hajditer eller til sma
prgvevoluminer, kan blodet ogsé udtages med erjtepsa fyldes 1 ml blod i hvert af de tre
rar. Af sikkerhedsmaessige arsager er det bedgtrakef ndlen; overhold i den forbindelse de
almindelige forsigtighedsforanstaltninger. Tag heataf de tre QFT-Gold IT-rar og kom 1 ml
blod i hvert rar (op til den sorte markering pa aidaf etiketten). Saet haetten pa igen, og bland
som beskrevet nedenfor.

Da 1 ml-rgr udtager blod relativt langsomt, skatetgholdes pa nalen i yderligere 2-3
sekunder, efter at rgret synes fuldsteendig fylérnied sikres det, at den korrekte meengde
blod er blevet udtaget.

Den sorte markering pa siden af rgret angiver enfylingsvolumen p&d 1 ml.
QuantiFERON-TB Gold-blodtagningsrgrene er blevet valideretviiluminer fra 0,8 til 1,2
ml. Hvis niveauet af blod i et rar ikke nar opniirkeringslinjen, anbefales udtagning af en ny
blodprave.

Ved anvendelse af en butterfly-nal til blodpreveiag bar der ferst udtages blod i et andet
rer for at sikre, at slangen er fyldt med blod, @arantiFERON-TB Gold-rgrene anvendes.

2. Bland rgrene ved ayste dem kraftigt i 5 sekunder (eller 10 gange) for at sikre, la¢le rgrets
inderside er blevet belagt med blod.

Grundig blanding er pakraevet for at sikre kompéghsenblanding af rerets indhold og
blodet.

Skumdannelse kan forventes under rystningen, meta gavirker ikke analysens ydeevne og
bar ikke give anledning til bekymring.

3. Meerk rgrene pa passende made.

4. Rgarene skal overfares til et 37°C-varmeskabigsirtnuligt og inden for 16 timer efter prgvetagnin
Blodpraverne ma ikke seettes i kagleskab eller fryser



6. ANVISNINGER FOR BRUG

TRIN 1 — Inkubation af blod og opsamling af plasma

Leverede materialer

QuantiFERON-TB Gold IT-blodtagningsrer (se afsnit 3)

Pakreevede materialer (medfglger ikke)

Se afsnit 3.
Procedure

1. Huvis blodet ikke inkuberes umiddelbart efter prageting,skal blanding af rarene gentages
umiddelbart far inkubering , som beskrevet i afsnit 5.

2. Inkuber rgrené OPRETSTAENDE STILLING ved 37°C i 16 til 24 timer. Varmeskabet krsever ikke
CO, eller befugtning.

3. Efter inkubation ved 37°C kan blodtagningsrgrenieesares ved 2°C til 27°C i op til 3 dage far
centrifugering.

4. Efter inkubation ved 37°C centrifugeres rgrene ndibutter ved 2000 til 3000 RCF (g). Dette letter
opsamlingen af plasma. Gelproppen vil separereldgednerne fra plasmaet. Hvis dette ikke sker, bar
rgrene centrifugeres igen ved hgjere hastighed.

* Plasma kan opsamles uden centrifugering. Dog kradeg¢rseerlig forsigtighed at fjerne
plasmaet uden at forstyrre blodlegemerne.

5. Plasmaprgverne kan overfgres direkte fra blodtaggnirene til QuantiFERONTB Gold ELISA-
pladen, iseer nar der anvendes automatiske ELISgjdsstationer.

6. Alternativt kan plasmaprgverne opbevares fgr ELI&#en i de centrifugerede rar eller i
plasmaopbevaringsbeholdere. Eksempelvis kan lplasma overfgres til mikropladebrgnde eller
mikrorgr i et stativ med 96 brgnde-format og denefivrsegles for at hindre spild eller fordampning
under opbevaring.

» Plasmaprgverne kan opbevares i op til 4 uger ved tH°8°C. Hvis leengere opbevaring
gnskes, kan de nedfryses til —20°C (hgjst —70°C).



Trin 2 — ELISA af human IEN-y

Leverede materialer

QuantiFERON-TB Gold ELISA-kit (se afsnit 3)

Pakreevede materialer (medfglger ikke)

Se afsnit 3.

Procedure

1. Alle plasmaprgver og reagenser, undtagen konjugaX%koncentrat, skal have rumtemperatur (22°C +
5°C) far brug. Vent mindst 60 minutter, til tempteran er udlignet.

2. Fjern de strips, der ikke er pakraevet, fra ramniersegl dem i folieposen, og opbevar dem i kgleskab
indtil de skal bruges.

Benyt mindst 1 strip til QuantiFERONTB Gold-standarderne samt et tilstraekkeligt astaps ift. antallet
af personer, der skal testes (se fig. 2A og 2B hhg. 2 rgrs- og 3 ragrs-formater). Gem ramme geléer
brug til anvendelse med de resterende strips.

3. Rekonstituer den frysetgrrede kit-standard medwidgnmen demineraliseret eller destilleret vand, eler
angivet p& etiketten phzetteglasset med standarBland forsigtigt for at hindre skumdannelse okresi
komplet oplgsning Rekonstituering af standarden med den angivhagdesvand vil give en oplgsning
med en koncentration pa 8,0 IU/mL.

Bemeerk: Rekonstitueringsvolumen til kit-standardearierer fra batch til batch.

Benyt den rekonstituerede kit-standard til at friélilesen 1 i 4-fortyndingsserie af IFM- grgn diluent
(GD) - se fig. 1. S1 (Standard 1) indeholder 4MU/ S2 (Standard 2) indeholder 1 1U/mL, S3 (Staddar
3) indeholder 0,25 IU/mL og S4 (Standard 4) inddeol0 IU/mL (GD alene). Standarderne bgr som
minimum analyseres i dobbeltbestemmelser

ANBEFALET PROCEDURBE-OR ANBEFALET PROCEDURE
DOBBELT-STANDARDER FORTREDOBBELT-STANDARDER

a. Meerk 4 rgr “S1”, “S2”, “S3”, “S4”. a. Meerk 4 rgr “S1”, “S2”, “S3”, “S4”,
b. Tilfgj 150uL GD til S1, S2, S3, S4. b. Tilfgj 150uL GD til S1.
C
d

c. Tilfgj 150pL af kit-standarden til S1, . Tilfgj 150uL GD til S2, S3, S4.
og bland grundigt. . Tilfej 150pL af kit-standarden til S1,

d. Overfgr50puL fra S1 til S2, og bland grundigt.

og bland grundigt. e. Overfgr DpL fra S1 til S2,
e. Overfagrs0ulL fra S2 til S3, og bland grundigt.

og bland grundigt. f. Overfer70uL fra S2 til S3,
f. GD alene fungerer som nul-standardg og bland grundigt.

(S4). g. GD alene fungerer som nul-standarden

(S4).
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FIGUR 1. Forberedelse af standardkurve

150 L 50 eller 70pL 50 eller 70pL
S1 S2 S3 S4
W N \_/
(Kit-standard) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
8,0 IU/mL 4,0 IU/mL 1,0 IU/mL 0,25 IU/mL 0 IU/mL

(GD ALENE)

* Tilbered friske fortyndinger af kit-standardenftiler ELISA-session.

Rekonstituer det frysetagrrede konjugat 100X-konegénned 0,3mL demineraliseret eller destilleretdian
Bland forsigtigt for at hindre skumdannelse ogeikomplet oplgsning af konjugatet.

Konjugat af brugsstyrke tilberedes ved at fortydda pakreevede maengde rekonstitueret konjugat 100X-
koncentrat i grgn diluent som angivet i tabel lilbd@redning af konjugat.

TABEL 1. Tilberedning af konjugat

VOLUMEN AF VOLUMEN AF GR@N
ANTAL STRIPS KONJUGAT DILUENT
100X-KONCENTRAT
2 10pL 1,0 mL
3 15pL 1,5 mL
4 20pL 2,0 mL
5 25l 2,5 mL
6 30pL 3,0mL
7 35l 3,5mL
8 40 L 4,0 mL
9 45l 45mL
10 50 pL 5,0 mL
11 55 L 5,5 mL
12 60 L 6,0 mL

¢ Bland grundigt men forsigtigt for at hindre skumdalse.
 Seet ubrugt konjugat 100X-koncentrat pa kel igen2Aitil 8°C umiddelbart efter brug.
* Benyt kun grgn diluent.

Fgr analysen bgr plasmaerne blandes for at siklENay er jeevnt fordelt i hele praven.

Tilfgj 50uL frisk tilberedt konjugat af brugsstyrke til de kpdevede ELISA-brgnde vha. en
flerkanalspipette.

Tilfgj 50uL plasmaprgve til de relevante brgnde .vlen flerkanalspipette (se den anbefalede
prgveopsaetning nedenfor — fig. 2A og 2B). Tilibgiut 50uL af hver af standarderne 1 til 4.
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FIGUR 2A. Anbefalet praveopsaetning for Nil- og TBantigen-rar
(44 test pr. plade)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN [5N | 9N |[13N | 17N S1 | 25N | 29N | 33N | 37N | 41N
1A |5A | 9A |13A | 17A S2 | 25A | 29A | 33A | 37A | 41A
2N | 6N | 10N | 14N | 18N S3 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
2A | 6A | 10A | 14A | 18A S4 | 26A | 30A | 34A | 38A | 42A

3N | 7N | 1IN | 15N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7A | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N | 8N | 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | BA | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
e 1N (Prgve 1. Nil-kontrol-plasma); 1A (Prgve 1. TBtigen-plasma).

I MmOl m >

FIGUR 2B. Anbefalet praveopsaetning for Nil-, TB-atigen- og mitogen-rgr
(28 test pr. plade)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IN 1A | 1M S1 | S1 | 13N | 13A | 13M| 21N | 21A | 21M
2N | 2A | 2M S2 | S2 | 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N | 3A | 3M S3 | S3 | 15N | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 | S4 | 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

5N |5A |5M |9N |9A | O9M | 17N | 17A | 17M| 25N | 25A | 25M
6N | 6A |6M | 10N | 10A | 10M | 18N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
7N | 7A | 7M | 1IN | 11A | 11IM| 19N | 19A | 19M | 27N | 27A | 2/M
8N | 8A |8M | 12N | 12A | 12M | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

» S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standa®43|Standard 4).
e 1N (Prgve 1. Nil-kontrol-plasma); 1A (Prgve 1. TBtigen-plasma);
1M (Prgve 1. Mitogen-kontrol-plasma).

I ® mm Ol Ol ®m >

8. Bland konjugat og plasmaprgver/standarder grundighinut med en mikropladeryster.
9. Deek hver plade med et Iag, og inkuber ved rumteatpe(22°C + 5°C) i 120 + 5 minutter.

* Pladerne bgr ikke udseettes for direkte sollys uirderberingen.

10. Mens inkuberingen foregar, fortyndes 1 del vaskfssu#0X-koncentrat med 19 dele demineraliseret elle
destilleret vand, hvorpd det blandes grundigt. [@etrede vaskebuffer 20X-koncentrat reekker til 2L
vaskebuffer af brugsstyrke.

Vask brgndene medOQuL vaskebuffer af brugsstyrke i mindst 6 cyklehutomatisk pladevaskemaskine
anbefales.

* Grundig vask er meget vigtig for analysens ydeevi@ntrollér, at alle brgndéyldes helt op med
vaskebuffer i hver eneste vaskecyklus. En iblgdsagtperiode pa mindst 5 sekunder mellem hver
cyklus anbefales.

» Der bgr tilseettes geengs laboratoriedesinfektiondehitl spildevandsbeholderen, og de faste proesdur
for dekontaminering af potentielt smittefarligt maale bar falges.

11. Bank pladerne let med forsiden nedad mod absemnde klsede for at fijerne resterende vaskebdifitgj
100uL enzym-substratoplgsning til hver brand, og blgnehdigt med en mikropladeryster.

12. Deek hver plade med et lag, og inkuber ved rnpézatur (22°C + 5°C) i 30 minutter.
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» Pladerne bgr ikke udseettes for direkte sollys uirderberingen.
13. Efter 30 minutters inkubation tilfgjes@0enzym-stopoplgsning til hver brgnd, og der blande

» Enzym-stopoplgsningen bgr tilfgjes til brandenamse reekkefglge og med samme hastighed som
substratoplgsningen i trin 11.

14. MAl den optiske densitet (OD) for hver brandeim for 5 minutter, efter at reaktionen er standBenyt

hertil en mikropladelaeser udstyret med et 450nterfilbog et 620nm til 650nm-referencefilter. OD-
veerdierne bruges til beregning af resultater.

7. BEREGNINGER OG TOLKNING AF TESTEN

QuantiFERON-TB Gold IT-analysesoftware til analyse af rddat lweregning af resultater kan fas fra
Cellestis.

Softwaren udfgrer en kvalitetskontrolvurdering aialgsen, opretter en standardkurve og frembringer e
testresultat for hver person, som beskrevet i #ié&trom resultattolkning.

Som alternativ til QuantFERONTB Gold IT-analysesoftwaren kan resultaterne besies med den
nedenfor beskrevne metode:

Oprettelse af standardkurve

(hvis QuantiFERON’-TB Gold IT-analysesoftware ikke benyttes)

Bestem OD-middelveerdierne for kit-standard-reptka¢ pa hver plade.

Opret en logyloge-standardkurve ved at indtegne (9dor middel-OD (y-akse) over for lgg for IFN-y-
koncentration i standarderne i IU/mL (x-akse) - ladenul-standarden fra disse beregninger. Beregh fite
linjen for standardkurven vha. regressionsanalyse.

Benyt standardkurven til at bestemme If#Kencentrationen (IU/mL) for hver plasmaprgve wal @D-veerdien
for hver pragve.

Disse beregninger kan udfgres med den softwaregtiar med mikropladelaesere, samt geengs regnebek-
statistiksoftware (fx Microsoft Excel). Det anbefa] at denne software anvendes til beregning af
regressionsanalysen, variationskoefficienten (%@M) standarderne samt korrelationskoefficienten fén)
standardkurven.
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Kvalitetskontrol af testen

Testresultaternes ngjagtighed afthaenger af oprettelsen ngjagtig standardkurve. Derfor skal rageldhe fra
standarderne undersgges, far resultaterne af pregian tolkes.

Falgende kreeves, for at ELISA er gyldig:

OD-middelveerdien for standard 1 skal veerez 0,600.
%CV for replikat-OD-vaerdierne for standard 1 og standard 2 skal veere< 15%.

Replikat-OD-veerdierne for standard 3 og standard 4ma ikke variere med mere end 0,040 OD-
enheder ift. deres middelveerdi.

Korrelationskoefficienten (r) beregnet ud fra standardernes absorbansmiddelveaerdier skal veere
>0,98.

QuantiFERON-TB Gold-analysesoftwaren beregner og rapporteesedkvalitetskontrolparametre.

Hvis ovenstaende kriterier ikke er opfyldt, er kensugyldig og skal gentages.

OD-middelveerdien for nul-standarden (grgn diluent) bgr veere < 0,150. Hvis OD-
middelveerdien er> 0,150, bgr pladevaskeproceduren tjekkes.
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Tolkning af resultater

QuantiFERON-TB Gold IT-resultaterne tolkes ud fra fglgendediier:

BEMARK: Diagnosticering eller udelukkelse af tuberkulgs sydom samt vurdering af sandsynligheden
for LTBI kreever anvendelse af en kombination af epiemiologiske, anamnetiske, medicinske og
diagnostiske fund, som bgr tages med i betragtninged tolkning af QuantiFERON®-TB Gold IT-
resultaterne.

VED ANVENDELSE AF NIL- OG TB-ANTIGEN-R@R

Nil TB-antigen minus Nil QuantiFERON®-TB Rapoort/tolknin

[u/mL] [U/mL] [u/mL] PP 9
<035 Negativ M. tuberculosisnfektion

<80 > 0,35 og < 25% af Nil-veerdi IKKE sandsynlig
. . . M. tuberculosisnfektion

0, _ 1
> 0,35 0g> 25% af Nil-veerdi Positiv sandsynlig
. . 3 Resultat er inkonklusivt mht

>8,0 Alle veerdier Inkonklusiv TB-antigen-falsomhed

! Hvor der ikke er mistanke oM. tuberculosisinfektion, kan indledningsvist positive resultabekraeftes ved gentest af de
originale plasmaprgver i dobbeltbestemmelser i @EBRON®-TB Gold ELISA. Hvis gentesten af en eller beggdikeper

er positiv, bgr personen anses for testpositiv.

2 | kliniske studier havde faerre end 0,25% af fospegsonerne IFN-niveauer p& > 8,0 IU/mL for Nil-kontrollen.

3 Se afsnittet om fejlfinding vedrgrende mulige §esa

Starrelsen af det malte IFNniveau kan ikke korreleres til stadiet eller gmadef infektion,
immunfglsomhedsniveauet eller sandsynlighedenrognession til aktiv sygdom.
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FIGUR 3.

Flowdiagram for tolkning ved anvendelse aNIL- OG TB-ANTIGEN-R@R

TB-antigen — Nil
> 0,35 IU/mL

TOLKNING

Ja

TB-antigen — Nil = 25%
af Nil lU/mL-veerdi

Ja
No
4_[ Nil < 8,0 IU/mL 1
VALIDERING
Ja

POSITIV
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VED ANVENDELSE AF NIL-, TB-ANTIGEN- OG MITOGEN-RZR

Nil TB-antigen minus Nil Mitogen minus Nil QuantiFERON®-TB Rapoort/tolknin
[u/mL] [U/mL] [u/mL] * [u/mL] PP 9
<035 = 05 Negativ M. tuberculosisnfektion
> 0,35 og < 25% af Nil-veerdi > 0,5 IKKE sandsynlig
. ; . - M. tuberculosignfektion
0, -
< 8,0 [> 0,35 00> 25% af Nil-veerdi  Alle vaerdier Positiv? sandsynlig
<0,35 <05
. . : Resultat er inkonklusivt mht.
0 ~ 3
> 0,35 og < 25% af Nil-veerdi <0,5 Inkonklusiv TB-antigen-falsomhed
> 8,0 Alle veerdier Alle veerdier

! Reaktionerne p& den mitogen-positive kontrol (eg@ng imellem TB-antigen) ligger ofte uden for
mikropladelzeserens omrade. Dette pavirker kkgtestresultaterne.

2 Hvor der ikke er mistanke oM. tuberculosisnfektion, kan indledningsvist positive resultakekraeftes ved gentest af de

originale plasmaprgver i dobbeltbestemmelser i @EBRON®-TB Gold ELISA. Hvis gentesten af en eller beggdikeper

er positiv, bgr personen anses for testpositiv.

% Se afsnittet om fejlfinding vedrgrende mulige §esa

* | kliniske studier havde faerre end 0,25% af fospegsonerne IFN-niveauer p& > 8,0 IU/mL for Nil-kontrollen.

Starrelsen af det malte IFNniveau kan ikke korreleres til stadiet eller gmadef infektion,
immunfglsomhedsniveauet eller sandsynlighedenrognession til aktiv sygdom.
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FIGUR 4. Flowdiagram for tolkning ved anvendelse aNIL- , TB-ANTIGEN- OG
MITOGEN-R@ZR
TB-antigen — Nil
> 0,35 IU/mL
TOLKNING
Ja
TB-antigen — Nil = 25%
af Nil lU/mL-veerdi
Nej Ja
Mitogen — Nil < 0,50 IU/mL Ja Nej ,
ogleller Nil = 8,0 IU/mL
Nil > 8,0 IU/mL
VALIDERING
Nej Ja
v v

NEGATIV

POSITIV
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8. BEGRANSNINGER

Resultaterne af QuantiFERGNB Gold IT-testen skal anvendes i sammenhseng meer Ipersons
epidemiologiske anamnese, aktuelle helbredstilstanandre diagnostiske vurderinger.

Personer med Nil-veerdier over 8 IU/mL klassificesesn “inkonklusive”, da en 25% hgjere reaktion & T
antigenerne kan ligge uden for analysens maleomrade

Upalidelige eller inkonklusive resultater kan slegd

» Afvigelser fra den procedure, der er beskrevetlisgggssedlen
» For hgje niveauer af cirkulerende IFNller tilstedeveerelse af heterofile antistoffer
* Mere end 16 timers ophold mellem blodprgvetagnimégni&ubation ved 37°C.

9. YDEEVNE-KARAKTERISTIK
Kliniske studier

Da der ikke findes en endelig standard for latebekuloseinfektion (LTBI), kan et estimat af sen#iten og
specificiteten for QuantiFERONTB Gold IT ikke vurderes i praksis. Specificitetemn QuantiFERON-TB
Gold IT blev tilnaermet ved at vurdere falsk positaten hos personer med lav risiko for tuberkulofgdition
(ingen kendte risikofaktorer). Sensitiviteten btiwaermet ved at vurdere grupper af patienter nitid aB
bekreeftet vha. dyrkning.

Specificitet

| et amerikansk studie med 866 frivillige blev deitaget blod til QuantiFERONTB Gold IT, samtidig med at
der blev foretaget en TST. Demografiske oplysniragerisikofaktorer for TB blev fastlagt vha. et
standardspgrgeskema pa testtidspunktet. Ud afrd@fide med ingen kendte risikofaktorer fi.
tuberculosisinfektion foreld der QuantiFERONTB Gold IT- og TST-resultater for de 391. Ingem bevet
BCG-vaccineret. Et andet specificitetsstudie med@&ERON-TB Gold IT blev udfert i Japan med
lavrisiko-personer, hvoraf ca. 90 % var blevet B@i&cineret. Resultaterne af begge specificitetsestua
angivet i tabel 2.

Table 2. Specificitet for QuantiFERON’-TB Gold IT: Resultater for personer med ingen rapprteret
risiko for M. tuberculosisinfektion.

Antal QFT-G

STUDIE BCG(;/itatus t' alt Antal QFT-G seslive | sr%gi-éi;tet ApnotgiltiT/E spgglji—:itet
vaccineret RS el antaltgsytldlge (95% ClI) antal testede  (95% CI)

e [ o0 | | o1 | owme | sl oo | S5

offontiggjory | 9% 190 4 3/18 | (55500 -

| ALT 581 (5(’)’380/‘;) 61576 99,0% -

*Ved brug af en 10mm TST-cutoff. Estimatet for T$edficitet er 99,1% ved brug af en 15mm cutoff.

Sensitivitet i forhold til aktiv TB

Personer med mistaenkt TB fra hhv. Australien ogudapom efterfglgende blev bekraeftet smittet Med
tuberculosisvha. dyrkning, blev testet mhp. vurdering af sevigéten for QuantiFERORFTB Gold IT. Da der
ikke findes en endelig standardtest for latent tiableseinfektion (LTBI), er en egnet erstatning en
mikrobiologisk dyrkning aM. tuberculosisda patienter med tuberkulose pr. definition eitteabe. Patienterne
havde modtaget behandling i mindre end 8 dagelémipbavetagning til QuantiFERCNTB Gold IT-testen.

Tabel 3 opsummerer resultaterne for de to gruppeatienter med positiM. tuberculosisdyrkning. Den
samlede sensitivitet for QuantiFER®NB Gold IT i forhold til aktiv TB var 89% (48/54).
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Tabel 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Personer medM. tuberculosisinfektion bekraeftet ved dyrkning

Antal QFT-Gold

Sygdom bekreeftet

QFT-Gold-sensitivitet

STUDIE ey positive / antal gyldige (95% Cl)
test
- . . . . 89%
Valideringsstudie med japanske TB-patiente Dyrgnin 24127 (72-96%)
0,
Valideringsstudie Pulmonal 7110 (45_%3)%)
med australske Dyrkning 100%
TB-patienter Extrapulmonal 17/17 (82-100%)
89%
I ALT 48 /54 (78-95%)

Diagnose af LTBI
Der er offentliggjort flere studier, som paviseegtnen af QuantiFERCNTB Gold IT i forskellige
populationer med risiko for LTBI. Hovedresultateafenogle udvalgte studier vises i table 4.

Tabel 4. Udvalgte offentliggjorte studier af QuantFERON®-TB Gold IT i populationer med risiko for
LTBI

STUDIE Antal testede Resultater og fund

Miljg med meget hgje TB-forekomster. 40% QFT-Gdlepbsitive sml.
Ansatte i sundhedssektoren, Indien 796 41% TST-positive ved 10mm. Hgj konkordans med Ti8Jen effekt af
(Paiet al2005§" BCG pa nogen af siderne. Begge test knyttet thafaktorerne alder og

arbejdsanciennitet i sundhedssektoren.

Samlet preevalens af LTBI ved brug af QFT-Gold IT 4%% (27/590) hos

- HIV-positive. Positive resultater var associeretm®-risiko. To QFT-Gold

I(ﬂg\r/()-é);:;t;ez,oggr;mark 590 IT-positive forsggspersoner udviklede aktiv TB inder 1 &r. Inkonklusive

reaktioner (n=20. 3,4%) var signifikant associenetd en CD4-teelling <100

/ pL.

Bgrn med mistaenkt TB eller anamnese med TB-koilekttestet med
Indlagte bgrn 105 QFT-Gold IT og TST. 10,5% QFT-Gold IT-positive sr@]5% TST-positive
(Dograet al 2006} ved 10mm. Overensstemmelsen mellem de to testtya¥®@samlet og 1009

hos ikke-BCG-vaccinerede.

Personer med taet kontakt til 15 forskellig indeKeetde blev testet. 51%
Personer med kontakt til TB-smittede}, var BCG-vaccinerede, 27% stammede fra andre |att¥é.af de BCG-
Tyskland 309 vaccinerede og 18% af de ikke-vaccinerede var T&itipe (5mm), mens
(Diel et al2006}* hhv. 9% og 11% var QFT-Gold IT-positive. QFT-Goldar associeret med

TB-risiko. TST var kun associeret med BCG-vaccirati

Der findes mange flere publikationer, der beskrixgevnen af den mindre faglsomme version af
QuantiFERON-TB Gold-testen, der anvender flydende antigergéiemgeren til QuantiFERGNTB Gold IT)
samt af QuantiFERONTB Gold IT-testen. Disse studier omfatter brugesten/testene hos personer med
kontakt til TB-sygé*'" ** % hos barfi'® % 28 hos HIV-positivé > ?°, hos ansatte i sundhedssektdtefi * hos
immunsupprimerede® 2 23 27.30.31samt hos personer med mistaenkt T8 *®og hos personer med lav
risiko™.

Repeterbarhed og effekt af TST ved efterfalgendan@EERON-TB Gold-test

Som del af det amerikanske specificitetsstudie bleundergruppe af frivillige testet igen 4-5 ugter den
oprindelige QuantiFERONTB Gold IT-test og TST. Der var QuantiFER®&NB Gold IT-resultater for 260

frivillige til rAdighed pa begge tidspunkter, ogepgnsstemmelsesgraden var 99,6% (259/260). Egeid/iTST
fordrsagede ingen positive QuantiFERORB Gold IT-reaktioner.
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10. TEKNISKE OPLYSNINGER

Inkonklusive resultater

Inkonklusive resultater bar ikke vaere almindelmtekommende og kan skyldes immunstatus hos testpans
De kan dog ogsa skyldes et antal tekniske faktorer:

» Mere end 16 timers ophold mellem blodprgvetagnipén@ubation ved 37°C
e Opbevaring af blodet ved en temperatur uden foadbefalede omrade (22 + 5°C)

e  Utilstreekkelig blanding af blodtagningsrar
» Ufuldsteendig vask af ELISA-pladen.

Hvis der er mistanke om tekniske problemer i fodhtill blodpravetagningen og —handteringen, gentdgds
QuantiFERON-TB Gold IT-testen med en ny blodpreve. GentagelSELISA af stimulerede plasmaer kan
udfgres, hvis der er mistanke om utilstreekkeligkvelfer anden proceduremaessig afvigelse i forbselehed
ELISA. Inkonklusive test som resultat af lave rgia-veerdier eller hgje nil-veerdier forventes ikkeeadre sig
ved gentagelse, med mindre der skete en fejl vd@&Linkonklusive resultater bgr rapporteres sonasae.
Leegen kan sa efter eget skan veelge at udtage lelodyyrave eller foretage en anden procedure.

Plasmaprgver med klumper

Hvis der dannes fibrinklumper ved langvarig opb&v@maf plasmapregver, kan prgverne centrifugeresjetd
klumpede materiale bundfaelder sig og pipetterirafgsilasmaet dermed bliver lettere.

21



Fejlfinding af ELISA

Uspecifik farveudvikling

MULIG ARSAG

LASNING

Ufuldsteendig vask af pladen

Vask pladen mindst 6 gange med 400u L vaskebuffdsrpnd. Alt
efter den anvendte vaskemaskine kan mere end @wgdkr veere
pakreevet. Der bgr veere mindst 5 sekunders ibladsganellem hver
cyklus.

Krydskontaminering af ELISA-brgnde

Veer forsigtig ved pipettering og blanding af prgferat minimere
risikoen.

Kittets / komponenternes udlgbsdato er
overskredet

Kontrollér, at kittet anvendes inden udlgbsdatoléantrollér, at
rekonstitueret standard og konjugat 100X-koncenaendes inden
for 3 maneder fra rekonstitueringsdatoen.

Enzym-substratoplgsningen er kontaminere

—

Bortskaf substratet, hvis der er bl&farvning. Kolbér, at der
anvendes rene reagensbeholdere.

Lave tal for optisk densitet i standardmalinger

MULIG ARSAG

LASNING

Fejl ved fortynding af standard

Kontrollér, at fortyndingerne af kit-standardeméitedes korrekt iht.
anvisningerne i indlsegssedlen.

Pipetteringsfejl

Kontrollér, at pipetterne kalibreres og anvendesgtoducentens
anvisninger.

For lav inkubationstemperatur

Inkubation af ELISA bgr ske ved rumtemperatur (1@P@7°C).

For kort inkubationstid

Inkubation af pladen med konjugat, standard og gkal ske i 120 +
5 minutter. Enzym-substratoplgsningen skal inkubedepladen i 30
minutter.

Ukorrekt pladeleeserfilter anvendt

Pladen bar lzeses ved 450nm med et referencefiiterglem 620 og
650nm.

For kolde reagenser

Alle reagenser, undtagen konjugat 100X-koncentrake have
rumtemperatur, far analysen pabegyndes. Dette tagdrtime.

Kittets / komponenternes udlgbsdato er
overskredet

Kontrollér, at kittet anvendes inden udlgbsdatoléantrollér, at
rekonstitueret standard og konjugat 100X-koncenaendes inden
for 3 maneder fra rekonstitueringsdatoen.
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Hgj baggrund

MULIG ARSAG LASNING

Vask pladen mindst 6 gange med 400u L vaskebuffdsrpnd. Alt
efter den anvendte vaskemaskine kan mere end @wgdkr veere
pakraevet. Der bgr veere mindst 5 sekunders iblaidsganellem hver
cyklus.

Ufuldsteendig vask af pladen

For hgj inkubationstemperatur Inkubation af ELISA bgr ske ved rumtemperatur (1@P@7°C).

Kontrollér, at kittet anvendes inden udlgbsdatoléantrollér, at
rekonstitueret standard og konjugat 100X-koncenaendes inden
for 3 maneder fra rekonstitueringsdatoen.

Kittets / komponenternes udlgbsdato er
overskredet

Bortskaf substratet, hvis der er blafarvning. Kolhér, at der

Enzym-substratoplgsningen er kontaminere
anvendes rene reagensbeholdere.

—

Ikke-linezer standardkurve og variabilitet mellenbdeltbestemmelser

MULIG ARSAG LASNING

Vask pladen mindst 6 gange med 400uL vaskebuffdsrpnd. Alt
efter den anvendte vaskemaskine kan mere end @cpdkr veere
pakraevet. Der bgr veere mindst 5 sekunders iblaidsganellem hver
cyklus.

Ufuldsteendig vask af pladen

Kontrollér, at fortyndingerne af standarden tillirs korrekt iht.

Fejl ved fortynding af standard anvisningerne i indleegssedlen.

Bland reagenserne grundigt ved at vende dem paeoedier ved blid

Darlig blanding vortexblanding, fgr de tilfgjes til pladen.

Inkonsistent pipetteringsteknik eller afbrydels&ilfgjelsen af prgve og standard bgr ske uden dfidser. Alle
ved analyseopsaetning reagenser bar tilberedes, far analysen pabegyndes.

En video af analyseproceduren og lgsninger paedteftekniske problemer findes pa cd-rommen med
produktoplysninger og tekniske anvisninger. Derheamn kan fas gratis fra Cellestis eller den lokale
forhandler.
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12. TEKNISK SERVICE

Teknisk service kan fas ved henvendelse til:

Cellestis International Pty Ltd: TIf.; +61 3 953200

Fax: +61 39571 3544
Mail: guantiferon@cellestis.com
Hjemmeside:www.cellestis.com

Cellestis GmbH: TIf.: +49 6151 42859 - 0
(Europa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

Mail: europe@cellestis.com
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13. OPSUMMERING AF TESTPROCEDURE

TRIN 1 — INKUBATION AF BLOD

Udtag patientblod i blodtagningsrarene, og bland
ved atryste rgrene kraftigt i 5 sekunder (eller

10 gange)for at sikre, ahele ragrets indersideer
blevet belagt med blod.

Inkuber rgrene opretstaende stillingved 37°C i
16 til 24 timer.

Centrifugér rgrene i 5 til 15 minutter ved 2000 til
3000g RCF (g) efter inkubation for at separere
plasma og rgde blodlegemer.

Opsaml plasmaprgven fra hvert rgr efter
centrifugering mhp. IFNrkvantificering.
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TRIN 2 — IFNy ELISA

1. Lad alle ELISA-komponenter, undtagen konjugat
100X-koncentrat, f& rumtemperatur. Det tager
mindst 60 minutter.

2. Rekonstituer kit-standarden til 8,0 IU/mL med
destilleret eller demineraliseret vand. Tilberded
standardfortyndinger.

3. Rekonstituer det frysetgrrede konjugat 100X-
koncentrat med destilleret eller demineraliseret
vand.

4, Tilbered konjugat af brugsstyrke i grgn diluent,
og tilfgj 50uL til alle brande.

5. Tilfgj 50uL plasmaprgve og 50pL standard til de
relevante brgnde. Bland vha. mikropladeryster.

6. Inkuber i 120 minutter ved rumtemperatur.

7. Vask brgndene grundigt mindst 6 gange med
400pL
vaskebuffer pr. brgnd.

8. Tilfgj 100uL  enzym-substratoplgsning til
brondene. Bland vha. mikropladeryster.

/
=

aucs

[
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10.

11.

12.

Inkuber i 30 minutter ved rumtemperatur.

Tilfgj 50uL enzym-stopoplgsning til alle brgnde. ////
Bland vha. mikropladeryster. I—[ I—l I—l I_i

Aflees resultater ved 450nm med et 620 til 650nm k
referencefilter. \
. ]

Analysér resultaterne.
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