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1. AVSEDD ANVANDNING

QuantiFERON-TB Gold In-Tube (IT) &r etin vitro-diagnostiskt test som anvander en peptidblandsorg
simulerar ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4)-proteingyfte att stimulera celler i hepariniserat helblbétektion
av interferony (IFN-y) genom enzymkopplad immunadsorberande analys @&L&Bvands for identifiering av
in vitro-responsepd dessa peptidantigen som ar associeradeMyedbacterium tuberculosisfektion.

QuantiFERON-TB Gold IT &r ett indirekt test fof. tuberculosisinfektion (inkl. sjukdom) och &r avsett att
anvandas tillsammans med riskbeddmning, radiograih andra mediciniska och diagnostiska
utvarderingsmetoder.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Tuberkulos ar en smittsam sjukdom som orsakas f@ktion med organismer aM. tuberculosiskomplexet
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanupgom normalt sprids till nya smittbarare via luftba droppar fran
personer med tuberkulos i luftvdgarna. En nyliggfekterad person kan insjukna i tuberkulos inongraa
veckor till manader, men de flesta infekterade gaes insjuknar inte. Somliga far en latent tubékinfektion
(LTBI), ett icke-smittsamt asymptomatiskt tillstinddom inom manader eller ar kan utvecklas till
tuberkulossjukdom. Huvudsyftet med diagnosticerangLTBI &r att kunna géra en bedémning av vilken
medicinsk behandling som behdvs for att LTBI:n isita utvecklas till tuberkulossjukdom. Till heitligen var
tuberkulintestet (TST) den enda tillgangliga metodér diagnosticering av LTBI. Kutan kénslighet tmo
tuberkulin utvecklas inom 2 till 10 veckor efterfektion. Vissa infekterade individer, inkl. pergsnmed
manga olika typer sjukdomstillstand som forhindimmunfunktioner, men aven andra som inte har dessa
sjukdomstillstand, svarar inte p& tuberkulin. Omtvdppvisar vissar individer som sannolikt interifekterade
med M. tuberculosiskanslighet mot tuberkulin och far positiva TST-ésfuefter vaccination med bacillen
Calmette-Guérin (BCG), infektion med andra mykdbekr &n M. tuberculosis-komplexegller andra
obestamda faktorer.

Atskillnad maste géras mellan LTBI och tuberkulaksjom, ett rapporterbart tillstdnd som vanligtviafattar
lungorna och nedre luftvagarna, men som aven kaerka andra organ. Tuberkulossjukdom diagnosticpéa
basis av historiska, fysiska, radiologiska, higgidkia och mykobakteriologiska resultat.

QuantiFERON-TB Gold IT-testet testar cellmedierad immunitetMi@espons) pd peptidantigen som
simulerar mykobakteriella proteiner. Dessa pr@gifieSAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4), saknas i alla BCG
stammar och i de flesta icke-tuberculosis mykobédte med undantag foM. kansasii, M. szulgadbch M.
marinum? Individer som &r infekterad med organismeMurtuberculosis-komplexdiar vanligtvis lymfocyter

i blodet som kéanner igen de har och anaigkobakteriella antigener. Denna identifieringspgss innefattar
generering och sekretion av cytokinet IFNDPetekteringen och den efterféljande kvantifieengav IFNy ar
grundvalen for detta test.

De antigener som anvénds i QuantiFERONB Gold IT &r peptidblandning som simulerar progha ESAT-
6, CFP-10 och TB7.7(p4). Flera studier har visatlassa peptidantigener stimulerar If-kesponser i T-celler
fran individer som har infekterats med. tuberculosis men i allmanhet inte fran infekterade eller BCG-
vaccinerade personer utan sjukdom eller risk forBLT®> Emellertid kan medicinsk behandling eller
sjukdomstillstdnd som skadar immunsystemets funktigpotentiellt minska IFN-responserna. Patienter med
vissa andra mykobakteriella infektioner kan ocks#ra p4 ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4), eftersomeleeg
som avkodar dessa proteiner forekommeéd.ikansasii, M. szulgadbch M. marinum*?? QuantiFERON-TB
Gold IT-testet ar bade ett test for LTBI och etilpinedel vid diagnosticering av infektioner Mv tuberculosis-
komplexet hos sjuka patienter Ett positivt resultat ger stod for diagnostiogriav tuberkulossjukdom.
Emellertid kan &ven infektioner av andra mykobadktert.ex. M. kansas) ge positiva resultat. Andra
medicinska och diagnostiska bedémningar kréavstttduberkulossjukdom ska kunna bekréftas ellerlutas.



Principer for analysen

QuantiFERON-TB Gold IT-systemet anvander specifika provtageidg for insamling av helblod.. | réren
inkuberas blodet i mellan 16 och 24 timmar, vareftesma samlas in. Harefter testas om provet iflleh
IFN-y som skapats som en respons pa peptidantigenerna.

QuantiFERON-TB Gold IT-testet utférs i tva steg. Forst sanflatblod in i vart och ett av QuantiFERGNB
Gold-provtagningsréren, som innehaller ett Nil-kotitor, ett TB-antigenrdr och ett mitogen-ror Igtdl).

Mitogen-réret kan anvandas med QuantiFERONB Gold IT-testet som en positiv kontroll. Dekian vara en
sarskilt lamplig sakerhetsatgard om det finns taekset om individens immunstatus. Mitogen-roret kman
anvandas som en kontroll for att blodet har hatgaveh inkuberats pa korrekt sétt.

Réren ska inkuberas vid 37°C sa snart som mojligtinom 16 timmar efter insamling. Efter en inkubgrpa
16 till 24 timmar centrifugeras réren. Harefterdmdnas plasman och méangden KJ/ml) méats med ELISA.

Ett test betraktas som positivt om en Ig¥espons pa TB-antigenroret ligger langt hogre &lMN-y 1U/ml-
vardet. Det mitogenstimulerade plasmaprovet @gkommande fall) anvands som en Iigositiv kontroll for
varje prov som testas. En lag respons pa mitoge0,% 1U/ml) indikerar ett indeterminant resultatn
blodprovet dven ger en negativ respons pa TB-amtideetta monster kan upptrada om lymfocyternaafs,
vid reducerad lymfocytaktivitet till foljd av attrpvet har hanterats pa felaktigt satt, felaktidrfiyig/blandning
av mitogenroret eller att patientens lymfocytereitkan generera IFN-  Nil-provet justerar bakgrunden,
effekterna av heterofila antikroppaeller for icke-specifik IFNy i blodprover. IFNy-nivan i Nil-réret
subtraheras fran IFM-nivan i réret med TB-antigen och mitogenréretfiekommande fall).

Tidsatgang for analysen

Nedan finns uppskattningar for hur l&ng tid det @t utféra QuantFERONTB Gold IT-analysen.
Tidsatgangen for att utfora testserier av fleravpravisas aven:

37°C inkubering av provtagningsror: 16 till 24 tvar

ELISA: Ca 3 timmar fér en ELISA-platta
(28 till 44 individer)
* < 1timmes arbete
e Lagg till 10 till 15 minuter for varje ytterliganglatta



3. REAGENSER OCH FORVARING

Provtagningsror for tuberkulos och kontrollantigen

Katalognummer 0590 0301

1. Nil-kontroll (gra kork) 100 x ror

2. TB-antigen (rod kork) 100 x ror

3. Mitogen-kontroll (lila kork) 100 x ror
OBSERVERA: Réren finns &ven i andra konfiguratione

Kat.nr. 0590-0201: 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigen-ror.
Kat. nr. 0593 0201: 100 x mitogenkontrollror.

Hog hojdsror (se avsnitt 5)

Kat.nr. 590 0501: (H6ghojds) 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigenror.
Kat.nr. 0590 0505: (H6g hojds) 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigen &Qa.x
mitogen-ror.

Kat.nr. T0593 0501 (h6g hojds) 100 x mitogenkontrollror.

ELISA-komponenter

Katalognummer 0594 0201

1. Mikroplattor 24 x 8 brunnar
2. Human IFNy standard, lyofiliserad 1 x vial

3. Gron diluent 1x30ml

4. Konjugatkoncentrat (100X), lyofiliserat 1xM8

5. Tvattbuffertkoncentrat (20X) 1 x 100 ml
6. Enzymsubstratlosning 1x30ml

7. Enzymstopplosning 1x15ml

Erforderliga material (som ej medféljer)

37°C inkubator. C@behdvs ej.

Kalibrerade pipetter med variabel volym for trang@ay mellan 1Qul och 1 000ul med avtagbara spetsar.
Kalibrerade multikanalspipetter som kan transpartul och 100l med avtagbara spetsar.

Skakare for mikroplattor.

Avjoniserat eller destillerat vatten — 2 .

Tvatt for mikroplattor (en automatisk tvatt rekonmderas).

Lasare for mikroplattor med 450 nm filter och 621 till 650 nm referensfilter.



Anvisningar for forvaring

Provtagningsror

» Forvara provtagningsror vid 4°C till 25°C.
QuantiFERON-TB Gold-provtagningsrér kan forvaras i 15 manaftén tillverkningsdatumet vid en
temperatur pa 4°C till 25°C.

Reagenskit
» Forvara kitet vid 2°C till 8°C.
» Utsatt aldrig enzymsubstratlésning for direkt salj
«  QuantiFERON-TB Gold IT ELISA-kitet kan férvaras i 3 &r franitierkningsdatumet vid en temperatur p&
2°C till 8°C.

Rekonstituerade och oanvdnda reagenser

Se avsnitt 6 (sida 11) for anvisningar om hur reagena ska rekonstitueras.

« Den rekonstituerade kitstandarden kan forvarasiéBader vid en temperatur p& 2°C till 8°C.
o Anteckna datumet n&itsstandarden rekonstituerades.
» Nar kitet har rekonstituerats maste oanvandt katkancentrat (100X) aterforas till forvaring vid en
temperatur av 2°C till 8°C och anvandas inom 3 rdéna
o Anteckna datumet nar konjugatet rekonstituerades.
e Working strength-konjugat maste anvandas inom éntimefter beredning.
»  Working strength-tvattbuffert kan férvaras vid ruemaperatur i upp till 2 veckor.



4. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Varningar

Ett negativt QuantiFERONTB Gold IT-resultat utesluter inte méjligheten B\ tuberculosis
infektion eller tuberkulossjukdom: ett felaktigtgagivt resultat kan bero pa infektionens stadi
(t.ex. om prover tas innan cellerna har hunnit cilee immunresponsen), komorbida tillstdnd s
paverkar immunfunktionerna, felaktig hantering aeyagningsréren efter venpunktur, felakt
utférd analys eller immunologiska variabler.

Ett positivt QuantiFEROR-TB Gold IT-resultat bér ej vara det enda eller digfinitiva underlage
for att diagnosticering aM. tuberculosis-infektionEn felaktigt utférd analys kan leda till felakti
positiva responser.

Ett positivt QuantiFERORITB Gold IT-resultat ska féljas av ytterligare meidsk beddmning
och diagnostik for aktiv tuberkulossjukdom (t.ex. FBxutstrykningsprov- och odling
brostkorgsrontgen).

Aven om ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4) inte forekomrmaedgon BCG-stam eller i de fles
kanda icke-tuberkulésa mykobakterier kan ett pasiQuantiFERON-TB Gold IT-resultat
orsakas av en infektion ad. kansasii, M. szulgatller M. marinum. Om det finns misstanke
dylika infektioner ska alternativa testmetoder uthgias.
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Forsiktighetsatgarder

For In Vitro—diagnostisk anvandning.

Skadligt: Enzymsubstratlosning innehaller 3,3',5,5' tetrametylbensidin som ar skadligt vidtding,
inhalering, och hudkontakt. Irriterande for huchdigon. Mutagen. Anvand égonskydd, handskar och
hantera I6sningen som potentiellt cancerframkakand

Skadligt: Enzymstopplésninginnehdller HSO, som ar skadlig vid fortaring, kontakt med 6gon deid,
samt inhalering. Anvand o6gonskydd, handskar ochmata skyddsklader for laboratoriebruk. Om
stoppldsningen kommer i kontakt med huden ellemégoska omradet skoljas med stora mangder vatten.
Darefter ska lakare uppsokas.

Skadligt: IFN-y standard och konjugatkoncentrat (100X) kan vara obehagligt att fortdra och kan orsaka
hudirritationer. Anvand handskar och normala skytitter for laboratoriebruk.

Hantera humant blod som potentiellt infektitst. Folj relevanta riktlinjer for hantering av blod.

Tiomersal anvands som konserveringsmedel i vissa reagensekaD vara giftigt vid fortéring, inhalering
eller hudkontakt.

Gron diluent innehaller i regel musserum och kasein, vilket kamkalla allergiska reaktioner. Undvik
hudkontakt.

Awvikelser i forhallande till bipacksedeln kan letilh felaktiga resultat. Las anvisningarna noggrédre
anvandning.

Anvand inte satsen om nagon reagensflaska uppsksalor eller lackage.

Blanda eller anvand inte ELISA-reagenser fr&n afrantiFERON-TB Gold-satser.

Kassera oanvanda reagenser eller biologiska pr@rdighet med lokala, regionala och nationellaghrifter.

Provtagningsroren eller ELISA-satsen far inte adle@nefter utgangsdatumet.



5. INSAMLING OCH HANTERING AV PROVER

QuantiFERON-TB Gold IT anvéander foljande provtagningsror:

oukrwnhpE

Nil-kontroll (gr& kork med vit ring). (Fér hojdepp till 810 m Gver havet.)

TB-antigen (réd kork med vit ring). (For hojder uflp810 m dver havet.)

Mitogen-kontroll — tillval (lila kork med vit ring{For hojder upp till 810 m dver havet.)
Nil-kontroll (gra kork med gul ring). (For hojderatian 1 020 m till 1 875 m Gver havet.)
TB-antigen (rod kork med gul ring). (For hojder faal1 020 m till 1 875 m 6ver havet.)
Mitogen-kontroll — tillval (lila kork med gul ring)(For hdjder mellan 1 020 m till 1 875 m dver
havet.)

Antigen torkar pa innervaggarna i provtagningsromat ar darfor viktigt att innehallet i réren omgsfullt
blandas med blodet. Roren ska transporteras tiB# inkubator s snart som mojligt och inom Xéntiar

efter insamling.

For att fa ett optimalt resultat ska nedanstaentieer tillampas:

1. Samla upp 1 ml blod genom venpunktur i vart och @t QuantFEROR-TB Gold IT-
blodprovtagningsroren.

Upp till 810 meters héjd skall QuantiFERGNstandard blodprovtagningsrér anvandas. P&
hojder dver 1 020 meter skall QuantiFER®blodprovtagningsror for hoghsjdsbruk (HA)
ska anvandas pa hojder 6ver 1 020 meter 6ver havet.

Vid anvandning av QuantiFERGNblodprovtagningsrérutanfor héjdomradet eller med
mindre prov-volymer kan en spruta anvandas fortappa blodet; da fylls alla tre provror
med 1 ml blod. Av sakerhetsskal skall ndlen avidgisvidta vanliga sakerhetsatgarder. Ta av
korkarna pa de tre QFT-Gold IT-réren och fyll medrl blod i varje (upp till den svarta
markeringen péa sidan). Satt ater pa korken och didaenligt nedan beskrivning.

Eftersom 1 ml r6éren drar ut blod relativt langsaska roret héllas kvar mot nalen i 2-3
sekunder nar roret verkar vara helt fyllt, forkaitrekt volym blod ska ha runnit ut.

Det svarta market p& sidan av roren indikerar voiyml ml. QuantiFERONTB Gold-
blodprovtagningsror ar godkanda fér volymer melld@® och 1,2 ml. Om blodnivan i ett ror
inte ligger i ndrheten av markeringen boér blodprotaes om.

Om en s.k. fiarilsnal anvands for blodprovet barsek. spolrér anvandas for att sakerstalla att
réren fylls med blod innan QuantiFERGNB Gold-rér anvands.

2. Blanda tuberna genom attaka roren kraftigt i 5 sekunder (eller 10 ganger) for attela insidan av
roret ska tackas med blod.

Blanda omsorgsfullt for att innehéllet i roret $kandas helt med blodet.

Att blodet skummas under skakningen ar att forvaDeita paverkar inte analysens resultat
och bor inte innebéara nagra problem for den sorbltatprovet.

3. Forse roren med lampliga etiketter.
4. Roren ska snarast mojligt sattas i en 37°C inkubath senast inom 16 timmar efter provtagning.
Blodproverna far inte kylas eller frysas ned.



6. ANVISNINGAR FOR ANVANDNING

Steq ett — Inkubation av blod och insamling av plasa

Material som medfoljer

QuantiFERON-TB Gold IT-blodprovtagningsror (se avsnitt 3).

Erforderliga material (som ej medfdljer)

Se avsnitt 3.
Procedur

1. Om blodet inte inkuberas direkt efter insamlingste réren blandas igen omedelbart fore
inkubation enligt beskrivningen i avsnitt 5.

2. Réren ska inkuberasBTAENDE vid 37°C i 16 till 24 timmar. Inkubatorn behéveterCQ, eller
fuktas.

3. Efter inkubation vid 37°C kan blodprovtagningsréférvaras mellan 2°C och 27°C i upp till 3 dagar
fore centrifugering.

4. Efter att réren har inkuberats vid 37°C samlasmkas, genom att réren centrifugeras i 15 minuter
med 2 000 till 3 000 RCF (g). Gelpluggen separeedlerna fran plasman. Om separering uteblir, ska
réren centrifugeras igen vid hégre hastighet.

» Plasma kan ocksa samlas in utan centrifugering.llErtié maste du vara extra forsiktig for
att inte cellerna ska skadas.

5. Plasmaproverna kan laddas direkt frn blodprovtaggtbren till QuantiFERORNTB Gold ELISA-
plattan, i synnerhet om automatiska ELISA-terminalevands.

6. Alternativt kan plasmaprover lagras fére ELISAiagén i centrifugerade ror eller insamlade i
plasmabehdllare. Samla t.ex. in > 16@lasma i brunnarna pa mikroplattan eller mikrdror
stallningar i 96-brunnsformat och férsegla demdibiférhindra att proverna spills ut eller forangabs
lagring.

» Plasmaprover kan lagras i upp till 4 veckor vid 20C8°C eller under —20°C (helst under —
70°C) under ytterligare tid.



Steq tva - Human IFNy ELISA

Material som medfdljer

QuantiFERON-TB Gold ELISA-kit (se avsnitt3).

Erforderliga material (som ej medfdljer)

Se avsnitt 3.

Procedur

1. Alla plasmaprover och reagenser, med undantagdijugatkoncentrat (100X), maste ha rumstemperatur
(22°C = 5°C) innan de anvands. Lat provet balarssiemainst 60 minuter.

2. Ta bort remsor som inte anvands fran ramen. Ldlpagki i foliebehallaren, aterférsiut och lagghtilka i
kylskapet tills de behdvs.

Minst en remsa behévs fér QuantiFERBNB Gold-standarder och tillrackligt manga remsoér tle
patienter som ska testas (se Figur 2A & 2B for 1&+desp. 3-rorsformat). Ramen och locket skaaspar
efter analys och anvandas tillsammans med de odav@msorna.

3. Rekonstituera den frystorkade kitstandarden medviéym avjoniserat eller destillerat vatten som esig
pa standardvialens etikett Blanda forsiktigt for att minimera skumbildningch ge en fullstandig
solubilisering Rekonstituering av standarden ger en l6sning emekbncentration av 8,0 1U/ml.

Observera: Rekonsitutionsvolymen for kitstandardemerar mellan olika serier.

Anvénd den rekonstituerade kitstandarden for apaken 1 till 4 spadningsserie med I#Ngron diluent
(GD) — se Figur 1. S1 (standard 1) innehaller AnlJS2 (standard 2) innehdller 1 1U/ml, S3 (stadda)
innehaller 0,25 IU/ml och S4 (standard 4) innelmdbelU/ml (bara GD). Standarderna maste minst
analyseras som duplikat

REKOMMENDERADRUTIN REKOMMENDERADRUTIN
FORDUPLIKATA STANDARDER FORTRIPLIKATA STANDARDER

a. Mark 4 ror med etiketterna “S1”, “S2 a. Mark 4 ror med etiketterna “S1”, “S27,
“S3”, “S4”. “S3”, “S4”.
b. Tillsatt 150 GD i S1, S2, S3, S4. b. Tillsatt 150 GD i S1.
c. Tillsatt 150 plkitstandard i S1 c. Tillsatt210 plGD till S2, S3, S4.
och blanda val. d. Tillsatt 150 plkitstandard i S1
d. Hall 50 plfran S1 till S2 och blanda val.
och blanda val. e. Hall 70 plfrdn S1 till S2
e. Hall 50 plfran S2 till S3 och blanda val.
och blanda val. f. Hall 70 plfran S2 till S3
f. Bara GD anvands som ennollstandard och blanda val.
(S4). g. Bara GD anvands som ennollstandard
(S4).

10



FIGUR 1. Preparering av standardkurva

150pL 50 or 70uL 50 or 70 L
S1 S2 S3 S4
L 4 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 IlU/mL

(GD ONLY)

* Forbered nya spadningar av kitstandarder for &S A-procedur.

Rekonstituera frystorkat konjugatkoncentrat (10@€d 0,3 ml avjoniserat eller destillerat vatterlari8la
forsiktigt for att minimera skumbildning och ge kogatet en fullstdndig solubilisering.

Working Strength-konjugat prepareras genom attréréal mangd rekonsituerat konjugatkoncentrat 100X
spéads i gron diluent enligt Tabell 1 — Prepareeudonjugat.

TABELL 1. Preparering av konjugat

VOLYM VOLYM
ANTAL .
KONJUGAT GRON DILUENT
REMSOR
KONCENTRAT (100X)
2 wou 1,0 ml
3 15ul 1,5ml
4 20l 2,0ml
5 25pl 2,5ml
6 30ul 3,0ml
7 35ul 3,5ml
8 400l 4,0ml
9 45l 4,5 ml
10 50 pl 5,0 mi
11 55ul 55ml
12 60 pl 6,0 ml

¢ Blanda val, men forsiktigt for att undvika skuminiidg.

« Oanvant konjugatkoncentrat (100X) ska omedelb&et efnvandning aterforas till férvaring vid 2°Q til
8°C.

» Anvand endast gron diluent.

Fore analys ska plasman blandas for att sékerstillBRNy férdelas jaAmnt i hela provet.

Tillsatt 50l av det Working Strength-konjugat som just hamparerats till de ELISA-brunnar som behévs
for analysen med en multikanalspipett.

Tillsatt 50 ul av testplasmaproverna till brunnamead multikanalspipett (se rekommenderad plattlayou
nedan — Diagram 2A och 2B). Tills&tt slutligendena 50 pl av standarderna 1 till 4.
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DIAGRAM 2A. Rekommenderad provlayout for Nil- och TB-antigenrér
(44 tester per platta)

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

e S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standai®43[standard 4).
e 1N (prov 1. Nil-kontrollplasma); 1A (sample 1. TBt@menplasma).

I MmOl m >

DIAGRAM 2B. Rekommenderad provlayout for Nil-rér, TB-antigenrér och mitogenror
(28 tester per platta)

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

e Sl (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standai®43[standard 4).
e 1IN (prov 1. Nil-kontrollplasma); 1A (sample 1. TBt@menplasma).
1M (prov 1. mitogenkontrollplasma).

I ® mm Ol Ol ®m >

8. Blanda konjugatet och plasmaproverna/standardeihmed en skakare fér mikroplattor i 1 minut.
9. Téack varje platta med lock och inkubera vid rumgienatur (22°C £ 5°C) i 120 £ 5 minuter.

* Plattor bor inte utsattas for direkt solljus ungdubation.

10. Vvid inkubation ska en del tvattbuffertkoncentrabX spadas med 19 delar avjoniserat eller destller
vatten. Blanda noggrant. Tillrackligt med tvattlartkoncentrat (20X) medféljer for att preparera 2 |
Working Strength-tvattbuffert.

Tvatta brunnarna med!00 pl Working Strength-tvattbuffert i__minst 6 cykler En automatisk
plattvattmaskin bér anvandas.

 For att analysen ska bli korrekt maste brunnaréttas noggrant. Kontrollera att varje bruamfylld
med tvattbufferinda upp till 6verkanten av brunnen under varje tvattcykel. Lat tvattbutfarverka i
minst 5 sekunder mellan varje cykel.

 Standarddesinfektionsmedel for laboratoriebruktileiittas i avioppsbehallaren. Folj vedertagnanert
for sanering av potentiellt infektidst material.

11. Vand plattorna med ovansidan nedat pa en absortle handduk for att avlagsna rester av tvaghuff
Tillsatt 100pl enzymsubstratlosning i varje brunn och blandagnagt i en skakare for mikroplattor.

12. Téack varje platta med lock och inkubera vid stemperatur (22°C + 5°C) i 30 minuter.
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* Plattor bor inte utsattas for direkt solljus ungdubation.
13. Efter en inkubation pa 30 minuter skagb@nzymstopplsning tillsattas i varje brunn ochrias ut.

» Enzymstopplésning ska tillsattas i varje brunnmsza ordning och vid ungefar samma hastighet som
substratet tillsattes i steg 11.

14. Mat den optiska densiteten (OD) for varje bruren lasare for mikroplattor inom 5 minuter eftatt

reaktionen har stoppats. Lasaren ska ha ett 45fitemoch med ett 620 nm till 650 nm referensfilt®D-
varden anvands for att berakna resultaten.

7. BERAKNINGAR OCH TOLKNINGAR AV TESTET

QuantiFERON-TB Gold IT-analysprogram kan inhandlas frAn Céitesch anvénds for att analysera radata
och beréakna resultaten.

Programmet gor en kvalitetsbeddmning av analyseneigrar en standardkurva och ger ett testrediltat
varje &mne (las mer i avsnittet Tolkning av redahd

Istallet for att anvanda QuantFER®NB Gold IT-analysprogram kan resultaten bestamreaigt
nedanstdende metod:

Generering av standardkurva

(om QuantiFERORTB Gold IT-analysprogram inte anvands)

Berakna OD-medelvardet for kitstandardreplikatevade platta.

Skapa en logeyloge) standardkurva genom att rita ut loggefor den genomsnittliga OD:en (y-axeln) mot
loge for IFN-y-koncentrationen av standarderna i 1U/ml (x-axehgll-standarden tas ej med i berakningen.
Berékna standardkurvans trendlinje med regressnahga

Anvand standardkurvan for att bestdmma N-kbncentrationen (IU/ml) for vart och ett av plagraverna i
testet genom att anvanda OD-vardet for vart ochwefiroverna.

Berdkningarna kan goras med hjalp av den prograansam ar tillganglig for lasare fér mikroplattorhoc
vanliga kalkyl- och statistikprogram (t.ex. Micrds&xcel). Sadan programvara ska anvandas faneatikna
regressionsanalysen,  variationskoefficienten (%CVYfor  standarderna  och  standardkurvans
korrelationskoefficient (r).
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Kvalitetskontroll av testet

Hur exakt testresultatet blir beror p& hur exa&hdardkurvan &r. Av denna anledning maste de e¢sdtn har
beraknats fran standarder utvarderas innan prdtaesn fran testet kan tolkas.

For att ELISA ska vara giltig:
«  Det genomsnittliga OD-vardet for standard 1 maste ara = 0,600.
+ 9% CV for standard 1:s och standard 2:s replikata ODvarden maste vara< 15 %.

» Replikata OD-varden for standard 3 och standard 4 dr inte variera mer an 0,040 OD-enheter
fran medelvardet.

» Korrelationskoefficienten (r) som beraknas fran de genomsnittliga absorbansvardena for
standarderna maste vara> 0,98.

QuantiFERON-TB Gold Analysis Software anvénds for att berdkth rapportera dessa parametrar fran
kvalitetskontrollen.

Om testet inte motsvarar ovanstdende kriterieetindiltigt och maste géras om.
» Det genomsnittliga OD-vardet for nollstandarden (gon diluent) bor vara < 0,150. Om det

genomsnittliga OD-véardet ar> 0,150 bor plattrengéringsproceduren ses éver.

Tolkning av resultaten

QuantiFERON-TB Gold IT-resultat ska tolkas med hjalp av fotjerkriterier:

OBSERVERA: Att diagnosticera eller utesluta tuberkulossjukdomoch bedéma sannolikheten for LTBI
kraver att en kombination av epidemiologiska, histoiska, medicinska och diagnostiska resultat tas med
beddémningen nar QuantiFERON®-TB Gold IT-resultaten tolkas.

OM ENDAST NIL- OCH TB-ANTIGENROR ANVANDS

Nil TB Antigen minus Nil QuantiFERON®-TB .

[IU/mi] [IU/mi] [IU/ml] Rerer el iy

<0.35 Negativt M. tuberculosisnfektion
<80 > 0,35 och < 25 % av Nil-varde EJ sannolik
I o M. tuberculosisnfektion
0 _ 1
> 0,35 ocle 25 % av Nil-varde Positivt sannolik
> 8.0 Alla Indeterminant? Resultaten ar indeterminanta
' TB-antigen-responsivitet

1 Om M. tuberculosisnfektion inte misstanks kan initialt positiva st verifieras genom att ett nytt test utférs nuked
ursprungliga
duplikata plasmaproverna med QuantiFEREOMB Gold ELISA. Om det nya testet av ett eller béejalikaten
ar positivt ska testet beddémas som positivt.
2 Kliniska studier har visat att mindre &n 0,25 $@emnena hade IFM-nivaer p& > 8,0 IU/ml fér Nil-kontrollen.
3 Se avsnittet Felsokning fér sannolika orsaker.

Hur hog den uppmatta IFfnivan ar har inget samband med infektionsstadliet kur omfattande infektionen
ar, nivan pa immunresponsen eller sannolikheteattdillstandet ska utvecklas till aktiv sjukdom.
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DIAGRAM 3.Flddesschema for tolkning OM NIL- OCH TB- ANTIGEN-rér anvands

TB-antigen — nollprov
> 0,35 IU/ml

TOLKNING

Ja

TB-antigen — nollprov = 25
%
av nollprovsvardet i lU/ml

Ja
Nej
Nollprov < 8,0 IU/ml
S }
VALIDERING
Ja
\ 4

POSITIVT
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OM NIL-, TB-ANTIGEN- OCH MITOGEN-ROR ANVANDS

Nil TB Antigen minus Nil Mitogen minus Nil QuantiFERON®-TB Rapoort/tolknin
[IU/ml] [1U/ml] [u/mL] * [1IU/ml] PP 9
<035 > 05 Negativt M. tuberculosianfektion
> 0,35 och < 25 % av Nil-varde > 0.5 EJ sannolik
> 0,35 ocl> 25 % av Nil- . M. tuberculosianfektion
< 8.0 varde Alla Positivt sannolik
<0.35 <0.5
0 . Resultaten ar indeterminanta 16r
0, _ 3
> 0,35 och < 25 % av Nil-varde <05 Indeterminant TB-antigen-responsivitet
> 8.0¢ Alla Alla

! Responserna p& Mitogen positiv kontroll (och idldiB-antigen) kan ligga utanfér mikroplattiésarem&tomrade. Detta
paverkar inte testresultaten.

2 Om M. tuberculosisnfektion inte misstianks kan initialt positiva st verifieras genom att ett nytt test utférs nud

ursprungliga duplikata plasmaproverna med QuantifRRDB Gold ELISA. Om det nya testet av ett eller &ad
replikaten

ar positivt ska testet bedémas som positivt.
3 Se avsnittet Felsokning for sannolika orsaker.
4 Kliniska studier har visat att mindre &n 0,25 %&anena hade IFN-nivaer pa > 8,0 IU/ml for Nil-kontrollen.

Hur hog den uppmatta IFfhivan ar har inget samband med infektionsstadliet ur omfattande infektionen
ar, nivan pa immunresponsen eller sannolikheteattdillstandet ska utvecklas till aktiv sjukdom.
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DIAGRAM 4. Flodesschema for tolkning om NIL-, TB-ANTIGEN- OCH MITOGEN-rér anvands

TB-antigen — nollprov
20,35 IU/ml

TOLKNING

Ja

TB-antigen — nollprov = 25
%
av nollprovsvardet i lU/ml

Nej T
Mitogen — nollprov < 0,50 Ja Nej oloroy < 5.0
ollprov < 8,
IU/ml och/eller INDETERMINANT pIU/ |
nollprov > 8,0 IU/ml m
Nej Ja
v A 4

NEGATIVT POSITIVT
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8. BEGRANSNINGAR

Resultaten av QuantiFERGNIB Gold IT-testerna méste anvandas tillsammans deedenskilda patientens
epidemiologiska historik, aktuella medicinska stadah andra diagnostiska bedémningar.

Patienter med hogre Nil-varden &n 8 1U/ml klassifes som “indeterminanta”, eftersom en 25 % hogspons
pa TB-antigener kan ligga utanfor analysens matdenra

Ej tillforlitliga eller indeterminanta resultat kdrero pa:

» Den rutin som beskrivs i bipacksedeln har ej foljts
« Onormalt hoga nivaer IFN-eller forekomst av heterofila antikroppar,
» Det tog mer an 16 timmar fran det att blodprovegsttls det inkuberades vid 37°C.

9. PRESTANDAKARAKTERISTIKA
Kliniska studier

Eftersom det inte finns en bestdmd standard féntatiberkulosinfektion (LTBI), kan uppskattningar
sensitivitet och specificitet for QuantiFER®NB Gold IT inte utvarderas praktiskt. Specificifét
QuantiFERON-TB Gold IT har uppskattats genom att utvarderakfiggt positiva svar for personer med &g
risk (inga kanda riskfaktorer) for tuberkulosinfigkt. Sensitivitet har uppskattats genom att utvéde
patientgrupper med odlingsverifierad aktiv TB-sjaka

Specificitet

| en amerikansk studie som omfattade 866 frivilliggs blodprover fér QuantiFERGNIB Gold IT i samband
med tuberkulintest. Demografisk information oclkféktorer for TB bestdamdes med hjélp av en staretdet
som fylldes i samband med att testerna togs. Avté8tpersoner som inte hade nagra kanda riskfakitame.
tuberculosisinfektion var QuantiFERORITB Gold IT- och tuberkulintestresultat tillganggigor 391. Ingen
var BCG-vaccinerad. En annan specificitetsstudiegfats med QuantiFERONTB Gold IT med 1&g risk-
patienter i Japan, av vilka ca 90 % var BCG-vaaeide. Resultaten fran bagge specificitetsstudierdavisas i
Tabell 2.

Tabell 2. Specificitet for QuantiFERON®-TB Gold IT: Resultat fér personer som inte har nadgn
rapporterad risk for M. tuberculosis-infektion.

Antal QFT-G
Antal QFT-G positiva /
indeterminanta antal giltiga
tester

BCG-status Totalt QFT-G Antal TST- TST*-
specificitet positiva/ant specificitet

(95 % CI) al testade (95 % ClI)

STUDIE % antal
vaccinerade | testade

USA . 99.2% 98.5%
(opublicerad) 0% 391 1 3/390 ©76998) | ©/391 | (965-90.4)
Japan —ono, 98.4% ) B
(opublicerad) 90% 190 4 3/186 (95-99.6)

TOTALT 581 (5(’)’%80/‘;) 61576 99.0% . -

* Med 10 mm TST cut-off. TST-testets specifictet &y19% om en 15 mm cut-off anvands.

Sensitivitet for aktiv TB

Misstankta TB-fall i Australien och Japan som akeanen odlingsbekraftad. tuberculosisnfektion har
testats for att bedoma sensitiviteten for QuantioBR-TB Gold IT. D& det inte finns ett definitivt staaditest
for latent tuberkulosinfektion (LTBI), ar en mikriotogisk odling aw. tuberculosisett lamplig substitut,
eftersom patienter med denna sjukdom per definéioinfekterad. Patienterna har fatt mindre angada
behandling innan blodprover har tagits for QuanRER"-TB Gold IT-testet.

Tabell 3 sammanfattar resultaten fran de tva grugzpav patienter med positiva svaridatuberculosis
odlingen. Den allménna sensitiviteten fér QuantiEBR-TB Gold IT for aktiv TB-sjukdom var 89 % (48/54).

18



Tabell 3. QuantiFERON®-TB Gold IT: Testpersoner med odlingsbekraftadM. tuberculosis-infektion.

STUDIE

Sjukdom bekréaftad

Antal QFT-Gold
positiva/antal giltiga
tester

QFT-Gold specificitet
(95 % ClI)

genom

Japanska TB-patienter . 89%

valideringsstudie Odiing 24127 (72-96%)
0,

Australiensiska Pulmonell 7110 /0%

) . (40-89%)
TB-patienter Odling 100%
valideringsstudie Extrapulmonell 17717 (82-100%)

89%
TOTALT 48/54 (78-95%)

Diagnos av LTBI

Ett antal studier har publicerats som demonsttewaeffektivt QuantiFERORFTB Gold IT &r i olika
populationer med risk for LTBI. De prinicipiellag@ltaten for vissa utvalda studier visas i tabell 4

Tabell 4. Utvalda publicerade studier om QuantiFERON®-TB Gold IT i populationer med risk fér LTBI.

STUDIE

Indisk HCW
(Paiet al2005§°

Totalt antal
testade

726

Resultat

Undersokning med mycket hdga TB-andelar. 40 % QBIdGr-positiva cf
41 % TST-positiva vid 10 mm. Hog konkordans med ;Ti&gen effekt av
BCG &t nagot hall. Vid bada testerna har hansyitstéity riskfaktorer som
lder och arbete inom sjukvard.

Danska HIV
(Brock et al 2006¥

590

Den allménna forekomsten av LTBI med QFT-Gold IT 4% % (27/590)
bland HIV'-smittade. Positiva resultat sattes i samband niedsker. Tva
patienter med positiva QFT-Gold IT-svar utvecklagtév TB inom ett &r.

Indeterminanta svar (n=20. 3,4 %) hade ett stankibmnd med ett CD4-

véarde <100/ pl

Hospitaliserade barn
Dograet al 2006}

105

Barn med misstankt TB eller som har kommit i kohtakd TB testades
med QFT-Gold IT och TST. 10,5 % QFT-Gold IT-positief 9,5 % TST-
positiva vid 10 mm. Den generella 6verensstammetselfan testerna var
95,2 % och 100 % bland de som inte var BCG-vacaiher

Tyska narkontakter
(Diel et al2006}*

309

Narkontakter i 15 olika indexfall testades. 51 % B&G-vaccinerade, 27 %
utlandsfédda. 70 % av de BCG-vaccinerade och 18 #leacke-vaccineradg
var TST-positiva (5 mm), medan 9 % respektive 14e%6QFT-Gold IT-

positiva. QFT-Gold IT relaterades till TB-riskenST relaterades endast till

h

BCG-vaccination.

Manga andra publikationer beskriver hur effektiea enindre kansliga, flytande antigenversionen
QuantiFERON-TB Gold (féregangaren till QuantiFERGN'B Gold IT) och QuantiFERONTB Gold IT-
testet ar. Dessa studier innefattade kontakttester aktiva TB-falf"** ¥ 2° bari¥* 25 28 H|vpositive” > 2

sjukvardspersondt 2° 32 immunosuppressivé 2% 2 27 30

lagriskpersonér.

$lsamt misstankta fall av TB" % *¥och

TST-testningens repeterbarhet och effekter vid istigat QuantiFEROR-TB Gold-tester

Som del i en USA-specifik studie testades en débesbkspersonerna igen inom 4 till 5 veckor efter forsta
QuantiFERON-TB Gold IT-testet och TST-testet. Resultaten farantiFERON-TB Gold IT-testerna for
260 forsokspersoner var tillgangliga vid badaalléna och gav en dverensstammelse pa 99,6 % @HORtt
tidigare tuberkulintest gav inga positiva QuantiFE¥-TB Gold IT-svar.
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10. TEKNISK INFORMATION

Indeterminanta resultat

Indeterminanta resultat bor vara sallsynta och \aa ett immunt tillstand for den enskilda forstdksmnen,
men kan &ven sattas i samband med ett antal tekfaklorer;

« Det tog mer &n 16 timmar fran det att blodprovegsttlls det inkuberades vid 37°C.
» Blodprovet har forvarats over eller under det rekmnderade temperaturomradet’@z 5°C)

* Provtagningsréren har inte blandats tillrackligt
e ELISA-plattan har inte blivit tillrackligt rengjord

Om det finns misstanke om tekniska problem i sambaed provtagning eller hantering av blodprover lsiia
QuantiFERON-TB Gold IT-testet géras om med ett nytt blodproLISA-testet for stimulerad plasma kan
godras om om det finns misstankar om att utrustmiréiyebrisfalligt rengjord eller att vissa stegstteéngen inte
har foljts. Indeterminanta tester till folid avg mitogen-varden eller hoga Nil-varden férvantde ige andra
resultat om testet gors om, savida inte ett felstgmb under ELISA-testet. Indeterminanta resulte s
rapporteras som saddana. Lakaren kan valja attt tyte prov eller vidta andra atgarder.

Koagulerade plasmaprover

Om fibrin bildas under lagvarig lagring av plasnmamr ska proverna centrifugeras for att det
sammanklumpade materialet ska sedimenteras octttfdnderlatta pipettering av plasman.
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Felsdkning av ELISA

Icke-specifik fargutveckling

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfallig rengoring av plattan.

Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattstiffer brunn. Det
kan kravas mer an 6 tvéattcykler beroende pa vitkéttmaskin som
anvands. Lat tvattbufferten verka i minst 5 selarndellan varje
cykel.

Korskontaminering av ELISA-brunnarna.

Var forsiktig néar du pipetterar och blandar prowefér att minimera
riskerna.

Kitet/komponenternas utgangsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvands fore utgangsdatungs. till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentratX)@dvands inom
3 manader efter rekonstituering.

Enzymsubstratlésningen ar kontaminerad.

Kassera substratet om det ar blafargat. Sakeadtaktagenserna
endast forvaras i rena behallare.

Laga avlasningar av optisk densitet i standarder

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Spéadningsfel i standard.

Sakerstall att spadningar av kitstandarden prepsueligt
bipacksedeln.

Pipetteringsfel.

Kontrollera att pipetter kalibreras och anvandslighet med
tillverkarens anvisningar.

For l1ag inkubationstemperatur.

ELISA-inkubation ska utféras vid rumstemperatur°@Till 27°C).

For kort inkubationstid.

Plattan ska inkuberas med konjugat, standardepamler vid 120 + 5
minuter. Enzymsubstratldsningen inkuberas pa piat& minuter.

Ett felaktigt filter anvands i plattlasaren.

Plattan ska lasas vid 450 nm med ett referensfibemellan 620 och
650 nm.

Reagenserna ar for kalla.

Alla reagenser, med undantag for konjugatkonce(ti@@X), maste
vara vid rumstemperatur innan analysen paborjatiaRe ungefar en
timme.

Kitet/komponenternas utgangsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvands fore utgangsdatungs.till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentratX)@dvands inom
3 manader efter rekonstituering.
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Hog bakgrund

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfallig rengdring av plattan.

Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattstiffer brunn. Det
kan kravas mer an 6 tvéattcykler beroende pa vitkéttmaskin som
anvands. Lat tvattbufferten verka i minst 5 selarndellan varje
cykel.

For hég inkubationstemperatur.

ELISA-inkubation ska utféras vid rumstemperatur°@Till 27°C).

Kitet/komponenternas utgangsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvands fore utgangsdatungs.till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentratX)@dvands inom
3 manader efter rekonstituering.

Enzymsubstratldsningen &r kontaminerad.

Kassera substratet om det ar blafargat. Sakeadtiktagenserna
endast forvaras i rena behallare.

Icke-linjar standardkurva och variabilitet mellamplikat

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfallig rengoring av plattan.

Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattistiffer brunn. Det
kan kravas mer an 6 tvattcykler beroende pé vitkattmaskin som
anvands. Lat tvattbufferten verka i minst 5 selarndellan varje
cykel.

Spadningsfel i standard.

Sakerstall att spadningar av standarden prepagatias bipacksedeln.

Bristfallig blandning.

Blanda reagenserna noggrant genom vandning eltemgéorsiktig
skakning innan de appliceras pa plattan.

Bristfallig pipettering eller fel under
beredningen av analysen.

Prover och standard ska tillféras i anslutningvdtandra. Alla
reagenser ska ha preparerats innan analysen pabérja

Cd-romskivan Product Information and Technical @uithehaller en instruktionsvideo som demonstrerar
analysrutinen och l6sningar pa de flesta tekniskblpmen. Du kan bestalla cd-romskivan gratis fCéHestis
eller din lokala distributor.
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12. TEKNISK SERVICE

For teknisk service:

Cellestis International Pty Ltd: Tel: +61 3 9534900

Fax: +61 39571 3544
E-post: _quantiferon@cellestis.com
Webbplats:_www.cellestis.com

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

E-post: _europe@cellestis.com
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13. FORKORTAD TESTRUTIN

STEG 1 - INKUBATION AV BLOD

Tappa ur blod fr&n patienten i provtagningsréren.
Blanda réren genom askaka dem kraftigt i 5
sekunder (eller 10 ganger)for att hela insidan

av roret ska tdckas med blod.

Roren ska inkuberastdendevid 37°C i 16 till 24
timmar.

Efter inkubation ska réren centrifugeras i 5 til 1
minuter vid 2 000 till 3000 g RCF (g), for att
plasman och de ro6da blodkropparna ska
separeras.

Efter centrifugering ska plasma samlas upp i varje
ror for IFN-y-kvantifiering.
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STEG 2 — IFNy ELISA

Lat ELISA-komponenterna na rumstemperatur,
med undantag for konjugatkoncentrat (100X), i
minst 60 minuter.

Rekonstituera kitstandarden till 8,0 IU/ml med
destillerat eller avjoniserat vatten. Prepargra f
(4) standardspéadningar.

Rekonstituera  frystorkat  konjugatkoncentrat
(100X) med destillerat eller avjoniserat vatten.

Forbered working strength-konjugat i den grona
diluenten och tillsatt 5@ i alla brunnar.

Tillsétt 50 pl av plasmaproverna och 50 pl
standard i lampliga brunnar. Blanda i en skakare.

Inkubera i 120 minuter vid rumstemperatur.

Axlx
Ll MW
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10.

11.

12.

Tvatta brunnarna minst 6 ganger med 400 pl
tvattbuffert per brunn.

Tillséatt 100 pl enzymsubstratldsning i brunnarna. ////
Blanda i en skakare. I—[ I—l u | I

Inkubera i 30 minuter vid rumstemperatur.

Tillsatt 50 ul stopplésning i alla brunnar. ////
Blanda i en skakare. I—[ I—l Ll I_i

Las av resultaten vid 450 nm med ett 620 till 660 n k
referensfilter. \
. ]

Analysera resultaten.
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