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1. AVSEDD ANVANDNING

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT") ir ett in vitro-diagnostiskt test som anvinder en peptidblandning som
simulerar ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4)-proteiner i syfte att stimulera celler i hepariniserat helblod. Detektion
av interferon-y (IFN-y) genom enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) anvénds for identifiering av
in vitro-responser pa dessa peptidantigen som ar associerade med Mycobacterium tuberculosis-infektion.

QFT ér ett indirekt test for M. tuberculosis-infektion (inkl. sjukdom) och &r avsett att anvindas tillsammans med
riskbeddmning, radiografi och andra mediciniska och diagnostiska utvarderingsmetoder.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Tuberkulos dr en smittsam sjukdom som orsakas av infektion med organismer av M. tuberculosis-komplexet
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum), som normalt sprids till nya smittbérare via luftburna droppar frén
personer med tuberkulos i luftvdgarna. En nyligen infekterad person kan insjukna i tuberkulos inom négra
veckor till manader, men de flesta infekterade personer insjuknar inte. Somliga far en latent tuberkulosinfektion
(LTBI), ett icke-smittsamt asymptomatiskt tillstind, som inom ménader eller ar kan utvecklas till
tuberkulossjukdom. Huvudsyftet med diagnosticering av LTBI &r att kunna gora en beddmning av vilken
medicinsk behandling som behdvs for att LTBI:n inte ska utvecklas till tuberkulossjukdom. Till helt nyligen var
tuberkulintestet (TST) den enda tillgéngliga metoden for diagnosticering av LTBI. Kutan kénslighet mot
tuberkulin utvecklas inom 2 till 10 veckor efter infektion. Vissa infekterade individer, inkl. personer med
manga olika typer sjukdomstillstdnd som forhindrar immunfunktioner, men &ven andra som inte har dessa
sjukdomstillstand, svarar inte pa tuberkulin. Omvént uppvisar vissar individer som sannolikt inte &r infekterade
med M. tuberculosis kéanslighet mot tuberkulin och far positiva TST-resultat efter vaccination med bacillen
Calmette-Guérin (BCG), infektion med andra mykobakterier dn M. tuberculosis-komplexet eller andra
obestidmda faktorer.

Atskillnad méste géras mellan LTBI och tuberkulossjukdom, ett rapporterbart tillstind som vanligtvis omfattar
lungorna och nedre luftvdgarna, men som &ven kan paverka andra organ. Tuberkulossjukdom diagnosticeras pa
basis av historiska, fysiska, radiologiska, histologiska och mykobakteriologiska resultat.

QFT-testet testar cellmedierad immunitet (CMI-respons) pa peptidantigen som simulerar mykobakteriella
proteiner. Dessa proteiner, ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4), saknas i alla BCG-stammar och i de flesta icke-
tuberculosis mykobakterier, med undantag for M. kansasii, M. szulgai och M. marinum." Individer som &r
infekterad med organismer ur M. tuberculosis-komplexet har vanligtvis lymfocyter i blodet som kénner igen de
har och andra mykobakteriella antigener. Denna identifieringsprocess innefattar generering och sekretion av
cytokinet IFN-y. Detekteringen och den efterfoljande kvantifieringen av IFN-y dr grundvalen for detta test.

De antigener som anvédnds i QFT &ar peptidblandning som simulerar proteinerna ESAT-6, CFP-10 och
TB7.7(p4). Flera studier har visat att dessa peptidantigener stimulerar IFN-y-responser i T-celler fran individer
som har infekterats med M. tuberculosis, men i allméinhet inte frén infekterade eller BCG-vaccinerade personer
utan sjukdom eller risk for LTBI.'?* Emellertid kan medicinsk behandling eller sjukdomstillstand som skadar
immunsystemets funktioner potentiellt minska IFN-y-responserna. Patienter med vissa andra mykobakteriella
infektioner kan ocksa svara pd ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4), eftersom de gener som avkodar dessa proteiner
forekommer 1 M. kansasii, M. szulgai och M. marinum. " QFT-testet ar bade ett test for LTBI och ett
hjalpmedel vid diagnosticering av infektioner av M. tuberculosis-komplexet hos sjuka patienter. Ett positivt
resultat ger stod for diagnosticering av tuberkulossjukdom. Emellertid kan dven infektioner av andra
mykobakterier (t.ex. M. kansasii) ge positiva resultat. Andra medicinska och diagnostiska bedomningar kréivs
for att tuberkulossjukdom ska kunna bekriftas eller uteslutas.



Principer for analvsen

QFT-systemet anvinder specifika provtagningsror for insamling av helblod.. I réren inkuberas blodet i mellan
16 och 24 timmar, varefter plasma samlas in. Hérefter testas om provet innehaller I[FN-y som skapats som en
respons pa peptidantigenerna.

QFT-testet utfors 1 tva steg. Forst samlas helblod in i vart och ett av QFT-provtagningsréren, som innehaller ett
Nil-kontrollror, ett TB-antigenror och ett mitogen-ror (tillval).

Mitogen-roret kan anviandas med QFT-testet som en positiv kontroll.  Detta kan vara en sérskilt 1amplig
sdkerhetsatgiard om det finns tveksamhet om individens immunstatus. Mitogen-roret kan dven anvéndas som en
kontroll for att blodet har hanterats och inkuberats pa korrekt sétt.

Roren ska inkuberas vid 37°C sé snart som mojligt och inom 16 timmar efter insamling. Efter en inkubering pé
16 till 24 timmar centrifugeras roren. Harefter avldgsnas plasman och mangden IFN-y (IU/ml) méts med ELISA.

Ett test betraktas som positivt om en IFN-y-respons pa TB-antigenroret ligger langt hogre &n Nil IFN-y IU/ml-
vérdet. Det mitogenstimulerade plasmaprovet (i forekommande fall) anvénds som en IFN-y-positiv kontroll for
varje prov som testas. En lag respons pd mitogen (< 0,5 IU/ml) indikerar ett indeterminant resultat, om
blodprovet dven ger en negativ respons pad TB-antigen. Detta monster kan upptrdda om lymfocyterna ér for fa,
vid reducerad lymfocytaktivitet till f61jd av att provet har hanterats pa felaktigt sitt, felaktig fyllning/blandning
av mitogenroret eller att patientens lymfocyter inte kan generera IFN-y.  Nil-provet justerar bakgrunden,
effekterna av heterofila antikroppar’ eller for icke-specifik IFN-y i blodprover. IFN-y-nivan i Nil-roret
subtraheras fran IFN-y-nivén i réret med TB-antigen och mitogenréret (i forekommande fall).

Tidsatgang for analysen

Nedan finns uppskattningar for hur l4ng tid det tar att utfora QFT-analysen. Tidsatgangen for att utfora testserier
av flera prover visas dven:

37°C inkubering av provtagningsror: 16 till 24 timmar
ELISA: Ca 3 timmar for en ELISA-platta
(28 till 44 individer)

e < timmes arbete
o Lagg till 10 till 15 minuter for varje ytterligare platta



3. REAGENSER OCH FORVARING

Provtagningsror for tuberkulos och kontrollantigen

Katalognummer T0590-0301

1. Nil-kontroll (gré kork)
2. TB-antigen (rod kork)

3. Mitogen-kontroll (lila kork)

OBSERVERA:

Roren finns dven i andra konfigurationer:

Kat.nr. T0590-0201: 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigen-rér.

Kat. nr. T0593-0201: 100 x mitogenkontrollrir.

Hog hojdsror (se avsnitt 5)

100 x ror

100 x ror

100 x ror

Kat.nr. T0590-0501: (Hdoghajds) 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigenror.
Kat.nr. T0590-0505: (Hog hajds) 100 x Nil-kontroll, 100 x TB-antigen & 100 x

mitogen-ror.

Kat.nr. T0593-0501 (hog hojds) 100 x mitogenkontrollror.

ELISA-komponenter

ELISA-komponenter

Katalognr: 0594-0201

Katalognr: 0594-0501

Kit med 2 plattor

Referenslabbpaket

Mikroplattremsor belagda med murin anti-human
IFN-y monoklonal antikropp

2 x 96-brunnsplattor

20 x 96-brunnsplattor

Human IFN-y standard, lyofiliserad (innehdller
rekombinant human IFN-y, bovint kasein, 0,01 %
vikt/volym Thimerosal)

1 x vial
(8 IU/ml rekonstituerad)

10 x vial
(8 IU/ml rekonstituerad)

Gron diluent (innehdller bovint kasein, normalt
musserum, 0,01 % vikt/volym Thimerosal)

1 x30ml

10x 30 ml

Konjugat 100X koncentrat, lyofiliserat (murin
anti-human IFN-y HRP, innehdller 0,01 %
vikt/volym Thimerosal)

1 x 0,3 mL (rekonstituerad)

10 x 0,3 mL (rekonstituerad)

Tvéttbuffert 20X koncentrat (pH 7,2, innehaller 0,01

% vikt/volym Thimerosal) 1 x 100 ml 10 x 100 ml
Enzymsubstratlosning (innehdller H,0,, 3,3°,5,5°
tetrametylbenzidin) 1 x30ml 10 x 30 ml
Enzymstoppldsning (innehdller 0,5M H,SO,)

1 x15ml 10 x 15 ml




Erforderlica material (som ej medfoljer)

37°C inkubator. CO, behovs ej.

Kalibrerade pipetter med variabel volym for transport av mellan 10 pl och 1 000 pl med avtagbara spetsar.
Kalibrerade multikanalspipetter som kan transportera 50 pl och 100 pl med avtagbara spetsar.

Skakare for mikroplattor.

Avjoniserat eller destillerat vatten — 2 1.

Tvitt for mikroplattor (en automatisk tviatt rekommenderas).

Lasare for mikroplattor med 450 nm filter och 620 nm till 650 nm referensfilter.



Anvisningar for forvaring

Provtagningsror

e  Forvara provtagningsror vid 4°C till 25°C.

Reagenskit
e  Forvara kitet vid 2°C till 8°C.
o  Utsitt aldrig enzymsubstratlosning for direkt solljus.

Rekonstituerade och oanvinda reagenser

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

e Den rekonstituerade kitstandarden kan forvaras i 3 manader vid en temperatur pa 2°C till 8°C.
O Anteckna datumet ndr Kitsstandarden rekonstituerades.
e Nair kitet har rekonstituerats maste oanvindt konjugatkoncentrat (100X) aterforas till forvaring vid en
temperatur av 2°C till 8°C och anvéndas inom 3 manader.
O Anteckna datumet ndr konjugatet rekonstituerades.
o  Working strength-konjugat maste anvéndas inom 6 timmar efter beredning.
o  Working strength-tvattbuffert kan forvaras vid rumstemperatur i upp till 2 veckor.



4. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Varningar

Ett negativt QFT-resultat utesluter inte mojligheten av M. tuberculosis-infektion eller
tuberkulossjukdom: ett felaktigt negativt resultat kan bero pa infektionens stadium (t.ex. om prover
tas innan cellerna har hunnit utveckla immunresponsen), komorbida tillstind som péverkar
immunfunktionerna, felaktig hantering av provtagningsroren efter venpunktur, felaktigt utford
analys eller immunologiska variabler.

Ett positivt QFT-resultat bor ej vara det enda eller det definitiva underlaget for att diagnosticering
av M. tuberculosis-infektion. En felaktigt utford analys kan leda till felaktigt positiva responser.

Ett positivt QFT-resultat ska foljas av ytterligare medicinsk bedémning och diagnostik for aktiv
tuberkulossjukdom (t.ex. AFB-utstrykningsprov- och odling, brostkorgsrontgen).

Aven om ESAT-6, CFP-10 och TB7.7(p4) inte forekommer i nigon BCG-stam eller i de flesta
kanda icke-tuberkuldsa mykobakterier kan ett positivt QF T-resultat orsakas av en infektion av M.
kansasii, M. szulgai eller M. marinum. Om det finns misstanke om dylika infektioner ska
alternativa testmetoder utvdrderas.




Forsiktichetsatgirder

For In Vitro—diagnostisk anvindning.

Skadligt: Enzymsubstratlosning innehaller 3,3',5,5' tetrametylbensidin som dr skadligt vid fortéring,
inhalering, och hudkontakt. Irriterande for hud och 6gon. Mutagen. Anvind 6gonskydd, handskar och
hantera l6sningen som potentiellt cancerframkallande.

Skadligt: Enzymstopplosning innehaller H,SO, som ar skadlig vid fortiring, kontakt med 6gon och hud,
samt inhalering. Anvind 6gonskydd, handskar och normala skyddskldder for laboratoriebruk. Om
stopplosningen kommer i kontakt med huden eller 6gonen ska omradet skoljas med stora méngder vatten.
Direfter ska ldkare uppsokas.

Skadligt: IFN-y standard och konjugatkoncentrat (100X) kan vara obehagligt att fortira och kan orsaka
hudirritationer. Anvénd handskar och normala skyddskldder for laboratoriebruk.

Hantera humant blod som potentiellt infektiost. F6lj relevanta riktlinjer for hantering av blod.

Tiomersal anvinds som konserveringsmedel i vissa reagenser. Det kan vara giftigt vid fortiring, inhalering
eller hudkontakt.

Gron diluent innehéller i regel musserum och kasein, vilket kan framkalla allergiska reaktioner. Undvik
hudkontakt.

Avvikelser i forhallande till bipacksedeln kan leda till felaktiga resultat. Las anvisningarna noggrant fore
anvindning.

Anvind inte satsen om nagon reagensflaska uppvisar skador eller ldckage.

Blanda eller anvind inte ELISA-reagenser fran andra QFT-satser.

Kassera oanvinda reagenser eller biologiska prover i enlighet med lokala, regionala och nationella foreskrifter.

Provtagningsroren eller ELISA-satsen far inte anvindas efter utgdngsdatumet.

Sakerstdll att laboratorieutrustning som plattvittmaskiner och plattlisare har kalibrerats/validerats for

anvindning.



5. INSAMLING OCH HANTERING AV PROVER

QFT anvénder f6ljande provtagningsror:

Al

Nil-kontroll (gréa kork med vit ring). (For hojder upp till 810 m dver havet.)

TB-antigen (rod kork med vit ring). (For hojder upp till 810 m dver havet.)

Mitogen-kontroll — tillval (lila kork med vit ring) (For hojder upp till 810 m dver havet.)
Nil-kontroll (gré kork med gul ring). (For hgjder mellan 1 020 m till 1 875 m 6ver havet.)
TB-antigen (rod kork med gul ring). (For hojder mellan 1 020 m till 1 875 m 6ver havet.)
Mitogen-kontroll — tillval (lila kork med gul ring). (For héjder mellan 1 020 m till 1 875 m &ver
havet.)

Antigen torkar pa innerviggarna i provtagningsroren. Det dr darfor viktigt att innehallet i réren omsorgsfullt
blandas med blodet. Roren ska transporteras till en 37°C inkubator si snart som mojligt och inom 16 timmar

efter insamling.

For att fa ett optimalt resultat ska nedanstdende rutiner tillimpas:

1. Samla upp 1 ml blod genom venpunktur i vart och ett av QFT-blodprovtagningsréren. Denna procedur
bor utféras av utbildad provtagningspersonal.

Upp till 810 meters hojd skall QFT-standardblodprovtagningsror anvéndas. P& héjder 6ver
1 020 meter skall QFT-blodprovtagningsror for hoghdjdsbruk (HA) ska anvindas pa hojder
over 1 020 meter dver havet.

Vid anvindning av QFT-blodprovtagningsror utanfor hojdomrddet eller med mindre prov-
volymer kan en spruta anvindas for att tappa blodet; dd fylls alla tre provrér med 1 ml blod.
Av sdkerhetsskdl skall ndlen avidgsnas; vidta vanliga sdkerhetsdtgdrder. Ta av korkarna pd de
tre QFT-roren och fyll med 1 ml blod i varje (upp till den svarta markeringen pad sidan). Scitt
dter pd korken och blanda enligt nedan beskrivning.

Eftersom 1 ml réren drar ut blod relativt ldngsamt, ska roret héllas kvar mot nélen i 2-3
sekunder nér réret verkar vara helt fyllt, for att korrekt volym blod ska ha runnit ut.

Det svarta mdrket pd sidan av roren indikerar volymen 1 ml. QFT-blodprovtagningsrér dr
godkdinda for volymer mellan 0,8 och 1,2 ml. Om blodnivan i ett rér inte ligger i ndrheten av
markeringen bor blodprovet tas om.

Om en s.k. fjérilsndl anvédnds for blodprovet bor ett s.k. spolror anvindas for att sékerstélla att
roren fylls med blod innan QFT-rér anvénds.

2. Omedelbart efter att roren har fyllts pa skall de skakas tio (10) ganger sa pass kraftigt att hela insidan
av roret tdcks med blod sa att antigener 16ses upp pa rorviaggarna..

Roren skall halla en temperatur pa 17-25 °C nér de fylls pa med blod.

For kraftig skakning kan orsaka att gelen 16ses upp och leda till avvikande resultat.

3. Forse roren med lampliga etiketter.

4. Roren ska snarast mojligt sittas i en 37 °C = 1 °C inkubator och senast inom 16 timmar efter
provtagning. Forvara roren vid rumstemperatur (22 °C £ 5 °C) fore inkubation. Blodproverna fér inte
kylas eller frysas ned.



6. ANVISNINGAR FOR ANVANDNING

Steg ett — Inkubation av blod och insamling av plasma

Material som medfoljer

QFT-blodprovtagningsror (se avsnitt 3).

Erforderlieca material (som ej medfoljer)

Se avsnitt 3.
Procedur

1. Om blodet inte inkuberas direkt efter insamling miste roren blandas igen genom att de viinds 10
ganger omedelbart fore inkubation.

2. Roéren ska inkuberas STAENDE vid 37°C i 16 till 24 timmar. Inkubatorn behdver inte CO, eller
fuktas.

3. Efter inkubation vid 37°C kan blodprovtagningsrdren forvaras mellan 4°C och 27°C i upp till 3 dagar
fore centrifugering.

4. Efter att roren har inkuberats vid 37°C samlas plasma in genom att réren centrifugeras i 15 minuter
med 2 000 till 3 000 RCF (g). Gelpluggen separerar cellerna frén plasman. Om separering uteblir, ska

roren centrifugeras igen vid hogre hastighet.

e Plasma kan ocksa samlas in utan centrifugering. Emellertid méste du vara extra forsiktig for
att inte cellerna ska skadas.

5. Efter centrifugering maste du undvika pipettering upp och ner eller att blanda plasma innan
insamling. Se alltid till att inte rora material pa gelens yta.

e Plasmaprover skall endast insamlas med en pipett.

e Plasmaproverna kan laddas direkt frén centrifugerade blodprovtagningsror till QFT ELISA-
plattan, d&ven nér automatiska ELISA-terminaler anvénds.

e Plasmaprover kan lagras i upp till 28 veckor vid 2°C till 8°C eller under langre perioder, om
de insamlats under -20°C.
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Steg tva - Human IFN-y ELISA

Material som medfdljer

QFT ELISA-kit (se avsnitt3).

Erforderlieca material (som ej medfoljer)

Se avsnitt 3.

Procedur

1. Alla plasmaprover och reagenser, med undantag for konjugatkoncentrat (100X), méste ha rumstemperatur
(22°C £ 5°C) innan de anvénds. Lat provet balanseras i minst 60 minuter.

2. Ta bort remsor som inte anviinds frin ramen. Ligg tillbaka i foliebeh&llaren, aterforslut och ligg tillbaka i
kylskapet tills de behovs.

Minst en remsa behdvs for QFT-standarder och tillrdckligt ménga remsor for de patienter som ska testas (se
Figur 2A & 2B for 2-rors- resp. 3-rorsformat). Ramen och locket ska sparas efter analys och anvindas
tillsammans med de oanvénda remsorna.

3. Rekonstituera den frystorkade kitstandarden med den volym avjoniserat eller destillerat vatten som anges
pa standardvialens etikett. Blanda forsiktigt for att minimera skumbildning och ge en fullstindig
solubilisering. Rekonstituering av standarden ger en 16sning med en koncentration av 8,0 IU/ml.

Observera: Rekonsitutionsvolymen for kitstandarden varierar mellan olika serier.

Anvind den rekonstituerade kitstandarden for att skapa en 1 till 4 spaddningsserie med IFN-y i gron diluent
(GD) — se Figur 1. S1 (standard 1) innehaller 4 TU/ml, S2 (standard 2) innehéller 1 IU/ml, S3 (standard 3)
innehéller 0,25 TU/ml och S4 (standard 4) innehaller 0 IU/ml (bara GD). Standarderna maste minst
analyseras som duplikat.

REKOMMENDERAD RUTIN REKOMMENDERAD RUTIN
FOR DUPLIKATA STANDARDER FOR TRIPLIKATA STANDARDER
a. Mirk 4 ror med etiketterna “S17, “S2”, a. Miark 4 ror med etiketterna “S17, “S2”,
“83”7 ‘CS4”' “83”7 ‘CS4”'
b. Tillsatt 150 ul GD i S1, S2, S3, S4. b. Tillsatt 150 ul GD i S1.
c. Tillsétt 150 pl kitstandard i S1 c. Tillsétt 210 pl GD till S2, S3, S4.
och blanda val. d. Tillsitt 150 pl kitstandard i S1
d. Hall 50 pl fran S1 till S2 och blanda vil.
och blanda val. e. Hall 70 pl fran S1 till S2
e. Hall 50 pl fran S2 till S3 och blanda vil.
och blanda val. f. Hall 70 pl fran S2 till S3
f. Bara GD anvinds som en nollstandard och blanda vil.
(4. g. Bara GD anvinds som en nollstandard
(S4).
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FIGUR 1. Preparering av standardkurva

150 pL 50 or 70 uL 50 or 70 uL
S1 S2 S3 S4
| 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 ONLY)

® Forbered nya spddningar av kitstandarder for varje ELISA-procedur.

Rekonstituera frystorkat konjugatkoncentrat (100X) med 0,3 ml avjoniserat eller destillerat vatten. Blanda
forsiktigt for att minimera skumbildning och ge konjugatet en fullstdndig solubilisering.

Working Strength-konjugat prepareras genom att erfordrad méngd rekonsituerat konjugatkoncentrat 100X
spéds i gron diluent enligt Tabell 1 — Preparering av konjugat.

TABELL 1. Preparering av konjugat

VOLYM VOLYM
ANTAL ..
KONJUGAT GRON DILUENT
REMSOR
KONCENTRAT (100X)
2 10 wl 1,0 ml
3 15 ul 1,5 ml
4 20 ul 2,0 ml
5 25 ul 2,5 ml
6 30 ul 3,0 ml
7 35 ul 3,5ml
8 40 wl 4,0 ml
9 45 pul 4,5 ml
10 50 ul 5,0 ml
11 55 ul 5,5ml
12 60 pl 6,0 ml

® Blanda vil, men forsiktigt for att undvika skumbildning.

¢ Oanviant konjugatkoncentrat (100X) ska omedelbart efter anvindning aterforas till férvaring vid 2°C till
8°C.

e Anvind endast gron diluent.

Plasmaprover som har samlats in fran provtagningsror och som sedan har frusits in eller lagrats i mer &n 24
timmar fore analysen skall blandas noggrant innan de tillsitts ELISA-brunnen.

e Om plasmaprover skall tillsdttas direkt fran de centrifugerade QFT-roren skall all blandning av plasman
undvikas.

Tillsétt 50 pl av det Working Strength-konjugat som just har preparerats till de ELISA-brunnar som behdvs

for analysen med en multikanalspipett.
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7.

10.

11.

Tillsétt 50 pl av testplasmaproverna till brunnarna med multikanalspipett (se rekommenderad plattlayout
nedan — Diagram 2A och 2B). Tillsétt slutligen vardera 50 pl av standarderna 1 till 4.

DIAGRAM 2A. Rekommenderad provlayout for Nil- och TB-antigenror
(44 tester per platta)

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

IN |SN |9N | 13N | 17N S1 25N | 29N [ 33N | 37N | 41N
IA |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 | I5N | 19N | 2IN | 23N | 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
3A | 7TA | 11A | 15A | 19A | 21A | 23A | 27A | 31A | 35A | 39A | 43A
4N [ 8N | 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N | 40N | 44N
4A | 8A | 12A | 16A | 20A | 22A | 24A | 28A | 32A | 36A | 40A | 44A

e S (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3), S4 (standard 4).
e IN (prov 1. Nil-kontrollplasma); 1A (sample 1. TB-antigenplasma).

T Q| ™| o O Q| = >

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

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

IN | 1A | IM S1 S1 I3N | 13A | 13M | 2IN | 21A | 21M
2N [ 2A | 2M §2 |82 14N | 14A | 14M | 22N | 22A | 22M
3N | 3A | 3M S3 |83 I5SN | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M
4N | 4A | 4M S4 | §4 16N | 16A | 16M | 24N | 24A | 24M

SN |5A |5SM [9N [9A [9M | 17N | 17A | 17M | 25N | 25A | 25M
6N | 6A [6M | 10N | 10A | 10M | I8N | 18A | 18M | 26N | 26A | 26M
TN | 7A |7M [ 1IN | 11A | 1IM | I9N | 19A | 19M | 27N | 27A | 27M
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 IN (prov 1. Nil-kontrollplasma); 1A (sample 1. TB-antigenplasma).
IM (prov 1. mitogenkontrollplasma).

T| Q| ™| o™ O QW >

Blanda konjugatet och plasmaproverna/standarderna vil med en skakare for mikroplattor i 1 minut.
Tack varje platta med lock och inkubera vid rumstemperatur (22°C £+ 5°C) i 120 = 5 minuter.

o Plattor bor inte utséttas for direkt solljus under inkubation.

Vid inkubation ska en del tvittbuffertkoncentrat (20X) spddas med 19 delar avjoniserat eller destillerat
vatten. Blanda noggrant. Tillrdckligt med tvéttbuffertkoncentrat (20X) medfoljer for att preparera 2 1
Working Strength-tvéttbuffert.

Tvétta brunnarna med 400 pl Working Strength-tvéttbuffert i minst 6 cykler. En automatisk
plattvéttmaskin bor anvindas.

e For att analysen ska bli korrekt maste brunnarna tvittas noggrant. Kontrollera att varje brunn ar fylld
med tvittbuffert dnda upp till 6verkanten av brunnen under varje tvittcykel. Lat tvattbufferten verka i
minst 5 sekunder mellan varje cykel.

o Standarddesinfektionsmedel for laboratoriebruk ska tillséttas i avloppsbehallaren. Folj vedertagna rutiner
for sanering av potentiellt infektiost material.

Vind plattorna med ovansidan nedat pad en absorberande handduk for att avlagsna rester av tvéttbuffert.
Tillsdtt 100 pl enzymsubstratldsning i varje brunn och blanda noggrant i en skakare fér mikroplattor.
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12. Tack varje platta med lock och inkubera vid rumstemperatur (22°C £ 5°C) i 30 minuter.
o Plattor bor inte utséttas for direkt solljus under inkubation.
13. Efter en inkubation pa 30 minuter ska 50 pl enzymstopplosning tillsdttas i varje brunn och blandas ut.

e Enzymstoppldsning ska tillsdttas i varje brunn i samma ordning och vid ungefar samma hastighet som
substratet tillsattes i steg 11.

14. Mit den optiska densiteten (OD) for varje brunn i en ldsare for mikroplattor inom 5 minuter efter att

reaktionen har stoppats. Lésaren ska ha ett 450 nm filter och med ett 620 nm till 650 nm referensfilter. OD-
virden anvénds for att berdkna resultaten.

7. BERAKNINGAR OCH TOLKNINGAR AV TESTET

QFT-analysprogram kan inhandlas fran Cellestis och anvinds for att analysera radata och berékna resultaten.
(Kontrollera att den senaste versionen av programmet anvands)

Programmet gor en kvalitetsbedomning av analysen, genererar en standardkurva och ger ett testresultat for
varje dmne (lds mer i avsnittet Tolkning av resultaten).

Istillet for att anvinda QFT-analysprogram kan resultaten bestimmas enligt nedanstaende metod:

Generering av standardkurva

(om QFT-analysprogram inte anvdnds)

Berdkna OD-medelvérdet for kitstandardreplikaten pé varje platta.

Skapa en loge)-log, standardkurva genom att rita ut loggen, for den genomsnittliga OD:en (y-axeln) mot
log(, for IFN-y-koncentrationen av standarderna i IU/ml (x-axeln). Noll-standarden tas ej med i berdkningen.
Berikna standardkurvans trendlinje med regressionsanalys.

Anvind standardkurvan for att bestimma IFN-y-koncentrationen (IU/ml) for vart och ett av plasmaproverna i
testet genom att anvinda OD-virdet for vart och ett av proverna.

Berdkningarna kan goéras med hjdlp av den programvara som é&r tillgénglig for ldsare for mikroplattor och
vanliga kalkyl- och statistikprogram (t.ex. Microsoft Excel). Sadan programvara ska anvindas for att berdkna
regressionsanalysen,  variationskoefficienten =~ (%CV)  for  standarderna  och  standardkurvans
korrelationskoefficient (r).
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Kvalitetskontroll av testet

Hur exakt testresultatet blir beror pa hur exakt standardkurvan dr. Av denna anledning maste de resultat som har
berdknats fran standarder utvirderas innan provresultaten fran testet kan tolkas.

For att ELISA ska vara giltig:
e Det genomsnittliga OD-viirdet for standard 1 méste vara > 0,600.
e % CYV for standard 1:s och standard 2:s replikata OD-virden maste vara < 15 %.

e Replikata OD-viirden for standard 3 och standard 4 far inte variera mer én 0,040 OD-enheter
fran medelvirdet.

o Korrelationskoefficienten (r) som beriknas frin de genomsnittliga absorbansvirdena for
standarderna maste vara > 0,98.

QFT-analysprogram anvinds for att beriikna och rapportera dessa parametrar fran kvalitetskontrollen.
Om testet inte motsvarar ovanstiende kriterier dr det ogiltigt och méste géras om.

e Det genomsnittliga OD-virdet for nollstandarden (gron diluent) bor vara < 0,150. Om det
genomsnittliga OD-virdet dr > 0,150 bor plattrengoringsproceduren ses over.
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Tolkning av resultaten

QFT-resultat ska tolkas med hjilp av foljande kriterier:

OBSERVERA: Att diagnosticera eller utesluta tuberkulossjukdom och bedéma sannolikheten for LTBI
kriver att en kombination av epidemiologiska, historiska, medicinska och diagnostiska resultat tas med i
bedomningen nir QFT-resultaten tolkas.

OM ENDAST NIL- OCH TB-ANTIGENROR ANVANDS

Nil TB Antigen minus Nil QFT-resultat .
[1U/ml] [TU/ml] Rapport/tolkning

<0.35 Negativt M. tuberculosis-infektion

< 80 > 0,35 och <25 % av Nil-virde EJ sannolik
> 0,35 och > 25 % av Nil-véirde Positivt! M. tuberculosis-infektion

sannolik
2 . 3 Resultaten &r indeterminanta for

>80 Alla Indeterminant TB-antigen-responsivitet

' Om M. berculosis-infektion inte misstinks kan initialt positiva resultat verifieras genom att ett nytt test utfors med de
ursprungliga
duplikata plasmaproverna med QFT ELISA. Om det nya testet av ett eller bada replikaten
ar positivt ska testet bedémas som positivt.
? Kliniska studier har visat att mindre an 0,25 % av dmnena hade IFN-y-nivier pa > 8,0 IU/ml for Nil-kontrollen.
? Se avsnittet Felsokning for sannolika orsaker.

Hur hég den uppmatta IFN-y-nivan ar har inget samband med infektionsstadiet eller hur omfattande infektionen
dr, nivan pa immunresponsen eller sannolikheten for att tillstdndet ska utvecklas till aktiv sjukdom.
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DIAGRAM 3. Flodesschema for tolkning OM NIL- OCH TB-ANTIGEN-ror anvinds

TB-antigen — nollprov
20,35 IU/ml

TOLKNING

Ja

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

Ja
Nej
Nollprov < 8,0 1U/ml
VALIDERING
Ja
v

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

Nil TB Antigen minus Nil Mitogen minus Nil .
[IU/ml] (IU/ml] [IU/mL]' QFT-resultat Rapport/tolkning
<0.35 2 0.5 . M. tuberculosis-infektion
Negativt )
> 0,35 och < 25 % av Nil-virde > 0.5 EJ sannolik
0 - o .
<80 > 0,35 och? 25 % av Nil Alla Positive’ M. tuberculoszs. infektion
virde sannolik
<0.35 <0.5
> 0,35 och <25 % av Nil-virde <0.5 Indeterminant’ Resultaten ar 1ndeterm1pap ta for
TB-antigen-responsivitet
> 8.0* Alla Alla

! Responserna pa Mitogen positiv kontroll (och ibland TB-antigen) kan ligga utanfor mikroplattlisarens mitomrade. Detta
paverkar inte testresultaten.

2 Om M. tuberculosis-infektion inte misstinks kan initialt positiva resultat verifieras genom att ett nytt test utfors med de

ursprungliga duplikata plasmaproverna med QFT ELISA. Om det nya testet av ett eller bida replikaten
ar positivt ska testet beddmas som positivt.
? Se avsnittet Felsokning for sannolika orsaker.

* Kliniska studier har visat att mindre 4n 0,25 % av &mnena hade IFN-y-nivéer p4 > 8,0 IU/ml for Nil-kontrollen.

Hur hég den uppmatta IFN-y-nivan ar har inget samband med infektionsstadiet eller hur omfattande infektionen
dr, nivan pa immunresponsen eller sannolikheten for att tillstdndet ska utvecklas till aktiv sjukdom.
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DIAGRAM 4. Flodesschema for tolkning om NIL-, TB-ANTIGEN- OCH MITOGEN-ror anvinds

TB-antigen — nollprov
= 0,35 IU/ml

TOLKNING

Ja

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

Nej e

Mitogen — nollprov < 0,50 Ja Nej

IU/ml och/eller Nollprov < 8,0
nollprov > 8,0 1U/ml IU/ml
VALIDERING
Nej g
A\ 4 A\ 4

NEGATIVT POSITIVT
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8. BEGRANSNINGAR

Resultaten av QFT-testerna maste anvéindas tillsammans med den enskilda patientens epidemiologiska historik,
aktuella medicinska status och andra diagnostiska bedémningar.

Patienter med hogre Nil-véarden én 8 IU/ml klassificeras som “indeterminanta”, eftersom en 25 % hogre respons
pa TB-antigener kan ligga utanfor analysens matomrade.

Ej tillforlitliga eller indeterminanta resultat kan bero pa:

e  Den rutin som beskrivs i bipacksedeln har ej f6ljts,
e  Onormalt hoga nivéer IFN-y eller forekomst av heterofila antikroppar,
e Det tog mer dn 16 timmar fran det att blodprovet togs tills det inkuberades vid 37°C.

9. PRESTANDAKARAKTERISTIKA
Kliniska studier

Eftersom det inte finns en bestdmd standard for latent tuberkulosinfektion (LTBI), kan uppskattningar av
sensitivitet och specificitet for QFT inte utvérderas praktiskt. Specificitet for QFT har uppskattats genom att
utvérdera felaktigt positiva svar for personer med 1&g risk (inga kénda riskfaktorer) for tuberkulosinfektion.
Sensitivitet har uppskattats genom att utvéirdera patientgrupper med odlingsverifierad aktiv TB-sjukdom.

Specificitet

I en amerikansk studie som omfattade 866 frivilliga togs blodprover for QFT i samband med tuberkulintest.
Demografisk information och riskfaktorer for TB bestimdes med hjélp av en standardenkét som fylldes i
samband med att testerna togs. Av 432 testpersoner som inte hade négra kénda riskfaktorer for M. tuberculosis-
infektion var QFT- och tuberkulintestresultat tillgdngliga for 391. Ingen var BCG-vaccinerad. En annan
specificitetsstudie har gjorts med QFT med 1ag risk-patienter i Japan, av vilka ca 90 % var BCG-vaccinerade.
Resultaten fran bagge specificitetsstudierna redovisas i Tabell 2.

Tabell 2. Specificitet for QFT: Resultat for personer som inte har nigon rapporterad risk for M.
tuberculosis-infektion.

No. QFT

Sta[t;quG % tTe;’tt:c'l In(ﬁ‘t’é;flﬂ:ﬂ " ;gs‘\t,‘;fl é Spe%iFﬁTcity PNt:)sltTwSeT / SchSiE:ity

Vaccinated > vald (95%CI)  No.tested  (95% CI)
a8, o [ |1 | | S| o | B
Japan * ~90% | 168 6 2162 | (95100, : :
TOTALT : 559 3 552 | os100) : :

(*Using 10 mm TST cut-off hos personer utan BSG-vaccinering.)
* Med 10 mm TST cut-off. TST-testets specificitet dr 99,1 % om en 15 mm cut-off anvénds.

Sensitivitet for aktiv TB

Missténkta TB-fall i USA, Australien och Japan som dven har en odlingsbekriftad M. tuberculosis-infektion har
testats for att bedoma sensitiviteten for QFT. Da det inte finns ett definitivt standardtest for latent
tuberkulosinfektion (LTBI), &r en mikrobiologisk odling av M. tuberculosis ett lamplig substitut, eftersom
patienter med denna sjukdom per definition ar infekterad. Patienterna har fatt mindre &n 8 dagars behandling
innan blodprover har tagits for QFT-testet.

Tabell 3 sammanfattar resultaten frén de tva grupperna av patienter med positiva svar pa M. tuberculosis-
odlingen. Den allméinna sensitiviteten for QFT for aktiv TB-sjukdom var 89 % (157/177).
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Tabell 3. QFT: Testpersoner med odlingsbekriftad M. tuberculosis-infektion.

No. QFT Positive QFT Sensitivity

/ No. Valid Tests (95% CI)
Japan TB-patienter"’ 86/92 (869-39;%) %)
Australien 24727 (7(?-99? %)
USA 47/58 (688-198%)%)
TOTALT 157/177 (838-%;@%)

Diagnos av LTBI
Ett antal studier har publicerats som demonstrerar hur effektivt QFT é&r i olika populationer med risk fér LTBI.
De prinicipiella resultaten for vissa utvalda studier visas i tabell 4.

Tabell 4. Utvalda publicerade studier om QFT i populationer med risk for LTBI.

Totalt antal

STUDIE testade Resultat

Undersokning med mycket hoga TB-andelar. 40 % QFT-positiva cf 41 %
Indisk HCW 726 TST-positiva vid 10 mm. Hog konkordans med TST, ingen effekt av BCG at
(Pai et al 2005)* nagot héll. Vid bada testerna har hiansyn tagits till riskfaktorer som alder och

arbete inom sjukvard.

Den allménna forekomsten av LTBI med QFT var 4,6 % (27/590) bland
HIV -smittade. Positiva resultat sattes i ssmband med TB-risker. Tva
590 patienter med positiva QFT-svar utvecklade aktiv TB inom ett ar.
Indeterminanta svar (n=20. 3,4 %) hade ett starkt samband med ett CD4-
véirde <100/ ul

Danska HIV
(Brock et al 2006)°

Barn med misstankt TB eller som har kommit i kontakt med TB testades
Hospitaliserade barn 105 med QFT och TST. 10,5 % QFT-positiva cf 9,5 % TST-positiva vid 10 mm.
Dogra et al 2006)' Den generella 6verensstimmelsen mellan testerna var 95,2 % och 100 %
bland de som inte var BCG-vaccinerade.

Nirkontakter i 15 olika indexfall testades. 51 % var BCG-vaccinerade, 27 %
Tyska ndrkontakter 309 utlandsfodda. 70 % av de BCG-vaccinerade och 18 % av de icke-vaccinerade
(Diel et al 2006)"! var TST-positiva (5 mm), medan 9 % respektive 11 % var QFT-positiva.

QFT relaterades till TB-risken. TST relaterades endast till BCG-vaccination.

Maénga andra publikationer beskriver hur effektiva den mindre kénsliga, flytande antigenversionen
QuantiFERON®-TB Gold (foregangaren till QFT) och QF T-testet ar. Dessa studier innefattade kontakttester
med aktiva TB-fall *'" "% barn®'" > HIVpositiva™ > *°, sjukvéardspersonal'****2, immunosuppressiva' ***
23273031 " samt misstéinkta fall av TB”* ' '® och lagriskpersoner'’.

TST-testningens repeterbarhet och effekter vid samtidiga QFT-tester
Som del i en USA-specifik studie testades en del av forsékspersonerna igen inom 4 till 5 veckor efter det forsta
QFT-testet och TST-testet. Resultaten fran QFT-testerna for 260 forsdkspersoner var tillgédngliga vid bada

tillfallena och gav en 6verensstimmelse pa 99,6 % (259/260). Ett tidigare tuberkulintest gav inga positiva QFT-
svar.
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10. TEKNISK INFORMATION

Indeterminanta resultat

Indeterminanta resultat bor vara séllsynta och kan vara ett immunt tillstdnd for den enskilda forsdkspersonen,
men kan dven sittas i samband med ett antal tekniska faktorer;

e Det tog mer dn 16 timmar fran det att blodprovet togs tills det inkuberades vid 37°C.
Blodprovet har forvarats dver eller under det rekommenderade temperaturomradet (22°C + 5°C)

Provtagningsroren har inte blandats tillrackligt
ELISA-plattan har inte blivit tillrdckligt rengjord

Om det finns misstanke om tekniska problem i samband med provtagning eller hantering av blodprover ska hela
QFT-testet goras om med ett nytt blodprov. ELISA-testet for stimulerad plasma kan géras om om det finns
misstankar om att utrustningen ar brisfélligt rengjord eller att vissa steg 1 testningen inte har foljts.
Indeterminanta tester till foljd av laga mitogen-vérden eller hoga Nil-védrden forvéntas inte ge andra resultat om
testet gdrs om, savida inte ett fel uppstod under ELISA-testet. Indeterminanta resultat ska rapporteras som
sddana. Lékaren kan vilja att ta ett nytt prov eller vidta andra atgérder.

Koagulerade plasmaprover

Om fibrin bildas under lagvarig lagring av plasmaprover ska proverna centrifugeras for att det
sammanklumpade materialet ska sedimenteras och for att underldtta pipettering av plasman.
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Felsokning av ELISA

Icke-specifik fargutveckling

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfillig reng6ring av plattan.

Tvitta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per brunn. Det
kan krévas mer 4n 6 tvittcykler beroende pa vilken tvittmaskin som
anvinds. Lat tvittbufferten verka i minst 5 sekunder mellan varje
cykel.

Korskontaminering av ELISA-brunnarna.

Var forsiktig nir du pipetterar och blandar proverna for att minimera
riskerna.

Kitet’/komponenternas utgangsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvénds fore utgangsdatumet. Se till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X) anvinds inom
3 manader efter rekonstituering.

Enzymsubstratlgsningen &r kontaminerad.

Kassera substratet om det ar blafdrgat. Sékerstill att reagenserna
endast forvaras i rena behéllare.

Laga avidsningar av optisk densitet i standarder

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Spédningsfel i standard.

Sakerstdll att spadningar av kitstandarden prepareras enligt
bipacksedeln.

Pipetteringsfel.

Kontrollera att pipetter kalibreras och anvénds i enlighet med
tillverkarens anvisningar.

For 14g inkubationstemperatur.

ELISA-inkubation ska utforas vid rumstemperatur (17°C till 27°C).

For kort inkubationstid.

Plattan ska inkuberas med konjugat, standarder och prover vid 120 £ 5
minuter. Enzymsubstratlosningen inkuberas pé plattan i 30 minuter.

Ett felaktigt filter anvénds i plattlédsaren.

Plattan ska ldsas vid 450 nm med ett referensfilter pd mellan 620 och
650 nm.

Reagenserna ér for kalla.

Alla reagenser, med undantag for konjugatkoncentrat (100X), maste
vara vid rumstemperatur innan analysen paborjas. Detta tar ungefar en
timme.

Kitet/komponenternas utgdngsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvénds fore utgdngsdatumet. Se till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X) anvénds inom
3 méanader efter rekonstituering.
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Hog bakgrund

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfillig reng6ring av plattan.

Tviétta plattan minst 6 gdnger med 400 pl tvéttbuffert per brunn. Det
kan krévas mer 4n 6 tvittcykler beroende pa vilken tvittmaskin som
anvinds. Lat tvittbufferten verka i minst 5 sekunder mellan varje
cykel.

For hog inkubationstemperatur.

ELISA-inkubation ska utforas vid rumstemperatur (17°C till 27°C).

Kitet/komponenternas utgdngsdatum har
passerats.

Kontrollera att kitet anvénds fore utgdngsdatumet. Se till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X) anvénds inom
3 ménader efter rekonstituering.

Enzymsubstratlgsningen &r kontaminerad.

Kassera substratet om det ar blafdrgat. Sékerstill att reagenserna
endast forvaras i rena behallare.

Blandning av plasma i centrifugror fore
insamling

Se till att samla in plasmaproven forsiktigt ovanfor gelen utan att
pipettera upp och ned och var forsiktig sa att material i gelens yta inte
stors.

Icke-linjdar standardkurva och variabilitet mellan duplikat

MOJLIG ORSAK

LOSNING

Bristfillig reng6ring av plattan.

Tvitta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per brunn. Det
kan krévas mer 4n 6 tvittcykler beroende pa vilken tvittmaskin som
anvinds. Lat tvittbufferten verka i minst 5 sekunder mellan varje
cykel.

Spadningsfel i standard.

Sakerstill att spadningar av standarden prepareras enligt bipacksedeln.

Bristfillig blandning.

Blanda reagenserna noggrant genom véandning eller genom forsiktig
skakning innan de appliceras pa plattan.

Bristféllig pipettering eller fel under
beredningen av analysen.

Prover och standard ska tillforas i anslutning till varandra. Alla
reagenser ska ha preparerats innan analysen pabdrjas.

Cd-romskivan Product Information and Technical Guide innehaller en instruktionsvideo som demonstrerar
analysrutinen och l6sningar pé de flesta tekniska problemen. Du kan bestdlla cd-romskivan gratis frén Cellestis

eller din lokala distributor.
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12. TEKNISK SERVICE

For teknisk service:

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

Cellestis GmbH:

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

Tel: +49 6151 428 59 - 0

(Europa) Fax: +49 6151 428 59 - 110

E-post: techsupport@cellestis.com

Webbplats: www.cellestis.com

Other countries:

Land Avgiftsfritt nummer

Australien 9001 5776
Osterrike 0800 8020034
Belgien 0800 75351
Frankrike 0800911164
Tyskland 0800 182 7452
Irland 1800 550 417
Nederldnderna 0800 022 5340
Nya Zeeland 0800 44240
Schweiz 0800 561 802
Storbritannien 0800 680 0630
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13. FORKORTAD TESTRUTIN

STEG 1 — INKUBATION AV BLOD

Tappa ur blod fran patienten i provtagningsroren.
Blanda réren genom att skaka dem tio (10) ganger
sé pass kraftigt att hela insidan av roret ticks med
blod s4 att antigener 16ses upp pa rorvéiggarna.

Roren ska inkuberas stdende vid 37°C 1 16 till 24
timmar.

Efter inkubation ska roren centrifugeras i 5 till 15
minuter vid 2 000 till 3 000 g RCF (g), for att
plasman och de rdda blodkropparna ska
separeras.

Efter centrifugering skall plasma insamlas med
pipett. Undvik att pipettera upp och ner eller att
blanda plasma innan insamling.
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STEG 2 — IFN-y 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. Preparera fyra
(4) standardspéadningar.

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

Forbered working strength-konjugat i den grona
diluenten och tillsdtt 50 pl i alla brunnar.

Tillsdtt 50 pl av plasmaproverna och 50 pl
standard i ldmpliga brunnar. Blanda i en skakare.

Inkubera i 120 minuter vid rumstemperatur.

Axlx
YL
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10.

11.

12.

Tvétta brunnarna minst 6 ganger med 400 pl
tvéttbuffert per brunn.

Tillsatt 100 pl enzymsubstratlosning i brunnarna. W / /
Blanda i en skakare. |_’ I_l u | I

Inkubera i 30 minuter vid rumstemperatur.

Tillsétt 50 pl stopplosning i alla brunnar. W / /
Blanda i en skakare. |_’ I_l Ll | I

L&s av resultaten vid 450 nm med ett 620 till 650 nm
referensfilter.

Analysera resultaten.
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14. BETYDANDE ANDRINGAR

Betydande dndringar i denna utgéva (05990301G — juli 2011) av QFT-bipacksedeln sammanfattas i tabellen nedan:

Avsnitt Sida Andring(ar)
;.rggz?mlmg och hantering av 9 Andring av skakningsproceduren for roren.
6. Anvisningar for anvéndning 10 Andring av hanteringsprocedurer for rér som innehaller blod.
6. Anvisningar for anvéndning 12 Andring av hanteringsprocedurer for plasmaprover.
10. Teknisk information 23 Tilldgg: ”Blandning av plasma i centrifugror fore insamling”.
12. Teknisk service 26 Ny e-postadress for teknisk support.
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Tillverkad for:
Cellestis Limited (Australien) och Cellestis GmbH (Europa)
Level 1, Office Tower 2, Chadstone Centre
1341 Dandenong Road, Chadstone, Victoria, 3148, Australien
Tel. (Aust) +61 3 8527 3500, (Europa) +49 6151 428 59-0
E-post: quantiferon@cellestis.com
Webbplats: www.cellestis.com
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