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Avsedd anvdndning

Analysen QuantiFERON Monitor (QFM) &r ett in vitro-diagnostiskt test avsett for
detektion av cellmedierad immunfunktion genom métning av gammainterferon
(IFN-y) i plasma med enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) efter
inkubering av hepariniserat helblod med immunstimulantia fér medfétt och
férvarvat immunférsvar. Analysen anvénds for att detektera cellmedierad
immunrespons hos immunsupprimerade mottagare av transplanterade fasta
organ.

QFM ar avsett fér anvandning i samband med riskbedémning och andra
medicinska och diagnostiska utvarderingar.

Sammanfatining och férklaring av testet

Immunbrist karakteriseras av en nedsatt férmaga till effektiv immunrespons.
Den forsamrade eller uteblivna responsen kan bero péa primar eller sekundar
immunbrist (1).

Primar immunbrist ar arftlig och karakteriseras av defekter pa specifika delar
av det medfodda eller forvarvade immunfarsvaret (1). | de flesta fall ar dock
immunbristen férvarvad (sekundar) och kan orsakas av patogena émnen,
medicin (till exempel immunsupprimerande behandling efter organtransplan-
tation), sjukdomstillsténd (som cancer, till exempel leukemi och lymfom), eller
av miljdféroreningar (1).

Den molekylara orsaken till immunbrist varierar, men cellmedierad immunitet
spelar en viktig roll fér uppkomsten av manga av de observerade kliniska
symtomen. For nérvarande beror diagnostiseringen och hanteringen av
immunbristsyndrom pé& den utlésande orsaken (2, 3).

Sa ar till exempel ad hoc-atgarder normen vid dvervakning av status for cellular
immunbrist hos individer som genomgaétt transplantation av fasta organ och
som far medicin som supprimerar immunsystemet. Status for individens immun-
respons mdts normalt genom Svervakning av medicinnivaer och klinisk/pato-
logisk utvardering av transplantatets funktion (2, 3).

Ett antal T-cellfunktionstest mater cellmedierad immunitet mot mitogener som
fytohemagglutinin (PHA), mitogen frén Phytolacca och konkanavalin A, men
dessa mater endast funktionsférmagan hos T-celler, som utgor en delgrupp av
de celler som &r inblandade i cellmedierad immunitet. Det har blivit allt mer
tydligt att forvarvade immunmekanismer i hdg grad bidrar till vardférsvaret,
antingen sjdlvstandigt eller genom att férstarka specifika T-cellresponser.
Darfér ger funktionsresponsen for medfodda (naturliga mérdarceller [NK])
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och forvarvade (T-celler) immunceller tillsammans en mer fullstandig analys av
cellmedierad immunitet (2, 3).

QFM ér eft in vitro-diagnostiskt test som anvander en kombination av stimulantia
(i form av en LyoSphere™-pellet) som specifikt stimulerar olika celltyper som ar
inblandade i bédde det medfédda och i det férvarvade immunsystemet. Status
fér individens immunfunktion utvarderas genom aft mata responsen pd stimu-
lering av det medfédda och det férvarvade immunsystemet med TLR- (Toll-lika
receptorer) respektive T-cellreceptor-agonister. Detektion av gammainterferon
(IFN-y) med ELISA ger bade en kvalitativ och en kvantitativ métning av cell-
medierad immunfunktion.

Anvéndningsprinciper for analysen

QFM-analysen anvéander lyofiliserade stimulantia (QFM LyoSphere™-pelletar),
som tillsatts i hepariniserat helblod. Blodet inkuberas i mellan 16 och

24 timmar, och darefter samlas plasma in och provet testas fér narvaro

av IFN-y som skapats som en respons pd stimulantia.

QFM-estet utfors i olika steg. Forst samlas helblod in med ett QFM-blodprov-
tagningsror. Darefter tillsatts en QFM LyoSphere-pellet i roret, som sedan
inkuberas i 37 °C sa snart som mdjligt och inom 8 timmar efter insamlingen.
Efter en inkuberingstid p& 16 till 24 timmar centrifugeras réren, plasman tas
bort och mangden IFN-y (IU/ml) mats med ELISA och jamférs med ett intervalll
av férvantade varden for att bedéma immunresponsen fér individen.

QFM &r en analys som ger bade en kvalitativ och en kvantitativ métning av
immunfunktionen. QFM-resultaten kan inte kvantifiera immunsupprimeringsnivan

direkt.

Mangden IFN+ i plasmaprover kan ofta ligga ovanfér den dvre gransen for
de flesta ELISA-lasare, Gven for personer som ar méttligt immunsupprimerade.
Vi rekommenderar att plasmaprover spads ut 1/10 och/eller 1/100 i grén
diluent, och analyseras i ELISA tillsammans med outspadd plasma.

Obs: Troskelvardet for QFM-analysen kan variera beroende pé individens
immunsupprimeringsniva och individuella omstéandigheter for transplantationen.

Se "Tolkning av resultat” pa sidan 23 i den har bipacksedeln fér anvisningar
om hur QFM-resultatet ska tolkas.
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Tid som kréivs for att utféra analysen

En uppskattning av den tid som krévs for att utféra QFM-analysen anges nedan.
Aven tiden for att utféra testserier av flera prover visas.

Inkubering av blodrér i 37 °C: 16 till 24 timmar

ELISA: Ca 3 timmar for en ELISA-platta
(upp till 88 prover)

< 1 timmes arbete

Lagg till 10 till 15 minuter for varje extra platta

Komponenter och férvaring

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalognr 0650-0701
Antal beredningar 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 flaskor
Bipacksedel fér QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

QuantiFERON Monitor-blodprovtagningsrér

Katalognr 0650-0101
Antal beredningar 100

QuantiFERON Monitor-blodprovtagningsrér (vit kork, vit ring) 100 rér
Bipacksedel fér QuantifFERON Monitor-blodprovtagningsrér 1
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Komponenter i QuantiFERON Monitor-kit med 2 plattor, Kit med

ELISA 2 plattor, ELISA
Katalognr 0650-0201
Mikroplattremsor, 12 x 8 brunnar 2 uppsattningar
(belagda med murin anti-human IFN-y monoklonal mikroplattremsor
antikropp) med

12 x 8 brunnar
IFN-y Standard, lyophilized 1 x flaska
(IFN-y-standard, lyofiliserad; innehdller rekombinant (8 IU/ml
human IFN-y, bovint kasein, 0,01 % w/v tiomersal) rekonstituerad)
Green Diluent 1 x 30 ml
(Gron diluent; innehdller bovint kasein, normalt musserum, flaska

0,01 % w/v tiomersal)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1 x0,3 ml
(Konjugat 100x koncentrat, lyofiliserat; murin anti-human rekonstituerad
IFN-y HRP, innehdéller 0,01 % w/v tiomersal)

Wash Buffer 20x Concentrate 1 x 100 ml

(Tvattbuffert 20x koncentrat; pH 7,2, innehéller
0,05 % v/v ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution 1 x 30 ml
(Enzymsubstratldsning; innehéller H.O,, 3,3, 5,5
tetrametylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution 1 x 15 ml
(Enzymstoppldsning; innehdller 0,5 M H2SO4)*
Bipacksedel for QuantiFERON Monitor ELISA 1

* Innehdller svavelsyra. Information om farsiktighetsatgarder finns pd sidan 11.
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Material som behdvs men inte medfsljer
37 °C-inkubator; CO2 behdvs inte
Kalibrerade pipetter med variabel volym*

Kalibrerad flerkanalspipettt med kapacitet for tillforsel av 50 pl
och 100 pl med engéngsspetsar
Skakapparat fér mikroplattort

Avijoniserat eller destillerat vatten, 2 liter
Tvatt for mikroplattor (automatisk tvatt rekommenderas)

Lasare for mikroplattort utrustad med 450 nm-filter och referensfilter

for 620 nm till 650 nm
Graderad cylinder (mdatcylinder)
Absorberande légluddande handdukar

Férvaring och hantering

Blodprovtagningsrér

Forvara QFM-blodprovtagningsrér i 4 till 25 °C. QFM-blodprovtagningsréren
ska ha en temperatur pd 17-25 °C nér de fylls med blod och vid blandning.

LyoSpheres
Forvara QFM LyoSpheres i 2 till 8 °C.

Reagenser i ELISA-kitet
Forvara ELISAkitreagenserna i 2 till 8 °C.
Skydda alltid enzymsubstratlésning mot direkt solljus.

* Kontrollera att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.
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Rekonstituerade och oanvénda ELISA-reagenser

Instruktioner om hur ELISA-reagenserna ska rekonstitueras finns i “Steg 2 — IFN-y
ELISA” pé sidan 17.

Den rekonstituerade kit-standarden kan férvaras i upp till 3 ménader om
den forvaras i 2 °C ill 8 °C.

Notera datumet dd& kit-standarden rekonstituerades.

Efter rekonstituering maste oanvant konjugatkoncentrat (100x) aterforas
till férvaring i 2 °C till 8 °C och det méste anvéndas inom 3 manader.

Notera datumet dé& konjugatet rekonstituerades.

Arbetsutspadning av konjugat maste anvandas inom 6 timmar efter
beredning (se tabell 1).

Arbetsutspadning av tvattbuffert kan férvaras i rumstemperatur

(22 £ 5 °C) i upp till 2 veckor.

Bipacksedel for QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018 9



Varningar och sékerhetsétgérder

For in vitro-diagnostisk anvéndning

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid
hantering av kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad
(SDS). De ar tillgangliga p& webben i behandigt PDF-format p& adressen
www.qgiagen.com/safety, dar du kan visa och skriva ut sakerhetsdatablad
for varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Varningar

QFM ar en analys som ger bade en kvalitativ och en kvantitativ
métning av immunfunktionen. QFM-resultaten kan inte kvantifiera
immunsupprimeringsnivan direkt.

Resultaten av QFM-analysen ska anvéndas tillsammans med klinisk
presentation, medicinsk historik och andra kliniska indikatorer vid
utvardering av immunstatus for en patient.

Troskelvardet fér QFM-analysen kan variera beroende pa individens
immunsupprimeringsniva och individuella omstandigheter for
transplantationen.
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Forsiktighetsatgarder

Endast fér in vitro-diagnostisk anvandning.

A

VARNING: Hantera humant blod och plasma som potentiellt smittsamt.
Observera relevanta riktlinjer om hantering av blod och
blodprodukter. Kassera prover och material som kommit i kontakt med
blod eller blodprodukter enligt géllande nationella och lokala
foreskrifter.

Féljande information om risker och forsiktighetsatgarder galler komponenter fill

QuantiFERON Monitor ELISA.

Information om risker

g

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
(QuantiFERON-enzymstoppldsning)

Innehdller: svavelsyra. Varning! Orsakar allvarlig égonirritation. Kan vara
korrosivt for metaller. Irriterar huden. Anvand skyddshandskar/

skyddsklader/ dgonskydd/ ansiktsskydd.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON-enzymsubstratlésning)

Varning! Orsakar latt hudirritation. Anvand skyddshandskar/
skyddsklader/ dgonskydd/ ansiktsskydd.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON grén diluent)

Innehaller: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Innehdller: tartrazin. Varning! Kan orsaka allergisk
hudreaktion. Anvand skyddshandskar/ skyddsklader/ égonskydd/
ansiktsskydd.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON-tvéttbuffertkoncentrat (20x))

Innehdller: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-
2H-isothiazol-3-one (3:1). Skadliga langtidseffekter for vattenlevande
organismer. Undvik utslapp till miljén.

Bipacksedel for QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018 11




Mer information

Sakerhetsdatablad: www.giagen.com/safety

12

Avwvikelser frén anvisningarna pa bipacksedeln fér QuantifFERON Monitor
(QFM) ELISA kan leda till felaktiga resultat. Lés anvisningarna noga fére
anvandning.

Viktigt: Kontrollera flaskorna fére anvéndning.Anvénd inte Conjugate-,
IFN-y Standard- eller QFM LyoSphere-flaskor som uppvisar tecken pé
skador eller om gummiférslutningen @r trasig. Hantera inte trasiga flaskor.
Vidta tillampliga sakerhetsatgarder for att kassera flaskor pa ett sakert
satt. Rekommendation: Anvéand en flaskkorksavtagare fér att dppna
Conjugate-, IFN-y Standard- eller QFM LyoSphere-flaskorna fér att minska
risken fér skador frén metallkorken.

Anvand inte ELISAkitet om nagon reagensflaska uppvisar tecken p&
skador eller lackage.

Blanda eller anvand inte remsor fér mikroplattor, IFN-y-standard, grén
diluent eller konjugatkocentrat 100x fran olika QFM ELISA-kitbatchar.
Andra reagenser (tvattbuffertkoncentrat (20x), enzymsubstratldsning och
enzymstoppldsning) kan bytas ut mellan kiten forutsatt aft reagenserna
inte har passerat utgéngsdatum och att lotuppgifterna ar sparade.

Kassera oanvénda reagenser och biologiska prover i enlighet med lokala
och nationella sakerhets- och miljofareskrifter.

Anvand inte QFM-blodprovtagningsréren, QFM LyoSphere-pelletar eller
ELISA efter utgdngsdatumet.

Sakerstall att laboratorieutrustning har kalibrerats/validerats for
anvandning.
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Provtagning och -hantering

QFM-analysen ska endast utfras med helblod som samlats in i antingen

ett blodprovtagningsrér som innehdller litiumheparin eller direkt i ett QFM-
blodprovtagningsrér. 1 ml helblod kravs fér varje test. Blodprovtagningsréren
mdste vara ordentligt markta och visa tiden fér provtagningen.

Viktigt: Bade stimuleringen av QFM-blodprover (dvs. tillsattandet av en QFM
LyoSphere-pellet i en blodportion om 1 ml) och den efterféljande inkuberingen
vid 37 °C madste ske inom 8 timmar frén provtagningen.

Fram till inkuberingen ska blodproverna férvaras vid rumstemperatur

(22 £ 5 °C).

For att f& eft optimalt resultat ska féljande procedurer tillémpas:

1.

Mérk réren ordentligt.

Se till att varje QFM-blodprovtagningsrér ar ordentligt markt med
patientinformation och tiden fér provtagningen.

Anvénd venpunktur och samla in 1 ml blod per individ direkt i varje QFM-
blodprovtagningsrér. Proceduren ska utféras av utbildad proviagnings-
personal.

Viktig anmérkning: Réren ska ha en temperatur pad 17-25 °C nar de fylls
med blod.

QFM-blodprovtagningsréren kan anvandas pa en héjd upp till 810 meter
dver havet.

Eftersom 1 ml-rér samlar in blod relativt langsamt ska réret héllas kvar mot
ndlen i 2-3 sekunder nar réret verkar vara helt fyllt. P& s& satt sakerstaller
du att ratt volym blod har samlats in.

Det svarta market pa sidan av QFM-blodprovtagningsréret indikerar
volymen 1 ml. QFM-blodprovtagningsrér tillverkas for uppsamling av
volymer p& 1 ml £ 10 % och fungerar optimalt inom det intervallet. Om
blodnivén ligger utanfér intervallinjen ska ett nytt blodprov tas.

Om en fiarilsn&l anvands for blodprovet bor ett s.k. spolrér anvandas for
att sdkerstalla att slangen fylls med blod innan QFM-blodprovtagningsréren
anvands.

Om QFM-blodprovtagningsréren anvands pd hogre héjd an 810 meter
eller om mindre blodvolymer erhélls kan anvandaren samla in blod med en
spruta och sedan omedelbart éverféra 1 ml blod till QFM-blodprovtagnings-
roret. Av sakerhetsskal utfors detta lampligast genom att ta bort sprutndlen
(folj de vanliga sakerhetsprocedurerna), ta bort korken fran QFM-blodprov-
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tagningsréret och sedan tillsatta 1 ml blod (upp till mitten av det svarta
market pd sidan av réret). Satt tillbaka korken ordentligt och blanda enligt
beskrivningen nedan.

Om du anvander en tourniquet lossar du den sd fort nélen @r insatt i venen,
detta fér att undvika tryckvariationer som kan paverka blodvolymen.

Alternativt kan blod samlas in med ett generiskt blodprovtagningsrér som
innehaller litiumheparin som antikoagulant, och sedan dverféras till QFM-
blodprovtagningsrér. Anvénd endast littumheparin som blodantikoagulant
eftersom andra antikoagulanter kan interferera med analysen. Fyll ett
blodprovtagningsrér (minimivolym 3 ml) och blanda férsiktigt genom att
vanda roret flera ganger for att 16sa upp heparinet. Férvara blodet vid
rumstemperatur (22 = 5 °C) fram till dverféringen till QFM-blodprovtagnings-
ror for stimulering med en QFM LyoSphere-pellet. Se till att blodet ar
ordentligt blandat genom att vanda réren forsiktigt omedelbart innan
férdelning. Dosera en blodportion om 1 ml i ett QFM-blodprovtagningsrér.
Doseringen ska utforas aseptiskt (relevanta sékerhetsprocedurer méste
foljas) genom att ta bort korken fran QFM-blodprovtagningsréret och
tillsatta 1 ml blod (upp till det svarta méarket pé sidan av réret). Satt
tillbaka korkarna ordentligt och blanda enligt beskrivningen nedan.

Vénd forsiktigt réret flera gdnger omedelbart efter det aft det fyllts, detta for att
|6sa upp heparinet.

Viktigt: For kraftig skakning av réren kan orsaka aft gelen I3ses upp, vilket
kan leda till avvikande resultat.

Precis fore anvéndning ska QFM LyoSphere-pelletar ekvilibreras till rums-
temperatur (22 + 5 °C).

Tillsétt en QFM LyoSphere-pellet i 1 ml blod aseptiskt.

Ta bort korken frén blodprovtagningsroret.

Knacka forsiktigt QFM LyoSphere-flaskan mot en hard yta for att sdkerstalla
att QFM LyoSphere-pelleten ligger i botten av flaskan. Ta bort korken pa
QFM LyoSphere-flaskan genom att forst ta bort metallférslutningen och
sedan gummiproppen.

Overfor forsiktigt QFM LyoSphere-pelleten till blodprovet om 1 ml genom att
placera kanten pé& glasflaskan mot kanten pd QFM-blodprovtagningsréret
och sedan forsiktigt vanda pé flaskan sé att QFM LyoSphere-pelleten dverfors
till QFM-blodprovtagningsroret (se bild 1).

Viktigt: Om QFM LyoSphere-pelleten hamnar utanfér QFM-blodprov-
tagningsroret kasserar du den och éppnar en ny QFM LyoSphere-flaska.
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Viktigt: L&t inte QFM LyoSphere-flaskan st& dppen under en langre tid. QFM
LyoSphere-pelleten ska tillsattas i blod sé fort du tagit av korken frén
flaskan.

Om QFM LyoSphere-pelletar tillsatts i blod som har samlats in i QFM-
blodprovtagningsréret ser du till att placera ratt rérkork pé rétt prov.

A B d D

_’.

Bild 1. Tillséitta QFM LyoSphere-pellet. E QFM-blodprovtagningsrér och QFM LyoSphere-flaska.
ETO bort korken frén QFM-blodprovtagningsréret och ta sedan bort metallférslutningen och
gummiproppen frén QFM LyoSphere-flaskan. @ Tillsatt omedelbart QFM LyoSphere-pelleten fill
blodet genom att placera kanten pa glasflaskan mot kanten pé roret. E Overfor LyoSphere-

pelleten till réret genom att forsiktigt vanda flaskan upp och ned. E Satt tillbaka korken pa
QFM-blodprovtagningsréret och skaka 5-10 génger.

6. Sétt tillbaka korken p& QFM-blodprovtagningsréret och skaka det
5-10 ganger, inte for kraftigt men tillréickligt mycket for att sckerstélla att QFM
LyoSphere-pelleten har 16sts upp helt.

Om en QFM LyoSphere-pellet fastnar pa insidan av réret kan den 18sas
upp genom att vénda upp och ned pé roret s& att LyoSphere-pelleten tacks

med blod.

Var noga med att satta tillbaka korken pé& roret efter det att QFM LyoSphere-
pelleten har tillsatts, detta for att férhindra att ytterligare en LyoSphere-pellet
tillsétts i samma rér av misstag.

Obs: Eftersom QFM LyoSphere-pelleten ar vit kommer den inte léngre att
synas i blodet nar den har |sts upp.

Viktigt: For kraftig skakning av réren kan orsaka att gelen I6ses upp, vilket
kan leda till avvikande resultat.

7. Na&r QFM LyoSphere-pelleten har tillsatts och 16sts upp ska QFM-blodprov-
tagningsréren flyttas till en 37 £ 1 °C-inkubator sé snart som mojligt, och
senast 8 timmar efter blodprovstagningen.
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Anvisningar fér anvéndning
Steg 1 — inkubering av blod och insamling av plasma

Material som medféljer

B QFM-blodprovtagningsrdr (se “Komponenter och férvaring” pé sidan 6)

Material som behdvs men inte medfslier

B Se "Material som behdvs men inte medfdljer”, sidan 8

Procedur

1. Inkubera QFM-blodprovtagningsrér som innehdller blodportioner om 1 ml
med QFM LyoSphere-pellet STAENDE i 37 + 1 °C i 16 till 24 timmar.

Obs: Inkubatorn behdéver inte CO;, eller fukias.

Efter inkubering kan QFM-blodprovtagningsréren férvaras i mellan 4 °C
och 27 °C i upp till 3 dagar innan centrifugering.

2. Efter inkubering ska QFM-blodprovtagningsréren centrifugeras i 15 minuter
med 2 000 till 3 000 x g (RCF) for att underlétta insamling av plasma.
Gelpluggen separerar cellerna frén plasman. Om det inte sker ska réren
centrifugeras om.

Plasma kan ocksé samlas in utan centrifugering, men du méste d& vara
extra forsiktig for att inte cellerna ska skadas nar plasman avlagsnas.

3. Plasmaprover ska endast samlas in med pipett.

Viktigt: Efter centrifugering ska du undvika att pipettera upp och ned eller
blanda plasman pa& nagot satt innan insamling. Var alltid forsiktig sé att
inte materialet p& gelytan forstors.

Plasmaprover kan laddas direkt fran centrifugerade QFM-blodprovtagnings-
ror till QFM ELISA-plattan, dven nar automatiska ELISAterminaler anvands.

Plasmaprover kan férvaras i upp till 28 dagar i 2 °C till 8 °C eller, om
plasman har extraherats, aven under langre tid vid férvaring i =20 °C.
Portioner med insamlade plasmaprover maste férslutas innan forvaring.

Om plasmaprover samlas in behdvs minst 150 pl plasma for att det ska gé
att géra om testerna om behov uppstar.

Méngden IFN-y i plasmaprover kan ofta ligga ovanfér den vre grénsen for
de flesta ELISA-lasare, aven for personer som ar méttligt immunsupprimerade.
Vi rekommenderar att plasmaprover spdds ut 1:10 och/eller 1:100 i grén
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diluent, och analyseras i ELISA tillsammans med outspadd plasma
(se Steg 2 — IFN-y ELISA).

Steg 2 — IFN-y ELISA

Material som medfélier

B Komponenter i QuantiFERON Monitor-kit med 2 plattor, ELISA
(se “Komponenter och férvaring” pa sidan 6)

Material som behdvs men inte medfélier

B Se "Material som behdvs men inte medfdljer”, sidan 8

Férberedning

IFN-y i plasma kan ofta ligga ovanfdr den dvre grénsen for de flesta
ELISA-asare, Gven for personer som a@r mattligt immunsupprimerade.
Rekommendation: spad ut plasmaprover 1:10 och/eller 1:100 i grén diluent,
och analysera i ELISA tillsammans med outspadd plasma.

| situationer dar en patient kan vara kraftigt immunsupprimerad kan det récka
att férbereda och analysera endast et outspatt plasmaprov for att erhélla ett
kvantitativt resultat.

Obs: Provresultat som ligger inom intervallet for QFM ELISA (dvs. upp fill

10 1U/ml) ska anvéndas vid tolkning av resultatet. Den lagsta spadning
som genererar ett resultat inom intervallet fér QFM ELISA ska anvandas som
rapporterat resultat (med hansyn till spadningsfaktorn) om outspadd plasma
hamnar ovanfér intervallet for QFM ELISA.

Procedur

1. Alla plasmaprover och reagenser utom konjugatkoncentrat (100x) maste
ha rumstemperatur (22 £ 5 °C) innan de anvénds. Ekvilibrera i minst
60 minuter.

2. Ta bort remsor som inte anvéinds fran ramen med mikroplattor. Léigg tillbaka
dem i foliebehdllaren, aterférslut och forvara dem i kylskép tills de behdvs.

Se till att det finns minst en remsa f6r QFM-standarder och tillrackligt ménga

remsor for de individer som ska testas. Ramen och locket ska sparas efter
anvéndning och anvéndas tillsammans med de oanvdnda remsorna.
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3. Rekonstituera den lyofiliserade IFN-y-standarden med den volym avjoniserat
eller destillerat vatten som anges pd etiketten till flaskan. Blanda férsiktigt for
att minimera skumbildning och f& en fullstéindig solubilisering. Rekonstituering
av standarden till den angivna volymen ger en 18sning med en koncentration
p& 8,0 IU/ml.

Viktigt: Rekonstitutionsvolymen for IFN-y-standarden varierar mellan olika
batchar. Las etiketten pa standardflaskan for att férsakra dig om att du
anvander ratt volym avjoniserat eller destillerat vatten.
Anvand den rekonstituerade kitstandarden for att skapa en 1 till 2-
spadningsserie f6ljd av en 1 till 4-spadningsserie med IFN-y i gron diluent
(GD) (se bild 2). S1 (standard 1) innehéller 4,0 IU/ml, S2 (standard 2)
innehdller 1,0 IU/ml, S3 (standard 3) innehdller 0,25 IU/ml och
S4 (standard 4) innehéller O IU/ml (bara GD). Standarderna maste
analyseras som duplikat. Bered nya spadningar av kitstandarden for
varje ELISA-procedur.
Rekommenderad procedur fér duplikata standarder

a. Mark 4 rér med "S1”, "S2", "S3", "S4".

b. Tillsatt 150 pl GD i S1, S2, S3 och S4.

c. Tillsatt 150 pl kitstandard i ST och blanda val.

d. Overfér 50 pl fran S1 till S2 och blanda val.

e. Overfsr 50 pl fran S2 till S3 och blanda val.

f. Enbart gron diluent (GD) anvands som nollstandard (S4).

- —
150 yl 50 pl 50l
— —- —-
Rekonstituerad Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
kitstandard 4,0 IU/ml 1,0 IU/ml 0,25 IU/ml 0 1U/ml

(gron diluent)

Bild 2. Beredning av standardkurva.
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4. Rekonstituera lyofiliserat konjugatkoncentrat (100x) med 0,3 ml avjoniserat
eller destillerat vatten. Blanda forsiktigt fér att minimera skumbildning och ge
konjugatet en fullstéindig solubilisering.

Arbetsutspadning av konjugat bereds genom att erfordrad mangd rekonsti-
tuerat konjugatkoncentrat (100x) spads i gron diluent (tabell 1. Beredning
av konjugat). Oanvant konjugatkoncentrat (100x) ska aterfaras till férvaring
i 2 till 8 °C omedelbart efter anvandning. Anvand endast grén diluent.

Tabell 1. Beredning av konjugat

Antal remsor Volym konjugatkoncentrat Volym grén diluent
(100x)
2 10 1,0 ml
3 15 1,5 ml
4 20 4l 2,0 ml
5 25l 2,5 ml
6 30 pl 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 4,5 ml
10 50 yl 5,0 ml
1 55 5,8 i
12 60 pl 6,0 ml

5. Plasmaprover som har samlats in frén blodprovtagningsrér och som sedan har
frusits in eller forvarats ska blandas noggrant innan de fillsétts i ELISA-
brunnen.

Viktigt: Om plasmaprover tillsatts direkt frén de centrifugerade QFM-réren
ska all blandning av plasman undvikas. Var alltid férsiktig sé att inte
materialet p& gelytan forstors.
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6.

/.

Rekommendation: Spdd plasmaprover 1:10.

Tillsatt 90 pl gron diluent (GD) i ett rér markt med patientinformation
och "1:10".

Tillsétt sedan 10 pl blandade plasmaprover (se steg 5 f6r information
om skillnaden mellan blandade plasmaprover och prover som tillsatts
direkt frén centrifugerade QFM-rér).

Blanda noggrant med en pipett fér att minimera skumbildning.

Rekommendation: Spdd 1:100-plasmaprover.
Férbered en 1:10-spadning (se steg 6 ovan).

Tillsatt 90 pl grén diluent i ett rér mérkt med patientinformation

och "1:100".
Tillsatt 10 pl av 1:10-spadningen.
Blanda noggrant med en pipett fér att minimera skumbildning.

Rekommendation: Testa fsljande prover parallellt, och i den ordning
som anges:

Outspadd, 1:10, 1:100
Féljande patientprover stéds ocksd av QFM-analysprogrammet:
Outspadd
1:10
1:100
1:10, 1:100
Outspadd, 1:10

8. Tillsétt 50 pl nyberedd arbetsutspédning av konjugat i rétt ELISA-brunnar med
hjélp av en flerkanalspipett.

9. Tillsatt 50 pl testplasmaprov i rétt brunnar med hijdlp av en flerkanalspipett.
Tillséitt sedan 50 pl vardera av standarderna 1 till 4. Analysera standarderna i
duplikat.

10. Tack varje platta med lock och blanda konjugat- och plasmaprover/
standarder noga med en skakapparat fér mikroplattor under 1 minut. Undvik
staink.

11. Inkubera vid rumstemperatur (22 + 5 °C) i 120 + 5 minuter.

Plattorna ska inte utsattas for direkt solljus under inkubering.
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12.

13.

14.

15.

16.
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Under inkuberingen ska 1 del tvéttbuffertkoncentrat (20x) spédas med

19 delar avjoniserat eller destillerat vatten och blandas vél. Tillréckligt med
tvattbuffertkoncentrat (20x) medfslier for att bereda 2 | arbetsutspédning
av tvéttbuffert.

Tvatta brunnarna med 400 pl arbetsutspadning av tvattbuffert i minst
6 cykler i en tvatt for mikroplattor. En automatisk plattvattmaskin bor
anvéndas.

For att analysen ska bli korrekt méste brunnarna tvéttas noggrant. Kontrol-
lera att varje brunn éar helt fylld med tvattbuffert under varje tvattcykel.
Rekommendation: Resultatet blir bast om du later brunnarna vara fyllda
med tvattbuffert i minst 5 sekunder mellan varje cykel.

Tillsatt standarddesinfektionsmedel for laboratoriebruk i avloppsbehdllaren.
Folj faststallda rutiner for dekontaminering av potentiellt smittfarligt material.

Vénd plattorna med ovansidan nedét p& en absorberande lagluddande
handduk fér att avléigsna rester av tvéttbuffert. Tillsétt 100 pl enzym-
substratlésning i varje brunn, téck varje platta med eft lock och blanda
noga med en skakapparat f&r mikroplattor.

Inkubera vid rumstemperatur (22 + 5 °C) i 30 minuter.

Plattorna ska inte utsattas for direkt solljus under inkubering.

Tillsétt 50 pl enzymstoppldsning i varje brunn efter inkuberingen, och blanda
noggrant i en skakapparat fér mikroplattor.

Enzymstopplésning ska tillsattas i brunnarna i samma ordning och vid
ungefdr samma hastighet som nér enzymsubstratlésningen tillsattes
i steg 13.

Méit den optiska densiteten (OD) i en lasare for mikroplattor inom 5 minuter
efter att reaktionen har stoppats. Lésaren ska ha eft 450 nm-filter och eft
referensfilter pa 620 till 650 nm. OD-vérden anvénds for att berékna
resultaten.
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Berdkningar och tolkningar av testet

QuantiFERON Monitor-analysprogram anvands fér att analysera rédata och
berdkna resultaten. Det kan bestallas fran www.QuantiFERON.com. Kontrollera
att den senaste versionen av QuantiFERON Monitor-analysprogrammet
anvands.

Programmet gor en kvalitetsbedémning av analysen, genererar en standard-
kurva och ger ett testresultat for varje individ (las mer i avsnittet Tolkning av
resultat).

Om outspadd plasma hamnar ovanfér den évre gransen i intervallet

(dvs. > 10 1U/ml) fér QFM ELISA rapporterar QuantiFERON Monitor-analys-
programmet den lagsta spddning som genererar ett resultat inom intervallet
for QFM ELISA, med hansyn till spadningsfaktorn.

Istallet for att anvanda QuantiFERON Monitor-analysprogram kan resultaten
bestammas enligt nedanstdende metod.

Generering av standardkurva

(om QuantiFERON Monitor-analysprogram inte anvéinds)
Berdkna OD-medelvardet for kitstandardreplikaten pd varje platta.

Skapa en logrlogierstandardkurva genom att rita ut loge) for OD-medelvardet
(y-axeln) mot logye for IFN-y-koncentrationen hos standarderna i IlU/ml (x-axeln).
Nollstandarden tas ej med i berdkningen. Berakna standardkurvans trendlinje
med regressionsanalys.

Anvand standardkurvan for att bestamma IFN-y-koncentrationen (IU/ml) for vart
och ett av plasmaproverna i testet genom att anvénda OD-vardet for vart och ett
av proverna.

Berdkningarna kan géras med hjalp av den programvara som ar tillganglig for
lasare for mikroplattor och vanliga kalkyl- och statistikprogram (t.ex. Microsoft®
Excel®). Den har programvaran ska anvandas for att bergkna regressions-
analysen, variationskoefficienten (% CV) for standarderna och standardkurvans
korrelationskoefficient (r).

Det rapporterade resultatet ska tas fran den lagsta spadning som genererar ett
resultat inom intervallet for QFM ELISA (med hénsyn till spadningsfaktorn) om
outspadd plasma hamnar ovanfér intervallet for QFM ELISA.
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Kvalitetskontroll av testet

Hur exakt testresultatet blir beror pa hur exakt standardkurvan ar. Av den har
anledningen méste de resultat som har berdknats frén standarder utvarderas
innan provresultaten frén testet kan tolkas.

For att ELISA ska vara giltigt:
B Det genomsnittliga OD-vardet for standard 1 méste vara > 0,600.

B % CV for replikata OD-varden for standard 1 och standard 2 maste
vara < 15 %.

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

B Korrelationskoefficienten (r) som bergknas utifrén de genomsnittliga
absorbansvardena for standarderna maste vara > 0,98.

QuantiFERON Monitor-analysprogrammet beréknar och rapporterar dessa
parametrar frén kvalitetskontrollen.

Om kérningen inte uppfyller de ovanstdende kriterierna ar den ogiltig och
mdste goras om.

Det genomsnittliga OD-véardet for nollstandarden (gron diluent) bér vara
<0,150. Om det genomsnittliga OD-vardet ar > 0,150 bor
plattrengéringsproceduren ses Sver.

Tolkning av resultat

QFM-resultat tolkas utifrén IFN-y-responsen pé& immunstimulantia fér medfétt och
férvarvat immunférsvar. QFM-analysen ger bade en kvalitativ och en kvantitativ
matning av immunfunktionen. QFM-resultaten kan inte kvantifiera immun-
supprimeringsnivén direkt.

Viktigt: N&r immunstatus faststdlls for en individ ska den uppmatta IFN-y-nivén
anvandas tillsammans med klinisk presentation, medicinsk historik och andra
diagnostiska utvarderingar (tabell 2). Tréskelvardet for QFM-testet kan variera
beroende pd individens immunsupprimeringsnivé och individuella
omstandigheter for transplantationen.
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Tabell 2. Tolkning av resultat

QFM-resultat IFN-y Klassificering ~ Tolkning
(IU/ml)
<15 Lag Patienten har lég IFN-y-respons pé

immunstimulantia for medfott och
forvarvat immunforsvar

15-1 000 Medel Patienten har medelgod IFN-y-
respons pd immunstimulantia for
medfétt och forvarvat immunférsvar

> 1000 Hég Patienten har hég IFN-y-respons pé
immunstimulantia for medfott och
forvarvat immunforsvar

Om den uppmatta IFN-y-nivén for ett outspatt plasmaprov ar mindre @n
0,1 IU/ml:

B Kontrollera att QFM LyoSphere-pelleten har tillsatts i blodprovet och att
roret inkuberats i enlighet med den har bipacksedeln.

B Kontrollera att I[FN-y-resultatet stammer dverens med patientens aktuella
kliniska status.

Om det finns misstanke om tekniska problem i samband med provtagning eller
hantering av blodprover ska hela QFM-testet géras om med ett nytt blodprov.
Upprepa ELISAtestet for stimulerade plasmaprover ifall det finns misstankar om
att det ursprungliga testet inte utforts i enlighet med den procedur som beskrivs
i denna bipacksedel (se avsnittet Kvalitetskontroll av testet for detaljerad
information).

Lakaren kan vilja upprepa ett test om resultatet inte Gverensstdmmer med
patientens aktuella kliniska status.

24 Bipacksedel for QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA  03/2018



Begrdnsningar

Resultaten av QFM-testerna maste anvandas tillsammans med den enskilda
patientens kliniska historik, aktuella medicinska status och andra diagnostiska
beddmningar. Laboratorier kan vélja att bestdmma egna intervall fér analysen.

Laboratorier kan ocksé valja att kdra ett externt kontrollprov som samlats in fran
en frisk individ parallellt med patientprover.

Ej tillforlitliga eller felaktiga resultat kan bero pé:

B Fel blodantikoagulant — anvénd endast litiumheparin eftersom andra
antikoagulanter kan interferera med analysen.

B Avvikelser fran proceduren som beskrivs i denna bipacksedel.

B  Onormalt hdga nivaer cirkulerande IFN-y eller férekomst av heterofila
antikroppar.

B Det tog mer an 8 timmar frén det att blodprovet togs tills det inkuberades
vid 37 °C.

B Under- eller dverfyllning av QFM-blodprovtagningsrdren, utanfér intervallet
0,2 1ill 1,1 ml.

Testets egenskaper

Kliniska studier

Tva kliniska studier utfordes for att utvardera responsen hos upplevt friska
personer (n = 114) jamfért med transplantationsmottagare (n = 30). Av trans-
plantationsmottagarna var 18 i kohorten patienter som genomfért transplan-
tation nyligen (Early Post-Tx, inom 3 ménader efter transplantation) och

12 i kohorten langre tid efter transplantation eller i den stabila kohorten

(Late Post-Tx, > 12 ménader efter transplantation).

M Prover samlades in vid upp till 5 olika tillfallen fran varje individ i kohorten
Early Post-Tx (3 mé&nader efter transplantation, n = 64 prover).

B Prover samlades in 1 gang frén varje individ i kohorten Late Post-Tx
(Ilangre tid efter transplantation, n = 12 prover).

M Prover samlades in 1 gang frén varje individ i kohorten upplevt friska
personer (n = 114).

Respons p&d QFM hamnade pé& mellan lég och medel for bade Early Post-Tx-
prover och Late Post-Tx-prover. Early Post-Tx hade en hégre procentandel
(93,8 %) respons inom det lagre intervallet och en lagre procentandel respons
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(6,3 %) inom medelintervallet jamfért med respons fran Late Post-Tx, med 25 %
av responsen inom det lagre intervallet och 66,7 % i medelintervallet (tabell 3).
For Early Post-Tx hamnade ingen respons inom intervallet for hég respons,
medan endast 1 (8,3 %) respons frén Late Post-Tx-proverna hamnade i intervallet
fér hog respons. QFM-responsen for kohorten med upplevt friska personer
hamnade i huvudsak inom medelintervallet (83,3 %) och i intervallet fér hog
respons (15,8 %) (tabell 3).

Tabell 3. QFM-responsintervall fér upplevt friska personer jmf med
transplantationsmottagare

IFNy Resultat- Early Late Upplevt Totalt
(IU/ml) kategori ~ PostTx %*  PostTx %* friska resultat
95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
n n n
<15 Laga 93,8 % 25,0 % 0,9 % 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n =60 n=3 n=1
15-1 000 Medel 6,3 % 66,7 % 83,3 % 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=38 n=295
>1000 Héga 0,0 % 8,3 % 15,8 % 19
0-5,7 1,5-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Totalt antal 64 12 114 190
prover

* Procentvardena anger den andel av proverna inom varje donatorkohort som faller inom
respektive responsintervall.
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Forvantade varden

Distributionen av IFN-y-responser p& QFM hos Early Post-Tx (upp till 3 mé&nader
efter fransplantation) faststalldes utifrén 64 prover insamlade fran 18 transplan-
tationsmottagare, med anvandning av QFM ELISA (bild 3).

Antal prover
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Bild 3. Distributionen av QFM IFN-y-responser hos Early Post-Tx-patienter (n = 64;
median = 1,5 IU/ml).

Distributionen av IFN-y-responser p&d QFM hos Late Post-Tx (> 12 manader efter

transplantation) faststalldes utifrén 12 prover, med anvandning av QFM ELISA
(bild 4).
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Antal prover
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Bild 4. Distributionen av QFM IFN-y-responser hos Late Post-Tx-patienter (n = 12;
median = 98,8 IU/ml).

Distributionen av IFN-y-responser p&d QuantiFERON Monitor hos upplevt friska

personer faststalldes utifran 114 prover, med anvandning av QFM ELISA
(bild 5).
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Bild 5. Distributionen av QFM IFN-y-responser hos upplevt friska personer (n = 114;
median = 400,5 1U/ml).
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QFM-responser hos patienter med transplanterade fasta organ

QFM utvarderades i en observationsstudie, med en tvarsnittsstudie av patienter
med transplanterade fasta organ (4). | studien ingick: 212 friska individer med
en delgrupp om 30 é&lders- och kénsmatchade kontroller, 30 pre-transplanta-
tionspatienter, 18 Early Post-Tx-patienter (66 prover; mediantid efter transplan-
tation = 21 dagar) och 11 Late Post-Tx-patienter (mediantid efter transplanta-
tion = 2 290 dagar). Genomsnittlig IFN-y-produktion var 555,2 1U/ml for friska
individer och 614,6 IU/ml for &lders- och kénsmatchade kontroller. Genomsnittlig
IFN-y-produktion visade sig vara signifikant lagre hos bade pre-transplantations-
patienter (IFN-y = 89,3 IU/ml) och Early Post-Tx-patienter (IFN-y = 3,76 IU/ml)
jamfért med élders- och kénsmatchade kontroller (p < 0,001). Aterstéllande av
immunfunktionen hos Late Post-Tx-patienter (genomsnittligt IFN-y = 256,1 1U/ml)
observerades och visade sig vara signifikant strre @n for Early Post-Tx-patienter
(p < 0,05). Studien indikerar att QFM kan anvandas for att bedéma cellmedierad
immunfunktion hos immunsupprimerade mottagare av transplanterade fasta
organ.
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Analyseffektens egenskaper

QFM ELISA har visat sig vara linjar vid placering av 5 replikat av 11 plasma-
pooler av kénda IFN-y-koncentrationer slumpvis pd ELISA-plattan. Den linjara

regressionslinjen har en lutning p& 1,002 + 0,011 och en korrelations-
koefficient pa 0,99 (bild ).

Detektionsgransen fér QFM ELISA ar 0,065 1U/ml och det finns inga tecken
pd en hég hookeffekt (prozone) med koncentrationer p& IFN-y upp till
10 000 IU/ml.

1= $

Faststalld niva av IFN-y (IU/ml)

012345678 9 1011

Forvantad nivé av IFN-y (IU/ml)

Bild 6. Linjaritetsprofil for QFM ELISA faststéilld genom testning av 5 replikat av 11 plasmaprover
med kdnda IFN-y-koncentrationer.

Reproducerbarheten fér QFM-analysen (steg 1) faststalldes med anvéndning av
blodprover fran 20 friska individer. Tre olika operatérer, QFM LyoSphere-loter
och uppséttningar av utrustning utvarderades. Den genomsnittliga variations-
koefficienten for IFN-y-responsnivaerna som faststalldes genom anvéndning

av QFM ELISA med alla tre QFM LyoSpheres-loter och alla de tre testade
varianterna var 22,22 % (95 % Cl: 17,20-27,25).

Reproducerbarheten for QFM-analysen (steg 1) bedémdes genom métning av
variationen for 5-6 upprepade QFM LyoSphere-blodstimuleringar per donator
for 14 individer. Den genomsnitiliga variationskoefficienten fér de 14 testade
individerna var 14,7 % (95 % Cl: 10,2-19,2). % CV for enskilda individer
var lagre an 30 %.

Reproducerbarheten for QFM ELISA (steg 2) uppskattades genom att testa
20 plasmaprover med varierande IFN-y-koncentrationer i 3 exemplar,
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i 3 laboratorier, under 3 dagar (ej i flid) av 3 operatérer. Varje prov har
séledes testats 27 génger i 9 oberoende analyskérningar. Ett prov var en
Nil-kontroll och hade en beréknad IFN-y koncentration p& 0,08 1U/ml

(95 % CI: 0,07-0,09). Av de aterstdende 19 plasmaproverna var intervallet
for koncentrationerna 0,33 (95 % Cl: 0,31-0,34) till 7,7 IU/ml (95 % CI:
7,48-7,92).

Variationer inom kdrning eller inom analys uppskattades genom att ta medel-
vardet fér % CV for varje testplasma innehdllande IFN-y fran varje plattkérning
(n = 9), och variationen ladg mellan 4,1 och 9,1 % CV. Medelvardet inom
kdrning %CV (£ 95 % Cl) var 6,6 = 0,6 %. Medelvardet for noll IFN-y-plasma
var 14,1 % CV.

Variationer totalt eller mellan analyser bestamdes genom att jamféra de

27 beragknade koncentrationerna av IFN-y fér varje plasmaprov. Variationer
mellan analyser l&g mellan 6,6 och 12,3 % CV. Det generella medelvardet

% CV (£ 95 % Cl) var 8,7 + 0,7 %. Noll IFN-y-plasma visade 26,1 % CV. Den
har variationsnivan ar férvantad eftersom den beréknade koncentrationen av
IFN-y &r lég och variationen vid en lag koncentrationsuppskattning ar stérre an
vid hégre koncentrationer.

Teknisk information

Koagulerade plasmaprover

Om fibrin bildas under lagvarig lagring av plasmaprover ska proverna centrifu-
geras for att det koagulerade materialet ska sedimenteras och for att underlatta
pipettering av plasman.
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Felsokningsguide

Den har felsdkningsguiden kan vara till hjalp for att [6sa eventuella problem
som kan uppstd. Mer information finns ocksd i den tekniska informationen pa:
www.QuantiFERON.com. Kontaktinformation finns p& baksidan.

Felsskning av ELISA
Icke-specifik fargutveckling

Méijlig orsak L&sning
a) Bristfallig rengéring Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl
av plattan tvattbuffert per brunn. Det kan krévas fler an

6 tvattcykler beroende pé vilken tvattmaskin
som anvands. L&t tvattbufferten verka i minst
5 sekunder mellan varje cykel.

b) Korskontaminering av  Var farsiktig nar du pipetterar och blandar
ELISA-brunnarna proverna for att minimera riskerna.

c) Kitets/komponenternas  Kontrollera att kitet anvénds fére utgéngs-
utgéngsdatum har datumet. Se till att rekonstituerad standard och
passerats konjugatkoncentrat (100x) anvénds inom

3 manader efter rekonstituering.

d) Enzymsubstratlosningen Kassera substratet om det ar blafargat.
ar kontaminerad Kontrollera att reagenserna endast férvaras
i rena behallare.

e) Blandning av plasma  Efter centrifugering ska du undvika att pipettera
i QFM-ror fore upp och ned eller blanda plasman pé& néagot satt
insamling innan insamling. Var alltid férsiktig sé att inte

materialet p& gelytan forstors.

L&ga avlésningar av optisk densitet i standarder

Méijlig orsak LSsning

a) Spadningsfel i standard Kontrollera att spadningar av kitstandarden
bereds enligt denna bipacksedel.

b) Pipetteringsfel Kontrollera att pipetter kalibreras och anvénds
i enlighet med tillverkarens instruktioner.

c) For lag inkuberings- Inkubering av ELISA ska utféras i rumstemperatur
temperatur (17 till 27 °C).
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Felsskning av ELISA

d) Foér kort inkuberingstid

e) Ett felaktigt filter
anvands i plattlasaren

f) Reagenserna ar for
kalla

g) Kitets/komponenternas
utgdngsdatum har
passerats

Hogt bakgrundsvérde
Maijlig orsak

a) Bristfallig rengéring
av plattan

b) Fér hég inkuberings-
temperatur

c) Kitets/komponenternas
utgdngsdatum har
passerats

d) Enzymsubstratldsningen
ar kontaminerad

Inkubera plattan med konjugat, standarder och
prover i 120 + 5 minuter. Inkubera enzym-
substratlésningen pd plattan i 30 minuter.

Plattan ska lasas vid 450 nm med ett
referensfilter p& mellan 620 och 650 nm.

Alla reagenser, med undantag fér konjugat-
koncentrat (100x), mdste ha antagit rums-
temperatur innan analysen pdbérjas. Detta
tar ungefdr en timme.

Kontrollera att kitet anvands fore utgéngs-
datumet. Se till att rekonstituerad standard
och konjugatkoncentrat (100x) anvands
inom 3 manader efter rekonstituering.

Losning

Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl
tvattbuffert per brunn. Det kan krévas fler an
6 tvatteykler beroende pa vilken tvattmaskin
som anvands. L&t tvattbufferten verka i minst
5 sekunder mellan varje cykel.

Inkubering av ELISA ska utféras i rumstemperatur

(17 till 27 °C).

Kontrollera att kitet anvands fore utgéngs-
datumet. Se till att rekonstituerad standard och
konjugatkoncentrat (100x) anvénds inom tre
manader efter rekonstituering.

Kassera substratet om det ar blafargat.
Kontrollera att reagenserna endast férvaras
i rena behdllare.
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Felsskning av ELISA

Icke-linjér standardkurva och variabilitet mellan duplikat

Méijlig orsak LSsning
a) Bristfallig rengéring Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl
av plattan tvattbuffert per brunn. Det kan krévas fler an

6 tvatteykler beroende pa vilken tvattmaskin
som anvands. L&t tvattbufferten verka i minst
5 sekunder mellan varje cykel.

b) Spdadningsfel i standard Kontrollera att spadningar av standarden bereds
enligt denna bipacksedel.

c) Bristfallig blandning Blanda reagenserna noggrant genom vandning
eller genom att vortexa férsiktigt innan de
appliceras pé plattan.

d) Inkonsekvent pipette- Prover och standard ska tillsattas i anslutning fill
ringsteknik eller avbrott  varandra. Alla reagenser ska ha preparerats
under pipetteringen vid  innan analysen pabérjas.
beredningen av
analysen

Produktinformation och tekniska guider kan erhéllas kostnadsfritt frén QIAGEN,
din distributor eller genom att besska www.QuantiFERON.com.

Referenser

En fullstandig lista med QFM-referenser finns i referensbiblioteket for
QuantiFERON hos Gnowee pd adressen www.gnowee.net.

1. Abbas, A K., Lichtman, A.H., and Pillai, S. (2012) Cellular and Molecular Immunology.
7" ed. Philadelphia: Elsevier/Sanders.

2. Ferndndez-Ruiz, M., Kumar, D., and Humar, A. (2014) Clinical immune-monitoring
strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Transl. Inmunol.
3,el2.

3. Sood, S. and Testro, A.G. (2014) Immune monitoring post liver transplant. World J.
Transplant. 4, 30.

4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in
a transplant population. Transpl. J. 97, €50.
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Symboler

;; 2 « 06 Tillrackligt for 2 x 9éxprovberedningar

H Tillverkare

c € Symbol f6r CE-IVD-markning
D

\ For in vitro-diagnostisk anvandning

Batchkod
Katalognummer
BH

®

Utgangsdatum

2
A

Temperaturbegrénsning

Se bruksanvisningen

Far ej ateranvandas

) el . . :

j:i\ Utsatt inte for direkt solljus

[ EC | REP | Auktoriserad representant i Europeiska gemenskapen
Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information, ring oss pd 00800-22-44-6000,
besdk vart tekniska supportcenter pd www.giagen.com/contact eller kontakta
ndgon av QIAGEN:S tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer

(se baksidan eller besék www.qgiagen.com).
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Forkortad testprocedur

Steg 1 - blodinkubering

eller ett blodprovtagningsrér som innehaller litium-
heparin. Mark réren med patientinformation och tiden \ ‘%m‘
fér provtagningen, och transportera dem sedan till
laboratorium vid rumstemperatur inom 8 timmar efter
insamlingen.

1. Samla in blod i antingen ett QFM-blodprovtagningsror :

a. Om blod samlats in i eft blodprovtagningsrér
som innehdller littumheparin ska en blodportion
om 1 ml tillsattas i ett QFM-blodprovtagningsror,
och réret ska markas med patientinformation och
tiden for provtagningen.

2. Tillsatt T QFM LyoSphere-pellet i varje QFM-blodprov-
tagningsrér som innehdller 1 ml blod, 16s upp
LyoSphere-pelleten, och inkubera sedan réren sé
snart som méjligt (inom 8 timmar efter provtagningen)

stdende i 16-24 timmar vid 37 °C.

3. Efter inkubering ska réren centrifugeras i 15 minuter
i 2 000 till 3 000 x g (RCF) for att plasman och de
roda blodkropparna ska separeras.

4. Efter centrifugering ska du undvika att pipettera upp y
och ned eller blanda plasman pé& nagot satt fére ]
insamling. Var alltid forsiktig sé& att materialet i gelens
yta inte skadas.
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Steg 2 — IFN-y ELISA

1.

10.

11.

12.

Ekvilibrera ELISA-komponenterna, med undantag for
konjugatkoncentrat (100x), i rumstemperatur i minst
60 minuter.

. Rekonstituera kitstandarden till 8,0 IlU/ml med

destillerat eller avjoniserat vatten. Bered
4 standardsp&dningar.

. Rekonstituera frystorkat konjugatkoncentrat (100x)

med destillerat eller avjoniserat vatten.

. Bered arbetsutspadning av konjugat i den gréna

diluenten och tillsatt 50 pl i alla brunnar.

. Tillsatt 50 pl av testplasmaproverna (outspadda, 1:10-

och 1:100-sp&adningar efter vad som ar lampligt) och
50 plstandarder i ratt brunnar. Blanda med en
skakapparat.

. Inkubera i 120 £ 5 minuter i rumstemperatur.

Tvatta brunnarna minst 6 gadnger med 400
tvattbuffert per brunn.

. Tillsatt 100 pl enzymsubstratldsning i brunnarna.

Blanda med en skakapparat.

Inkubera i 30 minuter i rumstemperatur.

Tillsatt 50 pl enzymstoppldsning i brunnarna. Blanda
med en skakapparat.

Las av resultaten vid 450 nm med ett 620 till 650 nm
referensfilter.

Analysera resultaten.
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Anm'o'lrkningor
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Betydande éndringar

Betydande &ndringar i den har utgdvan av QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA-bipacksedeln sammanfattas i
tabellen nedan:

Avsnitt Sida Andring(ar)

Forsiktighetsatgérder 11 Ny GHS-information

Forsiktighetsatgarder 12 Sakerhetsanvisningar avseende flaskor med veckad
kork har lagts till
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Varumarken: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN-gruppen); LyoSphere™, LyoSpheres™ (Biolyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Avtal om begrénsad licens fr QuaniFERON Monitor Kit

Anvéndning av den hér produkfen innebér att kdpare eller anvéndare av produkten godkénner féljande villkor:

1.

Produkten far endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den hér handboken och fér endast anvindas med
komponenterna som ingédr i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella tillgéngar fér att anvénda eller inkludera
komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingdr i detta kit férutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér
handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.giagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-
anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte
att de inte kranker tredje parts rattigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvandning inte krénker tredje parts
rattigheter.

Kiten och dess komponenter &r licensierade fér engéngsbruk och fér inte ateranvéndas, férbéttras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, férutom de uttryckligen angivna.

Képaren och anvéndaren av kiten godkénner att inte filldta nédgon annan att utféra négot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer
beskrivna ovan. QIAGEN kan kréva att detta avtal om begrénsad licens upprétthélls i domstol, och ska ersdttas fér alla undersdknings- och
rétteg@ngskostnader, inklusive advokatkostnader, som uppstdr vid férsék att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller ndgon av de
immateriella rattigheter som avser kiten och/eller négon av deras komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.giagen.com.
© 2014 QIAGEN, med ensamrdtt.



—_
www.giagen.com
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Canada = techservice-ca@qiagen.com
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Denmark = techservice-nordic@qiagen.com
Finland = techservice-nordic@qiagen.com
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Switzerland = techservice-ch@qgiagen.com
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