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Tilsigtet anvendelse

QuantiFERON Monitor-analysen (QFM) er en in vitro-diagnostisk test, som er
beregnet til pavisning af cellemedieret immunfunktion gennem mélingen of
interferon-gamma (IFN-) i plasma med ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) efter inkubering af hepariniseret fuldblod med medfedte og adaptive
immunresponsstimulerende midler. Analysen bruges til at pavise cellemedieret
immunrespons blandt den immunsupprimerede population med hele organ-
transplantater.

QFM er beregnet til brug i sammenhaeng med risikovurdering og andre
medicinske og diagnostiske evalueringer.

Opsummering og forklaring af testen

Immundefekt er kendetegnet ved nedsat evne til effektivt at udlgse en immun-
respons. Denne kompromitterede eller manglende respons kan skyldes en
primeer eller erhvervet (sekundaer) immundefekt (1).

Primaere immundefekter er generelt nedarvet og kendetegnet ved defekter

i adskilte dele af det adaptive eller medfedte immunsystem (1). De fleste
immundefekter er dog erhvervet (sekundaere) og kan fremkaldes af patogene
midler, leegemidler (som f.eks. immunsuppressiv behandling efter organ-
transplantation), sygdom (som f.eks. cancer i form af leukaemi og lymfekraeft)
eller of miligbelastende stoffer (1).

Det molekylaere grundlag for immundefekt er forskelligt, men cellemedieret
immunitet spiller en vigtig rolle i forekomsten af mange af de observerede
kliniske manifestationer. P& nuvaerende tidspunkt afhaenger diagnosen og
handteringen af immundefektsyndromer af den forarsagende agent (2, 3).

Ad hoc-héndtering er f.eks. normen ved overvagningen af status for den
celluleere immundefekt hos personer, som har modtaget hele organtransplantater
(SOT'er) og far medicin for at undertrykke deres immunsystem. Status for
personens immunrespons méles som regel ved at overvége niveauerne af
farmakologiske leegemidler og en klinisk/patologisk vurdering af
graftfunktionen (2, 3).

En rackke test af T-cellefunktionen méler den cellemedierede immunitet over for
mitogener, som f.eks. phytohaemagglutinin (PHA), pokeweed-mitogen (PWM,)

og concanavalin A (ConA). Disse méler dog kun funktionsevnen for T-celler og
er et undersaet af cellerne i en cellemedieret immunitet. Det er flere tegn péa, at
medfadte immunmekanismer i hgj grad bidrager til vaertsforsvaret enten alene
eller ved at forstaerke specifikke T-celleresponser. De funktionelle responser fra
medfedte (naturlig draebercelle [NK]) og adaptive (T-celle) immunceller giver
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derfor sammen en mere omfattende analyse af den cellemedierede
immunitet (2, 3).

QFM er en in vitro-diagnostisk test, som anvender en kombination af stimule-
rende midler (i form af en LyoSphere™-pellet), som specifikt stimulerer forskellige
celletyper i bade de medfedte og adaptive immunsystemer. Den funktionelle
immunstatus hos en person vurderes ved at male responsen pé stimulering af
det medfadte og adaptive immunsystem med hhv. TLR- og TCR-agonister.
Pavisningen af interferon-gamma (IFN-y) vha. ELISA giver en bade kvalitativ

og kvantitativ méling af den cellemedierede immunfunktion.

Analyseprincipper

QFM-analysen bruger fryseterrede stimulerende midler (QFM LyoSpheres™),
som tilseettes i hepariniseret fuldblod. Inkuberingen af blodet forekommer i 16 il
24 timer, hvorefter plasmaet opsamles og testes for tilstedevaerelsen af IFN-y,
der dannes som svar pd de stimulerende midler.

QFM-esten udferes i trin. Farst opsamles der fuldblod i QFM-blodprevetagnings-
reret. Derefter tilszettes en QFM LyoSphere-pellet i raret og inkuberes ved 37 °C
s& hurtigt som muligt og inden for 8 timer efter blodprevetagning. Efter en 16 til
24 timers inkuberingsperiode centrifugeres rerene, plasmaen fiernes, og
maengden af IFN-y (rapporteret i internationale enheder pr. ml; IE/ml) males
vha. ELISA og sammenlignes med en rackke forventede veerdier for at vurdere
immunresponsen hos personen.

QFM er en analyse, som giver en bade kvalitativ og kvantitativ maling of
immunfunktionen. QFM-resultater kan ikke direkte kvantificere niveauet af
immunsuppression.

Maengden af IFN-y i plasmapraver kan ofte vaere over de gvre graenser for
de fleste ELISA-lzesere, selv for moderat immunsupprimerede personer. Det
anbefales, at plasmaprever fortyndes 1 til 10 og/eller 1 til 100 i gren diluent
og analyseres i ELISA sammen med ufortyndet plasma.

Bemaerk: Taersklen for QFM-analysen kan variere afhaengigt af personens grad
af immunsuppression og de individuelle transplantationsforhold.

Se, hvordan QFM-resultaterne fortolkes i "Fortolkning af resultater" pa side 24
i denne indlaegsseddel.
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P&kraevet tid til udferelse af analysen

Den tid, der skal bruges til at udfere QFM-analysen, er ansldet nedenfor.
Tiden til test of flere praver, nér de er samlede i batch, er ogsa angivet.

Inkubering af blodrer ved 37 °C: 16 til 24 timer

ELISA: Ca. 3 timer for én ELISA-plade
(op til 88 praver)

<1 times arbejde

Tilfzj 10 til 15 minutter for hver ekstra plade

Komponenter og opbevaring

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalognr. 0650-0701
Antal forberedelser 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 haetteglas
Indlsegsseddel til QuantiFERON Monitor LyoSpheres 1

QuantiFERON Monitor-blodpravetagningsrer

Katalognr. 0650-0101
Antal forberedelser 100
QuantiFERON Monitor-blodpregvetagningsrer 100 rer
(hvid heette, hvid ring)

Indlsegsseddel til QuantiFERON Monitor- 1

blodprevetagningsrer
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Komponenter til QuaniFERON Monitor 2 plade-kit ELISA 2 plade-kit

ELISA
Katalognr. 0650-0201
Mikropladestrips, 12 x 8 brande 2 seet
(daekket med murint anti-humant IFN-y-monoklonalt antistof)  mikropladestrips

med 12 x 8

brende
IFN-y Standard, lyophilized (IFN+y standard, fryseterret) 1 x haetteglas
(indeholder rekombinant humant IFN-y, komaelkskasein, (8 IE/ml,
0,01 % w/v Thimerosal) ndr det er

rekonstitueret)

Green Diluent (Gren diluent) 1 x 30 ml
(indeholder komaelkskasein, normalt museserum, 0,01 % haetteglas
w/v Thimerosal)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized 1x0,3ml,
(Konjugat 100x koncentrat, frysetarret) ndr det er
(murint anti-humant IFN-y HRP, indeholder 0,01 % w/v rekonstitueret
Thimerosal)

Woash Buffer 20x Concentrate 1 x 100 ml

(Vaskebuffer 20x koncentrat)
(pH 7,2, indeholder 0,05 % v/v ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Enzymsubstratoplasning) 1 x 30 ml
(indeholder H2O3, 3,3’, 5,5’ tetramethylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzymstandsningsoplasning) 1 x 15 ml
(indeholder 0,5 M H2SO4)*

Indlaegsseddel til QuantiFERON Monitor ELISA 1

Indeholder svovlsyre. Se forholdsregler p& side 11.
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Ngdvendige materialer, som ikke medfalger
37 °C inkubator; CO; ikke pakraevet
Kalibrerede pipetter med variabelt volumen*

Kalibreret flerkanalspipettet, som kan tilfare 50 pl og 100 pl med
engangsspidser
Mikropladerystert

Deioniseret eller destilleret vand, 2 liter
Mikropladevasker (automatiseret vasker anbefales)

Mikropladeleaesert forsynet med 450 nm filter og 620 nm til 650 nm
referencefilter

Gradueret cylinder (méling af cylinder)

Fnugfrie, absorberende klaeder
Opbevaring og héndtering

Blodprevetagningsrer

Opbevar QFM-blodpravetagningsrer ved 4 til 25 °C. QFM-blodprevetagnings-
rer skal have en temperatur p& mellem 17-25 °C, nér blodet fyldes i dem, og
nér de blandes.

LyoSpheres
Opbevar QFM LyoSpheres ved 2 til 8 °C.

ELISA-kittets reagenser
ELISA-kittets reagenser opbevares ved 2 til 8 °C.

Enzyme Substrate Solution (Enzymsubstratoplasning) skal altid beskyttes mod
direkte sollys.

* Kontrollér, at instrumenterne er kontrolleret og kalibreret i henhold til producentens
anbefalinger.
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Rekonstituerede og ubrugte ELISA-reagenser

Se instruktioner i rekonstituering af ELISA-reagenser i "Stadie 2 — IFN-y ELISA",
side 18.

Den rekonstituerede kitstandard har en holdbarhed pé op til 3 méneder,
hvis den opbevares ved 2 til 8 °C.

Notér den dato, hvor kitstandarden blev rekonstitueret.

Efter rekonstituering skal ubrugt Conjugate 100x Concentrate (Konjugat
100x koncentrat) igen opbevares ved 2 til 8 °C og anvendes inden for
3 méneder.

Notér den dato, hvor konjugatet blev rekonstitueret.

Konjugat med brugsstyrke skal anvendes inden for 6 timer efter
fremstilling (se tabel 1).

Vaskebuffer med brugsstyrke kan opbevares ved stuetemperatur
(22 £ 5 °C) i op til 2 uger.

________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Advarsler og forholdsregler

Til in vitro-diagnostisk brug

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og
beskyttelsesbriller, nér der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger
i de tilherende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS'er). Disse er
tilgeengelige online i et praktisk og kompakt PDF-format pé& adressen

www.qgiagen.com/safety, hvor det er muligt at finde, f& vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGEN-kit og hver kitkomponenter.

Advarsler

QFM er en analyse, som giver en bade kvalitativ og kvantitativ maling
af immunfunktionen. QFM-resultater kan ikke direkte kvantificere
niveauet af immunsuppression.

Resultaterne af QFM-analysen skal bruges sammen med den kliniske
praesentation, sygehistorien og andre kliniske indikatorer ved
fastleeggelse af en patients immunstatus.

Taersklen for QFM-analysen kan variere afhaengigt of personens grad
af immunsuppression og de individuelle transplantationsforhold.
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Forholdsregler

Kun til in vitro-diagnostisk brug.

A

FORSIGTIG: Héndter humant blod og plasma som potentielt infektigst.
Overhold relevante retningslinjer for héndtering af blod. Bortskaf
prever og materialer, som har vaeret i kontakt med blod eller
blodprodukter, i overensstemmelse med nationale, regionale og lokale
miljgbestemmelser.

Folgende farer og forholdsregler gaelder for komponenterne i QuantiFERON
Monitor ELISA.

Faresaetninger

g

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
(QuantiFERON-enzymstandsningsoplesning)

Indeholder: svovlsyre. Advarsel! Kan zetse metaller. Forérsager
hudirritation. Forarsager alvorlig ajenirritation. Baer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/ ajenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON-enzymsubstratoplasning)

Advarsel! Forérsager svag hudirritation. Baer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/ ajenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse.

QuantiFERON Green Diluent (QuantiFERON gren diluent)

Indeholder: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Indeholder: tartrazin. Advarsel! Kan forérsage
allergisk hudreaktion. Baer beskyttelseshandsker/ beskyttelsestaj/
sienbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON-vaskebuffer 20x koncentrat)

Indeholder: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-
2H-isothiazol-3-one (3:1). Skadelig for vandlevende organismer, med
langvarige virkninger. Undga udledning til miljeet.
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Yderligere information

Sikkerhedsdatablade: www.qgiagen.com/safety

12

Alvigelser fra indlsegssedlen til QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA kan
medfare fejlagtige resultater. Laes instruktionerne grundigt inden brug.

Vigtigt: Inspicer haetteglassene for brug. Konjugat-, IFN-y Standard- eller
QFM LyoSphere-haetteglas mé ikke bruges, hvis der er tegn pd skader,
eller hvis gummiforseglingen er i stykker. Beskadigede haetteglas mé ikke
bruges. Traef de forngdne sikkerhedsforanstaltninger for at bortskaffe dem
sikkert. Anbefaling: Brug en decrimper-tang til haetteglas til at dbne
konjugat-, IFN+y Standard- eller LyoSphere-haetteglas for at minimere
risikoen for personskade pga. metalforseglingen.

ELISA-kittet m& ikke anvendes, hvis en eller flere aof reagensflaskerne viser
tegn pé& beskadigelse eller leekage inden brug.

Mikropladestrips, IFN-y-standard, Green Diluent (Gren diluent) eller
Conjugate 100x Concentrate (Konjugat 100x koncentrat) fra andre
QFM ELISAkitbatches mé ikke iblandes eller anvendes. Andre reagenser
(Wash Buffer 20x Concentrate, Enzyme Substrate Solution og Enzyme
Stopping Solution) kan udskiftes mellem kits, hvis reagenserne er inden
for deres udlgbsperioder, og lotdetaljerne er registreret.

Bortskaf ubrugte reagenser og biologiske prever i overensstemmelse med
lokale og nationale sikkerhedsforanstaltninger og miljgbestemmelser.

Hverken QFM-blodprevetagningsrer, QFM LyoSpheres eller QFM ELISA
mé& anvendes efter udlabsdatoen.

Serg for, at laboratorieudstyret er kalibreret/godkendt far brug.
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Preveindsamling og -h&ndtering

QFM-analysen ma kun udferes med fuldblod, der er opsamlet i et blodprave-
tagningsrer, der indeholder lithium-heparin, eller direkte i et QFM-blodprave-
tagningsrer. Der skal bruges 1 ml fuldblod pr. test. Blodopsamlingsrerene skal
maerkes korrekt med tidspunktet for blodprevetagningen.

Vigtigt: Bade stimuleringen aof QFM-blodpraver (dvs. tilssetningen aof en QFM
LyoSphere-pellet i en 1 ml alikvot blod) og deres efterfalgende inkubering ved
37 °C skal foregéd inden for 8 timer efter blodpravetagning.

Far inkubering skal blodpraverne opbevares ved stuetemperatur (22 + 5 °C).
Felgende procedurer ber falges for at opné optimale resultater:

1. Meerk rerene korrekt.

Serg for, at hvert QFM-blodpravetagningsrer er markeret korrekt med
personens oplysninger og tidspunktet for blodpravetagningen.

2. For hver person opsamles 1 ml blod ved venepunktur direkte i et QFM-
blodprevetagningsrer. Denne procedure skal udferes af en uddannet
bioanalytiker.

Vigtig bemaerkning: Rerene skal have en temperatur p& mellem 17 °C

og 25 °C, nér blodet fyldes i dem.

QFM-blodpravetagningsrer kan bruges i hajder op til 810 meter over
havoverfladen.

Eftersom 1 ml rer aftapper blod relativt langsomt, skal reret beholdes pa
kanylen i 2-3 sekunder, nér reret ser ud til at vaere helt fyldt. Dette sikrer,
at der aftappes det korrekte volumen.

Det sorte maerke pd siden af QFM-blodpravetagningsrarets etiket angiver
1 ml fyldningsvolumen. QFM-blodpravetagningsrer er fremstillet til at
aftappe 1 ml = 10 % og fungere optimalt inden for dette omréde. Hvis
blodniveauet er uden for omrddet for indikatormaerket, skal der tages en
ny blodprave.

Hvis der anvendes en "sommerfuglekanyle" til udtagning af blod, ber der
anvendes et "gennemskylningsrar" for at sikre, at slangen fyldes med blod
inden brug of QFM-blodprevetagningsrerene.

Hvis QFM-blodpravetagningsrerene anvendes i sterre hgjder end

810 meter, eller hvis der er for lidt blod, skal blodet opsamles ved hjzlp

af en kanyle, og der skal straks overferes 1 ml blod til QFM-blodprave-
tagningsraeret. Af sikkerhedsmaessige arsager geres dette bedst ved at fjerne
sprejtekanylen under overholdelse af passende sikkerhedsprocedurer, fierne
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haetten fra QFM-blodpravetagningsreret og tilssette 1 ml blod (op til midten
af det sorte maerke pé& siden of reretiketten). Saet haetten godt fast igen, og
bland som beskrevet nedenfor.

Hvis du anvender en drepresse, skal den lgsnes, s& snart kanylen stikkes ind
i blodaren, for at undgé variationer i trykket, som kan pévirke maengden aof

blod.

Alternativt kan blodet opsamles i et generisk blodprevetagningsrer, der
indeholder lithium-heparin som antikoagulans, og derefter overfares til et
QFM-blodprevetagningsrer. Brug kun lithium-heparin som antikoagulans til
blod, da andre antikoagulanser kan pavirke analysen. Fyld et blodprave-
tagningsrer (mindst 3 ml volumen), og bland forsigtigt ved at vende roret
flere gange for at oplese heparinen. Opbevar blodet ved stuetemperatur
(22 + 5 °C), for det overfares til QFM-blodpravetagningsrer til stimulering
med en QFM LyoSphere-pellet. Serg for, at blodet er grundigt blandet ved
at vende det forsigtigt umiddelbart fer dispensering. Dispensér a 1 ml
alikvot blod i et QFM-blodpravetagningsrer. Udfer dispenseringen aseptisk,
og serg for at felge de relevante sikkerhedsprocedurer, nér du fierner
haetten fra QFM-blodpravetagningsreret og tilszetter 1 ml blod (til midten af
det sorte maerke pd siden af roretiketten). Seet heetterne godt fast pa rerene
igen, og bland som beskrevet nedenfor.

Straks efter pafyldning af rarene skal du vende reret forsigtigt flere gange for
at oplese heparinen.

Vigtigt: For kraftig rystning af rarene kan skabe gelforstyrrelser og
forarsage afvigende resultater.

Lige fer brug skal QFM LyoSphere-pellet'en temperaturudlignes til
stuetemperatur (22 + 5 °C).

Tilseet en QFM LyoSphere-pellet aseptisk i 1 ml blod.
Tag haetten af blodprevetagningsreret.

Bank QFM LyoSphere-hzetteglasset forsigtigt mod en hérd overflade for
at sikre, at QFM LyoSphere-pellet'en ligger i bunden af heetteglasset.
Tag haetten af QFM LyoSphere-haetteglasset ved ferst at fierne metal-
forseglingshaetten og derefter fijerne gummiproppen.

Lad forsigtigt QFM LyoSphere-pellet'en falde ned i 1 ml blodprave ved at
saette kanten af haetteglasset mod kanten af QFM-blodpravetagningsreret
og derefter forsigtigt vende haetteglasset for at overfare QFM LyoSphere-
pellet'en til QFM-blodprevetagningsreret (se figur 1).
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Vigtigt: Hvis QFM LyoSphere-pellet'en falder uden for QFM-blodprave-
tagningsreret, skal du bortskaffe den og dbne et andet QFM LyoSphere-
haetteglas.

Vigtigt: QFM LyoSphere-haetteglasset mé ikke sté &bent i leengere tid ad
gangen. QFM LyoSphere-pellet'en skal tilszettes i blodet, sa snart du har
taget haetten af glasset.

Hvis QFM LyoSphere-pellet'erne tilszettes i blod, som er opsamlet i QFM-
blodprevetagningsreret, skal du serge for, at rerhaetterne saettes pa de
korrekte praver.

Figur 1. Tilsaetning of QFM LyoSphere. E QFM-blodprevetagningsrer og QFM LyoSphere-
haetteglas. E Fiern haetten fra QFM-blodpravetagningsreret, og fiern metalforseglingen og
gummiproppen fra QFM LyoSphere-hzetteglasset. E Tilszet straks QFM LyoSphere-pellet'en

i blodet ved at saette kanten af haetteglasset mod kanten af blodprevetagningsreret. |B} Derefter
skal du forsigtigt vende heetteglasset for at overfare LyoSphere-pellet'en til pravetagningsreret

E Seet haetten pd QFM-blodprevetagningsreret igen, og ryst det 5-10 gange.
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Seet heette pd QFM-blodpravetagningsreret, og ryst det 5-10 gange lige
akkurat kraftigt nok til ot at sikre, at QFM LyoSphere-pellet'en er helt oplest.

Hvis en QFM LyoSphere-pellet sidder fast pa indersiden af raret, kan den
oplases ved at daekke LyoSphere-pellet'en med blod, mens rgret vendes.

Serg for, at heetten saettes pd reret, ndr QFM LyoSphere-pellet'en er tilsat for
at forhindre, at der utilsigtet tilsaettes en anden LyoSphere-pellet i det samme
ror.

Bemaerk: Da QFM LyoSphere-pellet'en er hvid, kan den ikke leengere ses
i blodet, nér den ferst er oplast.

Vigtigt: For kraftig rystning af rarene kan skabe gelforstyrrelser og
forarsage afvigende resultater.

Efter tilseetning og oplesning af QFM LyoSphere-pellet'en, skal QFM-blod-
prevetagningsrerene overfares til en 37 + 1 °C inkubator s& hurtigt som muligt
og inden for 8 timer efter blodprevetagning.
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Brugsvejledning
Stadie 1 — inkubering af blod og opsamling af plasma

Medfelgende materialer

B QFM-blodprevetagningsrer (se "Komponenter og opbevaring", side 6)

Nedvendige materialer (som ikke medfalger)

B Se "Nedvendige materialer, som ikke medfalger", side 8.

Procedure

1. Inkuber QFM-blodpravetagningsrarene, der indeholder 1 ml blod alikvoter,
med en QFM LyoSphere-pellet STAENDE ved 37 + 1 °C i 16 til 24 timer.

Bemaerk: Inkubatoren kraever ikke CO; eller fugt.

Efter inkubering kan QFM-blodpravetagningsrerene opbevares ved 4 il
27 °C i op til 3 dage for centrifugering.

2. Efter inkubering opsamles plasmaet nemmere ved at centrifugere QFM-
blodprevetagningsrerene i 15 minutter ved 2000 til 3000 x g (RCF).
Gelproppen skiller cellerne fra plasmaet. Hvis dette ikke sker, skal
rerene centrifugeres igen.

Det er muligt at opsamle plasmaet uden centrifugering, men der kraeves
sterre forsigtighed for at fierne plasmaet uden at hvirvle cellerne op.

3. Plasmapraver ber kun opsamles ved brug of en pipette.

Vigtigt: Efter centrifugering skal det undgds at pipettere op og ned eller pé
nogen méde blande plasmaet inden opsamling. Pas til enhver tid pé ikke at
hvirvle materialet p& gelens overflade op.

Plasmapreverne kan overfares direkte fra centrifugerede QFM-blodprave-
tagningsrer til QFM ELISA-pladen, ogsé nar der anvendes automatiserede
ELISA-arbejdsstationer.

Plasmaprever kan opbevares i op til 28 dage ved 2 til 8 °C eller, hvis de er
opsamlet, under -20 °C i leengere perioder. Alikvoter af opsamlede plasma-
prover skal forsegles far opbevaring.

Ved opsamling af plasma skal du opsamle mindst 150 pl plasma, s& der er
tilstrackkeligt til en eventuel gentagen test.

Maengden af IFN-y i plasmaprever kan ofte vaere over de avre graenser for
de fleste ELISA-lzesere, selv for moderat immunsupprimerede personer. Det
anbefales, at plasmaprever fortyndes 1:10 og/eller 1:100 i gren diluent
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og analyseres i ELISA sammen med ufortyndet plasma (se Stadie 2 — [FN-y
ELISA).

Stadie 2 - IFN-y ELISA

Medfelgende materialer

B  QuantiFERON Monitor 2 plade-kit ELISA (se "Komponenter og
opbevaring", side ¢)

Nedvendige materialer (som ikke medfalger)

B Se "Nadvendige materialer, som ikke medfglger", side 8.

Forberedelse

IFN-y i plasma kan ofte ligge over de avre graenser for de fleste ELISA-lsesere,
selv for moderat immunsupprimerede personer. Anbefalet: Fortynd plasma-
praever 1:10 og/eller 1:100 i gren diluent, og analysér dem i ELISA sammen
med ufortyndet plasma.

| situationer, hvor en patient kan vaere steerkt immunsupprimeret, kan forbe-
redelse og analyse af en enkelt ufortyndet plasmaprave vaere tilstraekkelig til
at opné et kvantitativt resultat.

Bemaerk: Der skal bruges preveresultater, som ligger inden for omr&det for
QFM ELISA (dvs. op til 10 IE/ml), til fortolkning af resultaterne. Den laveste
fortynding, som genererer et resultat inden for omrédet for QFM ELISA, skal
bruges som det rapporterede resultat (der skal tages hgjde for fortyndings-
faktoren), hvis ufortyndet plasma ligger over omradet for QFM ELISA.

Procedure

1. Alle plasmaprever og reagenser, bortset fra Conjugate 100x Concentrate
(Konjugat 100x koncentrat), skal bringes til stuetemperatur (22 + 5 °C) inden
brug. Afsaet mindst 60 minutter til temperaturudligning.

2. Fjern de strips, der ikke er pakraevet, fra mikropladerammen, genforsegl dem i
folieposen, og opbevar dem i keleskabet, indtil de skal bruges.
Anvend mindst én strip til QFM-standarderne og et tilstrackkeligt antal strips
i forhold til det antal personer, der skal testes. Gem rammen og laget efter
brug med henblik p& brug sammen med de resterende strips.
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3. Rekonstituer den frysetarrede IFN-y Standard med det volumen deioniseret
eller destilleret vand, som er angivet pé& etiketten pé Standard-heetteglasset.
Bland forsigtigt for at minimere skumdannelse og sikre fuldsteendig
genoplasning. Rekonstituering af Standard (Standarden) til det angivne
volumen vil give en oplasning med en koncentration péa 8,0 IE/ml.

Vigtigt: Rekonstitueringsvolumen i IFN-y Standard er forskellig for de
forskellige batches. Lzes etiketten p& standardhaetteglasset for at sikre,
at du bruger det korrekte volumen af deioniseret eller destilleret vand.

Brug den rekonstituerede kit-standard til at producere en 1-i-2-fortyndings-
serie efterfulgt af en 1-i-4-fortyndingsserie af IFN-y i Green Diluent

(Gren diluent (GD)) (se figur 2). S1 (Standard 1) indeholder 4,0 IE/ml,
S2 (Standard 2) indeholder 1,0 IE/ml, S3 (Standard 3) indeholder

0,25 IE/ml og S4 (Standard 4) indeholder O [E/ml (GD alene).
Standarderne skal som minimum analyseres med dobbeltbestemmelse.
Fremstil friske fortyndinger af kitstandarden til hver ELISA-session.

Anbefalet procedure for standarder med dobbeltbestemmelse

a. Maerk 4 rgr "S1", "S2", "S3", "S4".

b. Tilsset 150 pl GD i S1, S2, S3 og S4.

c. Tilsset 150 pl of kitstandarden i S1, og bland grundigt.
d. Overfar 50 pl fra S1 til S2 og bland grundigt.

e. Overfar 50 pl fra S2 til S3 og bland grundigt.

f. Green Diluent (Gren diluent (GD)) alene fungerer som nulstandard (S4).

Rekonstitueret Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
kitstandard 4,0 IE/ml 1,0 IE/ml 0,25 IE/ml O IE/ml
(Green Diluent
(Gren diluent))

Figur 2. Forberedelse of standardkurve.
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4. Rekonstituer frysetarret Conjugate 100x Concentrate (Konjugat
100x koncentrat) med 0,3 ml deioniseret eller destilleret vand. Bland forsigtigt
for at minimere skumdannelse og sikre fuldsteendig oplasning af konjugatet.
Konjugat med brugsstyrke fremstilles ved at fortynde den pakraevede
maengde rekonstitueret konjugat 100x koncentrat i Green Diluent (Gran
diluent) (tabel 1. Fremstilling af konjugat). Sset ubrugt konjugat 100x
koncentrat pa kel igen ved 2 til 8 °C straks efter brug. Brug kun Green
Diluent (Gren diluent).

Tabel 1. Forberedelse af konjugat

Antal strips Volumen af konjugat Volumen of Green
100x koncentrat Diluent (Gren diluent)
2 10 pl 1,0 ml
3 15 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 4l 2,5 ml
6 30 4l 3,0 ml
7 35 4l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
1 55 i 5,5 ml
12 60 ul 6,0 ml

5. Plasmaprever, der er opsamlet fra blodpravetagningsrer og efterfalgende
opbevaret eller nedfrosset, skal blandes, fer de tilssettes i ELISA-branden.

Vigtigt: Hvis plasmaprever tilfgjes direkte fra de centrifugerede QFM-rer,
skal en eventuel blanding af plasmaet undgés. Pas til enhver tid pa ikke
at hvirvle materialet p& gelens overflade op.
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6.

/.

9.

10.

11.

Anbefalet: Fortynd plasmaprever 1:10.
Tilsaet 90 pl gren diluent (GD) i et rer, som er maerket med patientens
oplysninger og "1:10".

Tilszet derefter 10 pl blandede plasmapraver (se flere oplysninger
i trin 5 om blandede plasmaprever i forhold til dem, der tilszettes
direkte fra centrifugerede QFM-rar).

Bland grundigt ved pipettering for at minimere skumdannelse.
Anbefalet: Fortynd plasmapraver 1:100.

Forbered en 1:10-fortynding (se trin 6 ovenfor).

Tilsaet 90 pl gren diluent i et rer, som er markeret med patientens

oplysninger og "1:100".

Tilseet 10 pl af 1:10Ffortyndingen.

Bland grundigt ved pipettering for at minimere skumdannelse.
Anbefalet: Test falgende praver paradllelt og i denne raekkefelge:

Ufortyndet, 1:10, 1:100

Folgende patientpravemuligheder understettes ogsé af QFM-analyse-
softwaren:

Ufortyndet

1:10

1:100

1:10, 1:100
Ufortyndet, 1:10

Tilseet 50 pl friskfremstillet konjugat med brugsstyrke til de pakraevede ELISA-
brende ved brug of en flerkanalspipette.

Tilsaet 50 pl testplasmaprave til de relevante brende ved hijzelp of en
flerkanalspipette. Tilsaet derefter 50 pl af hver standard 1 til 4. Analysér
standarderne i duplikeret form.

Daek hver plade med et lag, og bland konjugatet og plasmaprever/
standarder grundigt ved brug af en mikropladeryster i 1 minut. Undgé spreit.

Inkuber ved stuetemperatur (22 + 5 °C) i 120 £ 5 minutter.
Pladerne ber ikke udsaettes for direkte sollys under inkuberingen.
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12.

13.

14.

15.

16.

22

Mens inkuberingen foregér, fortyndes 1 del Wash Buffer 20x Concentrate
(Vaskebuffer 20x koncentrat) med 19 dele deioniseret eller destilleret vand,
hvorpé det blandes grundigt. Der er leveret tilstraekkeligt Wash Buffer 20x
Concentrate (Vaskebuffer 20x koncentrat) il fremstilling af 2 liter vaskebuffer
med brugsstyrke.

Vask brgndene med 400 pl vaskebuffer med brugsstyrke i mindst 6 cykler
i en mikropladevasker. Det anbefales at benytte en automatiseret
pladevasker.

Grundig vask er meget vigtig for analysens ydeevne. Serg for, at alle
brende er helt fyldte med vaskebuffer i hver eneste vaskecyklus. Anbefalet:
Lad brendene sté i bled i mindst 5 sekunder mellem hver cyklus for at opné
de bedste resultater.

Tilszet laboratoriedesinfektionsmiddel af standardtypen til spildevands-
reservoiret, og felg de fastlagte procedurer for dekontaminering af
potentielt infektiast materiale.

Bank pladerne let med oversiden nedad mod et fnugfrit absorberende klaede
for at fierne resterende vaskebuffer. Tilsset 100 pl Enzyme Substrate Solution
(Enzymsubstratoplasning) til hver brend, daek hver plade med et lag, og bland
grundigt ved brug af en mikropladeryster.

Inkuber ved stuetemperatur (22 + 5 °C) i 30 minutter.
Pladerne bar ikke udszettes for direkte sollys under inkuberingen.

Efter inkubering skal du tilsaette 50 pl Enzyme Stopping Solution (Enzym-
standsningsoplesning) i alle brende og blande dem grundigt ved hjeelp of
en mikropladeryster.

Enzyme Stopping Solution (Enzymstandsningsoplesning) ber tilsaettes i
brendene i samme rackkefolge og med ca. samme hastighed, som bruges
ved tilszetning af Enzyme Substrate Solution (Enzymsubstratoplasning)

i trin 13.

Mal Optical Density (OD, Optisk densitet) inden for 5 minutter efter standsning
af reaktionen ved brug af en mikropladeleeser forsynet med et 450 nm filter og
et 620 nm til 650 nm referencefilter. OD-vaerdier anvendes til beregning of
resultater.
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Beregninger og testfortolkning

Der anvendes QuantiFERON Monitor-analysesoftware til at analysere radata og
beregne resultater. Den er tilgaengelig fra www.QuantiFERON.com. Serg for at
anvende den seneste version af QuantiFERON Monitor-analysesoftwaren.

Softwaren udfarer en kvalitetskontrolvurdering af analysen, genererer en
standardkurve og leverer et testresultat for hver patient, som beskrevet i afsnittet
Fortolkning af resultater.

Hvis ufortyndet plasma ligger over det @vre omrade (dvs. > 10 IE/ml) for QFM
ELISA, rapporterer QuantiFERON Monitor-analysesoftwaren den laveste
fortynding, der genererer et resultat inden for omrédet for QFM ELISA, nar

der tages hajde for fortyndingsfaktoren.

Som alternativ til brug af QuantiFERON Monitor-analysesoftwaren kan
resultaterne bestemmes med felgende metode.

Generering af standardkurve

(Hvis QuantiFERON Monitor-analysesoftwaren ikke anvendes)

Bestem de gennemsnitlige OD-vaerdier for kitstandardens replikater pé hver
plade.

Konstruer en log-logerstandardkurve ved at afbilde log) af den gennemsnitlige
OD (y-akse) mod logie af IFN-y-koncentrationen i standarderne i IE/ml (x-akse),
idet nulstandarden udelades fra disse beregninger. Beregn den bedst tilpassede
linje for standardkurven ved regressionsanalyse.

Benyt standardkurven til at bestemme IFN-y-koncentrationen (IE/ml) for hver af
testplasmapraverne ved brug af OD-veerdien for hver prove.

Disse beregninger kan udferes ved brug af de softwarepakker, der felger med
mikropladelaesere og standardregnearks- eller statistiksoftware (s&som
Microsoft® Excel®). Det anbefales, at disse pakker anvendes til at beregne
regressionsanalysen, variationskoefficienten (%CV) for standarderne og
korrelationskoefficienten (r) for standardkurven.

Det rapporterede resultat skal tages fra den laveste fortynding, som genererer et
resultat inden for omrédet for QFM ELISA (hvis der tages hgjde for fortyndings-
faktoren), hvis den fortyndede plasma ligger over omrédet for QFM ELISA.
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Kvalitetskontrol of testen

Testresultaternes ngjagtighed afhaenger af generering af en ngjagtig
standardkurve. Derfor skal resultater for standarderne underseges, inden
testpraveresultaterne kan fortolkes.

Folgende er nadvendigt, for at ELISA er gyldig:
B Den gennemsnitlige OD-veerdi for Standard 1 skal veere > 0,600.

B %CV for replikat-OD-veerdierne for Standard 1 og Standard 2 skal
veere < 15 %.

B Replikat-OD-veerdierne for Standard 3 og Standard 4 mé ikke variere
med mere end 0,040 OD-enheder i forhold til deres gennemsnit.

B Den ud fra de gennemsnitlige absorbansveerdier for standarderne
beregnede korrelationskoefficient (r) skal vaere > 0,98.

QuantiFERON Monitor-analysesoftwaren beregner og rapporterer disse
kvalitetskontrolparametre.

Hvis ovennaevnte kriterier ikke er opfyldt, er karslen ugyldig og skal gentages.

Den gennemsnitlige OD-veerdi for Zero Standard (Green Diluent) [Nul-
standarden (Grgn diluent)] ber veere < 0,150. Hvis den gennemsnitlige
OD-vaerdi er > 0,150, ber pladevaskeproceduren undersages naermere.

Fortolkning af resultater

QFM-resultater fortolkes ud fra IFN-y-responsen pa medfadte og adaptive
immunstimulerende midler. QFM-analysen giver en bade kvalitativ og kvantitativ
méling af immunfunktionen. QFM-resultater kan ikke direkte kvantificere
niveauet af immunsuppression.

Vigtigt: Ved fastleeggelse af en persons immunstatus skal det mélte IFN-y-niveau
bruges sammen med den kliniske praesentation, sygehistorien og andre diagnos-
tiske evalueringer (tabel 2). Taersklen for QFM-testen kan variere afhaengigt af
personens grad af immunsuppression og de individuelle transplantationsforhold.
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Tabel 2. Fortolkning af resultater

QFM-resultatets IFN-y  Klassifikation  Fortolkning
(IE/ml)

<15 Lav Personen har lav IFN-y-respons
pd medfgdte og adaptive
immunstimulerende midler

15-1000 Moderat Personen har moderat IFN-y-
respons p& medfedte og adaptive
immunstimulerende midler

> 1000 Heai Personen har hgj IFN-y-respons
pd medfadte og adaptive
immunstimulerende midler

Hvis det mélte IFN-y-niveau i en ufortyndet plasmaprave er under O,1 IE/ml:

B Kontrollér, at QFM LyoSphere-pellet'en blev tilsat i blodpraven, og at reret

blev inkuberet som anvist i denne indlaegsseddel.

B Kontrollér, at IFN-y-resultatet svarer til den aktuelle kliniske status for
personen.

Hvis der er mistanke om tekniske problemer med indsamling eller handtering af
blodpraver, gentages hele QFM-analysen med en ny blodpreve. Gentag ELISA-

testen af stimulerede plasmapraever, hvis der er mistanke om, at den originale
test afvigede fra den procedure, der er beskrevet i denne indlaegsseddel
(se flere oplysninger i afsnittet Kvalitetskontrol af testen).

Leegen kan veelge at gentage testen, hvis resultaterne ikke stemmer overens
med den aktuelle kliniske status for personen.
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Begraensninger

Resultaterne af QFM-testen skal anvendes i sammenhaeng med hver enkelt
persons kliniske historie, aktuelle helbredstilstand og andre diagnostiske
vurderinger. Laboratorier kan veelge at fastleegge deres egne omréder for
analysen.

Laboratorier kan ogsé vaelge at kere en ekstern kontrolprave, som er indsamlet
fra en rask person, parallelt med patientprover.

Upglidelige eller ungjagtige resultater kan forekomme som folge af:

B Forkert blodantikoagulans — brug kun lithium-heparin, da andre antikoagu-
lanser kan péavirke analysen.

B Afvigelser fra den procedure, der er beskrevet i denne indlaegsseddel.

M For hgje niveauver aof cirkulerende IFN-y eller tilstedevaerelsen af heterofile
antistoffer.

Mere end 8 timer mellem blodprevetagningen og inkuberingen ved 37 °C.

B Under- eller overfyldning af QFM-blodprevetagningsrarene i forhold il
omrédet 0,9 til 1,1 ml.

Ydelsesegenskaber

Kliniske undersagelser

Der blev udfart to kliniske undersagelser til vurdering af responsen hos
tilsyneladende raske personer (n = 114) i forhold til transplanterede patienter
(n = 30). Ud aof de transplanterede patienter var 18 i gruppen af nyligt
transplanterede (Early Post-Tx, inden for 3 maneder efter transplantation),

og 12 havde haft transplantatet i laengere tid eller var stabile (Late Post-Tx,

> 12 mdneder efter fransplantation).

M Proverne blev indsamlet pa op til 5 tidspunkter fra hver person for Early
Post-Tx (3 maneder efter transplantation, n = 64 prover).

B Proverne blev indsamlet 1 gang fra hver person for Late Post-Tx
(12 maneder efter transplantation, n = 12 praver).

M Proverne blev indsamlet 1 gang fra hver person i gruppen af tilsyneladende
raske personer (n = 114).

Responser pd QFM |a mellem lav og moderat i bade Early Post-Tx-prever og
Late Post-Tx-praver. Early Post-Tx havde en hajere procentdel (93,8 %) af
responser inden for det lave omrdde og en lavere procentdel af responser
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(6,3 %) inden for det moderate omrade sammenlignet med Late Post-Tx, hvor
25 % af responserne var i det lave omrade, og 66,7 % var i det moderate
omrdade (tabel 3). Ingen responser i Early Post-Tx var i omrédet med hg;j
respons, og kun 1 (8,3 %) respons i Late Post-Tx-preverne var i omradet med
haj respons. QFM-responser i gruppen af de tilsyneladende raske personer var
hovedsageligt i det moderate omrade (83,3 %) og omradet med hgj respons

(15,8 %) (tabel 3).

Tabel 3. QFM-responsomradet hos de tilsyneladende raske personer i forhold til

transplanterede patienter

IFN-y (IE/ml) Resultat- Early Late Tilsyne-  Samlede
kategori PostTx %* PostTx %*  ladende  resultater
95%Cl  95%Cl  rask %"
) i 95 % Cl
n
<15 Lav 93,8 % 25,0 % 0,9 % 64
85,097,5 8,9-53,2 0,2-4,8
n =60 n=3 n=1
15-1000 Moderat 6,3 % 66,7 % 83,3 % 107
2,5-15,0 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=8 n=95
> 1000 Hoj 0,0% 8,3 % 15,8 % 19
0-5,7 1,5-35,4 10,2-23,6
n=0 n=1 n=18
Praver i alt 64 12 114 190

* Procentdelene angiver fordelingen af praver inden for hver donorgruppe, som falder inden
for det bestemte responsomréde.
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Forventede vaerdier

Fordelingen af IFN-y-responser pd QFM hos nyligt transplanterede patienter
(op til 3 maneder efter transplantation),blev bestemt p& baggrund af 64 prever,

som var indsamlet fra 18 transplanterede patienter ved hjzelp af QFM ELISA
(figur 3).

Antal prever
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Figur 3. Fordelingen of QFM IFN-y-responser hos nyligt transplanterede patienter (n = 64;
median = 1,5 IE/ml).

Fordelingen af IFN-y-responser péd QFM hos patienter med transplantater
gennem lzengere tid (> 12 mdneder efter transplantationen) blev bestemt
pd baggrund af 12 praver ved hjzelp af QFM ELISA (figur 4).
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Antal praver
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Figur 4. Fordelingen of QFM IFN-y-responser hos patienter med transplantater i leengere tid
(n = 12; median = 98,8 IE/ml).

Fordelingen af IFN-+y-responser pd QuantiFERON Monitor hos tilsyneladende

raske personer blev bestemt pad baggrund af 114 praver ved hjzlp of QFM
ELISA (figur 5).
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Figur 5. Fordelingen of QFM IFN-y-responser hos tilsyneladende raske personer (n = 114;
median = 400,5 |IE/ml).
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QFM-responser hos patienter med hele organtransplantater

QFM blev vurderet i en observationel tvaersnitsundersegelse af patienter med
hele organtransplantater (4). Undersegelsen omfattede: 212 raske personer
med en undergruppe af 30 alders- og kenssvarende kontroller, 30 prae-
transplanterede patienter, 18 nyligt transplanterede patienter (66 praver,
mediantid efter transplantation = 21 dage) og 11 patienter med transplantater
i lengere tid (mediantid efter transplantation=2290 dage). Den gennemsnitlige
IFN-y-produktion var 555,2 IE/ml blandt de raske kontroller og 614,6 IE/ml
blandt de alders- og kenssvarende kontroller. Den gennemsnitlige IFN-y-
produktion viste sig at veere betydeligt lavere hos bade prae-transplanterede
(IFN+y = 89,3 IE/ml) og patienter med nylig transplantation (IFN-y = 3,76 IE/ml)
sammenlignet med de alders- og kenssvarende kontroller (p < 0,001).
Genoprettelsen af immunfunktionen hos patienter med transplantater i lsengere
tid (gennemsnitlig IFN-y = 256, 1 IE/ml) blev observeret og viste sig at vaere
betydeligt hajere end hos nyligt transplanterede patienter (p < 0,05). Denne
undersggelse indikerer, at QFM kan bruges til at vurdere den cellemedierede
immunfunktion hos den immunsupprimerede population med hele
organtransplantater.
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Analysens ydelseskarakteristika

QFM ELISA har vist sig at vaere lineaer ved at placere 5 replikater af 11 plasma-
pools med kendte IFN-y-koncentrationer tilfeeldigt pd ELISA-pladen. Den linezere

regressionslinje har en haeldning pd 1,002 + 0,011 og en korrelations-
koefficient pa 0,99 (figur 6).

Pavisningsgraensen for QFM ELISA er 0,065 IE/ml, og der er ikke noget tegn

pd en prozoneffekt ("hgjdosiskrogeffekt") for koncentrationer af IFN-y p& op
til 10.000 IE/ml.

1= $

Bestemt niveau af IFN-y (IE/ml)

012345678 9 1011

Forventet niveau af IFN-y (IE/ml)

Figur 6. Linearitetsprofil for QFM ELISA bestemt ud fra test af 5 replikater af 11 plasmapraver
med kendte IFN-y-koncentrationer.

Reproducerbarheden i QFM-analysen (trin 1) blev bestemt ved hjzelp af blod-
prover fra 20 sunde personer. Tre forskellige operaterer, QFM LyoSphere-lot

og udstyrsszet blev vurderet. Den gennemsnitlige variationskoefficient for [FN-y-
responsniveauerne blev bestemt ved hjzelp of QFM ELISA i alle tre lot med QFM
LyoSpheres, og alle tre forhold, der blev testet, var 22,22 % (95 % Cl:
17,20-27,25).

Repeterbarheden af QFM-analysen (trin 1) blev vurderet ved at male variationen
i 5-6 gentagne QFM LyoSphere-blodstimulationer inden for den samme donor
blandt 14 personer. Den gennemsnitlige variationskoefficient blandt de

14 testede personer var 14,7 % (95 % Cl: 10,2-19,2). % CV for enkelte
personer var under 30 %.

Reproducerbarheden af QFM ELISA (trin 2) blev vurderet ved at teste
20 plasmapraver med varierende IFN-y-koncentrationer med tredobbelt
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bestemmelse, pa 3 laboratorier, p& 3 ikke-fortlabende dage og udfert af

3 operaterer. Hver prave blev sdledes testet 27 gange og i 9 uvathaengige
analysekarsler. Den ene prave var en negativ kontrol og havde en beregnet
IFN-y-koncentration p& 0,08 IE/ml (25 % Cl: 0,07-0,09). Ud aof de resterende
19 plasmapraver var koncentrationsomrédet 0,33 (95 % Cl: 0,31-0,34) il
7,7 IE/ml (95 % Cl: 7,48-7,92).

Ungjagtigheden inden for en kersel eller analyse blev estimeret ved at beregne
gennemsnittet af %CV-vaerdierne for hver testplasma med IFN- fra hver plade-
kersel (n = 9), som 1& fra 4,1 til 9,1 % CV. Inden for en kersel var %CV-gennem-
snittet (95 % Cl) 6,6 % = 0,6 %. Gennemsnittet af plasma uden IFN-y var

14,1 % CV.

Ungjagtigheden samlet set eller mellem analyser blev bestemt ved at sam-
menligne de 27 beregnede koncentrationer af IFN-y for hver plasmapreve.
Ungjagtigheden mellem analyser l& fra 6,6 til 12,3 % CV. Samlet set var %CV-
gennemsnittet (£95 % Cl) 8,7 + 0,7 %. For plasma uden IFN-y var resultatet
26,1 % CV. Dette variationsniveau er forventeligt, fordi den beregnede
koncentration af IFN-y er lav, og variationen omkring et lavt koncentrations-
estimat vil vaere starre end den for hgjere koncentrationer.

Teknisk information

Koagulerede plasmapraver

Hvis der opstér fibrinkoagulater ved laengere opbevaring af plasmaprever, skal
preverne centrifugeres til bundfaeldet koaguleret materiale og lette pipetteringen
af plasma.
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Fejlfindingsvejledning

Denne fejlfindingsvejledning kan vaere nyttig til at afhjzelpe eventuelle
problemer. For yderligere information henvises ogsé til Technical Information
(Teknisk information) p&: www.QuantiFERON.com. Se kontaktoplysninger pa

bagsiden.
Fejlfinding of ELISA

Uspecifik farveudvikling
Mulig érsag

a) Ufuldsteendig vask
af pladen

b) Krydskontaminering
af ELISA-brgnde

c) Kittets/komponenternes
udlgbsdato er
overskredet

d) Kontamineret Enzyme
Substrate Solution

e) Blanding af plasma
i QFM-rer inden
opsamling

Lasning

Vask pladen mindst 6 gange med 400 pl vaske-
buffer pr. brend. Alt efter hvilken vaskemaskine,
der anvendes, kan der vaere behov for mere end
6 vaskecyklusser. Der ber vaere en ibledsaetnings-
periode p& mindst 5 sekunder mellem hver
cyklus.

Veer forsigtig ved pipettering og blanding af
prever for at minimere risici.

Serg for, at kittet anvendes inden udlgbsdatoen.
Serg for, at rekonstitueret standard og Conjugate
100x Concentrate (Konjugat 100x koncentrat)
anvendes inden for 3 méneder efter
rekonstitueringsdatoen.

Bortskaf substratet, hvis der er bl&farvning. Serg
for, at der anvendes rene reagensreservoirer.

Efter centrifugering skal det undgas at pipettere
op og ned eller pd nogen made blande plasmaet
inden opsamling. Pas til enhver tid pé& ikke at
hvirvle materialet pd gelens overflade op.

Lave aflaesningsvaerdier for optisk densitet for standarder

Mulig érsag

a) Fejl ved fortynding
af standard

b) Pipetteringsfejl
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Lasning

Serg for, at fortyndingerne af kitstandarden
forberedes korrekt i henhold til denne
indlegsseddel.

Serg for, at pipetterne kalibreres og anvendes
i henhold til producentens instruktioner.
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Fejlfinding of ELISA

c) For lav inkuberings-
temperatur

d) For kort inkuberingstid

e) Brug af forkert plade-
laeserfilter

f) For kolde reagenser

g) Kittets/komponenternes
udlgbsdato er
overskredet

Hgj baggrund
Mulig érsag

a) Ufuldsteendig vask
af pladen

b) For hgj inkuberings-
temperatur

c) Kittets/komponenternes
udlgbsdato er
overskredet

d) Kontamineret Enzyme
Substrate Solution

Inkubering af ELISA ber ske ved stuetemperatur
(17 il 27 °C).

Inkuber pladen med konjugatet, standarderne
og preverne i 120 + 5 minutter. Inkuber Enzyme
Substrate Solution (Enzymsubstratopl@sning)

pd pladen i 30 minutter.

Pladen ber afleeses ved 450 nm med et
referencefilter mellem 620 og 650 nm.

Alle reagenser, med undtagelse af Conjugate
100x Concentrate (Konjugat 100x koncentrat),
skal bringes til stuetemperatur inden pdbe-
gyndelse af analysen. Dette tager ca. én time.

Serg for, at kittet anvendes inden udlgbsdatoen.
Serg for, at rekonstitueret standard og Conjugate
100x Concentrate (Konjugat 100x koncentrat)
anvendes inden for 3 méneder efter
rekonstitueringsdatoen.

Lasning

Vask pladen mindst 6 gange med 400 l
vaskebuffer pr. brand. Alt efter hvilken
vaskemaskine, der anvendes, kan der vaere
behov for mere end 6 vaskecyklusser. Der ber
vaere en ibledsaetningsperiode p& mindst

5 sekunder mellem hver cyklus.

Inkubering af ELISA ber ske ved stuetemperatur
(17 il 27 °C).

Serg for, at kittet anvendes inden udlgbsdatoen.
Serg for, at rekonstitueret standard og Conjugate
100x Concentrate (Konjugat 100x koncentrat)
anvendes inden for tre maneder efter
rekonstitueringsdatoen.

Bortskaf substratet, hvis der er bl&farvning. Serg
for, at der anvendes rene reagensreservoirer.
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Fejlfinding of ELISA

lkke-lineaer standardkurve og variabilitet i dobbeltbestemmelse

Mulig érsag

a) Ufuldsteendig vask
af pladen

b) Fejl ved fortynding

af standard

c) Daérlig blanding

d) Inkonsekvent pipet-
teringsteknik eller
afbrydelse under
opsaetningen af
analysen

Lasning

Vask pladen mindst 6 gange med 400 pl
vaskebuffer pr. brand. Alt efter hvilken
vaskemaskine, der anvendes, kan der vaere
behov for mere end 6 vaskecyklusser. Der
ber vaere en ibledsaetningsperiode pd mindst
5 sekunder mellem hver cyklus.

Serg for, at fortyndingerne af standarden
forberedes korrekt i henhold til denne
indlegsseddel.

Bland reagenserne grundigt ved at vende dem
eller forsigtigt vortexe dem, far de tilszettes
pladen.

Praven og standardtilsaetningen skal udferes
kontinuerligt. Alle reagenser skal forberedes,
fer analysen pdbegyndes.

Produktoplysninger og tekniske vejledninger kan fas hos QIAGEN via din
forhandler eller ved at besege www.QuantiFERON.com.

Referencer

Der findes en omfattende liste over QFM-referencer pd Gnowee —
QuantiFERON-referencesamlingen p& www.gnowee.net.
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strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Transl. Immunol.

3,el2.
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Symboler

;; 2 « 06 Tilstraekkeligt til 2 x 96 praveforberedelse

H Ansvarlig producent

C€ CEIVD-symbol
VD

Til in vitro-diagnostisk brug

Anvendes inden

L
jﬂf Temperaturbegraensning

Se de informationer, der er angivet i hédndbogen

Katalognummer
BH
®

Ma& ikke genbruges

Batchkode
|

e

3/
N

i

Opbevares uden for sollys

m
R

| REP | Autoriseret repraesentant i EF

Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere oplysninger henvises til vores
gratisnummer 00800-22-44-6000, se vores tekniske supportcenter
p& www.giagen.com/contact, eller kontakt en af QIAGENSs tekniske
serviceafdelinger (se bagsiden, eller besag www.qgiagen.com).

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Forkortet testprocedure

Stadie 1 - inkubering aof blod

1. Patientens blod opsamles i enten et QFM-blodprave-
tagningsrer eller et blodprevetagningsrer med lithium- %‘
heparin. Maerk rerene med patientens oplysninger og |
tidspunktet for blodpravetagningen. Derefter transpor-
teres de til laboratoriet under stuetemperatur inden for
8 timer efter prevetagningen.

a. Hvis blodet blev opsamlet i et blodprevetagnings-
rer med lithium-heparin, tilsaettes 1 ml blod i et
QFM-blodprevetagningsrer, og reret markeres
med patientens oplysninger og tidspunktet for
blodprevetagningen.

2. Tilszet 1 QFM LyoSphere-pellet i hvert QFM-blodprave-
tagningsrer, der indeholder 1 ml blod, oples
LyoSphere-pellet'en, og inkuber derefter rarene sé
hurtigt som muligt (inden for 8 timer efter blodprave-
tagningen) stéende i 16-24 timer ved 37 °C.

3. Efter inkubering centrifugeres rerene i 15 minutter ved ole
2000 til 3000 x g (RCF) for at skille plasmaet og de PZZ AN
rede celler. T

4. Efter centrifugering skal det undgéds at pipettere op y
og ned eller pd nogen méde blande plasmaet inden ]
opsamling. Pas til enhver tid pa ikke at hvirvle
materialet p& gelens overflade op.
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Stadie 2 — IFN-y ELISA

1.

10.

11.

12.

38

Lad ELISA-komponenterne, med undtagelse aof
Conjugate 100x Concentrate (Konjugat 100x
koncentrat), temperaturudligne til stuetemperatur.
Det tager mindst 60 minutter.

Rekonstituer kitstandarden til 8,0 IE/ml med destilleret

eller deioniseret vand. Fremstil 4 standardfortyndinger.

. Rekonstituer frysetarret Conjugate 100x Concentrate

med destilleret eller deioniseret vand.

. Fremstil konjugat med brugsstyrke i Green Diluent

(Gren diluent), og tilsaet 50 pl til alle brende.

Tilsaet 50 pl testplasmapraver (ufortyndet, 1:10 og
1:100 fortyndinger efter behov) og 50 pl standarder
i de relevante brende. Bland ved brug af en ryster.

Inkuber i 120 £ 5 minutter ved stuetemperatur.

Vask brendene mindst 6 gange med 400 pl
vaskebuffer pr. brend.

Tilszet 100 pl Enzyme Substrate Solution (Enzym-
substratoplgsning) til brendene. Bland ved brug
af en ryster.

. Inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur.

Tilsset 50 pl Enzyme Stopping Solution (Enzym-
standsningsoplasning) til alle brende. Bland ved
brug af en ryster.

Aflaes resultater ved 450 nm med et 620 til 650 nm
referencefilter.

Analysér resultaterne.

— E

VoA

, Y 4
Y /4
A

/

UL
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Noter
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Vaesentlige aendringer

Veesentlige sendringer i denne udgave aof indlaegssedlen til QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA er opsummeret i
tabellen nedenfor:

Afsnit Side Andring(er)

Forholdsregler 11 Ny GHS-information

Forholdsregler 12 Der er blevet tilfajet sikkerhedsanvisninger med relation
til haetteglas med metalforsegling.
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Varemaerker: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN Gruppen); LyoSphere™, LyoSpheres™ (Biolyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

Begraenset licensaftale for QuantiFERON Monitor-kit

Brug af dette produkt betyder, at enhver keber eller bruger af produktet accepterer falgende vilkér:

1.

Produktet m& kun anvendes i overensstemmelse med protokoller leveret med produktet og denne héndbog og kun med de komponenter, der er i
kittet. QIAGEN giver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, til at bruge eller inkludere komponenterne i dette kit med komponenter,
der ikke er inkluderet i dette kit, undtagen som beskrevet i de protokoller, der felger med produktet, denne handbog og andre protokoller, der er
tilgeengelige pa www.giagen.com. Nogen af disse andre protokoller er stillet til radighed af QIAGEN-brugere for QIAGEN-brugere. Disse
protokoller er ikke grundigt testet eller optimeret af QIAGEN. QIAGEN hverken garanterer for dem eller for, at de ikke overtraeder tredjeparts
rettigheder.

Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit, og/eller brugen af det, ikke overtraeder tredjeparts
rettigheder.

Dette kit og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé& ikke genbruges, genoprettes eller videresalges.
QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

Keberen og brugeren aof kittet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt der kunne fere til, eller fremme, handlinger der forbydes
ovenfor. QIAGEN kan handhaeve forbuddene i denne begraensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og
retsomkostninger, herunder advokatsaleerer, i ethvert sagsmél for at héindhaeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektuelle
ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet og/eller komponenterne deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises til www.qgiagen.com.
© 2014 QIAGEN. Alle rettigheder forbeholdes.
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