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Avsedd anvéndning

Analysen QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) &r ett in vitro-diagnostiskt test som
anvander en blandning av peptider for att simulera ESAT-6- och CFP-10-proteiner i syfte att
stimulera celler i hepariniserat helblod. Detektion av interferony (IFN-y) med enzymlankad
immunsorbent (ELISA) anvénds fér att identifiera in vitro-respons pd de peptidantigener som

&r associerade med Mycobacterium tuberculosis-infektion.
QFT-Plus ar eft indirekt test for M. tuberculosis-infektion (inklusive sjukdom) och &r avsett for

anvéndning i samband med riskbedémning, radiografi och andra medicinska och

diagnostiska utvarderingar.

Avsedd anvandare

Det har kitet ér avsett for professionell anvéndning.

Analysen QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) ska anvandas av utbildad personal i en

professionell laboratoriemiljs.
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Beskrivning och princip
Information om patogen

Tuberkulos &r en smittsam sjukdom som orsakas av infektion med organismer ur
M. tuberculosis-komplexet (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettioch
M. caprae), som normalt sprids till nya smittbdrare via luftburna droppar frén personer med
tuberkulos i lufivagarna. En nyligen infekterad person kan insjukna i tuberkulos inom négra
veckor till m&nader, men de flesta infekterade personer forblir friska. Vissa personer drabbas
av latent tuberkulosinfektion (LTBI), som d&r ett icke smittsamt asymtomatiskt tillsténd dér
tuberkulos kan utvecklas inom mé&nader eller ar. Huvudsyftet med att diagnostisera LTBI &r aft
bedéma vilken medicinsk behandling som behdvs for att forebygga tuberkulos. | mer @n
100 &r var tuberkulintestet (Tuberculin Skin Test, TST) den enda tillgéngliga metoden for
diagnostisering av LTBI (4). Kutan kénslighet mot tuberkulin utvecklas inom 2 till 10 veckor
efter infektion. Vissa infekterade personer, t.ex. personer med ménga olika typer av
sjukdomstillstdnd som férhindrar immunfunktioner, men Gven andra som inte har dessa
sjukdomstillsténd, svarar inte p& tuberkulin. Omvént uppvisar vissa personer som sannolikt inte
&r infekterade med M. tuberculosis kanslighet mot tuberkulin och fér positiva TST-resultat efter
vaccination med Bacille Calmette-Guérin (BCG) eller infektion med andra mykobakterier én

M. tuberculosis-komplexet eller andra obestdmda faktorer.

Man méste skilja mellan LTBI och tuberkulos, en sjukdom med rapporteringsplikt som vanligtvis
omfattar lungorna och nedre luftvégarna, men som éven kan péverka andra organ. Tuberkulos
diagnostiseras baserat p& historiska, fysiska, radiologiska och mykobakteriologiska resultat.

Sammanfattning och férklaring

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus)-testet @r den fjcrde generationens QuantiFERON-TB-
testteknologi och beddmer cellmedierade svar genom kvantitativ matning av IFN-y i eft

helblodsprov. QFT-Plus ér ett kvalitativt test som méter cellmedierad immunrespons (CMI) p&
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peptidantigener som simulerar mykobakteriella proteiner. Dessa proteiner, ESAT-6 och
CFP-10, saknas i alla BCG-stammar och i de flesta icke-tuberkulésa mykobakterier, med
undantag fér M. kansasii, M. szulgai och M. marinum (1). Personer som ér infekterade med
M. tuberculosis-komplexorganismer har vanligtvis lymfocyter i blodet som kanner igen de hér
och andra mykobakteriella antigener. Den har igenkénningsprocessen innefattar generering
och sekretion av cytokinet, IFN-y. Detektionen och den efterféljande kvantifieringen av IFN-y

utgdr grunden for det har testst.

Tuberculin-hudtester och IGRA4ester ar till hjalp men ofillrackliga fér att diagnostisera
M. tuberculosiskomplexinfektion hos sjuka patienter. Ett positivt resultat kan stédja diagnosen
tuberkulos men infektioner genom andra mykobakterier (t.ex. M. kansasii) kan ocksd ge
positiva resultat. Andra medicinska och diagnostiska bedémningar krévs fér att tuberkulos ska

kunna bekraftas eller uteslutas.

De antigener som anvdnds i QFT-Plus &r en peptidblandning som simulerar proteinerna
ESAT-6 och CFP-10. Flera studier har visat att dessa peptidantigener stimulerar IFN-y-responser
i T-celler frén individer som har infekterats med M. tuberculosis men i allmdnhet inte fran ej
infekterade eller BCG-vaccinerade personer utan sjukdom eller risk fér LTBI (1, 2, 6, 9).
Emellertid kan medicinsk behandling eller sjukdomstillsténd som skadar immunsystemets
funktioner potentiellt minska IFN-y-responserna. Patienter med vissa andra mykobakferiella
infektioner kan ocksé svara pd ESAT-6 och CFP-10, eftersom de gener som avkodar de har

proteinerna férekommer i M. kansasii, M. szulgai och M. marinum (1, 3,7).
Testpopulationen fér QFT-Plus-testning &r patienter med kliniskt bekraftad aktiv tuberkulos och

patienter med risk for tuberkulosinfektion eller latent tuberkulosinfektion (LTBI). Inga &lders-,

kéns- eller andra begransningar galler.
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Vid Mycobacterium tuberculosis-infektion (MTB) spelar CD4* T-celler en viktig roll inom
immunologisk kontroll genom sekretion av cytokinets IFN-+y. Evidensen stéder nu att CD8*
T-celler deltar i vardférsvaret mot MTB genom att de producerar IFN«y och andra latlésliga
faktorer, vilka aktiverar makrofager som bromsar tillvéixt av MTB, dédar infekterade celler eller
lyserar intracellulér MTB direkt. IFN-y som producerar MTB-specifika CD8*-celler har upptackts
i deltagare med LTBI och med aktiv TB. Vidare beskrivs ESAT-6- och CFP-10-specifika CD8*
T-lymfocyter vara mer vanligt férekommande hos individer med aktiv TB-sjukdom j&mfért med
LTBI, och kan associeras med en nylig MTB-exponering (8,10-12). Dartill har Gven MTB-
specifika CD8* T-celler som producerar IFN-y detekterats hos individer med sam-infektion
mellan aktiv TB och HIV (13, 14) samt hos barn med TB-sjukdom (15).

QFT-Plus har tvé distinkta TB-antigenrér: TB Antigen Tube 1 (TB1) och TB Antigen Tube 2 (TB2).
B&da réren innehéller peptidantigener fréin antigener som @r associerade med MTB-komplexet,
ESAT-6 och CFP-10. Bade TB1- och TB2-réren innehdller peptider frén ESAT-6 och CFP-10 som
ar avsedda att framkalla CMI-respons fran CD4* T-hjalparlymfocyter. TB2-réret innehdller en
ytterligare uppsdttning peptider avsedd att framkalla CMl-respons fréin cytotoxiska CD8*
T-lymfocyter.

Riskfaktorer fér M. tuberculosis-infektion inkluderar historiska, medicinska eller epidemologiska
prediktorer for tuberkulos eller exponering fér tuberkulos. Se de senaste riklinjerna frén WHO
https:/ /www.who.int/publications/i/item/who-consolidated-guidelines-on-tuberculosis-

module-1-prevention-tuberculosis-preventive-treatment fér detaljerade rekommendationer om
att diagnostisera M. tuberculosis-infektion (inklusive sjukdom) och val av personer fér testning
(16). QFT-Plus har testats i vissa patientgrupper indikerade fér screening fér TB-infektion enligt
de aktuella rikilinjerna fran WHO (16), inklusive personer som har testat positivt fér humant
immunbristvirus (HIV), personer som har haft kontakt med nyligen diagnostiserade TB-patienter

samt personer boende i omgivningar med stora ansamlingar som har exponerats fér vuxna

med hog risk for TB (5).
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Anvandningsprinciper fér analysen

QFT-Plus &r en kvalitativ analys som anvénder specialiserade blodprovtagningsror
innehdllande peptidantigener som simulerar M. tuberculosis-proteiner som anvénds for aft
samla in helblod. Blodet inkuberas i roren i mellan 16 och 24 timmar, och ddarefter samlas
plasma in och provet testas om det innehdller IFN-y som skapats som en respons pd

peptidantigenerna.

Forst samlas helblod in i vardera QFT-Plus Blood Collection Tubes, vilka inkluderar ett Nil-rér,
TB1-ror, TB2-ror och mitogenrdr. Alternativ kan blod kan samlas in med eft enda
blodprovtagningsrér som innehéller litium- eller natriumheparin som antikoagulant och sedan
dverforas till QFT-Plus Blood Collection Tubes.

QFT-Plus Blood Collection Tubes skakas fér att blanda antigenen med blodet och ska inkuberas
i 37°C = 1°C s& fort som majligt, och inom 16 timmar efter insamlingen. Efter en
inkuberingstid p& 16 till 24 timmar centrifugeras réren, plasman bearbetas och méngden
IFN-y (IU/ml) mats av ELISA. QFT-Plus ELISA anvénder en rekombinant human IFN-y-standard,
som har analyserats mot en referens-IFN-y-beredning (NIH-ref.: Gxg01-902-535). Resultaten
for testproven rapporteras i internationella enheter (International Units, 1U) per ml (IE/ml)
relaterat till en standardkurva som beretts med hjalp av testspadningar av standarden som

medfdljer kitet.

Heterofila (t.ex. human anti-mus) antikroppar i serum eller plasma hos vissa individer har visats
orsaka interferens med immunanalyser. Effekten av heterofila antikroppar i QFT-Plus ELISA
minimeras genom fillsats av normalt musserum i den gréna diluenten och genom anvéndning
av F(ab’)2-fragment p& monoklonala antikroppar som den IFN-y-bindande antikroppen som

ar belagd pé mikroplattans brunnar.
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En QFT-Plus-analys anses vara positiv vid en IFN+y-respons p& endera TB-antigenrdren som
ligger léngt hégre én IE/ml-vardet for Nil IFN-y. Plasmaprovet frén mitogenréret anvdnds som
en IFN-y-positiv kontroll fér varje prov som testas. En l&g respons pd mitogen (< 0,5 IU/ml)
indikerar ett obestamt resultat nar ett blodprov aven har en negativ respons p& TB-antigenerna.
Detta ménster kan uppsta vid ofillrdckligt antal lymfocyter, minskad lymfocytaktivitet p& grund
av felaktig provhantering, fyllning/blandning av mitogenréret eller oférmé&ga hos patientens
lymfocyter att generera IFN-y. Férhdjda nivéer av IFN-y i Nil-provet kan uppsté vid férekomst
av heterofila antikroppar, eller p& grund av inneboende IFN-y-sekretion. Nil-réret utfér
bakgrundskorrigering (t.ex. hdga nivéer av cirkulerande IFN-y eller férekomst av heterofila
antikroppar). IFN-<-nivén i Nilroret subtraheras frén IFN-y-nivan i TB-antigen-réren och
mitogenroret. Matintervallet fér QFT-Plus ELISA &r upp till 10 IE/ml.
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Material som medféljer

Kitinnehall
ELISA-komponenter Sats med 2 platta Referenslaboratorieférpackning
Katalognr 622120 622822
Microplate Strips (remsor fér 2 uppsdttningar 20 uppsdttningar remsor for
mikroplattor, 12 x 8 brunnar, remsor fér mikroplattor 12 x 8
belagda med murin anti-human IFN-y mikroplattor
monoklonal antikropp) 12 x8
IFN-y Standard, (IFN-y standard, 1 x flaska (8 IE/ml 10 x flaska
lyofiliserad; innehéller rekombinant rekonstituerad) (8 IE/ml rekonstituerad)

human IFN-y, bovint kasein,
0,01 % w/v timerosal)

Green Diluent (Gron diluent;
innehdller bovint kasein, normalt 1 x 30 ml
musserum, 0,01 % w/v timerosal)

Conjugate 100x Concentrate,

(Konjugat 100x koncentrat, 1x0,3 ml
lyofiliserat) (murint anti-humant IFN-y  (rekonstituerad)
HRP, innehaller 0,01 % timerosal)

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

Enzyme Substrate Solution
(Enzymsubstratlésning; innehaller 1 x 30 ml
H20,, 3,3', 5,5’ tetrametylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution
(Enzymstoppande |&sning, innehaller 1x15ml

0,5 M H2SOy4)*

Bruksanvisning fér QuantiFERON
TB-Gold Plus ELISA Kit

1 x 100 ml

Bruksanvisning for QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA

10 x 30 ml

10 x 0,3 ml (rekonstituerad)

10 x 100 ml

10 x 30 ml

10x 15 ml



Paketets innehdll
Kontroller och kalibratorer

QFT-Plus ELISA anvander en rekombinant human IFN--standard som har analyserats mot en
referens-IFN-y-beredning (NIH-ref.: Gxg01-902-535).

Plattform och programvara

QFT-Plus Analysis Software ar valfritt for anvandning och anvénds for att analysera rédata

och berékna resultat. Det kan laddas ned fré&n www.qgiagen.com.
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Material Som Behdvs Men Inte Medfélier

Ytterligare reagenser

® QuantifFERON-TB Gold Plus Blood Collection Tubes

® Avjoniserat eller destillerat vatten, 2 liter

Forbrukningsartiklar

Plattlock fér en 96-brunnsplatta
Valfritts 1 ml mikrotuber med lock i 96-stéll i brunnsformat eller ej téckta mikroplattor med
plasttétning for plasmaférvaring (22 patienter/stéll eller platta)

® Reagensreservoirer

Utrustning *

37 + 1 °C inkubator (med eller utan CO»)
Kalibrerade pipetter med variabel volym for tillfdrsel av 10 pl till 1 000 pl med
engdngsspetsar

e Kalibrerad flerkanalspipett med kapacitet for tillférsel av 50 pl och 100 pl med
engdngsspetsar

Mikroplattans skakapparat med hastigheter mellan 500 och 1 000 varv/min

Mikroplattans bricka (fér sékerhet vid hantering av plasmaprover rekommenderas en
automatiserad plattbricka)

Lasare fér mikroplatta utrustad med 450 nm-filter och referensfilter fér 620 nm till 650 nm
Vortexblandare med varierande hastighet

Centrifugering som kan centrifugera blodprovtagningsréren étminstone p& 3 000 RCF (g)

Graduerad cylinder, 1 liter eller 2 liter

* Sakerstdll att instrumenten @r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer fére anvéndning.
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Varningar och férsiktighetsatgarder

Var medveten om att du kan behéva konsultera lokala regelverk fér rapportering av allvarliga
incidenter som intréffat i samband med enheten fill ftillverkaren och/eller auktoriserad

representant och den tillsynsmyndighet dér anvéndaren och/eller patienten befinner sig.
For in vitro-diagnostisk anvandning.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i fillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS).
Dessa dr fillgangliga p& webben i behdndiga PDFformat p& adressen
www.giagen.com/safety, dér du kan hitta, visa och skriva ut SDS (sékerhetsdatablad) for varie
QIAGEN-it och kitkomponent.

® Prover dr potentiellt smittsamma. Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med
lokala sakerhetsprocedurer.

® Eit negativt QFT-Plus-resultat utesluter inte mdjligheten fér M. tuberculosis-infektion eller
tuberkulossjukdom. Ett falskt negativt resultat kan bero pé infektionens stadium (t.ex. om
prover tas innan cellerna har hunnit utveckla immunresponsen), felaktig hantering av
blodprovtagningsréren efter venpunktur, felaktigt utférd analys eller andra
immunologiska variabler, inklusive de relaterade till komorbida fillst&nd. Heterofila
antikroppar eller ospecifik IFN-y-produktion frén andra inflammatoriska tillsténd kan délja
specifika svar p& ESAT-6 eller CFP-10-peptider.

® Ett positivi QFT-Plus-resultat ska inte vara det enda eller det definitiva underlaget for att
diagnostisera M. tuberculosis. En felaktigt utférd analys kan leda till felaktigt-positiva
QFT-Plus-resultat.
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® Ett positivt QFT-Plus-resultat ska féljas av ytterligare medicinsk utvardering for aktiv
tuberkulossjukdom (t.ex. Acid Fast Bacilli-utstrykningsprov och -odling och
brostkorgsrontgen).

e Aven om ESAT-6 och CFP-10 infe frekommer i négon BCG-stam eller i de flesta kénda
icketuberkuldsa mykobakterier, ér det majligt att ett positiv QFT-Plus-resultat orsakas av
en infektion av M. kansasii, M. szulgai eller M. marinum. Om det finns misstanke om
sédana infektioner ska alternativa tester utféras.

e FEit falskt negativt QFT-Plus-resultat kan orsakas av felaktig blodprovtagning eller felaktig
hantering av provet som paverkar lymfocytfunktionen. Se avsnittet “Protokoll: Genomféra
ELISA”, sidan 20, fér korrekt hantering av blodproverna. Férsenad inkubation kan
orsaka falska negativa eller obestémda resultat och andra tekniska parametrar kan

péverka férmégan att upptacka ett signifikant IFN-y-svar.
Vid nadsituationer

CHEMTREC
Utanfér USA och Kanada +1 703-527-3887
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Forsiktighetsatgarder

IAKTTAG
FORSIKTIGHET

Hantera humant blod som potentiellt infektiost.

Folj relevanta rikilinjer fér hantering av blod. Kassera prover
och material som kommit i kontakt med blod eller

blodprodukter enligt géllande nationella och lokala féreskrifter.

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

i E

Innehéller svavelsyra. Varning! Kan vara korrosivt fér metaller.
Irriterar huden. Orsakar allvarlig égonirritation. Anvénd

skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

QuantFERON Enzyme Substrate Solution

Varning! Orsakar lgft hudirritation. Anvand
skyddshandskar/skyddsklader/&gonskydd/ansiktsskydd.

QuantiFERON Green Diluent

Innehéller: tartrazin. Varning! Kan orsaka allergisk hudreaktion.

Anvand skyddshandskar/skyddsklader/égonskydd/ansiktsskydd.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Skadliga l&ngtidseffekter fér vattenlevande organismer. Undvik miljsutslapp.
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Mer information
Séikerhetsdatablad: www.qgiagen.com/safety

® Thimerosal anvands som konserveringsmedel i vissa QFT-Plus-reagenser. Det kan vara
giftigt vid fortaring, inandning eller hudkontakt.

® Avvikelser fré&n bruksanvisningen till QuantifFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) kan leda il
felaktiga resultat. Las anvisningarna noga fére anvéndning.
Anvénd inte kitet om n&gon reagensflaska uppvisar tecken pd skador eller léckage.
Viktigts Kontrollera flaskorna innan anvéndning. Anvénd inte konjugat eller IFN-y
standardflaskor som uppvisar tecken pé skada eller om gummiférslutningen ar péverkad.
Hantera inte trasiga flaskor. Vidta lampliga sdkerhetsatgarder for saker kassering av
flaskor. Det rekommenderas att du anvénder en krymplockséppnare fér att 6ppna
konjugat eller IFN-y standardflaskorna fér att minimera risken fér skador frén krymplocket
i metall.

® Blanda eller anvand inte remsor fér mikroplattor, IFN-y standard, grén diluent eller
konjugatkoncentrat 100x frén olika QFT-Pluskitbatchar. Andra reagenser
(vattbuffertkoncentrat (20x), enzymsubstratldsning och enzymstoppande 16sning) kan
bytas ut mellan kiten férutsatt att reagenserna inte har passerat utgdngsdatum och att
lotuppgifterna &r sparade.

® Kassera oanvdnda reagenser och biologiska prover i enlighet med lokala och nationella
foreskrifter.
Anvénd inte QFT-Plus ELISA Kit efter utgéngsdatumet.
Korrekta laboratorieprocedurer bér alltid féljas.
Sdkerstall att laboratorieutrustning som plattvéttmaskiner och plattlésare har

kalibrerats/validerats fér anvandning.
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Férvaring och hantering av reagenser

Var uppmdérksam pd de utg&ngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
Anvandningsstabilitet

e Fdrvara ELISA Kit vid 2-8 °C.
e Skydda alltid enzymsubstratldsning mot direkt solljus.

Rekonstituerade och oanvanda reagenser

® Instruktioner om hur reagenserna ska rekonstitueras finns i avsnitt “Protokoll: Genomféra
ELISA” (sida 20).

® Den rekonstituerade kitets standard kan férvaras i upp till 3 mé&nader om den férvaras
i 2-8 °C.

Notera datumet dé& kit-standarden rekonstituerades.

e Efter rekonstituering maste konjugatkoncentrat 100x aterféras till férvaring i 2-8 °C och

mdste dven anvédndas inom 3 mdnader.

Notera datumet d& konjugatet rekonstituerades.
Arbetsutspadning av konjugat méste anvéndas inom 6 timmar efter beredning.
Arbetsutspadning av tvattbuffert kan férvaras i rumstemperatur i upp till 2 veckor.

® Remsor fér mikroplatta &r endast fér engdngsbruk. Oanvénda remsor kan avlégsnas frén

plattans ram och férvaras fér framtida anvéndning.
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Foérvaring och hantering av prover

Se bruksanvisningen till QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) Blood Collection Tubes
(1123668) fér mer information om arbetsflédet for blodinsamling fér QFT-Plus-testet.
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Protokoll: Genomfora ELISA

Viktigt att tanka pa fore start
Installning (tid som krévs for att utféra analysen)

® For att fa giltiga resultat frdn QFT-Plus-analysen méste operatéren utféra specifika
uppgifter inom bestdmda tider. Innan analysen anvénds rekommenderas det att
operatdren planerar varije steg i analysen noggrant fér att ge tillréickligt med tid for att
utféra varje steg. En uppskattning av den tid som krévs anges nedan. Tiden fér att utféra

testserier av flera prover visas ocksd.

O Ca 3 timmar fér en ELISA-platta
O < 1 timmes arbete

O Lagg till 10 till 15 minuter fér varje extra platta
IFN-y ELISA

® Referera till “Kitinnehdll”, sida 11 och “Material Som Behdvs Men Inte Medféljer”,

sida 13, fér de material som krdvs for att utféra ELISA.
Procedur

1. Alla plasmaprover och reagenser utom konjugatkoncentrat (100x) maste ha

rumstemperatur (22 = 5 °C) innan de anvands. Ekvilibrera i minst 60 minuter.

2. Ta bort ELISA-remsor som inte anvénds frén ramen. Lagg tillbaka i folieférpackningen,

aterforslut och férvara dem i kylskép tills de behdvs.

3. Se till att det finns minst 1 remsa fér QFT-Plus-standarderna och tillréckligt ménga remsor
fér de individer som ska testas (se bild 2 fér rekommenderat platformat). Ramen och locket

ska sparas efter anvéndning och anvéndas tillsammans med de oanvénda remsorna.
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3a. Rekonstituera IFN-+y-standarden med den volym avjoniserat eller destillerat vatten
som anges pé& etiketten till flaskan. Blanda férsiktigt for att minimera skumbildning
och se till att hela innehdllet i injektionsflaskan &r helt upplst. Rekonstituering av
IFN-y-standarden till den angivna volymen ger en |6sning med en koncentration pd
8,0 IE/ml.

3b. Med den rekonstituerade standarden, férbered en spadningsserie pé fyra
IFN-y-koncentrationer (se bild 1).

3c. En standardkurva bér genereras med féljande IFN-y-koncentrationer:

S1 (Standard 1) innehdller 4,0 IE/ml

S2 (Standard 2) innehéller 1,0 IE/ml

S3 (Standard 3) innehdller 0,25 IE/ml

S4 (Standard 4) innehaller O IE/ml (endast gron diluent [GD]).

3d. Standarderna méaste minst analyseras som duplikat.

3e. Bered nya spddningar av kitstandarden fér varje ELISA-procedur.

Procedur

Mark 4 roér: S1, 52, S3, 54

Tillsatt 150 pl GD'i S1, S2, S3, S4

Tillsétt 150 pl av kitstandarden i S1 och blanda vél
Overfor 50 pl frén S1 till S2 och blanda vl
Overfér 50 pl fran S2 till S3 och blanda vl

m m O O @ >

Enbart GD anvénds som nollstandard (S4)
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|

150 pl 50 pl 50 pl
—_— o >
Rekonstituerad Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Kitstandard 4,0 [E/ml 1,0 [E/ml 0,25 |E/ml 0 IE/ml

(gron diluent)

Bild 1. Beredning av standardkurvans spadningsserie.

. Rekonstituera lyofiliserat konjugatkoncentrat (100x) med 0,3 ml avjoniserat eller

destillerat vatten. Blanda férsiktigt for att minimera skumbildning och se till att hela

innehdllet i injektionsflaskan &r helt upplst.

4a. Arbetsutspadning av konjugat bereds genom att erfordrad méngd rekonstituerat
konjugatkoncentrat (100x) spads i gron diluent (tabell 1).

4b. Arbetsutspadning av konjugat ska anvéndas inom 6 timmar efter beredning.

4c.  Oanvant konjugatkoncentrat (100x) ska &terféras till forvaring i 2 till 8 °C

omedelbart efter anvéndning.
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Tabell 1. Beredning av konjugat (arbetsutspédning)

Antal remsor Volym av konjugat Volym grén diluent

(100x koncentrat)

2 10 pl 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 yl 2,0ml
5 25yl 2,5 ml
6 30yl 3,0ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
n 55l 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Plasmaprover som har samlats in frén blodprovtagningsrér och som sedan har férvarats
(kylda eller frusna) ska blandas noggrant innan de tillsdtts i ELISA-brunnen. Plasmaprover
kan férvaras i centrifugerade QFT-Plus Blood Collection Tubes i upp till 28 dagar i
2-8 °C eller, om plasman har samlats in, i upp till 28 dagar i 2-8 °C. Insamlade
plasmaprover kan ocksé& férvaras under -20 °C (helst mindre &n -70 °C) under léngre

perioder.

Plasmaprover kan laddas/anvédndas direkt frén centrifugerade blodprovtagningsrér ill
matning i QFT-Plus ELISA-plattan.

Viktigt: Om plasmaprover ska éverforas direkt frén centrifugerade QFT-Plus Blood
Collection Tubes, ska all blandning av plasman undvikas. Var alltid férsiktig s& att inte

materialet p& gelytan forstérs.
6. Tillsatt 50 pl nyberedd arbetsutspadning av konjugat i varje ELISA-plattbrunn.

7. Tillsatt 50 pl av testplasmaproverna i brunnarna (se rekommenderad ELISA-plattlayout i

bild 2).
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8. Tillsatt slutligen 50 pl vardera av standarderna 1 till 4 i lampliga brunnar (se
rekommenderad ELISA-plattlayout i bild 2). Standarderna méste analyseras minst i
duplikat.

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

Al IN | 3N | 5N | 7N | 9N 13N | 15N | 17N | 19N | 21N

B | 1781 | 3781 | 5781 | 7781 | 9TBI 13781 | 15781 | 17781 | 19TBI | 21 T8I

c | 1782 | 3782 | 5TB2 | 7TB2 | 9TB2 13782 | 15782 | 17782 | 19TB2 | 21782

D| 1M | 3M | 5M | 7M | oM 13M | 15M | 17M | 19M | 21M

E| 2N | 4N | 6N | 8N [ 1oN [ 1IN | 12N | 14N | 16N | 18N | 20N | 22N

F|2m1 | 481 | 6181 [ 8781 | 10781 | 11781 | 12781 | 14TB1 | 16781 | 187TB1 | 20TBI | 227TBI

G | 2782 | 4TB2 | 67TB2 | 87TB2 | 10TB2 | 11782 | 12782 | 14TB2 | 16TB2 | 18182 | 20TB2 | 22TB2

H | 2M | 4M | 6M | 8M | 10M | 11M | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

Bild 2. Rekommenderad layout fér ELISA-plattan. S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3),
S4 (standard 4). 1N (prov 1. Nil-kontrollplasma), 1 TB1 (prov 1. TB1-plasma), 1 TB2 (prov 1.
TB2-plasma), TM (prov 1. Mitogen-plasmay).

9.
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Tack ELISA-plattan och blanda konjugat- och plasmaprover/standarder noga med en
skakapparat for mikroplattor under 1 minut i 500 till 1 000 rpm. Undvik stank.

. Tack ELISA-plattan och inkubera i rumstemperatur (22 + 5 °C) i 120 = 5 minuter.

ELISA-plattan ska inte utsdttas for direkt solljus under inkubering. Avvikelse frén det

angivna temperaturintervallet kan leda till felaktiga resultat.

. Forbered en ELISA-platta-arbetsutspadning av tvéttbufferten under inkuberingen. Spad en

del tvattbuffertkoncentrat (20x) med 19 delar avjoniserat eller destillerat vatten och
blanda val. Tillréckligt med tvattbuffertkoncentrat (20x) medfélier fér aft bereda 2 liter
arbetsutspadning av tvattbuffert.

. Nar inkubationen av ELISA-plattan &r klar, tvattar du ELISA-plattans brunnar med 400 pl

arbetsutspadning av tvattbuffert. Utfdr tvattsteget minst 6 gdnger. Av sakerhetsskal

rekommenderas en automatisk tallrikstvatt vid hantering av plasmaprover.

For att analysen ska bli korrekt ar det viktigt att brunnarna tvattas noggrant. Kontrollera
att varje brunn &r helt fylld med tvattbuffert anda upp till dverkanten av brunnen under

varje tvattcykel. L&t tvattbufferten verka i minst 5 sekunder mellan varje cykel.
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Standarddesinfektionsmedel fér laboratoriebruk ska tillséttas i avloppsbehallaren. Falj

faststallda rutiner for dekontaminering av potentiellt smittfarligt material.

. Vand ELISA-plattorna med ovansidan nedét p& en absorberande (lagluddande) handduk

for aft avldgsna rester av tvattbuffert. Tillsatt 100 pl enzymsubstratlésning i varje
plattbrunn, téck plattan och blanda noga i 1 minut p& 500-1000 varv/min med en

skakapparat fér mikroplattor.

. Tack ELISA-plattan och inkubera i rumstemperatur (22 + 5 °C) i 30 minuter. ELISA-plattan

ska inte utséttas for direkt solljus under inkubering.

. Efter inkuberingen i 30 minuter, fillsétt 50 pl enzymstoppande I6sning till varje plattbrunn

i samma ordning som substratet tillsattes och blanda noggrant vid 500 till 1 000 rpm

med en skakapparat fér mikroplattor.

. Mét den optiska densiteten (Optical Density, OD) fér ELISA-plattbrunnar i en lasare for

mikroplattor inom 5 minuter efter att reaktionen har stoppats. Lasaren ska ha ett 450 nm-
filter och ett referensfilter p& 620 nm till 650 nm. OD-varden anvands for att berdkna

resultaten.
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Resultat (berdkningar)

QFT-Plus Analysis Software kan anvéndas fér att analysera rddata och berdkna resultat. Det
ar tillgéngligt frén www.giagen.com. Kontrollera att den senaste versionen av QFT-Plus

Analysis Software anvénds.

Programmet utfér en kvalitetsbedémning av analysen, genererar en standardkurva och
tillhandahdller ett testresultat fér varje subjekt, som det visas i “Avlasning av resultat ” pa
sida 30. Programmet rapporterar alla koncentrationer stérre én 10 IE/ml som “>10" eftersom

sédana véarden faller bortom det validerade linjéra intervallet fr ELISA.

Istallet for att anvanda QFT-Plus Analysis Software kan resultaten bestémmas enligt

nedanstéende metod.
Generering av standardkurva och provvarden

Om QFT-Plus Analysis Software inte anvénds

Bestdmning av standardkurvan och bestdmning av prov-lE/ml-varden kraver ett kalkylprogram,

t.ex. Microsoft® Excel®, om QFT-Plus Analysis Software inte anvénds.
Anvédnda ett kalkylprogram

1. Berdkna OD-medelvérdet for kitstandardreplikaten pé varije platta.

2. Skapa en logrlogg) standardkurva genom att rita ut loge) fér OD-medelvirdet (y-axeln)
mot logie) for IFN-y-koncentrationen hos standarderna i IE/ml (x-axeln). Nollstandarden
tas ej med i bergkningen. Berdkna standardkurvans trendlinje med regressionsanalys.

3. Anvand standardkurvan for att bestdmma IFN-y-koncentrationen (IE/ml) fér vart och ett av

plasmaproverna i testet genom att anvénda OD-vérdet fér dem.
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4. Bergkningarna kan géras med hjélp av den programvara som ér tillgénglig for lasare for
mikroplattor och vanliga kalkyl- och statistikprogram (t.ex. Microsoft Excel). Den hér
programvaran ska anvandas for att berékna regressionsanalysen, variationskoefficienten
(Coefficient of Variation, %CV) fér standarderna och standardkurvans

korrelationskoefficient (r).

Provberdkning

Om féljande OD-avlasningar erhdlls for standarderna skulle berdkningarna med - log(e) - félja
de i tabell 2.

Tabell 2. Standardkurva

Standard 1IE/ml OD-viardenaa  Medelvdrde %CV Loge IE/ml Logie
och b for OD Medelvarde
for OD
Standard 1 4 1,089, 1,136 1,113 3,0 1,386 0,107
Standard 2 1 0,357,0,395 0,376 7.1 0,000 0,978
Standard 3 0,25 0,114, 0,136 0,125 Ej tillampligt ~ -1,386 2,079
Standard 4 0 0,034, 0,037 0,036 Ej tillampligt  Ej tillampligt  Ej tillampligt

Kurvans ekvation éry = 0,7885 (X) - 0,9837, dér “m” = 0,7885 och "c" = -0,9837. Dessa varden anvénds i
ekvationen X = (Y—c)/m fér att [8sa for X. Baserat p& standardkurvan &r den beréknade korrelationskoefficienten
() = 1,000. Ej tillampligt: Ej tillampligt.

Med hjalp av kriterierna som anges i “Kvalitetskontroll av testet”, sida 28, bestdms analysens

giltighet.

Standardkurvan (Tabell 2) anvénds fér att konvertera Antigen OD-svar till internationella
enheter (IE/ml).
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Tabell 3. Provberékning

Antigen OD-vérde loge) OD-vérde X e* (IE/ml) Antigen —Nil (IE/ml)
Nil 0,037 3,297 2,934 0,05 -

TB1 1,161 0,149 1,437 4,21 4,16

B2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

Mitogen 1,783 0,578 1,981 7,25 7,20

IFN-+y-vérden (i IE/ml) fér TB1, TB2 och Mitogen korrigeras fér bakgrund genom att subtrahera
IE/ml-vardet som erhdllits for respektive Nil-kontroll. Dessa korrigerade varden anvénds for

tolkning av testresultaten.
Kvalitetskontroll av testet

Hur exakt testresultatet blir beror p& hur exakt standardkurvan &r. Av den har anledningen
méste de resultat som har berdknats frén standarder utvérderas innan provresultaten frén testet

kan tolkas.
For att ELISA ska vara giltigt:

Det genomsnittliga OD-véardet fér standard 1 méste vara > 0,600.

%CV for replikata-varden fér standard 1 och standard 2 méste vara <15 %.

Replikata OD-vérden fér standard 3 och standard 4 fér inte variera mer &n

0,040 optiska densitetenheter fradn medelvardet.
e Korrelationskoefficienten (r) som berdknas utifrén de genomsnittliga absorbansvérdena

fér standarderna méste vara > 0,98.

Om kérningen inte uppfyller de ovanst&ende kriterierna @r den ogiltig och méste géras om.
® Det genomsnittliga OD-vérdet fér nollstandarden (grén diluent) bér vara < 0,150.

Om det genomsnittliga OD-vardet ar > 0,150 bér plattrengéringsproceduren ses ver.
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QFT-Plus Analysis Software berdknar och rapporterar dessa kvalitetskontrollsparametrar.

Varije laboratorium bér bestémma lampliga typer av kontrollmaterial och testfrekvens i enlighet
med lokala, statliga, federala eller andra tillémpliga ackrediteringsorganisationer. Extern

kvalitetsbeddmning och alternativa valideringsprocedurer bér évervagas.
OBS! Plasma toppat med rekombinant IFN-y har visat minskningar med upp till 50 % i

koncentration ndr de férvaras vid antingen 2-8 °C och -20 °C. Rekombinant IFN-y

rekommenderas inte for att faststdlla kontrollstandarder.
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Avl@sning av resultat

QFT-Plus-resultat ska tolkas med hjélp av féljande kriterier (tabell 4).

Viktigt: Att diagnostisera eller utesluta tuberkulossjukdom och bedéma sannolikheten f&r LTBI

kréver att en kombination av epidemiologiska, historiska, medicinska och diagnostiska resultat

tas med i beddmningen nar QFT-Plus-resultat tolkas. Se allmén information om diagnos och
behandling av TB-sjukdom och LTBI:
(https:/ /www.cdc.gov/th/publications/guidelines/default.htm).

Tabell 4. Tolkning av QFT-Plus-testresultat

Nil (lU/ml)  TB1 minus Nil ~ TB2 minus Nil  Mitogen QFT-Plus- Rapport/tolkning
(IU/ml) (Iu/ml) minus Nil resultat
(IU/ml)*
<8,0 > 0,35 och Alla
225 % av Nil Alla Positivi! M. tuberculosis-infektion
Alla > 0,35 och sannolik
> 25 % av Nil
< 0,35 eller < 0,35 eller > 0,50 Negativt M. tuberculosisinfektion
> 0,35 och > 0,35 och INTE sannolik
<25 % av Nil | <25 % av Nil
< 0,35 eller < 0,35 eller < 0,50
> 0,35 och > 0,35 och Sannolikhet fér
<25%av Nil | <25% av Nil Indeterminant® | M. tuberculosis-infektion
kan inte bestémmas
> 8,08 Alla

* Responser p& mitogen-positivkontrollen (och ibland p& TB-antigener) kan ligga utanfér mikroplattldsarens métomréde.
Detta paverkar inte testresultaten. Vérden > 10 |IE/ml rapporteras av QFT-Plus-programmet som > 10 IE/ml.

T Om M. tuberculosis-infektion inte misstéinks kan initialt positiva resultat bekréftas genom att ett nytt test utférs med de
ursprungliga duplikata plasmaproverna med QFT-Plus ELISA. Om det nya testet av et eller bada replikaten &r
positivt ska testresultatet anses positivt.

+ Se "Felsdkningsguide”, sida 66 fér méjliga orsaker.

¢ Kliniska studier har visat att mindre dn 0,25 % av individerna hade IFN-y-nivéer p& > 8,0 IE/ml fér Nil-vardet.
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Hur hdg den uppmatta IFN-y-nivén ar har inget samband med infektionsstadiet eller hur
omfattande infektionen é&r, och inte heller med nivén pé& immunresponsen eller sannolikheten
for att tillsténdet ska utvecklas till aktiv sjukdom. En positiv TB-respons hos personer som &r
negativa mot Mitogen &r ovanligt, men har férekommit hos patienter med TB-sjukdom. Detta
indikerar att IFN-y-responsen p& TB-antigen ar hdgre én vad den &r pd& Mitogen, vilket &r

mdjligt eftersom Mitogen-nivan inte stimulerar lymfocyterna till maximal IFN-y-produktion.

Nej TB1 — Nil och/eller TB2 - Nil
>0,35E/ml

v L

Nej TB1 - Nil och/eller TB2 - Nil
i > 25 % av Nil IE/mlvérde*

¢ Ja
S Mitogen — Nil IE/ml | Ja . Nei )
Vollderlng c:cig/eeﬂer Nlil z ggolE /r/nT —» Indeferminant | 4— Nil < 8,0 IE/ml

Nei ¥ v

Negative (Negativi) Positive (Positivt)

Tolkning

Bild 3. Tolkning av QFT-Plus-test. *For att TB1 minus Nil eller TB2 minus Nil ska vara giltigt méste méngden
> 25 % av Nil IE/ml-vardet komma frén samma rér som det ursprungliga > 0,35 IE/ml-resultatet.
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Begrdnsningar

Resultaten av QFT-Plus-testning méste anvandas tillsammans med den enskilda patientens

epidemiologiska historik, aktuella medicinska status och andra diagnostiska bedémningar.

Individer med hégre Nil-varden @n 8 IE/ml klassificeras som “indeterminanta” effersom en

25 % hégre respons pé& TB-antigenerna kan ligga utanfér analysens métomréde.

Det férutsdgande vardet for ett positivt QFT-Plus-resultat vid diagnos av M. tuberculosis-
infektion beror p& sannolikheten for infektion, vilken bedéms av historiska,
epidemiologiska, diagnostiska och andra fynd.

En diagnos av LTBI kraver att tuberkulossjukdom maste exkluderas genom medicinsk
utvardering inklusive en bedémning av nuvarande medicinska och diagnostiska tester for
sjukdom som indikerat.

Ett negativt resultat maste dvervégas med personens medicinska och historiska data som
&r relevanta fér sannolikheten fér M. tuberculosis-infektion och potentiell risk av

progression till tuberkulos-sjukdom, speciellt for individer med nedsatt immunfunktion.

Ej tillférlitliga eller indeterminanta resultat kan bero pé:
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Avwvikelser frén proceduren som beskrivs i bruksanvisningen

Felaktig transport/hantering av blodprov

Forhsjda nivder cirkulerande IFN-y eller férekomst av heterofila antikroppar
Overskridande av validerade blodtider fran blodprow till inkubation. Se bruksanvisningen
for QFT-Plus Blood Collection Tubes (1123668).
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Prestandaegenskaper

Kliniska studier

Eftersom det inte finns en bestdmd standard fér att bekrafta eller utesluta diagnos pé& LTBI-
infektion kan uppskatiningar av kanslighet och specificitet fér QFT-Plus inte utvarderas
praktiskt. Specificiteten fér QFT-Plus har uppskattats genom att utvardera falskt positiva svar
fér personer med lag risk (inga kénda riskfaktorer) for tuberkulosinfektion. Sensitiviteten har
uppskattats genom att utvérdera studiesubjekt med odlingsverifierad aktiv TB-sjukdom.
Dessutom analyserades analysprestandan fér positiva och negativa frekvenser i en population
med friska deltagare med identifierade riskfaktorer fér tuberkulosinfektion (en blandad risk-

population).
Specificitet

En studie med flera center som utvérderade den kliniska specificiteten fér QFT-Plus utférdes
p& 733 studiedeltagare som ansé&gs antingen ha l&g risk for M. tuberculosis-infektion eller
inga riskfaktorer for exponering for infektion eller sjukdom. Demografisk information och
riskfaktorer fér TB-exponering bestdmdes med hjélp av en standardiserad enkdt som
genomfdrdes vid testningen. Studien utférdes pé& fyra oberoende platser, inklusive en i USA,
tvd i Japan och en i Australien. QFT-Plus-testet j@mférdes med QuantiFERON-TB Gold-In-Tube
(QFT)-festet. En sammanfattning av prestationsdata for klinisk specificitet, stratifierad efter
studieplats och region, finns i tabell 5. Prestationsrestilaten baseras pd totalt antal giltiga tester.

Det fanns inga obestémda resultat.
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Tabell 5. QFT-Plus-specificitet i en population med lag risk

Positivt Negative Indeterminant Specificitet (95 % Ki)
(Negativt)

Plats N QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus

USA

(#71) 212 2 4 210 208 0 0 99,06 % 98,11 %

USA-4 (210/212)  (208/212)
(96,63 (95,25-
99,74) 99,26)

Japan

(#2) 106 1 2 105 104 0 0 99,06 % 98,11 %

JPN-3 (105/106)  (104/106)
(94,85- (93,38-
99,83) 99,48)

(#3) 216 3 5 213 211 0 0 98,61 % 97,69 %

PN (213/216)  (211/216)
(96,00~ (94,70-
99,53) 99,01)

Totalsumma 322 4 7 318 315 0 0 98,76 % 97,83%

Japan (318/322) (315/322)
(96,85- (95,6-98,9)
99,52)

Australien

(#4) 199 8 9 191 190 0 0 95,98 % 95,48 %

AU-3 (191/199)  (190/199)
(92,27~ (91,63-
97,95) 97,60)

Specificiteten for QFT-Plus var 98,11 % i USA, 97,83 % i Japan och 95,48 % i Australien.
Den &vergripande specificiteten for QFT-Plus var 97,27 % (713/733). Specificitet av QFT var
99,06 % i USA, 98,76 % i Japan och 95,98 % i Australien. Overgripande specificitet av QFT
var 98,09 % (719/733).
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En nerbrytning av resultaten av TB-antigenrdrtyp och kombinationer dérav visas for att ge ett

exempel pd forvantade resultat i en poplulation med lé&g risk (tabell 6).

Tabell 6. Resultat fran QFT-Plus-specificitetsstudie for TB-antigenror

Interpretation baserat pa

TB Antigen-Nil ..
rhgen T QFT-Plus (positivt Overensstdmmande positiv
IE/ml i TB1 TB2 for TB1 och/eller TB1 och TB2 (alternativ
TB2)* analysis)*
Positivt 10 18 20 8
Negativt 723 715 713 725
Indeterminant 0 0 0 0
97,3 %
Specificitet (95 % Ki) - - (713/733) -
(95,8-98,2)
Negativitetsfrekven 98,6 % 97.5% 98,9 %
(929; §”es exvens (723/733)  (715/733) - (725/733)
° (97,5-99,3)  (96,2-98,4) (97,9-99,5)

* Tolkning baserad p& en TB-antigen — Nil-vérde > 0,35 IE/ml i b&de (TB1 och TB2) eller endera TB-réret for att
uppfylla tolkningskriterierna fér att QFT-Plus (TB1 eller TB2) ska bestémmas vara positivt.

t Alternativ analysis tillhandahélls endast som information.

| deltagare med l&g risk for TB-infektion fick totalt 20/733 deltagare ett positivt resultat. Av
dessa fick endast 8 deltagare ett varde pé& > 0,35 [E/ml i bédde TB1- och TB2-rér. En jamférelse
mellan QFT- och QFT-Plus-analyser utférdes i studiegruppen med l&g risk och visade en
dvergripande Sverensstémmelse p& 97,5 % (715/733) och en negativ dverensstdmmelse p&
98,3 % (707/719).

Kanslighet

D& det inte finns ett definitivt standardtest for LTBI &r en mikrobiologisk odling av

M. tuberculosis p& grund av infektion med TB en nédvandig férgangare till sjukdom.
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En studie med flera center som utvdrderade klinisk kénslighet hos QFT-Plus utférdes pa
434 studiedeltagare som uppvisade tecken och symtom p& aktiv M. tuberculosis-sjukdom
bekraftad genom kultur och/eller PCR, och som inte var i TB-behandling eller inom < 14 dagar
av behandling fére blodprovstagning. Studien utférdes p& 7 oberoende platser inklusive tre
platser i USA, tre platser i Japan och en plats i Australien. QFT-Plus-testet j@mférdes med
QuantiFERON-TB Gold-In-Tube (QFT)+estet. En sammanfatiing av prestationsdata fér klinisk
kéanslighet stratifierad efter studieplats och land finns i tabell 7. Prestationsrestilaten baseras
p& totalt antal giltiga tester. Frekvensen av indeterminanta resultat for QFT och QFT-Plus var
2,3 % (10/434) respektive 2,5 % (11/434).
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Tabell 7. En prestationssammanfattning av studien om klinisk kéinslighet uppdelad efter plats, land och totalt

Posifivt Negativt Indeterminant Sensitivity (95 % Kl)

Plats N QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus  QFT QFT-Plus

USA

(#2) 33 29 29 4 4 0 0 87,88 % 87,88 %

USA-1 (29/33) (29/33)
72,67 (72,67
95,18) 95,18)

Totalsumma 53 47 47 [} 6 0 0 88,7 % 88,7 %

USA (47/53) (47/53)
(77,4~ (77 4~
94,7 94,7)

98,63 % 9571 %

(#4) (72/73) (67/70)
JPN2 7672 o7 ! 8 8 6 ©2,64- (88,14
99,76) 98,53)

Tabellen fortsatter pd nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida
Tabell 7. En prestationssammanfatining av studien om klinisk kénslighet uppdelad efter plats, land och

totalt (fortsdtining)

Positivt Negativt Indeterminant Kénslighet (95% Ki)

Plats N QFf  QFT-Plus QFT  QFT-Plus QFT  QFT-Plus QFT QFT-Plus

(#6) 177 159 157 12 15 6 5 92,98 % 91,28 %

PN (159/171)  (157/172)
(88,14- (86,11-
95,94) 94,64)

Totalsumma 352 328 322 15 19 9 11 95,63 % 94,43 %

Japan (328/343)  (322/341)
(92,91- (91,5-96,4)
97,33)

Australien

(#7) 29 27 29 1 0 1 0 96,43 % 100,0 %

AU2 (27/28) (29/29)
(82,29~ (88,30-
99,37) 100,0)

Analysen i tabellen ovan inkluderar inte indeterminanta resultat.

Kansligheten fér QFT-Plus var 88,7 % i USA, 94,43 % i Japan och 100,0 % i Australien.
Den 6vergripande kansligheten for QFT-Plus var 94,09 % (398/423). Kanslighet av QFT var
88,7 % i USA, 95,63 % i Japan och 96,43 % i Australien. Overgripande kanslighet av QFT
var 94,81 % (402/424).

En nerbrytning av resultaten av TB-antigenrértyp och kombinationer av rér visas fér att ge eft

exempel pé férvdntade resultat i en poplulation med bekréfta TB-infektion (tabell 8).
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Tabell 8. Resultat fréin QFT-Plus-kénslighetsstudie for TB-antigenrsr

Tolkning baserad péa TB-antigen-Nil i

IE/ml QFT-Plus (positivt
TB1 TB2 for TB1 och/eller TB2)
Positivt 388 397 398
Negativt 32 26 25
Indeterminant 14 11 11
Kénslighet* (95% KI) 94 %
- = (398/423)
(91,4-96,0)
Positivitetsandel* (95% Kl) 92,4 % 93,9 %
(388/420) (397/423) -
(89,4-94,6) (91,1-95,8)

* Exklusive obestémda vérden.

En jamforelse av QFT- och QFT-Plus-analyser beddmdes i TB-kohorten med bekraftat aktiv kultur
(studiekohorter for kénslighet) och visade en dvergripande dverensstdmmelse pd 95,9 % och
en positiv dverensstammelse p& 97,3 % (391/402).

Tabell 9. QFT-Plus-sannolikhetskvoter

Plats* Kénslighet Specificitet LR+ LR-

Australien 100,00 % 95,48 % 22,11 0,00

Japan 94,43 % 97,83 % 43,44 0,06

USA 88,68 % 98,11 % 47,00 0,12
* Total
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Prestation i deltagare med identifierade riskfaktorer fér en MTB-infektion (individer

med blandad risk)

En kohort med 601 individer med blandade riskfaktorer fér TB-infektion (t.ex. HIV-positiv,
historik av behandling fér aktiv eller latent TB, exponering fér aktivt TB-fall, HCW-status osv.)
bedémdes med b&de QFT- och QFT-Plustester. Riskfaktorer identifierades med en
standardiserade undersdkning och individer uppvisade inga symtom associerade med aktiv
TB vid rekryteringen. Demografi och riskfaktorer rapporterades i tabell 10. | denna population
fick 68/601 (11,3 %) deltagare ett positivt QFT-Plus-resultat, med en positiv dverensstdmmelse
i procent (PPA) och en negativ dverensstammelse i procent (NPA) p& 98,44 % respektive
99,07 % (tabell 11). | denna kohort p& 68 QFT-Plus-positiva patienter var totalt 62 deltagare
positiva med bade TB1- och TB2-r6r, 2 deltagare var positiva med endast TB1 och 4 deltagare

var positiva med endast TB2. Inga indeterminanta resultat (0/601) observerades.
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Tabell 10. Demografi och faktorer associerade med risk fér TB-infektion i en blandad kohort

Totalt antal subjekt (601) Antal Procentandel
. Mén 539 89,7 %
Kén
Kvinnor 62 10,3 %

Ja 15 2,5%
Nej 586 97,5 %

BCG-vaccinerad

Ja 11 1,8 %

Tidigare diagnostiserad med aktiv TB )
Nej 590 98,2 %

Ja 35 58 %
Nej 566 94,2 %

Behandlats fr aktiv eller latent TB

Bott, arbetat eller varit voluntér (>1 manad) iett  Ja 525 87,4 %
harbarge fr hemlésa Nej 76 12,6 %

Nara kontakt med nagon med eller som missténks ~ Ja 9 1,5%
ha en aktiv TB-sjukdom Nej 592 98,5%

Bruksanvisning for QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA 4

—_



Tabell 11. Sammanfattning av prestandan hos QFT-Plus jmfért med QFT for deltagare med kénda
riskfaktorer for latent TB-infektion

QFT
Positivt (+) Negativt (-) Total
Positivt (+) 63 5* 68
QFT-Plus Negativt (-) 1* 532 533
Totalt 64 537 601

*Alla 6 avvikande prov hade IFN-y-nivéer av TB-antigenrdr som var néra analys-cut-off.

Positiv &verensstdmmelse i procent (PPA) och negativ éverensstédmmelse i procent (NPA) mellan

resultaten av QFT och QFT-Plus var enligt féljande:

o PPA: 98,44 % (63/64), 95 % KI (91,67, 99,72)
e NPA: 99,07 % (532/537), 95 % K (97,84, 99,60)

Tabell 12 nedan visar prestandan fér QFT-Plus jamfért med QFT-testet hos BCG-vaccinerade

studiedeltagare.

Tabell 12. Prestanda for QFT-Plus jGmfort med QFT-testet hos BCG-vaccinerade studiedeltagare
(kombinerade data fran kdnslighet, specificitet och LTBI-studiedeltagare)

QFT
Positivt (+)  Negativt (-) Total
Positivt (+) 66 5 71
QFT-Plus Negativt (-) 3 268 271
Totalt 69 273 342*

* Tv& deltagare i kanslighetsstudien exkluderas fran analysen p& grund av indeterminanta resultat

® PPA=956% (66/69), 95 % Kl (87,98, 98,51)
NPA = 98,2 % (268/273), 95 % KI (95,79, 99,22)
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Forvantade varden
Observerade responsdistributioner — riskstratifierade

En uppsdtining IFN-y -responser p& TB1-, TB2- och kontrollrér observerades i kliniska
prévningar och stratifierades enligt risken for M. tuberculosis-infektion (figur 4 till figur 7). Den
blandade riskgruppen bestér av representanter ur en allmén testpopulation bestdende av

individer med och utan riskfaktorer fér TB-exponering och dar aktiv TB &r osannolik (dvs. LTBI).
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Bild 4. Distribution av Nil. A Distribution av Nilvérden i en population med l&g risk (n =744).
B Distribution av Nil-vérden i en population med blandad risk (n = 601). C Distribution av Nil-vérden i en
population odlingsverifierad M. tuberculosis-infektion (n = 416).

44 Bruksanvisning for QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA



Antal subjekt
800+

700
600
5004
400

60
40
20+
e |

TB1
W TB2

IFNy (IE/ml)

Antal subjekt
400

500

400

10 + ‘I
(o] ll n B

TR1
m TB2

":('-’ ,go N 'b g")
\9
Q\
IFN-y (IE/ml)

Bruksanvisning fér QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA

45



Antal subjekt

70+ 81
60 m TB2
50+
40+

30+

20+
0

| ")\ r\,
OQ‘?"B ‘D 'qu
0\

7

IFN-y (IE/ml)

Bild 5. Distribution av TB1 och TB2 (Nil subtraherat). A Distribution av varden fér Nil-subtraherat TB1 och
TB2 i en population med l&g risk (n = 744). B Distribution av varden for Nil-subtraherat TBT och TB2 i en
population med blandad risk (n = 601). C Distribution av vérden fér Nil-subtraherat TB1 och TB2 i en

population med odlingsverifierad M. tuberculosis-infektion (n = 416).
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Antal subjekt
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Bild 6. Distribution av Nil-subtraherat mitogen. A Distribution av vérden fér Nil-subtraherat mitogen i en
population med l8g risk (n=744). B Distribution av véarden fér Nil-subtraherat mitogen i en population med
blandad risk (n = 601). C Distribution av vdrden fér Nil-subtraherat mitogen ien population med

odlingsverifierad M. tuberculosis-infektion (n = 415).
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Bild 7. Observerad skillnad mellan TB1- och TB2-vérden (Nil subtraherat), stratifierat efter risk. Inkluderad
data fran en kohortstudie med blandad risk fér aft visa skillnaderna mellan kohorter med 1&g risk, aktiv
risk och blandad risk. Denna dataanalys inkluderade en kohort med blandad risk med kanda riskfaktorer.
Darfor fran kohorten med lé&g risk n=733, fran kohorten med blandad risk n=588 och fr&n kohorten med
aktiv TB n=357. Den kvantitativa skillnaden i IE/ml for varje deltagare fick man genom att subtrahera

TB1-vardet frdn TB2-vardet.

Sakerhets- och prestandasammanfattning

Sammanfatiningen av sdkerhets- och prestandasammanfatining  finns p& EUDAMED-

webbplatsen.
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Analysens prestandaegenskaper

Analytisk prestanda
Analys-cut-off

QFT-Plus-analys-cutoff bestdmdes med data fran 216 deltagare utan identifierade riskfaktorer
fér TB-exponering, som hade BCG-vaccinerats och antogs vara infektionsfria och 118
deltagare med odling bekraftad med M. tuberculosisinfektion. Kénslighets- och
specificitetsdata kombinerades och analyserades med Receiver Operator Characteristic (ROC)
kurveanalys. Kanslighets- och specificitetsdata analyserade med ROC-analys visade att den

optimala ELISA-avstdngningen var 0,35 IE/ml (se Figur 8).

ROC-kurva
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Kénslighet
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0,00 T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

1 - Specificitet

Bild 8. ROC-kurva for ESAT-6- och CFP-10-svar.
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Tabell 13. Kénslighets- och specificitetsvirden for ELISA vid olika cutoff-vérden

Cutoff IE/ml IFN-y  Kanslighet (%) 95 %Kl Specificitet (%) 95 % Kl Kénslighet +
specificitet

84,97 % till 92,87 % till

0,20 91,53 95,86 % 96,31 98,40 % 187,84
84,97 % il 93,47 % ill

0,23 91,53 95,86 % 96,77 98,69 % 188,30
83,93 % ill 93,47 % till

0,26 90,68 95,25 % 96,77 98,69 % 187,45
83,93 % till 94,08 % till

0,28 90,68 95,25 % 97,24 98,98 % 187,92
82,91 % till 94,08 % till

0,30 89,83 94,63 % 97,24 98,98 % 187,07
81,90 % ill 94,08 % till

0,31 88,98 94,00 % 97,24 98,98 % 186,22
81,90 % ill 94,71 % till

0,33 88,98 94,00 % 97,70 99,25 % 186,68
81,90 % till 95,35 % ill

0,35 88,98 94,00 % 98,16 99,50 % 187,14
80,90 % till 95,35 % till

0,39 88,14 93,36 % 98,16 99,50 % 186,3
79,90 % till 95,35 % ill

0,42 87,29 92,71 % 98,16 99,50 % 185,45
78,92 % till 95,35 % till

0,43 86,44 92,05 % 98,16 99,50 % 184,6
78,92 % till 96,01 % il

0,45 86,44 92,05 % 98,62 99,71 % 185,06

Tabellen fortsatter p& nésta sida
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Tabellen fortsatter fran féregéende sida
Tabell 13. Kénslighets- och specificitetsvérden for ELISA vid olika cutoff-vérden

Cutoff IE/ml IFN-y  Kénslighet (%) 95 %Kl Specificitet (%) 95 %Kl Kénslighet +
specificitet

77,94 % till 96,71 % till

0,47 85,59 91,38 % 99,08 99,89 % 184,67
76,97 % till 96,71 % ill

0,48 84,75 90,70 % 99,08 99,89 % 183,83
76,00 % till 96,71 % till

0,50 83,90 90,02 % 99,08 99,89 % 182,98

Linjaritet

QFT-Plus ELISA har visat sig vara linjér vid placering av 5 replikat av 11 plasmapooler med
kanda IFN-y-koncentrationer slumpvis p& ELISA-plattan. Den linjara regressionslinjen har en
lutning p& 1,002 + 0,011 och en korrelationskoefficient p& 0,99 (bild 9).

11 1

Faststélld niva av IFN-y (IE/ml)

L L L) L L L) L

L] L] L L}
4 1 2 3 4 5 6 7T 8 9% 1011
Forvantad niva av IFN-y (IE/ml)

Bild 9. lllustration av linjaritetsstudieregressionsanalys - hégt poolmedelvédrde = -0,24 +0,9964

Forvéntat.
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Reproducerbarhet

En reproducerbarhetsstudie med flera center genomférdes fér att utvardera QFT-Plus prestanda
pd studieplatser med flera operatérer. Detta var en prospektiv studie utférd vid tre externa
testplatser och en insamlingsplats. Totalt 32 positiva och 34 negativa (bestémt av QFT-tfest)
studiedeltagare  registrerades.  Studiedeltagarna  bestod av  vérdpersonal i USA.
Studiedeltagarna representerade grupper med blandad risk fér TB-exponering p& grund av
sysselsatining eller som utléandskt fédd vardpersonal frén en plats med en TB-frekvens som
dverstiger 50/100 000.

Tre blodprovtagningssrér  med  litiumheparin  erhdlls  frén  varje studiedeltagare pé
insamlingsplatsen. Blodprovtagningsréren med litiumheparin éverférdes sedan fill var och en
av de tre testplatserna dér de alikvoterades till tvé set av QFT-Plus Blood Collection Tubes
(QFT-Plus TB1, TB2, Mitogen och Nil) och sedan testades i enlighet med QFT-
Plus-analysproceduren. Pé varje plats kérde minst tvé operatérer de tvé testerna per studie
oberoende av varandra. Varje operatér blindades fér resultaten som erhallits av den andra

operatdren och blindades for QFT-testresultatet for studiedeltagaren.

Det genererades sex resultat p& alla tre testplatserna per var och en av de 66
studiedeltagarna, vilket resulterade i totalt 396 datapunkter. En sammanfatining av

reproducerbarhetssammanfattningsresultaten finns i tabell 14.

Tabell 14. Sammanfatining av reproducerbarhetsstudieresultat - inom plats % éverensstimmelse med
kvalitativa resultat mellan operatérer; N = 66 patientprover

Plats 1 - 2 Operatdrer Plats 2 - 2 Operatorer Plats 3 - 3 Operatorer

64/66 = 96,97 % 64/66 = 96,97% 59/66 = 89,39%
Overensstimmelse med kvalitativt Overensstimmelse med kvalitativt ~ Overensstémmelse med kvalitativt
resultat av rérset 1 och rorset 2 resultat av rérset 1 och rorset 2 resultat av rorset 1 och rérset 2

Det kvalitativa procentavtalet pa alla studieplatser ér 94,7 % (375/396). | denna berdkning

inkluderar det totala antalet testresultat som Sverensstammer (375), de fall dar det finns
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Sverensstammelse for alla 6 resultat, dverensstimmelse fér 5 av 6 resultat, Gverensstémmelse

for 4 av 6 resultat och éverensstammelse fér 3 av 6 resultat, kombinerade.
Interanalysrepeterbarhet

En studie genomfordes for att bestémma variabiliteten mellan olika loter av QFT-Plus Blood
Collection Tubes i jamfdrelse med QFT-réren. Totalet 30 deltagare (15 bekraftade TB-positiva
och 15 bekréftade TB-negativa genom QFT-est) testades. Tre separata loter av var och en av
QFT-Plus TB1, TB2 och QFT TB Blood Collection Tubes ingick i denna studie. 3 replikat per
givare per blodprovtagningsrérssats testades. Nil- och Mitogen-rér testades med en replika

var.

Blod fr&n varje individ uppsamlades i blodprovtagningsrér med litiumheparin och sedan
dverfordes 1 ml blod fill vart och ett av QFT-Plus-réren och QFT-blodprovtagningsréren och
testades i enlighet med analysproceduren. Fér varje positiv och negativ provgrupp fér den
totala variansen fér QFT-Plus-rérresultaten inte vara stérre @n den totala variansen fér QFT-
rorresultaten. Detta bestdmdes av p-vérdet givet av testet Levenes Homogeneity of Variance
(HOV). Om p-vérdet inte var signifikant (p > 0,05) och/eller variationen for QFT-Plus TB Tubes

var légre én for QFT TB-réret, fanns det varians mellan QFT-Plus- och QFT TB-réren.

Tabell 15. Jémforelse av varianser mellan QFT-Plus-réren och QFT TB-blodprovtagningsréren med
Levenes HOV-test

Proviyp Skillnad Effekt Beroende P-varde Betydande
Positivt TB2 vs QFT Sub_Type Kvarstéende 0,0378 Ja

Positivt TB2 vs QFT Sub_Type Kvarstéende 0,0540 Nej
Negativt TB2 vs QFT Sub_Type Kvarstéende 0,1025 Nej
Negativt TB2 vs QFT Sub_Type Kvarstéende 0,6344 Nej

Variationen mellan QFT-Plus-réren och QFT TB-blodprovtagningsréren var inte signifikant, med
undantag fér QFT-Plus TB2-réret, vid testning med positiva deltagare. Nar uppskattningen av

standardavvikelsen analyserades, var variationen som sags fér QFT-Plus TB2-réret mindre
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(0,06089) an for QFT TB-réret (0,07641), vilket visas i tabell 16. Déarfér var variansen for
blodprovtagningsréren QFT-Plus TB1 och TB2 inte stérre én for QFT TB-blodprovtagningsréret.

Tabell 16. Standardavvikelse for residuala och 95 % konfidensintervall for positiva deltagare

Proviyp Undertyp  Uppskattad standardavvikelse 95 % LCL 95 % UCL
Positivt QFT 0,07641 0,06826 0,08680
Positivt TB1 0,06275 0,05605 0,07127
Positivt B2 0,06089 0,05439 0,06917

Uppreparhet intra-lot

En studie utférdes for att bedéma reproducerbarheten inom loten av  QFT-Plus-
blodprovtagningsrér genom att j@mféra IFN-y -koncentrationen frén replikat av QFT-Plus TB-

blodprovtagningsrér med blod.

Sex alikvoter av eft blodprov med en bekréftad TB-infektion kérdes i sex upprepade
blodprovtagningsrér frén en lot var av béda QFT-Plus réren (TB1 och TB2). Testningen utférdes
med 13 deltagare. %CV berdknades fér varje givare och éver alla givare fér att generera en

genomsnittligt %CV som visas i tabell 17.
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Tabell 17. % CV for genomsnitt, standardavvikelse, minimum, median och maximum i varje QFT-Plus
TB-blodprovtagningsrér for TB-positiva deltagare

QFT-Plus-ror | Provstorlek Medelvirde Standardavvikelse Minimum Median Max
(%CV)

TB1 13 13,31 6,88 4,17 12,87 29,56

TB2 13 13,04 7,48 4,86 10,75 29,44

Resultaten demonstrerar att genomsnittligt %CV fér TB1 och TB2 var ~13 %, vilket uppfyller

godkannandekriteriet p& < 30 % och demonstrerar upprepbarhet intra-lot.
Blankgrans (Limit of Blank, LOB)

Blankgrénsen (Limit of Blank, LoB) utvérderades fér QFT-Plus-analysen. Tvé replikat var av 14
individuella normala humana plasmaprover (som blank) testades med 2 loter av QFT-Plus
ELISA av 3 operatérer pé& 3 testdagar, en operatér per testdag for totalt 84 replikat frén varje
ELISA Kitlot.

LoB-vardena (IE/ml) fér de 2 ELISA Kitloterna berdknades separat, vilket visas i tabell 18.

Tabell 18. LoB-vérdena (IE/ml) fér de 2 QFT-Plus ELISA Kit-loterna

QFT-Plus ELISA Kit LoB uppskattad (IE/ml)
Kit 1 0,030
Kit 2 0,040

Det storre LoB-vérdet, 0,040 IE/ml, fér bada QFT-Plus ELISA Kitloterna, rapporterades som
det slutliga LoB-vardet.
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Detektionsgrdns (Limit of Detection, LoD)

Detektionsgrénsen (Limit of Detection, LoD) utvérderades fér QFT-Plus-analysen. En TB-negativ
mansklig plasmapool genererades genom att kombinera 14 individuella plasmaprover. Var
och en av de tre operatdrerna utarbetade ett IFN-y referensstandardlager med 1,0 IE/ml
utspatt i buffert. En spédningsserie med 8 koncentrationer gjordes. Studien genomférdes under
3 dagar, av 3 omvéxlande operatdrer som anvénde 2 QFT- Plus ELISA Kitloter. For varje
testdag testades 5 replikat av varje koncentration inom varje uppsattning av
serieutspadningsserien for totalt 45 replikat for varje utspadning av IFN-y-koncentration fér
varje QFT-Plus-ELISA Kitlot.

LoD-vardet for vart och eft av de testade QFT-Plus ELISA Kit-loterna beréknades separat, vilket

visas i Tabell 19.
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Tabell 19. Uppskattade LoD-vérden (IE/ml) fér de 2 QFT-Plus ELISA Kit-loterna

QFT-Plus ELISA Kit ~ Sannolikhet Koncentrationsuppskattning  Léigre 95 % Ovre 95 %
(IE/ml) konfidensgrdns for  konfidensgréns for
uppskatining uppskatining
Kit 1 0,95 0,063 0,060 0,067
Kit 2 0,95 0,065 0,060 0,073

Det storre LoD-véardet, som berdknades for bada QFT-Plus ELISA Kitloterna, 0,065 IE/ml,

rapporterades som det slutgiltiga LoD-vardet
Interfererande dmnen

En studie genomférdes for att bestémma effekterna av potentiella interfererande d@mnen pd
prestandan fér QFT-Plus ELISA-detekteringen av IFN-y. Interferensen som ingick i denna
testning var: friglycerider (totalt), hemoglobin, protein (totalt serum), bilirubin (konjugerat),
bilirubin (okonjugerat), abacavirsulfat, cyklosporin och prednisolon. Fem plasmapoolar med
kdnda  koncentrationer av  IFNy  bereddes med anvandning av  olika
interferenskoncentrationer. Baspoolens IFN-y -nivé framstélldes tidigare med en férutbestamd
mangd IFN-y ndrvarande (cirka 0,21, 0,45 och 1,4 IE/ml). Denna pool anvéndes sedan fér
att férbereda interferenspoolerna. De interferenta koncentrationerna som testades var
0 mg/dL, 5 mg/dL, 10 mg/dL, 15 mg/dL och 20 mg/dL. Médlinterferenskoncentrationerna
baserades pé& referensintervall, patologiska vérden, terapeutiska intervall och toxiska intervall
eller enligt rekommendationer fran leverantérer eller allménna kliniska nivéer. Sex replikat

testades for varje inferferent-provkoncentrationsniva.

For varje provkoncentration utférdes ett ttest med tva prov, dar skillnaden i genomsnittlig
log10 (IE/ml) fér den priméra interferentnivén jémférdes med kontrollen (dvs. interferentfri
nivd), vilket visas i tabell 20 och tabell 21. Den uppskattade skillnaden i genomsnittligt svar,
tillsammans med motsvarande tvasidiga 95 % konfidensgrénser och p-virde rapporterades

ocksa.
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Tabell 20. Log10 IE/ml: T-tests sammanfattningstabell for skillnader i medel mellan kontroll och primar
interferensniva for varje interferent och IFN-y koncentrationsniva

Interferent Interferentnivé  Provkoncentration ~ Varianser ~ Medelskillnad ~ Lagre Ovre  P- OK
(IE/ml) 95% 95% vdrde
Kl Kl
Triglycerider  Héga 1,4 Likvardig 0,019 0,040 0,077 0,491 ja.
0,45 Likvérdig 0,004 0,022 0,030 0,732 ja.
0,21 Likvardig 0,006 0,035 0,047 0,759 ja.
Hemoglobin  Héga 1,4 Likvardig ~ -0,005 0,42 0,032 0,784 ja.
0,45 Llikvardig 0,000 0,023 0,023 0,981 ja.
0,21 Likvérdig 0,000 0,034 0,035 0,980 ja.
Protein Héga 1,4 Likvardig 0,004 0,034 0,042 0,836 ja.
0,45 Likvérdig 0,001 0,38 0,040 0,962 ja.
0,21 Likvardig ~ -0,008 0,076 0,060 0,809 ja.
Konjugerat Haga 1,4 Likvardig ~ -0,011 0,057 0,034 0,589 ja.
bilirubin 0,45 Likvérdig 0,002 0,058 0,053 0,923 ja.
0,21 Likvardig ~ -0,014 0,074 0,046 0,625 ja.
Okonjugerat  Héga 1,4 Likvardig ~ -0,008 0,041 0,026 0,614 ja.
bilirubin 0,45 Likvirdig ~ -0,000 0,042 0,041 0,982 a.
0,21 Likvardig ~ -0,000 0,048 0,048 0,989 ja.
Abacavir Héga 1,4 Likvérdig 0,008 0,025 0,041 0,601 ja.
0,45 Likvardig 0,012 0,019 0,044 0,412 ja.
0,21 Likvardig ~ -0,006 0,052 0,040 0,770 ja.
Tabellen fortsatter pa nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida

Tabell 20. Log10 IE/ml: T-tests sammanfatingstabell for skillnader i medel mellan kontroll och primér
interferensniva fér varie inferferent och IFN-y Koncentrationsnivé

Interferent Interferentnivé Provkoncentration Varianser Medelskillnad Lagre ~ Ovre P-virde OK
(IE/ml) 95 %Kl 95 %Kl

Cyklosporin  Héga 1,4 Likvardig 0,014 0,020 0,047 0,383  ja.
0,45 Likvérdig 0,005 0,035 0,045 0,773 ja.
0,21 Likvardig 0,024 0,008 0,056 0,131 ja.

Prednisolone Héga 1,4 Likvardig 0,017 0,017 0,050 0,293 ja.
0,45 Likvardig 0,000 0,036 0,036 0979 ja.
0,21 Likvirdig 0,015 0,035 0,065 0,524 ia.
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Tabell 21. Log10 IE/ml: T-tests sammanfattningstabell for skillnader i medel mellan kontroll och hég
interferensniva for varje interferent och IFN-y koncentrationsnivé

Interferent Interferentniva Provkoncentration Varianser Medelskillnad Lagre ~ Ovre P-varde OK
(IE/ml) 95%KI 95 %Kl
Triglycerider  Hdga 1,4 Likvardig 0,053 0,004 0,110 0,063 ja.
0,45 Likvérdig 0,039 0,021 0,058 <,001 ja.
0,21 Likvardig 0,034 0,002 0,071 0,061 ja.
Hemoglobin  Héga 1,4 Likvérdig 0,001 0,042 0,040 0,967 ja.
0,45 Likvardig 0,016 0,007 0,040 0,152  ja.
0,21 Likvardig 0,014 0,030 0,059 0,489 ja.
Protein Héga 1,4 Likvardig  -0,030 0,071 0,011 0,136 ja.
0,45 Likvardig 0,000 0,046 0,046 0992 ja.
0,21 Likvardig -0,045 0,103 0,012 0,109 ja.
Konjugerat Haga 1,4 Likvardig 0,001 0,046 0,048 0,961 ja.
bilirubin 0,45 likvérdig 0,012 0,043 0,067 0639 ja.
0,21 Likvardig 0,015 0,044 0,074 0,586 ja.
Okonjugerat  Héga 1,4 Likvardig 0,015 0,011 0,042 0,231  ja.
bilirubin 0,45 Likvirdig 0,015 0,023 0052 0411 ja.
0,21 Likvardig 0,012 0,033 0,057 0,566 ja.
Abacavir Héga 1,4 Likvardig 0,013 0,015 0,040 0,322 ja.
0,45 Likvardig 0,015 0,014 0,044 0,283 ja.
0,21 Likvardig 0,008 0,034 0,050 0,677 ja.

Tabellen fortsatter pa nésta sida
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Tabellen fortsatter fran foregéende sida

Tabell 21. Log10 IE/ml: T-tests sammanfatmingstabell for skillnader i medel mellan kontroll och hag
interferensniva fér varie inferferent och IFN-y Koncentrationsnivé

Interferent Interferentnivé Provkoncentration Varianser Medelskillnad Lagre ~ Ovre P-virde OK
(IE/ml) 95%KI 95 %Kl

Cyklosporin  Héga 1,4 Likvardig 0,002 0,019 0,024 0,816 ja.
0,45 Likvérdig 0,007 0,030 0,043 0,682 ja.
0,21 Likvardig 0,015 0,007 0,038 0,155 ja.

Prednisolone  Héga 1,4 Likvardig 0,007 0,016 0,030 0,518 ja.
0,45 Likvardig 0,001 0,034 0,033 0,964 ja.
0,21 Likvardig 0,021 0,025 0,068 0,334 ja.

Resultaten visade inga signifikanta skillnader mellan den priméra interferensnivén och
kontrollen (interferensfri niv&) och fér den héga interferensnivén utom koncentrationsnivén fér
Triglycerid 0,45 IE/ml. Medelskillnaden bestémdes vara inom = 2 standardavvikelsens
infervall. Detta visar att skillnaden ligger inom analysens férvéntade variabilitet och att

triglycerid inte hade n&gon stérande effekt p& QFT-Plus ELISA.
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Bortskaffning

Félj relevanta rikilinjer fér hantering av blod. Kassera prover och material som kommit i kontakt

med blod eller blodprodukter enligt gallande nationella och lokala féreskrifter.
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Felsdkningsguide

Den har felsdkningsguiden kan vara till hjglp for att 18sa eventuella problem som uppstér. Fér
teknisk support och ytterligare information &r du vilkommen att besska véart tekniska
supportcenter p& www.qiagen.com/Support (g& il www.qgiagen.com for att fé

kontaktinformation).

Kommentarer och férslag

Felsdkning av ELISA

Icke-specifik fargutveckling

a) Bristféllig rengdring av  Tvétta plattan minst 6 génger med 400 pl tvéttbuffert per
plattan brunn. Det kan kravas fler &n 6 tvattcykler beroende pd
vilken tvéttmaskin som anvénds. Lat tvéttbufferten verka i

minst 5 sekunder mellan varje cykel.

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

c) Kitets/komponenternas  Kontrollera att kitet anvands innan utgangsdatumet. Se fill
utgéngsdatum har att rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100x)

passerats anvands inom tre ménader efter rekonstituering.

d) Enzymsubstratidsningen  Kassera substratet om det &r blafargat. Kontrollera aft

&r kontaminerad reagenserna endast férvaras i rena behallare.

e) Blandning av plasma i Efter centrifugering ska du undvika att pipettera upp och
QFT-Plus Blood ned eller blanda plasman p& négot satt innan insamling.
Collection Tubes fére Var alltid férsiktig s& att inte materialet p& gelytan férstérs.
insamling
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Kommentarer och férslag

L&ga avldsningar av optisk densitet i standarder

a) Spddningsfel i standard

b)

f)

g)

Pipetteringsfel
For lag
inkuberingstemperatur

For kort inkuberingstid

Ett felaktigt filter
anvands i plattlésaren

Reagenserna ar for
kalla

Kitets/komponenternas
utgangsdatum har
passerats

Tillstand med

a)

b)

Bristfallig rengéring av
plattan

For hog
inkuberingstemperatur

Kontrollera att spadningar av kitstandarden bereds enligt
denna bruksanvisning.

Kontrollera att pipetterna kalibreras och anvands i enlighet
med tillverkarens instruktioner.

Inkubering ELISA  ska utféras

(22 + 5°C).

av i rumstemperatur

Inkubering av plattan med konjugat, standarder och prover
ska ske i 120 = 5 minuter. Enzymsubstratldsningen ska
inkuberas pd plattan i 30 minuter.

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

Alla reagenser, med undantag fér konjugatkoncentrat
(100x), méste ha antagit rumstemperatur innan analysen
pébérijas. Detta tar ungefdr 1 timme.

Kontrollera att kitet anvénds innan utgdngsdatumet. Se fill
att rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100x)
anvénds inom 3 mdanader efter rekonstituering.

Tvatta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per
brunn. Det kan krévas fler én 6 tvattcykler. Lat tvattbufferten
verka i minst 5 sekunder mellan varje cykel.

Inkubering av  ELISA  ska utféras

(22 + 5°C).

i rumstemperatur
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Kommentarer och férslag

c) Kitets/komponenternas
utgangsdatum har
passerats

d) Enzymsubstratidsningen
ar kontaminerad

Kontrollera aft kitet anvénds innan utgangsdatumet. Se fill
att rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100x)
anvands inom tre mé&nader efter rekonstituering.

Kassera substratet om det &r bléfargat. Kontrollera att
reagenserna endast férvaras i rena behdllare.

Icke-linjéir standardkurva och variabilitet mellan duplikat

a) Bristféllig rengéring av
plattan

b) Spdadningsfel i standard

c) Bristfallig blandning

d) Inkonsekvent
pipetteringsteknik eller
avbrott under
pipetteringen vid
beredningen av
analysen

68

Tvétta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per
brunn. Det kan krévas fler én 6 tvaticykler. Lat tvattbufferten
verka i minst 5 sekunder mellan varje cykel.

Kontrollera att spadningar av standarden bereds enligt
denna bruksanvisning.

Blanda reagenserna noggrant genom véandning eller
genom att vortexblanda férsiktigt innan de appliceras pé&
plattan.

Prover och standard ska ftillséttas i anslutning till varandra.
Alla reagenser ska ha preparerats innan analysen
pdbdrjas.
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Symboler

Nedanstdende symboler finns i anvéndningsinstruktionerna eller pé fdrpackningar och efiketter:

Symbol

Symbolfsrklaring

<N>

" g

CE.

EC | REP |

IVD

LO

GTIN

el ELEER

Innehdller reagens som récker till <N> reaktioner

Utgéngsdatum

Den har produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel
2017/746 for in vitro-diagnostiska medicintekniska enheter.

Auktoriserad representant i Europeiska
gemenskapen/europeiska unionen

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer

Lotnummer

Materialnummer (dvs. komponentetikett)
Komponenter

Innehaller

Antal

GSl-artikelnummer

R betyder revidering av bruksanvisningen och n é&r
revisionsnumret

Temperaturbegrénsning
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Symbolfsrklaring

70

(%
<
E‘B
>
o

2
.\

=)

>

An in vitro diagnostic
test using a peptide
cocktail simulating
ESAT-6 and CFP-10
proteins fo stimulate
cells in heparinized
whole blood.

SIS

UDI

Tillverkare

Las bruksanvisningen

Skyddas mot ljus

Varning/férsiktighet eller férsiktighet, Ias medféljande dokument

Ett in vitro-diagnostiskt test som anvénder en blandning av
peptider som simulerar ESAT-6- och CFP-10-proteiner i syfte att
stimulera celler i hepariniserat helblod

Innehéller biologiskt material fran djur

Innehéller biologiskt material frén ménniskor

Unik enhetsidentifierare

Bruksanvisning fér QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA



Symbol Symbolfsrklaring

s Innehdller tartrazin
| tartrazine |

ISU'furic acid | Innehdller svavelsyra
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Bilaga A: Teknisk information

Indeterminanta resultat

Indeterminanta resultat ar sallsynta och kan bero pé testpersonernas immunstatus (5), men de
kan ocksé vara relaterade till ett antal tekniska faktorer (t.ex. olamplig hantering/lagring av

blodprovtagningsrér eller ofullsténdig ELISA-plattbricka) om bruksanvisningen ovan inte féljs.

Om det finns misstanke om tekniska problem med reagenslagringen i samband med
provtagning eller hantering av blodprover, ska hela QFT-Plus-testet géras om med ett nytt
blodprov. ELISAtestet fér stimulerad plasma kan géras om ifall det finns misstankar om
bristfallig rengdring eller om att proceduren for ELISA-festet inte har f8ljts. Lakaren kan dé vilja

att ta ett nytt prov eller vidta andra &tgarder.
Koagulerade plasmaprover

Om fibrin bildas under lagvarig lagring av plasmaprover ska proverna centrifugeras fér att

det koagulerade materialet ska sedimenteras och fér att underlétta pipettering av plasman.
Lipemiska plasmaprover

Var férsiktig vid pipettering av lipemiska prover eftersom fettavlagringar kan blockera

pipettspetsar.
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Bilaga B: Forkortad ELISA+estprocedur

1. Ekvilibrera ELISA-komponenterna, med undantag for /D
1:00

konjugatkoncentrat (100x), i rumstemperatur i minst 60 minuter.

2. Rekonstituera kitstandarden till 8,0 IE/ml med destillerat eller
avjoniserat vatten. Bered fyra (4) standardsp&dningar. /

3. Rekonstituera frystorkat konjugatkoncentrat (100x) med destillerat @

eller avjoniserat vatten.

4. Bered arbetsutspadning av konjugat i den gréna diluenten och L{J/l_l/lj/

tillsatt 50 pl i alla brunnar.

5. Tillsatt 50 pl av plasmaproverna och 50 pl standard i lampliga ////
MININ

brunnar. Blanda med en skakapparat.

6. Inkubera i 120 minuter i rumstemperatur.

7. Tvétta brunnarna minst 6 génger med 400 pl tvéttbuffert per

brunn.

8. Tillsatt 100 pl enzymsubstratlésning i brunnarna. Blanda med en ////
skakapparat. |_I |_| |_I l_l
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9. Inkubera i 30 minuter i rumstemperatur. /D
0:30

10. Tillsétt 50 pl enzymstoppande 18sning i brunnarna. Blanda med ////
MMM

en skakapparat.

11. L&s av resultaten vid 450 nm med ett 620 till 650 nm referensfilter }“
-

12. Analysera resultaten.
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Bestallningsinformation

Produkt

Innehadll

Kat. nr

QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) ELISA Kit

QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus) Reference Lab Pack

Related products

QuantiFERON-TB Gold Plus
Blood Collection Tubes

QuantiFERON-TB Gold Plus
Blood Collection Tubes
Dispenser Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus
Single Patient Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus
High Altitude Blood Collection
Tubes

QuantiFERON-TB Gold Plus
High Altitude Blood Collection
Tubes Dispenser Pack

QuantiFERON-TB Gold Plus

High Altitude Single Patient Pack

ELISA Kit med 2 plattor

ELISA Kit med 20 plattor

200 rér (50 vardera Nil,
TB1, TB2 och Mitogen)

100 rér (25 vardera Nil,
TB1, TB2 och Mitogen)

40 ror (1 vardera Nil,
TB1, TB2 och
Mitogen/paket). paket
med 10

200 ror (50 vardera Nil,
TB1, TB2 och Mitogen)

100 ror (50 vardera Nil,
TB1, TB2 och Mitogen)

40 rér (1 vardera Nil,
TB1, TB2 och
Mitogen/paket). paket
med 10
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622822

622526

622423

622222

623526

623423

623222
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Uppdaterad  licensinformation  och  produkispecifika  friskrivningsklausuler ~ finns i
bruksanvisningen till respektive QIAGEN-kit. Bruksanvisningar for QIAGEN«it finns pé
www.qiagen.com eller kan bestéllas frén QIAGEN teknisk service eller din lokala

aterforsdljare.
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Dokumentrevisioner

Datum Andringar
R2, juni 2021 Inkluderar information om férpackning fér en patient

R3, oktober 2021

R4 mars 2023

Reviderade tabeller 10 och 11 fér att skilja mellan QFT-GIT- och
QFT-Plus-data

Uppdaterat avsnitt Beskrivning och princip for att lagga il
information om testpoputlation och métfrekvens

Lade fill tabell 9 fér att lagga till data om QFT-Plus-
sannolikhetskvot

Aterstéllda katalognummer tillbaka till original katalognummer
Lade fill uttalande om engdngsanvéndning for remsa fér
mikroplatta i Kitinnehdll

Formateringsatgérder
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Avtal om begrénsad licens fér QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT-Plus) ELISA Kit
Anvéndning av denna produkt innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den hér bruksanvisningen och far endast anvéindas med komponenterna
som ingdr i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella tillgéngar fér att anvénda eller inkludera komponenterna i denna panel med
komponenter som inte ingér i denna panel férutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér bruksanvisningen och ytterligare protokoll
som finns p& www.qiagen.com. Vissa av dessa ytterligare protokoll har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fr andra QIAGEN-anvéndare. Dessa protokoll har
inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

Panelen och dess komponenter &r licensierade fér engéngsbruk och fér inte dteranvandas, férbéttras eller séljas vidare.

QIAGEN avsager sig specifikt ansvar for alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, férutom de uttryckligen angivna.

Rl e

K&paren och anvéndaren av panelen godkénner att inte filldta ndgon annan att utféra ndgot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva att detta avtal om begrénsad licens uppratthalls i domstol, och ska erséttas fér alla undersdknings- och ra der, inklusive
advokatkostnader, som uppstér vid férsdk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller
nagon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group) Proclin®. Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i detta dokument ska
inte anses som oskyddade enligt lag, Gven om de inte utiryckligen anges som skyddade.

03/ 2023 L1123669 11236695V © 2023 QIAGEN, med ensamrét.
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