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Vorgesehene Anwendung

Der LIOFeron®TB/LTBI ist ein Zytokin-Nachweis-Test zur quantitativen Bestimmung von
Interferon Gamma (IFN-y), welches von menschlichen Blutzellen nach Stimulation mit
Mycobacterium tuberculosis Antigenen gebildet wird. Der Test ist fiir die Diagnose einer
latenten TB-Infektion (LTBI) geeignet. Wie bei anderen IGRA-Tests auf dem Markt kann
dieser Test auch bei TB-Patienten positiv reagieren, aber nicht zwischen LTBI und aktiver
TB unterscheiden.

Der LIOFeron®TB/LTBI ist ein 2-Komponenten-Kit, bestehend aus HUMAN BLOOD
STIMULATION TUBES und HUMAN IFN-y ELISA. Der Test ist fiir den professionellen Einsatz in
der In-vitro-Diagnostik bestimmt. Der Test ist NICHT fir Eigenanwendung.

Einfihrung/Anwendungsfeld

Die Human-Tuberkulose hat sich mit deren Wiederaufleben in den westlichen Landern in den
letzten Jahrzehnten zu einer globalen Krankheit entwickelt. TB ist Uberwiegend eine
Erkrankung der Atemwege, kann aber auch andere Organe betreffen. Menschen mit einer
aktiven TB sind hoch infektits. Die Ubertragung einer aktiven TB erfolgt am haufigsten durch
Tropfcheninfektion beim Husten oder Niesen Uiber die Inhalation durch Nase oder Mund. Die
latente TB-Infektion (LTBI) ist nicht ansteckend und tritt auf, wenn das Immunsystem eine
primare TB-Infektion unterdriicken konnte. Eine LTBI verbleibt ein Leben lang im Korper und
kann ausbrechen, wenn das Immunsystem geschwacht ist, wie etwa im Alter, bei
Krebserkrankung oder aufgrund einer Infektion mit anderen Krankheiten.

Nach den neuesten Schatzungen der World Health Organization (WHO) gehort die TB
weltweit zu den haufigsten zehn Todesursachen und fuhrt die Liste der infektionsbedingten
Todesursachen an. Im Jahr 2017 verursachte die TB circa 1.3 Millionen Todesfalle (Variation
von 1.2-1.4 Millionen) bei HIV-negativen Patienten und zusatzlich etwa 300.000 Todesfalle
(Variation von 266.000-335.000) bei HIV-positiven Patienten. Im Jahr 2017 gab es
schatzungsweise 10.0 Millionen neue TB-Fille (Variation von 9.0-11.1 Millionen)?.
Arzneimittel-Resistenzen bei HIV-Behandlung und das Auftreten von Multiresistenter (MDR)
sowie Extensiv resistenter (XDR) Stamme des Tuberkuloseerregers M. tuberculosis
erschweren zunehmend die Therapie und fiihren zu hoffnungslosen Situationen. Nach
Einschatzung der WHO wurden im Jahr 2017 weltweit 160.684 MDR -TB Falle nachgewiesen
und gemeldet?®,.

Zusatzlich gibt es keine effiziente Impfung gegen HIV und TB, was die Situation weiter
verschlimmert. M. bovis BCG, das einzige verfigbare Vakzin gegen TB, hat sich als wenig
effizient erwiesen und die Impfung ist haufig inaktiv®.

Die Diagnose einer Infektion mit TB kann hilfreich bei der Entscheidung sein, wie die Therapie
gestaltet wird. Konzentrationen verschiedener Zytokine in humanem Blut haben sich als
signifikanter Parameter zur Diagnose von Infektionen wie auch mit M. tuberculosis bewahrt.
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T-Lymphocyten von Patienten, die mit M. tuberculosis infiziert sind, erkennen
mykobakterielle Antigene und lésen eine Zytokinprodution aus, z.B. IFN-y % 2 Die
quantitative Bestimmung von IFN-y bildet die Basis des Interferon-Gamma (IFN- y) Release
Assays (IGRA), LIOFeron®TB/LTBI, und kann hilfreich fur die Diagnose von aktiver und
latenter TB sein. Dieser IGRA Test kann jedoch nicht zwischen aktiver und latenter TB
unterscheiden.

IGRA Tests werden verbreitet verwendet, um die IFN- y-Produktion der humanen Peripheren
Mononukledren Blutzellen (PBMCs) bei aktiver und latenter TB nach Kontakt mit
rekombinanten Antigenen aus M. tuberculosis zu messen. Die WHO hat IGRAs als den
bevorzugten Test fiir den Nachweis einer latenten TB-Infektion (LTBI) bei BCG-geimpften
Personen in Landern mit geringer TB-Belastung befiirwortet.

LIOFeron®TB/LTBI enthalt zwei verschiedene TB-Antigen Rohrchen, TB A und TB B. TB A
enthalt Antigene, von denen bekannt ist, das diese bei BCG fehlen und die gewdhnlich
weithin fir IGRA Tests verwendet werden?* 710,11, 17,19, 20 TB B enthilt ein patentiertes
Antigen der LIONEX GmbH mit CD8+ Epitopen?, 8.
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Testprinzip

Der LIOFeron®TB/LTBI besteht aus zwei Hauptkomponenten, den HUMAN BLOOD
STIMULATION TUBES und dem HUMAN IFN-y ELISA. Der Test ist ein Zytokin-Nachweis Test
der auf der Tatsache basiert, das humane Blutzellen bei Exposition zu spezifischen
M. tuberculosis Antigenen IFN-y bilden.

Je Probe enthalten die HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES je ein Positiv-Kontrollréhrchen,
ein Negativ-Kontrollrohrchen und zwei TB-Antigenréhrchen. Die humane Blutprobe wird
vends gewonnen und in Li-Heparin Rohrchen gesammelt (nicht im Kit enthalten).
AnschlieBend wird je 1 mL der Probe in die Negativ-, Positive- und TB-Antigenréhrchen des
Kits pipettiert. Die Proben in den R6hrchen werden vorsichtig durch Invertieren der Rohrchen
gemischt und in einem Inkubator bei 37°C Giber Nacht stehengelassen. Am nachsten Tag wird
der klare Uberstand (Plasma) vorsichtig vom Pellet (Blutzellen, rot) getrennt und mittels
HUMAN IFN-y ELISA analysiert. Mit dem ELISA wird die Konzentration an IFN-y bestimmt,
welches nach Kontakt der Blutzellen mit den spezifischen M. tuberculosis Antigenen
produziert wurde. Diese spezifischen Antigene unterscheiden sich von den Antigenen, welche
in BCG und in den meisten anderen Mykobakterien vorkommen, welche nicht zum M.
tuberculosis Komplex gehéren (NTM).

Der HUMAN IFN-y ELISA basiert auf dem Prinzip des Enzym Immuno Assays (EIA). Spezifische
monoklonale anti-human IFN-y Antikérper auf der Oberflache der Mikrotiterplatten
fungieren als Fangerantikorper.

Die Plasmaproben aus den HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES werden zusammen mit den
Standards in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten pipettiert. AnschlieBend wird ein Biotin-
gekoppelter sekundarer Antikorper (Detektionsantikorperlosung) hinzupipettiert und die
Mikrotiterplatte inkubiert. Falls IFN-y in der Probe enthalten ist, bindet dieses an die auf der
Mikrotiterplatte immobilisierten Fangerantikorper. Nach dem ersten Inkubationsschritt wird
die Platte mit Waschlosung gewaschen, damit ungebundenes Material entfernt wird.
AnschlieBend an den Waschschritt wird die Konjugatlésung in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten pipettiert und die Platte wird erneut inkubiert. Nach einem finalen
Waschschritt wird die Substratlésung zugefligt, die eine mehr oder weniger starke blaue
Farbentwicklung induziert. Die Farbentwicklung wird durch die Zugabe der Stopplosung
unterbrochen und die Farbe schlagt von blau nach gelb um. Vertiefungen, die kein IFN-y
enthalten, bleiben farblos. Die Farbentwicklung wird mittels eines ELISA Readers bei 450 nm
gemessen. Die Konzentration von IFN-y ist direkt proportional zur Intensitat der Farbe.
Dadurch, dass die Proben jeweils parallel zu den Standards gemessen werden, ist die
quantitative Bestimmung der IFN-y Konzentration fur jede Probe moglich.
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Kit Komponenten

Tabele 1: Komponenten der HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES:

HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES:

Farbe N/ 1 Test 22 Tests 2x 22 Tests
des
Deckels LIO-Feron01_1  LIO-Feron01_22  LIO-Feron 01_44

Positiv-Kontrolle (Gebrauchsfertig)

. enthilt Li-Heparin und Mitogen IECI 1 Rohrchen 22 Rohrchen 2x 22 Réhrchen
(schwarzer Deckel)
Negativ-Kontrolle (Gebrauchsfertig) .. .. ..

|:| enthalt Li-Heparin (weiRer Deckel) 1 Réhrchen 22 Rohrchen 2x 22 Roéhrchen

TB Antigen A (Gebrauchsfertig) enthalt Li-

|:| Heparin und LIONEX-Antigen, fehlt in BCG 1 Rohrchen 22 Rohrchen 2x 22 Réhrchen
(griner Deckel)

TB Antigen B (Gebrauchsfertig) enthalt Li-

[] | Heparin und LIONEX-Antigen mitcog+  [1BE] 1 Rohrchen 22 Réhrchen  2x 22 Réhrchen
Epitop (blauer Deckel)

Tabelle 2: Komponenten des HUMAN IFN-y ELISA:

HUMAN IFN-y ELISA:

Farbe W 22 Tests 2x 22 Tests
des Deckels) REF LIO-Feron 02_22  LIO-Feron 02_44

Mikrotiterplatte (Gebrauchsfertig) mit
monoklonalem anti-human IFN-y
Fangerantikorper, versiegelt in 1x 2 X
Aluminiumverbundbeutel mit
Trockenmittel, 12 x 8 Well Streifen
Rekombinanter humaner IFN-y Standard )

. (12,5 IU, lyophilisiert) (roter Deckel) 2x 4x
Detektionsantikorperldsung
(Gebrauchsfertig) mit monoklonalem

. anti-human IFN-y Detektionsantikorper, 7 mL 14 mL
Biotin-gekoppelt, enthalt Casein (griiner
Deckel)
Konjugatlosung (Gebrauchsfertig) mit

|:| Streptavidin, HRP-gekoppelt (gelber 14 mL 24 mL
Deckel)
Substratlosung (Gebrauchsfertig)

. enthalt 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin* 14 mL 24 mL
(TMB) (schwarzer Deckel)
Stopplosung (Gebrauchsfertig) enthalt

I:I H2S04* (weilRer Deckel) pTO 7mlL 14 mL
Waschpuffer (10x Konzentrat)

. (schwarzer Deckel) 100 mL 2x100 mL
Inkubationspuffer (Gebrauchsfertig)

. enthalt Bovine Serum Albumin (blauer 40 mL 40 mL
Deckel)
Gebrauchsanweisung [ 1x 1x

* Lesen Sie den Abschnitt “Warnhinweise und VorsichtsmafSnahmen”.
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Zusatzlich erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien

Einmalhandschuhe; Behalter fiir Abfalle und potentiell kontaminierte Materialien
Blutsammelrohrchen(Li-Heparin) mit Entnahmebesteck

Behalter fur die Verdiinnung der Standards z.B. sterile 1,5 mL Plastikgefal3e, und (optional)
fir die Plasmasammlung und Lagerung

Inkubator 37°C (+ 0,5 °C), CO; ist nicht notwendig

Zentrifuge, geeignet fiir BlutsammelgefaRe (RCF reichweite von 2000 bis 3000)

Vortexer

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Becherglaser, Glasflaschen und/oder MeRzylinder fir die Vorbereitung des 1 x
Waschpuffers

Kalibrierte Mikroliterpipetten und Einwegspitzen, geeignet fir 50 puL bis 1000 uL
Automatischer Washer flir Mikrotiterplatten (96 well, empfohlen) oder kalibrierte
Multikanalpipetten, geeignet fiir 50 pL bis 400 puL mit Einwegspitzen (optional)

Laboruhr

Mikrotiterplatten-Reader (450 nm)

Zeitbedarf fiir den Test
Der Zeitbedarf fir die Testdurchfiihrung des LIOFeron®TB/LTBI ist unten dargestellt.

HUMAN BLOOD STIMULATION Pipettieren der Proben in die Rohrchen und Mischen:
TUBES: etwa 10 Minuten pro Probe. Die Inkubationsdauer ist

16 bis 24 Stunden

(37°C+0,5°C).

Zeitbedarf flir die Gewinnung der Plasmaproben: ca.
5 Minuten.

HUMAN IFN-y ELISA: Circa 3 h pro Mikrotiterplatte (22 Tests).

< 1 h Laborarbeit, zusatzlich ca. 15 Minuten fir jede
weitere Mikrotiterplatte.
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Warnhinweise und VorsichtsmaRRhahmen

Nur in vitro-Diagnostik! Nicht fiir Eigenanwendung!

Befolgen Sie die Anweisungen zur Testdurchfihrung und Interpretation der
Ergebnisse sorgfaltig!

In Ubereinstimmung mit der Guten Laborpraxis (GLP) sollten alle eingesetzten
Laborgerate regelmaRig auf Genauigkeit und Prazision Uberprift und kalibriert
werden.

Nicht einnehmen oder verschlucken! Im Labor nicht Essen, Trinken oder Rauchen!
Nicht ohne Schutzkleidung arbeiten (Einmalhandschuhe, Schutzbrille und
Laborkittel)! Kontakt der Kit Reagenzien mit Haut, Augen oder Schleimhauten
vermeiden.

Verwenden Sie alle Reagenzien innerhalb der Haltbarkeitsspanne (aufgedruckt auf
den Etiketten).

Bringen Sie alle Kitkomponenten auf Raumtemperatur (vorzugsweise 15-30°C) und
mischen Sie die flussigen Kit Komponenten vor Gebrauch durch vorsichtiges
Schwenken. Lagern Sie den Testkit unmittelbar nach der Verwendung bei 2 - 8°C. Der
Test ist empfindlich gegentiber Temperaturen Gber 30°C.

Verwenden Sie nur frische Blutproben, die Antikoagulantien enthalten (Li-Heparin).
Andere KorperflUssigkeiten als Li-Heparin Blut sind nicht validiert und kénnen
inkorrekte Ergebnisse hervorrufen! Lagern Sie Blutproben bei Raumtemperatur
(vorzugsweise 15-30°C)! Blutproben nicht unter 15°C lagern! Das Blut nicht
verwenden, wenn die Blutabnahme mehr als 16 h zurickliegt.

Wir empfehlen, die Standards in Doppelbestimmungen zu messen. Fir die Messung
von humanen Plasmaproben sind Einzelbestimmungen moglich.

Verwenden Sie keine Reagenzien unterschiedlicher Kits oder Chargen und mischen
Sie keine Reagenzien unterschiedlicher Kits oder Chargen.

Vermeiden Sie Kontaminationen von Reagenzien. Verwenden Sie nicht den gleichen
Behalter fiir mehrere Proben!

Arbeiten Sie unter sterilen Bedingungen um Kontamination der Proben zu vermeiden.
Vermeiden Sie die Verwendung von triben Proben, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass diese bakteriell kontaminiert sind. Verwenden Sie nur den klaren
Uberstand fiir die Zytokinmessung. Vermeiden Sie Kontamination durch rote
Blutzellen beim Entnehmen des Uberstandes. Trennen Sie die roten Blutzellen vom
Plasma durch Zentrifugation wenn notwendig.

Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben vermeiden, da die Zytokine
hierdurch denaturiert werden kdénnten.

Rev.
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e Vor dem Pipettieren die Testlosungen durch vorsichtiges Hin- und Herschwenken
durchmischen. Starkes Schitteln vermeiden (Schaumbildung!). In konstanten
Intervallen pipettieren, damit alle Wells gleich behandelt werden.

e Vermeiden Sie die Berihrung der Innenseite der Schraubdeckel mit den Fingern
(Kontaminationsgefahr). Nur zum Einmalgebrauch. Nicht verwenden wenn die
Behalter beschadigt sind oder offen (Schraubdeckel fehlt).

e Schutzen Sie das [TMB| Substrat vor direkter Sonnenstrahlung.

Weitere Informationen erhalten Sie per E-Mail an sales@lionex.de, bitte fordern Sie ein
Sicherheitsdatenblatt (MSDS) an.

A

ACHTUNG:

Behandeln Sie humanes Blut und Plasma als potentiell infektios. Alle
Kitkomponenten sollten als infektids angesehen werden. Dekontaminieren
und entsorgen Sie Reste der Kitreagenzien und humanen Blut- und
Plasmaproben gemaR lokalen Vorschriften, z.B. durch Autoklavieren oder
unter Verwendung einer desinfizierenden Losung.

Gefahren- und Sicherheitshinweise

TMB

STO

Substratlosung

3,3, 5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) enthalt: N-Methyl-2-pyrrolidon.
Gefahr! Kann das Kind im Mutterleib schadigen (H360D).

Alle Kit-Komponenten nur in einer zugelassenen Entsorgungsanlage
entsorgen.

Bei Exposition: Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. Schutzhandschuhe /
Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

Stopplosung

Enthalt: Schwefelsaure. Gefahr! Kann gegenliber Metallen korrosiv sein
(H290). Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere
Augenschaden (H314).

Alle Kit-Komponenten nur in einer zugelassenen Entsorgungsanlage
entsorgen.

Bei Exposition: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. Schutzhandschuhe /
Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

Rev. 4.0/20220317 9 www.lionex.de
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Probenentnahme und Vorbereitung
Der LIOFeron®TB/LTBI funktioniert am besten mit frischen Proben.

Es werden mindestens 4,5 mL menschliches Blut bendtigt. Die Probe unter
Standardlaborbedingungen (aseptisch, Vermeidung von Hamolyse) unter Verwendung von
Li-Heparin-Blutentnahmerdhrchen entnehmen.

Wenn die Probe nicht unmittelbar nach der Blutentnahme in die HUMAN BLOOD
STIMULATIONS-TUBES Uberfiihrt werden kann, kann das Vollblut bis zu 16 Stunden bei
15 - 30°C gelagert werden.

Verwendung und Lagerung von Plasma nach der Blutstimulation

Wir empfehlen, das Plasma direkt nach der Zentrifugation aus den Réhrchen auf die ELISA-
Platte zu pipettieren. Wir empfehlen, den HUMAN IFN-y ELISA innerhalb weniger Tage nach
der Blutstimulation durchzufiihren.

Wenn der HUMAN IFN-y ELISA nicht unmittelbar nach der Blutstimulation durchgefiihrt
werden kann, konnen die R6hrchen bis zu 4 Tage bei 2 - 8°C gelagert werden.

Fir eine langere Lagerung, trennen Sie menschliches Plasma von den roten Blutkdrperchen
und lagern Sie es bei 2 - 8°C (bis zu 28 Tage). Dies kann jedoch zu einer Verringerung der
IFN-y Konzentration fuhren. Separierte Plasmaproben kdnnen fir langere Zeit unter -20°C
gelagert werden. Eingefrorene Proben missen vor dem Test aufgetaut und gut gemischt
werden. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben!

Rev. 4.0/20220317 10 www.lionex.de
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Vorbereitung von Reagenzien

WB| Waschpuffer (10 x Konzentrat):

Bringen Sie den |WB| Waschpuffer (10 x Konzentrat) auf Raumtemperatur
(vorzugsweise 15 - 30°C) und mischen Sie den Puffer vorsichtig vor Gebrauch.
Wenn Salzkristalle in der Flasche sind, das Konzentrat etwa 15 min bei 37°C
Waschpuffer | @rwarmen.

10 x Konzentrat

Vor Gebrauch mit destilliertem Wasser (1 + 9 Volumina) verdiinnen, z.B. 100 mL
WB| Waschpuffer (10 x Konzentrat) + 900 mL destilliertes Wasser.

STA| Rekombinanter humaner IFN-y Standard (lyophilisiert):

STA

Rekonstituieren Sie den IFN-y Standard mit dem auf dem Etikett des Rohrchens
angegebenen Volumen an |IB| Inkubationspuffer zu einer Stammlésung mit 12,5
IU/mL. Mischen Sie die Stammldsung nach Zugabe des Inkubationspuffers fiir
mindestens 10 Sekunden gut durch (z.B. mit einem Vortexer).

Verdlnnen Sie die Stammlosung wie im unten abgebildeten Pipettierschema
und in der Tabelle angegeben weiter zu den Standardlosungen (S1 - S4; Abb. 1,

Tabelle 3):
Tabelle 3: Vorbereitung der Standardlésungen S1 - S4.

Standard- konz. IEN Volumen Stammlésung oder Volumen Gesamt-
I6sung Nr. ’ ¥ Standardlésung Inkubationspuffer volumen
S1 41U/mL 80 pL der Stammloésung 170 pL 250 uL
S2 11U/mL 50 pL Standardlésung S1 150 pL 200 pL
S3 0.25 IU/mL 50 puL Standardlésung S2 150 pL 200 pL
S4 (Blindwert) 01U/mL - 150 pL 150 pL

80 L 50 uL 50 pL
Rekonstituierte STA Standardlosungen Nr. :
IFN-y S4 (Blindwert)
Stammldsung 4 IU/mL 1 \U/mL U 25 IU/mL Inkubationspuffer

Abb.1:  IFN-y Konzentrationen der hergestellten Standardl6sungen S1 —S3.
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Testdurchfiihrung
HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES

Die Testdurchfiihrung benétigt circa 10 Minuten fiir jede Probe. Inkubationszeit: 16 - 24 h.

1.

Entnehmen Sie die Anzahl der zu verwendenden HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES
Nd, |TB A], [TB B| und aus der Packung. Stellen sie die Rohrchen aufrecht in einen
geeigneten Stander. Beschriften Sie die HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES sorgfaltig,
z.B. mit einer Probennummer oder ID. Entfernen Sie die Deckel durch Hochziehen (nicht
schrauben) und legen Sie die Deckel mit der Innenseite nach oben auf eine saubere,
ebene Flache.

Mischen Sie die Blutprobe im Li-Heparin Sammelréhrchen durch vorsichtiges Auf- und
Abschwenken (etwa 10-mal). Pipettieren Sie jeweils 1 mL der Blutprobe in jedes HUMAN
BLOOD STIMULATION TUBE (|N{, [TB A|, [TB B| und ) und verschlieBen es. Achtung! Es

gibt 2 Verschlussstellen. Bitte den Deckel ganz nach unten driicken!

Mischen sie jedes HUMAN BLOOD STIMULATION TUBE mit je 1 mL Li-Heparin Blut
vorsichtig durch zehnmaliges Invertieren. Starkes Schiitteln dabei vermeiden, damit die
Blutzellen nicht hamolysieren!

Stellen Sie den Stander mit den HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES (gefillt mit jeweils
1 mL Li-Heparin Blut) aufrecht in einen Inkubator bei 37°C (x 0,5 °C). Inkubieren Sie die
Rohrchen fir Minimum 16 Stunden. Maximale Inkubationsdauer ist 24 Stunden.

AbschlieBend den Stander mit HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES aus dem 37 °C
Inkubator entnehmen (ohne zu schitteln!). Es ist moglich, das Plasma ohne
Zentrifugation zu ernten, aber achten Sie darauf, eine Kontamination mit roten
Blutkorperchen zu vermeiden. Die roten Blutkorperchen werden durch das Gel vom
Plasma getrennt.

Wichtiger Hinweis: Bei Kontamination des Plasmas mit roten Blutzellen das
menschliche Plasma durch Zentrifugation der Roéhrchen fiir 15 Minuten bei 2000
bis 3000 RCF (g) ernten. Vermeiden Sie nach der Zentrifugation das Auf- und
Abpipettieren oder das Mischen des Plasmas. Stets darauf achten, dass das Plasma
auf der Oberflache des Gels nicht mit roten Blutzellen durchmischt wird.

Die Plasmaproben sollen nur unter Verwendung einer Pipette geerntet werden. Das
Plasma kann direkt von den HUMAN BLOOD STIMULATIONS TUBES in die HUMAN IFN-y
ELISA-Platte Uberfiihrt werden. 50 plL des klaren Uberstands aus den HUMAN BLOOD
STIMULATION TUBES in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettieren und mit Schritt
5 des "HUMAN IFN-y ELISA-Testverfahrens" fortfahren.

Hinweis: Es ist moglich, eine automatisierte ELISA-Workstation zu verwenden.

Rev. 4.0/20220317 12 www.lionex.de
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Pipettieren Sie jeweils 1 mL Der Human-
Blutprobe in die 4 Testréhrchen

|
b

[nc]| |mBAl| [fBB] [[Pc]
INKUBATIONSZEIT:
16 — 24 hat 37°C

l

—_—
|
L[] 1]
[ NC| [tB Al| |[1BB|| |[PC] SotiondE
' Kurzzeitige Lagerung:
< 4 Tage bei 2 -8 °C
Uberstand —
(Human Plasma) 1Léir;?ere Lagert:lng:
. Plasmavonden
Rote Blutzellen roten Blutzellen
trennen
2. bis zu 28 Tage bei

2 - 8°C oder langere

N\ 2 Lagerung bei <-20°C
N \ Uberfiihrenvon B B

) 50 pL Human Plasma i tianon

Abb. 2:  Kurzanleitung zur Verwendung von HUMAN BLOOD STIMULATION
TUBES. Die Plasma-Proben (Uberstand) kénnen direkt in die ELISA-
Platte pipettiert werden. Es kann auch eine automatische ELISA-
Workstation verwendet werden. Optional ist eine Lagerung bei 2 - 8°C
bzw. < -20°C wie unter "Verwendung und Lagerung von Plasma nach
der Blutstimulation" moglich.
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HUMAN IFN-y ELISA
Die Testdauer betragt 3 Stunden.

1. Stellen Sie den vorbereiteten Waschpuffer und die Standards aus dem Abschnitt
"Vorbereitung von Reagenzien" bereit.

2. Equilibrieren Sie alle Kit-Komponenten auf Raumtemperatur (15 - 30 °C, ca. 30 Minuten).

3. Entnehmen Sie die [MTP| Mikrotiterplatte aus dem Aluminiumbeutel und setzen Sie die

erforderlichen Mikrotiterstreifen in die dafir vorgesehene Halterung ein. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen zurlick in den Aluminiumbeutel bringen.

4. Pipettieren Sie 50 uL / Well jeder Probe, die vorbereiteten Standardlosungen Nr. S1 - S3
und den [IB] Inkubationspuffer als Blindprobe (S4) in die Vertiefungen. Die Standards und
der Blindwert sollten doppelt gemessen werden, die Proben als Einzelbestimmungen. Die
Proben und Standards konnen an jeder beliebigen Stelle auf die Mikrotiterplatte platziert
werden, allerdings missen diese immer von oben nach unten in der in Abbildung 3
vorgegebenen Reihenfolge pipettiert werden. Dies erleichtert die Analyse der Ergebnisse
manuell oder durch eine Software. Gelagerte Plasmaproben vor der Verwendung
grundlich mischen!

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

C 1B E 1B E == B E 1B E B E B 1B E B E B e

1 3 5 7 9 13 15 17 19 21
PC PC PC PC [ o PC PC PC PC PC
B TE E B - B A F = s E : B

G 11=2= 'L-l =1= Ml=2= 11=1= 1BE I'Z - ']1-: 11=1= 11=3= BEe
0 1 12 14 16 18 20
H PC PC PC PC PC PC PC PC

(S8unmyoruamadid) uayun «— uaqo

Die Proben und Standards kénnen an jeder beliebigen Stelle auf die Mikrotiterplatte
platziert werden, allerdings miissen diese immervon oben nach unten pipettiert werden!

Abb.3:  Beispiel Pipettierschema des HUMAN IFN-y ELISA; Standardlésungen
(S1 - S3) und Blindwert (S4) als Doppelbestimmungen; Nr. 1 - 22 als
Einzelbestimmungen jeder Probe aus den HUMAN BLOOD

STIMULATION TUBES (Nd, [T8 A, [r8 8 und [Pd)).
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5. 50 pL / Well des |DET| Detektionsantikérperlosung hinzugeben. Decken Sie die Platte mit

einem Mikrotiterplattendeckel ab und mischen Sie die Standards/Proben grindlich mit
einem Mikroplattenschuttler fir 60 Sekunden bei 500 bis 1000 U/min.

INKUBATIONSZEIT: 1 Stunde (+ 5 min) bei 15 - 30°C

6. Waschschritt: Die Wells der Platte leeren (entleeren oder absaugen) und 6 x 400 pL / Well
mit verdinntem Waschpuffer waschen.

7. 100 pL / Well der |CON| Konjugatlosung pipettieren.

INKUBATIONSZEIT: 1 Stunde (* 5 min) bei 15 - 30°C

8. Waschschritt: Die Wells der Platte leeren (entleeren oder absaugen) und 6 x 400 pL / Well
mit verdiinntem Waschpuffer waschen.

9. 100 uL / Well des [TMB| Substrates pipettieren.

INKUBATIONSZEIT: 30 Minuten (x 1 min) bei 15 - 30°C im Dunkeln

10. Fugen Sie schnell 50 pL / Well der [STO| Stopplésung zu dem Substrat hinzu um die
Reaktion zu beenden (Achtung! Nicht Waschen!).

11. Messen Sie die Absorption (OD) bei 450 nm (optionale Referenzwellenlange: 620 nm).
Die Farbe ist mindestens 60 Minuten stabil.
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Pipettieren: 50 uL / Well der
Proben, Standards und

Blindprobe.
- Detektionsantikorper
Detektions-

antikérper hinzugeben: 50 |J.|. / Well.

' INKUBATIONSZEIT:
1 Stunde bei 15 - 30°C
Waschen: 6 x 400 uL / Well
;
Ko (verdiinnter Waschpuffer).

16sung Pipettieren: 100 uL / Well der
Konjugatlosung.

INKUBATIONSZEIT:
1 Stunde bei 15 - 30°C

Waschen: 6 x 400 uL / Well
(verdinnter Waschpuffer).
I8sung Pipettieren: 100 puL / Well der
SN Substratlosung.

INKUBATIONSZEIT:
30 Minuten bei 15-30°Cim

C,

Substrat-

C,

Dunkeln
NICHT Waschen!
STO
Stopp-
losung Pipettieren: 50 uL / Well der
Stopplosung.

N

OD messen bei 450 nm.

Abb.4:  Schematische Darstellung der Testprozedur des HUMAN IFN-y ELISA.
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Stabilitat und Lagerbedingungen rekonstituierter Standard und
anderer Kit Komponenten

HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES

e Bei2-30°Clagern.
e Die Testkomponenten NICHT bei Temperaturen tber 30°C lagern.

HUMAN IFN-y ELISA

Bei 2 - 8°C lagern.

Alle Testkomponenten NICHT EINFRIEREN.

Die Testkomponenten NICHT bei Temperaturen tber 30°C lagern.
e Die [TMB]| Substratlosung for direkter Sonnenstrahlung schiitzen.

Die IMTP| Mikrotiterplatte ist empfindlich gegeniiber Feuchtigkeit. Nach dem ersten Offnen
ist die Mikrotiterplatte fiir 3 Monate stabil, wenn die restlichen Streifen verschlossen in dem
Aluminiumbeutel bei 2-8°C zusammen mit dem Trockenmittelbeutel gelagert werden.

Nach Verdinnung des |WB| Waschpuffers (10 x Konzentrat) ist die verdinnte Losung (1x
Waschpuffer) bei 2 -8°C fiir 1 Monat stabil. Fir die Anleitung zur Vorbereitung des 1x
Waschpuffers siehe “ Vorbereitung von Reagenzien”.

Der rekonstituierte Standard [STA| (Stammldsung) ist bei 2 - 8°C flir 2 Monate stabil. Notieren

Sie das Datum der Rekonstitution auf dem Etikett des Standards [STA|. Fir die Anleitung zur
Vorbereitung der Stamml6sung und von Standardlésung Nr. S1 -S4 siehe “Vorbereitung von
Reagenzien”.

Das ungeoffnete Kit ist bis zum Verfallsdatum stabil. Das Verfallsdatum ist auf den Etiketten
der Testkomponenten sowie auf dem Etikett der duReren Verpackung angegeben. Nicht
verwenden wenn Testkomponenten beschadigt oder gedffnet sind (z.B. kein Schraubdeckel
vorhanden, Aluminiumbeutel beschidigt). Nach dem ersten Offnen sind die flissigen
Testkomponenten fiir mindestens 3 Monate stabil, wenn die Flaschen nach jedem Gebrauch
fest verschlossen werden.

HINWEIS: Wenn Prazipitate in der CONl Konjugatlosung erscheinen, hat dies keine
Auswirkungen auf das Ergebnis. Wenn Blaschen in den vertiefungen der unbenutzen
Mikrotiterplatten sichtbar sind, hat dies keine Auswirkungen auf das Testergebnis.

Rev. 4.0/20220317 17 www.lionex.de



LIOFeron®rs/L1s LIONEXO"D@gmm

and Therapeutics

Berechnung und Testinterpretation

Generieren Sie ein Diagramm mit logarithmischer Regressionslinie. Fir die Berechnung der
Referenzkurve empfehlen wir die Verwendung automatischer Computerprogramme.

Generierung der Standardkurve (x-y Diagramm)

Berechnen Sie die mittleren OD-Werte fiir die gemessenen Absorptionen flr jede
Standardlosung Nr. S1 - S3 und Blindwert (S4).

Erstellen Sie eine log (e) -log (e) -Standardkurve, indem Sie das log (e) der mittleren OD-
Ergebnisse der Standardlosung Nr. S1 - S3 auf der vertikalen Achse (y-Achse) gegen den
Logarithmus (e) der Konzentration von Cytokin (IFN-y) auf der horizontalen Achse in IU / mL
(x-Achse) auftragen. Lassen Sie den Nullstandard (Blindwert) unbericksichtigt.

Berechnen Sie die Linie fur die Standardkurve durch Regressionsanalyse. Verwenden Sie die
Standardkurve, um die IFN-y-Konzentration (IU / mL) fir jede der Plasmaproben unter
Verwendung des OD-Werts jeder Probe zu bestimmen.

Diese Berechnungen kdnnen mit statistischer Software (z. B. Microsoft® Excel®) durchgefihrt
werden. Wir empfehlen die Verwendung dieser Software zur Berechnung der
Regressionsanalyse, des Variationskoeffizienten (% CV) fir die Standards und des
Korrelationskoeffizienten (r) der Standardkurve.

HINWEIS: Die Differenz der jeweiligen Einzelwerte fir S1 —S3 und dem Nullwert (S4) sollte
10% nicht Gberschreiten.

Im x-y-Diagramm mit Regressionsgerade wird der statistische Zusammenhang zwischen den
beiden Variablen dargestellt (r). Die Regressionsgrade ist diejenige Gerade, die am besten
den eingezeichneten Punkten entspricht. Die Geradengleichung wird vom Programm
automatisch berechnet. Die Gleichung dieser Kurve ist unten im Regressionsfenster
angegeben. Die Referenzkurve sollte moglichst eine gerade Linie sein (r > 0,980).

Berechnen Sie die Konzentration jeder gemessenen Probe (IU / mL) mithilfe der log (e) -
Gleichung der Referenzkurve:

In(y)=axIn(x)+b
Andern Sie die Formel in y:
y= e(In(x)- b)/a
Beispiel einer Regressionsgleichung:

y = konz. IFN-y [IU/mL] a=1.1361
x =0D Probe b=1.3376

konz. IFN-y [IU/mL] = EXP((LN(OD Probe)- 1.3376)/ 1.1361)
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Zur quantitativen Bestimmung der Zytokinmenge (IFN-y), die von Antigen-stimulierten

Blutzellen segregiert wurde:
Den fir die Negativkontrolle

Positivkontrolle beobachteten subtrahieren. Ebenso mit

NC

berechneten Wert (konz. IFN-y [IU / mL]) von dem fiir die

TB A

und

TB B| (TB-Antigen-

Flaschchen) verfahren. Berechnen Sie anschlieRend 25% des negativen Kontrollwerts.

Rev.

4.0 /20220317

19

www.lionex.de



LIOFeron®TB/nB|

LIONEXeéo.....

and Therapeutics

Interpretation der Ergebnisse

Beachten Sie Anweisungen fir die Interpretation der Ergebnisse sorgfaltig (Tabelle 4)!

Tabelle 4: Interpretation der Testergebnisse.

NC

Negativ-Kontrole [IU/mL]

TBA-NC

TB Antigen A minus
Negativ-Kontrolle [IU/mL]

TBB-NC

TB Antigen B minus
Negativ-Kontrolle [IU/mL]

PC-NC
Positiv-Kontrolle minus
Negativ-Kontrolle [IU/mL]

Ergebnis

<0,35

<0,35

>0,35 and < 25 % des
Negativ-Kontrollwerts

> 0,35 and < 25 % des
Negativ-Kontrollwerts

<0,35

> 0,35 and < 25 % des
Negativ-Kontrollwerts

>0,35 and < 25 % des
Negativ-Kontrollwerts

<0,35

20,50

Negativ

> 0,35 and > 25 % des
Negativ-Kontrollwerts

Nicht relevant

Unbestimmbar

<8,00 Nicht relovant > 0,35 and > 25 % des Nicht relevant
Negativ-Kontrollwerts
<0,35 <0,35
>0,35and <25 % des | 20,35 and <25 % des
Negativ-Kontrollwerts | Negativ-Kontrollwerts
> 0,35 and < 25 % des <0,50
<0,35 .
Negativ-Kontrollwerts
2 < 9
0,35‘and 25 % des <035
Negativ-Kontrollwerts
> 8,00 Nicht relevant Nicht relevant Nicht relevant

Die Messwerte fir die Positivkontrolle konnen aullerhalb des oberen Bereichs des
Mikrotiterplattenlesegerats liegen. Dies hat keinen Einfluss auf das Testergebnis.

Personen mit Negativkontrollwerten (

NC-Werten) von mehr als 8 IU / mL werden als

unbestimmt eingestuft, da eine um 25% hohere Reaktion des TB-Antigens aulRerhalb des
Assay-Messbereichs liegen kann.

Wenn die Ergebnisse unbestimmt sind, schlagen Sie im Abschnitt ,Anleitung zur
Fehlerbehebung“ nach, um mogliche Ursachen zu ermitteln.
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Qualitatskontrolle des Testergebnisses

Der HUMAN IFN-y ELISA enthalt eine interne Kontrolle. Die Standardlésungen gelten als
interne Verfahrenskontrolle. Diese bestatigen das ausreichende Probenvolumen und die
korrekte Durchfiihrung des Testverfahrens. Das Testergebnis hangt von der Erstellung einer
Standardkurve ab. Diese Standardkurve muf} folgende Kriterien erfillen:

e Mittelwert OD von S1 (Standardlésung 1) > 0,6

e  %CV fir die Mittelwerte von S1 und S2 < 15%

e Variation der MeRRwiederholungen der OD Werte fir S3 und S4 (Blindwert) < 0,04
e Korrelationskoeffizient (r) fiir die Standardkurve > 0,98

e Mittelwert OD von S4 (Blindwert): dient als interne negative Verfahrenskontrolle und
soll < 0,19 sein.

Einschrankungen: Die Referenzkurve sollte eine gerade Linie sein (r>0,98). Die OD-Werte fiir
die Standards mussen innerhalb der oben definierten akzeptablen Bereiche liegen (+ 10%).

Wenn die oben genannten Kriterien nicht erfillt sind, wird die Analyse der Testergebnisse
beeintrachtigt und der Test ist ungultig. Unzureichendes Probenvolumen oder fehlerhafte
Testdurchfiihrung sind die wahrscheinlichsten Griinde dafir, dass die geforderten QC-
Kriterien flr den Test nicht erflllt werden.

Wenn der oben genannte Grenzwert von S4 (Blank) Uberschritten wurde, sollte das
Waschverfahren verbessert und/oder die Raumtemperatur wahrend der Testdurchfiihrung
kontrolliert werden (die Raumtemperatur sollte 15 - 30°C betragen).

Uberpriifen Sie erneut die Anweisungen zur Probenvorbereitung und zum Testverfahren und
wiederholen Sie den Test mit einem neuen Mikrotiter-Streifen. Wenn das Problem weiterhin
besteht, wenden Sie sich an den Hersteller oder Ihren Handler.
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Einschrankungen

Befolgen Sie die Anweisungen zur Testdurchfiihrung und die Interpretation der Ergebnisse
sorgfaltig! Unzureichendes Probenvolumen oder falsche Handhabung des Testverfahrens
sind die wahrscheinlichsten Griinde dafiir, dass die geforderten QC-Kriterien fiir den Test
nicht erfillt werden (siehe Abschnitt ,,Qualitdtskontrolle des Testergebnisses”).

IGRASs sollten als Hilfestellung bei der Diagnose einer Infektion mit M. tuberculosis verwendet
werden. Ein positives Testergebnis deutet darauf hin, dass eine Infektion mit M. tuberculosis
wahrscheinlich ist. Ein negatives Ergebnis deutet darauf hin, dass eine Infektion
unwahrscheinlich ist. Bei einem unbestimmten Ergebnis muss der Test wiederholt werden
oder ein anderes Verfahren hinzugezogen werden.

Die Ergebnisse des LIOFeron®TB/LTBI Tests sollten stets in Kombination mit dem klinischen
Status der einzelnen Personen, den Ergebnissen anderer diagnostischer Tests und den
epidemiologischen Hintergrundinformationen bericksichtigt werden.

Untypische Falle konnen auftreten, wenn eine Infektion mit M. tuberculosis unwahrscheinlich
ist und zudem die Pravalenz von NTM aulRerordentlich hoch ist.

Der Test wurde zum Nachweis von humanem IFN-y in Plasma (Li-Heparin) entwickelt. Fir den
Nachweis von IFN-y in anderen Korperflissigkeiten als menschlichem Plasma wurde der Test
nicht validiert und kann zu falschen Ergebnissen fiuhren.

Die Blutprobe sollte nach der Entnahme bei Raumtemperatur (15 - 30 °C) gelagert und nicht
verwendet werden, wenn die Probe dlter als 16 Stunden nach der Venenpunktion ist.
Blutprobe nicht einfrieren. Die Vitalitat der Zellen kann nach falscher oder langerer Lagerung
des Blutes nicht garantiert werden.

Fir IFN-y-Messungen sollte nur der klare Uberstand (Humanplasma) verwendet werden.
Vermeiden Sie wahrend der Gewinnung des menschlichen Plasmas die Kontamination durch
rote Blutkorperchen. Falls erforderlich, trennen Sie die roten Blutkérperchen durch
Zentrifugation vom Plasma. Bakterienkontamination der Proben vermeiden!

Die Standardkurve sollte nicht extrapoliert werden, wenn die berechneten Werte nicht linear
sind. Proben mit Extinktionswerten, die die hochste Standardkonzentration Uberschreiten,
sollten bei héherer Verdinnung erneut analysiert werden. Zur weiteren Analyse kdnnen die

Plasmaproben mit Inkubationspuffer verdiinnt werden, z. 1:20 (50 uL Humanplasma in
950 pL |IB Inkubationspuffer).

Ein hoher IFN-y Spiegel im menschlichen Blut kann den Test stdren und zu unbestimmten
oder ungiiltigen Ergebnissen flhren.
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Interferierende Substanzen

Verwenden Sie nur frische Blutproben mit Antikoagulanzien (Li-Heparin). Verwenden Sie
keine anderen Korperflissigkeiten als menschliches Li-Heparin-Blut, da diese nicht validiert
sind oder falsche Ergebnisse liefern konnen (z. B. hemmt Citratblut die Testleistung).

Die analytische Spezifitat wurde durch Messung potentieller Stérsubstanzen bestimmt. Dabei
wurden Substanzen beriicksichtigt, die zur Behandlung des Patienten verwendet werden
konnten, die vom Patienten aufgenommen werden kdnnen, sowie Substanzen, die in
bestimmten Probentypen vorkommen kénnten. Die folgenden Substanzen, die in den unten
genannten Konzentrationen getestet wurden, haben die Testergebnisse nicht beeintrachtigt:

Azetaminophen 20 mg/dL
Azetylsalizylsaure 20 mg/dL
Ascorbinsaure 20 mg/dL
Bilirubin 60 mg/dL
Koffein 20 mg/dL
Glucose 2000 mg/dL
Haemoglobin 500 mg/dL
Lithium-Heparin 3 mg/dL
Tetracyclin 20 mg/dL
Natrium-Heparin 3 mg/dL

Hamolysierte Proben sollten nicht verwendet werden, da bekannt ist, dass Bestandteile der
roten Blutkdrperchen ins Plasma gelangen und potenziell das Testergebnis storen kdnnen.

Eine Ubermallige Menge an Lipiden in einer Probe kann physikalisch-chemischen
Inhomogenitat auslosen. Dariber hinaus kann eine hohe Konzentration von Lipiden
moglicherweise das Bindungsverhalten von Zytokinen verandern und so die Ergebnisse
verfalschen. Daher diirfen lipamische Proben nicht verwendet werden.

Jungste oder aktuelle Behandlung von TB kann zu falschen Ergebnissen fiuhren. Der
Zytokinspiegel im Blut kann nach der Behandlung schnell sinken und in den Blutproben des
Patienten so niedrig sein, dass auch bei einer Infektion oder Krankheit kein erhohter
Zytokinspiegel nachgewiesen werden kann.

Bitte beachten Sie, dass falsch-positive Testergebnisse durch die Interferenz heterophiler
Antikorper verursacht werden konnen. Heterophile Antikorper kommen Ublicherweise im
menschlichen Plasma von Probanden mit verschiedenen Krankheiten vor, die nicht mit
diesem Test untersucht werden kénnen.

Natriumazid und andere nukleophile Substanzen (z. B. als Konservierungsmittel fir
verschiedene Puffer verwendet) stéren die Aktivitat der Meerrettichperoxidase. Vermeiden
Sie daher die Verwendung von Waschpuffern oder anderen Losungen, die solche stérenden
Substanzen enthalten konnen. Aufgrund von Extrapolationen oder Abweichungen vom
Verfahren kdnnen unzuverldssige oder unbestimmte Ergebnisse auftreten.
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Leistungsmerkmale
Messbereich des HUMAN IFN-y ELISA

Quantifizierungsgrenze (LoQ), Nachweisgrenze (LoD) und Blindgrenze (LoB) des
LIOFeron®TB/LTBI wurden durch Berechnung aus Blindwerten bestimmt (23
Wiederholungen, verschiedene Chargen und Personen an verschiedenen Tagen). Die
folgenden Werte werden aus den gemessenen Daten berechnet:

LoQ = 0.2860 IU/mL LoD =0.1360 IU/mL LoB =0.0936 1U/mL

Vergleichsstudien

Zur Bestimmung der Ubereinstimmung des LIOFeron®TB/LTBI mit der Referenzmethode
(QuantiFERON®TB-Gold Plus (Qiagen)) wurden 135 Proben gemessen. Die Ubereinstimmung
von LIOFeron®TB/LTBI mit der Referenzmethode betrug 96,00% fir die positive Gruppe und
98,82% fur die negative Gruppe (Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleichsstudie LIOFeron®TB/LTBI versus QuantiFERON®TB-Gold Plus (Qiagen).

QuantiFERON® TB Gold Plus*
Methode
positiv negativ
LIOFeron® negativ 2 84
TB/LTBI positiv 48 1
Gesamtergebnisse: 50 85
Ubereinstimmung: 96,00 % 98,82 %

*Qiagen

Sensitivitdt und Spezifitat

Die analytische Sensitivitat wurde durch Messung von gespikten Proben mit
unterschiedlicher Konzentration von IFN-y innerhalb desselben Assays bestimmt (jeweils 5
Wiederholungen). Diese betrug etwa 0,0625 |U / mL.
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Klinische Sensitivitat und Spezifitat

Soweit moglich wurden auch die Ergebnisse von LIOFeron®TB/LTBI mit der finalen Diagnose
verglichen. Insgesamt wurden 294 Proben mit bekannter Diagnose berlcksichtigt. Bei den
Negativproben war die Ubereinstimmung 97,61% (gesunde Personen, HIV- und NTM-Patienten,
251 Proben). Bei den Positivproben war die Ubereinstimmung 97,67% (TB und LTBI, 43 Proben)
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Ubersichtstabelle fiir die Ergebnisse von LIOFeron®TB/LTBI im Vergleich zur klinischen
Diagnose. Abklirzungen: TB = Tuberkulose, NTM = andere Mykobakterien als TB, LTBI = latente TB.

Probengruppe positiv negativ | Gesamtzahl| Ubereinstimmung

itiv (TB + LTBI
Positiv ) 42 1 43 97,67 %

negativ (HIV, NTM +,
gesund) 6 245 251 97,61 %

Leistungsmerkmale

Richtigkeit: Zur Demonstration der Linearitdit von LIOFeron®TB/LTBI wurden 17 mit
unterschiedlichen Konzentrationen an IFN-y gespikte Proben (Plasmapool) nach dem
Zufallsprinzip zusammen mit dem nicht gespikten Plasmapool (= Null-Plasma) auf der
Mikrotiterplatte platziert (jeweils 5 Wiederholungen). Die berechneten Ergebnisse (IU / mL)
wurden gegen die erwarteten Ergebnisse aufgetragen. Durch Berechnung des
Korrelationskoeffizienten r (r = 0,9953, Abbildung 5) wurde bestatigt, dass der Assay bis zu 4
IU / mL linear ist. Fur Konzentrationen bis zu 8,0 IU / mL war der Assay anndhernd linear (r =

0,9824).
Linearitit Human IFN-y ELISA - 5 Wiederholungen
(24.09.2018)
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Abb.5: LIOFeron®TB/LTBI: Nachweis der Linearitdt des Assays zwischen 0
und 4 IU / mL. Der Korrelationskoeffizient R betrug 0,9953.
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High Dose Hook Effekt: Humanes Plasma wurde mit IFN-y in Konzentrationen von bis zu 10.000
IU/mL versetzt und mit dem HUMAN IFN-y ELISA gemdR den Anleitungen in der
Gebrauchsanweisungen gemessen. Bei Konzentrationen von bis zu 10.000 IU / mL wurde kein
Hook-Effekt beobachtet.

Prazision: Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden Intra- und Inter-Assay-Variationen
sowie Inter-Operator-Variationen und Charge-zu-Charge Variationen mittels der Messung von
Proben mit unterschiedlicher Reaktivitat ermittelt.

Die Inter-Assay Variation wurde durch wiederholte Messungen von 3 Proben mit
unterschiedlicher Reaktivitat durch 3 verschiedene Chargen an 10 verschiedenen Tagen
(negative-, schwach positive-und positive Probe) bestimmt. Die Inter-Assay-Ungenauigkeit (CV
(%)) betrug 11,73% fiir die schwach positive und 11,9% fir die positive Probe. Fiir die negative
Probe (= Nullprobe) betrug die Ungenauigkeit 27,39%. Dieses hohe Mal} an Variation wurde
aufgrund des niedrigen Levels der IFN-y-Konzentration erwartet. Die Variation um eine niedrige
Konzentration ist fir gewohnlich gréRer als bei hoheren Konzentrationen.

Die Intra-Assay Variation wurde durch wiederholte Messungen von Proben mit
unterschiedlicher Reaktivitat bestimmt (3 Proben mit unterschiedlicher Reaktivitat: negative-,
schwach positive- und positive Probe; 20 Wiederholungen). Die Intra-Assay-Ungenauigkeit lag
zwischen 4,35% und 10,11% (CV).

Die Chargenbedingte Variation wurde durch die Messung verschiedener Proben mit 3
verschiedenen Chargen bestimmt. Die Ungenauigkeit lag zwischen 2,52% und 19,05%. Wie
erwartet wurde fir die Proben mit niedriger Konzentration ein héherer CV (%) von mehr als
10% beobachtet. Bei niedrigen Konzentrationen ist die Ungenauigkeit bekanntermalRen héher
als bei hoheren. Der fiir alle Proben berechnete mittlere CV (%) betrug 8,37%.

Zur Bestimmung der Inter-Operator Variation wurden 53 Proben mit unterschiedlicher
Reaktivitdit von 3 verschiedenen Personen an verschiedenen Tagen gemessen. Die
Anwenderbedingten Abweichungen zwischen den gemessenen OD-Werten lagen zwischen
1,465% und 31,673%. Fur niedrige Werte (IU / mL <0,35) betrug der mittlere CV (%) 22,195%.
Fir die Werte Uber dem Cutoff (IU / mL >0,350 <8,0) betrug der mittlere CV (%) 12,759%.
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Technische Information

Unbestimmte Ergebnisse

Ist das Testergebnis unbestimmt, kann sich dieses auf den Immunstatus der getesteten
Patienten beziehen, dies kann aber auch technischen Faktoren als Ursache haben:

Die Lagertemperaturbedingungen fir Vollblut wurde nicht eingehalten (empfohlen: 15
—-30°QC).

Die HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES wurden nach dem Fillen mit Blut nicht
ausreichend gemischt (mindestens 10 x sanft invertieren).

Die Zeitspanne zwischen Venenpunktion und Inkubation der mit Blut gefillten HUMAN
BLOOD STIMULATION TUBES bei 37 °C war zu lang (> 16 h).

Fehlerhafte Waschprozedur beim HUMAN IFN-y ELISA

Es ist bekannt, dass die Rate der ,Unbestimmbaren” Ergebnisse bei
Immunsupprimierten Patienten hoher sein kann als in anderen Gruppen?®.

Geronnenes Human Plasma

Wahrend langerer Lagerung von Plasmaproben produzieren Fibrinproteine Gerinnsel, die
durch Zentrifugation der Plasmaproben sedimentiert werden sollten, um das Pipettieren der
erforderlichen Plasmavolumina zu erleichtern.
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Anleitung zur Fehlerbehebung

Diese Anleitung zur Fehlerbehebung kann hilfreich sein, um eventuell auftretende Probleme zu
beseitigen. Wenn das Problem weiterhin besteht, wenden Sie sich an den Hersteller oder Ihren
Handler vor Ort (siehe Riickseite).

Tabelle 7: HUMAN IFN-y ELISA Anleitung zur Fehlerbehebung.

Unspezifische Farbentwicklung oder hoher Hintergrund

Mogliche Ursache

Was ist zu tun

Unvollstandiges Waschen
der Mikrotiterplatte
Verfallsdatum des Kits oder|
einer der Komponenten ist
abgelaufen

Inkubationstemperatur ist
zu hoch

Mischen oder Verdiinnen
vergessen

Kreuzkontamination

Waschen Sie die Platte mindestens 6 mal mit 400 uL / Well mit verdiinntem Waschpuffer (1x).

Verwenden Sie die Kit-Komponenten vor dem Verfallsdatum. Beachten Sie die Haltbarkeit der
rekonstituierte Standardlésung und gedffneten Mikrotiterplatte (siehe ,Stabilitdt und

Lagerbedingungen rekonstituierter Standard und anderer Kit Komponenten®).
Der ELISA sollte bei Raumtemperatur (15 - 30 °C) inkubiert werden.

Stellen Sie sicher, dass jeder Schritt abgeschlossen ist. Uberpriifen Sie erneut die Anweisungen zur
Probenvorbereitung und zum Testverfahren und wiederholen Sie den Test mit einem neuen
Mikrotiterstreifen.

Seien Sie vorsichtig beim Pipettieren der Proben und Lésungen. Wenn die Substratlosung
bldulich erscheint nicht verwenden und ordnungsgemaf} entsorgen. Achten Sie darauf, saubere
Reagenzien- und Probenbehdlter zu verwenden. Mischen Sie das Humanplasma nach dem
Zentrifugieren der HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES nicht, um eine Kontamination der Probe
mit dem Gel zu vermeiden.

Niedrige OD-Werte der

Standards

Maogliche Ursache

Was ist zu tun

Pipettierfehler
Verfallsdatum des Kits oder|
einer der Komponenten ist
abgelaufen

Inkubationstemperatur ist
zu niedrig
Verdiinnungsfehler beim
Ansetzen der Standards

Inkubationszeit ist zu kurz

Reagenzien sind zu kalt

Falscher Filter im MeRgerat
verwendet

Pipetten sollten kalibriert und gemaR den Anweisungen des Herstellers verwendet werden.
Verwenden Sie die Kit-komponenten vor dem Verfallsdatum. Beachten Sie die Haltbarkeit der

rekonstituierte Standardlésung und gedffneten Mikrotiterplatte (siehe ,Stabilitat und
Lagerbedingungen rekonstituierter Standard und anderer Kit Komponenten®).
Der ELISA sollte bei Raumtemperatur (15 - 30 °C) inkubiert werden.

Stellen Sie sicher, dass die Verdiinnungen des Standards gemaR den Gebrauchsanweisungen
hergestellt wurden

Die Inkubationszeit der Mischung aus Plasmaproben + Detektionsantikorperlosung betragt 1
Stunde (60 Minuten). Die Inkubationszeit der Konjugatlésung betrdgt 1 Stunde (60 Minuten).

Die Inkubationszeit der Substratlésung betrdgt 30 Minuten.
Alle Reagenzien sollten auf Raumtemperatur (15 - 30 °C) erwdarmt werden.

Die Platte sollte innerhalb von 60 Minuten nach Zugabe der Stoppldsung bei 450 nm (optionale
Referenzwellenldnge: 620 nm) ausgelesen werden.

Standardkurve nicht linear oder hohe Variation der Doppelbestimmungen

Mogliche Ursache

Was ist zu tun

Verdiinnungsfehler beim
Ansetzen der Standards

Unvollstandiges Waschen
der Mikrotiterplatte
Unzureichendes Mischen

Stellen Sie sicher, dass die Verdliinnungen des |STA| Standards gemals den Gebrauchsanweisungen
hergestellt wurden
Waschen Sie die Platte mindestens 6 Mal mit 400 pL / Well mit verdiinntem Waschpuffer (1x).

Mischen Sie die Standard-Stammlésung wahrend der Rekonstitution 10 Sekunden lang am

Vortexer. Achten Sie darauf, die Standardlésungen S1 - S3 vor dem néachsten Verdiinnungsschritt
und der Zugabe zur Mikrotiterplatte griindlich zu mischen.
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Inkontinuitadt der Pipet- Das Pipettieren von Proben- und Standardlésungen sollte kontinuierlich durchgefiihrt werden. Alle
tiertechnik oder Unter- Reagenzien sollten vor Beginn des Assay-Verfahrens vorbereitet werden.
brechung des Tests
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Symbole
Nur fir die in-vitro Diagnostik ZQJ/B“C Lagerung bei 2 - 8°C
Konform mit der IVD-Richtlinie 30°C
L i2-30°
CE€ 08/79/EG m,ﬂ/ agerung bei 2 - 30°C
G|  Globale Handelsartikelnummer [} Gebrauchsanweisung beachten
Katalognummer &R Nur fiir Einmalgebrauch
. Nicht verwenden, wenn die duRere
Chargenbezeichnung @ Packung beschadigt ist
u Hersteller ‘j" Vor Feuchtigkeit schutzen
V Fiir <x> Bestimmungen /::K‘ Vor Sonnenlicht schitzen
50 Verfallsdatum, Verwendbar bis
E Positivkontrolle TB Al TB Antigen A
N Negativkontrolle TB B] TB Antigen B
MTP| Mikrotiterplatte TMB| Substratlosung
Rekombinanter humaner IFN-y- .
STA STO| Stoppl
Standard opplosting
DET| Detektionsantikorperlosung WB| Waschpuffer, 10x Konzentrat
CON| Konjugatlosung Inkubationspuffer
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Kontaktinformation

Fir weitere Informationen und technische Unterstiitzung wenden Sie sich bitte an

sales@lionex.de
Oder rufen Sie folgene Nummer an: +49(0)531-2601266
Oder konsultieren Sie unsere Webseite: www.lionex.de
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Kurzbeschreibung des Testverfahrens

Schritt 1 - HUMAN BLOOD STIMULATION TUBES

(aseptisch, Hamolyse vermeiden) mindestens 4,5 mL menschliches Blut mit

/JQ Entnahme von Vollblut aus der Vene: Unter Standard-Laborbedingungen
A
/ég}(’ einem Li-Heparin-Blutentnahmerdéhrchen entnehmen.

Das Li-Heparin-Blutentnahmeréhrchen mindestens 10 x vorsichtig invertieren.
1 ml der Blutprobe in jedes HUMAN BLOOD STIMULATION TUBE [Nd, [rB A]

und |EC| und 10 x vorsichtig invertieren. Stellen Sie die HUMAN BLOOD
16-24h

STIMULATION TUBES sofort aufrecht in einen Inkubator und Inkubieren Sie
diese fiir 16 - 24 Stunden lang bei 37 °C (£ 0,5 °C).

% Gewinnen Sie das Humanplasma durch Zentrifugation der Réhrchen fir 15
C | §\\ Minuten bei 2000 bis 3000 RCF (g). Die roten Blutkdrperchen sammeln sich im
Gelpfropfen, der die Zellen vom Plasma trennt.

Ubertragen Sie jeweils 50 uL des klaren Uberstands (Humanplasma) in die
@ Vertiefungen der Mikrotiterplatte und fahren mit Arbeitsschritt 5 der “HUMAN

IFN-y ELISA Testdurchfuhrung” fort. Optionally kdnnen die Proben wie in
Cet “Verwendung und Lagerung von Plasma nach der Blutstimulation” gelagert
werden. Vermeiden Sie eine Verunreinigung mit Roten Blutzellen!

Schritt 2 - HUMAN IFN-y ELISA

Alle Kitkomponenten auf Raumtemperatur (15 - 30 °C) bringen.
30 min

Waschpuffer (10 x Konzentrat) mit destilliertem Wasser auf 1 x Waschpuffer
verdinnen. Rekonstituieren Sie den rekombinanten humanen IFN-y-
Standard zu einer 12,5 IU / mL Stammldsung durch Zugabe des auf dem Etikett
angegebenen Volumens an|IBl Inkubationspuffers und mischen Sie diesen durch

Waschpuffer
10 x Konzentrat

kraftiges Schitteln (z. B. 10 Sekunden Vortexen). Bereiten Sie weitere
Standardlésungen S1 - S4 vor (siehe Abschnitt ,,Vorbereitung der Reagenzien®).

Pipettieren Sie 50 puL jeder Probe sowie der vorbereiteten [STA
Standardlésungen S1 - S3 und den |IB| Inkubationspuffer als Blindprobe (S4) in

die Wells der Mikrotiterplatte. Gelagertes Plasma muss kurz vor Gebrauch

iaii gemischt werden. Die Standards und der Blindwert sollten doppelt gemessen
werden, die Proben als Einzelbestimmungen.

Pipettieren Sie 50 pL / Well Detektionsantikorperlosung in die Wells der

Mikrotiterplatte. Mischen Sie die Standards/Proben griindlich mit einem
aaia Mikroplattenschiittler fiir 60 Sekunden bei 500 bis 1000 U/min.
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INKUBATIONSDAUER: 1 Stunde (+ 5 min) bei 15 - 30°C

Waschen Sie die Mikrotiterplatte 6 x 400 pL / Well mit verdiinntem (1 x)
Waschpuffer.

Pipettieren Sie 100 pL |CON| Konjugatlésung in die Wells der
Mikrotiterplatte.

INKUBATIONSDAUER: 1 Stunde (% 5 min) bei 15 - 30°C

Waschen Sie die Mikrotiterplatte 6 x 400 pl / Well mit verdiinntem (1 x)
Waschpuffer.

Pipettieren Sie 100 pL m Substratlésung in die Wells der
Mikrotiterplatte.

o
T INKUBATIONSDAUER: 30 Minuten (x 1 min) bei 15 - 30°C im Dunkeln
AN

Schnell in jedes Well der Mikrotiterplatte 50 pL der Stopplésung zur
Substratldosung hinzugeben, um die Substratreaktion zu beenden (nicht

%%aa Waschen!).

Messen Sie die Absorption (OD) bei 450 nm (optionale Referenzwellenlange:
620 nm). Die Farbe ist mindestens 60 Minuten stabil.

Analysieren Sie die Ergebnisse (Software oder manuell, indem Sie die
Gebrauchsanweisung befolgen).

Hinweis: Bitte konsultieren Sie www.lionex.de fiir spezifische Software.
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Warenzeichen:

LIONEX®, LIOFeron®, Microsoft®, Excel® (Microsoft), QuantiFERON® (Qiagen)

Begrenzte Lizenzvereinbarung fir LIOFeron®TB/LTBI - 2-Komponenten-Kit, bestehend aus HUMAN BLOOD
STIMULATION TUBES und HUMAN IFN-y ELISA.

Die Verwendung dieses Produkts bedeutet die Zustimmung eines Kaufers oder Benutzers des Produkts zu den
folgenden Bedingungen:

1.

Das Produkt darf nur gemal den Anweisungen im Kit und den Kitkomponenten verwendet werden. Die LIONEX
GmbH gewadhrt keine Lizenz fir die enthaltenen Komponenten dieses Kits oder fir Komponenten, die nicht in
diesem Kit enthalten sind (aufRer wie in der Anleitung und im Kit beschrieben) oder geistige Fahigkeiten.

Abgesehen von ausdriicklichen Lizenzen gewahrt die LIONEX GmbH keine Garantie flr das Kit und / oder seine
Verwendung (en), verstoRRt also nicht gegen die Regeln und verletzt nicht die Rechte Dritter.

Das Kit und seine Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht
wiederverwendet werden. Diese diirfen auch nicht anders verarbeitet oder weiterverkauft werden, sofern von
der LIONEX GmbH nichts anderes bestimmt ist.

Die LIONEX GmbH lehnt insbesondere alle anderen Lizenzen ab, die anders als ausdriicklich angegeben
vermerkt oder bezeichnet sind.

Der Kaufer und der Benutzer des Kits erkldaren sich damit einverstanden, niemandem zu gestatten,
irgendwelche Schritte zu unternehmen, die zu einer oben verbotenen Tat fiihren oder diese erleichtern
konnten. Die LIONEX GmbH kann die Verbote dieser beschrankten Lizenzvereinbarung vor jedem Gericht
ausfuhren und alle Ermittlungs- und Gerichtskosten, Anwaltsgebiihren, bei jeder Aktion zur Ausfiihrung dieser
beschrankten Lizenzvereinbarung oder eines der geistigen Eigentumsrechte, die sich auf das Kit beziehen,
zurlickfordern und die Kit-Komponenten

Aktuelle Lizenzbestimmungen finden Sie unter www.lionex.de.

©2020, LIONEX GmbH, alle Rechte vorbehalten.
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Hersteller:

LIONEX GmbH

Salzdahlumer Strasse 196, Geb. 1A
38126 Braunschweig, GERMANY
Tel.: +49 (0) 531-260 12 66
Fax: +49 (0) 531 - 618 06 54
Web: www.lionex.de
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