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Avsedd anvandning

QuantiFERON SARS-CoV-2-analys &r ett in vitro-diagnostiskt test avsett for kvalitativ detektion
av inferferon-y (IFN-y) producerat av CD4+ och CD8+ T-celler som svar pé& stimulering av en
SARS-CoV-2-peptidblandning i hepariniserat helblod. Mdngden IFN-y som produceras mdts

med hjélp av en enzymlénkad immunsorbent (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).

QuantiFERON SARS-CoV-2-analysen &r avsedd att understédja bedémningen av cellmedierad
immunitet (Cell-Mediated Immune, CMI) hos individer utan en historik av SARS-CoV-2-infektion

och som har fétt vaccination mot COVID-19 med vacciner som riktar in sig mot det virala
topproteinet (S) i SARS-CoV-2-virus.

QuantiFERON SARS-CoV-2-analysen bér anvéndas i samband med andra laboratorietester

och epidemiologisk/klinisk utvdrdering fér att bedéma en individs immunsvar fill fslid av

COVID-19-vaccination.

Att utveckla T-cellsimmunitet kan ta flera dagar efter vaccinationen, éven om den tid som T-

cellsimmunitet dr nérvarande inte dr direkt utmérkande hos vaccinerade individer.

Icke-reaktiva resultat utesluter inte att det finns en aktiv SARS-CoV-2-infektion eller avgér hur
pass effektiva COVID-19-vacciner ar. Om misstanke om aktiv infektion féreligger bér denna
bekraftas med eft annat molekyl- eller antigentest for SARS-CoV-2. Resultaten frén analysen
ska alltid anvéndas i kombination med den kliniska undersdkningen, patientens

sjukdomshistoria och évriga fynd.

For in vitro-diagnostisk anvéndning.
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Avsedd anvandare

Det har kitet ér avsett fér professionell anvéndning.

Produkten &r endast avsedd aft anvéndas av personal som fatt s@rskild utbildning i

molekylarbiologiteknik och &r val fértrogen med detta omrade.
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Beskrivning och princip
Sammantfattning och férklaring

QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) &r en kvalitativ analys som anvander specialiserade
blodprovtagningsrér, som innehdller peptidantigener som stimulerar immunceller med hjalp
av SARS-CoV-2-specifika proteiner. Blodet inkuberas i réren i mellan 16 och 24 timmar, och
darefter samlas plasma in och provet testas om det innehéller IFN-y som skapats som en
respons pd peptidantigenerna. Specifika T-cellsmedierade svar p& SARS-CoV-2-infektion har

rapporterats efter vaccination med olika typer av vacciner riktade mot topprotein [1-34].

Forst samlas helblod in i vardera QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tubes, vilka
inkluderar ett Nil-rér, Ag1-rér, Ag2-rér och ett mitogenrér. Alternativt kan blod samlas in i et
enda blodprovtagningsrér som innehdller litium- eller natriumheparin som antikoagulant och
sedan verféras till QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tubes.

QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tubes skakas for 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 (IE/ml) méats med ELISA. QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA
anvdnder en rekombinant human IFN-y-standard, som har analyserats mot en referens-IFN-y-
beredning (NIH Ref: Gxg01-902-535). Resultaten fér testproven rapporteras i internationella
enheter (Infernational Units, 1U) per ml (IE/ml) relaterat till en standardkurva som beretts med

hjglp av testspadningar av standarden som medféljer 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 QuantiFERON
SARS-CoV-2 ELISA minimeras genom fillsats av normalt musserum i den gréna diluenten och
genom anvdndning av F(ab’)2-fragment p& monoklonala antikroppar som den IFN-y-bindande

antikroppen som &r belagd pé brunnar fér mikroplatta.
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Plasmaprovet fréin mitogenréret anvénds som en IFN-y-positiv kontroll fr varje prov som testas.
Nil-réret utfér bakgrundskorrigering (t.ex. héga nivé&er av cirkulerande IFN-y eller férekomst av
heterofila antikroppar). IFN-y-nivén i Nil-réret subtraheras frén IFN-<y-nivan i Agl-, Ag2-réren

och mitogenroret.
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Material som medféljer

Kitinnehdll
ELISA-komponenter Sats med 2 platta
Katalognr. 626420

Microplate Strips (Remsor fér mikroplattor, 12 x 8 brunnar,
belagda med murin anti-human IFN-y monoklonal antikropp)

IFN-y Standard, (IFN-y standard, lyofiliserad; innehéller
rekombinant human IFN+y, bovint kasein, 0,01 % w/v
timerosal)

Green Diluent (Gron diluent; innehéller bovint kasein,
normalt musserum, 0,01 % w/v timerosal)

Conjugate 100x Concentrate, (Konjugat 100x koncentrat,
lyofiliserat) (murint anti-humant IFN-y HRP, innehéller 0,01 %
timerosal)

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

Enzyme Substrate Solution (Enzymsubstratldsning; innehéller

H202, 3,3', 5,5’ tetrametylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzymstoppande 13sning,
innehéller 0,5 M H2SO4)*

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit, Bruksanvisning

2 uppsdttningar remsor
for mikroplattor 12 x 8

1 x flaska (8 IE/ml
rekonstituerad)

1 x30 ml

1x0,3 ml

(rekonstituerad)
1 x 100 ml
1 x 30 ml

1x15ml

1

* Innehéller svavelsyra
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Paketets innehall

Kontroller och kalibratorer

QFN SARS ELISA anvénder en rekombinant human IFN-y-standard, som har analyserats mot
en referens-IFN-y-beredning (NIH Ref: Gxg01-902-535).

Platiform och programvara

QFN SARS-analysprogram &r valfritt for anvéndning och anvénds fér aft analysera rédata och

berdkna resultaten. Det kan laddas ned fré&n www.giagen.com.
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Material som behdvs men inte medféljer

Ytterligare reagenser
® Avjoniserat eller destillerat vatten, 2 liter
Utrustning *

e 37+ 1°C inkubator (med eller utan CO2)

e Kalibrerade pipetter med variabel volym fér fillférsel av 10 pl till 1 000 pl med
engdngsspetsar

e Kalibrerad flerkanalspipett med kapacitet fér fillférsel av 50 ul och 100 pul med
engdngsspetsar

e Mikroplattans skakapparat med hastigheter fran 500 till 1 000 varv/min

e Mikroplattans bricka (for sakerhet vid hantering av plasmaprover rekommenderas en

automatiserad plattbricka)
® lasare for mikroplatta utrustad med 450 nmilter och referensfilter for 620 nm fill 650 nm
® Vortexblandare med varierande hastighet
e Centrifugering som kan centrifugera blodprovtagningsréren dtminstone till 3 000 RCF (g)
e Graduerad cylinder, 1 liter eller 2 liter
® Plattlock
® Absorberande lagluddande handdukar

* Sékerstdll att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer fére anvéndning.
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Varningar och forsiktighetsatgarder

Kunder i EU bér vara medvetna om att allvarliga incidenter som har intréffat i samband med
enheten mdste rapporteras till tillverkaren och den behériga myndigheten i den medlemsstat

dér anvandaren och/eller patienten befinner sig.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga sdkerhetsdatablad (Safety Data Sheet, SDS). De
ar tillgéingliga p& webben i behéndigt PDFformat p& adressen www.giagen.com/safety, dér
du kan hitta, visa och skriva ut sékerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

o Alla kemikalier och allt biologiskt material ar potentiellt farliga. Prover &r potentiellt

smittsamma och mdste hanteras som smittfarligt material.
e Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsprocedurer.

® Prover &r potentiellt smittsamma. Kassera avfall fr&n prover och analyser i enlighet med

lokala sakerhetsprocedurer.

® QFN SARS-analysen bér anvéndas i samband med andra laboratorietester och
epidemiologisk/klinisk utvardering for att beddma en individs immunsvar till fsljd av
COVID-19-vaccination.

® Ett icke-reaktivt QFN SARS-resultat utesluter inte méjligheten till SARS-CoV-2-infektion eller
avgdr hur pass effektiva COVID-19-vaccinerna &r. Felaktiga icke-reaktiva resultat kan
bero pé felaktig hantering av blodprovtagningsréren efter venpunktur, felaktigt utférande
av analysen eller andra individuella immunologiska variabler inklusive de som é&r
relaterade till eventuella komorbiditeter. Heterofila antikroppar eller ospecifik IFN-y-
produktion frén andra inflammatoriska tillsténd kan délja specifika svar pé SARS-CoV-2-

peptider.
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® Eit reaktivt QFN SARS-resultat ska inte vara det enda eller det definitiva underlaget for att
avgéra hur pass effektiva COVID-19-vacciner &r. En felaktigt utférd analys kan leda till
felaktigt reaktiva QFN SARS-resultat.

o Ett falskt reaktivi QFN SARS-resultat kan orsakas av felaktig blodprovtagning eller felaktig
hantering av provet som péverkar lymfocytfunktionen. Se avsnittet “Procedur: Genomféra
ELISA”, sidan 18, for korrekt hantering av blodproverna. Férsenad inkubation kan
orsaka falska icke-reaktiva eller obestémda resultat och andra tekniska parametrar kan

paverka férmégan att upptdcka ett signifikant IFN-y-svar.

® En l&g respons pa mitogen (< 0,5 [E/ml) indikerar eft obestamt resultat nér ett blodprov
dven har ett icke-reaktivt respons pa SARS CoV-2 proteinerna. Detta ménster kan uppstd
vid ofillrdckligt antal lymfocyter, minskad lymfocytaktivitet pa grund av felaktig
provhantering, fylining/blandning av mitogenréret eller ofsrmé&ga hos patientens
lymfocyter att generera IFN-y. Férhdjda niv&er av IFN- i Nil-provet kan uppsta vid

forekomst av heterofila antikroppar, eller p& grund av inneboende IFN-y-sekretion.

Forsiktighetsatgarder

IAKTTAG Hantera humant blod som potentiellt infektiost.
FORSIKTIGHET
Félj relevanta riktlinjer fér hantering av blod. Kassera prover
och material som kommit i kontakt med blod eller

blodprodukter enligt géllande nationella och lokala féreskrifter.
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QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
Innehéller svavelsyra. Varning! Kan vara korrosivt fér metaller. Irriterar huden.
dap Orsakar allvarlig égonirritation. Anvénd skyddshandskar/skyddsklader/
dgonskydd/ansiktsskydd.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

Varning! Orsakar l&tt hudirritation. Anvénd
skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

QuantiFERON Green Diluent

Innehéller: tartrazin. Varning! Kan orsaka allergisk hudreaktion. Anvénd

skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Skadliga l&ngtidseffekter fér vattenlevande organismer. Undvik miljutsléapp.

Mer information

Sakerhetsdatablad: www.qgiagen.com/safety

e Thimerosal anvénds som konserveringsmedel i vissa QFN SARS-reagenser. Det kan vara

giftigt vid fértéring, inandning eller hudkontakt.
o Avvikelser fran QuantiFERON ELISA Kit Bruksanvisningar kan leda till felaktiga resultat.

Las anvisningarna noga fére anvéndning.
® Anvand inte kitet om ndgon reagensflaska uppvisar tecken pé skador eller léckage.

® Viktigt: Kontrollera flaskorna innan anvéndning. Anvénd inte konjugat eller IFN-y
standardflaskor som uppvisar tecken pé& skada eller om gummiférslutningen &r péverkad.
Hantera inte trasiga flaskor. Vidta lémpliga sdkerhetsatgarder for séker kassering av
flaskor. Det rekommenderas att du anvénder en krymplocksdppnare fér att 8ppna
konjugat eller IFN-y standardflaskorna fér att minimera risken fér skador frén krymplocket

i metall.

e Blanda eller anvand inte remsor fér mikroplattor, IFN-y-standard, grén diluent eller
konjugatkoncentrat 100x frén olika QFN SARS-kitbatchar. Andra reagenser

(tvattbuffertkoncentrat (20x), enzymsubstratlésning och enzymstoppande 16sning) kan
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bytas ut mellan kiten férutsatt att reagenserna inte har passerat utgéngsdatum och att

lotuppgifterna é&r sparade.

e Kassera oanvanda reagenser och biologiska prover i enlighet med lokala och nationella

foreskrifter.
e Anvand inte QFN SARS ELISA-kitet efter utgangsdatumet.
e Korrekta laboratorieprocedurer bar alltid fsljas.

e Sakerstdll att laboratorieutrustning som plattvéttmaskiner och plattlésare har

kalibrerats/validerats fér anvéndning.
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Forvaring och hantering av reagenser

Var uppmérksam pé& de utgdngsdatum och férvaringsvillkor som anges pa férpackningen och
pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.
Anvandningsstabilitet

e Forvara ELISAkitet vid 2-8 °C.

e Skydda alltid enzymsubstratldsning mot direkt solljus.
Rekonstituerade och oanvanda reagenser

® Instruktioner om hur reagenserna ska rekonstitueras finns i avsnitt “Procedur: Genomféra

ELISA” (sida 18).

e Den rekonstituerade kitets standard kan férvaras i upp till 3 ménader om den férvaras
i 2-8 °C.
Notera datumet d& kit-standarden rekonstituerades.

® Efter rekonstituering méste konjugatkoncentrat 100X é&terféras till férvaring i 2-8 °C och

mdste dven anvéndas inom 3 ménader.
Notera datumet d& konjugatet rekonstituerades.
® Arbetsutspddning av konjugat maste anvéndas inom 6 timmar efter beredning.

e Arbetsutspadning av tvattbuffert kan férvaras i rumstemperatur i upp till 2 veckor.
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Férvaring och hantering av prover

Se bruksanvisningen QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) Blood Collection Tubes
(1124422) fér mer information om blodinsamlingsarbetsflodet for QFN SARStestet.
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Procedur: Genomfora ELISA

Protokoll: IFN-y ELISA

Viktiga anmdrkningar

o Referera till “Kitinnehall”, sida 9 och “"Material som behévs men inte medféljer”, sida 11,

for de material som krévs for att utféra ELISA.
Instdllning (tid som krévs for att uféra analysen)

For att f& giltiga resultat frdn QFN SARS-analysen méste operatéren utféra specifika uppgifter
inom bestdmda tider. Innan analysen anvénds rekommenderas det att operatéren planerar
varje steg i analysen noggrant for att ge tillrackligt med tid for att utféra varje steg. En
uppskattning av den tid som krévs anges nedan. Tiden for att utféra testserier av flera prover

visas ocksd:

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

e Lagg till 10 till 15 minuter fér varje extra platta
Procedur

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

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

2. Ta bort ELISA-remsor som infe anvénds frén ramen. Légg tillbaka i folieférpackningen,
&terférslut och férvara dem i kylskép fills de behévs.

3. Se till att det finns minst 1 remsa fér QFN SARS-standarderna och tillréckligt ménga
remsor fér de individer som ska testas (se bild 2 fér rekommenderat platiformat). Ramen
och locket ska sparas efter anvandning och anvandas tillsammans med de oanvénda

remsorna.
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3a. Rekonstituera IFN-y-standarden med den volym avjoniserat eller destillerat vatten
som anges pd efiketten till flaskan. Blanda férsiktigt for att minimera skumbildning

och se till att hela innehdllet i injektionsflaskan &r helt upplést. Rekonstituering av

IFN-y-standarden till den angivna volymen ger en |8sning med en koncentration pd

8,0 IE/ml.
3b. Med den rekonstituerade standarden, férbered en spadningsserie p& 4 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
® 33 (Standard 3) innehdller 0,25 IE/ml
® 5S4 (Standard 4) innehdller O IE/ml (endast grén diluent [GD]).
3d. Standarderna méste minst analyseras som duplikat.

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

Procedur

Maérk fyra rér: S1, S2, S3, S4

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

Tillsatt 150 pl av kitstandarden i S1 och blanda vél
Overfér 50 pl frén ST till S2 och blanda val
Overfér 50 pl fran S2 till S3 och blanda val

m m O O @ >

Enbart GD anvénds som nollstandard (S4)

(0

150 pl 50 pl 50 pl

Rekonstituerad Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
kitstandard 4,0 IE/ml 1,0 IE/ml 0,25 IE/ml 0 IE/ml

(grén diluent)

Bild 1. Beredning av standardkurvans spédningsserie.
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4. Rekonstituera lyofiliserat konjugatkoncentrat (100x) med 0,3 ml avjoniserat eller
destillerat vatten. Blanda férsiktigt fér att minimera skumbildning och se till att hela

innehdllet i injektionsflaskan &r helt uppldst.

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

4b.  Arbetsutspddning av konjugat ska anvéndas inom é timmar efter beredning.

4c.  Oanvént konjugatkoncentrat (100x) ska &terféras fill férvaring i 2-8 °C omedelbart

efter anvéndning.

Tabell 1. Beredning av konjugat (arbetsutspadning)

Antal remsor Volym av konjugat Volym grén diluent

(100x koncentrat)

2 10 1,0 ml
3 15 pl 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25yl 2,5 ml
6 30yl 3,0ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 4,5ml
10 50 pl 5,0 ml
1 554 5,5 ml
12 60 pl 6,0 ml

5. Plasmaprover som har samlats in fré&n blodprovtagningsrér och som sedan har férvarats
(kylda eller frusna) ska du blanda de lagrade proven noggrant innan de fillsatts i ELISA-

brunnen. Plasmaprover kan férvaras i centrifugerade QFN SARS Blood Collection Tubes
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i upp till 28 dagar i 2-8 °C eller, om plasman har samlats in, i upp till 28 dagar i

2-8 °C, plasmaprover kan ocksé férvaras under -20 °C (helst lagre én -70 °C) i upp il

24 mdnader.

Plasmaprover kan laddas/anvéndas direkt frén centrifugerade blodprovtagningsrér ill

matning i QFN SARS ELISA-plattan.

Viktigt: Om plasmaprover ska éverféras direkt fran de centrifugerade QFN SARS-

blodprovtagningsréren ska all blandning av plasman undvikas. Var alltid forsiktig sé att

inte materialet p& gelytan férstérs.

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).

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 s1 s1 13N | 15N | 17N | 19N | 21N
B | 1Agl | 3Agl | 5Agl | 7Agl | 9Agl | 82 52 | 13Agl | 15Ag1 | 17 Agl | 19 Agl | 21 Ag
C|1Ag2 | 3Ag2 | 5Ag2 | 7Ag2 | 9Ag2 | S3 S3 | 13Ag2 | 15Ag2 | 17 Ag2 | 19 Ag2 | 21 Ag2
D| 1M | 3M | 5M | 7M | 9M s4 s4 | 13M | 15M [ 1T7M | 19M | 21M
E| 2N | 4N | 6N | 8N | 10N | 1IN | 12N | 14N | 16N | 18N | 20N | 22N
F|2Agl | 4Agl | 6Agl | 8Agl | 10AgT [ 11 Agl | 12Ag1 | 14Agl | 16 Agl | 18 Agl | 20 AgT | 22 Ag
G| 2Ag2 | 4Ag2 | 6Ag2 | 8Ag2 | 10Ag2 | 11Ag2 | 12Ag2 | 14Ag2 | 16 Ag2 | 18 Ag2 | 20 Ag2 | 22 Ag2
H{ 2M | 4M | 6M | 8M | 10M | T1M | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

Bild 2. Rekommenderad ELISA-plattlayout. S1 (standard 1), S2 (standard 2), S3 (standard 3),
S4 (standard 4). TN (prov 1. Nilkontrollplasma), 1 Ag1 (prov 1. Ag1 plasma), 1 Ag2 (prov 1.
Ag2-plasma), TM (prov 1. Mitogen-plasma).

9. Tack ELISA-plattan och blanda konjugat- och plasmaprover/standarder noga med en

skakapparat fér mikroplattor under 1 minut i 500 till 1 000 rpm. Undvik stank.

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

plattan ska inte utsattas for direkt solljus under inkubering. Avvikelse frén det angivna

temperaturintervallet kan leda fill felaktiga resultat.
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11. Férbered en ELISA-platta-arbetsutspadning av tvattbufferten under inkuberingen. Spad
en del tvattbuffertkoncentrat (20x) med 19 delar avjoniserat eller destillerat vatten och
blanda val. Tillrackligt med tvattbuffertkoncentrat (20x) medfélier for att bereda 2 liter
arbetsutspddning av tvéttbuffert.

12. Nar inkubationen av ELISA-plattan &r klar, tvattar du ELISA-plattans brunnar med 400 pl
arbetsutspddning av tvéttbuffert. Utfor tvattsteget minst 6 génger. Av sdkerhetsskal

rekommenderas en automatisk tallrikstvatt vid hantering av plasmaprover.

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

varje tvattcykel. L&t tvattbufferten verka i minst 5 sekunder mellan varje cykel.

Standarddesinfektionsmedel fér laboratoriebruk ska tillséttas i avloppsbehéllaren. Fél;

faststallda rutiner fér dekontaminering av potentiellt smittfarligt material.

13. Vand ELISA-plattorna med ovansidan nedét pa en absorberande (lagluddande)
handduk for att avldgsna rester av tvéttbuffert. Tillsatt 100 pl enzymsubstratlsning i
varje plattbrunn, tack plattan och blanda noga i 1 minut pa 500 till T 000 varv/min
med en skakapparat fér mikroplattor.

14. Téck ELISA-plattan och inkubera i rumstemperatur (22 + 5 °C) i 30 minuter. ELISA-
plattan ska inte utséttas fér direkt solljus under inkubering.

15. Efter inkuberingen i 30 minuter, tillsétt 50 pl enzymstoppande |8sning till varje
plattbrunn i samma ordning som substratet tillsattes och blanda noggrant vid 500 Hill
1 000 rpm med en skakapparat fér mikroplattor.

16. Mét den optiska densiteten (Optical Density, OD) fér ELISA-plattbrunnar i en lasare for
mikroplattor inom 5 minuter efter att reaktionen har stoppats. Lésaren ska ha ett
450 nmilter och ett referensfilter p& 620 nm till 650 nm. OD-vérden anvénds fér att

berdkna resultaten.
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Resultat (berdkningar)

QFN SARS-analysprogram kan anvéndas fér att analysera rédata och berdkna resultaten. Det
ar tillgangligt frén www.qiagen.com. Kontrollera aft den senaste versionen av QFN SARS-

analysprogrammet anvénds.

Programmet utfér en kvalitetsbedémning av analysen, genererar en standardkurva och
tillhandahéller eft testresultat fér varje subjekt, som det visas i “Avlésning av resultat” pd
sida 27. Programmet rapporterar alla koncentrationer stérre dn 10 IE/ml som ”>10" eftersom

sédana vérden faller bortom det validerade linjéra intervallet fr ELISA.

Istéllet for att anvanda QFN  SARS-analysprogram kan resultaten bestémmas enligt

nedanstdende metod.
Generering av standardkurva och provvérden

Om QFN SARS-analysprogrammet inte anvands

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

t.ex. Microsoft® Excel®, om QFN SARS-analysprogrammet inte anvénds.

Anvénda ett kalkylprogram

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

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

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

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

korrelationskoefficient (r).

Provberdkning

Om féljande OD-avlasningar erhdlls for standarderna skulle berékningarna med - loggle) -
fslja de i tabell 2.

Tabell 2. Standardkurva

Standard IE/ml OD-virdena a Medelvarde %CV Loggi) IE/ml  Loggye
och b for OD Medelvérde
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 NA -1,386 -2,079
Standard 4 0O 0,034, 0,037 0,036 NA NA NA

Kurvans ekvation éry = 0,7885 (X) - 0,9837, dar "m” = 0,7885 och “c” = -0,9837. Dessa varden
anvands i ekvationen X = (Y=c)/m fér att 18sa fér X. Baserat pé standardkurvan &r den beréknade
korrelationskoefficienten (r) = 1,000. NA: Ej tillampligt.

Med hjalp av kriterierna som anges i “Kvalitetskontroll av testet”, sida 25, bestdms analysens

giltighet.

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

Antigen OD-varde Loggie OD- X e* (IE/ml) Antigen -Nil (IE/ml)
varde

Nil 0,037 -3,297 2,934 0,05 -

Agl 1,161 0,149 1,437 4,21 4,15

Ag2 1,356 0,305 1,634 5,12 5,07

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

IFN-y-varden (i IE/ml) fér Ag1, Ag2 och Mitogen korrigeras fér bakgrund genom att subtrahera
[E/ml-vardet som erhéllits for respektive Nil-kontroll. Dessa korrigerade vérden anvénds fér

tolkning av testresultaten.
Kvalitetskontroll av testet

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

kan tolkas.
For att ELISA ska vara giltigt:

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

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

e Replikata OD-vérden fér standard 3 och standard 4 fér inte variera mer én
0,040 optiska densitetenheter fr&n medelvérdet.

e Korrelationskoefficienten (r) som berdknas utifrén de genomsnittliga absorbansvérdena
for standarderna méste vara > 0,98.

e Om kdrningen inte uppfyller de ovanstdende kriterierna ar den ogiltig och maste

goras om.
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e Det genomsnittliga OD-vérdet fér nollstandarden (grén diluent) bér vara < 0,150. Om

det genomsnittliga OD-vardet ér > 0,150 bér plattrengdringsproceduren ses Sver.

QFN  SARS-analysprogrammet  beréknar och rapporterar dessa  parametrar  frén

kvalitetskontrollen.

Varje laboratorium bar bestémma lémpliga typer av kontrollmaterial och testfrekvens i enlighet
med lokala, statliga, federala eller andra ftilldmpliga ackrediteringsorganisationer. Extern

kvalitetsbeddmning och alternativa valideringsprocedurer bér évervagas.

OBS! Plasma toppat med rekombinant IFN-+y har visat minskningar med upp fill 50 % i
koncentration nér de férvaras vid antingen 2-8 °C och -20 °C. Rekombinant IFNy

rekommenderas inte for att faststalla kontrollstandarder i plasmaprover.
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Avlasning av resultat

QFN SARS-resultat ska tolkas med hjglp av féljande kriterier (tabell 4):

Viktigt: QFN SARS-analysen bér anvéndas i samband med andra laboratorietester och

epidemiologisk/klinisk utvardering fér aft bedéma en individs immunsvar till félid av
COVID-19-vaccination.

Tabell 4. Tolkning av QFN SARS-testresultat

Nil Ag1-antigen Ag2-antigen Mitogen minus  QFN SARS- Rapport/tolkning
(IE/ml)  minus Nil (IE/ml)  minus Nil (IE/ml) Nil (IE/ml)* testresultat
<8,0 |=20,150ch Alla
>25 % av Nil SARS-CoV-2-
Alla Reaktiv respons
Alla >0,15 och detekterad
>25 % av Nil
<0,15 eller <0,15 eller > 0,50 Icke-reaktiv SARS-CoV-2-
>0,15 och >0,15 och respons INTE
<25%avNil | <25% av Nil defekterad
<0,15 eller <0,15 eller < 0,50 SARS-CoV.-2
>0,15 och >0,15 och respons och
<25 % av Nil <25 % av Nil Indeterminant* mitogen kan infe
>80% | Al defekteras
, a

*Responser pd mitogen-positivkontrollen (och ibland p& Ag-antigensvaret) kan ligga utanfér
mikroplattlésarens métomréde. Detta paverkar inte testresultaten. Vérden > 10 IE/ml rapporteras av
QFN SARS-programmet som > 10 IE/ml.

*t Se "Felsckningsguide” (sida 50) for mdjliga orsaker.

§ Kliniska studier har visat att mindre dn 0,25 % av individerna hade IFN-y-nivéer p& > 8,0 IE/ml for
Nil-vardet.
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Begrdnsningar

Resultaten av QFN SARS-testerna maste anvéndas tillsammans med den enskilda patientens

epidemiologiska historik, aktuella medicinska status och andra diagnostiska bedémningar.

Individer med hégre Nil-vérden én 8 IE/ml klassificeras som “indeterminanta” eftersom en

25 % hégre respons pa Ag-antigenerna kan ligga utanfér analysens métomrade.

o Eit icke-reaktivt resultat méste dvervégas med personens medicinska och historiska data
som dr relevanta fér sannolikheten fér immunsvar mot vaccination, sarskilt fér personer

med nedsatt immunfunktion.

® QFN SARS-analysen bér anvéndas i samband med andra laboratorietester och
epidemiologisk/klinisk utvardering fér att bedéma en individs immunsvar till féljd av
COVID-19-vaccination.

m

j tillforlitliga eller indeterminanta resultat kan bero pd:

® Avvikelser fran proceduren som beskrivs i bruksanvisningen
e Felaktig transport/hantering av blodprov
® Forhdjda nivéer cirkulerande IFN-y eller férekomst av heterofila antikroppar

e Overskridande av validerade blodtider fran blodprov till inkubation. Se bruksanvisningen
QFN SARS Blood Collection Tubes (1124422).
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Analysens prestandaegenskaper

Analytisk prestanda

Analys-cut-off

QFN SARS-analys-cut-off bestdmdes med hjalp av data fran tjugo (20) deltagare som testade
SARS-CoV-2 icke-reaktiva med ett RT-PCR-est eller serologitest och tjugo (20) givare som var
helt vaccinerade (mellan 2-16 veckor efter full vaccinationsstatus) med ett FDA EUA-godként
vaccin. Datan rérande kanslighet och specificitet tillsammans med den exakta tvésidiga

konfidensintervallen p& 95 % (Cl) analyserades och man kom fram till att optimal ELISA cut-off
lag p& 0,15 IE/ml (se tabell 5).

QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit, Bruksanvisning 04/2022 29



Tabell 5. QFN SARS cut-off-varden (IE/ml) med motsvarande kénslighet och specificitet tillsammans med
tvasidig Cl pa 95 %

Kanslighet Specificitet

Cut-off- Vérde Ligre Ovre Vérde Ligre Ovre
vérde 95 %Ki 95 % Ki 95 %Ki 95 % Ki
0,1 1,000 0,940 1,000 0,933 0,838 0,982
0,15 0,983 0,911 1,000 1,000 0,940 1,000
0,2 0,900 0,795 0,962 1,000 0,940 1,000
0,25 0,733 0,603 0,839 1,000 0,940 1,000
0,3 0,717 0,586 0,825 1,000 0,940 1,000
0,35 0,650 0,516 0,769 1,000 0,940 1,000
0,4 0,600 0,465 0,724 1,000 0,940 1,000
0,45 0,567 0,432 0,694 1,000 0,940 1,000
0,5 0,467 0,337 0,600 1,000 0,940 1,000
0,55 0,433 0,306 0,568 1,000 0,940 1,000
0,6 0,400 0,276 0,535 1,000 0,940 1,000
0,65 0,333 0,217 0,467 1,000 0,940 1,000
0,7 0,317 0,203 0,450 1,000 0,940 1,000
0,75 0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
0,8 0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
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Linjaritet
QFN SARS ELISA har visat sig vara linjér vid placering av 5 replikat av 11 plasmapooler av

kadnda 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 3).

11
10

v

1 A

012345678 9 1011
Férvantad nivé av IFN-y (IU/ml)

Faststalld nivé av IFN-y (IU/ml)
i A M

Bild 3. lllustration av linjériteten for analys av studieregressionen.

Reproducerbarhet

En reproducerbarhetsstudie med flera laboratorier genomférdes for att utvardera QFN SARS-
analysens prestanda i laboratorier med flera operatérer. Denna studie genomférdes pé tre
laboratorier inom QIAGEN. Totalt tre (3) SARS-CoV-2-reaktiva och tre (3) SARS-CoV-2 icke-

reaktiva studiedeltagare (faststallda genom RT-PCR-test eller serologitest) registrerades.

Blod insamlat i fyra (4) litiumheparin-blodprovtagningsrér erhélls fran varje studiedeltagare.
Litiumheparin-blodprovtagningsréren Sverférdes sedan till ett av laboratorierna dér blodet
delades upp i tre (3) uppsattningar QFN SARS Blood Collection Tubes (QFN SARS Ag1, Ag2,
Mitogen och Nil). En uppséttning var av QFN SARS Blood Collection Tubes (BCTs) éverfordes

till var och en av testlaboratorierna och testades sedan i enlighet med QFN SARS-
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analysproceduren. Varje deltagare testades med tio (10) replikat (fem (5) replikat fér Ag1 och
fem (5) replikat fér Ag2) i varje laboratorium. | varje laboratorium kérde en (1) operatér QFN
SARS-testet oberoende. Varje operatér blindades for resultaten som erhéllits av de andra

operatérerna och blindades fér RT-PCR- eller serologitestresultaten foér studiedeltagaren.

30 resultat genererades vid vart och ett av de tre (3) testlaboratorierna, vilket resulterade i
totalt 90 datapunkter. En sammanfatining av resultaten fran studien om reproducerbarhet finns
i tabell 6.

Tabell 6. Resultatsammanfattning fran reproducerbarhetsstudie = N = 30 patientprover

Laboratorium 1 - 1 Operatér Laboratorium 2 - 1 Operatér  Laboratorium 3 - 1 Operatér

25/30 =83 % 30/30 =100 % 30/30 =100 %
Overensstammelse med Overensstammelse med Overensstammelse med
kvalitativt resultat kvalitativt resultat kvalitativt resultat

Total &verensstémmelse i procent fér alla reaktiva och icke-reaktiva prover till de férvantade
kvalitativa resultaten (reaktiv deltagare som returnerar ett reaktivt resultat och icke-reaktiv
deltagare som returnerar ett icke-reaktivt resultat baserat pé resultatet av referensmetoden for
individer) var 94,4 % (85/90) fér alla tre (3) laboratorierna.

Interanalysrepeterbarhet

En studie genomférdes for aft bestamma variabiliteten mellan olika loter av
QFN SARS Blood Collection Tubes. Totalt tvé (2) SARS-CoV-2-reaktiva och tre (3) SARS-CoV-
2 ickereaktiva studiedeltagare (faststallda genom RT-PCR-test eller serologitest) testades. Tre
(3) separata partier var och en av QFN SARS Ag1 och Ag2 blodprovtagningsror inkluderades
i denna studie. Fem (5) replikat per donator per blodprovtagningsrérslot testades. En

sammanfattning av precisionsresultaten f5r inter-lot finns i tabell 7.
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Tabell 7. Sammanfattning av precisionsresultaten for inter-lot - Totalt antal procent éverensstimmelse for
QFN SARS Ag1 och Ag2 blodprovtagningsrér; N = 25

QFN  Lotnummer for Antal kvalitativa Proportion  Légre Hégre
SARS  blodprovtagningsrér  bestémningar i konfidensgréins  konfidensgréins
BCT Sverensstammelse/totalt
antal bestdmningar

Agl 1 25/25 100,00% 86,28% 100,00%

2 25/25 100,00%  86,28% 100,00%

3 25/25 100,00%  86,28% 100,00%
Ag2 1 25/25 100,00% 86,28% 100,00%

2 25/25 100,00% 86,28% 100,00%

3 25/25 100,00% 86,28% 100,00%

Total 6verensstdmmelse i procent fér alla reaktiva och icke-reaktiva prover med de férvéintade
resultaten (reaktiv deltagare som returnerar ett reaktivt resultat och icke-reaktiv deltagare som
returnerar ett icke-reaktivt resultat baserat pd resultatet av referensmetoden for individer) var

100 % for alla tre (3) partierna tillhérande QFN SARS Ag1- och Ag2-blodprovtagningsror.

Blankgrans (Limit of Blank, LOB)
Blankgrénsen (Limit of Blank, LOB) utvarderades for QFN SARS-analysen. Tvd (2) replikat var

och en av fjorton (14) individuella normala humana plasmaprover (som blank) testades med
tvé& (2) loter av QFN SARS ELISA av tre (3) operatérer pd& tre (3) testdagar, en (1) operatér
per testdag for totalt 84 replikat fran varje ELISAkit.

LoB-vardena (IE/ml) for de tva (2) ELISAkitloterna berdknades separat, vilket visas i tabell 8.
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Tabell 8. LoB-vérdena (IE/ml) for de tva (2) QFN SARS ELISA-kitloterna

QFN SARS ELISA-kit LoB uppskattad (IE/ml)
Kit 1 0,030
Kit 2 0,040

Det storre LoB-vérdet, 0,040 IE/ml, fér bada QFN SARS ELISAkitloterna, rapporterades som
det slutliga LoB-vardet.

Detektionsgrdns (Limit of Detection, LoD)

Detektionsgrénsen (Limit of Detection, LoD) utvarderades fér QFN SARS-analysen. En méansklig
plasmapool genererades genom att kombinera fijorton (14) individuella plasmaprover. Var
och en av de tre (3) operatérerna utarbetade ett IFN-y referensstandardlager med 1,0 IE/ml
utspddd i buffert. En spédningsserie med étta (8) koncentrationer gjordes i plasma. Studien
genomfdrdes under tre (3) dagar, av tre (3) alternerande operatérer som anvénde tvé (2) QFN
SARS ELISAkitloter. For varje testdag festades fem (5) replikat av varje koncentration inom
varje uppsdttning av serieutspadningsserien for totalt 45 replikat fr varje utspddning av IFN-
y-koncentration f5r varje QFN SARS ELISAkitlot.

LoD-vérdet fér vart och ett av de testade QFN SARS ELISA-kitloterna berdknades separat som
visas i tabell 9. LoD uppskattades med Probitregressionsmodell. LoD baserades pd& den
uppskattade koncentrationen (IE/ml) som resulterade i 95 % uppskattad sannolikhet att f& en

traffkvot storre én 0,04 IE/ml (faststdlldes av LoB).

Tabell 9. Uppskattade LoD-vérden (IE/ml) for de tva (2) QFN SARS ELISA-kitloterna

QFN SARS Sannolikhet Koncentrationsuppskattning  Léigre 95 % Ovre 95 %

ELISA-kit (IE/ml) konfidensgréins konfidensgréins
for uppskattning  f&r uppskattning

Kit 1 0,95 0,063 0,060 0,067

Kit2 0,95 0,065 0,060 0,073
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Det stérre LoD-vdrdet berdknat &ver bada QFN SARS ELISAkitloterna, 0,065 IE/ml,

rapporterades som det slutgiltiga LoD-vardet.

Interfererande dmnen

En studie genomférdes for att bestémma effekterna av potentiella interfererande dmnen pd
prestanda fér QFN SARS ELISA-detekteringen av IFN-y. Interferenterna som ingick i denna
testning var: friglycerider (totalt), hemoglobin, protein (totalt serum), bilirubin (konjugerat),
bilirubin (okonjugerat), abacavirsulfat, cyklosporin och prednisolon. Fem (5) plasmapooler
med kdanda koncentrationer av IFNy  bereddes med anvandning av olika
inferferenskoncentrationer. Baspoolens IFN-y -niva framstélldes tidigare med en férutbestamd
méangd IFN-y nérvarande (cirka 0,21, 0,45 och 1,4 IE/ml). Denna pool anvéndes sedan fér
att forbereda inferferenspoolerna. Fem olika nivaer av mélinterferenskoncentrationer testades
och baserades pa referensintervall, patologiska varden, terapeutiska intervall och toxiska
intervall eller enligt rekommendationer fr&n leverantérer eller allménna kliniska nivéer. Sex (6)

replikat testades for varje interferent-provkoncentrationsnivd.
p | p

Fér varje provkoncentration utférdes eft T-test, dér skillnaden i genomsnittlig log10 (IE/ml)
jdmférdes med den héga interferentnivan (10) jamfdrt med kontrollen (dvs. interferentfri nivd).
Den uppskattade skillnaden i genomsnittligt svar, tillsammans med motsvarande tvésidiga

95 % konfidensgrénser och p-virde rapporteras i tabellen.
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Tabell 10. Log10 IE/ml: T-tests sammanfatiningstabell for skillnader i medel mellan kontroll och hég
interferensniva for varje interferent och IFN-y Koncentrationsniva

Interferent Interferentnivé  Provkoncentration  Medelskillnad  Légre Ovre P-vérde
(IE/ml) 95% Kl 95%KI
Triglycerider  Héga 1,4 0,053 -0,004 0,110 0,063
0,45 0,039 -0,021 0,058 <,001
0,21 0,034 -0,002 0,071 0,061
Hemoglobin  Héga 1,4 0,001 -0,042 0,040 0,967
0,45 0,016 -0,007 0,040 0,152
0,21 0,014 -0,030 0,059 0,489
Protein Héga 1,4 0,030 =-0,071 0,011 0,136
0,45 0,000 -0,046 0,046 0,992
0,21 -0,045 -0,103 0,012 0,109
Konjugerat Héga 1,4 0,001 =0,046 0,048 0,961
bilirubin
0,45 0,012 -0,043 0,067 0,639
0,21 0,015 -0,044 0,074 0,586
Okonjugerat  Héga 1,4 0,015 -0,011 0,042 0,231
bilirubin
0,45 0,015 -0,023 0,052 0,411
0,21 0,012 -0,033 0,057 0,566
Abacavir Hoéga 1,4 0,013 -0,015 0,040 0,322
0,45 0,015 -0,014 0,044 0,283
0,21 0,008 -0,034 0,050 0,677

Tabellen fortsatter p& nésta sida

36 QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit, Bruksanvisning 04/2022



Tabellen fortsatter fran féreg&ende sida

Tabell 10. Log10 IE/ml: T-tests sammanfattningstabell for skillnader i medel mellan kontroll och hég
interferensniva for varje interferent och IFN-y Koncentrationsnivé

Interferent Interferentnivé Provkoncentration Medelskillnad  Légre 95 Ovre 95 P-véirde
(IE/ml) % Kl % Kl

Cyklosporin  Héga 1,4 0,002 0,019 0,024 0,816
0,45 0,007 -0,030 0,043 0,682
0,21 0,015 -0,007 0,038 0,155

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

Resultaten visade inga signifikanta statistiska skillnader mellan den hégsta interferensnivén
som festades och kontrollen (interferensfri nivé) utom koncentrationsnivén fér triglycerid
0,451E/ml. Det gick att faststélla att medelskillnaden for defta vérde var
+ 2 standardavvikelser fran méttet pd medelkontrollnivén, vilket p&visade att den observerade
skillnaden ligger inom den férvéntade variabiliteten for analysen och att kliniskt relevanta

nivéer av friglycerider inte véntas stéra QFN SARS ELISA.
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Klinisk prestanda

Den Kkliniska prestandan hos QFN SARS-analysen utvérderades i en prospektiv
observationsstudie som genomférdes fran juni fill oktober 2021. | studien ingick deltagare som
inte hade négon historik med SARS-CoV-2-infektion som hade f&tt COVID-19-vaccination med
vacciner som riktar in sig p& det virala S-proteinet hos SARS-CoV-2 samt de som inte hade
nagon historik med SARS-CoV-2-infektion som inte blivit vaccinerade mot COVID-19.

Deltagare som hade gett sitt samtycke utvarderades mot inklusions- och exklusionskriterier, och
endast deltagare som uppfyllde alla inklusionskriterier, men inte ndgot av exklusionskriterierna
blev registrerade och fick ta blodprov fér QFN SARS.

Nedan presenteras en sammanfattning av den registrerade populationen:

® Grupp 1: Innefattade deltagare utan négon historik med naturlig SARS-CoV-2 infektion,
som infe blivit vaccinerade mot COVID-19 i samband med provtagning av blod fér QFN
SARS, aldrig hade testat positivt for SARS-CoV-2-infektion, hade rapporterat eft negativt
resultat i ett icke-reaktivt serologitest, och inte uppvisade nagra tecken eller symtom pé

COVID-19 inom en 4-veckorsperiod fére registreringen.

® Grupp 2: Innefattade deltagare utan historik med SARS-CoV-2-infektion, som hade blivit
vaccinerade mot COVID-19 dér vaccinationen var inriktad pé& S-proteinet i SARS-CoV-2
i samband med provtagning av blod fér QFN SARS, och aldrig hade testat positivt for
SARS-CoV-2-infektion.

® Ingen av deltagarna hade genomgaétt transplantation (fast organ eller cell) eller

behandlades fér cancer vid tidpunkten fér studien.

Allt som allt registrerades 218 deltagare i Grupp 1 och 171 deltagare i Grupp 2. Efter
provtagningen av blod fér QFN SARS uppdagades det att fyra av deltagarna i Grupp 1 inte

kunde delta i studien p& grund av ett positivt resultat fréin ett reaktivt serologitest. Resultatet
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framgick av provtagning samtidigt som provtagning av blod for QFN SARS &dgde rum och

dessa blev saledes exkluderade ur studien.

Prover samlades in, QFN SARS-blodprovtagningsrér bearbetades och plasma lagrades vid
<-20 °C tills det gick att anvénda den fér att testa med QFN SARS ELISA. Samtliga kérningar
med QFN SARS ELISA-plattan var giltiga och det erhélls inga indeterminanta resultat, vilket
ledde till 214 och 171 prover fardiga fér utvardering i Grupp 1 och 2.

Demografi

Antal insamlade prover per land och procentsats av det totala vérdet for varje studiegrupp

visas i tabell 11.

Tabell 11. Sammanfattning per land och uppsamling fran proviagning

Land och Grupp 1 Grupp 2

uppsamling fran

provtagning N % N %
Nederlénderna 214 100,00% 153 89,47%
USA 0 0,00% 18 10,53%

En sammanfattning av deltagarnas &lder, inklusive medel-, median-, minimi- och maximidalder

samt standardavvikelse fér élder visas i tabell 12.

Tabell 12. Sammanfatining av deltagardldern (ar)

N Medelvirde Median SD Minimum Max

385 40,47 37,00 14,168 18,00 80,00

En sammanfattning av deltagarnas kén visas i tabell 13.
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Tabell 13. Sammanfattning av deltagarnas kén

Kén N %

Kvinnor 234 60,78%

Mén 151 39,22%
Specificitet

Den kliniska &verensstdmmelsen dar resultat fraén QFN SARS jamférs med resultat frén

referensmetoden visas i tabell 14.

Tabell 14. Klinisk dverensstimmelse: Resultat av QFN SARS jamfért med referensmetoden

Resultat fran referensmetoden
Grupp 1 (- vax, Grupp 2 (+ vax,
-infektion) -infektion) Totalt
QFN SARS-  Icke-reaktiv | 199 34 233
testresultat
Reaktiv 15 137 152
Totalt 214 171 385

Nar det géller ovaccinerade deltagare (Grupp 1), testade 199 av 214 icke reaktivt med QFN
SARS medan de dterstéende 15 testade reaktivi. Nér det géller vaccinerade deltagare
(Grupp 2), testade 137 av 171 reaktivt med QFN SARS medan de éterstdende 34 testade
icke-reaktivt. Inget av de 15 och 34 diskrepanta proven i Grupp 1 och 2 genomgick ytterligare

testning med en diskrepant metod.

Den negativa Sverensstdmmelsen i procent (NPA) (specificitet) beréknades fér ovaccinerade

deltagare (Grupp 1), utmed den tvésidiga konfidensintervallen pa 95 % (Cl), och visas i
tabell 15.
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Tabell 15. Negativ verensstammelse i procent (specificitet)

Grupp # NPA (specificitet) 95 % Ki
Grupp 1 92,99 % 88,70-96,02%
(-vace, -infektion) (199/214)

Kanslighet

Den positiva éverensstdmmelsen i procent (PPA) (kdnslighet) berdknades fér vaccinerade
deltagare (Grupp 2), j@mte den dubbelsidiga Cl med 95 % precision, vilket framgér av
tabell 16.

Tabell 16. Positiv dverensstdmmelse i procent (kéanslighet)

Grupp # PPA (kénslighet) 95 %Ki
Grupp 2 80,12 % 73,34-85,82 %
(+vacc, -infektion) (137/171)

Positiv dverensstdmmelse i procent for &lder

For vaccinerade deltagare (Grupp 2), stratifierades positiv verensstdmmelse i procent utifrén
&lder < 60 och = 60 ér, vilket framgdr av tabell 17.

Tabell 17. Positiv dverensstammelse i procent for < 60 och 2 60 ar

Aldersintervall (ar) PPA (kanslighet) 95 % Kl

<60 8533 % 78,78-90,64 %
(128/150)

> 60 42,86 % 21,82-65,98 %
(9/21)
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Positiv Sverensstammelse i procent fér COVID-19-vaccin

For vaccinerade deltagare (Grupp 2), stratifierades positiv verensstdmmelse i procent utifrén

COVID-19-vaccin som mottagits, vilket framgar av tabell 18.

Tabell 18. Positiv 6verensstimmelse i procent fér COVID-19-vaccin

Vaccin PPA (kanslighet) 95 % Kl
62,50%

Astra Zeneca (5/8) 24,49-91,48 %

Janssen 86,67 % 5

(Johnson & Johnson) (13/15) A S
77,27 % .

Moderna (17/22) 54,63-92,18 %

: . 80,95 % 5
Pfizer - BioNTech (102/126) 73,00-87,40 %

Faktorer som ar kopplade till icke-reaktiva resultat hos vaccinerade deltagare

For aft faststélla om dkande é&lder, tid fran aft allt COVID-19-vaccin getts, vaccin mottagits,
och om det fanns ett samband mellan kén och icke-reaktiva resultat hos vaccinerade deltagare
(Grupp 2) genomférdes en endimensionell logistisk regressionsanalys. Sambandet mellan
varje faktor och icke-reaktiva resultat beréknades i form av en sannolikhetskvot (OR) och

resultaten framgédr av tabell 19.
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Tabell 19. Koppling mellan faktorer och icke-reaktiva resultat hos vaccinerade individer

Faktor ELLER (95 % Cl) p-varde
Alder (ar) 1,08 (1,05-1,12) < 0,001
Eld fran vaccinf:tionen fram fill QFN SARS- 1,02 (1,01-1,03) <0,001
lodprovstagning (dagar)
Vaccin Pfizer — BioNTech 1 -
Astra Zeneca 2,55 (0,57-11,42) 0,221
Janssen
(Johnson & Johnson) 0,651(0,143,09) 0,592
Moderna 1,25 (0,42-3,72) 0,689
Kon Kvinnor 1 -
Mén 1,25 (0,59-2,65) 0,565

De enda faktorer som hade en tydlig koppling till icke-reaktiva resultat hos vaccinerade

individer var alder och tid fran vaccinationstillfallet.

Effersom studien genomférdes i lander dér COVID-19-vaccin fdrst hade getts till éldre
individer, kan &ldern haft en inverkan p& kopplingen mellan tid frén vaccinationstillfllet och

icke-reaktiva resultat. | tabell 20 visas regressionsanalys dér alder ér en kovarians.

Tabell 20. Koppling mellan faktorer och icke-reaktiva resultat med alderskontroll

Faktor ELLER (95 % Cl) p-vérde
Alder (ér) 1,07 (1,03-1,11) <0,001
Tid fran vaccinationen fram till

QFN SARS-blodprovstagning 1,01 (1,00-1,02) 0,214
(dagar)
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Nar éldern &r kontrollerad har kopplingen mellan tiden frén vaccinationen och de icke-
reaktiva resultaten inte ndgon betydelse, men fér &lder fanns det fortfarande ett starkt

samband.
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Felsékningsguide

Den hér felsékningshandboken kan vara till hjalp fér att [8sa eventuella problem som uppstér.
Mer information finns p& sidan Vanliga frégor (Frequently Asked Questions, FAQ) pd& vért
tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar QIAGEN

teknisk service gérna pé frédgor om informationen och/eller protokollen i denna handbok eller

prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, besék www.qiagen.com).

Kommentarer och forslag

Felsokning av ELISA

Icke-specifik fargutveckling

a)

b)

<)

d)

e)

Bristfallig rengéring av
plattan

Korskontaminering av
ELISA-brunnarna

Kitets/komponenternas
utgangsdatum har
passerats

Enzymsubstrat-
|sningen ar
kontaminerad

Blandning av plasma i
QFN SARS

Blood Collection Tubes
innan insamling

Tvétta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per
brunn. Det kan krévas fler én 6 tvéttcykler beroende pé
vilken tvattmaskin som anvands. Lat tvéttbufferten verka i
minst 5 sekunder mellan varje cykel.

Var férsiktig nar du pipetterar och blandar proverna fér att
minimera riskerna.

Kontrollera att kitet anvénds innan utg&ngsdatumet. Se till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X
anvdnds inom tre manader efter rekonstituering.

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

Efter centrifugering ska du undvika att pipettera upp och ned
eller blanda plasman pé négot sétt innan insamling. Var
alltid farsiktig s& att inte materialet p& gelytan férstors.

Laga avldsningar av optisk densitet i standarder

a)

Spddningsfel
i standard

Kontrollera att spadningar av kitstandarden bereds enligt
denna bruksanvisning.
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Kommentarer och forslag

b)

<)

d)

e)

f)

gl

Pipetteringsfel
For lag
inkuberingstemperatur

For kort inkuberingstid

Ett felaktigt filter
anvands i plattldsaren

Reagenserna &r for
kalla

Kitets/komponenternas
utgangsdatum har
passerats

Tillstdnd med

a)

b)

<)

d)

Bristféllig rengéring av
plattan

For hég
inkuberingstemperatur

Kitets/komponenternas
utgangsdatum har
passerats

Enzymsubstrat-
|sningen ar
kontaminerad

Kontrollera att pipetterna kalibreras och anvéands i enlighet
med ftillverkarens instruktioner.

Inkubering av  ELISA ska utféras i rumstemperatur
(22 + 5 °C).

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

Plattan ska ldsas vid 450 nm med ett referensfilter p& frén
620 till 650 nm.

Alla reagenser, med undantag fér konjugatkoncentrat
(100X), méste ha antagit rumstemperatur innan analysen
pdbdrjas. Detta tar ungefar 1 timme.

Kontrollera att kitet anvénds innan utg&ngsdatumet. Se till aft
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X
anvdnds inom 3 mé&nader efter rekonstituering.

Tvétta plattan minst 6 génger med 400 pl tvattbuffert per
brunn. Det kan kravas fler an 6 tvattcykler. Lat tvattbufferten
verka i minst 5 sekunder mellan varije cykel.

Inkubering av  ELISA  ska utféras i rumstemperatur
(22 £ 5 °C).

Kontrollera att kitet anvéinds innan utg&ngsdatumet. Se till att
rekonstituerad standard och konjugatkoncentrat (100X
anvdnds inom tre manader efter rekonstituering.

Kassera substratet om det &r blafargat. Kontrollera att
reagenserna endast férvaras i rena behdllare.
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Kommentarer och forslag

Icke-linjér standardkurva och variabilitet mellan duplikat

a) Bristfallig rengdring av  Tvétta plattan minst 6 ganger med 400 pl tvattbuffert per
plattan brunn. Det kan krévas fler dn 6 tvéttcykler. Lat tvattbufferten
verka i minst 5 sekunder mellan varje cykel.

b) Spddningsfel Kontrollera att spadningar av standarden bereds enligt
i standard denna bruksanvisning.
c) Bristfallig blandning Blanda reagenserna noggrant genom véndning eller genom

att vortexblanda férsiktigt innan de appliceras pé plattan.

d) Inkonsekvent Prover och standard ska fillsattas i anslutning till varandra.
pipetteringsteknik eller  Alla reagenser ska ha preparerats innan analysen pébérjas.
avbrott under
pipetteringen vid
beredningen av
analysen

52 QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit, Bruksanvisning 04/2022



Symboler

Féljande symboler kan finnas i bruksanvisningen eller pa férpackningar och etiketter:

Symbol Symbolférklaring

Innehaller reagens som réacker till <N> reaktioner

-~

Utgéngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

V|

o

Katalognummer

LOT Lotnummer

Materialnummer (dvs. komponentetikett)
Komponenter

Innehaller

Antal

GTIN GSl-artikelnummer

Auktoriserad representant

R betyder revidering av bruksanvisningen och n ar
revisionsnumret

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

%?H allQ
el EFEIS
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Symbol Symbolfsrklaring

m] Las bruksanvisningen fére anvéndning

\ /
// S~ Utsatt inte for direkt solljus
AN
]
ij: Varning/férsiktighet
Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vilkommen att besdka vart tekniska
supportcenter pd www.qiagen.com/Support, ringa oss pd 00800-22-44-6000 eller kontakta

QIAGEN teknisk service eller en lokal distributér (se baksidan eller besék www.qiagen.com).
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Bilaga A: Teknisk information

Indeterminanta resultat

Indeterminanta resultat ar séllsynta och kan bero pé testpersonernas immunstatus, men de kan
ocks& vara relaterade till ett antal tekniska faktorer (t.ex. olémplig hantering/lagring av

blodprovtagningsrér, ofullstdandig ELISA-plattbricka) om bruksanvisningen ovan inte f3ljs.

Om det finns misstanke om tekniska problem med reagenslagringen i samband med
provtagning eller hantering av blodprover ska hela QFN SARS-estet géras om med nya
blodprov. ELISAtestet fér stimulerad plasma kan géras om ifall det finns misstankar om
bristfallig rengdring eller om att proceduren fér ELISA-estet inte har f8ljts. Lakaren kan dé vdlja

att ta ett nytt prov eller vidta andra atgérder.
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: Férkortad ELISA+estprocedur

1. Ekvilibrera ELISA-komponenterna, med undantag for KD
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 arbetsutspddning av konjugat i den gréna diluenten och l_|
tillsatt 50 pl i alla brunnar.

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

brunnar. Blanda med en skakapparat. L L B

6. Inkubera i 120 minuter i rumstemperatur. /D
2:00

7. Tvétta brunnarna minst 6 génger med 400 pl tvéttbuffert per [‘k :’*\ ;
brunn.
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8. Tillsatt 100 pl enzymsubstratlésning i brunnarna. Blanda med en

skakapparat.

9. Inkubera i 30 minuter i rumstemperatur.

10. Tillsatt 50 pl enzymstoppande 16sning i brunnarna. Blanda med

en skakapparat.

11. Las 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 SARS-CoV-2 ELISAkit med 2 plattor 626420
(QFN SARS) ELISA Kit

Relaterade produkter

QuantiFERON SARS-CoV-2 200 rér (50 vardera Nil, Ag1, Ag2 626725
Blood Collection Tubes och Mitogen)

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
handbok eller anvandarmanual fér QIAGEN«kit. Handbécker och anvéndarmanualer Hill
QIAGENit finns p& www.qiagen.com eller kan bestdllas frén QIAGEN teknisk service eller

din lokala é&terférsdljare.
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Dokumentrevisioner

Datum

Beskrivning

R1, oktober 2021
R2, november 2021

R3, april 2022

Startversion

Uppdaterade avsnitten Prestandaegenskaper och Klinisk
prestanda

Uppdaterade avsnittet Analytiska prestandaegenskaper vad
gdller interfererande d@mnen
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Den har sidan har avsiktligt ldmnats tom.
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Den har sidan har avsiktligt ldmnats tom.
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Den har sidan har avsiktligt ldmnats tom.
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Avtal om begrénsad licens for QuantiFERON® SARS-CoV-2 (QFN SARS) ELISA Kit
Anvéndning av denna produkt innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medfljer produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens fér nagon av sina immateriella fillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inte ingdr i denna panel férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfélier produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.qiagen.com. Vissa av de hdr ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De har protokollen har inte testats
noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts rattigheter.

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

3. Panelen och dess komponenter é&r licensierade fér engangsbruk och fér inte ateranvéindas, férbéttras eller sdljas vidare.

4. QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, férutom de uttryckligen angivna.

5. Képaren och anvéndaren av panelen godkénner att inte tilldta ndgon annan att utféra ndgot som kan leda till eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.

QIAGEN kan kréva att detta avtal om begréinsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas for alla undersdknings- och réttegangskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstér vid férsék att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller négon
av dess komponenter.

Uppdaterade licensvillkor finns p& www.qiagen.com.

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

04-22 1124420 © 2022 QIAGEN, med ensamrtt.
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