T-Track® CMV

[IVD

Gebrauchsanweisung (Deutsch)

1 Zweckbestimmung

Der T-Track® CMV ist ein In-vitro-Diagnostikum zur Bestimmung der
Funktionalitat der zellvermittelten Immunantwort (cell-mediated immu-
nity, CMI) von CMV-seropositiven Patienten.

Der Test erlaubt eine semiquantitative Beurteilung der CMV-
spezifischen Immunkompetenz dieser Patienten. Der Test eignet sich
nicht zur Bestimmung einer CMV-Infektion.

2 Anwendungsbereich

Der T-Track® CMV Test basiert auf der hochsensitiven Enzyme-linked
Immunosorbent Spot (ELISpot)-Technik. Dabei handelt es sich im
Prinzip um einen Festphasen-ELISA unter Verwendung einer PVDF-
Membran-bestiickten Mikrotiterplatte. Der T-Track® CMV Test ermdg-
licht einen hoch-spezifischen und -sensitiven Nachweis der CMV-
spezifisch reaktivierten (IFN-y-sekretierenden) Effektorzellen auf Ein-
zelzellniveau.

3 Testprinzip

Gereinigte PBMC (peripheral blood mononuclear cell; mononukleare
Zellen des peripheren Blutes) werden fiir 17-21 Stunden mit ausge-
wahlten T-activated® CMV Proteinen (IE1, pp65) stimuliert. Das dabei
von CMV-reaktiven Zellen sezernierte Zytokin IFN-y wird von IFN-y-
spezifischen Antikérpern (Capture-Antikdrper) gebunden, die auf einer
PVDF-Membran immobilisiert sind.

Nach Entfernen der Zellen erfolgt die Detektion des gebundenen IFN-y
mittels IFN-y-spezifischer Detektions-Antikorper, an die das Enzym
alkalische Phosphatase gekoppelt ist.

Durch die enzymatische Umsetzung des |6slichen Substrats in einen
unléslichen, farbigen Niederschlag entstehen auf der Membran soge-
nannte Spots, wobei jeder Spot auf eine einzelne Antigen-reaktive,
IFN-y-sezernierende Effektorzelle zuriickzufiihren ist.

Die Spots kdnnen entweder mit einem Mikroskop oder einem automa-
tischen Bildanalysesystem (ELISpot Reader) ausgezahlt werden.

Fur die Untersuchung einer einzelnen Patientenprobe werden folgende

Messungen durchgefihrt:

a) Negativkontrolle (2 Replikate): nicht-stimulierte PBMC zur Detekti-
on unspezifisch aktivierter Blutleukozyten

b) Assay Marker 1 (2 Replikate): CMV T-activated® immediate-early-1
(IE1) Protein Antigen-stimulierte PBMC

c) Assay Marker 2 (2 Replikate): CMV T-activated® phosphoprotein
65 (pp65) Antigen-stimulierte PBMC

d) Positivkontrolle (Zellfunktionalitat, 1 Replikat): Phytohemagglutinin-
L (PHA)-stimulierte PBMC

e) Operatorkontrolle (korrekte Versuchsdurchfiihrung, 1 Replikat): mit
IFN-y gesattigter Capture-Antikorper
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Abbildung 1: Workflow des T-Track® CMV
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4 Reagenzien

4.1 Packungsinhalt

Die Reagenzien einer Packung reichen fur die Analyse von 12 Patien-
tenproben (entspricht 96 Bestimmungen). Jeder Kit enthalt:

Kit Komponente Einheit Menge

gg;;?grkontrolle ek 1 ?’11 g?;lst?srt‘::};)
|TACT IE1| T-activated® IE1 Volumen 70yl Konzentrat
,@ T-activated® pp65 Volumen 70yl Konzentrat
CONTROL |+] PHA Volumen 70yl Konzentrat
mAb-AP Volumen 70yl Konzentrat
DILUBUF Verdinnungspuffer ~ Volumen 12ml  gebrauchsfertig

Substrat Volumen 6ml  gebrauchsfertig

Waschpuffer 1 Volumen 200ml  gebrauchsfertig

IWASHBUF 2| Waschpuffer 2 Volumen 70ml  gebrauchsfertig
NSTRU Gebrauchsanweisung Stiick 1

600000000
iR
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4.2 Zusatzlich bendtigte Reagenzien, Materialien und Geréte

e Blutentnahmershrchen, wie z.B. S-Monovette® Li-Heparin 7,5 ml
(Sarstedt, Kat.-Nr. 01.1608.001)

e Sterile Zentrifugen-Rohrchen (Polypropylen-Réhrchen, 15 ml und

50 ml, z.B. Greiner, Kat.-Nr. 188271 und Kat.-Nr. 227261)

Sterile Reaktionsgefae (z.B. 1,5 ml, Greiner, Kat.-Nr. 616201)

Sterile Pipetten und Pipettenspitzen

Sterile Pasteurpipetten

Steriles PBS (z.B. Gibco, Kat.-Nr. 10010031)

Ficoll® (z.B. Pancoll, PAN Biotech, Kat.-Nr. P04-60500)

Trypanblau (optional, Sigma, Kat.-Nr. T8154)

Steriles Serum-freies Zellkulturmedium (AIM-V®, Gibco,

Kat.-Nr. 31035-025)

Leitungswasser

e Zentrifuge mit Ausschwingrotor zur Praparation der PBMC, die
mindestens 1000 x g erreicht, die Proben bei Raumtemperatur hal-
ten (+18 bis +25 °C) und ohne Bremse betrieben werden kann.

e Sicherheitswerkbank Klasse Il

e Neubauer-Zahlkammer mit Mikroskop und Trypanblau oder vali-

diertes Gerat zur Zellzahlbestimmung (empfohlen)

Feuchtinkubator (+37 °C, 5 % CO,)

ELISpot Reader (empfohlen)

5 Haltbarkeitsdauer und Handhabung

¢ Komponenten des Kits vor und nach Gebrauch bei +2 °C bis +8 °C
lagern.

4 Vor Testbeginn alle Komponenten auf Raumtemperatur

(+18 °C his +25 °C) temperieren. Die Testdurchfihrung erfolgt bei
Raumtemperatur.

4  Kitkomponenten wahrend der gesamten Testdurchfiihrung vor
direktem Sonnenlicht schitzen. Insbesondere die Substratlosung
ist lichtempfindlich.

¢  Nicht verwendete Teststreifen miissen unter sterilen Arbeitsbedin-
gungen in die Originalverpackung zuriickgelegt und lichtgeschutzt
bei +2 °C bis +8 °C aufbewahrt werden.

¢ Die Bestandteile des Kits sind ungeoffnet unter den empfohlenen
Lagerbedingungen bis zum Haltbarkeitsdatum stabil (siehe Pa-
ckungsvorderseite).

4  Komponenten, die mehrfach gebraucht werden, sind bei
+2 °C his +8 °C bis zur Weiterverwendung zu lagern und haben
nach dem ersten Offnen des Kits eine Haltbarkeit von bis zu 3 Mo-
naten (héchstens bis zum Haltbarkeitsdatum des Kits).

¢  Der Test ist nur von geschultem und autorisiertem Fachpersonal
durchzufuhren.

¢  Beijeglichen Anderungen am Produkt, bzw. der Anwendungsvor-
schrift durch den Anwender, kann die Anwendung auf3erhalb der
von MIKROGEN vorgegebenen Zweckbestimmung liegen.

¢  Nur zur sachkundigen Verwendung durch Fachanwender.
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6 Warnungen und Sicherheitsvorkehrungen

4 Nur fur die In-vitro-Diagnostik verwenden.

4  Der Test eignet sich nicht zum Nachweis einer CMV-Infektion.

¢  Ergebnisse dirfen immer nur im Zusammenhang mit dem klini-
schen Gesamtbild verwendet und interpretiert werden.

¢ Komponenten verschiedener Kit-Chargen dirfen nicht gemischt
werden.

¢ Samtliche Blutprodukte miissen als potenziell infektios behandelt
werden.

¢ Wahrend des gesamten Testverfahrens miissen geeignete Ein-
weg-Handschuhe und eine geeignete personliche Schutzausris-
tung getragen werden.

¢ Die Handhabung von Blutproben und Testkomponenten sowie
deren Gebrauch, Lagerung und Entsorgung muss gemaR nationa-
ler Biogeféhrdungsrichtlinien und -vorschriften erfolgen.

¢  Alle wahrend der Durchfiihrung anfallenden Flissigkeiten missen
gesammelt werden. Alle Sammelbehéalter missen geeignete Des-
infektionsmittel zur Inaktivierung humanpathogener Erreger enthal-
ten oder autoklaviert werden. Samtliche Reagenzien und Materia-
lien, die mit potentiell infektiésen Proben in Berihrung kommen,
mussen mit geeigneten Desinfektionsmitteln behandelt oder ent-
sprechend lhren Hygienevorschriften entsorgt werden. Die Kon-
zentrationsangaben und Inkubationszeiten der Hersteller miissen
beachtet werden.

4  Mit Chemikalien muss sorgfaltig umgegangen werden. Sicherheits-
Informationen finden Sie in dem entsprechenden ,Sicherheitsda-
tenblatt (SDB)*, das Uber www.mikrogen.de angefordert werden
kann.

¢  Vor Durchfiihrung des Tests die gesamte Gebrauchsanweisung
durchlesen und sorgféltig befolgen. Abweichungen vom in der Ge-
brauchsanweisung aufgefuhrten Testprotokoll kénnen zu fehlerhaf-
ten Ergebnissen fuhren.

¢  Der Kit muss bei +2 °C bis +8 °C gelagert werden. Der Kit darf
nicht Uber das Haltbarkeitsdatum hinaus verwendet werden.

¢ Um eine Kontamination der Reagenzien, der Teststreifen, der
Zellsuspensionen und der Zellkulturmedien zu vermeiden, miissen
sterile Arbeitstechniken an den empfohlenen Stellen sowie Vor-
sichtsmaflinahmen generell eingehalten werden.

Hinweis: Der Ausdruck ,sterile Arbeitsbedingun-
gen/Arbeitstechniken® bedeutet eine kontrollierte Arbeitsumge-
bung, um Kontaminationen zu vermeiden.

¢ Achtung: Die heparinisierten Vollblutproben dirfen nicht gekuhlt
oder eingefroren werden.

4  Fur die Vergleichbarkeit der mit dem Test gewonnenen Ergebnisse
wird empfohlen, im Vorfeld eine Validierung der Zellzéhlung und
der verwendeten Messgeréate (Messbereich, Messprotokoll) durch-
zuftihren.

¢ Die jeweiligen Beschrankungen der Messgeréte sind zu beachten.

7 Probenentnahme und Vorbereitung des Tests

7.1 Transport und Lagerung der Blutproben

¢ Um die Funktionalitat der Blutleukozyten zu gewahrleisten, muss die
Blutprobe bei Raumtemperatur (+18 bis +25 °C) transportiert oder ge-
lagert und innerhalb von 24 Stunden nach der Blutabnahme analysiert
werden. Bei mehrfachen Blutentnahmen pro Patient wird empfohlen,
die Blutproben in einem vergleichbaren Zeitraum (vorzugsweise in-
nerhalb von 8 Stunden) nach Blutabnahme zu analysieren.

7.2 Probenmaterial und Hinweise zur Versuchsdurchfiihrung
Die Blutentnahme muss durch sachkundige Personen entsprechend
den lokalen Anweisungen zur Blutentnahme erfolgen.

Fir die Testdurchfihrung wird ein vollstandig mit Blut gefulltes 7,5 ml
Li-Heparin-R6hrchen pro Patient benétigt, um die erforderliche Anzahl
an PBMC bei immunkompetenten und -supprimierten Patienten
gleichermalen zu erreichen.

Der Test muss unter strenger Einhaltung der beschriebenen Schritte
dieser Gebrauchsanweisung erfolgen. Die Gewinnung der PBMC und
der Ansatz der Teststreifen muss unter sterilen Bedingungen durchge-
fuhrt werden.

Um die Funktionalitét der Blutleukozyten wahrend des Inkubations-
schrittes zu gewdahrleisten, missen die Ablaufe der PBMC-Gewinnung
validiert werden. Weitere Methoden zur PBMC Praparation, neben der
in dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen, kénnen nach vorheri-
ger Validierung angewendet werden.

Zusaétzlich sollte das Verfahren zur Ermittlung der PBMC Zellzahl
validiert werden. Zellzahlungen kénnen bei einem nicht-validierten
Prozess variieren und zu unzuverlassigen Messergebnissen fuhren.
Die Methode der Zahlung der entwickelten Spots muss durch den
Anwender ebenfalls validiert werden. Zur Gewabhrleistung einer stan-
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dardisierten Probenauswertung wird die Verwendung eines validierten
und kalibrierten ELISpot-Readers mit zugehoriger Software empfohlen.
Eine visuelle Inspektion der Spotzahlen sollte durchgefuhrt werden,
um die Ubereinstimmung mit der Ausgabe des Readers zu verifizieren.
Die Gerateeinstellungen des Readers miissen etabliert sein und dir-
fen bei wiederholten Messungen nicht verandert werden.

7.3 Vorbereitungen
731 Vorbereiten der Reagenzien
Das Zellkulturmedium und die Reagenzien des T-Track® CMV miissen
vor Gebrauch auf Raumtemperatur vorgewarmt werden. Vor dem
Gebrauch Ldsungen sanft durchmischen (nicht vortexen) und die Vials
anschliefRend kurz zentrifugieren. Verpackungen, die unter der Steril-
werkbank eingesetzt werden, miussen vor Gebrauch desinfiziert wer-

den.

7.3.2 Vorbereitung der Teststreifen (unter sterilen Bedingungen)
Pro Test (fur einen Patienten) wird 1 Teststreifen mit 8 Vertiefungen

benétigt. Die gebrauchsfertige Mikrotiterplatte (MTP) @ aus der Ver-
packung entnehmen. Uberzéhlige Teststreifen aus dem Rahmen der

MTP entnehmen.

Hinweis: Teststreifen sind durch Ziffern fortlaufend gekennzeichnet.
Nicht verwendete Teststreifen zuriick in den Aluminium-Beutel legen
und sicher verschlieen. Bis zum weiteren Gebrauch bei +2 °C

bis +8 °C lagern und vor mechanischen Schaden schiitzen.

7.3.3 PBMC Praparation — Ficoll-Gradientenzentrifugation

Plasma
PBMC

Ficoll®
Erythrozyten

Polymorphkernige Zellen

1. 15 ml Ficoll® in ein 50 ml Zentrifugen-Réhrchen vorlegen.

2. 7,5 ml Vollblut mit 7,5 ml sterilem PBS in einem weiteren 50 ml
Roéhrchen verdunnen.

3. Das Ficoll® mit 15 ml des verdiinnten Vollbluts langsam und vor-
sichtig Uberschichten.

4. Im Ausschwingrotor bei 880 x g ohne Bremse fur 30 min bei
Raumtemperatur zentrifugieren.

5. Die Interphase (triilbe PBMC-haltige Schicht zwischen Ficoll® und
Plasma) mit einer sterilen Pasteurpipette abnehmen.

PBMC in ein neues 50 ml Réhrchen Uberfuhren.

6.

7. Mit sterilem PBS auf ein Volumen von 50 ml auffllen.
8. Fir 10 min bei 300 x g zentrifugieren.

9. Den Uberstand verwerfen (Waschschritt).
10. Das Zellpellet in 1 ml sterilem PBS resuspendieren.

11. Mit sterilem PBS auf ein Volumen von 50 ml auffillen.

12. Fur 10 min bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugieren.
13. Den Uberstand verwerfen (Waschschritt).
14. Das Zellpellet in 1 ml sterilem, Serum-freiem AIM-V® Medium

resuspendieren.

15. Die lebenden Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop (Trypanblaufarbung) oder mittels eines validierten Ge-

rats zur Zellzahlbestimmung (empfohlen) zahlen.

16. Die Lebendzellzahl auf 2 x 10° Zellen pro ml AIM-V® Medium
einstellen. Fur einen Test werden 1,6 x 10° Zellen in 800 pl AIM-V®
Medium benétigt.

7.34 Herstellung der Arbeitslésungen
Hinweis: Die nachfolgenden Volumina beziehen sich auf einen Test
fur einen Patienten (entspricht einem Teststreifen). Bei der Untersu-
chung einer groReren Anzahl von Patientenproben sind alle Volumina
der Reagenzien sowie der Arbeitsldsungen entsprechend anzupassen:

Stammlésung

Medium (AIM-V®)

Arbeitsiosung

Negativkontrolle - 125 pl 125 pl
@ T-activated® IE1 5ul 120 l 125 pl
© T-activated® pp65 5ul 120 pl 125 pl
O PHA 5ul 50 pl 55l
Operatorkontrolle 175 pl 175 pl
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8

Testverfahren

Die Durchfuihrung des Testverfahrens erfolgt in folgenden Schritten:

1. Blutentnahme

2. Ficoll-Gradientenzentrifugation

3. Isolierung von PBMC

4. Ansetzen der Mikrotiterplatte (Zugabe von PBMC)

5. Stimulation der PBMC (Inkubation tiber Nacht)

6. Detektion von IFN-y-sezernierenden Zellen

7. Auszahlen der Spots

(siehe auch Kapitel 3, Testprinzip, Abbildung 1: Workflow des T-Track®
CMV)

Nr. | Durchfihrung Anmerkung

1 Blutentnahme/Vorbereitung Die Testdurchfiihrung erfolgt bei

Alle Reagenzien vor Testbeginn auf
+18 °C bis +25 °C (Raumtemperatur)
temperieren.

Es werden 7,5 ml Li-Heparinblut pro
Test benétigt.

Raumtemperatur. Lagerung oder
Transport der Blutprobe erfolgen
bei Raumtemperatur (+18 bis
+25 °C).

e)

f)
9)

m)

n)
0)

p)
q)

s)

Jeweils 100 pl mAb-AP-Arbeitslésung
pro Vertiefung zugeben.

Den Deckel der MTP auflegen.

Die abgedeckten Teststreifen fur

2 Stunden bei Raumtemperatur
(+18 °C bis +25 °C) inkubieren.

Die mAb-AP-Arbeitslésung verwerfen.
Jeweils 200 pl Waschpuffer 1 @ pro
Vertiefung zugeben.

Waschpuffer 1 verwerfen und den
Waschpuffer 1-Waschschritt weitere
2-mal wiederholen.

Jeweils 200 pl Waschpuffer 2 @ pro
Vertiefung zugeben.

Waschpuffer 2 verwerfen und den
Waschpuffer 2-Waschschritt weitere
2-mal wiederholen.

Jeweils 50 pl Substrat @ pro Vertie-
fung zugeben.

Den Deckel der MTP auflegen.

Die Teststreifen fir 6-7 Minuten bei

Raumtemperatur (+18 °C bis +25 °C)
im Dunkeln inkubieren.

Substrat abgief3en.

Die Farbereaktion durch 3-maliges
Waschen der Vertiefungen mit Lei-
tungswasser abstoppen.

Den Plattenboden abnehmen und die
Vertiefungen leicht auf einem Papier-
handtuch ausklopfen, um die restliche
Flussigkeit zu entfernen.

Die Teststreifen tiber Nacht bei Raum-
temperatur (+18 °C bis +25 °C) trock-
nen. Alternativ kann die Platte auch
mindestens eine Stunde im Luftstrom
der Sterilbank getrocknet werden.

MIKROGEN
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Hinweis: Eine langere Inkubati-
onszeit sollte vermieden werden,
da andernfalls die Quantifizier-
barkeit des Ergebnisses durch
eine intensivere Hintergrundfar-
bung negativ beeinflusst werden
kann.

Hinweis: Nach dem Trocknen ist
die Farbung im Dunkeln far
mehrere Wochen stabil.

Auszahlen der Spots

Die entstandenen Spots werden
ausgezahlt und die Auswertung,
Interpretation und Dokumentation der
Versuchsergebnisse wird entspre-
chend den Anweisungen in den fol-
genden Kapiteln durchgefihrt.

Hinweis: Zur Gewahrleistung
einer standardisierten Proben-
auswertung wird die Verwendung
eines validierten und kalibrierten
ELISpot-Readers mit zugehdriger
Software empfohlen. Eine visuel-
le Inspektion der Spot-Anzahl
sollte durchgefuhrt werden, um
die Ubereinstimmung mit der
Ausgabe des Readers zu verifi-
zieren. Die Geréteeinstellungen
des Readers miissen etabliert
sein und diirfen bei wiederholten
Messungen nicht verandert
werden.

2 Ficoll-Gradientenzentrifugation Die Probenbearbeitung muss
Durchfiihrung geméaR Kapitel 7.3.3. innerhalb von 24 Stunden nach

der Blutabnahme beginnen.

3 Isolierung von PBMC Fir einen Test werden 1,6 x 10°
Durchfilhrung gemaR Kapitel 7.3.3. Zellen in 800 pl AIM-V® Medium
Lebendzellzahl auf 2 x 10° Zellen pro | bendtigt.

ml AIM-V® Medium einstellen.

4 Ansetzen der Mikrotiterplatte

(inkl. Kontrollen)
A 50 pl Negalivkontrolle (Medium) Zugabe von 100 pl PBMC-Lésung
B Je Vertiefung je Vertiefung
C 2 ® |E1-
B iobp!tn"actlvatgd\‘/l? f Zugabe von 100 pl PBMC-Lésung
D rbeitslosung je Vertiefung je Vertiefung
%0 Wl T?that?d p965 Zugabe von 100 pl PBMC-Lésung
F Arbeitslosung je Vertiefung s
je Vertiefung
G D 50 pl PHA Arbeitslosung Zugabe von 100 pl PBMC-Lasung
H U Operatorkontrolle: 150 pl Medium

a) | Pipettieren der Arbeitsldsungen in die | Vorbereitung der Arbeitslésungen
Vertiefungen (beginnend mit der siehe Kapitel 7.3.4.
Negativkontrolle):

* Negativkontrolle: 2-mal 50 pl Medi-
um

o IE1 @: 2-mal 50 pl
T-activated® IE1-Arbeitslésung

o pp65 @: 2-mal 50 pl
T-activated® pp65-Arbeitsldsung

o PHA @: 1-mal 50 yl
PHA-Arbeitslésung

e Operatorkontrolle: 1-mal 150 pl
Medium

b) | Die eingestellte Zellsuspension (siehe | Achtung: Der Vertiefung mit der
Kapitel 7.3.3) unmittelbar vor dem Operatorkontrolle wird KEINE
Gebrauch durchmischen. Zellsuspension zugegeben.

Je 100 pl Zellsuspension vorsichtig in | Hinweis: Nach jeder Vertiefung
jede Vertiefung beginnend mit der die Pipettenspitze wechseln, um
Negativkontrolle von oben nach unten | Kreuzkontamination zu vermei-

zugeben. den.

c) |Den Deckel der MTP @ auflegen.

5 Stimulation der PBMC
(Inkubation Giber Nacht)

Die MTP @ fir 17-21 Stunden bei
+37 °C, 5% COz in einem Feuchtinku-
bator inkubieren.

6 Detektion von IFN-y-sezernierenden Hinweis: Die im Folgenden
Zellen angegebenen Volumina beziehen
Sterile Arbeitsbedingungen sind nicht | sich auf einen einzelnen Test.
mehr notwendig.

a) | Die Zellsuspension und das Medium
verwerfen.

b) | 200 pl Waschpuffer 1 @ pro Vertie-
fung zugeben.

c) | Waschpuffer 1 verwerfen und den Hinweis: An dieser Stelle kann
Waschschritt weitere 5-mal wiederho- | die Detektion unterbrochen
len. werden. Die nach dem letzten

Waschen vollstéandig entleerte
Platte kann bei -20 °C bis zu 48
Stunden gelagert werden.

d) | Die mAb-AP-Arbeitslosung durch

Mischen von 5 ul mAb-AP @ mit 900 pl
Verdiinnungspuffer @ herstellen.
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9 Ergebnisse
Die Funktionalitat der zellvermittelten Immunantwort wird Uber die
Haufigkeit IFN-y-produzierender Zellen (spot-forming cells, SFC) in
spezifisch stimulierten Ansatzen (T-activated® IE1 @ und T-activated®
pp65 @) und unstimulierten Ansétzen (Negativkontrolle) bestimmt.

Fir die Validierung und qualitative Auswertung der Ergebnisse werden
die entsprechenden Duplikate der SFC-Werte (pro 2 x 10° Zellen) der
stimulierten und unstimulierten Ansatze wurzeltransformiert (square
root transformation, sqrt) (siehe FuRnote 1).

Hinweis: Wir empfehlen die Verwendung der T-Track® CMV Calcula-
tor Software (Freeware) fiir die Validierung und qualitative Auswertung
des Testergebnisses.

9.1

Validierung — Qualitatskontrolle

Die Negativkontrolle (unstimulierter Ansatz) weist im typischen Fall
keine bis wenige Spots (< 10 pro 2 x 10° Zellen) auf. Eine gesteigerte
Anzahl der Spots in der Negativkontrolle kann ein Hinweis auf eine
subklinische CMV-Reaktivierung oder eine allgemeine unspezifische
Stimulierung sein und hat eine verringerte analytische Sensitivitat zur
Folge.
Die Positivkontrolle (PHA) 0 ist ein MaR fur die Funktionalitat der
PBMC und sollte zu einer hohen Anzahl an Spots fuhren (in immun-

1 Basierend auf einer Neuauswertung von klinischen Studienergebnissen unter
Betrachtung von duplikaten Messwerten durch einen unabhangigen Statistiker.
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kompetenten Personen ublicherweise > 200 Spots pro 2 x 10° Zellen).
Grinde fir geringe Spotzahlen in der Positivkontrolle kénnen bei-
spielsweise eine mogliche Immunsuppression des Spenders oder eine
falsche Lagerung bzw. Behandlung der Blutproben sein. Die Ursachen
dafur sollten Gber andere geeignete Verfahren geklart werden.

Die Operatorkontrolle muss eine homogene Farbung der gesamten
Membran ergeben. Diese Farbung ist unabhangig von der Qualitét der
Patientenprobe und stellt sicher, dass der Test ordnungsgeman
durchgefuhrt wurde. Bei einem negativen oder inhomogenen Ergebnis
der Operatorkontrolle sind die Testergebnisse nicht auswertbar.

9.2 Auswertung

9.2.1 Erflillung von Testkriterien

Um gliltig zu sein, muss das Testergebnis folgende Kriterien erfillen

(siehe Abbildung 2: Entscheidungsbaum T-Track® CMV Teil 1 und

Interpretation der Testergebnisse, Kapitel 9.3, Abbildung 3: Entschei-

dungsbaum T-Track® CMV Teil 2):

e Esist mindestens ein Testergebnis unter stimulierten Bedingungen
(T-activated® IE1 @ und/oder T-activated® pp65 €)) erforderlich.

e Es sind beide Replikate der SFC-Werte unter entsprechenden
Bedingungen (Negativkontrolle, T-activated® IE1 und
T-activated® pp65 @) erforderlich.

e Die Duplikate der SFC-Werte der entsprechenden stimulierten
Bedingungen missen innerhalb einer akzeptablen Streuweite lie-
gen. Hierbei gilt als Vorgabe: (Unterschied der Duplikate der sqrt-
Werte / 2) < 1,92 (siehe FuRnote 2).

e Im Fall von unprézisen Duplikaten der SFC-Werte der stimulierten
Bedingungen bleibt das Testergebnis qualitativ gultig, wenn beide
SFC-Werte = 100 sind. Die quantitative Auswertung ist jedoch auf-
grund einer ,unprazisen Messung“ ungultig.

N g N

-
Beide SFC-Werte der Negativ- Nein Test ist nicht auswertbar
kontrolle (NC) sind vorhanden (und sollte wiederholt werden)

i Nein, Duplikate sind fiir keines
. ) der beiden Antigene vorhanden
SFC-Duplikatwerte fiir IE1

UND/ODER pp65 sind vorhanden |

Ja, Duplikate sind fiir mindes- Test ist ungiiltig
tens ein Antigen vorhanden (und sollte wiederholt werden)

Gesamt-
testgultigkeit

\ Falls notwendig, SFC-Werte (NC, IE1, pp65) entsprechend 2 x 10° Zellen skalieren

v

( Wurzeltransformation (sqrt) der SFC-Werte (NC, IE1, pp65) durchfihren

v

HINWEIS: Die nachfolgenden Schritte sind eine unabhangige Auswertung der IE1 und pp65-spezifischen
Testergebnisse (mindestens ein Ergebnis der Stimulationsansatze ist zwingend notwendig)

v

Duplikate der sqrt-Werte liegen im
akzeptablen Prazisionsbereich
(Differenz der sqrt-Werte / 2) < 1,92
v _

Ja¢ &—) Ja Nein

Antigen-spezifisches Testergebnis |
ist giltig

v

p N
Mittelwert sqrt(Antigen) fir 2 x 10° Zellen 2 3,16 UND
Mittelwert sqrt(Antigen) - Mittelwert sqrt(NC) = 1,0496

J

Jai iNcln
- - 4

I N @
Antigen-spezifisches Antigen-spezifisches Antigen-spezifisches
Testergebnis positiv Testergebnis negativ Testergebnis ungiiltig
b N /

Wurzel
transformation

L J

Beide Duplikate der SFC-Werte

Nein (nicht sqrt) = 100

>

Antigen-spezifische Testergebnisse

~

Abbildung 2: Entscheidungsbaum T-Track® CMV Teil 1

2 \Wobei 1 ,92' = 3 x 0,64. 0,64 entspricht dem Wert der intraseriellen Standard-
abweichung, die aus einem gro3en Satz an Messungen aus funf unabhangigen
Kohorten, bestehend aus sowohl immunkompetenten als auch immuneinge-
schrankten Individuen, ermittelt wurde.
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HINWEIS: Die folgenden Schritte sind eine kombinierte Auswertung
der IE1 und pp65-spezifischen Testergebnisse

v

\

©
Mindestens ein Antigen-spezifisches ) G T:THack CbMV
Testergebnis ist positiv (pos/pos, Nein samiergebnis
pos/neg, pos/unbekannt,
pos/ungiltig)
h 94 . a Nein,
L - o . beide Antigen-
Ein Antigen-spezifisches Testergebnis Nein .
ist vorhanden und negativ I spenfll)sc?he Te.S:
(neg/unbekannt, neg/ungltig) 3Lg;ekr:§zf§tlilr
- ungiiltig

Ja Beide Antigen-spezifische Test-

ergebnisse sind negativ (neg/neg)

\ J

2

Positivkontrolle (PHA)
210 Spots fiir 2 x 10° Zellen

Ja Nein
Y
” N / N

Negativer Test ist nicht Test ist nicht auswertbar
gesichert (und sollte (und sollte wiederholt  <€—’

—

wiederholt werden) werden)
: \ A i 4
N
| T-Track® CMV T-Track® CMV
Test positiv Test negativ
J \ J

Abbildung 3: Entscheidungsbaum T-Track® CMV Teil 2

9.3 Interpretation der Testergebnisse

Siehe auch Abbildung 3: Entscheidungsbaum T-Track® CMV Teil 2.
Der Test ist positiv, wenn folgende zwei Kriterien fiir mindestens einen
der spezifisch stimulierten Ansatze (T-activated® IE1 @ und/oder
T-activated® pp65 €)) erfilllt sind:

A) das Mittel der wurzeltransformierten stimulierten Spotanzahl
liegt fir 2 x10° Zellen = 3,16 (siehe FuBnote %)

UND

B) das Mittel der wurzeltransformierten stimulierten Spotanzahl
abzuglich des Mittels der wurzeltransformierten unstimulier-
ten Spotanzahl ist 2 1,0496 (siehe FulRnote *).

Der Test ist gesichert negativ, wenn keiner der beiden spezifisch
stimulierten Ansétze diese Kriterien erfiillt UND die Positivkontrolle
(PHA) @ bei > 10 Spots pro 2 x 10° Zellen liegt.

Der Test ist nicht auswertbar, wenn die Spotanzahl der Positivkontrolle
(PHA) @ bei einem negativen Test ebenfalls < 10 Spots pro 2 x 10°
Zellen liegt. Ist einer der spezifisch stimulierten Ansétze nach den
oben genannten Kriterien (A und B) positiv bewertet, die Positivkontrol-
le (PHA) 0 liegt jedoch bei < 10 Spots / 2 x 10° Zellen, so wird der
Test dennoch als positiv gewertet.

Fir den Fall von fehlenden oder ungultigen Messungen fir eine oder
zwei der stimulierten Bedingungen (T-activated® IE1 @ oder
T-activated® pp65 @) gilt:

Ein positives Testergebnis ist gesichert positiv, wenn es die oben
aufgefuihrten Kriterien (A und B) erfillt.

Ein negatives Testergebnis ist nicht gesichert (bei ungiltigem oder
fehlendem Ergebnis fiir das zweite Antigen). Das Testergebnis sollte
durch Wiederholung des Tests bestétigt werden.

Enthalt eine T-activated® Antigen-stimulierte Vertiefung mehr Spots als
das Messgerat auflésen kann, so muss die Blutprobe fur eine exaktere
Quantifizierung der Spotzahl in einer Verdiinnung von 1:2 bis maximal
1:3 (Messbereich des verwendeten ELISpot Readers beachten) nach-
getestet werden.

3 Wobei ‘3,16’ = sqrt(10) und ‘10’ die Spotanzahl ist.

4 Wobei 1,0496’ auf einem einseitigen z-Test fir zwei Replikate mit einer
intraseriellen Standardabweichung von 0,64 beruht. Der Wert der Standardab-
weichung wurde aus einem groRen Satz an Messungen aus finf unabhangigen
Kohorten bestehend aus sowohl immunkompetenten als auch immuneinge-
schrankten Individuen ermittelt.
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Hinweis: Wir empfehlen die Verwendung der T-Track® CMV Calcula-
tor Software (Freeware) zur genauen Validierung und qualitativen
Auswertung der Testergebnisse. Einzelheiten dazu befinden sich in
der Gebrauchsanweisung zur T-Track® CMV Calculator Software.

Als zusatzliche Information gibt die T-Track® CMV Calculator Software
den Mittelwert der SFC Werte (gerundet auf die néchste ganze Zahl)
aus. Die Berechnung erfolgt dabei tber die Formel: [Mittelwert
sqrt(SFC)J2.

10 Grenzen der Methode, Einschrankungen

e Eine zuverlassige Bewertung der Testergebnisse ist nur gewahr-
leistet, sofern die Probenbearbeitung innerhalb von 24 Stunden
nach der Blutabnahme begonnen wurde und die Blutprobe bei
Raumtemperatur (+18 bis +25 °C) transportiert oder gelagert wur-
de.

e Heparinisierte Blutproben dirfen nicht gekihlt oder eingefroren
werden.

e Es darf kein EDTA-BIlut verwendet werden.

e Die T-Track® CMV Testergebnisse sind immer in Zusammenhang
mit anderen &rztlichen Beurteilungen des Patienten zu sehen. The-
rapeutische Konsequenzen der Befundung sind stets im Zusam-
menhang mit den klinischen Daten zu ziehen.

11 Leistungsmerkmale

11.1  Klinische Sensitivitat

Die klinische Sensitivitat wurde durch die Stimulation frisch isolierter
PBMC von 67 CMV-seropositiven, nicht immunsupprimierten Hamo-
dialysepatienten mit T-activated® IE1 @ und T-activated® pp65 €@
und der anschlieRenden Ermittlung des prozentualen Anteils der Pro-
ben mit einem positiven Testergebnis bestimmt. Die klinische Sensitivi-
tat des T-Track® CMV Tests lag insgesamt bei 90% basierend auf der
Messung von 4 Replikaten und der Auswertung des geometrischen
Mittels der SFC Werte (Barabas et al., 2017; Banas et al., 2017). Eine
erneute Auswertung dieser Ergebnisse basierend auf den sechs mog-
lichen Zweierkombinationen, der Wurzeltransformation der SFC Werte
und der Anwendung der oben beschriebenen QC-Regeln ergab eine
Gesamtsensitivitat des Assays von 90%.

11.2  Messbereich und Linearitéat

Die Leistungsmerkmale Messbereich und Linearitét sind zum Teil vom
verwendeten Messgerat abhéngig. Zur Bestimmung aller Leistungs-
merkmale wurde der Bioreader® 5000 Ea verwendet.

In einem Bereich von 10 bis 1000 Spots ist die Anzahl der Spots pro-
portional zu den T-activated® Antigen-reaktiven Effektorzellen. Beim
Auftreten von mehr als 400 Spots pro Vertiefung kann jedoch, abhén-
gig von der Sensitivitét des verwendeten Messsystems, eine Wieder-
holung des Tests mit einer Verdiinnung der eingesetzten Zellzahl von
1:2 bis maximal 1:3 erforderlich werden.

Die Linearitat des IFN-y ELISpot konnte fir 6 x 10* bis 2 x 10° frisch
isolierte PBMC pro Vertiefung gezeigt werden.

11.3  Wiederholprézision

Die Wiederholpréazision des Testverfahrens wurde mit PBMC von 11
einzelnen Probanden ermittelt. Dazu wurde jedem Probanden Blut fur
drei unabhéngige Messungen abgenommen. Insgesamt 33 PBMC
Proben wurden parallel isoliert und anschlieBend unabhéngig vonei-
nander mit dem T-Track® CMV von einem Operator unter Verwendung
derselben Reagenzien und Geréate vermessen. Die maximal ermittelte
Variation der Wiederholungsmessungen basierend auf 2 Replikaten
der SFC Werte lag unter 35% [der mittlere Variationskoeffizient lag
dabei bei 14,4% (in einem Bereich von 2,8 - 34,9%)].

11.4  Vergleichsprazision

Die Vergleichsprézision des Testverfahrens wurde mit frisch isolierten
PBMC von jeweils 3 einzelnen Probanden ermittelt. Dazu wurde jedem
Probanden Blut fur 2 unabhéngige Messungen abgenommen. Insge-
samt 6 PBMC Proben wurden parallel isoliert und anschlief3end unab-
hangig voneinander mit dem T-Track® CMV vermessen. Bei den Mes-
sungen wurde jeweils nur einer der folgenden Parameter variiert:

e Inter-Operator Variation (3 unterschiedliche Operatoren am sel-
ben Standort mit denselben Reagenzien und Geréten)

e Inter-Batch Variation (3 unterschiedliche Kitchargen am selben
Standort mit demselben Operator und denselben Geraten) wur-
de mit demselben Verfahren ermittelt.
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Die Variabilitat der Ergebnisse lag, bei einer validierten Bestimmung
der Zellzahl, fur die Variation der Operatoren, der eingesetzten Mess-
gerate und Kitchargen unter 38% basierend auf einer Simulation aller
sechs moglichen Zweierkombinationen aus vier gemessenen Replika-
ten [der mittlere Variationskoeffizient lag dabei bei 9,8% (in einem
Bereich von 0,1 - 37,1%) zwischen den Operatoren und bei 9,1% (in
einem Bereich von 0,6 - 36,6%) zwischen den Kitlchargen].
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13 Abklirzungen und Erlauterung der Symbole
13.1  Abkirzungen

AP Alkalische Phosphatase

CO, Kohlenstoffdioxid

CMV Cytomegalievirus

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ELISpot Enzyme-linked Immunosorbent Spot

IE1 Immediate-early-1

IFN-y Interferon-y

Kat.-Nr. Katalognummer

Li Lithium

mAb Monoclonal antibody, monoklonaler Antikérper

SDB Sicherheitsdatenblatt

MTP Mikrotiterplatte

NC Negative control, Negativkontrolle

PBMC Peripheral blood mononuclear cell,

PBS Phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salz-
16sung

PHA Phytohemagglutinin-L

pp65 Phosphoprotein 65

PVDF Polyvinylidenfuorid

SFC Spot forming cells, Spot erzeugende Zellen

sqrt Square root transformation, Wurzeltransformation

13.2  Erléuterung der Symbole

Inhalt ist ausreichend fir <n> Anséatze
Anzahl der Ansatze

CE-Konformitatskennzeichnung

Achtung

Gebrauchsanweisung beachten

Nicht einfrieren

Inhalt, enthalt

In-vitro-Diagnostikum

[«

L= EAR

Chargen-/Versionsnummer

A
m|
o

Bestell-Nummer

Unique Device Identification
Produktidentifizierungsnummer

Verwendbar bis
Verfallsdatum

I

Lagerung bei x°C bis y°C

%

o
o
[e}

Hersteller

E
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