T-Track® IFN-y ELISpot

Gebrauchsanweisung (Deutsch)

1 Zweckbestimmung

Der T-Track® IFN-y ELISpot bietet Material und Reagenzien fiir den
Nachweis von IFN-y aus humanen PBMCs zur Verwendung in IVD-
Tests auf der Basis von Enzyme-linked Immunosorbent Spot (ELI-
Spot). Nach der Freisetzung von IFN-y bilden sich nach einer enzyma-
tischen Reaktion Spots auf dem Boden der Mikrotiterplatte, die entwe-
der mit einem Mikroskop oder einem automatischen Bildanalysesys-
tem nachgewiesen und gezahlt werden kénnen.

Der Assay kann nur von geschulten, professionellen Anwendern in ei-
nem geeigneten Labor durchgefiihrt werden.

2 Zusammenfassung und Erklarung

Der T-Track® IFN-y ELISpot-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® IFN-y
ELISpot-Test ermdglicht einen hoch-spezifischen und hoch-sensitiven
Nachweis von Antigen-spezifisch reaktivierten (IFN-y-sekretierenden)
Effektorzellen auf Einzelzellniveau. Dieses Produkt ist nur fiir den
Nachweis von IFN-y sezernierenden Zellen geeignet. Die IFN-y-Sekre-
tion wird durch geeignete Stimulanzien (nicht im Kit enthalten) erzeugt.

3 Testprinzip

Gereinigte PBMCs (peripheral blood mononuclear cells; mononukleére
Zellen des peripheren Blutes) werden mit ausgewahlten Stimulanzien
(Antigene, wie z. B. Proteine, Peptide, Peptidpools, Lysate etc./nicht
enthalten) inkubiert. Das dabei von reaktiven Zellen sezernierte Zyto-
kin IFN-y wird von IFN-y-spezifischen Antikdrpern (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 Detektionsantikérper, an die das Enzym al-
kalische 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 zurtickzufiihren ist.

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

4 Reagenzien

4.1 Packungsinhalt
Die Reagenzien einer Packung reichen fir 96 Bestimmungen.
Jeder Kit enthalt:
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Steriles Ficoll®

Trypanblau (optional)

Steriles Serum-freies Zellkulturmedium (empfohlen: AIM-V®)
Leitungswasser

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

¢ Sicherheitswerkbank Klasse Il

Neubauer-Zéhlkammer mit Mikroskop und Trypanblau oder validier-
tes Gerat zur Zellzahlbestimmung (empfohlen)

Feuchtinkubator (+37 °C, 5 % CO,)

ELISpot-Reader (empfohlen)

Timer

Abfallbehalter fur Biogefahrstoffe

5 Haltbarkeitsdauer und Handhabung

e Komponenten des Kits vor und nach Gebrauch bei +2 °C bis +8 °C
lagern; nicht einfrieren.

o Haltbarkeitsdauer:

Haltbarkeitsdauer der Kitkomponenten

Ungeoffnet bei +2°C bis +8°C Bis zum angegebenen Verfallsdatum

Nach dem Offnen bei +2°C bis +8°C 3 Monate

o MTP 96-Well beschichtete Mikrotiterplatte
(12 Teststreifen) im Vakuum-Druckverschluss-
beutel

® |[conTROL+ 70 ul PHA (Konzentrat)

© |[aFNg]aP] 70 ul mAb-AP (Konzentrat)
enthalt Protein

(4) DILUBUF 12 ml Verdunnungspuffer (gebrauchsfertig)

enthélt Protein, Detergens und Konservie-
rungsmittel MIT (0,01%) und CAA (0,1%)

(5) |SUBS| 6 ml Substrat (gebrauchsfertig)

(6] |WASHBUF 1| 200 ml Waschpuffer 1 (gebrauchsfertig)
enthélt Detergens und Konservierungsmittel
MIT (0,01%) und CAA (0,3%).

(7] |WASHBUF 2| 70 ml Waschpuffer 2 (gebrauchsfertig)
enthélt Konservierungsmittel MIT (0,01%) und
CAA (0,3%).

(8] 1 Gebrauchsanweisung

4.2 Zusatzlich bendtigte Reagenzien, Materialien und Geréte

e Stimulanzien (Antigene, wie z. B. Proteine, Peptide, Peptidpools, Ly-
sate etc.)

Blutentnahmershrchen, S-Monovette® Li-Heparin, 7,5 ml
Zentrifugen-Réhrchen (Polypropylen-Réhrchen), 15 ml und 50 ml
Reaktionsgefale, 1,5 ml

Sterile Pipetten und Pipettenspitzen

Sterile Pasteurpipetten

Steriles PBS
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Der Kit darf nicht Uber das Haltbarkeitsdatum hinaus verwendet wer-
den.

¢ Vor Testbeginn alle Komponenten auf Raumtemperatur (+18 °C bis
+25 °C) temperieren. Die Testdurchfihrung, mit Ausnahme der
Stimulation, erfolgt bei Raumtemperatur.

o Kitkomponenten wahrend der gesamten Testdurchfiihrung vor direk-
tem Sonnenlicht schiitzen. Insbesondere die Substratlésung ist
lichtempfindlich.

o Nicht verwendete Teststreifen miissen unter sterilen Arbeitsbedin-
gungen in die Originalverpackung zurlickgelegt und lichtgeschitzt
bei +2 °C bis +8 °C aufbewahrt werden.

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

« Komponenten, die mehrfach gebraucht werden, sind bei +2 °C bis
+8 °C bis zur Weiterverwendung zu lagern und haben nach dem
ersten Offnen des Kits eine Haltbarkeit von bis zu 3 Monaten
(hdéchstens bis zum Haltbarkeitsdatum des Kits).

e Der Test darf nur von geschulten professionellen Anwendern durch-
gefiihrt werden.

¢ Bei substanziellen Anderungen am Produkt oder der Anwendungs-
vorschrift durch den Anwender kann die Anwendung aul3erhalb der
von MIKROGEN vorgegebenen Zweckbestimmung liegen.

6 Warnungen und Sicherheitsvorkehrungen

o Nur fur die In-vitro-Diagnostik verwenden.

e Komponenten verschiedener Kit-Chargen diirfen nicht gemischt
werden.

o Samtliche Blutprodukte missen als potenziell infektids behandelt
werden.

o Wahrend des gesamten Testverfahrens missen geeignete Einweg-
Handschuhe und eine geeignete personliche Schutzausriistung ge-
tragen werden.

o Die Handhabung von Blutproben und Testkomponenten sowie de-
ren Gebrauch, Lagerung und Entsorgung muss gemaf nationaler
Biogefahrdungsrichtlinien und -vorschriften erfolgen.

o Alle wahrend der Durchfiihrung anfallenden Flissigkeiten miissen
gesammelt werden. Alle Sammelbehalter missen geeignete Desin-
fektionsmittel zur Inaktivierung humanpathogener Erreger enthalten
oder autoklaviert werden. Samtliche Reagenzien und Materialien,
die mit potentiell infektiésen Proben in Beriihrung kommen, missen
mit geeigneten Desinfektionsmitteln behandelt oder entsprechend
Ihren Hygienevorschriften entsorgt werden. Die Konzentrationsan-
gaben und Einwirkzeiten der Hersteller miissen beachtet werden.

o Mit Chemikalien muss sorgféltig umgegangen werden. Sicherheits-
Informationen finden Sie in dem entsprechenden Sicherheitsdaten-
blatt (SDB), das uber www.mikrogen.de angefordert werden kann.
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o Vor Durchfuhrung des Tests die gesamte Gebrauchsanweisung
durchlesen und sorgféltig befolgen. Abweichungen von dem in der
Gebrauchsanweisung aufgefiihrten Testprotokoll kénnen zu fehler-
haften Ergebnissen fuhren.

e Um eine Kontamination der Reagenzien, der Teststreifen, der Zell-
suspensionen und der Zellkulturmedien zu vermeiden, miissen ste-
rile Arbeitstechniken an den empfohlenen Stellen sowie Vorsichts-
maf3nahmen generell eingehalten werden.

Hinweis: Der Ausdruck ,sterile Arbeitsbedingungen/Arbeitstechni-
ken® bedeutet eine kontrollierte Arbeitsumgebung, um Kontaminatio-
nen zu vermeiden.

e Achtung: Die heparinisierten Vollblutproben durfen nicht gekihlt
oder eingefroren werden.

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

¢ Die jeweiligen Beschrankungen der Messgeréte sind zu beachten.

¢ Sicherheitshinweis fiir Reagenzien, die gefahrliche Stoffe enthalten:

Enthalt biologisches Material tierischen Ursprungs

[DICUBUF | [wasHBUF 1] [WASHBUF 2]

H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen

7 Probenentnahme und Vorbereitung

7.1 Transport und Lagerung der Blutproben

Um die Funktionalitét 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 inner-
halb 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 Testdurchfiihrung unter Verwendung von einem Streifen

(8 Vertiefungen) wird ein vollstédndig mit Blut gefilltes 7,5 ml Li-Hepa-
rin-Réhrchen bendtigt, um die erforderliche Anzahl an PBMCs zu errei-
chen.

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

Um die Funktionalitat der Blutleukozyten wahrend des Inkubations-
schrittes zu gewahrleisten, mussen 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.

Zusatzlich sollte das Verfahren zur Ermittlung der PBMC-Zellzahl vali-
diert werden. Zellzéhlungen kénnen bei einem nicht-validierten Pro-
zess variieren und zu unzuverlassigen Messergebnissen fuhren.

Die Methode der Zahlung der entwickelten Spots muss durch den An-
wender ebenfalls validiert werden. Zur Gewabhrleistung einer standardi-
sierten Probenauswertung wird die Verwendung eines validierten und
kalibrierten ELISpot-Readers mit zugehdriger Software empfohlen.
Eine visuelle Inspektion der Spotzahlen sollte durchgefihrt werden,
um die Ubereinstimmung mit der Ausgabe des Readers zu verifizieren.
Die Geréateeinstellungen des Readers mussen etabliert sein und dur-
fen bei wiederholten Messungen nicht verandert werden.

7.3 Vorbereitungen

7.3.1 Vorbereitung der Reagenzien

Das Zellkulturmedium und die Reagenzien des T-Track® IFN-y
ELISpot missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur vorgewarmt
werden. Vor dem Gebrauch Lésungen sanft durchmischen (nicht
vortexen) und die Vials anschlieRend kurz zentrifugieren.
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Verpackungen, die unter der Sterilwerkbank eingesetzt werden,
missen vor Gebrauch desinfiziert werden.

7.3.2 Vorbereitung der Teststreifen (unter sterilen Bedingungen)
Die gebrauchsfertige Mikrotiterplatte (MTP) 0 aus der Verpackung
entnehmen. Uberzahlige Teststreifen aus dem Rahmen der MTP ent-
fernen.

Hinweis: Teststreifen sind durch Ziffern fortlaufend gekennzeichnet.
Nicht verwendete Teststreifen vorsichtig in den Aluminium-Beutel zu-
ricklegen und sicher verschlieBen. Bis zum weiteren Gebrauch bei
+2 °C bis +8 °C lagern und die Membran vor mechanischen Schaden
schitzen.

7.3.3 PBMC-Praparation — Ficoll-Gradientenzentrifugation

Plasma

PBMC

Ficoll®

Erythrozyten
Polymorphkernige Zellen

1. Vollblut mit sterilem PBS in einem weiteren 50 ml R6hrchen ver-
diinnen (1:1 Verhaltnis).

2. Ficoll® (gleiches Volumen wie das verdiinnte Vollblut) in ein 50 ml
Zentrifugen-Roéhrchen vorlegen.

3. Das Ficoll® mit dem verdinnten Vollblut langsam und vorsichtig
tberschichten.

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

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

6. PBMCs in ein neues 50 ml Rohrchen Gberfuhren.

7. Mit sterilem PBS auf ein Volumen von 50 ml auffullen und gut mi-
schen.

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 auffiillen und gut mi-
schen.

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 re-
suspendieren.

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 ein-
stellen (empfohlen).

7.3.4 Herstellung der Arbeitsldsungen

Die Losungen sind kurz vor der Verwendung zu verdiinnen. An Tag 1
des Testverfahrens die Arbeitslésungen fiir die Positivkontrolle, die
Negativkontrolle (nur Zellkulturmedium) und die Stimulanzien unter
sterilen Bedingungen ansetzen. An Tag 2 die Arbeitslosung fir mAb-
AP herstellen (nicht steril).

Positivkontrolle

PHA Q (Positivkontrolle) 1:11 mit Zellkulturmedium verdinnen (z. B.
5 pl PHA-Stammldsung + 50 pl Medium = 55 pl Arbeitsldsung). Mit der
Positivkontroll-Arbeitslésung (50 pl pro Vertiefung) wird die gleiche
Zellmenge wie die Stimulationsproben inkubiert.

Negativkontrolle

Zellkulturmedium (50 pl pro Vertiefung empfohlen) und die gleiche
Zellmenge wie bei den Stimulationsproben verwenden. Die Zellen un-
behandelt lassen oder nicht-stimulierende Kontrollantigene verwen-
den.

Stimulanzien

Stimulanzien (z. B. Antigene wie Proteine, Peptide, Peptidpools, Ly-
sate) mit Zellkulturmedium verdiinnen, um die optimale Arbeitskon-
zentration einzustellen (die individuell bestimmt werden muss). Ein
Endvolumen von 50 ul Antigen-Arbeitsldsung pro Vertiefung wird emp-
fohlen.
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mADb-AP

mADb-AP 1:180 mit Verdinnungspuffer verdiinnen (z. B. 5 yl mAb-AP
© mit 900 pl Verdiinnungspuffer @ = 905 pl Arbeitslosung). 100 pl
mAb-AP-Arbeitslosung in jede Vertiefung geben.

8 Testverfahren
Die Durchfuhrung des Testverfahrens erfolgt in folgenden Schritten:

1. Blutentnahme

2. Ficoll-Gradientenzentrifugation

3. Isolierung von PBMCs

4. Ansetzen der Mikrotiterplatte (Zugabe von PBMCs und Stimulan-

zien)

5. Stimulation der PBMCs (Inkubation tiber Nacht)

6. Detektion von IFN-y-sezernierenden Zellen (Spots)

7. Auszahlen der Spots

(siehe auch Abschnitt 3, Testprinzip)

Nr. | Durchfihrung Anmerkung

1 Blutentnahme/Vorbereitung Die Testdurchfiihrung erfolgt bei
Alle Reagenzien vor Testbeginn auf Raumtemperatur. Lagerung oder

+18 °C bis +25 °C (Raumtemperatur) | Transport der Blutprobe erfolgen
temperieren. bei Raumtemperatur (+18 bis
+25 °C).

Die Probenbearbeitung muss in-
nerhalb von 24 Stunden nach der
Blutabnahme beginnen.

2 Ficoll-Gradientenzentrifugation
Durchfuhrung geméan Kapitel 7.3.3

3 | Isolierung von PBMCs

Durchfuhrung geméan Kapitel 7.3.3;
Lebendzellzahl auf 2 x 10° Zellen pro
ml AIM-V® Medium einstellen.

Fir eine Vertiefung werden
2,0 x 10° Zellen bendétigt.

4 Ansetzen der Mikrotiterplatte
(inkl. Kontrollen)

Beispiel fir eine Streifenbelegung:

A n 50 pl Negativkontrolle (Medium)

B D 50 pl Stimulation Mix 1 Arbeitslésung i
Patient #1

Cc D 50 pl Stimulation Mix 2 Arbeitslésung

D [T 50 ui PHA Arbeitsiosung

E D 50 pl Negativkontrolle (Medium)

F D 50 pl Stimulation Mix 1 Arbeitslosung

G [] 50 pl Stimulation Mix 2 Arbeitslésung

H 50 pl PHA Arbeitslosung

Patient #2

a) | Pipettieren der Arbeitslésungen in die | Vorbereitung der Arbeitslésungen

Vertiefungen (beginnend mit der Nega- | siehe Kapitel 7.3.4

tivkontrolle):

* Negativkontrolle: 50 pyl Medium

o PHA @: 50 ul PHA-Arbeitslésung

e Stimulans: 50 pl Antigen-Arbeitslo-
sung

b) | Die eingestellte Zellsuspension (siehe | Hinweis: Nach jeder Vertiefung

Kapitel 7.3.3) unmittelbar vor dem Ge- | die Pipettenspitze wechseln, um

brauch durchmischen. Kreuzkontamination zu vermei-

Je 100 i Zellsuspension vorsichtig in | den.

jede Vertiefung beginnend mit der Ne-

gativkontrolle von oben nach unten zu-

geben.

) | Den Deckel der MTP @ auflegen.

5 Stimulation der PBMCs Hinweis: Fir den Nachweis von
(Inkubation tber Nacht) CMV-spezifischen T-Zellen wird
Die MTP @ bei +37 °C, 5% CO in ei- | eine Inkubationszeit von 17 bis
nem Feuchtinkubator inkubieren. 21 Stunden empfohlen.

Die Inkubationszeiten variieren je
nach Stimulans und Haufigkeit
der Zytokin-produzierenden Zel-
len und sollten daher vom Testla-
bor optimiert werden. Aus Grin-
den der Vergleichbarkeit sollte
die Inkubationszeit fiir ein be-
stimmtes Stimulans stets gleich

sein.
6 Detektion von IFN-y-sezernierenden Hinweis: Die im Folgenden an-
Zellen gegebenen Volumina beziehen

Sterile Arbeitsbedingungen sind nicht | sich auf einen einzelnen Test.
mehr notwendig.

a) | Die Zellsuspension und das Medium
verwerfen.

b) | 200 ul Waschpuffer 1 @ pro Vertie-
fung zugeben.
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€) | Waschpuffer 1 verwerfen und den Hinweis: An dieser Stelle kann
Waschschritt weitere 5-mal wiederho- | die Detektion unterbrochen wer-
len. den. Die nach dem letzten Wa-
schen vollstéandig entleerte Platte
kann bei -20 °C bis zu 48 Stun-
den gelagert werden.

d) | Die mAb-AP-Arbeitslésung durch Mi-
schen von 5 pl mAb-AP € mit 900 pl
Verdunnungspuffer 0 herstellen.

€) | Jeweils 100 ul mAb-AP-Arbeitslsung
pro Vertiefung zugeben.

f) | Den Deckel der MTP auflegen.

g) | Die abgedeckten Teststreifen fiir

2 Stunden bei Raumtemperatur

(+18 °C bis +25 °C) inkubieren.

h) | Die mAb-AP-Arbeitslosung verwerfen.
i) | Jeweils 200 ul Waschpuffer 1 @ pro
Vertiefung zugeben.

i) | waschpuffer 1 verwerfen und den
Waschpuffer 1-Waschschritt weitere 2-
mal wiederholen.

K) | Jeweils 200 ul Waschpuffer 2 @ pro
Vertiefung zugeben.

I) | waschpuffer 2 verwerfen und den
Waschpuffer 2-Waschschritt weitere 2-
mal wiederholen.

m) | Jeweils 50 pl Substrat @ pro Vertie-
fung zugeben.

n) | Den Deckel der MTP auflegen.

0) | Die Teststreifen fiir 6-7 Minuten bei Hinweis: Eine langere Inkubati-
Raumtemperatur (+18 °C bis +25 °C) onszeit sollte vermieden werden,
im Dunkeln inkubieren. da andernfalls die Quantifizier-
barkeit des Ergebnisses durch
eine intensivere Hintergrundfar-
bung negativ beeinflusst werden
kann.

p) | Substrat abgieRen.

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

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

S) | Die Teststreifen tiber Nacht bei Raum- | Hinweis: Nach dem Trocknen ist
temperatur (+18 °C bis +25 °C) trock- | die Farbung im Dunkeln fiir meh-
nen. Alternativ kann die Platte auch rere Wochen stabil.

mindestens eine Stunde im Luftstrom
der Sterilbank getrocknet werden.

7 | Auszahlen der Spots Hinweis: Zur Gewahrleistung ei-
Die entstandenen Spots werden aus- | ner standardisierten Probenaus-
gezahlt und die Auswertung, Interpre- | wertung wird die Verwendung ei-
tation und Dokumentation der Ver- nes validierten und kalibrierten
suchsergebnisse werden entsprechend | ELISpot-Readers mit zugehdriger
den Anweisungen in den folgenden Software empfohlen. Eine visu-
Kapiteln durchgefiihrt. elle Inspektion der Spot-Anzahl
sollte durchgefuihrt werden, um
die Ubereinstimmung mit der
Ausgabe des Readers zu verifi-
zieren. Die Geréteeinstellungen
des Readers missen etabliert
sein und diirfen bei wiederholten
Messungen nicht verandert wer-
den.

9 Ergebnisse

Die Funktionalitat der zellvermittelten Immunantwort wird tber die
Haufigkeit IFN-y-produzierender Zellen (spot-forming cells, SFC) in
spezifisch stimulierten Ansétzen und unstimulierten Ansétzen (Nega-
tivkontrolle) bestimmt.

9.1 Validierung — Qualitatskontrolle

Die Negativkontrolle (unstimulierter Ansatz) weist im typischen Fall
keine bis wenige Spots (< 10 pro 2 x 10° Zellen) auf. Eine erhéhte An-
zahl der Spots in der Negativkontrolle kann ein Hinweis auf eine sub-
klinische Infektion oder eine allgemeine unspezifische Stimulierung
sein und hat eine verringerte analytische Sensitivitat zur Folge.

Die Positivkontrolle (PHA) 9 ist ein MaR fur die Funktionalitat der
PBMCs und sollte zu einer hohen Anzahl an Spots fuhren (in immun-
kompetenten Personen tblicherweise > 200 Spots pro 2 x 10° Zellen).
Griinde fir geringe Spotzahlen in der Positivkontrolle kdnnen bei-
spielsweise eine mdgliche Immunsuppression des Spenders oder eine
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falsche Lagerung bzw. Behandlung der Blutproben sein. Die Ursachen
dafir sollten Uber andere geeignete Verfahren geklart werden.

9.2 Interpretation der Testergebnisse

Die entwickelten Spots werden entweder mit einem Mikroskop oder ei-
nem ELISpot-Reader (empfohlen) ausgezahlt. Jeder Spot reprasentiert
eine einzelne Zytokin-sezernierende Effektorzelle. Die Funktionalitat
des Assays wird durch die Bestimmung der Haufigkeit der Spot-bilden-
den Zellen (SFC) unter spezifisch stimulierten und nicht stimulierten
Bedingungen bewertet (in der Regel ausgedriickt als SFC pro

200.000 Zellen). Die Interpretation der Daten muss vom Anwender
selbst vorgenommen werden, da sie von dem verwendeten Stimulans
und der analysierten Zellpopulation abhéngt. Zum Beispiel kann die
Anzahl der SFC in der nicht stimulierten Bedingung je nach experi-
mentellem System (untersuchte Patientengruppe, Patienten mit unter-
schiedlichem klinischen Hintergrund usw.) variieren.

Hinweis: Die Positivkontrolle (PHA) sollte eine starke Reaktion mit ei-
ner hohen Spotzahl zeigen. Bei einem negativen Testergebnis und
gleichzeitig negativer oder geringer Spotanzahl in der Positivkontrolle
kann keine zuverlassige Aussage Uber die Funktionalitéat des Assays
gemacht werden. Dieser Befund kann auf das Fehlen reaktiver Zellen
hinweisen, z. B. aufgrund einer starken Immunsuppression oder unzu-
reichender Lagerung oder Behandlung der Probe vor Beginn des
Tests. Zeigt eine Vertiefung mehr Spots, als das Gerat differenzieren
kann, und ist eine genaue Spot-Quantifizierung erwinscht, wird eine
Wiederholung des Tests mit einer Verdinnung der Zellprobe empfoh-
len. Die minimale Anzahl von Zellen pro Vertiefung, die die Linearitat
des Tests gewdbhrleistet, sollte vom Anwender festgelegt werden. Es
sei darauf hingewiesen, dass der ELISpot-Assay eine gute Linearitat
im Bereich von 60.000 bis 200.000 humaner PBMCs pro Vertiefung
aufweist.

Beispiel: Der Test ist gesichert positiv fur CMV-spezifische T-Zellen,
wenn die folgenden zwei Kriterien erfillt sind:

A) 210 Spots pro 2 x 10° Zellen
UND

B) wenn das Verhaltnis der Spots pro 2 x 10° Zellen der stimu-
lierten gegenuber der nicht stimulierten Bedingung = 2,5 war
(Banas et al., 2017; Manuel et al., 2024).

Der Test ist gesichert negativ, wenn keine spezifisch stimulierten reak-
tiven Zellen festgestellt wurden 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 der spezifisch stimulierte Ansatz gesichert positiv (z. B.
mussen bei CMV-spezifischen T-Zellen die obigen zwei Kriterien A
und B erfiillt sein), die Positivkontrolle (PHA) @ liegt jedoch bei

< 10 Spots / 2 x 10° Zellen, so wird der Test dennoch als positiv ge-
wertet.

Enthalt der spezifisch stimulierte Ansatz mehr Spots als das Messge-
rat auflésen kann, so muss die Blutprobe fiir eine exaktere Quantifizie-
rung der Spotzahl in einer Verdinnung von 1:2 bis maximal 1:3 (Mess-
bereich des verwendeten ELISpot-Readers beachten) nachgetestet
werden.

Hinweis: Beispiele fur die Interpretation nach Stimulation mit EBV-ba-
sierten Peptiden, Peptidpools gegen SARS-CoV-2 M-, N- und S-Prote-
ine bzw. Peptidmischungen von BKV: Das Verhéltnis der Spots in der
stimulierten gegeniber der unstimulierten Bedingung war >3 (Bieling
et al., 2017; Bonifacius et al., 2021; Koldehoff et al., 2023).

10 Grenzen der Methode, Einschrankungen

o Eine zuverlassige Bewertung der Testergebnisse ist nur gewahrleis-
tet, sofern die Probenbearbeitung innerhalb von 24 Stunden nach
der Blutabnahme begonnen wurde und die Blutprobe bei Raumtem-
peratur (+18 bis +25 °C) transportiert oder gelagert wurde.

e Heparinisierte Blutproben dirfen nicht gekihlt oder eingefroren wer-
den.

¢ Es darf kein EDTA-Blut verwendet werden.
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11 Leistungsmerkmale

Die Leistungsmerkmale sind abhangig von den verwendeten Stimulan-
zien und mussen vom Anwender fir das jeweilige System bestimmt
werden. Detaillierte Informationen zu den Leistungsmerkmalen fir den
Nachweis von CMV-spezifischen T-Zellen finden Sie in der Ge-
brauchsanweisung des MIKROGEN Kits T-Track® CMV (Artikel-Nr.
11001003).
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13 Abkirzungen und Erlauterung der Symbole

13.1  Abkiirzungen

AP Alkalische Phosphatase

CO, Kohlenstoffdioxid

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ELISpot Enzyme-linked Immunosorbent Spot

IFN-y Interferon-y

Li Lithium

mAb Monoclonal antibody, monoklonaler Antikérper

SDB Sicherheitsdatenblatt

MTP Mikrotiterplatte

NC Negativkontrolle

PBMCs Peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlo-
sung

PHA Phytohemagglutinin-L

PVDF Polyvinylidenfuorid

SFC Spot forming cells, Spot erzeugende Zellen

13.2  Erlauterung der Symbole

W Inhalt ist ausreichend fir <n> Ansétze
Anzahl der Ansatze

|WASHBUF 1 | Waschpuffer 1

|WASHBUF 2| Waschpuffer 2

Verdunnungspuffer

[suBs| Substrat

MTP Mikrotiterplatte

CONTROL |+ Positivkontrolle

IFN-y-spezifischer Detektionsantikdrper gekoppelt an al-
kalische Phosphatase
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