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Cytomegalovirus (CMV)

T-Track® CMV

ELISpot-Assay flr das Monitoring der Funktionalitdt der CMV-spezifischen zellvermittelten Immunantwort
(cell mediated immunity, CMI) in CMV-seropositiven Patienten

Infektionen mit humanem Cytomegalievirus (hCMV, HHV5) fuhren in der Regel nur zu
milden Krankheitssymptomen, viele Infektionen verlaufen sogar asymptomatisch. Im-
munsupprimierte Patienten, z.B. therapeutisch induziert nach Transplantationen, stellen
jedoch eine Hochrisikogruppe fur folgenschwere Schadigungen durch CMV-Infektionen
dar. Unter Immunsuppression kann eine CMV-Infektion oder -Reaktivierung einen
Infektionsverlauf mit schwerwiegender Symptomatik hervorrufen.

T-Track® CMV ist ein standardisierter, hochsensitiver und zuverlassiger In-vitro-Diagnostik-
test fur das Monitoring der Funktionalitat der CMV-spezifischen zellvermittelten
Immunantwort. Der auf der ELISpot-Technologie basierende T-Track® CMV wurde entwickelt,
um Patientengruppen mit erhohtem Risiko fiir CMV-bedingte klinische Komplikationen zu
ermitteln und das individuelle CMV-Management zu verbessern. Unter Anwendung der von
Mikrogen (friiher Lophius) patentierten T-activation-Technologie weist der T-Track® CMV die
IFN-y-Sekretion des umfassenden Netzwerkes klinisch relevanter CMV-reaktiver Effektor-
zellen nach und erlaubt damit eine semiquantitative Beurteilung der CMV-spezifischen
Immunkompetenz. Der Test eignet sich nicht zum Nachweis einer akuten CMV-Infektion.

Zur Unterstltzung antiviraler Therapieentscheidungen kdnnen die Ergebnisse des ®
T-Track® CMV in diagnostischen Laboren innerhalb von 24 Stunden erhoben und T—TRACK

analysiert werden.

T-Track® CMV: T-Zell-Diagnostik fiir individuelle Therapieentscheidungen
¢ CE-gekennzeichnetes IVD (In-vitro-Diagnostikum) — IFN-y ELISpot

 Unterstiitzung fir antivirale Therapieentscheidungen (Risikostratifizierung) negativ . positiv .
¢ Beurteilung der CMV-spezifischen Immunantwort und Rekonstitution E1-Stimulation
e Messung der Funktionalitat von CD8+*, CD4+*- und NK-Zellen, sowie

NKT-ahnlichen und antigenprasentierenden Zellen (APC). 5 101

* Hoch sensitives und standardisiertes Instrument fir das Immunmonitoring pp65-Stimulation

¢ Optimiertes, anwenderfreundliches Protokoll
¢ HLA-unabhdngige Anwendung

¢ Einfachen Auswertung mit T-Track® CMV Calculator Software moéglich (kostenfrei)

Testprinzip T-Track® CMV

IFN-y ELISpot

e Mikrotiterplatte mit 12 x 8 Vertiefungen,
mit beschichteter PVDF-Membran zum Nachweis von IFN-y

e Positivkontrolle (PHA)
Packungsinhalt e AP-konjugierter Detektionsantikdrper
¢ Verdinnungs- und Waschpuffer

e T-activated® pp65 und T-activated® |IE1
e Gebrauchsanweisung

T-activated® pp65 (Tegumentprotein)
T-activated® Antigene
T-activated® IE1 (Nichtstrukturprotein, Immediate-Early Protein)

Mittels der T-activation-Technologie modifizierte Proteine erméglichen eine effizientere und
umfassendere Stimulation klinisch relevanter Effektorzellen, einschlieBlich CD8*-, CD4*- und
T-activation-Technologie NK-Zellen, sowie NKT-&hnlichen und antigenprasentierenden Zellen (APC). Die T-activated®
Proteine kénnen im Vergleich zu nicht-modifizierten Proteinen naturliche Infektionen deutlich
starker, und im Vergleich zu Peptiden, praziser nachahmen.

Ausgangsmaterial Préparation von PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) aus 7,5 ml Li-Heparin Blut




Testprinzip und Testdurchfiihrung ELISpot
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Auswertung

Eine definierte Anzahl von isolierten PBMCs (Peripheral Blood Mononu-
clear Cells) wird in jede Vertiefung gegeben und mit den T-activated®
Antigenen IE1 und pp65 (exemplarisch: rotes Antigen) fur 17-21 Stun-
den bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert. Dies fihrt zur Sekretion von IFN-y
(violette Punkte) durch CMV-spezifische reaktive Zellen.

Das IFN-y wird direkt von membrangebundenen, IFN-y-spezifischen
Antikérpern gebunden. Die PBMCs werden schlieBlich entfernt und die
Membranen werden mehrmals gewaschen, um ungebundenes IFN-y
zu entfernen.

Ein spezifischer IFN-y-Detektionsantikoérper, gekoppelt an alkalische
Phosphatase (grtiner Punkt), wird hinzugefiigt und fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur (18-25 °C) inkubiert. Die Membranen werden an-
schlieBend mehrmals gewaschen.

Ein l6sliches Substrat (A) wird in jede Vertiefung gegeben und 6-7
Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) im Dunkeln inkubiert.
Durch die Katalyse des Substrats in einen unléslichen Niederschlag (B)
entstehen sichtbare Spots auf der Oberflache der Membran, die jeweils
die Freisetzung von IFN-y durch eine einzelne Zelle reprasentieren.

Nach der Trocknung der Membranen werden mittels ELISpot-Reader
oder Mikroskop die Spots quantifiziert. Uber die intuitive T-Track® CMV
Calculator Software erfolgt anschlieBend die Auswertung des Tests.

Evaluierung der klinischen Sensitivitat

Evaluiert wurde die Eignung des T-Track® CMV zur Feststellung der CMV-spezifischen CMI (cell mediated immunity)
bei CMV-seropositiven Hamodialyse-Patienten und bei immungeschwéchten Nierentransplantat-Empfangern (vor
und nach der Transplantation). T-Track® CMV erzielt auch im immunsupprimierten Setting nach Nierentransplantation

verlasslich messbare Ergebnisse.

T-Track® CMV Hamodialyse-Patienten vor Nierentransplantation® nach Nierentransplantation®

(n =96, im Verlauf

0, - 0,
< Gk o nach Transplantation)

*Im Rahmen einer prospektiven, longitudinalen, multizentrischen Studie an 96 Nierentransplantatempfangern mit mittlerem Risiko (D-/R+, D+/R+)
zeigte der T-Track® CMV vor der Transplantation eine Sensitivitdt von 95 % sowie von 88-92 % in den 6 Monaten nach der Transplantation unter
immunsuppressiver Behandlung (Banas et al. 2018). Die fur die Sensitivitatsbestimmung verwendeten Datensatze umfassen Daten von jeweils 35 bis
zu 68 Einzelmessungen, die zu 8 verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Transplantation durchgefihrt wurden.

Unterstitzung fir die antivirale Therapieentscheidung: Risikostratifizierung
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Nebenstehend ist, basierend auf dem Nachweis der Viruslast (VL)
und der Messung der CMV-spezifischen zellvermittelten Immun-
antwort unter Verwendung des T-Track® CMV (CMV-CMI), eine
Risikostratifizierungsmatrix fur Patienten dargestellt. Diese Matrix
kann Hilfestellungen fur Therapieentscheidungen geben:

Bei mittlerer oder grenzwertiger Viruslast (VL), aber stabiler CMV-
CM, kann die haufige Uberwachung der VL parallel zu T-Track® CMV
dazu beitragen, das Risiko fur zukunftige CMV-Komplikationen zu
stratifizieren und Hilfestellung bei der Entscheidung bieten, eine anti-
virale Therapie zu beginnen, aufzuschieben oder abzusetzen.

Die Ergebnisse des T-Track® CMV sollten stets gemeinsam mit einem
weiteren CMV-spezifischen Diagnostiktest (wie etwa einer CMV-PCR
oder einem pp65-Antigen-Nachweis) sowie im Kontext des allgemeinen
klinischen Bildes interpretiert werden.

Lagerung
Bei +2°C bis +8°C

Reagenzien fiur die Analytik von 12 Patientenproben
11071001 T-Track® CMV Calculator Software
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