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Komponenten des T-Track® EBV Kits

Kit-Komponenten Einheit Menge
K50011 Ready-MTP Anzahl 1 Mikrotiterplatte
a 12 Teststreifen
K50012 BZLF1* Volumen 70 pl Konzentrat
K50013 EBNA-3A* Volumen 70 pl Konzentrat
K50014 SEB Volumen 70 pl Konzentrat
K50015 mAb-Biotin Volumen 70 pl Konzentrat
K50016 Strep-AP Volumen 70 pl Konzentrat
K50017 DB Volumen 12 ml gebrauchsfertig
K50018 Stain Volumen 6 ml gebrauchsfertig
K50019 WBI1 Volumen 200 ml gebrauchsfertig
K50020 WB2 Volumen 70 ml gebrauchsfertig
K50021 Gebrauchs- Anzahl 1
anweisung

Lagerung und Stabilitat

Lagerung

Die Lagerung aller Komponenten des Kits erfolgt bei 2 - 8 °C. Die Sub-
stratlésung ist lichtempfindlich und sollte lichtgeschiitzt aufbewahrt
werden. Nicht verwendete Teststreifen sollten unter sterilen Arbeitsbe-
dingungen in die Originalverpackung zuriickgelegt werden. Nicht ver-
wendete Teststreifen und gedffnete Komponenten sind bis zum weite-
ren Gebrauch bei 2 - 8 °C aufzubewahren.

Haltbarkeit

Die Bestandteile des Kits sind ungeéffnet unter den empfohlenen La-
gerbedingungen bis zum Haltbarkeitsdatum stabil (siehe Packungs-
vorderseite). Komponenten, die mehrfach gebraucht werden, sind bei
2 - 8 °C bis zur Weiterverwendung zu lagern.

03



Lagerung der Blutproben

Der Transport der Blutproben zum Labor muss ebenfalls bei Raum-
temperatur (RT; 18 - 25 °C) erfolgen. Um die Funktionalitat der Blutleu-
kozyten zu gewahrleisten, missen die Blutproben bei Raumtemperatur
(18 - 25 °C) gelagert und innerhalb von 8 Stunden nach Blutabnahme
analysiert werden. Die heparinisierte Blutprobe darf nicht gekuhlt oder
eingefroren werden.

Warnhinweise und Vorsichtsma3nahmen A

Mit humanem Material muss vorsichtig und sorgfdltig umgegangen
werden, da alle Blutproben als potenziell infektios betrachtet werden
mussen. Die Handhabung von Blutproben und Testkomponenten sowie
deren Gebrauch, Lagerung und Entsorgung missen gemaf nationaler
Biogefdhrdungsrichtlinien erfolgen. Mit Chemikalien muss sorgféltig
umgegangen werden. Alle Chemikalien sollten als potenziell gefahrlich
betrachtet werden. Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) @ ist gesund-
heitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken.

Beschriankungen

e Nur zur sachkundigen Verwendung durch Fachanwender.

e Das Kit muss bei 2 — 8 °C gelagert werden. Das Kit darf nicht Gber das
Haltbarkeitsdatum hinaus verwendet werden.

e Komponenten verschiedener Kit-Chargen diirfen nicht gemischt werden.

e Vor Gebrauch muss die Anleitung sorgféltig gelesen werden.

e Um eine Kontamination der Reagenzien, der Teststreifen, der Zell-
suspensionen und der Zellkulturmedien zu vermeiden, missen ste-
rile Arbeitstechniken eingehalten werden.
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e Alle Anderungen an den angegebenen Pipettier- und Waschver-
fahren, Inkubationszeiten und/oder Temperaturen kdnnen das tatsach-
liche Ergebnis beeinflussen. Die Vorgaben dieser Gebrauchsanweisung
mussen eingehalten werden.

e Vollblutproben diirfen insbesondere nicht gekiihlt oder eingefroren
werden.

e Ergebnisse sollten immer nurim Zusammenhang mit dem klinischen
Gesamtbild verwendet und interpretiert werden.

e Der Test eignet sich nicht zur Bestimmung einer EBV-Infektion.

Zusatzliche Gerate und Materialien

e Blutentnahmerdhrchen, S-Monovette Li-Heparin 7,5 ml
(Sarstedt, Kat.-Nr. 01.1608.001)

e Sicherheitswerkbank Klasse Il

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

e Polypropylen-Réhrchen (15 ml und 50 ml, Greiner, Kat.-Nr. 188271)

e Reaktionsgefédfe (1,5 ml, Greiner, Kat.-Nr. 616201)

e Ficoll (Pancoll, PAN Biotech, Kat.-Nr. P04-60500)

e Zentrifuge mit Ausschwingrotor zur Prdparation der PBMC (mind.
1000 x g; muss die Proben bei Raumtemperatur halten kdnnen
(18 - 25°Q))

e Neubauer-Zahlkammer mit Mikroskop oder Himozytometer

e Feuchtinkubator (37 °C, 5% CO2)

e Sterile Pipetten und Pipettenspitzen

e Sterile Pasteurpipetten

e Steriles PBS (Lonza, Kat.-Nr. BE17-516Q)

o Steriles Zellkulturmedium (AIM-V, Invitrogen, Kat.-Nr. 31035-025)

e Destilliertes oder deionisiertes Wasser
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Verfahrensprinzip des T-Track® EBV

Das angewandte Testprinzip des T-Track® EBV basiert auf dem hoch-
sensitiven ELISpot-Verfahren (Enzyme Linked Immuno Spot Technology).
Diese Methode gewahrleistet den hochspezifischen und sensitiven Nach-
weis EBV-spezifischer Protein-reaktiver Blutleukozyten.

Bei dem ELISpot-Verfahren handelt es sich vom Prinzip her um einen Fest-
phasen-ELISA.

Auf einer mit IFN-y-spezifischen Antikdrpern gesattigten Membran wer-
den Blutleukozyten (PBMC) mit ausgewdhlten viralen Proteinen inkubiert.
Das von reaktiven Zellen sezernierte Zytokin IFN-ywird von den auf der
Membran immobilisierten spezifischen Antikorpern (Capture-Antikorper)
gebunden. Die Zellen werden nach der 19-stlindigen Stimulation ent-
fernt. Mithilfe eines zweiten biotinylierten IFN-y-spezifischen Antikor-
pers (Detektions-Antikorper) wird anschlieBend das gebundene IFN-y
markiert. Im Anschluss wird Enzym-konjugiertes Streptavidin zugegeben,
das spezifisch den Detektionsantikorper bindet. Ein [6sliches Substrat
wird in jede Vertiefung gegeben. Durch die enzymatische Umsetzung
des l6slichen Substrats in einen nicht [6slichen Niederschlag entstehen
auf der Membran sogenannte Spots, die jeweils die Signatur einer An-
tigen-reaktiven Zytokin produzierenden Zelle darstellen. Die Spots kon-
nen entweder mit einem Mikroskop oder einem automatischen Bild-
analyse-System detektiert und ausgezahlt werden. Fir die Untersu-
chung einer Patientenprobe werden folgende Stimulanzien eingesetzt:
e Negativkontrolle (4 Replikate): nicht stimulierte PBMC zur
Detektion unspezifisch aktivierter Blutleukozyten
e Assay Marker 1 (4 Replikate): EBV ,,Nuclear Protein EBNA-3A*"
Antigen stimulierte PBMC
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e Assay Marker 2 (4 Replikate): EBV ,Immediate-Early Protein
BZLF1*“ Antigen stimulierte PBMC

e Positivkontrolle (Zellvitalitat, 2 Replikate): Staphylokokken
Enterotoxin B (SEB) stimulierte PBMC

e Operatorkontrolle (korrekte Versuchsdurchfuhrung, 2 Replikate):
mit IFN-Y gesattigter Capture-Antikorper

. )
1. Blutentnahme P 2.Zentrifugation Plasma
2x7,5ml
Li-Heparinblut PBMC
Ficoll
Erythrozyten
0,5 h L/ Polymorphkernige Zellen
3. Isolieren D 4.Zugabe von PBMC P 5. Inkubation
der PBMC, und den {iber Nacht
waschen, Stimulanzien
zahlen @6 O indie
Ready-MTP
05h 1h Anti-IFN-y vorgecoatete Platten 19h
7
6. Detektieren » 7. Auszahl
mit den Reagenzien ©) ) i‘:]e,’ejsr"“
Entwickeln mit & & € © Vethiefung
und Trocknen der Teststreifen
4h
(N J
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Versuchsdurchfiihrung

Dieser Test sollte unter strenger Einhaltung der beschriebenen Schritte
dieser Gebrauchsanweisung erfolgen. Die Gewinnung der PBMC und die
Bestlickung der Teststreifen muss unter sterilen Bedingungen durch-
gefihrt werden.

Vorbereitung der Versuchsdurchfiihrung

Die Blutentnahme muss durch sachkundige Personen entsprechend
den lokalen Anweisungen zur Blutentnahme erfolgen. Fir die Test-
durchfiihrung werden zwei vollstandig mit Blut gefillte 7,5 ml Li-Heparin-
Réhrchen bendtigt, um die erforderliche Anzahl an PBMC auch bei im-
munsupprimierten Patienten sicher zu erreichen. Um die Funktionalitat
der Blutleukozyten wédhrend des Inkubationsschrittes zu gewahrleisten,
sollten die Abldufe der PBMC-Gewinnung validiert werden.

Die Messung der fertig entwickelten Tests muss durch den Anwender
validiert werden. Zur Gewahrleistung einer standardisierten Proben-
auswertung wird die Verwendung eines kalibrierten ELISpot-Readers
mit zugehdoriger Software empfohlen. Die Gerateeinstellungen des
Readers missen etabliert sein und diirfen bei Wiederholungen nicht
verdndert werden.

Vorbereitung der Reagenzien

Das Zellkulturmedium muss vor Gebrauch auf Raumtemperatur vorge-
warmt werden. Das Kit muss vor der Anwendung auf Raumtemperatur
akklimatisiert werden. Vor dem Gebrauch missen die Vials kurz zentri-
fugiert werden. Die Losungen durch Schnipsen der Vials durchmischen
und die Vials anschlieBend wieder zentrifugieren.

Komponenten, die unter der Sterilwerkbank eingesetzt werden, sollen
vor Gebrauch mit Alkohol abgerieben werden.
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Gewinnung der PBMC
(unter sterilen Bedingungen)

Plasma
PBMC
Ficoll

Erythrozyten
Polymorphkernige Zellen

e Vorlegen von 15 ml Ficoll in ein 50-ml-Polypropylen-Réhrchen.

e Verdlinnen von 15 ml Vollblut mit 15 ml sterilem PBS in einem
anderen Réhrchen.

e Vorsichtiges und langsames Uberschichten des Ficolls mit 30 ml
des verdiinnten Vollbluts.

e Zentrifugation im Ausschwingrotor bei 880 x g ohne Bremse fiir 30 min.

e Abnehmen der Interphase (triibe PBMC-haltige Schicht zwischen
Ficoll und Plasma).

e Uberfiihren der PBMC in ein neues 50 ml Réhrchen.

o Auffillen auf 50 ml Volumen mit sterilem PBS.

e Zentrifugieren fir 10 min bei 300 x g.

e Abnehmen des Uberstands (Waschschritt).

® Resuspendieren des Zellpellets in 1 ml PBS.

o Auffullen auf 50 ml Volumen mit sterilem PBS.

e Zentrifugieren fir 10 min bei 300 x g.

e Abnehmen des Uberstands (Waschschritt).

e Resuspendieren des Zellpellets in 1 ml sterilem AIM-V.

® Lebend-Tot-Farbung mittels Trypanblau-Farbung
Hinweis: Die Zellen werden zuerst 1:5 in PBS (10 pl Zellen + 40 ul PBS)
verdiinnt und dann 1:1,5 in Trypanblau (10 pl Zellen + 5 pl Trypanblau)
weiter verdlinnt.
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e Sofortiges Zahlen der lebenden (ungefarbten) Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer unter dem Mikroskop oder mittels eines Himozytometers.

e Einstellen der Lebendzellzahl auf 2 x 10° lebende Zellen pro ml in
insgesamt 1,8 ml AIM-V (entspricht 3,6¥10° lebenden Zellen).

e Lagern der Zellen auf Eis bis zum Gebrauch.

Bestiickung der Teststreifen (unter sterilen Bedingungen)

Pro Probandenprobe werden 2 Teststreifen a 8 Vertiefungen benétigt.

e Herausnehmen der gebrauchsfertigen Mikrotiterplatte (Ready-MTP)
aus der Verpackung.

e Herausnehmen von liberzahligen Teststreifen aus dem Rahmen der
Ready-MTP.
Hinweis: Teststreifen sind durch Ziffern paarweise gekennzeichnet.

e Nicht verwendetete Teststreifen zuriick in die Verpackung legen und
sicher verschlief3en.

Ansetzen der Arbeitsldsungen

Negativkontrolle - 250 pl 250 pl
EBNA-3A* 10 pl 240 pl 250 pl
BZLF1* 10ul 240 pl 250 ul
SEB 10 pl 100 pl 110 pl
Operatorkontrolle - 350 pl 350 pl

Hinweis: Die nachfolgenden Volumina beziehen sich auf einen Test. Bei
der Untersuchung einer gré3eren Zahl von Probandenproben miissen
alle Volumina der Reagenzien sowie die Gesamtvolumina entsprechend
angepasst werden.
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4 )
A
o 50 pl Medium Zugabe von 100 pl PBMC-Losung je Vertiefung
C
y 50 pl EBNA-3A*-Arbeitslosung Zugabe von 100 pl PBMC-Ldsung je Vertiefung
3
: 50 pl BZLF1*-Arbeitslosung Zugabe von 100 pl PBMC-L6sung je Vertiefung
G 50 pl SEB-Arbeitslosung Zugabe von 100 pl PBMC-Losung je Vertiefung
H 150 pl Medium
" /

Pipettieren der Arbeitsldsungen beginnend bei der Negativkontrolle (NK)
in die Vertiefungen (je Teststreifen):

e Negativkontrolle: 2-mal 50 pl Medium

EBNA-3A* & 2-mal 50 pl EBNA-3A*-Arbeitslosung

BZLF1* @ 2-mal 50 pl BZLF1*-Arbeitslésung

SEB @ 1-mal 50 pl SEB-Arbeitslosung

Operatorkontrolle 2-mal 150 pyl Medium

e Durchmischen der eingestellten Zellsuspension (s. S. 09: Gewinnung
der PBMC) direkt vor dem Gebrauch.

e Vorsichtige Zugabe von je 100 pl Zellsuspension. Beginnend mit der
Negativkontrolle beiden Teststreifen parallel die Zellsuspension von
oben nach unten zugeben. Den Vertiefungen mit der Operatorkon-
trolle wird keine Zellsuspension zugegeben.

Hinweis: nach jeder Vertiefung die Pipettenspitze wechseln.

e Abdecken der Ready-MTP.

Stimulation
o Inkubation der Ready-MTP bei 37 °C, 5% CO:2 fuir 19 Stunden
im Feuchtinkubator.



Detektion IFN-Y produzierender Blutleukozyten

e Verwerfen der Zellsuspension und des Mediums.

Zugabe von 200 pl WB1 © pro Vertiefung fiir jeweils 3 min.
Verwerfen des Puffers.

Wiederholen des Waschschrittes 6-mal.

Herstellen der mAb-Biotin-Arbeitslosung durch Mischen von

10 pl mAb-Biotin & mit 1,8 ml DB

Zugabe von jeweils 100 pl mAb-Biotin-Arbeitslosung pro Vertiefung.
Inkubation der abgedeckten Teststreifen fiir 2 h bei RT.

Verwerfen der mAB-Biotin-Arbeitsldsung.

Zugabe von 200 pl WB1 © pro Vertiefung fiir jeweils 3 min.
Verwerfen des Puffers.

Wiederholen des Waschschrittes 3-mal.

Verwerfen des Puffers.

Zugabe von 200 pl WB2 @ pro Vertiefung fir jeweils 3 min.
Verwerfen des Puffers.

Wiederholen des Waschschrittes 3-mal.

Herstellen der Strep-AP-Arbeitslésung durch Mischen von

10 pl Strep-AP @ mit 1,8 m| DB

Zugabe von jeweils 100 pl Strep-AP-Arbeitslosung pro Vertiefung.
Inkubation der abgedeckten Teststreifen fiir 1 h bei RT.

Verwerfen der Strep-AP-Arbeitslosung.

Zugabe von 200 pl WB2 @ pro Vertiefung fir jeweils 3 min.
Verwerfen des Puffers.

Wiederholen des Waschschrittes 6-mal.

Zugeben von 50 pl Stain @) je Vertiefung.

Abdecken der Teststreifen.

Inkubieren der Teststreifen fiir 6 bis 7 min bei RT im Dunkeln.
Hinweis: Eine ldngere Inkubationszeit sollte vermieden werden, da
andernfalls die Quantifizierbarkeit des Ergebnisses negativ beein-
flusst werden kann.
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e Abstoppen der Farbereaktion durch 3-maliges Waschen der
Vertiefungen mit Wasser.

e Abnehmen des Plattenbodens.

e Einwickeln der Teststreifen in der Halterung in ein Papiertuch.

e Trocknen der Teststreifen tiber Nacht bei RT.
Hinweis: Nach dem Trocknen ist die Farbung im Dunkeln fiir mehrere
Wochen stabil.

Auslesen der Ergebnisse

Die entstandenen Spots werden ausgezahlt, und die Auswertung, Inter-
pretation und Dokumentation der Versuchsergebnisse wird entsprechend
der Anweisungen in den folgenden Kapiteln durchgefihrt.

Qualitatskontrolle

Die Negativkontrolle weist im typischen Fall keine bis wenige Spots
(maximal 10 Spots) auf.

Die Positivkontrolle (SEB) sollte in immunkompetenten Probanden ei-
ne sehr hohe Reaktion hervorrufen (> 400 Spots pro Vertiefung). Sie ist
ein Mag fur die Zellfunktionalitat. Unter Immunsuppression kann die Po-
sitivkontrolle entsprechend dem Grad der Suppression reduziert sein oder
sogar negativ ausfallen. Die Ursache fiir diesen Befund kann tber an-
dere geeignete Verfahren abgeklart werden.

Die Operatorkontrolle muss bei korrekter Versuchsdurchfiihrung eine
homogene Farbung der ganzen Membran ergeben. Diese Farbung ist
unabhangig von der Qualitdt der Patientenprobe. Somit ist sicherge-
stellt, dass der Test ordnungsgemaf3 durchgefiihrt wurde. Bei einem
negativen oder inhomogenen Ergebnis der Operatorkontrolle sind die
Testergebnisse prinzipiell nicht auswertbar.



Auswertung der Ergebnisse

Die Funktionalitat der zellvermittelten Immunantwort wird durch die
Bestimmung der Haufigkeit IFN-y produzierender Zellen in spezifisch
stimulierten und unstimulierten Ansatzen bestimmt. Hierbei stellt jeder
gezahlte Spot die Signatur eines reaktiven Blutleukozyten dar.

Die Ergebnisse der jeweils vier mit BZLF1* @ und EBNA-3A* @ stimu-
lierten Vertiefungen werden mittels des Mann-Whitney-U-Tests mit den
vier Einzelwerten der unstimulierten Ansatze verglichen.

Ergebnisse sind positiv, wenn sie durch den Test als signifikant (p < 0,05)
bestdtigt werden. Bei grenzwertigen Ergebnissen sollte eine weitere
Probandenprobe mit jeweils 8 Replikaten analysiert werden. Negative
Testergebnisse sind als gesichert negativ zu werten, wenn gleichzeitig
die Positivkontrolle (SEB) positiv ausfallt (> 200 Spots). Bei einem nega-
tiven Testergebnis und gleichzeitiger negativer bzw. geringer Spotzahl
in der Positivkontrolle kann keine verlassliche Aussage bezlglich des Test-
ergebnisses getroffen werden. Dieser Befund kann auf eine starke
Immunsuppression des Patienten hinweisen oder durch eine falsche
Lagerung oder Behandlung der Blutprobe hervorgerufen werden.
Enthalt eine Vertiefung mehr als 400 Spots (abhangig von der Auflésung
des Auslesegerates), so muss die Blutprobe fiir eine exaktere Quanti-
fizierung der Spotzahl in einer entsprechenden Verdiinnung von 1:2 bis
1:5 nachgetestet werden.

Eine gesteigerte Anzahl der Spots in der Negativkontrolle (unspezifisch
aktivierte Blutleukozyten) hat eine verringerte analytische Sensitivitat
zur Folge. Dieser Befund kann ein Hinweis auf eine subklinische EBV-Re-
aktivierung oder eine allgemeine unspezifische Stimulierung sein.
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Leistungsmerkmale des T-Track® EBV

Klinische Sensitivitat

Die klinische Sensitivitat wurde durch die Stimulation frisch isolierter
PBMC von 20 gesunden EBV-seropositiven Spendern mit EBNA-3A* und
BZLF1* und der anschlieBenden Ermittlung des prozentualen Anteils der
Proben mit einem signifikant positiven Testergebnis bestimmt. Die klini-
sche Sensitivitat des T-Track® EBV Tests lag hierbei bei 90%.

Messbereich und Linearitét

Die Anzahl der PBMC im Testansatz wurde so festgelegt, dass bei gesun-
den Spendern eine gut messbare Zahl Antigen-reaktiver Blutleukozyten
zu erwarten ist. Bei Auftreten von mehr als 400 Spots pro Vertiefung liegt
der Messwert auBerhalb des linearen Bereichs (abhangig von der Auflésung
des Auslesegerates). In diesem Fall muss die Probe in einer Verdiinnung von
1:2 bis maximal 1:3 neu vermessen werden. Pro Vertiefung sind maximal
2 x 105 Zellen analysierbar.

Literaturangaben
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