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Verwendungszweck

QuantiFERON-CMV ELISA (QF-CMV) ist ein In-vitro-Test, bei dem ein Peptid-Cocktail Proteine
des humanen Zytomegalievirus (cytomegalovirus, CMV) simuliert und Zellen in
heparinisierten Vollblutproben stimuliert. Durch den Nachweis von Interferon-gamma (IFN-y)
mittels ELISA-Test (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wird die In-vitro-lmmunantwort auf
diese Peptidantigene, die mit der Immunabwehr bei einer CMV-Infektion assoziiert sind,
quantifiziert. Ein Verlust dieser Immunfunktion kann mit der Entwicklung der CMV-Krankheit
in Verbindung stehen. QF-CMV dient der Uberwachung der CMV-Immunitét von Patienten.

QF-CMV dient nicht dem Nachweis einer CMV-Infektion und darf nicht zum Ausschluss einer

CMV-Infektion verwendet werden.

Zusammenfassung und Erlauterung

CMYV ist ein Herpesvirus, mit dem 50-85 % der erwachsenen Bevdlkerung infiziert sind. Es
fohrt haufig zu  Komplikationen bei einer Immunsuppression, insbesondere nach
Transplantationen, und  kann  erheblich  zur  Morbiditat und  Mortalitat  von
Transplantatempfangern  beitragen. Die derzeit Ublicherweise zur Verhinderung der
AbstoBung eines fransplantierten Organs angewandten Immunsuppressiva wirken sich
schadlich auf die T-lymphozyten und die zellvermittelte Immun|cell-mediated immune, CMI)-
Antwort aus, was nach Transplantationen die Anfélligkeit fur Vireninfektionen erhdht. Wie
wichtig die Funktion der T-Zellen bei der Hemmung der CMV-Replikation ist, spiegelt sich
auch darin wider, dass CD8-positive (CD8*) CMV-spezifische zytotoxische T-lymphozyten
(cytotoxic T-lymphocytes, CTLs) vor der virusbedingten Pathogenese schitzen kénnen. Die
Zahl der CD8*+ CMV-spezifischen CTLs in immunsupprimierten Patienten und die Produktion
von IFN+ erlauben Rickschlisse auf das CMV-Erkrankungsrisiko. Die IFN-y-Produktion kann
als funktioneller Ersatzparameter fir die Identifizierung CMV-spezifischer CTLs genutzt

werden.
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Mit dem QF-CMV Test kann die CMI-Antwort auf Peptidantigene gemessen werden, die
CMV-Proteine simulieren. Die CMV-Peptide dienen der Stimulation von CD8* T-Zellen,
darunter solche mit den HLAKlasse--Haplotypen A1, A2, A3, A11, A23, A24, A26, B7,
B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 und Cwé (A30, B13), die
> 98 % der Bevélkerung abdecken. Mit CMV infizierte Patienten haben normalerweise CD8*
Lymphozyten im Blut, die diese Antigene erkennen. Im Laufe dieses Erkennungsprozesses
wird das Zytokin IFN-y von den Zellen produziert und sezerniert. Der Nachweis und die

anschlieBende Quantifizierung von IFN+ bilden die Grundlage dieses Tests.

Verfahrensprinzip

Der QF-CMV-Test wird in zwei Stufen durchgefihrt. Zundchst wird Vollblut in jedes der drei
QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen abgenommen. Dabei handelt es sich um ein Negativkontroll-
Rohrchen (Nil), ein CMV-Antigen-Réhrchen und ein Mitogen-Réhrchen.

Das Mitogen-Rdhrchen dient im Rahmen des QF-CMV-Tests als Positivkontrolle. Dies kann
insbesondere in Féllen wichtig sein, in denen der Immunstatus des Patienten fraglich ist. Das
Mitogen-Réhrchen kann auch als Kontrolle dienen, um zu bestimmen, ob die Handhabung

und die Inkubation des Blutes korrekt durchgefihrt wurden.

Die Rohrchen sollten so schnell wie méglich, jedoch spdtestens 16 Stunden nach der
Blutentnahme, bei 37 °C inkubiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 16-24 Stunden

werden die Réhrchen dann zentrifugiert, das Plasma wird abgenommen und die Menge an IFNy

(IU/ml) wird mittels QF-CMV ELISA gemessen.

Die Menge an IFN+y in den Plasmaproben im CMV-Antigen- und im MitogenRohrchen ist
haufig so hoch, dass die Messwerte die Hochstgrenzen der meisten ELISA-Reader
Uberschreiten, selbst bei mdafig immunsupprimierten Patienten. Als qualitative Ergebnisse
verwenden Sie bitte die fir unverdinntes Plasma berechneten Werte. Zur Ermittlung der
quantitativen Ergebnisse, die in IU/ml ausgedriickt werden, werden die Plasmaproben 1:10
in der griinen Verdinnungsldsung (Green Diluent) verdinnt und dann zusammen mit dem

unverdinnten Plasma im ELISA gemessen.
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Hinweis: Bei Proben, deren Ergebnisse innerhalb des Messbereichs des QF-CMV ELISA
liegen (also bis zu 10 IU/ml), ist das mit dem unverdinnten Plasma ermittelte Ergebnis zu
verwenden. Bei diesen IFN--Konzentrationen kdnnen die mit der 1:10-Verdinnung der

Plasmaproben ermittelten Werte ungenau sein.

Der Test gilt als positiv fir die IFN<-Reaktion (,reaktiv”), wenn der Messwert des CMV-
Antigen-Réhrchens (IFN-y in 1U/ml) signifikant Gber dem Wert der Negativkontrolle (Nil)
liegt. Die mitogenstimulierte Plasmaprobe dient fir jede getestete Probe als IFN--
Positivkontrolle. Testet eine Blutprobe negativ (,nicht-reaktiv”) auf die CMV-Antigene und das
Mitogen zeigt nur eine schwache Reaktion, dann ist das Ergebnis unbestimmt. Ein solches
Muster  kann  auftreten  bei  ungenigender  Lymphozytenzahl,  herabgesetzter
Lymphozytenaktivitét infolge unsachgemaBer Probenbehandlung, unsachgemafiem Befillen
oder Mischen des MitogenRdhrchens oder in Fallen, in denen die Lymphozyten des
Patienten nicht in der lage sind, IFNsy zu bilden (beispielsweise kurz nach einer
Organtransplantation). Die Negativkontrolle dient zur Hintergrundkorrektur oder zur
Korrektur von nicht-spezifischem IFN-y in der Blutprobe. Der IFN-y-Gehalt des Negativkontroll-
Rohrchens wird vom IFN-<-Gehalt des CMV-Antigen- und Mitogen-Réhrchens abgezogen
(Informationen zur Auswertung der Ergebnisse des QF-CMV-Tests finden Sie im Abschnitt

JInferpretation der Ergebnisse” auf Seite 25 dieser Packungsbeilage).
Erforderliche Zeit fir die Testdurchfihrung

Nachstehend finden Sie Angaben zur geschédtzten Dauver des QF-CMV-Tests sowie zur

erforderlichen Zeit bei der gleichzeitigen Durchfihrung mehrerer Tests:

Inkubation der Blutrdhrchen bei 37 °C: 16-24 Stunden
ELISA: Etwa 3 Stunden fir eine ELISA-Platte
Unter 1 Stunde Arbeitszeit

Plus 10-15 Minuten fir jede zusatzliche
Platte
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Im Lieferumfang enthalten

Kit-Inhalt

Blood Collection Tubes (Single Patient Pack)

Katalog-Nr. 0192-0301
Anzahl der Préiparationen 1
QuantiFERON Nil Control (QuantiFERON-Negativkontrolle, grauer Deckel) 1 Réhrchen
QuantiFERON CMV Antigen (QuantiFERON-CMV-Antigen, blaver Deckel) 1 Réhrchen
QuantiFERON Mitogen Control 1 Réhrchen

(QuantiFERON-Mitogen-Kontrolle, violetter Deckel)

QF-CMV Blood Collection Tubes Package Insert (Packungsbeilage
fir die QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen)

QuantiFERON-CMV ELISA

ELISA-Kit mit 2 Platten

Katalog-Nr. 0350-0201
Mikroftiterplattenstreifen (12 x 8 Wells), beschichtet mit 2 Satze von Mikrotiterplattenstreifen mit
monoklonalen Mausantikérpern gegen Human-IFN-y 12 x 8 Wells

Human IFN-y Standard, lyophilized (Human-IFN-y-Standard, lyophilisiert;
enthdlt rekombinantes Human-IFN-y, Rindercasein, 0,01 % m/v
Thiomersal)

Green Diluent (Griine Verdiinnungslésung;

enthdlt Rindercasein, Normalserum von Mdusen, 0,01 % m/v
Thiomersal)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized (100x Konjugatkonzentrat,
lyophilisiert;

Meerrettichperoxidase (Maus) gegen Human-IFNy mit 0,01 % m/v
Thiomersal)

Wash Buffer 20x Concentrate (20x Waschpufferkonzentrat;
pH 7,2 mit 0,05 % v/v ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Enzymsubstratlésung;
mit H2O,, 3,3',5,5'Tetramethylbenzidin)

Enzyme Stopping Solution (Enzymstoppl&sung;
mit 0,5 M HaSO4)*

QF-CMV ELISA Packungsbeilage

1 Fl&schchen
(8 1U/ml nach der Rekonstitution)

1 x 30 ml

1x0,3ml

1 x 100 ml

1 x 30 ml

1x15ml

1

* Enthdlt Schwefelsdure. VorsichtsmaBBnahmen finden Sie auf Seite 9.
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Zusatzlich bendtigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einmalhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden
Sicherheitsdatenbldttern (safety data sheets, SDS) entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller

beziehen kdnnen.

e 37-°C-nkubator; CO2 nicht erforderlich

e Kalibrierte Pipetten mit variablem Volumen fir Volumina von 10-1000 pl mit Einwegspitzen
e Kalibrierte Mehrkanalpipette zur Abgabe von 50 und 100 pl mit Einwegspitzen

e Schittler fur Mikrotiterplatten

e Entionisiertes oder destilliertes Wasser (2 Liter)

® Waschgerdt fir Mikrotiterplatten (vorzugsweise automatisiert)

o Mikrotiterplatten-Reader mit 450-nm-Filter und Referenzfilter bei 620 bis 650 nm

Warnungen und Vorsichtsmaf3nahmen

Fir in-vitro-diagnostische Anwendungen

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einmalhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblattern (SDS). In unserer Online-Sammlung der Sicherheitsdatenblatter unter
www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN® Kit und zu jeder KitKomponente das

jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und ausdrucken kénnen.
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ACHTUNG

A Die einschlagigen Richtlinien zum Umgang mit Blut sind zu beachten.

Behandeln  Sie  Humanblutproben stets als  potenziell  infektios.

Fir die Komponenten des QuantiFERON-CMV ELISA gelten die folgenden Gefahren- und

Sicherheitshinweise.

QuantFERON Enzyme Stopping Solution
% Enthalt: Schwefelsdure. Achtung! Kann gegeniber Metallen korrosiv

sein. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizung.
Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz
tragen.
QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
Achtung! Verursacht milde Hautreizungen. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
QuantiFERON Green Diluent
Enthalt: Trinatrium-5-hydroxy-1-(4-sulfophenyl)-4-(4-
sulfophenylazo)pyrazol-3-carboxylat. Enthalt: Tartrazin. Achtung! Kann
allergische Hautreaktionen verursachen. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
QuantFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Enthalt: ProClin 300. Schadlich fir Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung. Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
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Sicherheitshinweise

Weitere Informationen

Abweichungen von der Packungsbeilage des QF-CMV-Tests kdnnen zu fehlerhaften

Ergebnissen fihren. Bitte lesen Sie die Anweisungen vor Gebrauch sorgfdltig durch.

Verwenden Sie das Kit nicht, wenn Reagenzflaschen vor Gebrauch beschadigt oder

undicht erscheinen.

Wichtig: Fléschchen vor der Anwendung priifen. Keine Konjugat- oder IFN-y-Standard-
Flaschchen verwenden, bei denen Zeichen einer Beschadigung sichtbar sind oder deren
Gummidichtung beeintréchtigt ist. Defekte Flaschchen nicht anfassen. Solche Flaschchen
unter Beachtung geeigneter SicherheitsmaBnahmen sicher entsorgen. Empfehlung:
Benutzen Sie zur Offnung der Konjugat oder IFN-y-Standard-Fldschchen eine

Entbérdelzange, um Verletzungen durch den metallenen Bérdeldeckel zu vermeiden.

Es diirfen keine Komponenten, wie Mikrotiterplattenstreifen, Human-IFN-y-Standard,
grine Verdiinnungslésung oder 100x Konjugatkonzentrat, von unterschiedlichen
QF-CMVKit-Chargen zusammen verwendet oder vermischt werden. Andere Reagenzien
(20x Waschpufferkonzentrat, Enzymsubstratidsung und Enzymstopplésung) kdnnen
zwischen den Kits ausgetauscht werden, vorausgesetzt, das Verfallsdatum der

Reagenzien ist noch nicht abgelaufen und die Chargendaten werden notiert.
Entsorgen Sie nicht bendtigte Reagenzien und biologische Proben geméf den értlichen
und nationalen Vorschriften.

Nach Ablauf des Verfallsdatums dirfen die QF-CMV-Blutentnahmershrchen oder< QF-
CMV ELISAKits nicht mehr verwendet werden.

Stellen Sie sicher, dass Laborgerdte wie zum Beispiel Plattenwaschgerdte und Reader

kalibriert und fiisr den Gebrauch validiert sind.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Blutentnahmershrchen

e QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen sind bei 4-25 °C zu lagern.

e QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen missen zum Zeitpunkt der Befillung mit Blut eine

Temperatur zwischen 17 und 25 °C haben.
e Bei Lagerung bei 4-25 °C sind die QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen 15 Monate ab

Herstellungsdatum haltbar.

Reagenzien des ELISAKits
e Doas Kit bei 2-8 °C aufbewahren.

e Die Enzymsubstratldsung ist stets vor direkter Sonneneinstrahlung zu schiitzen.

Rekonstituierte und nicht verbrauchte Reagenzien

Anweisungen zur Rekonstitution der Reagenzien finden Sie im Abschnitt ,Stufe 2: QuantiFERON-
CMYV ELISA zum Nachweis von HumanIFN«" (Schritte 3 und 5 auf den Seiten 17 und 19).

® Der rekonstituierte Human-IFN--Standard ist bei Lagerung bei 2-8 °C bis zu 3 Monate
lang haltbar.

Notieren Sie das Datum der Rekonstitution des Human-IFN-y-Standards.

e Das 100x Konjugatkonzentrat muss nach der Rekonstitution bei 2-8 °C gelagert und

innerhalb von 3 Monaten aufgebraucht werden.
Notieren Sie das Datum der Rekonstitution des Konjugats.

e Gebrauchsfertig verdiinntes Konjugat muss innerhalb von 6 Stunden nach Zubereitung

verwendet werden.

e Gebrauchsfertig verdinnter Waschpuffer ist bei Raumtemperatur (22 + 5 °C) bis zu
2 Wochen lang haltbar.
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Entnahme und Handhabung der Proben

Im QF-CMV-Test werden die folgenden Blutentnahmerdhrchen verwendet:

Negativkontrolle, graver Deckel
CMV-Antigen, blauer Deckel

Mitogen-Kontrolle, violetter Deckel

Die Innenwand der Blutentnahmerdhrchen ist mit Antigenen beschichtet; es ist daher wichtig,

dass der Rohrcheninhalt grindlich mit dem Blut gemischt wird. Die Rdéhrchen missen so

schnell wie méglich — spatestens jedoch 16 Stunden nach der Blutentnahme — in einen
37-°C-Inkubator Gberfihrt werden.

Um optimale Ergebnisse zu erzielen, sollte die nachfolgend beschriebene Vorgehensweise

eingehalten werden:

1.

Nehmen Sie von jedem Patienten per Venenpunktion je 1 ml Blut direkt in jedes der
QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen ab. Die Blutentnahme sollte von geschulten Phlebologen

durchgefihrt werden.

QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen kénnen bis zu einer Hohe von 810 m iber dem

Meeresspiegel verwendet werden.

Werden QF-CMV-Blutentnahmershrchen in Héhenlagen Gber 810 m verwendet oder ist
das entnommene Blutvolumen zu gering, kann auch mit einer Spritze Blut abgenommen
und je 1 ml davon sofort in die drei Réhrchen gegeben werden. Aus Sicherheitsgrinden
nimmt man hierzu am besten unter Beachtung der einschlégigen VorsichtsmaBnahmen
die Nadel von der Spritze, nimmt dann die Deckel von den drei QF-CMV-Réhrchen ab
und gibt in jedes Rdhrchen T ml Blut (bis zur schwarzen Markierung seitlich am
Rohrchen). VerschlieBen Sie die Rdhrchen sicher mit den Deckeln und mischen Sie den

Inhalt wie nachstehend beschrieben. Da die 1-ml-R6hrchen das Blut relativ langsam
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aufnehmen, belassen Sie das Réhrchen nach dem scheinbaren Erreichen des Fiillstands
noch 2-3 Sekunden auf der Nadel, um zu gewdhrleisten, dass die erforderliche

Blutmenge entnommen worden ist.

Die schwarze Markierung seitlich am Réhrchen ist die 1-ml-Filllinie. Die QF-CMV-
Blutentnahmershrchen wurden fiir Volumina von 0,8 bis 1,2 ml validiert. Liegt der
Volumenstand des Bluts in einem Réhrchen nicht in der Nahe der Markierung, ist eine

neue Blutprobe zu entnehmen.

Erfolgt die Blutentnahme mit einer Fliigelkanile, sollte ein Absaugréhrchen verwendet
werden, um sicherzustellen, dass die Schléuche mit Blut gefiillt sind, bevor die QF-CMV-

Blutentnahmershrchen zum Einsatz kommen.

Zur Blutentnahme kann alternativ auch ein Blutentnahmerdhrchen mit Lithiumheparin als
Antikoagulans verwendet werden, aus dem das Blut anschlieBend in die QF-CMV-
Blutentnahmershrchen Gberfihrt wird. Es darf nur Lithiumheparin als Antikoagulans
verwendet werden, da andere Antikoagulanzien die Leistung des Assays
beeintrdchtigen. Fillen Sie ein Blutentnahmerdhrchen (Mindestvolumen: 5 ml) und lésen
Sie das Lithiumheparin durch vorsichtiges, mehrmaliges Uberkopfdrehen auf. Die
Blutentnahme sollte von geschulten Phlebologen durchgefiihrt werden. Das Blut sollte bei
Raumtemperatur (22 + 5 °C) aufbewahrt werden, bevor es zur Inkubation in die QF-
CMV-R&hrchen tberfihrt wird. Die Inkubation muss innerhalb von 16 Stunden nach der

Blutentnahme gestartet werden.

2. Die QF-CMV-Blutentinahmerdhrchen sofort nach der Befillung 10-mal gerade so stark
schitteln, dass die gesamte Innenfléche des Rohrchens mit Blut bedeckt ist, um die Antigene
an der Réhrchenwand zu [&sen.

Die Réhrchen sollten bei der Befiillung eine Temperatur zwischen 17 und 25 °C
aufweisen.

Zu heftiges Schitteln kann das Gel zerstéren und somit zu fehlerhaften Ergebnissen
fihren.

Wourde das Blut in ein Lithiumheparin-R8hrchen entnommen, missen die Proben grindlich

gemischt werden, bevor sie in die QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen Gberfihrt werden.
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Stellen Sie sicher, dass das Blut vor der Uberfishrung durch vorsichtiges Uberkopfdrehen
grindlich gemischt wird. Geben Sie Aliquote von jeweils 1 ml (ein Aliquot pro QF-CMV-
Blutentnahmerdhrchen) in das Negativkontroll-, das CMV-Antigen- und das Mitogen-
Rahrchen. Dies wird am besten unter Beachtung der einschlagigen Vorsichtsmafinahmen
in aseptischer Arbeitsweise durchgefihrt, indem Sie die Deckel von den drei QF-CMV-
Blutentnahmerdhrchen abnehmen und in jedes Rohrchen 1 ml Blut geben (bis zur
schwarzen Markierung seitlich am Réhrchenetikett). VerschlieBen Sie die Rhrchen sicher

mit den Deckeln und mischen Sie den Inhalt wie oben beschrieben.
Réhrchen korrekt beschriften.

Jedes Rohrchen (Negativkontrolle, CMV-Antigen und Mitogen) muss anhand des Etiketts

oder einer anderen Kennzeichnung eindeutig zu identifizieren sein.

Nachdem die Réhrchen gefillt, geschiittelt und etikettiert wurden, missen sie so schnell
wie mdglich — spétestens jedoch 16 Stunden nach der Blutentnahme - in einen Inkubator
(37 £ 1 °C) berfihrt werden. Vor der Inkubation sind die Réhrchen bei Raumtemperatur
(22 + 5 °C) aufzubewahren. Bewahren Sie die Blutproben nicht im Kihlschrank oder

Gefrierschrank auf.
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Verfahren

Stufe 1: Inkubation der Blutprobe und Entnahme des Plasmas

1. Rhrchen SENKRECHT stellen und 16-24 Stunden bei 37 + 1 °C inkubieren. Bei der
Inkubation muss weder CO2 zugefihrt noch die Luftfeuchtigkeit erhdht werden.
Wichtig: Wird das Blut nicht direkt nach der Entnahme inkubiert, miissen die Rohrchen
vor der Inkubation erneut durch 10-maliges Uberkopfdrehen gemischt werden.

Nach der Inkubation kénnen die Blutentnahmerdhrchen vor der Zentrifugation maximal
3 Tage bei 4-27 °C gelagert werden.

2. Nach der Inkubation der Réhrchen bei 37 °C werden diese 15 Minuten lang bei 2000-
3000 (RZB) (g) zentrifugiert. Die Gelbarriere trennt dabei die Zellen vom Plasma. Ist
diese Trennung nicht erfolgreich, zentrifugieren Sie die Rdhrchen erneut.

Das Plasma kann auch ohne Zentrifugation gewonnen werden, dabei ist jedoch Vorsicht
geboten, damit bei der Entnahme des Plasmas die Zellen nicht aufgewirbelt werden.

3. Vermeiden Sie nach der Zentrifugation unbedingt ein Auf- und Abpipettieren oder
Mischen des Plasmas vor der Entnahme. Achten Sie stets darauf, das Material an der
Geloberflache nicht zu verwirbeln.

Wichtig: Plasmaproben sollten nur mit einer Pipette entnommen werden.

Plasmaproben kénnen direkt aus den zentrifugierten Blutentnahmerdhrchen in die QF-
CMV ELISA-Platte Gberfihrt werden — auch bei Verfahren mit automatisierten ELISA-
Arbeitsstationen.

Plasmaproben in zentrifugierten QF-CMV-Blutentnahmerdhrchen kénnen maximal

28 Tage bei 2-8 °C oder, in abgetrennter Form, bei unter =20 °C (méglichst unter —
70 °C) iber einen ldngeren Zeitraum aufbewahrt werden.

Es missen mindestens 150 pl Plasma gewonnen werden, um eine ausreichende Menge

an Probenmaterial zu erhalten.
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Stufe 2: QuantiFERON-CMV ELISA zum Nachweis von Human-IFN-y

Informationen iber Materialien, die fir die Durchfihrung von ELISA erforderlich sind, finden

Sie unter ,KitInhalt” auf Seite 8 und unter ,Zusatzlich benétigtes Material” auf Seite 9.

1. Mit Ausnahme des 100x Konjugatkonzentrats missen alle Plasmaproben und
Reagenzien vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (22 + 5 °C) gebracht werden.

Planen Sie fir die Temperaturéquilibrierung mindestens 60 Minuten ein.

2. Nehmen Sie nicht bengtigte ELISA-Plattenstreifen aus dem Rahmen, schlieBen Sie die

Folienverpackung und lagern Sie sie bis zum Gebrauch im Kihlschrank.

Sehen Sie mindestens einen Streifen fir die QF-CMV ELISA-Standards und eine
ausreichende Anzahl von Streifen fiir die zu testenden Patienten vor. Bewahren Sie den

Rahmen und den Deckel nach dem Gebrauch fir die verbleibenden Streifen auf.

3. Rekonstituieren Sie den Human-IFN-y-Standard mit der auf dem Etikett des Fléschchens
angegebenen Menge an entionisiertem oder destilliertem Wasser. Mischen Sie
vorsichtig, um die Schaumbildung zu minimieren, bis der Inhalt vollstdndig aufgeldst
wurde. Durch Rekonstitution des IFN-<-Standards auf das angegebene Volumen wird eine

Lésung mit einer Konzentration von 8,0 IU/ml erhalten.

Hinweis: Das Rekonstitutionsvolumen fir den Human-IFN-y-Standard (Kit-Standard) variiert

von Charge zu Charge.

Stellen Sie eine Verdinnungsreihe des rekonstituierten Standards mit grinem
Verdinnungsmittel (Green Diluent, GD) mit vier IFN-y-Konzentrationen her (Abbildung 1,
nachste Seite). S1 (Standard 1) enthalt 4,0 IU/ml, S2 (Standard 2) enthalt 1,0 [U/ml,
S3 (Standard 3) enthdlt 0,25 IU/ml und S4 (Standard 4) enthalt O [U/ml (nur GD). Die
Standards sind mindestens in Doppelbestimmungen zu testen. Stellen Sie die

Verdinnungen des Kit-Standards fir jeden ELISA-Durchgang frisch her.
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Beispiel fir das Vorgehen zum Testen der Standards in Doppelbestimmungen

Beispiel fir das Vorgehen zum Testen der Standards in Doppelbestimmungen
A Beschriftung der vier Rohrchen: S1, S2, 3, S4
B 150 pl GD zu S1, S2, S3 und S4 zugeben
C 150 pl Kit-Standard zu S1 zugeben und grindlich mischen
D 50 pl von S1 nach S2 iiberfihren und griindlich mischen
E 50 pl von S2 nach S3 iberfihren und griindlich mischen
F Nur GD dient als Nullstandard (S4)
—
150 pl 50 pl
—> —
Rekonstituierter Kit-  Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Standard 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 1U/ml 0 1U/ml (GD)

Abbildung 1. Bestimmung der Standardkurve durch Reihenverdiinnung.

4. Rekonstituieren Sie das lyophilisierte 100x Konjugatkonzentrat mit 0,3 ml entionisiertem
oder destilliertem Wasser. Mischen Sie das Flaschchen vorsichtig, um die
Schaumbildung zu minimieren, bis sich das Konjugat vollsténdig aufgeldst hat.

Das gebrauchsfertig verdiinnte Konjugat wird hergestellt, indem Sie die erforderliche
Menge des rekonstituierten 100x Konjugatkonzentrats in griner Verdinnungsldsung
verdiinnen (siehe Tabelle 1 auf der néchsten Seite).

Mischen Sie grindlich, aber vorsichtig, um Schaumbildung zu vermeiden.

Nicht verbrauchtes 100x Konjugatkonzentrat muss sofort nach Gebrauch wieder bei 2—-

8 °C gelagert werden.

Es darf nur grine Verdinnungslésung verwendet werden.

QuantiFERON-CMV ELISA Packungsbeilage 02/2018 18



Tabelle 1. Herstellung des gebrauchsfertig verdiinnten Konjugats

Anzahl Streifen Volumen 100x Konjugatkonzentrat Volumen griine Verdinnungslésung
2 10 pl 1,0 ml
3 15 4l 1,5 ml
4 20 ¢l 2,0ml
5 25 2,5 ml
6 30l 3,0 ml
7 35l 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 4 4,5 ml
10 50 4l 5,0 ml
1 554l 5,5 ml
12 60 4l 6,0ml
5. Plasmaproben, die von Blutentnahmerdhrchen gewonnen und bis zum Test eingefroren

oder iber 24 Stunden lang gelagert wurden, missen vor der Zugabe zum ELISA-Well
grindlich gemischt werden.
Wichtig: Wenn die Plasmaproben direkt von den zentrifugierten QF-CMV-
Blutentnahmerdhrchen zugegeben werden, ist von einem Mischen des Plasmas
abzusehen. Achten Sie immer darauf, das Material an der Geloberfléche nicht zu
verwirbeln.
Falls quantitative Ergebnisse bendtigt werden, stellen Sie 1:10-Verdinnungen des CMV-
und Mitogen-Plasmas in griiner Verdiinnungsldsung her (10 pl Plasma + 90 pl grine
Verdinnungsldsung). Das Negativkontrollplasma darf nicht verdiinnt werden.
Es wird empfohlen, die folgenden Proben parallel zu testen:

Negativkontrolle, CMV-Antigen, Mitogen, CMV-Antigen (1:10), Mitogen (1:10)
Die QuantFERON-CMV Analysis Software unterstitzt jedoch auch die folgenden

Optionen fiir die Patientenproben:

Negativkontrolle, CMV-Antigen, Mitogen
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10.

11

12.

Negativkontrolle, CMV-Antigen (1:10), Mitogen (1:10)

Negativkontrolle, CMV-Antigen, Mitogen, CMV-Antigen (1:10)

Negativkontrolle, CMV-Antigen (1:10), Mitogen
Geben Sie mit Hilfe einer Mehrkanalpipette je 50 pl des frisch angesetzten
gebrauchsfertig verdinnten Konjugats in alle benstigten ELISA-Wells.
50 pl der zu testenden Plasmaproben in die entsprechenden Wells geben. Geben Sie
schlieBlich je 50 pl der Standards 1 bis 4 in die entsprechenden Wells. Die Standards

sind mindestens in Doppelbestimmungen zu testen.

. Decken Sie die ELISA-Platte ab und mischen Sie die Konjugat-/Plasmaproben und

Standards 1 Minute lang mit einem Schittler fir Mikrotiterplatten bei 500 bis

1000 U/min grindlich durch. Ein Verspritzen muss vermieden werden.

Decken Sie die ELISA-Platte ab und inkubieren Sie die Platten 120 + 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur (22 + 5 °C).

Die Platten dirfen wahrend der Inkubation keinem direkten Sonnenlicht ausgesetzt
werden. Eine Abweichung vom angegebenen Temperaturbereich kann zu fehlerhaften

Ergebnissen fihren.

.Bereiten Sie wahrend der Inkubation Waschpuffer in gebrauchsfertiger Konzentration

vor. Verdinnen Sie dazu einen Teil 20x Waschpufferkonzentrat mit 19 Teilen
entionisierfem oder destilliertem Wasser und mischen Sie grindlich. Im Lieferumfang ist
ausreichend 20x Waschpufferkonzentrat zur Herstellung von 2 Litern gebrauchsfertig

verdinntem Waschpuffer vorhanden.

Waschen Sie nach Abschluss der Inkubation der ELISA-Platte die Wells mindestens
sechsmal mit 400 pl gebrauchsfertigem Waschpuffer. Wir empfehlen die Verwendung

eines Waschautomaten fir Mikrotiterplatten.

Wichtig: Sorgféltiges Waschen ist fir die Leistung des Tests sehr wichtig. Achten Sie bei
jedem Waschzyklus darauf, dass alle Wells vollstandig bis oben mit Waschpuffer gefillt
sind. Es empfiehlt sich, den Waschpuffer bei jedem Zyklus mindestens 5 Sekunden

einwirken zu lassen.
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In den Auffangbehalter fir Abfallflissigkeit sollte ein laboriibliches Desinfektionsmittel
gegeben werden. Befolgen Sie zudem die in Ihrem Labor geltenden Anweisungen zur

Dekontamination potenziell infektidsen Materials.

13.Klopfen Sie die Platten umgekehrt auf einem fusselfreien Papierhandtuch aus, um noch
vorhandenen Waschpuffer zu entfernen. Geben Sie 100 pl Enzymsubstratlésung in jedes
Well, decken Sie die Platte mit einem Deckel ab und mischen Sie sie 1 Minute lang
grindlich mit einem Mikroplattenschittler bei 500 bis 1000 U/min.

14.Decken Sie jede Platte ab und inkubieren Sie die Platten 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur (22 + 5 °C).
Die Platten dirfen wéhrend der Inkubation keinem direkten Sonnenlicht ausgesetzt
werden.

15.Nach der 30-minitigen Inkubation geben Sie 50 pl Enzymstopplésung in jedes Well.
Benutzen Sie dazu die gleiche Reihenfolge wie bei der Zugabe von Substrat. Mischen
Sie die Platte anschlieBend griindlich mit einem Schittler fir Mikrotiterplatten bei 500 bis
1000 U/min.

16.Messen Sie innerhalb von 5 Minuten nach Stoppen der Reaktion die optische Dichte
(Optical Density, OD) jedes Wells mit einem Mikrotiterplatten-Reader unter Verwendung
eines 450-nm-Filters und eines Referenzfilters zwischen 620 und 650 nm. Die OD-Werte

werden fir die Berechnung der Ergebnisse benétigt.
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Berechnungen und Auswertung des Tests

Fir die Analyse der Rohdaten und die Berechnung der Ergebnisse ist von QIAGEN die
QuantiFERON-CMV  Analysis  Software erhdlilich, zu finden im Internet unter
www.QuantiFERON.com. Achten Sie darauf, die aktuellste Version der QF-CMV Analysis

SOHWCI re zu verwenden .

Die Software fihrt eine Qualitdtskontrolle des Tests durch, erstellt eine Standardkurve und
liefert fir jeden Patienten ein Testergebnis nach der im Abschnitt ,Inferpretation der
Ergebnisse” auf Seite 25 beschriebenen Methode. Die Software gibt die niedrigste
Verdinnung an, fir die im Bereich des QF-CMV ELISA ein Ergebnis erhalten wird. Dabei
wird der Verdinnungsfaktor bericksichtigt.

Alternativ zur Verwendung der QF-CMV Analysis Software kénnen die Ergebnisse auch wie

folgt bestimmt werden.
Erstellung der Standardkurve (ohne QF-CMV Analysis Software)
Ermitteln Sie fir jede Platte die OD-Mittelwerte der Bestimmungen des Kit-Standards.

Erstellen Sie eine logi-logie-Standardkurve durch Auftragen des logi) des OD-Mittelwerts (y-
Achse) gegen den logi der IFN--Konzentration der Standards in IU/ml (x-Achse). Der
Nullstandard wird bei diesen Berechnungen nicht beriicksichtigt. Berechnen Sie dann die

Regressionsgerade fir diese Punkte.

Ermitteln Sie anhand der Standardkurve die IFN-y-Konzentration (IU/ml) der getesteten
Plasmaproben. Legen Sie dabei den OD-Wert jeder Probe zugrunde.
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Fir diese Berechnungen kénnen Softwarepakete fir Mikrotiterplatten-Reader verwendet
werden oder géngige Tabellenkalkulations- und Statistikprogramme (wie beispielsweise
Microsoft® Excel®). Wir empfehlen die Verwendung solcher Softwarepakete zur
Durchfihrung der Regressionsanalyse und zur Berechnung des Variationskoeffizienten
(coefficient of variation, %VK) der Standards sowie des Korrelationskoeffizienten (r) der
Standardkurve.

Es wird das Ergebnis der niedrigsten Verdinnung angegeben, fir die im Bereich des QF-
CMV ELISA ein Ergebnis erhalten wird. Stellen Sie sicher, dass dabei ggf. der
Verdinnungsfaktor beriicksichtigt wird.

Qualitatskontrolle des Tests

Die Genauigkeit der Testergebnisse hangt von der Erstellung einer korrekten Standardkurve ab.

Daher missen die Ergebnisse der Standards vor Auswertung der Testergebnisse gepriift werden.
Der ELISA liefert giiltige Ergebnisse, wenn alle nachstehenden Kriterien erfillt sind:

e Der OD-Mittelwert von Standard 1 muss = 0,600 betragen.

® Der prozentuale Variationskoeffizient (%VK) der OD-Werte der Standard-1- und
Standard-2-Replikate muss < 15 % betragen.

e Die OD-Replikatwerte fir die Bestimmungen von Standard 3 und Standard 4 dirfen
hochstens um 0,040 OD-Einheiten vom jeweiligen Mittelwert abweichen.

® Der aus den mittleren Absorptionswerten der Standards berechnete
Korrelationskoeffizient (r) muss > 0,98 betragen.

Die Berechnung und Angabe dieser Qualitétskontrollparameter wird mit der QF-CMV
Analysis Software durchgefihrt. Werden diese Kriterien nicht erfillt, ist der Test ungiltig und
muss wiederholt werden.
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Der OD-Mittelwert des Nullstandards (grine Verdinnungslésung) muss < 0,150 sein. Ist der
OD-Mittelwert > 0,150, muss das Verfahren zum Waschen der Platten Gberpriift werden.
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Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse des QuantiFERON-CMV-Tests werden gemaf3 den Kriterien unter Tabelle 2

interpretiert.

Tabelle 2. Interpretation der QuantiFERON-CMV-Ergebnisse

. CMV minus Mitogen minus .
Negahvkontro”e . . Ergebnls des . .
(1U/ml) Negativkontrolle Negativkontrolle QF-CMV-Tests Bericht/Interpretation
(IU/ml) (IU/ml)
> 0,20 und = 25 % Beliebi Reaktiv' Anti-CMV-Immunitét
der Negativkontrolle elebig eariy nachgewiesen
20,5 Nicht-reakfiv Anh-CMY-Immumtat NICHT
<8,0 < 0,20 ODER > 0 20 nachgewesen

und < .25 % der Die Ergebnisse lassen keinen
Negativkontrolle <0,5 Unbestimmt* Schluss auf die CMV-
Reaktionsféhigkeit zu

Die Ergebnisse lassen keinen
> 8,08 Beliebig Beliebig Unbestimmt* Schluss auf die CMV-
Reaktionsféhigkeit zu

* Die Ergebnisse der Mitogen-Positivkontrolle (und gelegentlich auch die der CMV-Antigene) kénnen auBerhalb des
Messbereichs des Mikrotiterplatten-Readers liegen. Die Testergebnisse werden dadurch nicht beeintréchtigt.

t Wo keine Zytomegalovirusinfekfion vermutet wird, kénnen anfénglich reaktive Ergebnisse durch eine
Testwiederholung der urspriinglichen Plasmaproben in Doppelbestimmung mit dem QF-CMV ELISA-System bestatigt
werden. Ergibt die Testwiederholung ein positives Ergebnis fir ein oder beide Replikate, sollte der betroffene
Patienten als reaktiv in Bezug auf den Test eingestuft werden.

¥ Mégliche Ursachen finden Sie unter ,Fehlerbehebung” (Seite 43).

Klinische Studien (1) haben ergeben, dass ein unbestimmtes Ergebnis fiir Empfénger von soliden
Organtransplantaten klinisch relevant ist, wenn der Spender auf CMV reaktiv ist, die Mitogen-Kontrolle jedoch unter
0,5 1U/ml liegt. Solche Patienten haben ein erhchtes Risiko, CMV zu entwickeln.

¢ Klinische Studien haben ergeben, dass der IFN-y-Spiegel der Negativkontrolle bei weniger als 0,25 % der Probanden
> 8,0 IU/ml ist.

Hinweis: Der gemessene IFN-y-Spiegel sollte zusammen mit der klinischen Présentation, der
Anamnese und anderen diagnostischen Untersuchungen zur Ermittlung einer Immunantwort
auf CMV-Antigene ausgewertet werden. QF-CMV dient nicht dem Nachweis einer CMV-

Infektion und darf nicht zum Ausschluss einer CMV-Infektion verwendet werden.
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Anwendungseinschrdnkungen

Die Ergebnisse des QuantiFERON-CMV-Tests missen im Zusammenhang mit der
epidemiologischen ~ Anamnese jedes einzelnen Patienten, seinem  derzeitigen

Gesundheitszustand und sonstigen diagnostischen Untersuchungen bewertet werden.
Unzuverlassige oder unbestimmte Ergebnisse kénnen folgende Ursachen haben:

e Abweichungen von dem in der QuantiFERON-CMV ELISA Packungsbeilage

beschriebenen Verfahren
e UbermaBig hohe IFN-y-Konzentrationen im Kontrollrghrchen

e Uberschreitung des Zeitraums von 16 Stunden zwischen Blutabnahme und Inkubation bei
37 °C.

Erwartungswerte

Die IFN-y-Erwartungswerte mit QuantiFERON-CMV stammen aus Tests von 591 Proben von
gesunden Probanden. 343 Proben testeten seropositiv und 248 Proben testeten seronegativ
auf CMV IgG. Der CMV-Serostatus war zum Zeitpunkt der QF-CMV-Tests nicht bekannt. Yon
den 248 Proben von CMV-seronegativen Probanden waren 100 % (248/248) der
getesteten Proben mit dem QF-CMV ELISATest nichtreaktiv, d. h. zeigten eine IFN-y-Antwort
auf das CMV-AntigenRdhrchen < 0,2 IU/ml (nach Subtraktion der Negativkontrolle). Die
Verteilung der IFN«-Antworten auf das CMV-Antigen-Réhrchen (nach Subtraktion der
Negativkontrolle) ist fir die 343 CMV-seropositiven Probanden in Abbildung Abbildung 2
dargestellt.
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Abbildung 2. Verteilung der QF-CMV IFN-y-Antworten (nach Subtraktion der Negativkontrolle) bei seropositiven

gesunden Probanden (n = 343).

Bei 733 Proben von gesunden erwachsenen Probanden wurde die Verteilung der IFN+-
Antworten auf Mitogen (nach Subtraktion der Negativkontrolle) mit dem QF-CMV ELISA-Test
ungeachtet des CMV-IlgG-Serostatus bestimmt (Abbildung 3). Ein Mitogenergebnis von unter
0,5 IU/ml (nach Subtraktion der Negativkontrolle) zeigt entweder auf ein Versagen des Tests

oder auf einen immunsupprimierten Probanden an. In einer gesunden Population fielen nur 2

von 733 Ergebnissen in diese Kategorie.
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Abbildung 3. Verteilung der IFN-y-Antworten auf Mitogen (nach Subtraktion der Negativkontrolle) bei gesunden

Probanden (n = 733).

Bei 1020 Proben von gesunden erwachsenen Probanden wurde die Verteilung der IFN+y-
Antworten auf die Negativkontrollen mit dem QF-CMV ELISA-Test ungeachtet des CMV-IgG-

Serostatus bestimmt (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Verteilung der IFNy-Antworten auf die Negativkontrollen bei gesunden Probanden (n = 1020) in Prozent
relativ zur Gesamtpopulation.
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Leistungsmerkmale

Klinische Leistungsmerkmale

Nach Analyse der Ergebnisse von einer Gruppe gesunder Probanden (n = 223) wurde ein
Grenzwert zum Nachweis einer vorangegangenen CMV-Exposition mit Hilfe des QF-CMV-
Tests festgelegt. Dazu wurden die QF-CMV-Ergebnisse mit dem jeweiligen CMV-gG-
Serostatus verglichen. Eine ROC-Analyse ergab, dass ein Testgrenzwert von 0,04 [U/ml
(nach  Subtraktion der Negativkontrollen) die besten positiven und negativen
Vorhersagewerte fir QF-CMV ergab (Flache unter der Kurve = 0,9679 [95%KI: 0,9442-
0,9915, p < 0,0001]). Dieser Wert stellte daher den Grenzwert dar, bei dem dieser Test

bei einer gesunden Population mit Blick auf seine Indikation am effektivsten war.

Die Lleistung des QF-CMV-Tests wurde mit dem serologischen SeraQuest™ CMV IgG-Test
(Quest International) verglichen. Der QF-CMV-Test stimmte bei 95 % der gesunden
Probanden (294/310 Probanden) mit dem Ergebnis des serologischen CMV-IgG-
Vergleichstests iGberein. Keiner der 149 seronegativen Spender zeigte eine positive Reaktion
im QF-CMV-Test. und 145 der 161 seropositiven Spender zeigten ein reaktives QF-CMV-
Ergebnis. Die positive Ubereinstimmung betrug insgesamt 90 % und die negative
Ubereinstimmung 100 %. Die Ubereinstimmung zwischen den QF-CMV-Ergebnissen und

dem CMV-IgG-Serostatus bei gesunden Probanden ist in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3. Ubereinstimmung von QuantiFERON-CMV-Test und serologischem CMV-IgG-Test bei gesunden Probanden

CMV-Serologie
Positiv Negativ Insgesamt
Reaktiv 145 0 145 (46,8 %)
QuantiFERON-CMV Nicht reaktiv 16 149 165 (53,2 %)
Insgesamt 161 (51,9 %) 149 (48,1 %) 310 (100 %)
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Grenzwert des Tests

Fisr den klinischen Einsatz wird fir diesen Test ein Grenzwert von 0,2 [U/ml fir das CMV-
Antigen-Réhrchen (nach Subtraktion der Negativkontrolle) empfohlen; je nach klinischer

Situation kénnen aber auch andere Grenzwerte validiert werden.

Klinische Studien

Da kein definitiver Standard fir die Bestdtigung oder den Ausschluss der Diagnose
Zytomegalievirus-Infektion existiert, ist eine Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitat des
QF-CMV-Tests nicht méglich. Spezifitat und Sensitivitdt des QF-CMV-Tests wurden jedoch
ndherungsweise bestimmt, indem die Ubereinstimmung zwischen den QF-CMV-Ergebnissen

und dem CMV-lgG-Serostatus bei gesunden Probanden evaluiert wurde.

Die Spezifitat des QF-CMV-Tests wurde néherungsweise bestimmt, indem die Falsch-positiv-
Rate (reaktives QF-CMV-Ergebnis) bei gesunden Probanden ohne Hinweis auf eine
vorangegangene CMV-Exposition (d. h. bei CMV-lgG-seronegativen Probanden) evaluiert
wurde. Die Sensitivitdtt wurde nd&herungsweise bestimmt, indem die QF-CMV-
Reaktionsféhigkeit der Proben gesunder Spender mit Hinweis auf eine vorangegangene
CMV-Exposition (d. h. bei CMV-IlgG-seropositiven Probanden) evaluiert wurde. Da im QF-
CMV:-Test eine grofBe Anzahl CMV-spezifischer Epitope von unterschiedlichen CMV-Proteinen
zum Einsatz kommt, ist dieser Test fiir eine grofle Population mit unterschiedlichen HLA-
Klasse--Haplotypen geeignet (ungefdhr 98 % der Gesamtbevdlkerung). Da die HLA-
Haplotypen der Probanden nicht bekannt waren, entsprach es den Erwartungen, dass ein
kleiner Anteil der seropositiven Proben in QF-CMV-Blutentnahmeréhrchen keine Reaktion

zeigte.
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Spezifitat

Eine Studie mit 591 Proben von gesunden Probanden ergab keine falsch-positiven QF-CMV-
Ergebnisse fir Probanden, die CMV-IgG-seronegativ getestet wurden (248/248 Proben
nicht-reaktiv gemaf QF-CMV ELISA-Test und negativ gemaf serologischem CMV-IgG-Test).
Zwischen den Ergebnissen des QF-CMV-Tests und des serologischen CMV-IgG-Tests besteht

somit eine Ubereinstimmung von 100 %.

In allen anderen Spezifitdtsstudien mit Empféngern von soliden Organtransplantaten (1-8),
Empfangern  hdmatopoetischer ~ Stammzelltransplantate  (9,10)  und  HIV-infizierten
Patienten (11) betrug die Ubereinstimmung zwischen dem QF-CMV-Test und dem CMV-IgG-
Serostatus ebenfalls 100 %.

Sensitivitat

In einer Studie, in der 343 Proben von gesunden, CMV-lgG-seropositiven Patienten getestet
wurden, lag die Ubereinstimmung zwischen den QF-CMV-Ergebnissen und den Ergebnissen
des serologischen CMV-IgG-Tests bei 80,5 %. Dabei waren 276/343 Proben gemaf3 QF-
CMV-Test reaktiv und gemdB serologischem CMV-IgG-Test positiv. Diese fehlende
Ubereinstimmung ist u. U. auf eine falsch-positive CMV-Serologie oder die Abwesenheit

reaktionsfahiger HLA-Typen bei den getesteten Probanden zuriickzufihren.

Die Ubereinstimmungen in den Sensitivitdtsstudien, die an Empfangern solider
Organtransplantate (1-8), Empféangern hématopoetischer Stammzelltransplantate (9, 10)
und HIV-infizierten Patienten (11) durchgefihrt wurden, waren geringer. Dies ist u. U. auf
eine falsch-positive CMV-Serologie, die Abwesenheit reaktionsfahiger HLA-Typen bei den
getesteten Probanden oder die Abwesenheit reaktiver T-Zellen bei diesen Patienten infolge

der Immunsuppression zuriickzufihren.
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Studien zum klinischen Nutzen

Der vorgesehene Verwendungszweck sowohl des serologischen CMV-IgG-Tests als auch des
QF-CMV-Tests ist der Nachweis der Immunitat gegeniber CMV. Bei Transplantationen wird
die CMV-Serologie héufig vor der Transplantation genutzt, um beim Empfénger das Risiko
von CMV-Komplikationen nach der Transplantation abschétzen zu kénnen; nach der
Transplantation ist sie jedoch nur von begrenztem Nutzen. Alternativ kann der QF-CMV-Test
bei Transplantatempfdngern zur Abschdtzung der CMV-Immunitat bei solchen Patienten
eingesetzt werden, die aufgrund einer Immunsuppression ein erhdhtes Risiko fir eine

symptomatische CMV-Infektion und/oder -erkrankung aufweisen (12-15).

Eine Reihe verdffentlichter klinischer Studien an unterschiedlichen Transplantationskohorten
hat den Nutzen des QuantiFERON-CMV-Tests gezeigt (1-11, 15, 16).

In einer groBen Studie an 108 Empféngern von soliden Organtransplantaten (4) wiesen
Patienten mit einem reaktiven QF-CMV-Ergebnis nach Abschluss einer CMV-Prophylaxe eine
signifikant niedrigere Rate fir eine nachfolgende CMV-Krankheit auf (3,3 % oder 1/30, mit
einem Grenzwert von 0,2 IU/ml) als solche mit einem nichtreaktiven QF-CMV-Ergebnis
(21,8 % oder 17/78, p = 0,044) (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Vergleich der Inzidenz spét einsetzender CMV-Krankheit bei Patienten mit reaktivem QuantiFERON-CMV-

Ergebnis gegeniber Patienten mit einem nicht-reaktiven QF-CMV-Ergebnis nach Abschluss der Prophylaxe. Zugrunde
liegende Daten aus Kumar et al. (4).

Dariiber hinaus blieben CMV-seronegative Transplantatempfanger, die ein Organ von einem

CMV-positiven Spender (D+R-) mit einem reaktiven QF-CMV-Ergebnis erhielten, nach
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Abschluss der Prophylaxe héufiger und iber langere Zeitrdume CMV-krankheitsfrei. Dies
weist darauf hin, dass der QF-CMV-Test zur Identifizierung von Personen eingesetzt werden

kann, bei denen das Risiko einer spat einsetzenden CMV-Krankheit besteht.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Studie war auch, dass in dieser Gruppe der
Transplantatempfénger mit dem hachsten Risiko einer CMV-Krankheit (D+/R-) ein reaktives
Ergebnis zu einem beliebigen Zeitpunkt nach der Prophylaxe mit einer hdheren
Wabhrscheinlichkeit verbunden war, CMV-krankheitsfrei zu bleiben.

In einer Studie an 37 Empfdngern von soliden Organtransplantaten (6) half eine Bestimmung
der CMV-spezifischen Antwort von CD8* T-Zellen mittels QF-CMV-Test bei der Vorhersage
spontaner Viruselimination gegeniber Progression der CMV-Krankheit nach erhéhter CMV-
Viramie. In dieser Studie trat bei 24 von 26 Patienten (92,3 %) mit einem reaktiven QF-CMV-
Ergebnis (Grenzwert des Tests: IFN-y > 0,2 IU/ml) eine spontane CMV-Viruselimination auf,
wdhrend dieses klinische Ergebnis nur bei 5 von 11 Patienten (45,5 %) mit einem nicht-
reaktiven QF-CMV-Ergebnis beobachtet wurde.

In einer Studie an 67 Lungentransplantatempféngern, in der das Auftreten von CMV-Virgmie
nach der Transplantation untersucht wurde (7), traten bei 18 von 25 (72 %) Patienten mit
vorangehendem nicht-reaktivem QF-CMV-Ergebnis Virdmieepisoden auf, wahrend dies nur
bei 4 von 16 (25 %) Patienten mit vorangehendem reaktivem QF-CMV-Ergebnis der Fall war
(Fisher-Test: p = 0,0046; Abbildung ).
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Abbildung 6. Statistische Analyse der CMV-spezifischen Antwort von CD8* T-Zellen, gemessen mittels QuantiFERON-
CMV-Test, und der Entwicklung einer CMV-Virémie (Fisher-Test: p = 0,0046). Zugrunde liegende Daten aus
Weseslindtner et al (7).

Eine grofle prospektive multizentrische Studie an 127 Empféngern von  soliden
Organtransplantaten (8) (Spender CMV-seropositiv, Empfanger CMV-seronegativ), die alle
eine antivirale Prophylaxe erhielten, zeigte, dass Patienten, die zu einem beliebigen
Zeitpunkt nach Abschluss der CMV-Prophylaxe ein reaktives QF-CMV-Ergebnis (Grenzwert
des Tests 0,11U/ml) aufwiesen, 12 Monate nach der Transplantation eine signifikant
niedrigere Rate an spét einsetzender CMV-Krankheit aufwiesen (6,4 %) als solche mit einem
nicht-reaktiven (22,2 %) bzw. unbestimmten (58,3 %) QF-CMV-Ergebnis (p < 0,001). Wenn
die unbestimmten Ergebnisse ebenfalls in die Kategorie ,nicht-reaktiv” eingestuft wurden,
betrug die Inzidenz einer nachfolgenden CMV-Krankheit 6,4 % vs. 26,8 % (p = 0,024). Die
positiven und negativen Vorhersagewerte des QF-CMV-Tests fir den Schutz vor CMV-
Krankheit betrugen jeweils 0,90 (95%Kl: 0,74-0,98) und 0,27 (95%KIl: 0,18-0,37). Im
Ergebnis zeigte diese Studie, dass der QF-CMV-Test fir die Vorhersage nitzlich sein kann,
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ob bei Patienten ein niedriges, mittleres oder hohes Risiko fir die Entwicklung einer CMV-

Krankheit nach einer Prophylaxe vorliegt.

In einer prospektiven Studie an 55 Empfangern solider Organtransplantate (8), in der der
Zusammenhang zwischen den QF-CMV-Testergebnissen vor der Transplantation und dem
Auftreten von CMV-Replikation nach der Transplantation untersucht wurde, wurde bei CMV-
seropositiven Empfangern mit einem nichtreaktiven QF-CMV-Ergebnis (Grenzwert des Tests
0,2 IU/ml) vor der Transplantation eine hohere Inzidenz einer CMV-Replikation gefunden
(7 von 14 oder 50 %) als in CMV-seropositiven Empfangern mit einem reaktiven QF-CMV-
Ergebnis vor der Transplantation (4 von 30 oder 13,3 %, p = 0,021).

Diese Studie ergab, dass bei Empféngern, die ein Organ von einem CMV-seropositiven
Spender erhielten, bei einem nicht-reaktiven QF-CMV-Ergebnis vor der Transplantation im
Vergleich zu einem reaktiven QF-CMV-Ergebnis ein 10fach erhohtes Risiko einer CMV-
Replikation besteht (adjustierte Odds Ratio (OR): 10,49, 95%KI: 1,88-58,46). Ein vor der
Transplantation durchgefihrter QF-CMV-Test kann daher nitzlich sein, um das Risiko einer
CMV-Replikation nach der Transplantation  vorherzusagen, so dass nach einer
Organtransplantation  fallspezifisch ~ wichtige  Entscheidungen  beziiglich des CMV-

Infektionsmanagements getroffen werden kénnen.

Weitere Studien zur Unfersuchung des Nachweises von CMV-spezifischen Reaktionen von
CD8* T-Zellen mittels QF-CMV-Test bei Transplantatempféngern wurden abgeschlossen (2, 3,
5,9, 10, 15, 16) oder werden derzeit weltweit durchgefiihrt.
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Internationale Konsensusleitlinien zum CMV-Infektionsmanagement
bei Transplantationen solider Organe

Die internationalen Konsensusleitlinien ,Updated International Consensus Guidelines on the
Management of Cytomegalovirus in Solid Organ Transplantation” (12) stellen die Bedeutung
eines CMV-spezifischen Immunmonitorings heraus. Diese internationalen Leitlinien, die von
einem von der Fachgruppe Infektionskrankheiten der TTS (The Transplantation Society)
berufenen Expertengremium mit den Fachgebieten CMV und Transplantation solider Organe
ausgearbeitet wurden, stellen auf Evidenz und  Expertenmeinung  beruhende
Konsensusleitlinien zum CMV-Infektionsmanagement dar, in denen Aspekte der Diagnostik,

Immunologie, Pravention und Therapie bericksichtigt werden.

Diese Leitlinien kommen zu folgendem Ergebnis: ,Das Immunmonitoring der CMV-
spezifischen T-Zell-Antwort kann mdglicherweise Patienten mit einem Risiko fir eine CMV-
Krankheit nach der Transplantation identifizieren und bei Entscheidungen zur Prophylaxe

oder préaemptiven Therapie nitzlich sein.” (12).

In den Leitlinien werden auBBerdem Empfehlungen zu den Eigenschaften des idealen Tests fir

das Immunmonitoring gegeben, darunter:

e Moglichkeit der Bestimmung der Menge und Funktion von CD4* und CD8* T-Zellen des

Transplantatempfangers
o Maglichkeit zur Bestimmung von [FN-y
e Einfache Durchfihrung, Wirtschaftlichkeit und Reproduzierbarkeit
e Schnelle Durchfihrung
e Einfacher Versand der Proben an spezialisierte Referenzlabore

Der QF-CMV-Test erfillt praktisch alle in diesen Leitlinien geforderten Kriterien und ist der
einzige standardisierte Test fir das Immunmonitoring, mit dem CMV-spezifisches IFN-y

nachgewiesen werden kann.
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Assay-Leistungsmerkmale

Der QF-CMV ELISA verwendet einen rekombinanten Human-IFN-y-Standard, der gegen ein
IFN-y-Referenzpréparat getestet wurde (NIHRef.: Gxg01-902-535). Die Ergebnisse der
Testproben werden in internationalen Einheiten (International Units, IU) angegeben und
anhand einer Standardkurve bestimmt, die durch Tests einer Verdinnung des im Kit

vorhandenen Sekunddrstandards erstellt wurde.

Es ist bekannt, dass im Serum oder Plasma vorliegende heterophile (z. B. humane Anti-Maus-
) Antikérper bestimmter Personen Immunassays stdren. Der Effekt heterophiler Antikdrper
wurde im QF-CMV ELISA dadurch minimiert, dass der grinen Verdinnungsldsung
Normalserum von Mdusen zugegeben wurde und als IFN-<-Fangerantikérper monoklonale
F(ab’)2-Antikérperfragmente verwendet werden, mit denen die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind.

Die Nachweisgrenze des QF-CMV ELISA betragt 0,065 IU/ml und es liegen keine Hinweise
auf einen High-Dose-Hook-Effekt (Prozoneneffekt) bei IFN-yv-Konzentrationen bis zu
10.000 IU/ml vor. Die Antikdrper des QF-CMV ELISA zeigen keine Kreuzreaktion mit den
getesteten Zytokinen (IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL10 und IL12).

Die Linearitdt des QF-CMV ELISA wurde nachgewiesen. Hierzu wurden 11 Plasmapools mit
bekannten IFN--Konzentrationen jeweils in Finffachbestimmungen in zufélliger Anordnung
auf der ELISA-Platte untersucht. Die Regressionsgerade hat eine Steigung von 1,002 + 0,011
und einen Korrelationskoeffizienten von 0,99 (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Bestimmung der Linearitét des QF-CMV ELISA durch die Messung von 11 Plasmaproben mit bekannten
IFN-y-Konzentrationen in Finffachbestimmung.

Die Reproduzierbarkeit des QF-CMV ELISA wurde bestimmt, indem 20 Plasmaproben mit
verschiedenen IFN-y-Konzentrationen in Dreifachbestimmungen, in drei Laboren, an
drei nicht aufeinander folgenden Tagen und von drei verschiedenen Anwendern getestet
wurden. Jede Probe wurde also 27-mal in 9 unabhdngigen Testldufen getestet. Eine Probe
war die Negativkontrolle; ihre IFN-y-Konzentration wurde mit 0,08 IU/ml (95%Kl: 0,07-
0,09) bestimmt. Die Ubrigen 19 Plasmaproben umspannten einen Konzentrationsbereich
von 0,33 (95%KI: 0,31-0,34) bis 7,7 IlU/ml (95%KI: 7,48-7,92).

Die Prazision eines Llaufs (,Intraassay”) wurde bestimmt, indem die prozentualen
Variationskoeffizienten  (%VK) der IFN-+-haltigen Plasmaproben von den einzelnen
Plattenlgufen (n = 9) gemittelt wurden. Sie lag zwischen 4,1 und 9,1 %VK. Im Mittel betrug
der %VK (£95%KIl) der Intra-Assay-Prézision 6,6 = 0,6 %. Fir die Plasmaprobe ohne IFN-y
betrug der mittlere %VK 14,1 %.

Die Gesamtungenauigkeit bzw. Ungenauigkeit im Vergleich von Laufen (,Interassay”) wurde
bestimmt, indem die 27 berechneten IFN--Konzentrationen jeder Plasmaprobe miteinander
verglichen wurden. Sie lag zwischen 6,6 und 12,3 %VK. Der mittllere Gesamt-%VK (+ 95%-
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Kl) lag bei 8,7 + 0,7 %. Die Plasmaprobe ohne IFN-y betrug der %VK 26,1 %. Diese
GroBenordnung ist zu erwarten, da die berechnete IFN-v-Konzentration niedrig ist die

Variation um einen niedrigen Konzentrationswert starker ist als bei héheren Konzentrationen.

Technische Informationen

Unbestimmte Ergebnisse

Unbestimmte Ergebnisse kdnnen auf den Immunstatus des untersuchten Patienten
zuriickzufihren sein, sie kdnnen aber auch mit verschiedenen technischen Faktoren

zusammenhdngen:

e Uberschreitung des Zeitraums von 16 Stunden zwischen Blutabnahme und Inkubation bei
37 °C

® lagerung der Blutprobe auBerhalb des empfohlenen Temperaturbereichs (22 = 5 °C)

® Unzureichendes Mischen der Blutentnahmerdhrchen

® Unzureichendes Waschen der ELISA-Platte

Falls technische Probleme bei der Blutabnahme oder der Handhabung der Blutproben
vermutet werden, muss der gesamte QF-CMV-Test mit neuen Blutproben wiederholt werden.
Falls Verfahrensabweichungen bei der Durchfihrung des ELISA-Tests vermutet werden, kann
der ELISATest mit den stimulierten Plasmaproben wiederholt werden. Bei unbestimmten
Ergebnissen (aufgrund niedriger Mitogen-Werte] wird auch bei einer Wiederholung kein
anderes Ergebnis erwartet, es sei denn, bei der Durchfihrung des ELISA-Tests trat ein Fehler

auf.
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Geronnene Plasmaproben

Wenn bei der Langzeitlagerung von Plasmaproben Fibringerinnsel auftreten, zentrifugieren
Sie die Proben, damit sich das geronnene Material absetzt und das Plasma abpipettiert

werden kann.
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Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur Behebung

mdglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch in den Technischen

Informationen unter: www.QuantFERON.com. Kontaktangaben finden Sie auf der Rickseite.

Kommentare und Vorschlége

Niedrige OD-Messwerte fir die Standards

a)

b)

q)

d

o)

g)

Fehler beim Verdiinnen der
Standards

Pipettierfehler
Inkubationstemperatur zu
niedrig

Inkubationszeit zu kurz

Falscher Filter im Platten-
Reader verwendet

Reagenzien sind zu kalt

Kit/Komponenten
abgelaufen

Nicht-spezifische Farbentwicklung

Stellen Sie sicher, dass die Verdiinnungen des Kit-Standards wie in der
QF-CMV ELISA Packungsbeilage angegeben hergestellt werden.

Stellen Sie sicher, dass die Pipetten gemdf3 den Herstellerempfehlungen
kalibriert und verwendet werden.

Die Inkubation des ELISA muss bei Raumtemperatur (22 + 5 °C) durchgefihrt
werden.

Die Inkubation der Platte mit Konjugat, Standards und Proben muss tber
120 + 5 Minuten erfolgen. Die Enzymsubstratlésung wird 30 Minuten lang
auf der Platte inkubiert.

Die Platte muss bei 450 nm gemessen werden, mit einem Referenzfilter

zwischen 620 und 650 nm.

Alle Reagenzien, mit Ausnahme des 100x Konjugatkonzentrats, missen vor
Durchfishrung des Tests auf Raumtemperatur gebracht werden. Dies dauert
etwa 1 Stunde.

Vergewissern Sie sich, dass das Verfallsdatum des Kits nicht abgelaufen ist.
Achten Sie darauf, dass Standard und 100x Konjugatkonzentrat nur
innerhalb von 3 Monaten nach der Rekonstitution verwendet werden.

a) Platte unzureichend Waschen Sie die Platte mindestens sechsmal mit 400 pl Waschpuffer pro
gewaschen Well. Je nach verwendetem Waschgerat kdnnen mehr als sechs Waschzyklen
erforderlich sein. Der Waschpuffer muss in jedem Zyklus mindestens
5 Sekunden einwirken kdnnen.
b)  Kreuzkontamination der Gehen Sie beim Pipettieren und Mischen von Proben mit Vorsicht vor, um das
ELISA-Wells Risiko von Kreuzkontaminationen méglichst gering zu halten.
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Kommentare und Vorschlége

¢) Kit/Komponenten Vergewissern Sie sich, dass das Verfallsdatum des Kits nicht abgelaufen ist.
abgelaufen Achten Sie darauf, dass Standard und 100x Konjugatkonzentrat nur
innerhalb von 3 Monaten nach der Rekonstitution verwendet werden.

d) Enzymsubstratlésung ist Verwerfen Sie die Substratlésung, wenn sie blau geférbt ist. Stellen Sie sicher,
verunreinigt dass die verwendeten Reagenzbehdlter sauber sind.

e) Mischen des Plasmas in den  Achten Sie darauf, dass die Plasmaproben vorsichtig von oberhalb des Gels
Zentrifugenrdhrchen vor ohne Auf- und Abpipettieren abgenommen werden und dass dabei nicht das
Abnahme des Plasmas Material an der Oberfléiche des Gels aufgewirbelt wird.

Hoher Hintergrund

a) Platte unzureichend Waschen Sie die Platte mindestens sechsmal mit 400 pl Waschpuffer pro
gewaschen Well. Je nach verwendetem Waschgerat kdnnen mehr als sechs Waschzyklen
erforderlich sein. Der Waschpuffer muss in jedem Zyklus mindestens
5 Sekunden einwirken kénnen.

b)  Inkubationstemperatur zu Die Inkubation des ELISA muss bei Raumtemperatur (22 + 5 °C) durchgefihrt
hoch werden.

c) Kit/Komponenten Vergewissern Sie sich, dass das Verfallsdatum des Kits nicht abgelaufen ist.
abgelaufen Achten Sie darauf, dass Standard und 100x Konjugatkonzentrat nur

innerhalb von 3 Monaten nach der Rekonstitution verwendet werden.

d) Enzymsubstratlosung ist Verwerfen Sie die Substratldsung, wenn sie blau gefarbt ist. Stellen Sie sicher,
verunreinigt dass die verwendeten Reagenzbehélter sauber sind.

Nicht lineare Standardkurve und Variabilitét bei Doppelbestimmungen
a) Platte unzureichend Waschen Sie die Platte mindestens sechsmal mit 400 pl Waschpuffer pro
gewaschen Well. Je nach verwendetem Waschgerdt kénnen mehr als sechs Waschzyklen
erforderlich sein. Der Waschpuffer muss in jedem Zyklus mindestens

5 Sekunden einwirken kénnen.

b) Fehler beim Verdinnen der  Stellen Sie sicher, dass die Verdinnungen des Kit-Standards wie in dieser

Standards Packungsbeilage angegeben hergestellt werden.
c) Unzureichendes Mischen Mischen Sie die Reagenzien griindlich durch Uberkopfdrehen oder vorsichtiges
Mischen mit dem Vortex-Mischer, bevor sie zur Platte zugegeben werden.
d) Nicht einheitliche Die Zugabe von Proben und Standards muss in einem kontinuierlichen
Pipettierung oder Prozess erfolgen. Alle Reagenzien sollten vor Beginn des Tests vorbereitet
Unterbrechung bei der werden.

Assay-Konfiguration

Produktinformationen und technische Anleitungen kdnnen kostenlos von QIAGEN oder lhrem

Handler angefordert oder unter www.QuantiFERON.com eingesehen werden.
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Symbole
Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden Symbole enthalten:

Symbol Bedeutung des Symbols

<

z

Kit enthélt Reagenzien fiir <N> Reaktionen

<IN>

Verwendbar bis

) e

€ CE-Kennzeichnung

D In-vitro-Diagnostikum

EE

Katalognummer

LOT Chargenbezeichnung
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Symbol Bedeutung des Symbols

Materialnummer

GTIN Global Trade ltem Number (GTIN)

Zulassiger Temperaturbereich

@“?IE

Nicht zur Wiederverwendung

/,
.\
\

\
N
7

Vor Sonneneinstrahlung schijtzen

Gebrauchsanweisung beachten

Hersteller

k=

Ec | REP | Bevollméchtigter in der Européischen Gemeinschaft

Kontakt

Technische Hinweise und weitere Informationen finden Sie in unserem Technischen Support-
Center unter www.giagen.com/Support. Sie kdnnen uns auBerdem telefonisch unter 00800-
22-44-6000 erreichen oder unseren Technischen Service kontaktieren oder sich an lhren
ortlichen  Distributor wenden  (Kontaktinformationen  siehe  Rickseite oder unter

www.giagen.com).
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Kurzanleitung zum ELISA-Test

Stufe 1: Inkubation des Bluts

1. Blut des Patienten in Blutentnahmersdhrchen abnehmen und die (N
\| o=
Rahrchen dann zehnmal (10x) gerade so stark schitteln, dass die v\\/\ N

gesamte Innenwand des Rhrchens mit Blut bedeckt ist, um die

Antigene an der Réhrchenwand zu 18sen.

2. Rohrchen senkrecht stellen und 16-24 Stunden lang bei 37 = 1 °C

inkubieren.

3. Die R&hrchen nach der Inkubation 15 Minuten lang bei 2000-
3000 g RZB (g) zentrifugieren, um das Plasma von den Erythrozyten f ;\

zu trennen.

4. Vermeiden Sie nach der Zentrifugation unbedingt ein Auf- und /
Abpipettieren oder Mischen des Plasmas vor der Entnahme. Achten
Sie stets darauf, das Material an der Geloberfléche nicht zu

verwirbeln.

Stufe 2: IFN-y-ELISA

1. Alle Komponenten des ELISA, mit Ausnahme des 100x rL)
1:00

Konjugatkonzentrats, mindestens 60 Minuten lang auf

Raumtemperatur aquilibrieren lassen.
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. Den Kit-Standard mit destilliertem oder entionisiertem Wasser auf

8,0 IU/ml rekonstituieren. Vier (4) Standardverdinnungen herstellen.

. Das lyophilisierte 100x Konjugatkonzentrat mit entionisiertem oder

destilliertem Wasser rekonstituieren.

. Gebrauchsfertig verdiinntes Konjugat mit Hilfe von griiner

Verdinnungslésung herstellen und 50 pl in jedes Well geben.

. 50 pl der zu testenden Plasmaproben und 50 pl der Standards in die

entsprechenden Wells geben. Auf dem Schittler mischen.

. 120 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubieren.

. Die Wells mindestens é-mal mit 400 pl Waschpuffer pro Well

waschen.

. Je 100 pl Enzymsubstratldsung in die Wells geben. Auf dem

Schittler mischen.

. 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubieren.
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10.50 pl Enzymstoppldsung in jedes Well geben. Auf dem Schittler
mischen.

11.Ergebnisse bei 450 nm mit einem Referenzfilter zwischen 620 und
650 nm ablesen.

12.Ergebnisse auswerten.
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Bearbeitungsverlaut des Dokuments

Dokument

Anderungen Datum

L1075110R5

L1075110-R5

Hinzufiigung von Sicherheitshinweisen zu beschédigten Flaschchen Februar 2018

Aktualisierung von Tabelle 2, Interpretation der QuantiFERON-CMV-
Ergebnisse” auf Seite 25.

Aktualisierung der GHS-Informationen auf Seite 10. Februar 2018
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen
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Diese Seite wurde absichtlich leer gelassen
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Warenzeichen: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN-Gruppe); Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.); SeraQuest™ (Quest
International, Inc.).

Eingeschrénkte Lizenzvereinbarung fiir QuantiFERON-CMV ELISA

Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kaufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméB den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Panel mitgeliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Panels gehérenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zu den Panels gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der mit dem Produkt, diesem Handbuch, bereitgestellten und in
zusétzlichen, unter www.qiagen.com verfiigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusétzlichen Protokolle wurden von QIAGEN-Anwendern fir
andere QIAGEN-Anwender zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fir diese
Protokolle keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieses Panel und/oder die mit diesem Panel
durchgefishrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fiir die einmalige Verwendung lizenziert und diirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdihrten Lizenzgewdéhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéaufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne fihren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Ei echte im Zu h mit dem Panel und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.gjiagen.com.

Feb-18 © 2018 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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