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Messa a punto di un saggio EIiSPOT per la rilevazione della risposta immunitaria CMV-specifica

SUMMARY

Introduction: The Cytomegalovirus (CMV) is the major cause of morbidity and mortality in solid organ (SOT) and bone marrow (BMT)
transplantation. An early reconstitution of immune response is crucial in limiting CMV replication; on the other hand, a late reconstitution
may determine CMV reactivation with possible evolution to symptomatic phase. The Enzyme-Linked Immunosorbent Spot (EliSPOT) assay
is a useful tool for monitoring the CMV-specific immune response recovery in transplant patients. This study propose the development and
optimization of a interferon-gamma-(IFN-y)-based EIliSPOT assay for the detection of CMV immune response.

Methods: CD3 + lymphocytes were separated using Robosep (negative selection, HLA ® EasySep WB Human T Cell Enrichment Kit,
Stemcell Technology, Vancouver, Canada). The EIliSPOT assay was optimized using the Human IFN gamma ELISPOT Kit and a modified pro-
tocol provided by Nanogen Advanced Diagnostics (Buttigliera Alta, Italy). Different parameters were analyzed: number of cells (200,000 -
300,000), antigens (CMV peptide mix and whole CMV antigen), incubation time (18 - 20 - 22 - 24h), number of washes, incubation condi-
tions with secondary antibody and conditions of substrate development.

Results: Herein we report the optimal conditions identified. 200,000 CD3+ cells per well were stimulated with CMV peptide mix antigens.
Cells were stimulated for 18h at 37 °C in humidified atmosphere; wells were washed and secondary antibody was added and incubated at
room temperature for 2h. After incubation a second series of washes were performed. Substrate was added and incubation for |5 minutes
was carried out. The reaction was detected by plate reader AID ELISPOT (Strassberg, Germany).

Conclusions: We developed an EIliSPOT assay for the detection of CMV-immune response and reconstitution. All variables were compared
to previous published protocols. The improvement of the EliSPOT assay for the detection of CMV-specific immune response represents the

first step for result evaluation in clinical practice.

INTRODUZIONE

L’ utilizzo di regimi immunosoppressivi antirigetto ha portato
al’emergenza di gravi patologie da infezione primaria o da
riattivazione di virus latenti. Tra questi, il CMV rappresenta
la principale causa di morbilita e mortalita nei trapiantati di
organo solido (SOT) o midollo (BMT) (1). Nel paziente
immunodepresso, una precoce ricostituzione dell’immunita
cellulare gioca un ruolo fondamentale nel controllo della
replicazione citomegalica e dell’infezione; per contro una
ricostruzione tardiva puo condurre all’insorgenza di infezio-
ni ricorrenti che raggiungono la fase sintomatica se non
opportunatamente trattate (3). In questo contesto assume fon-
damentale importanza il monitoraggio immunologico, asso-
ciato a quello virologico, per discriminare tra pazienti
responders (early - late) e non responders. I saggio EliSPOT
si propone come strumento efficace nel monitoraggio della
ricostituzione immunologica CM V-specifica dei pazienti tra-
piantati. Lametodica consente di analizzare larisposta (inter-
ferone-gamma mediata) del comparto T linfocitario nei con-
fronti del virus, mediante I’ utilizzo di antigeni CMV-specifi-
¢i (2). In questo studio & stato messo a punto e ottimizzato un
saggio EliSPOT per larilevazione della risposta interferon-
mediata anti-CMV.

MATERIALI E METODI

I linfociti CD3+ sono stati separati negativamente utilizzan-
do un separatore automatico, Robosep (EasySep® HLA WB
Human T Cell Enrichment Kit, StemCell Technology). Il sag-
gio EliSPOT e stato ottimizzato modificando un protocollo
fornito dalla ditta Nanogen, utilizzando il kit Elispot
Interferon-y Basis Kit. Sono stati analizzati diversi parametri:
il numero di cellule da stimolare (200.000 — 300.000); tipo di
antigene stimolante (CMV Peptide mix, CMV Fully antigen);
tempo di incubazione (18 — 20 - 22 — 24h); tempo e numero
di lavaggi; condizioni di incubazione con I’ anticorpo secon-
dario e condizioni di sviluppo del substrato.

RISULTATI

Le condizioni idedli prevedono un numero di linfociti CD3+
pari a200.000/pozzetto, stimolati con I’ antigene CMV Peptide
mix, risultato maggiormente immunogeno. La stimolazione di
18h a 37°C in camera umida ha preceduto una serie di lavaggi
e I'incubazione con I'anticorpo secondario a temperatura
ambiente in camera umida. Ad una seconda sevie di lavaggi
seguital’incubazione con il substrato per 15 minuti. L’ avvenuta
reazione e stata letta mediante il |ettore di piastre AID.

CONCLUSIONI

In questo studio e stato messo a punto e ottimizzato un saggio
EliSPOT per la rilevazione della ricostituzione della risposta
anti-citomegalica. Sono state confrontate tutte le variabili ope-
rative derivanti dalle informazioni del fabbricante e da proto-
colli della letteratura. L’ ottimizzazione della metodica & il
primo passo per la valutazione clinica dei risultati.
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