T-Track® CMV

Instrucciones de uso (espafiol)

1 Uso previsto

T-Track® CMV es un producto para diagndstico in vitro que permite
determinar la funcionalidad de la respuesta inmunitaria celular (cell-
mediated immunity, CMI) de pacientes seropositivos al CMV.

La prueba permite una evaluacion semicuantitativa de la inmunocom-
petencia especifica frente al CMV de estos pacientes. La prueba no es
adecuada para determinar una infeccién por CMV.

2 Campo de aplicacién

La prueba T-Track® CMV se basa en el método altamente sensible de
enzimoinmunoanadlisis de recuento de puntos (Enzyme-linked Immu-
nosorbent Spot, ELISpot). En principio, se trata de un ELISA en fase
sélida que utiliza una placa de microtitulacion con una membrana de
PVDF. La prueba T-Track® CMV permite la deteccion altamente es-
pecifica y sensible de células efectoras reactivadas de forma especifi-
ca para el CMV (secretoras de IFN-y) a nivel unicelular.

3 Principio de la prueba

Los monacitos de sangre periférica (peripheral blood mononuclear
cell, PBMC) purificados se estimulan durante 17-21 horas con
proteinas CMV T-activated® seleccionadas (IE1, pp65). La citocina
IFN-y secretada por las células reactivas al CMV se une a anticuerpos
especificos de IFN-y (anticuerpos de captura) inmovilizados en una
membrana de PVDF.

Tras eliminar las células, se lleva a cabo la deteccién del IFN-y unido
mediante anticuerpos de deteccion especificos de IFN-y a los que esta
acoplada la enzima fosfatasa alcalina.

La conversion enzimatica del sustrato soluble en un precipitado insol-
uble coloreado crea en la membrana los denominados puntos (spot),
cada uno de los cuales es atribuible a una Gnica célula efectora secre-
tora de IFN-y reactiva al antigeno.

Los puntos se pueden contar mediante un microscopio o un sistema
automatico de analisis de imagenes (lector ELISpot).

Para analizar una muestra de un Gnico paciente se llevan a cabo las

mediciones siguientes:

a) Control negativo (2 réplicas): PBMC no estimulados para la detec-
cion de leucocitos sanguineos inespecificamente activados

b) Assay Marker 1 (2 réplicas): PBMC estimulados con antigeno de
proteinas CMV T-activated® inmediatas tempranas 1 (IE1)

c) Assay Marker 2 (2 réplicas): PBMC estimulados con antigeno con
fosfoproteina 65 (pp65) CMV T-activated®

d) Control positivo (funcionalidad celular, 1 réplica): PBMC estimula-
dos con fitohemaglutinina L (phytohemagglutinin-L, PHA)

e) Control del operador (realizacion correcta del analisis, 1 réplica):
anticuerpo de captura saturado con IFN-y

1. Extraccion de sangre P 2. Centrifugacion

75ml en gradiente
Sangre con heparina Ficoll Plasma
de litio PRMC
Ficoll®
Eritrocitos
0,5 h Polimorfonucleares

3. Aislamiento > 4. Preparacién de la placa de microtitulacién P 5. Estimulacion
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4 Reactivos

4.1 Contenido del envase

Un envase contiene reactivos suficientes para el analisis de 12 mues-
tras de paciente (equivale a 96 determinaciones). Cada kit contiene:

de los Adicién de PBMC de los PBMC
PBMC y estimulantes Incubacion
(incl. lavado, 000 durante
recuento) PMT (1] la noche
0,5 h 1h Placa recubierta con anti IFN-y 17-21 h
6. Deteccion de células > 7. Recuento
secretoras de IFN-y de los puntos
Reactivos (9] y en cada pocillo tras
00 el secado de las
tiras reactivas

Figura 1: Secuencia de trabajo de T-Track® CMV
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Componente del kit Unidad Cantidad

o e
e |TACT IE1| T-activated® IE1 Volumen 70l Concentrado

(3] T-activated®pp65  Volumen 70l Congentrado

(4] PHA Volumen 70l Concentrado

(5] mAb-AP Volumen 70l Concentrado

(6] |DILUBUF Tampdn de dilucidn ~ Volumen 12ml listo para usar

(7] Suslrato Volumen 6ml listo para usar

o Tampdn de lavado 1 Volumen 200 ml listo para usar
© Tampén de lavado 2 Volumen 70ml listo para usar
O [INSTRU]

Instrucciones de uso  Unidades 1

4.2 Otros reactivos, materiales y aparatos necesarios

e Tubos de extraccion de sangre, como S-Monovette® Li-Heparin
7,5 ml (Sarstedt, n.° cat. 01.1608.001)

e Tubos de centrifugadora estériles (tubos de polipropileno, 15 mly
50 ml, p. €j., n.° cat. 188271 y n.° cat. 227261)

e Recipientes de reaccion estériles (p. €j., 1,5 ml, Greiner, n.° cat.

616201)

Pipetas y puntas de pipeta estériles

Pipetas Pasteur estériles

PBS estéril (p. ej., Gibco, n.° cat. 10010031)

Ficoll® (p. ej., Pancoll, PAN Biotech, n.° cat. P04-60500)

Azul tripano (opcional, Sigma, n.° cat. T8154)

Medio de cultivo celular estéril sin suero (AIM-V®, Gibco,

n.° cat. 31035-025)

Agua del grifo

e Centrifugadora con rotor basculante para la preparacion de los
PBMC, que alcanza como minimo 1000 x g, permite mantener las
muestras a temperatura ambiente (+18 a +25 °C) y se puede uti-
lizar sin freno.

e Cabina de seguridad biolégica de clase Il

e Camara de recuento de Neubauer con microscopio y azul tripano

o dispositivo validado para el recuento celular (recomendado)

Incubadora humeda (+37 °C, 5 % CO,)

Lector ELISpot (recomendado)

5 Vida util y manipulacion

4  Conservar los componentes del kit antes y después de su uso
entre +2y +8 °C.

¢  Antes de iniciar el andlisis, se deben templar todos los componen-

tes a la temperatura ambiente (entre +18 y +25 °C). El andlisis se
lleva a cabo a temperatura ambiente.

4  Los componentes del kit se deben proteger de la luz solar directa
durante toda la ejecucién de la prueba. La solucion de sustrato en
particular es fotosensible.

¢ Las tiras reactivas no utilizadas se deben devolver al envase
original en condiciones de trabajo estériles y conservar protegidas
de la luz a una temperatura de entre +2 y +8 °C.

4  Sino se han abierto y se conservan en las condiciones recomen-
dadas, los componentes del kit son estables hasta la fecha de ca-
ducidad (ver anverso del envase).

4 Los componentes que se requieran varias veces se deben con-
servar a una temperatura de entre +2 y +8 °C hasta el uso poste-
rior y tienen una vida Util de hasta 3 meses después de la primera
apertura del kit (como maximo hasta la fecha de caducidad del
kit).

¢ La prueba la debe llevar a cabo exclusivamente personal especial-
izado debidamente formado y autorizado.

4  Si el usuario ha realizado modificaciones del producto o de las
instrucciones de uso, es posible que la aplicacion ya no cumpla el
propésito especificado por MIKROGEN.
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¢  Solo para uso profesional por usuarios especializados.

6 Advertencias y medidas de seguridad

El producto se debe utilizar exclusivamente para el diagnéstico in

vitro.

¢ La prueba no es adecuada para detectar una infeccién por CMV.

¢  Los resultados solo se deben utilizar e interpretar en relacién con
el cuadro clinico general.

4 No se deben mezclar componentes de diferentes lotes de kits.

¢ Todos los hemoderivados se deben tratar como potencialmente
infecciosos.

¢ Durante todo el procedimiento de prueba se deben usar guantes
desechables y un equipo de proteccién personal adecuados.

¢ Las muestras de sangre y los componentes de la prueba se deben
manipular, utilizar, conservar y eliminar de acuerdo con las di-
rectrices y normativas nacionales sobre riesgos biol4gicos.

¢ Se deben recoger todos los liquidos que se acumulen durante la
realizacion del andlisis. Todos los recipientes de recogida deben
contener desinfectantes adecuados para inactivar los patégenos
para el ser humano o desinfectarse en autoclave. Todos los reac-
tivos y materiales que entran en contacto con muestras potencial-
mente infecciosas se deben tratar con desinfectantes adecuados o
eliminar de acuerdo con las normas de higiene correspondientes.
Se deben observar las concentraciones y los tiempos de incu-
bacién especificados por los fabricantes.

¢ Los productos quimicos se deben manipular con cuidado. Encon-
trard informacion sobre seguridad en la correspondiente «Ficha de
datos de seguridad (FDS)», que puede solicitar a través de
www.mikrogen.de.

¢ Leay observe detenidamente las instrucciones de uso completas,
antes de iniciar la prueba. Las desviaciones del protocolo de
andlisis indicado en las instrucciones de uso pueden producir re-
sultados incorrectos.

¢  El kit se debe conservar a +2 a +8 °C. El kit no se debe utilizar
después de la fecha de caducidad.

¢ Para evitar la contaminacion de los reactivos, de las tiras reacti-
vas, las suspensiones celulares y de los medios de cultivo celular,
se deben utilizar técnicas de trabajo estériles en los puntos
recomendados y, en general, observar las medidas de precaucion.
Nota: El término «condiciones/técnicas de trabajo estériles»
designa un entorno de trabajo controlado para evitar la contami-
nacion.

4 Atencién: Las muestras de sangre entera heparinizadas no se
deben refrigerar ni congelar.

¢ Para poder comparar los resultados obtenidos con la prueba, se
recomienda validar previamente el recuento celular y los instru-
mentos de medicion utilizados (intervalo de medicién, protocolo de
medicion).

4 Se deben tener en cuenta las correspondientes limitaciones de los
instrumentos de medicion.

&

~

Obtencién de muestras y preparacion de la prue-

ba

7.1 Transporte y conservacion de las muestras de sangre

¢ Para garantizar la funcionalidad de los leucocitos sanguineos, la
muestra de sangre se debe transportar o conservar a temperatura
ambiente (+18 a +25 °C) y analizar en un plazo de 24 horas des-
pués de la extraccion. Si se extraen varias muestras de sangre por
paciente, se recomienda analizar las muestras en un periodo de
tiempo comparable (preferentemente en un plazo de 8 horas) tras
la extraccion.

7.2 Material de muestra e instrucciones para realizar la
prueba

La extraccion de sangre la deben realizar personas competentes, de

acuerdo con las instrucciones locales de extraccion de sangre.

Para realizar la prueba se requiere para cada paciente un tubo de

7,5 ml con heparina de litio completamente lleno de sangre, a fin de

conseguir el nimero necesario de PBMC, tanto en pacientes inmuno-

competentes como inmunodeprimidos.

La prueba se debe realizar observando estrictamente los pasos

descritos en estas instrucciones de uso. La obtencién de los PBMC y

la preparacion de las tiras reactivas se deben realizar en condiciones

estériles.

Para garantizar la funcionalidad de los leucocitos sanguineos durante

el paso de incubacion, se deben validar las secuencias de obtencion

de los PBMC. Previa validacion, se pueden utilizar otros métodos de

preparacion de los PBMC, ademas de los descritos en estas instruc-

ciones de uso.
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Asimismo, se recomienda validar el método de determinacion del
ndmero de PBMC. En un proceso no validado, los recuentos celulares
pueden variar y dar lugar a resultados de medicion poco fiables.

El usuario también debe validar el método de recuento de los puntos
generados. Para garantizar una evaluacion normalizada de las mues-
tras, se recomienda utilizar un lector ELISpot validado y calibrado con
el software correspondiente. Se recomienda realizar una inspeccion
visual de los nimeros de puntos para verificar la concordancia con el
valor del lector. Los ajustes del lector deben estar establecidos y no se
deben modificar durante las mediciones repetidas.

7.3 Preparativos

7.3.1 Preparacion de los reactivos

El medio de cultivo celular y los reactivos de T-Track® CMV se deben
precalentar antes de utilizarlos a temperatura ambiente. Antes del uso,
mezclar suavemente las soluciones (no agitarlas en una agitadora
vorticial) y después, centrifugar brevemente los viales. Los envases
utilizados en el banco de trabajo estéril se deben desinfectar antes de
utilizarlos.

7.3.2 Preparacion de las tiras reactivas (en condiciones estériles)
Por prueba (para un paciente) se requiere 1 tira reactiva con 8 pocil-
los. Extraer la placa de microtitulacién (PMT) Q lista para usar del
envase. Retirar las tiras reactivas excedentes del marco de la PMT.
Nota: Las tiras reactivas estan identificadas con nimeros consecu-
tivos. Devolver las tiras reactivas no utilizadas a la bolsa de aluminio y
sellarla correctamente. Conservarlas entre +2 y +8 °C hasta su uso
posterior y protegerlas de dafios mecanicos.

7.3.3 Preparacion de los PBMC — Centrifugacion en gradiente
Ficoll
Plasma
PBMC
Ficoll®
Eritrocitos

Polimorfenucleares

1. Introducir 15 ml de Ficoll® en un tubo de centrifugadora de 50 ml.

2. Diluir 7,5 ml de sangre entera con 7,5 ml de PBS estéril en otro
tubo de 50 ml.

3. Cubrir el Ficoll® lenta y cuidadosamente con 15 ml de sangre
entera diluida.

4. Centrifugar en el rotor basculante a 880 x g sin freno 30 min a
temperatura ambiente.

5. Eliminar la interfase (capa turbia con PBMC entre el Ficoll® y el
plasma) con una pipeta Pasteur estéril.

6. Transferir los PBMC a un nuevo tubo de 50 ml.

7. Llenar con PBS estéril a un volumen de 50 ml.

8. Centrifugar 10 min a 300 x g.

9. Eliminar el sobrenadante (paso de lavado).

10. Resuspender el sedimento celular en 1 ml de PBS estéril.

11. Llenar con PBS estéril a un volumen de 50 ml.

12. Centrifugar 10 min a 300 x g y temperatura ambiente.

13. Eliminar el sobrenadante (paso de lavado).

14. Resuspender el sedimento celular en 1 ml de medio AIM-V® estéril
sin suero.

15. Contar las células vivas en una camara de recuento de Neubauer
bajo el microscopio (tincién con azul tripano) o mediante un dis-
positivo de recuento celular validado (recomendado).

16. Ajustar el nimero de células vivas a 2 x 10° células por ml de
medio AIM-V®, Para un analisis se requieren 1,6 x 10° células en
800 pl de medio AIM-V®,

7.3.4 Elaboracion de las soluciones de trabajo

Nota: Los siguientes volimenes se refieren a una prueba para un
paciente (equivale a una tira reactiva). Si se analiza un mayor nimero
de muestras de pacientes, se deberan ajustar todos los volimenes de
los reactivos y soluciones de trabajo en consecuencia:

Solucion de partida Medic (AIM-V®)  Solucién de trabajo

Control negativo - 125 pl 125 pl

@ T-activated® IE1 Spl 120 pl 125l

© T-activated® pp65 54l 120 1l 125 I

O PHA S5ul 50 pl 55 pl

Control del operador - 176l 175 pl
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8

Procedimiento de analisis

El andlisis se realiza mediante los pasos siguientes:

Nogoh,rwdpE

Extraccién de sangre
Centrifugacién en gradiente Ficoll
Aislamiento de los PBMC

Preparacion de la placa de microtitulacion (adicion de PBMC)
Estimulacién de los PBMC (incubacién durante la noche)
Deteccion de células secretoras de IFN-y

Recuento de los puntos

(ver también capitulo 3, Principio de la prueba, Figura 1: Secuencia de
trabajo de T-Track® CMV)

N.° | Ejecucién Observacion
1 Extraccién de sangre/preparacion El andlisis se lleva a cabo a

Antes de iniciar el andlisis, se deben
templar todos los reactivos a entre +18
y +25 °C (temperatura ambiente).
Para cada andlisis se requieren 7,5 ml
de sangre con heparina de litio.

temperatura ambiente. La mues-
tra de sangre se transportara o
conservara a temperatura ambi-
ente (+18 a +25 °C).
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48 horas.
d) | Elaborar la solucién de trabajo mAb-AP
mezclando 5 ul de mAb-AP @ con

900 pl de tampén de dilucién @.

e) | Afladir 100 pl de solucion de trabajo
mAb-AP a cada pocillo.

f) Colocar la tapa de la PMT.

g) | Incubar las tiras reactivas cubiertas

2 horas a temperatura ambiente (+18 a
+25 °C).

h) | Eliminar la solucién de trabajo mAb-
AP.

i) Afadir 200 pl de tampoén de lavado 1
© a cada pocillo.

j) Eliminar el tampén de lavado 1y
repetir el paso de lavado con tamp6n
de lavado 1 otras 2 veces.

k) | Afiadir 200 pl de tamp6n de lavado 2
© a cada pocillo.

1) Eliminar el tampén de lavado 2 y
repetir el paso de lavado con tamp6n
de lavado 2 otras 2 veces.

m) | Afadir 50 pl de sustrato @ a cada
pocillo.

n) | Colocar la tapa de la PMT.

0) | Incubar las tiras reactivas 6-7 minutos | Nota: Se debe evitar un periodo
a temperatura ambiente (+18 a de incubacion mayor, ya que de
+25 °C) en un lugar oscuro. lo contrario puede verse alterada
la cuantificabilidad del resultado
por un color de fondo mas inten-
So.

p) | Vaciar el sustrato.

q) | Detener la reaccion de tincién lavando
los pocillos 3 veces con agua del grifo.

r) Desmontar la base de la placa y
golpear ligeramente los pocillos sobre
una toallita de papel para eliminar el
liquido restante.

s) | Secar las tiras reactivas durante la Nota: Tras el secado, la tincién
noche a temperatura ambiente (+18 a | sera estable durante varias

+25 °C). Alternativamente, la placa se | semanas si la placa se conserva
puede secar en el flujo de aire de la en un lugar oscuro.

camara de flujo laminar durante al
menos una hora.

7 Recuento de los puntos Nota: Para garantizar una evalu-
Se cuentan los puntos generados y se | acion normalizada de las mues-
realizan la evaluacion, interpretacion y | tras, se recomienda utilizar un
documentacién de los resultados de la | lector ELISpot validado y calibra-
prueba de acuerdo con las instruc- do con el software corre-

ciones de los capitulos siguientes. spondiente. Se recomienda
realizar una inspeccion visual del
numero de puntos para verificar
la concordancia con el valor del
lector. Los ajustes del lector
deben estar establecidos y no se
deben modificar durante las
mediciones repetidas.

2 Centrifugacion en gradiente Ficoll El procesamiento de las mues-

Ejecucion segun el capitulo 7.3.3. tras debe comenzar las 24 horas
siguientes a la extraccién de
sangre.

3 | Aislamiento de los PBMC Para un anélisis se requieren 1,6
Ejecucion segun el capitulo 7.3.3. x 10° células en 800 ul de medio
Ajustar el nimero de células vivas a AIM-V®,

2 x 106 células por ml de medio
AIM-V®,

4 Preparacion de la placa de microtitu-
lacién (incl. controles)

A 50 pl de control negativo (medio) Adicion de 100 pl de solucion de PBMC
B por pocille por pocillo

C 50 pl de T-activated® IE1 Adicion de 100 pl de solucion de PBMC
D Solucién de trabajo por pocillo por pocillo

E 50 pl de T-activated® pp65 Adicion de 100 pl de solucion de PBMC
F Solucién de trabajo por pocillo por pacillo

6 LY 501 de solucion de trabajo PHA Adicién de 100 i de solucién de PBMC
H U Control del operador: 150 pl de medio

a) | Pipetear las soluciones de trabajo en Preparacion de las soluciones de
los pocillos (empezando por el control | trabajo, ver capitulo 7.3.4.
negativo):

e Control negativo: 2 veces 50 pl de
medio

o IE1 @: 2 veces 50 pl
de solucion de trabajo IE1 T-
activated®

* pp65 €©: 2 veces 50 pl
de solucion de trabajo pp65 T-
activated®

o PHA @: 1 vez 50 pl
de solucion de trabajo PHA

e Control del operador: 1 vez 150 pl
de medio

b) | Mezclar la suspension celular ajustada | Atencién: No se debe afiadir
(ver capitulo 7.3.3) inmediatamente suspensioén de células al pocillo
antes de utilizarla. con el control del operador.
Afiadir cuidadosamente de arriba Nota: Cambiar la punta de la
abajo 100 pl de suspension celular a pipeta después de cada pocillo
cada pocillo, empezando por el control | para evitar una posible contami-
negativo. nacién cruzada.

c) | Colocar la tapa de la PMT @.

5 Estimulacién de los PBMC
(incubacion durante la noche)

Incubar la PMT @ 17-21 horas a
+37 °C, 5% CO2 en una incubadora
humeda.

6 Deteccion de células secretoras de Nota: Los volumenes que se
IEN-y indican a continuacion se refieren
Ya no se requieren condiciones de a una sola prueba.
trabajo estériles.

a) | Eliminar la suspension celular y el
medio.

b) | Afadir 200 pl de tampén de lavado 1
© a cada pocillo.

c) | Eliminar el tampén de lavado 1y Nota: En este punto se puede

repetir el paso de lavado otras 5
veces.
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interrumpir la deteccién. La placa
completamente vaciada tras el
Ultimo lavado se puede conservar
a -20 °C durante un méaximo de

9 Resultados

La funcionalidad de la respuesta inmunitaria celular viene determinada
por la frecuencia de células productoras de IFN-y (spot-forming cells,
SFC) en preparaciones especificamente estimuladas (IE1 T-activated®
@ vy pp65 T-activated® €)) y no estimuladas (control negativo).

Para la validacion y la evaluacion cualitativa de los resultados, los
duplicados correspondientes de los valores de SFC (por cada 2 x 10°
células) de las preparaciones estimulada y no estimulada se someten
a una transformacion de raiz cuadrada (square root transformation,
sqrt) (ver nota a pie de pagina ).

Nota: Recomendamos utilizar el software T-Track® CMV Calculator
(freeware) para la validacion y evaluacion cualitativa del resultado de
la prueba.

9.1 Validacién — Control de calidad

En los casos tipicos, el control negativo (preparacién no estimulada)
no presenta puntos o muestra Unicamente unos pocos puntos (<10
por cada 2 x 10° células). Un mayor nimero de puntos en el control
negativo puede ser un indicio de reactivacion subclinica del CMV o de

1 Con base en una reevaluacién de resultados de estudios clinicos con consid-
eracion de los valores de medicién duplicados por un estadistico independiente.
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estimulacion inespecifica general y provoca una reduccion de la sen-
sibilidad analitica.

El control positivo (PHA) Q es una medida de la funcionalidad de los
PBMC y deberia dar lugar a un elevado nimero de puntos (en sujetos
inmunocompetentes habitualmente >200 puntos por 2 x 10° células).
Las causas de nimeros reducidos de puntos en el control positivo
pueden ser, por ejemplo, una posible inmunosupresion del donante o
una conservacion o un tratamiento incorrectos de las muestras de
sangre. Las causas se deben aclarar mediante otros procedimientos
adecuados.

El control del operador debe producir una tincion homogénea de toda
la membrana. Esta tincion es independiente de la calidad de la mues-
tra del paciente y garantiza que la prueba se ha realizado correc-
tamente. Si el resultado del control del operador es negativo o no
homogéneo, no se podran evaluar los resultados de la prueba.

9.2 Evaluacién

9.2.1 Cumplimiento de los criterios de la prueba

Para ser valido, el resultado de la prueba debe cumplir los siguientes

criterios (ver Figura 2: Arbol de decision T-Track® CMV parte 1y

Interpretacion de los resultados del analisis, capitulo 9.3, Figura 3:

Arbol de decision T-Track® CMV parte 2):

e Se requiere como minimo un resultado de andlisis en condiciones
de estimulacién (IE1 T-activated® @ o pp65 T-activated® €)).

e Se requieren ambas réplicas de los valores de SFC en las condi-
ciones correspondientes (control negativo, IE1 T-activated® 9 y
pp65 T-activated® €).

e Los duplicados de los valores de SFC de las condiciones estimu-
ladas correspondientes se deben encontrar dentro de un intervalo
de dispersion aceptable. Como especificacién se aplica lo sigui-
ente: (diferencia de duplicados de los valores sqrt / 2) <1,92 (ver
nota a pie de pagina ).

e En caso de duplicados imprecisos de los valores de SFC de las
condiciones estimuladas, el resultado de la prueba sigue siendo
cualitativamente valido si ambos valores de SFC son 2100. Sin
embargo, la evaluacién cuantitativa no es valida debido a una
«medicion imprecisa».

2 Donde «1,92» = 3 x 0,64. 0,64 corresponde al valor de la desviacidn tipica
intraserie determinada a partir de un amplio conjunto de mediciones de cinco
cohortes independientes formadas por sujetos inmunocompetentes e inmuno-
comprometidos.
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Estéan disponibles ambos valores L Prueba no evaluable
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No, no hay duplicados para L}

p ninguno de los antigencs §

Hay valores de SFC duplicados e

para [E1 Y/O pp65 s

_ o

b

Si, hay duplicados para Prusba no valida s

al menos un antigeno (y se deberia repetir)

En caso necesario, aumentar los valores de SFC (NC, IE1, pp65) equivalente a 2 x 10° células e '1:
g8
v i
. Bxn
F 2'm
Realizar una transformacion en raiz cuadrada (sqrt) de los valores de SFC (NC, IE1, pp65) "_E =
b5

l

NOTA: Los siguientes pases son una evaluacion independiente de los resultados de la prueba especificos
de IE1 y ppb5 (es imprescindible al menos un resultado de las preparaciones de estimulacion)

v

Los duplicados de los valores sgrt

se encuentran dentro del intervalo o B EGlEs
de precision aceptable (diferencia HBIESE D AR ST
(no sqrt) =100

de los valores sqrt/ 2) <1,92

El resultado de la prueba especifico
del antigeno es valido

¥

Valor medio sqrt (antigeno) para
2 x 10 células = 3,16 Y valor medio sqrt{antigeno) -
valor medio sqrt{NC) 21,0496

N 'l' l "o v

Resultado de la prueba Resultado de la prueba Resultado de la prueba
especifico del antigeno especifico del antigeno ‘ especifico del antigeno
positivo | negativo no valido

Resultados de la prueba especificos
del antigeno

Figura 2: Arbol de decision T-Track® CMV parte 1

NOTA: Los siguientes pasos son una evaluacion combinada
de los resultados de la prueba especificos de IE1 y pp65

v

Al menos un resultado de prueba T-Track® CMV
especifico del antigeno es positivo No Resultado general
(pos/pos, posinegativo,
posidesconocido, posino valido)
No, ambos
resultados de

Si Se dispone de un resultado prueba especificos
de prueba especifico del No del antigeno son
antigeno y es negativo desconocidos o no
(neg/desconocido, neg/no valido) validos
Si

Ambos resultados de prueba
especificos del antigeno son ==y
negativos (neg/neg)

v

Control positivo (PHA)
=10 puntos para 2 x 109 células

Si iNo
Y

La prueba negativa La prueba
no es definitiva no es evaluable -«
(y se deberia repetir) (y se deberia repetir)
Y
T-Track® CMV T-Track® CMV

Prueba positiva Prueba negativa

Figura 3: Arbol de decision T-Track® CMV parte 2
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9.3 Interpretacion de los resultados del andlisis

Ver también Figura 3: Arbol de decisién T-Track® CMV parte 2.

La prueba es positiva si se cumplen los dos criterios siguientes para al
menos una de las preparaciones especificamente estimuladas (IE1 T-
activated® @ o pp65 T-activated® €)):

A) la media del nimero de puntos estimulados transformados
en raiz cuadrada es 23,16 para 2 x10° células (ver nota a
pie de pagina °)

B) la media del nimero de puntos estimulados transformados
en raiz cuadrada menos la media del nimero de puntos no
estimulados transformado en raiz cuadrada es 21,0496 (ver
nota a pie de pagina %).

La prueba es definitivamente negativa si ninguna de las dos prepara-
ciones especificamente estimuladas cumple estos criterios Y el control
positivo (PHA) es 9 210 puntos por 2 x 10° células.

La prueba no es evaluable si el nimero de puntos del control positivo
(PHA) @ en una prueba negativa también es <10 puntos por 2 x 10°
células. Si una de las preparaciones especificamente estimuladas se
evallia como positiva segun los criterios anteriores (A 'y B), pero el
control positivo (PHA) @ es <10 puntos / 2 x 10° células, la prueba se
evaluara igualmente como positiva.

En caso de que falten mediciones o estas no sean vélidas para una o
dos de las condiciones estimuladas (IE1 T-activated® @ o pp65
T-activated® €)) se aplica lo siguiente:

Un resultado positivo es definitivamente positivo si cumple los criterios
enumerados anteriormente (A y B).

Un resultado negativo no es definitivo (si el resultado del segundo
antigeno no es valido o falta). El resultado se debera confirmar repit-
iendo la prueba.

Si un pocillo estimulado con antigeno T-activated® contiene mas pun-
tos de los que puede resolver el instrumento de medicion, la muestra
de sangre se debera volver a analizar en una dilucion de entre 1:2 'y
como méximo 1:3 (observar el intervalo de medicion del lector ELISpot
utilizado) para una cuantificacién mas precisa del nimero de puntos.
Nota: Para una validacion precisa y una evaluacion cualitativa de los
resultados de la prueba, recomendamos utilizar el software T-Track®
CMV Calculator (freeware). Los detalles correspondientes figuran en
las instrucciones de uso del software T-Track® CMV Calculator.

Como informacién complementaria, el software T-Track® CMV Calcu-
lator muestra el valor medio de los valores de SFC (redondeado al
namero entero mas cercano). El célculo se realiza mediante la férmula
[valor medio sqrt(SFC)]2.

10 Limites del método, restricciones

e Solo se garantiza una evaluacion fiable de los resultados de la
prueba si el procesamiento de la muestra se inici6 en las 24 horas
siguientes a la extraccion de sangre y la muestra de sangre se
transport6 o conservo a temperatura ambiente (+18 a +25 °C).

e Las muestras de sangre heparinizadas no se deben refrigerar ni
congelar.

¢ No se debe utilizar sangre con EDTA.

e Los resultados del analisis T-Track® CMV deben contemplarse
siempre en relacion con las otras evaluaciones médicas del pa-
ciente. Las consecuencias terapéuticas del diagnostico siempre se
determinaran en relacion con los datos clinicos.

11 Caracteristicas de rendimiento

11.1  Sensibilidad clinica

La sensibilidad clinica se determin6 mediante la estimulacion de
PBMC recién aislados de 67 pacientes en hemodialisis CMV seroposi-
tivos, no inmunodeprimidos con IE1 T-activated® Q y pp65 T-
activated® e y determinando a continuacién el porcentaje de mues-

3 Donde «3,16» = sqrt(10) y «10» el nimero de puntos.

4 Donde «1,0496» se basa en una prueba Z unilateral para dos réplicas con una
desviacion tipica intraserie de 0,64. El valor de la desviacion tipica se determiné
a partir de un amplio conjunto de mediciones de cinco cohortes independientes
formadas por sujetos inmunocompetentes e inmunocomprometidos.
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tras con un resultado positivo. La sensibilidad clinica general de la
prueba T-Track® CMV fue del 90 % en base a la medicion de 4 ré-
plicas y la evaluacién de la media geométrica de los valores de SFC
(Barabas et al., 2017; Banas et al., 2017). Una reevaluacion de estos
resultados basada en las seis combinaciones dobles posibles, la
transformacién de raiz cuadrada de los valores de SFC y la aplicacion
de las reglas de control de calidad descritas anteriormente dio como
resultado una sensibilidad general del ensayo del 90 %.

11.2  Intervalo de medicién y linealidad

Las caracteristicas de rendimiento «intervalo de medicion» y «lineal-
idad» dependen en parte del instrumento de medicién utilizado. Para
determinar todas las caracteristicas de rendimiento se utilizé el Bio-
reader® 5000 Ea.

En un intervalo de 10 a 1000 puntos, el nimero de puntos es propor-
cional a las células efectoras T-activated® reactivas al antigeno. No
obstante, si aparecen mas de 400 puntos por pocillo, en funcién de la
sensibilidad del sistema de medicién utilizado puede ser necesario
repetir la prueba con una dilucion del nimero de células utilizado de
entre 1:2 y como maximo 1:3.

La linealidad del IFN-y ELISpot se pudo demostrar para 6 x 10* a 2 x
10° PBMC recién aislados por pocillo.

11.3  Precision de repeticion

La precisién de repeticion del procedimiento de andlisis se determin6
con PBMC recién aislados de 11 sujetos individuales. Para ello se
extrajo sangre de cada sujeto para tres mediciones independientes.
Se aislaron un total de 33 muestras de PBMC en paralelo y un opera-
dor las midié de forma independiente con T-Track® CMV utilizando los
mismos reactivos y dispositivos. La variacion maxima determinada de
las mediciones repetidas basadas en 2 réplicas de los valores de SFC
fue inferior al 35 % (el coeficiente de variacion medio fue del 14,4 %
[en un intervalo del 2,8-34,9 %)]).

11.4  Precisién comparativa

La precision comparativa del procedimiento de andlisis se determin6
con PBMC recién aislados de 3 sujetos individuales. Para ello se
extrajo sangre de cada sujeto para 2 mediciones independientes. Se
aislaron un total de 6 muestras de PBMC en paralelo y se midieron de
forma independiente con T-Track® CMV. En cada medicion se modifi-
c6 Unicamente uno de los siguientes parametros:

e Variacion interoperadores (3 operadores diferentes en el mismo
emplazamiento con los mismos reactivos y dispositivos)

e Lavariacion interlotes (3 lotes diferentes de kits en el mismo
emplazamiento con el mismo operador y los mismos disposi-
tivos) se determiné con el mismo método.

La variabilidad de los resultados, con una determinacion validada del
numero de células, fue inferior al 38 % para la variacion de los opera-
dores, los instrumentos de medicion utilizados y los lotes de kits, sobre
la base de una simulacién de las seis combinaciones dobles posibles
de cuatro réplicas medidas (el coeficiente de variacién medio fue del
9,8 % [en un intervalo del 0,1-37,1 %] entre los operadores y del 9,1 %
[en un intervalo del 0,6-36,6 %] entre los lotes de kits).
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13 Abreviaturas y explicacion de los simbolos
13.1  Abreviaturas
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AP Alkaline phosphatase, fosfatasa alcalina

CO; Di6xido de carbono

CMV Citomegalovirus

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ELISpot Enzyme-linked Immunosorbent Spot

IE1 Immediate-early-1, inmediata temprana 1

IFN-y Interferon y

N.° cat. Nuamero de catélogo

Li Litio

mADb Monoclonal antibody, anticuerpo monoclonal

FDS Ficha de datos de seguridad

PMT Placa de microtitulacion

NC Negative control, control negativo

PBMC Peripheral blood mononuclear cell

PBS Phosphate-buffered saline, solucién salina tamponada
con fosfato

PHA Phytohemagglutinin-L, fitohemaglutinina L

pp65 Phosphoprotein 65, fosfoproteina 65

PVDF Polyvinylidene fluoride, fluoruro de polivinilideno

SFC Spot forming cells, células generadoras de puntos

sqrt Square root transformation, transformacién en raiz cuad-
rada

13.2  Explicacién de los simbolos

Contenido suficiente para <n> andlisis
Numero de preparaciones

Marca de conformidad CE

Atencién

Observar las instrucciones de uso

No congelar

Contenido, contiene

Producto para diagnéstico in vitro

[e]

HIRE> <

Numero de lote/de version

A
m
|

Numero de pedido

Unique Device Identification
Identificacion Gnica del producto

L

Consumir preferentemente antes del
Fecha de caducidad

%

o
p
]

Conservacion entre x °Cyy °C

E

Fabricante
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