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1 Destinazione d'uso 
Il T-Track® CMV è un test diagnostico in vitro per la determinazione 
della funzionalità della risposta immunitaria cellulo-mediata (cell-
mediated immunity, CMI) di pazienti CMV-sieropositivi. 
Il test consente una valutazione semiquantitativa dell'immunocompe-
tenza CMV-specifica di questi pazienti. Il test non è indicato per de-
terminare un'infezione da CMV. 
 

2 Campo d'applicazione 
Il test T-Track® CMV si basa sulla tecnica altamente sensibile ELISpot 
(spot immuno-assorbente legato ad enzima). In pratica si tratta di un 
test ELISA in fase solida con impiego di una micropiastra provvista di 
membrana in PVDF. Il test T-Track® CMV consente di rilevare in modo 
altamente specifico e sensibile le cellule effettrici riattivate specifica-
mente da CMV (secernenti IFN-γ) a livello delle singole cellule. 
 

3 Principio del test 
Le PBMC (peripheral blood mononuclear cell; cellule mononucleate 
del sangue periferico) purificate vengono stimolate per 17-21 ore con 
proteine CMV selezionate T-activated® (IE1, pp65). La citochina IFN-γ 
secreta dalle cellule CMV-reattive si lega ad anticorpi IFN-γ specifici 
(anticorpi capture) immobilizzati su una membrana in PVDF.  
Dopo la rimozione delle cellule ha luogo il rilevamento dell'IFN-y legato 
mediante anticorpi rilevatori specifici per IFN-y, coniugati con l'enzima 
fosfatasi alcalina.  
Attraverso la conversione enzimatica del substrato solubile in un pre-
cipitato colorato insolubile, si producono sulla membrana i cosiddetti 
spot: ciascuno spot è riconducibile a una singola cellula effettrice 
antigene-reattiva secernente IFN-y.  
Gli spot possono essere contati al microscopio oppure con un sistema 
automatico di analisi delle immagini (lettore ELISpot). 
 
Per analizzare un singolo campione di paziente si eseguono le misur-
azioni seguenti:  
a) Controllo negativo (2 repliche): PBMC non stimolate per il rile-

vamento di leucociti del sangue attivati in modo aspecifico 
b) Marcatore saggio 1 (2 repliche): PBMC stimolate dall'antigene 

proteina T-activated® immediate-early-1 (IE1) del CMV 
c) Marcatore saggio 2 (2 repliche): PBMC stimolate dall'antigene 

fosfoproteina 65 T-activated® (pp65) del CMV 
d) Controllo positivo (funzionalità cellulare, 1 replica): PBMC stimo-

late con fitoemoagglutinina L (PHA) 
e) Controllo operatore (esecuzione corretta, 1 replica): anticorpi 

capture saturati con IFN-y 
 

 
Figura 1: Workflow del T-Track® CMV 

4 Reagenti 
4.1 Contenuto della confezione 
I reagenti contenuti in una confezione sono sufficienti per l'analisi di 12 
campioni di pazienti (ossia per 96 determinazioni). Ogni kit contiene: 

 
 
4.2 Reagenti, materiali e dispositivi aggiuntivi richiesti 

• Provette per il prelievo di sangue, come S-Monovette® litio-eparina 
7,5 ml (Sarstedt, cod. cat. 01.1608.001) 

• Provette sterili per centrifuga (in polipropilene, 15 ml e 50 ml, p.e. 
Greiner, cod. cat. 188271 e cod. cat. 227261) 

• Provette sterili di reazione (p.e. 1,5 ml, Greiner, cod. cat. 616201) 

• Pipette e puntali per pipette sterili 

• Pipette Pasteur sterili 

• PBS sterile (p.e. Gibco, cod. cat. 10010031) 

• Ficoll® (p.e. Pancoll, PAN Biotech, cod. cat. P04-60500) 

• Trypan blue (optional, Sigma, cod. cat. T8154) 

• Mezzo di coltura cellulare sterile, privo di siero (AIM-V®, Gibco,  
cod. cat. 31035-025) 

• Acqua corrente 

• Centrifuga con rotore oscillante per la preparazione delle PBMC, 
che raggiunga almeno 1000 x g, in grado di mantenere i campioni 
a temperatura ambiente (+18 - +25 °C) e di essere azionata senza 
freno. 

• Piano di lavoro di sicurezza classe II 

• Camera di conta Neubauer con microscopio e Trypan blue o 
apparecchio contacellule validato (raccomandato) 

• Incubatore umidificato (+37 °C, 5 % CO2) 

• Lettore ELISpot (raccomandato) 
 

5 Conservazione e manipolazione 
 Prima e dopo l'uso conservare i componenti del kit a una tempera-

tura compresa tra +2°C e +8°C. 
 Prima di iniziare il test portare tutti i componenti a temperatura 

ambiente (+18 °C - +25 °C). Il test viene eseguito a temperatura 
ambiente. 

 Durante l'esecuzione del test proteggere i componenti del kit dalla 
luce solare diretta. La soluzione di substrato è particolarmente 
sensibile alla luce. 

 Le strisce reattive non utilizzate devono essere riposte nella con-
fezione originale in condizioni di lavoro sterili e conservate al riparo 
dalla luce ad una temperatura compresa tra +2 °C e +8 °C. 

 I componenti del kit non aperti e conservati nelle condizioni rac-
comandate sono stabili fino alla data di scadenza (indicata sul lato 
anteriore della confezione).  

 I componenti utilizzati più volte devono essere conservati ad una 
temperatura compresa tra +2 °C e +8 °C fino all'utilizzo successivo 
e, dopo la prima apertura del kit, possono essere conservati fino a 
3 mesi (non oltre la data di scadenza del kit).  

 Il test deve essere eseguito esclusivamente da personale addes-
trato e autorizzato. 

 In caso di eventuale modifica sostanziale del prodotto oppure delle 
modalità di impiego da parte dell'utente, l'utilizzo può risultare non 
conforme alla destinazione d'uso stabilita da Mikrogen.  

 Esclusivamente per uso professionale da parte di personale com-
petente. 
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6 Avvertenze e prescrizioni di sicurezza 
 Utilizzare solo per la diagnostica in vitro. 
 Il test non è indicato per individuare la presenza di un'infezione da 

CMV. 
 I risultati devono essere utilizzati e interpretati esclusivamente nel 

contesto del quadro clinico generale del paziente. 
 Non mescolare i componenti di lotti di kit diversi. 
 Tutti gli emoderivati devono essere trattati come materiale poten-

zialmente infettivo. 
 Indossare idonei guanti monouso e idonei dispositivi di protezione 

individuale per l'intera durata di esecuzione del test. 
 La manipolazione dei campioni di sangue e dei componenti del 

test, nonché l'utilizzo, la conservazione e lo smaltimento degli 
stessi devono aver luogo conformemente alle direttive e norme 
nazionali riguardanti il rischio biologico.  

 Raccogliere tutti i liquidi connessi con l'esecuzione del test. Tutti i 
contenitori di raccolta devono contenere sostanze disinfettanti 
adeguate per l'inattivazione degli agenti patogeni umani o essere 
sterilizzati in autoclave. Tutti i reagenti e i materiali che entrano in 
contatto con campioni potenzialmente infettivi devono essere trat-
tati con idonee sostanze disinfettanti oppure devono essere smalt-
iti in conformità alle prescrizioni igieniche applicabili. Osservare le 
indicazioni del produttore relative alla concentrazione e ai tempi di 
incubazione. 

 Le sostanze chimiche devono essere maneggiate con cautela. Per 
le informazioni di sicurezza consultare la "Scheda di sicurezza 
(SDS)" che può essere richiesta tramite il sito www.mikrogen.de. 

 Prima di eseguire il test, leggere e seguire scrupolosamente tutte 
le istruzioni per l'uso. Eventuali discrepanze con il protocollo di test 
riportato nelle istruzioni per l'uso possono determinare risultati er-
rati. 

 Il kit deve essere conservato ad una temperatura compresa tra 
+2 °C e +8 °C. Non utilizzare il kit oltre la data di scadenza. 

 Per evitare la contaminazione dei reagenti, delle strisce reattive, 
delle sospensioni cellulari e dei mezzi di coltura cellulare, adottare 
tecniche di lavoro sterili nei punti raccomandati e misure pre-
cauzionali.  
Nota: con "Condizioni/tecniche di lavoro sterili" si intende un am-
biente di lavoro controllato al fine di evitare contaminazioni. 

 Attenzione: i campioni di sangue intero eparinato non devono 
essere refrigerati o congelati. 

 Ai fini della confrontabilità dei risultati del test si consiglia di 
eseguire in precedenza una validazione della conta cellulare e de-
gli apparecchi di misura impiegati (campo di misura, protocollo di 
misura). 

 Osservare i limiti degli apparecchi di misura. 
 

7 Prelievo dei campioni e preparazione del test 
7.1 Trasporto e conservazione dei campioni di sangue 
 Per garantire la funzionalità dei leucociti del sangue, il campione di 

sangue deve essere trasportato o conservato a temperatura ambi-
ente (da +18°C a +25°C) e analizzato entro 24 ore dal prelievo. In 
caso di più prelievi per paziente, si consiglia di analizzare i campi-
oni in un arco di tempo dal prelievo equivalente (preferibilmente 
entro 8 ore dal prelievo).  

 
7.2 Materiale dei campioni e istruzioni per l'esecuzione 

dell'analisi 
Il prelievo di sangue va effettuato da persone competenti secondo le 
istruzioni locali in materia di prelievi.  
Per l'esecuzione del test occorre una provetta con litio-eparina da 
7,5 ml riempita di sangue per paziente, per raggiungere il numero 
necessario di PBMC nei pazienti immunocompetenti e immunodepres-
si. 
Il test deve essere eseguito rispettando rigorosamente le fasi descritte 
nelle presenti Istruzioni per l'uso. La raccolta delle PBMC e l'utilizzo 
delle strisce reattive devono avvenire in condizioni sterili. 
Per garantire la funzionalità dei leucociti del sangue durante la fase di 
incubazione, è necessario validare i processi di raccolta delle PBMC. 
Oltre al metodo qui descritto, è possibile servirsi di altri metodi di 
preparazione delle PBMC previa validazione. 
Inoltre è opportuno validare anche la procedura di determinazione 
della conta delle PBMC. Le conte cellulari possono variare in caso di 
processo non validato e produrre risultati inattendibili delle misurazioni. 
Anche il metodo di conta degli spot sviluppati deve essere validato 
dall'utente. Per garantire una lavorazione dei campioni standardizzata, 
si consiglia di utilizzare un lettore ELISpot validato e calibrato con il 
relativo software. Eseguire l'ispezione visiva del numero degli spot per 
verificare che coincida con il risultato del lettore. Le impostazioni del 

lettore devono essere stabilite e non devono essere modificate in caso 
di misurazioni ripetute. 
 
7.3 Preparazione 
7.3.1 Preparazione dei reagenti 
Prima dell'uso preriscaldare a temperatura ambiente il mezzo di coltu-
ra cellulare e i reagenti del T-Track® CMV. Prima dell'uso miscelare 
delicatamente (non a vortice) le soluzioni e centrifugare quindi breve-
mente le fiale. Disinfettare prima dell'uso le confezioni da utilizzare con 
piano di lavoro sterile. 
 
7.3.2 Preparazione delle strisce reattive (in condizioni sterili) 
Per ciascun test (per un paziente) serve 1 striscia reattiva con 8 poz-
zetti. Prelevare dalla confezione la micropiastra pronta all'uso (MTP) 
❶. Rimuovere dalla MTP le strisce reattive in eccesso.  

Nota: Le strisce reattive sono contrassegnate con cifre continue. 
Riporre le strisce reattive inutilizzate nella busta in alluminio e 
richiuderla accuratamente. Conservare ad una temperatura compresa 
tra +2 °C e +8 °C fino all'utilizzo successivo e proteggere da danni 
meccanici. 
 
7.3.3 Preparazione delle PBMC – Centrifugazione a gradiente 

Ficoll 

 
1. Preparare 15 ml di Ficoll® in una provetta per centrifuga da 50 ml. 
2. Diluire 7,5 ml di sangue intero con 7,5 ml di PBS sterile in un'altra 

provetta da 50 ml. 
3. Ricoprire lentamente e con cautela il Ficoll® con 15 ml del sangue 

intero diluito. 
4. Centrifugare nel rotore oscillante a 880 x g senza freno per 30 min 

a temperatura ambiente. 
5. Prelevare l'interfase (strato torbido contenente PBMC tra Ficoll® e 

plasma) con una pipetta Pasteur sterile. 
6. Trasferire le PBMC in una provetta nuova da 50 ml.  
7. Riempire con PBS sterile fino a raggiungere un volume di 50 ml. 
8. Centrifugare per 10 min a 300 x g. 
9. Eliminare il supernatante (fase di lavaggio). 
10. Risospendere il pellet cellulare in 1 ml di PBS sterile. 
11. Riempire con PBS sterile fino a raggiungere un volume di 50 ml. 
12. Centrifugare per 10 min a 300 x g e a temperatura ambiente.  
13. Eliminare il supernatante (fase di lavaggio). 
14. Risospendere il pellet cellulare in 1 ml di mezzo AIM-V® sterile, 

privo di siero.  
15. Contare le cellule vive in una camera di conta Neubauer al mi-

croscopio (colorazione Trypan blue) o con un apparecchio con-
tacellule validato (consigliato). 

16. Regolare il numero di cellule vive a 2 x 106 cellule per ml di mezzo 
AIM-V®. Per un test servono 1,6 x 106 cellule in 800 µl di mezzo 
AIM-V®. 

 
7.3.4 Preparazione delle soluzioni di lavoro 
Nota: i volumi seguenti si riferiscono ad un test per un paziente (cor-
rispondente ad una striscia reattiva). In caso di analisi di un numero 
maggiore di campioni paziente, occorre adeguare tutti i volumi dei 
reagenti e delle soluzioni: 
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8 Procedura di test 
Il test comprende le fasi seguenti: 
1. Prelievo di sangue 
2. Centrifugazione a gradiente Ficoll 
3. Isolamento delle PBMC 
4. Applicazione della micropiastra (aggiunta di PBMC) 
5. Stimolazione delle PBMC (incubazione per una notte) 
6. Rilevamento di cellule secernenti IFN-γ 
7. Conta degli spot 
(vedere anche il capitolo 3, Principio del test, Figura 1: Workflow del T-
Track® CMV) 
 

N. Fase Nota 

1  Prelievo di sangue/Preparazione 

Prima di iniziare il test portare tutti i 
reagenti ad una temperatura compresa 
tra +18 °C e +25 °C (temperatura 
ambiente). 

Occorrono 7,5 ml di sangue litio-
eparinato per test. 

Il test viene eseguito a tempera-
tura ambiente. La conservazione 
o il trasporto del campione di 
sangue avvengono a temperatura 
ambiente (+18 - +25 °C).  

2  Centrifugazione a gradiente Ficoll  

Esecuzione come da capitolo 7.3.3. 

 

La lavorazione dei campioni deve 
iniziare entro 24 ore dal prelievo 
di sangue. 

3  Isolamento delle PBMC 

Esecuzione come da capitolo 7.3.3. 
Regolare il numero di cellule vive a 2 x 
106 cellule per ml di mezzo AIM-V®. 

Per un test servono 1,6 x 106 
cellule in 800 µl di mezzo AIM-
V®. 

4  Applicazione della micropiastra 
(controlli inclusi) 

 

 

 

a)  Pipettare le soluzioni di lavoro nei 
pozzetti (iniziando con il controllo 
negativo): 

• Controllo negativo: 2 volte 50 μl di 
mezzo 

• IE1 ❷: 2 volte 50 μl  

di soluzione di lavoro IE1 T-
activated® 

• pp65 ❸: 2 volte 50 μl  

di soluzione di lavoro pp65 T-
activated® 

• PHA ❹: 1 volta 50 μl  

di soluzione di lavoro PHA 

• Controllo operatore: 1 volta 150 μl  
di mezzo 

Preparazione delle soluzioni di 
lavoro: vedere il capitolo 7.3.4. 

b)  Miscelare la sospensione cellulare 

impostata (vedere il capitolo 7.3.3) 
immediatamente prima dell'uso. 

Aggiungere con cautela 100 μl di 
sospensione in ciascun pozzetto 
iniziando dal controllo negativo, dall'al-
to al basso.  

Attenzione: NON aggiungere la 

sospensione cellulare nel pozzet-
to con il controllo operatore.  

Nota: dopo ogni pozzetto so-
stituire il puntale della pipetta per 
evitare contaminazioni crociate. 

c)  Posizionare il coperchio della MTP ❶.  

5  Stimolazione delle PBMC 
(incubazione per una notte) 

Incubare la MTP ❶ per 17-21 ore a 

+37 °C, 5 % CO2 in un incubatore 
umidificato. 

 

6  Rilevamento di cellule secernenti IFN-y  
Non è più necessario operare in 
condizioni sterili. 

Nota: i volumi di seguito riportati 
si riferiscono ad un singolo test. 

a)  Eliminare la sospensione cellulare e il 
mezzo. 

 

b)  Aggiungere 200 μl di tampone di 

lavaggio 1 ❽ per pozzetto. 
 

c)  Eliminare il tampone di lavaggio 1 e 
ripetere il lavaggio altre 5 volte. 

Nota: a questo punto è possibile 
interrompere il rilevamento. La 
piastra, completamente vuota 
dopo l'ultimo lavaggio, può 
essere conservata a -20 °C per 
un massimo di 48 ore. 

 

d)  Preparare la soluzione di lavoro mAb-
AP miscelando 5 μl di mAb-AP ❺ con 

900 µl di tampone per diluizione ❻. 

 

e)  Aggiungere 100 μl di soluzione di 
lavoro mAb-AP a ciascun pozzetto. 

 

f)  Posizionare il coperchio della MTP.  

g)  Incubare le strisce reattive coperte per 
2 ore a temperatura ambiente (+18 °C 
- +25 °C). 

 

h)  Eliminare la soluzione di lavoro mAb-
AP. 

 

i)  Aggiungere 200 μl di tampone di 
lavaggio 1 ❽ per pozzetto. 

 

j)  Eliminare il tampone di lavaggio 1 e 
ripetere il lavaggio altre 2 volte con il 
tampone di lavaggio 1. 

 

k)  Aggiungere 200 μl di tampone di 
lavaggio 2 ❾ per pozzetto. 

 

l)  Eliminare il tampone di lavaggio 2 e 
ripetere il lavaggio altre 2 volte con il 
tampone di lavaggio 2. 

 

m)  Aggiungere 50 μl di substrato ❼ per 
pozzetto. 

 

n)  Posizionare il coperchio della MTP.  

o)  Incubare le strisce reattive coperte per 
6-7 minuti a temperatura ambiente 
(+18 °C - +25 °C) e al buio. 

Nota: evitare una durata maggio-
re dell'incubazione, in quanto 
potrebbe influire negativamente 
sulla quantificabilità del risultato a 
causa di una colorazione più 
intensa del fondo. 

p)  Colare il substrato.  

q)  Bloccare la reazione cromatica la-
vando 3 volte i pozzetti con acqua 
corrente. 

 

r)  Estrarre il fondo della piastra e battere 
leggermente i pozzetti su una salvietta 
di carta per rimuovere il liquido 
restante. 

 

s)  Asciugare le strisce reattive a tempera-

tura ambiente (+18 °C - +25 °C) per 
una notte. In alternativa la piastra può 
essere asciugata anche in flusso d'aria 
del piano sterile per almeno un'ora. 

Nota: dopo l'asciugatura la 

colorazione resta stabile per 
diverse settimane al buio. 

7  Conta degli spot 

Contare gli spot e analizzare, inter-
pretare e documentare i risultati del 
test in base alle istruzioni fornite nei 
capitoli seguenti. 

Nota: per garantire un'analisi 
standardizzata dei campioni, si 
consiglia di utilizzare un lettore 
ELISpot validato e calibrato con il 
relativo software. Eseguire 
un'ispezione visiva del numero 
degli spot per verificare che 
coincida con il risultato del 
lettore. Le impostazioni del lettore 
devono essere stabilite e non 
devono essere modificate in caso 
di misure ripetute. 

 

9 Risultati 
La funzionalità della risposta immunitaria cellulo-mediata viene deter-
minata con la frequenza delle cellule secernenti IFN-γ (spot-forming 
cells, SFC) in condizioni di stimolazione specifica (T-activated® IE1 ❷ 

e T-activated® pp65 ❸) e senza stimolazione (controllo negativo). 

 
Per la validazione e l'analisi qualitativa dei risultati, le repliche dei 
valori SFC (pro 2 x 105 cellule) delle determinazioni con stimolazione e 
senza stimolazione vengono trasformate in radice quadrata (square 
root transformation, sqrt) (vedere nota a piè di pagina 1). 
 
Nota: si consiglia di utilizzare il software T-Track® CMV Calculator 
(freeware) per la validazione e la valutazione qualitativa del risultato 
del test. 
 
9.1 Validazione – Controllo qualità 
Il controllo negativo (senza stimolazione) presenta, nel caso tipico, 
spot assenti o presenti in numero limitato (< 10 pro 2 x 105 cellule). Un 
maggior numero di spot nel controllo negativo può indicare una riatti-
vazione subclinica del CMV o una stimolazione aspecifica general-
izzata e comporta una minore sensibilità analitica. 
Il controllo positivo (PHA) ❹ è una misura della funzionalità delle 

PBMC e dovrebbe produrre un numero elevato di spot (nei soggetti 

                                                                 
1 In base ad una nuova analisi dei dati di studi clinici condotta da uno statistico 

indipendente considerando valori di misurazione replicati. 
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immunocompetenti generalmente > 200 spot pro 2 x 105 cellule). I 
motivi del minor numero di spot nel controllo positivo possono essere, 
ad esempio, una possibile immunodepressione del donatore o la 
conservazione/manipolazione scorretta dei campioni di sangue. Le 
cause dovrebbero essere chiarite utilizzando altri procedimenti idonei. 
Il controllo operatore deve presentare una colorazione omogenea di 
tutta la membrana. Tale colorazione non dipende dalla qualità del 
campione del paziente e garantisce che il test è stato regolarmente 
eseguito. Se il risultato del controllo operatore è negativo o non omo-
geneo, i risultati del test non sono valutabili. 
 
9.2 Analisi 
9.2.1 Rispetto dei criteri di test  
Per essere valido, il risultato del test deve soddisfare i criteri seguenti 
(vedere Figura 2: Albero decisionale T-Track® CMV parte 1 e Inter-
pretazione dei risultati di test, capitolo 9.3, Figura 3: Albero decisionale 
T-Track® CMV parte 2): 

• È necessario almeno un risultato del test in condizioni di stimola-
zione (T-activated® IE1 ❷ e/o T-activated® pp65 ❸). 

• Occorrono due repliche dei valori SFC nelle condizioni richieste 
(controllo negativo, T-activated® IE1 ❷ e T-activated® pp65 ❸). 

• Le repliche dei valori SFC nelle condizioni di stimolazione devono 
rientrare in un intervallo di distribuzione accettabile. A tale proposi-
to si applica il requisito: (Differenza delle repliche dei valori sqrt / 2) 
< 1,92 (vedere nota a piè di pagina 2).  

• In caso di repliche imprecise dei valori SFC in condizioni di stimo-
lazione, il risultato del test resta qualitativamente valido se i due 
valori SFC sono ≥ 100. Tuttavia l'analisi quantitativa non è valida a 
causa di una "misurazione imprecisa". 

 

 
Figura 2: Albero decisionale T-Track® CMV parte 1 

 

                                                                 
2 Dove ’1,92’ = 3 x 0,64. 0,64 corrisponde al valore dello scostamento standard 

intraseriale ricavato da un'ampia serie di misurazioni in cinque coorti indipenden-
ti, composte da soggetti sia immunocompetenti che con limitata immunità. 

 
Figura 3: Albero decisionale T-Track® CMV parte 2 

 
9.3 Interpretazione dei risultati di test 
Vedere anche Figura 3: Albero decisionale T-Track® CMV parte 2.  
Il test è positivo quando sono soddisfatti i due criteri seguenti per 
almeno una delle determinazioni con stimolazione specifica (T-
activated® IE1 ❷ e/o T-activated® pp65 ❸): 

 
A) la media del numero di spot stimolati trasformato in radice 

quadrata   è per 2 x105 cellule ≥ 3,16 (vedere nota a piè di 
pagina 3) 

 
E 
 

B) la media del numero di spot stimolati trasformato in radice 
quadrata meno la media del numero di spot non stimolati 
trasformato in radice quadrata è ≥ 1,0496 (vedere nota a piè 
di pagina 4). 

 
Il test è sicuramente negativo quando nessuna delle due determina-
zioni con stimolazione specifica soddisfa questi criteri E il controllo 
positivo (PHA) ❹ è di ≥ 10 spot pro 2 x 105 cellule. 

 
Il test non può essere valutato quando il numero di spot del controllo 
positivo(PHA) ❹ con test negativo è < 10 spot pro 2 x 105 cellule. Se 

una delle due determinazioni con stimolazione specifica è considerata 
positiva in base ai criteri sopracitati (A e B), ma il controllo positivo 
(PHA) ❹ è in < 10 spot / 2 x 105 cellule, il test viene comunque con-

siderato positivo. 
 
In caso di misurazioni mancanti o non valide per una o due delle con-
dizioni di stimolazione (T-activated® IE1 ❷ o T-activated® pp65 ❸) 

vale quanto segue: 
 
Un risultato positivo del test è sicuramente positivo quando soddisfa i 
criteri sopra descritti (A e B). 
Un risultato negativo del test non è certo (in caso di esito non valido o 
mancante per il secondo antigene). Il risultato del test deve essere 
confermato ripetendo il test. 
 
Se un pozzetto stimolato con antigene T-activated® contiene un nu-
mero di spot maggiore di quello rilevabile dallo strumento di misura, il 
campione di sangue deve essere nuovamente testato in diluizione da 

                                                                 
3 Dove ‘3,16’ = sqrt(10) e ‘10’ è il numero di spot. 
4 Dove ‘1,0496’ si basa su un test Z unilaterale per due repliche con uno 

scostamento standard intraseriale di 0,64. Il valore dello scostamento standard è 
stato ricavato da un'ampia serie di misurazioni in cinque coorti indipendenti, 
composte da soggetti sia immunocompetenti che con limitata immunità. 
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1:2 a 1:3 max per quantificare più precisamente il numero degli spot 
(osservare il campo di misura del lettore ELISpot). 
 
Nota: si consiglia di utilizzare il software T-Track® CMV Calculator 
(freeware) per la validazione precisa e l'analisi qualitativa dei risultati 
del test. Per ulteriori informazioni in merito consultare le Istruzioni per 
l'uso del software T-Track® CMV Calculator.  
 
Il software T-Track® CMV Calculator fornisce anche la media dei valori 
SFC (arrotondata al numero intero più vicino). Il calcolo avviene appli-
cando la formula: [media sqrt(SFC)]². 
 

10 Limiti del metodo, limitazioni 
• La valutazione dei risultati del test è attendibile solo se la lavora-

zione del campione è iniziata entro 24 ore dal prelievo di sangue e 
se il campione di sangue è stato trasportato o conservato a tem-
peratura ambiente (+18 - +25 °C).  

• I campioni di sangue eparinato non devono essere refrigerati o 
congelati.  

• Non utilizzare sangue EDTA. 

• I risultati del test T-Track® CMV devono essere sempre considerati 
in relazione ad altre valutazioni mediche del paziente. Le conse-
guenze terapeutiche dei rilevamenti devono essere sempre deter-
minate in considerazione dei dati clinici. 

 

11 Caratteristiche delle prestazioni 
11.1 Sensibilità clinica 
La sensibilità clinica è stata determinata stimoltando PMBC appena 
isolate di 67 pazienti emodializzati, CMV-sieropositivi e non immuno-
depressi, con T-activated® IE1 ❷ e T-activated® pp65 ❸ e succes-

sivamente calcolando la percentuale di campioni con esito positivo del 
test. La sensibilità clinica del test T-Track® CMV è risultata in totale del 
90% in base alle misurazioni di 4 repliche e dell'analisi della media 
geometrica dei valori SFC (Barabas et al., 2017; Banas et al., 2017). 
Dall'analisi ripetuta dei risultati basata sulle sei duplici combinazioni 
possibili, sulla trasformazione in radice quadrata dei valori SFC e 
sull'applicazione delle regole QC sopra descritte, è risultata una sensi-
bilità totale del saggio del 90%. 
 
11.2 Intervallo di misura e linearità 
Le caratteristiche prestazionali campo di misura e linearità dipendono 
parzialmente dallo strumento di misura impiegato. Per determinare 
tutte le caratteristiche prestazionali è stato utilizzato il Bioreader® 5000 
Eα.  
 
In un intervallo da 10 a 1000 spot, il numero degli spot è proporzionale 
alle cellule effettrici reattive all'antigene T-activated®. In presenza di 
oltre 400 spot per pozzetto può essere comunque necessario ripetere 
il test, a seconda della sensibilità dello strumento di misura utilizzato, 
con una diluizione del numero di cellule impiegato da 1:2 a 1:3 max. 
 
È stato possibile dimostrare la linearità dell'IFN-γ ELISpot per 6 x 104 - 
2 x 105 PBMC per pozzetto appena isolate. 
 
11.3 Ripetibilità  
La ripetibilità del procedimento del test è stata determinata con le 
PBMC di 11 singoli volontari. Allo scopo ciascun volontario è stato 
sottoposto a prelievo di sangue per tre misurazioni indipendenti. In 
totale 33 campioni di PBMC sono stati isolati parallelamente e succes-
sivamente misurati da un operatore, l'uno indipendentemente dall'altro, 
con il T-Track® CMV utilizzando gli stessi reagenti e apparecchi. La 
variazione massima calcolata delle misurazioni ripetute sulla base di 
2 repliche dei valori SFC è stata inferiore al 35% [il coefficiente medio 
di variazione era del 14,4% (in un intervallo del 2,8 - 34,9%)].  
 
11.4 Riproducibilità 
La riproducibilità del procedimento del test è stata determinata con 
PBMC appena isolate di 3 singoli volontari. Allo scopo ciascun vo-
lontario è stato sottoposto a prelievo di sangue per 2 misurazioni 
indipendenti. Un totale di 6 campioni di PBMC sono stati isolati par-
allelamente e successivamente misurati, l'uno indipendentemente 
dall'altro, con il T-Track® CMV. Nelle misurazioni è stato modificato 
solo uno dei parametri seguenti alla volta: 
 

• Variazione inter-operatore (3 diversi operatori nella stessa sede 
con gli stessi reagenti e apparecchi) 

• Variazione inter-batch (3 diversi lotti di kit nella stessa sede con 
lo stesso operatore e gli stessi apparecchi). 

 

In una determinazione validata del numero di cellule, la variabilità dei 
risultati è stata inferiore al 38% variando gli operatori, gli apparecchi di 
misura impiegati e i lotti di kit, in base ad una simulazione di tutte le sei 
duplici combinazioni possibili di quattro repliche misurate [il coeffi-
ciente di variazione medio è stato del 9,8% (in un intervallo da 0,1 a 
37,1%) tra gli operatori e del 9,1% (in un campo da 0,6 a 36,6%) tra le 
partite di kit]. 
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Su richiesta saremo lieti di inviarvi ulteriore documentazione. 
 

13 Abbreviazioni e spiegazione dei simboli 
13.1 Abbreviazioni 

AP  Fosfatasi alcalina 

CO2  Anidride carbonica 

CMV  Citomegalovirus 

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ELISpot  Enzyme-linked Immunosorbent Spot 

IE1  Immediate-early-1 

IFN-γ  Interferone-γ 

Cod. cat.  Codice catalogo 

Li  Litio 

mAb  Monoclonal antibody, anticorpi monoclonali 

SDS Scheda di sicurezza 

MTP  Micropiastra 

NC Negative control, controllo negativo 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cell, 

PBS  Phosphate-buffered saline, tampone fosfato salino 

PHA  Fitoemoagglutinina-L 

pp65  Fosfoproteina 65 

PVDF  Polivinilidenfluoruro 

SFC Spot forming cells, cellule formanti spot 

sqrt Square root transformation, trasformazione in radice 
quadrata 

 
13.2 Spiegazione dei simboli 

 

Contiene reattivi sufficienti per <n> determinazioni 

Numero delle determinazioni 

 
Marcatura CE di conformità 

 

Attenzione 

 
Osservare le istruzioni per l'uso 

 
Non congelare 

 Contenuto, contiene 

 Test in vitro 

 Numero di lotto/versione 

 Numero di catalogo 

  
Unique Device Identification 
Numero di identificazione del prodotto 

 

Utilizzare entro 

Data di scadenza 

 
Conservare a una temperatura compresa tra x°C e y°C 

 
Produttore 
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