T-Track® IFN-y ELISpot

Instrucciones de uso (espafiol)

1 Uso previsto

T-Track® IFN-y ELISpot ofrece materiales y reactivos para la deteccion
de IFN-y de PBMC humanos para el uso en pruebas de diagndstico in
vitro basadas en Enzyme-linked Immunosorbent Spot
(enzimoinmunoanadlisis de recuento de puntos, ELISpot). Tras la
liberacion de IFN-y se forman puntos en el fondo de la placa de
microtitulacion a raiz de una reaccién enzimatica, que se pueden
detectar y contar mediante un microscopio o un sistema automatico de
andlisis de imagenes.

La prueba solo la pueden llevar a cabo usuarios profesionales
debidamente formados en un laboratorio adecuado.

2 Resumen y explicacién

La prueba T-Track® IFN-y ELISpot se basa en el método altamente
sensible de Enzyme-linked Immunosorbent 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® IFN-
y ELISpot permite la deteccion altamente especifica y sensible de
células efectoras reactivadas de forma especifica para el antigeno
(secretoras de IFN-y) a nivel unicelular. Este producto solo es
adecuado para la deteccion de células secretoras de IFN-y. La
secrecion de IFN-y se genera mediante estimulantes adecuados (no
incluidos en el kit).

3 Principio de la prueba

Los PBMC (peripheral blood mononuclear cells; monocitos de sangre
periférica) purificados se incuban con estimulantes seleccionados
(antigenos, como proteinas, péptidos, grupos de péptidos, lisados,
etc./no incluidos). La citocina IFN-y secretada por las células reactivas
se une a anticuerpos especificos de IFN-y (anticuerpos capture)
inmovilizados en una membrana de PVDF.

Tras eliminar las células, se lleva a cabo la deteccién del IFN-y ligado
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
insoluble coloreado crea en la membrana los denominados puntos,
cada uno de los cuales es atribuible a una unica célula efectora
secretora de IFN-y reactiva al antigeno.

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

4 Reactivos
4.1 Contenido del envase

Un envase contiene reactivos suficientes para 96 determinaciones.
Cada kit contiene:

(1) MTP Placa de microtitulacion recubierta de
96 pocillos (12 tiras reactivas) en una bolsa
de cierre a presion al vacio

(2] |CONTROL|+ 70 pl de PHA (concentrado)

9 |aIFNg|AP| 70 pl de mAb-AP (concentrado)
contiene proteinas

(4) DILUBUF 12 ml de tampédn de dilucién (listo para usar)
contiene proteinas, detergente y conservantes
MIT (0,01 %) y CAA (0,1 %)

6 |SUBS| 6 ml de sustrato (listo para usar)

(6] |WASHBUF 1| 200 ml de tamp6n de lavado 1 (listo para

usar)

contiene detergente y conservantes MIT

(0,01 %) y CAA (0,3 %).

70 ml de tampédn de lavado 2 (listo para usar)
contiene conservantes MIT (0,01 %) y CAA
(0,3 %).

1 instrucciones de uso

@ |[wasHBUF 2]

0 |[mswul

4.2 Otros reactivos, materiales y aparatos necesarios

e Estimulantes (antigenos, como proteinas, péptidos, grupos de pépti-
dos, lisados, etc.)

e Tubos de extraccion de sangre, S-Monovette® Li-Heparin 7,5 ml

e Tubos de centrifugadora (tubos de polipropileno), 15 mly 50 ml

Recipientes de reaccion, 1,5 ml
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Pipetas y puntas de pipeta estériles

Pipetas Pasteur estériles

PBS estéril

Ficoll® estéril

Azul tripano (opcional)

Medio de cultivo celular estéril sin suero (recomendado: AIM-V®)

Agua del grifo

Guantes protectores desechables, equipo de proteccion personal

adicional

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 utilizar
sin freno.

e Cabina de seguridad biolégica de clase Il

Cémara de recuento de Neubauer con microscopio y azul tripano o

dispositivo validado para el recuento celular (recomendado)

Incubadora himeda (+37 °C, 5 % COy)

ELISpot reader (recomendado)

Temporizador

Contenedor de residuos para sustancias biopeligrosas

5 Vida util y manipulacion

e Conservar los componentes del kit antes y después de su uso entre
2y 8°C; no congelarlos.

e Vida util:

Vida util de los componentes del kit:

Sin abrir a entre +2y +8 °C Hasta la fecha de caducidad indicada

Tras la apertura a entre +2'y +8 °C 3 meses

El kit no se debe utilizar después de la fecha de caducidad.

e Antes de iniciar el andlisis, se deben templar todos los
componentes a la temperatura ambiente (entre +18 y +25 °C). El
analisis, a excepcion de la estimulacion, se lleva a cabo a
temperatura ambiente.

e Los componentes del kit se deben proteger de la luz solar directa
durante toda la ejecucion de la prueba. La solucién de sustrato en
particular es fotosensible.

e 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.

¢ Sino se han abierto y se conservan en las condiciones
recomendadas, los componentes del kit son estables hasta la fecha
de caducidad (ver anverso del envase).

e Los componentes que se requieran varias veces se deben
conservar a una temperatura de entre +2 y +8 °C hasta el uso
posterior y tienen una vida Util de hasta 3 meses después de la
primera apertura del kit (como méaximo hasta la fecha de caducidad
del kit).

e Solo usuarios profesionales debidamente formados deben llevar a
cabo la prueba.

o Si el usuario ha realizado modificaciones sustanciales del producto
o de las instrucciones de uso, es posible que la aplicacion ya no
cumpla el propésito especificado por MIKROGEN.

6 Advertencias y medidas de seguridad

e Utilizar el producto exclusivamente para el diagnoéstico in vitro.

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

e Todos los hemoderivados se deben tratar como potencialmente
infecciosos.

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

e Las muestras de sangre y los componentes de la prueba se deben
manipular, utilizar, conservar y eliminar de acuerdo con las
directrices y normativas nacionales sobre riesgos biologicos.

e Se deben recoger todos los liquidos que se acumulen durante la
realizacion del analisis. Todos los recipientes de recogida deben
contener desinfectantes adecuados para inactivar los patégenos
para el ser humano o desinfectarse en autoclave. Todos los
reactivos y materiales que entran en contacto con muestras
potencialmente infecciosas se deben tratar con desinfectantes
adecuados o eliminar de acuerdo con las normas de higiene
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correspondientes. Se deben observar las concentraciones y los
tiempos de exposicién especificados por los fabricantes.

e Los productos quimicos se deben manipular con cuidado.
Encontrara informacién sobre seguridad en la correspondiente ficha
de datos de seguridad (FDS), que puede solicitar a través de
www.mikrogen.de.

e 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 puede producir
resultados incorrectos.

¢ Para evitar la contaminacion de los reactivos, de las tiras reactivas,
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
contaminacion.

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

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

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

¢ Nota de seguridad para reactivos que contienen sustancias
peligrosas:

Contiene material biol6gico de origen animal

[DILUBUF | [WASHBUF 1] [WASHBUF 2]

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel

7 Obtencion de muestras y preparacion

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 después
de la extraccioén. 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 con una tira (8 pocillos), se requiere un tubo de
7,5 ml con heparina de litio completamente lleno de sangre, a fin de
conseguir el nimero necesario de PBMC.
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 obtencién
de los PBMC. Previa validacion, se pueden utilizar otros métodos de
preparacion de los PBMC, ademas de los descritos en estas
instrucciones de uso.
Asimismo, se recomienda validar el método de determinacion del
numero 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
muestras, se recomienda utilizar un ELISpot reader validado y
calibrado con el software correspondiente. Se recomienda realizar una
inspeccién visual de los nimeros de puntos para verificar la
concordancia con el valor del reader. Los ajustes del reader deben
estar establecidos y no se deben modificar durante las mediciones
repetidas.
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7.3 Preparativos

7.3.1 Preparacion de los reactivos

El medio de cultivo celular y los reactivos de T-Track® IFN-y ELISpot
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)
Extraer la placa de microtitulacién (PMT) lista para usar @ del
envase. Retirar las tiras reactivas excedentes del marco de la PMT.
Nota: Las tiras reactivas estan identificadas con nimeros
consecutivos. Devolver las tiras reactivas no utilizadas con cuidado a
la bolsa de aluminio y sellarla correctamente. Conservarlas entre +2 'y
+8 °C hasta su uso posterior y proteger la membrana de dafios
mecanicos.

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

Polimorfonucleares

1. Diluir la sangre entera con PBS estéril en otro tubo de 50 ml
(proporcion de 1:1).

2. Introducir Ficoll® (mismo volumen que la sangre entera diluida) en
un tubo de centrifugadora de 50 ml.

3. Cubrir el Ficoll® lenta y cuidadosamente con la 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 y mezclar bien.

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 y mezclar bien.

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
dispositivo de recuento celular validado (recomendado).

16. Ajustar el nimero de células vivas a 2 x 106 células por ml de me-
dio AIM-V® (recomendado).

7.3.4 Elaboracion de las soluciones de trabajo

Las soluciones se deben diluir poco antes del uso. El dia 1 del
procedimiento de prueba, preparar las soluciones de trabajo para el
control positivo, el control negativo (solo medio de cultivo celular) y los
estimulantes en condiciones estériles. El dia 2, elaborar la solucién de
trabajo para mAb-AP (no estéril).

Control positivo

Diluir PHA e (control positivo) 1:11 con medio de cultivo celular (p.
€j., 5 ul de solucion de partida de PHA + 50 pl medio = 55 pl de
solucién de trabajo). Incubar la misma cantidad de células con la
solucion de trabajo de control positivo (50 ul por pocillo) que las
muestras de estimulacion.

Control negativo

Utilizar medio de cultivo celular (se recomiendan 50 pl por pocillo) y la
misma cantidad de células que para las muestras de estimulacion.
Dejar las células sin tratar o utilizar antigenos de control no
estimulantes.

Estimulantes

Diluir los estimulantes (p. €j., antigenos como proteinas, péptidos,
grupos de péptidos, lisados) con medio de cultivo celular para ajustar
la concentracion de trabajo 6ptima (que se debe determinar
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individualmente). Se recomienda un volumen final de 50 ul de soluciéon
de trabajo de antigeno por pocillo.

mAb-AP
Diluir mAb-AP a 1:180 con tampén de dilucién (p. €j., 5 ul de mAb-AP
© con 900 pl de tampén de dilucién @ = 905 pl de solucién de

trabajo). Afiadir 100 pl de solucién de trabajo mAb-AP a cada pocillo.

8

Procedimiento de analisis

El andlisis se realiza mediante los pasos siguientes:
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a)
b)

c)

d)

e)

m)

n)
0)

p)
q)

s)

Deteccion de células secretoras de
IEN-y

Ya no se requieren condiciones de
trabajo estériles.

Eliminar la suspension celular y el
medio.

Afadir 200 pl de tampén de lavado 1
@ a cada pocillo.

Eliminar el tampén de lavado 1y

repetir el paso de lavado otras 5
veces.

Elaborar la solucién de trabajo mAb-
AP mezclando 5 pl de mAb-AP € con
900 pl de tampén de dilucién @.
Afiadir 100 pl de solucion de trabajo
mADb-AP a cada pocillo.

Colocar la tapa de la PMT.

Incubar las tiras reactivas cubiertas

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

Eliminar la solucién de trabajo mAb-
AP.

Afadir 200 pl de tampén de lavado 1
@ a cada pocillo.

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

Afadir 200 pl de tampén de lavado 2
@ a cada pocillo.

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

Afiadir 50 pl de sustrato @ a cada
pocillo.

Colocar la tapa de la PMT.

Incubar las tiras reactivas 6-7 minutos
atemperatura ambiente (+18 a

+25 °C) en un lugar oscuro.

Vaciar el sustrato.

Detener la reaccion de tincion lavando
los pocillos 3 veces con agua del grifo.
Desmontar la base de la placa 'y
golpear ligeramente los pocillos sobre
una toallita de papel para eliminar el
liquido restante.

Secar las tiras reactivas durante la
noche a temperatura ambiente (+18 a
+25 °C). Alternativamente, la placa se
puede secar en el flujo de aire de la
camara de flujo laminar durante al
menos una hora.

Nota: Los voliumenes que se
indican a continuacion se refieren
a una sola prueba.

Nota: En este punto se puede
interrumpir la deteccion. La placa
completamente vaciada tras el
tltimo lavado se puede conservar
a -20 °C durante un maximo de
48 horas.

Nota: Se debe evitar un periodo
de incubacién mayor, ya que de
lo contrario puede verse alterada
la cuantificabilidad del resultado
por un color de fondo més
intenso.

Nota: Tras el secado, la tincion
seréa estable durante varias
semanas si la placa se conserva
en un lugar oscuro.

1. Extraccién de sangre

2. Centrifugacion en gradiente Ficoll

3. Aislamiento de los PBMC

4. Preparacion de la placa de microtitulaciéon (adicion de PBMC y
estimulantes)

5. Estimulacién de los PBMC (incubacién durante la noche)

6. Deteccion de células secretoras de IFN-y (spots)

7. Recuento de los spots

(ver también apartado 3, Principio de la prueba)

N.° | Ejecucién Observacién

1 Extraccién de sangre/preparacion El anélisis se lleva a cabo a
Antes de iniciar el andlisis, se deben | temperatura ambiente. La mues-
templar todos los reactivos a entre +18 | tra de sangre se transportara o
y +25 °C (temperatura ambiente). conservara a temperatura ambi-

ente (+18 a +25 °C).

2 Centrifugacion en gradiente Ficoll El procesamiento de las
Ejecucion segun el capitulo 7.3.3 muestras debe comenzar las 24

horas siguientes a la extraccion
de sangre.

3 Aislamiento de los PBMC Para un pocillo se requieren 2,0 x

10° células.
Ejecucién segun el capitulo 7.3.3;
Ajustar el nimero de células vivas a 2
x 10° células por ml de medio AIM-V®,

4 Preparacién de la placa de microtitulacién

(incl. controles)
Ejemplo de asignacion de tiras:
A n 50 pl de control negativo (medio)
B [—] 50 pl de solucién de trabajo Mezcla de estimulacion 1 ‘
Paciente n.® 1
C r] 50 pl de solucién de trabaje Mezcla de estimulacion 2
D D 50 pl de solucién de frabajo PHA
E [_] 50 ul de control negativo (medio)
F n 50 pl de solucién de trabajo Mezcla de estimulacion 1 )
Paciente n.° 2
G [:] 50 pl de solucion de trabajo Mezcla de estimulacion 2
H U 50 pl de solucion de trabajo PHA

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

e Control negativo: 50 pl de medio

o PHA @: 50 pl de solucién de
trabajo PHA

e Estimulante: 50 pl de solucién de
trabajo de antigeno

b) | Mezclar la suspension celular ajustada | Nota: Cambiar la punta de la
(ver capitulo 7.3.3) inmediatamente pipeta después de cada pocillo
antes de utilizarla. para evitar una posible
Afadir cuidadosamente de arriba contaminacion cruzada.
abajo 100 pl de suspension celular a
cada pocillo, empezando por el control
negativo.

C) | Colocar latapa de la PMT @.

5 Estimulacién de los PBMC Nota: Para la deteccién de
(incubacion durante la noche) linfocitos T especificos de CMV
Incubar la PMT @ a +37 °C, 5% CO, | se recomienda un tiempo de
en una incubadora hiimeda. incubacién de 17 a 21 horas.

Los tiempos de incubacién varian
en funcién del estimulante y de la
frecuencia de las células
productoras de citocinas, por lo
que los deberé optimizar el
laboratorio de analisis. Por
razones de comparabilidad, el
tiempo de incubacién para un
determinado estimulante debe
ser siempre el mismo.

Recuento de los spots

Se cuentan los spots generados y se
realizan la evaluacion, interpretacion y
documentacion de los resultados de la
prueba de acuerdo con las
instrucciones de los capitulos
siguientes.

Nota: Para garantizar una
evaluacion normalizada de las
muestras, se recomienda utilizar
un ELISpot reader validado y
calibrado con el software
correspondiente. Se recomienda
realizar una inspeccion visual del
ndmero de spots para verificar la
concordancia con el valor del
lector. Los ajustes del reader
deben estar establecidos y no se
deben modificar durante las
mediciones repetidas.
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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 y no estimuladas
(control negativo).

9.1

Validacion — Control de calidad
En los casos tipicos, el control negativo (preparacion no estimulada)
no presenta spots o muestra Gnicamente unos pocos spots (<10 por
cada 2 x 10° células). Un mayor nimero de spots en el control
negativo puede ser un indicio de infeccion subclinica o de estimulacion
inespecifica general y provoca una reduccion de la sensibilidad
analitica.
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El control positivo (PHA) Q es una medida de la funcionalidad de los
PBMC y deberia dar lugar a un elevado nimero de spots (en sujetos
inmunocompetentes habitualmente >200 spots por 2 x 10° células).
Las causas de nimeros reducidos de spots 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.

9.2 Interpretacion de los resultados del analisis

Los spots desarrollados se cuentan mediante un microscopio o un
ELISpot reader (recomendado). Cada spot representa una Unica
célula efectora secretora de citocinas. La funcionalidad de la prueba
se evalla determinando la frecuencia de células formadoras de spots
(SFC) en condiciones especificas estimuladas y no estimuladas
(normalmente expresadas como SFC por 200 000 células). La
interpretacion de los datos la debe realizar el usuario, ya que depende
del estimulante utilizado y de la poblacion celular analizada. Por
ejemplo, el nimero de SFC en la condicién no estimulada puede
variar en funcién del sistema experimental (grupo de pacientes
estudiado, pacientes con diferentes antecedentes clinicos, etc.).

Nota: El control positivo (PHA) debe mostrar una reaccion intensa con
un ndmero elevado de spots. Si el resultado de la prueba es negativo
al tiempo que el nimero de spots en el control positivo es negativo o
reducido, no se puede hacer ninguna afirmacion fiable sobre la
funcionalidad de la prueba. Este resultado puede indicar la ausencia
de células reactivas, p. €j., debido a una inmunosupresién intensa o a
una conservacion o un tratamiento inadecuados de la muestra antes
de iniciar la prueba. Si un pocillo muestra més spots de los que el
dispositivo puede diferenciar y se desea una cuantificacion exacta de
los spots, se recomienda repetir la prueba con una dilucién de la
muestra celular. El usuario debera determinar el nimero minimo de
células por pocillo para garantizar la linealidad de la prueba. Cabe
sefialar que la prueba ELISpot presenta una buena linealidad en el
intervalo de 60 000 a 200 000 PBMC humanos por pocillo.

Ejemplo: La prueba es definitivamente positiva para linfocitos T
especificos de CMV si se cumplen los dos criterios siguientes:

A) 210 spots por 2 x 10° células

B) sila proporcion de spots por 2 x 10° células de la condicién
estimulada frente a la no estimulada era 22,5 (Banas et al.,
2017; Manuel et al., 2024).

La prueba es definitivamente negativa si no se han detectado células
reactivas especificamente estimuladas Y el control positivo (PHA) es
@ =10 spots por 2 x 105 células.

La prueba no es evaluable si el nimero de spots del control positivo
(PHA) 9 en una prueba negativa también es <10 spots por 2 x 10°
células. Si la preparacion especificamente estimulada es
definitivamente positiva (p. ej., para los linfocitos T especificos de
CMYV se deben cumplir los dos criterios Ay B anteriores), pero el
control positivo (PHA) @ es <10 spots / 2 x 10° células, la prueba se
evaluara igualmente como positiva.

Si la preparacion especificamente estimulada contiene més spots de
los que puede resolver el instrumento de medicién, 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 ELISpot
reader utilizado) para una cuantificacion mas precisa del nimero de
los spots.

Nota: Ejemplos de interpretacion tras la estimulacién con péptidos
basados en VEB, grupos de péptidos contra proteinas M, Ny S de
SARS-CoV-2 0 mezclas de péptidos de poliomavirus: la proporcion de
spots en la condicion estimulada frente a la no estimulada fue >3
(Bieling et al., 2017; Bonifacius et al., 2021; Koldehoff et al., 2023).

10 Limites del método, restricciones

¢ 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 conservé a temperatura ambiente (+18 a +25 °C).
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e Las muestras de sangre heparinizadas no se deben refrigerar ni
congelar.
o No se debe utilizar sangre con EDTA.

11 Caracteristicas de rendimiento

Las caracteristicas de rendimiento dependen de los estimulantes
utilizados y las debera determinar el usuario para el sistema
correspondiente. Encontrara informacién detallada sobre las
caracteristicas de rendimiento para la deteccion de linfocitos T
especificos de CMV en las instrucciones de uso del kit MIKROGEN T-
Track® CMV (n.° de articulo 11001003).
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13 Abreviaturas y explicacién de los simbolos

13.1  Abreviaturas

AP Alkaline phosphatase, fosfatasa alcalina
CO, Di6xido de carbono
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ELISpot Enzyme-linked Immunosorbent Spot
IFN-y Interferén y
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 cells, monocitos de sangre
periférica
PBS Phosphate-buffered saline, solucién salina tamponada
con fosfato
PHA Phytohemagglutinin-L, fitohemaglutinina L
PVDF Polyvinylidene fluoride, fluoruro de polivinilideno
SFC Spot forming cells, células generadoras de spots
13.2  Explicacién de los simbolos
V Contenido suficiente para <n> preparaciones
NUmero de preparaciones
|WA5HBUF 1 | Tampo6n de lavado 1
|WASHBUF 2| Tampo6n de lavado 2
Tampo6n de dilucién
|suBs| Sustrato
MTP Placa de microtitulacion

CONTROL |+ Control positivo

Anticuerpo de deteccién especifico de IFN-y acoplado a
fosfatasa alcalina

NSTRU Instrucciones de uso

Observar las instrucciones de uso

Contenido, contiene

Producto para diagnéstico in vitro

LO Numero de lote/de version
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NUmero de pedido
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T-Track® IFN-y ELISpot
Instrucciones de uso (espafiol)

Fecha de caducidad

Consumir preferentemente antes del

Conservacion entre x y y °C

No congelar

Fabricante

Advertencia

R

Contiene material biolégico de origen animal

14 Datos del fabricante y de la versién

T-Track® IFN-y ELISpot

N.° de articulo 12200003

Instrucciones de uso
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