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1 Destination 
Le test T-Track® IFN-γ ELISpot offre le matériel et les réactifs néces-
saires à la détection d’IFN-γ à partir de PBMC humaines en vue d’une 
utilisation dans des tests de DIV sur la base de la méthode Enzyme-
Linked Immunosorbent Spot (ELISpot). Après la libération d’IFN-γ, des 
spots apparaissent après une réaction enzymatique sur le fond de la 
plaque de microtitration qui peuvent être détectés et décomptés au 
moyen d’un microscope ou d’un système d’analyse d’images automa-
tique.  
Le dosage peut uniquement être réalisé par des utilisateurs profes-
sionnels formés, dans un laboratoire approprié. 
 

2 Résumé et explication 
Le test T-Track® IFN-γ ELISpot est basé sur la méthode hautement 
sensible Enzyme-Linked Immunosorbent Spot (ELISpot). Il s’agit en 
principe d’un test ELISA en phase solide utilisant une plaque de 
microtitration équipée d’une membrane en PVDF. Le test T-Track® 
IFN-γ ELISpot permet une détection hautement spécifique et 
hautement sensible des cellules effectrices réactivées spécifiques de 
l’antigène (sécrétant de l’IFN-γ) au niveau de la cellule simple. Ce 
produit convient uniquement à la détection de cellules sécrétant de 
l’IFN-γ. La sécrétion d’IFN-γ est obtenue par des stimulants appropriés 
(non fournis). 
 

3 Principe du test 
Des PBMC (peripheral blood mononuclear cells, cellules mononu-
cléaires du sang périphérique) purifiées sont incubées avec des stimu-
lants sélectionnés (antigènes, comme des protéines, des peptides, des 
pools de peptides, des lysats, etc./non fournis). La cytokine IFN-γ alors 
sécrétée par les cellules réactives est liée par des anticorps spéci-
fiques à l’IFN-γ (anticorps de capture) immobilisés sur une membrane 
en PVDF.  
Une fois les cellules retirées, la détection de l’IFN-γ lié s’effectue à 
l’aide d’anticorps de détection spécifiques de l’IFN-γ, auxquels est cou-
plée l’enzyme phosphatase alcaline.  
La conversion enzymatique du substrat soluble en un précipité coloré 
insoluble crée des « spots » sur la membrane, chaque spot étant dû à 
une seule cellule effectrice réagissant à l’antigène et sécrétant de 
l’IFN-γ.  
Les spots peuvent être comptés soit au microscope, soit avec un sys-
tème d’analyse d’images automatique (ELISpot reader). 
 

4 Réactifs 
 
4.1 Contenu de l’emballage 
Les réactifs fournis suffisent à effectuer 96 analyses. 
Chaque kit contient : 
 

❶ 
 

Plaque de microtitration à revêtement 96 
puits (12 bandes de test) dans un sachet à 
fermeture à pression sous vide 

❷ 
 

70 µl de PHA (concentré) 

❸ 
 

70 µl de mAb-AP (concentré) 
contenant : protéine 

❹  12 ml de tampon de dilution (prêt à l’emploi) 

contenant : protéine, détergent et conserva-
teurs : MIT (0,01 %) et CAA (0,1 %) 

❺ 
 

6 ml de substrat (prêt à l’emploi) 

❻ 
 

200 ml de tampon de lavage 1 (prêt à l’em-
ploi) 

contenant : détergent et conservateurs : MIT 
(0,01 %) et CAA (0,3 %). 

❼ 
 

70 ml de tampon de lavage 2 (prêt à l’emploi) 

contenant des conservateurs : MIT (0,01 %) et 
CAA (0,3 %). 

❽  1 notice d’utilisation 

 
4.2 Réactifs, matériel et appareils supplémentaires requis 

• Stimulants (antigènes, comme des protéines, des peptides, des 
pools de peptides, des lysats, etc.) 

• Tubes de prélèvement sanguin, S-Monovette® héparine de lithium, 
7,5 ml 

• Tubes à centrifuger (tubes en polypropylène), 15 ml et 50 ml 

• Tubes à réaction, 1,5 ml 

• Pipettes et embouts de pipettes stériles 

• Pipettes Pasteur stériles 

• PBS stérile 

• Ficoll® stérile  

• Bleu de trypan (facultatif) 

• Milieu de culture cellulaire stérile sans sérum (recommandé : AIM-
V®) 

• Eau du robinet 

• Gants de protection à usage unique, autre équipement de protection 
individuelle 

• Centrifugeuse à rotor libre pour la préparation des PBMC, pouvant 
atteindre au moins 1000 x g, maintenir les échantillons à tempéra-
ture ambiante (+18 à +25 °C) et fonctionner sans frein. 

• Hotte de sécurité de classe II 

• Chambre de comptage Neubauer avec microscope et bleu de try-
pan ou appareil validé pour le comptage des cellules (recommandé) 

• Incubateur humide (+37 °C, 5 % de CO2) 

• ELISpot reader (recommandé) 

• Chronomètre 

• Poubelle pour déchets à risque biologique 
 

5 Durée de conservation et manipulation 
• Avant et après utilisation, conserver les composants du kit entre 

+2 °C et +8 °C. Ne pas congeler. 

• Durée de conservation : 
 

Durée de conservation des composants du kit 

Avant ouverture, entre +2 °C et +8 °C Jusqu’à la date de péremption 

Après ouverture, entre +2 °C et +8 °C 3 mois 
 

Le kit ne doit pas être utilisé au-delà de la date de péremption.  

• Avant de commencer le test, laisser tous les composants reposer à 
température ambiante (+18 °C à +25 °C). Le test doit être réalisé à 
température ambiante, à l’exception de la stimulation. 

• Protéger tous les composants du kit de la lumière directe du soleil 
tout au long de la réalisation du test. La solution de substrat est par-
ticulièrement photosensible. 

• Les bandelettes non utilisées doivent être replacées dans leur em-
ballage d’origine dans des conditions de travail stériles et conser-
vées à l’abri de la lumière entre +2 °C et +8 °C. 

• Les composants du kit non ouverts sont stables jusqu’à la date de 
péremption dans les conditions de stockage recommandées (voir la 
face avant de l’emballage). 

• Les composants à usage multiple doivent être stockés à une tempé-
rature comprise entre +2 °C et +8 °C jusqu’à leur réutilisation et ont 
une durée de conservation maximale de 3 mois après la première 
ouverture du kit (au plus tard à la date de péremption du kit). 

• Le test ne peut être réalisé que par des utilisateurs professionnels 
formés. 

• En cas de modification substantielle du produit ou de non-respect 
des consignes par l’utilisateur, l’application peut sortir du cadre d’uti-
lisation prévue de MIKROGEN. 

 

6 Avertissements et consignes de sécurité 
• À utiliser uniquement pour le diagnostic in vitro. 

• Les composants de différents lots de kits ne doivent pas être mélan-
gés. 

• Tous les produits sanguins sont potentiellement infectieux et doivent 
être manipulés comme tels. 

• Porter des gants à usage unique appropriés et un équipement de 
protection individuelle approprié durant toute la procédure de test. 

• La manipulation, l’utilisation, le stockage et l’élimination des échan-
tillons de sang et des composants de test doivent être conformes 
aux directives et réglementations nationales relatives aux risques 
biologiques. 

• Tous les liquides produits pendant l’exécution doivent être collectés. 
Tous les récipients collecteurs doivent contenir des désinfectants 
appropriés afin d’inactiver les agents pathogènes pour l’homme ou 
être autoclavés. Tous les réactifs et matériels entrant en contact 
avec des échantillons potentiellement infectieux doivent être traités 
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avec des désinfectants appropriés ou éliminés conformément à vos 
règles d’hygiène en vigueur. Les indications de concentration et les 
temps d’action du fabricant doivent être respectés.  

• Les produits chimiques doivent être manipulés avec précaution. 
Vous trouverez des informations sur la sécurité dans la fiche de 
données de sécurité (FDS) correspondante, qui peut être demandée 
via www.mikrogen.de. 

• Avant de réaliser le test, lire l’intégralité du manuel d’utilisation et 
suivre scrupuleusement les instructions. Les écarts au protocole de 
test décrit dans le manuel d’utilisation peuvent fausser les résultats. 

• Pour éviter la contamination des réactifs, des bandes de test, des 
suspensions cellulaires et des milieux de culture cellulaire, il con-
vient de respecter les techniques de travail stériles aux endroits re-
commandés et, de manière générale, de prendre des précautions. 
Remarque : Le terme « conditions/techniques de travail stériles » 
signifie un environnement de travail contrôlé afin d’éviter toute con-
tamination. 

• Attention : Les échantillons de sang total héparinés ne doivent pas 
être réfrigérés ou congelés. 

• Pour que les résultats obtenus par le test soient comparables, il est 
recommandé de procéder à une validation préalable du comptage 
des cellules et des instruments de mesure utilisés (plage de mesure, 
protocole de mesure). 

• Les limitations respectives des instruments de mesure doivent être 
respectées. 

• Consigne de sécurité pour les réactifs contenant des substances 
dangereuses : 

 

   

 

Contient des matières biologiques d’origine animale 

 

     

 

H317: Peut provoquer une allergie cutanée 

 

7 Prélèvement des échantillons et préparation 
 
7.1 Transport et stockage des échantillons de sang 
Pour garantir la fonctionnalité des leucocytes sanguins, l’échantillon de 
sang doit être transporté ou conservé à température ambiante (+18 à 
+25 °C) et analysé dans un intervalle de 24 heures après le prélève-
ment sanguin. En cas de prélèvements sanguins multiples par patient, 
il est recommandé d’analyser les échantillons sanguins dans un délai 
comparable (de préférence dans les 8 heures) à celui du prélèvement 
sanguin. 
 
7.2 Échantillon et instructions pour la réalisation de l’essai 
Le prélèvement sanguin doit être effectué par des personnes compé-
tentes, conformément aux instructions locales en matière de prélève-
ment sanguin.  
Pour réaliser le test en utilisant une bande (8 puits), il faut un tube 
avec héparine de lithium de 7,5 ml entièrement rempli de sang pour 
obtenir le nombre de PBMC requis. 
Le test doit être effectué en suivant strictement les étapes décrites 
dans ce manuel d’utilisation. L’obtention des PBMC et la préparation 
des bandes de test doivent être effectuées dans des conditions sté-
riles. 
Afin de garantir la fonctionnalité des leucocytes sanguins pendant 
l’étape d’incubation, les procédures de collecte des PBMC doivent être 
validées. D’autres méthodes de préparation des PBMC, en plus de 
celles décrites dans ce manuel d’utilisation, peuvent être employées 
après validation préalable. 
De plus, la méthode de détermination du nombre de PBMC devrait 
être validée. Le nombre de cellules comptées peut varier dans le cadre 
d’un processus non validé et entraîner des résultats de mesure peu 
fiables. 
La méthode de décompte des spots développés doit également être 
validée par l’utilisateur. Pour garantir une évaluation standardisée des 
échantillons, il est recommandé d’utiliser un ELISpot reader validé et 
calibré avec le logiciel correspondant. Il faut effectuer une inspection 
visuelle du nombre de spots afin de vérifier la correspondance avec la 
sortie du reader. Les paramètres du reader doivent être établis et ne 
doivent pas être modifiés lors de mesures répétées. 

7.3 Préparations 
 
7.3.1 Préparation des réactifs 
Le milieu de culture cellulaire et les réactifs du T-Track® IFN-γ ELISpot 
doivent être amenés à température ambiante avant utilisation. Avant 
utilisation, mélanger doucement les solutions (sans les passer au 
vortex), puis centrifuger brièvement les flacons. Les emballages 
utilisés sous la hotte stérile doivent être désinfectés avant utilisation. 
 
7.3.2 Préparation des bandes de test (dans des conditions sté-

riles) 
Sortir la plaque de microtitration (PMT) prête à l’emploi ❶ de son em-

ballage. Retirer les bandes de test excédentaires du cadre de la PMT.  
Remarque : Les bandes de test sont numérotées. Remettre délicate-
ment les bandes de test non utilisées dans le sachet en aluminium et 
bien le fermer. Conserver entre +2 °C et +8 °C jusqu’à l’utilisation ulté-
rieure et protéger la membrane de tout dommage mécanique. 
 
7.3.3 Préparation des PBMC – centrifugation par gradient de den-

sité de Ficoll 

1. Diluer le sang total avec du PBS stérile dans un autre tube de 
50 ml (rapport 1:1). 

2. Mettre la solution Ficoll® (même volume que le sang total dilué) 
dans un tube à centrifuger de 50 ml. 

3. Recouvrir lentement et avec précaution la solution Ficoll® avec le 
sang total dilué. 

4. Centrifuger dans le rotor libre à 880 x g sans frein pendant 30 min 
à température ambiante. 

5. Prélever l’interphase (couche trouble contenant des PBMC entre la 
solution Ficoll® et le plasma) à l’aide d’une pipette Pasteur stérile. 

6. Transférer les PBMC dans un nouveau tube de 50 ml.  
7. Compléter avec du PBS stérile jusqu’à un volume de 50 ml et bien 

mélanger. 
8. Centrifuger à 300 x g pendant 10 min.  
9. Rejeter le surnageant (étape de lavage). 
10. Remettre en suspension le culot cellulaire dans 1 ml de PBS sté-

rile. 
11. Compléter avec du PBS stérile jusqu’à un volume de 50 ml et bien 

mélanger. 
12. Centrifuger à 300 x g pendant 10 min à température ambiante. 
13. Rejeter le surnageant (étape de lavage). 
14. Remettre en suspension le culot cellulaire dans 1 ml de milieu 

AIM-V® stérile sans sérum. 
15. Compter les cellules vivantes dans une chambre de comptage 

Neubauer au microscope (coloration au bleu de trypan) ou à l’aide 
d’un appareil de comptage cellulaire validé (recommandé). 

16. Ajuster le nombre de cellules vivantes à 2 x 106 cellules par ml de 
milieu AIM-V® (recommandé). 

 
7.3.4 Préparation des solutions de travail 
Les solutions doivent être diluées juste avant leur utilisation. Le jour 1 
de la procédure de test, préparer les solutions de travail pour le con-
trôle positif, le contrôle négatif (milieu de culture cellulaire uniquement) 
et les stimulants dans des conditions stériles. Le jour 2, préparer la so-
lution de travail pour le mAb-AP (non stérile). 
 
Contrôle positif 
Diluer le PHA ❷ (contrôle positif) à 1:11 avec le milieu de culture cel-

lulaire (p. ex. 5 µl de solution mère de PHA + 50 µl de milieu = 55 µl de 
solution de travail). Incuber la même quantité de cellules que les 
échantillons de stimulation avec la solution de travail de contrôle positif 
(50 μl par puits).  
 
Contrôle négatif 
Utiliser un milieu de culture cellulaire (50 μl par puits recommandés) et 
la même quantité de cellules que pour les échantillons de stimulation. 
Ne pas traiter les cellules ou utiliser des antigènes de contrôle non sti-
mulants.  
  

http://www.mikrogen.de/
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Stimulants 
Diluer les stimulants (p. ex. des antigènes comme des protéines, des 
peptides, des pools de peptides, des lysats) avec du milieu de culture 
cellulaire afin d’obtenir la concentration de travail optimale (à détermi-
ner individuellement). Un volume final de 50 μl de solution de travail 
d’antigène par puits est recommandé. 
 
mAb-AP 
Diluer le mAb-AP à 1:180 avec un tampon de dilution (p. ex. 5 μl de 
mAb-AP ❸ avec 900 µl de tampon de dilution ❹ = 905 µl de solution 

de travail). Verser 100 μl de solution de travail de mAb-AP dans 
chaque puits. 
 

8 Procédure du test 
La procédure de test se déroule selon les étapes suivantes : 
1. Prélèvement de sang 
2. Centrifugation par gradient de densité de Ficoll 
3. Isolation des PBMC 
4. Préparation de la plaque de microtitration (ajout de PBMC et de 

stimulants) 
5. Stimulation des PBMC (incubation pendant une nuit) 
6. Détection de cellules sécrétant l’IFN-γ (spots) 
7. Décompte des spots 
(voir aussi la section 3, Principe du test) 
 

No Étapes de la procédure Remarque 

1  Prélèvement de sang/préparation 

Avant de commencer le test, laisser re-
poser tous les réactifs à température 
ambiante (+18 °C à +25 °C). 

Le test doit être réalisé à tempé-
rature ambiante. L’échantillon de 
sang doit être conservé ou trans-
porté à température ambiante 
(+18 à +25 °C). 

2  Centrifugation par gradient de densité 
de Ficoll  

Exécution conformément au chapitre 
7.3.3 

Le traitement des échantillons 
doit commencer dans les 
24 heures suivant le prélèvement 
de sang. 

3  Isolation des PBMC 

Exécution conformément au chapitre 
7.3.3 ; 
Ajuster le nombre de cellules vivantes 
à 2 x 106 cellules par ml de milieu AIM-
V® (recommandé). 

Il faut 2,0 x 105 cellules par puits. 

4  Préparation de la plaque de microtitration  

(y compris les contrôles) 

Exemple d’affectation de bande : 

 

 

a)  Pipetter les solutions de travail dans 
les puits (en commençant par le con-
trôle négatif) : 

• Contrôle négatif : 50 μl de milieu 

• PHA ❷: 50 μl de solution de travail 

de PHA 

• Stimulant : 50 µl de solution de tra-
vail d’antigène 

Préparation des solutions de tra-
vail voir chapitre 7.3.4 

b)  Mélanger la suspension cellulaire ajus-
tée (voir chapitre chapitre 7.3.3) juste 
avant l’utilisation. 

Ajouter avec précaution 100 μl de sus-
pension cellulaire dans chaque puits 
en commençant par le contrôle négatif, 
de haut en bas. 

Remarque : Changer d’embout 
de pipette après chaque puits 
afin d’éviter toute contamination 
croisée.  

c)  Mettre le couvercle sur la PMT ❶.  

5  Stimulation des PBMC  
(incubation pendant une nuit) 

Incuber la PMT ❶ à +37 °C, 5 % de 

CO2 dans un incubateur humide. 

Remarque : Une période d’incu-
bation de 17 à 21 heures est re-
commandée pour la détection 
des lymphocytes T spécifiques 
du CMV. 

Les temps d’incubation varient en 
fonction du stimulant et de l’abon-
dance de cellules productrices de 
cytokines et doivent donc être op-
timisés par le laboratoire de test.  

  Pour des raisons de comparabi-
lité, le temps d’incubation doit 
toujours être le même pour un sti-
mulant donné. 

6  Détection des cellules sécrétant l’IFN-γ  
Des conditions de travail stériles ne 
sont plus nécessaires. 

Remarque : Les volumes indi-
qués ci-dessous se réfèrent à un 
seul test. 

a)  Jeter la suspension cellulaire et le mi-
lieu. 

 

b)  Ajouter 200 μl de tampon de lavage 1 

❻ par puits. 
 

c)  Jeter le tampon de lavage 1 et répéter 
5 fois supplémentaires l’étape de la-
vage. 

Remarque : À ce stade, la détec-
tion peut être interrompue. La 
plaque entièrement vidée après 
le dernier lavage peut être 
stockée à -20 °C pendant une du-
rée maximale de 48 heures. 

d)  Préparer la solution de travail de mAb-
AP en mélangeant 5 μl de mAb-AP ❸ 

et 900 µl de tampon de dilution ❹. 

 

e)  Verser 100 μl de solution de travail de 
mAb-AP par puits. 

 

f)  Mettre le couvercle sur la PMT.  

g)  Incuber les bandes couvertes pendant 
2 heures à température ambiante 
(+18 °C à +25 °C). 

 

h)  Jeter la solution de travail de mAb-AP.  

i)  Ajouter 200 μl de tampon de lavage 1 
❻ par puits. 

 

j)  Jeter le tampon de lavage 1 et répéter 
1 fois de plus l’étape de lavage du tam-
pon de lavage 2. 

 

k)  Ajouter 200 μl de tampon de lavage 2 
❼ par puits. 

 

l)  Jeter le tampon de lavage 2 et répéter 
2 fois de plus l’étape de lavage du tam-
pon de lavage 2. 

 

m)  Ajouter 50 μl de substrat ❺ par puits.  

n)  Mettre le couvercle sur la PMT.  

o)  Incuber les bandes pendant 6 à 7 mi-
nutes à température ambiante (+18 °C 
à +25 °C) dans l’obscurité.  

Remarque : Une période d’incu-
bation prolongée doit être évitée, 
car cela nuirait à la quantifiabilité 
du résultat en raison d’une colo-
ration de fond plus intense. 

p)  Éliminer le substrat.  

q)  Arrêter la réaction de coloration en la-
vant les puits 3 fois à l’eau du robinet. 

 

r)  Retirer le fond de la plaque et tapoter 
légèrement les puits sur une serviette 
en papier pour éliminer le liquide res-
tant. 

 

s)  Sécher les bandes pendant une nuit à 
température ambiante (+18 °C à 
+25 °C). La plaque peut aussi être sé-
chée pendant au moins une heure 
dans le flux d’air de la hotte stérile. 

Remarque : Après séchage, la 
coloration est stable dans l’obs-
curité pendant plusieurs se-
maines. 

7  Décompte des spots 

Les spots obtenus sont comptés et 
l’évaluation, l’interprétation et la docu-
mentation des résultats de l’essai sont 
effectuées conformément aux instruc-
tions des chapitres suivants. 

Remarque : Pour garantir une 
évaluation standardisée des 
échantillons, il est recommandé 
d’utiliser un ELISpot reader validé 
et calibré avec le logiciel corres-
pondant. Il faut effectuer une ins-
pection visuelle du nombre de 
spots afin de vérifier la corres-
pondance avec la sortie du rea-
der. Les paramètres du reader 
doivent être établis et ne doivent 
pas être modifiés lors de me-
sures répétées. 

 

9 Résultats 
La fonctionnalité de la réponse immunitaire à médiation cellulaire est 
déterminée par l’abondance de cellules productrices d’IFN-γ (spot-for-
ming cells, SFC) dans des approches spécifiquement stimulées et des 
approches non stimulées (contrôle négatif). 
 
9.1 Validation – contrôle qualité 
Dans le cas typique, le contrôle négatif (approche non stimulée) ne 
présente que quelques spots (<10 pour 2 x 105 cellules), voire pas du 
tout. Une augmentation du nombre de spots dans le contrôle négatif 
peut indiquer une infection subclinique ou une stimulation générale 
non spécifique et a pour conséquence une diminution de la sensibilité 
analytique. 
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Le contrôle positif (PHA) ❷ est une mesure de la fonctionnalité des 

PBMC et devrait donner lieu à un nombre élevé de spots (chez les 
personnes immunocompétentes, généralement >200 spots pour 2 x 
105 cellules). Les raisons d'un faible nombre de spots dans le contrôle 
positif peuvent être, par exemple, une éventuelle immunosuppression 
du donneur ou un mauvais stockage ou traitement des échantillons de 
sang. Il convient d'en déterminer les causes par d’autres procédures 
appropriées. 
 
9.2 Interprétation des résultats du test 
Les spots formés peuvent être comptés soit au microscope, soit avec 
un ELISpot reader (recommandé). Chaque spot représente une seule 
cellule effectrice sécrétant des cytokines. La fonctionnalité du dosage 
est évaluée par la détermination de l’abondance de cellules formant 
des spots (SFC) dans des conditions spécifiquement stimulées et non 
stimulées (généralement exprimée en SFC pour 200 000 cellules). 
L’interprétation des données doit être faite par l’utilisateur lui-même, 
car elle dépend du stimulant utilisé et de la population cellulaire analy-
sée. Par exemple, le nombre de SFC en condition non stimulée peut 
varier en fonction du système expérimental (groupe de patients étu-
diés, patients ayant des antécédents cliniques différents, etc.). 
 
Remarque : Le contrôle positif (PHA) doit présenter une forte réponse 
avec un nombre de spots élevé. Si le résultat du test est négatif et que 
le nombre de spots dans le contrôle positif est simultanément négatif 
ou faible, il n’est pas possible de tirer une conclusion fiable sur la fonc-
tionnalité du dosage. Ce résultat peut indiquer l’absence de cellules ré-
actives, par exemple en raison d’une immunosuppression importante 
ou d’un stockage ou d’un traitement inadéquat de l’échantillon avant le 
début du test. Si un puits présente plus de spots que l’instrument ne 
peut en différencier, et si une quantification précise des spots est sou-
haitée, il est recommandé de répéter le test en diluant l’échantillon de 
cellules. Le nombre minimum de cellules par puits garantissant la li-
néarité du test doit être déterminé par l’utilisateur. Il convient de noter 
que le dosage ELISpot présente une bonne linéarité dans la plage de 
60 000 à 200 000 PBMC humaines par puits. 
 
Exemple : Le test est positif avec certitude pour les lymphocytes T 
spécifiques du CMV si les deux critères suivants sont remplis : 
 

A) ≥10 spots par 2 x 105 cellules  
 
ET 
 

B) lorsque le rapport des spots par 2 x 105 cellules en condition 
stimulée par rapport à la condition non stimulée était ≥2,5 
(Banas et al., 2017 ; Manuel et al., 2024). 
 

Le test est confirmé comme étant négatif si aucune cellule réactive 
spécifiquement stimulée n’est détectée ET si le contrôle positif (PHA) 
❷ est ≥10 spots par 2 x 105 cellules. 

 
Le test n’est pas interprétable si le nombre de spots du contrôle positif 
(PHA) ❷ est également <10 spots par 2 x 105 cellules en cas de test 

négatif. Si l’approche spécifiquement stimulée est confirmée comme 
étant positive (p. ex. pour les lymphocytes T spécifiques du CMV, les 
deux critères A et B ci-dessus doivent être remplis), mais que le con-
trôle positif (PHA) ❷ est <10 spots / 2 x 105 cellules, le test est toute-

fois considéré comme positif. 
 
Si l’approche spécifiquement stimulée contient plus de spots que le 
reader ne peut en résoudre, l’échantillon de sang doit être retesté à 
une dilution de 1:2 à 1:3 maximum (respecter la plage de mesure du 
ELISpot reader utilisé) pour une quantification plus précise du nombre 
de spots. 
 
Remarque : Exemples d’interprétation après stimulation avec des 
peptides à base d’EBV, des pools de peptides contre les protéines M, 
N et S du SARS-CoV-2 ou des mélanges de peptides de BKV : le rap-
port des spots dans la condition stimulée par rapport à la condition non 
stimulée était > 3 (Bieling et al., 2017 ; Bonifacius et al., 2021 ; Kol-
dehoff et al., 2023). 
 

10 Limites de la méthode et restrictions 
• Une évaluation fiable des résultats du test n’est garantie que si le 

traitement de l’échantillon a commencé dans les 24 heures suivant 
le prélèvement de sang et si l’échantillon de sang a été transporté 
ou conservé à température ambiante (+18 à +25 °C).  

• Les échantillons de sang héparinés ne doivent pas être réfrigérés 
ou congelés.  

• Il ne faut pas utiliser de sang EDTA. 
 

11 Caractéristiques 
Les caractéristiques de performance dépendent des stimulants utilisés 
et doivent être déterminées par l’utilisateur pour chaque système. Pour 
des informations détaillées sur les caractéristiques de performance 
pour la détection des lymphocytes T spécifiques du CMV, veuillez con-
sulter la notice d’utilisation du kit T-Track® CMV MIKROGEN (réf. 
11001003). 
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13 Abréviations et description des symboles 
 
13.1 Abréviations 

AP  Alkaline phosphatase, phosphatase alcaline 

CO2  dioxyde de carbone 

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ELISpot  Enzyme-linked Immunosorbent Spot 

IFN-γ  Interféron-γ 

Li  Lithium 

mAb  Monoclonal antibody, anticorps monoclonal 

FDS Fiche de données de sécurité 

PMT  Plaque de microtitration 

NC Negative control, contrôle négatif 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cells, cellules mononu-

cléaires du sang périphérique 

PBS  Phosphate-buffered saline, solution saline tamponnée au 
phosphate 

PHA  Phytohémagglutinine-L 

PVDF  Polyvinylidene fluoride, polyfluorure de vinylidène 

SFC Spot forming cells, cellules formant des spots 

 
13.2 Description des symboles 

 

Contient suffisamment de réactifs pour <n> tests 

Nombre de tests 

 Tampon de lavage 1 

 Tampon de lavage 2 

 Tampon de dilution 

 Substrat 

 Plaque de microtitration 

 Contrôle positif 

 
Anticorps de détection spécifiques de l’IFN-γ couplé à la 
phosphatase alcaline 

 Notice d’utilisation  

 
Consulter la notice d’utilisation 

 Contenu, contient 

 Diagnostic in vitro 

 Numéro de lot/version 

 Numéro de référence 



T-Track® IFN-γ ELISpot 
Manuel d’utilisation (français) 
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Ne pas utiliser après 

Date de péremption 

 
Conserver entre x °C et y °C 

 
Ne pas congeler 

 
Fabricant 

 

Mise en garde 

 

Contient des matières biologiques d’origine animale 
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