T-Track® IFN-y ELISpot

Istruzioni per l'uso (italiano)

1 Destinazione d'uso

Il T-Track® IFN-y ELISpot offre materiale e reagenti per la rivelazione
dell'IFN-y rilasciato da PBMC umane per l'uso in test IVD basati sulla
tecnica Enzyme-linked Immunosorbent Spot (ELISpot). Dopo il rilascio

di IFN-y, in seguito a una reazione enzimatica sul fondo della micropia-

stra si formano degli spot, che possono essere rilevati e contati al mi-
Ccroscopio oppure con un sistema automatico di analisi delle immagini.
Il saggio puo essere eseguito esclusivamente da operatori adeguata-
mente formati in un laboratorio idoneo.

2 Riassunto e spiegazione

Il test T-Track® IFN-y ELISpot si basa sulla tecnica altamente sensibile
Enzyme-linked Immunosorbent Spot (ELISpot). 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® IFN-y ELISpot consente di
rilevare in modo altamente specifico e altamente sensibile le cellule
effettrici specificamente riattivate da antigene (secernenti IFN-y) a
livello delle singole cellule. Questo prodotto & adatto esclusivamente
per la rivelazione di cellule secernenti IFN-y. La secrezione di IFN-y
viene generata mediante stimolanti idonei (non inclusi nel kit).

3 Principio del test

Le PBMC (peripheral blood mononuclear cells; cellule mononucleate
del sangue periferico) purificate vengono incubate con stimolanti sele-
zionati (antigeni, come proteine, peptidi, pool di peptidi, lisati, ecc./non
inclusi). La citochina IFN-y secreta dalle cellule reattive si lega ad anti-

corpi IFN-y specifici (anticorpi capture) immobilizzati su una membrana

in PVDF.
Dopo la rimozione delle cellule, ha luogo il rilevamento dell'lFN-y le-

gato mediante anticorpi rilevatori specifici per IFN-y, coniugati con I'en-

zima fosfatasi alcalina.

Attraverso la conversione enzimatica del substrato solubile in un preci-
pitato colorato insolubile, si producono sulla membrana i cosiddetti
spot: ciascuno spot & riconducibile a una singola cellula effettrice anti-
gene-reattiva secernente IFN-y.

Gli spot possono essere contati al microscopio oppure con un sistema
automatico di analisi delle immagini (ELISpot reader).

4 Reagenti

4.1 Contenuto della confezione

| reagenti contenuti in una confezione sono sufficienti per 96 determi-
nazioni.

Ogni kit contiene:
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Ficoll® sterile

Trypan blue (optional)

Mezzo di coltura cellulare sterile, (raccomandato: AIM-V®)

Acqua corrente

Guanti monouso, ulteriori dispositivi di protezione individuali
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 Il

Camera di conta Neubauer con microscopio e Trypan blue o appa-
recchio contacellule validato (raccomandato)

Incubatore umidificato (+37 °C, 5 % COy)

ELISpot reader (raccomandato)

Timer

Contenitore per rifiuti organici pericolosi

Conservazione e manipolazione
Prima e dopo I'uso conservare i componenti del kit a una tempera-
tura compresa tra +2°C e +8°C; non congelare.
Conservazione:

Conservazione dei componenti del kit

Non aperti, a temperatura compresa
tra +2°C e +8°C

Entro la data di scadenza indicata

Dopo l'apertura, a temperatura com-

presatra +2°C e +8°C

3 mesi

o MTP Micropiastra rivestita a 96 pozzetti (12 strisce
reattive) in busta con chiusura a pressione sot-
tovuoto

® |[conTROL+ 70 ul PHA (concentrato)

© |[aFNg]aP] 70 ul mAb-AP (concentrato)
contiene proteina

(4) DILUBUF 12 ml di tampone di diluizione (pronto all'uso)
contiene proteina, detergenti e agenti conser-
vanti MIT (0,01%) e CAA (0,1%)

(5) |SUBS| 6 ml substrato (pronto all'uso)

(6) |WASHBUF 1| 200 ml tampone di lavaggio 1 (pronto all'uso)
contiene detergenti e agenti conservanti MIT
(0,01%) e CAA (0,3%).

(7] |WASHBUF 2| 70 ml tampone di lavaggio 2 (pronto all'uso)
contiene agenti conservanti MIT (0,01%) e
CAA (0,3%).

(3) INSTRU 1 Istruzioni per I'uso

4.2 Reagenti, materiali e dispositivi aggiuntivi richiesti

e Stimolanti (antigeni, come proteine, peptidi, pool di peptidi, lisati,
ecc.)

Provette per il prelievo di sangue, S-Monovette® litio-eparina 7,5 ml
Provette per centrifuga (in polipropilene) 15 ml e 50 ml

Provette di reazione, 1,5 ml

Pipette e puntali per pipette sterili

Pipette Pasteur sterili

PBS sterile
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Non utilizzare il kit oltre la data di scadenza.

Prima di iniziare il test portare tutti i componenti a temperatura am-
biente (+18 °C - +25 °C). |l test viene eseguito a temperatura am-
biente, ad eccezione della stimolazione.

Durante I'esecuzione del test proteggere i componenti del kit dalla
luce solare diretta. La soluzione di substrato & particolarmente sen-
sibile alla luce.

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

| componenti del kit non aperti e conservati nelle condizioni racco-
mandate sono stabili fino alla data di scadenza (indicata sul lato an-
teriore della confezione).

| componenti utilizzati piu 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 e riservato esclusivamente all'uso professionale da parte di
operatori adeguatamente formati.

In caso di modifiche sostanziali al prodotto oppure alle modalita di
impiego da parte dell'operatore, I'utilizzo pud risultare non conforme
alla destinazione d'uso stabilita da MIKROGEN.

Avvertenze e prescrizioni di sicurezza
Utilizzare solo per la diagnostica in vitro.
Non mescolare i componenti di lotti di kit diversi.
Tutti gli emoderivati devono essere trattati come materiale potenzial-
mente 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 I'utilizzo, la conservazione e lo smaltimento degli stessi de-
vono aver luogo conformemente alle direttive e norme nazionali ri-
guardanti il rischio biologico.
Raccogliere tutti i liquidi connessi con I'esecuzione del test. Tutti i
contenitori di raccolta devono contenere sostanze disinfettanti ade-
guate per l'inattivazione degli agenti patogeni umani o essere steri-
lizzati in autoclave. Tutti i reagenti e i materiali che entrano in con-
tatto con campioni potenzialmente infettivi devono essere trattati
con idonee sostanze disinfettanti oppure devono essere smailtiti in
conformita alle prescrizioni igieniche applicabili. Osservare le indica-
zioni del produttore relative alla concentrazione e ai tempi d'azione.
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¢ Le sostanze chimiche devono essere maneggiate con cautela. Per
le informazioni di sicurezza consultare la "Scheda di sicurezza
(SDS)" che puo essere richiesta tramite www.mikrogen.de.

e Prima di eseguire il test, leggere e seguire scrupolosamente tutte le
istruzioni per l'uso. Eventuali discrepanze dal protocollo di test ripor-
tato nelle istruzioni per I'uso possono determinare risultati errati.

e 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 precauzio-
nali.

Nota: con "Condizioni/tecniche di lavoro sterili" si intende un am-
biente di lavoro controllato al fine di evitare contaminazioni.

e Attenzione: i campioni di sangue intero eparinato non devono es-
sere refrigerati o congelati.

¢ Ai fini della confrontabilita dei risultati del test si consiglia di eseguire
in precedenza una validazione della conta cellulare e degli apparec-
chi di misura impiegati (campo di misura, protocollo di misura).

e Osservare i limiti degli apparecchi di misura.

o Nota di sicurezza per reagenti contenenti sostanze pericolose:

Contiene materiale biologico di origine animale

[DICUBUF ] [wASHBUF 1] [WASHBUF 2]

H317: Puo provocare reazioni allergiche cutanee

7 Prelievo dei campioni e preparazione

7.1 Trasporto e conservazione dei campioni di sangue

Per garantire la funzionalita dei leucociti del sangue, il campione di
sangue deve essere trasportato o conservato a temperatura ambiente
(da +18°C a +25°C) e analizzato entro 24 ore dal prelievo. In caso di
piu prelievi per paziente, si consiglia di analizzare i campioni in un arco
di tempo dal prelievo equivalente (preferibilmente entro 8 ore dal pre-
lievo).

7.2 Materiale dei campioni e istruzioni per I'esecuzione dell'a-
nalisi
Il prelievo di sangue va effettuato da persone competenti secondo le
istruzioni locali in materia di prelievi.
Per I'esecuzione dei test utilizzando una striscia (8 pozzetti) occorre
una provetta con litio-eparina da 7,5 ml riempita di sangue, per rag-
giungere il numero di necessario di PBMC.
Il test deve essere eseguito rispettando rigorosamente le fasi descritte
nelle presenti Istruzioni per l'uso. La raccolta delle PBMC e I'utilizzo
delle strisce reattive devono avvenire in condizioni sterili.
Per garantire la funzionalita dei leucociti del sangue durante la fase di
incubazione, & necessario validare i processi di raccolta delle PBMC.
Oltre al metodo qui descritto, & possibile servirsi di altri metodi di pre-
parazione delle PBMC, previa validazione.
Inoltre € 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'operatore. Per garantire una lavorazione dei campioni standardiz-
zata, si consiglia di utilizzare un ELISpot reader validato e calibrato
con il relativo software. Eseguire I'ispezione visiva del numero degli
spot per verificare che coincida con il risultato del reader. Le imposta-
zioni del reader devono essere stabilite e non devono essere modifi-
cate in caso di misure ripetute.

7.3 Preparazione

7.3.1 Preparazione dei reagenti

Prima dell'uso preriscaldare a temperatura ambiente il mezzo di
coltura cellulare e i reagenti del T-Track® IFN-y ELISpot. Prima dell'uso
miscelare delicatamente (non a vortice) le soluzioni e centrifugare
quindi brevemente le fiale. Disinfettare prima dell'uso le confezioni da
utilizzare con piano di lavoro sterile.
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7.3.2 Preparazione delle strisce reattive (in condizioni sterili)
Prelevare dalla confezione la micropiastra pronta all'uso (MTP) 0 Ri-
muovere dalla MTP le strisce reattive in eccesso.

Nota: Le strisce reattive sono contrassegnate con cifre continue. Ri-
porre le strisce reattive inutilizzate con cautela nella busta in alluminio
e richiuderla accuratamente. Conservare ad una temperatura com-
presa tra +2 °C e +8 °C fino all'utilizzo successivo e proteggere la
membrana da danni meccanici.

7.3.3 Preparazione delle PBMC — Centrifugazione a gradiente
Ficoll
Plasma
PBMC
Ficoll®
Eritrocif

Cellule polimorfonucleate

1. Diluire il sangue intero con PBS sterile in un'altra provetta da 50 ml
(rapporto 1:1).

2. Preparare il Ficoll® (stesso volume del sangue intero diluito) in una
provetta per centrifuga da 50 ml.

3. Ricoprire lentamente e con cautela il Ficoll® con il sangue intero di-
luito.

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 e
miscelare bene.

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 e
miscelare bene.

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 micro-
scopio (colorazione Trypan blue) o con un apparecchio contacel-
lule validato (consigliato).

16. Regolare il numero di cellule vive a 2 x 10° cellule per ml di mezzo
AIM-V® (raccomandato).

7.34 Preparazione delle soluzioni di lavoro

Le soluzioni devono essere diluite poco prima dell'utilizzo. Il giorno

1 della procedura di test, preparare le soluzioni di lavoro per i controlli
positivi, i controlli negativi (solo mezzo di coltura) e gli stimolanti in
condizioni sterili. Il giorno 2 produrre la soluzione di lavoro mAb-AP
(non sterile).

Controllo positivo

PHA @ (controllo positivo) diluire 1:11 con mezzo di coltura cellulare
(p. es. 5 pl soluzione madre PHA + 50 pl mezzo = 55 pl soluzione di
lavoro). Con la soluzione di lavoro del controllo positivo (50 ul per poz-
zetto) viene incubata la stessa quantita di cellule dei campioni di stimo-
lazione.

Controllo negativo

Vengono utilizzati il mezzo di coltura cellulare (raccomandati 50 pl per
pozzetto) e la stessa quantita di cellule dei campioni di stimolazione.
Lasciare le cellule non trattate oppure utilizzare antigeni di controllo
non stimolanti.

Stimolanti

Diluire gli stimolanti (p. es. antigeni come proteine, peptidi, pool di pep-
tidi, lisati) con il mezzo di coltura cellulare per creare una concentra-
zione di lavoro ottimale (che deve essere determinata caso per caso).
Si raccomanda un volume finale di 50 pl di soluzione di lavoro di anti-
geni per ogni pozzetto.

mAb-AP

Diluire mAb-AP 1:180 con tampone di diluizione (p. es. 5 yl mAb-AP
© con 900 pl di tampone di diluizione @ = 905 pl di soluzione di la-
voro). Aggiungere 100 pl di soluzione di lavoro mAb-AP in ciascun
pozzetto.
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8 Proceduradi test
Il test comprende le fasi seguenti:
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1. Prelievo di sangue

2. Centrifugazione a gradiente Ficoll

3. Isolamento delle PBMC

4. Applicazione della micropiastra (aggiunta di PBMC e stimolanti)
5. Stimolazione delle PBMC (incubazione durante la notte)

6. Rilevamento delle cellule secernenti IFN-y (spot)

7. Conta degli spot

(v. anche sezione 3, Principio del test)

N. |Esecuzione Nota

1 Prelievo di sangue/Preparazione Il test viene eseguito a tempera-
Prima di iniziare il test portare tutti i tura ambiente. La conservazione
reagenti ad una temperatura compresa | 0 il trasporto del campione di
tra +18 °C e +25 °C (temperatura am- | Sangue avvengono a temperatura
biente). ambiente (+18 - +25 °C).

2 Centrifugazione a gradiente Ficoll La lavorazione dei campioni deve
Esecuzione come da capitolo 7.3.3 iniziare entro 24 ore dal prelievo

di sangue.
3 Isolamento delle PBMC Per un pozzetto servono 2,0 x
105 cellule.
Esecuzione come da capitolo 7.3.3
Regolare il numero di cellule vive a 2 x
106 cellule per ml di mezzo AIMV®,
4 Applicazione della micropiastra
(controlli inclusi)
Esempio di occupazione di una striscia:
A I I 50 I controllo negativo (mezzo)
B I I 50 pl miscela di simolazione 1 soluzione dilavoro .
Paziente #1
C I I 50 pl miscela di simolazione 2 soluzione dilavoro
D I:f I 50 pl PHA soluzione di lavoro
E I I 50 I controllo negativo (mezzo)
F I I 50 pl miscela di simolazione 1 soluzione di lavoro .
Paziente #2
6 ) 50 i misosta di simolazione 2 soluzione dilavoro
H [@) 50 i PHA soluzione di lavoro

a) | Pipettare le soluzioni di lavoro nei poz- | Per la preparazione delle solu-
zetti (iniziando con il controllo nega- zioni di lavoro si veda il capitolo
tivo): 7.3.4
« Controllo negativo 50 pl di mezzo
o PHA @: 50 pl di soluzione di lavoro

PHA
e Stimolanti: 50 pl di soluzione di la-
voro di antigeni

b) | Miscelare la sospensione cellulare im- | Nota: dopo ogni pozzetto sosti-
postata (vedere il capitolo 7.3.3) imme- | tuire il puntale della pipetta per
diatamente prima dell'uso. evitare contaminazioni crociate.
Aggiungere con cautela 100 pl di so-
spensione in ciascun pozzetto ini-
ziando dal controllo negativo, dall'alto
al basso.

C) | Posizionare il coperchio della MTP €.

5 Stimolazione delle PBMC Nota: Per rilevare le cellule T
(incubazione durante la notte) specifiche CMV si raccomanda
Incubare la MTP @ a +37 °C, 5% un tempo di incubazione di 17
CO:2 in un incubatore umidificato. fino a 21 ore.

| tempi di incubazione variano in
base alla stimolazione e alla fre-
guenza delle cellule che produ-
cono citochine e pertanto do-
vranno essere ottimizzati dal la-
boratorio di prova. Ai fini della
confrontabilita i tempi di incuba-
zione dovranno essere sempre
uguali per un determinato stimo-
lante.

6 Rilevamento di cellule secernenti IEN-y | Nota: i volumi di seguito riportati
Non & piu necessario operare in condi- | si riferiscono ad un singolo test.
zioni sterili.

a) | Eliminare la sospensione cellulare e il
mezzo.

b) | Aggiungere 200 pl di tampone di la-
vaggio 1 @ per pozzetto.

€) | Eliminare il tampone di lavaggio 1 e ri- | Nota: a questo punto & possibile
petere il lavaggio altre 5 volte. interrompere il rilevamento. La

piastra, completamente vuota
dopo l'ultimo lavaggio, puo es-
sere conservata a -20 °C per un
massimo di 48 ore.
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d) | Preparare la soluzione di lavoro mAb-
AP miscelando 5 pl di mAb-AP @ con
900 pl di tampone per diluizione @.

€) | Aggiungere 100 pl di soluzione di la-
voro 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 pl di tampone di la-
vaggio 1 @ per pozzetto.

) | Eliminare il tampone di lavaggio 1 e ri-
petere il lavaggio altre 2 volte con il
tampone di lavaggio 1.

k) | Aggiungere 200 pl di tampone di la-
vaggio 2 @ per pozzetto.

I) | Eliminare il tampone di lavaggio 2 e ri-
petere il lavaggio altre 2 volte con il
tampone di lavaggio 2.

m) | Aggiungere 50 pl di substrato @ per
pozzetto.

n) | Posizionare il coperchio della MTP.

0) | Incubare le strisce reattive coperte per | Nota: evitare una durata mag-
6-7 minuti a temperatura ambiente giore dellincubazione, in quanto
(+18 °C - +25 °C) e al buio. potrebbe influire negativamente

sulla quantificabilita del risultato a
causa di una colorazione piu in-
tensa del fondo.

p) | Colare il substrato.

q) | Bloccare la reazione cromatica la-
vando 3 volte i pozzetti con acqua cor-
rente.

] Estrarre il fondo della piastra e battere
leggermente i pozzetti su una salvietta
di carta per rimuovere il liquido re-
stante.

S) | Asciugare le strisce reattive a tempera- | Nota: dopo I'asciugatura la colo-
tura ambiente (+18 °C - +25 °C) per razione resta stabile per diverse
una notte. In alternativa la piastra pud | settimane al buio.
essere asciugata anche in flusso d'aria
del piano sterile per almeno un'ora.

7 | Conta degli spot Nota: per garantire un‘analisi
Contare gli spot e analizzare, interpre- | standardizzata dei campioni, si
tare e documentare i risultati del test in | consiglia di utilizzare un ELISpot
base alle istruzioni fornite nei capitoli reader validato e calibrato con il
seguenti. relativo software. Eseguire un'i-

spezione visiva del numero degli
spot per verificare che coincida
con il risultato del lettore. Le im-
postazioni del lettore devono es-
sere stabilite e non devono es-
sere modificate in caso di misure
ripetute.

9 Risultati

La funzionalita della risposta immunitaria cellulo-mediata viene deter-
minata con la frequenza delle cellule secernenti IFN-y (spot-forming
cells, SFC) in condizioni di stimolazione specifica e senza stimolazione
(controllo negativo).

9.1

Validazione — Controllo qualita

Il controllo negativo (senza stimolazione) presenta, nel caso tipico,
spot assenti o0 presenti in numero limitato (< 10 pro 2 x 10° cellule). Un
maggior numero di spot nel controllo negativo pud indicare un'infe-
zione subclinica o una stimolazione aspecifica generalizzata e com-
porta una minore sensibilita analitica.
Il controllo positivo (PHA) @ & una misura della funzionalita delle
PBMC e dovrebbe produrre un numero elevato di spot (nei soggetti im-
munocompetenti generalmente > 200 spot pro 2 x 10° cellule). | motivi
del minor numero di spot nel controllo positivo possono essere, ad
esempio, una possibile immunodepressione del donatore o la conser-
vazione/manipolazione scorretta dei campioni di sangue. Le cause
dovrebbero essere chiarite utilizzando altri procedimenti idonei.

9.2

Interpretazione dei risultati di test

Gli spot sviluppati vengono contati al microscopio o con un ELISpot
reader (raccomandato). Ogni spot rappresenta una singola cellula ef-
fettrice secernente citochine. La funzionalita del saggio viene valutata
dalla determinazione della frequenza delle cellule formanti spot (SFC)
in condizioni specificamente stimolate e non stimolate (di norma
espressa come SFC per 200.000 cellule). L'interpretazione dei dati
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spetta all'operatore, poiché dipende dallo stimolante utilizzato e dalla
popolazione di cellule analizzate. Per esempio, il numero delle SFC
non stimolate pud variare in funzione del sistema sperimentale (gruppi
di pazienti esaminati, pazienti con diverso background clinico, ecc.).

Nota: il controllo positivo (PHA) dovrebbe mostrare una forte reazione
con un elevato numero di spot. In caso di risultato negativo del test e
contestualmente di numero negativo o scarso di spot nel controllo po-
sitivo, non € possibile esprimere un parere affidabile circa la funziona-
lita del saggio. Questo risultato pud indicare la mancanza di cellule
reattive, p. es. a causa di una forte immunosoppressione oppure di
una conservazione o di un trattamento inadeguati del campione prima
di iniziare il test. Se un pozzetto mostra un maggior numero di spot ri-
spetto a quelli che il dispositivo puo differenziare e se € richiesta una
quantificazione esatta degli spot, si consiglia di ripetere il test con una
diluizione del campione di cellule. Il numero minimo di cellule per cia-
scun pozzetto, che garantisce la linearita del test, dovra essere stabi-
lito dall'operatore. Si tenga presente che il saggio ELISpot presenta
una buona linearita nell'ambito di 60.000 fino a 200.000 PBMC umane
per ogni pozzetto.

Esempio: Il test &€ certamente positivo per le cellule T specifiche di
CMV, se vengono soddisfatti i seguenti criteri:

A) 210 spot per 2 x 10° cellule

B) se il rapporto degli spot per 2 x 10° cellule stimolate e non
stimolate era 2 2,5 (Banas et al., 2017; Manuel et al., 2024).

I test & sicuramente negativo quando non vengono rilevate cellule
reattive specificamente stimolate E il controllo positivo (PHA) @ & di
2 10 spot per 2 x 10° cellule.

Il test non puo essere valutato quando il numero di spot del controllo
positivo (PHA) @ con test negativo & < 10 spot pro 2 x 10° cellule. Se
la stimolazione specifica & certamente positiva (p. es. per le cellule T
specifiche di CMV devono essere soddisfatti i due suddetti criteri A e
B), ma il controllo positivo (PHA) @ & in < 10 spot / 2 x 10° cellule, il
test viene comungue considerato positivo.

Se la stimolazione specifica contiene un numero di spot maggiore di
quello rilevabile dallo strumento di misura, il campione di sangue deve
essere nuovamente testato in diluizione da 1:2 a 1:3 max per quantifi-
care piu precisamente il numero degli spot (osservare il campo di mi-
sura dell’'ELISpot reader).

Nota: Esempi per l'interpretazione dopo la stimolazione con peptidi a
base di EBV, pool di peptidi contro le proteine M, N e S di SARS-CoV-
2 oppure miscele di peptidi di BKV: il rapporto degli spot nella condi-
zione stimolata rispetto a quella non stimolata era > 3 (Bieling et al.,
2017; Bonifacius et al., 2021; Koldehoff et al., 2023).

10 Limiti del metodo, limitazioni

¢ La valutazione dei risultati del test & attendibile solo se la lavora-
zione del campione € iniziata entro 24 ore dal prelievo di sangue e
se il campione di sangue é stato trasportato o conservato a tempe-
ratura ambiente (+18 - +25 °C).

e | campioni di sangue eparinato non devono essere refrigerati o con-
gelati.

¢ Non utilizzare sangue EDTA.

11 Caratteristiche delle prestazioni

Le caratteristiche delle prestazioni dipendono dagli stimolanti utilizzati
e devono essere determinate dall'operatore per il sistema specifico. In-
formazioni dettagliate sulle caratteristiche delle prestazioni per rilevare
le cellule T specifiche di CMV sono riportate nelle Istruzioni per l'uso
del Kit MIKROGEN T-Track® CMV (Articolo n°. 11001003).

12 Riferimenti bibliografici

1. Manuel et al., (2024). Immune Monitoring-Guided Versus Fixed Duration of
Antiviral Prophylaxis Against Cytomegalovirus in Solid-Organ Transplant
Recipients: A Multicenter, Randomized Clinical Trial. Clin Infect Dis. 78(2):
312-323.

2. Koldehoff et al. (2023). Long-Term Follow-Up after Adoptive Transfer of BK-
Virus-Specific T Cells in Hematopoietic Stem Cell Transplant Recipients.
Vaccines (Basel). 11(4):845.

GATTIEO01IT_2025-02

MIKROGEN

DI AGNOSTIK

3. Bonifacius et al. (2021). COVID-19 immune signatures reveal stable antiviral
T cell function despite declining humoral responses. Immunity 54(2):340-
354.

4. Barabas et al. (2017). An optimized IFN-y ELISpot assay for the sensitive
and standardized monitoring of CMV protein-reactive effector cells of cell-
mediated immunity. BMC Immunol. 18.14.

5. Banas et al. (2017). Validation of T-Track® CMV to assess the functionality
of cytomegalovirus-reactive cell-mediated immunity in hemodialysis patients.
BMC Immunol. 18.15.

6. Bieling et al. (2017). Personalized adoptive immunotherapy for patients with
EBV-associated tumors and complications: Evaluation of novel naturally pro-
cessed and presented EBV-derived T-cell epitopes. Oncotarget. 9(4): 4737-
4757.

13 Abbreviazioni e spiegazione dei simboli

13.1  Abbreviazioni

AP Alkaline phosphatase, fosfatasi alcalina

CO, Anidride carbonica

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ELISpot Enzyme-linked Immunosorbent Spot

IFN-y Interferone-y

Li Litio

mAb Monoclonal antibody, anticorpi monoclonali

SDS Scheda di sicurezza

MTP Microtiter plate, micropiastra

NC Negative control, controllo negativo

PBMC Peripheral blood mononuclear cells, cellule mononucleate
del sangue periferico

PBS Phosphate-buffered saline, tampone fosfato salino

PHA Phytohemagglutinin-L, fitoemoagglutinina-L

PVDF Polivinilidenfluoruro

SFC Spot forming cells, cellule formanti spot

13.2  Spiegazione dei simboli

Contiene reattivi sufficienti per <n> determinazioni
Numero delle determinazioni

WASHBUF 1 Tampone di lavaggio 1

Tampone di lavaggio 2

Tampone di diluizione

L

Substrato

=
3
o

Micropiastra

CONTROL |+ Controllo positivo

Anticorpi rilevatori specifici per IFN-y coniugati con la fo-
sfatasi alcalina

Istruzioni per I'uso

Osservare le istruzioni per I'uso

Contenuto, contiene

Test in vitro

O

Numero lotto/versione

Numero di catalogo

Utilizzare entro
Data di scadenza

TaEEEE=EIE
9 af |2
El"!@lg
=] A >

< o

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

%

o
p
]

Non congelare

Produttore

Avvertenza

Contiene materiale biologico di origine animale
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T-Track® IFN-y ELISpot
Istruzioni per l'uso (italiano)
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