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@oducts
CMYV Brite™ Turbo Kit

Taxeia AvTiyovaipia CMV pp65 yia Tnv avixveuon
evepyoug poAuvong CMV

[REF VIR-CMV110 ¥ 110 Teor C€0344
[REF]® VIR-CMV 110 BDC ¥ 110 Teor 510(k) #991650

EmdiwKOpMEVN XpAon

To CMV Brite™ Turbo Kit amookonei og TaxU MoIOTIKO EVTOMIOWO TNG
NpwTEiVNG XaUNAOTEPNG HECOKUTTAPIAG oudiag pp65 CMV péow €UPECOU
avooo@OopIoUOoU, YE TN XPAON MIKPOOKOMIOU OE AnMopoVWUEVA NEPIPEPIKA
AEUKA aipoopaipia Ta onoia €xouv AnPBei and ailBuAevodIapIVOTETPAOEEIKO
o&U (EDTA) n nnapivn avtinnkTikoU avBpwnivou nepigepikol aipaTog. H
avixveuon Tou CMV pp65 og kUTTApa avBpwmnivou NeEPIPEPIKOU AipATOq
BonBd oTn diayvwon Tng o&giag CMV Aoidwéng f enavevepyonoinong. To
npoiov auTo dev €xel eykpiBei and Tov FDA (un gyKeKpIUEVO) yia Xpron o€
JOKIMEG (M.X. EAEYXO) O€ JOTEG aipaTog ) MAACNATOG.

NepiAnywn ka1 enge§Rynon

O poAUvoeIg pe avBpmnivo KuTTapopeyaAoid (CMV), évav 16 €pnng M2,
eival eupuTaTa d1adedopEVEG 0 OAOKANPO TOV KOGWO (MOCOCTO EMIMOAACHOU
40-100%). Av kal pia poAuvon pe CMV npoodelel XwpiG CUPNTOUATA 0TV
nAelovoTNTa TwV aTOPWV HPE avoooendpkeid, dUvartal va odnynoel oe
00BapEG eMMNAOKEG O aTopa He eEA0OEVIOUEVO aVOOONOINTIKO oUCTNHA 1) OE
nepinTwon nou dev €xel akopa avantuxBei NANpwg (nnatimida, eAeyuovn
Tou ap@IBANOTPoEIdolg, nveupovia KTA.). O CMV eival To ouxvoTepo
naboydvo ek yeveTng HoAUvoewv. Mepinou To 10% Twv nNaildiov pE €K
YEVETNG pHOAuvon CMV epgavifouv cupnTopata Kata mn yévvnon (ikTepo,
nnatoonAnvopeyaAia, NETEXEIQ aigoppayia kar xopioap®iBAnaTpoelditida).
MNepaiTépw opadeg acBevwv OTIG onoieg pia ogia poAuvon CMV anoTelei
goBapn aneiAf €ivar ol AANTEG 0pPYyAvVWV Kal POOXEUMATWV HUEAOU TwWV
00TWV, Kabwg eniong aoBeveig AIDS. H avaAuon avTiyovaiyiag CMV gxel
avanTuxBei XpnoILOMNoI®VTAG KOKTEIA SUO HOVOKAWVIKOV avVTIOWHATWOV
(C10/C11) Ta onoia kateuBUvovTal evavTiov TnG pp65 [2]. H avdiuon
avTiyovaipiag CMV egival noAUTIUN oTn diayvwon evepyoug poAuvang CMV.
To KEAUQPOG TV PIaAIdiwVv KAANIEPYEIQG NAPEXOUV AMOTEAECHA €VTOG 1 pE
2 nuepwv, woToco dev eival euaiobnta yia evronioyd CMV oe deiyparta
aipaTog. e avtiBeon, o evroniopog avrtiyovou CMV oe kUTTapa
(avTiyovaipia CMV) noAupop@onupnvou nepipepikou aipatog (PMN) eival
aueoTepa euaiodnTog kal Taxurtatog [1, 2]. H napoloa TeXVIKn
XPNOIYOMOIEI  POVOKAWVIKA  avTiowpdTa yid va  evionioel  TIG
PWOPOPONPWTEIDEG XAMNAOTEPNG MECOKUTTAPIAG ouadiag (pp65), €va
NPWIKMO avTiyovo avTiypa®n 10U, To onoio undapyel o€ agBovia oe OeTIkA
avtiyova PMN [2-5]. H avdAuon Tou CMV Brite Turbo d&uUvartar va
0AOKANPwOEi evTdg 2 wpwv CUANOYNG deiyuaTog.

Apxn Tou TeoT - €EETAaon avooopOopioHOoU -

H péBodog CMV Brite™ Turbo anoTteAeital and:

a. AneuBeiag AUON TV NEPIPEPIKOV EPUBPOV AINOTPAlPiwWV

B. MpoeToipacia TWV KUTTAPOPUYOKEVTPWY NAAKISiwV

y. KaBnAwaon kai dianeparotnTta

d5. 'Eppeon xpwon avoco®Bopiopol  XpNOILOMOI®VTAG HMOVOKAWVIKA
avTiowparta, kateuBuvopeva evavTiov TG npwTeivng CMV pp65.

€. Avayvwan Kal EKTINCN TWV anoTEAECHATWV

To npwTo Brpa otn péBodo CMV Brite™ Turbo nepihapBavel aneuBeiag Auon
TV NEPIPEPIKWV €PUBPWV aipooPaipiwv [6]. Mera Tn Alon, Ta
AguKOKUTTAPA  KUTTAPOPUYOKEVTPIfovTal enavw o &va  nAakidio,
KabnAwpévo kal Pe dlanepatdTNTA, MOTE va EMTPEWEI MNAPENOUEVO
€VTONIOUO Tou avTiyovou pp65. H napoucia Tng pp65 evronileTal anod To
KOKTEIA avTiowpaTtwy C10/C11 kar angikovileTal HEOW EVOG OUYKEKPIUEVOU,
deuTepelovTog avTiowuaTog FITC. Ta AgukokUTTapa BETIKOV avTIyoOvwY
CMV napouadidfouv OWOIOYEVR KiTPIVN-NPAcivy MoAUAOBWTA NuUpNVIKN
Xpwaon otav eEgTalovTal We Tn Xpnon Hikpookoniou gBopiouou. O apiBudg
BETIKWV avTIyOVwV KUTTapwv CMV kaTapeTpeital ava dinAdTunn xpwaon.

To kit nepiéxel

LYS| 200 ml  AvmidpaoTtipio A (A), AiaAupa Along epubpou
aipoogaipiou
(A1aAupa xAwplouxou appwviou, agidio vatpiou < 0,1%)
Supnukvwaon: apaioon 1:10 Ye anopeTaAAWHEVO VEPO

nposidonoinon

FIX 290 ml AvTidpaoTipio B (B), STepewTikd didAupa
(popualdelidn og PBS, alidio vatpiou < 0,1% )
Supnukvwaon: apaioon 1:5 pe PBS
@ Kivduvog

PE 290 ml AvTidpaotipio I' (C), AiGAupa dianepardTnTag
(Igepal Ca-630, 0pdg euPplou pooxou os PBS, alidio
varpiou < 0,1%), SupnUkvwon: apaiwon 1: 5 pe PBS

MAB| 4 ml AvTidpaotipio A (D), MovokAwvikd avTticwpa (novTiki),
Miypa C10/C11 (IgGi/IgGi) evavmia oTnv npwTeivn
XaUNAOTEPNG HECOKUTTAPIAG ouaiag pp65. alidio vaTtpiou <
0,1% (ETOIMO npog xprion)

CONJ]| 4 ml AvTidpaotipio E (E), culeuypévo pe FITC apvog avTi-
novTiki avoooo®aipiveg pe Evans Blue, alidio vatpiou <
0,1%). (EToIgo npog xpron)

CONTR| 5 x 1 MNMAakidio EAéyxou, nAakidia PIKpooKoniou yia EAeyXo
avTiyovaipiag CMV. MAakidio EAEyXoU O OPPAayIoUEVO
BUAako pe ano§npavTiko.
(EToipo npog xpAon)
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AnapaitnTo epyacTtnpiako uAikd nou dev nepiAapBaveral oto Kit

EpyaoTnpiakn QUYOKEVTPOG. SWANVEG PUYOKEVTPOU KWVIKAG Baong 50 ml.
AMNOOTEIPWHEVEG MPOXOIDES, MIKPOMPOXOIdEG Kal akpa. PUTIOAOYIKOG 0pdG
HE pUBUIOTIKO SIGAUNA GWOPOpPIKAV 16VvTwV (PBS), pH 7,4, Xwpig Ca, Mg.
AILOCPAIPIOPETPO n auTopaTOMNOINKUEVOG HETPNTAG KUTTApWV.
KuTTapopuyodkevTpa nAakidia. KuTtapo@uyokevTpog (6nwg tng Shandon
Southern Products, Ltd., povtéAo KutTapopuyokevTtpou 3). Aoxeia Coplin
doxeia 10TOAOYIKAG Xpwong. Yypdg BOdAapog. OeppokoiTida 37 °C.
Mikpookonio ¢pBopiopol pe duvaTtoTnTa peyéBuvong anod 250x €éwg 1000x.
Méoo npoeTolpaciag nAakidiou yia peAETn (Un ¢Bopiopol, dnwg To CITI
FLUOR, didAupa MukepoAng PBS, UKC Chem Lab, n Méoo MpoeToipaciag
MAakidiou yia MeAétn Immunoconcept, KaTtaloyog # 111). KaAuntpa
AvaBupiaoewy, MiIkpd YUaAIvo KAAUPpa. XpovopueTpo/ XpovodiakonTng.

Mpogidonoinon kai NnpoAnnTika HETPaA

Mnv evowpaTtOVETE Ta avmidpacTnpid. AMNO@UYETE TNV E€naAQr HE Toug
opBaApoug kal To déppa. ‘OAa Ta deiypaTa kal Ta UAIKA nou XpnaoigonololvTal
yla To TeoT Ba npénel va TUyXAavouv HETAXeEipiong onwg eav nArav
HoAuopaTika, AapavovTtag katdAAnAa npoAnnTikd pETpa acpaleiag. Kata
TNV npoetoipacia Twv MAakidiwv EAéyxou CMV Brite™ Turbo, £xouv
xpnoigonoinBei Aeukd aipoogaipia Ta onoia AR@Bnkav and uyif d6Tn
aipaTog. ‘'OAa Ta deiypata Twv dwpnTwV £XOUV €EETAOTEI Kal €xouv Bpebei
un avTidpacTikd oTnV nNapoucia avriowudtwyv oe HIV-1 , HIV-2, HCV kal
CMV, kabwg eniong yia HBsAg. Mn xpnoIJOnOIEiTE TNV NPOX0ida PE TO OTOUa.
SUN@WVA WE TIG 0PBEG EPYACTNPIAKES NPAKTIKEG, POPATE YAVTIA, EPYACTNPIAKO
XITOvVA Kal yuahid acpaAeiag. Yypd kal pn €UpAekTa UAIKG Ba npéner va
anoAupaivovTal HE UNoxAwpIWdeG vaTpio (TEAIKR oupnUkvwon: 3%, Xpovog
dpaong TouAdyioTov 30 AenTd). Ta uypa anoBAnTa Ta onoia NePIEXOUV 0&Ea
0a npénel va e§oudeTepwvovTal NpoTou anoppiBouv. ‘'OAa Ta UAIKG nou
NpoOKeITal va enavaypnoigononBouv Ba npénel va anooTeEIpwvVOvTAl OF
kAiBavo yia 1 @wpa oToug 121 °C.

To nepIEXEl XAwPIOUXO AUH®VIO. ® H302 EniBAaBég og nepinTwon
katanoong; H319 MpokaAel coBapd opBaApiké epebioud. P305 + P351 +
P338 ZE NEPINTQZH EMA®HE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO
yia apketd Aentd. EGv undpyouv ¢akoi ena@ng, apaipéaTe Toug, EQOTOV
€ival eUkoho. ZuvexioTe va EenAévete. To nepiEXel POpUaAdelidn oe
nocooTo PIKPOTEPO Tou 9.3 %. H @oppaAdelidn anoTeAei eEalpeTikd TOEIKO
aAAepyloydvo Kal evOEXOUEVWG KAPKIVOYOVO avTidpacTnplo, To onoio 6a
NpeEnel va TUyxAavel xeipiopol oUP@WvVa HE TIG OpOEG €PyaOTNPIAKEG
NPakTIKEG, AapBdavovtag kataAAnAa npoAnnTika HETpA. ANOQUYETE TNV
€nagn pe To dEppa n Toug oPOaAApoUG. € H301 + H311 + H331
To&Ik6 0g NepINTWON KATANoong, o€ enagn Pe To d€pua r O NePINTWON
KaTtdnoong; H314 MpokaA€l goBapd depuaTikd gykaluuaTa Kal opOAAMIKEG
BAGBeG; H317 Mnopel va npokaAéoel aAAepyikn deppaTikn avTidpaon; H335
Mnop€l va npokaAéael epedioud TNG avanveuaTikng odou; H351 YnonTo yia
npoékAnon kapkivou; H370 TlpokaAei BAaABeg oTaopyava.P260 Mnv
avanvéete o6vn/avabupidoeig/aépia/aTayovidia/aTuolg/ekvepwpara; P280
Na @opdTe npooTateuTikd yAvTia/ NpooTaTeuTikG evdlpaTa/PUEca aToPIKNAG
npoortaciag yia Ta pdmia/ npéowno. P301 + P310 ZE NEPINTQSH
KATAMNOZHZ: KaAéoTe apéowg To KENTPO AHAHTHPIAZEQN 1 éva MNatpo;
P305 + P351 + P338 ZE MNEPINTQZH ENA®HZ ME TA MATIA: ZenAlveTe
NPooekTIKA pe vepd yia apkerd Aentd. Edv undpxouv ¢akol enagng,
apaipéoTe Toug, €pOToV €lval €UKOAo; ZuvexioTe va EenAévere; P310
Kahéote apéowc To KENTPO AHAHTHPIASEQN 1 éva yiatpd.To
nepiéxel Evans Blue. Ano@UyeTeETNV €nagn We Toug o@BaApouc, To dépua
kal Ta evduparta. H cuokeuaoia Ba npénel va QUAGoOETal KAEIOPEVN KAA.
MAUBEiTE KaAd PETA and enagr pe Kai Kal cUPBOUAEUBEITE Evav
1aTpd. To TEOT MPENEl va €KTEAEOTEI and KATAAANAA KaTapTIOPEVOUG Kal
€EOUCIOBOTNHEVOUG £pYACTNPIAKOUG TEXVIKOUG. TO TECT Mpayparonolgital
und aonNTIKEG Kal MIKPORIOAOYIKA EAEYUEVEC OUVONKEG. MapakaAoUpe ONwg
EMIKOIVWVIOETE PE TOV KATAOKEUAOTN O€ NePINTwon ¢Bopdg Tou apyikou
TeOT Kit.

AnoOnkeuon

Kata tnv napalaBry, anobnkeloTe Ta avTidpacTipia oe Bepuokpacia
2-8 °C. Ano@UyeTe Tnv Aapeon €nagn PE TO QWG Tou nAiou. Ta
avTidpacThpla nou anoBnkelovtal cUPPWVA HE TIG NAPOUCEG 0dnyieg
anoBnkeuong sival otabepa péxpI TNV nUEpounvia ARENG nou avaypdagerai
oTnv €TIKETA. MNa enavaAapBavopeva TeOT, anoBnkeUoTe Ta avTidpacThpia
apéowg PETA anod kabe xpron oe Beppokpaaia 2-8 °C.

Ene&epyacia Tou deiyparog aiparog

SUMEETE nepinou 3 €wg 5 ml pAeBIkoU aipaTog oe cwArnva culhoyrg EDTA,
XPNOILOMOI®VTAG aonNTIKr PAEBonapakevTnan. AnooTeileTe To deiypa aTo
£pyacTrplo Xwpig kabuoTtépnon. To deiypa aipatog npenel va diatnpnBei o
Bepuokpacia dwpatiou (20-25 °C) upéxpr Tnv enefepyacia Tou. H
enegepyacia npénel va AaBel xwpa evrog 6 pe 8 wpwv and Tn cuAAoyr| Tou
deiypartog, Kabwg €xel anodeixBei OTI KATOMNIV anoBrnkKeuong napouaidleral
HEIWOoN TWV BETIKOV avTiyovwy KuTTapwyv (gulloyn og nnapivn) [7-8, 11].
Suvenwg, Oa Mpénel _va EMIXEIPEITAI _NAVTA AUEDN MNPOETOINACIA TWV
nAakidiwv. e aoBeveic pe ocoBapr oudeTeponevia (Ta OUDETEPOPIAG
AeukokUTTapa sivar Aiydtepa and 200/mm?3) anairouvral Touhayxiotov 10 ml
aipgatog. e nepinTwon nou Ta deiydarta NpPOoKeITal va peTagepBolv, Ba
npeEnel va OUOKEUAOTOUV CUUQWVA HE TIG VOMIKEG MpoUnoBEcelg nepi
HETAPOPAG HOAUGHATIKWV UAIKOV.

Aiadikacia TeoT

To npwTOKoAAO npénel va TNPNOEi kata ypappa. EKTog kal unapéel
dla@opeTikn dNAwaon, Ta avtidpacTnpia (cudnepiAauBavopévou Tou PBS)
B6a npénel va BpiokovTal og Bepuokpacia dwuartiou 6Tav xpnaigonolouvTal
otn diadikacia Tou TeoT. H Beppokpaaia dwpaTiou opiletal oToug 20-25 °C.
AQnoTe TIG NAGKeG eAéyxou va g§icopponnBolv oe Beppokpacia dwuaTiou
npiv and To avolyua.
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I. MposToIgacia evaimpnHaTog AEUK®OV aIHOCPAIpinV

. Apaiwon AvTidpaoTtnpiou A 1:10 o€ anopeTaAAWHEVO (ANECTAYHEVO)
VEPO Kal aQraTe TO va KPUWOEl 0 Beppokpaacia 2-8 °C.

. Avapi&te 2 ml aipatog pe 30 ml kpuou (2-8 °C) apaiwpévou
diaAupaTtog AUONG €puBp®V AIOCPaIpiwV O OWARVA KWVIKAG BAong
50 ml kal enwaocTe yia 5 AenTd os Beppokpacia 2 - 8 °C.

. ®uyokevTpnoTe yia 2 Aenta oe 1000xg (2500 rpm). AnoppiyTe TO
UMEPKEIPEVO UYPO.

. EnavaAaBeTe 1o Bripa kpUag AUoNG o€ NepinTwan nou n AUan epubpav
aipoo@aipinv dev €ival ENApKNG LHETA TV NPT popd.

. EvaiwpnaoTe gk vEou To aBwAo kKuTTapou oe 30 ml PBS

. ®uyokevTpnoTe yia 2 Aenta oe 1000xg (2500 rpm). AnoppiyTe TO
UMEPKEIUEVO UYPO.

. EvaiwpnaoTe ek véou To oBwAo oe 1 ml PBS. (& aoBeveig pe coBapn
oudeTeponevia, EVOEXETAl va ANAITEITAlI EK VEOU €vaI®PNON OE HOAIG
0,2 ml).

II. Katap£Tpnon KUTTapwv

. KaTapérpnon  KUTTApwv  XPNOIHOMOI®VTAG  AIHOCPAIPIOHETPO N
QUTOUATOMOINKEVO HETPNTR KUTTAPWV.

. MNpooapudoTe TN cupnUkvwon oe 2,0 x 10° kUTTapa/ml pe apaiwon ot
PBS.

III. MPOETOINACIA KUTTAPOPUYOKEVTPWV NAAKISi®V

. ®uyokevtpnoTe 100 pl Tou evaiwpnuatog 2,0 x 10° kUTTapa/ml oe
nepinou 600 rpm (54x g) yia 4 Aentd o€ yudAiva nAakidia Me
KUTTapOPUYOKEVTPO.

. MpoeToiyaoTe TouAdxioTov 3 nAakidia ava deiyua acBevoug (2 via
€€&Taon Kal €va npocBeTo NAakidio yia epedpiko).

. ApnoTe Ta nAakidlia va aTeyvwoouyV yia nepinou 5 Aentd.

. KUKAWOTE TNV neploxn TwV KUTTApWV €NAvw oTo nAakidio
XPNOILONOIWVTAG EPYACTNPIAKO Hapkadopo.

. Ta nAakidia duvavTail va diatnpnBouv oe Bepuokpacia dwuaTiou KATd
Tn didpkeia TnG vUXTag npiv Tnv kaéniwon.

IV. Ka6nAwon kai diangparoTnta

. Apaiwon Tou MovigonoinTikoU (avTidpaotipio B) 1: 5 oe PBS oe
KaAUNTpa avabupiaoewy npiv Tn Xpnon.

. Apaiwon Tou diaAupartog dianepatoTnTtag (avmidpaotnpio M) 1: 5 o€
PBS o0eg «kaAUnTpa avaBupidoswv npiv TR Xpnon.  (Mnv
€NAvVaypnoIUOMOIEITE).

. BubioTe 2 nAakidia og apaiwpévo avTidpacTtnpio B yia 5 AenTa oe
Beppokpacia dwpatiou oTnV KAAUNTpa avabupIdoewy.

. EpBuBioTe Ta nAakidia 3 @opég oe PBS (didAupa nAlONG) Kal apnoTe
Ta oto didAupa nAlong yia 3 AenTa.

. BubioTe Ta nAakidia oe apaiwpévo avTidpactnpio I yia 1 Aentd o€
Beppokpacia dwuariou.

. EpBuBioTe Ta nAakidia 3 @opég o€ diaAupa NAUONG Kal TONoBETHOTE Ta
oe kaBapd didAupa nAlong yvia 5 Aenta (f yia 600 xpovo enibupeiTe
MEXpl 60 AenTda). € NePINTwON MOU N XPWON HE HOVOKAWVIKO
avTiowpa npénel va akoAouBnoel ansubeiag, TOTE MPOXWPROTE TO
Bripa V.

AnoOnkeuon nAakidiwv:

Eav Ta nAakidla npokeital va anoBnkeutolv, EEMAUVETE Ta HE
anopeTaA\wpEVo (anecTaypevo) vepo yia 15 deutepOAenTa. AQRoTe
Ta nAakidla va OTEyV@OoOuv KATW anod Tn CUCKEUN aEPICHOU Yia
nepinou 20 Aentd. MOAIG OTeyvwoouv, Ta nAakidia npéner va
OUOKEUAOTOUV 0g (QUAAO aloupiviou Kal va anoBnkeutouv oe
Beppokpaaia 2-8 °C yia 24 wpeg, 1 va yuxbouv oToug -80 °C.

V. Xp®on avoco®Bopiocpou

. Anod auTd To onpeio Kal €NEITa, PNV eNITPEWYETE OTA NAPACKEUACKATA
KUTTApWV va OTEYVWOOUV KATa Tn JIApKeld TOUu UumnoAoinou Tng
diadikaciag Xpwong.

. MAakidio EAéyxou CMV Brite™ Turbo. EvudaT®woTe €k VEOU TO NAAKidI0
eAéyxou o€ PBS yia 1 1) 2 AenTa.

. A@aipéoTe éva nAakidio Tn @opd andé To didAupa nAlong Kai
OTEYVWOTE MPOCEKTIKA TNV MEPIOXN Mou NePIBAAAEI TO OnuEio Tou
KUTTApou.

. TonoBetroTe 35 ul diaAUpatog C10/C11 MoAb (avmidpacTripio A) kai
enwdaaoTe yia 20 AenTd og Bepuokpacia 37 °C og uypd Baiapo.

. EnBuBioTe Ta nAakidia 3 popég oe diahupa PBS kal TONoBETNOTE Ta O
véo S1aAupa nAuong yia 3 AenTd.

. A@aipéoTe éva nAakidio Tn @opd and To didAupa nAlong Kai
OTEYVWOTE MPOCEKTIKA TNV MEPIOXN MOU NeEPIBAAAEI TO OnuEio Tou
KUTTApou.

. TonoBetroTe 35 ul ouleuktn (avmidpactnpio E) kal enwdaoTe yia 20
AenTa oe Beppokpaaia 37 °C o uypo Balapo.

. MAUveTe To dUo POpPECG 0 vEO PBS kal EENAUVETE TO NPOCEKTIKA HE
VEPO Bpuong (3 POpPEC) Kal TONOBETAOTE TO PE PECO MPOETOILACIAC
nAakidiou yia PHEAETN Kal HIKPO YUAAIVO KAAUpMa.

VI. Avayvwon

MpaypaTonoinoTe avayvwon To OuvTopoTepo duvaTtdv. Ta nAakidia
dUvavtal va anobnkeuTolv péXpl Kal 8 wpeg ot Bepuokpacia 2-8 °C,
KaAUPPEVa KaAd, npog elaxioTtornoinon Tou &eBwpiaopatog. EkTeAéoTe
HIKPOOKOMIKN a&loAOyNnon XpNnoiHonolwvTag HIKPookKonio ¢Bopiopol ot
uey€Buvan 400x. AUvaral va XpnoiponoinBei peyaAuTtepn peyebuvan 1000x
yvia av&non Tng availuong. (AvaTpeETe OTO ONuEiwPa OUCTACEWV Yia
MIKpookOMia kal kUBoug @BopiopoU oTo "EpyaoTnpiakd UAIKO  Kal
€E0NAIOHOG"). AvixveloTe OAOKANPN TNV ENIPAVEIa TOU anueiou. Ava acBevn
6a npénel va avixvevovTal duo onueia. Ta BeTika kUTTapa napoucialouv
KiTpIVN-Npaaoivn noAuAoBwTA nupnvikn xpwaon. Ta apvnTika kUTTapa dev
napouaialouv KiTpIvn-npacivn Nupnvikn xpwon.
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Se onavieg nepinTwoelg (AlydoTepo and 5%) evdéxeral va npokUuyouv
31POPOUNEVEG AVaAYVMOEIG AOYW TEXVNT®V NPoidVTwV. To Mo ouXvo TEXVNTO
npoiov o@eileTal 0 NWOIVOPIAa. AvayvwpilovTal and pn OUYKEKPIPEVN
KUTTAPOMNAQOUATIKRA XPWON, HE OPAIPOEIdN EUGAVION 0aVv WAUPEG OMEG,
ouxva og oxnua d1onTpag. To KUTTaponAacua evogxeTal va ival Baunod kal
nio KiTpIVo. € MepinTwaon nou kanoia KUTTapa sival npaaciva, sivai évaeign
TEXVNTOU NPOIOVTOG, TO Onoio eVOEXETAl va OXETICETAlI HE KAMOIOUG TUMOUG
aoBevmv kal gival e§aIpeTIKA ondvio. H npdaoivn Xp®on TwV KUTTApwV HOVo
oTNV MEPIPEPEIA TOU onpeiou dev Bewpeital BeTIkR. AUTO evOExeTal va
OUMBEI O MEPINTWON MOU TO ONUEIO €XEl APXIOEI va OTEYVWVElI KATA Tn
SIGpKEIa TNG ENWAONG, EITE PE dIAAUNA HOVOKAWVIKOU aVvTIO®UATOG EITE HE
diaAupa  ouleuéng. [MpaypaTonoinoTe enwacn o€ uypo 6Bdalapo Kal
BeBaiwBeiTe OTI OAOKANPO TO ONWEIO TOU KUTTAPOU KAAUMTETAI and To
avTiIdpacTnpio. € NePINTwon nou Ta nAakidia dev eival eMdEKTIKA
€punveiag AOyw TeEXVNT®V MPOIGVTWY, MpayuatonoifnoTe Xpwon oTo
epedpikd MnAakidio(a) r oe nepinTwon mnou dev AUveral To npoBAnua,
npayuaTonoinoTe Afwn Kai eEeTaoTe éva npoabeTo deiyua.

‘EAgyxog MoidoTnrag

Ta BeTika (oTaBepa CMV npwTEivN KATOTEPNG UATPAG PP65 avTIyoVo-BETIKA
KUTTApa avagepelyPHeéva PE avTiyovoapvnTika AeukokUTTapa) kai apvnTikd
(oTaBepd AeukokUTTapa apvnTikd oto avTiyovo CMV) nAakakia eAgyyou
napgxovral He To KIT. Ta NAakakia XpnoigonoiouvTal HOVO yia Tov EAEyX0
Tng diadikaciag xpwaong kail dev ennpealouv Tn diayvwaoTikn a&ia Tou KIT. Oa
npenel va yiveralr €éAeyxoGg Tou BOeTikoU pAPTUpPA KaATa Tn SIAPKEId TNG
XPWoNG, mpiv TNV a&gioAoynon Twv JdelyddTwv Twv acbevav. O BeTIkdg
uapTupag Ba npenel va emOEIEEI OPOIOYEVH KITPIVO-MPACIVN XpWon BETIKMV
KUTTAPWV MWE OTPOYYUAR pop@oloyia (o mupnvag dev eival opatog). O
apvnTIKOG MapTupag Ba npénel va deixvel KiTpivn-npacivn xpwon. MNapa to
yeyovog OTI o1 31adikacieg punopei va akohouBolUvTal auoTnpd, éva BeTIKO
KUTTapo Ba pnopoloe va napatnpnBei OTOV apvNTIKO HAPTUPA. € TETOIEG
NeEPINTAOEIG N Xpwon dev npénel va Bewpeital akupn. Ta BeTIKA KUTTApa
oTov apvnTikd papTtupa, de deixvouv Nwg To MAAKAKI Tou aocBevolg dev
unopei va a§ioAoynoei.

EniAoyn pIKpookoniou

H enihoyn Tou owoToU KUBOU @iATpou, o onoiog Taipialel atn gpBopifouca
£€VWOn Nou XPNOIPOMOIEITAl WG XPWATIKN, €ival aNUAvTIKN. AlaQEPE! yiIa KABE
KATAOKEUAOTN MIKpooKoniwv. EMIAEETE To owoTO OUVOUAOWO yia Xpnon
FITC, 6nwg To pikpookonio Olympus BX-40 r) BX-60 pe: KUBo @Bopiopol
(U-MNB), Mnkog kupaTog diéyepong (470-490 nm), MRAKOG KUMATOG
€knopnng (> 515 nm).

Avayvwon Kal EPUNVEIa anoTeEAECHATOG

Ta anoTteAéopata a&iohdynong nAakidiwv JdelyudTwv acBevov eival
noloTIKA. OETIKO ANOTEAECUd: €va N NEPIOOOTEPA BETIKA avTiydva KUTTApa
CMV avd 3inAoTunn Xpwon. ApvNTiKO dnoTéAEOUA: Kaveva BeTIkO avTiydovo
kUTTapo CMV ava dinAoTunn xpwon. MNa va BswpnBei 6T €va anoTéAeoua
eival apvnTikd, anaiteitar napouadia TouAdyxioTov 50.000 JdelypdTtwv
KUTTApWV, KaTA NPOCEYYION. € NEPINTWON NMOU NPOKUWOUV SIPOPOULEVEG
avayvooeig Adyw TEXVNTOV NPoidVTWV O aUPOTEPA Ta JINAOTUNA XPWONG,
Ta anoteAéoparta dev npenel va gppnveuBolyv. MpaypaTonoinoTe Xpwon oTa
e@edpikG nAakidia ) AaBeTe kal eEeTaoTe €va npdobeTo deiypa aobevoug.

Mepiopiopoi TG diadikaciag

EvToniopog xapnAoTepnGg HedoKUTTAplag ougiag CMV pp65, npdwpng
SOMIKNG NPWTEIVN NPENEI va EKTEAECTEI ano epyacTnpla Ta onoia d1aBETouv
EUNEIPIA OE AVOOOKUTTAPOXNHIKESG TEXVIKEG,.

H npoeToipacia AeUKwV aIgoo@alpiwv NPENEN va eKTEAEITAI AN NPOCWMIKO
UE gPnelpia 0€ aonNTIKEG TEXVIKEG. H anoTeAeopaTikdTnTa TOoU CMV Brite™
Turbo Kit pe deiypata diapopeTikd and Aeukd aipoopaipia avBpwnivou
aipaTog dev éxel eEakpiBwBei. Ta XapakTnpioTIKA TNG anodoong Tou TEOT
€xouv e&akpiBwOei xpnaiponoinvtag To CMV Brite™ Kit (deiypata EDTA kal
nnapivng) kai €xel a§loAoynbei 0 E0WTEPIKEG PHEAETEG XPNOIHOMNOI®VTAG TO
CMV Brite™ Turbo Kit (puovo deiyyatra EDTA). To CMV Brite™ Turbo Kit
npoopileTal HovVo yia Xprnon o€ HIKPOOKOMNGON avoco®Bopiopol Kal oxl yia
XPNon HE por KUTTapoueTpiag. O TUNOG Kal N KaTaoTaon TV 0pyavwy nou
XpnaolgonolouvTal Ba ennpeacouv TNV ONTIKA €u@Avion TNG €IkOvag nou
AapBaveral. H avtidpaon evdéxetar va dlapépel Adyw Tou TUMOU
MIKpOOKOMioU Mou XpnaldonolgiTal, TnG nnyng @wTog, Tng nAikiag Tng
Auxviag, Tng ouvapupoyng Tou QIATPOU Kal Tou NAyoug Tou QIATpou, TIG
d1apopEG TNV €UAICONCIa TOU UNOCTPWHATOG TOU AvTiyovou f Tn diadikaaia
avaluong nou xpnaiponolgital. KaBe epyaotnpio npénel va kabigepwoel dika
TOU KPITAPIA YIa TNV avayvwon Twv delyNdTwyv acgBevav, XpnolponoliovTag
KataAAnAoug eAéyxoug. O evtoniopog kar n eniBeBaiwon XapnAoTepng
JegokuTTApIag ouaiag CMV pp65, npowpn OouIKN NPWTEivn O Agukd
aigoo@aipia nePIPePIKOU aipatog dev anoTeAei S1AYVWON CUPNTWHATWYV
OUYKEKPIPEVNG VOOOU, KaBwg To CMV pp65 duvaTal va undapxel yia geyain
XPOVIKN nepiodo peTd and ofgia poAuvon kal ol acBeveic Ye avTiyovaipia
CMV (1diaitepa xapnAa enineda) va voooUv XwpiG CUUNT®MATA. YNapxel
nARBoG dNUOCIEUPEVWY avapopwyV yia acBeveic ol onoiol €ival apvnTIKoi
oTnVv avTiyovaipia kal B€TIKOi oTNV laigia, Kal HEPOG TWV OUYKEKPILEVWV
aoBevv evOEXETal va €xel Tn vooo CMV. Zuvenwg, €va apvntikd TeoT
avTiyovaigiag dev anokAeiel anoAUTwG To ev3EXOUEVO WOAUVONG 1 VOOOU
CMV. To CMV Brite™ Turbo Kit dev npoopiletar yia napakoAouBnon
avTIBIOTIKOV Pappdkwv. Ta XapakTnpioTika Tng anddoong Tou TeOT dev
€xouv eEakpiBwBei xpnoiponoi®vTag veoyvikd deiyparta. Evdéxetar va
onpeIwOEl Peiwan BETIKWV avTyOvwv KUTTapwv (ouAloyn o€ nnapivn) avd
nAakidlo MeTa Tnv anoBnkeuon [7-8, 11]. Zuvenwg, Oa npénel va
enixelpeiTal navra dueon npoetoipgaacia Twv NAakidiov. O PEYIOTOG XpOVOG
anoBnkeuong Twv delyPdTwy o€ Beppokpaaia dwpaTiou dev £Xel KABOPIOTEI.
Se aoBeveic pe goBapn oudeTeponevia (Ta oUdETEPOPIAG AcUKOKUTTApPA €ival
AiyoTepa and 200/mm?) anarrolvTal Touhaxiotov 10 ml aipaToc.
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KaBwg Ta HOVOKAWVIKA avTIoOPaTa £XoUvV NPOETOINACTEI XPNOILOMNOoIWVTAG
nPWTOTUMNO OTEAEXOG, dev dUvaTal va evroniaToUv OAEG Ol NEPINTWOEIG
avTiyovaipiag | véa orteAéxn CMV. TMa napddelypa, Ta HOVOKAWVIKA
avTiowpaTa evOEXETAl va pnv evronicouv oteAéxn CMV Ta onoia €xouv
unooTei eEAdoCOOVEG aAAayEG apIVOEEWV OTNV €niTonn neploxn oTtoxou. Ta
XapakTnpIoTIKA TNG anddoong Tou TeoT Oev  £xouv  e8akpiBwOei
XpnoigonoiwvTag deiypaTta nou cUAAEXBNkav og nnapivn.

XapakTnpioTika anodoong

To CMV Brite™ Kit ouykpiBnke pe Tov evroniopd 1ou CMV o€ oupBaTikod
nepiBailov  (CC) kar  kéAUQoOG  @IaNidiwv  kaAAigpyelag  (SV)
XPNOILONOIOVTAG avBpwniva AEUKA dipgoo@aipid NepIPepIkoU  aidaToq.
E€etaortnkav 300 kAIVIKG deiypaTa o€ OUYKPION PE OUMBATIKO nepIBAAlov
(CC) «kai kEAUQOG @lahidiwv  kaAMigpyeiag (SV) [9]. ZuvoAika,
ouykevTpwBnkav 300 deiypata pAeRIKoU aipaTog and AANTEG HOOXEUUATWYV
(159 aAAoyeveTIkoU pUEAOU TwV 00TV Kal 47 opydvwv), 85 acBeveig
@opeig HIV/AIDS kair 9 avoooenapkeic acBeveig. 92 deiypara (30,7%)
€EakpIBwOnke OTI ATav BeTikG e CMV pe To CMV Brite™ Kit. Ze Tuxaioug
nAnBuopolg dwpnTwV aigatog, o apiBuog Jdelypdtwv nou PBpédnkav
enavaihapBavopeva avTidpaaoTikoi o€ avTiyovaipia CMV and CMV Brite™ Kit
eival ouvnBwg 0%. Znueiwon: Ta XapakTnpioTikd anodoong E€xouv
eEakpIBwOei xpnoiponoiwvrag To CMV Brite™ Kit kal €xouv a&lohoyn6ei o€
E0WTEPIKEG HEAETEG XpNOIHonolwvTag To CMV Brite™ Turbo Kit.

ZUykpion Tou CMV Brite™ Kit pe CC ka1 SV

CMV Brite Kit
CC/SV + - agUvoAo
+ 31 3 34
- 61 205 266
gUVOAO 92 208 300
Euaiobnoaia: 31/34 = 91,2% (95% Cl = 76,3 ¢wg 98,1%)

EidIkoTNTA: 205/266 = 77,1% (95% Cl = 70,2 éwg 81,1%)

H anodoon Tou CMV Brite™ Turbo Kit a&oAoynbnke oe peAétn 183
delypatwv acbevav. Ta deiypata acbevav nepiehapBavav 173 aobeveig pe
UETAPOOXEUON 0pYAvWY, 9 avoooenapkeig acBeveig kai 1 deiypa acbevoug
@opea HIV. KaBe aobevng eEeTdoTnke napaAAnAa pe To CMV Brite™ kai To
CMV Brite™ Turbo Kit. Ta anoTeAéopaTa TNG OUYKEKPIUEVNG MEAETNG
a&loAdynong napatiBevral oTov KATWOI nivaka.

CMV Brite™ Kit
CMV Brite™ + - Zuvolo
Turbo Kit aplfpmv
+ 43 7 50
- 6 127 133
SUvoAo apiBuwv 49 134 183

AlaoTaupoUpEVN SpACTIKOTNTA

MNa Tnv avdAuon Tng diacTtaupoUpevng dpacTikOTNTAG, €EETACTNKAV Ol
KAIVIKOI dlaxwpiopoi Twv akdAouBwv 10v: 16G €pnng TUNog 1 kai TUNog 2,
106G Avepeuloyiag Lwotnpa, Adevolog 2, 4 kal 5, Mapaypinikdg 160G 1, 2 kai
3, AvanveuaTIKOG CUYKUTIAKOG 106, 10G TNG MoAlopueAimidag 3 (aypiog TUnog
3), evTepoiog Echo 11, evrepoiog Echo 30, 16g Epstein-Barr (epyaoTtnpiakd
oTéAexog P3HR1), 16G avBpwnivou €pnn TUNOG 6 (EpyacTnpiakd OTEAEXOG
GS), AvBpwnivog 160G avoooavendpkelag (Tunog 1 eunopika diabéaipa
nAakidia IF). Aev evTonioTnke 31a0TAUPOUPEVN dPACTIKOTNTA, EKTOG ANo {ia
aoBevn BeTikn avTidpaong oe €§ and Toug enTa diaxwpliopoug HSV-1 aTo
KEAUQPOG PlaAidiou avaAuong. H acBevng xpwaon nou napatnprnénke oToug
€81 dlaxwplopoug HSV-1 Atav kuTtaponAacpatikn (dnAadn, opatn povo
€KTOG TOU MUPRAVA, O€ NEPIOPICPEVO APIBUO PIKPWOV E0TIOV), NApOUOIa HE TO
npotuno IF nou evronieTal ouvABWG O HOVOKAWVIKA avTiowpata HSV-1.
H aoBeviig xpwon nou napatnpndnke evOEXETAl va OQEIAETAl OTOUG
unodoxeig Fc, ol onoiol oupBoAifovral and Ta poAucgpéva kKUTTapa HSV-1
oTo0 KEAUQOG PIaAidiou avaAuong. Mapendpevn avaAuon ano@avenke OTI
dev unapxouv anodeifeig diacTaupoUpevng dpacTikOTNTAG METAEU Tng
avaAuong avTiyovaigiag HSV kar CMV, Xpnoihonoi@vTag TO KOKTEIA
HOVOKAWVIKQV avTiowuaTtwv C10/C11.

PuUBUIOTIKO KAOECTWG

Mpog TOo napov, To kIT CMV Brite™ Turbo €xel kaTaxwpioTei wg
«1aTPOTEXVOAOYIKN Ouokeun didyvwong in vitro» otn BpadiAia, otn NoTia
Kopéa, oTig Hvwueveg MoAITeieg TNG AUEPIKNAG Kal OTIG XWPEG MOU AVIAKOUV
otnv Eupwnaikr KoivoTnta. S€ OAEG TIG AAAEG XWPEG Ba NpENEl va PEPEI TNV
€vOEIEN «UOVO YIa EPEUVNTIKN XPron».
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@oducts
CMV Brite™ Turbo Kit

Rapid CMV pp65 Antigenemia para la detencion de infeccién
activa de CMV

[REF]*® VIR-CMV 110 W110 Pruebas (€ 0344
[REF[® VIR-CMV 110 BDC ¥ 110 Pruebas 510(k) #991650

Uso intencionado

El CMV Brite™ Turbo Kit sirve para la deteccion rapida cualitativa de la
proteina pp65 de matriz baja virus citomegalo humano (CMV) por
inmunofluorescencia indirecta utilizando un microscopio en leucocitos
aislados de sangre periférica obtenida de acido etileno diamino tetra acético
(EDTA) o sangre humana periférica anti coagulada de heparina. La
deteccion de CMV pp65 en células sanguineas periféricas humanas ayuda
en el diagndstico de la infeccion aguda o reactivada por CMV. Este producto
no esta aprobado por la FDA para su uso en las pruebas (por ejemplo, el
chequeo) de los donantes de sangre o plasma.

Resumen y explicacion

Las infecciones con el virus citomegalo humano (CMV), un virus herpes B
estan extendidas en todo el mundo (velocidad de prevalencia 40-100%).
Mientras una infeccién con CMV continua asintomaticamente en la mayoria
de las personas inmuno-competentes, puede llevar a complicaciones
graves en personas cuyo sistema inmunoldgico estd debilitado o no esta
totalmente desarrollado (hepatitis, retinitis, neumonia etc). MV es el
patégeno mas frecuenta de las infecciones congénitas. Alrededor del 10%
de los nifios infectados congénitamente con CMV demuestran sintomas al
nacer (ictero, hepatosplenomegalia, sangramiento petequiaco y
corioretinitis). Otros grupos de pacientes para los que la infeccidon grave de
CMV representa una seria amenaza son los pacientes con un transplante
de 6rgano o de médula y los enfermos de SIDA. El ensayo de antigenemia
CMV se ha desarrollado utilizando una mezcla de dos anticuerpo
monoclonales (C10/C11) dirigidos contra pp65 [2]. El ensayo de
antigenemia CMV es valioso en el diagnostico de una infeccion con CMV
activo. Los cultivos en probetas proporcionan resultado en 1 o dos dias,
pero no son sensibles a la detencién de CMV en especimenes sanguineos.
Por el contrario, la detencién de antigeno CMV en células
polimorfonucleares en sangre periférica (antigenemia CMV) es precisa a la
vez que rapida [1,2]. Esta técnica utiliza anticuerpos monoclonales para
detectar la fosfoproteina (pp65) de matriz baja CMV, un antigeno temprano
en replicacidén de virus, que suele abundar en antigeno positivo PMNs [2-
5]. El ensayo CMV Brite Turbo se puede completar con dos horas de toma
de muestras.

Principio de la prueba: prueba inmunofluorescente

El método CMV Brite™ consiste en:

a. Lisamiento directo de los eritrocitos de la sangre periférica

b. Preparacion de las laminas citocentrifugas

c. Fijacion y permeabilizacion

d. Tintado inmunofluorescente indirecto utilizando
monoclonales dirigidos contra la proteina pp65 de CMV.

e. Lectura y evaluacion de los resultados

El primer paso en el método CMV Brite ™ Turbo implica el lisamiento directo

de los eritrocitos de la sangre periférica [6]. Después del lisamiento los

leucocitos se citocentrifugan en una lamina, se fijan y permeabilizan para

poder detectar a continuacion el antigeno pp65. La presencia del pp65 se

detecta por la mezcla de los anticuerpos C10/C11 y se visualiza por medio

de un determinado anticuerpo secundario etiquetado FITC. Los leucocitos

antigeno positivos de CMV muestran un tintado homogéneo amarillo-

verdoso de nucleo polilobato cuando se observan utilizando un microscopio

fluorescente. El nimero de células de antigeno positivo CMV se cuenta por

tinte duplicado.

anticuerpos

El kit contiene

LYS| 200 ml Reactivo A (A), solucidn para lisar eritrocito
(Solucién de clorido amonico, azida de sodio < 0,1%)
Concentrado: diluir 1:10 con agua desmineralizada
ADVERTENCIA
FIX| 290 ml Reactivo B (B), Solucidn fijadora (formaldehido
en PBS, azida de sodio <0,1%)
Concentrado: diluir 1:5 con PBS
. PELIGRO
PE 290 ml Reactivo C (C), Solucion permeabilizadora
(Igepal Ca-630, suero de ternero recién nacido en PBS
azida de sodio <0,1%), Concentrado: diluir 1:5 con PBS
MAB| 4 ml Reactivo D (D), anticuerpo monoclonal (ratén),
Mezcla de C10/C11 (IgG:/IgG1) contra proteina pp65 de
matriz baja, azida de sodio < 0,1% (Lista para su uso)
(CONJ 4 ml Reactivo E (E), anticuerpo de oveja inmunoglubinas
de raton conjugadas en FITC con Evans Blue,
azida de sodio < 0,1%) (Lista para su uso)
ICONTR] 5x1 Lamina de control, |ldminas de microscopio para control
de antigenemia CMV. Lamina de control en una bolsa
sellada con desecante. (Lista para su uso)

Material de laboratorio necesario y no incluido en el Kit
Centrifugadora de laboratorio; tubos de 50 ml coénicos; pipetas
esterilizadas, micropipetas y puntas; solucién salina de fosfato
tamponado(PBS), ph 7,4, Ca, Mg libre; hemocitometro o contador celular
automatico, laminas citocentrifugas; Citocentrifugadora (como la Shandon
Southern Products SRL, modelo Cytospin 3);
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Jarras de Coplin o jarras de tintado histoldégico; Camara himeda;
incubadora de 37 °C; microscopio fluorescente con una capacidad de
aumento de entre 250x a 1000x; Medio de montaje (no fluorescente, como
CITI FLUOR, solucién de glicerol PBS, Laboratorio Quimico UKC; o medio
de montaje de inmunoconcepto, catalogo # 111), campana de aire; Cristal
de cubierta de microscopio; Cronémetro.

Advertencia y precauciones

No incorpore reactivos. Evite el contacto con los ojos y la piel. Todas las
muestras y materiales para las pruebas tienen que ser tratados como
sustancias potencialmente infecciosas y se deben tomar las medidas de
seguridad apropiadas. En la preparacion de las ldminas de control CMV
Brite™ Turbo, se han usado leucocitos de sangre humana de un donante
sano. Cada muestra de donante ha sido probada y se ha constatado que
no es reactiva a la presencia de los anticuerpos de HIV-1, HIV-2, HCV y
CMV asi como de HbsAg. No utilice la pipeta con la boca. Siguiendo una buena
practica de laboratorio lleve guantes, bata de laboratorio y gafas protectoras.
Hay que descontaminar los materiales liquidos e inflamables con hipoclorito
de sodio (concentracion final: 3%, tiempo de actividad cada 30 minutos).
Hay que neutralizar los residuos liquidos que contengan &acidos antes de
desecharlos. Hay que meter en el autoclave todos los materiales que se
vuelvan a utilizar durante 1 hora a 121 °C.

m contiene cloruro de amonio. ®H302 Nocivo en caso de ingestion;
H319 Provoca irritacién ocular grave. P305 + P351 + P338 EN CASO DE
CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando. contiene menos del 9.3% de formaldehido. El formaldehido
es un reactivo altamente toxico-alergénico y potencialmente cancerigeno,
y por lo tanto tiene que ser tratado de acuerdo con una buena practica de
laboratorio utilizando las medidas de seguridad convenientes. Evite el

contacto con la piel o los ojos. @ @ H301 + H311 + H331 Toxico en
caso de ingestion, contacto con la piel o inhalacién; H314 Provoca
quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves; H317 Puede
provocar una reaccion alérgica en la piel; H335 Puede irritar las vias
respiratorias; H351 Se sospecha que provoca cancer; H370 Provoca dafios
en los 6rganos . P260 No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los
vapores/el aerosol; P280 Llevar guantes/ prendas/gafas/mdascara de
proteccion; P301 + P310 EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente
a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico; P305 +
P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando; P310 Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un
médico. contiene Evans Blue. Evite el contacto con los ojos, la piel y
la ropa. Mantenga el contenedor firmemente cerrado. Lavese bien si entra
en contacto con y y consulte a un médico. Unicamente técnicos
de laboratorios autorizados y con una buena formacion pueden efectuar
esta prueba. Las pruebas se realizan en condiciones asépticas y de control
microbioldgico. Por favor contacte con el fabricante si el kit de prueba
original esta dafiado.

Almacenamiento

Guarde los reactivos a 2-8 °C al recibirlos. Evite la exposicion directa al sol.
Los reactivos almacenados de acuerdo a las instrucciones de
almacenamiento son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta. Para repetidas pruebas almacene los reactivos inmediatamente
después de usarlos a 2-8 °C.

Procesamiento de la muestra de sangre

Recoja entre 3 y 5 ml de sangre venosa en un tubo tratado con EDTA,
utilizando una extraccién venosa aséptica. Envie la muestra al laboratorio
inmediatamente. La muestra de sangre tiene que guardarse a temperatura
ambiente (20-25 °C) hasta su procesamiento. Se tiene que efectuar el
procesamiento en un tiempo de entre 6 u 8 horas tras la extraccién de
sangre ya que esta demostrado que hay una disminucion de las células
positivas antigenas (en heparina) después de su almacenamiento [7-8,
11]. Por lo tanto se tiene que intentar siempre la preparacién inmediata de
las laminas. En pacientes con neutropenia grave (con una cantidad
absoluta de neutréfilos de menos de 200/mm?) se necesitan al menos 10
ml de sangre. Si hay que transportar las muestras hay que empaquetarlas
de acuerdo con las exigencias legales para el transporte de material
infeccioso.

Procedimiento de la prueba

Hay que seguir el protocolo al pie de la letra.

A no ser que se diga explicitamente los reactivos (incluido el PBS) tienen
que estar a temperatura ambiente cuando se utilicen en el procedimiento
de prueba. La temperatura ambiente se define como de 20 a 25 °C. Deje
que los portaobjetos de control alcancen la temperatura ambiente antes de
abrirlos.

I. Preparacion de la suspension de leucocitos

. Disuelva el reactivo A 1:10 en agua desmineralizada (destilada) y
deje que se enfrie hasta 4 °C.

. Mezcle 2 ml de sangre con 30 ml de solucidn de lisamiento eritrocito
diluida fria (2-8 °C) en un tubo cénico de 50 ml e incubelo durante
5 minutos a 2-8 °C.

. Centrifiguela durante 2 minutos a 1000xg (2500 rpm). Retire el
sobrenadante.

. Repita el paso de lisamiento en frio si el lisamiento de los eritrocitos
no es suficiente después de la primera vez.

. Vuelva a suspender la tableta de la célula en 30 ml de PBS

. Centrifiguela durante 2 minutos a 1000xg (2500 rpm). Retire el
sobrenadante.
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. Vuelva a suspender la tableta de la célula en 1 ml de PBS. (En
pacientes con una neutropenia grave puede que sea necesario volver
a suspender en una mezcla de 0,2 ml).

II. Cuenta de las células

. La cuenta de las células utilizando un hemocitémetro o contador
célular automatico.

. Ajuste la concentracion a 2,0 x10° células/ml diluyéndola en PBS.

III. Preparacion de las laminas citocentrifugas

. Centrifugue 100 pl del 2,0 x 10° células por suspension en milimetros
a alrededor de 600 rpm (54 xg) durante 4 minutos contra las laminas
de cristal por medio de un citocentrifugado.

. Prepare al menos 3 laminas por especimen de paciente (2 para
prueba mas una extra de reserva).

. Deje que las laminas se sequen durante 5 minutos.

. Haga un circulo alrededor del area de la célula utilizando un rotulador
de laboratorio.

. Se pueden almacenar las ldminas a temperatura ambiente por la
noche antes de fijarlas.

IV. Fijacion y permeabilizacion

. Diluya el fijador (reactivo B) en 1:5 de PBS en un campana de aire
antes de utilizarlo.

. Diluya la solucién permeabilizadora (reactivo C) en 1:5 de PBS en una
campana de aire antes de utilizarlo. (No vuelva a utilizarlo).

. Sumerja 2 laminas en el reactivo diluido B durante 5 minutos a
temperatura ambiente en la campana de aire.

. Sumerja las ldminas 3 veces en una solucion de lavado PBS y déjelas
en esta solucion durante tres minutos.

. Sumerja las ldminas en el reactivo diluido C durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

. Sumerja las ldminas 3 veces en la solucién de lavado y coldquelas en

una solucidén de lavado recién preparada durante cinco minutos (o
cualquier tiempo hasta 60 minutos). Si se consigue el tintado con
anticuerpo monoclonal inmediatamente vaya al punto V.

Para almacenar las laminas:

Si se guardan las laminas limpiélas en agua desmineralizada
(destilada) durante 15 segundos. Deje que las ldminas se sequen bajo
el ventilador durante aproximadamente 20 minutos. Una vez que
estén secas, se deberian envolver en papel de aluminio y guardarlas
a 2-8 °C durante 24 horas, o congelarlas a -80 °C.

V. Tintado inmunofluorescente

A partir de este punto, no permita que las preparaciones de las células

se sequen durante el resto del procedimiento de tintado.

. Lamina de control CMV Brite™ Turbo. Vuelva a hidratar la ldmina de
control en PBS durante 1 6 2 minutos.

. Retire cada lamina una a una de la solucion de limpieza, seque con
cuidado la zona alrededor del punto de la célula.

. Aplique 35 pl de solucién Mab C10/C11 (reactivo D) e incubela
durante 20 minutos en una cdmara himeda a 37 °C.

. Sumerja las laminas 3 veces en la solucion de lavado (PBS) y
coléquelas en una soluciéon de lavado recién preparada durante 3
minutos.

. Retire cada ldmina una a una de la solucién de limpieza, seque con

cuidado la zona alrededor del punto de la célula.

. Aplique 35 pl de conjugado (reactivo E) e incibela durante 20 minutos
en una cdmara humeda a 37 °C.

. Lavelo dos veces en una solucidon PBS recién preparada y enjuaguelo
con cuidado con agua del grifo (3 veces). Mdntelo con medio de
montaje y un cristal de cubierta para microscopio.

VI. Lectura

Efectle la lectura tan pronto como sea posible. Las laminas se pueden
guardar hasta 8 horas a 2-8 °C y se pueden ajustar las tapas para
minimizar que se disuelvan. Efectle una evaluacidn microscépica
utilizando un microscopio inmunofluorescente con un aumento de 400 x.
Para aumentar la resolucion se puede utilizar un aumento mayor de 1000x.
(Consulte la nota sobre recomendaciones para microscopios y cubos
fluorescentes en la seccion “Material de laboratorio y equipo”). Recorra con
la vista toda la superficie del punto. Hay que mirar dos puntos por paciente.
Las células positivas muestran un tintado homogéneo nuclear polilobato
amarillo verdoso. Las células negativas no muestran un tintado amarillo
verdoso. Las lecturas erroneas debido a artefactos ocurren muy raramente
(menos del 5%).

El artefacto mas comun es debido a eosindfilo. Se reconocen por un tintado
citoplasmatico no especifico, con el nicleo con apariencia de agujero negro
y normalmente con forma de gafas. El citoplasma puede aparecer apagado
y mas amarillo. Si todas las células son verdes, esto indica un artefacto,
que puede estar asociado con algunos tipos de pacientes y es muy raro.
Un tintado verdoso de las células periféricas del punto solo no esta
considerado como positivo. Esto puede ocurrir si el punto ha empezado a
secarse durante la incubacion ya sea con la solucion de anticuerpo
monoclonal o con la solucién conjugada.

Esté seguro de incubar en una cdamara himeda y compruebe que el punto
de la célula esta cubierto en su totalidad con el reactivo. Si las ldminas no
se pueden interpretar debido a una lectura errénea de los artefactos, tinte
las ldminas de reserva y si el resultado no es claro vuelva a probar con un
especimen extra.

Control de calidad
Las Laminas de control positivo (células positivas al antigeno pp65 de la
proteina de la matriz inferior del CMV fijadas mezcladas con leucocitos
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negativos al antigeno) y negativo (leucocitos negativos al antigeno CMV
fijados) se proporcionan con el kit. Las Laminas se utilizan Unicamente para
comprobar el procedimiento de tincidn y no influyen en el valor diagndstico
del kit. El control positivo debe demostrar una tincion apropiada antes
de que puedan ser evaluadas las muestras de pacientes. El control positivo
deberia mostrar una tincidn homogénea amarillo-verdosa de células
positivas con morfologia redonda (de nucleo no visible). El control negativo
no deberia mostrar tinciéon amarillo-verdosa. A pesar del hecho de que los
procedimientos de  calidad son  estrictamente seguidos, podrian
observarse células positivas individuales en el control negativo. En tales
casos, la prueba de tincion no deberia ser considerada invalida. Las
células positivas individuales en el control negativo no significan que
la placa con el material del paciente no pueda ser interpretada.

Elecciéon de microscopio

Es importante la seleccion de la configuracion correcta para el filtro
adecuado de cubo que debe compaginarse con el fluorocromo que se
utilice. Esto puede variar segun el fabricante del microscopio. Seleccione la
combinacién correcta para uso de FITC, como el microscopio Olympus BX-
40 o BX-60 con: Cubo fluorescente (U-MNB), longitud de ondas de
excitacion (470-490 nm), emisidn de la longitud de ondas (> 515 nm).

Lectura y evaluacion del resultado

Los resultados de la evaluacién de las ldminas con especimen del paciente
son cualitativas. Resultado positivo: una o mas células con antigeno
positivo CMV por mancha duplicada. Resultado negativo: ninguna célula
con antigeno positivo CMV por mancha duplicada. Hacen falta un minimo
de alrededor de 50.000 células del espécimen paradeterminar que el
resultado es negativo. Si se hace una lectura equivoca debido a artifactos
en ambas manchas duplicadas, no se deben interpretar los resultados.
Aplique tinte en las Idminas de reserva o vuelva a obtener y probar un
espécimen extra del paciente.

Limitaciones del procedimiento

Se debe efectuar la deteccion de la pp65 de matriz baja CMV, proteina
estructural temprana en laboratorios con experiencia en técnicas
inmunocitoquimicas.

La preparacion de los leucocitos tiene que llevarla a cabo personal
experimentado en técnicas asépticas. No se ha establecido la eficacia del
CMV Brite™ Turbo Kit con otras muestras diferentes a los leucocitos de
sangre humana. Las caracteristicas de la realizacion de la prueba se han
establecido usando el Kit CMV Brite™ (especimenes EDTA y heparina) y se
ha validado en estudios internos utilizando Unicamente el Kit the CMV
Brite™ Turbo (Unicamente especimenes EDTA). El Kit the CMV Brite™
Turbo es para uso exclusivo con microscopio inmunofluorescente y no para
uso con citometria de flujo. El tipo y la condicion del instrumental utilizado
influira la apariencia visual de la imagen obtenida. La reaccidon puede variar
debido al tipo de microscopio empleado, la fuente de luz, tiempo de la
bombilla, ensamblaje vy grosor del filtro, diferencias en sensibilidad del
substrato del antigeno o el procedimiento de ensayo utilizado. Cada
laboratorio tiene que establecer su propio criterio para la lectura de los
especimenes del paciente utilizando los controles adecuados. La deteccidon
y confirmacién de la pp65 de matriz baja CMV, proteina estructural
temprana en leucocitos de sangre periférica no es un diagndstico de una
enfermedad sintomatica, ya que la pp65 CMV puede estar presente durante
un periodo tras una infeccion aguda y los pacientes con antigenemia CMV
(especialmente con niveles bajos) pueden presentar una enfermedad
asintomatica. Hay muchos informes publicados de pacientes con una
antigenemia negativa y viremia positiva y algunos de estos pacientes
pueden tener la enferemedad CMV. Por lo tanto una prueba de antigenemia
negativa no excluye totalmente una infeccion o enfermedad CMV. El Kit
CMV Brite™ Turbo no es para el seguimiento de medicacion antiviral. No
se han establecido las caracteristicas de la actuacion de la prueba utilizando
especimenes de neonatos. Se puede apreciar una disminucion de las
células positivas de antigeno (recogidas en heparina) por lamina después
de su almacenamiento [7-8, 11]. Por lo tanto se tiene que intentar siempre
la preparacién inmediata de las ldminas. No se ha determinado el tiempo
de almacenamiento maximo del espécimen a temperatura ambiente. En
pacientes con neutropenia grave (con una cantidad absoluta de neutrdfilos
de menos de 200/mm?) se necesitan al menos 10 ml de sangre. Ya que los
anticuerpos monoclonales se han preparado utilizando un prototipo puede
que no detecten todos los antigenenmas y secuencias de CMV. Por ejemplo
puede que los anticuerpos monoclonales no detecten que las secuencias de
CMV hayan sufrido unos cambios menores en los amino acidos en la regiéon
epitope. No se han establecido las caracteristicas de la actuaciéon de la
prueba utilizando especimenes en heparina.

Caracteristicas de la actuacion

El Kit CMV Brite™ se ha comparado con el detectar el virus CMV en un
cultivo convencional (CC) y cultivo de probeta utilizando leucocitos de
sangre periférica humana [9]. Se evaluaron 300 muestras clinicas en
comparacién con un cultivo convencional (CC) y cultivo de probeta. Se
recogié un total de 300 muestras de sangre venosa de pacientes con
transplante (159 de médula alogeneica y 47 con 6rgano soélido) 85 con virus
del sida/pacientes del SIDA y 9 pacientes inmunocompetentes. 92
muestras (30,7%) dieron un resultado positivo CMV con el CMV Brite™ Kit.
En poblaciones de donantes de sangre arbitrarias el numero de
especimenes que reaccionaban repeditamente al antigenemia CMV con el
CMV Brite™ Kit CMV ha sido de 0%. Nota: Las caracteristicas de la
realizacién de la prueba se han establecido usando el Kit CMV Brite™ y se
ha validado en estudios internos utilizando Unicamente el Kit the CMV
Brite™ Turbo.
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Comparacion del CMV Brite™ Kit con el Cultivo convencional y el
Cultivo de probeta

CMV Brite Kit
Cultivo + = total
convencional/probeta
+ 31 3 34
- 61 205 266
total 92 208 300

Sensibilidad: 31/34 =91,2% (95% CI
Especialidad: 205/266= 77,1% (95% ClI

= 76,3 to 98,1%)

= 70,2 to 81,1%)

Se valido la actuacion del CMV Brite™ Turbo Kit en un estudio de muestras
de 183 pacientes. Las muestras de cada paciente incluian muestras de 173
pacientes con transplante de 6rganos, 9 pacientes inmunocompetentes y 1
paciente del virus del sida. Se realizaron pruebas en paralelo de cada
paciente con los Kits CMV Brite™ t CMV Brite™ Turbo. Los resultados de
este estudio de validacidn aparecen en la siguiente tabla.

CMV Brite™ Kit
CMV Brite™ Turbo Kit + - NuUmeros totales
+ 43 7 50
- 6 127 133
NUmeros totales 49 134 183

Reactividad cruzada

Para el andlisis de la reactividad cruzada, se probaron aislados clinicos de
los siguientes virus: Herpes tipo 1 y 2, Varicella-Zoster, Adenovirus 2, 4 y
5, Parainfluenza 1, 2 y 3, Virus respiratorio sincitial, Virus de la polio 3 (tipo
salvaje 3), ecovirus 11, ecovirus 30, virus de Epstein-Barr (secuencia de
laboratorio P3HR1), Virus de herpes humana tipo 6 (secuencia de
laboratorio GS), Virus de inmunodeficiencia humana (ti po 1, en venta en
laminas IF). No se observd ninguna reactividad cruzada excepto por una
reaccion positiva débil con seis o siete aislados HSV-1 en el ensayo en
probeta. El tintado débil observado con los seis aislados HSV-1 era
citoplasmatico (es decir que se veian solamente fuera del nicleo en un
nimero limitado de pequefios focos), similar al esquema IF que
normalmente se encuentra en anticuerpos monoclonales HSV-1. El leve
tintado observado puede ser debido a receptores Fc que se expresan a
través de las células infectadas HSV-1 en el ensayo de probeta. Se concluyd
después de analisis posteriores que no habia evidencia de reactividad
cruzada entre HSV y el ensayo de antigenemia CMV utilizando la mezcla de
anticuerpo monoclonal C10/C11.

Estado administrativo

En este momento, el CMV Brite™ Turbo Kit estd registrado como
“dispositivo médico de diagnodstico in vitro” en Brasil, Corea del Sur, los
Estados Unidos de América y en los paises que pertenecen a la Comunidad
Europea. En todos los otros paises debe ser etiquetado "se utilice sélo para
la investigacion".
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@oducts
CMV Brite™ Turbo Kit

Antigenemia per pp65 CMV rapida per I'individuazione di
infezione da CMV attiva

[REF]*® VIR-CMV110 W 110 Test C€0344
[REF® VIR-CMV 110 BDC ¥ 110 Test 510(k) #991650

Uso previsto

Il CMV Brite™ Turbo Kit & inteso per la rapida individuazione qualitativa
della proteina di matrice inferiore pp65 del citomegalovirus umano (CMV)
tramite immunofluorescenza diretta, utilizzando la microscopia in leucociti
isolati di sangue periferico ottenuti da sangue periferico anticoagulato con
EDTA (acido etilendiaminotetracetico) o con eparina. La determinazione
della proteina pp65 del CMV nelle cellule del sangue periferico umano aiuta
nella diagnosi di infezione acuta o riattivata dal CMV. Questo prodotto non
& approvato dalla FDA per il test di screening di sangue o plasma dei
donatori.

Sintesi e spiegazione

Le infezioni da citomegalovirus umano (CMV), un virus B-herpes, sono
ampiamente diffuse in tutto il mondo (tasso di prevalenza 40-100%).
Mentre un’infezione da CMV procede senza sintomi nella maggioranza dei
soggetti immunocompetenti, pud portare a serie complicazioni in soggetti
il cui sistema immunitario sia indebolito o non ancora completamente
sviluppato (epatiti, reniti, pneumonia, etc.). Il CMV ¢ |'agente patogeno pil
frequente di infezioni congenite. Circa il 10% di bambini con infezione
congenita da CMV  mostrano sintomi alla nascita (ittero,
epatosplenomegalia, emorragia petecchiale e corioretinite). Altri gruppi di
pazienti per cui un‘infezione acuta da CMV rappresenta una grave minaccia
sono i trapiantati di organi e midollo osseo e pazienti affetti da AIDS. Il test
dell’antigenemia per CMV é stato sviluppato utilizzando un mix di due
anticorpi monoclonali (C10/C11) diretti contro i pp65 [2]. Le analisi di
antigenemia per CMV sono preziose nella diagnosi di un’infezione attiva da
CMV. Le “shell vial culture” offrono un risultato entro 1-2 giorni, ma non
sono sensibili all'individuazione di CMV in campioni di sangue. Al contrario,
I'individuazione di antigene di CMV in cellule polimorfonucleari (PMN) di
sangue periferico (antigenemia per CMV) é sensibile e rapida [1, 2]. La
tecnica utilizza anticorpi monoclonali per individuare la fosfoproteina
(pp65) di matrice inferiore del CMV, un antigene in replicazione virale
abbondantemente presente nei PMN antigene positivi [2-5]. Il test CMV
Brite Turbo puo essere eseguito in 2 ore di raccolta campioni.

Principio del test - test di immunofluorescenza -

Il metodo CMV Brite™ Turbo consta di:

a. lisi diretta di eritrociti di sangue periferico

b.preparazione di vetrini cytospin

c. fissazione e permeabilizzazione

d.colorazione immunofluorescente indiretta utilizzando
monoclonali diretti contro la proteina pp65 del CMV.

e.lettura e valutazione dei risultati

La prima fase del metodo CMV Brite™ Turbo contempla la lisi diretta degli

eritrociti di sangue periferico [6]. Dopo la lisi, i leucociti vengono

centrifugati in un vetrino, fissati e permeabilizzati per consentire la

successiva individuazione dell’antigene pp65. La presenza di pp65 e

rilevata dal mix di anticorpi C10/C11 e visualizzata per mezzo di uno

specifico anticorpo secondario marcato con FITC. I leucociti con antigene

positivo del CMV mostrano una colorazione nucleare polilobata giallo-verde

se osservati con un microscopio a fluorescenza. Il numero di cellule

antigene positive del CMV & calcolato per colorazione doppia.

anticorpi

Il kit contiene

LYS| 200 ml Reagente A (A), soluzione lisante per eritrociti
(soluzione al cloruro di ammonio, sodio azide < 0,1%)
Concentrata: diluire 1:10 con acqua demineralizzata
@ AVVERTIMENTO

FIX| 290 ml Reagente B (B), soluzione fissativa (formaldeide in PBS,

sodio azide < 0,1% ) Concentrata: diluire 1:5 con PBS

’ PERICOLO

PER| 290 ml Reagente C (C), soluzione di permeabilizzazione
(Igepal Ca-630, siero di vitello neonato in PBS, sodio

azide < 0,1%), Concentrata: diluire 1: 5 con PBS

MAB] 4 ml Reagente D (D), anticorpo monoclonale (topo), mix
di C10/C11 (IgGi/IgG1) contro proteina a matrice inferiore
pp65, sodio azide < 0,1% (pronto per I'uso)

ICONJ 4 ml Reagente E (E), immunoglobuline anti-mouse sviluppate in
pecora marcate con FITC con blu di Evans,
sodio azide < 0,1% (pronto per I'uso)

ICONT 5x1 Vetrino di controllo, vetrino da microscopio di controllo

dell’antigenemia per CMV. Il vetrino di controllo & in una
bustina sigillata con dessiccante. (pronto per |'uso)

Materiale di laboratorio necessario e non in dotazione con il kit

Centrifuga da laboratorio; provette da centrifuga a fondo conico da 50 ml;
pipette sterili, micropipette e punte; soluzione salina di tampone fosfato
(PBS), pH 7,4, senza Ca e Mg; emocitometro o contatore automatico di
cellule; vetrini da citocentrifuga; citocentrifuga (ad es. il modello Cytospin
3 di Shandon Southern Products, Ltd.); vaschetta di Coplin o vaschetta per
colorazione istologica; camera umida; incubatore a 37 °C; microscopio a
fluorescenza con capacita di magnificazione a 250x fino a 1000x;
strumento di supporto (non fluorescente, ad es. CITI FLUOR, soluzione PBS
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al glicerolo, UKC Chem Lab; o Immunoconcpt Mounting medium, numero
di catalogo 111); cappa per fumi; vetri copri oggetto; orologio a stop/timer.

Avvertimenti e precauzioni

Non incorporare i reagenti. Evitare il contatto con gli occhi e la pelle. Tutti i
campioni e materiali usati per il test andranno trattati come materiali
potenzialmente infettivi e dovranno essere adottate adeguate misure di
sicurezza. Nella preparazione dei vetrini di controllo CMV Brite™ Turbo, i
leucociti utilizzati sono stati ottenuti da donatore di sangue umano sano.
Ogni campione del donatore ¢ stato testato e riscontrato non reattivo alla
presenza di anticorpi HIV-1 , HIV-2, HCV e CMV, oltre che HbsAg. Non
aspirare alla pipetta con la bocca. Come da corretta pratica di laboratorio,
indossare guanti, tuta da laboratorio e occhiali protettivi. I liquidi e i materiali
non combustibili dovranno essere decontaminati con ipocloruro di sodio
(concentrazione finale: 3%, tempo di azione almeno 30 minuti). I rifiuti
liquidi contenenti acidi dovranno essere neutralizzati prima di essere
smaltiti. Tutti i materiali riutilizzabili dovranno essere trattati in autoclave
per 1 ora a 121 °C.

LYS| contiene cloruro di ammonio. < H302 Harmful if swallowed; H319
Provoca grave irritazione oculare. P305 + P351 + P338 IN CASO DI
CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente per parecchi
minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare
a sciacquare. contiene meno del 9.3% di formaldeide. Il formaldeide &
un allergenico altamente tossico e un reagente potenzialmente
cancerogeno da trattare secondo le corrette procedure di laboratorio,

adottando adeguate precauzioni. Evitare il contatto con pelle o occhi.

@ H301 + H311 + H331 Tossico se ingerito, a contatto con la pelle o
se inalato; H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari; H317
Pud provocare una reazione allergica cutanea; H335 Puo irritare le vie
respiratorie; H351 Sospettato di provocare il cancro; H370 Provoca danni
agli organi. P260 Non respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli
aerosol; P280 Indossare guanti/ indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il
viso; P301 + P310 IN CASO DI  INGESTIONE: contattare
immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un medico; P305 + P351 +
P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente
per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo.
Continuare a sciacquare; P310 Contattare immediatamente un CENTRO
ANTIVELENI o un medico. contiene blu di Evans. Evitare il contatto
con occhi, pelle e abiti. Tenere i contenitori assolutamente chiusi.
Sciacquarsi accuratamente dopo il contatto con e e consultare
un medico. Il test sara eseguito da un operatore di laboratorio autorizzato
e competente. Il test sara eseguito in condizioni asettiche e
microbiologicamente controllate. Rivolgersi al produttore se il kit originale
& danneggiato.

Conservazione

Al momento della consegna, conservare i reagenti a 2-8 °C. Evitare
I'esposizione diretta alla luce solare. I reagenti conservati conformemente
alle istruzioni rimangono stabili fino alla data di scadenza indicata
sull’etichetta. Per test ripetuti, conservare i reagenti immediatamente dopo
l'uso a 2-8 °C.

Elaborazione del campione di sangue

Raccogliere 3-5 ml di sangue venoso in una provetta trattata con EDTA
tramite prelievo venoso asettico. Inviare immediatamente il campione al
laboratorio. Il campione di sangue dovra essere conservato a temperatura
ambiente (20-25 °C) fino all’elaborazione. L’elaborazione dovra essere
eseguita entro 6-8 ore dalla raccolta del campione in quanto & stato
dimostrato che dopo la conservazione puo6 essere riscontrato un calo delle
cellule antigene positive (raccolte in eparina) [7-8, 11]. Pertanto, si dovra
sempre eseqguire la preparazione immediata dei vetrini. In pazienti affetti
da neutropenia grave (conteggio dei neutrofili assoluti inferiore a
200/mm?3) sono necessari almeno 10 ml di sangue. Se & necessario
trasportare i campioni, imballarli in conformita con le norme legislative in
materia di trasporto di materiali infettivi.

Procedura del test

Il protocollo sara seguito scrupolosamente. A meno che diversamente
indicato, i reagenti (PBS compreso) dovranno essere a temperatura
ambiente quando vengono utilizzati per il test. La temperatura ambiente &
di 20-25 °C. Lasciare che i vetrini di controllo raggiungano la temperatura
ambiente prima dell'apertura.

1. Preparazione della sospensione di leucociti

. Diluire il reagente A con rapporto 1:10 in acqua demineralizzata
(distillata) e lasciar raffreddare a 4 °C.
. Mescolare 2 ml di sangue con 30 ml di soluzione lisante per eritrociti

diluita fredda (2-8 °C) in una provetta a fondo conico da 50 ml e
incubare per 5 minuti a 2-8 °C.
. Centrifugare per 2 minuti a 1000xg (2500 g/m). Rimuovere il

surnatante.

. Ripetere il passaggio della lisi a freddo se la lisi degli eritrociti non e
sufficiente dopo il primo ciclo.

. Sospendere nuovamente il pellet di cellule in 30 ml di PBS.

. Centrifugare per 2 minuti a 1000xg (2500 g/m). Rimuovere il
surnatante.

. Sospendere nuovamente il pellet in 1 ml di PBS (in pazienti affetti da
neutropenia grave potrebbe essere necessaria la risospensione in
0,2 ml).

I1. Conta delle cellule

. Contare le cellule con un emocitometro o un contatore automatico di
cellule.

. Regolare la concentrazione a 2.0 x 10° cellule/ml diluendo con PBS.
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II1. Preparazione dei vetrini per citocentrifuga

. Centrifugare 100 pl della sospensione 2.0 x 10° cellule/ml a ca. 600
g/m (54x g) per 4 minuti tramite citocentrifuga.

. Preparare almeno 3 vetrini per campione di paziente (2 per il test ed
un vetrino supplementare di riserva).

. Lasciar asciugare i vetrini per circa 5 minuti.

. Circondare I'area delle cellule sul vetrino utilizzando un pennarello da
laboratorio.

. I vetrini possono essere lasciati una notte a temperatura ambiente
prima di procedere con la fissazione.

IV. Fissazione e permeabilizzazione
. Diluire il fissante (reagente B) con PBS 1: 5 in una cappa per fumi,
prima dell’uso.

. Diluire la soluzione permeabilizzante (reagente C) con PBS 1: 5in una
cappa per fumi, prima dell’'uso (non riutilizzare).

. Immergere 2 vetrini nel reagente B diluito per 5 minuti a temperatura
ambiente nella cappa per fumi.

. Bagnare i vetrini 3 volte in PBS (soluzione di lavaggio) e lasciarli nella
soluzione di lavaggio per 3 minuti.

. Immergere i vetrini nel reagente C diluito per 1 minuto a temperatura
ambiente.

. Bagnare i vetrini 3 volte nella soluzione di lavaggio e metterli nella
soluzione di lavaggio fresca per 5 minuti (o ogni volta fino a 60
minuti). Se la colorazione con anticorpi monoclonali va eseguita
direttamente, procedere al passo V.

Per conservare i vetrini

Se i vetrini vanno conservati, sciacquarli in acqua demineralizzata
(distillata) per 15 secondi. Lasciar asciugare i vetrini sotto il
ventilatore per circa 20 minuti. Una volta asciutti, i vetrini potranno
essere avvolti in pellicola d"alluminio e conservati a 2-8 °C per 24 ore,
o congelati a -80 °C.

V. Colorazione immunofluorescente

. Da questo momento, non lasciar asciugare le preparazioni cellulari
nel corso della procedura di colorazione.

. Vetrino di controllo CMV Brite™ Turbo. Reidratare il vetrino di
controllo in PBS per 1 o 2 minuti.

. Rimuovere un vetrino alla volta dalla soluzione di lavaggio e asciugare
con cura l'area che circonda lo spot di cellule.

. Applicare 35 pl di soluzione di MoAb C10/C11 (reagente D), incubare
a 37 °C per 20 minuti in una camera umida.

. Bagnare i vetrini 3 volte in PBS (soluzione di lavaggio) e metterli nella
soluzione di lavaggio fresca per 3 minuti.
. Rimuovere un vetrino alla volta dalla soluzione di lavaggio e asciugare

con cura l'area che circonda lo spot di cellule.

. Applicare 35 pl di coniugato (reagente E), incubare a 37 °C per 20
minuti in una camera umida.

. Lavare due volte in PBS fresco e sciacquare con cura con acqua di
rubinetto (3 volte); montare con strumento di supporto e vetro copri
oggetto.

VI. Lettura

Procedere alla lettura appena possibile. I vetrini possono essere conservati
fino a 8 ore a 2-8 °C purché accuratamente coperti per ridurre al minimo
la perdita di colore. Eseguire la valutazione microscopica utilizzando un
microscopio a immunofluorescenza con magnificazione a 400x. Una
magnificazione maggiore (1000x) puo essere utilizzata per aumentare la
risoluzione (cfr. nota di raccomandazione per il microscopio e il cubo di
fluorescenza alla voce “Materiale e attrezzature di laboratorio”). Analizzare
l'intera superficie dello spot. Possono essere analizzati due spot per
paziente. Le cellule positive presentano una colorazione nucleare polilobata
omogenea giallo-verde. Le cellule negative non presentano alcuna
colorazione nucleare giallo-verde. Eventuali errori di lettura in seguito a
artefatti sono rari (meno del 5%).

L'artefatto pit comune & dovuto a eosinofili, riconoscibili da una colorazione
citoplasmatica non specifica, con il nucleo che appare un buco nero, spesso
a forma di occhiali. II citoplasma pud apparire opaco e piu giallo. La
colorazione verdastra di tutte le cellule indica un artefatto, forse associato
ad alcuni tipi di paziente e molto raro.

La colorazione verdastra delle cellule solo alla periferia dello spot non &
considerata positiva. Puo verificarsi se lo spot ha iniziato ad asciugarsi
durante l'incubazione con la soluzione di anticorpi monoclonali o la
soluzione coniugata.

Accertarsi di incubare in una camera umida e verificare che l'intero spot di
cellule sua coperto di reagente.

Se i vetrini non sono interpretabili a causa di letture ambigue o artefatti,
sottoporre a colorazione il/i vetrino/i di riserva o, se I'azione non risultasse
risolutiva, richiedere e testare un campione supplementare.

Controllo di qualita

I vetrini di controllo positivo (cellule positive all'antigene pp65 della
proteina della matrice inferiore del CMV fissate mescolate con leucociti
negativi all'antigene) e negativo (leucociti negativi per I'antigene CMV
fisso) vengono forniti con il kit. (Le diapositive) I vetrini vengono utilizzati
solo per controllare la procedura di colorazione e non influenzano il valore
diagnostico del kit. Il controllo positivo( deve) dovrebbe mostrare una
colorazione appropriata prima ( di ) che i campioni dei pazienti (puo essere)
vengano valutati. Il controllo positivo deve presentare colorazione
omogenea giallo-verde per le cellule positive con morfologia
rotondeggiante (round ) (il nucleo non & visibile). Il controllo negativo non
(deve) dovrebbe mostrare alcuna colorazione giallo-verde.
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Nonostante che la qualita della procedura sia strettamente seguita (il fatto
che le procedure di qualita sono seguite strettamente), singole cellule
positive potrebbero essere osservate nel controllo negativo. In questi casi
il ciclo di colorazione non dovrebbe essere considerato non valido. Le
singole cellule positive sul controllo negativo non significa che (la slitta) il
vetrino con il materiale del paziente non ( pud) possa essere interpretato.

Scelta del microscopio

Selezionare la giusta configurazione del cubo filtro che coincida con il
fluorocromo in uso € molto importante e puo variare per ciascun produttore
di microscopio. Selezionare la giusta combinazione per uso con FITC, ad
es. il microscopio Olympus BX-40 o BX-60 con: cubo fluorescente (U-MNB),
lunghezza d’onda di eccitazione (470-490 nm), lunghezza d’onda di
emissione (> 515 nm).

Lettura e interpretazione del risultato

I risultati di valutazione dei vetrini con campione di paziente sono di natura
qualitativa. Risultato positivo: una o piu cellule antigene positive di CMV
presentano colorazione doppia. Risultato negativo: nessuna cellula
antigene positiva di CMV presenta colorazione doppia. Un minimo di ca.
50.000 cellule campione devono essere presenti per determinare che un
risultato sia negativo. Se per entrambe le colorazioni si verificano letture
ambigue in seguito a artefatti, i risultati non dovranno essere interpretati.
Procedere alla colorazione dei vetrini di riserva o richiedere e testare un
campione supplementare del paziente.

Limiti della procedura

L'individuazione di proteina strutturale a matrice inferiore pp65 di CMV
dovra essere eseguita da laboratori con esperienza nelle tecniche
immunocitochimiche.

La preparazione dei leucociti sara eseguita da personale esperto in tecniche
asettiche. L'efficacia del CMV Brite™ Turbo Kit con campioni diversi da
leucociti di sangue umano non é stata definita. Le caratteristiche di efficacia
del test sono state definite usando il CMV Brite™ Kit (campioni EDTA e
eparina) e convalidate in studi interni utilizzando il CMV Brite™ Turbo Kit
(solo campioni EDTA). Il CMV Brite™ Turbo Kit € inteso per I'uso esclusivo
con il microscopio a immunofluorescenza e non per I'uso con citometria a
flusso. Il tipo e le condizioni della strumentazione usata avra influenza
sull’aspetto visivo dell'immagine ottenuta. La reazione pud variare a
seconda del tipo di microscopio utilizzato, la fonte di luce, I'eta della
lampadina, il gruppo di filtro e lo spessore del filtro, le differenze di
sensibilita del substrato antigene o la procedura applicata. Ciascun
laboratorio definira propri criteri di lettera dei campioni del paziente
utilizzando adeguati controlli. L'individuazione e la conferma di proteina
strutturale a matrice inferiore pp65 di CMV in leucociti del sangue periferico
non rappresenta alcuna diagnosi di malattia sintomatica in quanto il pp65
di CMV potrebbe essere presente per un certo periodo in seguito a infezione
acuta e i pazienti affetti da antigenemia per CMV (soprattutto a bassi livelli)
potrebbero presentare malattia asintomatica. Ci sono molti rapporti
pubblicati di pazienti negativi all’antigenemia e positivi alla viremia e alcuni
di essi potrebbero avere malattie da CMV. Pertanto, un test negativo
all’antigenemia non esclude assolutamente un’infezione o malattia da CMV.
II CMV Brite™ Turbo Kit non €& inteso per il monitoraggio di farmaci
antivirali. Le caratteristiche di efficacia del test non sono state definite
utilizzando campioni di neonati. Un calo di cellule antigene positive
(raccolte in eparina) pud essere osservato su un vetrino dopo la
conservazione [7-8, 11]. Pertanto, si_dovra sempre eseguire la
preparazione immediata dei vetrini. Il tempo massimo di conservazione dei
campioni a temperatura ambiente non € stato definito. In pazienti affetti
da neutropenia grave (conteggio dei neutrofili assoluti inferiore a
200/mm?3) sono necessari almeno 10 ml di sangue. Poiché gli anticorpi
monoclonali sono stati preparati usando un ceppo prototipo, potrebbero
non individuare tutti i ceppi antigenemici o nuovi di CMV. Ad es., gli
anticorpi monoclonali potrebbero non individuare ceppi di CMV che abbiano
subito mutazioni minori di aminoacidi nella regione dell’epitopo bersaglio.
Le caratteristiche di efficacia del test non sono state definite utilizzando
campioni raccolti in eparina.

Caratteristiche di efficacia

Il CMV Brite™ Kit & stato confrontato con l'individuazione di virus CMV in
cultura convenzionale (CC) e “shell vial culture” (SV) usando leucociti di
sangue periferico umano. 300 campioni clinici sono stati valutati
confrontandoli con la cultura convenzionale (CC) e la “shell vial culture”
(SV) [9]. Un totale di 300 campioni di sangue venoso sono stati raccolti da
pazienti trapiantati (159 di midollo osseo allogenico e 47 di organi solidi),
85 pazienti sieropositivi (HIV) o affetti da AIDS e 9 pazienti
immunocompetenti. 92 campioni (30,7%) sono stati individuati come
positivi al CMV dal CMV Brite™ kit. In popolazioni random di donatori di
sangue, il numero di campioni riscontrati ripetutamente reattivi
all’antigenemia per CMV dal CMV Brite™ Kit € stato in genere lo 0%. Nota:
le caratteristiche di efficacia sono state definite utilizzando il CMV Brite™
Kit e confermate in studi interni utilizzando il CMV Brite™ Kit Turbo Kit.

Confronto del CMV Brite™ Kit con CC e SV

CMV Brite Kit
CC/SV + - totale
+ 31 3 34
- 61 205 266
totale 92 208 300

Sensitibilita: 31/34 =91,2% (95% CI
Specificita: 205/266= 77,1% (95% ClI

76,3 to 98,1%)
70,2 to 81,1%)
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L'efficacia del CMV Brite™ Turbo Kit & stata convalidata in uno studio su
183 campioni di pazienti. I campioni di pazienti comprendevano 173
pazienti trapiantati, 9 immunocompetenti ed 1 paziente sieropositivo (HIV).
Ogni paziente é stato sottoposto a test parallelamente con il Kit CMV Brite™
e il Kit CMV Brite™ Turbo. I risultati dello studio di convalida sono riportati
nella tabella sottostante.

CMV Brite™ Kit
CMV Brite™ Turbo + - Totale
Kit
+ 43 7 50
- 6 127 133
Totale 49 134 183

Reattivita incrociata

Per I'analisi della reattivita incrociata sono stati sottoposti a test isolati
clinici dei seguenti virus: virus Herpes tipo 1 e 2, virus Varicella-zoster,
Adenovirus 2, 4 e 5, virus Parainfluenza 1, 2 e 3, virus sinciziale
respiratorio, Poliovirus 3 (wild type 3), Echovirus 11, Echovirus 30, virus
Epstein-Barr (ceppo di laboratorio P3HR1), virus herpes umano tipo 6
(ceppo di laboratorio GS), virus da immunodeficienza umana (tipo 1, vetrini
IF disponibili in commercio). Non €& stata rilevata alcuna reattivita incrociata
eccetto che per una debole reazione positiva con sei dei sette isolati HSV-
1 nel test “shell vial”. La debole colorazione osservata con i sei isolati HSV-
1 era citoplasmatica (ovvero, rilevata solo all’esterno del nucleo, in un
numero limitato di piccoli foci) simile agli schemi IF generalmente
riscontrati con anticorpi monoclonali HSV-1. La debole colorazione rilevata
puo essere dovuta ai recettori FC espressi dalle cellule infette con HSV-1
nel test “shell vial”. Analisi successive hanno concluso che non vi & alcuna
prova di reattivita incrociata tra il test dell’'HSV e dell’antigenemia per CMV
usando il mix di anticorpi monoclonali C10/C11.

Stato normativo

Attualmente, il CMV Brite™ Turbo Kit & registrato come “dispositivo medico
diagnostico in vitro” in Brasile, Corea del Sud, Stati Uniti d'America e nei
paesi che fanno parte della Comunita Europea. In tutti gli altri paesi
dovrebbe essere etichettato "solo per uso di ricerca".
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Version 2

Legenda dei simboli
Consultare le Istruzioni per I'uso

Numero di catalogo

v Sufficiente per

Dispositivo medico-diagnostico in vitro
A

Attenzione, consultare il documento allegato

2
B

Conservare al riparo dalla luce (solare)

& Rischio biologico

1 Limiti di temperatura (°C)

Ad exclusivo uso di ricerca

Codice del lotto

) Utilizzare entro aaaa-mm-gg

w Fabbricante

[ECIREP] Mandatario nella Comunita Europea
Ce

Conformité Européenne (Conformita Europea)

Informazioni sui contatti

wd IQ Products BV
www.igproducts.nl

Rozenburglaan 13a
9727 DL Groningen

The Netherlands

T +31 (0)50 5757000

F +31 (0)50 5757002
marketing@igproducts.nl

© 2024 - 1Q Products bv. Tutti i diritti riservati. Nessuna parte di queste
opere puo essere riprodotto in nessuna forma senza autorizzazioni.
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PI VIR-CMV 110 WEB

Current version | Version 2
+ release date March 2024
Previous version | N/A

Changes

GTIN and UDI-DI code on front page
have been corrected.

Justification

Wrong codes were included.

Current version | Version 1
+ release date April 2023
Previous version | N/A

Changes

1. Created this online version with
translations of the international
booklet which is printed and included
with every kit. The online version
includes Greek, Spanish and Italian,
whereas the international booklet
includes English and Portugese.

Justification

1. Environmental reasons.
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