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Segitség a tuberculosis-fertézés diagnosztikajaban

HASZNALATI UTASITAS

In Vitro diagnosztikai felhasznalasra

A Termékismertetd az alabbi termék alkalmazasanak leirasat tartalmazza:

T-SPOT.TB 8 (Tobbszdr hasznalhat6 8 lyuku mikrotiter lemezcsik.
Katalogusszam: TB.300)
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Felhasznalasi teriilet

A T-SPOT®.TB teszt a Mycobacterium tuberculosis antigének altali stimulaciéra reagalé effektor
T-sejtek detektalasara alkalmas in vitro diagnosztikai teszt, amely segédeszkozként hasznalhaté a
tuberculosis (TB) fertézés diagnosztikaja soran. A T-SPOT.TB teszt olyan egyszerisitett
enzimkapcsolt immunospot (ELISPOT) modszer, amely lehetévé teszi az egyes TB-specifikusan
aktivalt effektor T-sejtek megszamlalasat.

Bevezetés

Az Egészségugyi Vildgszervezet becslései szerint a vildag népességének mintegy harmada
fertézott M. tuberculosisszal. Minden olyan egyénnél, aki latens TB-fert6zéshordoz6 (LTBI) ,
korilbelll 10%-os eséllyel fejlédik ki az aktiv megbetegedés. Ez az arany magasabb bizonyos
csoportok esetében, amelyekbe a nemrégiben megfert6z6dottek, valamint a legyengllt
immunrendszerrel rendelkezék is beletartoznak.

A M. tuberculosis hatasara kialakulé immunvalasz tulnyomorészt sejtmedialt immunvalasz. E
valasz részeként a T-sejtek szenzitizdlédnak a M. tuberculosis antigénekkel szemben. A vérbél
specifikusan szepardlt aktivalt effektor T-sejtek — a CD4 és CD8 sejtek egyarant —
megszamlalhaték a fenti antigénekkel valé in vitro stimulalhatésaguk alapjan.’? A M. tuberculosis
komplexre (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti) jellemzé valogatott
antigének alkalmazasa javitia a teszt specificitasat ezen organizmusokra vonatkozdan, mivel
csokken a BCG-vakcinaval és a legtébb kdrnyezeti myobacteriummal valé keresztreakcio
valészinlisége. 34 A vizsgalat szenzitivitdsanak optimalizalasa érdekében két olyan antigénpanelt
alkalmazunk, melyek a jol karakterizalt ESAT-6 és CFP10 fehérjéket utanozzak.

A T-SPOT.TB teszt egy ELISPOT vizsgalati technika egyszerisitett valtozata. Az ELISPOT tesztek
kivételesen érzékenyek, mivel a cél-citokin befogasa kodzvetlenill az azt szecernalé sejt kbzelében
torténik meg, miel6tt a citokin elvegyiilne a felliliszéban, kétédne a kdrnyezé sejtek receptoraihoz,
vagy lebomlana. Emiatt az ELISPOT tesztek sokkal érzékenyebbek, mint a hagyomanyos ELISA
tesztek.5 A T-SPOT.TB teszt lényege, hogy detektalja a M. tuberculosis-ra specifikus antigének
altali stimulaciora reagald effektor T-sejteket.346-9 A teszt segitségével megszamlalhaték az egyes
aktivalt TB-specifikus T-sejtek. Korra, nemre, etnikumra, kezelésre vagy immunstatuszra valo
tekintet nélkll a teszt minden olyan beteg esetében alkalmazhatd, akinél fenndll az LTBI vagy a TB
betegség gyanuja'ot,

Az eljaras alapjai

A teljes vérmintatdl el kell kiléniteni a periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC), és meg kell
mosni, hogy eltavolitsunk minden zavar6 hattérjelet. Ezt kéveti a PBMC-k megszamlalasa azért,
hogy a teszt soran standardizalt sejtszamot alkalmazzanak. Ezaltal biztosithatd, hogy még azoknal
a személyeknél is megfeleld szamu sejt kerlljon a mikrotiter lyukakba, akiknél az immunrendszer
gyengllése miatt a T-sejtek titere csdkkent (immunkarosodas, illetve immunszupresszié). A mosasi
és szamlalasi |épések és az ELISPOT technika kimagaslé eredményességet biztositanak a TB
betegség és latens TB fert6zés észlelése terén.

Minden minta esetén négy lyuk sziikséges (lasd 1. abra):-

Null-kontroll a nem specifikus sejtaktivacio felismerésére.

TB-specifikus antigének, ,A” Panel (ESAT-6).

TB-specifikus antigének, ,B” Panel (CFP10).

Phytohaemagglutinint (PHA, ismert poliklonalis aktivator'?) tartalmazé pozitiv kontroll a
PBMC-k mikodbképességének igazolasara.

rpPON=
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1. abra: A T-SPOT.TB teszt f6 lépései. Felhivjuk a figyelmét, hogy minden lemez 96 lyukat
tartalmaz.

A PBMC-ket az antigénekkel egyltt inkubaljuk, hogy a jelen 1évé szenzitizalt T-sejtek stimulacidjara
sor keriilhessen. A szecernalt citokint a lyuk bazisat alkot6 membranon Iév6 specifikus antitestek
kétik meg; a tobbi felesleges anyag mosassal eltavolithaté. Ezutan alkalikus foszfatazzal konjugalt,
a citokinmolekula eltéré epitdpjahoz illeszkedé masodik antitestet adunk a rendszerhez, amely
kotédik a membran felszinén csapdaba esett citokinhez. A koétésbe nem 1épd konjugatumokat
mosassal eltavolitjuk. Minden lyukba szolubilis szubsztratot adunk; ezt a megkoétott enzim hasitja,
és igy foltként megjelend oldhatatlan precipitatum keletkezik a reakcié helyén. Mindegyik folt egy
citokint szecernald T-sejt lenyomaténak felel meg, és a foltok szamanak meghatérozasaval
megallapithatdé a M. tuberculosis-ra szenzitiv effektor T-sejtek mennyisége a periférias vérben.

Kikotések

e Kizardlag in vitro diagnosztikai alkalmazasra.

¢ Kizardlag professzionalis felhasznalasra.

e AKUI6NbOzS készletekbdl szarmazéd dsszetevék nem keverhetdk.

e Hasznalat elétt figyelmesen olvassa el a teszt utmutatojat.

e A reagensek, reakcidlyukak, sejtszuszpenziok és  sejttenyészt§ meédiumok
kontaminalédasanak elkeriilése érdekében aszeptikus technika alkalmazasa javasolt.

e Az itt javasolt pipettazasi és mosasi technikak, inkubaciés id6k és/vagy hdmérsékletek
megvaltoztatasa befolyasolhatja a vizsgalat eredményét, ezért kertilendé.

e A vérminta levételének és el6készitésének a teszt el6tt 8 dran belll meg kell térténnie. Ez
az id6korlat kiterjesztheté a T-Cell Select™ reagens kit vagy a T-Cell Xtend® reagens
alkalmazasaval (beszerezhet§ az Oxford Immunotec-tél). Amennyiben a T-Cell Select
reagens kitet a T-SPOT.TB teszttel hasznaljak, a minta tarolasi ideje 54 o¢rara né, a
sejtizolalasi folyamat pedig automatizdlhaté. Amennyiben T-Cell Xtend reagenst vagy mas
granulocita depléciés modszert hasznal a T-SPOT.TB teszthez, akkor a minta
tarolhatésaga 32 érara ndvekszik.

e A vérmintdk tarolasa és laboratériumba szallitasa szobah&mérsékleten (18-25 °C)
torténjen, a T-Cell Select reagens kittel hasznalandé vérmintakat is beleértve. Ha T-Cell
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Xtend reagenst kivan alkalmazni, akkor a mintak 10-25 °C-on szallithatok és tarolhatok. A
teljes vérminta hitése és fagyasztasa tilos.

e A T-SPOT.TB teszt felhasznéalasa és értelmezése csak a teljes klinikai kép kontextusaban
torténhet.

e A negativ vizsgalati eredmény nem zarja ki a M. tuberculosis expozicié vagy fert6zés
lehet&ségét.

e Az ESAT-6 és CFP10 antigének nincsenek jelen a BCG tdérzsekben és a legtébb
kornyezeti mycobacteriumban, kivéve M. kansasii, M. szulgai, M. marinum3* és M.
gordonae.

Biztonsagi figyelmeztetések és ovintézkedések
Az emberi eredetli anyagok kezelése soran elévigyazatossag szikséges. Minden vérmintat
potencialisan fert6zének kell tekinteni.

A vérmintak és a tesztkészlet elemeinek kezelése, alkalmazasa, tarolasa és megsemmisitése
soran a bioldgiai veszélyességgel kapcsolatos vonatkozd nemzeti iranyelvek illetve szabalyozasok
értelmében kell eljarni.

A kémiai anyagok alkalmazasa soran el6vigyazatossag szikséges. Minden kémiai anyagot
potencialisan veszélyesnek kell tekinteni.

A készletben talalhaté anyagok
A T-SPOT.TB 8 készlet tartalma:

1. 1 mikrotiter lemez (CW.300): 96 lyuk, 12 x 8 Iyuku lemezcsikként keretben, melyek fala az
interferon-gamma (IFN-y) citokin ellen termelt monoklonalis egér-antitesttel van bevonva.

2. 2 ampulla (PA.300, egyenként 0,8 mL) ,A” Panel: ESAT-6 antigéneket, szarvasmarha
szérum albumint és antimikrobas anyagokat tartalmaz.

3. 2 ampulla (PB.300, egyenként 0,8 mL) ,B” Panel: CFP10 antigéneket, szarvasmarha
szérum albumint és antimikrobas anyagokat tartalmaz.

4. 2 ampulla (CP.300, egyenként 0,8 mL) Pozitiv Kontroll: a sejtek mikédéképességének
ellenérzésére phytohaemagglutinint (PHA), szarvasmarha szérum albumint és
antimikrobas anyagokat tartalmaz.

5. 1 ampulla (CR.300, 50 pL) 200-szorosara koncentralt Konjugalt Reagens: interferon-
gamma (IFN-y) citokin ellen termelt monoklonalis egérantitest alkalikus foszfatazzal
konjugalva.

6. 1 lveg (SR.300, 25 mL) Szubsztratoldat: felhasznalasra kész BCIP/NBTP'us oldat.

7. Hasznalati Utasitds, amely a CD-n talalhaté a Biztonsagi Adatlappal (MSDS), Képzési
Utmutatéval, T-SPOT sejthigitasi szamol6géppel, konjugatumhigitasi szamolégéppel, a
centrifugasebesség atvaltasara szolgalé segédprogrammal és a T-SPOT.AutoReporter
programmal egyutt.

Tarolas
A készlet minden eleme 2-8 °C kdzott tarolando.
A Szubsztratoldatot nem szabad hosszu tavu fényhatasnak kitenni.

Stabilitas

A kuldnb6z6 készletekbdl szarmazo dsszetevdk nem keverheték. A bontatlan készlet 2—8 °C kdzott
tarolando. A készlet elemei az elbirt feltételeknek megfeleld tarolas és kezelés mellett a dobozra
nyomtatott lejarati datumig stabilak. A készletet a cimkén feltlintetett lejarati datumon tul tilos
felhasznalni.

A felbontott készlet elemei 2-8°C kozott tarolandok. A felbontott elemek a felbontast koveté 8
héten beliil felhasznalandok.
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Sziikséges, de a készletben nem megtaladlhaté felszerelések és anyagok

1.

2.
3.

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

8 lyukl lemezcsikok kerete (beszerezhet6 az Oxford Immunotec-t6l) a T-SPOT.TB 8
készlethez.

Il. osztalyu mikrobioldgiai filke (ajanlott).

Vérvételi csdvek, példaul Vacutainer® CPT™ (beszerezheté az Oxford Immunotec-tél),
heparinizalt kémcsdvek vagy citrattartalmua kémcsovek.

Ficoll®-Paque* Plus vagy egyéb PBMC szeparalé anyag.

A legfeliebb 32 o6raval korabban levett mintak esetében a T-Cell Xtend reagenst
(beszerezhetd az Oxford Immunotec-t8l) alkalmazhatja. A legfeljebb 54 6raval korabban
levett mintak esetében a T-Cell Select reagens kitet (beszerezheté az Oxford Immunotec-
tél) alkalmazhatja. A legfeliebb 32 6ran keresztul tarolt mintakhoz mar granulocita
depléciés modszert is lehet hasznalni. A vevének ebben az esetben sajat
laboratériumaban kell validalni a masik médszert.

A Leucosep csdvek alkalmazasaval egyszerisitheti a PBMC-k Ficoll*-mddszerrel végzett
szeparalasat.

Centrifuga a PBMC el6készitéséhez (legalabb 1800 x g elérésére alkalmas, és képes a
mintakat szobahémérsékleten tartani (18-25 °C)).

A szeparalt PBMC el6készitésére és mosasara sejtmoso centrifugat, példaul DiaCent-CW
centrifugat (Bio-Rad) lehet hasznalni. A vevbnek sajat laboratériumaban maganak kell
validalnia ennek a készuléknek a hasznalatat.

A PBMC-k szamolasahoz szikséges eszkdzok és reagensek; manualis modszer esetében
tripankék és mikroszkopra szerelt hemocitométer, vagy automata eljaras esetén megfeleld
hematoldgiai analizator.

37+1 °C fenntartasara alkalmas parasitott inkubator, amiben 5 %-o0os CO: szintet lehet
fenntartani.

Mikrotiter lemezmosé vagy a lemezek manualis mosasahoz sziikkséges eszkdzok.

Pipettak és steril pipettavégek.

Steril D-PBS-oldat: példaul GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen; katalogusszam: 14040-091).
Desztillalt vagy ionmentes viz.

A lemez leolvasasara alkalmas eszkdz, példaul mikroszkép, digitalis mikroszkop
nagyitélveg vagy lemezolvasé (ELISPOT Plate Imager).

Steril sejttenyészté médium, példaul GIBCO AIM-V® (Invitrogen; katalogusszam: 31035-
025): a fenti szérummentes médium alkalmazasa az inkubacié soran erésen ajanlott. Az
RPMI 1640 (Invitrogen; katalogusszam: 21875-034) csak a minta el6készitésének kezdeti
szakaszan alkalmazhaté. Javasolt, hogy a sejttenyészt6 médiumot megfelel6 aliquot-
okban taroljak, és a tdbbletet hasznalat utan semmisitsék meg. A sejttenyészté médiumot
a T-SPOT.TB teszttel valo felhasznalas el6tt 37 °C-ra kell melegiteni.

A reagens elkészitése

1.

o ks

Mikrotiter lemez. A T-SPOT.TB 8 mikrotiter lemez hasznalatra kész allapotban keril
forgalomba. A tarolébdl vegye ki a sziikséges szamu 8 lyuku lemezcsikot, és hagyja
szobah&mérsékleten akklimatizalédni. A maradék lemezcsikok kilsé féliacsomagolasat
a nedvszivo tasakkal egyitt zarja vissza.

A M. tuberculosis ESAT-6 antigén (,A” Panel) ampullak hasznalatra kész allapotban
kerilnek forgalomba.

A M. tuberculosis CFP10 antigén (,B” Panel) hasznalatra kész allapotban kerilnek
forgalomba.

A Pozitiv Kontroll ampullak hasznalatra kész allapotban kertilnek forgalomba.

Készitsen 1:200 higitasu Konjugalt Reagens munkaoldatot. Szamolja ki a szlkséges
Konjugalt Reagens munkaoldat mennyiségét (lasd a T-SPOT konjugatumhigitasi
szamologépet, amelyet minden tesztkészlethez mellékelt CD-n megtalal). A reagenst
kdzvetlenil a felhasznalas el6tt kell elkésziteni, vagy legfeljebb a munkakoncentracidig
(1:200) lehet elkésziteni és azt maximum 6 hétig lehet 2-8 °C kozott tarolni a
felhasznalas el6tt. Ne haszndlja a higitott reagenst ezen az élettartamon tul.

A Szubsztratoldat hasznalatra kész allapotban keril forgalomba. A raktarbol kiemelve
hagyja szobahémérsékleten akklimatizalodni.
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Eljaras
A tesztet a Helyes Laboratériumi Gyakorlat alapelveinek szem el6tt tartasaval és jelen alkalmazasi
utmutatoé szigoru kdvetésével kell végezni.

Az Oxford Immunotec Ltd kidolgozott egy Képzési utmutatét, amely leirja a mintavétel és
elékészités, a sejttenyésztd6 médium kivalasztasa és a foltszamlalé maddszerek
laboratériumainkban kiértékelt moddozatait. Az utmutaté elérhetd a minden tesztkészlethez
mellékelt CD-n, illetve az alabbi telefonszamon: +44 (0) 1235 442780, vagy letdlthetd a
www.oxfordimmunotec.com oldalrdl.

Mintavétel és el6készités

Az egyes felhasznaloknak ki kell értékelniik a PBMC-k gy(ijtésére és a PBMC-k megszamlalasara
szolgald eljarasaikat, és a T-sejt mikoddképességének megbrzésére megfeleld médiumot kell
valasztaniuk a teszt els6dleges inkubalasi fazisaban. Immunkompetens betegeknél jellemz&en
elegendé6 PMBC nyerhet6 ki a vizsgalat céljara a vénas vérmintdkbdl, az alabbi iranyelvek
kovetésével:

e Felnéttek és 10 éves vagy annal idésebb gyermekek: egy 8 mL-es vagy két 4 mL-es CPT
cs6, vagy egy 6 mL-es heparinos vagy citratos cs6

e 2-9 éves gyermekek: egy 4 mL-es CPT, heparinos vagy citratos csé

e Gyermekek 2 éves korig: egy 2 mL-es gyermekgyogyaszati csé

A vérmintakat szobahémérsékleten kell tarolni, és a vérvételtél szamitott 8 éran beldl el kell
végezni a tesztet, amennyiben a mintat T-Cell Xtend reagenssel kezeli, akkor a minta 10-25 °C-on
torténd tarolasat kdvetéen 32 oran belil el kell végezni a vizsgalatot, vagy ha a T-Cell Select
reagens kitet hasznalja, akkor 54 éran beliil, 18-25 °C-on val6 tarolast kovetéen.

A sejttenyészté médiumot a T-SPOT.TB teszttel valo felhasznalas el6tt 37 °C-ra kell melegiteni.
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Eljaras

Megjegyzések

1. A vérvételi eszkdzhdz  mellékelt
Utmutatasnak megfeleléen végezze el a
vérvételt. A levett vért tarolja
szobahémérsékleten (18-25 °C), vagy a
T-Cell Xtend reagens alkalmazasa esetén
10-25 °C-on. Ne hiitse vagy fagyassza.

1. A vérmintak levétele kulonféle csbévekbe
torténhet. Laboratériumunkban sikerrel
alkalmaztuk a Vacutainer citrat CPT, heparin CPT
és standard heparin vagy citrat cséveket. A CTP
csovek nem hasznalhaték a T-Cell Xtend
reagenssel.

Az EDTA csbveket nem javasoljuk.

2. CPT vérvételi csdvek hasznalata esetén
kévesse a gyartd utasitasait a PBMC-k
szeparacioja soran.

Ha heparin vagy citrat tartalmu
vakuumcsovet hasznal a vérmintak
levételéhez, a PBMC-k szeparalasahoz

végezzen centrifugalast Ficoll-Paque Plus-
szal, a publikalt eljarasrendnek megfeleléen.

Ha Leucosep csoveket, a T-Cell Select
reagens kitet vagy a T-Cell Xtend reagenst
hasznal (beszerezhetd az Oxford Immunotec-
tél), kovesse a reagensekhez megadott
protokollokat.

2. A 8 mL-es CPT csdveket centrifugalja 1600 x
g-vel 28 percig, vagy a 4ml-es CPT csoveket
1800 x g-vel 30 percig, 18 °C-on, amennyiben
hlthet6 centrifuga rendelkezésre all. Amennyiben
elézbleg alacsonyabb hémérsékletet hasznalt,
hagyja, hogy a centrifuga hémérséklete elérje a
18 °C-ot. Ha nem hithetd centrifugat hasznal,
akkor biztositsa, hogy a hémérséklet ne
emelkedjen 25 °C folé.

Mas esetben higitsa a vért azonos térfogatu
RPMI  médiummal. A higitott vért (2-3
térfogategység) ovatosan rétegezze a Ficoll-
Paque Plus-ra (1 térfogategység), és centrifugalja
1000 x g-vel 22 percig, mikdzben a hémérsékletet
18-25 °C kozott tartja.

A vérvételt kdvetben 8-32 6ran keresztul tarolt
mintak esetében haszndla a T-Cell Xtend
reagenst, miel6tt a mintat a Ficoll-Paque-Plus-ra
rétegzi.

A vér levételét kovetben legfeljebb 54 6raig tarolt
mintak esetében kdvesse a T-Cell Select reagens
kithez adott protokollt.

A  minden tesztkészlethez mellékelt CD-n
megtalalhaté segédprogram segit atvaltani a x g
és az rpm-ben megadott értékeket.

Amennyiben mas PBMC szepariciéos modszert
alkalmaz, akkor ezeket a vevOnek validalnia kell a
T-SPOT.TB teszttel vald hasznalatra.

3a. Pipetta hasznalataval nyerje ki a fehér,
felhészerli PBMC savot, és toltse 15 mL-es
kupos centrifugacsébe. Toltse fel 10 mL-ig
sejttenyészté médiummal.

3b. Mas esetben sejtmosé centrifugat,
példaul DiaCent-CW-t (BioRad) is lehet
alkalmazni a sejtmosas fazisainak

elésegitésére. Amennyiben ezt a moddszert
alkalmazza, akkor DPBS-t hasznaljon
sejtmosasra.

3a. Kulénféle médiumok hasznalhatok a sejtek
mosasara az eljaras soran. Laboratériumainkban
az AIM-V és RPMI 1640 médiumokat egyarant
sikerrel alkalmaztuk, ezeket javasoljuk.

3b. A PBMC elkészitése soran a sejtmosasra
hasznalt centrifuga mddszertanat az Oxford
Immunotec biztositia. A vevéknek azonban a
modszert sajat laboratériumukban is validalniuk
kell.

4. Végezzen 7 percen keresztil 600 x g
centrifugalast. Ontse le a felUluszét, és oldja
fel a pelletet 1 mL médiumban.

4. Lasd 3a. pont.

5. Toltse fel a csovet 10 mL-ig friss
médiummal, és végezzen 7 percen keresztil
350 x g centrifugalast.

5. Lasd 3a. pont.
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Eljaras Megjegyzések

6. Ontse le a fellluszot, és keverje el az | 6. Ebben a fazisban az egyéjszakas inkubalashoz
Uledéket 0,7 mL AIM-V  tenyésztd | vald6 médiumot kell alkalmazni az uledék
médiumban. elkeverésére. Laboratoriumainkban
szérummentes AIM-V  médiumot hasznaltunk
sikerrel, és ezt er6sen javasoljuk.

Egyéb testnedvekbdl, példaul bronchoalveolaris mosasbdl (BAL), pleuralis folyadékgyilembdl (PE)
vagy cerebrospinalis folyadékbdl (CSF) nyert T-sejteket sikeresen hasznaltak a T-SPOT.TB
vizsgalatban TB-fert6zés és -betegség felismerésére (Jafari et al (2006) Am. J. Respir. Crit. Care
Med. 174 1048-1054, Jafari et al (2008) Eur. Resp. J. 31 261-265, Strassburg et al (2008) Eur.
Resp. J. 31 1132-1135, Jafari et al (2009) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 180(7) 666-673, Dheda et
al (2009) Thorax 64(10) 847-853 és Patel et al (2010) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 182(4) 569-
77). Nem vérbdl nyert mintak hasznalata esetén a felhasznaléknak validalniuk kell az elegendd
mononuklearis sejt gyljtésére vonatkozo eljarast. A BAL-mintak feldolgozasi mdédszerének leirdsa
megtalalhaté a fenti publikacidkban.

1. megjegyzés: Nem vérbél nyert mintak hasznalata esetén a pozitiv eredmény klszdobértékei
valamint a vizsgalat érvényességének ellenérzése még nincs széleskorlien értékelve, és eltérhet a
vérvizsgalatétdl. A felhasznaloknak meg kell hatarozniuk a vizsgalatok értékelésének kritériumait.
Az orvosoknak az eredmények attekintésekor kell6 mérlegeléssel kell eljarniuk.

2. megjegyzes: A minta kinyerése és a teszt megkezdése kdzotti idére vonatkozdéan nincsenek
kiterjedt vizsgalati eredmények.

Sejtszamlalas és higitas

A T-SPOT.TB teszt alkalmazasa soran lyukanként 2,5 x 10° életképes PBMC sziikséges. Minden
betegmintahoz 6sszesen négy lyuk sziikséges. Minden lyukba megfelelé szamu sejtet kell helyezni.
Amennyiben ezt nem sikerul megvaldsitani, az az eredmények hibas értelmezéséhez vezethet.

Eljaras Megjegyzések

1. Az életképes sejtek megszamlalasa. 1. A sejtek megszamlalasa kulénféle
modszerekkel torténhet, igy manualisan,
tripankék és hemocitométer alkalmazéasaval,
vagy automatikusan, megfelel6 berendezés
segitségével.

2. Réviden: Neubauer hemocitométerrel | 2. Ugyelni kell arra, hogy kdzvetlenil az aliquot-
végzett manualis szamlalashoz a végsé | ok higitasra vagy szamlalasra valo eltavolitasa
sejtszuszpenciobdl 10 pL-t adjon 40 mL 0,4 %- | el6tt a szuszpenziot alaposan felkeverjék. A
os (w/v) tripankék oldathoz. Helyezzen az | sejtek a cs6 aljara Ulepedhetnek, ami a
elegybdl megfelel mennyiséget a | sejtszam téves megitéléséhez vezethet.
hemocitométerre, és szamolja meg a racson
beldl léevé sejteket. Mas tipusu
haemocytométerek illetve automata eszkdzdk
esetén kbvesse a gyarté utmutatasat.

3. Szamitsa ki az alap sejtoldatban 1évd | 3. Gy6z8djon meg arrdl, hogy az alkalmazott
életképes sejtek koncentraciojat. sejtszamlalé rendszer pontosan szamol, mivel a
szlkségesnél kisebb vagy nagyobb szamu sejt
felhasznalasa egyarant az eredmény helytelen
értelmezéséhez vezethet. A minden
tesztkészlethez mellékelt CD-n megtalalhato T-
SPOT sejthigitasi szamologép segit ennek
kiszamitdsaban.

4. Készitsen 500 pL, 2,5 x 105 sejt/100 uyL | 4. Gy6z6djon meg arrél, hogy a sejteket
koncentraciéju oldatot a végsd | alaposan elkeverte, miel6tt az aliquot-okat
sejtszuszpenziobdl. higitasra eltavolitana.
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A lemez felosztasa és inkubalas

A T-SPOT.TB teszt alkalmazasa soran minden minta esetén négy lyuk felhasznéalasa sziikséges.
Minden egyes minta mellett Null-kontrollt és a sejt mikdddképességét ellenérzd Pozitiv Kontrollt is
el kell végezni. Javasoljuk, hogy a mintakat fiigg&legesen vigyék fel a lemezre, az alabb bemutatott

maodon.

O
O
O
O

Null-kontroll
LA” Panel

,B” Panel

Pozitiv Kontroll

Eljaras

Megjegyzések

1. A T-SPOT.TB 8 hasznalata esetén vegye ki
az elbzetesen bevont 8 lyuku lemezcsikot a
csomagolashdl, helyezze a lemezkeretbe, és
hagyja szobahémérsékleten akklimatizalédni.

1. Csak a sziikséges szamu lemezcsikot vegye
ki, a tobbit zarja vissza a csomagolasba.
Helyezze a felhasznaland6 lemezcsikokat egy
aljzattal és fedéllel ellatott lres lemezkeretbe. A
keretek, aljzatok és fedelek megbrzendék és
Ujra felhasznalandok.

2. Minden betegmintanal 4 kualon
felhasznalasa szikséges;

(i) Toltson 50 pL AIM-V tenyészt6 médiumot
mindegyik null-kontroll lyukba.

(ii) Toltson 50 uL ,A” Panel oldatot mindegyik
megfelel6 lyukba.

(iii) Toltsén 50 yL ,B” Panel oldatot mindegyik
megfelel6 lyukba.

(iv) Toltson 50 pL Pozitiv Kontroll oldatot
mindegyik sejt mikdédbkepesség ellenbrzésére
szolgalé lyukba.

lyuk

2. Ne érintse a pipettavéget a membranhoz. A
pipettavég altal okozott mélyedések a
membranon mitermékeket hozhatnak létre a
lyukakban.

Sziikség lehet a lemez finom Utdgetésére annak
érdekében, hogy az oldatok minden lyuk aljan
befedjék a membrant. A lyukak kdzotti antigén
kereszt-kontaminacié minimalizasa érdekében
kerllendé a durva behatas.

3. Az adott beteg mintajahoz hasznalt mind a 4
lyukba helyezzen 100 pL-t a beteg végsé
sejtszuszpenzidjabdl (250 000 életképes sejtet
tartalmaz).

3. Az egyes 100 pL-es aliquot-ok eltavolitasa
elétt az alapos keveredés érdekében pipettaval
mozgassa a sejtszuszpenziot fel és le.

Javasoljuk, hogy a betegek sejtjeinek minden
egyes Dbejuttatdasa soran hasznaljon (j
pipettavéget, igy elkerllheté a 4 lyuk kozotti
kereszt-kontaminacio.

4. Inkubalja a lemezt parasitott inkubatorban
37 °C-on, 5 % CO2 mellett 16-20 o6ran
keresztll.

4. Az inkubatorban |évé lemezek mozgatasa
kerllend6. A lemezeket ne tegye egymasra,
mert igy a hémérséklet-eloszlas és szell6zés
egyenetlenné valik. A javasolt inkubaciés id6 és
inkubacios korilmények be nem tartasa az
eredmények helytelen értelmezéséhez
vezethet. Ellenérizze, hogy elegendd
mennyiségl viz van-e az inkubatorban ahhoz,
hogy a készilék fenntartsa a megfeleld
paratartalmat az inkubacios id6 alatt.
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A foltok elohivasa és szamlalasa

A lemezmoséas és az el6hivas fazisaban ne érintse meg a membrant a pipettavégekkel vagy
automata lemezmosé végekkel. A pipetta vagy a lemezmosé végek altal okozott mélyedések a
membranon mitermékeket hozhatnak létre a Iyukakban, ami zavar6 lehet a foltok szamlalasa

soran.

Eljaras

Megjegyzések

1. Vegye ki a lemezt az inkubatorbdl.

1. Ha az eljaras soran elkerllhetetlen késés
adodik, példaul forrasproblémak meriinek fel a
hétvége alatt, akkor a lemezeket ki lehet venni
az inkubatorbdl, és 2-8 °C-on lehet tarolni. A
javasolt maximalis tarolasi id6 72 ¢6ra, és a
lemezeket tarolas koézben le kell fedni. Ezt a
folyamatot a vevdknek sajat laboratériumukban
is validalniuk kell.

2. Ontse ki a sejttenyészt6 médiumot és
helyezzen 200 pL D-PBS-oldatot mindegyik
lyukba.

2. Ekkor vegye ki a Szubsztratoldatot a
csomagbdl, és szobah&mérsékleten hagyja
akklimatizalédni.

3. Ontse ki a D-PBS-oldatot. Tovabbi 3
alkalommal ismételje a lyuk mosasat, minden
mosashoz hasznaljon friss D-PBS-oldatot.

3. Mielétt tovabblépne, a lemezt nedvszivo
papirra boritva tavolitsa el a mosashoz hasznalt
Osszes D-PBS-t.

4. A munkaoldat elkészitéséhez PBS-sel
higitsa a koncentralt Konjugalt Reagenst 200-
szorosara.

4. Ne hasznaljon Tween®t vagy egyéb
detergenst tartalmazé D-PBS-t, mivel ez
nagymennyiségl hattérjelet eredményez. A
szlkségesnél kevéssel tObb munkaoldatot
készitsen (a véletlen veszteség pétlasara).

A T-SPOT.TB 8 esetén mindegyik 8 Ilyuku
lemezcsikhoz (ahol mindegyik lyukhoz 50 pL
oldat szukséges) készitsen max. 500 pL
munkaoldatot 2,5 uL  koncentralt Konjugalt
Reagens és 497,5 uyL D-PBS felhasznalasaval.
A szamitashoz felhasznalhatia a minden
tesztkészlethez mellékelt CD-n megtalalhato
konjugatumhigitasi szamoldgépet.

5. Helyezzen 50 pL Konjugalt Reagens
munkaoldatot mindegyik lyukba, és 2-8 °C-on
inkubalja 1 6ran keresztil.

5. A javasolt inkubaciés id6 be nem tartasa az
eredmények helytelen értelmezéséhez
vezethet.

6. Ontse ki a konjugatumot, és végezzen négy
PBS-mosast a 2. és 3. lépésben leirtaknak
megfeleléen.

7. Helyezzen 50 L Szubsztratoldatot
mindegyik lyukba, és szobah&mérsékleten
inkubalja 7 percen keresztll.

7. A javasolt inkubéacios idé be nem tartasa az
eredmények helytelen értelmezéséhez
vezethet.

8. A detektalasi reakcio leallitasa érdekében
alaposan mossa ki a lemezt desztillalt vagy
ioncserélt vizzel.

9. Jol szell6z6 helyen vagy maximum 37 °C-os
sutében hagyja a lemezt megszaradni.

9. A foltok a lemez szaradasa soran egyre
jobban lathaték lesznek. 37 °C-on 4 oras,
szobah6mérsékleten egy éjszakas szaradasi
id6 szlkséges.

10. Szamolja meg és jegyezze fel mindegyik
lyuk membranjan a jél korlalhatarolt, soététkék
foltok szamat. Az eredmények értelmezése és
tesztértékelési  kritériumok  (lasd  alabb)
alkalmazasaval hatarozza meg, hogy az adott
minta a TB antigének szempontjabdl ,pozitiv”
vagy ,hegativ”.

10. A foltok szamos kilonféle modszerrel
megtekinthetdk. Manualisan kézi
nagyitéuveggel, megfeleld  mikroszkdppal,
digitalis mikroszkoppal, illetve erre a célra
készilt ELISPOT lemezolvasé késziilékkel is. A
foltszamlalassal kapcsolatos képzési utmutatéd
(a T-SPOT.Tutor program) az  Oxford
Immunotec honlapjan keresztil érheté el.
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Minéségkontroll
Jellegzetesen a Null-kontroll lyukban egyaltalan nincs vagy csak kevés folt jelenik meg, mig a
Pozitiv kontroll lyukban tébb mint 20 folt Iathato.

Ha a Null-kontroll lyukban 10-nél tébb folt jelenik meg, a besorolas ,Meghatarozhatatlan”. A
lehetséges okok tekintetében utalunk a T-SPOT.TB Képzési uUtmutatéra (letdlthetd a
www.oxfordimmunotec.com oldalrél). Az érintett személytél ujbdl mintat kell venni és ismételten
meg kell azt vizsgaini.

Jellegzetes esetben a sejtek miikddéképességét ellenérzé Pozitiv kontroll lyukakban a foltok
szama 220 vagy telitédést mutat (megszamlalhatatlanul sok folt). A betegek egy kis hanyadanal a
T-sejtek korlatozottan reagalnak a PHA-ra.'3'* Amennyiben a Pozitiv kontroll foltok szama <20, a
besorolas ,Meghatarozhatatlan”, kivéve, ha az ,A” Panel vagy a ,B” panel ,pozitiv’ Az eredmények
értelmezése és tesztértékelési kritériumok alapjan (lasd alabb), mivel ilyen esetekben az eredmény
érvényes.

A lehetséges bioldgiai és szisztematikus variaciok miatt, amennyiben az (,A” panel minusz a Null-
kontroll) illetve a (,B" panel minusz a Null-kontroll) kézil a nagyobb 5, 6 vagy 7 pont, az eredmény
hataresetnek (bizonytalannak) tekintend6. A hatareset (bizonytalan) eredmények érvényesek
ugyan, de kevésbé megbizhatéak, mint azon eredmények, amelyeknél a foltszam tavolabb esik a
kiiszobértéktsl. Eppen ezért javasolt egy Uj minta segitségével a beteg ismételt vizsgalata. Ha az
eredmény az ismételt vizsgalat soran még mindig hataresetnek (bizonytalannak) adddik, akkor
mas diagnosztikus vizsgalatok és/vagy epidemioldgiai informacio segitségével kell meghatarozni a
beteg TB-fert6zésre vonatkozé allapotat.

Bar az ESAT-6 és a CFP10 antigének nincsenek jelen a M. bovis BCG toérzseiben és a legtdbb
kornyezeti mycobacteriumban, lehetséges, hogy a ,pozitiv’ T-SPOT.TB vizsgalati eredmény
hatterében M. kansasii, M. szulgai, M. marinum vagy M. gordonae fert6zés &ll. Amennyiben
felmerdl e fertézések lehet6sége, alternativ vizsgaldomaodszerekre van sziikség.

Az eredmények értelmezése és tesztértékelési kritériumok
Az alabbi kritériumok alkalmazasa elétt tekintse at a Minéségkontroll bekezdésben foglaltakat.

A T-SPOT.TB teszttel kapott vizsgalati eredmények interpretacidja ugy zajlik, hogy az alabbi
algoritmus szerint a panel 6sszes lyukanak foltszamabdl kivonjak a Null-kontroll lyukaban észlelt
foltszamot:

e A vizsgalat eredménye ,pozitiv’, ha az (,A” panel minusz a Null-kontroll) és 6 vagy a (,B”
panel minusz a Null-kontroll) = 6 folt.

o A vizsgalat eredménye ,negativ’ ha az (,A” panel minusz a Null-kontroll) és a (,B” panel
minusz a Null-kontroll) is < 5 folt. Ebbe beletartoznak a nullanal kisebb értékek is.

A ,pozitiv’ eredmény azt jelzi, hogy a minta M. tuberculosis-ra reagal6 effektor T-sejteket
tartalmaz.

A ,negativ” eredmény azt jelzi, hogy a minta valdsziniileg nem tartalmaz M. tuberculosis-ra
reagald effektor T-sejteket.
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A vizsgalat teljesitménymutatoi

Specificitas: 93 olyan donortdl szarmazd mintat vizsgaltunk, akiknél koértérténetik és személyes
tajékozodas alapjan csekély volt a M. tuberculosis fert6zottség kockazata. A T-SPOT.TB teszt
specificitasa 100%-nak adodott (93/93) (95%--o0s konfidencia-intervallum; 95,8% - 100%).

Szenzitivitas: 87 olyan mintat vizsgaltunk, melyek esetében tenyésztéssel M. tuberculosis fert6zés
igazolddott; az alanyok kozoétt immunkarosodott egyének is voltak. A T-SPOT.TB teszt
szenzitivitasa 98,8%-nak adodott (86/87) (95%--0s konfidencia-intervallum; 90,8% - 99,9%).

Reprodukalhatésag: a vizsgalaton belili variacié helyettesité markereként mértuk fel: ugyanazon
a lemezen duplikatumokban teszteltik a vérmintakat. A T-SPOT.TB teszt alkalmazasaval 140
donortdl 6sszesen 145 duplikalt vérmintat (két lyuk az “A” Panel és “B” Panel szamara egyarant)
vizsgaltunk. A 145 duplikalt analizis kézul 142 esetben (97,9%) klinikai egyezést figyeltink meg.
Két duplikatum analizisnél hatarérték disszonancia jelentkezett, és a 145 kézil csupan 1 mintanal
tért el a két eredmény.

Irodalomjegyzék
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Felhasznalhaté/Lejarati datum (Ev-Ho-Nap)
Tételszam

Katalogusszam

Figyelem, lasd az alkalmazasi el6irast
Gyarto

Elegendd “n” vizsgalathoz

In vitro diagnosztikus eszkdz
Homérseéklet-korlatozas/Tarolas ..... kozott
Lasd az alkalmazasi el6irast
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Elérhetéségek

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, OX14 4SE, Egyesiilt Kiralysag
Tel.: +44 (0) 1235 442780

E-mail: info@oxfordimmunotec.com

Letolthetd terméktamogatasi anyagokért és tovabbi technikai informaciokért kérjik, keresse fel
weboldalunkat:
www.oxfordimmunotec.com

A T-SPOT, a T-Cell Xtend és az Oxford Immunotec logé az Oxford Immunotec Limited bejegyzett
védjegye.

T-Cell Select az Oxford Immunotec Limited védjegye.

Az AIM-V és GIBCO a Life Technologies Corporation védjegye.

A CPT és Vacutainer a Becton Dickinson védjegye.

A Ficoll és a Ficoll-Paque a Cytiya, a Global Life Sciences Solutions USA LLC tarsult vallalkozasa
bejegyzett védjegye A Tween a Croda Americas LLC bejegyzett védjegye.

A T-Cell Xtend reagens hasznalatat az alabbi szabadalmak és folyamatban 1évé szabadalmak
védik: EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117,
CA2665205

Felllvizsgalat szama: 5 Kiadas idépontja: 2023. November
© 2023, Oxford Immunotec. Minden jog fenntartva.
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