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Pomoc w diagnostyce zakazenia gruzlicg

ULOTKA DO OPAKOWANIA

Do uzytku diagnostycznego in vitro

Niniejsza ulotka dotgczona do opakowania obejmuje:

T-SPOT.TB 8 (Wielofunkcyjny format 8-dotkowych ptytek paskowych. Numer
katalogowy: TB.300)
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Przeznaczenie

Test T-SPOT®.TB jest testem diagnostycznym in vitro do wykrywania efektorowych limfocytow T,
ktére reagujg na stymulacje antygenami Mycobacterium tuberculosis i jest przeznaczony do
stosowania jako pomoc w diagnostyce zakazenia gruzlicag (TB). Test T-SPOT.TB jest uproszczong
metodg ELISPOT, ktéra polega na zliczeniu poszczegdlnych aktywowanych efektorowych komorek T
swoistych dla gruZlicy.

Wstep

Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze jedna trzecia $wiatowej populacji jest zakazona pratkiem
gruzlicy. Kazda osoba z gruzlicg utajong (LTBI) ma okoto 10% szans na przejscie do aktywnej
choroby. Ryzyko wzrasta wsrdd niektérych grup, w tym osoéb, ktore zostaty niedawno zakazone i 0s6b
z ostabionym uktadem odpornosciowym.

Na infekcje pratkiem gruzlicy uktad immunologiczny reaguje poprzez odpowiedz komérkowg (Cell
Mediated Immune (CMI) response). Czescig tej odpowiedzi sg komoérki T wrazliwe na antygeny
M.tuberculosis. Aktywowane komorki efektorowe T, zaréwno CD4, jak i CD8, sg izolowane z krwi i
moga zostac¢ policzone, dzieki ich zdolnosciom do odpowiedzi in vitro na stymulacje antygenami’-2.
Uzycie kompleksu wyselekcjonowanych antygendw M.tuberculosis (M.tuberculosis, M.bovis,
M.africanum, M.microti, M.canetti) poprawia specyficznos¢ testu na te mikroorganizmy poprzez
redukcje reaktywnosci krzyzowej ze szczepionka tuberkulinowg (BCG) oraz wiekszoscig mykobakterii
$rodowiskowych34. Test zawiera dwa oddzielne panele, do ktérych dodaje sie biatka ESAT-6i CFP10,
co gwarantuje optymalng czuto$¢ testu.

Test T-SPOT.TB jest oparty na technice ELISPOT i jest jego uproszczong wersjg. Testy ELISPOT sg
wyjatkowo czute, poniewaz docelowa cytokina jest wychwytywana bezposrednio wokdt komorki
wydzielajgcej, zanim zostanie rozcienczona w supernatancie, wychwycona przez receptory
sgsiednich komérek lub zdegradowana. To sprawia, ze testy ELISPOT sg znacznie bardziej czute
niz konwencjonalne testy ELISAS. Test T-SPOT.TB przeznaczony jest do wykrywania limfocytow T
efektorowych, ktére reagujg na stymulacje antygenami swoistymi dla M. tuberculosis®*%-°. Test
pozwala na zliczenie poszczegdlnych aktywowanych limfocytéw T swoistych dla antygendw pratka
gruzlicy. Jest odpowiedni do stosowania u wszystkich pacjentow z podejrzeniem LTBI lub aktywnej
formy gruzlicy'®', niezaleznie od ich wieku, pici, pochodzenia etnicznego, stosowanych terapii lub
stanu uktadu immunologicznego.

Procedura

Z probki krwi izoluje sie krwinki jednojgdrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells -
PBMCs), a nastepnie przemywa tak, aby pozby¢ sie czynnikbw mogacych spowodowaé zaktdcenia
odczytu. Nalezy policzy¢ komérki PBMC w celu wystandaryzowania ich liczby w prébce. Pozwala to
na dodanie okreslonej liczby komérek do studzienki, co jest mozliwe nawet u os6b, ktére majg matg
ilos¢ komorek T, spowodowang ostabieniem ukladu immunologicznego (immunosupresija). Etapy
przemywania i liczenia komérek, jak i sama technika ELISPOT, zapewnia wysokiej jakosci rezultaty w
detekcji gruzlicy zaréwno aktywnej jak i latentne;.

Dla kazdej probki wymagane sg cztery studzienki (patrz rysunek 1):

Kontrola Nil (negatywna) do identyfikacji niespecyficznej aktywacji komorek.

Antygeny swoiste dla gruzlicy, Panel A (ESAT-6).

Antygeny swoiste dla gruzlicy, Panel B (CFP10).

Kontrola pozytywna zawierajgca fitohemaglutynine (PHA, znany aktywator poliklonalny'?) w celu

potwierdzenia funkcjonalnosci PBMC.
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Pobranie probki
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Rysunek 1: Gtéwne etapy testu T-SPOT.TB. Nalezy zauwazy¢, ze kazda plytka zawiera 96
studzienki.
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Komorki krwi obwodowej PBMC sg inkubowane z antygenami, aby wzbudzié¢ kazdg wrazliwg komérke
T obecng w studzience. Wydzielona cytokina jest wylapywana przez specyficzne przeciwciato
umieszczone na membranie w studzience, a wszystkie komérki oraz inne zanieczyszczenia sg
wyptukiwane. Nastepnie dodawane jest drugie przeciwciato, skoniugowane z fosfatazg alkaliczng i
skierowane do réznych epitopéw na powierzchni czgsteczki cytokiny, ktore wigze sie z cytoking na
powierzchni membrany. Wszystkie niezwigzane koniugaty usuwa sie ze studzienki podczas ptukania
ptytki. Do kazdej studzienki dodawany jest rozpuszczalny substrat, ktdry po reakcji ze zwigzanym na
powierzchni studzienki enzymem, tworzy w miejscu reakcji nierozpuszczalny precypitat widoczny w
postaci pojedynczej plamki. Kazda z plamek jest sladem (footprint) jednej komérki T wydzielajgcej
cytokine. Okreslenie liczby uzyskanych plamek pozwala na doktadne oszacowanie ilosci komorek
efektorowych T, wrazliwych na M. tuberculosis, znajdujgcych sie w krwi obwodowe;.

Ograniczenia

Wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Test przeznaczony tylko do uzytku profesjonalnego.

Nie mieszac elementdéw z réznych serii zestawow.

Przed uzyciem przeczytaj uwaznie instrukcje testu.

Nalezy przestrzega¢ zasad aseptycznosci, aby unikngé zanieczyszczenia odczynnikéw, studzienek
testowych, zawiesin komorkowych i pozywek do hodowli komérkowych.

Nalezy unika¢ odstepstw od opisanych technik pipetowania, przemywania ptytek, czasu inkubacji
i/lub temperatury, ktére mogg wptywac na uzyskiwane wyniki.

Krew nalezy pobra¢ i uzy¢ do testu w ciggu 8 godzin. To ograniczenie czasowe mozna omingc,
stosujgc zestaw odczynnikéw T-Cell Select™ lub odczynnik T-Cell Xtend® (dostepny w firmie Oxford
Immunotec). Gdy zestaw odczynnikow T-Cell Select jest uzywany z testem T-SPOT.TB, czas
przechowywania probki wydtuza sie do 54 godzin, a proces izolacji komoérek mozna zautomatyzowac.
W przypadku uzycia odczynnika T-Cell Xtend lub innej metody usuwania granulocytéw z testem T-
SPOT.TB czas przechowywania prébki wydiuza sie do 32 godzin.

Przechowuj i transportuj prébki krwi do laboratorium w temperaturze pokojowej (18-25 °C), w tym
prébki krwi do uzycia z zestawem odczynnikéw T-Cell Select. W przypadku stosowania odczynnika
T-Cell Xtend probki mozna transportowaé¢ i przechowywa¢ w temperaturze 10— 25°C. Nie
przechowywa¢ w lodéwce ani zamrazac¢ probek krwi petnej.

Test T-SPOT.TB nalezy stosowac i interpretowaé wylgcznie w kontekscie cato$ciowego obrazu
klinicznego.

Ujemny wynik testu nie wyklucza mozliwosci narazenia lub zakazenia M. tuberculosis.

Antygeny ESAT-6 i CFP10 sg nieobecne w szczepach BCG i wiekszosci pratkow srodowiskowych,
z wyjgtkiem M. kansasii, M. szulgai, M. marinum3#*i M. gordonae.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci dotyczace bezpieczenstwa
Nalezy zachowa¢ ostroznos$¢ podczas obchodzenia sie z materialem pochodzenia ludzkiego.
Wszystkie probki krwi nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

W postepowaniu z prébkami krwi oraz sktadnikami testu, jego uzytkowaniem, przechowywaniem oraz
utylizacjg nalezy kierowac sie krajowymi wytycznymi dotyczgcymi postepowania z materiatami
niebezpiecznymi lub przepisami dotyczgcymi bezpieczehstwa biologicznego.

Podczas pracy z chemikaliami nalezy zachowa¢ ostroznosé. Wszystkie chemikalia nalezy uwazacé za
potencjalnie niebezpieczne.

Skiad zestawu
Zestaw T-SPOT.TB 8 zawiera:

1 mikroptytke (CW.300): 96 studzienek, dostarczanych jako 12 x 8-dotkowych paskéw w ramce,
optaszczonych mysimi przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko interferonowi gamma (IFN-y).

2 fiolki (PA.300, 0,8 ml kazda) Panel A: zawiera antygeny ESAT-6, albumine surowicy bydlecej i Srodki
przeciwdrobnoustrojowe.

2 fiolki (PB.300, 0,8 ml kazda) Panel B: zawiera antygeny CFP10, albumine surowicy bydlece;j i Srodki
przeciwdrobnoustrojowe.

2 fiolki (CP.300, 0,8 ml kazda) Kontrola pozytywna: zawiera fitohemaglutynine (PHA) do stosowania
jako kontrola funkcjonalnosci komorek, albumine surowicy bydlecej i srodki przeciwbakteryjne.

1 fiolka (CR.300, 50 pL) 200 x koncentrat koniugatu: mysie przeciwciatlo monoklonalne skierowane
przeciwko IFN-y skoniugowane z fosfatazg alkaliczna.

1 butelka (SR.300, 25 mL) Roztwér substratu: gotowy do uzycia roztwér BCIP/NBTplus.
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Instrukcje uzytkowania znajdujg sie na plycie CD wraz z kartamicharakterystyk, podrecznikiem
szkoleniowym, kalkulatorem rozciefczehn komdrek T-SPOT, kalkulatorem rozcienczen koniugatu,
kalkulatorem predkosci wirowania i programem T- SPOT.AutoReporter.

Przechowywanie
Wszystkie elementy zestawu nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C. Unikaé dlugotrwatej
ekspozycji roztworu substratu na swiatto.

Stabilnos¢

Nie mieszac sktadnikéw z réznych serii zestawow. Przechowywac nieotwarty zestaw w temperaturze
2-8°C. Skfadniki zestawu zachowujg stabilno$¢ do daty waznosci wydrukowanej na opakowaniu
zestawu, o ile sg przechowywane w zalecanych warunkach. Zestawu nie wolno uzywaé po uptywie
daty waznosci podanej na etykiecie.

Otwarte elementy zestawu przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Nalezy je zuzy¢ w ciggu 8 tygodni
od otwarcia.

Sprzet i materialy wymagane, niedostarczone wraz z zestawem

8-dotkowa ramka do paskéw mikroptytki (dostepna z firmy Oxford Immunotec).

Komora do posiewow klasy Il (zalecana).

Proboéwki do pobierania krwi, takie jak Vacutainer® CPT™ (dostepne w firmie Oxford Immunotec),
probéwki heparynizowane lub probéwki zawierajgce cytrynian.

Ficoll®-Paque * Plus lub alternatywne materiaty do separacji PBMC.

Odczynnik T-Cell Xtend (dostepny w firmie Oxford Immunotec) moze by¢é uzywany z prébkami
pobranymi do 32 godzin po naktuciu zyty. Zestaw odczynnikéw T-Cell Select (dostepny w firmie
Oxford Immunotec) moze by¢ uzywany z probkami pobranymi do 54 godzin po naktuciu zyty. W
przypadku prébek przechowywanych do 32 godzin mozna zastosowac alternatywne metody deplec;ji
granulocytéw. Klienci powinni zweryfikowac alternatywne metody we wiasnych laboratoriach.
Probowki Leucosep mogg by¢ uzyte w celu uproszczenia rozdziatu PBMC metodg Ficoll*.

Wiréwka do przygotowania PBMC (co najmniej 1800 x g i utrzymujgca temperature pokojowg (18-25
°C).

Do przygotowania i przemywania oddzielonych PBMC mozna zastosowa¢ wiréwke do przemywania
komorek, na przyktad wirdwke DiaCent-CW (Bio-Rad). Klienci muszg zweryfikowac uzycie takiego
sprzetu we wiasnym laboratorium.

Sprzet i odczynniki umozliwiajgce zliczanie PBMC; albo recznie przy uzyciu bfekitu trypanu i
hemocytometru na mikroskopie, albo automatycznie przy uzyciu odpowiedniego analizatora
hematologicznego.

Inkubator utrzymujacy wilgotnosc¢ oraz temperature 37 + 1 °C z doptywem 5% CO2.

Ptuczka do ptytek mikrotitracyjnych lub inne wyposazenie do recznego ptukania ptytek.

Pipety i sterylne koricowki do pipet.

Sterylny roztwér D-PBS: taki jak GIBCO® 1 x D-PBS (Invitrogen; numer katalogowy 14040- 091).
Woda destylowana lub dejonizowana.

Akcesoria do odczytu plytki np. mikroskop, mikroskop cyfrowy, szkto powiekszajgce lub kamera do
obrazowania ptytek.

Sterylna pozywka do hodowli komoérkowej, taka jak GIBCO AIM-V® (Invitrogen; numer katalogowy
31035-025): zdecydowanie zaleca sie stosowanie tej pozywki wolnej od surowicy na etapie inkubacji.
RPMI 1640 (Invitrogen; numer katalogowy 21875-034) moze by¢ uzywany tylko na poczatkowych
etapach przygotowania probki. Zaleca sie przechowywanie pozywek do hodowli komdérkowych w
odpowiednich porcjach, a hadmiar materiatu usuwac¢ po uzyciu. Pozywki do hodowli komoérkowych
nalezy wstepnie ogrza¢ do 37°C przed uzyciem w tescie T- SPOT.TB.

Przygotowanie odczynnikéw

Plytka mikrotitracyjna T-SPOT.TB 8 jest gotowa do uzycia. Wyjg¢é wymagang liczbe 8- dotkowych
paskéw i doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Zamkng¢ pozostate paski w opakowaniu foliowym
i dotgczyc torebke ze srodkiem pochtaniajgcym wilgoc.

Fiolki z antygenami M. tuberculosis ESAT-6 (Panel A) sa dostarczane w postaci gotowej do uzycia.

PI-TB-IVD-PL-V5
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Fiolki z antygenami M. tuberculosis CFP10 (panel B) sg dostarczane w postaci gotowej do uzycia.
Fiolki z kontrolg pozytywng sg dostarczane w stanie gotowym do uzycia.

Przygotowac roboczy roztwér odczynnika koniugatu w rozcienczeniu 1:200. Obliczy¢ wymagang
objetosé roboczego roztworu odczynnika koniugatu (patrz kalkulator rozcienczenia koniugatu T-SPOT
na ptycie CD dotgczonej do kazdego zestawu testowego). Odczynnik mozna przygotowac
bezposrednio przed uzyciem lub uzupetni¢ do stezenia roboczego (1:200) i przechowywac¢ do szesciu
tygodni w temperaturze 2°C — 8°C. Nie uzywac¢ rozciehczonego odczynnika poza tym okresem
waznosci.

Roztwér substratu jest dostarczany w postaci gotowej do uzycia. Nalezy pozostawi¢ go do osiggniecia
temperatury pokojowej przed rozpoczeciem testu

Procedura
Badanie to nalezy wykona¢ zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej scisle

przestrzegajgc niniejszej Instrukcji obstugi.

Firma Oxford Immunotec Ltd przygotowata Przewodnik szkoleniowy, w ktérym opisano pobieranie i
przygotowanie prébek, dobor pozywek do hodowli komérkowych oraz metody zliczania plamek. Jest
on dostepny na ptycie CD dotgczonej do kazdego zestawu testowego, pod numerem +44 (0) 1235
442780 lub do pobrania ze strony www.oxfordimmunotec.com.

Pobieranie i przygotowywanie probek

Indywidualni uzytkownicy powinni zweryfikowaé swoje procedury pobierania probek krwi, separacji i
liczenia PBMC oraz wyboru odpowiednich pozywek wspierajgcych funkcjonalnos¢ limfocytow T
podczas pierwotnej fazy inkubac;ji testu. Zwykle w przypadku pacjenta z prawidtowg odpornoscig
wystarczajgcg liczbe PBMC do przeprowadzenia testu mozna uzyska¢ z probek krwi zylnej zgodnie z
nastepujgcymi wytycznymi:

Dorosli i dzieci w wieku 10 lat i starsze: jedna probéwka CPT o pojemnosci 8 ml lub dwie probéwki
CPT o pojemnosci 4 ml lub jedna probéwka z heparyng lub cytrynianem o pojemnosci 6 ml

Dzieci w wieku 2-9 lat: jedna probéwka 4 ml CPT, heparyny lub cytrynianu

Dzieci do 2 lat: jedna probdéwka pediatryczna o pojemnosci 2 mi

Prébki krwi nalezy przechowywacé w temperaturze pokojowej i zbada¢ w ciggu 8 godzin od pobrania
krwi, w ciggu 32 godzin w przypadku przechowywania w temperaturze 10-25°C, jesli uzywany jest
odczynnik T-Cell Xtend, lub w ciggu 54 godzin w przypadku przechowywania w temperaturze 18-25°C
jesli uzywany jest zestaw odczynnikéw T-Cell Select.

Pozywki do hodowli komérkowych nalezy wstepnie ogrzaé do 37°C przed uzyciem w tescie T-
SPOT.TB.

PI-TB-IVD-PL-V5
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Procedura

Notatki

1. Pobierz probke krwi wedtug

Z instrukcjg producenta probowek.

Pobrang krew przechowuj w temperaturze
pokojowej (18-25°C) lub 10-25°C, jesli uzywa sie
T-Cell Xtend. Nie przechowywac w lodéwce ani
zamrazac.

1. Probki krwi mozna pobiera¢ do roznego rodzaju
probowek. W naszych laboratoriach z
powodzeniem stosowane sg probowki Vacutainer
CPT, heparyna CPT i standardowe probdwki z
heparyng lub cytrynianem. Probowki CPT nie
nadajg sie do uzytku z odczynnikiem T-Cell Xtend.
Probéwki EDTA nie sg zalecane.

2. Aby odseparowac z probki krwi komorki
PBMC przy pomocy probéwek CPT nalezy
odnies¢ sie do instrukcji producenta tych
probowek.

Podczas korzystania z probéwek Vacutainer z
heparyng lub cytrynianem PBMC nalezy
odseparowac przez wirowanie metodg Ficoll-
Paque Plus z wykorzystaniem opublikowanych
procedur.

\W przypadku probéwek Leucosep mozna
uzywac zestawu T-Cell Select lub odczynnika T-
Cell Xtend (dostepny od

Oxford Immunotec) i postepowac zgodnie z
protokotami dostarczonych z tymi odczynnikami.

2. Wirowac¢ 8 ml probowki CPT przy 1600 x g przez
28 min lub 4 ml probéwki CPT przy 1800 x g przez
30 min w temperaturze 18°C, przy

wykorzystaniu wirdwki z funkcjg chtodzenia. Nalezy
doprowadzi¢ wiréwke do 18°C, jesli poprzednio
zastosowano nizsze temperatury. Jesli wirdwka nie
posiada funkcji chtodzenia

Nalezy upewnic sig, ze temperatura nie przekracza
25°C.

Alternatywnie nalezy rozcienczy¢ probke krwi takg
samg objetoscig pozywki RPMI 1640 medium.
Ostroznie wlewac rozcienczong krew (2-3
objetosci) na powierzchnie odczynnika Ficoll Paque
Plus (1 objetos¢) i wirowac przez 22 minuty
przy1000xg utrzymujgc wewnatrz wirdwki
temperature 18-25°C.

Do prébek krwi pobranych 8-32 godziny wczesniej
nalezy doda¢ odczynnik T-Cell Xtend™ zanim
umiescimy je na powierzchni odczynnika Ficoll
Paque Plus.

Dla prébek przechowywanych do 54 godzin po
pobraniu krwi nalezy zastosowac protokot
dotgczony do zestawu T-Cell Select.

Kalkulator umieszczony na ptycie CD dotgczonej do
zestawu pozwala przeliczy¢ obroty wiréwki z xg na
rpm.

Jesli stosowane sg inne metody separacji PBMC,
muszg one zosta¢ zatwierdzone przez klienta
przed uzyciem testu T-SPOT.TB.

3a. Zbierz biate, metne pasmo PBMC

za pomocg pipety i przenies do probowki
wirébwkowej o pojemnosci 15 ml. Uzupetnij
objetosé do 10 ml uzywajgc pozywki do hodowli
komorkowych.

3b. Alternatywnie, moze by¢ uzyta wirowka do
ptukania komérek, np. DiaCent-CW (Bio-Rad),
ktora utatwia etapy przemywania komaorek. Jesli
ten system jest uzywany, wéwczas do
przemywania komérek nalezy uzyé DPBS.

3a. Do przemywania komorek mozna stosowac
rézne pozywki hodowlane. W naszych laboratoriach
zaleca sie stosowanie zarowno AIM- V, jak i RPMI
1640.

3b. Metodologia wykorzystania przemywania
komérek przy uzyciu wiréwki podczas
przygotowywania PBMC bedzie dostepna w Oxford
Immunotec. Jednak klienci muszg

zweryfikowac te metode samodzielnie w swoich
laboratoriach.

4. Wirowacé przy 600 x g przez 7 min. Odrzucic¢
supernatant i ponownie zawiesi¢ osad w 1 ml

pozywki.

4. Patrz 3a. powyzej.

5. Uzupetni¢ Swiezg objetoscig pozywki do 10 ml
i wirowac przy 350 x g przez 7 min.

5. Patrz 3a. powyzej.

6. Odrzuci¢ supernatant i ponownie zawiesi¢
osad w 0,7 ml pozywki hodowlanej AIM-V.

6. Na tym etapie nalezy zastosowac podtoze
hodowlane w celu zawieszenia osadu i jego
inkubaciji przez catg noc. W naszych laboratoriach
stosuje sie pozywke bez surowicy AIM-V
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Limfocyty T uzyskane z innych ptynéw ustrojowych, takich jak poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe
(BAL), wysiek optucnowy (PE) lub ptyn mézgowo-rdzeniowy (CSF), byly z powodzeniem stosowane
w tedcie T-SPOT.TB do identyfikacji zakazenia i choroby gruZlicy (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
etal (2009) Thorax 64(10) 847-853 and Patel et al (2010) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 182(4) 569-
77). W przypadku korzystania z prébek innych niz prébki krwi uzytkownicy muszg zweryfikowac
procedury pobierania wystarczajgcej liczby komérek jednojgdrzastych. Sposoby przetwarzania
prébek BAL opisano w publikacjach, do ktérych odniesiono sie powyze;.

Uwaga 1: Punkt odciecia dla wyniku dodatniego i wazne kontrole do testu, w przypadku
wykorzystania prébek innych niz krew, nie zostaly szczegétowo ocenione i mogg rézni¢ sie od
badania krwi. Uzytkownicy powinni zdefiniowa¢ swoje kryteria interpretacji testu. Podczas
przeglgdania wynikow klinicysci powinni kierowac sie wtasnym osgdem.

Uwaga 2: Dlugos¢ czasu od pobrania probki do rozpoczecia testu nie byta doktadnie badana.

Liczenie i rozcienczanie komoérek

Test T-SPOT.TB wymaga 2,5 x 10° komoérek PBMC na studzienke. Dla kazdej prébki pacjenta
wymagane sg fgcznie cztery studzienki. Do kazdej studzienki nalezy doda¢ odpowiednia liczbe
komoérek. Niezastosowanie sie do tego zalecenia moze prowadzi¢ do btednej interpretacji wyniku.

Procedura Notatki

1. Przygotowanie komorek do zliczenia. 1. Liczbe komérek mozna okreslaé na wiele
sposobow, wigczajgc manualne liczenie przy
pomocy barwnika Trypan Blue i hemocytometru lub
metodami automatycznymi przy pomocy
odpowiednich urzgdzen.

2. Aby policzy¢ komaorki przy pomocy 2. Nalezy bardzo uwaznie przygotowac roztwor
hemocytometru Neubauera nalezy doda¢ 10uL  [komérek do liczenia upewniajgc sie, ze pobieramy
rozcienczenia ostatecznego komoérek do 40Ul  [roztwdr z komdrkami do liczenia, czy rozcienczania
0.4%(w/v) roztworu Trypan Blue. Umiesci¢ bezposrednio po jego wymieszaniu. Komérki moga
odpowiednig objetos¢ w hemocytometrze i 0sig$¢ na dnie probdéwki, co moze prowadzi¢ do
policzy¢ komorki w kratce. Dla innych rodzajow  [btednego okreslenia ich liczby.

hemocytometréw nalezy odniesc¢ sie do instrukcji

producenta.

3. Obliczenie stezenia zywych komorek 3. Nalezy upewnic sie czy przyjety system liczenia

obecnych w zawiesinie. komorek jest wiarygodny i przeprowadzony w
sposob prawidtowy. Uzycie wiekszej lub mniejszej
liczby komorek moze prowadzié¢ do nieprawidtowe;j
interpretacji wyniku. Kalkulator rozciehczen jest
dostepny na ptycie CD dotgczonej do zestawu i jest
bardzo pomocny przy ich przeliczaniu.

. Przygotowanie 500ul zawiesiny koncowej o 4. Nalezy upewnic¢ sie czy zawiesina komorek

gestosci 2.5x10° komorek / 100pl. zostata doktadnie wymieszana przed wykonaniem

ostatecznego rozcienczenia.

Przygotowanie ptytki i inkubacja

Test T-SPOT.TB wymaga uzycia czterech studzienek dla kazdej prébki pacjenta. Z kazdag pojedyncza
probka nalezy przeprowadzi¢ kontrole zerowa (Nil Control) i kontrole dodatnig. Zaleca sie, aby prébki
byly utozone pionowo na ptytce, jak pokazano ponizej.

Kontrola zerowa (Nil Control)

Panel A

Panel B

O OO0

Kontrola pozytywna
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Procedura

Notatki

1. Wyja¢ odpowiednig ilo§¢ paskéw z opakowanie
ptytki, wpig¢é w ramke i doprowadzi¢ do
osiggniecia temperatury pokojowe;.

1. Wyjaé tylko wymagana liczbe paskow,

reszte wtozy¢ z powrotem do opakowania. Wpig¢
paski do ramki wyposazonej w ostone dolng i
pokrywe. Ramki, pokrywy nalezy zachowac i
ponownie wykorzystac.

2. Kazda probka wymaga czterech osobnych
studzienek, do ktérych nalezy dodac:

(i) 50ul pozywki AIM V do kazdej studzienki z
kontrolg Nil

(i) 50pl roztworu Panel A do kazdej studzienki
oznaczonej jako Panel A

(i) 50pl roztworu Panel B do kazdej studzienki
oznaczonej jako Panel B

50l roztworu Kontroli Dodatniej do kazdej
studzienki oznaczonej jako Kontrola Dodatnia

2. Nie nalezy dotykac koncéwka pipety do
membrany na dnie studzienki. Wgniecenia
membrany mogg powodowac artefakty w
studzienkach.

Moze by¢ konieczne delikatne postukanie ptytkg o
podtoze w celu upewnienia sie, ze odczynniki
pokryty doktadnie dno studzienki. Nalezy unika¢
gwattownego mieszania, aby zapobiec krzyzowej
kontaminacji pomiedzy studzienkami.

3. Do kazdej z czterech studzienek nalezy dodac
po 100 ul prébki pochodzgcej z kohcowego
rozcienczenia (zawierajagcej 250 000 zywych
komérek).

3. Nalezy delikatnie wymieszac roztwor komorek
poprzez kilkukrotne zacigganie pipeta, a
nastepnie pobra¢ 100ul.

Zaleca sie zmienia¢ koncoéwke pipety przy kazdej
studzience, tak aby unikng¢ krzyzowej
kontaminacji pomiedzy studzienkami

4. Inkubacja ptytki przez 16-20 godzin w
temperaturze 37°C i wilgotnej atmosferze
zawierajgcej 5% CO2.

4. Unikac¢ poruszania ptytkg w inkubatorze. Nie
uktadac¢ ptytek jedna na drugiej, poniewaz moze to
zaktoci¢ wentylacje | rownomierne roztozenie
temperatury. Niedotrzymanie warunkéw inkubacji,
zaréwno dotyczgcych czasu, jak i temperatury,
moze prowadzi¢ do nieprawidtowej interpretacii
wynikéw. Nalezy sprawdzi¢, czy w inkubatorze
znajduje sie wystarczajgca ilo$¢ wody, tak aby
utrzymac wilgotnos$¢ w trakcie inkubac;ji.

Wywotywanie plamek i ich interpretacja

Podczas etapdw ptukania nie nalezy dotykac koricdéwka pipety lub ptuczki membrany na dnie.

Wgniecenia w membranie spowodowane pipetg lu
studzienkach, ktére mogg zaktécac proces liczenia plame

E’ruczka mogg powodowacl artefakty w

Procedura

Notatki

1. Wyjac¢ ptytke z inkubatora.

1. W przypadku probleméw z przeprowadzeniem
interpretacji wynikow natychmiast po zakonczeniu
inkubaciji, ptytki mogg by¢ usuniete z

inkubatora i przechowywane w temperaturze 2-
8°C. Maksymalny zalecany czas przechowywania
to 72 godziny, podczas ktorych ptytki powinny by¢
przykryte. Klient powinien zweryfikowaé ten proces
w swoim laboratorium.

2. Usung¢ pozywke do hodowli komoérkowej z
ptytki i dodaé 200 pl roztworu D-PBS do kazdej
studzienki.

2. Wyjaé roztwér substratu i pozostawic do
osiggniecia temperatury pokojowe;j.

3. Odrzucic roztwér D-PBS. Przemy¢ kazda
studzienke 3 razy swiezym roztworem D-PBS.

3. Odrzuci¢ D-PBS z ostatniego przemywania
odwracajac ptytke na chtonnym papierze.
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4. Rozcienczyé stezony odczynnik koniugatu 4. Nie stosowac D-PBS zawierajgcego Tween®
uzywajgc D-PBS, aby uzyskac site tzw. koniugat [lub inne detergenty, ktére mogg powodowac duze
roboczy. tto. Upewni¢ sie, ze przygotowana jest tylko
wystarczajgca ilos¢ roztworu roboczego (tak, aby
unikng¢ marnowania). Dla kazdego paska 8-
dotkowego (kazdy dotek wymaga 50 ul), uzupetni¢
500 ul roztworu o stezeniu roboczym przez
dodanie 2,5 pl stezonego koniugatu do 497,5 ul D-
PBS. Kalkulator rozciehczenh koniugatu znajduje
sie na ptycie CD dotgczonej do kazdego zestawu
testowego.

5. Dodac po 50ul roztworu roboczego koniugatu  [5. Niedotrzymanie czasu inkubacji moze

do kazdej studzienki i inkubowac przez 1 prowadzi¢ do nieprawidtowej interpretacji wynikéw.
godzine w temperaturze 2-8°C.

6. Usung¢ koniugat i wykonaé czterokrotne
przemywanie D-PBS jak opisano w krokach 2 i 3

powyzej.

7.Dodac po 50l roztworu substratu do kazdej 7. Niedotrzymanie czasu inkubacji moze
studzienki i inkubowa¢ w temperaturze prowadzi¢ do nieprawidtowej interpretac;ji
pokojowej przez 7 minut. wynikow.

8. Przeptuka¢ ostroznie ptytke destylowang lub
dejonizowang wodg, aby zatrzymac reakcje .

9. Pozostawié ptytke do wyschniecia w 9. Plamki sg lepiej widoczne, gdy ptytka wyschnie.
przewiewnym miejscu lub w cieplarce ustawionej |Suszy¢ w 37°C przez 4 godziny lub zostawi¢ na
na 37°C. noc w temperaturze pokojowe;.

10. Policzy¢ wyrazne, ciemnoniebieskie plamki na|10. Plamki mozna obejrze¢ wieloma metodami np.
membranie kazdej studzienki. Na podstawielprzy pomocy szkfa powiekszajgcego, mikroskopu
Interpretacji wynikéw i Kryteriow ocen tradycyjnego lub elektronicznego, czytnika ptytek
stwierdzi¢, czy probka pobrana od pacjenta jest  |[ELISPOT. Przewodnik do nauki liczenia plamek
dodatnia czy ujemna na obecnos¢ antygenow (program T-SPOT.Tutor ) mozna uzyskac poprzez
gruzlicy. strone internetowg Oxford Immunotec.

Kontrola jakosci

W typowej reakcji nalezy spodziewac sie braku lub kilku plamek w kontroli zerowej (Nil Control) oraz
wiecej niz 20 plamek w Kontroli Dodatnie;.

10 lub wiecej plamek w kontroli zerowej (Nil Control) powinno zosta¢ przyjete jako wynik
“nieokreslony”. Nalezy odnie$¢ sie do Podrecznika Technicznego, aby stwierdzi¢ mozliwe powody
takiego wyniku. (Dostepny na stronie www.oxfordimmunotec.com). Nalezy ponownie pobrac i
przebadac prébke od

pacjenta.

Typowa Kontrola Dodatnia (Positive Control) funkcji komérek, powinna posiadac wiecej niz 20 plamek
lub wykazywaé wysycenie (niepoliczalna liczba plamek). Niewielka liczba pacjentéw moze miec
limfocyty T, ktére majg ograniczong odpowiedz na PHA'.4, Jesli w Kontroli Dodatniej (Positive
Control) liczba plamek jest nizsza niz 20, wynik nalezy przyja¢ jako “nieokreslony”, chyba, ze wynik w
studzience Panel A lub Panel B jest dodatni, tak jak to opisano w Interpretacji wynikow i Kryteriach
oceny (patrz ponizej), wtedy wynik testu mozemy uznaé za wazny.

W zwigzku z potencjalng zmienno$cig biologiczng i systematyczng, wynik (Panel A minus Nil Control)
i (Panel B minus Nil Control) réwny 5, 6 lub 7 plamek, moze by¢ okreslony jako graniczny
(dwuznaczny). Wynik graniczny mimo ze, wazny, jest mniej wiarygodny od wyniku, gdzie liczba
plamek jest powyzej linii odciecia. W takim przypadku zaleca sie ponowne przeprowadzenie testu na
nowo pobranej probce. Jedli po ponownym tescie, wynik jest nadal graniczny (dwuznaczny) nalezy
siegng¢ do innych testéw diagnostycznych lub danych epidemiologicznych pacjenta, tak aby méc
okresli¢ jego prawdopodobienstwo zakazenia gruZlica.
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Mimo, ze antygeny ESAT-6 i CFP10 nie sg obecne w szczepach BCG M. bovis oraz w wiekszosci
Srodowiskowych mykobakterii, jest mozliwe, ze dodatni wynik testu T-SPOT.TB moze by¢ wynikiem
infekcji M.kansasii, M.szulgai, M.marinum lub M.gordonae Jesli zachodzi podejrzenie infekcji tymi
szczepami wymagane sg dodatkowe testy.

Interpretacja wynikow i kryteria oceny
Nalezy odnies¢ sie do Kontroli Jako$ci przed zastosowaniem ponizszych kryteriow.

Wyniki T-SPOT.TB nalezy odczytywa¢ poprzez odejmowanie liczby plamek w kontroli zerowej (Nil
Control) od liczby plamek w poszczegdlnych Panelach, zgodnie z zasada:

Wynik mozemy uzna¢ za dodatni jesli liczba plamek (Panel A minus Nil Control) i / lub (Panel B
minus Nil Control) jest = 6.

Wynik mozemy uzna¢ za ujemny jesli liczba plamek (Panel A minus Nil Control) i/ lub (Panel B

minus Nil Control) jest < 5. Dotyczy to rowniez wyniku mniejszego od zera.

»Dodatni wynik” wskazuje na to, ze prébka zawiera efektorowe limfocyty T wrazliwe na

M.tuberculosis.

»,ujemny wynik” wskazuje na to, ze prébka prawdopodobnie nie zawiera efektorowych

limfocytéw T wrazliwych na M.tuberculosis.

Charakterystyka wydajnosci testu Specyficznos¢

Zostata okreslona na podstawie 93 prébek pobranych od oséb, ktére na podstawie wywiadu zostaty
okreslone jako ,osoby niskiego ryzyka” infekcji na M.tuberculosis. Specyficznosé testu T-SPOT.TB
okreslono na 100% (93/93) (95% przedziat ufnosci 95.8% - 100%).

Czutos¢

Zostata okreslona na podstawie 87 probek pobranych od oséb z potwierdzong infekcjg M.tuberculosis,
w tym od oséb z obnizong odpornoscig uktadu immunologicznego. Czutosé testu T-SPOT.TB
okreslono na 98.8% (86/87) (95% przedziat ufnosci 90.8% - 99.9%).

Powtarzalnosé

Zostata okres$lona jako zastepczy wskaznik zmiennosci wewnatrz testu, poprzez analize podwdéjnych
prébek testowanych na jednej ptytce. Catkowita liczba 145 probek od 140 pacjentdow zostata
przetestowana dwukrotnie (dwie studzienki na kazdy Panel A i Panel B). 142/145 (97.9%) podwdjnie
przebadanych prébek, wykazato zgodnosc¢ kliniczng. Dwie podwodjne probki daty wynik graniczny i
tylko 1/145 prébek data wynik sprzeczny.
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Stowniczek symboli

Zuzy¢ do/data waznosci (rok-miesigc-dzien)
Numer partii

Numer katalogowy

Uwaga, patrz instrukcja uzytkowania
Producent

Wystarczajgce dla ,n” testow
Urzadzenie do diagnostyki in vitro
Temperatura przechowywania
Zapoznac¢ sie z instrukcja
Autoryzowany przedstawiciel UE
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Informacje kontaktowe

Oxford Immunotec Ltd

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

Email: info@oxfordimmunotec.com

Aby uzyska¢ pomoc dotyczgcg produktdéw do pobrania i dalsze informacje techniczne, odwiedz naszg
witryne internetowg: www.oxfordimmunotec.com

T-SPOT, T-Cell Xtend i logo Oxford Immunotec sg zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Oxford
Immunotec spdtka z ograniczong odpowiedzialnoscig

T-Cell Select jest znakiem towarowym firmy Oxford Immunotec Limited.

AIM-V i GIBCO sg znakami towarowymi firmy Life Technologies Corporation.

CPT i Vacutainer sg znakami towarowymi firmy Becton, Dickinson and Company.

Ficoll i Ficoll-Paque sg zastrzezonymi znakami towarowymi Cytiva, podmiotu stowarzyszonego
Global Life Sciences Solutions USA LLC.

Tween jest zarejestrowanym znakiem towarowym firmy Croda Americas LLC.

Stosowanie odczynnika T-Cell Xtend jest chronione nastepujgcymi patentami i patentami w toku:
EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

Numer wersji: 5 Data wydania: Listopad 2023
© 2023 Oxford Immunotec. Wszelkie prawa zastrzezone.

wl Producent

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon Oxfordshire, OX14 4SE, UK
www.oxfordimmunotec.com

[Ec TreP] Autoryzowany przedstawiciel UE
Oxford Immunotec (Irlandia) Unit 3d North Point House,
North Point Business Park, New Mallow Road, Cork, T23 AT2P Irlandia

Numer wersji Data wydania [Modyfikacje

1-3 Szczegoly dostepne  na zyczenie w Oxford Immunotec.

4 Marzec 2023 Pierwsze ttumaczenie j PI-TB-IVD-UK-V4

5 Listopad 2023 Usuniecie z logo nazwy ,firma PerkinElmer”

Oxford Immunotec Ltd.

143 Park Drive East, Milton Park,
OOO OXfO rd Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SE, UK c €
0.0 Tel: +44 (0)1235 442780
O0OImmunotec Faks: +44 (0)1235 44278
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