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Pomdocka na diagnostiku infekcie tuberkulézy

PRIBALOVY LETAK

Na diagnostické pouzitie in vitro

Tento pribalovy letak sa tyka pouZitia testu:

T-SPOT.TB 8 (format platniCiek s 8-jamkovymi prizkami na viacnhasobné
pouzitie, katalégové Cislo: TB.300)
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Uréené pouzitie

Test T-SPOT®.TB je diagnosticky test in vitro na detekciu efektorovych T-buniek, ktoré
odpovedaju na stimulaciu antigénmi Mycobacterium tuberculosis. Pouziva sa ako pomocné
vySetrenie pri diagnostike infekcie tuberkuldézy (TB). Test T-SPOT.TB vyuziva zjednodusenu
metédu ELISPOT (enzyme-linked-immunospot), ktorou sa stanovuje pocet jednotlivych
efektorovych T-buniek Specificky aktivovanych infekciou TB.

Uvod

Podla odhadov Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) je jedna tretina svetovej populéacie
infikovana baktériou M. tuberculosis. Kazda osoba s latentnou infekciou TB (LTBI) ma priblizne
10 % Sancu progresie do aktivneho ochorenia. Tato pravdepodobnost’ progresie je zvySena
v niektorych skupinach vratane [udi, ktori boli infikovani len nedavno, aludi s oslabenym
imunitnym systémom.

Imunitna odpoved na infekciu M. tuberculosis je prevazne bunkami sprostredkovana imunitna
odpoved (CMI). Pri tejto odpovedi T-bunky ziskaju citlivost na antigény M. tuberculosis.
Aktivované efektorové T-bunky, a to subpopulacie CD4 aj CD8, Specificky oddelené z krvi mozno
spoditat' na zaklade ich schopnosti byt stimulované in vitro tymito antigénmi'2. Pouzitie vybranych
antigénov pre komplex M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
cannetti) zlepSuje Specifickost testu na tieto organizmy znizenim kriZovej reaktivity s vakcinou
BCG a vacsinou environmentalnych mykobaktérii®4. Na optimalizaciu citlivosti testu sa pouzivaju
dva rdézne panely antigénov, ktoré simuluju dobre charakterizované proteiny ESAT-6 a CFP10.

Test T-SPOT.TB je zjednoduSsenym variantom testovacej metody ELISPOT. Testy ELISPOT su
mimoriadne citlivé, lebo cielovy cytokin je zachyteny priamo v okoli sekretujucej bunky este pred
zriedenim v supernatante, zachyteny receptormi susednych buniek alebo degradaciou. Preto su
testy ELISPOT ovela citlivejSie ako konvencéné testy ELISAS. Test T-SPOT.TB je ureny na
detekciu efektorovych T-buniek, ktoré odpovedaju na stimulaciu antigénmi Specifickymi pre M.
tuberculosis®+8°. V teste sa spocitavaju jednotlivé aktivované T-bunky $pecifické pre infekciu TB.
Hodi sa na pouzitie u vSetkych pacientov s rizikom LTBI alebo s podozrenim na ochorenie TB0:'
bez ohladu na vek, pohlavie, etnicku prislusnost, lieCbu alebo stav imunitného systému.

Zasady postupu

Mononuklearne bunky z periférnej krvi (PBMC) sa oddelia zo vzorky plnej krvi a premyju, aby sa
odstranili pripadné zdroje interferujucich latok na pozadi. Potom sa spocitaju bunky PBMC, aby
sa v teste pouzil Standardizovany pocet buniek. Tym sa zaisti, aby aj pacienti s nizkym poctom
T-buniek pri oslabenom imunitnom systéme (imunokompromitovani a imunosuprimovani
pacienti) mali dostatocny pocet buniek pridanych do mikrotitracnych jamiek. Fazy premyvania
a pocitania buniek spolu s metédou ELISPOT poskytuju lepSiu vykonnost testu pri detekcii
ochorenia TB a latentnej infekcie TB.

Pre kazdu vzorku su potrebné 4 jamky (pozri obrazok 1):

Nulova kontrola na identifikaciu nesSpecifickej aktivacie buniek

Antigény Specifické pre TB, panel A (ESAT-6)

Antigény Specifické pre TB, panel B (CFP10)

Pozitivna kontrola obsahujica fytohemaglutinin (PHA, znamy polyklonalny aktivator?)
na potvrdenie zachovania funkcie buniek PMBC
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Obrazok 1: Hlavné kroky testu T-SPOT.TB. Majte na paméti, Ze kaZzda platnicka obsahuje 96

Jamiek.

Bunky PBMC sa inkubuju s antigénmi, ¢im doéjde k stimulacii vSetkych pritomnych citlivych T-
buniek. Sekréciou uvolneny cytokin je zachytavany Specifickymi protilatkami na membrane, ktora
tvori zakladriu na dne jamky. Bunky a ostatny nechceny material sa odstrania premytim. Prida sa
druha protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou a namierena proti odliSnému epitopu na
molekule cytokinu, ktora sa naviaze na cytokin zachyteny na povrchu membrany. Nenaviazany
konjugat sa odstrani premytim. Do kazdej jamky sa prida rozpustny substrat, ktory po Stiepeni
viazanym enzymom v mieste reakcie vytvori Skvrnu nerozpustnej zrazeniny. Kazda Skvrna
predstavuje stopu jednotlivej T-bunky sekretujucej cytokin a stanovenie poctu vytvorenych Skvin
poskytne hodnotu mnozstva efektorovych T-buniek citlivych na M. tuberculosis v periférnej krvi.

Obmedzenia

Uréené len na diagnostické pouZzitie in vitro.

Uréené len na pouzitie odbornikmi.

NemieSajte zlozky suprav s odliSnou Sarzou.

Pre pouzitim si pozorne precitajte navod na vykonanie testu.

DodrzZiavajte zdsady aseptickej prace, aby nedo$lo ku kontaminacii reagencii,
testovacich jamiek, suspenzii buniek a bunkovych kultivaénych médii.

Mali by ste sa vyvarovat odchylok od uvedenych metdd pipetovania
a premyvania, odchylok v inkubadnom Case a/alebo teplote, ktoré mézu mat
vplyv na ziskané vysledky.

Krv by sa mala odobrat’ a vySetrit' v teste do 8 hodin. Toto ¢asové obmedzenie je
mozné odstranit pouzitim supravy reagencii T-Cell Select™ alebo reagencie T-
Cell Xtend® (dostupnej od spolo¢nosti Oxford Immunotec). Pri pouziti stpravy
reagencii T-Cell Select spolu s testom T-SPOT.TB sa Cas skladovania vzorky
zvySi na 54 hodin a proces izolacie buniek mozno automatizovat. Pri pouZiti
reagencie T-Cell Xtend alebo inej metddy deplécie granulocytov spolu s testom
T-SPOT.TB sa ¢as skladovania vzorky zvysi na 32 hodin od odberu.
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) Vzorky krvi je potrebné uchovavat a prepravovat do laboratéria pri izbovej teplote
(18 — 25 °C), a to vratane vzoriek krvi uréenych na pouzitie so sipravou reagencii
T-Cell Select. Pri pouziti reagencie T-Cell Xtend mozno vzorky prepravovat
a uchovavat pri teplote 10 — 25 °C. Vzorky pInej krvi neuchovavaijte v chladnicke
ani nezmrazujte.

. Test T-SPOT.TB by sa mal pouzit a interpretovat len v kontexte celkového
klinického obrazu.

o Negativny vysledok testu nevylu€uje moznost’ expozicie baktérii M. tuberculosis
alebo infekcie touto baktériou.

. Antigény ESAT-6 a CFP10 nie su pritomné v kmenoch BCG avo vacsine

environmentalnych mykobaktérii s vynimkou M. kansasii, M. szulgai, M.
marinum3®* a M. gordonae.

Vystrahy a preventivne opatrenia tykajlce sa bezpecnosti
Pri spracovani materialu ludského pévodu je potrebna opatrnost. VSetky vzorky krvi by sa mali
povazovat za potencialne infekéné.

Praca so vzorkami krvi a zlozkami testu, ich pouzivanie, skladovanie a likvidovanie musi byt
v sllade s postupmi vymedzenymi v prisluSnych vnutro$tatnych bezpecnostnych usmerneniach
alebo predpisoch tykajucich sa nebezpec&enstva biologického pévodu.

Pri praci s chemikaliami je potrebna opatrnost. VSetky chemikalie by sa mali povazovat za
potencialne nebezpecné.

Dodavany material
Suprava T-SPOT.TB 8 obsahuije:

1.

1 mikrotitragna platnicka (CW.300): 96 jamiek, doddvana ako 12 x 8-jamkové pruzky

v ramc¢eku potiahnuté mySacou monoklonalnou protildtkou proti cytokinu interferénu
gama (IFN-y).

2. 2 nadobky (PA.300, kazda 0,8 mL) s panelom A: obsahuju antigény ESAT-6, bovinny
sérovy albumin a antimikrobialne latky.

3. 2 nadobky (PB.300, kazda 0,8 mL) s panelom B: obsahuju antigény CFP10, bovinny
sérovy albumin a antimikrobialne latky.

4. 2 nadobky (CP.300, kazda 0,8 mL) s pozitivhou kontrolou: obsahuju fytohemaglutinin
(PHA), na pouzitie ako kontrola funkénosti buniek, bovinny sérovy albumin
a antimikrobialne latky.

5. 1 nadobka (CR.300, 50 yL) s 200-krat koncentrovanou konjugatovou reagenciou:
mySacia monoklonalna protilatka proti cytokinu IFN-y konjugovana s alkalickou
fosfatazou.

6. 1 frasticka (SR.300, 25 mL) s roztokom substratu: hotovy roztok BCIP/NBTPus,

7. Navod na pouzitie na disku CD spolu s MSDS, Skoliacou priru¢kou, kalkulackou riedenia
buniek T-SPOT, kalkulackou riedenia konjugatu, kalkulackou rychlosti centrifigy
a programom T-SPOT.AutoReporter.

Skladovanie

Skladujte vSetky zloZzky supravy pri teplote 2 — 8 °C.
Vyhnite sa dlh§iemu vystaveniu roztoku substratu svetlu.

Stabilita

NemieSajte zlozky suprav s odliSnou Sarzou. Neotvorenu supravu skladujte pri teplote 2 — 8 °C.
Zlozky supravy su stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na Skatuli supravy, ak sa skladuju
a ak sa s nimi manipuluje za odporu¢anych podmienok. Suprava sa nesmie pouzit po datume
exspiracie na oznaceni supravy.

Zlozky otvorenej supravy skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Otvorené zloZky sa musia pouzit do 8
tyzdfiov od otvorenia.
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Potrebny material a vybavenie, ktoré sa nedodavaju

1.

2.
3.

Raméek na platnicku s 8-jamkovym prdzkom (dostupny od spolo¢nosti Oxford
Immunotec).

Mikrobiologicka skrinka triedy Il (odporuc¢ané).

Skamavky na odber krvi, napr. Vacutainer® CPT™ (dostupné od spolo¢nosti Oxford
Immunotec), heparinizované skiumavky alebo skimavky obsahujuce citrat.
Ficoll®-Paque* Plus alebo alternativny material na oddelenie buniek PBMC.

Reagenciu T-Cell Xtend (dostupnu od spolo€nosti Oxford Immunotec) mozZno pouzit' so
vzorkami odobratymi do 32 hodin po venepunkcii. Supravu reagencii T-Cell Select
(dostupnu od spoloénosti Oxford Immunotec) mozno pouzit so vzorkami odobratymi do
54 hodin po venepunkcii. Alternativhe metédy deplécie granulocytov mozno pouZit' so
vzorkami uchovavanymi maximalne 32 hodin. Zakaznici musia validovat’ alternativne
metody vo vlastnom laboratdriu.

Skumavky Leucosep na ulahcenie oddelenia buniek PBMC pri pouziti metody Ficoll*.
Centrifuga na pripravu buniek PBMC (s moznostou nastavenia rychlosti aspori 1 800 x g
a schopna udrzat vzorky pri izbovej teplote (18 — 25 °C)).

Na pripravu a premyvanie oddelenych buniek PBMC mozno pouzit centrifigu na
premyvanie buniek, napriklad centrifdgu DiaCent-CW (Bio-Rad). Zakaznici musia
validovat pouzitie takého vybavenia vo vlastnom laboratériu.

Vybavenie a reagencie na pocitanie buniek PBMC, a to manualne pomocou Trypanovej
modrej a hemocytometra na mikroskope alebo automaticky s pouzitim vhodného
hematologického analyzatora.

10.Humidifikovany inkubator schopny udrziavat teplotu 37 +1 °C a privod 5 % COs-.
11.Premyvacka mikrotitracnych platni¢iek alebo vybavenie na manualne premyvanie

platniciek.

12.Pipety a sterilné Spicky pipiet.
13.Sterilny roztok D-PBS: napr. GIBCO® 1 x D-PBS (Invitrogen, katalégové &islo 14040-

091).

14 .Destilovana alebo deionizované voda.
15.Prostriedok na odc¢itanie platni¢ky, napr. mikroskop, digitalny mikroskop, ru¢na lupa alebo

zobrazova¢ mikroplatniciek.

16.Sterilné bunkové kultivaéné médium, napr. GIBCO AIM-V® (Invitrogen, katalogové &islo

31035-025): toto bezsérové médium sa dérazne odporuca pouzit na inkubaciu. Médium
RPMI 1640 (Invitrogen, katalégové Cislo 21875-034) mozno pouZit' len v Uvodnej faze
pripravy vzorky. Odporu¢ame skladovat bunkové kultivaéné médium vo vhodnych
alikvotnych mnozstvach a nadbyto¢ny material po pouZziti zlikvidovat. Bunkové kultivacné
média by sa pred pouzitim v teste T-SPOT.TB mali predhriat na teplotu 37 °C.

Priprava reagencii

1.

Mikrotitracna platni¢ka. Mikrotitracna platni¢ka testu T-SPOT.TB 8 sa dodava pripravena
na pouzitie. Vyberte pozadovany pocet 8-jamkovych pruzkov zo zasoby a nechajte ich
vytemperovat na izbovu teplotu. Zvysné pruzky znova zabalte do vonkajSieho féliového
obalu a do vrecka vlozte vysusadlo.

Nadobky s antigénmi M. Tuberculosis ESAT-6 (panel A) sa dodavaju pripravené na
pouzitie.

Nadobky s antigénmi M. Tuberculosis CFP10 (panel B) sa dodavaju pripravené na
pouzitie.

Nadobky s pozitivnou kontrolou sa dodavaju pripravené na pouzitie.

Pripravte pracovny roztok konjugatovej reagencie v riedeni 1:200. Vypocitajte potrebny
objem pracovného roztoku konjugatovej reagencie (pozri kalkulacku riedenia konjugatu
T-SPOT na disku CD, ktory sa dodava s kazdou supravou testu). Reagenciu mozno
pripravit bezprostredne pred pouzitim alebo zriedit na pracovnu koncentraciu (1:200)
a pred pouzitim uchovavat maximalne Sest tyzdriov pri teplote 2 °C — 8 °C. Nepouzivajte
zriedenu reagenciu po uplynuti ¢asu pouzitelnosti.

Roztok substratu sa dodava pripraveny na pouzitie. Vyberte ho zo zasoby a nechajte
vytemperovat na izbovu teplotu.
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Postup
Tento test by sa mal vykonat v sulade so zasadami spravnej laboratérnej praxe a presne podla
pokynov v tomto navode na pouzitie.

Spolo¢nost Oxford Immunotec Ltd. pripravila Skoliacu prirucku, ktora opisuje odber a pripravu
vzoriek, vyber bunkového kultivatného média a metdd pocitania 8kvin. Nachadza sa na disku
CD, ktory je sucastou kazdej supravy testu, pripadne si ju mozno objednat telefonicky na Cisle
+44(0)1235 442780 alebo prevziat z webovej stranky www.oxfordimmunotec.com.

Odber a priprava vzorky

Individualni pouzivatelia by mali validovat svoje postupy odberu buniek PBMC, ich pocitania
a vyberu vhodného média, ktoré zabezpedci funkénost T-buniek po¢as primarnej inkubacénej fazy
testu. U imunokompetentného pacienta mozno dostatoény pocet buniek PBMC na vykonanie
testu zvy€ajne ziskat zo vzoriek vendznej krvi podfa tychto pokynov:

e dospeli a deti vo veku 10 rokov a starSie: jedna 8 mL alebo dve 4 mL skumavky CPT
alebo jedna 6 mL heparinova alebo citratova skimavka,

e deti vo veku 2 — 9 rokov: jedna 4 mL skumavka CPT, heparinova alebo citratova
skumavka,

e deti do veku 2 roky: jedna 2 mL pediatrickd skimavka.

Vzorky krvi sa musia uchovat pri izbovej teplote a pouzit na test do 8 hodin od odberu krvi.
V pripade, ze sa pouzije reagencia T-Cell Xtend a uchovava sa pri teplote 10 — 25 °C, moze sa
pouzit na test do 32 hodin od odberu krvi a v pripade, Ze sa pouzije suprava reagencii T-Cell
Select a uchovava sa pri teplote 18 — 25 °C, mbze sa pouzit' na test do 54 hodin od odberu krvi.

Bunkové kultivatné média je potrebné pred pouZitim v teste T-SPOT. TB predhriat na teplotu
37 °C.

Postup

Poznamky

1. Odoberte vzorku krvi podla pokynov
dodanych s odberovou pomdckou. Odobratu
krv uchovaijte pri izbovej teplote (18 — 25 °C)
alebo pri teplote 10 — 25 °C v pripade pouzitia
reagencie T-Cell Xtend. Vzorky neuchovavajte
v chladni¢ke ani nezmrazujte.

1. Vzorky krvi mozno odobrat do rbéznych
skumaviek. V nasich laboratériach uspesne
pouzivame citratové a heparinové skumavky
CPT Vacutainer a Standardné heparinové
alebo citratové skumavky. Skumavky CPT nie
su vhodné na pouZitie s reagenciou T-Cell
Xtend.

Skumavky s EDTA sa neodporuéaju.
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Postup

Poznamky

2. Pri pouzivani skimaviek na odber krvi CPT
dodrziavajte pokyny vyrobcu na oddelenie
buniek PBMC.

Ak pouzivate vakutainery na odber krvi
obsahujuce heparin alebo citrat, bunky PBMC
oddelte centrifugaciou pomocou média Ficoll-
Paque Plus podla publikovanych postupov.

Ak pouzivate skumavky Leucosep, supravu
reagencii T-Cell Select alebo reagenciu T-Cell
Xtend (dostupné od spolocnosti Oxford
Immunotec), postupujte podfa protokolov
dodanych s tymito reagenciami.

2. Centrifugujte 8 mL skumavky CPT pri
rychlosti 1 600 x g po€as 28 minut alebo 4 mL
skumavky CPT pri rychlosti 1 800 xg 30 minut
pri teplote 18 °C, ak je dostupna chladena
centrifiga. Ak sa predtym pouzili nizSie teploty,
nechajte centrifigu dosiahnut teplotu 18 °C.
Ak sa pouziva nechladena centrifuga,
zabezpecte, aby teplota neprekrocila 25 °C.

Alternativne nariedte krv rovnakym objemom
média RPMI 1640. Opatrne navrstvite zriedenu
krv (2 — 3 objemy) na povrch média Ficoll-
Paque Plus (1 objem) a centrifugujte pri
rychlosti 1 000 x g 22 minut pri teplote 18 —
25 °C.

V pripade vzoriek uchovavanych 8 az 32 hodin
po venepunkcii pouzite pred navrstvenim
vzorky na  médium  Ficoll-Paque-Plus
reagenciu T-Cell Xtend.

V pripade vzoriek uchovavanych do 54 hodin
po venepunkcii pouzite protokol dodany so
supravou reagencii T-Cell Select.

Kalkulacka rychlosti centrifugy na disku CD
prilozenom Kk suprave testu je urCena na
prepocet rychlosti z x g na otacky/min. (rpm).

Ak pouzivate iné metdody oddelenia buniek
PBMC, zakaznik ich musi validovat na pouzitie
s testom T-SPOT.TB.

3a. Pipetou odoberte biely, zakaleny prstenec
buniek PBMC a preneste ho do kénickej 15 mL
centrifuganej skimavky. Dopliite objem na 10
mL bunkovym kultivatnym médiom.

3b. Alternativne mozno na ulahCenie faz
premyvania buniek pouzit centrifigu na
premyvanie buniek, napr. DiaCent-CW (Bio-
Rad). Ak sa pouziva tento systém, na premytie
buniek treba pouzit roztok D-PBS.

3a. Na premyvanie buniek moZno v tomto
procese pouzit rbézne kultivatné média.
Odporu¢ame média AIM-V a RPMI 1640, ktoré
sa uspesSne pouzivaju v naSich laboratériach.

3b. Metodika na pouzitie centrifigy na
premyvanie buniek pri priprave buniek PBMC
je dostupna od spolo¢nosti Oxford Immunotec.
Zakaznici vSak musia tuto metédu validovat vo
vlastnych laboratériach.

4. Centrifugujte pri rychlosti 600 x g 7 minut.
Odstrarnte supernatant a resuspendujte peletu
v 1 mL média.

4. Pozri bod 3a vysSie.

5. Dopliite Cerstvym médiom do objemu 10 mL
a centrifuguijte pri rychlosti 350 x g 7 minut.

5. Pozri bod 3a vyssie.
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Postup

Poznamky

6. Odstrante supernatant a resuspendujte
peletu v 0,7 mL kultivaného média AIM-V.

6.V tejto faze by sa na resuspendovanie pelety
malo pouzit kultivatné médium urCené na

inkubaciu cez noc. Dérazne odporu¢ame
bezsérové médium AIM-V, ktoré sa uspesne
pouziva v nasich laboratoériach.

S testom T-SPOT.TB sa na identifikaciu infekcie a ochorenia TB uspe3ne pouzili T-bunky ziskané
z inych telesnych tekutin, napr. z bronchoalveolarnej lavaze (BAL), pohrudnicového vypotku (PE)
alebo mozgovomiechového moku (CSF) (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 and Patel et al (2010) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 182(4) 569-77). Ak
sa pouzivaju iné vzorky ako vzorky Kkrvi, pouzivatelia musia validovat postupy na odber
dostatoéného mnozstva mononuklearnych buniek. Metédy spracovania vzoriek BAL su opisané
v publikaciach uvedenych vyssie.

Poznamka 1: Hrani¢né hodnoty pre pozitivny vysledok a platné kontroly testu s pouzitim inych
vzoriek ako vzoriek krvi neboli rozsiahlo vyhodnocované a mézu sa liSit od krvného testu.
Pouzivatelia musia definovat' vlastné kritéria interpretacie testu. Klinicki pracovnici musia pri
skumani vysledkov pouzit vlastny usudok.

Poznamka 2: Dizka trvania ¢asu od ziskania vzorky po zagiatok testu nebola podrobne skimana.

Pocitanie buniek a riedenie

V teste T-SPOT.TB je potrebnych 2,5 x 10° Zivych buniek PBMC na jednu jamku. Pre kazdu
vzorku pacienta su potrebné Styri jamky. Do kazdej jamky sa musi pridat spravny pocet buniek.
V opacnom pripade méze dojst k nespravnej interpretacii vysledku.

Postup
1. Stanovte pocet Zivych buniek.

Poznamky

1. Bunky mozZno po¢itat réznymi metédami
vratane manualneho poditania s pouZzitim
Trypanovej modrej a hemocytometra alebo
automatického pocitania s pouzitim vhodného
nastroja.

2. Stru€ne: pri manualnom pocitani pomocou
hemocytometra Neubauer pridajte 10 pL
finalnej bunkovej suspenzie do 40 uL 0,4 %
(w/v) roztoku Trypanovej modrej. Prislusné
alikvotné mnozstvo viozte do hemocytometra
a spocitajte bunky v mriezke. Pri inych typoch
hemocytometrov  a pri  automatizovanych
zariadeniach dodrzZiavajte pokyny vyrobcu.

2. Bezprostredne pred odobratim alikvotnych
mnozstiev na riedenie alebo pocitanie bunkovu
suspenziu dékladne premieSajte. Bunky sa
mdzu usadzovat na dne skumavky, ¢o méze
viest Kk nespravnej interpretacii skutocného
poctu buniek.

3. Vypoditajte koncentraciu Zivych buniek
pritomnych v zasobnej bunkovej suspenzii.

3. Overte, Zze vypocCet je spravny pre pouZzity
systém pocCitania buniek. Nedostatok &i
nadbytok buniek mbze viest k nespravnej
interpretacii vysledku. Tento vypodet vam
ulah¢i kalkulagka riedenia buniek T-SPOT na
disku CD dodanom s kazdou sUpravou testu.

4. Pripravte 500 pL
suspenzie s koncentraciou
buniek/100 pL.

finalnej
2,5 X

bunkove;j
10°

4. Pred odobratim alikvotného mnoZstva na
riedenie si overte, Ze bunky su dobre
premie$ané.
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Priprava platni¢ky a inkubacia

V teste T-SPOT.TB su potrebné Styri jamky na kazdu vzorku pacienta. Sucastou vySetrenia
kazdej jednotlivej vzorky musi byt nulova kontrola a pozitivha kontrola na overenie funkéného
stavu buniek. Odporu¢a sa usporiadat vzorky na platniCke vertikalne, ako je to zobrazené na

nasledujucom obrazku:

O Nulova kontrola
O Panel A

O Panel B

O Pozitivna kontrola

Postup

Poznamky

1. Vyberte predpripravené 8-jamkové pruzky
z balenia, pripevnite k ramceku platniCky
a nechajte vytemperovat' na izbovu teplotu.

1. Vyberte len pozadovany pocet pruzkov,
ostatné nechajte v zasobe. Vybrané pruzky
pripevnite k prazdnemu ramcéeku platnicky,
ktory je vybaveny spodnym krytom a vieCkom.
Ramdceky, spodné kryty a vieCka je mozné
pouzit opakovane.

2. Kazda vzorka pacienta vyZaduje pouzitie 4
samostatnych jamiek:

i) Pridajte 50 L kultivatného média AIM-V do
kazdej jamky s nulovou kontrolou.

(i) Pridajte 50 pL roztoku s panelom A do
kazdej poZzadovanej jamky.

iii) Pridajte 50 yL roztoku s panelom B do
kazdej poZzadovanej jamky.

2. Nedotykajte sa membrany Spickou pipety.
Preliadiny v membrane spOsobené 3pictkou
pipety mdézu mat za nasledok artefakty
v jamkach.

Méze byt potrebné jemne poklepkat po
platnicke, aby roztoky pokryli membranu na
dne kazdej jamky. Vyhnite sa silnému

iv) Pridajte 50 yL roztoku s pozitivhou | pretrepavaniu platnic¢ky, aby sa minimalizovala
kontrolou do kazdej jamky na kontrolu|krizova kontaminacia antigénov = medzi
funkénosti buniek. jamkami.

3. Do kazdej zo 4 jamiek uréenych pre vzorku

pacienta pridajte 100 pL finalnej bunkovej
suspenzie (obsahujucej 250000 Zivych
buniek).

3. Pred odobratim kazdej 100 pL alikvotnej
Casti pipetovanim hore a dole jemne
premieSajte bunkovu suspenziu.

Odporu¢ame na kazdé pridanie buniek
kazdého pacienta pouzit novu $piCku, aby
nedoSlo ku krizovej kontaminacii medzi 4
jamkami.

4. Inkubujte platniéku v humidifikovanom
inkubatore pri teplote 37 °C s 5 % CO2 pocas
16 — 20 hodin.

4. Ked je uz platnicka v inkubatore,
nemanipulujte s fiou. Platni¢ky nestavajte na
seba, méze to viest k nespravnemu rozlozeniu
teploty a vetrania. Nedodrzanie odporu¢aného
inkubacného Casu a podmienok méze viest
k nespravnej interpretacii vysledku.
Skontrolujte, €i je v inkubatore dostatok vody
na udrzanie vlhkosti po€as inkubacného &asu.
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Vyvolanie a pocitanie Skvin

Pocas faz premyvania a vyvolavania platnicky sa nedotykajte membrany Spickou pipety ani
SpiCkou automatizovanej premyvacky jamiek. Preliaciny v membrane spdsobené Spickou pipety
alebo automatizovanej premyvacky jamiek mézu mat za nasledok artefakty v jamkach, ktoré

moZu ovplyvnit poditanie Skvrn.

Postup

Poznamky

1. Vyberte platni¢ku z inkubatora.

V pripade odloZenia spracovania, ktorému sa
neda vyhnut, napriklad pre problémy so
zdrojmi cez vikend, mozno platni¢ky vybrat
z inkubatora a skladovat pri teplote 2 °C -
8 °C. Maximalny odporugany €as skladovania
je 72 hodin a platnicky musia byt podas
skladovania zakryté. Zakaznik musi validovat
tento proces vo vlastnom laboratériu.

2. Zlikvidujte bunkové kultivaéné médium a do
kazdej jamky pridajte 200 pL roztoku D-PBS.

2. Vtomto Case vyberte roztok substratu zo
supravy a nechajte ho vytemperovat na izbovu
teplotu.

3. Zlikvidujte roztok D-PBS. Opakujte premytie
kazdej jamky este 3-krat s novym roztokom D-
PBS.

3. Po poslednom kroku premyvania odstrante
vSetok roztok D-PBS prevratenim platnic¢ky na
absorpény papier a aZz potom pokracuijte.

4. 200-krat zriedte koncentrovanu konjugatovu
reagenciu v roztoku D-PBS na vytvorenie
roztoku s pracovnou koncentraciou.

4. Nepouzivajte roztok D-PBS obsahujuci
Tween® ani iné detergenty, lebo to ma za
nasledok zvySené polty na pozadi. Pripravte
len maly prebytok roztoku s pracovnou
koncentraciou (na pripadné straty).

Pre kazdy 8-jamkovy pruzok (50 yL na jamku)
pripravte 500 yL  roztoku s pracovnou
koncentraciou pridanim 2,5 yL koncentrovanej
konjugatovej reagencie do 497,5 L roztoku D-
PBS. Na tento vypocet mozno pouzit
kalkulacku riedenia konjugatu na disku CD
dodanom s kazdou supravou testu.

5. Do kazZdej jamky pridajte 50 yL roztoku
konjugatovej reagencie S pracovnou
koncentraciou a inkubujte pri teplote 2 -8 °C 1
hodinu.

5. Nedodrzanie odporu¢aného inkubacného
Casu mbze viest k nespravnej interpretacii
vysledku.

6. Zlikvidujte konjugat zjamiek a premyte
jamky roztokom D-PBS podla postupu
opisaného v bodoch 2 a 3 vysSie.

7. Do kazdej jamky pridajte 50 yL roztoku
substratu a inkubujte pri izbovej teplote
7 minut.

7. Nedodrzanie odporu¢aného inkubacného
Casu mobze viest k nespravnej interpretacii
vysledku.

8. DOkladne premyte platnicku destilovanou
alebo deionizovanou vodou na zastavenie
detekénej reakcie.

9. Nechajte platniCku vysusit na dobre
vetranom mieste alebo v suSicke pri teplote
maximalne 37 °C.

9. SuSenim platnicky sa Skvrny stavaju
viditelnejsimi. Nechajte platnicku susit 4
hodiny pri teplote 37 °C alebo cez noc pri
izbovej teplote.

10.  Spocitajte  a zaznamenajte  pocet
zretefnych tmavomodrych Skvin na membrane
kazdej jamky. Na posudenie, &i je vzorka
pacienta ,pozitivna“ alebo ,negativha“ na
antigény TB, postupujte podla cCasti
Interpretacia vysledkov a kritéria testu (pozri
dalej).

10. Skvrny mozno vizualizovat rozliénymi
metdédami vratane ruénej lupy, vhodného
mikroskopu, digitdlneho mikroskopu, alebo
Specializovaného  zobrazovada platniiek
ELISPOT. Skoliacu pomécku na poéitanie
Skvin (program T-SPOT.Tutor) mozno ziskat
prostrednictvom webovej lokality spoloénosti
Oxford Immunotec.
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Kontrola kvality
V pripade typického vysledku sa oCakava len malo Skvin alebo Ziadne Skvrny v nulovej kontrole
a viac ako 20 Skvfn v pozitivnej kontrole.

Viac ako 10 Skvin v nulovej kontrole by sa malo povazovat za ,neur€ity” vysledok. Mozné priciny
najdete v Skoliacej prirucke k testu T-SPOT.TB (mozno prevziat z www.oxfordimmunotec.com).
Pacientovi je potrebné odobrat novu vzorku a otestovat' ju.

V pripade pozitivnej kontroly, ktora sluzi na overenie funk&nosti buniek, by po€et Skvin mal byt
Standardne = 20 alebo by malo ddjst k saturacii (prili§ vela Skvfn na to, aby sa dali spocitat). Mala
¢ast pacientov méze mat T-bunky s len malou reaktivnostou na PHA'™'4. Ak je pocet Skvin
v pozitivnej kontrole < 20, vysledok by sa mal povazovat za ,neurcity, pokial panel A alebo panel
B nie je ,pozitivny” podla opisu v Casti Interpretacia vysledkov a kritéria testu (pozri nizsie) —
v takom pripade je vysledok platny.

Z dévodu potencialnej biologickej a systematickej variability, ked vySsia z hodnét (panel A minus
nulova kontrola) a (panel B minus nulova kontrola) je 5, 6 alebo 7 Skvfn, vysledok sa mbze
povazovat za hrani¢ny (dvojznacny). Hraniéné (dvojznacné) vysledky su sice platné, ale si menej
spolahlivé ako vysledky, v ktorych je poCet Skvin vzdialenejsSi od hrani¢nej hodnoty. Preto sa
odporu¢a znova otestovat' pacienta s novou vzorkou. Ak je aj po zopakovani testu vysledok
hraniény (dvojznacény), je potrebné pouzit iné diagnostické testy a/alebo epidemiologické
informacie na stanovenie stavu infekcie TB pacienta.

Kedze antigény ESAT-6 a CFP10 nie su pritomné v kmernioch BCG M. bovis avo vacésSine
environmentalnych baktérii, je mozné, ze ,pozitivny” vysledok testu T-SPOT.TB je spdsobeny
infekciou M. kansasii, M. szulgai, M. marinum alebo M. gordonae. Ak existuje podozrenie na taku
infekciu, je potrebné pouzit alternativne testy.

Interpretacia vysledkov a kritéria testu
Pred pouzitim tychto kritérii si precitajte ¢ast Kontrola kvality.

Vysledky testu T-SPOT.TB sa interpretuju ako rozdiel po¢tu Skvin v kazdom z panelov a poctu
Skvfn v nulovej kontrole podla nasledujuceho algoritmu:

. vysledok testu je ,pozitivny“, ak hodnota (panel A minus nulova kontrola) a/alebo
(panel B minus nulova kontrola) = 6 Skvin,
) vysledok testu je ,negativny“, ak obe hodnoty (panel A minus nulova kontrola) a

(panel B minus nulova kontrola) < 5 Skvin vratane hodnét nizSich ako nula.

»Pozitivny“ vysledok znamend, ze vzorka obsahuje efektorové T-bunky reaktivhe na M.
tuberculosis.

»Negativhy“ vysledok znamena, ze vzorka pravdepodobne neobsahuje efektorové T-bunky
reaktivne na M. tuberculosis.
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Vykonnostné charakteristiky testu

Specifickost testu bola vyhodnotena otestovanim 93 vzoriek od darcov, u ktorych sa na zaklade
anamnézy a osobnych informacii stanovilo nizke riziko infekcie M. tuberculosis. Specifickost
testu T-SPOT.TB sa vypocitala ako 100 % (93/93) (95 % hranice vyznamnosti 95,8 % — 100 %).

Citlivost’ bola vyhodnotena otestovanim 87 vzoriek od pacientov s kultivaciou potvrdenou
infekciou M. tuberculosis vratane imunokompromitovanych skupin. Citlivost testu T-SPOT.TB sa
vypocitala ako 98,8 % (86/87) (95 % hranice vyznamnosti 90,8 % — 99,9 %).

Reprodukovatelnost’ bola vyhodnotena ako nahradny ukazovatel variability v ramci testu
analyzou duplikatov vzoriek krvi testovanych na rovnakej platnicke. Celkovo 145 vzoriek krvi od
140 jednotlivych darcov sa testovalo v duplikatoch (dve jamky pre panel A i panel B) pomocou
testu T-SPOT.TB. V 142/145 (97,9 %) analyz duplikatov sa pozorovala klinicka zhoda. Dve
analyzy duplikatov poskytli nesuhlasné hrani¢né vysledky a len 1/145 vzoriek viedla k rozdielnym
vysledkom.
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Pouzité symboly

é Pouzit do/Datum expiracie (Rok-Mesiac-Deri)
Lo Cislo Sarze

Kataldgové Gislo

A Pozor, pozriet pracovny navod

ul Vyrobca

v (Postacujuce) Urcené na ,n“ testov

IVD UrCené pre in vitro diagnostiku

I Teplotné obmedzenie/Skladujte do (medzi)
Pozriet (obratit sa na) pracovny navod
[EcIRer] Opravneny zastupca v EU
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Kontaktné udaje
Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, OX14 4SE, UK

Tel.: +44 (0) 1235 442780

E-mail: info@oxfordimmunotec.com

Podporné subory na stiahnutie a dal8ie technické informacie najdete na nasej webovej lokalite:
www.oxfordimmunotec.com

T-SPOT, T-Cell Xtend a logo Oxford Immunotec su registrované ochranné znamky spolocnosti
Oxford Immunotec Limited.
T-Cell Select je ochranna znamka spolo¢nosti Oxford Immunotec Limited.

AIM-V a GIBCO su ochranné znamky spolo¢nosti Life Technologies Corporation.
CPT a Vacutainer su ochranné znamky spolo¢nosti Becton, Dickinson and Company.

Ficoll a Ficoll-Paque su registrované ochranné znamky spolo¢nosti Cytiva, ¢o je pridruzena

spolo¢nost spolo¢nosti Global Life Sciences Solutions USA LLC.
Tween je registrovana ochranna znamka spolo¢nosti Croda Americas LLC.

Pouzitie reagencie T-Cell Xtend je chranené tymito patentmi a patentovymi prihlaskami:
EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117,

CA2665205.

Cislo revizie: 5 Datum vydania: november 2023
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