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Tuberkiloz enfeksiyonu tanisinda yardimci

KULLANIM KILAVUZU

In Vitro Tanida Kullanim igin

Bu kilavuz, asagidakilerin kullanimini kapsar:
T-SPOT.TB 8 (Cok kullanimli 8 Kuyucuklu Strip Plaka Formati. Katalog numarasi: TB.300)

PI-TB-IVD-TK-v4



igindekiler

(U1 =T a1 T o g 1= 10 0 = o] PP PPPRPPPRN 2
L1141 SO OO UTT ST 2
ProsSedUrln ESASIANT ........c.oiiiiiii ettt sn e eneas 2
SINIFIAMAIAT ...ttt ettt ae et e st et et e s e eseeseeseesesseseeneeneeneas 3
GUVENIiK Uyariar V& ONIEMIET ..o, 4
SaGIanan MalZEMEIET .............oo ettt es 4
SAKIAMA. ...t a et ettt s e neereeteeteete et ene e eneas 4
STADIIEE ...ttt neeneas 4
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Ekipman ve Malzemeler ..o 5
Reaktif HAZIM@ma.............coooiiee ettt eneas 5
07T 1 SRR 6
Numune Toplama Ve HazIrlama............cooooiiiiiiie et 6
HUCre Sayimi Ve SEYIelMe. .......c.ooi e 8
Plaka Kurulumu Ve INKUDASYON .............cooveoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 8
NOKta OlUSLUIMA V& SAYIML.....oiiiiiiiiieieiee ettt sttt ettt be e aae 9
(=11 SN (o] 011 SRR 10
Sonuglarin Yorumlanmasi ve Test Kriterleri...........coooovoiiiiiiciiececeecee e 11
Test Performans OZIKIEI .............ooioeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
REFEIANSIAT ...ttt ettt se st re s 11
SEMDBOIET SOZIUGU........ooceeieiieeeeee ettt ettt be e eaeenas 12

1 PI-TB-IVD-TK v4



Kullanim Amaci

T-SPOT®.TB testi, Mycobacterium tuberculosis antijenlerinin stimilasyonuna yanit veren efektor T
hucrelerinin saptanmasina ydnelik bir in vitro tani testidir ve tiberkiloz (TB) enfeksiyonunun tanisina
yardimci olarak kullaniimasi amaglanmistir. T-SPOT.TB testi, tek tek TB'ye 6zgu aktive edilmis efektér
T hicrelerinin sayildigi,basitlestiriimis bir enzime bagdlh immunospot (ELISPOT) yéntemidir.

Girig

Diinya Saglik Orgiitii, diinya niifusunun (gte birinin M. tuberculosis ile enfekte oldugunu tahmin
etmektedir. Gizli TB enfeksiyonu (LTBI) tagiyan bir kisinin aktif hastalia ilerleme olasilhdi yaklagsik
%10'dur. Bu ilerleme hizi, yakin zamanda enfekte olanlar ve zayiflamis bir bagisiklik sistemi olanlar
dahil olmak Gzere belirli gruplar arasinda yukselir.

M. tuberculosis enfeksiyonuna verilen bagisiklik yaniti agirlikli olarak Hiicre Aracili Bagisiklik (CMI)
yanitidir. Bu yanitin bir pargasi olarak T hicreleri, M. tuberculosis antijenlerine duyarli hale getirilir.
Spesifik olarak kandan ayristirilmis ve aktive edilmis olan efektor T hiicreleri, dolayisiyla hem CD4 hem
de CD8, bu antijenler tarafindan in vitro olarak uyarilma yeteneklerine gore siralanabilir’2. M.
tuberculosis kompleksi (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti) igin segilmis
antijenlerin kullanimi, BCG asisina ve bir¢ok ¢cevresel mikobakteriye karsi ¢capraz reaktiviteyi azaltarak
test 6zgulliguni bu organizmalar agisindan gelistirir 34. lyi tanimlanmig proteinler olan ESAT-6 ve
CFP10'u simtle eden iki ayri antijen paneli, testin duyarhligini optimize etmek i¢in kullanilir.

T-SPOT.TB testi, ELISPOT test tekniginin basitlestiriimis bir ¢esididir. ELISPOT testleri son derece
hassastir ¢linkl hedef sitokin; slipernatanda seyreltimeden, komsu hticrelerin reseptérleri tarafindan
yakalanmadan veya pargalanmadan 6nce, dogrudan salgilandidi hiicrenin ¢evresinde yakalanir. Bu,
ELISPOT testlerini geleneksel ELISA testlerinden ¢ok daha hassas hale getirir5. T-SPOT.TB testi, M.
Tuberculosis’e 6zgu antijenlerin stimilasyonuna yanit veren efektér T hiicrelerinin saptanmasi igin
tasarlanmistir34 6.9, Test, bireysel olarak aktive edilmis TB'ye 6zgli T hiicrelerini tespit eder. Yas,
cinsiyet, etnik kdken, tedavi veya bagisiklik durumu ne olursa olsun LTBI riski tagiyan veya TB
hastaligina sahip oldugundan siphelenilen tiim hastalarda kullanima uygundur 1011,

Prosediiriin Esaslari

Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC'ler) tam kan numunesinden ayrilir ve arka planda parazit
yapan sinyal kaynaklarini ortadan kaldirmak icin yikanir. PBMC'ler daha sonra testte standart sayida
hucre kullaniimasini saglamak amaciyla sayilir. Bu, bagdisiklik sistemlerinin zayiflamasi nedeniyle T
hucresi titreleri disik olan kigilerde bile (badisikhidi baskilanmig olanlar) mikrotitre kuyucuklarina yeterli
sayida hucre eklenmesini saglar. ELISPOT tekniginin yanisira yikama ve sayim asamalari, TB
hastaligi ve latent TB enfeksiyonunun saptanmasinda ustin performans saglar.

Her numune i¢in dort kuyucuk (bkz. Sekil 1) gereklidir:

1. Spesifik olmayan hiicre aktivasyonunu belirlemek igin bir Nil Kontrol.

2. TB'ye 6zgu antijenler, Panel A (ESAT-6).

3. TB'ye 6zgu antijenler, Panel B (CFP10).

4. PBMC islevselligini dogrulamak igin fitohemaglutinin (PHA, bilinen bir poliklonal aktivator'?) iceren
bir Pozitif Kontrol.
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Sekil 1: T-SPOT.TB testinin ana adimlari. Her plakanin 96 kuyucuk icerdigine dikkat edin.

PBMC'ler, duyarl hale getirilen mevcut T hiicrelerinin uyariimasina izin vermek icin antijenlerle inkiibe
edilir. Salgilanan sitokin, kuyucugun tabanini olusturan membran Uizerindeki spesifik antikorlar
tarafindan yakalanir. Hlcreler ve diger istenmeyen maddeler yikama ile uzaklastirilir. Alkalen fosfataza
konjuge edilen ve sitokin molekdli tizerindeki farkli bir epitopa yénlendirilen ikinci bir antikor eklenir ve
membran ylzeyinde yakalanan sitokine baglanir. Baglanmamis konjugatlar yikama ile uzaklastirilir.
Her kuyucuga ¢ozundr bir substrat eklenir; bu, reaksiyon bdlgesinde ¢ézinmeyen bir ¢dkelti noktasi
olusturmak igin bagdl enzim tarafindan bélindr. Her nokta, ayri bir sitokin salgilayan T hlcresinin ayak
izini temsil eder ve elde edilen noktalarin sayisinin degerlendirilmesi, M. tuberculosis'e duyarli efektér T
hucrelerinin periferal kandaki miktarinin él¢tlmesini saglar.

Sinirlamalar

Yalnizca in vitro tanida kullanim igindir.

Sadece profesyonel kullanim igindir.

Farkh kit lotlarindan bilesenleri karigtirmayin.

Kullanmadan 6nce test talimatlarini dikkatlice okuyun.

Reaktifleri, test kuyucuklarini, hiicre stispansiyonlarini ve hicre kiltlrd ortamini

kontaminasyondan korumak igin aseptik teknik kullanin.

o Belirtilen pipetleme ve yikama teknikleri, inklibasyon sureleri ve/veya sicakliklarindaki
degisiklikler, elde edilen sonuglari etkileyebileceginden bu tir degisikliklerden
kaginiimalidir.

e Kan alindiktan sonra 8 saat iginde teste alinmalidir. Bu zaman sinirlamasi, T-Cell Select™
reaktif kiti veya T-Cell Xtend® reaktifi (Oxford Immunotec'ten temin edilebilir) kullanilarak
asilabilir. T-Cell Select reaktif kiti T-SPOT.TB testi ile birlikte kullanildiginda numune
saklama slresi 54 saate ¢ikar ve hucre izolasyon iglemi otomatize edilebilir. T-SPOT.TB
testi ile T-Cell Xtend reaktifi veya bagka bir grantlosit azaltma yontemi kullanildiginda
numune saklama suresi 32 saate ¢ikar.

o T-Cell Select reaktif kitiyle kullanilacaklar da dahil olmak Uzere, tim kan numuneleri

saklanirken ve laboratuvara nakledilirken oda sicakhiginda (18-25 °C) tutulmahdir. T-Cell

Xtend reaktifi kullaniliyorsa, numuneler 10-25 °C'de tasinabilir ve saklanabilir. Tam kan

numunelerini sogutmayin veya dondurmayin.
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e T-SPOT.TB testi yalnizca genel klinik durum baglaminda kullaniimali ve yorumlanmalidir.

¢ Negatif test sonucu, enfeksiyona maruz kalmis olma veya M. Tuberculosis enfeksiyonu
olasihigini ortadan kaldirmaz.

e ESAT-6 ve CFP10 antijenleri, M. kansasii, M. szulgai, M. Marinum 34 ve M. gordonae
hari¢, BCG suslarinda ve gevresel mikobakterilerin cogunda yoktur.

Giivenlik Uyarilar ve Onlemler

insan kaynakl malzemelerle galisirken dikkatli olunmalidir. Tim kan numuneleri potansiyel olarak
enfeksiy6z kabul edilmelidir.

Kan numunelerinin ve test bilesenlerinin islenmesi, bunlarin kullanimi, saklanmasi ve imhasi, ilgili
ulusal biyolojik tehlike guvenlik yonergeleri veya yonetmeliklerinde belirlenen prosedirlere uygun

olmalidir.

Kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunmaldir. Tim kimyasallar potansiyel olarak tehlikeli kabul
edilmelidir.

Saglanan Malzemeler
T- SPOT.TB 8 kiti sunlari igerir:

1. 1 mikrotitre plakasi (CVV.300): 96 kuyucuklu. Sitokin interferon gama'yi (IFN-y) hedefleyen bir

fare monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak 12 x 8 kuyucuklu stripler halinde bir ¢gergeve icinde

saglanir.

2. 2sise (PA.300, her biri 0.8 mL) Panel A: ESAT-6 antijenleri, sigir serum albimini ve

antimikrobiyal maddeler igerir.

3. 2sgise (PB.300, her biri 0.8 mL) Panel B: CFP10 antijenleri, si§ir serum albimini ve

antimikrobiyal maddeler igerir.

4. 2 sise (CP.300, her biri 0.8 mL) Pozitif Kontrol: Hiicre islevsellik kontroll olarak kullanim igin

fitohemaglutinin (PHA), sigir serum alblimini ve antimikrobiyal maddeler icerir.

5. 1 sise (CR.300, 50 yL) 200 x konsantre Konjugat Reaktifi: alkalin fosfataza konjuge IFN-y

sitokin fare monoklonal antikoru.

6. 1 sise (SR.300, 25 mL) Substrat Sollisyonu: kullanima hazir BCIP/NBTplus soliisyonu.

7. MSDS, Egitim Kilavuzu, T-SPOT hicre seyreltme hesaplayicisi, konjugat seyreltme
hesaplayicisi, santrifiij hizi hesaplayicisi ve T-SPOT. AutoReporter programi ile birlikte CD'de
bulunan Kullanim Talimatlari.

Saklama
Kitin tim bilesenlerini 2-8 °C'de saklayin.
Substrat Sollsyonunu uzun stre 1s1da maruz birakmaktan kaginin.

Stabilite

Farkl kit lotlarinin bilesenlerini karistirmayin. A¢ilmamis kiti 2-8 °C'de saklayin. Kitin bilesenleri,
Onerilen kosullarda saklandiginda ve kullanildiginda, kit kutusu Gzerinde yazili olan son kullanma
tarihine kadar stabildir. Kit, kit etiketindeki son kullanma tarihinden sonra kullaniimamalidir.

Agilan kit bilesenlerini 2-8 °C'de saklayin. Bilesenler acildiktan sonra 8 hafta iginde kullaniimalidir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Ekipman ve Malzemeler

1. 8 kuyucuklu strip plakasi gergevesi (Oxford Immunotec'ten temin edilebilir).
2. Sinif Il mikrobiyoloji kabini (6nerilen).
3. Vacutainer® CPT™ (Oxford Immunotec'ten temin edilebilir), heparinize veya sitrat iceren tlipler vb.
kan alma tapleri.
4. Ficoll®-Paque * Plus veya alternatif PBMC ayirma malzemeleri.
5. T-Cell Xtend reaktifi (Oxford Immunotec'ten temin edilebilir), toplanan numunelerle
venepunkturdan 32 saat sonraya kadar kullanilabilir. T-Cell Select reaktif kiti (Oxford Immunotec'ten
temin edilebilir), toplanan numunelerle venepunkturdan 54 saat sonraya kadar kullanilabilir. 32 saate
kadar saklanan numuneler icin alternatif granilosit azaltma yontemleri kullanilabilir. Musteriler
alternatif yontemleri kendi laboratuvarlarinda valide etmelidir.
6. Lokosep tipleri, PBMC'lerin Ficoll* yontemiyle ayrilmasini kolaylastirmak igin kullanilabilir.
7. PBMC'lerin hazirlanmasi i¢in en az 1800 xg kapasiteli ve numuneleri oda sicakliginda (18-25°C)
muhafaza edebilen santrifij []
8. Ayrilan PBMC'nin hazirlanmasinda ve yikanmasinda bir hiicre yikama santrifiiji, érnegin bir
DiaCent-CW santrifiji (Bio-Rad) kullanilabilir. Musteriler, bu tir ekipmanlarin kullanimini kendi
laboratuvarlarinda valide etmelidir.
9. PBMC'lerin sayimini saglamak icin ekipman ve reaktifler: Trypan Blue ve mikroskopta bir
hemositometre kullanarak manuel veya uygun bir hematoloji analizéri kullanarak otomatik sayim
yapanlar.
10. %5 CO:2 kaynagi ile 37 + 1 °C kapasiteli, nemlendirilmis bir inkiibator.
11. Plakalari manuel olarak yikamak i¢in bir mikrotitre plaka yikayici veya ekipman.
12. Pipetler ve steril pipet uglari.
13. Steril D-PBS soliisyonu: GIBCO® 1 x D-PBS vb. (Invitrogen; katalog numarasi 14040

091).
14. Distile veya deiyonize su.

15. Mikroskop, dijital mikroskop, buylteg¢ veya plaka géruntuleyici vb. bir plaka okuma araci.

16. GIBCO AIM-V® (Invitrogen; katalog numarasi 31035-025) gibi steril hiicre kiltiri ortami:
inkiibasyon adimi i¢in bu serumsuz ortamin kullaniimasi siddetle tavsiye edilir. RPMI 1640
(Invitrogen; katalog numarasi 21875-034) sadece ilk numune hazirlama adimlarinda kullanilabilir.
Hucre kaltlrd ortaminin uygun alikotlarda saklanmasi ve kullanimdan sonra fazla materyalin atilmasi
Onerilir. Hicre kaltard ortami, T-SPOT. TB testi ile kullaniimadan énce 1sitilarak 37 °C'ye getirilmelidir.

Reaktif Hazirlama

1. Mikrotitre Plakasi. T-SPOT.TB 8 mikrotitre plakasi kullanima hazir olarak saglanir. Gerekli sayida
8 kuyucuklu stripi saklama alanindan ¢ikarin ve oda sicakligina gelmesini bekleyin. Kalan stripleri
folyo ambalaja alarak nem alici torbayi ekleyin ve agzini tekrar kapatin.
M. tuberculosis ESAT-6 antijen siseleri (Panel A) kullanima hazirdir.
M. tuberculosis CFP10 antijen siseleri (Panel B) kullanima hazirdir.
Pozitif Kontrol siseleri kullanima hazirdir.
1:200 diliisyonlu kullanima hazirlanmis Konjugat Reaktif sollisyonu hazirlayin. Calisma igin
gerekli olan Konjugat Reaktif solisyonunun hacmini hesaplayin (her test kitiyle birlikte verilen
CD'deki T-SPOT konjugat seyreltme hesaplayicisina bakin). Reaktif kullanimdan hemen énce
hazirlanabilir veya ¢alisma konsantrasyonuna (1:200) kadar seyreltilerek hazirlanabilir. Ayrica
kullanimdan énce 2 °C - 8 °C'de alti haftaya kadar saklanabilir. Seyreltiimis reaktifi bu raf dmri
disinda kullanmayin.
6. Substrat Solusyonu kullanima hazirdir. Saklama alanindan ¢ikarin ve oda sicakligina getirin.

aorwd
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Prosediir

Bu test, lyi Laboratuvar Uygulamalari ilkeleri kullanilarak ve bu Kullanim Talimatlarina siki sikiya bagli
kalinarak yapiimalidir.

Oxford Immunotec Ltd, numunelerin toplanmasini ve hazirlanmasini, hiicre kultiirii ortaminin segimini
ve noktalari sayma yontemlerini agiklayan bir Egitim Kilavuzu hazirlamigtir. Bu kilavuz, her test kitiyle
birlikte verilen CD’de mevcuttur. Ayrica +44 (0) 1235 442780 numaral telefondan talep edilebilir veya
www.oxfordimmunotec.com adresinden indirilebilir.

Numune Toplama ve Hazirlama
Bireysel kullanicilar, testin birincil inkibasyon agsamasi sirasinda kan numunelerinin toplanmasi,
PBMC'lerin ayrilmasi ve sayilmasi ve T hicresi islevselligini desteklemek igin uygun ortam secimi
prosedurlerini valide etmelidir. Tipik olarak, bagisikhgi yeterli hastalarda testi galistirmaya yetecek
miktarda PBMC, ventz kan érneklerinden asagidaki yonergelere gore elde edilebilir:

e Yetiskinlerle 10 yas ve Uzeri cocuklarda: bir adet 8 mL veya iki adet 4 mL'lik CPT tlp(

veya bir adet 6 mL'lik heparin veya sitrat tlipU
e 2-9yas arasi ¢ocuklarda: bir adet 4 mL’lik CPT, heparin veya sitrat tlipu
e 2 yas alti cocuklarda: bir adet 2 mL'lik pediatrik tip

Kan numuneleri oda sicakhdinda saklanmali ve kan alindiktan sonra 8 saat icinde, T-Cell Xtend reaktifi
kullaniliyorsa 10-25°C'de saklandigi takdirde 32 saat icinde veya T-Cell Select reaktif kiti kullaniliyorsa
18-25°C'de saklandigi takdirde 54 saat icinde test edilmelidir

Hucre kultiri ortami, T-SPOT. TB testi ile kullaniimadan once isitilarak 37°C'ye getirilmelidir.
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Prosediir 1.

Notlar

Toplama cihazinin talimatlarina uygun olarak bir kan
numunesi alin.

Toplanan kani oda sicakliginda (18-25 °C) veya T-
Cell Xtend reaktifi kullanilacaksa 10-25°C'de saklayin.
Sogutmayin veya dondurmayin.

1. Kan numuneleri gesitli tiplerde toplanabilir.
Laboratuvarlarimizda Vacutainer sitrat CPT, heparin
CPT, standart heparin ve standart sitrat tiplerin
basariyla kullanilimistir. CPT tipleri, T-Cell Xtend
reaktifi ile kullanima uygun degildir.

EDTA tupleri tavsiye edilmez.

2. CPT kan alma tiplerini kullanirken, Greticinin
PBMC'lerin ayrilmasiyla ilgili talimatlarina uyun.

Heparin veya sitrat iceren kan alma vakutainer’lerini
kullanirken, PBMC'leri yayinlanmis proseddrlere
uygun olarak Ficoll-Paque Plus araciligiyla
santrifujleyerek ayirin.

Leucosep tupleri, T-Cell Select reaktif kiti veya T-Cell
Xtend reaktifi (Oxford Immunotec'ten temin edilebilir)
kullaniliyorsa bu reaktiflerle saglanan protokolleri
izleyin.

2. 8 mL’lik CPT tuplerini 1600 xg'de 28 dakika veya 4
mL'lik CPT tuplerini 1800 xg'de 30 dakika 18 °C'de,
sogutmali bir santrifijiin mevcut oldugu yerlerde
santrifiijleyin. Daha 6nce daha distuk sicakliklar
kullaniimissa santrifiijin 18°C'ye ulasmasini bekleyin.
Sogutmasiz bir santrifij kullaniliyorsa, sicakhigin
25°C'nin Uzerine gikmadigindan emin olun.

Alternatif olarak, kani esit hacimde RPMI 1640 ortami
ile seyreltin. Seyreltiimis kani (2-3 hacim) dikkatlice
Ficoll Paque Plus (1 hacim) Uzerine bir katman
olusturacak sekilde ekleyin ve sicakhgi 18 ila 25°C
arasinda tutmak kaydiyla 1000 xg'de 22 dakika
santrifljleyin.

Venepunkturdan sonra 8 ila 32 saat saklanan
numuneler i¢in, numuneyi Ficoll-Paque Plus Uzerine
yerlestirmeden 6nce T-Cell Xtend reaktifini kullanin.

Venepunkturdan sonra 54 saate kadar saklanan
numuneler i¢in, T-Cell Select reaktif kiti ile saglanan
protokolU kullanin.

Test kitiyle birlikte verilen CD'deki santrifiij hizi
hesaplayicisi, hizlari xg'den rpm'ye doénustirmeye
yardimci olabilir.

Diger PBMC ayirma yontemleri kullaniliyorsa, bunlarin
T-SPOT. TB testiyle kullanilmadan énce musteri
tarafindan valide edilmesi gerekir.

3a. Bir pipet kullanarak beyaz, bulanik PBMC bandini
toplayin ve 15 mL’lik konik santrifiij tliptine aktarin.
Hucre kultdra ortami ile hacmi 10 mL'ye tamamlayin.

3a. Bu iglem sirasinda hicrelerin yikanmasi igin gesitli
ortamlar kullanilabilir. Laboratuvarlarimizda hem AlM-
V hem de RPMI 1640 basariyla kullaniimistir ve
tavsiye edilmektedir.

3b. Alternatif olarak, hiicre yikama asamalarini
kolaylastirmak igin DiaCent-CVV (Bio-Rad) gibi bir
hucre yikama santrifuju kullanilabilir. Bu sistem
kullaniliyorsa hiicreleri yikamak icin DPBS
kullaniimahdir.

3b. PBMC'nin hazirlanmasi sirasinda hiicre yikama
santrifdjuntn kullanimina iliskin metodoloji Oxford
Immunotec'ten temin edilecektir.

Ancak musteriler bu ydntemi kendi laboratuvarlarinda
valide etmelidir.

4. 600 xg'de 7 dakika santrifijleyin. Sipernatant

xg'de 7 dakika santrifljleyin.

dokln ve peleti 1 mL ortam icinde yeniden slspanse 4. Bkz. 3a.
edin.
5. Taze ortam ile hacmi 10 mL'ye tamamlayin ve 350 |5. Bkz. 3a.

6. Supernatanti bosaltin ve peleti 0.7 mL AIM-V kaltar
ortami i¢inde yeniden stispanse edin.

6. Bu asamada, peleti yeniden stspanse etmek
amaciyla gece boyu inklibasyon igin kaltir ortami
kullanilmahdir. Laboratuvarlarimizda serumsuz ortam
AIM-V basariyla kullaniimigtir ve siddetle tavsiye

edilmektedir.
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Bronkoalveoler lavaj (BAL), plevral efiizyon (PE) veya beyin omurilik sivisi (BOS) gibi diger vucut
sivilarindan elde edilen T hicreleri, T-SPOT.TB testi ile TB enfeksiyonunu ve hastaligini tanimlamada
basariyla kullaniimistir [Jafari ve digerleri ( 2006 ) Am. J. Respir. Crit. Care Med.174 1048-1054,
Jafari ve digerleri (2008) Eur. Resp. J. 31 261-265, Strassburg ve digerleri (2008) Eur. Resp. J. 31
1132-1135, Jafari ve digerleri (2009) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 180(7) 666-673, Dheda ve
digerleri (2009) Thorax 64(10) 847-853 ve Patel ve digerleri (2010) Am. J. Respir. Crit. Care Med.
182(4) 569-77]. Kan disi numuneler s6z konusuysa kullanicilarin yeterli miktarda monontkleer hiicre
toplanmasina yonelik proseddrleri valide etmesi gerekir. BAL numunelerinin islenmesine yonelik
yontemler, yukarida atifta bulunulan yayinlarda agiklanmaktadir.

Not 1: Kan disi numunelerde pozitif sonuca iliskin cut-off ve test igin gegerli kontroller kapsamli bir
sekilde degerlendiriimemistir, bu nedenle kan testinden farkli olabilirler. Kullanicilar, kendi test
yorumlama kriterlerini belirlemelidir. Klinisyenler, sonuglari incelerken kendi muhakemelerinden de
yararlanmalidir. Not 2: Numunenin alinmasindan testin baslamasina kadar gegen siire kapsamh bir
sekilde incelenmemistir.

Hiicre Sayimi ve Seyreltme

T-SPOT.TB testi kuyucuk bagina 2.5 x 10% canli PBMC gerektirir. Her hasta numunesi igin toplam dort
kuyucuk gereklidir. Her kuyucuga dogru sayida hiicre eklenmelidir. Bunun yapilmamasi, sonucun
yanlis yorumlanmasina yol agabilir.

Prosediir 1. Notlar

Canli hiicre sayimi gergeklestirin. 1. Hacreler, Trypan Blue ve bir hemositometre
kullanilarak manuel sayim veya uygun bir alet
kullanilarak otomatik sayim dahil olmak Gzere
cesitli ydbntemlerle sayilabilir.

2. Kisaca, Neubauer hemasitometre ile manuel 2. Alikotlar seyreltme veya sayim icin ¢ikariimadan

sayim icin, 40 pL %0.4'e (w/v) Trypan Blue hemen dnce hicre suspansiyonunun iyice
solUsyonuna nihai hiicre slispansiyonundan karistinldigindan emin olunmalidir. Hlcreler tlplin
10 pL ekleyin. dibine dogru ¢okerek gergek hlcre sayisinin yanlis

Hemositometreye uygun bir alikot yerlestirin ve |yorumlanmasina neden olabilir.
hdcreleri sayin. Diger hemositometre tirleri ve
otomatik cihazlar igin Ureticinin talimatlarina

uyun.
3. Stok hiicre siispansiyonunda bulunan canli  [3. Yetersiz veya fazla sayida hiicre kullaniimasi
hdcrelerin konsantrasyonunu hesaplayin. sonucun yanlis yorumlanmasina yol

acabileceginden, kullanilan hicre sayma sistemi
hesaplamasinin dogrulugunu teyit edin. Her test
kitiyle birlikte verilen CD'deki T-SPOT hiicre
seyreltme hesaplayicisi bu hesaplamayi
kolaylagtiracaktir.

4. 2.5 x 105 hiicre /100 pL konsantrasyonda 500 4. Bir alikot seyreltme i¢in gikarmadan 6nce
PL nihai hiicre sispansiyonu hazirlayin. hicrelerin iyice karistirildigindan emin olun.

Plaka Kurulumu ve inkiibasyon

T- SPOT.TB testi, her hasta numunesi icin kullanilacak dort kuyucuk gerektirir. Her bir numune ile bir
Nil Kontrol ve bir hiicre islevselligi Pozitif Kontroll ¢alistiriimalidir. Numunelerin asagida gosterildigi
gibi plaka Uzerinde dikey olarak dizenlenmesi dnerilir.

(ONil Kontrol
(O APaneli
() B Paneli

O Pozitif kontrol
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Prosediir 1.

Notlar

Onceden kaplanmis 8 kuyucuklu stripleri
ambalajindan ¢ikarin, bir plaka ¢ergevesine
klipsleyin ve oda sicakligina gelmesine izin verin.

1. Yalnizca gerekli sayida stripi ¢ikarin, kalanini
saklama alanina geri koyun. Kullanilacak stripleri,
ic ve dis kapakla donatiimig bos bir plaka
cercevesine klipsleyin. Cergeveler ile i¢ ve dis
kapaklar muhafaza edilerek yeniden
kullaniimahdir.

2. Her hasta numunesi, 4 ayri kuyucugun
kullaniimasini gerektirir;

(i) Her bir Nil Kontrol kuyucuguna 50 yL AIM V
kaltur ortami ekleyin,

(ii) Gerekli her kuyucuga 50 yL Panel A
solusyonu ekleyin.

(i) Gerekli her kuyucuga 50 yL Panel B
solusyonu ekleyin.

(iv) Her bir hiicre islevsellik kontrol kuyucuguna 50
pL Pozitif Kontrol sollisyonu ekleyin.

2. Pipet ucunun membrana temas etmesine izin
vermeyin. Pipet uglarinin membranlarda
olusturdugu girintiler, kuyucuklarda artefaktlara
neden olabilir.

SolUsyonlarin her kuyucugun tabanindaki
membrani kaplamasini saglamak igin plakaya
hafifce vurmak gerekebilir. Kuyucuklar arasinda
capraz antijen kontaminasyonunu en aza indirmek
icin siddetli ajitasyondan kaginiimahdir.

3. Bir hasta numunesi i¢in kullanilacak 4
kuyucugun her birine, hastanin nihai hicre
suspansiyonundan (250.000 canli hiicre iceren)
100 pL ekleyin.

3. Her 100 pL’lik alikot cikarmadan 6nce iyice
karismasini saglamak igin hicre siispansiyonunu
yavasca yukari ve asagi pipetleyin.

4 kuyucuk arasinda gapraz kontaminasyon
gelismesini dnlemek igin hasta hiicresi eklerken
her defasinda yeni bir ucun kullanilmasi dnerilir.

4. Plakayl nemlendirilmis bir inkibatérde 37
°C'de %5 CO:z ile 16-20 saat inkUibe edin.

4. inkiibatore birakildiktan sonra plakalari hareket
ettirmekten kaginin. Esit olmayan sicakhk
dagilimina ve havalandirmaya yol
acabileceginden plakalari istiflemeyin. Onerilen
inkibasyon suresine ve kosullarina uyulmamasi,
sonucun yanlis yorumlanmasina neden olabilir.
inkiibatériin, inkiibasyon boyunca nemi korumaya
yetecek dizeyde su icermesini saglayin.

Nokta Olugturma ve Sayim

Plaka yikama ve gelistirme asamalari sirasinda, membrana pipet uglari veya otomatik kuyucuk
yikayici uglari ile dokunmayin. Pipet veya kuyucuk yikayici uglarinin membranda olusturdugu girintiler,
kuyucuklarda nokta sayimina etki etme ihtimali bulunan artefakt gelisimine yol agabilir.

Prosediir 1.

Notlar

Plakay! inklbatorden cikarin.

1. Calismada bir hafta sonu boyunca siren
kaynak sorunu gibi kaginilmaz bir gecikme olmasi
durumunda, plakalar inkiibatérden ¢ikarilabilir ve
2-8°C'de saklanabilir. Onerilen

maksimum saklama suresi 72 saattir ve saklama
sirasinda plakalarin Uzeri drttlmelidir. Masteri, bu
sureci kendi laboratuvarinda valide etmelidir.

2. Hicre kultlrt ortamini imha edin ve her
kuyucuga 200 yL D-PBS sollisyonu ekleyin.

2. Bu sirada Substrat Sollisyonunu kitten ¢ikarin
ve oda sicakligina gelmesine izin verin.

3. D-PBS solusyonunu imha edin. Her yikama
icin taze D- PBS sollisyonu ile kuyucuk yikama
islemini 3 kez daha tekrarlayin.

3. Devam etmeden 6nce plakayi emici kagit
Uzerinde ters gevirerek son yikama adimindaki
tim D-PBS'yi imha edin.
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4. Kullanima hazirlanmis bir sollisyon olusturmak
icin konsantre Konjugat Reaktifini D-PBS icinde
200 kat seyreltin.

4. Tween® iceren D-PBS veya diger deterjanlari
kullanmayin ¢uinkl bu yiksek arka plan
sayimlarina neden olur. Kullanima hazirlanmig
solisyonunun yalnizca gerekenden biraz
fazlasinin (kullanim sirasinda verilebilecek fire
dolayisiyla) hazirlandigindan emin olun.

Her 8 kuyucuklu strip igin (her kuyucuk 50 L
gerektirir), 497.5 uL D-PBS'ye 2.5 pL konsantre
Konjugat Reaktifi ekleyerek kullanima hazirlanmig
500 pL solisyon hazirlayin. Bu hesaplama igin her
test kitiyle birlikte verilen CD'deki konjugat
seyreltme hesaplayicisi kullanilabilir.

5. Her kuyucuga 50 pL kullanima hazirlanmis
Konjugat Reaktif solisyonu ekleyin ve 2-8 °C'de
1 saat inkUbe edin.

5. Onerilen inkiibasyon siresine uyulmamasi
sonucun yanlis yorumlanmasina neden olabilir.

6. Konjugati imha edin ve yukaridaki 2. ve 3.
adimlarda aciklandidi gibi dort kez D-PBS
yikama islemi gerceklestirin.

7. Her kuyucuga 50 pL Substrat Sollsyonu
ekleyin ve oda sicakliginda 7 dakika inkiibe edin.

7. Onerilen inkiibasyon siresine uyulmamasi,
sonucun yanlis yorumlanmasina neden olabilir.

8. Saptama reaksiyonunu durdurmak i¢in plakayi
distile veya deiyonize suyla iyice yikayin.

9. Plakayi iyi havalandirilan bir alanda veya 37
°C'ye kadar bir firinda bekleterek kurumaya
birakin.

9. Plaka kurudukga lekeler daha gorinir hale
gelir.

37 °C'de 4 saat veya oda sicakhiginda gece
boyunca kurumaya birakin.

10. Her kuyucugun membrani tzerindeki farkl,
koyu mavi noktalari sayin ve kaydedin.

Bir hasta numunesinin TB antijenleri agisindan
'Pozitif' veya 'Negatif' olup olmadigini belirlemek
icin Sonuglarin Yorumlanmasi ve Test Kriterlerini
(asagiya bakin) uygulayin.

10. Noktalar; el tipi bir blyuteg, uygun bir
mikroskop, bir dijital mikroskop veya 6zel bir
ELISPOT plaka goruntileyici kullanmak dahil
olmak Uzere gesitli ydntemlerle gorsellestirilebilir.
Nokta sayimi egitim kilavuzu (T- SPOT.Tutor
programi) Oxford Immunotec web sitesinden

edinilebilir.

Kalite Kontrol

Tipik bir sonuca ait Nil Kontrol'de ¢ok az nokta olmasi veya hi¢ nokta olmamasi, Pozitif Kontrol'deyse

20'den fazla nokta olmasi beklenir.

10’uasan bir Nil Kontrol nokta sayisi 'Belirsiz' olarak kabul edilmelidir. Olasi nedenler i¢cin T-SPOT.TB
Egitim Kilavuzuna bakin (www.oxfordimmunotec.com adresinden indirin).

Bu durumda, hastadan bagka bir numune alinmali ve test edilmelidir.

Tipik olarak, hiicre islevselligi Pozitif Kontrol nokta sayisi = 20 olmali veya doygunluk (sayillamayacak
kadar ¢ok nokta) gostermelidir. Hastalarin kiglk bir kisminda PHA'ya yalnizca sinirli bir yanit
gosteren T hiicreleri olabilir'314, Pozitif Kontrol nokta sayisi < 20 nokta oldugunda, Panel A veya Panel
B; Sonugclarin Yorumlanmasi ve Test Kriterlerinde (asagiya bakin) agiklandidi gibi 'Pozitif dolayisiyla
gecerli olmadigi surrece, 'Belirsiz' olarak kabul edilmelidir.

Potansiyel biyolojik ve sistematik varyasyonlar nedeniyle, (Panel A eksi Nil Kontrol) ve (Panel B eksi
Nil Kontrol) i¢in ylksek olan 5, 6 veya 7 noktaysa sonug sinirda (stipheli) olarak kabul edilebilir.
Sinirda (slipheli) sonuglar, gecerli olmalarina ragmen nokta sayiminin cut off'a daha uzak oldugu
sonuglardan daha az guvenilirdir. Bu nedenle, yeni bir numune kullanilarak hastanin yeniden test
edilmesi onerilir. Yeniden test edildijinde sonug hala sinirda (stpheli) ise hastanin TB enfeksiyon
durumunu belirlemeye yardimci olmak i¢in diger tanisal testler ve/veya epidemiyolojik bilgiler

kullaniimalidir.
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M. bovis'in BCG suglarinda ve ¢evresel mikobakterilerin cogunda ESAT-6 ve CFP10 antijenleri
bulunmamakla birlikte, 'Pozitif bir T-SPOT.TB test sonucunun M. kansasii, M. Szulgai, M. marinum
veya M. gordonae enfeksiyonuna bagl olmasi mimkindur. Bu enfeksiyonlardan stpheleniliyorsa
alternatif testler gereklidir.

Sonuglarin Yorumlanmasi ve Test Kriterleri
Asagidaki kriterleri uygulamadan énce Kalite Kontrol bélimine bakin.

T-SPOT.TB test sonuclari, agagdidaki algoritmaya goére Nil Kontrol kuyucugundaki nokta sayisinin
Panellerin her birindeki nokta sayisindan ¢ikarilmasiyla yorumlanir:

« (Panel A eksi Nil Kontrol) ve / veya (Panel B eksi Nil Kontrol) = 6 nokta ise test sonucu pozitiftir.

« Hem (Panel A eksi Nil Kontrol) hem de (Panel B eksi Nil Kontrol) < 5 nokta ise test sonucu
negatiftir. Bu, sifirdan kiiglik degerleri igerir.

"Pozitif" bir sonug, numunenin M. tuberculosis'e reaktif, efektér T hiicreleri i¢erdigini gosterir.

“Negatif”’ bir sonug, numunenin muhtemelen M. tuberculosis’e reaktif, efektor T hiicreleri
icermedigini gosterir.

Test Performans Ozellikleri

Ozgiilliik, tibbi gegmis ve kisisel bilgilerinden yola gikilarak M. tuberculosis enfeksiyonu riskinin diigiik
oldugu sonucuna varilan dondrlerden alinan 93 numunenin test edilmesiyle dederlendirilmigtir. T-
SPOT.TB testinin 6zgulligi %100 (93/93) (%95 glven sinirlari %95.8 - %100) olarak hesaplanmistir.

Duyarlilik, bagdisikhdr baskilanmis gruplar da dahil olmak Uzere, kiltlrle dogrulanmis M. tuberculosis
enfeksiyonu vakalarindan alinan 87 numune test edilerek degerlendirilmistir. T-SPOT.TB testinin
duyarlihgr %98.8 (86/87) (%95 given limitleri %90.8 - %99.9) olarak hesaplanmistir.

Tekrarlanabilirlik, test ici varyasyonun vekil bir belirteci olarak, esdeger kan numunelerinin ayni plaka
Uzerinde gergeklestirilen analizi ile degerlendirilmistir. 140 bireysel dondrden alinan toplam 145 kan
numunesi, T-SPOT.TB testi kullanilarak ¢ift calisilarak test edilmistir (Panel A ve Panel B'nin her biri
icin iki kuyucuk). 145 cift calisilan analizin 142’sinde (%97.9) klinik uyum gézlenmistir. Cift calisilan
analizlerin 2’si uyumsuz sinirda sonug verirken145 numunenin yalnizca 1’i tutarsiz sonug vermistir.
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Semboller Sézlugi

= Son kullanma tarihi (Yil-Ay-Gun)

Lot Lot numarasi

Katalog numarasi

A Dikkat, kullanim talimatlarina bakin

wl Uretici firma

A4 "n" sayida test icin yeterli

In vitro tani cihazi

1 Sicaklik sinirlamasi / Bu sicaklik araliinda saklayin
Kullanim talimatlarina bakin
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