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Tervezett felhasznéalas

A T-SPOT®.TB préba a Mycobacterium tuberculosis antigének altali stimulaciéra reagalé effektor
T-sejtek detektalasara alkalmas in vitro diagnosztikai teszt, amely segédeszkdzként hasznalhato a
tuberculosis (TB) fert zés diagnosztikdja soran. A T-SPOT.TB proba olyan egyszer sitett
enzimkapcsolt immunospot (ELISPOT) médszer, amely lehet vé teszi az egyes TB-specifikusan
aktivalt effektor T-sejtek megszamlalasat.

Bevezetés

Az Egészségugyi Vilagszervezet becslései szerint a vilag népességének mintegy egyharmada
szenved a M. tuberculosis altal okozott fert zésben. Minden olyan egyénnél, aki latens TB-
fert zéshordozd (LTBI) 10%-o0s eséllyel fejl dik ki az aktiv megbetegedés. Ez az arany magasabb
bizonyos csoportok esetében, amelyekbe a nemrégiben megfert z déttek, valamint a legyengult
immunrendszerrel rendelkez k is beletartoznak.

A M. tuberculosis hataséara kialakulé immunvalasz tilnyomérészt sejtmedialt immunvélasz. E valasz
részeként a T-sejtek szenzitizalédnak a M. tuberculosis antigénekkel szemben. A vérb | specifikusan
szeparalt aktivalt effektor T-sejtek — CD4 és CD8 egyarant — megszamlalhatok a fenti antigénekkel
valé in vitro stimulalhatésaguk alapjan.> A M. tuberculosis komplexre (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti, M. canetti) jellemz valogatott antigének alkalmazasa javitia a préba
specificitasat ezen organizmusokra vonatkozéan, mivel csékken a BCG-vakcinaval és a legtébb
kornyezeti myobacteriummal valé keresztreakcié valészin sége.>* A vizsgalat szenzitivitasanak
optimalizalasa érdekében két olyan antigén panelt alkalmazunk, melyek a gondosan meghatarozott
ESAT-6 és CFP10 fehérjéket utdnozzak.

A T-SPOT.TB préba egy ELISPOT vizsgalati technika egyszer sitett valtozata. Az ELISPOT
vizsgalatok kivételesen érzékenyek, mivel a célzott citokin befogasa kodzvetlenil az azt szecernald
sejt kdzelében torténik meg, miel tt a citokin elvegytlne a fellliszéban, két dne a kérnyez sejtek
receptoraihoz, vagy lebomlana. Emiatt az ELISPOT vizsgalatok sokkal érzékenyebbek, mint a
hagyomanyos ELISA médszerek.” A T-SPOT.TB préba lényege, hogy detektalja a M. tuberculosis-ra
specifikus antigének altali stimulaciéra reagald effektor T-sejteket.>*®° A préba segitségével
megszamlalhatok az egyes aktivalt TB-specifikus T-sejtek. A préba minden olyan beteg esetében
alkalmazhat6, akinél fennall az LTBI vagy a TB betegség gyantja™®*', korra, nemre, etnikumra,
kezelésre vagy immunstatuszra val6 tekintet nélkil.

Az eljaras alapjai

A telies vérmintatdl el kell kildniteni a periférids vér mononuklearis sejteket (PBMC), és meg kell
mosni, hogy eltavolitsunk minden zavaré hattérjelet. Ezt koveti a PBMC-k megszamlalasa azért, hogy
a vizsgdlat soran standardizalt sejtszamot alkalmazzanak. Ezaltal biztosithatd, hogy még azoknal a
személyeknél is megfelel szamu sejt kerdl a mikrotiter lyukakba, akiknél az immunrendszer
gyengulése miatt a T-sejtek titere csokkent (immunkarosodas, illetve immunszupresszié). A mosasi
és szamlalasi lépések csakiigy, mint az ELISPOT technika kimagasl6 eredményességet biztositanak
a TB betegség és latens TB fert zés észlelése terén.

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

Null-kontroll a nem specifikus sejtaktivacio felismerésére.

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

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

Phytohaemagglutinint (PHA, ismert poliklondlis aktivator'?) tartalmazé pozitiv kontroll a
PBMC-k m kod képességének igazolasara.

rpPONPE
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1. &bra: A T-SPOT.TB préba f |épései. Felhivjuk a figyelmét, hogy minden lemez 96 lyukat artalmaz.

A PBMC-ket az antigénekkel egyitt inkubaljuk, hogy a jelen Iév szenzitizalt T-sejtek stimulacidjara
sor kerllhessen. A szecerndlt citokint a lyuk bazisat alkot6 membranon Iév specifikus antitestek
kotik meg; a tobbi felesleges anyag mosassal eltavolithatd. Ezutan alkalikus foszfatazzal konjugalt, a
citokinmolekula eltér epitépjahoz illeszked masodik antitestet adunk a rendszerhez, amely kot dik
a membran felszinén csapdaba esett citokinhez. A kotésbe nem lép conjugatumokat mosassal
eltavolitjuk. Minden lyukba szolubilis szubsztratot adunk; ezt a megkotott enzim hasitja, és igy
foltként megjelen oldhatatlan precipitatum keletkezik a reakcié helyén. Mindegyik folt egy citokint
szecernal6é T-sejt lenyomatanak felel meg, és a foltok szamanak meghatarozasaval megallapithaté a
M. tuberculosis-ra szenzitiv effektor T-sejtek mennyisége a periférias vérben.

Kikotések
Kizarélag in vitro diagnosztikai alkalmazasra.
Kizardlag professzionalis felhasznalasra.
A bontatlan készlet 2-8T kozott tarolandé. A kész let a cimkén feltlintetett lejarati datumon tul
nem hasznalhaté fel.
A kibontott készlet Osszetev i 2-8C kozétt tarolanddk. Az Osszetev ket a kibontastdl
szamitott 8 héten beliil fel kell hasznalni; a felhasznélas id pontja nem haladhatja meg a
cimkén feltiintetett lejarati datumot.
A klldnbdz készletekb | szarmazé dsszetev k keverése nem javasolt.
Hasznalat el tt figyelmesen olvassa el a vizsgdlati Gtmutatot.
A reagensek, értékel lyukak, sejtszuszpenziék és  sejttenyészt médiumok
kontaminalédasanak elkeriilése érdekében aszeptikus technika alkalmazasa javasolt.
Az itt javasolt pipettdzasi és mosasi technikdk, inkubéaciés id k és/vagy h mérsékletek
megvaltoztatasa befolyasolhatja a vizsgalat eredményét, ezért keriilend .
A vérminta levételének és el készitésének a vizsgalat el tt 8 éran beliil meg kell térténnie.
Ez az id korlat kiterjeszthet a T-Cell Xtend™ reagens alkalmazasaval (beszerezhet az
Oxford Immunotec-t I). Amennyiben T-Cell Xtend reagenst hasznal a T-SPOT.TB prébahoz,
akkor a minta tarolhatésaga 32 6rara novekszik.
A vérmintak tarolasa és laboratériumba széllitasa szobah mérsékleten (18-25°C) térténjen.
Ha T-Cell Xtend reagenst kivan alkalmazni, akkor a mintak 10-25C-on szallithatok és
tarolhatok. A teljes vérminta h tése és fagyasztasa tilos.
A T-SPOT.TB proba felhasznalasa és értelmezése csak a teljes klinikai kép kontextusaban
torténhet.
A negativ vizsgalati eredmény nem zarja ki a M. tuberculosis expozicid6 vagy fert zés
lehet ségét..
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Az ESAT-6 és CFP10 antigének nincsenek jelen a BCG torzsekben és a legtdbb kdrnyezeti
mycobaktériumban, kivéve M. kansasii, M. szulgai, M. marinum®* és M. gordonae.

Biztonsagi figyelmeztetések és Ovintézkedések
Az emberi eredet anyagok kezelése soran el vigyazatossag sziikséges. Minden vérmintat
potencialisan fert z nek kell tekinteni.

A vérmintadk és a vizsgalati készlet elemeinek kezelése, alkalmazasa, tarolasa és megsemmisitése
soran a hiolégiai veszélyességgel kapcsolatos vonatkoz6 nemzeti irdnyelvek illetve szabalyozasok
értelmében kell eljarni.

A kémiai anyagok alkalmazasa soran el vigyazatossag sziikséges. Minden kémiai anyagot
potencialisan veszélyesnek kell tekinteni.

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

1. 1 mikrotiter lemez: 96 lyuk az interferon-gamma (IFN-g)citokin ellen termelt monoklonalis
egér-antitesttel bevonva; kiszerelés: 12 darab 8-lyuku csik keretben.

2. 2 ampulla (egyenként 0.8ml) ,A” Panel: ESAT-6 antigéneket, szarvasmarha szérum albumint
és antimikrobas anyagokat tartalmaz.

3. 2 ampulla (egyenként 0.8ml) ,B” Panel: CFP10 antigéneket, szarvasmarha szérum albumint
és antimikrobas anyagokat tartalmaz.

4. 2 ampulla (egyenként 0.8ml) Pozitiv Kontroll: a sejtek m kdd képességének ellen rzésére
phytohaemagglutinint (PHA), szarvasmarha szérum albumint és antimikrobas anyagokat
tartalmaz.

5. 1 ampulla (50ul) 200-szorosara koncentralt Konjugalt Reagens: interferon-gamma
(IFN-g) citokin ellen termelt monoklonalis egérantitest alkalikus foszfatazzal konjugalva.

6. 1 (iveg (25ml) Szubsztratoldat: felhasznalasra kész BCIP/NBT" oldat.

7. Hasznalati Utasitas, amely a CD-n taldlhatdo a Biztonsagi Adatlappal (MSDS), Technikai
Kézikonyvvel, Vizualis Utmutatoval, T-SPOT sejthigitasi szamologéppel, konjugatumhigitasi
szamologéppel, a centrifugasebesség atvaltdsara szolgalé segédprogrammal és a
T-SPOT.AutoReporter programmal egyiitt.

Térolas
A készlet minden eleme 2-8T kdz6tt tarolandé.
A Szubsztratoldatot nem szabad hosszu tava fényhatasnak kitenni.

Stabilitas
A készlet elemei az el irt feltételeknek megfelel tarolas és kezelés mellett a dobozra nyomtatott
lejarati datumig stabilak.

Sziikséges, de a készletben nem megtalalhat6 felszer  elések és anyagok

1. 8-lyuki csikokbdl allé lemezhez valo keret (beszerezhet az Oxford Immunotec-t ).

2. Il. osztalyd mikrobiologiai fiilke (ajanlott).

3. Vérvételi csovek, példaul Vacutainer® CPT™ (beszerezhet az Oxford Immunotec-t |) vagy
heparinizalt kémcsovek.

4. FICOLL-PAQUE* PLUS vagy egyéb PBMC szeparal6 anyag.

5. A tdbb mint 8 6raval korabban levett mintak esetében a T-Cell Xtend reagenst (beszerezhet
az Oxford Immunotec-t I) alkalmazhatja.

6. A Leucosep csovek alkalmazasaval egyszer sitheti a PBMC-k FICOLL*-md&dszerrel végzett
szeparalasat.

7. Centrifuga a PBMC el készitéséhez (legaldbb 1800xg sebességre alkalmas, és képes a
mintakat szobah mérsékleten tartani (18-25C)).
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8. A PBMC-k szdmolasahoz sziikséges eszkdzok és reagensek; manualis mdodszer esetében
tripankék és mikroszképra szerelt haemocytométer, vagy automata eljaras esetén megfelel
haematolégiai analizator.

9. 37+1°C fenntartasara alkalmas parasitott inkubator 5%-0s CO, bemenettel.

10. Mikrotiter lemezmosoé vagy a lemezek manualis mosasahoz sziikséges eszkdzok.

11. Pipettak és steril pipettavégek.

12. Steril PBS-oldat: példaul GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen; katalégusszam: 14040-091).

13. Desztillalt vagy ionmentes viz.

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

15. Steril sejttenyészt médium, példaul GIBCO AIM V® (Invitrogen; katalégusszam: 31035-025):
a fenti szérummentes médium alkalmazasa az inkubacié soran er sen ajanlott. Az RPMI
1640 (Invitrogen; katalogusszam: 21875-034) csak a minta el készitésének kezdeti
szakaszan alkalmazhaté. Javasolt, hogy a sejttenyészt médiumot megfelel aliquot-okban
taroljdk, és a tobbletet hasznalat utdn semmisitsék meg. A sejttenyészt médiumot a
T-SPOT.TB probaval val6 felhasznalas el tt 37°C-ra kell melegiteni.

A reagens elkészitése
1. Microtiter lemez. A T-SPOT.TB 8 mikrotiter lemez hasznalatra kész allapotban kertdil
forgalomba. A tarolobdl vegye ki a kivant mennyiség 8-lyukd csikot, és hagyja
szobah mérsékleten akklimatizalodni. A fel nem hasznalt csikokat a nedvszivé tasakkal
egyltt zarja vissza a kiils féliacsomagolasba.
2. A M. tuberculosis ESAT-6 antigén (,A” Panel) ampullak hasznalatra kész allapotban
keriilnek forgalomba.
3. A M. tuberculosis CFP10 antigén (,B” Panel) hasznalatra kész allapotban keriinek
forgalomba.
A Pozitiv Kontroll ampullak hasznélatra kész allapotban keriilnek forgalomba.
Készitsen 1:200 higitdsi Konjugalt Reagens munkaoldatot. Szamolja ki a szilikséges
Konjugalt Reagens munkaoldat mennyiségét (lasd a T-SPOT konjugatumbhigitasi
szamoldgépet, amelyet minden probakészlethez mellékelt CD-n megtaldl), és kdzvetlenil a
felhasznalas el tt készitse el.
6. A Szubsztratoldat hasznalatra kész éallapotban keriil forgalomba. A raktarbél kiemelve
hagyja szobah mérsékleten akklimatizalodni.

o s

Eljaras
A vizsgélatot a Helyes Laboratériumi Gyakorlat alapelveinek szem el tt tartdsaval és jelen
alkalmazasi Utmutatd szigoru kdvetésével kell végezni.

Az Oxford Immunotec Ltd kidolgozott egy Vizualis Utmutat6t és egy Technikai kézikényvet, amelyek
leirjak a mintavétel és el készités, a sejttenyészt médium kivalasztasa és a foltszamlalé médszerek
laboratériumainkban kiértékelt mdédozatait. Mindezek elérhet k a minden készlethez mellékelt CD-n,
illetve az aldbbi telefonszamon: +44 (0) 1235 442780, vagy letdlthet k a www.oxfordimmunotec.com
oldalrél.

Mintavétel és el készités
Az egyes felhasznaldknak ki kell értékelniilk a PBMC-k gy jtésére és a PBMC-k megszamlalaséara
szolgalé eljarasaikat, és a T-sejt m kod képességének meg rzésére megfelel médiumot kell
valasztaniuk a vizsgalat els dleges inkubalasi fazisdban. Immunkompetens betegeknél jellemz en
elegend PMBC nyerhet ki a vizsgalat céljara a vénas vérmintakbdl, az aldbbi iranyelvek
kovetésével:

Feln ttek és 10 éves vagy anndl id sebb gyermekek: egy 8ml-es vagy két 4ml-es CPT cs

vagy egy 6 ml-es litium-heparinos cs

2-9 éves gyermekek: egy 4ml-es CPT cs vagy litium-heparinos cs

Gyermekek 2 éves korig: egy 2ml-es gyermekgydgyaszati cs
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A vérmintakat szobah mérsékleten kell tarolni, és a vérvételt | szamitott 8 éran belll el kell végezni a
vizsgalatot. Amennyiben a mintat T-Cell Xtend reagenssel kezeli akkor a minta 10-25C-on tortén
tarolasat kdvet en 32 6ran beliil el kell végezni a vizsgalatot.

A sejttenyészt médiumot a T-SPOT.TB probaval valo felhasznalas el tt 37°C-ra kell melegiteni.

Eljaras

Megjegyzések

1. A vérvételi eszk6zhdz mellékelt
Utmutatasnak megfelel en végezze el a
vérvételt. A levett vért tarolja

szobah mérsékleten (18-25°C), vagy a
T-Cell Xtend reagens alkalmazasa esetén
10-25C-on. Ne h tse vagy fagyassza.

1. A vérmintak levétele kilonféle csdvekbe
torténhet. Laboratériumunkban sikerrel
alkalmaztuk a Vacutainer natrium-citrat CPT,
natrium-heparin CPT és standard litium-heparin
csoveket. A T-Cell Xtend reagenssel csak litium-
heparinos cs hasznalhato.

Az EDTA csdveket nem javasoljuk.

2. CPT vérvételi csovek esetén kovesse a
gyarto utasitasait a PBMC-k szeparacioja
soran.

Mas vérvételi médszer esetén a PBMC-k
szeparalasdhoz végezzen centrifugalast
FICOLL-PAQUE PLUS-szal, a publikalt
eljarasrendnek megfelel en.

2. A 8ml-es CPT csoveket centrifugalja 1600xg
sebességgel 28 percig, vagy a 4ml-es CPT
cstveket 1800xg sebességgel 30 percig, 18-
on, amennyiben h thet centrifuga rendelkezésre
all. Amennyiben el z leg alacsonyabb

h mérsékletet hasznalt, hagyja, hogy a centrifuga
h mérséklete elérje a 18CT-ot. Ha nem h thet
centrifugat hasznal, akkor biztositsa, hogy a

h mérséklet ne emelkedjen 25T félé.

Mas esetben higitsa a vért azonos térfogat
RPMI médiummal. A higitott vért (2-3
térfogategység) dvatosan rétegezze a FICOLL-
PAQUE PLUS-ra (1 térfogategység), €s
centrifugalja 1000xg sebességgel 22 percig
mikdzben a h mérsékletet 18-25CT kozétt tartja.

A minden készlethez mellékelt CD-n megtalalhaté
centrifugasebesség atvaltasara szolgalé
segédprogram segit atvaltani a xg-ben és rpm-
ben megadott centrifugasebességi értékeket.

Ha a mintak életkora 8 és 32 6ra kozé esik, akkor
ezeket a mintakat a FICOLL-PAQUE PLUS-ra
tortén rétegezés el tt 6ssze kell keverni T-Cell
Xtend reagenssel.

Amennyiben Leucosep csovet vagy T-Cell Xtend
reagenst (beszerezhet az Oxford Immunotec-t [)
haszndl, akkor kovesse az ezekhez mellékelt
protokollokat.

3. Pipetta hasznalataval nyerje ki a fehér,
habos PBMC savot, és toltse 15 ml-es kapos
centrifugacs be. Tdltse fel 10 ml-ig
sejttenyészt médiummal.

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

4. Végezzen 7 percen keresztll 600xg
centrifugalast. Ontse le a felliliszot, és oldja
fel a pelletet 1 ml médiumban.

4. Lasd 3. pont.

5. Toltse fel a csévet 10 ml-ig friss
médiummal, és végezzen 7 percen keresztil
350xg centrifugalast.

5. Lasd 3. pont.
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6. Ontse le a feliiliszot, és oldja fel a pelletet | 6. Ebben a fazisban az egyéjszakas inkubalashoz
0,7 ml AIM V tenyészt médiumban. valé médiumot kell alkalmazni a pellet feloldasara.
Laboratériumainkban szérummentes AIM V
médiumot hasznaltunk sikerrel, és ezt er sen
javasoljuk.

Sejtszamlalas és higitas

A T-SPOT.TB proba alkalmazasa soran lyukanként 2.5x10° életképes PBMCs sziikséges. Minden
betegmintdhoz 6sszesen négy lyuk sziikséges. Minden lyukba megfelel szamu sejtet kell helyezni.
Amennyiben ezt nem sikeriil megvalésitani, az az eredmények hibas értelmezéséhez vezethet.

Eljaras Megjegyzések

1. Az életképes sejtek megszamlalasa. 1. A sejtek megszamlalasa kilonféle
modszerekkel térténhet, igy manualisan,
tripankék és haemocytométer alkalmazasaval,
vagy automatikusan, megfelel berendezés

segitségével.
2. Roviden: Neubauer haemocytométerrel 2. Ugyelni kell arra, hogy kdzvetleniil az aliquot-
végzett manualis szamlalashoz a végs ok higitasra vagy szamlalasra valo eltavolitasa
sejtszuszpenciobdl 10 pl-t adjon 40 ml 0,4%-0s | el tt a szuszpenziét alaposan felkeverjék. A
(w/v) tripankék oldathoz. Helyezzen az sejtek a cs aljara ulepedhetnek, ami a
elegyb | megfelel mennyiséget a sejtszam téves megitéléséhez vezethet.
haemocytométerre, és szamolja meg a racson
bellllév sejteket. Mas tipusu
haemocytométerek illetve automata eszkdzok
esetén kbvesse a gyarté Utmutatasat.
3. Szamitsa ki az alap sejtoldatban lév 3. Gy z djon meg arrél, hogy az alkalmazott
életképes sejtek koncentraciojat. sejtszamlalo rendszer pontosan szamol, mivel a

sziikségesnél kisebb vagy nagyobb szamu sejt
felhasznalasa egyarant az eredmény helytelen
értelmezéséhez vezethet. A minden készlethez
mellékelt CD-n megtalalhatdé T-SPOT
sejthigitasi szamologép segit ennek
kiszamitasaban.

4. Készitsen 500 pl, 2.5x10° sejt/100pl 4. Gy z djon meg arrdl, hogy a sejteket
koncentraciéju oldatot a végs alaposan elkeverte, miel tt az aliquot-okat
sejtszuszpenziébal. higitasra eltavolitana.

A lemez felosztasa és inkubalas

A T-SPOT.TB proba alkalmazasa sordn minden minta esetén négy lyuk felhasznalasa sziikséges.
Minden egyes minta mellett Null-kontrollt és a sejt m kdd képességét ellen rz Pozitiv Kontrollt is el
kell végezni. Javasoljuk, hogy a mintakat fligg legesen vigyék fel a lemezre, az alabb bemutatott
maodon.

Null-kontroll
LA” Panel
.B" Panel

Pozitiv Kontroll

OO0O
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Eljaras

Megjegyzések

1. Vegye ki az el zetesen bevont 8-lyuki
csikokat a csomagolasbdl, és hagyja
szobah mérsékleten akklimatizalodni.

1. Csak a kivant mennyiség csikot vegye ki a
csomagolasbdl, a tobbit helyezze vissza a
taroléba. A felhasznalasra kerul csikokat

er sitse talcaval és fed vel ellatott Ures
lemezkeretre. A keretek, talcak és fed k
megtarthatdk és ismételten felhasznalhatok.

2. Minden betegmintanal 4 kilon lyuk
felhasznalasa sziikséges;

(i) Toltsén 50ul AIM V tenyészt médiumot
mindegyik null-kontroll lyukba.

(i) Toltsdén 50ul “A” Panel oldatot mindegyik

megfelel lyukba.
(iif) Toltsén 50ul “B” Panel oldatot mindegyik
megfelel lyukba.

(iv) Toltsdn 50ul Pozitiv Kontroll oldatot
mindegyik sejt m kdd képesség ellen rzésére
szolgalé lyukba.

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

Sziikség lehet a lemez finom Utogetésére annak
érdekében, hogy az oldatok minden Iyuk aljan
befedjék a membrant. A lyukak k6zotti antigén
kereszt-kontaminacié minimalizésa érdekében
kerilend a durva behatas.

3. Az adott beteg mintdjahoz hasznalt mind a 4
lyukba helyezzen 100 ml-t a beteg végs
sejtszuszpenzidjabdl (250 000 életképes sejtet
tartalmaz).

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

Javasoljuk, hogy a betegek sejtjeinek minden
egyes atoltasa soran hasznaljon Uj pipettavéget,
igy elkeriilhet a 4 lyuk kodzotti kereszt-
kontaminacio.

4. Inkubdlja a lemezt parasitott inkubatorban
37°C-on, 5% CO, mellett 16-20 6ran keresztil.

4. Az inkubatorban Iév lemezek mozgatasa
kertlend . A lemezeket ne pakolja egymasra,
mert igy a h mérséklet-eloszlas és szell zés
egyenetlenné valik. A javasolt inkubéacios id és
inkubacios kérilmények be nem tartasa az
eredmények helytelen értelmezéséhez
vezethet. Ellen rizze, hogy elegend

mennyiség Vviz van-e az inkubatorban ahhoz,
hogy a késziilék fenntartsa a megfelel
paratartalmat az inkubéacios id alatt.

A foltok el hivasa és szamlalasa

A lemezmosas és az el hivas fazisdban ne érintse meg a membrant a pipettavégekkel vagy
automata lemezmosé végekkel. A pipetta vagy a lemezmosé végek altal okozott mélyedések a
membranon m termékeket hozhatnak létre a lyukakban, ami zavaro6 lehet a foltok szamlalasa soran.

Eljaras Megjegyzések

1. Vegye ki a lemezt az inkubatorbdl, és dntse
ki a sejttenyészt médiumot.

1. Ezzel egy id ben vegye ki a Szubsztratoldaot
a csomagbdl, és szobah mérsékleten hagyja
akklimatizalédni.

2. Helyezzen 200ul PBS-oldatot mindegyik
lyukba.

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

3. Miel tt tovabblépne, a lemezt nedvszivd
papirra boritva tavolitsa el a mosashoz hasznalt
0sszes PBS-t.
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4. A munkaoldat elkészitéséhez PBS-sel 4. Ne hasznaljon Tween®-t vagy egyéb

higitsa a koncentralt Konjugalt Reagenst 200- detergenst tartalmazo PBS-t, mivel ez
szorosara. nagymennyiség hattérjelet eredményez. A
szlikségesnél csak kevéssel tdbb munkaoldatot
készitsen (a véletlen veszteség pétlasara). 8
lyuk esetén tehat (mindegyik lyukba 50 pl
szlikséges) készitsen 500 pl munkaoldatot 2,5
ul koncentralt Konjugalt Reagens és 497,5 pl
PBS felhasznalasaval. A minden készlethez
mellékelt CD-n megtalalhato konjugatumbhigitasi
szamoldgépet hasznalhatja ehhez a

szamitashoz.
5. Helyezzen 50ul Konjugalt Reagens 5. A javasolt inkubéacios id be nem tartasa az
munkaoldatot mindegyik lyukba, és 2-8°C-on eredmények helytelen értelmezéséhez
inkubalja 1 éran keresztil. vezethet.
6. Ontse ki a konjugatumot, és végezzen négy
PBS-mosast a 2. és 3. Iépésben leirtaknak
megfelel en.
7. Helyezzen 50ul Szubsztratoldatot mindegyik | 7. A javasolt inkubéaciés id be nem tartdsa az
lyukba, és szobah mérsékleten inkubalja 7 eredmények helytelen értelmezéséhez
percen keresztil. vezethet.

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

9. Jbl szell z helyen vagy maximum 37°C-os | 9. A foltok a lemez szaradasa soran egyre
sit ben hagyja a lemezt megszaradni. jobban lathaték lesznek. 37 °C-on 4 6ras,
szobah mérsékleten egy éjszakas szaradasi
id szikséges.

10. Szamolja meg és jegyezze fel mindegyik 10. A foltok szamos kilénféle modszerrel

lyuk membranjan a jol kérilhatarolt, sotétkék megtekinthet k. Manualisan kézi

foltok szamat. Az eredmények értelmezése és | nagyitélveggel, megfelel mikroszkoppal,
értékelési kritériumok (lasd alabb) digitalis mikroszkoppal, illetve erre a célra
alkalmazasaval hatarozza meg, hogy az adott késziilt ELISPOT lemezolvaso késziilékkel is. A
minta a TB antigének szempontjabdl ,pozitiv” foltszamlalassal kapcsolatos képzési Utmutatd
vagy ,hegativ”. (a T-SPOT.Tutor program) az Oxford

Immunotec honlapjan keresztiil érhet el.

Min ségkontroll
Jellegzetes eredmény esetén a Null-kontroll lyukban egyaltalan nincs vagy csak kevés folt jelenik
meg, mig a Pozitiv kontroll lyukban t6bb mint 20 folt lathaté.

Ha a Null-kontroll lyukban 10-nél tobb folt jelenik meg, a besorolas ,Meghatarozhatatlan”. A
lehetséges okok tekintetében utalunk a T-SPOT.TB Technikai Kézikényvre (letdlthet a
www.oxfordimmunotec.com oldalrél). Az érintett személyt | Gjbél mintat kell venni és ismételten meg
kell azt vizsgalni.

Jellegzetes esetben a sejtek m kod képességét ellen rz Pozitiv kontroll lyukakban a foltok szama

20 vagy telit dést mutat (megszamlalhatatlanul sok folt). A betegek egy kis hanyadanal a T-sejtek
korlatozottan reagalnak a PHA-ra.**** Amennyiben a Pozitiv kontroll foltok szama <20, a besorolas
.Meghatarozhatatlan”, kivéve, ha az ,A” Panel vagy a ,B” panel ,pozitiv’ Az eredmények értelmezése

és értékelési kritériumok alapjan (lasd alabb), mivel ilyen esetekben az eredmény érvényes.

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

Bar az ESAT-6 és a CFP10 antigének nincsenek jelen a M. bovis BCG torzseiben és a legtdbb
kornyezeti mycobacteriumban, lehetséges, hogy a ,pozitiv’ T-SPOT.TB eredmeény hattereben M.
kansasii, M. szulgai, M. marinum vagy M. gordonae fert zés all. Amennyiben felmerul e fert zések

lehet sége, alternativ vizsgaldomaodszerekre van sziikség.

Az eredmények értelmezése és értékelési kritériumok
Az alabbi kritériumok alkalmazasa el tt tekintse at a Min ségkontroll bekezdésben foglaltakat.

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

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

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

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

A ,negativ’ eredmény azt jelzi, hogy a minta val6sz in leg nem tartalmaz M. tuberculosis -ra
reagalé effektor T-sejteket.

A vizsgalat teljesitménymutatéi

Specificitds: 93 olyan donortol szarmazé mintat vizsgaltunk, akiknél kortorténetiik és személyes
tajékozodas alapjan csekély volt a M. tuberculosis fert zottség kockazata. A T-SPOT.TB proba
specificitasa 100%-nak adddott (93/93) (95%--0s konfidencia-intervallum; 95,8%(100%).

Szenzitivitas: 87 olyan mintat vizsgaltunk, melyek esetében tenyésztéssel M. tuberculosis fert zés
igazolédott; az alanyok kdz6tt immunkarosodott egyének is voltak. A T-SPOT.TB préba szenzitivitasa
98,8%-nak adddott (86/87) (95%--o0s konfidencia-intervallum; 90,8%(99,9%).

Reprodukélhatésag: a vizsgalaton belili variacioé helyettesit markereként mértik fel: ugyanazon a
lemezen dupla vérmintat teszteltiink. A T-SPOT.TB proba alkalmazasaval 140 donortél 6sszesen 145
duplikalt vérmintat (két lyuk az “A” Panel és “B” Panel szamara egyarant) vizsgaltunk. A 145 duplikalt
analizis kozil 142 esetben (97,9%) klinikai egyezést figyeltink meg. Két duplikatum analizisnél
hatarérték disszonancia jelentkezett, és a 145 kozil csupan 1 mintanal tért el a két eredmény.
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A T-SPOT, a T-Cell Xtend és az Oxford Immunotec logo az Oxford Immunotec Limited védjegye.
Az AIM V és GIBCO az Invitrogen védjegye.

A CPT és Vacutainer a Becton Dickinson védjegye.

* AFICOLL és a FICOLL-PAQUE a GE Companies cégek védjegye.

A Tween az Unigema Americas LLC védjegye.

A T-SPOT.TB probét az alabbi szabadalmak és folyamatban l1év  szabadalmak védik:

US 09/308,725, EP 941478, JP 1998-524410, AU 728357, CA 2272881, EP 1152012, AU 765013, US 7115361, US
09/830,839, EP 99952697.3, JP 2000-579635, ZA 2001-3356, US 7135280, EP 02726998.4, JP 2002-554719, AU 2002-
219338, CA 2483236, CZ 2003/001866, IN 0105/DELNP/2003, NZ 526807, US 6290969, US 6338852, US 6350456, US
6458366, US 6962710, EP 850305, EP 851927, EP 1203817, JP 2001-517069, AU 727602, AU 756833, AU 753995, BR
9610262, BR 9610268, CA 2230885, CA 2230927, CN 1200146, CN 1200147, CZ 9800628, HU 9900902, IL 123506, NO
9800883, PL 325373, TR 9800411, ZA 9607394, ZA 9607395, US 5955077, EP 706571, JP 2001-515359, AU 682879, CA
2165949, NZ 267984, US 1999/132505, EP 928851, JP 2000-615041, AU 773268, CA 2372583

A T-Cell Xtend reagenst az alabbi szabadalmak és folyamatban lév szabadalmak védik:
WO 2008/041004

A T-SPOT.TB prdba szabadalmaztatott technolégiat hasznal fel a Statens Serum Institut, Koppenhaga, Dania és az Isis
Innovation Limited, Oxford, UK engedélyével.

A T-SPOT.TB proba forgalmazasa a Public Health Research Institute engedélyével torténik, és a PHRI szabadalmi jogai alatt
csak human, in vitro diagnosztikai célra hasznalhato.
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