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Tervezett felhasználás 
A T-SPOT®.TB próba a Mycobacterium tuberculosis antigének általi stimulációra reagáló effektor 
T-sejtek detektálására alkalmas in vitro diagnosztikai teszt, amely segédeszközként használható a 
tuberculosis (TB) fert� zés diagnosztikája során. A T-SPOT.TB próba olyan egyszer� sített 
enzimkapcsolt immunospot (ELISPOT) módszer, amely lehet� vé teszi az egyes TB-specifikusan 
aktivált effektor T-sejtek megszámlálását. 
 
 
Bevezetés 
Az Egészségügyi Világszervezet becslései szerint a világ népességének mintegy egyharmada 
szenved a M. tuberculosis által okozott fert� zésben. Minden olyan egyénnél, aki látens TB-
fert� zéshordozó (LTBI) 10%-os eséllyel fejl� dik ki az aktív megbetegedés. Ez az arány magasabb 
bizonyos csoportok esetében, amelyekbe a nemrégiben megfert� z� döttek, valamint a legyengült 
immunrendszerrel rendelkez� k is beletartoznak. 
 
A M. tuberculosis hatására kialakuló immunválasz túlnyomórészt sejtmediált immunválasz. E válasz 
részeként a T-sejtek szenzitizálódnak a M. tuberculosis antigénekkel szemben. A vérb� l specifikusan 
szeparált aktivált effektor T-sejtek – CD4 és CD8 egyaránt – megszámlálhatók a fenti antigénekkel 
való in vitro stimulálhatóságuk alapján.1,2 A M. tuberculosis komplexre (M. tuberculosis, M. bovis, M. 
africanum, M. microti, M. canetti) jellemz�  válogatott antigének alkalmazása javítja a próba 
specificitását ezen organizmusokra vonatkozóan, mivel csökken a BCG-vakcinával és a legtöbb 
környezeti myobacteriummal való keresztreakció valószín� sége.3,4 A vizsgálat szenzitivitásának 
optimalizálása érdekében két olyan antigén panelt alkalmazunk, melyek a gondosan meghatározott 
ESAT-6 és CFP10 fehérjéket utánozzák. 
 
A T-SPOT.TB próba egy ELISPOT vizsgálati technika egyszer� sített változata. Az ELISPOT 
vizsgálatok kivételesen érzékenyek, mivel a célzott citokin befogása közvetlenül az azt szecernáló 
sejt közelében történik meg, miel� tt a citokin elvegyülne a felülúszóban, köt� dne a környez�  sejtek 
receptoraihoz, vagy lebomlana. Emiatt az ELISPOT vizsgálatok sokkal érzékenyebbek, mint a 
hagyományos ELISA módszerek.5 A T-SPOT.TB próba lényege, hogy detektálja a M. tuberculosis-ra 
specifikus antigének általi stimulációra reagáló effektor T-sejteket.3,4,6- 9 A próba segítségével 
megszámlálhatók az egyes aktivált TB-specifikus T-sejtek. A próba minden olyan beteg esetében 
alkalmazható, akinél fennáll az LTBI vagy a TB betegség gyanúja10,11, korra, nemre, etnikumra, 
kezelésre vagy immunstátuszra való tekintet nélkül. 
 
 
Az eljárás alapjai 
A teljes vérmintától el kell különíteni a perifériás vér mononukleáris sejteket (PBMC), és meg kell 
mosni, hogy eltávolítsunk minden zavaró háttérjelet. Ezt követi a PBMC-k megszámlálása azért, hogy 
a vizsgálat során standardizált sejtszámot alkalmazzanak. Ezáltal biztosítható, hogy még azoknál a 
személyeknél is megfelel�  számú sejt kerül a mikrotiter lyukakba, akiknél az immunrendszer 
gyengülése miatt a T-sejtek titere csökkent (immunkárosodás, illetve immunszupresszió). A mosási 
és számlálási lépések csakúgy, mint az ELISPOT technika kimagasló eredményességet biztosítanak 
a TB betegség és látens TB fert� zés észlelése terén. 
 
Minden minta esetén négy lyuk szükséges (lásd 1. ábra):-  
 

1. Null-kontroll a nem specifikus sejtaktiváció felismerésére. 
2. TB-specifikus antigének, „A” Panel (ESAT-6). 
3. TB-specifikus antigének, „B” Panel (CFP10). 
4. Phytohaemagglutinint (PHA, ismert poliklonális aktivátor12) tartalmazó pozitív kontroll a 

PBMC-k m� köd� képességének igazolására. 
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1. ábra: A T-SPOT.TB próba f�  lépései. Felhívjuk a figyelmét, hogy minden lemez 96 lyukat artalmaz. 
 
A PBMC-ket az antigénekkel együtt inkubáljuk, hogy a jelen lév�  szenzitizált T-sejtek stimulációjára 
sor kerülhessen. A szecernált citokint a lyuk bázisát alkotó membránon lév�  specifikus antitestek 
kötik meg; a többi felesleges anyag mosással eltávolítható. Ezután alkalikus foszfatázzal konjugált, a 
citokinmolekula eltér�  epitópjához illeszked�  második antitestet adunk a rendszerhez, amely köt� dik 
a membrán felszínén csapdába esett citokinhez. A kötésbe nem lép�  conjugátumokat mosással 
eltávolítjuk. Minden lyukba szolubilis szubsztrátot adunk; ezt a megkötött enzim hasítja, és így 
foltként megjelen�  oldhatatlan precipitátum keletkezik a reakció helyén. Mindegyik folt egy citokint 
szecernáló T-sejt lenyomatának felel meg, és a foltok számának meghatározásával megállapítható a 
M. tuberculosis-ra szenzitív effektor T-sejtek mennyisége a perifériás vérben. 
 
 
Kikötések 

·  Kizárólag in vitro diagnosztikai alkalmazásra. 
·  Kizárólag professzionális felhasználásra.  
·  A bontatlan készlet 2-8°C között tárolandó. A kész let a címkén feltüntetett lejárati dátumon túl 

nem használható fel. 
·  A kibontott készlet összetev� i 2-8°C között tárolandók. Az összetev � ket a kibontástól 

számított 8 héten belül fel kell használni; a felhasználás id� pontja nem haladhatja meg a 
címkén feltüntetett lejárati dátumot. 

·  A különböz�  készletekb� l származó összetev� k keverése nem javasolt. 
·  Használat el� tt figyelmesen olvassa el a vizsgálati útmutatót. 
·  A reagensek, értékel� lyukak, sejtszuszpenziók és sejttenyészt�  médiumok 

kontaminálódásának elkerülése érdekében aszeptikus technika alkalmazása javasolt. 
·  Az itt javasolt pipettázási és mosási technikák, inkubációs id� k és/vagy h� mérsékletek 

megváltoztatása befolyásolhatja a vizsgálat eredményét, ezért kerülend� . 
·  A vérminta levételének és el� készítésének a vizsgálat el� tt 8 órán belül meg kell történnie. 

Ez az id� korlát kiterjeszthet�  a T-Cell Xtend™ reagens alkalmazásával (beszerezhet�  az 
Oxford Immunotec-t� l). Amennyiben T-Cell Xtend reagenst használ a T-SPOT.TB próbához, 
akkor a minta tárolhatósága 32 órára növekszik. 

·  A vérminták tárolása és laboratóriumba szállítása szobah� mérsékleten (18-25°C) történjen. 
Ha T-Cell Xtend reagenst kíván alkalmazni, akkor a minták 10-25°C- on szállíthatók és 
tárolhatók. A teljes vérminta h� tése és fagyasztása tilos. 

·  A T-SPOT.TB próba felhasználása és értelmezése csak a teljes klinikai kép kontextusában 
történhet. 

·  A negatív vizsgálati eredmény nem zárja ki a M. tuberculosis expozíció vagy fert� zés 
lehet� ségét.. 
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·  Az ESAT-6 és CFP10 antigének nincsenek jelen a BCG törzsekben és a legtöbb környezeti 
mycobaktériumban, kivéve M. kansasii, M. szulgai, M. marinum3,4 és M. gordonae. 

 
 
Biztonsági figyelmeztetések és óvintézkedések 
Az emberi eredet�  anyagok kezelése során el� vigyázatosság szükséges. Minden vérmintát 
potenciálisan fert� z� nek kell tekinteni. 
 
A vérminták és a vizsgálati készlet elemeinek kezelése, alkalmazása, tárolása és megsemmisítése 
során a biológiai veszélyességgel kapcsolatos vonatkozó nemzeti irányelvek illetve szabályozások 
értelmében kell eljárni. 
 
A kémiai anyagok alkalmazása során el� vigyázatosság szükséges. Minden kémiai anyagot 
potenciálisan veszélyesnek kell tekinteni. 
 
 
A készletben található anyagok 
A T-SPOT.TB 8 készlet tartalma: 
 

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

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

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

4. 2 ampulla (egyenként 0.8ml) Pozitív Kontroll: a sejtek m� köd� képességének ellen� rzésére 
phytohaemagglutinint (PHA), szarvasmarha szérum albumint és antimikrobás anyagokat 
tartalmaz. 

5. 1 ampulla (50µl) 200-szorosára koncentrált Konjugált Reagens: interferon-gamma 
(IFN-g) citokin ellen termelt monoklonális egérantitest alkalikus foszfatázzal konjugálva. 

6. 1 üveg (25ml) Szubsztrátoldat: felhasználásra kész BCIP/NBTplus oldat. 
7. Használati Utasítás, amely a CD-n található a Biztonsági Adatlappal (MSDS), Technikai 

Kézikönyvvel, Vizuális Útmutatóval, T-SPOT sejthígítási számológéppel, konjugátumhígítási 
számológéppel, a centrifugasebesség átváltására szolgáló segédprogrammal és a 
T-SPOT.AutoReporter programmal együtt. 

 
 
Tárolás 
A készlet minden eleme 2-8°C között tárolandó. 
A Szubsztrátoldatot nem szabad hosszú távú fényhatásnak kitenni. 
 
 
Stabilitás 
A készlet elemei az el� írt feltételeknek megfelel�  tárolás és kezelés mellett a dobozra nyomtatott 
lejárati dátumig stabilak. 
 
 
Szükséges, de a készletben nem megtalálható felszer elések és anyagok 

1. 8-lyukú csíkokból álló lemezhez való keret (beszerezhet�  az Oxford Immunotec-t� l). 
2. II. osztályú mikrobiológiai fülke (ajánlott). 
3. Vérvételi csövek, például Vacutainer® CPT™ (beszerezhet�  az Oxford Immunotec-t� l) vagy 

heparinizált kémcsövek.  
4. FICOLL-PAQUE* PLUS vagy egyéb PBMC szeparáló anyag. 
5. A több mint 8 órával korábban levett minták esetében a T-Cell Xtend reagenst (beszerezhet�  

az Oxford Immunotec-t� l) alkalmazhatja. 
6. A Leucosep csövek alkalmazásával egyszer� sítheti a PBMC-k FICOLL*-módszerrel végzett 

szeparálását. 
7. Centrifuga a PBMC el� készítéséhez (legalább 1800xg sebességre alkalmas, és képes a 

mintákat szobah� mérsékleten tartani (18-25°C)). 
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8. A PBMC-k számolásához szükséges eszközök és reagensek; manuális módszer esetében 
tripánkék és mikroszkópra szerelt haemocytométer, vagy automata eljárás esetén megfelel�  
haematológiai analizátor. 

9. 37±1°C fenntartására alkalmas párásított inkubátor 5%-os CO2 bemenettel. 
10. Mikrotiter lemezmosó vagy a lemezek manuális mosásához szükséges eszközök. 
11. Pipetták és steril pipettavégek. 
12. Steril PBS-oldat: például GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen; katalógusszám: 14040-091). 
13. Desztillált vagy ionmentes víz. 
14. A lemez leolvasására alkalmas eszköz, például mikroszkóp, digitális mikroszkóp nagyítóüveg 

vagy lemezolvasó (ELISPOT Plate Imager). 
15. Steril sejttenyészt�  médium, például GIBCO AIM V® (Invitrogen; katalógusszám: 31035-025): 

a fenti szérummentes médium alkalmazása az inkubáció során er� sen ajánlott. Az RPMI 
1640 (Invitrogen; katalógusszám: 21875-034) csak a minta el� készítésének kezdeti 
szakaszán alkalmazható. Javasolt, hogy a sejttenyészt�  médiumot megfelel�  aliquot-okban 
tárolják, és a többletet használat után semmisítsék meg. A sejttenyészt�  médiumot a 
T-SPOT.TB próbával való felhasználás el� tt 37°C-ra kell melegíteni.  

 
 
A reagens elkészítése 

1. Microtiter lemez. A T-SPOT.TB 8 mikrotiter lemez használatra kész állapotban kerül 
forgalomba. A tárolóból vegye ki a kívánt mennyiség�  8-lyukú csíkot, és hagyja 
szobah� mérsékleten akklimatizálódni. A fel nem használt csíkokat a nedvszívó tasakkal 
együtt zárja vissza a küls�  fóliacsomagolásba. 

2. A M. tuberculosis ESAT-6 antigén („A” Panel) ampullák használatra kész állapotban 
kerülnek forgalomba.  

3. A M. tuberculosis CFP10 antigén („B” Panel) használatra kész állapotban kerülnek 
forgalomba. 

4. A Pozitív Kontroll ampullák használatra kész állapotban kerülnek forgalomba. 
5. Készítsen 1:200 hígítású Konjugált Reagens munkaoldatot. Számolja ki a szükséges 

Konjugált Reagens munkaoldat mennyiségét (lásd a T-SPOT konjugátumhígítási 
számológépet, amelyet minden próbakészlethez mellékelt CD-n megtalál), és közvetlenül a 
felhasználás el� tt készítse el. 

6. A Szubsztrátoldat használatra kész állapotban kerül forgalomba. A raktárból kiemelve 
hagyja szobah� mérsékleten akklimatizálódni.  

 
 
Eljárás 
A vizsgálatot a Helyes Laboratóriumi Gyakorlat alapelveinek szem el� tt tartásával és jelen 
alkalmazási útmutató szigorú követésével kell végezni. 
 
Az Oxford Immunotec Ltd kidolgozott egy Vizuális útmutatót és egy Technikai kézikönyvet, amelyek 
leírják a mintavétel és el� készítés, a sejttenyészt�  médium kiválasztása és a foltszámláló módszerek 
laboratóriumainkban kiértékelt módozatait. Mindezek elérhet� k a minden készlethez mellékelt CD-n, 
illetve az alábbi telefonszámon: +44 (0) 1235 442780, vagy letölthet� k a www.oxfordimmunotec.com 
oldalról.  
 
 
Mintavétel és el � készítés 
Az egyes felhasználóknak ki kell értékelniük a PBMC-k gy� jtésére és a PBMC-k megszámlálására 
szolgáló eljárásaikat, és a T-sejt m� köd� képességének meg� rzésére megfelel�  médiumot kell 
választaniuk a vizsgálat els� dleges inkubálási fázisában. Immunkompetens betegeknél jellemz� en 
elegend�  PMBC nyerhet�  ki a vizsgálat céljára a vénás vérmintákból, az alábbi irányelvek 
követésével: 

·  Feln� ttek és 10 éves vagy annál id� sebb gyermekek: egy 8ml-es vagy két 4ml-es CPT cs� , 
vagy egy 6 ml-es lítium-heparinos cs�  

·  2-9 éves gyermekek: egy 4ml-es CPT cs�  vagy lítium-heparinos cs�  
·  Gyermekek 2 éves korig: egy 2ml-es gyermekgyógyászati cs�  
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A vérmintákat szobah� mérsékleten kell tárolni, és a vérvételt� l számított 8 órán belül el kell végezni a 
vizsgálatot. Amennyiben a mintát T-Cell Xtend reagenssel kezeli akkor a minta 10-25°C-on történ �  
tárolását követ� en 32 órán belül el kell végezni a vizsgálatot. 
 
A sejttenyészt�  médiumot a T-SPOT.TB próbával való felhasználás el� tt 37°C-ra kell melegíteni. 
�

Eljárás Megjegyzések 
1. A vérvételi eszközhöz mellékelt 
útmutatásnak megfelel� en végezze el a 
vérvételt. A levett vért tárolja 
szobah� mérsékleten (18-25°C), vagy a 
T-Cell Xtend reagens alkalmazása esetén 
10-25°C-on. Ne h � tse vagy fagyassza. 

1. A vérminták levétele különféle csövekbe 
történhet. Laboratóriumunkban sikerrel 
alkalmaztuk a Vacutainer nátrium-citrát CPT, 
nátrium-heparin CPT és standard lítium-heparin 
csöveket. A T-Cell Xtend reagenssel csak lítium-
heparinos cs�  használható. 
 
Az EDTA csöveket nem javasoljuk. 

2. CPT vérvételi csövek esetén kövesse a 
gyártó utasításait a PBMC-k szeparációja 
során. 
 
Más vérvételi módszer esetén a PBMC-k 
szeparálásához végezzen centrifugálást 
FICOLL-PAQUE PLUS-szal, a publikált 
eljárásrendnek megfelel� en. 

2. A 8ml-es CPT csöveket centrifugálja 1600xg 
sebességgel 28 percig, vagy a 4ml-es CPT 
csöveket 1800xg sebességgel 30 percig, 18°C-
on, amennyiben h� thet�  centrifuga rendelkezésre 
áll. Amennyiben el� z� leg alacsonyabb 
h� mérsékletet használt, hagyja, hogy a centrifuga 
h� mérséklete elérje a 18°C-ot. Ha nem h � thet�  
centrifugát használ, akkor biztosítsa, hogy a 
h� mérséklet ne emelkedjen 25°C fölé. 
 
Más esetben hígítsa a vért azonos térfogatú 
RPMI médiummal. A hígított vért (2-3 
térfogategység) óvatosan rétegezze a FICOLL-
PAQUE PLUS-ra (1 térfogategység), és 
centrifugálja 1000xg sebességgel 22 percig 
miközben a h� mérsékletet 18-25°C között tartja. 
 
A minden készlethez mellékelt CD-n megtalálható 
centrifugasebesség átváltására szolgáló 
segédprogram segít átváltani a xg-ben és rpm-
ben megadott centrifugasebességi értékeket. 
 
Ha a minták életkora 8 és 32 óra közé esik, akkor 
ezeket a mintákat a FICOLL-PAQUE PLUS-ra 
történ�  rétegezés el� tt össze kell keverni T-Cell 
Xtend reagenssel. 
 
Amennyiben Leucosep csövet vagy T-Cell Xtend 
reagenst (beszerezhet�  az Oxford Immunotec-t� l) 
használ, akkor kövesse az ezekhez mellékelt 
protokollokat. 

3. Pipetta használatával nyerje ki a fehér, 
habos PBMC sávot, és töltse 15 ml-es kúpos 
centrifugacs� be. Töltse fel 10 ml-ig 
sejttenyészt�  médiummal. 

3. Különféle médiumok használhatók a sejtek 
mosására az eljárás során. Laboratóriumainkban 
az AIM V és RPMI 1640 médiumokat egyaránt 
sikerrel alkalmaztuk, ezeket javasoljuk. 

4. Végezzen 7 percen keresztül 600xg 
centrifugálást. Öntse le a felülúszót, és oldja 
fel a pelletet 1 ml médiumban. 

4. Lásd 3. pont. 

5. Töltse fel a csövet 10 ml-ig friss 
médiummal, és végezzen 7 percen keresztül 
350xg centrifugálást. 

5. Lásd 3. pont. 
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6. Öntse le a felülúszót, és oldja fel a pelletet 
0,7 ml AIM V tenyészt�  médiumban. 

6. Ebben a fázisban az egyéjszakás inkubáláshoz 
való médiumot kell alkalmazni a pellet feloldására. 
Laboratóriumainkban szérummentes AIM V 
médiumot használtunk sikerrel, és ezt er� sen 
javasoljuk. 

 
 
Sejtszámlálás és hígítás 
A T-SPOT.TB próba alkalmazása során lyukanként 2.5x105 életképes PBMCs szükséges. Minden 
betegmintához összesen négy lyuk szükséges. Minden lyukba megfelel�  számú sejtet kell helyezni. 
Amennyiben ezt nem sikerül megvalósítani, az az eredmények hibás értelmezéséhez vezethet. 
�

Eljárás Megjegyzések 
1. Az életképes sejtek megszámlálása. 1. A sejtek megszámlálása különféle 

módszerekkel történhet, így manuálisan, 
tripánkék és haemocytométer alkalmazásával, 
vagy automatikusan, megfelel�  berendezés 
segítségével. 

2. Röviden: Neubauer haemocytométerrel 
végzett manuális számláláshoz a végs�  
sejtszuszpencióból 10 µl-t adjon 40 ml 0,4%-os 
(w/v) tripánkék oldathoz. Helyezzen az 
elegyb� l megfelel�  mennyiséget a 
haemocytométerre, és számolja meg a rácson 
belüllév�  sejteket. Más típusú 
haemocytométerek illetve automata eszközök 
esetén kövesse a gyártó útmutatását. 

2. Ügyelni kell arra, hogy közvetlenül az aliquot-
ok hígításra vagy számlálásra való eltávolítása 
el� tt a szuszpenziót alaposan felkeverjék. A 
sejtek a cs�  aljára ülepedhetnek, ami a 
sejtszám téves megítéléséhez vezethet. 

3. Számítsa ki az alap sejtoldatban lév�  
életképes sejtek koncentrációját. 

3. Gy� z� djön meg arról, hogy az alkalmazott 
sejtszámláló rendszer pontosan számol, mivel a 
szükségesnél kisebb vagy nagyobb számú sejt 
felhasználása egyaránt az eredmény helytelen 
értelmezéséhez vezethet. A minden készlethez 
mellékelt CD-n megtalálható T-SPOT 
sejthígítási számológép segít ennek 
kiszámításában. 

4. Készítsen 500 µl,  2.5x105 sejt/100µl 
koncentrációjú oldatot a végs�  
sejtszuszpenzióból. 

4. Gy� z� djön meg arról, hogy a sejteket 
alaposan elkeverte, miel� tt az aliquot-okat 
hígításra eltávolítaná. 

 
 
A lemez felosztása és inkubálás  
A T-SPOT.TB próba alkalmazása során minden minta esetén négy lyuk felhasználása szükséges. 
Minden egyes minta mellett Null-kontrollt és a sejt m� köd� képességét ellen� rz�  Pozitív Kontrollt is el 
kell végezni. Javasoljuk, hogy a mintákat függ� legesen vigyék fel a lemezre, az alább bemutatott 
módon. 
 
 
 
�
�
�
�
�
�

Null-kontroll 

„A” Panel 

„B” Panel 

Pozitív Kontroll 
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Eljárás Megjegyzések 

1. Vegye ki az el� zetesen bevont 8-lyukú 
csíkokat a csomagolásból, és hagyja 
szobah� mérsékleten akklimatizálódni. 

1. Csak a kívánt mennyiség�  csíkot vegye ki a 
csomagolásból, a többit helyezze vissza a 
tárolóba. A felhasználásra kerül�  csíkokat 
er� sítse tálcával és fed� vel ellátott üres 
lemezkeretre. A keretek, tálcák és fed� k 
megtarthatók és ismételten felhasználhatók. 

2. Minden betegmintánál 4 külön lyuk 
felhasználása szükséges; 
(i) Töltsön 50µl AIM V tenyészt�  médiumot 
mindegyik null-kontroll lyukba. 
(ii) Töltsön 50µl “A” Panel oldatot mindegyik 
megfelel�  lyukba. 
(iii) Töltsön 50µl “B” Panel oldatot mindegyik 
megfelel�  lyukba. 
(iv) Töltsön 50µl Pozitív Kontroll oldatot 
mindegyik sejt m� köd� képesség ellen� rzésére 
szolgáló lyukba. 

2. Ne érintse a pipettavéget a membránhoz. A 
pipettavég által okozott mélyedések a 
membránon m� termékeket hozhatnak létre a 
lyukakban. 
 
Szükség lehet a lemez finom ütögetésére annak 
érdekében, hogy az oldatok minden lyuk alján 
befedjék a membránt. A lyukak közötti antigén 
kereszt-kontamináció minimalizása érdekében 
kerülend�  a durva behatás. 

3. Az adott beteg mintájához használt mind a 4 
lyukba helyezzen 100 ml-t a beteg végs�  
sejtszuszpenziójából (250 000 életképes sejtet 
tartalmaz). 

3. Az egyes 100 µl-es aliquot-ok eltávolítása 
el� tt az alapos keveredés érdekében pipettával 
mozgassa a sejtszuszpenziót fel és le. 
 
Javasoljuk, hogy a betegek sejtjeinek minden 
egyes átoltása során használjon új pipettavéget, 
így elkerülhet�  a 4 lyuk közötti kereszt-
kontamináció. 

4. Inkubálja a lemezt párásított inkubátorban 
37°C-on, 5% CO2 mellett 16-20 órán keresztül. 

4. Az inkubátorban lév�  lemezek mozgatása 
kerülend� . A lemezeket ne pakolja egymásra, 
mert így a h� mérséklet-eloszlás és szell� zés 
egyenetlenné válik. A javasolt inkubációs id�  és 
inkubációs körülmények be nem tartása az 
eredmények helytelen értelmezéséhez 
vezethet. Ellen� rizze, hogy elegend�  
mennyiség�  víz van-e az inkubátorban ahhoz, 
hogy a készülék fenntartsa a megfelel�  
páratartalmat az inkubációs id�  alatt. 

 
 
A foltok el � hívása és számlálása 
A lemezmosás és az el� hívás fázisában ne érintse meg a membránt a pipettavégekkel vagy 
automata lemezmosó végekkel. A pipetta vagy a lemezmosó végek által okozott mélyedések a 
membránon m� termékeket hozhatnak létre a lyukakban, ami zavaró lehet a foltok számlálása során. 
 

Eljárás Megjegyzések 
1. Vegye ki a lemezt az inkubátorból, és öntse 
ki a sejttenyészt�  médiumot. 

1. Ezzel egy id� ben vegye ki a Szubsztrátoldaot 
a csomagból, és szobah� mérsékleten hagyja 
akklimatizálódni. 

2. Helyezzen 200µl PBS-oldatot mindegyik 
lyukba. 

 

3. Öntse ki a PBS-oldatot. További 3 
alkalommal ismételje a lyuk mosását, minden 
mosáshoz használjon friss PBS-oldatot. 

3. Miel� tt továbblépne, a lemezt nedvszívó 
papírra borítva távolítsa el a mosáshoz használt 
összes PBS-t. 
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4. A munkaoldat elkészítéséhez PBS-sel 
hígítsa a koncentrált Konjugált Reagenst 200-
szorosára. 

4. Ne használjon Tween®-t vagy egyéb 
detergenst tartalmazó PBS-t, mivel ez 
nagymennyiség�  háttérjelet eredményez. A 
szükségesnél csak kevéssel több munkaoldatot 
készítsen (a véletlen veszteség pótlására). 8 
lyuk esetén tehát (mindegyik lyukba 50 µl 
szükséges) készítsen 500 µl munkaoldatot 2,5 
µl koncentrált Konjugált Reagens és 497,5 µl 
PBS felhasználásával.  A minden készlethez 
mellékelt CD-n megtalálható konjugátumhígítási 
számológépet használhatja ehhez a 
számításhoz. 

5. Helyezzen 50µl Konjugált Reagens 
munkaoldatot mindegyik lyukba, és 2-8°C-on 
inkubálja 1 órán keresztül. 

5. A javasolt inkubációs id�  be nem tartása az 
eredmények helytelen értelmezéséhez 
vezethet. 

6. Öntse ki a konjugátumot, és végezzen négy 
PBS-mosást a 2. és 3. lépésben leírtaknak 
megfelel� en. 

 

7. Helyezzen 50µl Szubsztrátoldatot mindegyik 
lyukba, és szobah� mérsékleten inkubálja 7 
percen keresztül. 

7. A javasolt inkubációs id�  be nem tartása az 
eredmények helytelen értelmezéséhez 
vezethet. 

8. A detektálási reakció leállítása érdekében 
alaposan mossa ki a lemezt desztillált vagy 
ioncserélt vízzel. 

 

9. Jól szell� z�  helyen vagy maximum 37°C-os 
süt� ben hagyja a lemezt megszáradni. 

9. A foltok a lemez száradása során egyre 
jobban láthatók lesznek. 37 °C-on 4 órás, 
szobah� mérsékleten egy éjszakás száradási 
id�  szükséges. 

10. Számolja meg és jegyezze fel mindegyik 
lyuk membránján a jól körülhatárolt, sötétkék 
foltok számát. Az eredmények értelmezése és 
értékelési kritériumok (lásd alább) 
alkalmazásával határozza meg, hogy az adott 
minta a TB antigének szempontjából „pozitív” 
vagy „negatív”. 

10. A foltok számos különféle módszerrel 
megtekinthet� k. Manuálisan kézi 
nagyítóüveggel, megfelel�  mikroszkóppal, 
digitális mikroszkóppal, illetve erre a célra 
készült ELISPOT lemezolvasó készülékkel is. A 
foltszámlálással kapcsolatos képzési útmutató 
(a T-SPOT.Tutor program) az Oxford 
Immunotec honlapján keresztül érhet�  el. 

 
 
Min � ségkontroll  
Jellegzetes eredmény esetén a Null-kontroll lyukban egyáltalán nincs vagy csak kevés folt jelenik 
meg, míg a Pozitív kontroll lyukban több mint 20 folt látható. 
 
Ha a Null-kontroll lyukban 10-nél több folt jelenik meg, a besorolás „Meghatározhatatlan”. A 
lehetséges okok tekintetében utalunk a T-SPOT.TB Technikai Kézikönyvre (letölthet�  a 
www.oxfordimmunotec.com oldalról). Az érintett személyt� l újból mintát kell venni és ismételten meg 
kell azt vizsgálni. 
 
Jellegzetes esetben a sejtek m� köd� képességét ellen� rz�  Pozitív kontroll lyukakban a foltok száma 
� 20 vagy telít� dést mutat (megszámlálhatatlanul sok folt). A betegek egy kis hányadánál a T-sejtek 
korlátozottan reagálnak a PHA-ra.13,14 Amennyiben a Pozitív kontroll foltok száma <20, a besorolás 
„Meghatározhatatlan”, kivéve, ha az „A” Panel vagy a „B” panel „pozitív” Az eredmények értelmezése 
és értékelési kritériumok alapján (lásd alább), mivel ilyen esetekben az eredmény érvényes. 
 
A lehetséges biológiai és szisztematikus variációk miatt, amennyiben az („A” panel mínusz a Null-
kontroll) illetve a („B" panel mínusz a Null-kontroll) közül a nagyobb 5, 6 vagy 7 pont, az eredmény 
határesetnek (bizonytalannak) tekintend� . A határeset (bizonytalan) eredmények bár érvényesek, de 
kevésbé megbízhatóak, mint azon eredmények, amelyeknél a foltszám távolabb esik a 
küszöbértékt� l. Éppen ezért javasolt egy új minta segítségével a beteg ismételt vizsgálata. Ha az 
eredmény az ismételt vizsgálat során még mindig határesetnek (bizonytalannak) adódik, akkor más 
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diagnosztikus vizsgálatok és/vagy epidemiológiai információ segítségével kell meghatározni a beteg 
TB-fert� zésre vonatkozó állapotát. 
 
Bár az ESAT-6 és a CFP10 antigének nincsenek jelen a M. bovis BCG törzseiben és a legtöbb 
környezeti mycobacteriumban, lehetséges, hogy a „pozitív” T-SPOT.TB eredmény hátterében M. 
kansasii, M. szulgai, M. marinum vagy M. gordonae fert� zés áll. Amennyiben felmerül e fert� zések 
lehet� sége, alternatív vizsgálómódszerekre van szükség. 
 
 
Az eredmények értelmezése és értékelési kritériumok  
Az alábbi kritériumok alkalmazása el� tt tekintse át a Min� ségkontroll bekezdésben foglaltakat. 
 
A T-SPOT.TB próbával kapott eredmények interpretációja úgy zajlik, hogy az alábbi algoritmus 
szerint a panel összes lyukának foltszámából kivonják a Null-kontroll lyukában észlelt foltszámot: 
 

·  A vizsgálat eredménye „pozitív”, ha az („A” panel mínusz a Null-kontroll) és 6 vagy a („B” 
panel mínusz a Null-kontroll) �  6 folt. 

·  A vizsgálat eredménye „negatív” ha az („A” panel mínusz a Null-kontroll) és a („B” panel 
mínusz a Null-kontroll) is �  5 folt. Ebbe beletartoznak a nullánál kisebb értékek is. 

 
A „pozitív” eredmény azt jelzi, hogy a minta M. tuberculosis -ra reagáló effektor T-sejteket 
tartalmaz.  
 
A „negatív” eredmény azt jelzi, hogy a minta valósz ín� leg nem tartalmaz M. tuberculosis -ra 
reagáló effektor T-sejteket. 
 
 
A vizsgálat teljesítménymutatói 
 
Specificitás:  93 olyan donortól származó mintát vizsgáltunk, akiknél kórtörténetük és személyes 
tájékozódás alapján csekély volt a M. tuberculosis fert� zöttség kockázata. A T-SPOT.TB próba 
specificitása 100%-nak adódott (93/93) (95%--os konfidencia-intervallum; 95,8%(100%). 
 
Szenzitivitás:  87 olyan mintát vizsgáltunk, melyek esetében tenyésztéssel M. tuberculosis fert� zés 
igazolódott; az alanyok között immunkárosodott egyének is voltak. A T-SPOT.TB próba szenzitivitása 
98,8%-nak adódott (86/87) (95%--os konfidencia-intervallum; 90,8%(99,9%). 
 
Reprodukálhatóság:  a vizsgálaton belüli variáció helyettesít�  markereként mértük fel: ugyanazon a 
lemezen dupla vérmintát teszteltünk. A T-SPOT.TB próba alkalmazásával 140 donortól összesen 145 
duplikált vérmintát (két lyuk az “A” Panel és “B” Panel számára egyaránt) vizsgáltunk. A 145 duplikált 
analízis közül 142 esetben (97,9%) klinikai egyezést figyeltünk meg. Két duplikátum analízisnél 
határérték disszonancia jelentkezett, és a 145 közül csupán 1 mintánál 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. 
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A CPT és Vacutainer a Becton Dickinson védjegye. 
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A T-SPOT.TB próba szabadalmaztatott technológiát használ fel a Statens Serum Institut, Koppenhága, Dánia és az Isis 
Innovation Limited, Oxford, UK engedélyével. 
 
A T-SPOT.TB próba forgalmazása a Public Health Research Institute engedélyével történik, és a PHRI szabadalmi jogai alatt 
csak humán, in vitro diagnosztikai célra használható. 
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