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Utilizacao prevista

O teste T-SPOT®.TB é um teste de diagnéstico in vitro para a detecgao de células T efectoras que
respondem a estimulagéo por antigénios do Mycobacterium tuberculosis e destina-se a ser
utilizado como adjuvante no diagnéstico da infecgéo por tuberculose (TB). O teste T-SPOT.TB é
um método imunoenzimatico simplificado (ELISPOT) que enumera células T efectoras individuais
activadas especificas da TB.

Introducao

A Organizagao Mundial de Saude estima que um ter¢o da populagcao mundial se encontra
infectada com M. tuberculosis. Cada individuo portador da infecgéo por TB no estado latente
(LTBI) tem associada uma probabilidade de cerca de 10% de progredir para a doenca activa. Esta
taxa de progressao é elevada em certos grupos, incluindo aqueles que foram recentemente
infectados e 0os que possuem um sistema imunitario debilitado.

A resposta imunitéria a infeccdo com M. tuberculosis é predominantemente uma resposta
imunitaria mediada por células (IMC). Como parte desta resposta, as células T sdo sensibilizadas
para os antigénios do M. tuberculosis. As células T efectoras activadas, tanto CD4 como CDS8,
especificamente separadas do sangue podem ser enumeradas pela sua capacidade de serem
estimuladas in vitro por estes antigénios'?. A utilizacdo de antigénios seleccionados do complexo
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canett) melhora a
especificidade do teste para estes organlsmos reduzindo a reactividade cruzada a vacina da BCG
e & maior parte das micobactérias ambientais®*. Para optimizar a sensibilidade do teste utilizam-se
dois painéis separados de antigénios, que S|mulam as bem caracterizadas proteinas ESAT-6 e
CFP10.

O teste T-SPOT.TB é uma variante simplificada da técnica de analise ELISPOT. As analises
ELISPOT sao excepcionalmente sensiveis uma vez que citocina-alvo é directamente captada em
volta da célula secretora, antes de ser diluida no sobrenadante, captada pelos receptores de
células adjacentes ou degradada Isto torna as analises ELISPOT muito mais sensiveis do que as
analises ELISA convencionais®. O teste T-SPOT. TB foi concebido para a detecgdo de celulas T
efectoras que respondem & estimulagdo por antigénios especificos do M. tuberculosis®*®°. O teste
enumera células T individuais activadas especificas da TB, sendo indicado para uhhzagao em
todos os doentes em risco de LTBI ou com suspeita de terem contraido a tuberculose’
independentemente da idade, sexo, grupo étnico, terapia ou estado imunitario.

Principios do procedimento

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) sao separadas de uma amostra de sangue
total e lavadas para remocao de quaisquer fontes de sinais interferentes de fundo. As PBMCs séo
entao contadas, para que um numero estandardizado de células seja utilizado no teste. Isto
assegura que mesmo no caso de pessoas com baixas titulagdes de células T devido ao
enfraquecimento do seu sistema imunitario (os imunocomprometidos e os imunossuprimidos), o
nuamero de células adicionadas aos pocos de microtitulagcao é adequado. As fases de lavagem e de
contagem assim como a técnica ELISPOT permitem um desempenho superior na detecgao da
tuberculose e da infecgao latente por tuberculose.

Para cada amostra sdo necessarios quatro pogos (ver Figura 1):-

Um Controlo Nulo para identificar a activagao de células nao especificas.
Antigénios especificos da TB, Painel A (ESAT-6).

Antigénios especificos da TB, Painel B (CFP10).

Um Controlo Positivo contendo fitoemaglutinina (PHA, um conhecido activador
policlonal'?), para confirmar a funcionalidade das PBMCs.

PO~
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Figura 1: Os principais passos do teste T-SPOT.TB. De notar que cada placa contém 96 pocos.

As PBMCs sao incubadas com os antigénios para permitir a estimulagéo de quaisquer células T
sensibilizadas presentes. A citocina segregada é captada pelos anticorpos especificos na
membrana, que forma a base do poco, e as células e outros materiais indesejados sdo removidos
por meio de lavagem. Um segundo anticorpo, conjugado a fosfatase alcalina e dirigido para um
epitopo diferente na molécula da citocina, é adicionado e liga-se a citocina captada na superficie
da membrana. Qualquer conjugado nao ligado é removido por meio de lavagem. A cada pogo é
adicionado um substrato soluvel; este é clivado pela enzima ligada para formar uma mancha de
precipitado insoltvel no local da reac¢do. Cada mancha representa a zona de assentamento de
uma célula T individual que segrega citocina e a avaliagdo do nimero de manchas obtidas fornece
uma medida da abundancia de células T efectoras sensiveis ao M. tuberculosis no sangue
periférico.

Limitacoes

e Apenas para diagnéstico in vitro.

e Apenas para uso profissional.

e Conservar o kit ndo aberto a 2-8°C. O kit ndo deve ser utilizado depois do prazo de
validade indicado na respectiva etiqueta.

e Conservar os componentes do kit aberto a 2-8°C. Os componentes devem ser utilizados
no prazo de 8 semanas apds a abertura, ndo devendo esse periodo ultrapassar o prazo de
validade impresso na etiqueta do kit.

e Nao misturar componentes provenientes de lotes de kits diferentes.

e Ler atentamente as instrugdes da analise antes de utilizar.

e Utilizar uma técnica asséptica para evitar a contaminagao dos reagentes, dos pogos de
analise, das suspensoes de células e dos meios de cultura de células.

e Avariacao das técnicas de pipetagem e de lavagem indicadas, dos tempos de incubacao
e/ou das temperaturas pode influenciar os resultados reais obtidos e devera ser evitada.

e O sangue deve ser colhido e passado para a andlise no prazo de 8 horas. Esta limitagéo
temporal pode ser ultrapassada, se se utilizar o reagente T-Cell Xtend™ (disponivel
através da Oxford Immunotec). Quando se utiliza o reagente T-Cell Xtend com o teste
T-SPOT.TB, o tempo de armazenagem da amostra é prolongado para 32 horas.

e Conservar e transportar as amostras de sangue para o laboratério a temperatura ambiente
(18-25°C). Quando se utiliza o reagente T-Cell Xtend, as amostras podem ser
transportadas e armazenadas a temperaturas de 10-25°C. Nao refrigerar nem congelar
amostras de sangue total.
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e O teste T-SPOT.TB deve ser utilizado e interpretado apenas no contexto do quadro clinico
geral.

e Um resultado do teste negativo néo exclui a possibilidade de exposicao ao M. tuberculosis
ou de infeccdo com 0 mesmo.

e Os antigénios ESAT-6 e CFP10 estao ausentes das estirpes de BCG e da maioria das
micobactérias ambientais, com excepgao de M. kansasii, M. szulgai, M. marinum®* e
M. gordonae.

Adverténcias e precaucoes de seguranca
Devem ser tomadas precaugdes ao lidar com material de origem humana. Todas as amostras de
sangue devem ser consideradas como potencialmente infecciosas.

O manuseamento de amostras de sangue e de componentes de analises, a sua utilizacao,
conservagao e eliminacao devem estar de acordo com os procedimentos definidos nas directrizes
ou regulamentos nacionais apropriados em matéria de seguranga contra riscos biolégicos.

Devem ser tomadas precaugdes ao trabalhar com produtos quimicos. Todos os produtos quimicos
devem ser considerados como potencialmente perigosos.

Materiais fornecidos
O kit T-SPOT.TB 8 contém:

1. 1 placa de microtitulagédo: 96 pocos, fornecidos como 12 x 8 tiras de po¢os num suporte,
revestidos com um anticorpo monoclonal de ratinho a citocina interferdo gama (IFN-v).

2. 2frascos (0,8 ml cada) de Painel A: contém antigénios ESAT-6, albumina sérica bovina e
agentes antimicrobianos.

3. 2frascos (0,8 ml cada) de Painel B: contém antigénios CFP10, albumina sérica bovina e
agentes antimicrobianos.

4. 2frascos (0,8 ml cada) de Controlo Positivo: contém fitoemaglutinina (PHA), para
utilizagédo como controlo de funcionalidade das células, albumina sérica bovina e agentes
antimicrobianos.

5. 1 frasco (50 pl) 200x de Reagente do Conjugado concentrado: anticorpo monoclonal do
ratinho contra a citocina IFN-y conjugada a fosfatase alcalina.

6. 1 frasco (25 ml) de Solucéo de Substrato: solugdo BCIP/NBTP" pronta para utilizar.

7. Instrugdes de Utilizagao, que se encontram no CD juntamente com a Folha dos Dados de
Seguranca do Material (MSDS), o Manual Técnico, o Guia do Procedimento Visual, a
calculadora T-SPOT de diluigbes celulares, a calculadora de diluicdes do conjugado, a
calculadora de velocidades da centrifugadora e o programa T-SPOT.AutoReporter.

Conservacao
Conservar todos 0os componentes do kit a 2-8°C.
Evitar a exposicao prolongada da Solucao de Substrato a luz.

Estabilidade
Os componentes do kit sdo estaveis até ao fim do prazo de validade impresso na embalagem do
kit, quando conservados e manuseados nas condi¢gdes recomendadas.

Equipamento e materiais necessarios mas nao fornecidos

1. Suporte de placas de tiras de 8 pocos (disponivel na Oxford Immunotec).

2. Hotte microbioldgica da classe Il (recomendado).

3. Tubos de colheita de sangue, como o Vacutainer® CPT™ (disponiveis através da Oxford
Immunotec) ou tubos heparinizados.

4. FICOLL-PAQUE* PLUS ou materiais alternativos de separacdo das PBMCs.

5. O-reagente T-Cell Xtend (disponivel através da Oxford Immunotec) pode ser usado com
amostras colhidas com mais de 8 horas.
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6. Os tubos Leucosep podem ser usados para simplificar a separa¢do de PBMCs utilizando o
método FICOLL".

7. Centrifugadora para a preparagao de PBMCs (com capacidade para, pelo menos, 1800xg
e para manter as amostras a temperatura ambiente (18-25°C)).

8. Equipamento e reagentes para permitir a contagem de PBMCs; quer manualmente
utilizando Trypan Blue e um hemocitometro num microscépio quer automaticamente
utilizando um analisador hematolégico adequado.

9. Um incubador humidificado com capacidade para 37 £ 1°C com um fornecimento de CO; a
5%.

10. Uma unidade de lavagem de placas de microtitulagdo ou equipamento para lavagem
manual das placas.

11. Pipetas e pontas de pipetas estéreis.

12. Solugao PBS estéril: como GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen; nimero de catalogo 14040-
091).

13. Agua destilada ou desionizada.

14. Um meio de leitura das placas como, por exemplo, um microscopio, um microscépio
digital, uma lupa ou um visualizador de placas.

15. Meio de cultura de células estéril como GIBCO AIM V® (Invitrogen; ndimero de catalogo
31035-025): a utilizagdo deste meio isento de soro para o passo de incubacao é vivamente
recomendada. RPMI 1640 (Invitrogen; nimero de catalogo 21875-034) podera ser utilizado
apenas nos passos inicias de preparacao da amostra. Recomenda-se que os meios de
cultura de células sejam conservados em aliquotas apropriadas e que o material
excedente seja eliminado ap6s a utilizagdo. Os meios de cultura de células deverao ser
previamente aquecidos até 37°C antes da utilizagdo do teste T-SPOT.TB.

Preparacao do reagente

1. Placa de microtitulacao: A placa de microtitulagéo T-SPOT. TB 8 é fornecida pronta para
ser utilizada. Retirar do local de armazenamento o nimero necessario de tiras de 8 pogos
e deixar equilibrar a temperatura ambiente. Voltar a selar as tiras restantes na embalagem
de folha exterior com a bolsa de dessecante.

2. Os frascos de antigénios ESAT-6 do M. tuberculosis (Painel A) sao fornecidos prontos
para serem utilizados.

3. Os frascos de antigénios CFP10 do M. tuberculosis (Painel B) sao fornecidos prontos para
serem utilizados.

4. Os frascos de Controlo Positivo sdo fornecidos prontos para serem utilizados.

5. Preparar uma diluicdo de 1:200 de solucado de trabalho de Reagente do Conjugado.
Calcular o volume necessario de solugao de trabalho de Reagente do Conjugado (ver a
calculadora T-SPOT de diluigbes do conjugado no CD fornecido juntamente com cada kit
do teste).

6. A Solugao de Substrato é fornecida pronta para ser utilizada. Retirar do local de
armazenamento e deixar equilibrar a temperatura ambiente.

Procedimento
Esta analise deve ser efectuada utilizando os principios das boas praticas laboratoriais e
cumprindo rigorosamente estas Instru¢ées de Utilizag&o.

A Oxford Immunotec Ltd preparou um Guia Visual de Procedimentos e um Manual Técnico que
descrevem a colheita e preparagcao de amostras, a seleccdo de meios de cultura de células e os
métodos de contagem de manchas. Estes documentos encontram-se disponiveis no CD fornecido
juntamente com cada kit do teste, telefonando para o +44 (0) 1235 442780 ou fazendo "download"
a partir de www.oxfordimmunotec.com.

Colheita e preparacao das amostras

Os utilizadores individuais devem validar os seus procedimentos de colheita de PBMCs,
enumeragao de PBMCs e escolha de meios adequados para suportar a funcionalidade das células
T durante a fase de incubagao primaria da andlise. Geralmente, para um doente imunocompetente,
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podem obter-se PBMCs suficientes para fazer a analise a partir de amostras de sangue venoso de

acordo com as seguintes orientacdes:

e Adultos e criangas com idade igual ou superior a 10 anos: um tubo CPT de 8 ml, ou dois
tubos CPT de 4 ml ou um tubo de heparina de litio de 6 ml

e Criangas dos 2 aos 9 anos: um tubo CPT ou de heparina de litio de 4 ml

e Criangas até aos 2 anos: um tubo pediatrico de 2 ml

As amostras de sangue devem ser conservadas a temperatura ambiente e analisadas num periodo

de 8 horas apds a colheita do sangue, ou num periodo de 32 horas e armazenadas a 10-25°C, se as

amostras forem tratadas com o reagente T-Cell Xtend.

Os meios de cultura de células deverao ser previamente aquecidos até 37 °C antes da utilizagao do

teste T-SPOT.TB.

Procedimento

Notas

1. Colher uma amostra de sangue de acordo
com as instrugdes que acompanham o
dispositivo de colheita. Conservar o sangue
colhido a temperatura ambiente (18-25°C) ou a
10-25°C, se for usado o reagente T-Cell Xtend.
Nao refrigerar ou congelar.

1. As amostras de sangue podem ser colhidas
numa variedade de tubos. Nos nossos
laboratérios, utilizamos com sucesso citrato de
sédio CPT Vacutainer, heparina de sédio CPT
e tubos standard de heparina de litio. Com o
reagente T-Cell Xtend, apenas podem ser
usados tubos de heparina de litio.

Os tubos EDTA ndo sdo recomendados.

2. Para os tubos de colheita de sangue CPT,
seguir as instrugdes do fabricante para a
separacao das PBMCs.

Para métodos alternativos de colheita de
sangue, separar as PBMCs por centrifugacao
através de FICOLL-PAQUE PLUS, recorrendo
a procedimentos publicados.

2. Centrifugar os tubos CPT de 8 ml a 1600xg
durante 28 min ou os tubos CPT de 4 ml a
1800xg durante 30 mina 18°C, se a
centrifugadora for refrigerada. Aguardar que a
centrifugadora atinja uma temperatura de
18°C, se antes tiverem sido usadas
temperaturas inferiores. Se for usada uma
centrifugadora néo refrigerada, a temperatura
nao podera exceder os 25°C.

Em alternativa, diluir o sangue com um volume
igual de meio RPMI 1640. Colocar
cuidadosamente o sangue diluido (2-3
volumes) sobre FICOLL-PAQUE PLUS (1
volume) e centrifugar a 1000xg durante 22 min,
mantendo a temperatura entre os 18 e 0s
25°C.

A calculadora de velocidades da
centrifugadora disponivel no CD incluido no kit
do teste pode ajudar a converter as
velocidades em xg para velocidades em rpm.

Se as amostras tiverem 8 a 32 horas, devem
ser misturadas com o reagente T-Cell Xtend
antes de serem colocadas sobre o FICOLL-
PAQUE PLUS.

Se forem utilizados tubos Leucosep ou o
reagente T-Cell Xtend (disponiveis através da
Oxford Immunotec), seguir os protocolos
fornecidos com estes reagentes.
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3. Colher a faixa branca e turva de PBMCs
utilizando uma pipeta e transferir para um tubo
de centrifugagao conico de 15 ml. Perfazer o
volume até 10 ml com meio de cultura de
células.

3. Durante este processo, podem ser utilizados
varios meios para a lavagem das células. Nos
nossos laboratérios, tanto o AIM V como o
RPMI 1640 foram utilizados com sucesso e
sdo recomendados.

4. Centrifugar a 600xg durante 7 min. Retirar o
sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 ml
de meio.

4. Ver 3. acima.

5. Perfazer o volume até 10 ml com meio
fresco e centrifugar a 350xg durante 7 min.

5. Ver 3. acima.

6. Retirar o sobrenadante e ressuspender o
concentrado em 0,7 ml de meio de cultura
AIMYV .

6. Nesta fase, 0 meio de cultura para a
incubacao de um dia para o outro devera ser
utilizado para ressuspender o pellet. Nos
nossos laboratérios, o meio isento de soro
AIM V foi utilizado com sucesso e é vivamente
recomendado.

Contagem das células e dilui¢ao

O teste T-SPOT.TB requer 2,5x1 0° PBMCs viaveis por pogo. Para cada amostra do doente s&o
necessarios, no total, quatro pogos. E necessario adicionar a cada po¢o 0 nimero correcto de
células. Se tal ndo for feito, podera obter-se uma interpretagao incorrecta do resultado.

Procedimento

Notas

1. Fazer uma contagem de células viaveis.

1. As células podem ser contadas por varios
métodos, incluindo a contagem manual
utilizando Trypan Blue e um hemocitometro ou
contagem automatizada utilizando um
instrumento apropriado.

2. Resumidamente, para a contagem manual
com um hemocitémetro Neubauer, adicionar
10 pl da suspenséo de células final a 40 pl de
solugéo Trypan Blue a 0,4%(p/v). Colocar uma
aliquota apropriada no hemocitémetro e contar
as células na grelha. Para outros tipos de
hemocitémetro e para os dispositivos
automatizados, seguir as instrugdes dos
fabricantes.

2. Devem ser tomadas precaucgoes para
assegurar que a suspensao de células se
encontra completamente misturada
imediatamente antes da remocao das
aliquotas para diluicdo ou para contagem. As
células podem assentar no fundo do tubo
levando a uma interpretacao errada do
verdadeiro numero de células.

3. Calcular a concentragao de células viaveis

presentes na suspensao de células de reserva.

3. Assegurar que o calculo esta correcto para o
sistema de contagem de células utilizado uma
vez que a utilizagdo de um ndmero insuficiente
ou excessivo de células pode conduzir a uma
interpretacdo errada do resultado. A
calculadora T-SPOT de dilui¢gdes celulares
disponivel no CD fornecido juntamente com
cada kit do teste facilita este calculo.

4. Preparar 500 pl da suspensao de células
final a uma concentracao de 2,5x1 0° células /
100 pl.

4. Assegurar que as células estédo bem
misturadas antes da remogao de uma aliquota
para diluigao.
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Preparacao das placas e incubaciao

O teste T-SPOT.TB requer a utilizacdo de quatro pogos para cada amostra do doente. Com cada
amostra separada devera ser processado um Controlo Nulo e um Controlo Positivo de
funcionalidade das células. Recomenda-se que as amostras sejam dispostas verticalmente sobre a

placa como ilustrado a seguir.

O Controlo Nulo

O Controlo Positivo

Procedimento

Notas

1. Retirar as tiras de 8 pogos pré-revestidas da
embalagem, prender num suporte de placas e
deixar equilibrar a temperatura ambiente.

1. Retirar apenas o nimero pretendido de tiras,
voltar a colocar as restantes no local de
armazenamento. Prender as tiras a utilizar
num suporte de placas vazio com uma
cobertura inferior e uma tampa. Os suportes,
coberturas e tampas devem ser guardados e
reutilizados.

2. Cada amostra do doente requer a utilizagdo
de 4 pocos individuais;

(i) Adicionar 50 pl de meio de cultura de
células AIM V a cada pogo de Controlo Nulo.
(i) Adicionar 50 pl de solugdo do Painel A a
cada pogo pretendido.

(iii) Adicionar 50 pl de solugao do Painel B a
cada pogo pretendido.

(iv) Adicionar 50 pl de solucao de Controlo
Positivo a cada po¢o de controlo da
funcionalidade das células.

2. Nao deixar a ponta da pipeta tocar na
membrana. Os entalhes na membrana feitos
pelas pontas das pipetas podem criar
artefactos nos pocos.

Pode ser necessario bater suavemente na
placa para assegurar que as solugdes cobrem
a membrana na base de cada pogo. Devera
ser evitada uma agitacao vigorosa para
minimizar a contaminacao cruzada dos
antigénios entre os pogos.

3. A cada um dos 4 pocos a utilizar para uma
amostra do doente, adicionar 100 ul da
suspensao de células final do doente
(contendo 250.000 células viaveis).

3. Pipetar a suspenséo de células suavemente
para cima e para baixo a fim de assegurar uma
boa mistura antes da remocao de cada
aliquota de 100 pl.

Recomenda-se a utilizagdo de uma ponta nova
para cada adigéo de células de cada doente a
fim de evitar a contaminacao cruzada entre os
4 pocos.

4. Incubar a placa num incubador humidificado
a 37°C com CO, a 5% durante 16-20 horas.

4. Evitar perturbar a placa depois de colocada
no incubador. Nao empilhar as placas uma vez
que tal pode provocar uma distribuicao de
temperatura e uma ventilagao irregulares. A
falta de cumprimento do tempo e das
condi¢des de incubagédo recomendados pode
conduzir a uma interpretacdo incorrecta do
resultado. Verifiqgue se a incubadora contém
agua suficiente para manter a humidade
durante o periodo de incubagéo.

Desenvolvimento e contagem de manchas

Durante as fases de lavagem e de desenvolvimento da placa, ndo toque na membrana com as
pontas das pipetas ou com as pontas da unidade de lavagem automética dos pogos. Os entalhes
na membrana feitos pelas pontas das pipetas ou da unidade de lavagem dos pogos podem criar
artefactos nos pocos os quais podem interferir com a contagem de manchas.
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Procedimento

Notas

1. Retirar a placa do incubador e deitar fora o
meio de cultura das células.

1. Nesta altura, retirar a Solugdo de Substrato
do kit e deixar equilibrar a temperatura
ambiente.

2. Adicionar 200 pl de solugédo PBS a cada
poOco.

3. Deitar fora a solugcao PBS. Repetir a
lavagem dos pogos mais 3 vezes com solucao
PBS fresca para cada lavagem.

3. Deitar fora toda a solugdo PBS do passo de
lavagem final invertendo a placa sobre papel
absorvente antes de prosseguir.

4. Diluir o Reagente do Conjugado
concentrado 200 vezes em PBS para criar a
solucdo com a concentragéo de trabalho.

4. Nao utilizar solucdo PBS contendo Tween®
ou outros detergentes, uma vez que isso causa
elevadas contagens de fundo. Assegurar que é
apenas preparado um pequeno excedente (para
ter em conta o desperdicio) de solugdo com a
concentracdo de trabalho. Assim, para uma tira
de 8 pocos (requerendo cada pogo 50 pl),
perfazer 500 ul de solugdo com a concentragéo
de trabalho adicionando 2,5 ul de Reagente do
Conjugado concentrado a 497,5 pul de PBS.

A calculadora de diluigdes do conjugado
disponivel no CD incluido com cada kit do
teste pode ser usada para efectuar este
célculo.

5. Adicionar 50 pl de solugao com a
concentragdo de trabalho de Reagente do
Conjugado a cada pogo e incubar a 2-8°C
durante 1 hora.

5. A falta de cumprimento do tempo de
incubagéo recomendado pode conduzir a uma
interpretacao incorrecta do resultado.

6. Deitar fora o conjugado e fazer quatro
lavagens com PBS conforme descrito nos
passos 2. e 3. acima.

7. Adicionar 50 pl de Solugao do Substrato a
cada pogo e incubar a temperatura ambiente
durante 7 min.

7. A falta de cumprimento do tempo de
incubagao recomendado pode conduzir a uma
interpretacdo incorrecta do resultado.

8. Lavar cuidadosamente a placa com agua
destilada ou desionizada para parar a reac¢ao
de deteccéo.

9. Deixar a placa secar, colocando-a numa
zona bem ventilada ou num forno até 37 °C.

9. As manchas tornam-se mais visiveis a
medida que a placa seca. Permitir um tempo
de secagem de 4 horas a 37°C ou de um dia
para o outro a temperatura ambiente.

10. Contar e registar o nimero de manchas
azuis escuras distintas na membrana de cada
poco. Aplicar Interpretacdo dos Resultados e
Critérios de Analise (ver abaixo) para
determinar se uma amostra de um doente é
"Positiva" ou "Negativa™

aos antigénios da TB.

10. As manchas podem ser visualizadas por
varios métodos, incluindo a utilizagdo manual
de uma lupa, de um microscopio adequado, de
um microscopio digital ou de um visualizador
de placas dedicado ELISPOT. Pode solicitar-
se um guia de treino para contagem de
manchas (o programa T-SPOT. Tutor) através
do website da Oxford Immunotec.

Controlo de qualidade

Num resultado tipico seria de prever poucas ou nenhumas manchas no Controlo Nulo e mais de 20

manchas no Controlo Positivo.

Uma contagem do Controlo Nulo superior a 10 manchas deve ser considerada "Indeterminada”.
Consultar o Manual Técnico do T-SPOT. TB quanto as causas possiveis (fazer "download" de
www.oxfordimmunotec.com). Deve-se colher outra amostra do individuo e fazer nova analise.
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Geralmente, a contagem de manchas do Controlo Positivo da funcionalidade das células deveria
ser = 20 ou revelar saturacao (demasiadas manchas para contar). Uma pequena Percentagem de
doentes pode ter células T que apresentam apenas uma resposta limitada a PHA'™®'*. Nos casos
em que a contagem de manchas do Controlo Positivo € < 20 manchas, devera ser considerada
como "Indeterminada”, a ndo ser que o Painel A ou o Painel B seja "Positivo", conforme descrito
em Interpretacdo dos Resultados e Critérios de Analise (ver abaixo), e nesse caso o resultado é
valido.

Devido a potenciais variagoes biologicas e sistematicas, no caso em que o maximo de (Painel A
menos Controlo Nulo) e (Painel B menos Controlo Nulo) for 5, 6 ou 7 manchas, o resultado pode
ser considerado Borderline (duvidoso). Os resultados Borderline (duvidosos), embora validos, sdo
menos fiaveis que os resultados em que a contagem de manchas se afasta mais do valor-limiar
(cut-off). E, portanto, aconselhavel testar novamente o doente, utilizando uma nova amostra. Se o
resultado continuar a ser Borderline (duvidoso) apés a repeticdo da analise, deverao ser utilizados
outros testes de diagnéstico e/ou informacao epidemioldgica que ajude a determinar o estado da
infeccdo do doente pela TB.

Enquanto os antigénios ESAT-6 e CFP10 estao ausentes das estirpes de BCG de M. bovis e da
maioria das micobactérias ambientais, é possivel que um resultado "Positivo" do T-SPOT.TB se
deva a infecg¢do por M. kansasii, M. szulgai, M. marinum ou M. gordonae. No caso de suspeita
destas infeccoes, sdo necessarios testes alternativos.

Interpretacao dos resultados e critérios de analise
Consultar a secgéao de Controlo de Qualidade antes de aplicar os critérios seguintes.

Os resultados do teste T-SPOT. TB séo interpretados subtraindo a contagem de manchas no po¢o
do Controlo Nulo a contagem de manchas em cada um dos Painéis, de acordo com o seguinte
algoritmo:

e O resultado do teste é “Positivo” se (Painel A menos Controlo Nulo) e/ou (Painel B menos
Controlo Nulo) = 6 manchas.

e O resultado do teste é “Negativo” se ambos os valores de (Painel A menos Controlo Nulo)
e (Painel B menos Controlo Nulo) <5 manchas. Isto inclui valores inferiores a zero.

Um resultado "Positivo"” indica que a amostra contém células T efectoras reactivas ao M.
tuberculosis.

Um resultado "Negativo” indica que a amostra provavelmente ndo contém células T
efectoras reactivas ao M. tuberculosis.

Caracteristicas de desempenho da analise

A especificidade foi avaliada analisando 93 amostras de dadores considerados com base no
historial médico e na informagéo pessoal com baixo risco de infec¢gdo com M. tuberculosis. A
especificidade do teste T-SPOT. TB foi calculada como 100% (93/93) (limites de confianca de 95%
95,8% - 100%).

A sensibilidade foi avaliada analisando 87 amostras de casos confirmados por cultura de infec¢ao
por M. tuberculosis, incluindo grupos imunocomprometidos. A sensibilidade do teste T-SPOT. 7B foi
calculada como 98,8% (86/87) (limites de confianga de 95% 90,8% - 99,9%).

A reproducibilidade foi avaliada, como um “surrogate marker” (marcador substituto) da variagao
intra-analises, por meio de analise de amostras de sangue duplicadas processadas na mesma
placa. Um total de 145 amostras de sangue de 140 dadores individuais foram analisadas em
duplicado (dois pogos para cada um dos painéis, Painel A e Painel B) utilizando o teste
T-SPOT.TB. Em 142/145 (97,9%) analises duplicadas, foi observada concordancia clinica. Duas
andlises duplicadas produziram resultados discordantes borderline e apenas 1/145 amostras
produziu resultados discrepantes.
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Glossario de simbolos

Prazo de validade (ano-més-dia)
Numero de lote

Numero de catalogo

Atencao, ver as instrucdes de utilizagao
Fabricante

Suficiente para “n” testes

Produto para diagndéstico in vitro

Limite de temperatura/Conservar entre
Consultar as instrugées de utilizacao
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T-SPOT, T-Cell Xtend e o logétipo da Oxford Immunotec sdo marcas comerciais da Oxford Immunotec Limited.
AIM V e GIBCO sao marcas comerciais da Invitrogen.

CPT e Vacutainer sdo marcas comerciais da Becton Dickinson.

* FICOLL e FICOLL-PAQUE sao marcas comerciais das empresas GE.

Tween é uma marca comercial da Unigema Americas LLC.

O teste T-SPOT. TB esté protegido pelas seguintes patentes e patentes pendentes:

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

O reagente T-Cell Xtend esta protegido pelas seguintes patentes e patentes pendentes:
WO 2008/041004

O teste T-SPOT.TB incorpora tecnologia patenteada sob licenga do Statens Serum Institut, Copenhague, Dinamarca e da
Isis Innovation Limited, Oxford, Reino Unido.

O teste T-SPOT.TB é vendido sob licenca do Public Health Research Institute e pode ser utilizado ao abrigo de direitos de
patentes do PHRI apenas para diagnéstico humano in vitro.

© Oxford Immunotec Limited, 2009. Todos os direitos reservados.
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