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Avsedd anvéndning

Analysen T-SPOT®. 7B ar ett diagnostiskt in vitro-test som anvands vid upptickt av effektor-T-celler
som reagerar pa stimulering med antigener mot Mycobacterium tuberculosis och &r avsett att
anvandas som hjalpmedel vid diagnos av tuberkulosinfektion (TB). AnalysenT-SPOT.TB &r en
férenklad enzymkopplad immunospot-metod (ELISPOT) som raknar individuella, TB-specifika,
aktiverade effektor-T-celler.

Introduktion

WHO uppskattar att en tredjedel av varldens befolkning &r infekterad av M. tuberculosis. Varje person
som bér pa en latent TB-infektion (LTBI) har cirka 10 % chans att utveckla en aktiv sjukdom. Denna
progressionsfrekvens ar férhéjd i vissa grupper, bl.a. dem som nyligen har blivit infekterade och de
som har ett férsvagat immunférsvar.

Immunoreaktionen mot M. tuberculosis &r huvudsakligen en cellmedierad immunreaktion (CMI). Som
en del av denna reaktion blir T-cellerna kansliga fér antigenerna mot M. tuberculosis. Aktiverade
effektor-T-celler, bAde CD4 och CD8, som speciellt separerats fran blod kan réknas med hjélp av
deras férmaga att stimuleras in vitro med dessa antigener'?. Anvandningen av utvalda antigener for
sammansattningen M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti)
férbattrar analysens specificitet for dessa organlsmer genom att minska korsreaktiviteten mot BCG-
vaccinet och mot de flesta mykobakterler som finns i den dagliga miljén. Tva separata paneler med
antigener som simulerar de valkarakteriserade proteinerna ESAT-6 och CFP10 anvands for att
optimera testets kanslighet.

Analysen T-SPOT.TB ar en forenklad variant av ELISPOT-analystekniken. ELISPOT-analyser ar
extremt kansliga eftersom malet cytokin fangas direkt runt den utséndrande cellen, innan den spads

ut i supernatanten och fangas av narliggande ceIIreceptorer eller degraderas. ELISPOT-analyser ar
darfér mycket kansligare an vanliga ELISA- analyser Analysen T-SPOT. TB ar utformad fér
detektering av effektor T-celler som reagerar pa stimulering med antigener specifika for M.
tuberculosis®>*®°. Analysen raknar individuella, aktiverade, TB-specifika, T-celler. Den kan anvéandas
pa alla patienter som befinner dig i riskzonen fér LTBI eller vid misstanke om TB'®"", oavsett alder,
kén, etnicitet, terapi eller immunostatus.

Princip

Perifera mononukleéra blodkroppar (PBMC) separeras fran helblodsprov och tvéttas for att avidgsna
kallor av interfererande substanser i bakgrunden. Blodkropparna raknas sa att ett standardiserat antal
blodkroppar anvands i analysen. Detta sakerstéller att &ven de som har lag koncentration av T-celler
pa grund av férsvagat immunférsvar (immunkomprometterande och immunsuppressiva) far ett
lAmpligt antal blodkroppar tillsatta i mikrotiterbrunnarna. Saval tvatt- och rékningsstadierna som
ELISPOT-tekniken ar dverlagsna vid detektering av TB-sjukdomar och latenta TB-infektioner.

Fyra brunnar (se Figur 1) kravs for varje prov:

Nollkontroll som identifierar icke-specifik cellaktivering.

TB-specifika antigener, panel A (ESAT-6).

TB-specifika antigener, panel B (CFP10).

En positiv kontroll som innehaller phytohaemagglutinin (PHA, polyklonal aktlvermg ) som
bekréaftar funktionaliteten av PBMC.

rpODO~
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Figur 1: De viktigaste stegen i T-SPOT.TB. Ldgg mérke till att varje platta innehéller 96 brunnar.

PBMC inkuberas med antigenerna sa att de kansliga T-cellerna som finns narvarande stimuleras.
Cytokinet som utsdndras fangas upp av sarskilda antikroppar p4 membranet, som formar brunnens
botten, och cellerna och annat o6nskat material avlagsnas genom tvatt. En andra antikropp,
konjugerad till alkalisk fosfatas och riktad mot en annan epitop pa cytokinmolekylen, 1aggs till och
binds till cytokinet som fangats upp pa membranets yta. Alla obundna konjugat avliagsnas genom
tvéatt. Ett 16sligt substrat 1aggs i varje brunn. Detta klyvs av det bundna enzymet och formar en prick
med oldslig utfélining vid reaktionplatsen. Varje flack representerar ett fotaviryck av en individuell T-
cell som utséndrar cytokin. Utvarderingen av antalet prickar som fas ger en matning av méangden
effektor-T-celler som &r kansliga mot M. tuberculosis i det perifera blodet.

Begransningar

Endast avsedd fér diagnostisk in vitro-undersékning.

Endast avsedd fér professionell anvéndning.

Oppnad utrustning ska férvaras vid 2-8 °C. Utrustningen ska inte anvandas efter
utgangsdatum som anges pa utrustningens etikett.

Oppnad utrustning ska férvaras vid 2-8 °C. Komponenterna maste anvandas inom 8 veckor
efter att de dppnats och ska inte anvandas efter utgangsdatumet som star pa etiketten.
Blanda inte komponenter fran olika utrustningssatser.

L&s analysinstruktionerna noggrant innan anvandning.

Anvand en aseptisk teknik for att undvika nedsmittning av reagens, analysbrunnar,
cellsuspensioner och cellodlingsmedia.

Variation av den angivna pipetteringen och tvéatteknikerna, inkuberingstiderna och/eller
temperaturerna kan paverka de verkliga resultaten och bér undvikas.

Blodet boér samlas och tas till analys inom 8 timmar. Denna tidsbegrénsning kan kringgas
genom anvandning av T-Cell Xtend™ reagens (kan bestallas fran Oxford Immunotec). Nar
T-Cell Xtend reagens anvands tillsammans med analysen T-SPOT.TB, forlangs
férvaringstiden fér proverna till 32 timmar.

Forvara och transportera blodprov till laboratoriet i rumstemperatur (18-25 °C). Om

T-Cell Xtend reagens anvands kan proverna transporteras och férvaras vid 10-25 °C. Kyl
eller frys inte ned hela blodprov.

Analysen T-SPOT. TB ska anvandas och tolkas endast i relation till den kliniska dversikten.
Ett negativt testresultat utesluter inte méjligheten att ha utsatts for eller infekterats med

M. tuberculosis.

Antigenerna ESAT-6 och CFP10 &r obefintliga i BCG-stammen och i de flesta mykobakterier
som finns i den dagliga miljén, med undantag fér M. kansasii, M. szulgai, M. marinum®* och
M. gordonae.
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Sékerhetsvarningar och férsiktighetsatgarder
Material av humant ursprung ska hanteras varsamt. Alla blodprov ska betraktas som potentiellt
smittbarande.

Hantering av blodprov och analyskomponenter, deras anvéndning, lagring och destruktion ska ske
enligt de procedurer som beskrivs i ldmpliga nationella sakerhetsféreskrifter eller regleringar for
biologiska &mnen.

Forsiktighet ska iakttas vid arbete med kemikalier. Alla kemikalier ska betraktas som potentiellt
farliga.

Inkluderat material
T-SPOT.TB 8-satsen innehaller:

1. 1 mikrotiterplatta: 96 brunnar, i en serie om 12 x 8 i en ram, t&dckta med en musmonoklonal
antikropp mot cytokin interferon-gamma (IFN-g).

2. 2sma flaskor (0,8 mlvar). Panel A: innehaller antigenen ESAT-6, albumin fran oxblod och
antimikrobiologiska agenter.

3. 2sma flaskor (0,8 ml var). Panel B: innehaller antigenen CFP10, albumin fran oxblod och
antimikrobiologiska agenter.

4. 2 sma flaskor (0,8 ml var). Positiv kontroll: innehaller phytohaemagglutinin (PHA), som
anvands som funktionskontroll av cellerna, aloumin fran oxblod och antimikrobiologiska
agenter.

5. 1 liten flaska (50 pl) 200x koncentrerad konjugatreagens: musmonoklonal antikropp mot
cytokin IFN-g konjugerad till alkalisk fosfatas.

6. 1 flaska (25 ml) substratlésning: 16sning BCIP/NBT" som &r klar att anvandas.

7. Bruksanvisning, som finns p& CD:n tillsammans med MSDS, teknisk handbok,
procedurhandbok med bilder, T-SPOT cellspadningskalkylator, konjugatspadningskalkylator,
centrifughastighetskalkylator och programmet T-SPOT.AutoReporter.

Férvaring
Forvara alla komponenter vid 2-8 °C.
Undvik langvarig ljusexponering av substratlésningen.

Stabilitet
Komponenterna i férpackningen &r stabila fram till utgangsdatumet som finns pa férpackningen om
de férvaras och hanteras enligt rekommendationerna.

Utrustning och material som maste képas separat

1. Ram for 8-brunnars remsa (kan bestallas fran Oxford Immunotec).

2. Mikrobiologiskt skap, klass Il (rekommenderas).

3. Ror fér venprovtagning, till exempel Vacutainer® CPT™ (kan bestllas fran Oxford
Immunotec) eller hepariniserade ror.

4. FICOLL-PAQUE* PLUS eller annat material som separerar PBMC.

5. T-Cell Xtend reagens (kan bestéllas fran Oxford Immunotec) kan anvéndas tillsammans med
prover som tagits mer an 8 timmar tidigare.

6. Leucosep-rér kan anvandas for att férenkla separeringen av PBMC med anvandning av
FICOLL*-metoden.

7. Centrifug fér preparering av PBMC (kapabel f6r minst 1 800 xg och kan hélla proverna i
rumstemperatur (18-25 °C)).

8. Utrustning och reagens for att mojliggéra rakning av PBMC, antingen manuellt med
trypanblatt och en hemocytometer i mikroskop, eller automatiskt med lamplig
hematologianalys.

9. En fuktig kuvés med temperaturen 37 £ 1 °C med en 5 % tillférsel av CO..

10. En tvattare fér mikrotiterplattor eller utrustning fér manuell tvatt av plattor.

11. Pipetter och sterila pipettspetsar.
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12. Steril PBS-16sning: till exempel GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen, katalognummer 14040-091).

13. Destillerat eller avjoniserat vatten.

14. Anordning fér avlasning av plattan, som till exempel ett mikroskop, ett digitalt mikroskop, ett
férstoringsglas eller en plattavbildare.

15. Sterilt cellodlingsmedium, som exempelvis GIBCO AIM V® (Invitrogen, katalognummer
31035-025): Vi rekommenderar anvandning av detta serumfria medium fér inkuberingssteget.
RPMI 1640 (Invitrogen, katalognummer 21875-034) kan endast anvandas i den initiala
provféreberedelsen. Vi rekommenderar att cellodlingsmedia férvaras i Iampliga alikvoter och
att dverblivet material kasseras efter anvandning. Cellodlingsmedia ska férvdrmas till 37 °C
innan de anvands med analysen T-SPOT. TB.

Beredning av reagenser

1. Mikrotiterplatta. Mikrotiterplattan T-SPOT.TB 8 &r klar att anvéndas vid leverans. Ta fram
onskat antal 8-brunnars remsor fran férradet och lat dem anta rumstemperatur. Aterférsegla
de resterande remsorna i den yttre folieférpackningen med pasen med torkmedel.

2. De medféljande sma flaskorna med antigenen M. tuberculosis ESAT-6 (panel A) ar klara att
anvandas.

3. De medféljande sma flaskorna med antigenen M. tuberculosis CFP10 (panel B) &r klara att
anvandas.

4. De medféljande sma flaskorna med positiv kontroll ar klara att anvéndas.

5. Preparera en 1:200-spadning av fungerande konjugatreagensldsning. Berédkna volymen
fungerande konjugatreagenslésning (se T-SPOT konjugatspadningskalkylator pa CD:n som
félier med varje analyssats) och preparera den precis innan anvandning.

6. Den medféljande substratlésningen ar klar att anvandas. Ta fram den fran férradet och lat
den anta rumstemperatur.

Procedur
Analysen ska utféras enligt principerna om god laboratoriesed och genom att noggrant f6lja denna
bruksanvisning.

Oxford Immunotec Ltd har forberett en Procedurhandbok med bilder och en Teknisk handbok, som
beskriver tagning och preparering av prov, urval av cellodlingsmedia och metoder for berakning av
prickar. Dessa artiklar finns pa CD:n som medfdljer varje analyssats, kan bestéllas pa +44 (0) 1235
442780 eller laddas ned fran www.oxfordimmunotec.com.

Provtagning och preparering
Enskilda anvéndare bor validera procedurerna for insamling av PBMC, upprakning av PBMC och val
av lampliga media som stéder T-cellernas funktionalitet under analysens priméra inkuberingssteg.
Normalt (patient med normalt fungerande immunférsvar) kan man erhalla tillrackligt med PBMC for
analysen fran vendsa blodprov enligt féljande riktlinjer:

e Vuxna och barn ¢ver 10 ar: ett 8 ml eller tvad 4 ml CPT-ro6r eller ett 6 mL litiumheparinrér

e Barn mellan 2 och 9 ar: ett 4 ml CPT- eller litiumheparinror

e Barn upp till 2 ar: ett 2 ml pediatriskt ror

Blodproven maste férvaras i rumstemperatur och analyseras inom 8 timmar efter provtagningen eller
inom 32 timmar och férvaras vid 10-25 °C om provet behandlats med T-Cell Xtend reagens..

Cellodlingsmedia ska férvarmas till 37 °C innan de anvands med analysen T-SPOT.TB.
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Procedur

Anteckningar

1. Ta ett blodprov enligt instruktionerna pa
provtagningsenheten. Fdrvara blodprovet i
rumstemperatur (18-25 °C) eller 10-25 °C om
T-Cell Xtend reagens ska anvandas.
Blodprovet far inte kylas eller frysas ned.

1. Blodproven kan samlas i flera olika ror. | vara
laboratorier har vi med gott resultat anvant
Vacutainer CPT med natriumcitrat, CPT med
natriumheparin och vanliga litiumheparinrér.
Endast litiumheparinrér kan anvandas med
T-Cell Xtend reagens.

EDTA-rér rekommenderas inte.

2. For venprovtagningsrér CTP ska
tillverkarens instruktioner fér separering av
PBMC féljas.

Vid andra venprovtagningsmetoder ska PBMC
separeras med centrifugering genom FICOLL-
PAQUE PLUS med hjélp av
procedurbeskrivningen.

2. Centrifugera 8 ml CPT-rér vid 1 600 xg under
28 minuter eller 4 ml CPT-rér vid 1 800 xg under
30 minuter vid 18 °C om en kyld centrifug finns
tillganglig. Lat centrifugen komma upp i 18 °C
om léngre temperaturer har anvénts tidigare. Om
en centrifug utan kyl anvands, kontrollera att
temperaturen inte dverstiger 25 °C.

Alternativt kan blodet spadas med lika volym
RPMI 1640 medium. Skikta forsiktigt det
utspadda blodet (2-3 volymer) pa FICOLL-
PAQUE PLUS (1 volym) och centrifugera vid
1 000 xg under 22 minuter samtidigt som
temperaturen halls mellan 18 och 25 °C.

Centrifughastighetskalkylatorn pa CD:n som
medfdljer analyssatsen kan vara till hjalp vid
konvertering av hastigheter fran xg till rpm.

Om proverna &r mellan 8 och 32 timmar gamla
bér de blandas med T-Cell Xtend reagens innan
de skiktas pa FICOLL-PAQUE PLUS.

Om Leucosep-ror eller T-Cell Xtend reagens
(kan bestéllas fran Oxford Immunotec) anvands
fbljs protokollen som féljer med dessa reagens.

3. Ta upp den vita, grumliga samlingen PBMC
med en pipett och fér dver den till ett koniskt
15 ml centrifugeringsrér. Kompensera
volymen till 10 ml med cellodlingsmediumet.

3. Flera olika media kan anvéndas vid celltvatten
under denna process. | vara laboratorier har vi
med gott resultat anvant bade AIM V och RPMI
1640, vilka vi rekommenderar.

4. Centrifugera vid 600 xg under 7 minuter
Hall bort supernatanten och 16s upp pelleten
igeni 1 ml medium.

4. Se punkt 3 ovan.

5. Kompensera volymen till 10 ml med farskt
medium och centrifugera vid 350 xg under 7
minuter.

5. Se punkt 3 ovan.

6. Hall bort supernatanten och suspendera
pelleten igen i 0,7 ml AIM V kulturmedium.

6. | det hér stadiet ska odlingsmediet fér
inkubering dver natten anvéndas for att
suspendera pelleten igen. | vara laboratorier har
vi med gott resultat anvant det serumfria mediet
AIM V, vilket vi rekommenderar.

Réakning och spadning av celler

Analysen T-SPOT.TB kraver 2,5x10° viabla (livskraftiga) PBMC per brunn. Det behdvs totalt fyra
brunnar fér varje patientprov. Ratt antal celler maste l1&ggas i varje brunn. Om detta inte f6ljs kan

resultatet tolkas felaktigt.
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Procedur

Anteckningar

1. R&kna antalet viabla celler.

1. Cellerna kan raknas med flera olika metoder,
inklusive manuell rékning med trypanblatt och en
hemocytometer, eller automatiskt med lampligt
instrument.

2. Vid manuell rékning med Neubauer
hemocytometer ska 10 ul av den slutliga
cellsuspensionen laggas till 40 pl 0,4 %
(viktprocent) trypanblatt. Pipettera en lamplig
mangd pa hemocytometern och rékna cellerna
i rutnétet. Fér andra typer av hemocytometrar
och fér automatiska enheter ska tillverkarens
instruktioner féljas.

2. Var noggrann med att cellsuspensionen
blandas grundligt precis innan alikvoterna
avlagsnas for spadning eller rakning. Celler kan
lagga sig i botten av roret, vilket kan leda till att
det korrekta antalet celler misstolkas.

3. Rakna koncentrationen av de viabla
cellerna som finns i cellsuspensionen.

3. Kontrollera att rdkningen ar ratt enligt det
cellrdkningssystem som anvénds eftersom bade
ett underskott och ett dverskott av celler kan leda
till att resultatet misstolkas. T-SPOT
cellspadningskalkylator pa CD:n som medféljer
varje analyssats underlattar denna berékning.

4. Preparera en 500 pl koncentration pa
2,5x10° celler/100 pl av den slutliga
cellsuspensionen.

4. Se till att cellerna blandas ordentligt innan
alikvoten avlagsnas fér spadning.

Férberedelse av platta och inkubering

Analysen T-SPOT. TB kraver fyra brunnar till varje patientprov. | varje individuellt prov ska en
nollkontroll och en positiv kontroll av cellfunktionen géras. Vi rekommenderar att proverna placeras

vertikalt pa plattan s& som bilden nedan visar.

O Positiv kontroll

Procedur

Anteckningar

1. Avlagsna de tackta 8-brunnars remsorna
fran férpackningen, sétt fast de i plattramen
och lat de anta rumstemperatur.

1. Avldgsna endast de remsor du behéver och
férvara resterande remsor. Sétt fast de remsor
som ska anvéndas i en tom plattram med
underskydd och lock. Ramar, skydd och lock kan
behallas och ateranvandas.

2. Varje patientprov kraver 4 individuella
brunnar:

(i) Tillsatt 50 pl AIM V cellodlingsmedium till
varje nollkontrollsbrunn.

(ii) Tillsatt 50 pl panel A-16sning till varje
6nskad brunn.

(i) Tillsatt 50 pl panel B-16sning till varje
Onskad brunn.

(iv) Tillsatt 50 pl 16sning som positiv kontroll i
varje brunn fér cellfunktionskontroll.

2. Pipettspetsen far inte réra vid membranet.
Jack i membranet som orsakats av pipettspetsen
kan orsaka artefakter i brunnarna.

Det kan vara nddvandigt att forsiktigt knacka pa
plattan sa att I6sningarna tacker membranet i
botten av alla brunnar. Kraftig omskakning bér
undvikas for att minimera korskontamination av
antigenerna mellan brunnarna.
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3. l alla 4 brunnarna som ska anvandas till ett
patientprov ska 100 pl av patientens slutliga
cellsuspension (innehallande 250 000 viabla
celler) tillsattas.

3. Pipettera cellsuspensionen forsiktigt upp och
ned sa att allt blandas ordentligt innan varje
alikvot pa 100 pl avlagsnas.

Vi rekommenderar att en ny spets anvands vid
varje tillsattning av varje patients celler fér att
undvika korskontamination mellan de 4
brunnarna.

4. Inkubera plattan i en fuktig kuvdés med
37 °C och med 5 % CO, under 16-20 timmar.

4. Undvik att réra plattan nar den befinner sig i
kuvdsen. Stapla inte plattorna eftersom detta kan
leda till ojamn temperatur och ventilation. Om
den rekommenderade inkuberingstiden och -
villkoren inte féljs kan detta leda till felaktig
tolkning av resultatet. Kontrollera att inkubatorn
innehaller tillrackligt med vatten for att
uppratthalla fuktigheten fér inkubationsperioden.

Utveckling och rékning av prickar

Under plattans tvéatt- och utvecklingsfaser far membranet inte réras med pipettspetsen eller den
automatiska brunntvattspetsen. Jack i membranet, som orsakats av pipett- eller brunntvattspetsen,
kan orsaka artefakter i brunnarna, vilket kan stéra rakningen av prickar.

Procedur

Anteckningar

1. Avlagsna plattan fran kuvésen och kassera
cellodlingsmediumet.

1. Ta nu fram substratlésningen fran
utrustningen och Iat den anta rumstemperatur.

2. Tillsatt 200 pl PBS-I&sning i varje brunn.

3. Kassera PBS-l6sningen. Repetera
brunntvéatten ytterligare 3 ganger med férsk
PBS-lésning vid varje tvatt.

3. Kassera all PBS efter det sista tvattsteget
genom att védnda plattan pa ett absorberande
papper innan du fortsatter.

4. Spad koncentrerad konjugatreagens 200
ganger i PBS for att skapa en fungerande
I6sningskoncentration.

4. Anvand inte PBS som innehaller Tween® eller
andra rengdringsmedel eftersom detta orsakar
héga bakgrundsvarden. Preparera endast ett litet
Overskott av den fungerande
I6sningskoncentrationen fér att undvika avfall.
For 8 brunnars remsor (som var och en kraver
50 pl) kompenserar du 500 pl fungerande
I6sningskoncentration genom att tillsatta 2,5 pl
koncentrerad konjugatreagens i 497,5 ul PBS. .
Konjugatspédningskalkylatorn p4 CD:n som
medféljer varje analyssats kan anvandas for
denna berdkning.

5. Tillsatt 50 pl fungerande
I6sningskoncentration med konjugatreagens i
varje brunn och inkubera vid

2-8 °C under 1 timme.

5. Om den rekommenderade inkuberingstiden
inte f6ljs kan detta leda till felaktig tolkning av
resultatet.

6. Kassera konjugatet och utfor fyra PBS-
tvattar enligt stegbeskrivningarna 2 och 3
ovan.

7. Tillsatt 50 pl substratldsning i varje brunn
och inkubera i rumstemperatur under 7
minuter.

7. Om den rekommenderade inkuberingstiden
inte féljs kan detta leda till felaktig tolkning av
resultatet.

8. Tvétta plattan noggrant med destillerat eller
avjoniserat vatten sa att
detekteringsreaktionen stoppas.

9. Lat plattan torka genom att stélla den pa en
plats med god ventilation eller i en ugn med
hégst 37 °C.

9. Prickarna blir synliga nér plattan torkar. Lat
den torka under 4 timmar vid 37 °C eller dver
natten i rumstemperatur.
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10. Rakna och registrera antalet tydliga, 10. Prickarna kan ses med hjalp av flera olika

morkbla prickar pa membranet i varje brunn. metoder, t.ex. manuellt med handhallet

Tillampa resultattolkningen och forstoringsglas, ett passande mikroskop, ett
analyskriterierna (se nedan) for att bestdmma | digitalt mikroskop eller med en ELISPOT-

om patientprovet ar "Positivt” eller "Negativt” plattavbildare som &r avsedd f6r &ndamalet. En
fér antigenerna TB. utbildningshandbok fér prickrakning (programmet

T-SPOT. Tutor) kan bestéllas fran Oxford
Immunotecs webbsida.

Kvalitetskontroll
Ett typiskt resultat férvantas ha farre eller inga prickar i nollkontrollen och fler &n 20 prickar i den
positiva kontrollen.

Om nollkontrollen har fler &n 10 prickar rdknas den som “obestdmbar”. Se den tekniska handboken
fér T-SPOT. TB for eventuella orsaker (laddas ner fran www.oxfordimmunotec.com). Ytterligare prover
ska tas fran personen och testas.

Antalet prickar i den positiva kontrollen av cellfunktionen ska vara = 20 eller visa méttnadsgraden (for
manga prickar att rdkna). En liten andel patienter kan ha T-celler som visar endast en begransad
reaktion pa PHA'®'. Om antalet prickar i den positiva kontrollen &r < 20 prickar ska den raknas som
"obestdmbar”. Om antingen panel A eller panel B &r "Positiv” enligt beskrivningen i resultattolkning
och analyskriterier (se nedan) ar resultatet giltigt.

Pa grund av potentiella biologiska och systematiska variationer, dar hdgre delen av (Panel A minus
nollkontroll) och (Panel B minus nollkontroll) &r 5, 6 eller 7 prickar, kan resultatet betraktas som ett
gransvarde (tvetydigt). Gransvarden (tvetydiga) ar, trots att de ar giltiga, mindre tillforlitliga an resultat
dér prickrékningen ligger langre fran brytpunkten. Omtestning av patienten med anvandning av ett
nytt prov rekommenderas darfér. Om resultatet fortfarande ar ett gransvarde (tvetydigt) vid
omtestning, maste andra diagnostiska tester och/eller epidemiologisk information anvéndas for att
faststélla TB-infektionsstatus fér patienten.

Medan antigenerna ESAT-6 och CFP10 &r obefintliga i BCG-stammen M. bovis och i de flesta
mykobakterier som finns i den dagliga miljén, ar det mdjligt att ett "Positivt” resultat fran T-SPOT.TB
beror pa en infektion med M. kansasii, M. szulgai, M. marinum eller M. gordonae. Alternativa tester
krédvs om dessa infektioner misstanks.

Resultattolkning och analyskriterier
Se avsnittet om kvalitetskontroll innan féljande kriterier tillampas.

T-SPOT. TB-resultaten tolkas genom subtraktion av prickrékningen i nollkontrollorunnen fran
prickrékningen i var och en av panelerna, enligt féljande algoritm.

e Testresultatet &r "Positivt” if (panel A minus nollkonreoll) och/eller (Panel B minus
nollkontroll) = 6 prickar.

e Testresultatet &r "Negativt” om bade (Panel A minus nollkontroll) och (Panel B minus
nollkontroll) < 5 prickar. Detta inkluderar varden mindre &n noll.

Ett "Positivt” resultat indikerar att provet innehaller effektor-T-celler som &r reaktiva mot
M. tuberculosis.

Ett "Negativt” resultat indikerar att provet antagligen inte innehaller effektor-T-celler som ar
reaktiva mot M. tuberculosis.
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Analysens resultategenskaper

Specificiteten utvarderades genom analys av 93 prover fran donatorer som enligt den medicinska
historiken och den personliga informationen ansags befinna sig pa lagriskniva for infektion med

M. tuberculosis. Specificiteten f6r analysen T-SPOT. TB berédknades som 100 % (93/93) (95 %
konfidensgrans 95,8 % - 100 %).

Kéansligheten utvarderades genom analys av 87 prover fran odlingar som ansags vara infekterade
med of M. tuberculosis, inklusive immunkomprometterande grupper. Kénsligheten av analysen
T-SPOT.TB beraknades som 98,8 % (86/87) (95 % konfidensgrans 90,8 % - 99,9 %).

Reproducerbarheten utvarderades, som en surrogatmarkdr for interanalysvariation, genom analys
av dubbla blodprover som testades pa samma platta. Totalt 145 blodprover fran 140 individuella
donatorer analyserades dubbelt (tva brunnar fér bade panel A och panel B) med analysen
T-SPOT.TB. 1 142/145 (97,9 %) dubbelanalyser observerades klinisk 6verenskommelse. Tva
dubbelanalyser gav motsatta gréansresultat och endast 1/145 prov gav avvikande resultat.
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Katalognummer

Varning, se anvandarinstruktioner
Tillverkare

Tillrackligt fér "n” tester

Utrustning fér diagnostik in vitro
Temperaturgréns/férvaras mellan

Se instruktioner fér anvandning
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T-SPOT, T-Cell Xtend och Oxford Immunotecs logotyp ar varumarken som tillhér Oxford Immunotec Limited.
AIM V och GIBCO ar varumarken som tillhér Invitrogen.

CPT och Vacutainer ar varumérken som tillhér Becton Dickinson.

* FICOLL och FICOLL-PAQUE é&r varumarken som tillnér GE Companies.

Tween ar ett varumérke som tillhér Unigema Americas LLC.

Analysen T-SPOT. TB skyddas av f6ljande patent och patent som sokts:

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

T-Cell Xtend reagens skyddas av f6ljande patenet och patent som sokts:
WO 2008/041004

Analysen T-SPOT.TB innefattar patenterad teknologi under licens fran Statens Serum Institut, Képenhamn, Danmark och Isis
Innovation Limited, Oxford, Storbritannien.

Analysen T-SPOT. TB sdljs under licens fran Public Health Research Institute och kan anvandas under patentrattigheterna fran
PHRI endast vid human diagnostisk undersékning in vitro.
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