结核感染T细胞检测试剂盒（免疫斑点法）说明书
【产品名称】

通用名称：结核感染T细胞检测试剂盒（免疫斑点法）

【包装规格】

24人份/盒。
【预期用途】

该产品用于检测人外周抗凝全血中的结核特异抗原刺激活化的效应T细胞，仅适用于疑似结核病的辅助诊断。

结核感染的免疫应答反应以细胞免疫为主，作为免疫应答的一部分，T细胞受结核抗原刺激形成活化的效应T细胞，，从全血中单独被分离出来，在体外受特异抗原刺激并被记数。两个单独的混合多肽A和混合多肽B，联合应用提高检测灵敏度。

该产品是一种较为简单的酶联免疫斑点（ELISPOT）检测方法。在细胞分泌的细胞因子扩散稀释前，其能够及时捕获细胞周围所分泌的细胞因子。该产品用于检测结核特异抗原刺激活化的效应T细胞。记数每个活化的结核特异效应T细胞。
【检验原理】

外周血单个核细胞（PBMCs）从全血样本中被分离，通过洗涤排除本底干扰因素。记数PBMCs，保证有标准的细胞数量用于检测。这可以保证因为免疫系统削弱（免疫力低下和免疫抑制）而导致T细胞浓度低的样本也有足够的细胞数加入反应孔检测。利用ELISPOT技术，提高了检测结核病和结核感染的性能。
收集外周静脉血抗凝全血

↓

离心

↓

提取PBMCs，洗涤并计数

↓

多肽与PBMCs混合加入反应孔

↓

37℃ 5%CO2孵育过夜

↓
洗涤、加入生物素化抗体

↓

洗涤、加入链霉亲和素化ALP酶

↓
洗涤、显色、干燥

↓

计数每个反应孔内的颗粒沉淀。
（操作步骤）

混合多肽和PBMCs一起孵育，刺激所有的效应T细胞。分泌的细胞因子被预包被在反应孔膜上的特异抗体捕获，然后细胞和其它不必要的物质通过洗涤被去除。碱性磷酸酶标记二抗与细胞因子上不同的抗原决定簇结合，在反应孔膜上捕获细胞因子。通过洗涤去除任何未标记的抗体。可溶的底物溶液加入到每个检测孔中，在反应部位被酶分解形成不溶性色素沉淀斑点。每一个斑点代表一个分泌细胞因子的效应T细胞，记数斑点数量可以获得外周血中结核效应T细胞数量。
【主要组成成份】

1. 试剂盒组份                                              

	(1) 微孔培养板
	1块
	96孔
	包被有小鼠抗人的γ-干扰素单抗

	(2)混合多肽A
	2瓶
	0.7ml/瓶
	IFN-r因子特异性刺激素1

	(3)混合多肽B
	2瓶
	0.7ml/瓶
	IFN-r因子特异性刺激素2

	(4) 阳性质控
	2瓶
	0.7ml/瓶
	主要成分为植物血凝素PHA/CD3

	(5) 浓缩生物素化抗体
	1管
	50ul/管
	含生物素化的小鼠的抗人γ-干扰素单抗

	(6) 浓缩链霉亲和素-ALP
	1管
	50ul/管
	含链霉亲和素化的碱性磷酸酶

	(7) 显色底物溶液
	1瓶
	12ml/瓶
	含5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸（BCIP）和氯化硝基四氮唑蓝（NBT）

	(8) 说明书
	1张
	
	


2. 不同批号试剂盒中各组分不得混用或互换。
3. 产品不包含，但对试验必须的试剂组分
· 生物安全柜/超净台
· 水平离心机（温控（18-25℃），离心力不低于1800g）
· PBMCs记数设备和试剂：使用台盼蓝肉眼显微镜手工记数或自动血细胞记数仪记数
· 37℃(±1),5% CO2培养箱（保持湿润）
· 2-8℃冰箱
· 移液器及加样枪头、0.6ml EP管、1.5ml EP管
· ELISPOT读板仪或显微镜/放大镜
【储存条件】
储存条件及有效期：2～8℃、避光、密封保存。
【储存条件】
试剂盒自检定合格之日起建议有效期为6个月。开瓶后建议有效期为2个月内。
【样本要求】
⒈ 样本采集：无菌注射器抽取足量的外周静脉血，加至含有肝素钠/肝素锂抗凝剂的采血管中；或使用肝素钠/肝素锂抗凝的真空采血管直接进行采集；或使用BD公司的CPT真空采集管，采集外周静脉血；不推荐EDTA抗凝管。样本采集后应尽快进行外周血单个核细胞（PBMCs）的分离，室温保存时间不应超过6小时，不得冷藏或冷冻。

免疫力正常的患者，根据以下标准从静脉血样本中获得足够数量的PBMCs用于实验：

·成年人或10岁以上儿童：4~6ml静脉血

·10岁以下儿童：2~3ml静脉血

⒉ 外周血单个核细胞（PBMCs）的分离：
注意：细胞培养液使用前需预温至室温（25℃左右）
	步骤
	注意点

	1.依照说明书的要求采集全血样本。室温保存（18-25℃），不能冷冻或冷藏
	1.血样本可用不同的采血管采集。推荐使用BD的CPT管或肝素锂/肝素钠抗凝管。不推荐EDTA抗凝管。

	2.对于使用CPT采血管的，根据厂家说明书要求来分离PBMCs。

对于其它方法采集血样的，利用Ficoll细胞分离液，按照操作说明分离PBMCs
	2.8ml CPT管分离条件：1600g，28分钟；4ml CPT管分离条件：1800g,30分钟，均为室温条件（18-25℃）。

其它方法采集血样的，用RPMI 1640培养液等体积混匀。按体积比2-3：1小心的加在Ficoll淋巴细胞分离液上层，室温（18-25℃），1000g，离心22分钟。

	3.用吸液管吸取白色、云雾状PBMCs层并转移至15ml尖底离心管中。加入细胞培养液至10ml。
	3.本步骤可以选择不同的细胞培养液洗涤。培养液AIM-V和RPMI 1640均被推荐使用。

	4.600g离心7分钟。弃去上清液用1ml培养液重悬沉淀。
	4.本步骤加入的培养液推荐使用AIM-V

	5.加培养液至10ml，350g离心7分钟。
	5.本步骤的培养液推荐使用AIM-V

	6.弃去上清液加350ul培养液重悬沉淀。
	6.本步骤选择培养液重悬沉淀并孵育过夜，强烈推荐培养液AIM-V。


⒊ 外周血单个核细胞（PBMCs）的收集与计数：
实验要求每个检测孔含有25万个左右细胞数。每个样本检测需要4个孔。每个检测孔都必须加入足够的细胞。错误的做法会导致结果的不正确。
	步骤
	注意点

	1.活细胞记数。
	1.可采用不同的方法，包括台盼蓝染色手工计数或使用合适的设备自动记数。

	2.对于采用记数板手工记数，取10ul细胞终溶液加到40ul 0.4%(w/v)台盼蓝染液中混匀。调整记数板至合适的位置记数栅格里细胞数。其它类型的记数板或自动细胞记数仪，依照厂家说明书操作。
	2.注意确保细胞终溶液在稀释记数前被充分的混匀。

细胞沉淀在离心管底部会导致记数结果与实际细胞数量发生偏差。

	3.计算细胞终溶液的浓度。
	3.确保正确计算细胞浓度，过多或过少都会导致结果的不准确。

	4.配制每100ul含有25万个细胞的标准溶液500ul 。 
	4.稀释前确保细胞悬液充分混允


【检验方法】
1. 检验步骤：
· 试剂准备

(1) 取适量的微孔培养板恢复至室温待用。

(2) 取出混合多肽A待用

(3) 取出混合多肽B待用

(4) 取出阳性质控待用

(5) 准备1:200稀释的标记抗体工作液，计算足够用的浓缩标记抗体液在使用之前新鲜配制
(6) 准备1:200稀释的AP酶工作液，计算足够用的浓缩AP酶在使用之前新鲜配制
(7) 取出底物显色溶液恢复至室温待用
· 按每个测定样本所需微孔培养板4孔（空白对照、混合多肽A和混合多肽B、阳性质控），推荐按以下方式排列：

Ο 空白对照
Ο 混合多肽A

Ο 混合多肽B
Ο 阳性质控
	步骤
	注意点

	1.从包装袋中取出培养板恢复至室温。
	 

	2.每个样本需要用到4个检测孔：

（1）加入50ul细胞培养液至每个空白对照孔内；
（2）加入50ul抗原A溶液至每个必要的检测孔内；

（3）加入50ul抗原B溶液至每个必要的检测孔内；
（4）加入50ul阳性质控至每个细胞功能控制孔内。
	2.不允许移液管枪头触碰反应孔底部的膜。枪头造成的压痕会导致孔内出现假象斑点。

轻叩培养板使得试剂覆盖反应孔底部是必要的。
避免过度用力导致反应孔间出现交叉污染。

	3.每个患者样本使用4个检测孔，每个检测孔加入100ul细胞终溶液（含有25万个活细胞）
	3.每吸取100ul细胞终溶液前都必须保证彻底混匀。

推荐每孔加样后都更换新的枪头以避免4个反应孔出现交叉污染。

	4.在37℃，保持湿润的含有5%的CO2培养箱中孵育16-20小时。
	4. 为避免干扰，培养板应立即放入孵育箱。不要把培养板堆叠，会导致温度的不均匀和空气的不流通。不按照推荐的时间孵育会导致不正确的检测结果。


2. 斑点记数

在培养板的洗涤和斑点形成阶段，不要让移液枪枪头或洗板仪枪头触碰反应孔底部的膜。移液枪枪头或洗板仪枪头
产生的凹痕会导致斑点假象，影响斑点记数。 
	步骤
	注意点

	1．从培养箱中取出培养板弃去细胞培养液。
	1．此时从试剂盒取出底物显色溶液恢复至室温。

	2．每个反应孔加入200ul PBS缓冲液
	2.静置5秒即可。

	3．弃去PBS缓冲液。用新鲜的PBS缓冲液重复洗涤4次
	3．最后一遍洗涤结束后，弃去PBS缓冲液并在下一步骤前在吸水纸上拍干反应孔。

	4．用PBS缓冲液200倍稀释浓缩生物素化抗体。
	4．不能用含有吐温或其它去污成分的PBS缓冲液，这会导致高的本底结果。确保抗体工作液在配制时有少量剩余（考虑到耗损）。

	5．每个反应孔加入100ul生物素化抗体工作液，2-8℃孵育1小时
	5．不按照推荐的孵育时间会导致检测结果的不正确。

	6．弃去反应液，按上述的步骤2和3洗涤。
	

	7. 用PBS缓冲液200倍稀释浓缩链霉亲和素-ALP。
	7.不能用含有吐温或其它去污成分的PBS缓冲液，这会导致高的本底结果。确保标记抗体工作液在配制时有少量剩余（考虑到耗损）。

	8. 每个反应孔加入100ul链霉亲和素-ALP工作液，2-8℃孵育1小时
	8.不按照推荐的孵育时间会导致检测结果的不正确。

	9. 弃去反应液，按上述的步骤2和3洗涤。
	

	10.每个反应孔加入100ul底物显色溶液室温孵育15-20分钟。
	

	11.每孔加入200ul蒸馏水或去离子水，反复3-5次。
	11.清洗时，预防板底膜被损坏。

	12.在通风处或37℃温箱干燥培养板
	12.斑点会因为干燥而变的清晰。

	13.记数每个反应孔内深蓝色清晰的斑点。

根据结果解释和判断标准确定患者样本对结核抗原为“有反应性”或“无反应性”。
	13.可以采用以下方法记数斑点数量，包括肉眼放大镜记数，合适的显微镜记数，专门的ELISPOT读板仪记数。


⒋ 结果判断

根据抗原A或/和抗原B孔的反应判断结果:

检测结果为“有反应性”，参照以下标准：

· 空白对照孔斑点数为0-5个时且（抗原A或抗原B孔的斑点数）-（空白对照孔斑点数）≥6

· 空白对照孔斑点数为6-10个时且（抗原A或抗原B孔的斑点数）≥2×（空白对照孔斑点数）

如果上述标准不符合且阳性质控对照孔正常时检测结果为“无反应性”
【参考值（参考范围）】
“有反应性”结果表明样本中存在针对结核杆菌特异的效应T细胞

“无反应性”结果表明样本中可能不存在针对结核杆菌特异的效应T细胞

【检验结果的解释】

(1) 正常结果，空白对照孔没有或有很少的斑点而阳性质控对照孔斑点数超过20个。

(2) 空白对照孔斑点数超过10个时结果被认为是“不确定”。建议重新检测。
(3) 阳性质控对照孔斑点数应当超过20个或遍布整个反应孔（斑点数量太多）。当阳性质控对照孔斑点数少于20个时，检测结果被认为是“不确定”，除非抗原A或抗原B孔根据结果解释和判断标准确定为“有反应性”，此检测结果有效。

(4) 基于生物学和反应体系的原因，当空白对照孔斑点数为0-5个且（抗原A或抗原B斑点数）减去（空白对照孔斑点数）等于5-7时，此结果被认为是“灰区”，应当利用所有可利用相关的的临床信息进行判断。必要时可进行复查。

(5) 虽然在卡介苗和大部分环境分枝杆菌中都缺失ESAT-6和CFP-10抗原，当感染M.kansasii, M.szulgai, M.marinum or M.gordonae时，该试剂盒检测有可能出现“有反应性”结果。当怀疑上述细菌感染时有必要进行鉴别诊断。
【检验方法的局限性】

· 仅用于科研使用
· 仅供专业人员使用

· 检测结果需结合其它检测进行综合判断

· 阴性结果不能彻底排除感染结核杆菌的可能性

【注意事项】

1、使用前仔细阅读说明书，不同试剂盒批号的试剂不能混用
2、未开瓶试剂盒保存在2-8℃环境下，在试剂盒标签上的有效期内使用
3、注意尽量无菌操作避免试剂、检测孔、细胞悬液和细胞培养液的污染
4、不同的分离和洗涤技术、培养时间和/或温度将会影响实际的操作结果，应尽量避免

5、室温保存和运输血液样本（18-25℃），不能冷冻或冷藏，从采集到检测不超过6小时

6、当操作人源性样本时应当注意，所有血液样本都有潜在的传染性。

7、处理血液样本和试验组分时，它们的使用，储存和处理应当与当地的国家生物安全指导指南或规章相一致。

8、在使用化学试剂时应当注意所有的化学试剂都有潜在的危害。
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