GIOI THIEU XET NGHIEM T-SPOT.TB
( Oxford Immunotec.Ltd )
1. Muc dich:

Pay 1a mét test chin doan trong labo nham phét hién tinh trang nhiém
Mycrobacterium Tuberculosis bao gom ca nhiém lao tiem an va lao hoat dong.

Xét nghiém IGRA ( Interferon Gamma Release Assays ) bao gom :
Quantiferon TB gold plus
T-SPOT.TB
2. Nguyén ly:

Bach cau hat don nhan mau ngoai vi ( PBMC) dugc tach tir mau toan phan va ria
dé loai bo céc chat gay nhidu. PBMC s& duoc dém dé c6 mot sé luong theo tieu
chuan dé st dung cho test. Dleu nay dam bao cho tham chi ca nhimg nguoi c6 So
lugng té bao T thap do mién dich yéu ( Khdng c6 kha nang mién dich hoic mién
dich bi @c ché) déu c6 du sb luong té bao T cho vao trong cac giéng. Qua trinh rira
va dém nhu k¥ thuat ELISPOT s& rat hitu hiéu trong viéc phat hién Bénh lao va
nhiém lao tiém an.

4 giéng (nhu hinh 1) dugc st dung cho mdi mot mau:

1. Nil Control dé xac dinh hoat hoa khong dic hiéu cua té bao.
2. TB-specific antigens, Panel A (ESAT-6).

3. TB-specific antigens, Panel B (CFP10).

4. Positive Control chira phytohaemagglutinin (PHA, chét hoat hoa da
dong 12) dé xac dinh chirc ning cia PBMC.

PBMC duoc u véi khang nguyén, bat ky té bao T da nhay cam c6 mat sé bj kich
thich. Cytokine duoc tiét ra s& bi bat boi khang thé dac hiéu trén mang, gan trén
day giéng. Céc té bao va cac thanh phan thira khac sé& duoc rira dé loai bo. Khang
thé thu hai, gan vai alkaline phosphatase va véi mot epitope khac trén phan ti
cytokine dugc thém vao va gan véi phan cytokine gan trén bé mat mang. Cac thanh
phan conjugate khong gan s& duoc ria loai bo. Dung dich Substrate s& dugc thém
vao moi gleng Sau d6 n6 dugc tach ra boi cac enzyme da gan tao thanh cac diém
ngung két khdng hoa tan tai chd phan ang. M&i mot diém dai dién cho dau vét cia
mot té bao T tiét cytokine. Bém s6 diém thu dugc twong tng véi s luong té bao T
hoat hoa nhay cam véi M. tuberculosis trong mau ngoai vi.



Hinh 1: Nguyén tac cua xét nghiém T-SPOT.TB

Dau tién mot mau mau dugc thu thap tir bénh nhan. Cac té bao bach cau dwoc
tach ra va sau d6 duoc dua vao giéng cia mot tam 96 giéng. Day giéng duoc
phi trudc bang khéng thé v c6 ai luc cao véi Interferon-gamma (IFN-y), mot
cytokine dugc giai phong bai cac té bao T hoat héa khi nhiém lao.

Céc khéang nguyén Vi khuan TB duoc thém vao cac giéng c6 céc té bao bach
cau dé kich thich tiét IFN-y tir té bao T da tirng phan tng vai vi khuan lao. Cac
khang nguyén dugc chon chi M. Tuberculosis méi co dé chi do cac phan ting
cua cac té bao T dac hiéu cho bénh lao.

Céc té bao T dap g dic hiéu vgi khang nguyén == giai phong c?/tokine .

Cytokine nay dugc cag khang thé 1ot dudi day gieng bat gitr ngay [ap tac tai
vung lan can cua cac té bao T.

Sau mot thoi gian u ngén, cac giéng duoc raa sach, loai bo cac khang
nguyén va té bao khoi giéng. Mot khang thé tht hai lién hop “® sau dé
dugc thém vao dé lién két véi IFN-y duoc tiét ra boi cac té bao T (va duoc
bt giit boi khang thé chinh).

Mot chat nén dugc thém vao dé tao cac d&@m () trong do6 IFN-y
duoc tiét ra boi cac té bao T. S6 luong cham duoc dém.

3. Miu bénh pham:
Méau toan phan chéng dong heparin.
6 mL: nguoi 16n va tré em > 10 tudi
4 mL: tré em > 2 dén < 10 tuoi
2 mL: tré em < 2 tudi

4. Qua trinh thyc hién:

Hinh 2: Cac buéc chinh ciia T-SPOT.TB test. Chui y day la dia chira 96 giéng.
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5. Két qua:
5.1 Pdnh gid QC ( Quality Control ) trwéc khi doc két qud:
- Giéng Nil: sb diém phai < 10
Néu > 10 diém: két luan : khong xac dinh, phai 1am lai xét
nghiém
- Giéng chimg duong: > 20 diém.
Néu < 20 diém: két luan khong xac dinh néu giéng
phan tng cho két qua < 4 diém.
5.2 Két quad T-SPOT.TB:

Puoc xac dinh bang cach ldy sé diém trong cac Panel trir s6 diém trong Nil
control. Sau do6 theo cong thurc sau:

- Xét nghiém tra 161 duong tinh, néu Panel A-Nil control va/hoic Panel
B- Nil control > 6

- Xét nghiém tra loi &m tinh, néu ca 2 Panel A-Nil control va Panel B-
Nil control <5 bao gom ca céc gia tri <0

Két qua duong tinh cho thdy miu chira té bao Lympho T hoat héa phan tng
véi M.tuberculosis

Két qua am tinh cho thay mau khéng chira té bao Lympho T hoat hoa phan
ung vai M.tuberculosis

Hwéng din gan ddy nhat cia CDC trong chan doan nhiém TB bao gom
ca bénh:



- Xét nghiém tra 161 duong tinh, néu Panel A-Nil control va/hoic Panel
B- Nil control > 8

- Xét nghiém tra 1oi &m tinh, néu ca 2 Panel A-Nil control va Panel B-
Nil control < 4 bao gém ca cé4c gia tri < 0

- Gi4 tri cao nhat caa Panel A — Nil control hoic Panel B — Nil control
1a 5,6,7 diém thi két qua duoc can nhac 1a két qua khong rd rang, giap ranh.
Nén lay lai mau 1am lai. Néu két qua 1am lai van 1a khéng rd rang thi nén sir
dung cac xét nghiém khac va céc thong tin dich t& dé chan doan tinh trang
nhiém lao cua bénh nhan.

Chu y: Chan doan hay loai trir bénh lao va danh gia kha nang nhidm lao tiém
an doi hoi phai két hop yéu té dich t&, bénh st, khdm xét, cac xét nghiém
khac vai xét nghiém TSPOT.TB.

. P nhay, d¢ dac hiéu:

P§ diic hiéu: danh gia trén 93 mau tir nhimg ngudi cd nguy co thap nhidém
M. tuberculosis thong qua danh gia tién sir va cac thong tin ca nhan. Do dic
hiu dat 100% ( 93/93) (véi d6 tin céy 95 % d6 dac hiéu la 95. 8 —100%)
b nhay: danh gia trén 87 mau te nhimg nguoi €6 XN nudi cay khang dinh
nhiém M. tuberculosis, bao gém ca ngudi mién dich giam. Do nhay dat
98.8% ( 86/87) ( vai do tin cay 95 % d6 dac hiéu 1a 90.8 — 99.9 %)

Po 13p lai: Trén 145 mau tir 140 ngudi duoc lam test 2 1an. 142/145 mau co
két qua gidng nhau giira 2 lan. ( 97.9%) 2 mau cé két qua khong rd rang va
chi c6 1 miu cho két qua khéc nhau.

. So sanh T-SPOT.TB va Quantiferon TB gold plus.

7.1 Giéng nhau:

- Thudc nhom IGRA: dung khang nguyén dac hiéu lao kich thich cac
lympho T da nhay cam  dé tiét IFN y.

- Khang nguyén dac hiéu lao : ESAT 6 va CFP10

2 loai khang nguyén nay khéng cé trong BCG va phan lén cac mycobacteria
trong moi truong ngoai trie M. kansasii, M.szulgai, M. marinum va M.
gordonae.

- Péu ¢6 budc 1 voi khang nguyén va budc xac dinh c6 phan tng tiét IFN y
hay khdng nén thoi gian xét nghiém tuong duong khoang 24-30 gio.

7.2 Khéac nhau

Quantiferon | T-SPOT.TB |Phan tich wu nhwoc diém cuia CAc
TB gold plus. phwong phap
Ulmimau | U 250.000 - T-SPOT.TB khdng bi anh

toan phan véi | PBMC duoc hudng boi cac mau lay tir nguoi

khang nguyén | phan tach, ria bénh c6 luong PBMC thap. Do

lao. sach tir mau d6 trong khi QFT c6 két qua
toan phan Véi khong xac dinh do mién dich
khang nguyén bénh nhan kém thi T.SPOT.TB




lao van danh gia duoc dap (ing cua
lympho effector vai khang
nguyén dac hiéu lao.

- T-SPOT.TB khong bi anh
huong bai cac thanh phan co
san trong huyét twong cua nguoi
bénh nhu luong IFN y, luong
corticoid ... Do dé trong khi
QFT c6 két qua khong xac dinh
do gid tri IFN y trong méau bénh
nhan qua cao > 8 IU/ml thi T-
SPOT.TB van danh gia duoc
dap trng cua lympho effector
véi khang nguyén dac higu lao.

- T-SPOT.TB c6 thém giai doan
tach, rira va dém PBMC nén doi
hoi k¥ nang thyc hién va
phuong tién dém bach cau.

Po lugng IFN | Pém cac diém - T-SPOT.TB khéng can may doc
y trong céac tai d6 IFN-y quang nhu Quantiferon TB gold
ong, xac dinh | duoc tiét ra boi plus ma can kinh hién vi hoac
luong IFN y cactébao T cac loai kinh doc khac.

chénh léch trong cac

trong cac éng | giéng.

c6 khéng

nguyén véi dng

ngudng nén.

. Uu/ nhwoc diém caa T-SPOT.TB

8.1 Uu diém:

- Str dung khang nguyén dac hiéu lao ESAT 6, CFP 10 nén tinh dac hiéu
cao, khéng bi anh huong bai vacxin BCG, cac chung Mycobacteria khac
ngoai trir M. kansasii, M.szulgai, M. marinum va M. gordonae.

- Nguoi bénh chi dén 1 1an dé lay mau.

- b6 nhay va d¢ dac hiéu cao

T-SPOT.TB Quantiferon TB TST
gold plus.

Do nhay 90.8— 99.9% | 90.997.9% 81.829*




Do dac hiéu

95.8 — 100%.

| 95.6-98.8% | 67%* |

- Ty 1& khong xac dinh thap. C6 thé cho ra két qua trén nhiing mau XN
Quantiferon TB Gold plus cho két qua khong xéac dinh do lugng IFN y trong
ong Mitogen- Nil <0,5 IU/ml va do IFN y trong ong Nil> 8.0 IU/ml.

Ty 18 khong xdc dinh tai Bénh vién Phdi Ha Ngi thoi gian tir 22/09/2020

dén 10/11/2020

T-SPOT.TB

Quantiferon TB gold plus.

Ty 1é két qua
khéng Xac
dinh

0/50 mau (0%)

30/554 mau (5.4%)

( chu yéu 1a BN ning, BN co xuong
khop, BN HIV, Bénh nhi)

Cac mau khong xac dinh phan Ién do
cd: Mitogen- nil < 0,5 IU/ml

Mot s it mau do Nil> 8.0 1U/ml

Két qua T-SPOT.TB trén mdt so bgnh nhan c6 két qua Quantiferon TB
gold Plus khong xac dinh dwec lam tai Bénh vién Phoi ha Ngi trong thoi
gian tir 22/09/2020 den 10/11/2020

Két qua Quantiferon TB gold plus. Két qua T-SPOT.TB

gn | Nil | TB1- | TB2- | Mitoge Két Nil | Pane | Pane | Mito | Max Két qua

Nil Nil n-Nil qua A I B gen | (Panel

A,B-Nil)

1 [01 [0.02 |0.03 |0.19 KXb |0 1 1 >20 |1 Am tinh
2 |0 0.01 [0.01 | 0.08 KXb |3 2 1 >20 | -1 Am tinh
3 1028 |0.01 |[0.02 |0.21 KXb |2 0 0 >20 | -2 Am tinh
4 10.01 |- 0.02 | 0.28 KXb |3 6 8 >20 |5 Chua rd

0.01 rang, vung

ranh gidi

5 [0.01 |0.26 |0.16 |0.05 KXb |1 |4 1 >20 |3 Am tinh
6 |0.18 | 0.04 |0.04 |0.15 KXb |2 3 2 >20 |1 Am tinh
7 1943 /032 /1034 |14 KXDP |3 |4 2 >20 |1 Am tinh
8 1831 [342 |3.04 |35 KX [2 |>220 |[>20 |>20 [=>20 Duong tinh

8.2 Nhuge diém

- Nhan vién lam xét nghiém phai cé ky nang tach, rira PBMC.
- Phai ¢6 phuong tién dém so luong bach cau.
- Beém so diém phan ng con bi anh hudng boi cha quan cia nhan vién

thuc hién.




9. Kétluan

T-SPOT.TB la 1 xét nghiém thuoc nhém IGRA nhiam phéat hién tinh
trang lao hoat dong va lao tiém an nhung chua phan biét dugc 2 nhém
nay.

Do nhay va d6 dac hi¢u cao.

Bang phuong phap tach, rira PBMC ra khoi cac yéu t6 anh huong trong
huyét trong nhu lugng IFN y c6 san cac chat uc ché mlen dich nhu
corticoid..., dém lay mot sb lugng cd dinh PBMC cho mdi giéng phan
g cua moi bénh nhan, T-SPOT.TB c6 vé ¢6 kha ning khic phuc duoc
nhuge diém cta Quantiferon TB gold plus 1a khong xac dinh duoc tinh
trang phan (ng voi khang nguyén lao trén cac doi twong c6 mién dich suy
giam gap nhiéu ¢ cac bénh nhi, bénh nhan dung corticoid keo dai trong
cac bénh co xwong khop, bénh tu mlen bénh nhan HIV, bénh nhan suy
than man tinh...va cac d6i tuong c6 nong do IFN y c6 san qua cao trong
Mau ngoai Vi.



