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트레이닝 가이드 
 

체외 진단용 (In Vitro Diagnostic) 으로만 사용 

 

본 트레이닝 가이드는 다음 진단시약의 사용에 대한 내용을 담고 있습니다: 

T-SPOT®.TB8 (다용도 8-웰 스트립 플레이트 형식. 카탈로그 번호: TB.300) 

 

 

T-SPOT.TB 첨부문서와 함께 사용하십시오 
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들어가며 
본 트레이닝 가이드는 T-SPOT.TB 진단검사를 준비하고 진행하는 데 적절한 정보와 지침을 
드리기 위해 작성되었습니다. 본 트레이닝 가이드는 검체의 수취, 검사 진행 전의 말초혈액 
단핵세포 (Peripheral Blood Mononuclear Cells; 이하 PBMC) 분리, T-SPOT.TB 검사 진행, 검사 
결과의 해석 및 문제 발생 시의 해결 방법을 설명합니다. 

본 문서의 활용 

T-SPOT.TB 검사의 사용 지침은 각 해당 페이지의 상위에 제공되어 있습니다. 각주, 시각 자료 
및 예시와 같은 추가적인 정보는 파란색 글씨로 표시되어 있습니다. 
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제공되는 구성품 

T-SPOT.TB8 (다용도 8-웰 스트립 X12 개)는 다음의 구성품을 포함하고 있습니다: 

• 마이크로타이터(Microtiter) 플레이트, 1 개: 96 웰, 8-웰 스트립 12 개와 플레이트 

프레임이 제공되며, 각 웰은 사이토카인 인터페론 감마(IFN-γ)에 대한 마우스 

단일클론항체로 코팅되어 있음. 

• 패널 A, 2 병(0.8mL/병): ESAT-6 항원, 소 혈청 알부민, 항미생물제 함유. 

• 패널 B, 2 병(0.8mL/병): CFP10 항원, 소 혈청 알부민, 항미생물제 함유. 

• 양성 대조, 2 병(0.8mL/병): 피토헤마글루티닌(Phytohaemagglutinin, PHA; 세포의 

기능성 확인을 위한 대조), 소 혈청 알부민, 항미생물제 함유. 

• 200 배 농축된 접합 시약, 1 병(50µL): 알칼리성 인산가수분해효소에 접합된 

사이토카인 IFN-γ 마우스 단일클론항체. 

• 기질액, 1 병(25mL): 바로 사용 가능한(ready-to-use) BCIP/NBTplus 용액. 

• CD: 첨부문서 및 기타 정보 포함 

 

보관 및 안정성 

개봉 전의 키트는 2-8°C 에서 보관해주십시오. 권장된 조건 하에서 보관 및 취급되었을 때, 

키트의 포장 상자에 기재된 유효기간까지 안정합니다. 레이블에 기재된 유효기간이 경과되면 

사용해서는 안됩니다. 

개봉 후에는 키트의 구성품을 2-8°C 에서 보관해주십시오. 개봉된 구성품은 개봉 후 8 주 

이내에 사용되어야 하며, 8 주 이내라 하더라도 유효기간이 지나면 사용할 수 없습니다. 서로 

다른 키트에 속한 구성품들을 섞어서 사용하지 마십시오. 

기질액은 빛에 장기간 노출하지 마십시오. 

  

사용 지침 
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본 제품에 제공되지 않지만 필요한 장비 및 재료 
• 8-웰 스트립 플레이트의 프레임 (Oxford Immunotec 사에서 구매 가능) 
• 제 2 급 미생물 실험대 (권장되지만 반드시 필요한 것은 아님) 
• 채혈튜브 (예: Vacutainer®, CPT™ 또는 Heparin Tubes) (주: CPT 튜브는 Oxford 

Immunotec 사에서 구매 가능) 
• T-Cell Xtend (채혈 후 8 시간 이상 보관한 혈액을 처리하는 경우에 해당) 
• *FICOLL-PAQUE PLUS, 혹은 CPT 관을 사용하지 않는 경우 대체 PBMC 분리용 

채혈튜브 (예: Leucosep 튜브, Oxford Immunotec 사에서 구매 가능)  
• PBMC 를 분리하기 위한 원심분리기 (밀도구배 원심분리법을 사용하여 PBMC 를 

분리하는 경우, 원심분리기는 최소 1800RCF(g)의 속도를 낼 수 있어야 하며 
실온(18-25°C)을 유지할 수 있어야 함) 

• 15mL 원심분리튜브 
• PBMC 를 계수할 수 있는 장비 및 시약; 수기 계수를 위해 Trypan Blue (혹은 기타 

적절한 염색약) 및 현미경 상에서 혈구계를 사용하거나, 자동 계수에 적합한 자동 
혈구분석기를 사용하는 것이 가능 

• 5% 이산화탄소(CO²) 공급 및 37±1°C 온도 설정이 가능한 가습 (Humidified) 
인큐베이터 

• 마이크로타이터(Microtiter) 플레이트 자동세척기, 혹은 플레이트를 손수 세척할 수 
있는 8-채널 피펫이나 스테퍼(stepper) 피펫. 

• 1-1000µL 범위의 용량을 다룰 수 있는 조절 가능한 피펫 (예: 1-10µL, 2-20µL, 20-
200µL, 그리고 100-1000µL 의 용량을 다룰 수 있는 길슨(Gilson) 피펫 4 종) 및 
무균 피펫 팁. 적절한 경우, 파스퇴르(Pasteur) 피펫을 사용하는 것도 가능 

• 무균 D-PBS 용액 (예: GIBCO® 1x D-PBS (Invitrogen 사 제조; 카탈로그 번호 
14040- 091) 

• 증류수(Distilled water) 혹은 탈염수(Deionised water) 
• 웰을 시각화할 수 있는 수단이나 웰의 디지털 이미지를 캡처할 수 있는 수단. (예: 

스팟을 계수할 수 있는 입체현미경, 확대경, 혹은 플레이트 이미지 기기(plate 
imager)) 

• 무균 세포 배지. (예: GIBCO AIM V® (Invitrogen 사 제조; 카탈로그 번호 31035-025 
연구용 등급). (주: AIM-V 배지는 Oxford Immunotec 사에서 구매 가능). 배양 
과정에서는 이 무혈청 배지의 사용을 강력히 권장합니다. RPMI 1640 (Invitrogen 사 
제조; 카탈로그 번호 21875-034) 제품은 검체의 초기 준비 과정에서만 사용할 수 
있습니다 (그 밖의 배지도 사용 가능하나, 반드시 실험실에서 검증된 후에 
사용되어야 합니다). 세포 배양 배지는 1 회 사용에 적절한 양으로 소분하여 
보관하시고, 사용이 모두 끝난 후 남은 과량의 용액은 폐기할 것을 권장합니다. 
세포 배지는 T-SPOT.TB 검사에 사용하기 전에 37°C 온도로 예열 하십시오. 

  

사용 지침 
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채혈관 
Oxford Immunotec Ltd 사는 세 가지의 FICOLL* 기반 세포 분리법을 검증하였습니다; 일반적 
분리법, Leucosep 튜브, 그리고 세포 분리 튜브 (CPT™)의 사용. 개별 실험실에서는 T-
SPOT.TB 검사에 사용될 PBMC 의 수집 및 분리방법에 대해 사전 검증 절차를 거쳐야 합니다. 

혈액 검체는 헤파린(Heparin) 채혈튜브 혹은 시트르산염(Citrate) 채혈튜브에 채혈될 수 있으며, 
표준적인 분리 방법에 따라 PBMC 를 분리합니다. 다른 방법으로는, Becton Dickinson (BD) 
사의 CPT 에 혈액 검체를 채혈할 수 있습니다. 

충분한 양의 세포를 얻기 위하여 여러 개의 튜브에 동시에 채혈하여 처리하는 경우, 환자의 
세포를 혼합할 수 있습니다. 

주: EDTA 관은 권장되지 않습니다. 

 

T-SPOT.TB 검사에 적합한 채혈관은 그림 1 에 표시되어 있습니다. 

  
BD Heparin & Citrate 
Vacutainer® CPT™ 

BD Vacutainer®  
Heparin PST™ 

Greiner Bio-One Heparin 
Vacuette® 

Sarstedt Heparin 
Monovette® 

그림 1: T-SPOT.TB 검사에 적합한 채혈관 예시 
주: 이 외의 회사에서 제조된 헤파린 혹은 시트르산염 채혈튜브는 검체 수집에 사용되기 이전에 검증되어야 합니다. 

T-SPOT.TB 검사에 적합하지 않은 채혈튜브의 종류는 그림 2 에 표시, 강조되어 있습니다. 

 
BD EDTA 

Vacutainer® 
BD CAT 

Vacutainer® 
Greiner Bio-one 
EDTA Vacuette® 

그림 2: T-SPOT.TB 검사용으로 부적합한 채혈튜브의 예시 
주: 기타 회사에서 제조된 제품 중 헤파린이나 시트르산염을 함유하지 않는 종류의 채혈튜브는 검체 수집에 사용하지 마십시오. 
 

 

 

사용 지침 

각주 및 시각 자료 
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채혈 용량 
일반적으로, 정상적인 면역력을 가진 환자의 경우 정맥혈 채혈을 통해 PBMC 를 수집하면 
검사를 진행할 수 있는 충분한 양의 세포가 확보됩니다: 

• 성인 및 10 세 이상의 소아∙청소년: 1 개의 헤파린 채혈관(6mL), 또는 1 개의 CPT(8mL), 또는 2 개의 
CPT(각 4mL). 

• 2-9 세 사이의 소아: 1 개의 헤파린 채혈관(4mL), 또는 1 개의 CPT(4ml). 
• 2 세까지의 영∙유아: 1 개의 헤파린 채혈관(2mL). 

혈액 검체는 채혈기구의 사용 설명서에 따라 채혈되어야 합니다. 채혈 직후, 항응고제와 
혈액이 충분히 섞이도록 채혈관을 8-10 회 전도혼합하십시오. 검체를 냉장, 냉동보관 하지 
마십시오.  

세포량이 적을 것으로 예상되는 경우에는 2 개의 8mL CPT, 2 개의 6mL Heparin Vacutainer 
채혈튜브에 채혈해주십시오. 검사를 시행하기에 충분한 양의 PBMC 를 확보하기 위한 
것입니다. 

혈액 검체는 채혈(정맥천자) 후 8 시간 이내에 T-SPOT.TB
검사 키트로 처리되어야 합니다. 채혈(정맥천자) 후 최대

32 시간까지 보관된 검체를 사용할 수 있으며, 이 경우 (8-
32 시간 사이의 시간)에는 T-SPOT.TB 검사를 시작하기에 앞서

T-Cell Xtend 시약을 첨가해야 합니다. 검사 개시 전의

검체(전혈)는 18-25°C 의 온도 범위에서 보관되어야 합니다. 

 
그림 3: T-Cell Xtend 시약 T-Cell Xtend 절차 

T-SPOT.TB 검사를 보다 탄력적으로 활용하기 위해, T-Cell 
Xtend 시약을 함께 사용하면 검체 사용 시한을 채혈(정맥천자) 
후 최대 32 시간까지 연장할 수 있습니다. 
T-Cell Xtend 시약은 과립구(Granulocyte)에 특이적인 세포표면

표지자인 CD66b 를 인식하는 항체 복합체로써, 과립구와

적혈구 세포를 교차결합 시킵니다. 이를 통해 과립구의 밀도가

증대되어 밀도구배 침전이 이루어지게 됩니다. 
T-Cell Xtend 시약은 검사개시 직전에 검체에 첨가됩니다. 검체

혈액을 15mL 원심분리관에 부어 혈액량을 측정하십시오. 전혈

1mL 당 T-Cell Xtend 시약 25µL 를 첨가한 후, 피펫팅하여

혼합해 주십시오 (그림 4 참조). 
원심분리관의 뚜껑을 덮고, 8-10 회 전도혼합해 주십시오 (그림
5). 
T-Cell Xtend 시약과 혼합된 전혈을 실온(18-25°C)에서

20 분(±5 분) 간 배양해주십시오. 
이어서 FICOLL 법이나 Leucosep 밀도구배 원심분리법과 같은

일반적인 세포 분리 절차를 진행해주십시오. (자세한 내용은 본

문서 9 쪽에서 확인할 수 있습니다). 

 
그림 4: 혈액 1mL 당 T-Cell Xtend 

시약 25 µL 를 첨가하십시오. 

 
그림 5: T-SPOT.TB 검사를 개시하기 

전에 혈액을 혼합하고, 실온에서 20 분 

간 배양해주십시오. 

사용 지침 
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세포 분리 
LEUCOSEP 절차 
Leucosep 튜브 (Oxford Immunotec Ltd 사에서 구매 가능)은 전혈로부터 말초혈액 단핵 세포 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells; 이하 PBMC) 를 수집, 분리할 수 있도록 합니다. 기존의 

FICOLL 밀도구배법에 비해 Leucosep 튜브는 이용하기에 쉽고 편리합니다. Leucosep 튜브는 

FICOLL-PAQUE PLUS 위에 프릿(frit; 다공의 고밀도 폴리에틸렌 장벽)을 함유하고 있어, 검체 

층을 정밀하게 채취하는 과정을 생략할 수 있도록 해 줍니다.  

• FICOLL-PAQUE PLUS 가 프릿의 아래에 위치하는지 확인해주십시오. FICOLL-PAQUE 

PLUS 가 프릿 위에 있는 경우, 350 RCF (g)에서 1 분간 원심분리하십시오. 

• 5mL 의 전혈에, 37°C 로 예열된 RPMI 1640 3mL 을 첨가한 후, 튜브를 3 회 전도혼합해 

주십시오. 희석된 혈액을 Leucosep 튜브에 부어주십시오. 

• 1000 RCF (g)의 속도로 실온(18-25°C) 조건에서, 제동 없이(brake-off) 10 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리를 진행해주십시오. 

• 원심분리를 진행하기 전에 에어로졸저항성 버켓(aerosol-resistant bucket)에서 튜브의 

균형을 맞추어 주십시오. 

일반적 FICOLL 절차 

• 혈액을 RPMI 1640 (37°C 예열)과 1:1 비율로 희석한 후, 3 회 전도혼합해주십시오. 

• 주의를 기울여서, 희석된 혈액 검체가 FICOLL 위에 층을 이루도록 해주십시오. 희석된 

혈액 검체와 FICOLL 의 용량 비율이 3:1 을 이루어야 합니다. 층끼리 섞이지 않도록 

주의해주십시오. 

• 1000 RCF (g)의 속도로 실온(18-25°C) 조건에서, 제동 없이(brake-off) 22 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리를 진행해주십시오. 

• 원심분리를 진행하기 전에 에어로졸저항성 버켓(aerosol-resistant bucket)에서 튜브의 

균형을 맞추어 주십시오. 

세포 분리 튜브(BD VACUTAINER CPT) 절차* 

• 제조사의 지침에 따라 4mL CPT 관, 혹은 8mL CPT 관에 채혈해주십시오. 

• 8mL CPT 관의 경우, 1600 RCF (g)의 속도로 실온(18-25°C) 조건에서 28 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리를 진행해주십시오. 

• 4mL CPT 관의 경우, 1800 RCF (g)의 속도로 실온(18-25°C)조건에서 30 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리를 진행해주십시오. 

• 원심분리를 진행하기 전에 에어로졸저항성 버켓(aerosol-resistant bucket)에서 튜브의 

균형을 맞추어 주십시오. 

* T-Cell Xtend 시약은 Becton Dickenson 사의 CPT 체제에서는 사용 불가합니다. 

사용 지침 
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Leucosep 법  일반적 FICOLL 법  CPT 법 (8mL) 

 

그림 6: 검증된 세포 분리법 

주: 
# RCF (g)= 상대원심력(Relative Centrifugal Force). 본 문서에서는 RPM 이 아닌 RCF 를 사용하고 있습니다 
냉각 원심분리기가 필수적인 것은 아닙니다. 냉각 원심분리기가 구비되지 않은 경우에는, 로터의 균형에 특별히 유의해주시기 
바랍니다. 미량의 진동도 열을 형성하여, CPT 내 겔 층의 밀도를 변화시킬 수 있으며, 이 경우 PBMC 가 적혈구 층으로 
이동하게 됩니다. 
세포 분리가 끝난 후, 적혈구 세포 층과 PBMC 층 위의 튜브 상층부에 라벨을 부착하면 환자 식별을 용이하게 할 수 있습니다.  
경고: PBMC 분리 단계는 BL II Safety Cabinet 에서 진행할 것을 권장합니다. 실험자를 보호하고, 검체의 오염을 방지하기 
위함입니다.  

OFF 

PBMC 구름층 

   

FICOLL 

적혈구 세포

 

PBMC 구름층 

FICOLL 

다공성의 프릿
적혈구 세포 

 
OFF 

PBMC 구름층 

겔 층 

적혈구 세포 

 
OFF 

각주 및 시각 자료 
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잘못된 분리의 예시 

 

 

 

 

 

 

 

 

Leucosep 법 일반적 FICOLL 법 CPT 법 
그림 7: Leucosep, FICOLL, CPT 법에서 세포분리가 잘못된 경우 

 
세포분리가 올바르게 이루어지지 않았다면, 원심분리의 속도가 잘못되었기 때문일 수 있습니다. 안내된 
원심분리기의 속도는 RCF 단위이므로, 단위가 RPM 으로 잘못 설정되어 있는지 확인해 주십시오. RCF 단위로 
교정하여 다시 원심분리를 진행해주십시오. 원심분리기의 설정을 바꾸어 재 실험한 경우에도 세포분리가 잘 되지 
않은 경우, 다음의 내용을 확인해주십시오: 
- 적절한 종류의 채혈튜브가 사용되었는가? 채혈튜브는 사용 전에 적절한 조건에서 보관되었는가?  
- 혈액 검체는 실온 (18-25°C)에 보관되었는가?  
- 채혈 직후 채혈관 안의 검체와 항응고제가 충분히 섞였는가(충분히 전도혼합하였는가)? 
- 본 문서의 설명에 따라 FICOLL 구배가 설정되었는가? 
- 원심분리의 속도는 적절했는가? 원심분리기의 제동 장치는 꺼져 있었는가? 
- 혈액 검체는 채혈 후 8 시간 이내에 처리되었는가? T-Cell Xtend 시약을 사용한 경우, 채혈 후 32 시간 이내에 
처리되었는가? 

 

 
그림 9: T-SPOT.TB Manual Slide 

Calculator 

 

  

혈장 
 
 
 
 
 

분리되지 
않은 세포 

혈장 
 

 
적절히 분리되지 않은

세포 
 

분리되지 

않은 세포 

 

분리 겔 

 

적혈구 세포 

그림 8: T-SPOT.TB Centrifuge Speed Calculator

주: 키트에 포함된 CD 에 T-SPOT.TB Centrifuge Speed Calculator 프로그램이

내장 되어 있으므로, 이 프로그램을 활용해주십시오 (그림 8). 또는

요청하시는 경우 Oxford Immunotec 사에서 Manual Slide Calculator 를 제공하고

있습니다 (그림 9). 
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PBMC 수집 

혈장에 파스퇴르 팁 또는 피펫 팁을 삽입하여, PBMC 구름층을 빨아들여주십시오 (그림 1,2,3). 

수집한 PBMC 층을 15mL 코니칼(Conical) 원심분리튜브로 이동시켜 주십시오. PBMC 층 

전부가 수집되었는지 확인해주십시오. 채혈튜브에 PBMC 가 조금이라도 남아있는 것보다, 혈장 

층 일부를 포함해서라도 PBMC 층을 전부 이동시키는 편이 좋습니다. 

다른 방법으로는, 프릿 위의 상층을 모두 부어서 옮겨 담는 (디칸트; decant) 가 있습니다. 이 

경우, 프릿 위의 상층 전부를 15mL 코니칼 원심분리튜브로 이동시켜 주십시오. 

 

1. Leucosep 법 2. 일반적 FICOLL 법 3. CPT 법 (8mL) 4. 디칸팅 법 

 
그림 10: 원심분리 후 PBMC 수집 

 

  

사용 지침 

각주 및 시각 자료 

주: 

1mL 피펫, 혹은 파스퇴르 피펫과 같이 넓은 튜브 피펫을 사용하시는 것을 권장합니다. 세포에 가해질 수 있는 

손상을 방지하기 위한 조치입니다. 

CPT 튜브를 사용하시는 경우, 분리 겔을 함께 이동시키지 않도록 유의해주십시오. CPT 관의 분리 겔은 피펫 

팁을 막을 수 있습니다. 이 경우, 팁 안의 세포를 원심분리튜브에 이동시킨 후 새로운 피펫 팁을 이용해 

나머지 PBMC 를 옮겨 주십시오. 

Leucosep 튜브를 이용하시는 경우, 검체가 튜브에 꽉 차 있는 상태가 됩니다. 이 경우, 먼저 혈장의 일부를 

제거한 후에, 피펫 팁을 삽입하면 넘침 현상을 방지할 수 있습니다. 



TG-TB-KR-V1 
13 

 

세포 세척 
배지를 이용한 세포 세척은 세포 외부의 사이토카인을 제거하여, 간섭 
현상을 줄이기 위해 진행됩니다. 
세척 1 
• AIM V 또는 RPMI 1640 을 추가하여 10mL 로 용량을 맞추어 

주십시오 (그림 11). 
• 600x RCF(g)의 속도로 실온(18-25°C) 조건에서, 7 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리 해 주십시오. 
• 원심분리 후, 상층액을 조심스레 부어 버리고, 침전물은 1mL AIM V 

또는 RPMI 1640 에 부드럽게 재현탁 시켜 주십시오. 
 
세척 2 
• AIM V 또는 RPMI 1640 을 추가하여, 다시 10mL 로 용량을 맞추어 

주십시오.  
• 350x RCF (g) 의 속도로 실온(18-25°C) 조건에서, 7 분간 

수평로터(swing out rotor) 원심분리 해 주십시오. 
• 원심분리 후, 상층액을 조심스레 부어 버리고, 침전물은 0.7mL AIM V 에 부드럽게 재현탁 

시켜 주십시오. (이번 단계에서는 RPMI 1640 을 사용하지 마십시오.) 
주: 면역 저하 환자의 경우, 수집할 세포의 농도를 높이기 위해, 0.5mL AIM V 로 세포를 재현탁 
하는 것이 가능합니다.  

PBMC 세척에서 유의할 점 
• 세척 단계에서 사용하는 배지는 PBMC 와 혼합되기 최소 1 시간 전에 

37°C 에서 예열 되어야 합니다. 
• RPMI 1640 는 AIM V 보다 저렴하므로, PBMC 세척 단계에서 비용을 

절감하는 데 도움이 될 수 있습니다. 
• 하루 밤 동안 배양(overnight incubation)을 진행하는 경우, AIM V 을 

이용한 세포의 재현탁을 강력히 권장합니다. (주: RPMI 1640 은 PBMC 의 
세척에는 적합하지만, 밤샘 배양에 사용되어서는 안 됩니다). 

• 부드럽게 피펫팅을 반복하여, 세포를 재현탁해 주십시오. 이를 통해 
세포가 고르게 분포됩니다. 

• 본 단계에서는 여타의 배지가 이용될 수 있지만, T-SPOT.TB 검사에 
적합한지는 각 실험실에서 검증하셔야 합니다. 

  
주: 
배지의 오염을 방지하기 위해, 무균 조건 하에서 500mL 병에 담긴 AIM-V 또는 
RPMI 1640 을 사용할 양 만큼 소분(Aliquot)하여 주십시오. 
원하시는 경우, 원심분리 단계에서 플레이트의 준비를 시작할 수도 있습니다. 
(18 페이지의 플레이트 준비 및 배양 참조). 
원심분리 이후, 튜브 하층부의 세포 침전물을 확인해 주십시오. 침전물이 형성되지 
않았다면, 원심분리 속도가 적절했는지 확인한 후 원심분리를 반복해 주십시오. 
(원심분리 속도 계산에 관해서는 11 페이지에 상세한 정보가 다뤄지고 있습니다). 
세포 재현탁에는 1mL 피펫을 사용하십시오. 배지 1mL 를 힘주어 내보내십시오. 

이때 피펫 팁은 침전물 근처의 튜브벽을 향해야 합니다. 이 과정은 소용돌이 
(vortex)를 일으켜 침전물을 분해하는 것입니다. 그럼에도 불구하고 침전물이 
분해되지 않는다면, 사용했던 피펫 팁으로 배지를 흡인한 후 다시금 배출시켜 
주십시오.  

사용 지침 

각주 및 시각 자료 

그림 11:  15 mL 

튜브에 배지를 10 

mL 까지 채워 

주십시오. 

그림 12: 세포침전물을

AIM V 에 재현탁시키는

과정 
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세포 계수 및 희석 
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(c)

혈소판은 

 무시  

 

T-SPOT.TB 검사는 웰당 PBMC 250,000±50,000 개를 필요로 합니다. 각 환자의 검체 당, 총 
4 개 웰이 필요하므로, 환자당 1 x 106 개의 PBMC 세포가 필요합니다. 검체 내의 결핵균 
반응성 T 세포(M. Tuberculosis responsive T-cells)를 일정한 수의 PBMC 로 정규화 시킵니다. 
• PBMC 계수를 진행하십시오. 세포는 다양한 방법을 통해 계수될 수 있습니다: Trypan Blue 

(혹은 기타 적절한 염색법) 및 혈구계산기를 활용한 수기 계수, 또는 자동화된 
혈구분석기를 활용할 수 있습니다. 

• 간략히 설명하면, Trypan Blue 및 Neubauer 혈구계산기를 이용한 수기 계수를 진행하는 
경우, 10µL 의 최종 세포 부유액을 40µL 의 0.4%(w/v) Trypan Blue 용액에 첨가해주십시오. 
혈구계산기에 적당량의 소분(Aliquot)을 위치 시키고, 눈금 위의 세포를 계수해주십시오. 
다른 종류의 혈구계산기나 자동화된 기기를 사용하는 경우, 제조사의 설명서를 따르십시오. 

 

PBMC 수기 계수 
정해진 부피 내의 세포를 계수하면 세포의 농도를 파악할 수 있습니다. Neubauer 혈구계산기는 2 개의 
챔버(혈구계산반)로 구성되며, 각각의 챔버는 크게 9 개의 정사각형 구역으로 나누어져 있습니다 
(그림 13(a)). 두 개의 챔버는 각각 0.1mm3 또는 1 x 10-4mL 의 부피로 되어 있습니다. 일회용 계수 
슬라이드는 투명한 플라스틱 재질로써, 커버유리가 붙어 있으며, 10 개의 분리된 계수 챔버 형식입니다. 
10 개 챔버의 계수 구역은 각각 0.1mm3 또는 1 x 10-4mL 의 부피로 되어 있습니다 (그림 13 (b)). 
 
계수 눈금의 큰 정사각형 1 개(그림 13 에서 붉은색으로 표시된 구역) 안에 있는 세포를 계수해주십시오. 
이 때 지정된 구역 안의 세포 수를 세기 위해 저배율 대물렌즈(x10)를 사용해 주십시오. 경계선에 접한 
세포를 계수할 때에는, 세포를 기준으로 왼쪽과 위쪽선에 접하고 있는 세포만을 계수하고, 아래쪽과 
오른쪽 경계선을 접하고 있는 세포는 세지 마십시오. 중복 계수를 방지하기 위한 것입니다. 그림 
13(c)는 Trypan Blue 로 염색된 세포의 예시입니다. 
 

Neubauer 혈구계 산기 일회용 계수 슬라 이드 (FAST-READ) 

 (a) (b)  

 

 

그림 13: (a) 혈구계산기 (b) 일회용 계수 슬라이드의 검체 챔버 및 계수 구역. Trypan Blue 로 염색된 세포가 현미경의 x10 대물 

렌즈를 통해 확인됩니다. (c) 주의: 계수 구역은 실제 축척과 다릅니다.  

 

백혈구를 

계수 
 

청색세포는 

무시 

 

사용 지침 

각주 및 시각 자료 
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• 수집한 세포 부유액 속의 PBMC 농도를 계산하십시오. 
• 500µL 용량의 최종 세포 부유액을 준비해 주십시오 (세포의 농도: 2.5 x 106cells/mL)  

희석이나 계수에 사용될 소분(aliquot)을 채취하기 직전에 세포 부유액이 충분히 혼합되었는지 
확인해 주십시오. 세포가 튜브 하부에 침전되어 있을 경우, 실제 세포 수와 다르게 해석될 수 
있습니다. 세포 부유액을 손으로 부드럽게 흔들거나, 부유액을 위아래로 여러 번 피펫팅하여 
혼합해 주십시오. 
세포 계수 체계에 맞은 계산법을 사용하고 있는지 확인해 주십시오. 불충분한 양이나 과도한 
양의 세포를 사용하는 경우 결과 해석이 왜곡될 수 있습니다. 
웰당 200,000~300,000 개의 PBMC 가 사용되면, T-SPOT.TB 검사 결과의 일관성이 확보되는 
것으로 나타났습니다. 
 

수기 계수 예시 

아래의 계산식을 통해 수집한 세포 부유액 내의 PBMC 농도를 계산해주십시오. 

수집된 세포 부유액 중,  =  25        

희석에 필요한 용량(mL) 계수된 세포 수 

 

이 계산식은 희석 배수가 5 이면서, 계수된 구역의 부피가 0.1µL 일 때에만 사용할 수 있습니다. 

예시: 

세포 계수치가 125 일 때: 25 = 희석에 필요한 세포 부유액은 200µL 
   125 

이 용량의 세포 부유액에 AIM V 배지 또는 기타 무혈청 세포 배양 배지 300µL 를 첨가하여, 

최종 용량 500µL 을 맞추십시오. 이를 통해, 검사에 사용할 수 있는 농도의 세포 부유액 

(250,000 개/100 µL)가 준비됩니다.  

 

 

 

그림 14: (왼쪽) 
T-SPOT.TB 
세포 희석 계산기 

(수기 계수용) 
그림 15: (오른쪽) 
T-SPOT.TB 
수기용 슬라이드 

계산기 

 
 

 

 

각주 및 시각 자료 

주: 각 키트 내 CD 에 제공되는 T-SPOT.TB 세포 희석 계산기 (수기용)를 활용하십시오

(그림 14). 혹은 Oxford Immunotec 사에 요청하여 수기용 슬라이드 계산기를 제공 받아

활용할 수 있습니다 (그림 15). 

사용 지침 
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PBMC 자동 계수 
수집한 세포 부유액 속의 세포 농도(백혈구 수(cell)/세포 부유액 (mL))를 파악하기 위해 

혈구분석기(자동세포계수기)를 사용할 수 있습니다. 
 
혈구분석기를 사용할 때에는 다음의 계산식을 사용해야 합니다. 

수집된 세포 부유액 중  = 1.25 

희석에 필요한 용량(mL)  N 

이때 N 은 1ml 당, 백만개 세포의 단위로 표현된 초기 세포 농도입니다.  
 
예시: 
1mL 당, 세포 수가 10,000,000 개(10x 백만개)의 경우  

1.25 = 희석에 필요한 세포 부유액은 125µL 
10 
이 용량의 세포 부유액에 AIM V 배지 또는 기타 무혈청 세포 배양 배지 375µL 를 첨가하여, 

최종 용량 500µL 을 맞추십시오. 이를 통해, 검사에 사용할 수 있는 농도의 최종 세포 부유액 

(250,000 개/100 µL)이 준비됩니다.  
 

주: 
혈구분석기를 사용할 때에는 프로브(probe)의 길이를 확인해주십시오. 프로브가 짧으면 15ml 원심분리관 안에 있는 세포 부유액에 

닿지 않을 수 있습니다. 이런 경우, 작은 병(이상적으로는 2-5mL 용량의 병)에 세포 부유액 일부를 옮겨 담고, 분석기에서 샘플링 

될 수 있도록 해 주십시오. 분석기가 백혈구만을 계수하도록 프로그램되어 있는지 반드시 확인하십시오. 
혈구분석기에 필요한 검체의 용량를 확인하십시오. 일반적인 혈구분석기의 필요 용량은 100µL-400µL 입니다. 검사를 진행할 때, 

4 개의 마이크로타이터 웰에 각 100µL 의 세포 부유액이 첨가되어야 합니다. 따라서, 혈구 분석기에서 400µL 의 용량을 필요로 

하는 경우, 버려지는 용량(dead volume)을고려하여 최소한 900µL 의 세포 부유액이 필요합니다. 이러한 경우 최종 세포 부유액의 

용량은 0.7mL 이 아닌 1mL 가 되어야 합니다. 
 

 

 

그림 16: T-SPOT.TB 세포 희석 계산기 (자동계수용) 그림 17: T-SPOT.TB 수기용 슬라이드 계산기 

  

주: 각 키트 내 CD 에 제공되는 T-SPOT.TB 세포 희석 계산기(자동계수용)를

활용하십시오 (그림 16). 혹은 Oxford Immunotec 사에 요청하여 수기용 슬라이드

계산기를 제공받아 활용할 수 있습니다 (그림 17). 
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범위 외의 세포 계수치인 경우 다음의 표를 참고해 주십시오. 

범위 외의 세포 계수치 

수기 계수치 
[세포 개수] 

자동 계수치 
[1mL 당 세포 개수] 

방법 원심분리 및 희석을 
반복한 후의 세포 

계수치 
40-50 2-2.5 x 106 플레이트 준비 해당사항 없음 
<40 <2.0 x 106 마지막 원심분리 

조건으로 검체를 다시 
원심분리 시켜 
주십시오. 
 
최소 부피(400mL)로 
재현탁 시켜 주십시오.
 
세포계수기에서, 또는 
현미경에서 
(수기계수의 경우) 
세포 개수를 다시 
확인 하십시오. 재차 
원심분리 이후 세포 
계 수치가 1mL 당 
<2x106 개로 도출되는 
경우, 검체를 
폐기하십시오. ‘세포 
양이 불충분하여 보고 
불가’로 결과를 
보고하고, 적절한 
설명을 추가 하십시오.

>60 개 (수기계수의 
경우), 또는 >2.5 x 106 
cells/mL (자동계수의 
경우): 필요한 만큼 
희석하십시오  
 
40-50 개 (수기계수의 
경우), 또는 2.0-2.5 
x106 cells/mL 
(자동계수의 경우): 
플레이트 준비  
 
<40 개 (수기계수의 
경우), 또는  
<2.0x106 cells/mL 
(자동계수의 경우): 
검체를 폐기한 후, 
적절한 설명과 함께 
‘세포 양이 
불충분하여 보고 
불가’로 결과를 보고 
하십시오.   

세포계수기 상  
>20x106 cells/mL 인 
경우, 검체를 추가 
희석하여 다시 
계수하십시오. 
 
현미경 상 
세포계수치가 >200 개 
인 경우, 세포계수치 
<200 개의 결과를 
얻을 때까지 검체를 
500µL 단위로 
증가시키며 
희석해주십시오. 

세포계수기에서 검체를 다시 계수해주십시오. 재 계수치가 >3.0x106 
cells/mL 인 경우, 추가 희석하여 다시 계수해 주십시오. 재 계수치가 
2.0-2.5x106 cells/mL 인 경우, 플레이트에 세포를 분주할 준비를 해 
주십시오. 검체가 과도하게 희석된 경우(즉, 재 계수치가 <2x106 
cells/ml 경우), 분리된 세포를 500µL 의 AIM-V 배지에 초도 희석하고, 
지정된 세포 계수치를 얻을 때까지 희석 용량을 증가시켜 나가십시오. 
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플레이트 준비 및 배양 
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플레이트 준비 및 배양 

T-SPOT.TB 검사는 각 검체 당 4 개의 웰이 필요합니다. 각 검체에 대해 음성 대조와 양성 대조 검사가 
진행되어야 합니다. 아래의 순서에 따라 검체를 세로로 배열하는 것을 권장합니다. 
 음성 대조 
 패널 A (ESAT-6)  
 패널 B (CFP10)  
 양성 대조 

하나의 96-웰 플레이트로 24 명의 환자 검체를 검사할 수 있습니다. 처리할 검체 수에 필요한 만큼의 
플레이트를 사용하십시오. 각 8-웰 스트립은 검체 2 개를 처리할 수 있으므로, 필요한 개수의 
스트립만을 이용하십시오. 
T-SPOT.TB 검사는 T 세포의 기능을 측정하므로, 스탠다드 커브의 사용은 불필요합니다. 따라서 환자 
1 명으로부터 얻은 1 개의 검체 당, 웰 4 개를 준비할 수 있으면 충분합니다. 24 개의 검체를 플레이트에 
배치할 때에는 다음의 레이아웃을 권장합니다. 

기호: 

N=음성대조, 

A=패널 A, 

B=패널 B, 

M=Mitogen 양성대조 

 
 

• 포장재에서 프리 코팅된 (pre-coated) 8-웰 스트립을 꺼내어, 플레이트 프레임에 끼워 넣은 후 
(플레이트 프레임은 Oxford Immunotec 사에서 구매 가능), 실온 상태가 되도록 둡니다. 필요량의 
스트립만 꺼내고, 사용하지 않는 나머지 스트립과 습기 제거제는 호일 포장재 안에 재 밀봉하여 
2-8°C 의 온도 조건에 보관하십시오. 패널들과 대조군들은 스트립에 첨가하십시오. 

• 각 음성대조 웰에 AIM V 세포 배양 배지 50µL 를 첨가하십시오. 
• 패널 A 용액이 필요한 웰마다, 패널 A 용액 50µL 를 첨가하십시오. 
• 패널 B 용액이 필요한 웰마다, 패널 B 용액 50µL 를 첨가하십시오. 
• 막에 피펫 팁이 닿지 않도록 주의하십시오. 막에 피펫 팁 함입 흔적이 생기면 웰 상의 스팟 

해석에 영향을 줄 수 있습니다 (38 면의 예시 5 참조). 
 

플레이트 방향은 그림에 나타난 것과 동일해야 합니다 (그림 18). A1 웰을 좌측 

상단 코너에 위치시키십시오. 좌측 상단 코너는 그림에서 청색 원으로 표시된 

것과 같이 납작한 부분이므로 쉽게 구별할 수 있습니다. 붉은색 원으로 표시된 

세로단의 번호는 플레이트의 상단 모서리에 표기되어 있습니다. 녹색 원으로 

표시된 가로단의 문자는 플레이트의 좌측 모서리에 표기되어 있습니다. 

그림 18 은 한 명의 환자 검체에 대해 사용되는 4 개의 웰을 나타내고 있습니다. 

이 4 개의 웰은, 8-웰 스트립 플레이트 상에서, 첫 번째 스트립의 가장 상단 

4 개의 웰에 위치하고 있습니다. 권장되는 방향은 A1 칸에 음성대조, B1 칸에 

패널 A, C1 칸에 패널 B, 그리고 D1 칸에 양성 대조입니다. 양성 대조 및 환자 

세포 첨가 시에 발생할 수 있는 교차오염을 방지하기 위해 이와 같은 순서로 

배치되어야 합니다. 

주: 개봉된 제품에는 개봉 일자를 표시하십시오. 개봉일로부터 8 주가 지나면, 

남은 구성품은 폐기되어야 합니다.  

그림 18: 한 명의 환자에 

대해 사용되는 4 개의 웰. 

A1 칸부터 D1 칸까지의 

순서대로, 음성 대조, 패널 

A, 패널 B, 양성 대조 

사용 지침 

각주 및 시각 자료 
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• 한 명의 환자 검체에 사용될 4 개의 웰에, 최종 세포 부유액 100µL(250,000 세포가 

포함되어 있음)을 각각 첨가하십시오. 환자 간의 교차 오염을 방지하기 위하여, 서로 

다른 환자의 세포를 첨가할 때는 새로운 팁을 사용해 주십시오.  

주: 하나의 피펫 팁을 사용하여 여러 개의 웰에 용액을 분주하는 경우, 인접한 웰을 

오염시키지 않도록 주의하십시오. 

 

사용할 스트립을 비어 있는 프레임에 고정시켜 주십시오. 플레이트 프레임에는 하단부 플레이트와 

덮개를 끼울 수 있습니다. 그림 19(왼쪽)는 2 개의 스트립과 8-웰 스트립 플레이트(TB.300)가 분해된 

모습을 보여줍니다: 플레이트 프레임(A), 덮개(B), 하단부 플레이트(C), 8 웰 스트립 2 개(D). 그림 

19(오른쪽)은 4 명의 환자 검체를 처리하기에 충분한 양의 스트립 2 개(16 웰)가 완전이 조립된 프레임의 

모습입니다. 프레임, 하단부 플레이트, 뚜껑은 계속 보관하며 재사용할 수 있습니다. 

 

그림 19: 왼쪽: 8-웰 스트립 플레이트의 분해된 모습. 오른쪽: 2 개의 스트립과 플레이트가 최종적으로 조립된 모습. 

4 명의 환자 검체를 다루기에 충분한 웰이 조립됨 (16 웰). 

플레이트, 패널 A, 패널 B, 양성 대조(PHA)는 실온(18-25°C)에 보관되어야 하며, AIM V 는 사용 전에 

37°C 에서 예열해야 합니다. 

세포 분주 전에는, 세포 부유액을 부드럽게 흔들거나 피펫을 사용하여 부드럽게 위아래로 혼합하여, 

세포가 고르게 분포되도록 합니다. 

피펫 팁으로 바닥의 막을 건드리지 마십시오. 피펫에 찍혀 막 위에 자국이 생기면 웰이 손상될 수 

있습니다. 피펫 팁을 웰의 안쪽 벽에 기대는 것은 괜찮습니다.  

시약을 바꿀 때에는 피펫 팁을 교체하십시오. 

  

사용 지침 

각주 및 시각 자료 

A B 

C D
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플레이트의 뚜껑을 덮고, 가습 인큐베이터를 37°C ±1°C 의 온도, 5% CO² 공급 조건으로 

설정하여 16-20 시간 동안 배양하십시오. 인큐베이터에 플레이트를 넣은 이후에는 플레이트의 

배양이 방해 받지 않도록 하십시오. 플레이트를 쌓아 (stacking) 넣지 마십시오. 플레이트가 

여러 겹으로 배양되는 경우, 온도 분포 및 환기 조건이 플레이트 별로 상이해져 결과에 영향을 

미칠 수 있습니다. 

 

 

그림 20: 16-20 시간 동안 인큐베이터 안에서 플레이트를 배양하십시오. 

37°C ±1°C 의 온도, 5% CO² 공급 조건에 설정된 가습 인큐베이터에서 플레이트를 배양해 

주십시오(그림 20). 배양 도중 습도를 유지해야 하므로, 인큐베이터 내의 물 그릇에 충분한 양의 물을 

채워져 있는지 확인해 주십시오. 

  

사용 지침 
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스팟 형성 
인큐베이터에서 플레이트를 꺼낸 후, 세포 배양배지를 적절한 폐기 용기에 가볍게 털어내어 
제거해 주십시오. 
주: 이 단계를 진행할 때, 키트에서 기질액을 꺼내어 1 시간 동안 실온과 평형을 이루도록 
해주십시오. 
• 각 웰에 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) 용액 200µL 를 힘주어 
분주하십시오. Tween® 또는 기타 세정액을 함유하는 PBS 를 사용하지 마십시오. 다른 
세정액을 사용하는 경우 백그라운드 계수치가 높아지게 됩니다. 
• D-PBS 용액을 폐기하십시오. 추가로 3 회 간, 웰을 반복 세척해 주십시오. 매회 
새로운 D-PBS 용액을 분주하십시오. 
 

주: 그림 21 에서 보이는 것과 같이, 8-채널 혹은 

스테퍼(stepper) 피펫과 D-PBS 를 담을 수 있는 

플라스틱 저장용기(reservoir)가 사용될 수 있습니다. 

 

 

 

 

 

 

주: 각 웰을 충분히 세척하기 위해 200 µL 를 힘주어 

분주하십시오 (그림 22). 

플레이트 세척기를 사용하는 경우, 팁이 막을 
건드리지 않도록 높이가 조절되어 있는지 확인해 
주십시오. 마지막 회차의 세척 후, 보푸라기 없는 
헝겊이나 흡습지에 플레이트를 가볍게 두드려서 D-
PBS 를 모두 털어내 주십시오. 과량 용액이 남게 
되면 접합 시약이 더욱 희석되므로 주의하십시오. 
매 세척 시, 웰이 세척액으로 채워져 있는지 확인하십시오. 

 

주: 

D-PBS 를 제거할 때에는 피펫을 사용하지 마십시오. 

피펫 사용 시, 막 손상의 위험이 커집니다. 

매 세척 후에는, 폐기 용기 위에서 플레이트를 뒤집어 

D-PBS 를 제거해 주십시오. (그림 23). 

그림 21: 저장 용기에서 D-PBS 200µL 를

흡인하십시오 

그림 23: 폐기 용기에서 플레이트를 뒤집어 주십시오.

그림 22: 각 웰에 D-PBS 200µL 를 담아 주십시오 

사용 지침 
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• 접합 시약(Conjugate Reagent)병을 열기 전에, 모든 액체가 병의 하단에 있는지 확인해 주십시오. 
필요한 경우에는 원심분리 해 주십시오. 

• 200 배로 고농축된 접합 시약을 D-PBS 에 희석시켜, 1 배 농도의 작업 용액으로 만들어주십시오. 
• 각 웰에 작업 용액 50µL 를 첨가한 후, 1 시간 동안 2-8°C 의 온도에서 배양해 주십시오. 
• 접합 시약을 버리고, 앞 페이지의 기술된 대로 D-PBS 세척액 200µL 를 이용해 총 4 회 세척해 

주십시오. 
• 각 웰에 기질액(Substrate Solution) 50µL 을 첨가한 후, 7 분 동안 실온에서 배양해 주십시오. 
• 증류수 혹은 탈염수로 플레이트를 충분히 세척해주십시오. 이는 검출 반응을 멈추기 위한 것입니다. 
• 환기가 잘 되는 공간, 또는 최대 37°C 조건의 오븐에서 플레이트를 말려 주십시오. 플레이트가 

건조될수록 스팟이 뚜렷이 보이게 됩니다. 따라서 결과를 해석 하기 전에 플레이트가 충분히 
건조되었는지 확인해 주십시오. 37°C 의 온도에서 최대 4 시간까지, 또는 실온에서 밤새 건조되도록 
시간을 두십시오. 

주: 웰에 분주를 빠르게 진행하기 위해서는, 다채널 피펫 및 플라스틱 저장용기(reservoir) 사용을 권장합니다. 

기질액을 첨가하기 전에, 잔류 D-PBS 가 전부 제거되었는지 확인하십시오. 오염을 방지하기 위해, 사용하고 남은 

기질액의 분취량(aliquot)은 폐기하는 것을 권장합니다. 

 

희석 예시: 
각각의 환자 검체는 4 웰을 사용합니다. 각 웰에는 희석된 접합시약 50µL 이 
첨가됩니다. 그러므로 한 개의 스트립(2 개의 검체을 검사할 수 있는 8 개의 웰)을 
사용할 경우, 작업 용액 500µL 를 준비해주십시오. 접합 시약 농축액 2.5µL(1-20 µL 
피펫 사용)을 D-PBS 497.5µL 에 첨가하여 만들 수 있습니다. 만들어진 작업 용액을 
5-6 회 전도혼합하십시오. 
96-웰 플레이트 1 개 (24 개의 검체 처리 가능)를 사용할 경우, 희석된 작업 용액 
5mL 를 준비해 주십시오. 농축된 접합 시약 25 µL 를 D-PBS 4975 µL 에 첨가하여 
만듭니다.  
주의: 각 키트에는 필요한 
기준량보다 2 배 많은 양의 접합 
시약이 들어 있습니다. 그러나, 
과량의 용액을 준비하게 되면 
시약이 모자라질 수 있으므로, 
사용량에 주의해 주십시오.  
용액은 투명하고 무색을 띠므로, 
접합 시약이 각 웰에 첨가되었는지 
확인하여 주십시오. 

 
주: 기질액의 분주에는 8-채널 혹은 스테퍼 피펫의 사용이 
권장됩니다 (그림 25). 
기질액은 실온에서 사용되어야 하며, 바로 사용할 수 있는 
상태(ready to use)로 공급됩니다. 

 
 
 
 
증류수 또는 탈염수로 플레이트를 세척한 후(그림 26), 흡습지에 
플레이트를 가볍게 두드려 잔류액을 모두 제거해 주십시오. 웰이 
건조될수록 백그라운드는 줄어들고 스팟은 더욱 또렷하게 보이므로, 
계수가 용이해집니다. 결과 해석 전에 플레이트가 완전히 
건조되었는지 확인해 주십시오. 

 

  

그림 24: 접합 시약을 희석해

주십시오 (희석배율 1:200) 

그림 25: 기질액을 첨가한 후, 18-25°C 에서

7 분 간 배양하십시오. 

그림 26: 증류수 혹은 탈염수로 웰을

세척해주십시오. 

사용 지침 
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• 각 웰의 막 위에 뚜렷하게 나타나는 어두운 보라색 스팟의 숫자를 계수하여 기록하십시오. 

환자 검체의 ‘양성’/‘음성’ 여부의 판단을 위해서는 본 문서의 결과해석 부분을 

참조하십시오. 

• 스팟 계수 트레이닝 가이드인 T-SPOT®.Tutor(그림 27)는 Oxford Immunotec 사의 

웹사이트에서 받을 수 있습니다. http://www.oxfordimmunotec.com/international/resources. 

스팟 형성이 완료된 플레이트는 안정적이므로, 즉시 결과를 해석할 필요는 없습니다. 과거의 

검사 결과에 대한 품질 관리를 실시하거나, 재 관찰 및 해석을 수행하는 경우, 최대 

12 개월까지 보관된 플레이트를 사용할 수 있습니다. 단, 이때 플레이트는 실온의 건조하고 

어두운 환경에서 보관되어야 합니다. 

 

그림 27: T-SPOT.Tutor 캡처 화면  

사용 지침 
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T-SPOT.TB 검사 결과의 해석에 있어서 권장되는 방법은 어떤 것이 있나요? 

USB Microscope 사용은 T-SPOT.TB 검사로 형성된 스팟의 시각화에 매우 유용한 방법입니다. 하지만 

검증된 다른 방법들을 사용하실 수도 있습니다. 가령, 확대경 또는 입체 현미경을 사용해도 무방합니다. 

가능한 경우, 자동화된 ELISPOT 플레이트 이미지 분석기를 사용하여 스팟을 시각화할 수 있습니다. T-

SPOT.TB 검사의 스팟 계수에 도움을 주는 자동 이미지 기기는 여러 종류가 있습니다. 이들 기기의 

제조사로는 BIO-SYS, AID, CTL™, Zeiss™ 등이 있습니다. 모든 플레이트 이미지 기기는 진단 용도로 

사용되기 전에 검증되어야 하며, 조정 절차(calibration routine)가 마련되어 있어야 합니다. 

모든 스팟을 계수 해야 하나요? 

충분한 양의 스팟이 형성된 웰이나 스팟이 전혀 형성되지 않는 웰의 경우, 즉 검사 결과를 신뢰성 있게 

판정할 수 있는 경우에는 스팟을 정확하게 계수할 필요는 없습니다. 본 진단 키트의 임상 데이터 

결과에 의하면, 대부분의 실험 결과가 명백하게 양성(‘패널-음성 대조’ 값이 스팟 10 개를 초과)이거나 

음성(‘패널-음성 대조’ 값 이 2 개 이하)으로 나타났습니다. 이러한 경우, 스팟을 일일이 헤아리지 않고도 

실험 결과를 양성 또는 음성으로 보고할 수 있습니다. 양성 대조 웰은, 품질 관리 기준(본 문서 31 면의 

품질 관리 부분 참조)을 통과하는 한, 스팟을 일일이 계수하지 않아도 됩니다. 

웰에 나타나는 유효한 스팟과 비특이적 물질(artefact)을 어떻게 구분하나요? 

항원자극의 결과로 생성되는 스팟은 크고, 둥글고, 진한 스팟으로 나타나며, 종종 중심부가 더욱 어둡고 

주변부로 갈수록 분산된 색깔(광륜)을 보이는 그라디언트 효과가 관찰됩니다. 이들이 유효한 스팟이며, 

이에 비해 비특이적 물질(artefact)은 더 작거나, 흐릿하고, 불규칙한 형태를 보입니다. 

스팟은 어떻게 계수하나요? 

결과 해석을 시작하기 전에 플레이트가 건조한지 확인해 주십시오. 플레이트가 건조해질수록 스팟이 

더욱 뚜렷해 지기 때문입니다. 건조 과정은 최대 37°C 오븐에서 이루어지거나, 실온의 환기가 잘 되는 

환경에서 이루어질 수 있습니다. 37°C 에서는 최대 4 시간, 실온에서는 밤샘 건조하십시오.  

각 웰의 막 위에 나타나는 크고 둥글고 진한 스팟의 개수를 계수하고 기록해주십시오. 이 과정은 

블라인드 테스트로 이루어져야 합니다 (즉, 환자의 구체적인 정보를 모른 채 진행되어야 합니다). 총 

4 개의 웰(즉, 음성 대조, 패널 A, 패널 B, 그리고 양성 대조)의 결과 모두를 기록해야 합니다. 기록 

방법은 T-SPOT.TB 첨부문서에 제시된 지침에 따라 주십시오. 수기계수를 진행하는 경우, T-

SPOT®.Reporter 사용을 권장합니다. 해당 프로그램은 T-SPOT.TB 키트 부속품으로 제공되는 CD 에서 

확인하실 수 있습니다. 이 소프트웨어는 T-SPOT.TB 검사의 결과를 판정할 때 사용되는 알고리즘이 

포함되어 있습니다. 

아래의 그림은, 음성 대조, 패널 A, 패널 B 웰에서 계수되어야 하는 스팟을 보여주고 있습니다. 그림은 

USB Microscope 와 자동화 플레이트 이미지 기기를 이용해 얻은 것입니다. 

유효한 스팟은 검은색 원으로, 무효 처리되는 스팟은 붉은색 원으로 표시되어 있습니다. 

  

각주 및 시각 자료 
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      음성 대조              패널 A       음성 대조              패널 A 

      패널 B               양성 대조       패널 B                양성 대조 
그림 28: USB Microscope 으로 관찰한 환자 1 의 검체 (무효 처리하는 스팟은 붉은색으로 표시됨) 
 

      음성 대조              패널 A       음성 대조              패널 A 

      패널 B               양성 대조 
 

패널 B                양성 대조 

그림 29: AID 플레이트 리더기로 관찰한 환자 1 의 검체 (무효 처리하는 스팟은 붉은색으로 표시됨) 
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      음성 대조              패널 A       음성 대조              패널 A 

      패널 B               양성 대조       패널 B                양성 대조 

그림 30: USB Microscope 로 관찰한 환자 2 의 검체 (무효 처리하는 스팟은 붉은색으로 표시됨) 
 

      음성 대조              패널 A       음성 대조              패널 A 

 
      패널 B               양성 대조 

 
패널 B                양성 대조 

그림 31: AID 플레이트 리더기로 관찰한 환자 2 의 검체 (무효 처리하는 스팟은 붉은색으로 표시됨) 
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그림 32: USB Microscope 로 찍은 사진. 유효한 스팟 7 개(검은색 원으로 표시) 및 무효 

처리되는 3 개의 약한 스팟(붉은색 원으로 표시)을 보이는 웰. 
 

 

 

 

그림 33: USB Microscope 로 찍은 사진. 유효한 스팟 26 개(검은색 고리로 표시) 및 

무효 처리되는 15 개의 약한 스팟(붉은색 고리로 표시)을 보이는 웰. 
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품질 관리 
일반적으로 기대되는 결과는 다음과 같습니다: 음성 대조의 결과에서 스팟이 거의 없거나 아예 
없을 것. 양성 대조에서 20 개 이상의 스팟이 나타날 것. 

음성 대조 
음성 대조에서 다량의 스팟이 나타날 수 있습니다. 또한, 한 개 이상의 웰에서 백그라운드 
염색이 지나치게 짙게 나타나, 스팟 계수가 어려울 수 있습니다. 백그라운드 염색이 짙게 
나타나 백그라운드와 스팟을 구분하기 어렵다면, 결과는 “판정불가”로 판단하셔야 합니다. 
이러한 결과의 대부분은 실험 상의 문제에 기인합니다. 가령, 플레이트 세척이 적당하지 
않았거나, 배지가 오염되었거나, 검체 처리가 적절하지 않았거나, PBMC 분리법이 적절하지 
않았을 수 있습니다. 하지만, 몇몇 증례에서는 환자의 건강 상태가 이러한 결과에 영향을 
미치기도 합니다. 
음성 대조에서 10 개를 초과하는 스팟이 계수된다면, 해당 검사는 “판정불가”로 판단해야 
합니다. 
양성 대조 
일반적으로, 세포의 기능성을 확인하는 양성 대조 스팟의 수는 ≥ 20 개, 또는 포화(즉, 
계수하기에 너무 많은 수의 스팟) 상태를 나타내야 합니다. 일부 적은 비율의 환자에게서는 
PHA 에 제한적인 감수성을 보이는 T 세포가 존재할 수 있습니다 1. 양성 대조의 스팟 계수치가 
< 20 개인 경우에는, 패널 A 또는 패널 B 의 결과가 ‘양성’으로 나타나지 않는 한 해당 검사는 
“판정불가”로 판단해야 합니다. 양성 대조의 스팟 계수치가 <20 개인 경우일지라도 패널 A 
또는 패널 B 의 결과가 ‘양성’으로 나타난다면 결과는 유효합니다. 자세한 내용은 하기의 결과 
해석 및 검사 기준 부분의 설명을 참조해 주십시오. 

 
그림 34: 일반적인 음성 대조 웰의 이미지: (a) 스팟 0 개인 웰의 경우 (b) 스팟 1 개인 웰의 경우 (c) 음성 대조 웰에 >10 개의 스팟이 있어 무효 

처리되는 경우 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
그림 35: 일반적인 양성 대조 웰의 이미지 (a) (b) (c) 모두 환자 검체에 적합한 반응이 나타난 경우. (d) 양성 대조 웰에 <20 개의 스팟이 나타나 

무효 처리되는 경우  

각주 및 시각 자료 

 (c)

(c) 

사용 지침 

(d)
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결과 해석 및 검사 기준 

다음의 기준을 적용하기 전에 품질 관리 부분을 참고해주시기 바랍니다. 

주의: 결핵 질환 여부를 진단하거나, 잠복 결핵 (LTBI) 감염의 가능성을 판단하는 경우, T-

SPOT.TB 검사 결과를 해석할 때 역학적 요인, 병력, 임상학적, 그리고 진단학적 소견을 모두 

종합적으로 고려해야 합니다. 결핵균의 감염(결핵 질환을 포함)을 진단하고 검사 대상을 

선정할 때, 국내 진료 및 치료지침 상의 권장사항을 참조해 주십시오. 

T-SPOT.TB 검사의 결과는 두 개의 패널 각각에서 나타나는 스팟 개수에서 음성 대조 웰의 

스팟 개수를 빼는 다음의 알고리즘에 따라 해석됩니다.   

양성: (패널 A-음성 대조)또는 (패널 B-음성 대조) 스팟수가 둘 중 하나라도 ≥ 6 개 이상 

음성: (패널 A-음성 대조)와 (패널 B-음성 대조) 스팟수가 모두 ≤ 5 개 이하 (0 이하 포함) 

경계값(Borderline) 및 판정불가(Indeterminate)  

패널 A, 혹은 패널 B 의 스팟 계수치 (패널-음성 대조) 중 높은 값의 스팟수가 5, 6 또는 7 인 

경우 경계값(Borderline)으로 판단하셔야 합니다. 환자로부터 새로운 검체를 수집하여 재검사할 

것을 권장합니다. 

재검사 결과가 여전히 경계값(borderline)인 경우, 다른 진단검사학 및 역학적 정보를 활용하여 

환자의 결핵 감염 상태를 판단해야 합니다 

   음성 대조 계수치     

          
  통과 (≤10 spots)    실패 (>10 spots) 
          
 양성 (Mitogen) 대조    판정 불가 (검사 재실시)
          

통과 (≥20 spots)   실패 (<20 spots)    

          
 (패널 A-음성 대조) 또는 (패널 B-

음성 대조) 
스팟수 하나라도 ≥6 개 이상 

결과: 양성 (표 1 참조) 

  (패널 A-음성 대조) 또는 (패널 B-
음성 대조) 

스팟수 하나라도 ≥6 개 이상 

결과: 양성 (표 1 참조) 

 
    

          
 (패널 A-음성 대조) 와 (패널 B-

음성 대조) 
스팟수 모두 ≤5 개 이하 
결과: 음성 (표 2 참조) 

  (패널 A-음성)와 (패널 B-음성) 
스팟수 모두 ≤5 개 이하 

 
판정 불가 

(검사 재실시) 

 
    

          
 (패널 A-음성 대조) 또는 

(패널 B-음성 대조) 

스팟수 중, 최대치가 5, 6, 7 개 

결과: 경계값 (표 3 참조) 

       
        

사용 지침 
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스팟 해석 

패널 A 및 패널 B 항원 
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표 1: 양성 : (패널 A-음성 대조) 또는 (패널 B-음성 대조) 스팟수가 둘 중 하나라 도 ≥ 6 개 이상  
음성 대조 웰의 

계수치 

패널 A 또는 B 의 스팟수가 둘 중 하나라도 
다음의 수치인 경우† 

결과 해석 

0 ≥6 양성 
1 ≥7 양성 
2 ≥8 양성 
3 ≥9 양성 
4 ≥10 양성 
5 ≥11 양성 
6 ≥12 양성 
7 ≥13 양성 
8 ≥14 양성 
9 ≥15 양성 

10 ≥16 양성 
>10 spots n/a 판정불가** 

†주: 높은 스팟수가 나타난 패널의 계수치를 사용함. 

 표 2: 음성 : (패널 A-음성 대조) 와 (패널 B-음성 대조) 스팟수가 모두 ≤ 5 개 이하 
음성 대조 웰 

계수치 

패널 A 와 B 의 스팟수가 모두 다음의 수치인

경우 

결과 해석 

0 ≤5 음성 
1 ≤6 음성 
2 ≤7 음성 
3 ≤8 음성 
4 ≤9 음성 
5 ≤10 음성 
6 ≤11 음성 
7 ≤12 음성 
8 ≤13 음성 
9 ≤14 음성 

10 ≤15 음성 
>10 spots n/a 판정불가** 

 표 3: 경계값 (Borderline) : (패널 A-음성 대조 ) 또는 (패널 B-음성 대조 ) 스팟수 중 최대치가 5, 6, 
7 개인 경우 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 패널 A 혹은 B 의 스팟 계수치 (패널-음성 대조) 중 높은 값의 스팟수가 5, 6, 또는 7 개의 

경우 경계값(Borderline)으로 고려해야 하며, 환자로부터 새로운 검체를 수집하여 재검사를 

실시할 것을 권장합니다. 
** 결과가 “판정불가”인 경우, “판정불가”로 보고 되어야 하며, 해당 환자로부터 새로운 검체를 

수집하여 재검사를 실시할 것을 권장합니다.  

음성 대조 웰 

계수치 

패널 A 또는 B 의 스팟수 중 최대치가 

다음의 수 치 인  경우 

결과 해석 

0 5, 6 or 7 경계값 (Borderline)* 

1 6, 7 or 8 경계값 (Borderline)* 

2 7, 8 or 9 경계값 (Borderline)* 

3 8, 9 or 10 경계값 (Borderline)* 
4 9, 10 or 11 경계값 (Borderline)* 

5 10, 11 or 12 경계값 (Borderline)* 
6 11, 12 or 13 경계값 (Borderline)* 
7 12, 13 or 14 경계값 (Borderline)* 
8 13, 14 or 15 경계값 (Borderline)* 

9 14, 15 or 16 경계값 (Borderline)* 

10 15, 16 or 17 경계값 (Borderline)* 

>10 spots n/a 판정불가** 

사용 지침 
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문제 해결 

이 검사는 Good Laboratory Practice 의 원칙에 따라서, 본 사용 지침을 준수하며 수행되어야 

합니다. 

경계값 (borderline) 결과 

경계값(borderline)은 두 개의 (패널-음성 대조) 스팟 계수 결과 중 최댓값이 (ROC 로 판단된 

검사의 한계점인) ≥6 개의 스팟으로부터 ±1 개의 스팟 범위를 지닐 때입니다. 

경계값(Borderlinel)은 유효한 결과이기는 하지만, 한계점으로부터 더 큰 차이를 보이는 스팟 

계수치보다는 낮은 신뢰도를 지닙니다. 따라서 해당 환자로부터 새로운 검체를 채혈하여 

재검사하도록 권장합니다. 재검사 결과가 여전히 경계값(Borderline)으로 나온다면, 다른 종류의 

진단검사 그리고/또는 역학적 정보를 종합적으로 고려하여 환자의 결핵 감염 상태를 판단해 

주십시오. 

판정불가 결과 

판정불가는 드물게 나타나며, 검사받은 개인의 면역 상태와 관련된 결과일 수 있습니다 2&3. 

또한 아래에 기술된 다양한 기술적인 요인들로 인해 “짙은 백그라운드,” “낮은 양성 대조값,” 

그리고 “높은 음성 대조값” 이 발생할 수 있습니다: 

• 부적절한 채혈튜브 사용 

• 검사 개시 전, 8 시간 이상 보관한 혈액 사용 (혹은 T-Cell Xtend 시약을 사용한 경우 

32 시간 이상 보관한 혈액 사용) 

• 검사 개시 전, 권장된 온도 범위(18-25ºC) 외에서 혈액 검체를 보관  

• 세포 배양 배지의 오염 

• 불완전한 플레이트 세척 

판정불가 결과가 나온 경우에는 환자로부터 새로운 검체를 채혈하여 재 검사하는 것을 

권장합니다. 주요한 문제해결 방법들을 다루고 있는 기술 문서가 필요한 경우, Oxford 

Immunotec 사에 연락해 주십시오. 

제품 지원 연락처: (02) 2015 7710 

  

사용 지침 
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스팟 해석 — 추가 정보 
패널 A 및 B 항원 

항원 웰 내, 스팟의 개수는 0 개부터 수백 개까지의 범위를 지닐 수 있습니다. 스팟 개수가 

높게 나타나면 계수가 어렵고, 계수에 드는 시간이 길어지므로 >20 개 이상으로 

기록하시면 됩니다. 전형적으로 나타날 수 있는 웰의 예시는 다음의 그림 34-36 과 

같습니다. 

(a) 
 

 

 

 

그림 36: 패널 A 및 B 항원 웰의 전형적인 그림. (a) 양성 검체 (>20 spots); (b) 양성 검체 (>20 spots); (c) 양성 

검체 (8 spots) (d) 음성 검체 (0 spots) 

검사 해석 예시: 

 웰 스팟 계수 치 유효 ? 
 

환자 1. 음성 대조 = 2 ✓
 패널 A = 11 ✓
 패널 B = 1 ✓
 양성 대조 = >20 ✓

패널 A 값 빼기 음성 대조값 = 9 (9 ≥6). 그러므로: 결과 = 양성  

환자 2. 음성 대조 = 1 ✓
 패널 A = 0 ✓
 패널 B = 2 ✓
 양성 대조 = >20 ✓

패널 B 값 빼기 음성 대조값 = 1 (1 ≤5). 그러므로: 결과 = 음성  

환자 3. 음성 대조 = 11 X

 패널 A = 13 ✓
 패널 B = 12 ✓
 양성 대조 = >20 ✓

음성 대조값 >10. 그러므로: 결과 = 판정 불가 (재 검사 필요) 

환자 4. 음성 대조 = 0 ✓
 패널 A = 13 ✓
 패널 B = 12 ✓
 양성 대조 = 18 X

양성 대조값은 실패하였으나, 패널 A 와 B (빼기 음성대조값 0) = 13 & 12 (>6) 그러므로: 결과 = 양성 

각주 및 시각 자료 

 
(c) 
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스팟 해석 — 문제해결 

웰이 잔해물을 함유하거나 짙은 백그라운드를 보이는 경우, 스팟을 계수할 때 특별히 유의하시기 

바랍니다. 아래의 예시를 참조해 주십시오. 

예시 1: 4 개의 표식(Mark) 효과. 이 

표시들은, 세척 단계에서 플레이트를 

두드려 털 어 낼  때  플레이트의 후면에 

과한 압력이 가해져 형성될 수 있음 [이 

경우 스팟 계수치 = 0] 

예시 2: 패널 웰 안의 백그라운드가 짙은 

경우. T-SPOT.TB 검사에서 짙은 

백그라운드가 나타나는 경우는 드물지만, 

백그라운드 위에서 스팟을 확인할 수 

있음 [이 경우 스팟 계수치 ≥20]. 

예시 3: 과도하게 짙은 백그라운드는 

다음의 원인으로 발생할 수 있음: 

적절하지 않은 플레이트 세척, 배지 

오염, 또는 부적절한 검체 처리 및 

PBMC 분리. 환자의 건강 상태가 이러한 

결과를 가져왔을 가능성 또한 배제할 

수 없음 [이 경우, 이 음성 대조 웰의 

결과는 무효] 

예시 4: 웰 안에 머리카락과 같은 잔해물이 

보일 수 있음. 그 러 나  스팟을 여전히 

확 인 할  수 있음. [이 경우 스팟 계수치= 

0]. 세포와 시약을 피펫팅 할 때는 검사 

웰에 잔해물이 들어가지 않도록 주의 

예시 5: 피펫 팁이 막에 닿으면 

어두운 흔적을 남길 수 있음. 그러나 

스팟을 여전히 확인할 수 있음. [이 경우 

스팟 계수 치 = 0]. 세포와 시약을 피펫팅 

할 때는 피펫 팁으로 막을 건드리지 

않도록 주의 

예시 6: 자동 세척 팁(Automated Washer 

tips) 역시 막에 어두운 흔적을 남길 

수 있음. 그러나 스팟을  여전히 

확인할 수 있음. [이 경우 스팟 계수치= 

0]. 실험을 진행하는 중에는 팁이 

막을 건드리지 않도록 주의 

예시 7: 웰(배지)에 균류(fungal) 오염이 

발생한 경우. 형태상 균류의 증식 

모습은 둥글지 않으며, 불규칙하고 섬유질 

모 양 의  가장자리를 보임. 또한 균류는 

ELISPOT 스팟보다 크기가 큼. [이 경우 

스팟 계수치= 0]. 오염이 발생하지 않도록 

주의 

예시 8: 웰 내의 잔해물. 스팟을 확인할 

수 있다면 유효함 [이 경우 스팟 계수치 

= 0]. 세포와 시약을 피펫팅 할 때는 검사 

웰에 외부 잔해물이 들어가지 않도록 주의  

예시 9: 손 상 된  막. 이 웰에서 

스팟이 여전히 확인됨  

피 펫 팅 하 여  웰 에  분 주 할  

떄 ,  막이 손상되지 않도록 

주의 
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