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Instruktionsinformation

Beregnet anvendelse

T-Cell Xtend-reagenset er beregnet til anvendelse ved klargaring af T-celler oprenset fra fuldblod.
Reagenset vil ggre det muligt for laboratorier at isolere lymfocytter fra fuldblod i op til 32 timer efter
venepunktur til analysering ved en kommerciel ELISPOT-procedure.

Introduktion

Generelt er ELISPOT-teknikker validerede til forarbejdning af blodprgver inden for otte timer efter
venepunktur. Dette tidsrum til handtering af blodprgver kan péavirke laboratoriets personale og
procedurer ved, at det laegger begreensninger p& arbejdsgangen i forbindelse med udfgrelse af
analysen. Inkorporering af T-Cell Xtend-reagenset i ELISPOT-processen giver laboratoriet gget
fleksibilitet. Blodprgver kan fremsendes og/eller opbevares natten over, uden at det har indflydelse
pa T-celle-funktion eller ydeevne.

Metodens principper

Brugen af T-Cell Xtend-reagenset som en hjeelp til separation af lymfocytter fra fuldblod giver
forbedret logistik i forbindelse med udfgrelse af ELISPOT-analyser med opbevarede prover. T-
celler, isoleret fra fuldblod og opbevaret natten over, viser reduceret respons til stimulering med
antigener i ELISPOT-analyser. Dette skyldes primeert kontaminerende cellepopulationer i de
perifere mononukleaere blodcellers (Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC) lag. T-Cell Xtend-
reagenset indeholder bispecifikke monoklonale antistoffer, som rettes mod celleoverflademarkgrer
pa udvalgte hvide blodlegemer og glycophorin A pa de rgde blodlegemer. T-Cell Xtend-reagenset
krydsbinder de udvalgte hvide blodlegemer med de r@de blodlegemer, hvilket gger densiteten af de
udvalgte celler. Nar der anvendes en densitetsgradient under FICOLL*-ekstraktionen, forbliver de
udvalgte hvide blodlegemer separeret inde i laget af rgde blodlegemer veek fra PBMC-laget. Ikke-
udvalgte celler, herunder T-celler og celler med antigener, er indeholdt i PBMC-laget. Studier har
vist, at funktionaliteten af T-celler, klargjort ved brug af T-Cell Xtend-reagenset efter opbevaring af
blod natten over er sammenlignelig med det, der opnas fra frisk blod.

Advarsler og forsigtighedsregler

1. Kun tilin vitro diagnostisk anvendelse.

2. Kun til professionel anvendelse; operatgrerne skal veere uddannet i denne procedure.

3. Blodpraver bgr betragtes som potentielt farlige. Der skal udvises forsigtighed, nar materiale af
human oprindelse handteres.

4. Handtering af fuldblodsprever og analysekomponenter under brug, opbevaring og
bortskaffelse bgr ske i overensstemmelse med de procedurer, der er beskrevet i de relevante,
nationale retningslinier og regulativer vedrgrende sikkerhed i forbindelse med handtering af
biologisk farlige materialer.

5.  Enhver afvigelse fra de anbefalede procedurer for pipettering, vasketeknikker, inkubationstider
og/eller -temperaturer kan pavirke testresultaterne.

6. Indsaml ikke blod i CPT-rgr (Cell Preparation Tubes) (CPT™, Becton Dickinson) eller EDTA-
blodopsamlingsrgr, da de er inkompatible med T-Cell Xtend-reagenset.

7. Fuldblodsprgver ma ikke nedkgles eller nedfryses. Opbevar og transporter blodprgverne til

laboratoriet ved en temperatur mellem 10 °C - 25 °C.

Tilseet T-Cell Xtend-reagenset til fuldblodet, inden blodpragverne forarbejdes.

T-Cell Xtend-reagenset ma ikke fortyndes, og der ma ikke tilfgres andre komponenter direkte

til T-Cell Xtend-reagenset.

10. Brug kun beholdere til engangsbrug til opsamling af vengse blodprgver.

11. Bland ikke forskellige lotnumre i én enkelt patientprgve.

12. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.

13. Ma ikke anvendes sammen med en fuldblodsprave, der har veeret opbevaret i mere end 32
timer.

14. Der skal anvendes aseptisk teknik, nar dette produkt anvendes.
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Medfglgende materialer

Hver seske indeholder:

Tre (3) 2 ml heetteglas med T-Cell Xtend monoklonale antistoffer.

Opbevaring oq stabilitet

Udbnede haetteglas med T-Cell Xtend-reagens skal opbevares ved 2°C - 8°C indtil den
udlgbsdato, der er angivet pa aesken. Abnede og genforseglede hzetteglas skal opbevares ved 2 °C
- 8 °C og anvendes inden for 12 uger efter abning, medmindre denne periode overskrider den
udlgbsdato, der er angivet pa aesken.

Ngdvendigt udstyr og ngdvendige materialer, der ikke medfaglger

1. Hepariniserede blodopsamlingsrar.

2. FICOLL eller alternative PBMC-udskillelsesmaterialer, dvs. Accuspin™ og Leucosep-rar.

3. En centrifuge til udskillelse af PBMC'er, som er i stand til mindst 1800 RCF (g), og som er i
stand til at holde prgverne ved stuetemperatur (18 °C - 25°C), hvis der anvendes
densitetscentrifugering til udskillelse af PBMC'erne.

4. Biologisk sikkerhedskabinet, klasse Il (anbefalet).

5. Pipetter og sterile pipettespidser.

6. ELISPOT-seet.

Procedure

Bemeerk: Falgende trin bgr udfgres ved brug af principperne for god laboratoriepraksis:

1.

2.

Indsaml fuldblodsprgver i lithium-heparin-blodopsamlingsrar, og opbevar dem i op til 32 timer
ved 10 °C - 25 °C.

Umiddelbart inden brug i en kommerciel ELISPOT-analyse tilfgjes 25 ul T-Cell Xtend-reagens
per ml fuldblod ved, at heetten tages af blodopsamlingsrgret, og det anbefalede volumen
pipetteres ned i rgret.

Seet igen haetten pa rgret, og vend forsigtigt blodopsamlingsrgret 8 til 10 gange.

Inkubér fuldblodet med T-Cell Xtend-reagenset i 20 + 5 minutter ved stuetemperatur (18 °C -
25 °C).

Udskil PBMC-fraktionen ved brug af FICOLL densitetsgradientcentrifugering eller en alternativ
PBMC-udskillelsesmetode.

Klarggr PBMC'erne til ELISPOT-analysen ifglge brugsanvisningen fra ELISPOT-saettets
fremstiller.

Bemaerk: De enkelte laboratorier bgr validere deres procedurer til indsamling og
udskillelse af PBMC'er for at opna en tilstreekkelig maengde. Det anbefales, at:

e Blodprgver indsamles i lithium-heparin-blodopsamlingsrgr, hvor PBMC'erne
efterfalgende udskilles ved brug af en standard udskillelsesteknik sdsom FICOLL
densitetsgradient. Hvis det gnskes, kan der anvendes alternative metoder til
oprensning af PBMC-delen f.eks. Accuspin eller Leucosep forfyldt med FICOLL.

e En patients celler kan om ngdvendigt pooles med henblik pa at opnd et
tilstreekkeligt antal celler fra flere rgr med blod, som er blevet indsamlet og
forarbejdet sidelgbende.

Fra en immunkompetent patient kan der typisk opnas tilstreekkelige PBMC'er til at kare
analysen fra vengse blodpraver efter nedenstaende retningslinier:

e Voksne og bgrn over 2 ar: ét 6 ml lithium-heparin-rer

e Bgarn op til 2 ar: ét 2 ml paediatrisk rer

Reagensklarggring

T-Cell Xtend-reagenset leveres klar til brug. Der kreeves ingen reagensklarggring.
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Tilfer T-Cell Xtend-reagenset

til preven
T-Cell Xtend
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Inkubér 20 minutter Uenskede celler er krydsbundet til
ved stuetemperatur rede blodlegemer med antistofkomplekser
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Fortsaet til ELISPOT-analysen

Figur 1: Diagrammet viser, hvordan T-Cell Xtend-reagenset bgr inkorporeres i en ELISPOT-protokol til brug sammen med
opbevaret/fremsendt fuldblod i op til 32 timer efter venepunktur.
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Begreensninger

1. T-Cell Xtend-reagenset er en diagnostisk hjeelp. Testresultaterne bgr fortolkes sammenholdt
med resultaterne fra den diagnostiske test, der anvendes.

Kvalitetskontrol

Intern testning af T-Cell Xtend-reagenset har vist, at der ikke er noget signifikant fald i PBMC-
maengderne eller T-celle-populationerne, nadr man sammenligner fuldblodspraver, der har veeret
opbevaret i mindre end 8 timer efter venepunktur med fuldblodsprgver, behandlet med T-Cell
Xtend-reagenset, der har vaeret opbevaret i op til 32 timer. Som del af det enkelte laboratoriums
kvalitetskontrol bgr der udvikles og valideres celleteellingsmetoder med henblik pa at sikre, at der er
opnaet en tilstreekkelig meengde PBMC'er til det relevante testsystem. Endvidere bgar
kvalitetskontrolaktiviteterne inkludere brugen af positive og negative kontroller, der er udviklet til at
sikre T-cellernes forventede ydeevne inden for det relevante testsystem.

Preaestationskarakteristika

Der er udfgrt kliniske forsgg med og uden T-Cell Xtend-reagens tilfart inden celleudskillelse til
forarbejdning af fuldblodprgver med en ELISPOT-analyse (T—SPOT®.TB analyse), opbevaret i op til
32 timer efter venepunktur.

Den overordnede overensstemmelse mellem dataene i det kliniske forsgg (3 forsggssteder) mellem

T-SPOT.TB-analysen med og uden T-Cell Xtend-reagens var 96,6 % (340/352) [95 % CI 94,1-
98,2 %].
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Fejlfindingsvejledning i klarggring af PBMC'er til ELISPOT

Problem

Mulig arsag

Mulig lgsning

Lille cellemeengde

Leukopeni

Ukorrekt blodopsamling

Blodopsamlingsraret har ikke
stuetemperatur (18 °'C - 25 °C)

Blodet er ikke opbevaret ved
10°C-25°C

Opbevaring af blodet
overskrider den anbefalede tid

Tilfgj et yderligere
blodopsamlingsrar

Brug ikke CPT-rgr (CPT,
Becton Dickinson) eller
blodopsamlingsrgr der
indeholder
antikoagulationsmidlet EDTA

Sarg for, at
blodopsamlingsraret har
opndet stuetemperatur inden
blodopsamlingen

Sgrg for at forsendelse af blod
foregar ved 10 °C - 25 °C

Opsaml en ny blodprgve, og
gentag testen

Kontamination fra rade

blodceller

Blodopsamlingsraret har ikke
stuetemperatur (18 °C - 25 °C)

Ukorrekt centrifugering

Sarg for, at
blodopsamlingsrgret har
opndet stuetemperatur inden
blodopsamlingen

@g centrifugeringstiden  til
30 minutter

Kontroller
afkalet

at centrifugen er

Kontroller at centrifugens
bremse virker, og sgrg for at

disse trin udfares i
overensstemmelse med
fremstillerens anvisninger

vedrgrende udskillelse ved
brug af FICOLL

Intet defineret eller distinkt
mononukleaert lag

Centrifugen er ikke kalibreret
korrekt

Centrifugeringshastigheden er
for lav

Centrifugeringstiden er for kort

Hyperlipideemisk pragve

Kalibrer centrifugen

@g centrifugeringshastigheden
til 1500 - 1800 RCF

@g centrifugeringstiden til
30 minutter

Indsaml fastende blodprgver

Ugyldige resultater

Ugyldige resultater kan
skyldes flere forskellige fejl i
handteringen af prgven

Se afsnittene ovenfor
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Symbolforklaring

Anvendes inden/udlgbsdato (ar-maned-dag)
Lothummer

Katalognummer

OBS, se brugsanvisningen

Fremstiller

Tilstraekkeligt til “n” tests

In vitro diagnostisk anordning
Temperaturbegreensninger/opbevares mellem
Se brugsanvisningen
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T-SPOT, T-Cell Xtend og Oxford Immunotec logoet er varemaerker tilhgrende Oxford Immunotec
Limited.

CPT er et varemaerke tilhgrende Becton Dickinson

* FICOLL og FICOLL-PAQUE er varemeerker tilhgrende GE Companies.

Accuspin er et varemeerke tilhgrende Sigma-Aldrich

Brugen af T-Cell Xtend-reagenset er beskyttet af fglgende patenter og anmeldte patenter:
WO 2008/041004

© Oxford Immunotec Limited, 2011. Alle rettigheder forbeholdt.
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